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1. Einfithrung

1.1. Der humane Androgenrezeptor

1.1.1. Aufbau des Androgenrezeptors

Der Androgenrezeptor gehort zu einer Gruppe von Hormonrezeptoren, die aufgrund ihrer
Homologie und Wirkungsweise als Steroidhormonrezeptor-Superfamilie zusammengefasst
wird. Zu dieser Gruppe gehoren zudem der Progesteron-, Glukokortikoid-,
Mineralkortikoid-, Ostrogen-, Triiodthyronin-, Vitamin-D- und Retinoatrezeptor. Sie sind
ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren in der Regulation der Genexpression.

Das Gen fiir den Androgenrezeptor liegt auf dem langen Arm des X-Chromosoms an
Position Xqll-ql2. Die Linge variiert zwischen 75 und 90 Kilobasen. Die protein-
kodierende Region besteht aus einer Linge von insgesamt ca. 2800 Basenpaaren. Unterteilt
werden die Exons durch Introns mit Lingen zwischen 0,7 und 26 Kilobasen (Abb. 1-1).
Das Androgenrezeptorprotein ist aus insgesamt 910 bis 919 Aminosduren aufgebaut und
hat ein Molekiilgewicht von 110 bis 112 kDa. Verschiedene Dominen bilden den

Androgenrezeptor und vermitteln unterschiedliche Aufgaben.
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung des X-Chromosoms (oben); der Exons im AR-Gen mit
Angabe ihrer Grofle in kb (Mitte) und des Androgenrezeptor-Proteins (unten);
(modifiziert nach Quigley CA, Endocr. Rev (1995); Erlduterung siehe Text)



Die Aminoterminale-Doméne stellt mit bis zu 537 Aminosduren die grofite Doméne des
Androgenrezeptors dar. Sie wird von Exon 1 codiert. Zugleich ist es der Bereich mit der
grofften  DNA-Sequenz-Variabilitit zwischen den einzelnen Mitgliedern der
Steroidrezeptorfamilie.

Zu den Aufgaben wird die Aktivierung und Kontrolle der Transkription gezéhlt, was unter
anderem durch die activation-function-1 (Aktivierungs-Element, AF-1) vermittelt wird.
Daneben gibt es weitere Bereiche, die iiber Protein-Protein-Interaktionen mit anderen

Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle in der Transkriptionsregulation spielen [27].

Die DNA-Bindungsdomiine ist der Bereich mit der gro8ten Homologie in der Familie der
Steroidrezeptoren [79]. Ihre Aminosiurensequenz hat eine Ubereinstimmung von ungefihr
80%. Diese Domaine ist fiir die Wechselwirkung des Rezeptors mit der DNA [13,30]
zustindig. Uber den 2. Zink-Finger zweier Zink-Finger wird die Bindung mit den Ziel-
DNA-Abschnitten vermittelt. Diese DNA-Bereiche weisen Sequenzen auf, die als

hormone-response-elements (hormonresponsible Elemente, HRE) bezeichnet werden.

Die sogenannte hinge-Region (Scharnier-Region) unterstiitzt die Bindung des liganden-
gebundenen Steroidhormonrezeptors an die DNA [13,30]. Das mit der hinge-Region und
DNA-Bindungsdomime assoziierte nuclear-targeting-signal (Kern-Ziel-Signal) [96] ist fiir
den Transfer des liganden-gebundenen Androgenrezeptors vom Zytoplasma in den

Zellkern verantwortlich.

Die Liganden-Bindungsdomiine wird mit ungefihr 50% Ubereinstimmung der
Aminosdurensequenz der Steroidrezeptoren durch eine relativ groBe Homologie
gekennzeichnet.

An dieser Domédne kommt es zur Ligandenbindung, die abhingig der Struktur der
Liganden-Bindungsdomine spezifisch fiir verschiedene Steroide ist [58]. Diese initiale
Aktivierung des Rezeptors fiihrt zur Konformationsianderung der Liganden-Bindungs-

domine [73].

1.1.2. Hormonresponsible Elemente

Nach Bindung eines Liganden an einen Steroidhormonrezeptor wird dieser aus dem

Zytoplasma in den Zellkern verlagert. Durch Dimerisierung zweier Rezeptoren konnen sie



gemeinsam an spezifische Zielsequenzen der DNA, die hormon-responsiblen Elemente

(HRE’s) [13,30,59,79], binden.

Anhand ihrer Basenstruktur konnen verschiedene HRE’s unterschieden werden. Meist
handelt es sich hierbei um komplett oder partiell palindromische Sequenzen [13,30,59,79].
Die verschiedenen HRE’s konnen weiterhin anhand ihrer Spezifitidt fiir die einzelnen
Steroidhormonrezeptoren unterschieden werden. Androgenresponsible Elemente (ARE)
oder zum Beispiel glukokortikoidresponsible Elemente (GRE) weisen eine Spezifitit fiir
die jeweiligen Steroide auf.

Demgegeniiber wurden auch Basensequenzen beschrieben, die nicht spezifisch fiir einen
bestimmten Rezeptor sind [6,13,30,79,89].

Ein HRE mit der Struktur 5-AGAACAnnnTGTTCT-3" konnte unter anderen von
Claessens et al. [13] gezeigt werden. Der aktivierte Androgen-, Glukokortikoid-,
Mineralokortikoid- oder Progesteronrezeptor kann mit dieser DNA-Sequenz interagieren.
Interessanterweise kann bei einer direkten Abfolge der oben dargestellten DNA-Sequenz
ohne die drei zwischengeschalteten Basen nur der Androgenrezeptor mit diesem HRE
interagieren, 5"-TGTTCT-3"[4,13,30,79].

Durch Punktmutationen kann diese Spezifitit fiir einen bestimmten Steroidhormonrezeptor
verdndert werden. Verrijdt et al. [89] konnten einen Wechsel der Spezifitit eines HRE’s

von Androgen- zu Glukokortikoidrezeptoren zeigen.

In einer anderen Arbeit konnten Robins et al. [75] nachweisen, dass der
Glukokortikoidrezeptor an ein ARE binden kann, dabei aber keine Effekte ausgeiibt
werden. Dies kann durch spezifische Transkriptionsfaktoren und Wechselwirkungen mit
dem Androgenrezeptor erklirt werden.

Die Aktivitit der Androgene wird weiterhin iiber die die HRE’s flankierenden
Basenstrukturen reguliert [30,59]. Moglicherweise bindet der Rezeptor durch allosterische

Krifte an diese Sequenzen der DNA und reguliert dadurch die Transkription.

1.1.3. Wirkungsmechanismus des Androgenrezeptors

Androgene und anabole Steroide werden von Transportproteinen zur Zielzelle
transportiert. Im Zielgewebe kommt es zu einer Dissoziation des Liganden vom

Transportprotein und zur Diffusion ins Zytoplasma der Zielzelle.



Der nicht-ligandengebundene Androgenrezeptor ist hochaffin fiir Androgene. Dies wird
hervorgerufen durch ein heat-shock-protein-90 (Hitzeschockprotein-90, HSP-90), welches
an der Liganden-Bindungsdomine gebunden ist und den Androgenrezeptor in der
Konformation verdndert [23] und dadurch die Androgenbindung erleichtert wird. Die
Bindung des HSP90 an den Rezeptor ist in-vitro abhéngig der Struktur der Liganden-

Bindungsdomaine [3].

Abb. 1-2: Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus des Androgenrezeptors
(umgezeichnet nach Quigley CA, ,, The androgen receptor: Physiology and pathophysiology* in
Nieschlag E und Behre HM ,, Testosterone“, Springer-Verlag, 2. Auflage, 1998; Erlduterung siehe
Text)

Durch elektrostatische Krifte und anschlieBende Konformationsidnderungen kommt es zur
Bindung der Androgene an die Liganden-Bindungsdoméne [92,93] des Rezeptors. Dieser
Mechanismus ist ligandenspezifisch. So konnten Matias et al. [54] zeigen, dass die
Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor durch unterschiedliche Wechselwirkungen

hervorgerufen werden, wodurch ligandenabhiingig verschiedene Aktivititen resultieren.

Insgesamt ist die Bindung von Liganden an die Liganden-Bindungsdoméne sehr komplex.

Durch Anderung der Proteinstruktur hervorgerufen durch Punktmutationen an der
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Liganden-Bindungsdomine wurde das Bindungsmuster und daraus resultierend das
Aktivitdtsprofil der einzelnen Liganden verdndert [55]. Teilweise konnte ein Ligand nicht
mehr an den Rezeptor binden, teilweise resultierte eine schnellere Dissoziation des

Liganden vom Rezeptor.

Das nuclear-targeting-signal (Kern-Ziel-Signal) des Rezeptors vermittelt liganden-
spezifisch [44] die Verlagerung des ligandengebundenen Rezeptors in den Zellkern, in dem
es durch Konformationsinderungen zu einer Dimer-Bildung zwischen zwei Rezeptoren
kommt. Diese lagern sich in einer antiparallelen Orientierung aneinander an, wobei sich
die Aminoterminale-Domine des einen Rezeptors mit der Liganden-Bindungsdomiine des

anderen Rezeptors und umgekehrt verbindet [17].

Bei der Dimerisierung der Rezeptoren handelt es sich meist um zwei gleiche Rezeptoren,
eine Homodimerbildung. Eine Heterodimerbildung zwischen zwei unterschiedlichen
Steroidrezeptoren wurde ebenfalls beschrieben [12,61]. Durch solch eine Konstellation
werden unterschiedliche Effekte durch die zwei verschiedenen Rezeptoren hervorgerufen.

SchlieBlich binden die aktivierten Rezeptoren mit der DNA-Bindungsdoméne an die
HRE’s der DNA und leiten die Transkription ein. Okuno et al. [61] konnten eine
Verinderung der DNA-Bindungaffinitit des Rezeptors bei speziellen HRE’s zeigen, je

nachdem ob die Rezeptoren als Homo- oder Heterodimer vorlagen.

Cofaktoren der Transkription beeinflussen als sekundédre Transkriptionsfaktoren die
Transkription und damit die Genregulation [6,42,56]. Dabei handelt es sich um Proteine,
die mit spezifischen Basensequenzen innerhalb der Promoterregion interagieren. Durch
eine Briickenbildung des ligandengebundenen Streoidhormonrezeptors an die DNA oder
einen Chromatinumbau resultiert eine differentielle Beeinflussung der Transkription [42].

Aus der Interaktion der Cofaktoren mit dem Rezeptor kann eine Konformationsinderung
der Liganden-Bindungsdomine des Rezeptorproteins resultieren [10]. Diese
Konformationsidnderung ist Steroidhormonrezeptor spezifisch [29] und fiihrt zu

Wechselwirkungen mit weiteren Transkriptionsfaktoren.



1.2. Physiologie der Androgenwirkung

Androgene sind essentiell fiir die Differenzierung der minnlichen Geschlechtsorgane. In
der 7. Bis 12. Schwangerschaftswoche kommt es zu einer Virilisierung des dufleren
Genitales sowie zur Ausbildung von Prostata und Samenblase.

Zwischen 6 und 8 mg Testosteron werden téglich im erwachsenen ménnlichen Organismus
synthetisiert, davon ungefihr 95% in den Leydig'schen Zwischenzellen des Hodens.
Daneben wird ein geringer Anteil des zirkulierenden Testosterons in der Zona reticularis
der Nebennierenrinde synthetisiert [14]. Hier ist das Dehydroepiandrosteron (DHEA), ein
wenig potentes Androgen, das quantitativ am stdrksten produzierte Androgen. Im
weiblichen Organismus werden die Androgene hauptsichlich in der Nebennierenrinde und
zu einem geringen Anteil im Ovar gebildet.

Die Synthese der Androgene im Hoden wird vermittelt iiber das Hypothalamus-
Hypophysen-System. Im Hypothalamus wird Gonadotropinfreisetzendes-Hormon (GnRH)
synthetisiert, welches iiber den Portalkreislauf der Hypophyse in den Hypophysen-
vorderlappen transportiert wird. Hier stimuliert es die gonadotropen-basophilen Zellen,
Gonadotropine (LH und FSH) zu synthetisieren. LH, auch interstitial-cell-stimulating-
hormone (ICSH) genannt, induziert das Wachstum der Leydig schen Zwischenzellen und
die Testosteronbiosynthese. FSH wirkt unter anderem regulierend auf die Spermiogenese.
Als Substrat fiir die Synthese der Steroidhormone dient Cholesterin, welches iiber
verschiedene biochemische Zwischenprodukte letztlich in Testosteron umgewandelt wird.
Einen Uberblick iiber die wichtigsten Syntheseschritte zeigt Abbildung 1-3.

Testosteron selbst wird iiber die Sa-Reduktase in das wesentlich aktivere
Dihydrotestosteron umgewandelt. Von dem Enzym 5o-Reduktase konnten zwei
verschiedene Isoenzyme nachgewiesen werden. Typ II kommt vor allem im peripheren
Zielgewebe des inneren und duBeren Genitales, wie Prostata, Samenblase oder Corpora
cavernosa, vor. Fiir das Isoenzym Typ I (5o-Reduktase-I) konnte bisher noch keine
eindeutige Rolle in der ménnlichen Sexualdifferenzierung beschrieben werden. So
erscheinen ménnliche Maiuse mit einem So-Reduktase-Typ-I-Mangel phinotypisch
minnlich [85]. Die 5a-Reduktase-1 konnte bisher unter anderem in Hautanhangsgewebe
[78] oder in in-vitro-Versuchen in humanen osteoblasten-dhnlichen Zellen [40] in einem
deutlich stirkeren Ausmal als die So-Reduktase-II nachgewiesen werden.

Mahendroo et al. [52] konnten zeigen, dass bei weiblichen Mé&usen mit einem 5a-

Reduktase-I-Mangel erhohte Estradiol-Spiegel, durch eine verstirkte Metabolisierung der
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Androgene zu Ostrogenen (sieche Abbildung 1-3), nachweisbar waren [34]. Daraus
resultierte eine angestiegene Abortrate. Durch Metabolisierung von Testosteron zu DHT
durch die So-Reduktase-I konnte somit ein Schutz vor einem Ostrogen-Exzess mit

erhohter Abortrate postuliert werden.

Cholesterol

i StAR

Pregnenolon ——  » 17-OH Pregnenolon ——— pDehydroepiandrosteron
17a-Hydroxylase 17/20-Lyase

38-HSD 3p-HSD

v v v

Progesteron—__» 17-OH Progesteron — ____ »Androstendion
17a-Hydroxylase 17/20-Lyase

17BHSD
Desoxycorticosteron v v
¢ 11-Desoxycortisol Testosteron
Corticosteron
Cort!sol
Sa-Reduktase-II
18—011C0rticoster0n
Aldosteron Dihydrotestosteron Estradiol

Abb. 1-3: Synthese- und Metabolisationswege der physiologischen Androgene; Angabe der

wichtigsten Enzyme

DHT wird durch die 30/3B-Dehydrogenase zu Sa-Androstandiol metabolisiert und
dadurch inaktiviert.

Neben der Umwandlung in DHT kann Testosteron ebenfalls durch 173-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen (173-HSD) wieder in sein eigenes Substrat Androstendion umgewandelt
werden [26]. Ein weiterer aktiver Metabolit des Testosteron ist das 17p-Estradiol. Dieses
wird durch Aromatisierung des Testosterons durch die Cytochrom-P450-Aromatase
(p450arom), welches — neben Gonaden und Leber — auch in Plazenta, Fettgewebe, Gehirn
und Haarfollikeln vorhanden ist, erzielt.

Daraus kann geschlossen werden, dass das Enzymmuster des jeweiligen Gewebes die

AKktivitit der verschiedenen Androgene und Ostrogene moduliert.




Neben diesen aktiven gibt es zusitzlich die inaktiven Metaboliten, vor allem Androsteron

und Etiocholanolon.

1.3. Differentielle Androgenwirkungen

1.3.1. Dihydrotestosteron

Die Ausbildung des duBeren Genitales und das Wachstum der Prostata wird wesentlich
iiber DHT vermittelt [11,36,83]. Durch die 50-Reduktase wird Testosteron in einem
gewebespezifischen Ausmal in das aktivere DHT metabolisiert.

Bei einigen Patienten, bei denen das duflere Genitale nicht phédnotypisch ménnlich
ausgebildet ist, konnte ein Mangel oder ein volliges Fehlen der Sa-Reduktase-II
nachgewiesen werden. Diese Patienten weisen bei einem 46,XY-Karyotyp eine normale
Entwicklung des Wolff’schen Ganges, des Nebenhodenganges und der Samenblase auf.
Andererseits liegt eine deutliche Virilisierungsstdrung mit einem oftmals phéinotypischen
duBeren weiblichen Genitale vor. Zur Virilisierung dieser Patienten kommt es meist
wihrend der Pubertit, da eine normale Testosteronsynthese in den Hoden vorliegt und
DHT durch die - in der Pubertit ebenfalls relevante - Sa-Reduktase-I synthetisiert werden
kann.

Daraus ldsst sich eine Beteiligung von DHT an der Entwicklung des dufleren Genitales

herleiten.

1.3.2. Testosteron und Testosteronvorstufen

In der Nebenniere und im Hodengewebe katalysiert die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(3B-HSD) die Umwandlung von Dehydroepiandrosteron in Androstendion, welches weiter
unter Katalysierung durch die 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ LI (178-HSD) in
Testosteron [2,34] umgewandelt wird (sieche Abbildung 1-3).

Bei Patienten mit einem Defekt der 33-HSD oder der 173-HSD liegen hohe Spiegel an
Androstendion und DHEA, jedoch verminderte Spiegel bis zu einem vollstandigen Mangel
an Testosteron vor. Phinotypisch weisen diese Patienten ein weibliches duleres Genitale
[34,35] bei einem 46,XY-Chromosomensatz auf. Dennoch kommt es zu einer Ausbildung
der Derivate des Wolff’schen Ganges [11,57,84,87], was unter anderem durch eine

Wirkung von Testosteronvorstufen auf diese Strukturen erkldrt werden konnte. Fiir die



ausbleibende Virilisierung wéhrend der Pubertit konnte das fehlende Testosteron
mafgeblich sein.
Aus diesen Erfahrungen kann postuliert werden, dass die Ausbildung des inneren Genitales

iiber Testosteron und seine Vorstufen moduliert wird.

1.3.3. Weitere Beispiele androgener Wirkungen

Neben den oben genannten Effekten auf die Differenzierung des Genitales spielen
Androgene ebenfalls eine wichtige Rolle im sexuellen Verhalten des Mannes. So wirken
sich Androgene wahrscheinlich stimulierend auf sexuelle Phantasien, néchtliche
Erektionen, sexuelle Aktivititen sowie Orgasmen aus [53,88].

Bei der Ausprigung des ménnlichen Behaarungsmusters gibt es verschiedene Wirkungen,
die durch Androgene vermittelt werden. Es kommt im Laufe der Pubertidt zu Bartwuchs,
einer verstiarkten Behaarung des Stammes und der typischen rautenformigen Geschlechts-
behaarung. Daneben spielen Androgene bei der Ausbildung einer Stirnglatze im spéten
Lebensalter des Mannes eine Rolle. Interessanterweise ist in Haarfollikelzellen die

Konzentration an DHT grofer ist als die des Testosterons.

1.4. Anabole Steroide

Die in dieser Arbeit untersuchten Anabolika gehoren als synthetische Derivate der
steroidalen Androgene zur Gruppe der Steroidhormone. Aufgrund ihrer chemischen
Struktur konnen anabole Steroide grob in zwei Gruppen unterteilt werden, 17a-alkylierte
Derivate wie zum Beispiel Stanozolol und 19-Nor-Derivate (z.B. Nandrolon) [8,62]. Durch
zum Teil unterschiedliche Wirkungen ist diese Unterteilung auch klinisch relevant.
Anabolika haben ebenfalls virilisierende und anabole Effekte. Sie iiben iiber eine positive
Stickstoffbilanz eine proteinaufbauende Wirkung aus [48]. Eine daraus resultierende
mogliche Zunahme der Muskelmasse und —kraft durch kontraktile Proteine wird
unterschiedlich bewertet [24,81,82].

Zu einer Steigerung der Erythropoese kann es iiber einen positiven Effekt auf das
blutbildende Knochenmark und einer vermehrten Sekretion des Erythropoetins in der Niere
kommen. Auf das Lingenwachstum im heranwachsenden Organismus wirken sich anabole
Steroide positiv aus [49]. Moglicherweise wird dies durch einen leicht verzdgerten

Epiphysenfugenschluss und damit das Ende des Knochenldngenwachstums hervorgerufen.
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Fiegel und Kulhanek [25] sprechen dagegen von der Gefahr der reduzierten Endgrofle
durch frithzeitige und beschleunigte Knochenreifung mit vorzeitigem Epiphysen-
fugenschluss.

Eine weitere Wirkung ist zudem die Steigerung der Mineralisierung von Knochen [50].
Durch Untersuchungen mit verschiedenen anabolen Steroiden konnte ein positiver Effekt
auf die , knochenaufbauenden* Osteoblasten gezeigt werden. Daraus resultierte vor allem
eine Zunahme der Kortikalis der Knochen.

Zu den anabolen Effekten gehort ebenfalls eine dunklere, tiefere Stimme, die durch ein
verstirktes Kehlkopfwachstum und eine Zunahme der Muskelfasern des Musculus vocalis
hervorgerufen wird.

Eine klinische Wirkung iiben Anabolika iiber ihre fibrinolytische Aktivitit aus [74]. Bei
ansteigenden Testosteronkonzentrationen sinken die Fibrinogen-, Protein C- und Protein S-
Konzentrationen im Plasma, wohingegen der Antithrombin-III-Spiegel ansteigt [28].
Dennoch wurde auch eine verstirkte Plittchenaggregation bei Gabe von Androgenen
beobachtet [91]. Andere Arbeiten beschreiben eine verstirkte Kollagensynthese durch

Stanozolol [22].

Bekannt geworden sind anabole Steroide in letzter Zeit durch den Missbrauch im
Leistungs- und Freizeitsport und bei der Kédlbermast [8,25,46,71].

Daneben gibt es aber auch eine Reihe medizinischer Indikationen, die aus ihren Wirkungen
ersichtlich werden. So wurden Anabolika bei stark kachektischen Patienten wie chronisch
kranken Patienten, Tumorpatienten, Verbrennungsopfern eingesetzt. Hierbei wird vor
allem die proteinanabole Wirkung ausgenutzt. Ebenso konnen einige Andmie-Patienten mit
einer verstiarkten Erythropoese unterstiitzt werden.

Die Wirkungen auf die Knochen konnen bei Osteoporose-Patienten ausgenutzt werden.
Das vermehrte Lingenwachstum bei Gabe von anabolen Steroiden ist bei Patientinnen mit
dem Ullrich-Turner-Syndrom beobachtet worden, bei denen im Durchschnitt eine um ca.
fiinf Zentimeter hohere Endgrofle beschrieben wurde [25,49].

Der Antagonismus zu Ostrogen kann bei Mammakarzinomen ausgenutzt werden, die einen
ostrogenrezeptor-positiven Tumor haben, da Anabolika Ostrogenwirkungen antagonisieren
konnen, aber keine starken androgenen Effekte hervorrufen.

Neben diesen Indikationen gibt es eine Reihe von Krankheiten, bei denen Anabolika als
Adjuvans gegeben werden konnen. Hierzu zidhlen chronische Lebererkrankungen mit

starker Hypoproteindmie und das akute oder chronische Nierenversagen, bei denen durch
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Anabolika Proteinverlust und Proteinkatabolismus reduziert werden konnen. Der Mangel
des Proteins C;-Esterase-Inhibitor beim Angioneurotischen-Syndrom kann zum Teil durch

Anabolika reduziert werden.

Als unerwiinschte Arzneimittelwirkungen stehen vor allem die oben beschriebenen
virilisierenden Wirkungen im Vordergrund, die in einem gewissen Malle immer vorhanden
sind.

Vor der Pubertit kann sich im ménnlichen Organismus durch Therapie mit anabolen
Steroiden ein Hypergenitalismus als Ausdruck einer Pubertas praecox entwickeln. Nach
der Pubertdt bewirken Anabolika durch reduzierte FSH-Spiegel eine Abnahme der
HodengréBe und Oligo-/Azoospermie [9,25]. Im weiblichen Organismus kann eine
Klitorishypertrophie, ein Hirsutismus und eine Amenorrhoe resultieren.

Bei der Behandlung mit anabolen Steroiden (vor allem mit 17a-alkylierten Derivaten)
zeigte sich eine reversible hepatotoxische Wirkung vor allem bei Patienten mit

praexistenten Lebererkrankungen [8,25].

1.5. Differenzierung zwischen androgenen und anabolen Steroiden

anhand biologischer Wirkungen

Bereits seit langem versucht man, virilisierende von anabolen Wirkungen zu
differenzieren. Eisenberg und Gordan haben bereits 1950 [20] die Effekte von Androgenen
auf Samenblase und Musculus levator ani (MLA) bei der kastrierten infantilen Ratte
untersucht. Die Wirkung auf die Samenblase, als typisches minnliches Geschlechtsorgan,
entspricht dabei der androgenen Wirkung. Demgegeniiber spiegelt die myotrophe Wirkung
auf den MLA den anabolen Effekt wieder.

Um die Steroide direkt in-vivo differenzieren zu konnen, wurde die Stickstoffretention
durch Anabolika gemessen. Die positive Stickstoffbilanz ist notwendig fiir den protein-
anabolen Effekt. Der androgene Effekt konnte demgegeniiber iiber die Menge und den
Fruktosegehalt des Ejakulates bestimmt werden.

Andere Untersuchungen haben die anabolen Wirkungen anhand der Zunahme des
Korpergewichtes, die Wirkungen auf Muskulatur, auf den Musculus temporalis des
Meerschweinchens, auf das Nierengewicht und auf die Aufnahme radioaktiv-markierter

Aminoisobuttersdure bestimmt.
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Bereits 1966 wurde die lange Zeit geltende [94] Bestimmung nach Overbeek [63]
eingefiihrt, bei der die Wirkungen auf den MLA und auf die Samenblase bei infantilen
kastrierten Ratten gemessen wird. Als Standardmedikament wird als i.v.-Prdparat das
Testosteron-Phenylpropionat und bei oraler Medikation 17a-Methyltestosteron verwendet.
Die jeweils =zu untersuchenden Substanzen werden anschlieBend zu diesen
Standardpréparaten in Relation gesetzt.

Aus diesen Ergebnissen konnte fiir jedes untersuchte Steroidhormon die sogenannte
anabol/androgene-Ratio (Q-Wert) angegeben werden, die das Verhiltnis der anabolen zur

virilisierenden Wirkung angibt.

1.6. Mogliche Wirkungsmechanismen anaboler Steroide

Steroide konnen anhand ihrer biologischen Wirkungen in iiberwiegend virilisierende oder
anabole Substanzen unterteilt werden. Nur wenige Untersuchungen haben sich mit den

Ursachen fiir diese differentiellen biologischen Effekte in-vivo beschéftigt.

Chen et al. [12] haben gezeigt, dass anabole Androgene partiell an den
Glukokortikoidrezeptor binden. Die physiologisch katabolen Effekte der Glukokortikoide
konnen durch diese Bindung kompetetiv aufgehoben werden, so dass letztendlich eine
anabole Stoffwechsellage resultiert. Zu einem &dhnlichen FErgebnis kommt die
Arbeitsgruppe Ellis et al. [21], die die Bindung von Stanozolol an den Progesteron-
Rezeptor beschrieben haben.

Weiterhin  kann es zu einer Heterodimerisierung des ligandengebundenen
Androgenrezeptors mit einem Glukokortikoidrezeptor kommen [12]. Dabei werden die
biologischen Effekte spezifisch durch beide Rezeptoren vermittelt. Durch eine verdnderte
Bindungsaffinitidt eines heterodimerisierten Rezeptors an spezifische DNA-Sequenzen

kann eine differentielle Aktivitit resultieren [61].

Eine andere Ursache der Differenzierung zwischen anabol und virilisierend zeigt die
Gewebeverteilung der So-Reduktase. Die 5a-Reduktase-1I wird vorwiegend im dufleren
Genitale, in der Prostata und in der Samenblase exprimiert. Nahezu nicht exprimiert wird
sie dagegen im Muskelgewebe.

Von To6th und Zakar wurde der Einfluss der So-Reduktase-II auf die Effekte von

Testosteron und Nandrolon als auch ihren jeweiligen Metaboliten untersucht [86].
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Nandrolon hat zwar eine hohere Affinitdt zur Sa-Reduktase-II als Testosteron, das dabei
entstandene Dihydronandrolon ist gegeniiber DHT aber ein inaktiver Metabolit, der keine

Wirkungen am Androgenrezeptor hervorrufen kann.

Ein weiterer moglicher anaboler Wirkungsmechanismus wurde von Abu-Shakra und
Nachtmann [1] diskutiert. Thre Versuche legen nahe, dass es rezeptorunabhingige
Mechanismen geben konnte, was vor allem bei hohen Dosen der anabolen Steroide
beobachtet werden konnte. Durch Antagonisten am Androgenrezeptor gelang es nicht, die
Wirkungen von Stanozolol zu antagonisieren, was durch einen rezeptorunabhingigen Wir-
kungsmechanismus von Stanozolol erklidrt werden konnte. Ebenso verhilt es sich bei den
Ergebnissen von Boada et al. [7]. Diese Arbeitsgruppe konnte Bindungskomplexe fiir 17a-
alkylierte-Steroide, also zum Beispiel Stanozolol, in Mikrosomen von Lebergewebe und
Mammakarzinom-Zellen nachweisen [7,51]. Dieser spezifische Bindungskomplex ist ein
118kDa schweres integrales Protein, das an das Endoplasmatische Retikulum in Leber-
und Mammakarzinom-Zellen gebunden ist [51].

Kemppainen et al. [45] und Roselli [77] untersuchten die Bindungsaffinititen
verschiedener Steroide an den Androgenrezeptor. Sie konnten zeigen, dass anabole
Steroide meist mit unterschiedlicher Affinitit mit dem Androgenrezeptor interagieren.
Diese Ergebnisse zeigen eine Moglichkeit fiir differentielle anabole Effekte der

verschiedenen Steroide.

Die spezifische Wirkung von Liganden an Steroidhormonrezeptoren zeigt sich in einem
charakteristischen Wechsel der Konformation des Rezeptors nach Bindung des Liganden.
Aus der Bindung von Methyltrienolon an den Androgenrezeptor resultiert ein Kon-
formationswechsel der Liganden-Bindungs-Doméne [54,66,90]. Dieser Vorgang ist
ligandenabhéngig und entsteht durch unterschiedliche, spezifische Interaktionen des
Liganden mit definierten Aminosdureresten des Rezeptors. Dadurch wird ein spezifisches
Muster von van-der-Waals-Kriften und Wasserstoffbriickenbindungen erzielt.

Trotz der relativ hohen Sequenzhomogenitit der einzelnen Steroidrezeptoren weisen sie
jeweils einen speziellen Aufbau auf. Hieraus konnten sich die unterschiedlich starken
Bindungen der einzelnen Liganden an verschiedene Rezeptoren mit spezifischen

biologischen Effekten erklédren.
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Hsiao et al. haben die unterschiedlichen Wirkungen von Testosteron und Dihydro-
testosteron in-vitro untersucht [39]. Sie konnten nachweisen, dass bei Versuchen mit drei
strukturell unterschiedlichen Reportergenen mit differierenden ARE’s unterschiedlich
starke Transaktivierungen durch die beiden Hormone hervorgerufen wurden. Aus diesen
Ergebnissen schlussfolgerten sie, dass die Wirkungen der physiologischen Androgene iiber
spezifische Wechselwirkungen des Rezeptors mit verschiedenen DNA-Zielsequenzen
differenziert werden konnten.

Daraus kann die Hypothese abgeleitet werden, dass androgen-spezifische Wirkungen nicht
nur durch quantitative Unterschiede hinsichtlich der Rezeptoraktivierung bedingt sein
konnten. Dariiber hinaus konnten unterschiedliche biologische Wirkungen strukturell
unterschiedlicher Androgene, wie z.B. adrenale Androgene aber auch synthetischer
Androgene mit anabolen Wirkungen sowie virilisierend wirkender Androgene jeweils

durch ein qualitativ unterschiedliches Muster im Profil aktivierter Zielgene bedingt sein.

1.7. Beschreibung genregulatorischer Elemente

Die Erbinformation eukaryontischer Zellen ist in Form doppelstringiger DNA im Zellkern
kodiert. Durch Replikation werden diese Informationen an die nachfolgenden
Generationen weitergegeben. Als Transkription wird das Abschreiben von DNA in RNA
bezeichnet. Wihrend der Translation werden schlieBlich entsprechende Proteine

synthetisiert. Durch diesem Mechanismus wird die genetische Erbinformation umgesetzt.

Promotoren sind spezifische DNA-Sequenzen mit transkriptions-regulierender Funktion.
Nach Bindung spezifischer Transkriptionsfaktoren, kommt es zum Aufbau einer basalen
Transkriptionsmaschinerie, die unter anderem zur Assoziation der RNA-Polymerase-1I
fiihrt. Durch diesen Mechanismus wird die Transkription spezifischer DNA-Abschnitte

erzielt.

Die Regulation der Transkription wird auBBerdem iiber andere, die Transkription potentiell
verstirkende Faktoren erzielt, den sogenannten Enhancern (Verstdarkern). Enhancer
befinden sich einige hundert Basenpaare oberhalb der Promoterregion und kénnen nach
Bindung spezifischer Proteine die Transkription beeinflussen. Unter anderem binden die
ligandengebundenen Steroidhormonrezeptoren als transkriptionsregulierende Proteine an

die HRE's, die als Enhancer der Transkription fungieren [80].
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Die Untersuchung der Transktiptionsregulation kann in vitro mit Hilfe von
Reportergenassays erfolgen. Dabei werden synthetische DNA-Abschnitte in Form von
Plasmid-DNA, in eukaryontische Zellen durch den Vorgang der transienten Transfektion
eingefiihrt. Bei Plasmiden handelt es sich um extrachromosomale DNA-Elemente, die in
ringformiger, doppelstringiger Form vorliegen.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Ansatz erfolgte stets eine Kotransfektion, die
gleichzeitige Transfektion mehrerer Plasmide. Sie kodieren einerseits fiir den humanen
Androgenrezeptor, andererseits stellen sie die unterschiedlichen Reportergene dar, deren
Expression durch verschiedene, androgen-regulierte Promoter gesteuert wird. Weiterhin
wurden zusitzliche, fiir die Normalisierung der Ergebnisse erforderliche Plasmide,

kotransfektiert.

Die Vermehrung von Plasmid-DNA erfolgt in transformierten Bakterien. Damit stets die
richtigen Bakterienstimme zur Vermehrung kommen, enthalten die Plasmide ein
Ampicillin-Resistenzgen. Dadurch konnen sie mittels eines ampicillinhaltigen

Niahrmediums selektioniert werden.

Fir den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsaufbau wurden verschiedene
Reportergene verwendet. Diese Reportergene wurden so ausgewihlt, dass sie einen
deutlich unterschiedlichen Aufbau der molekularen Struktur ihrer androgen-regulierten
Promoterregionen aufwiesen. Dies zeigt sich unter anderem in dem Vorkommen
unterschiedlicher HRE’s sowie unterschiedlicher Bindungsstellen fiir weitere Kofaktoren.
Wie unter 1.1.2. beschrieben sind HRE’s nicht grundsitzlich spezifisch fiir einen einzigen
ligandengebundenen Rezeptor [13,30,79,89]. Das MMTV-luc-Reportergen setzt sich unter
anderem aus vier verschiedenen glukokortikoidresponsiblen Elementen (GREs)
zusammen, an die auch der aktivierte Androgenrezeptor binden kann. Je nach GRE
unterscheidet sich die Bindungsaffinitit. Beim GREI1 ist sie am stidrksten fiir den
Progesteronrezeptor und am niedrigsten fiir den Androgenrezeptor. Dies ist bei GRE3
genau umgekehrt [32].

Die Struktur der einzelnen, verwendeten Promoter ist schematisch im Kapitel ,,Material
und Methoden* dargestellt (Abb. 2-2, 2-3, 2-4). Damit stellen die untersuchten
Reportergene ein artifiziell generiertes Modell fiir potentiell unterschiedliche, natiirliche

androgen-regulierte Gene dar.
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Alle verwendeten, androgen-regulierten Reportergene exprimieren die Firefly-Luziferase
(,,Glihwiirmchen-Luziferase®), sodass ihre Aktivierung im Luziferaseassays gemessen

werden kann.

1.8. Prinzip einer Transaktivierungsmessung

Die Ligand-Rezeptor-Interaktion, die zur Transkription eines androgen-regulierten Genes
fiihrt, kann in in-vitro-Experimenten mit Hilfe eines Reportergenassays analysiert werden.

Durch Transfektioon wird die Plasmid-DNA in eukaryontische Zellen integriert. Das
Androgenrezeptorplasmid fiihrt zur Expression des Androgenrezeptorproteins. Die
hinzugefiigten Hormone binden und aktivieren den Rezeptor. Der dabei entstandene
Ligand-Rezeptor-Komplex kann mit den hormonresponsiblen Elementen des Reporter-
genplasmids interagieren. Dadurch kommt es zur Transkription und schlieBlich Translation
der auf dem Reportergen kodierten Luziferase. Thre Aktivitit kann durch hinzugefiigte
Substrate quantifiziert werden und reflektiert somit die Aktivitit der dargestellten
Signaltransduktionskaskade. Der Mechanismus dieser Kaskade ist in Abbildung 1-4

schematisch dargestellt.

Da die Messergebnisse von Transfektionsexperimenten von der Menge der eingebrachten
Plasmid-DNA abhingt, ist eine Kontrolle der Transfektionseffizienz erforderlich. Diese
kann mit Hilfe eines speziellen Plasmids gemessen werden, das nicht-androgen-reguliert
exprimiert wird (pRL-SV40-Plasmid). Dieses Plasmid kodiert fiir die Renilla-Luziferase.
Nach Umsetzung des hinzugefiigten Substrates, Renilla-Luziferin, kann das Produkt
spezifisch quantitativ erfasst und von der Firefly-Luziferase eindeutig unterschieden
werden.

Damit wihrend der verschiedenen Versuche mit unterschiedlichen Plasmidkonzentrationen
konstante Versuchsbedingungen gewihrleistet werden konnen, kann eine konstante
Plasmidmenge stets durch Hinzufiigen einer entsprechenden Menge eines Carrierplasmids

(Fullplasmids) erzielt werden.
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskade
(Integration der Plasmide (dicke Pfeile); Bindung der Liganden an den exprimierten
Androgenrezeptor; Interaktion des liganden-gebundenen AR mit den HRE's; Bildung
der Firefly- und Renilla-Luziferase)

1.9. Fragestellung

Bis heute ist nicht gekldrt, welcher Mechanismus dazu fiihrt, dass einerseits priferentiell
virilisierende und andererseits priferentiell anabole biologische Wirkungen durch
strukturell offensichtlich unterschiedliche Androgene ausgelost werden konnen. Fiir einige
Steroide wurde bislang iiberhaupt noch nicht nachgewiesen, ob sie den

Androgenrezeptormechanismus spezifisch aktivieren kdonnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die grundsitzliche Hypothese experimentell untersucht
werden, ob unterschiedliche, in vivo beobachtete biologische Wirkungen anaboler und
virilisierender Androgene iiber die Aktivierung liganden-spezifischer Profile auf Ebene

potentieller androgen-regulierter Zielgene erkliart werden konnten.

17



Insbesondere sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1.) Fiihren insbesondere anabole und adrenale Androgene zu einer Aktivierung

des Androgenrezeptors?

2.) Welche quantitativen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
androgenen (Testosteron, Dihydrotestosteron, Methyltrienolon), anabolen
(Stanozolol, Oxandrolon, Nandrolon) und adrenalen (Androstendion,
Dehydroepiandrosteron)  Liganden  lassen  sich  hinsichtlich  der

Androgenrezeptoraktivierung im Reportergenmodell darstellen?

3.) Gibt es Unterschiede in der Androgenrezeptoraktivierung in Abhéngigkeit
von der Verwendung strukturell differierender Reportergene (MMTV-luc,
PRE>-TATA-luc, GRE-OCT-luc) als Modell fiir unterschiedliche natiirliche

Zielgene?

4.) Lassen sich aus den erhobenen  Reportergenaktivierungsdaten
unterschiedliche Aktivierungsprofile kategorisieren und wie unterscheiden
sich die verwendeten androgen, anabolen und andrenalen Liganden

diesbeziiglich?
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2. Material und Methoden

2.1. Transfektionsuntersuchungen
2.1.1. Material zur Ziichtung der Zellen

2.1.1.1. Chinesische-Hamsterovar-Zellen

Die Versuche wurden an Chinesischen-Hamsterovar-Zellen (CHO-Zellen) der Firma
Deutsche-Sammlung-von-Mikroorganismen-und-Zellkulturen GmbH durchgefiihrt. Es
wurden Zellen der Zelllinie CHO-K1 in Passagen von 4 bis 20 verwandt.

CHO-Zellen sind charakterisiert durch ein schnelles Wachstum mit einer Verdopplungszeit
von 24 Stunden und einer einfachen Kultivierung (37°C bei 5%CO, mit DMEM'** .
Medium). Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei einer Temperatur von ca. —200°C
in 70% Medium, 20% Fetales Kilberserum (FCS) und 10% DMSO (Dimethylsulfoxid,
Sigma-Aldrich) aufbewahrt. Fiir die Versuche wurden die Zellen in einem Wirmebecken
auf 37°C erwidrmt und die Zellsuspension (2ml) mit 8ml DMEM'"%FCS versetzt. Nach
Zentrifugieren wurden die Zellen in ungefihr 25ml DMEM'’*T® in T175-Flaschen der
Firma Sarstedt bei 37°C im Wirmeschrank fiir drei bis vier Tage geziichtet. Dies entsprach

der zweiten Passage der Zellen.

2.1.1.2. Dulbeccos-Modified-Eagles-Medium

Als Kulturmedium fiir die Zellkultur wurde Dulbecco’s-Modified-Eagles-Medium
(Dulbecco’s-modifiziertes-Adlermedium = DMEM) der Firma Sigma-Aldrich verwandt
(siche Tabelle 2-1); [31,65]. Zur Kontaminationsprophylaxe wurde eine Mischung aus
Penizillin und Streptomycin der Firma Boehringer und Fetales Kélberserum (FCS) der
Firma PAA-Laboratories GmbH, (siehe Tabelle 2-2) zugefiigt.

Um einen Einfluss von eventuell im FCS enthaltenen geringen Mengen von Steroiden
ausschlieen zu konnen, wurde fiir die Versuche das DMEM mit steroidfreiem FCS

versetzt (DCC-FCS), siehe Tabelle 2-3.
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Substanz Menge
DMEM-Nutrient Mixture F-12 HAM Trockensubstanz fiir 5,0 1 Aqua dest.
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs), Serva 60¢g

Aqua dest. auffiillen auf 5,0 1

Tab. 2-1: Zusammensetzung des verwendeten Mediums

Substanz Menge
angesetztes DME-Medium (Tab. 2-1) 450 ml
FCS 50 ml
Penizillin/Streptomycin (10000 u/ml + 10000 pg/ml) 5,8 ml

Tab. 2-2: Zusammensetzung des Kulturmediums (DMEM'*"*)

Substanz Menge
angesetztes DME-Medium (Tab. 2-1) 450 ml
DCC-FCS (Tab. 2-4) 50 ml
Penizillin/Streptomycin (10000 u/ml + 10000 pg/ml) 5,8 ml

Tab. 2-3: Zusammensetzung des Versuchsmediums ( DMEMM%'DCC'FCS)

Fir die Herstellung des DCC-FCS” wurde unter anderem Aktivkohle benutzt. Dadurch
konnten moglicherweise im FCS enthaltenen Verunreinigungen, wie zum Beispiel
Hormone, adsorbiert werden (siche Tabelle 2-4). Am Ende wurde das DCC-FCS

sterilfiltriert, bei -18°C gelagert und fiir den Gebrauch auf 37°C im Wasserbad erwirmt.

Substanz Menge Bezugsquelle
Aktivkohle (Norit A®) 50¢ Serva

Dextran 05¢g Sigma-Aldrich
Tris-HCL-Puffer (10nM) pH 7,4 200 ml Sigma-Aldrich

Tab. 2-4: Zusammensetzung der DCC-Losung bezogen auf 500ml FCS

2.1.1.3. PBS

Der verwendete Puffer PBS (Salz-Phosphat-Puffer) diente zum Spiilen der Zellen. Dafiir
wurde er auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4 eingestellt, der mittels eines pH-

Meters SenTix-21 der Firma wtw ermittelt wurde. Die Zusammensetzung dieses Puffers ist
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in Tabelle 2-5 wiedergegeben. Die Lagerung erfolgte bei 4°C, demgegeniiber wurde der

PBS im Versuch aufgewédrmt mit einer Temperatur von 37°C eingesetzt.

Substanz Menge Bezugsquelle
Natriumchlorid (NaCl) 80¢g

Kaliumchlorid (KCI) 02¢g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 02¢g Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) l4¢g

Aqua dest. 1,01

Tab. 2-5 Zusammensetzung des PBS

2.1.2. Beschreibung der Plasmide

2.1.2.1. Androgenrezeptor-Expressionsplasmid

Der Androgenrezeptor ist auf dem pSVARO-Plasmid kodiert (Brinkmann et al. 1989).
pSVARO ist ein 7219 bp groBes Plasmid, das neben der hAR-DNA zusitzlich den ,.early
promoter SV40“ (enhancer-Region) und das ,,rabbit B-globin poly-A-signal“ (Signale zur
Beendigung der Transkription und zur Polyadenylierung der RNA zur Stabilisierung)
enthélt. Wichtig fiir die Replikation des Plasmids im Escherichia coli-Stamm ist das ORI-
Element, welches den Ursprung (origin) fiir die Replikation in E. coli Zellen darstellt, als
auch das Amp-Gen, das fir die Ampicillin-Resistenz der transformierten Bakterien
verantwortlich ist.

Das pSVARO-Plasmid war ein Geschenk von Dr. A.O. Brinkmann (Erasmus Universitit
Rotterdam, Niederlande).
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung des pSVARO-Plasmids

(nach Brinkmann AO; Erlduterung siehe Text)
2.1.2.2. Reportergene

2.1.2.2.1. MMTV-luc

Das MMTV-luc-Reportergen, welches insgesamt eine Grofle von 7,32 kb hat, besitzt vier
verschiedene glukokortikoidresponsible Elemente (GREs).

NF
GRE1 GRE2 GRE3 GRE4
Oct-1 TATA

N NS ME’

Abb.: 2-2 Schematische Darstellung des MMTV-luc-Plasmids

(Erliuterung siehe Text)
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Zusitzlich gibt es Bindungsstellen fiir weitere Transkriptionsfaktoren wie NF-1, Octl und
TATA-box-binding-factor [33,42,68,]. Zur Messung der Transfektion ist auf dem MMTV-
luc-Reportergen die Luziferase-cDNA kodiert.

Das MMTV-luc-Plasmid war ebenfalls ein Geschenk von Dr. A.O. Brinkmann (Erasmus

Universitidt Rotterdam, Niederlande).
2.1.2.2.2. pRE,-TATA-luc

Im Gegensatz zu den beiden anderen Reportergenen handelt es sich bei TATA-luc um ein
in seiner Struktur sehr einfaches Reportergen. Es enthilt responsible Elemente, die
aufgrund ihrer Wirkungen auch als gemeinsame PRE/ARE bezeichnet werden (siehe
Abbildung 2-3).

AuBlerdem besitzt das TATA-luc-Reportergen noch eine Bindungsmoglichkeit fiir
Transkriptionsfaktoren, den TATA-box-binding-factor und wiederum die Luziferase-
cDNA [43]. Insgesamt hat das Plasmid eine Grofle von 4980 bp.

Das pRE;-TATA-luc-Plasmid war ein Geschenk von Dr. G. Jenster (Erasmus Universitit
Rotterdam, Niederlande).

PRE/ARE1 PRE/ARE2 TATA
[ [ —

Abb. 2-3: Schematische Darstellung des pRE>-TATA-luc-Reportergens

(Erlduterung siehe Text)

2.1.2.2.3. GRE-OCT-luc

Das dritte untersuchte Reportergen ist das GRE-OCT-luc-Plasmid, es ist aus zwei GRE’s
aufgebaut. Auch bei diesem Reportergen gibt es in der Promoterregion die Moglichkeit der
Bindung von Transkriptionsfaktoren - ein TATA-box-binding-factor und eine Spl-
Erkennung. Die cDNA fiir die Firefly-Luziferase befindet sich ebenfalls auf dem Plasmid.

Das GRE-OCT-luc-Plasmid wurde von Dr. A.O. Brinkmann (Erasmus Universitit,

Rotterdam, Niederlande) bezogen.
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GRE1 GRE2 TATA Sp1

N N, om B [

Abb. 2-4: Schematische Darstellung des GRE-OCT-luc-Plasmids

(Erlduterung siehe Text)

2.1.2.3. pRL-SV40-Vektor zur Messung der Transfektionseffizienz

Das pRL-SV40-Plasmid von der Firma Promega setzt sich aus Komponenten zusammen,
die der Vervielfiltigung in E. coli-Zellen dienen. So besitzt es wie das pSVARO-Plasmid
ein ORI-Element (Ursprung der Transkription) und das Amp-Gen (Ampicillin-Resistenz)
[70].

Amp
%‘9 SV40
e late poly (A) | Sv40
N early promoter
Rue
T7

Abb. 2-5: Schematische Darstellung des pRL-SV40-Plasmids
(umgezeichnet nach Technical Bulletin des pRL-SV40-Vektors der Firma Promega, Figure 1, 1998;

Erliuterung siehe Text)

Wichtig fiir den Versuchsaufbau ist das Rluc-Gen, welches fiir das Renilla-Luziferase-
Enzym kodiert. Die Renilla-Luziferase wird nach erfolgreicher Transfektion exprimiert
und zeigt damit die Transfektionseffizienz des jeweiligen Versuches an. Um die
Expression der Renilla-Luziferase zu steigern, besitzt das Plasmid noch das ,,SV40 late
poly(A)-Signal®, eine Polyadenylierungssequenz.

Insgesamt hat das pRL-SV40-Plasmid eine GroBe von 3705 bp.
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2.1.2.4. Carrier-Plasmid pTZ19

Als Carrier-Plasmid, ,,Fiillplasmids®, wurde das pTZ19 eingesetzt. Es kodiert fiir kein Gen
und wird speziell fiir in-vitro-Versuche und DNA-Replikation eingesetzt.
Das pTZ19-Plasmid war ein Geschenk aus Rotterdam von Brinkmann A.O. (Erasmus

Universitit, Rotterdam, Niederlande).

o MCS
k.,
» lacZ
> O
/ =\
/ A\
F patas { ‘l‘ ] I
]. | 2863hp / ORI
‘\ “‘t, / /
\ I |
N <<J
% -
Amp — i

Abb. 2-6: Schematische Darstellung des pTZ19-Plasmides
(umgezeichnet nach der Produktbeschreibung fiir das pTZ19-Plasmid der Firma Pink-
Indicates-Products (USA), Erlduterung siehe Text)

2.1.3. Plasmidpriparation

Fiir die Versuche mussten die Plasmide zu Maxi-Priparationen aufbereitet werden. Dazu
wurden Glycerinkulturen der entsprechenden Plasmide benoétigt, die bei —80°C aufbewahrt
und zur weiteren Prédparation bei Raumtemperatur aufgetaut wurden.

Fiir die Vervielfiltigung der in den Glycerinkultur enthaltenen Plasmide wurde LB-
Medium (siehe Tabelle 2-6) verwendet. Hierzu wurde eine Starterkultur angesetzt (siehe
Tabelle 2-7), die dann fiir ungefidhr sechs Stunden bei 37°C auf einem Riittler bei 225rpm
inkubiert wurde. Danach wurde die Starterkultur in eine Maxikultur iiberfiihrt (siche

Tabelle 2-8), die ebenfalls bei 37°C und 225rpm iiber Nacht inkubiert wurde.
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Substanz Menge Bezugsquelle
Hefeextrakt 50¢g Gibco/BRL
Natriumchlorid (NaCl) 10,0 g Merck
Select-Peptone 140 10,0 g Gibco/BRL

Tab. 2-6: Zusammensetzung von 1,0l LB-Medium (pH 7,5)

Substanz Menge Bezugsquelle
LB-Medium 4,0 ml siche Tab. 2-6
Ampicillin (0,1%-ig) 4,0 ul Sigma-Aldrich
Glycerinkultur 15,0ul siche Kapitel 2.1.2.

Tab. 2-7: Zusammensetzung der Starterkultur

Substanz Menge Bezugsquelle
LB-Medium 350 ml sieche Tab. 2-6
Ampicillin (0,1%-ig) 350 pul Sigma-Aldrich
Starterkultur 4,0 ml siehe Tab. 2-7

Tab. 2-8: Zusammensetzung der Maxikultur

Am nichsten Tag wurden die in den Maxikulturen enthaltenen Plasmide mittels eines
Qiagen-Plasmid-Maxi-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Die Konzentration der Plasmide
wurde mit einem Photometer Beckmann DU-600 bestimmt. Hierzu wurden 2ul der
fertigen Plasmid-Maxi-Préaparationen im Verhéltnis 1:40 mit TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer
Losung, BioChemika Ultra {iiber Sigma-Aldrich) verdiinnt. Die fertigen Maxi-
Préaparationen wurden anschlieBend bei —18°C gelagert und fiir die Versuche auf Eis
aufgetaut.

Zur Uberpriifung der Identitit der Maxi-Priparationen, wurden die Plasmide durch
Restriktionsendonukleasen verdaut und damit die ringformige Struktur der Plasmide
aufgehoben. Die entstandenen Plasmid-DNA-Fragmente wurden auf einem Argarosegel
mittels einer Elektrophorese analysiert. Die in dieser Arbeit verwendeten
Restriktionsendonukleasen sind in Tabelle 2-9 aufgefiihrt. Listen der moglichen

Restriktionsendonukleasen konnen den Beschreibungen der Plasmide entnommen werden.
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Plasmid Restriktionsendonuklease Bezugsquelle
pSV-ARO Smal

MMTV-luc Pst I

pRE>-TATA-luc Hind III

GRE-OCT-luc EcoR I Gibco/BRL
pRL-SV40 BamH |

pTZ19 Bgll

Tab. 2-9: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Fiir den Plasmid-Verdau wurden 1ug DNA (Plasmid), 1ul Restriktionsendonuklease, 1ul
Puffer (passend zur jeweiligen Restriktionsendonuklease) und 7ul Aqua dest. gemischt und
fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Plasmide und Plasmidfragmente nach
folgendem Schema auf einem 2%-igen Argarosegel (4g Argarose in 200ml Tris-Borat-

EDTA-Puffer (Sigma-Aldrich) 16sen) aufgetrennt:

1ul unverdautes Plasmid + 2l blue stop + 7ul Aqua dest.
2ul  verdautes Plasmid + 2pl blue stop + 6ul Aqua dest.

Die Elektrophorese wurde mit 10Volt pro Zentimeter Gelldnge durchgefiihrt. Zur Farbung
der DNA-Fragmente wurde das Argarosegel nach erfolgter Elektrophorese fiir 10min in
0,2%-iger Ethidiumbromid-Losung gefdarbt und danach fiir weitere 10min in Wasser
geschwenkt, um iiberschiissiges Ethidiumbromid zu entfernen. Zum Schluss wurde das Gel
iber einer Ultraviolettlampe fotografiert, so dass die entstandenen Banden beurteilt werden
konnten.

Zur GroBeneinschitzung der Fragmente wurde parallel ein Marker mit bekannten

Fragmentldngen mit aufgetragen (10ul A-Hind-III-Marker, Gibco/BRL).

2.1.4. Hormone und Hormonderivate

Alle untersuchten Hormone wurden in 96%-igem Ethanol geldst. Aus einer einmolaren
Stammlosung wurden mit 96%-igem Ethanol (Sigma-Aldrich) Konzentrationen zwischen
0,001nM und 100nM hergestellt (0,001nM; 0,01nM; 0,1nM; 1,0nM; 10nM, 100nM).

Tabelle 2-10 gibt einen Uberblick iiber alle verwendeten Steroide und ihrer Eigenschaften.
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2.1.4.1. Testosteron

Testosteron wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Die Lagerung der kristallinen

Substanz erfolgte bei Raumtemperatur beziehungsweise im aufgeldstem Zustand bei

-20°C.

Abb. 2-7: Strukturformel des Testosterons

2.1.4.2. Dihydrotestosteron

Das in dieser Arbeit verwendete DHT stammt von der Firma Sigma-Aldrich und hat ein
Molekiilgewicht von 290,4u und den chemischen Namen 173-Hydroxy-5a-androstan-3-
on. Gelagert wurde es als kristallines Pulver bei Raumtemperatur und in Losung bei

~20°C.
OH

O

Abb. 2-8: Strukturformel des Dihydrotestosterons
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2.1.4.3. Androstendion

Das verwendete Androst-4-en-3,17-dion, Androstendion, stammt von der Firma Sigma-
Aldrich und hat ein Molekiilgewicht von 286,4u. Bei Raumtemperatur erfolgte die
Lagerung der kristallinen Substanz, wohingegen das in 96%-igem Ethanol geloste

Androstendion bei —20°C aufbewahrt wurde.

Abb. 2-9: Strukturformel des Androstendions

2.1.4.4. Dehydroepiandrosteron

Das DHEA stammt von der Firma Sigma-Aldrich. Es hat ein Molekiilgewicht von 288,4u
und wurde fiir die Versuche in 96%-igem Ethanol gelost. Die Lagerung erfolgte bei
Raumtemperatur und im aufgeldstem Zustand bei —20°C. Der chemische Name von DHEA

lautet Androst-5-en-33-ol-17-on.

Abb. 2-10: Strukturformel des Dehydroepiandrosterons
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2.1.4.5. Methyltrienolon

Das synthetisierte Hormon Methyltrienolon (R1881, Metribolone) hat ein Molekiilgewicht
von 284,4u und wird als Trockensubstanz und geldst in 96%-igem Ethanol bei —20°C
lichtgeschiitzt gelagert. Meine Bezugsquelle fiir Methyltrienolon war die Firma NEN-Life-
Science-Products-GmbH.

Abb. 2-11: Strukturformel des Methyltrienolons

2.1.4.6. Stanozolol

Stanozolol, 17-Methyl-5a-androstano[3,2-c]pyrazol-178-ol, der Firma Sigma-Aldrich
wurde fiir die Versuche verwendet, das bei 2-8°C aufbewahrt wurde. Gelost in 96%-igem

Ethanol wurde es bei —20°C gelagert.

OH

[t

CH,7 . CH,

Abb. 2-12: Strukturformel des Stanozolols
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2.1.4.7. Oxandrolon

Die chemische Substanz 2-Oxa-17a-methyldihydrotestosteron, Oxandrolon, hat ein
Molekiilgewicht von 306,45u und wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Die
Trockensubstanz wurde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur und die in 96%-igem Ethanol
geldste Substanz bei —20°C gelagert.

CH,
CH,| ,/OH

O

¥

Abb.2-13: Strukturformel des Oxandrolons

2.1.4.8. Nandrolon

Nandrolon wird chemisch in die Gruppe der 19-Nor-Derivat des Testosteron eingeordnet.

Die genaue Bezeichnung lautet 173-Hydroxy-4-estren-3-on und das Molekiilgewicht liegt
bei 274,39u. Als Bezugsquelle diente die Firma Sigma-Aldrich. Die kristalline Substanz
wurde bei Raumtemperatur gelagert und anschlieBend in 96%-igem Ethanol geldst und so

bei —20°C aufbewahrt.

OH

o’

Abb. 2-14: Strukturformel des Nandrolons
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Hormon, Molekiil- | Q-Wert | Eigenschaften, Bezugsquelle

IUPAC-Name gewicht [u] Literatur

Androstendion 286,4 / schwach androgen
Androst-4-en-3,17-dion Si Aldrich
Dehydroepiandrosteron 288.4 / schwach androgen, 1gma-Aldrc
Androst-5-en-38-o0l-17-on dstrogen-dhnlich, [18]
Dihydrotestosteron 290,4 <1 virilisierend, [39]

17p-Hydroxy-5a-
androstan-3-on

Methyltrienolon, R1881 2844 =1 | Aquivalent zu Tes- NEN-Life-
tosteronpropionat in Science-

17p-Hyd -17a-methyl-

4’9[3’1 115;;?; en%-?ﬁ Y Bezug auf Prostata, Products-
[76] GmbH

Nandrolon 274,4 7-10 | Anabolikum mit relativ

hoher androgener

17B-Hydroxy-d-estren-3- nd
P-Hydroxy-4-estren-3-on Restaktivitit, [25,62]

Oxandrolon 306,45 13 Anabolikum, [62,64]
2-Oxa-17a-methyl- . )
dihydrotestosteron Sigma-Aldrich
Stanozolol 328,5 100 | starkes Anabolikum,

[8,25]

17-Methyl-5o-andro-
stano[3,2-c]pyrazol-17-ol

Testosteron 288,47 1 virilisierend, [25,62]

17p-Hydroxy-4-androsten-
3-on

Tab. 2-10: Ubersicht iiber die verwendeten Hormone und einiger ihrer Eigenschaften

Q-Wert: anabol/androgene Ratio (Bestimmung nach Overbeek [63,94])

2.2. Transaktivierung

2.2.1. Vorbereitung der Zellen

Nach der Ziichtung der CHO-Zellen in Kulturflaschen (1750m3, Sarstedt) wurde das
verbrauchte DMEM'**T®_Medium abgesaugt und die Zellen mit ungefahr 20ml PBS
gewaschen. Anschliefend wurden die CHO-Zellen mit 2ml Trypsin/EDTA (0,5% Trypsin,
0,2% Ethyldiamintetraessigsdure, Gibco/BRL) aus der Flasche gelost und dieser Vorgang
nach zwei Minuten durch Zugabe von 8ml DMEM'**P“F S Medium gestoppt. Danach
wurde diese Zellsuspension bei 900 Umdrehungen pro Minute in einer Rotanta/AP-

Zentrifuge der Firma Hettich fiir fiinf Minuten abzentrifugiert und der entstandene
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Medium-Trypsin-Uberstand durch neues DMEM'** P TS Medium ersetzt und mit den
abgesetzten Zellen vermischt. Die Zahl der gelosten Zellen der Zellsuspension wurde aus
20ul der Zellsuspension, angefirbt mit Bromphenolblau (Sigma-Aldrich) im Verhéltnis
1:5, in einer Neubauer-Ziahlkammer ermittelt, so dass fiir die Versuche eine standardisierte
Zellzahl von 60000 Zellen pro Milliliter DMEM %P T Medium gewihrleistet werden
konnte.

Jeweils 2,5ml der Zellsuspension, entsprechend 150000 Zellen, wurden im weiteren
Ablauf auf ein Loch von 6-Loch-Platten (Nunc) ausplattiert und fiir 24 Stunden bei 37°C

im Wirmeschrank weitergeziichtet.

2.2.2. Transfektion

Zur Transfektion der Plasmide in die eukaryontischen CHO-Zellen wurde die Kalzium-

Phosphat-Methode angewandt [60].

Substanz Menge Bezugsquelle
BES-Puffer 1,07 g =50 mM Calbiochem
(N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonséure)

Natriumchlorid (NaCl) 1,64 ¢ =280 mM Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4) 21,3mg=1,5mM Merck
Aqua dest. 100 ml

Tab. 2-11: Zusammensetzung des BBS-Puffers (pH 6,95, steril)

Nach Zugabe von Kalziumdichlorid (0,5M CaCl,-Losung, Sigma-Aldrich) zu Losungen
aus Plasmid-DNA und BBS-Puffer (siehe Tabelle 2-11) bildet sich ein Prizipitat aus DNA
und Kalziumphosphat, das von der Zellmembran der CHO-Zellen adsorbiert wird.
Wihrend der weiteren Kultur kommt es zur Aufnahme der DNA in die Zelle.

Insgesamt wurden pro Loch der 6-Loch-Platten 250ul DNA-Prizipitat benotigt. Die
Gesamtplasmidkonzentration von 20ug/ml war immer konstant und setzte sich je nach
Fragestellung aus den einzelnen Plasmiden zusammen. Aus Vorversuchen ergaben sich

hierfiir folgende Standardversuchsbedingungen:
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pSVARO pRL-SV40 pTZ19
MMTV-luc 2ug 50ng Sng 17,9ug
PRE,;-TATA-luc Ipg 50ng 2ng 18,9ug
GRE-OCT-luc  4pg 50ng 2ng 15,9ug

Tab. 2-12: Standardversuchsbedingungen fiir Plasmidkonzentrationen

Unter sterilen Bedingungen wurde das Kalziumchlorid und die einzelnen Plasmide
vermischt und durch tropfenweise Hinzufiigen des BBS-Puffers unter Luftblasen-
durchmischung die Prizipitation gestartet. Nach genau 20 Minuten wurde jeweils 250ul
dieses Prazipitates auf ein Loch der jetzt mit Zellen bewachsenen 6-Loch-Platten gegeben
und wiederum fiir 24 Stunden bei 37°C im Wirmeschrank gelagert. In dieser Zeit erfolgte

die Aufnahme der Plasmide in die Zelle.

2.2.3. Hormoninkubation

Nach weiteren 24 Stunden wurden die Hormone hinzugefiigt. Testosteron, Androstendion,
Dihydrotestosteron, Dehydroepiandrosteron, Methyltrienolon (R1881), Oxandrolon,
Stanozolol und Nandrolon wurden in Konzentrationen von 0,001nM, 0,01nM, 0,1nM,
1,0nM, 10nM und 100nM mit DCC-FCS vermischt und anschlieBend jeweils 2,5ml pro
Loch der 6-Loch-Platte auf die Zellen verteilt. Zur Messung des Basalwertes wurde die
entsprechende Menge 96%-iges Ethanol (Sigma-Aldrich) ohne Hormonzusatz mit 2,5ml
DMEMP“F® vermischt und anschlieBend auf die Zellen gegeben.

Zuvor wurde das verbrauchte Medium von den Zellen abgesaugt und die Zellen zweimal
mit 2ml PBS-Losung gewaschen. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden bei 37°C im
Brutschrank. Fiir jede Konzentration eines Hormons wurde die Inkubation als

Triplikatansatz durchgefiihrt.

2.2.4. Messung der Luziferaseaktivitit

Zum Abwaschen des alten Mediums wurde dieses von den Zellen in den 6-Loch-Platten
abgesaugt und die Zellen zweimal mit ca. 2ml PBS gewaschen und anschlieend auf jedes
Loch der 6-Loch-Platten 500ul des Passive-Lysis-Buffer (Lysis-Puffer) der Firma Promega
in einer 1:5 Verdiinnung mit Aqua dest. gegeben. Durch diesen Puffer wurden die Zellen

abgelost und lysiert. Die 6-Loch-Platten wurden dazu fiir 15min auf einem Riittler gelagert.
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Danach wurden genau 20ul der Zellsuspension aus jedem Loch in ein auf Eis gelagertes
Rohrchen der Firma Sarstedt gegeben.

Die Messung der Luziferaseaktivitit erfolgte mit einem Luminometer (Lumat LB 9507,
EG&G Berthold iiber Promega). Mittels des Luminometers wurden zwei Luziferin-
Substrate hinzugefiigt, die durch die transkribierten Enzyme Firefly- und Renilla-
Luziferase umgesetzt wurden. Die dadurch entstandenen Lichtblitze wurden quantitativ
erfasst [69].

In diesem Versuchsaufbau wurde dazu Promega’s Dual-Luziferase® Reporter (DLR™)
Assay System (Promega) mit den Substraten Luziferase-Assay-Reagenz-II zur Messung
der Firefly-Luziferase-Aktivitidt und der Stop&Glo—Reagenz® zur Messung der Renilla-
Luziferase-Aktivitit verwendet.

Ein Puffer unterdriickt die Messung der Firefly-Luziferase und ermoglicht so die selektive
Messung der Renilla—Luziferase. Auf diese Weise wird sowohl die spezifische
androgenabhingige Aktivierung (Firefly) als auch die Transfektionseffizienz (Renilla)

erfasst.

2.3. Normalisierung der Ergebnisse

Es wurden drei voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Zur Normalisierung der
Ergebnisse wurde vorab festgelegt, nur Versuche mit einer Transfektionseffizienz iiber
50.000 relative Einheiten mit einzubeziehen. Durch eine niedrigere Transfektionseffizienz
wiirden die Ergebnisse einer zu grolen Variabilitit unterliegen.

Die Versuche wurden mittels Excel-Software der Firma Microsoft ausgewertet. Die
Induktion des Reportergens wurde bestimmt, indem die gemessene Aktivitit eines
Hormones in einer bestimmten Konzentration auf die Basalaktivitit (ohne Hormon)

bezogen wurde:

Aktivitat des Hormons

Induktion =
Basalaktivitat

Die Relativaktivitit wurde fiir die Auswertung der Aktivitit der untersuchten Hormone in
den verschiedenen Konzentrationen an den verschiedenen Reportergenen errechnet. Sie

gibt die gemessene Aktivitdit der Hormone in Bezug auf die Aktivitit eines
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Standardhormones (10nM R1881) an. Die Standardaktivitit wurde fiir jeden Versuch neu
ermittelt.

Aktivitat des Hormons
Relativaktivitat =

Standardaktivitat

2.4. Hierarchische Clusteranalyse der Transaktivierungsdaten

Um die umfangreichen, vielféltigen Ergebnisse einfacher und iibersichtlicher darzustellen,
wurden alle Ergebnisse mit einer Clusteranalyse berechnet. Diese Methode wurde
entwickelt, um komplexe Expressionsprofile von Genen zu untersuchen und diese anhand
der Ergebnisse zu sortieren.

Eisen et al. [19,41] und Holterhus et al. [38] beschreiben Beispiele, in denen die
Clusteranalyse bisher eingesetzt wurde. Mittels dieser Methode wurden zum Beispiel Gen-
Expressionsprofile des Hefe-Pilz® Saccharomyces cerevisiae untersucht. Aus dhnlichen
Expressionsdaten werden hierarchische Gruppen gebildet, die eine intuitive Auswertung
der Ergebnisse ermoglichen.

Die Clusteranalyse ist eine mathematische Methode, die auf statistischen Algorythmen
beruht. In diesem Versuchsaufbau wurden die Expressionsdaten der einzelnen Hormone in
den einzelnen Konzentrationen von 0,001lnM bis 100nM in Abhéngigkeit der drei
Reportergene angegeben. Fiir ein Reportergen wurde die Durchschnittsaktivitit der
verschiedenen Hormone in der jeweiligen Konzentration berechnet. Die einzelne
Hormonaktivitidt wurde anschlieBend auf diesen Mittelwert bezogen. Hormone mit einer
hoheren Aktivitdt als der Durchschnittsaktivitit wurden mit roten und solche mit einer
geringeren Aktivitdt mit griinen Punkten bewertet (sieche Legende in Abb. 3-11). Dies
wurde fiir jede Konzentration und jedes Reportergen neu berechnet.

Aus allen Konzentrationen und allen drei Reportergenen konnten nun die Hormone anhand
der Ahnlichkeit beziiglich des Profils aktivierter Reportergene eingeordnet werden. Die
farbige Abstufung der Clusteranalyse diente einer einfachen visuellen Bewertung aller
Ergebnisse. Der hierarchische ,,Stammbaum® visualisierte die Ahnlichkeit der

Expressionsprofile.
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2.5. Negativkontrollen

Um eine androgenrezeptorunabhidngige Aktivierung der Reportergene auszuschliefen,
wurden Negativkontrollen ohne Androgenrezeptor-Expressionsplasmid durchgefiihrt. Die
Plasmidkonzentrationen fiir die Versuche sind in Tabelle 2-13 aufgefiihrt. Die
Untersuchungen wurden fiir alle oben angegebenen Hormone in den Konzentrationen von

0,001nM bis 100nM und OnM an allen drei Reportergenen durchgefiihrt.

pSVARO pRL-SV40 pTZ19
MMTV-luc 2ug Ong Sng 18,0ug
PRE;-TATA-luc 1Ipg Ong 2ng 19,0ug
GRE-OCT-luc  4pg Ong 2ng 16,0ug

Tab. 2-13: Versuchsbedingungen zum Ausschluss androgenrezeptorunabhdngiger

Aktivierung

2.6. Western-Blot zur Priifung der Qualitit der Transfektionen

Ein Western-Blot dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen, die mittels
spezifischen Antikorpern auf einem Gel sichtbar gemacht werden. Der Nachweis der
Androgenrezeptorexpression nach Transfektion auf Proteinebene erfolgte im Vergleich zu

nicht-transfizierten Zellen.

2.6.1. Herstellung der Zellproteinlysate

Zur Durchfiihrung eines Western-Blot wurden Zellproteinlysate nach Transfektion der
Plasmide hergestellt. Zuerst wurden dafiir 20ml DMEM'**™ mit 60000 CHO-Zellen pro
Milliliter in einer T75-Flasche der Firma Sarstedt fiir 24 Stunden bei 37°C angeziichtet.
Am zweiten Tag wurde die Transfektion entsprechend der zuvor ermittelten
Versuchsbedingungen mittels der Kalzium-Phosphat-Methode durchgefiihrt. Hierzu
wurden lug/ml pSVARO, 5ng/ml pRL-SV40 und 189ug/ml pTZ19 verwandt. Als
Negativkontrolle wurde ein Versuch ohne Androgenrezeptor-Expressionsplasmid aber mit
Sng/ml pRL-SV40 und 19,9ug/ml pTZ19 durchgefiihrt.

Nach weiteren 24 Stunden wurden die Protein-Lysate hergestellt. Das Medium wurde von
den Zellen abgesaugt und diese zweimal mit etwa 15ml PBS gewaschen. Der weitere
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Versuchsablauf erfolgte auf Eis. Nach Hinzufiigen von 1,0ml Lysispuffer A (sieche Tabelle
2-14) wurden die Zellen mit einem Zellscraper abgeschabt und die Suspension in ein
Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Nach kurzem vortexen der Zellsuspension wurde sie fiir
Smin auf Eis gelagert und anschlieBend fiir 10min bei 1700facher Erdbeschleunigung und
4°C abzentrifugiert. Das Zellprotein im Uberstand wurde in ein Nunc-Rohrchen iiberfiihrt

und bei —80°C gelagert.

Substanz Menge Bezugsquelle
Triton X-100 1,0 ml Sigma-Aldrich
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

DEO (Desoxycholat) 0,5¢g Sigma-Aldrich
SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,08 g Fluka
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), 60mM 10 ul Sigma-Aldrich
Bacitracin, 50mM 10 ul Sigma-Aldrich

Tab. 2-14: Zusammensetzung des Lysispuffers A

2.6.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir den Blot wurden die entsprechenden Gele zur Auftrennung gegossen. Das 12%-ige
Trenngel (sieche Tabelle 2-16) wurde mit 96%-igem Ethanol iiberschichtet und fiir eine
Stunde zur Auspolymerisierung ruhen gelassen. AnschlieBend wurde das 4%-ige
Sammelgel (siehe Tabelle 2-16) auf das gehirtete Trenngel gegossen und wiederum fiir

30min auspolymerisieren gelassen.

Substanz Menge Bezugsquelle
Tris (C4H{1NO3), 100mM 121¢g Sigma-Aldrich
SDS (Natriumdodecylsulfat) 4¢g Fluka
Bromphenolblau 2 mg Sigma-Aldrich
Glycerol (85%-ig) 23,6 ml Sigma-Aldrich
Aqua dest. 100ml

Tab. 2-15: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers (pH 6,8)

30ul des oben hergestellten Zelllysates werden mit 10ul von 2xSample-Buffer nach
Laemmli (,,Proben-Puffer, siehe Tabelle 2-15), verdiinnt mit 100:1 DTT (DL-
Dithiothreitol, 1M, Sigma-Aldrich), zusammengefiihrt. Diese Suspension wurde bei 100°C
fir 3min in einer PCR-Maschine denaturiert und anschlieBend abzentrifugiert. Die
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benotigten Molekulargewichts-Marker wurden bei

Raumtemperatur aufgetaut und

mogliche Prizipitate durch Erwdrmung fiir 1min bei 40°C in einer PCR-Maschine wieder

gelost.

Die fertigen Gele wurden in die Western-Blot-Kammer eingespannt und mit Elektroden-

puffer iiberschichtet. Die Taschen im Gel wurden mit einer Spritze mit Elektrodenpuffer

gespiilt. Anschliefend wurden die Taschen mit 10ul Marker beziehungsweise mit 30ul

Suspension beladen. Die Laufzeit der Elektrophorese betrug fiir das Sammelgel erst 20min

bei 100V und danach 90min bei 170V fiir das Trenngel.

Substanz Menge fiir Menge fiir Bezugsquelle
4%-iges 12%-iges

Sammelgel Trenngel
Acrylamid-Rotiphorese 0,71 ml 5,2 ml Bio-Rad
Staching-Puffer 1,1 ml siche Tabelle 2-17
Seperating-Puffer 2,7 ml siche Tabelle 2-18
Aqua dest. 3,5 ml 5,0 ml
Temed 10 ul 10 ul Sigma-Aldrich
(1,2-Bis(dimethylamino)ethan)
APS, 10%-i1g 60 ul 28,8 ul Sigma-Aldrich

(Ammoniumperoxodisulfat)

Tab. 2-16: Zusammensetzung des Sammel- und des Trenngels (Mengen fiir 2 kleine Gele)

Substanz Menge Bezugsquelle
Tris-Puffer (C4H;1NO3) 377g=0,625M Sigma-Aldrich
SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,25¢g=0,5% Fluka
Aqua dest. 50 ml

pH 6,8; Lagerung bei 4°C

Tab. 2-17: Zusammensetzung des Staching-Puffers

Substanz Menge Bezugsquelle
Tris-Puffer (C4H{1NOj3) 226g=18715M Sigma-Aldrich
SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,5g=0,5% Fluka
Aqua dest. 100 ml

pH 8,8; Lagerung bei 4°C

Tab. 2-18: Zusammensetzung des Seperating-Puffers
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Der verwendete Molekulargewichtsmarker ist der RPN-800-Full-Range-Rainbow-Marker
der Firma Amersham, der bei —18°C gelagert wurde.

Die Blot-Kammer wurde aus Schwdmmen, Wathmannpapier (Gel-Blottingpapier,
Schleicher & Schnell), Membran und Gel aufgebaut. In diesem Schritt wurden die
aufgetrennten Proteine, die sich im Gel befinden, auf die Membran geblottet. Die gesamte
Blot-Kammer wird mit Blot-Puffer (siehe Tabelle 2-19) gefiillt und anschlieend auf Eis
gestellt, der Blot fiir eine Stunde bei 100V laufen gelassen.

Nach Auftrennung der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran in einem geschlossenen
Behilter iiber Nacht bei Raumtemperatur trocknen gelassen.

Am nichsten Morgen wurde die Membran fiir 20min in PBS-Tween (siehe Tabelle 2-20)
mittels eines Riittlers geschwenkt und anschlieend fiir eine Stunde mit Blockingreagenz

(Blockierungsreagenz = 3g Magermilchpulver in 60ml PBS-Tween geldst) geblockt.

Substanz Menge Bezugsquelle
Tris-Puffer (C4H;1NO3) 20,0 g=165 mM Sigma-Aldrich
Glycin 112,5 g=1,5mM Merck
Aqua dest. 1,01

Tab. 2-19: Zusammensetzung des Blot-Puffers (Lagerung bei 4°C)

Substanz Menge Bezugsquelle
PBS 100 ml sieche Tabelle 2-5
Tween 20 1 ml Bio-Rad

(Polyoxyethensorbitanmonolaurat)

Aqua dest. 900 ml

Tab. 2-20: Zusammensetzung des PBS-Tween

AnschlieBend wurde Iml Blockingreagenz (5%-ig) mit 4,5u1 Anti-Androgenrezeptor-
Antikorper PG-21 der Firma Biomol verdinnt und in dieser Losung die
Nitrozellulosemembran fiir eine weitere Stunde geschwenkt. Der untere Teil der Membran,
auf dem das Aktin aufgetrennt wurde, wurde demgegeniiber mit einer Verdiinnung aus 1ml
Blockingreagenz und 2ul Anti-Aktin-Antikorper der Firma Sigma-Aldrich tiberschichtet.

Danach wurden beide Teile der Membran vier mal fiir 15min mit PBS-Tween gewaschen,
ehe der zweite Antikorper (1ul IgG-Peroxidase-Konjugat in 4ml Blockinreagenz) zum

Uberschichten und Inkubieren eingesetzt wurde, wiederum fiir eine Stunde.
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AnschlieBend wurden die Membranen wieder viermal fiir 15min in PBS-Tween
gewaschen, fiir einige Minuten mit je 1,5ml Enhanced-Luminol-Reagenz und Oxidizing-
Reagenz (Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus, PerkinElmer Life
Sciences) inkubiert und anschlieBend in Frischhaltefolie eingewickelt.

Es kam zur Bindung der Antikorper an fiir sie spezifische Proteine. Entstehende

Lichtsignale wurden abschlieBend in einer Dunkelkammer auf Fotopapier detektiert und

damit die Proteine sichtbar gemacht.

2.7. Verzeichnis der Bezugsfirmen

Amersham Braunschweig
Beckmann Photometer Miinchen

Bio-Rad Ismaningen
Boehringer Mannheim
Calbiochem La Jolla, CA, USA

Deutsche-Sammlung-von-Mikroorganismen-

und-Zellkulturen GmbH

Braunschweig

Fluka Buchs, Schweiz
Gibco/BRL Grand Island, NY, USA
Hettich Tuttlingen

Microsoft Seattle, WA, USA
NEN-Life-Science-Products GmbH Koln

Nunc

Roskilde, Dianemark

PAA-Laboratories GmbH

Linz, Osterreich

PerkinElmer Life Sciences

Boston, MA, USA

Promega Madison, WI, USA
Quiagen Hilden

Sarstedt Niimbrecht

Serva Heidelberg
Schleicher & Schnell Dassel
Sigma-Aldrich Deisenhofen
Stratagene La Jolla, CA, USA
Wiw Weilheim

Tab. 2-21: alphabetisches Verzeichnis der Bezugsfirmen und Angabe eines Firmensitzes




3. Ergebnisse

3.1. Kontrolle der Transfektion

Zur Priifung des Versuchsaufbaus und der Qualitit der Transfektion wurden die Western-
Blots durchgefiihrt. Mit den Blots konnte nach Transfektion des Androgenrezeptor-

Expressionsplasmid der Androgenrezeptor in den CHO-Zellen nachgewiesen werden.

Abb. 3-1: Ergebnis eines Western-Blots,
oben: Darstellung des transfizierten AR (Bahn 2)
- - gegeniiber Transfektion ohne AR (Bahn 1);

Belichtungszeit 30min.

unten: Darstellung korrespondierender Aktin-Banden;

Belichtungszeit Smin.

In Abbildung 3-1 ist ein Ergebnis dieser Versuche dargestellt. Die Versuche mit und ohne
Androgenrezeptor-Expressionsplasmid wurden in einem Blot nebeneinander aufgetragen.
Bahn 1 gibt einen Versuch ohne Androgenrezeptor im Gegensatz zur Bahn 2 mit trans-
fiziertem Expressionsplasmid wieder. In dieser Bahn liegt eine Bande, die mit etwa 110kDa
in den Bereich des humanen Androgenrezeptors (110kDa) passt. In der entsprechenden
GroBenordnung in Bahn 1 ist keine Bande aufgetreten.

Im unteren Abschnitt der Abbildung 3-1 sind die Referenzbanden des Aktins aufgetreten, die

der relativen Quantifizierung der AR-Menge und als Qualitdtskontrolle dienen.
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3.2. Aktivierung am MMTV-, GRE-OCT- und TATA-luc-Reportergen

3.2.1. MMTV-luc-Reportergen

Unter Verwendung des MMTV-luc-Plasmides als Reportergen zeigen alle acht Hormone mit
ansteigender Konzentration von 0,001nM bis 100nM eine progrediente Aktivierung des
Androgenrezeptors. Bei gleichen Hormonkonzentrationen variiert das Ausmalf} der Aktivititen

der Hormone jedoch deutlich.
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Abb. 3-2: Relativaktivitit der Hormone in allen Konzentrationen am MMTV-luc-Reportergen;
als Fehlerindikator die Standardabweichung aus drei Versuchen; farbige Zuordnung siehe

100nM

Androstendion und Dehydroepiandrosteron als physiologische Testosteron-Vorstufen zeigen
bei niedrigen Konzentrationen relativ geringe, bei hoheren Konzentrationen durchschnittliche
Aktivitit, bei Androstendion 0,21 (mit einer Standardabweichung von +0,07) bei 0,001nM bis
hin zu 0,81 (£0,20) bei 100nM und DHEA mit 0,16 (x0,01) bei 0,001nM und 0,98 (+0,38) bei
100nM.
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Eine relativ hohe Aktivitit am MMTV-luc-Reportergen zeigt Testosteron mit einer
Relativaktivitdt von 0,68 (£0,24) bei 0,001nM und bei 100nM von 1,59 (£0,18) an.

Eine durchweg geringere Aktivitit als das synthetische Androgen R1881 zeigt das
physiologische DHT mit einer Relativaktivitit von 0,14 (£0,04) bei 0,00InM und 0,89
(20,36) bei 100nM, R1881 mit 0,45 (£0,27) bei 0,001nM und mit 1,18 (£0,24) bei 100nM.
Die Relativaktivitit von R1881 am MMTV-luc-Reportergen erreicht dabei bereits bei 1nM
ein Plateau ohne weitere signifikant stirkere Aktivitidt in hoheren Konzentrationen.

Die Aktivitit der anabolen Steroide liegt weitestgehend im Bereich der anderen Hormone mit
der hochsten Aktivierung durch Stanozolol, 0,71 (£0,13) bei 0,001nM und 1,31 (£0,26) bei
100nM. Stanozolol zeigt damit eine hohere Aktivitit bei Konzentrationen von >10nM als
R1881 und erreicht Werte, die mit denen von Testosteron vergleichbar sind.

Oxandrolon zeigt von den drei Anabolika eine relativ geringe Aktivitit mit 0,42 (£0,27) bei
0,00InM und 0,76 (0,32) bei 100nM und die Aktivitit reicht bei Nandrolon von 0,62 (+0,05)
bei 0,001nM und 1,08 (£0,14) bei 100nM.

Die ausfiihrlichen Messergebnisse sind im Anhang in der Wertetabelle 6-1 wiedergegeben.

3.2.2. GRE-OCT-luc-Reportergen

2,5

-
I

Relativaktivitat

0,5 — —

Androstendion
R1881
Testosteron

Nandrolon
Oxandrolo

DHT

0,001nM 0,01nM 0,1nM 1,0nM 10nM 100nM
Hormonkonzentration

Abb. 3-3: Relativaktivitit der Hormone in allen Konzentrationen am GRE-OCT-luc-
Reportergen; als Fehlerindikator die Standardabweichung aus drei Versuchen; farbige

Zuordnung siehe 100nM
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Abbildung 3-3 zeigt, dass bei dem GRE-OCT-luc-Reportergen ebenfalls eine kon-
zentrationsabhiéngige Aktivierung vorliegt. Diese liegt im iiberwiegenden Bereich in der Hohe
der Aktivitit des MMTV-luc-Reportergens.

Testosteron hat ebenfalls wie am MMTV-luc-Reportergen die hdochste Aktivitdt mit 1,36
(£0,36) bei 0,001nM und mit 1,70 (£0,46) bei 100nM Die anderen Steroide zeigen insgesamt
eine deutlich geringere Aktivitit.

Androstendion, mit einer Aktivitidt von 0,24 (£0,13) bei 0,001nM bis zu 0,64 (£0,10) bei
1,0nM, und DHEA, mit einer Aktivitit von 0,21 (£0,14) bei 0,001nM und 0,65 (+0,05) bei
1,0nM zeigen auch bei diesem Reportergen eine relativ geringe bei niedrigen
Konzentrationen und dariiber eine durchschnittliche Aktivitit.

Bei den Androgenen DHT und R1881 und bei den Anabolika Stanozolol und Nandrolon
liegen die gemessenen Relativaktivitidten in einem vergleichbaren Bereich, wobei nur DHT
bei 0,00Inm mit 0,28 (+0,12) eine etwas geringere Aktivitit als die anderen drei zeigt. Bei
R1881 steigt die Aktivitidt von 0,64 (£0,27) bei 0,001nM bis hin zu 0,93 (£0,09) bei 100nM
an.

Das Anabolikum Oxandrolon ruft bei Konzentrationen bis 1nM eine dhnliche Aktivitit hervor
wie Androstendion und DHEA. Die Aktivitit von Oxandrolon steigt von 0,34 (£0,16) bei
0,001nM bis hin zu 0,85 (£0,21) bei 100nM an.

Bis auf Testosteron mit einer hoheren Aktivitit zeigen alle anderen verwendeten Steroide eine
vergleichbar starke Aktivitit bei Konzentrationen >10nM.

Die ausfiihrlichen Messergebnisse sind im Anhang in der Wertetabelle 6-2 angegeben.

3.2.3. pRE,-TATA-luc-Reportergen

Abbildung 3-4 zeigt die Relativaktivititen am pRE,-TATA-luc-Reportergen. Mit ansteigender
Hormonkonzentration kommt es zu einer progredienten Aktivitdt der verwendeten Hormone.
Bei diesem Reportergen zeigt sich eine deutlichere Variabilitit zwischen den einzelnen
Steroiden als bei den anderen Reportergenen.

Die androgenen Steroide Testosteron, DHT und R1881 rufen beim TATA-luc-Reportergen
die stdrkste Aktivitit hervor. AuBlerdem liegen die Relativaktivititen dieser drei Steroide

weitestgehend in dem selben Groflenbereich. Testosteron hat bei 0,001nM eine Aktivitit von
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0,31 (£0,23) und bei 100nM von 1,02 (£0,14). DHT zeigt bei einer Konzentration von
0,001nM eine geringere Aktivitit.

Vergleichbare Werte zeigt hierzu Nandrolon mit 0,07 (£0,03) bei 0,001nM und 0,86 (£0,12)
bei 100nM.

Stanozolol ruft, interessanterweise, nahezu in allen Konzentrationen die signifikant geringste
Aktivitdt hervor. Bei 0,001nM liegt sie bei 0,02 (£0,01) und bei 100nM bei 0,40 (£0,27). Die
Aktivitét ist signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05) geringer am TATA-luc- als an

der anderen Reportergenen.
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Abb. 3-4: Relativaktivitit der Hormone in allen Konzentrationen unter Verwendung des
PRE>-TATA-luc-Reportergens; als Fehlerindikator die Standardabweichung aus drei
Versuchen; farbige Zuordnung siehe 100nM

In geringen Konzentrationen bis 1,0nM rufen auch DHEA, Androstendion und Oxandrolon
schwdchere Aktivitdten als an den anderen Reportergenen hervor. Bei Oxandrolon steigt die
Aktivitdt von 0,04 (£0,05) bei 0,001nM iiber 0,09 (£0,03) bei 0,1nM bis zu vergleichbar
hohen Werten bei 100nM mit 0,89 (£0,75) an.

46



Die vollstindigen Messergebnisse sind im Anhang in der Wertetabelle 6-3 aufgefiihrt.

3.3. Konzentrationsabhingige Reportergenaktivierungsprofile

3.3.1. Hormonkonzentration 0,001nM

Die verwendeten Steroide besitzen bei einer Konzentration von 0,001nM eine durchweg
niedrigere Aktivitdit am TATA- im Gegensatz zum MMTV- und GRE-OCT-Reportergen.
Nach statistischer Auswertung mittels des T-Testes nach Student fiir unverbundene
Stichproben erkennt man einen hoch signifikanten Unterschied (Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,001) bei Stanozolol und einen sehr signifikanten Unterschied (p<0,01) bei Nandrolon.
Bei DHT und Androstendion zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen
TATA-luc und MMTV-/GRE-OCT-luc.
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Abb. 3-5: Darstellung der Relativaktivitit der Hormone mit einer Konzentration von 0,001nM
in Abhdingigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus

drei Versuchen

Einen signifikanten Unterschied zwischen TATA- und MMTV-luc (p<0,05) nicht aber
zwischen TATA- und GRE-OCT-luc (p<0,10) gibt es bei R1881. Oxandrolon zeigt dagegen
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einen signifikanten Unterschied zwischen TATA- und GRE-OCT-luc. Bei DHEA liegt die

Irrtumswahrscheinlichkeit bei kleiner 0,10, somit liegt hier kein signifikanter Unterschied vor.

3.3.2. Hormonkonzentration 0,01nM

Die Aktivitit am TATA-luc- im Vergleich zu den anderen Reportergenen erscheint insgesamt
kleiner (Abb. 3-6). Diese Differenz ist bei Oxandrolon sehr signifikant und bei Stanozolol und
interessanterweise auch bei Testosteron signifikant. Bei Androstendion zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen TATA- und MMTV-luc und nicht zwischen TATA- und
GRE-OCT-luc (p<0,10). Ein sehr signifikanter Unterschied wird unter Verwendung von DHT
zwischen TATA- und GRE-OCT-luc deutlich.

Bei R1881, Nandrolon und DHEA ist kein signifikanter Unterschied zu beobachten.
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Abb. 3-6: Darstellung der Relativaktivitit der Hormone mit einer Konzentration von 0,01nM
in Abhdingigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus

drei Versuchen
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3.3.3. Hormonkonzentration 0,1nM

Signifikante Unterschiede zwischen den Relativaktivitidten bei Verwendung des TATA-luc-
gegeniiber den anderen Reportergenen zeigen sich bei Stanozolol und bemerkenswerterweise
bei Testosteron. Bei Androstendion ist der Unterschied zwischen GRE-OCT- und TATA-Iuc
sehr signifikant, zwischen MMTV- und TATA-luc hochsignifikant.

Bei DHEA ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen TATA-luc im Gegensatz zu
MMTV-luc, bei TATA- und GRE-OCT-luc zeigt sich kein signifikanter Unterschied
(p<0,10). Demgegeniiber besteht bei Oxandrolon ein sehr signifikanter Unterschied zwischen
TATA- und GRE-OCT-luc.

Keinen signifikanten Unterschied gibt es zwischen den drei Reportergenen bei R1881,

Nandrolon und DHT.
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Abb. 3-7: Darstellung der Relativaktivitit der Hormone mit einer Konzentration von 0,1nM in
Abhdingigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus

drei Versuchen
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3.3.4. Hormonkonzentration 1,0nM

Bei einer Konzentration von 1,0nM gibt es einen sehr signifikanten Unterschied zwischen der
Relativaktivitit unter Verwendung des TATA-luc- im Vergleich zu den GRE-OCT-/MMTV-
luc-Reportergenen bei Stanozolol. Bei DHEA liegt zwischen GRE-OCT- und TATA-luc ein
signifikanter Unterschied vor, zwischen MMTV- und TATA-luc zeigt sich kein signifikanter
Unterschied.

Bei Untersuchung der iibrigen Hormone zeigt sich insgesamt kein Unterschied in den

Aktivitdten bei Verwendung der verschiedenen Reportergene.

18 MMTV . TATA GRE-OCT
16 -

2l 7 T ]

Relativaktivitat

o

R1881 S Ox N A T DHEA DHT

Abb. 3-8: Darstellung der Relativaktivitit der Hormone mit einer Konzentration von 1,0nM in
Abhdingigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus
drei Versuchen

3.3.5. Hormonkonzentration 10nM

Die Ergebnisse der 10nM Konzentration dhneln den Ergebnissen bei 1,0nM. Der deutlichste

Unterschied zwischen den Reportergenen liegt bei Stanozolol vor. Beim Vergleich zwischen
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TATA- und MMTV-luc wird ein sehr signifikanter, zwischen TATA- und GRE-OCT-luc ein
signifikanter Unterschied vor.
Bei den anderen verwendeten Hormonen gibt es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied

zwischen den einzelnen Reportergenen.
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Abb. 3-9: Darstellung der Relativaktivitit der Hormone mit einer Konzentration von 10nM in
Abhdingigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus

drei Versuchen

3.3.6. Hormonkonzentration 100nM

Stanozolol als Ligand am Androgenrezeptor hat einen signifikanten Aktivititsunterschied
zwischen TATA-luc im Gegensatz zu MMTV- und GRE-OCT-luc.
Zusitzlich wird ein signifikanter Unterschied bei Testosteron zwischen TATA- und MMTV-

luc deutlich.
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Abb. 3-10: Darstellung der Relativaktivitiat der Hormone mit einer Konzentration von 100nM
in Abhéngigkeit der Reportergene; als Fehlerindikator Angabe der Standardabweichung aus

drei Versuchen

Die anderen Steroide zeigen in dieser Konzentration keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Aktivititen unter Verwendung der verschiedenen Reportergene.
3.4. Hierarchische Clusteranalyse der Reportergenaktivititen

Durch die hierarchische Clusteranalyse konnen komplexe Daten von Genexpressionsprofilen
dargestellt werden. Dabei werden die Hormone anhand ihres Aktivitdtsmusters an den
verschiedenen  Reportergenen  untersucht und solche mit einem  &hnlichen
Genexpressionsprofil nebeneinander gestellt.

Die Reportergenaktivierungsprofile im vorliegenden Versuch fithren zu einer Unterteilung der

verwendeten Steroide in zwei Gruppen, die anhand des Stammbaumes visualisiert werden
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konnten. Am deutlichsten ist der Unterschied der Expressionsprofile der einzelnen Hormone

am TATA-luc-Reportergen.

Die physiologischen Androgene Testosteron und Dihydrotestosteron, das synthetische

Androgen R1881 und das noch stark virilisierende Anabolikum Nandrolon bilden eine

Gruppe mit einer durchschnittlich hohen Aktivitit (rote Punkte).

Innerhalb dieser Gruppe zeigen DHT, Nandrolon und R1881 ein dhnliches Aktivitétsprofil an

allen drei Reportergenen. Testosteron wird aufgrund seiner hohen Aktivitit am GRE-OCT-

und MMTV-luc-Reportergen innerhalb dieser Hauptgruppe extra bewertet.

Am TATA-luc-Reportergen ist die Aktivitit der Hormone dieser Gruppe durchschnittlich

hoch.

Abb. 3-11: Hierarchische Clusteranalyse
der Aktivitditsprofile der Hormone an

den Reportergenen (Erlduterung siehe Text)
Die Legende zeigt die farbliche Zuordnung

der Aktivitiit gegeniiber der Durchschnitts-

aktivitdt an.
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Die Anabolika Stanozolol und Oxandrolon und die Testosteron-Vorstufen Androstendion und
Dehydroepiandrosteron bilden die zweite Hauptgruppe. Diese Steroide zeigen ein
durchschnittlich geringes Aktivititsprofil (grilne Punkte).

Besonders #dhnlich werden DHEA, Androstendion und Oxandrolon bewertet, die an allen
Reportergenen eine geringe Aktivitidt hervorrufen. Demgegeniiber wird Stanozolol durch die
relativ hohe Aktivitit am MMTV- und GRE-OCT-luc-Reportergen bezogen auf DHEA,
Androstendion und Oxandrolon separat innerhalb der Hauptgruppe eingeteilt.

Am TATA-luc-Reportergen ist das Aktivititsprofil der vier Steroide dieser Gruppe
durchschnittlich gering.

3.5. Negativkontrollen

Eine androgenrezeptorunabhingige Aktivierung wurde in den Versuchen ohne Androgen-
rezeptor-Expressionplasmid untersucht. Abbildung 3-12 zeigt die Ergebnisse der Versuche

von Testosteron am MMTV-luc-Reportergen.

10 - mit AR-Expressionsplasmid
9
- ohne AR-Expressionsplasmid T
8
7
c
(o) 6
£ [
©
£
3
2
1
0
0,001nM 0,01nM 0,1nM 1,0nM 10nM 100nM

Hormonkonzentration

Abb. 3-12: Darstellung der Induktion von Testosteron in Abhdngigkeit der Konzentration mit
und ohne Androgenrezeptor-Expressionsplasmid; Messung am MMTV-luc-Reporter-gen;

Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen

Mit dem Androgenrezeptor im Versuchsansatz resultiert eine konzentrationsabhingige
Aktivierung. Die Induktion steigt von 3,54 (£0,46) bei 0,001nM Testosteron bis zu 7,19

(£1,36) bei 100nM. Im Gegensatz dazu kommt es bei Abwesenheit eines AR-
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Expressionsplasmides zu keiner relevanten Reportergeninduktion. Das Gleiche gilt fiir die
beiden anderen Reportergene (TATA-luc und GRE-OCT-luc) und alle daran untersuchten
Hormone. In Abbildung 3-13 sind die Ergebnisse von Stanozolol am GRE-OCT-luc-
Reportergen dargestellt.

Die Messergebnisse sind in den Wertetabellen 6-4, 6-5 und 6-6 aufgefiihrt.

9 - mit AR-Expressionsplasmid

8 . ohne AR-Expressionsplasmid

7 =

Induktion

0,001nM 0,01nM 0,1nM 1,0nM 10nM 100nM

Hormonkonzentration

Abb. 3-13: Darstellung der Stanozolol-induzierten Induktion in Abhdngigkeit der
Konzentration mit und ohne Androgenrezeptor-Expressionsplasmid; Messung am GRE-OCT-

luc-Reportergen; Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen

3.6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die Transfektion des Androgenrezeptor-Expressionsplasmides exprimieren die CHO-
Zellen den Androgenrezeptor.

Dieser wird durch alle verwendeten Hormone aktiviert. Die Aktivitit ist abhingig von der
Hormonkonzentration und vom Reportergen. Mit ansteigender Ligandenkonzentration

resultiert eine progrediente Aktivierung des Androgenrezeptors.
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Der Vergleich der verschiedenen Reportergene untereinander zeigt, dass bei Verwendung des
selben Hormons an verschiedenen Reportergenen eine unterschiedliche Aktivitét
hervorgerufen wird.

Die Steroide lassen sich anhand des spezifischen Profiles aktivierter Reportergene in zwei
Gruppen einteilen: die Anabolika Stanozolol und Oxandrolon und die Testosteron-Vorldufer
Androstendion und Dehydroepiandrosteron in der einen Gruppe, im Gegensatz zu den
Androgenen DHT, Testosteron und R1881 und ebenfalls das anabole Steroid Nandrolon mit
einer relativ starken virilisierenden Restwirkung.

Stanozolol zeigt eine durchschnittliche bis hohe Aktivitit am MMTV- und GRE-OCT-luc-
jedoch eine geringe Aktivitit unter Verwendung des TATA-luc-Reportergens.

Zum Ausschluss einer androgenrezeptorunabhingigen Aktivierung, wurden Transfektionen
ohne Androgenrezeptor-Expressionsplasmid durchgefiihrt. Die Negativkontrollen zeigten

keine Reportergeninduktion in Abwesenheit des Expressionsplasmides.
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4. Diskussion

4.1. Aussagekraft des verwendeten Zellkulturmodelles

Der Mechanismus der unterschiedlichen Wirkungen virilisierender, anaboler und adrenaler
Androgene in-vivo konnte bis heute nicht vollstindig geklart werden. In der vorliegenden
Arbeit sollte untersucht werden, ob diese unterschiedlichen biologischen Wirkungen
grundsitzlich durch unterschiedliche, liganden-spezifische Aktivierungsprofile des
Androgenrezeptors auf Zielgenebene verursacht sein konnten. Um ein solches, bisher nicht
bekanntes biologisches Prinzip der Androgenwirklung auf Zielgenebene experimentell
erfassen zu konnen, wurde ein vereinfachtes in-vitro Modell als Versuchsaufbau

entwickelt.

Es wurden Transaktivierungsuntersuchungen mit CHO-Zellen und drei strukturell
unterschiedlichen Reportergenen - MMTV-, GRE-OCT- und pRE,-TATA-luc -
durchgefiihrt. Obwohl diese Reportergene sich deutlich im molekularen Aufbau ihrer
Promoterregion unterscheiden, sind sie jeweils eindeutig androgen reguliert. Die
verwendeten Reportergene konnen daher ein theoretisches Modell als Ann#herung fiir
natiirliche androgene Zielgene mit unterschiedlicher Promoterregion darstellen.

Als Steroidhormonrezeptor wurde der humane Androgenrezeptor verwendet, der mittels
Transfektion des Androgenrezeptor-Expressionplasmides in die CHO-Zellen integriert
wurde. Uber Transaktivierung konnte die ligandenspezifische Aktivitit an den
Reportergenen quantitativ erfasst werden.

Trotz allem geben die Ergebnisse aus diesem einfachen Modell Hinweise auf mogliche in-

vivo Mechanismen der Hormonregulation.

Anhand des vorliegenden Versuchsaufbaues konnte gezeigt werden, dass alle acht
verwendeten Steroide zu einer spezifischen Androgenrezeptoraktivierung gefiihrt haben.
Dieses war fiir viele der verwendeten Substanzen bislang noch nicht experimentell gezeigt
worden (Stanozolol, Oxandrolon, DHEA, Androstendion).

Um einen Einfluss anderer Steroidhormonrezeptoren auszuschlieBen, wurden
Negativkontrollen durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass in den Versuchen ohne

Androgenrezeptor-Expressionsplasmid durch alleinige Transfektion des Reportergen-
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plasmids keine relevante Aktivitdt hervorgerufen wurde. Diese Resultate wurden fiir alle
Hormone an allen drei Reportergenen erzielt.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass im angewendeten Versuchsaufbau ein relevanter
Einfluss anderer Steroidhormonrezeptoren auler dem Androgenrezeptor nicht vorliegt, die

gemessenen Effekte demnach spezifisch durch den Androgenrezeptor ausgeldst wurden.

Beziiglich einer konkreten Relevanz der Ergebnisse muss bedacht werden, dass das
verwendete vereinfachte Modell nur bedingt die in-vivo Verhiltnisse reflektieren kann.
Gewebespezifische Vertellungsmuster von Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren und
Metabolisationsenzyme von Hormonen wurden beispielsweise nicht beriicksichtigt, da nur

CHO-Zellen verwendet wurden.

In einigen Arbeiten wurde beschrieben [16,39], dass in CHO-Zellen die 5a-Reduktase
zumindest in einer geringen Konzentration vorkommt. Damit miisste eine geringfligig
verdnderte, ligandenkonzentrationsabhingige Aktivitdt durch Testosteron erzielt werden
als in Zellen ohne S5a-Reduktase. Testosteron wiirde zu DHT metabolisiert und hitte

dadurch ein differentielles Wirkprofil.

Der Versuchsaufbau als einfaches Modell natiirlicher Verhiltnisse zeigt jedoch Hinweise
auf die Existenz bisher nicht bekannter Aspekte in der zelluldren Wirkung androgener und

anaboler Steroide, die analog auch in-vivo eine Rolle spielen konnten.

Die differentiellen Wirkungen von androgenen und anabolen Steroiden, die klinisch
beobachtet werden, konnten somit durch eine hormonspezifische Interaktion des Liganden
mit dem Androgenrezeptor und dementsprechend durch eine spezifische Aktivierung

unterschiedlicher Zielgene erkléart werden.

Die groBe Streubreite der in-vivo gewonnenen Erkenntnisse ldsst weitergehende Faktoren
beziiglich der unterschiedlichen Wirkungen virilisierender, anaboler und adrenaler
Androgene vermuten. Hierzu zdhlen neben zellspezifischen Verhiltnissen und
differentiellen Interaktionen mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren, die auch aus
den Ergebnissen dieser Arbeit vermutet werden miissen, gewebe — und zellspezifische
Verteilungsmuster der natiirlichen Liganden und ihrer Metabolite in-vivo, die in in-vitro-

Versuchen nur sehr bedingt imitiert werden kénnen.
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4.2. Differentielles Profil aktivierter Reportergene

Die gemessenen Reportergenaktivititen in Abhédngigkeit von der Ligandenkonzentration
am jeweiligen Promoter wurden durch eine nicht—supervidierte, hierarchische
Clusternalyse kategorisiert. Bei solch einer Analyse wird keine Hypothese aufgrund
moglicherweise bekannter Gemeinsamkeiten eingesetzter Hormone durch den Untersucher
vorgegeben. Diese Methode wurde aus der funktionellen Genomik adaptiert [19,38] und
basiert statistisch auf der Pearson Korrelation.

Auf diese Weise kam es zur Darstellung unterschiedlicher Aktivierungsprofile der drei
Promoter fiir die einzelnen, eingesetzten Liganden. Dariiber hinaus zeigte sich in dieser
Analyse, dass bestimmte Steroidhormone dhnliche Aktivierungsprofile aufwiesen und sich

dadurch von anderen Steroiden unterscheiden liefen.

Die physiologischen Androgene Testosteron und DHT und das synthetische Androgen
R1881 zeigten ein dhnliches Profil und wurden interessanterweise der selben Gruppe
zugeordnet. Diese Tatsache korreliert sehr schon mit ihrer gemeinsamen, virilisierenden
Wirkung in vivo.

Innerhalb dieser Gruppe ruft Testosteron am GRE-OCT-luc-Reportergen eine bis zu
zweimal so starke und am MMTV-luc-Reportergen eine leicht hohere Aktivitit gegeniiber
DHT hervor.

Unterstiitzt werden die Ergebnisse durch Kemppainen et al. [45]. Diese Arbeitsgruppe
untersuchte die Aktivitit von DHT und Testosteron am MMTV-luc-Reportergen in CV1-
Zellen. Es zeigte sich, dass DHT bei Konzentrationen bis 0,1nM eine geringere Aktivitét
hervorrief als Testosteron in den gleichen Konzentrationen.

Demgegeniiber konnte die Arbeitsgruppe Deslypere et al. [16] bei Konzentationen bis
0,1nM eine bis zu 10fach hohere Aktivitdt durch DHT als durch Testosteron am MMTV-
luc-Reportergen zeigen. Dies konnte durch den stabileren Ligand-Rezeptor-Komplex
durch DHT am Androgenrezeptor erklédrt werden, der von Zhou et al. [95] gezeigt werden

konnte.

Die Variabilitit der androgeninduzierten Aktivitdt, wie sie in der Literatur gefunden
wurde, konnte zumindest teilweise durch zell- und versuchsspezifische Unterschiede
hervorgerufen sein. Aus diesen FErgebnissen kann geschlossen werden, dass unter

physiologischen Konditionen die Interaktionen zwischen Liganden, Rezeptoren, HRE’s
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und Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichen Relationen zueinander stehen konnen, die
nicht vollstindig durch Versuchsmodelle kopiert werden konnen.

Die hier vorgestellten eigenen Ergebnisse erweitern die Beobachtungen der zitierten
Arbeiten. Sie zeigen, dass die Auswirkungen verschiedener Liganden in ihrer Interaktion

mit dem Androgenrezeptor an differierenden Zielgenen unterschiedlich sein konnen.

Am TATA-luc-Reportergen hat DHT eine in etwa gleich hohe Aktivitit wie Testosteron.
Bei 0,1 und 10nM ruft DHT eine geringfiigig hohere Aktivitit als Testosteron hervor, bei
0,01 und 1,0nM zeigt Testosteron demgegeniiber eine stirkere Aktivitit als DHT.

Die untersuchten anabolen Steroide Stanozolol, Nandrolon und Oxandrolon wiesen
ebenfalls spezifische Aktivierungsprofile auf. Nandrolon zeigt ein Aktivititsmuster dhnlich
den Androgenen Testosteron, DHT und R1881. Interessanterweise ist Nandrolon das
Anabolikum mit der hochsten androgenen Restwirkung im Vergleich mit den anderen
verwendeten Anabolika. Dies konnte eine Erkldrung fiir ein ,,androgenes* Aktivititsprofil
von Nandrolon im untersuchten Modell sein, wobei nochmals darauf hingewiesen werden
sollte, dass es sich nicht um konkrete, tatsdchliche Zielgene des Androgenrezeptors

handelt.

Die beiden anderen Anabolika Stanozolol und Oxandrolon wurden demgegeniiber durch
die Clusteranalyse in die zweite Gruppe eingeordnet. Oxandrolon ruft bei allen drei
Reportergenen eine relativ geringe Aktivitit hervor. Ein dhnliches Aktivititsprofil haben
die Testosteron-Vorstufen Androstendion und DHEA.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass DHEA und Androstendion potente Aktivatoren des
Androgenrezeptors sind und reportergenspezifische Aktivierungsprofile hervorrufen.
Obwohl die Testosteron-Vorstufen ein &dhnliches Aktivititsmuster wie die anabolen
Steroide zeigen, kann daraus nicht direkt geschlossen werden, dass das hier genannte
Modell androge und anabole Steroide eindeutig unterscheiden kann. Dies wird bestétigt
durch die Arbeitsgruppe Rasmussen et al. [72], die gezeigt haben, dass Androstendion nur

geringe anabole Effekte in-vivo hervorruft.

Die in-vitro Ergebnisse von DHEA und Androstendion mit der gezeigten spezifischen
Androgenrezeptoraktivierung in Verbindung mit in-vivo Erkenntnissen (z.B. partielle

Virilisierung und Differenzierung des Wolff'schen Ganges bei 1768-HSD-Defekt) zeigen,
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dass diese Vorstufen als lokale Faktoren in die androgenabhingige Morphogenese der

minnlichen Sexualdifferenzierung eingebunden sein konnten.

Aus in-vitro Versuchen ist bekannt, dass die Wirkungen der Steroidhormone iiber HRE’s
der DNA vermittelt werden. Die Effekte sind spezifisch fiir einzelne Rezeptoren
[13,68,75,89]. Durch die jeweiligen Rezeptoren resultieren unterschiedliche Wirkungen am
selben HRE.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass unterschiedliche biologische Wirkungen in-vivo
durch liganden-spezifische Interaktionen des Hormon-Rezeptor-Komplexes mit

spezifischen Zielgenen der DNA vermittelt werden konnten.

4.3. Alternative Moglichkeiten fiir die differentielle Wirkungsvermittlung

von anabolen und virilisierenden Androgenen

Ellis et al. [21] beschrieben eine zumindest partielle Interaktion des anabolen Steroides
Stanozolol mit dem Progesteronrezeptor. Der gleiche Wirkungsmechanismus und ein
dhnlicher Aufbau der verschiedenen Rezeptoren in der Steroidhormonrezeptorsuperfamilie
legen zudem Interaktionen mit anderen Rezeptoren dieser Gruppe nahe.

Eine Interaktion des Androgenrezeptors mit dem Glukokortikoidrezeptor konnte von Chen
et al. nachgewiesen werden [12]. Sie postulierten einen direkten Einfluss in der Regulation
der Transkription durch den jeweiligen Rezeptor.

Durch die Negativkontrollen im vorgestellten Experiment konnte ein relevanter Einfluss

durch andere Steroidhormonrezeptoren in diesem Modell nicht nachgewiesen werden.

Der von Abu-Shakra und Nachtmann beschriebene rezeptorunabhingige Mechanismus [1]
oder die von Boada et al. [7] untersuchten sekundédren Bindungskomplexe fiir 170-
alkylierte-Steroide, z.B. Stanozolol, die in Mikrosomen von Lebergewebe und Mamma-
Karzinom-Zellen nachgewiesen worden sind [7,51], wurden in den durchgefiihrten
Versuchen nicht erfasst. In den Negativkontrollen hitte Stanozolol zum Beispiel eine
hohere Induktion erzielen miissen als die anderen Steroide.

Fiir eine genauere Untersuchung miisste weiterhin das Verteilungsmuster dieser

Bindungsproteine in den verschiedenen Zelltypen bekannt sein.
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Durch die Gewebeverteilung der So-Reduktase liegen die physiologischen Androgene
Testosteron und DHT in einer gewebespezifischen, unterschiedlich hohen Konzentration
vor. Daraus konnen hormonspezifische Wirkungen in differentiellem Ausmal
hervorgerufen werden. Nach Hsiao et al. [39] war die So-Reduktase in geringen Mengen in
den im Versuchsaufbau verwendeten CHO-Zellen vorhanden. Durch 5a-Reduktase-
Hemmer resultierte in ihren Versuchen eine leicht verringerte Aktivitit unter Verwendung
von Testosteron, was dadurch erkliart wurde, dass Testosteron nicht mehr zum aktiveren
DHT metabolisiert werden konnte.

Insgesamt sind die Ergebnisse iiber die Aktivitit von Testosteron und DHT in
verschiedenen Arbeiten [45,95] uneinheitlich.

Die Auswirkungen eines intrazelluliren Metabolismus der anderen verwendeten Steroide

auf die Transaktivierung ist bisher noch nicht endgiiltig geklart.

Moglicherweise sind die in Abschnitt 1.6. beschriebenen spezifischen Konformations-
wechsel [54,66,90] des Ligand-Rezeptor-Komplexes mit eine Ursache fiir die spezifische
Interaktion des Hormon-Rezeptor-Komplexes mit Zielsequenzen der DNA, wie sie in

dieser Arbeit nachgewiesen werden konnten.

4.4. Einfluss von Transkriptionsfaktoren

Steroidhormone wirken iiber ihren Hormonrezeptor regulierend auf die Transkription.
Meistens kommt es zu einer Interaktion des Ligand-Rezeptor-DNA-Komplexes mit
Transkriptionsfaktoren. Hierbei handelt es sich um Proteine, die die Interaktionen und
Wirkungen der Hormone zusitzlich modulieren [6,67] und die Transkription beeinflussen.
Transkriptionsfaktoren kdnnen iiber eine Briickenfunktion zwischen dem Rezeptor und der
DNA [43] oder iiber einer Modifikation des Chromatins, woraus sowohl eine stidrkere
Bindung des Rezeptors oder anderer Transkriptionsfaktoren resultieren kann, die
Transkription regulieren. Diese Proteine konnen aktivierend oder hemmend wirken
[6,42,47,68,75].

Durch Interaktion der Cofaktoren mit dem Rezeptor kann eine Konformationsidnderung der
Liganden-Bindungsdomine des Rezeptorproteins resultieren.

Aus diesen Ergebnissen konnte eine ligandenspezifische Transkriptionsaktivierung durch

Wechselwirkung mit unterschiedlichen Cofaktoren postuliert werden.
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Die in diesem Versuchsaufbau gewihlten Reportergene unterscheiden sich neben den
verschiedenen HRE’s in ihren Bindungsmoglichkeiten fiir Transkriptionsfaktoren. An das
MMTV-luc-Reportergen konnten zum Beispiel die Transkriptionsfaktoren NF-1 oder Octl
binden [67]; an das GRE-OCT-luc-Reportergen der Spl-Faktor. Das TATA-luc-
Reportergen  besal  demgegeniiber keine  Moglichkeit der Bindung von
Transkriptionsfaktoren in Nihe der HREs.

Durch die unterschiedliche Struktur der Reportergene kann postuliert werden, dass
spezifische Transkriptionsfaktoren die gemessenen Ergebnisse mit beeinflussen. Durch
ligandenspezifische Konformationen des Hormon-Rezeptor-Komplexes konnten die
Interaktionen mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren variieren, wobei spezifische

Interaktionen mit HRE’s resultieren konnen.
Da die Expression von Transkriptionsfaktoren zellspezifisch [37,47] ist, miissten auBerdem

zell- bzw. gewebespezifische Wirkungen der einzelnen Rezeptoren und Hormone in ihrer

Interaktion mit entsprechenden Zielsequenzen angenommen werden.
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5. Zusammenfassung

Androgene regulieren die Ausprigung des minnlichen Phénotypes. Dabei konnen
virilisierende und anabole Effekte unterschieden werden. Physiologische und synthetische
Steroide konnen anhand ihrer unterschiedlichen biologischen Wirkungen in iiberwiegend
virilisierend oder anabol unterteilt werden. In standardisierten in-vivo Untersuchungen bei
der Ratte fiihrten virilisierende Androgene zu einer Gewichtszunahme des Musculus
levator ani, anabole Steroide zu einer verstirkten Stickstoffretention.

Nach Bindung der Liganden an den Androgenrezeptor resultiert eine Interaktion mit
Zielgenen der DNA, den hormonresponsiblen Elementen (HRE), durch die die
Transkription bestimmter DNA-Abschnitte reguliert wird.

Die Ursachen der differentiellen biologischen Wirkungen in-vivo durch strukturell
unterschiedliche Androgene konnte bis heute nicht vollstindig gekldrt werden. In dieser
Arbeit sollten experimentell untersucht werden, ob strukturell unterschiedliche Androgene
mit differierenden biologischen Wirkungen verschiedene Profile aktivierter Zielgene
bewirken konnten.

In Zellkulturversuchen mit Chinesischen-Hamsterovar-Zellen wurden mit Hilfe eines
Repotergenassays die Aktivititsprofile von acht Steroidhormonen an drei strukturell
unterschiedlichen Reportergenen, als theoretisches Modell unterschiedlicher natiirlicher
Zielgene, untersucht. Die benotigten Plasmide wurden mittels Transfektion in die Zellen
integriert. Es wurden drei unabhingige Versuche in Triplikaten mit allen Hormonen in
Konzentrationen von 0,001nM bis 100nM an jedem Reportergen durchgefiihrt.

Anhand ihres Aktivitidtsprofiles wurden die Hormone in zwei Gruppen mit
unterschiedlichen Aktivierungsprofilen unterteilt werden. Testosteron, DHT, R1881 und
Nandrolon mit einer relativ starken Aktivitdt an allen drei Reportergenen und Stanozolol,
Oxandrolon, Androstendion und DHEA mit einer relativ geringen Aktivitdt vor allem am
TATA-luc-Reportergen.

Diese Ergebnisse lassen mehrere Schlussfolgerungen zu: Alle verwendeten Hormone sind
potente Aktivatoren des Androgenrezeptors, insbesondere auch die andrenalen Vorstufen
und die Anabolika. Dariiber hinaus konnte erstmals experimentell gezeigt werden, dass
strukturell unterschiedliche Androgene iiber den Androgenrezeptor ein differentielles
Profil von Zielgenen aktivieren. Unterschiedliche biologische Wirkungen verschiedener
Androgene in-vivo konnten somit zumindest teilweise durch ligandenspezifische Profile

aktivierter Zielgene bedingt sein.
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6. Wertetabellen

Androstendion

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHEA
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHT
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

MW
0,21345152
0,18819578

0,4624159
0,7616639
0,86698574
0,81136294

MW
0,15847068
0,10071958
0,22246642
0,60383596
0,83179313

0,9786919

MW
0,14299482
0,39579615
0,60951796
0,81472344
0,83694999
0,88749533

MW
0,62383563
0,44953268
0,61296734
0,76363287
0,96704856
1,08004864

MMTV-luc

SD
0,07186823
0,06603678
0,07033351
0,07220843
0,10479169

0,199641

SD
0,09641744
0,08372971
0,22353341
0,52758531
0,51046534
0,38360404

SD
0,03927128
0,14758334
0,25664417
0,15066397
0,32025986
0,36090052

SD
0,05483295
0,15687365
0,04054732
0,04374582
0,02105663
0,14495205

Oxandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Stanozolol
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Testosteron
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

MW
0,42031225
0,32508828
0,40609793
0,65522717
0,82689703
0,76166621

MW
0,45005175
0,72427786
0,99443411
1,10265225

1
1,1810523

MW
0,71130874
0,79979313
0,81841993
1,08683128
1,49603102
1,31134025

MW
0,67601948
0,71267766
0,95909103
1,19191676
1,52025249
1,59233889

SD
0,2747802
0,06771114
0,09653566
0,12006777
0,27183049
0,31570017

SD
0,04431493
0,07068078
0,10002123
0,13571338
0
0,23529933

SD
0,13067628
0,08187829
0,33999115
0,09923798
0,10966733
0,26087577

SD
0,24158849
0,14711983
0,25040984
0,17232249
0,28092316
0,17684375

Tab. 6-1: Relativaktivitit der Hormone am MMTV-luc-Reportergen

(Lig.Konz. = Liganden-Konzentration;
MW = Mittelwert aus drei Versuchen;
SD = Standardabweichung aus drei Versuchen)

65




Androstendion

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHEA
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHT
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

MW
0,24811515
0,30829141
0,47529824
0,64385596
0,73983354
0,82579848

MW
0,20677023
0,2352377
0,32727399
0,65465016
0,90712579
0,92364307

MW
0,2833071
0,68026639
0,76515504
0,88538052
0,82715541
0,91151283

MW
0,52128872
0,62119081
0,85611423
0,92789172
0,84152161
0,87985842

GRE-OCT-luc

SD
0,12635778
0,14291968

0,0809801
0,10402832
0,14649939
0,17667915

SD
0,13939644
0,17022176
0,10611988
0,05070019
0,09839727
0,09254987

SD
0,12186798
0,16322036
0,07422114
0,24585828
0,29492242
0,33068457

SD
0,12939633
0,07866333
0,29426052
0,31299534
0,09634441

0,121378

Oxandrolon

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Stanozolol

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Testosteron

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

MW
0,34362301
0,33812477

0,3505231
0,60129922
0,82907916
0,84512022

MW
0,63773257
0,5019709
0,68007355
0,63836595
1
0,92863181

MW
0,55721736
0,62450028
0,83979721
0,84682912
0,92781902
1,01221849

MW
1,35558331
1,50967806
1,67535505
1,30089688
1,76776918
1,70018237

SD
0,15566775
0,21227663

0,0436664
0,04366646
0,17209145
0,21444599

SD
0,27389932
0,16782847
0,04894913
0,01603304
0
0,08680809

SD
0,17720885
0,04633253
0,14098431
0,10257945
0,17549979
0,18735983

SD
0,35796377
0,69982501
0,20114364
0,27816812
0,13734568
0,45544648

Tab. 6-2: Relativaktivitit der Hormone am GRE-OCT-luc-Reportergen

(Lig.Konz. = Liganden-Konzentration;
MW = Mittelwert aus drei Versuchen;
SD = Standardabweichung aus drei Versuchen)
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Androstendion

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHEA
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHT
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

MW
0,03640959
0,04187001
0,10446263

0,4353806
0,76822473
0,80235449

MW
0,01214044
0,01864489
0,05140277
0,30619281
0,70237522
0,75745126

MW
0,04066044
0,19521508
0,65782571
0,82554584
1,46467356
0,99290609

MW
0,06706767
0,31012648
0,61128407
0,87449978
1,06630818
0,85854535

TATA-luc

SD
0,01167534
0,01991374

0,0155829
0,17858862
0,17878246
0,17444382

SD
0,00463362
0,00854824
0,02732419
0,17590027
0,23972771
0,23779183

SD
0,02397826
0,04339562

0,1743878
0,04114264
0,67748453
0,34568122

SD
0,0337613
0,11530203
0,19559254
0,06006908
0,23267415
0,11681815

Oxandrolon

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Stanozolol

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Testosteron

Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

MW
0,04367912
0,03395588
0,09329847
0,55733175
0,87424542
0,89093295

MW
0,21987459
0,37114134
0,69054292
0,80394705

1
1,02341808

MW
0,02286506
0,05820979
0,12510409
0,31087001
0,39273742
0,39780054

MW
0,30826612
0,17726264
0,49511435
0,82815279
1,24191263
1,01323094

SD
0,04844527
0,02821054
0,08216934
0,27065237
0,28214052
0,74878887

SD
0,08419465
0,05300544
0,18414464
0,15227456
0
0,14210768

SD
0,00622102
0,02379349
0,06321324
0,10782822
0,20436843
0,27323032

SD
0,2263106
0,12486347
0,13716731
0,13067135
0,34643821
0,17355759

Tab. 6-3: Relativaktivitit der Hormone am pRE>-TATA-luc-Reportergen

(Lig.Konz. = Liganden-Konzentration;
MW = Mittelwert aus drei Versuchen;
SD = Standardabweichung aus drei Versuchen)
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Androstendion
Lig.-Konz.
0,001nM

0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

DHEA
Lig.-Konz.

0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHT
Lig.-Konz.
0,001nM

0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM
1,0nM
10nM

100nM

Oxandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

MMTV-luc

Induktion
1,79315698
1,63236127

3,8046993
6,30451484
7,12073346
6,81368812

Induktion

1,3228703
0,8143491
1,9495945
5,29220151
7,47827796
8,60207752

Induktion
1,13470713

2,98427762
5,20437379
6,95507773
7,21772408
7,59127513

Induktion
3,73643904
3,51061771

4,26695719
5,32538014
6,29061465
7,35449427

Induktion
3,76760861
2,72783023
3,59864483

5,94352763
7,61478105
6,79346947

Neg.-Induk.
0,64543509
0,69991021
0,49482156
0,83663917
0,55591799
0,66362085

Neg.-Induk.

1,10139551
0,63877309
0,55385883
1,34395634
0,71195645

0,8328458

Neg.-Induk.
0,99056656

0,4302348
0,41126604
0,96037286
1,03113635

1,2013286

Neg.-Induk.
0,43660572
0,56217531

0,8010893
0,80873699
0,99275647
0,67173087

Neg.-Induk.
0,64101149
1,05549198
0,77429875

0,42035412
0,4546409
0,41195794

AR-Induk.
0,64005656
0,57122836
0,86994463
0,86729523
0,92192967
0,90260475

AR-Induk.

0,16741988
0,21560288
0,71591075
0,74604967
0,90479674
0,90318085

AR-Induk.
0,12702887

0,85583285
0,92097684
0,86191774
0,8571383
0,84174877

AR-Induk.
0,88314925
0,83986428

0,81225748
0,84813535
0,8421845
0,90866389

AR-Induk.
0,82986251
0,61306537
0,78483602

0,92927531

0,94029495
0,93935971
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R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM
10nM
100nM

Stanozolol
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM
100nM

Testosteron
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM
100nM

Induktion
4,75551098
5,65275178
7,21736702

8,54479932
7,24178513
9,84919906

Induktion
4,71975799
4,9713307
4,55000908
6,57931412

9,48089692
8,16004766

Induktion
3,54386937
3,14484496
4,63840306
5,85921921

6,94296977
7,18521617

Neg.-Induk.
0,55615296
0,65303662
0,40843132

0,42467401
0,40933187
0,43395158

Neg.-Induk.
0,6425807
0,482495
1,15592309
0,52362642

0,51038412
0,84477643

Neg.-Induk.
0,74457188
0,71531516
0,81153571
0,49636747

1,37712922
0,70698279

AR-Induk.
0,88305085
0,88447456
0,94340993

0,95030029
0,94347639
0,95594042

AR-Induk.
0,86385304
0,9029445
0,74595148
0,92041322

0,94616711
0,89647408

AR-Induk.
0,78989861
0,77254359
0,82503985
0,91528437

0,80165127
0,90160591

Tab. 6-4: Messergebnisse der Negativkontrollen, Angabe aller Hormone
unter Verwendung des MMTV-luc-Reportergens

(Lig.-Konz. = Liganden-Konzentration;
Induktion = Gesamtinduktion mit AR-Expressionplasmid;
Neg.-Induk. = Induktion ohne AR-Expressionsplasmid;

AR-Induk. = prozentualer Anteil der Neg.-Induk. an der Gesamtinduktion

=1-Neg.Induk/Induktion)

Androstendion
Lig.-Konz.
0,001nM

0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

DHEA
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

GRE-OCT-luc

Induktion
1,18836532
1,39802945
2,23870196
2,92501715
3,43860613
3,76272958

Induktion
0,91762407
1,02812394
1,52265307
3,35434212
4,36939964
4,63295238

Neg.-Induk.
0,61512529
0,70835912
0,60545635
0,59767988
0,70476346
0,76296238

Neg.-Induk.

0,8264543
0,66652858
0,91416282
0,74531201
0,82900017
0,64843025

AR-Induk.
0,48237694
0,49331602
0,72955027

0,7956662
0,79504385
0,79723167

AR-Induk.
0,09935416
0,35170406
0,39962501

0,7778068
0,81027138
0,86003952
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DHT
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Oxandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Stanozolol
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Testosteron
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Induktion
1,24491826
3,14105168
3,90619286
4,77435565
3,90930353
4,40398375

Induktion
2,42866919
2,99717803
3,80585873
4,14431031
3,88672885
3,99403514

Induktion
1,73641084
1,65316884
1,50398849
2,77397728
4,04142801

3,994654

Induktion
2,89490456
2,32255175
3,38846516
2,92688113
4,69627563
4,43221203

Induktion
3,33481922
3,46444623
4,77908894
4,82498311
5,09541489
5,67984897

Induktion
5,51875531
6,43591464
6,99052135
5,15248115
7,36262172
6,77712871

Neg.-Induk.
0,60909753
0,58404759
0,53118414
0,52763772
0,49410183
0,61054028

Neg.-Induk.
0,62418407
0,61424535

0,5501505
0,54637455
0,45438404
0,46930849

Neg.-Induk.
0,42139997
0,44459938
0,50511951
0,48253661

0,4529899
0,42271542

Neg.-Induk.
0,40025178
0,40677229

0,8330259
0,91471443
0,79184154
0,83069415

Neg.-Induk.
0,66561163
0,62466221
0,58623295
0,72907802
0,69827252
0,67439937

Neg.-Induk.
0,57413836
0,56521801
0,48010063
0,51813246

0,4944181
0,49398289

AR-Induk.
0,51073292
0,81405986
0,86401487
0,88948504
0,87360873
0,86136636

AR-Induk.
0,74299338
0,79505877
0,85544642
0,86816273
0,88309345
0,88249766

AR-Induk.
0,75731551
0,73106233
0,66414669
0,82604882
0,88791341
0,89417972

AR-Induk.
0,86173921
0,82485975
0,75415834
0,68747811
0,83138947
0,81257798

AR-Induk.
0,80040548
0,81969349
0,87733374
0,84889522
0,86296062
0,88126456

AR-Induk.
0,89596597
0,91217752

0,9313212

0,8994402
0,93284755

0,9271103

Tab. 6-5: Messergebnisse der Negativkontrollen, Angabe aller Hormone

unter Verwendung des GRE-OCT-luc-Reportergens
(Erliuterung siehe Tab. 6-4)
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Androstendion
Lig.-Konz.
0,001nM

0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

DHEA
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

DHT
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

Nandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Oxandrolon
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

R1881
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM
1,0nM
10nM
100nM

TATA-luc

Induktion
1,8040973
1,95952947
4,98012212
20,1791258
38,777832
39,315186

Induktion
3,59198103
5,4641322
16,5968736
86,8259717
153,523386
234,72353

Induktion
9,35567054
47,4761113

358,28761
551,618527
1044,45775

828,30842

Induktion
1,41299577
7,03037763
15,6252108
22,9648129
33,1250034
20,6389303

Induktion
1,44070062
1,29321773
4,13371016

29,987814
47,0242054
32,6140051

Induktion
7,69554543
13,3064342
26,3418001
30,5456802
37,2861104
36,2662502

Neg.-Induk.
0,67836197
0,52173986
0,60836358

0,5384449
0,53795348
0,57193989

Neg.-Induk.
0,57431043
0,70694836
0,77868202
0,78134333
0,81339474
0,70523155

Neg.-Induk.
0,61829341
0,84242449

0,7159007
0,66516719
1,07417173
1,00123025

Neg.-Induk.
3,89714437
3,18010539
3,05061636
3,66053087
2,71539362
2,57299427

Neg.-Induk.
1,58063534
1,67140567
1,74424395
2,16656895
3,09726419
3,49639951

Neg.-Induk.
3,43535776
3,87563796
3,89412156
3,90461167
1,64354763
1,67303003

AR-Induk.
0,62398814
0,73374228
0,87784163
0,97331674
0,98612729
0,98545244

AR-Induk.
0,84011318
0,8706202
0,95308261
0,99100104
0,99470182
0,99699548

AR-Induk.
0,93391244
0,98225582
0,99800188
0,99879415
0,99897155
0,99879123

AR-Induk.
0
0,54766222
0,80476319
0,84060263
0,91802586
0,87533296

AR-Induk.
0
0
0,57804397
0,92775169
0,93413468
0,89279454

AR-Induk.
0,55359139
0,70873955

0,8521695

0,8721714
0,95592065
0,95386813
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Stanozolol
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM
0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Testosteron
Lig.-Konz.
0,001nM
0,01nM

0,1nM

1,0nM

10nM

100nM

Induktion
0,82471103
2,55990965

3,4559514
11,5494728
10,3342239
9,51935545

Induktion
28,1309405
15,1915532
56,0474381
101,287904
149,429157
131,591944

Neg.-Induk.
1,77753245
1,75416429
1,42107862

1,4238205
2,61566888
2,53142134

Neg.-Induk.
2,26977352
2,01232233
1,57695909
1,97382144
2,49129887
1,93866822

AR-Induk.
0
0,31475539
0,58880249
0,87671987
0,74689257
0,73407639

AR-Induk.
0,91931398
0,86753676
0,97186385
0,98051276
0,98332789
0,98526758

Tab. 6-6: Messergebnisse der Negativkontrollen, Angabe aller Hormone

unter Verwendung des pRE>-TATA-luc-Reportergens

(Erlduterung siehe Tab. 6-4)
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