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2 FRAGESTELLUNG

In den letzten vier Jahrzehnten wurde die Wirkung und der Mechanismus nukleirer
Rezeptoren, wie z. B. dem Ostrogenrezeptor, ausfiihrlich untersucht. Kurz zusammengefasst
besteht die Genaktivierung durch Ostrogenrezeptoren aus der Translokation des Rezeptors
nach Hormonzugabe in den Zellkern (Jensen et al. 1968, Schlegel et al. 1999) und der
nachfolgenden Aktivierung der Transkription des Zielgens (Beato und Klug 2000). Aber
auch eine intranukleire Redistribution ohne Verinderung der nukleozytoplasmatischen
Verteilung ist beschrieben wurden (Htun et al. 1999, Stenoien et al. 2000, Matsuda et al. 2002,
Maruvada et al. 2003, Ochiai et al. 2004, Jankevics et al. 2005). All diese Funktionen des
Ostrogenrezeptors fasst man unter dem Begriff genomische Effekte zusammen, und diese
wurden sowohl fiir den seit langem bekannten Ostrogenrezeptor « als auch fiir den seit
kiirzerem bekannten Ostrogenrezeptor B beschrieben. Dariiber hinaus legen jedoch so
genannte schnelle, nicht-genomische Effekte eine Funktion von Ostrogenrezeptoren nahe,
die Giber ihre Aufgabe als nukledre Transkriptionsfaktoren hinausgeht und auf die Beteiligung
an Signalwegen aullerhalb des Zellkernes hindeutet (Linford et al. 2000). Dies fiihrt
zusammen mit der Beobachtung, dass die Aktivierung von Ostrogenrezeptoren durch
membranimpermeable Hormone mdglich ist, zu der Annahme membranstindiger
Ostrogenrezeptoren (Razandi et al. 1999). Verschiedene Verdffentlichungen beschreiben
Ostrogenbindende Proteine an der Zellmembran. Die Ergebnisse stiitzen sich hierbei auf die
Detektion von Rezeptoren in Membranfraktionen von Zellen (Lu et al. 2002, Razandi et al.
2002, Nishio et al. 2004) sowie auf den immunhistologischen Nachweis von
Ostrogenrezptoren an Membranen (Pappas et al. 1995, Lu et al. 2002, Milner et al. 2005).
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Lokalisation des humanen
Ostrogenrezeptors beta in der neuronalen Zelllinie PC-12 in Abhingigkeit von der
Stimulation mit 178-Ostradiol. Insbesondere sollte an lebenden Zellen untersucht werden, ob
der Ostrogenrezeptor B (ERB) an der Zellmembran angesiedelt ist, bzw. ob die
Hormonstimulation zur Translokation an die Zellmembran fuhrt, da es hierfur Hinweise in
der Literatur gibt (Razandi et al. 1999). Hierzu wurde hER mittels fluoreszierender Proteine
N- und C-terminal markiert. Dies geschah in der Annahme eines moglichen Einflusses der

Fusionsreihenfolge auf die Lokalisation.
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3 EINLEITUNG

3.1 Ostrogen und seine Wirkung
Ostrogene sind Steroidhormone mit vielfiltigen Wirkungen auf verschiedene Organsysteme.
Das Ostrogen mit der héchsten biologischen Privalenz und Potenz ist 178-Ostradiol (E2;
Singh et al. 2006). Als Sexualhormon im klassischen Sinne beeinflusst Ostradiol
Fortpflanzungsfunktionen und das Wachstum reproduktiver Organe wie Uterus, Ovar und

Mamma (Smith 1998).

AuBer der Wirkung von Ostrogenen auf reproduktive Systeme sind jedoch auch Effekte auf
andere Organsysteme bekannt. So werden Ostrogenen positive Auswirkungen auf das
kardiovaskulire System nachgesagt. Ostrogen schiitzt das Endothel vor Verletzungen und
hat dariiber hinaus antiatherosklerotische Wirkungen. Uber eine Erhéhung der Aktivitit der
endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und die Regulation von Kaliumkanilen ist
eine Regulation von Endothelfunktion und Vasotonus moglich (Simoncini und Genazzani
2000). Im Knochen ist Ostrogen bedeutend fiir die Homdostase. Das Steroidhormon fordert

Knochenaufbau und Kollagensynthese (Deroo und Korach 2000).

Seit einigen Jahren riickt aber vor allem die Bedeutung von Ostrogen fiir das ZNS in den
Fokus der Untersuchungen. So konnte gezeigt werden, dass Ostrogen nicht nur in
»klassisch® Ostrogensensitiven, reproduktiven Organen wie Ovar und Uterus synthetisiert
wird, sondern dass es auch eine vollstindige Steroidsynthese im ZNS gibt. In Hinblick auf
Ostrogen konnte die de-Novo-Synthese im Gehirn nachgewiesen werden (Prange-Kiel et al.
2003). Die Hormone beeinflussen die Neurogenese, synaptische Plastizitit und den
Metabolismus von Neurotransmittern (McEwen 2001). Ostrogene nehmen Aufgaben im
Bereich der sexuellen Differenzierung, aber auch in Kognition, Gedéchtnis und Affektivitit,
sowie Motorik und vegetativen Funtionen war (Linford et al. 2000). Bei zahlreichen
zentralnervosen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Parkinson-Syndromen und affektiven
Stérungen gibt es Hinweise auf einen protektiven Effekt von Ostrogenen. Sie scheinen auch
eine wichtige protektive Funktion beim ischimischem Insult zu spielen (Garcia-Segura et al.

2001).
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3.2 Nukledire Hormonrezeptoren: Ligandenabhingige Transkriptionsfaktoren

3.2.1  Nukledre Hormonrezeptoren

Ostrogenrezeptoren gehdren zur Superfamilie der nukleiren Rezeptoren. Diese umfasst nach
dem heutigen Wissensstand iiber 60 bekannte Proteine, darunter Rezeptoren fiir Ostrogene,
Androgene, Gluco- und Mineralokortikoide, Progestine, Schilddriisenhormone, Retinoat und
Vitamin D. Dartber hinaus existiert eine Reihe von homologen Proteinen, fir welche kein
Ligand existiert bzw. bekannt ist. Diese Molekille werden im Englischen als Orphan
Receptors, also ,,Rezeptorweisen bezeichnet. Beispiele fir solche FEiweile sind die

Oestrogen-Related Receptors (ERR; Beato und Klug 2000).

Allen nukledren Rezeptoren gemeinsam ist der Weg der Transaktivierung von Genen. Die
Rezeptoren liegen in inaktiver Form vor. Durch Bindung von Liganden werden sie in die
aktive Form uberfihrt. Fur die meisten Rezeptoren wird hierdurch gleichzeitig ein
Kerntransportsignal (nukledres Lokalisationssignal, NLS) aktiviert, welches zur Translokation
des Rezeptors in den Zellkern fithrt. Gleichzeitig wird eine DNA-bindende Domaine (DBD)
entfaltet, die zur Bindung des nukleiren Rezeptors an sein entsprechendes Response
Element (RE) benétigt wird. Nukledre Rezeptoren kénnen sowohl eine Stimulation (engl.
Enhancement) als auch eine Hemmung der Transkription (engl. Silencing) bewirken (Tsai

und O’Malley 1994, Beato und Klug 2000).

3.2.2  Isoformen

Wie fiir viele Proteine sind auch fiir die Ostrogenrezeptoren (Unterfamilie NR3A) eine
Vielzahl von strukturverwandten Proteinen mit einem hohen Grad an Homologie der
Aminosauresequenz bekannt. Das zunichst entdeckte Molektl (Walter et al. 1985) wurde
zunichst als Ostrogenrezeptor (ER) bezeichnet. Nach der Klonierung eines zweiten
Ostrogenrezeptors wurde jenes dann in Ostrogenrezeptor alpha (ER«x) umbenannt. Das neu
entdeckte Molekiil bekam den Namen Ostrogenrezeptor beta (ERB; Kuiper et al. 1996,
Mosselman et al. 1996, Tremblay et al. 1997). Die beiden Rezeptoren werden auch

entsprechend den Empfehlungen des Nuclear Receptors Nomenclature Committee als
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NR3A1 (ER«) und NR3A2 (ERB) bezeichnet (Beato und Klug 2000). Vor kurzem wurde die
Rezeptorgruppe um den Ostrogenrezeptor gamma (ERy; Hawkins et al. 2000) erweitert.

Ostrogenrezeptoren finden sich in diversen Geweben, wobei eine unterschiedliche
Verteilung der Isoformen gefunden wurde. Besonders hohe Konzentrationen an ERa weisen
Nieren, Nebenhoden und Nebennieren auf. ERp ist stark in Prostata, Lunge und Blase
angereichert. In Uterus, Ovar und Hoden zeigten sich gro3e Mengen sowohl an ERx als
auch an ERB (McEwen 2001). ERy wurde in Reproduktionsorganen und ZNS von
Micropogonias undulatus gefunden (Hawkins et al. 2000). Neben den genannten Geweben
richtete sich das Augenmerk in den letzten Jahren auf Steroidrezeptoren im ZNS.
Hypophyse, Hypothalamus und Amygdala weisen hohe Konzentrationen der alpha-Isoform
auf (McEwen 2001). Doch auch ER lasst sich im Gehirn nachweisen (McEwen 2001, Mitra
et al. 2003). Im Neokortex findet sich eine lebenslange Expression von ERB, wohingegen
ERa nur wihrend der Entwicklung in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden kann
(Toran-Allerand 2004). Ein weiteres Gebiet des ZNS mit nennenswerten Konzentrationen
an Ostrogenrezeptoren stellt der Hippocampus dar. Hier konnten ER« und ERB (Rune et al.
2002, Prange-Kiel et al. 2003) sowie Hinweise auf Ihre Rolle in Synaptogenese und
synaptischer Plastizitit gefunden werden (McEwen 2001, Rune et al. 2002). Hierdurch ist
eine Modulation von kognitiven und affektiven Funktionen sowie Gedichtnis moglich

(McEwen 2001).

3.2.3  Struktur des Ostrogenrezeptors beta

In der vorliegenden Arbeit wurde der humane Ostrogenrezeptor beta untersucht. Bei diesem
handelt es sich um ein aus 530 Aminosiuren aufgebautes Protein. Die zu Grunde liegende
klonierte cDNA hat eine Linge von 1740 bp. In der Nukleotidsequenz finden sich drei
Startcodons (Basentriplett ATG) an den Positionen 99, 234 und 258. Das Open Reading
Frame (ORF) umfasst 1590 bp. Dies ergibt ein berechnetes Molekulargewicht von 59,2 kDa
fiur das Protein. Durch In-vitro-Transkription lieBen sich Molekile von 57 und 60 kDa

erzeugen. Ein Transkript von 7,5 kbp konnte nachgewiesen werden (Ogawa et al. 1998).

Der oben beschriebene Weg der Transaktivierung setzt entsprechende Strukturmerkmale der

Ostrogenrezeptoren voraus. Steroidrezeptoren miissen Liganden binden und anschlieBend
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zum Ort der Transkription geleitet werden, wo sie durch Interaktion mit DNA und der
Transkriptionsmaschinerie oder Cofaktoren in die Regulation der Genexpression eingteifen.
Die hierzu benétigten Funktionen sind in den Rezeptoren modular in Form so genannter

Dominen organisiert. Diese Struktur ist exemplarisch fiir ERJ in Abb. 1 dargestellt.

1 149 214 248 530

NH3+— A/B C D E/F _ COO

Abb. 1: Struktur von hERB: N-terminal liegt die A/B-Domine, welche die Transaktivierungsfunktion 1 (AF-1) enthilt.
An die A/B-Domine schlieBen sich die DNA-bindende Domine C und die Scharnierregion D an. Am C-Terminus des
Rezeptors liegt die ligandenbindende E-Domine inklusive AF-2 und die F-Domine. Zahlen bezeichnen Aminosduren
(modifiziert nach Ogawa et al. 1998).

Am amino-terminalen Ende des Ostrogenrezeptors beta befinden sich die A- und B-
Dominen, welche zu einer funktionellen A/B-Domine zusammengefasst werden. Diese
enthilt eine Transaktivierungsfunktion (AF-1), erftllt also eine Aufgabe bei der Aktivierung
der Genexpression (Tsai und O’Malley 1994, Beato und Klug 2000). Die C/D-Domine wird
auch als DNA-bindende Domine (DBD) bezeichnet. Sie stellt den Abschnitt des
Rezeptormolekiils dar, der zur DNA-Bindung benétigt wird. Hierfir sind zwei Typ 1I-
Zinkfinger vorhanden. Bei diesen handelt es sich um Abschnitte, in denen zwei Cysteinpaare
ein Zn-Atom komplexieren. Der erste Zinkfinger beinhaltet die sogenannte P-Box, eine
Sequenz von wenigen Aminosiuren, die der sequenzspezifischen Bindung an Ostrogen
Response FElements (ERE) der DNA dient. Am zweiten Zinkfinger befindet sich die D-Box.
Es handelt sich bei dieser um ein schwaches Dimerisierungssignal (T'sai und O’Malley 1994,
Beato und Klug 2000). Die DBD von ERax und ER sind zu ca. 96% homolog (Ogawa et al.
1998). P- und D-Box sind in beiden Molekiilen identisch (Kuiper et al. 1996). In der C/D-
Domine sind dartiber hinaus drei nukleire Lokalisationssignale (NLS) enthalten. Dies

bewirkt eine Anreicherung der Rezeptoren im Zellkern (Ylikomi et al. 1992).

Die am Carboxyterminus des Ostrogenrezeptors befindliche E-Domine ist die
Ligandenbindende Domine (LBD). Sie besteht aus 12 a-Helices (H1-H12). Der Ligand wird
Uber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen gebunden. Je
nachdem, ob es sich beim Liganden um einen Agonisten oder Antagonisten handelt, wird

eine andere Konformation eingenommen und die Helix H12 in verschiedener Ausrichtung
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Uber der aus den ubrigen Helices gebildeten Hohle ausgerichtet. Dies beinflusst die
Exposition der zweiten Transaktivierungsfunktion AF-2, deren Kern sich in H12 befindet.
Die korrekte Ausrichtung von H12 ist wichtig fiir die Interaktion des Ostrogenrezeptors mit
Coaktivatoren bei der Regulation der Transkription. Neben der Bindung von Liganden und
Coaktivatoren  erfillt die E-Domine den Zweck einer ligandenabhingigen
Dimerisierungsfunktion (Pike et al. 2000). Die LBD von ER ist zu 53% homolog zu der
von BRa (Ogawa et al. 1998). Fur ERa ist ein ligandeninduzierbares nukleires

Lokalisationssignal beschrieben (Ylikomi et al. 1992).

Fiir die F-Domine ist beim Ostrogenrezeptor keine Funktion bekannt (T'sai und O’Malley
1994).

3.24  Genomische Effekte: Regulation der Genexcpression durch Ostrogenrezeptoren

Uber Jahrzehnte galt die einstimmige Lehrmeinung, dass Ostrogenrezeptoren, wie alle
nukledren Rezeptoren, ausschlieBlich tber sogenannte genomische Effekte wirken kénnen.
Hierbei liegen die Ostrogenrezeptoren im inaktiven, ligandenungebundenen Zustand als
Monomere in Komplexen mit Hitzeschockproteinen (engl. Heat Shock Proteins = HSP) in
der Zelle vor (Tsai und O’Malley 1994, Beato und Klug 2000, McDonnell und Norris 2002).
Nach Bindung des Liganden an die LBD des Rezeptormolekiils kommt es zur Dissoziation
der Hitzeschockproteine und einer Konformationsinderung des Rezeptors (Beato und Klug

2000), worauthin ERa und ERB Homo- oder Heterodimere bilden (Pike et al. 2000).

Die Dimerisierung der Ostrogenrezeptoren ermdglicht nun eine Bindung an Estrogen
Response Elements (ERE) der DNA. Bei diesen handelt es sich um Palindrome, die die
spezifische Bindung der Ostrogenrezeptoren iiber die P-Box der DBD ermdglichen (Tsai
und O’Malley 1994, Beato und Klug 2000). Die Interaktion von Ostrogenrezeptor und
seinem ERE hat im weiteren Verlauf eine Aktivierung (Enhancement) oder Hemmung
(Silencing) der Transkription zur Folge. Hierbei spielen Cofaktoren eine Rolle. Diese
vermitteln  die  Interaktion mit weiteren Cofaktoren oder der allgemeinen
Transkriptionsmaschinerie. Bei den Cofaktoren kann es sich um Aktivatoren oder
Repressoren  handeln. Unter den Coaktivatoren sind  solche, die mit der

Transaktivierungsfunktion AF-1 der A/B-Domine des Ostrogenrezeptors interagieren, wie



17

z. B. der Steroid Receptor RNA Activator (SRA), und solche, die an die AF-2 Funktion der
LBD binden, wie z. B. Molekile der p160-Familie (McDonnell und Norris 2002).

3.3 Schnelle, nicht-genomische Effekte
Neben dem im vorherigen Abschnitt geschilderten Bild der Ostrogenrezeptoren als nukleiire,
ligandenabhingige Transkriptionsfaktoren, also Regulatoren der Genexpression hiufen sich
in den letzten Jahren Belege fiir nicht-genomische Effekte. Diese unterscheidet von den
genomischen Effekten die Tatsache, dass sie sich im Rahmen von Minuten ereignen und
daher nicht auf eine genregulatorische Antwort zuriickzuftihren sind (Toran-Allerand 2004).
Es wurden unterschiedliche Punkte in Second-Messenger-Signalwegen beschrieben, an denen
Ostrogen regulierend eingreift. So wurde eine Ostrogen-induzierte Aktivierung von G-
Proteinen (Razandi et al. 1999, Wyckoft et al. 2001, Simoncini et al. 2006), des cAMP-PKA-
CREB-Signaltransduktionsweges (Linford et al. 2000), des Phospholipase C/Proteinkinase
C/Inositol-1,4,5-triphosphat-Weges (PLC/PKC/IP;; Marino et al. 1998, Razandi et al. 1999,
Razandi et al. 2003b, Boulware et al. 2005) und von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK, Migliaccio et al. 1996, Razandi et al. 1999) nachgewiesen. Viele dieser Effekte
wurden u. a. mit neuroprotektiven Wirkungen von Ostrogen in Verbindung gebracht

(Linford et al. 2000).

Diese Vielzahl von Ostrogeneffekten lisst zunichst ein uniibersichtliches Bild der nicht-
genomischen Effekte entstehen. Gemeinsam ist jedoch allen, dass sie nicht auf der
Transaktivierung eines Gens beruhen, sondern auf der Beeinflussung von Second-
Messenger-Systemen. Dies widerspricht dem ,klassischen Mechanismus eines nukleiren

Rezeptors.

3.4 Die intrazellulire Lokalisation von Ostrogenrezeptoren
Wie bereits weiter oben erldutert, lautet das Dogma der Genaktivierung durch nukleire
Rezeptoren wie z. B. dem Ostrogenrezeptor, dass nach Bindung und Aktivierung durch den
Liganden die Ostrogenrezeptoren an DNA-Abschnitte binden und hierdurch die
Genexpression modulieren (Tsai und O’Malley 1994). Uber die Lokalisation vor und nach

der Hormonbindung sind jedoch in den vergangenen Jahrzehnten verschiedene Thesen
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vertreten worden. Urspriinglich wurde ein Zwei-Schritt-Modell der Rezeptoraktivierung
vorgeschlagen. Dieses deutete die Vorginge als Bindung des Liganden an den Rezeptor im
Zytoplasma mit konsekutiver Translokation von Rezeptoren in den Zellkern (Jensen et al.
1968). Dem widersprachen jedoch immunhistochemische Lokalisationsversuche, welche die
Proteine auch im ligandenungebundenen Zustand im Zellkern zeigten (King und Greene
1984, Welshons et al. 1984). In anderen Studien wurden gleichzeitig nukleire und
zytoplasmatische Lokalisationen der Rezeptoren, und zwar sowohl fir ERx (Blaustein et al.
1992, Prange-Kiel et al. 2003, Kalita et al. 2005) als auch fiir ER@ (Mitra et al. 2003, Prange-
Kiel et al. 2003, Kalita et al. 2005), beobachtet. Ostrogen bewirkt im Hippocampus eine
Zunahme der nukleiren Firbung fir ER«, jedoch eine reduzierte Firbung des Zellkerns fur

ERR (Prange-Kiel et al. 2003).

SchlieBllich konnte gezeigt werden, dass ERa einem nukleozytoplasmatischen Shuttling
unterliegt. Hierbei handelt es sich um eine stetige Wanderung von Rezeptoren zwischen
Zellkern und Zytoplasma. Die Aufnahme der Rezeptoren in den Zellkern ist
energieabhiingig. Die Stimulation mit Ostradiol bewirkt eine Verschiebung des
Gleichgewichtes in den Zellkern (Dauvois et al. 1993). Die Lokalisation der
Ostrogenbindenden Rezeptoren ist dem zu Folge hoch dynamisch. Hinsichtlich des
Verhaltens der Rezeptoren im Zellkern konnte festgestellt werden, dass gebundene und
ungebundene Ostrogenrezeptoren alpha kontinuierlich iiber einem 6strogen-responsiven
Promoter kreisen. Diese proteasomenabhingige Wanderung erfolgt rascher bei

ungebundenen Rezeptoren (Reid et al. 2003).

3.5 Votkommen nukleirer Ostrogenrezeptoren in Zellorganellen und an
Zellmembranen
Zunachst wurden die in Kapitel 3.3 beschriebenen schnellen, nicht-genomischen Effekte von
Ostrogen natiitlich als véllig unabhingig von den nukleiren ERx und ERB gesehen. Als
Kernrezeptoren weisen sie schlieBlich DNA-bindende Abschnitte auf, fihren zu einer
erhohten  Transkription und  besitzen vor allem  weder eine  bekannte
Membranlokalisierungsdomine, noch Strukturen, die sie zur Bindung von G-Proteinen

befahigen.
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Auch das Vorfinden von ERx und ERB in Mitochondrien (Monje und Boland 2001,
Cammarata et al. 2004, Chen et al. 2004a, Yang et al. 2004, Milner et al. 2005) passt in das
Schema von Kernrezeptoren, denn in diesen Organellen aktivieren die Rezeptoren
mitochondriale Gene (Chen et al. 2004b). Erstaunlich war aber, dass man ERx und ER in
Zellorganellen wie Endoplasmatischem Retikulum (Blaustein et al 1992, Monje und Boland
2001, Milner et al. 2005), Lysosomen (Qualmann et al. 2000) und synaptischen Vesikeln
(Blaustein et al. 1992, Adams et al. 2002, Milner et al. 2005) fand. Diese Strukturen weisen
keine DNA auf, sind aber alle von einer Membran umgeben. Die Assoziation von ERa und
ERB mit Membranen wurde ebenfalls durch den Einsatz von nicht-membranpermeablen
Ostrogenen und der Hemmbarkeit der nicht-genomischen Effekte von Ostrogen durch
Rezeptorantagonisten gestirkt (Razandi et al. 1999). Bereits 1977 wurden in Bindungsstudien
an Endometriumzellen membranstindige Bindungsstellen fiir Ostrogen entdeckt (Pietras und
Szego 1977). In den letzten Jahren hiufen sich Berichte iber membran-assoziierte nukledre
Ostrogenrezeptoren. Immunhistochemisch wurde ERa an Membranen einer Vielzahl von
Zellen gefunden (Pappas et al. 1995, Clarke et al. 2000, Adams et al. 2002, Lu et al. 2002,
Razandi et al. 2002, Song et al. 2004, Acconcia et al. 2005, Pawlak et al. 2005, Ropero et al.
2006). AuBBerdem konnte ERa in Membranfraktionen von Gefi3wandmuskelzellen (Lu et al.
2002) und Myokardiozyten (Ropero et al. 2006) nachgewiesen werden, und auch ERJ fand
sich in Membranfraktionen aus murinem Hippocampus (Nishio et al. 2004).
Elektronenmikroskopisch wurden Rezeptoren in Zellmembranen von hippocampalen Zellen
dargestellt (Milner et al. 2005). In  GefiBlmuskel- und MCF-7-Zellen wurde ERa in
Membranfraktionen gefunden. Hierbei wurde eine Assoziation des Rezeptors mit Caveolin-1
und -2 festgestellt. Desweiteren fithrten Caveolinexpression und Ostradiolstimulation zu
einer Translokation von zytoplasmatischem ERa an die Zellmembran (Razandi et al. 2002).
In der E-Domaine wurde eine Signalfunktion fiir den Transport von ERa zur Zellmembran
erkannt. Eine Mutation in der Domaine fuhrte zu einer verringerten Colokalisation mit
Caveolin-1, sowie zu einem Absinken der Signaltransduktion von ERK, cAMP und
Inositoltriphosphat.  In  diesem Zusammenhang wurden Ostrogenrezeptoren im

unstimulierten Zustand an der Membran lokalisiert (Razandi et al. 2003a).

Neben den Studien, welche membranstindige Proteine in Form der bekannten Isoformen
ERa und ERB postulieren, hiufen sich Ver6ffentlichungen, die von neuen, von den

bekannten Rezeptoren verschiedenen, Molekiilen ausgehen. So brachte eine Arbeitsgruppe
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Belege fiir ein als Ostrogenrezeptor X (ER-X) bezeichnetes Protein hervor. Dieses
ostrogenbindende Molekiil zeigte im Neokortex von 7 Tage alten ERa-knock-out Miusen
Immunreaktivitit fir Antikorper, die gegen die LBD von ERa gerichtet waren. Jedoch
betrug das Molekulargewicht nur 62-63 kDa. ER-X wurde in Caveolar-dhnlichen
Mikrodominen (engl. Caveolar-Like Microdomains=CLM) lokalisiert (Toran-Allerand et al.
2002). Auch der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 30 (GPR30) wurde als 6strogenbindendes

Zellmembranprotein identifiziert (Funakoshi et al. 20006).

3.6 Fluoreszierende Proteine und ihr Einsatz bei der Ostrogenrezeptorlokalisation
In dieser Arbeit wird die intrazellulire Verteilung des humanen Ostrogenrezeptors B mit
Hilfe eines Fusionsproteins, bestehend aus dem hERJ und einem fluoreszierenden Protein,
untersucht. Die erstellten Fusionsproteine wurden mittels Expressionsvektoren in Zellen
einer neurogenen Sekundirzelllinie (PC-12) transfiziert. Besonderes Augenmerk lag auf der
Fragestellung, ob der Kernrezeptor hERJ tatsichlich in einer membrangebundenen Form

vorliegt.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Proteinen handelt es sich um zwei Varianten des
Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), nidmlich das Enhanced Cyan Fluorescent
Protein (ECFP) und das Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP). Diese beiden
Molekiile wiesen in Studien mit einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine groftenteils eine
korrekte Lokalisation auf, wobei die Fusionsart im Protein eine Rolle spielte (Simpson et al.

2000).

Bereits in anderen Studien wurden fluoreszierende Proteine zur Lokalisation von
Ostrogenrezeptoren verwendet. Die Funktionstiichtigkeit der Fusionsproteine als nukleire
Transkriptionsfaktoren wurde hierbei bestitigt. Sowohl N-terminal mit EGFP (Stenoien et al.
2000, Matsuda et al. 2002, Maruvada et al. 2003, Xu et al. 2003), ECFP (Matsuda et al. 2002,
Ochiai et al. 2004) oder EYFP (Matsuda et al. 2002) fusionierter ERo wie auch die C-terminal
mit EGFP markierten Varianten (Xu et al. 2003) waren in der Lage, Reportergene, die
Estrogen Response Elements (ERE) enthalten, zu aktivieren. Gleiches gilt fiir N-terminal mit

EGFP oder ECFP fusionierten ER@ (Matsuda et al. 2002).
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In Lokalisationsstudien wurde ERa, welcher am N-Terminus mit einem fluoreszierenden
Protein markiert worden war, in veschiedenen Zelllinien fast ausschlieBlich im Zellkern
beobachtet. Die Stimulation mit Ostrogen bewirkte eine intranukleire Redistribution von
einer homogenen Verteilung zu einem punktierten Muster (Htun et al. 1999, Stenoien et al.
2000, Matsuda et al. 2002, Maruvada et al. 2003, Ochiai et al. 2004, Jankevics et al. 2005). Fur
N-terminal mit EGFP markierten ERJ zeigte sich die gleiche nukledre Lokalisation und
Redistribution (Matsuda et al. 2002). Auch die C-terminale Fluoreszenzmarkierung von ERa
mit EGFP zeigte die gleiche Redistribution wie die N-terminale (Pasqualini et al. 2001).
Hinsichtlich einer mdglichen stitkeren Bindung an die nukleire Matrix nach
Ostrogenstimulation gibt es divergente Ergebnisse (Htun et al. 1999, Stenoien et al. 2000,
Reid et al. 2003). In einer Studie konnte eine hohe intranukleire Mobilitit von EGFP-hER«
aufgezeigt werden, welche durch die Behandlung der Zellen mit Ostrogen reduziert wurde
(Reid et al. 2003).

Die oben beschriebenen Experimente zeigten, wie fur Kernrezeptoren zu erwarten, eine
nukleire Lokalisation von Ostrogenrezeptoren. Andererseits weisen Untersuchungen an
kortikalen Neuronen der Maus auf eine direkte posttranslationelle Translokation von EGFP-
ERa bzw. ERa-EGFP in Neuriten hin. Ostrogen verminderte die Akkumulation neu
synthetisierter Rezeptoren in den Fortsitzen, fiuhrte aber zu keiner Relokalisation von
Ostrogenrezeptoren, die bereits vor Ostrogenstimulation in Neuriten lokalisiert waren (Xu et
al. 2003). In einer anderen Arbeit konnte EGFP-gekoppelter ERa an der Zellmembran
lokalisiert werden. Hierbei wurde die E-Domine als entscheidender Faktor von
Membranlokalisation und Caveolinbindung bewertet (Razandi et al. 2003a). Eine andere
Arbeitsgruppe beschrieb eine Verlagerung von membran-assoziierten, extranukleiren EGFP-
ERa in den Zellkern. Diese Translokation wurde durch Ostrogen, fetales Rinderserum (FBS)
oder EGF hervorgerufen. Unstimuliert waren sowohl extranukleire Ostrogenrezeptoren als
auch Molekile im Zellkern gesehen worden (Lu et al. 2002). Untersuchungen verschiedener
Isoformen von ERa zeigten eine nukledre, zytoplasmatische oder gemischt
nukleozytoplasmatische Verteilung von ERa-EGFP. Die Stimulation bewirkte je nach
Isoform entweder eine intranukledre Redistribution oder hatte keinen sichtbaren Effekt

(Pasqualini et al. 2001).
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3.7 Die Sekundirzelllinie PC-12
Die Sekundirzelllinie PC-12 wurde aus einem Phiochromozytom der Ratte entwickelt. Es
handelt sich folglich um neuroendokrine Zellen. Diese besitzen den Karyotyp 40,XY. Nach

Zugabe von NGF beginnen die Zellen, neuronale Fortsitze auszubilden (Greene und

Tischler 1976).

Kontrovers wird die Expression von Ostrogenrezeptoren in PC-12 Zellen gesehen. Wihrend
manche Arbeitsgruppen Ostrogenrezeptoren nachweisen konnten (Sohrabji et al. 1994,
Nilsen et al. 1998, Alexaki et al. 2004, Koski et al. 2004, Lee et al. 2004, Maharjan et al. 2005)
ergaben andere Untersuchungen das Fehlen einer Ostrogenrezeptorexpression (Lustig et al.
1994, Merot et al. 2005). In mit ERa-transfizierten PC-12 Zellen wurde eine Verstirkung des
NGF-induzierten Neuritenwachstums sowie neuroprotektive Effekte (Merot et al. 2005)
durch Ostrogen festgestellt. Antiapoptotische Wirkungen von Ostradiol waren in nativen
PC-12 Zellen zu beobachten (Alexaki et al. 2004, Koski et al. 2004). Diese wurden

plasmamembran-assoziierten Ostrogentezeptoren zugeschrieben (Alexaki et al. 2004).
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

Gerate

Abzug Variolab Mobilien W90

Bakterienbrutschrank Typ 206

CO, -Brutschrank fiir Zellkultur CB150

Electrophoresis Documentation And Analysis

System (EDAS) 120

Gelelektrophotesestromquelle E321/331

Gelelektrophoresesystem Easy-cast B1IA

Hamozytometer nach Neubauer,

0,0025 mm® x 0,1 mm

Heizblock VLM 2Q

Inkubator/Schiittler TH30

Kamera AxioCam HRc

Kolbenhubpipetten Pipetman P

Waldner, Deutschland

Melag, Deutschland

WTB Binder, Deutschland

Kodak, USA

Consort, Belgien

Owl Scientific, USA

Marienfeld, Deutschland

VLM, Deutschland

Edmund Bihler, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Gilson, Frankreich
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Magnetrithrer MR 3001

Mikroskop Axiovert 25/100/200M

pH Meter MP 220

Pipettierhilfe accu-jet
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Heidolph Instruments, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Mettler-Toledo, Schweiz

Brand, Deutschland

Schiittelwasserbad 1086 Gesellschaft fiir Labortechnik, Deutschland

Sterile Arbeitsbank Klasse 2 Hera Safe HS15

Thermocycler Mastercycler Gradient

UV-Lampe mbq 52 ac

UV-Tisch Ttx-20M

UV /Visible Spectrophotometer Ultrospec 3000

Vortex-Genie 2 G560E

Waage BP 301 s

Zentrifuge Universal 32R

Software

Axiovision Version 3.1

Blast2 Sequences Version Blastn

Kendro, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Leitungselektronik, Deutschland

Vilber Lourmat, Frankreich

GE Healthcare, UK

Scientific Industries, USA

Sartorius, Deutschland

Hettich, Deutschland

Zeiss, Deutschland

National Library of Medicine,



4.1.3

25

2.2.6/2.2.10 National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov), USA

Kodak ds 1D Version 2.0.4

L.SM 510 Version 3.0 SP3

OpenLab Version 3.1.5

Photoshop 5.0 Limited Edition

SPSS Version 11.5 und 13.0

Molekularbiologische Kits
LR Clonase Enzyme Mix

MinElute Gel Extraction Kit

PCR Cloning Reagent System with Gateway Technology

QIAfilter Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAshredder Siulen

RNeasy Mini Kit

Verbrauchsmaterialien

Acrylktvetten 10 x 4 x 45 mm

Kodak, USA

Zeiss, Deutschland

Improvision, UK

Adobe Systems, USA

Lead Technologies, USA

Invitrogen, USA

QIAGEN, Deutschland

Invitrogen, USA

QIAGEN, Deutschland

QIAGEN, Deutschland

QIAGEN, Deutschland

QIAGEN, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Deckgliser 24 x 60 mm Gerhard Menzel, Deutschland



Falcon Kulturplatten multiwell 24 Well

Falcon Pipetten 5 ml/10 ml/25 ml

Falcon Zellkulturschalen 100 x 20 mm

Falcon Zentrifugenréhrchen 15 ml/50 ml
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Becton, Dickinson and Company, USA

Becton, Dickinson and Company, USA

Becton, Dickinson and Company, USA

Becton, Dickinson and Company, USA

Kulturflaschen Nunclon A Oberfliche mit Filterkappe, Nunc, Dinemark

schriger Hals, Kulturoberfliche 80 cm®
Lab-Tek II Chamber Slides- CC2
Parafilm M

Pasteurpipetten 230 mm
Pipettenspitzen ep T.L.P.S Standard
Pipettenspitzen Tip One mit Filter

ReaktionsgefiBie 0,5 ml/1,5 ml

Spritzen 5 ml
Spritzenvorsatzfilter CM Membran 0,22 pm

Zentrifugenrohrchen 50 ml, Polycarbonat

Nunc, Dinemark

Pechiney Plastic Packaging, USA

Roth, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Statrlab, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Biozym, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

B. Braun, Deutschland

Qualilab, Frankreich

Beckmann, USA
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Zellen

Library Efficiency DH5a Competent Cells

One Shot Top 10 Chemically Competent Cells

PC-12 Zellen

Chemitkalien
10x DyNAzyme Buffer F-511

2,5x Sequencing Buffer;
BigDye Terminator Cycle Sequencing Mix,

Version 1.1

5x First-Strand Buffer

Agarose

B-Mercaptoethanol

DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium

dNTP Mix F-560,

je 10 mM dATP/dCTP/dGTP/dTTP

DTT (Dithiothreitol) 0,1 M

DyNAzyme DNA Polymerase F-500, 2U/ul

Ethanol 100%, 70%
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Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

ATCC, USA

Finnzymes, Finnland

Institut fur Zellbiochemie und

klinische Neurobiologie, UKE,

Deutschland/

Applied Biosystems, USA

Invitrogen, USA

Biozym, Deutschland

Roth, Deutschland

Dako, Danemark

Finnzymes, Finnland

Invitrogen, USA

Finnzymes, Finnland

Apotheke, UKE, Deutschland



Ethidiumbromid, 1% in wassriger L.osung

Expand Long Template PCR System 10x Puffer

Expand Long Template PCR System
DNA Polymerase Mix, 5 U/ul

Isopropanol

Kollagen aus Kalbshaut

(6slich, lyophilisiert, salzfrei)

LB-Agar

Lipofectamine 2000, 1 mg/ml

Oligo(dT),,., 0,5 pg/pl

OptiMEM I

Penicillin-Streptomycin,

10.000 U/ml Penicillin G,

10.000 pg/ml Streptomycinsulfat

Pferdeserum, hitze-inaktiviert

Proteinase K, 2 pg/pl

RNaseH, 2 U/ul

RNase OUT, 40 U/ul

RPMI 1640 mit I.-Glutamin
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Setrva, Deutschland

Roche, Schweiz

Roche, Schweiz

Sigma-Aldrich, USA

MP Biomedicals, USA

USB, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA
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SOC-Medium Invitrogen, USA

SuperScript I RNA H Reverse Transkriptase, 200 U/ul Invitrogen, USA

Trypsin/EDTA, 0,25%/0,02% in PBS Biochrom AG, Deutschland
Lisungen

17B-Ostradiol: 16sliches E2 (E4389, Sigma-Aldrich, USA), 1 pM in sterilem dH,O
Ampicillin, Natriumsalz (Sigma-Aldrich, USA) :

*  gel6st 100 mg/ml in 70%igem Ethanol, steril filtriert
DAPI (Sigma-Aldrich, USA) :

*  gelost 10 mg/ml in dH,O

* verdinnt 0,1 ng/pl in PBS (pH 7,4)

DNA-Ladepuffer, 6x :

0,025%  Bromphenol Blau (Natriumsalz, Sigma-Aldrich, USA)

= (0,025%  Xylencyanol FF (USB, USA)

= 30% Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

= dH,O, steril

DNA-Marker: 100 bp Marker und 1 kb Marker:
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" 43 ng/pl DNA-Marker (100 bp DNA ILadder/1kb Plus DNA Ladder,

Invitrogen, USA)

= DNA-Ladepuffer, 0,8x (0,03%0 Bromphenol Blau, 0,03%0 Xylencyanol
FF, 3,9% Glycerol)

= dH,0

¢ Gentamicin, 50 mg/ml in sterilem dH,O (Sigma-Aldrich, USA):

*  verdinnt auf 50 pg/ml in stetilem dH,O

® Glycerol : Glycerol (Sigma-Aldrich, USA) 50%ig in dH,O (steril)

e Kanamycin (781 ug/mg, USB, USA) :

" oelost 25 mg/ml in sterilem dH,O

o ] B-Medium:

* 2% LB-Broth (Sigma-Aldrich, USA) in dH,O, autoklaviert

® Natriumazetat 0,3 M: Natriumazetat-Trihydrat  (Sigma-Aldrich, USA) 0,3 M in
dH, O, steril filtriert

® Natriumcitrat (0,079 M) :

" Trinatriumcitrat-Dihydrat (Merck, Deutschland) 0,079 M in dH,O

® pH 3,7 eingestellt mit 1 N HCI (Merck, Deutschland), steril filtriert

® NGF: 100 pg/ml NGF 7S, Maus (Invitrogen, USA) in PBS mit 1 % Albumin, bovine
(Sigma-Aldrich, USA), steril filtriert
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® Paraformaldehyd (reinst, Merck, Deutschland) 4% in PBS

e PBSpH74:

» 5 g Tabletten (Invitrogen, USA) + 500 ml Aqua iniectabilia (Baxter, USA)

(0,14 M NaCl, 0,01 M PO, Puffer, 0,003 M KCI)

*  pH 7,4 eingestellt mit 2 N HCI (Merck, Deutschland)

e TBE 0,5x : TBE 10x (USB, USA) 1:20 in dH,O

e TEpHS:

* 10 mM Tris (Ultra Qualitit, Roth, Deutschland), pH 8,0

* 1 mM EDTA (Dinatriumsalz:Dihydrat, > 99%, Sigma-Aldrich, USA),
pH 8,0

= steriles dH,O
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4.1.8  Vektoren

PSG5-hERG :

Der Vektor pSG5-hERB wurde zur Klonierung des hERB-Gens verwendet. pSG5-hER@
beinhaltet den SV40- und T7-Promotor, ein B-Globulinintron, ein Polyadenylierungssignal
und einen Origin of Replication (ori). Die Selektion transformierter Bakterienklone auf
Agarplatten ist tber eine Ampicillinresistenz moglich (s. Abb. 2). pSG5-hER@ wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Hubertus Jarry (Universitit Gottingen, Deutschland)

zur Verfiigung gestellt.

pSG3-hERB

5700 bp

Abb. 2: Das Plasmid pSG5-hERP enthilt die cDNA fiir das hERB-ORF (hERP cDNA). Neben SV40-
(SV40) und T7-Promotor (I7) sind das B-Globulinintron (3-Glob intron), ein Polyadenylierungssignal (Poly
A) und ein Origin of Replication (ori) vorhanden . Zur Selektion transformierter Bakterienklone auf
Agarplatten ist eine Ampicillinresistenz (Amp) eingefiigt.

PDONR2017 :

Fir die Klonierung des humanen ER-8-Gens in einen Fluoreszenzvektor wurde das
Gateway-System der Firma Invitrogen verwendet. Dieses beinhaltet die Verwendung von so
genannten Entryklonen. Zur Erstellung von Entryklonen werden so genannte
Donorvektoren benétigt. In dieser Arbeit wurde als Donorvektor pDONR201 (Invitrogen,
USA) verwendet. pDONR201 ist 4470 bp grol3 und enthilt fiir die Einklonierung eines Gens
mit dem Gateway-System eine Gateway-Kassette. Diese beinhaltet Die a#P Sites zur
Klonierung mittels Gateway-Technologie, ein Chloramphenicolresistenzgen (Cm) und das
ccdB-Gen. Letzteres kodiert fiir ein Protein, welches die E. coli-DNA-Gyrase und somit das
Wachstum transformierter Bakterien hemmt. Dies ermdglicht die Selektion von Bakterien,

die mit Vektoren transformiert wurden, in denen die Gateway-Kassette gegen ein
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einkloniertes Gen ausgetauscht wurde. Das Plasmid besitzt dartiber hinaus einen pUC-ori fiir
die Replikation in E. coli sowie die Transkriptionsterminierungssequenzen T1 und T2 zum
Schutz des einklonierten Gens vor Expression durch vektorkodierte Promotoren. Eine
Selektion mit dem Vektor transformierter Bakterienklone wird durch ein Gen ermoglicht, das
eine Kanamycinresistenz bewirkt (s. Abb. 3). Fur die Sequenzierung bieten sich die
Positionen 300-324 (Vorwirtsprimer) bzw. 2769-2792 (Ruckwirtsprimer) an (Invitrogen
2002).

T2(c) - 73
Ti(c) - 232

pDONR201 g
4470 bp 3

attP2 (c)

Abb. 3: Der Donorvektor pDONR201 enthilt einen pUC-Origin (pUC) fiir die Replikation in E. coli sowie
die Transkriptionsterminierungssequenzen T1 und T2. AuBerdem sind eine Kanamycinresistenz sowie die
Gateway-Kassette vorhanden. Letztere setzt sich aus den Attachment Sites attP1 und attP2, dem ccdB-Gen
und einem Chloramphenicolresistenzgen (Cm) zusammen. Zahlen mit voranstehendem Spiegelstrich
bezeichnen die Startpositionen von T1 und T2. (c)= komplementirer Strang (Invitrogen 2002).

PdECEP :

Bei dem 6 kbp groflen Zielvektor handelt es sich um eine modifizierte Variante des Vektors
pECFP-C1 (Clontech, USA, ehemals BD Biosciences Clontech). Er ermdglicht die N-
terminale Fusion eines Gens an den C-Terminus des Enhanced Cyan Fluorescent Protein
(ECFP). Bei ECFP handelt es sich um eine Variante des Green Fluorescent Protein (GFP)
mit erhohter Leuchtkraft und Loslichkeit. Das Hauptexzitationsmaximum liegt bei einer
Wellenlinge von 433 nm und ein weiteres Exzitationsmaximum bei 453 nm. Das

Hauptemissionsmaximium befindet sich bei 475 nm, ein zusitzliches Emissionsmaximum bei

501 nm (BD Biosciences Clontech 2002b).
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Im Gegensatz zum Originalvektor enthalt das Plasmid ein Gen fiir eine Ampicillinresistenz,
sowie eine Gateway-Kassette inklusive a#R Sites und ccdB-Gen (Simpson et. al. 2000). Der
Vektor beinhaltet den CMV Immediate Early Promotor, SV40 Early Promotor und
-polyadenylierungssequenzen, sowie SV40- , pUC- (Replikation in E. coli) und f1-Origins
(ssDNA-Produktion; s. Abb. 4). Zur Sequenzierung sind komplementire Primer zu den
Positionen 1266-1287 des urspringlichen Vektors pECFP-C1 vorgesehen (BD Biosciences
Clontech 2002b). Der Vektor wurde freundlicherweise von Herrn PD Dr. Stefan Wiemann
(DKFZ, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

BglII

SV40 poly A BamH I

Abb. 4: Der Zielvektor pdECFP enthilt ECFP stromaufwirts einer Gateway-Kassette, die durch Verdau mit
Bgl IT und BamH I eingefiigt wurde (Simpson et. al. 2000). Aullerdem sind ein pUC-Origin (pUC), der CMV
Intermediate Early Promotor (CMV IE), der f1-Origin (f1), SV40 Early Promotor und SV40-Origin (SV40)
sowie SV40-Polyadenylierungssequenzen (SV40 poly A) vorhanden. Die Selektion auf Kulturplatten erfolgt
tber eine Ampicillinresistenz (Amp, Simpson et. al. 2000; modifiziert nach BD Biosciences Clontech 2002b).

PAdEYFP:

Der Zielvektor pdEYFP (6 kbp), eine modifizierte Variante des Vektors pEYFP-NI1
(Clontech, USA, ehemals BD Biosciences Clontech), ist analog zu pdECFP aufgebaut. Auch
EYFP stellt eine GFP-Variante dar. Das Exzitationsmaximum liegt bei 513 nm und das
Emissionsmaximum bei 527 nm (BD Biosciences Clontech 2002a).

Die Kanamycinresistenz wurde bei diesem Vektor gegen eine Gentamycinresistenz

ausgetauscht (Simpson et. al. 2000). Das Plasmid erlaubt eine C-terminale Fusion eines Gens
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an den N-Terminus des Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP, s. Abb. 5). Zur
Sequenzierung wurden Primer komplementir zu Position 745-724 des urspringlichen
Vektors pEYFP-N1 benutzt (BD Biosciences Clontech 2002a). Der Vektor wurde
treundlicherweise von Herrn PD Dr. Stefan Wiemann (DKFZ, Deutschland) zur Verfiigung

gestellt.

S5Vd4l poly A

Abb. 5: Der Zielvektor pdEYFP enthilt EYFP stromabwirts einer Gateway-Kassette, die durch Verdau mit
Xho I und Age I eingefiigt wurde (Simpson et. al. 2000). AuBerdem sind ein pUC-Origin (pUC), der CMV
Intermediate Early Promotor (CMV 1E), ein f1-Origin (f1), SV40 Early Promotor und SV40-Origin (SV40)
sowie SV40-Polyadenylierungssequenzen (SV40 poly A) vorhanden. Die Selektion auf Kulturplatten erfolgt
iber eine Gentamycinresistenz (Gent, Simpson et. al. 2000; modifiziert nach BD Biosciences Clontech
2002a).
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4.1.9  Primer
Shine-Dalgarno
attBl  Kozak attB2
on M
414 2646
| 331 | 430 &Start(ATG) 2662
DONR DONR
o hERB hERB "on
| | |
470 ‘ 1393 1799
- 124 446 1369 276 (7, "
*nf 441 1361 1688 276
30 418 1337 1667 15
L 4 e —> >
Seq-for f-ERB ER-B-seq2 ER-B-seq3
ER-B-seq5 ER-B-seq4 r-ERB-C  Seq-rev
< < < <

Abb. 6: Der Entryvektor phERB-C (oben) und die fiir Klonierung und Sequenzierung verwendeten Primer
(unten). Zahlen geben Basenpaarpositionen im Gen fiir hERB (dunkel) bzw. im urspringlichen Donorvektor
pDONR201 vor Einklonieren von hERB (hell) an. Im Text erwihnte Sequenzen sind beschriftet. Pfeile
geben die Syntheserichtung der Primer wieder.

phERB-N

attB1 attB2
M n
414 2646

2662

hERB hERB RS
| | 470 | 1393 on
124 “ 446 \ 1369 1689 77;?*
441 1361 1691: 276
418 1337 ot i
Stop 2745
1667
»  — — »
f-ERB-N ER-B-seq3
Seq-for ER-B-seq2
ER-8-seq5 ER-B-seq4 r-ERB Seg-rev
4 <4 < <

Abb. 7: Der Entryvektor phERB-N (oben) und die fir Klonierung und Sequenzierung verwendeten Primer
(unten). Zahlen geben Basenpaarpositionen im Gen fiir hERB (dunkel) bzw. im urspringlichen Donorvektor
pDONR201 vor Einklonieren von hERB (hell) an. Im Text erwihnte Sequenzen sind beschriftet. Pfeile
geben die Syntheserichtung der Primer wieder.
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Alle folgenden Primer wurde von MWG Biotech, Deutschland angefertigt:

(1) FERG: 5'-ggg gac aag ttt gta caa aaa agc agg Ctt cga agg aga tag aac cat gga tat aaa

aaa ctc acc atc tag-3'
(2) - ERB-C: 5'-ggg gac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtc ctg aga ctg tgg gtt ctg gga g-3'
(3) FERB-N: 5'-ggg gac aag ttt gta caa aaa agc agg Ctt cga tat aaa aaa ctc acc atc tag-3'
(4) ERp:5"-ggg gac cac ttt gta caa gaa age tgg gtc tca ctg aga ctg tgg ott ctg gga g-3'
(5) Seg-for: 5'-tcg cgt taa cge tag cat gga tct ¢-3'
(6) Seg-rev: 5'-gta aca tca gag att ttg aga cac-3'
(7) ER-f-seq2 : 5'-ggt gtg aag caa gat cgc tag aac -3'
(8) ER-f-seq3 : 5'-ctt acc tgt aaa cag aga gac act g -3'
(9) ER-f-seq4 : 5'-gcg ttc age aag tga gec age ttc ¢ -3'
(10) ER-f-seq5 : 5'-gtc age atc ctg ggt cge tet gac ¢ -3'
(11) EGFP-N-SEQ : 5'-cgt cgc cgt cca get cga cca g -3’
(12) EGFP-C-SEQ : 5'-cat ggt cct gct gga gtt cgt g -3'
(13) ER-beta-U3': 5'-gct gaa tgc cca cgt gt teg ¢ -3'

(14) ER-beta-U5": 5'-ctt gtg gtc tgc cga cca goc ¢ -3'

Die Bindungsstellen der Primer 1-10 an hERB bzw. die Entryvektoren phERB-C und
phERB-N sind in Abb. 6 und Abb. 7 dargestellt. Nachfolgend wird die Verwendung der
Primer néher erldutert. Die Nummer des jeweiligen Primers ist jeweils in Klammern

angegeben.
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4.1.9.1  Erstellung  attB-flankierter PCR-Produkte (hERB-ORF)  zur  Klonierung —in  die

Donorvektoren:

4.1.9.1.1 Fuir die C-terminale Fusion:

attB1 Shine-Dalgarno Kozak

® [ERp (1): 5'-ggg gac aag ttt gta caa aaa agc agg Ctt cga agg aga tag aac cat gga tat aaa

aaa ctc acc atc tag-3'

Durch Verwendung des Primers wird ein PCR-Fragment erstellt, welches eine a#B7 Site zur
Einklonierung in einen Donorvektor besitzt und aul3erdem tiber die Shine-Dalgarno- und die
Kozak Consensus Sequence (inkl. Start-Codon) fir eine effizientere Expression verfiigt

(Invitrogen 2002).

attB2

® 1 ERS-C (2):5-gge g'ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtlc Ctg aga ctg tgg gtt ctg goa g-3'

Der Aufbau des Oligonukleotides erlaubt die Erstellung eines DNA-Stiickes mit attB2 Site

fir den C-Terminus des Rezeptors.

4.1.9.1.2 Fur die N-terminale Fusion:

attB1

[ 1
® [ERB-N (3): 5'-ggg gac aag ttt gta caa aaa agc agg Ctt cga tat aaa aaa ctc acc atc tag-3'

Der Primer bewirkt die Amplifikation eines Fragmentes mit einer attB1 Site fir den N-

Terminus des Rezeptors.

attB2 Stop

I : I
® rERS (4) :5'-ggg gac cac ttt gta caa gaa age tgg gtc tca ctg aga ctg tgg ott ctg gga g-3'
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Durch Benutzung dieses Primers wird ein Nukleotid vervielfaltigt, welches tiber eine a#B2

Site und ein Stopcodon (Stop) fiir den C-Terminus von hERP verfiigt.

4.1.9.2  Sequenzierung der Entryklone:
Die Bindungsstellen und Syntheserichtung von Seq-for (5), Seq-rev (6), ER-B-seq2 (7), ER-3-
seq3 (8), ER-B-seq4 (9) und ER-B-seq5 (10) an phERp sind in Abb. 6 und Abb. 7 angegeben.

4.1.9.3  Sequenzierung von Expressionsvektoren und Transkript, RI-PCR des Transkriptes:
EGFP-N-SEQ (11), EGFP-C-SEQ (12), ER-beta-U3' (13) und ER-beta-U5' (14) dienen der
Sequenzierung von Expressionsvektoren und Transkripten, sowie der Durchfithrung einer

Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR).
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4.2 Methoden

4.2.1  Giefsen von 1.B-Agarplatten

Fir die Anzucht von Bakterien wurden Agarplatten mit Selektivantibiotika gegossen. Hierzu
wurden 32 g/l LB-Agar mit dH,O verrithrt und fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Nach
dem anschlieBenden Abkithlen auf ca. 55 °C erfolgte unter sterilen Bedingungen die Zugabe
von Ampicillin (Endkonzentration = 100 pg/ml), Gentamicin (Endkonzentration = 0,1
pg/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration = 50 pg/ml). Die Platten wurden tber Nacht

bei Raumtemperatur aushirten gelassen und danach bei 4 °C gelagert.

4.2.2  Maxiprep (QLAfilter Plasnid Maxi Kit)

Aus angeziichteten Bakterienvorkulturen (in 100 ml LB-Medium) wurden Plasmide bei
Raumtemperatur isoliert. Der initialen Zentrifugation mit 6000 g fiir 15 min bei 4 °C schloss
sich die Resuspension der Bakterienpellets in 10 ml Puffer P1 an . AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 10 ml Puffer P2 und nach Mischen der Suspensionen eine Inkubation fiir 5 min
bei Raumtemperatur. 10 ml vorgekiihlter Puffer P3 wurde zugefiigt und die Ansitze
gemischt. Danach wurde das Lysat in den Spritzenkorper der QIAfilter Filtrationseinheit
gefillt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine QIAGEN-tip 500 wurde mit 10 ml
Puffer QBT iber einem Erlenmeyerkolben equilibriert und die vorbereitete QIAfilter
Filtrationseinheit durch die equilibrierte QIAGEN-tip filtriert. AnschlieBend folgte das
Waschen der Sdule mit 2 x 30 ml Puffer QC. Die DNA wurde schlieBlich mit 15 ml Puffer
QF eluiert. Schlief3lich erfolgte die Prizipitation der DNA mit 10,5 ml Isopropanol durch
Mischen und Zentrifugation mit 15 000 g far 30 min bei 4 °C. Die gefillten Plasmide wurden
fir ca. 10 min an der Luft getrocknet und vorsichtig in 300 ul TE (pH 8,0) resuspendiert.

4.2.3  Photometrische Nukleinsanrekonzentrationsbestimmung (Ultrospec 3000)

Die zu messenden Proben wurden 1:100 (1 pl DNA oder RNA + 99 ul steriles dH,O)
verdunnt. Initial erfolgte ein Nullabgleich mit 100 ul dH,O. Im Anschluss wurden die
verdiinnten Nukleinsdureproben mit einer Wellenlinge von A=260 nm gemessen. Die

Nukleinsdurekonzentration wurde gemil3 der Formel:
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Konzentration = Absorption X Faktor

berechnet. Der Faktor betrug 50 pg/ml fiir DNA und 40 pug/ml fur RNA.

4.24  Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Proben wurden im 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu
wurden 0,01 g/ml Agarose und 50 ml 0,5x TBE in einen Etlenmeyerkolben gegeben und in
der Mikrowelle mit 700 W fiir 2-2,5 min aufgekocht bis keine Schlieren mehr sichtbar waren.
Nach Abkiihlen des Kolbens unter kaltem flieBendem Wasser auf ca. 50-60 °C erfolgte die
Zugabe von 2,5 ul 1%igem Ethidiumbromid. Das Gel wurde ca. 30-45 min aushirten
gelassen. Zur Vorbereitung der DNA-Proben wurden 15 pl PCR-Produkt bzw. 3 ul Plasmid
(verdiinnt mit 15 pl dH,O) mit 5 pl 6x DNA-Ladepuffer vermischt. Der Elektrophoresetank
wurde mit 0,5x TBE Puffer gefillt Die Gelkammern wurden mit den Proben bzw. 23 ul
DNA-Marker (100 bp DNA-Marker oder 1 kb DNA-Marker) beladen. Die Auftrennung der
Proben geschah bei 100 V. Nachfolgend wurde das Gel mittels Kodak EDAS 120 System
und der Software Kodak ds 1D bei UV-Durchleuchtung photographiert.

4.2.5  Gelextraktion (MinElute Gel Extraction Kit)

Die amplifizierten und elektrophoretisch aufgetrennten a#B-PCR-Produkte wurden mit dem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und im Reaktionsgefdll mit 3 Gelvolumina
Puffer QG bei 50 °C fir ca. 10 min inkubiert bis die Gelstiicke aufgelst waren.
Zwischendurch wurden die Ansitze gevortext. Nach Zugabe von einem Gelvolumen
Isopropanol erfolgte die Uberfithrung auf eine MinElute Siule auf einem Collection Tube.
Danach wurden die Ansitze mit 13 000 g fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. 500 pl Puffer QG wurden hinzugegeben und nach Zentrifugation mit 10 000 g
tir 1 min wurde die Sdule mit 750 ul Puffer PE gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
mit 13 000 g fir 1 min wurde die Sdule auf ein neues Reaktionsgefil3 gesteckt und die DNA
mit 50 pl Puffer EB, einminttiger Inkubation und Zentrifugation mit 13 000 g fir 1 min
eluiert. Die eluierte DNA wurde anschlieBend erneut auf die Saule gegeben und diese mit

10 000 g fir 1 min zentrifugiert. Die Lagerung der PCR-Produkte erfolgte bei -20 °C.
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4.2.6  Klonierung des hER[-Gens

4.2.6.1  Klonierungsstrategie

Fiar die Erstellung der Expressionsvektoren wurde die Gateway-Technologie verwendet.
Basierend auf heterologer Rekombination nutzt dieses Verfahren Mechanismen, welche dem
Bakteriophagen A das Wechseln zwischen lysogenem und Iytischem Zyklus gestattet. Das
Gateway-Prinzip besteht aus zwei Reaktionen: Der BP-Rekombination und der LR-

Rekombination.

Die BP-Rekombination verlauft analog dem Wechsel vom lytischen in den lysogenen Zyklus
des A-Phagen in Escherichia coli, also der Integration des Virus in das Wirtsgenom.
Vermittelt wird dieser Schritt durch BP Clonase, einer Mischung verschiedener Proteine aus
E. coli und Phagen. Die BP-Rekombination ermoglicht das Einklonieren von DNA-
Fragmenten in geeignete Donorvektoren, wodurch ein so genannter Entryklon entsteht. Das
Umklonieren des gewiinschten Gens in einen Zielvektor (Erstellung eines
Expressionsvektors) erfolgt durch die LR-Rekombination. Diese lduft in Analogie zum
Wechsel vom lysogenen in den lytischen Zyklus des A-Phagen in Escherichia coli, also der
Desintegration des Phagen aus dem Wirtsgenom, ab und wird durch einen Enzymmix

namens LR Clonase katalysiert.

Voraussetzung fiir das Klonieren mit dem Gateway-System ist die Verwendung geeigneter
Vektoren, sowie die entsprechende Vorbereitung des DNA-Fragmentes, welches das zu
klonierende Gen enthilt. Sdmtliche an den Gateway-Reaktionen teilnehmende Vektoren und
Genfragmente miissen namlich A#achment Sites (att) beinhalten, welche die Anlagerung,
Spaltung und Ligation der zu rekombinierenden DNA-Abschnitte ermoglichen. In der BP-
Rekombination wird ein von zwei a#B Sites (attB1 und a#/B2) flankiertes DNA-Fragment in
einen Donorvektor eingefiigt, der im Besitze zweier a#P Sites (at#P1 und a#tP2) ist. Die
hierdurch entstehenden a#l. Sites (a1 und at7l.2) stellen Hybride aus den Urspriinglichen
attB und a#fP Sites dar. Das ausgeschnittene Fragment des Donorvektors enthalt nun zwei
attR Sites (atR1 und anR2), bei denen es sich ebenfalls um Hybride handelt. Durch die
nachfolgende LR-Rekombination wird das einklonierte, attl-flankierte DNA-Fragment in
einen Zielvektor umkloniert, welcher auch tber zwei a#R Sites verfugt. Endprodukte sind der
das zu exprimierende Gen enthaltene Expressionsvektor mit neuen a#B Sites, sowie ein
Nebenprodukt mit a#P Sites. Simtliche att Sites stellen Hybride der beteiligten a## Sites vor der

jeweiligen Rekombination dar. Die Rekombination findet konservativ in der allen a Sites
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attB1 attB2 attP1 attP2 BP Clonase attL1 attL2 attR1 attR2
attB- Donorvektor Entryklon Nebenprodukt
flankiertes
PCR-
Produkt
attL1 attL2 attR1 attR2 LR Clonase attB1 attB2 attP1 attP2
Entryklon Zielvektor Expressionsklon Nebenprodukt

Abb. 8: Prinzip der Gateway-Technologie: BP-Rekombination (oben) und LR-Rekombination (unten)

(Invitrogen 2002, modifiziert).

gemeinsamen Kernregion statt. Sie ist absolut spezifisch, Rekombinationen finden nur
zwischen a#B1 und a#P1 bzw. attl.1 bzw. atfR1, sowie zwischen a#B2 und a#P2 bzw. atl .2
und a#R2 statt (s. Abb. 8, Invitrogen 2002).

4.2.6.2  Amplifikation des hER[S-Gens

Das Erzeugen und Amplifizieren der a#/B-flankierten hERB-DNA-Fragmente fir die
Klonierung in die Donorvektoren geschah mittels PCR. Als Quelle fiir hER@ fungierte das
ca. 5,7 kbp grof3e Expressionsplasmid pSG5-hER(, welches in One Shot kompetenten E.
coli vervielfiltigt wurde (analog Protokoll ,,Vermehrung der Expressionsvektoren® mit 250 pl
SOC-Medium, s. 4.2.6.0). Die Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit 100 pg/ml
Ampicillin selektiert und in 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin tber Nacht
angeimpft. Die Isolierung erfolgte durch Maxiprep (s. 4.2.2). Fir die Amplifikationsansitze
wurden 2 pmol/pl Vorwirtsprimer, 2 pmol/pl Rickwitrtsprimer, 1x Expand Long Template
PCR System Puffer, 50 mU/ul Expand Long Template DNA Polymerase Mix, 1,6 ng/pl
pSG5-hERB, ANTP Mix (je 0,2 mM dATP/dCTP/dGTP/dTTP) und 81% dH,O (steril)
zusammenpipettiert. Die Kontrollen wurden ohne Plasmid durchgefiihrt. Als Primer dienten

fir die N-terminale Kopplung als Vorwirtsprimer f-ERB-N (Primer (3)) und als
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Rickwirtsprimer r-ERB  (Primer (4)). Fur die C-terminale Kopplung wurden der
Vorwirtsprimer f-ERB (Primer (1)) und der Rickwirtsprimer r-ERB-C (Primer (2))

verwendet. Die Ansitze wurden im Thermocycler nach folgendem Programm amplifiziert:

1. 96 °C 5 min
2. 95°C 1 min
3. 70°C 30s
40 Zyklen
4. 70 °C 30s
5. 72°C 1 min
6. 72°C 5 min
7. 20°C Halten

Die Autheiz-/Abkuhlgeschwindigkeit betrug 3 °C/s. Die Temperatur des Cyclerdeckels
wurde auf 100°C gesetzt. Im Anschluss wurden die PCR-Produkte durch

Agarosegelelektrophorese (s. 4.2.4) aufgetrennt und durch Gelextraktion isoliert (s. 4.2.5).

4.2.6.3  Erstellung der Entryklone

Die amplifizierten attB-PCR-Produkte (je eins fiir N- und C-terminale Kopplungsvariante)
wurden jeweils mittels Gateway-Technologie in den Donorvektor pDONR201 einkloniert
(BP-Rekombination, je ein Ansatz fiir N- bzw. C-terminale Ligation). Bei Raumtemperatur
wurden 5 pl attB-PCR-Produkt pro Ansatz von 16 pl, 19 ng/ul pDONR201, 1,25x BP
Clonase Reaction Buffer und 0,3x TE Puffer (pH 8,0; 3,13 mM Tris und 313 pM EDTA)
zusammenpipettiert. Der BP Clonase Enzym Mix wurde 2 min auf Eis aufgetaut und kurz
gevortext. Nach der Zugabe von 0,2x BP Clonase Enzym Mix zu jedem Ansatz wurden
diese gevortext und fiir 3 h bei 25 °C inkubiert. Im Anschluf3 erfolgte die Zugabe von 182

ng/pl Proteinase K, sowie eine Inkubation fiir 10 min bei 37 °C.

4.2.6.4  Vermehrung der Entryklone
Die hergestellten Entryklone fiir die N-terminale Fusion (phERB-N) und die C-terminale
Fusion (phERB-C) wurden wie vom Hersteller vorgegeben in den E. coli-Stamm DH5a«



45

transformiert. Hierzu wurden je 1 ul der BP-Reaktion (s. 4.2.6.3, phERB) zu 50 pl DH5«
hinzugegeben und die Ansitze auf Eis 30 min inkubiert. Nach einer anschlieBenden
Erhitzung auf 42 °C fiir 30 s erfolgte ein Transfer der Proben auf Eis sowie die Zugabe von
450 ul raumtemperiertem SOC-Medium. Die Ansitze wurden dann bei 37 °C fir 1h
hotizontal geschuttelt (200/min). Danach wutden 100 pl Baktetiensuspension auf
vorgewirmten LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Die Bakterien wurden
Uber Nacht bei 37 °C angezichtet. Am nichsten Tag folgte das Aufpicken jeweils einer
Bakterienkolonie mit einer Pipettenspitze und die Uberfiihrung in 5 ml vorgewidrmtes LB-
Medium mit 50 pg/ml Kanamycin. Die angeimpften Vorkulturen wurden bei 37 °C und
200/min im Schiittler iiber Nacht kultiviert.

Die Isolation der Plasmide geschah zunichst durch Miniprep (s. 4.2.7). Nach erneuter
Transformation der isolierten Plasmide und Anziichtung mit anschlieBender Kultur in 5 ml
LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin tber Nacht wurden die Bakterien eingefroren (s.
4.2.8). Sie wurden spiter auf Eis aufgetaut. Aus jedem Ansatz wurden 0,2 ul/ml
Baktetiensuspension in LB-Medium ohne Antibiotikum im Schiittler bei 225/min und 37 °C
Uber Nacht kultiviert. Die Isolation der Plasmide erfolgte durch Maxiprep (s. 4.2.2). Im
Anschluss fand eine Uberpriifung der Vektoren per Agarosegelelektrophorese (s. 4.2.4) und
DNA-Sequenzierung (s. 4.2.9) statt.

4.2.6.5  Erstellung der Expressionsvektoren

Das hERB-Gen wurde in der LR-Rekombinationsreaktion aus den Entryklonen phERB-N
bzw. -C in die Zielvektoren umkloniert und somit an den C-Terminus des Gens fir ECFP
(N-terminale Fusion von hERP) bzw. den N-Terminus von EYFP (C-terminale Fusion)
gekoppelt. Zusammenpipettiert wurden bei Raumtemperatur 18,7 ng/pl pECFP bzw.
pEYFP, 16,8 ng/ul phERB-N bzw. 16,9 ng/ul phERB-C, 1,25x LR Clonase Reaction Buffer
und 0,4x (phERB-N) bzw. 0,3x (phERB-C) TE Puffer (ph 8,0; 3,9 mM bzw. 3,1 mM Tris
und 0,4 mM bzw. 0,3 mM EDTA). Nach dem Auftauen des BP Clonase Enzym Mixes auf
Eis (2 min) und kurzem zweimaligem Vortexen desselben wurde 0,2x LR Clonase Enzym
Mix zu jedem Ansatz hinzugefiigt und die Ansitze gevortext. Nach Inkubation fir 2 h
(PECFP) bzw. 4 h (pEYFP) bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 182 ng/ul

Proteinase K und eine Inkubation fiir 10 min bei 37 °C.
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4.2.6.6  Vermehrung der Expressionsvektoren

Die erstellten Expressionsvektoren pECFP-hERJ und phERB-EYFP wurden in DH5a-
Bakterien transformiert. Nach Zugabe von je 1 pl LR-Reaktion (s. 4.2.6.5, pECFP-hER3
bzw. phERB-EYFP) zu 50 pul DH5x und Inkubation auf Eis fiir 30 min wurden die Ansitze
fir 30 s auf 42 °C erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt. 450 pl raumtemperiertes SOC-
Medium wurden hinzugegeben und 1h bei 37 °C horizontal geschiittelt. 100 pl
Baktetiensuspension wurden auf vorgewirmten LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin
(pPECFP-hERp) bzw. 0,1 pg/ml Gentamicin (phERB-EYFP) ausplattiert. Die Bakterien
wurden Uber Nacht bei 37 °C herangeziichtet und am nichsten Tag jeweils eine
Bakterienkolonie mit einer Pipettenspitze aufgepickt und in 5 ml vorgewirmtes LB-Medium
mit 100 pg/ml Ampicillin (pECFP-hERB) bzw. 0,1 pg/ml Gentamicin (phERB-EYFP)
Uberfihrt. Diese angeimpften Vorkulturen wurden einer Inkubation bei 37 °C im Schittler
tber Nacht unterzogen. Sie wurden eingefroren und nach dem Auftauen erneut ausplattiert,
selektiert und in 100 ml LB-Medium ohne Antibiotika tber Nacht bei 37 °C im Schiittler

angezuchtet.

Die Expressionsvektoren wurden durch Maxiprep (s. 4.2.2) isoliert. Im Anschluss fand eine
Uberpriifung der Vektoren per Agarosegelelektrophorese (s. 4.2.4) und DNA-Sequenzierung
(s. 4.2.9) statt.

4.2.7  Miniprep (QLAprep Miniprep Kit)

Aus den angeziichteten Bakterienvorkulturen (in 5 ml LB-Medium mit jeweiligem
Selektivantibiotikum) wurden die Plasmide bei Raumtemperatur isoliert. Nach einer initialen
Sedimentation mit 4000 g fiir 5 min bei 4 °C wurden Bakterienpellets in 250 ul Puffer P1 (4
°C) resuspendiert und in Reaktionsgefile uberfithrt. 250 pl Puffer P2 wurden zugefiigt und
gemischt. Im Anschluss wurden 350 pl Puffer N3 zugegeben und nach Mischen der Ansitze
diese mit 14 000 g fiir 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
Spin Coloumns in Collection Tubes  gegeben und anschlieBend fir 1 min bei
Raumtemperatur mit 13 000 g zentrifugiert. Es erfolgte die Zugabe von 500 pl Puffer PB auf
die Siule sowie eine erneute Zentrifugation mit 13 000 g fir 1 min bei Raumtemperatur.
Nun wurden 750 pl Puffer PE auf die Saule pipettiert und erneut mit 13 000 g fir 1 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde die Sdule in ein neues Reaktionsgefal3 gesteckt
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und bei 13 000 g fir 1 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Umstecken der Siule in
ein neues Reaktionsgefdl3 erfolgte die Zugabe von 50 pl Elutionspuffer EB sowie eine
Inkubation fiir 1 min bei Raumtemperatur. Die Plasmide wurden dann durch einminiitige

Zentrifugation bei 13 000 g eluiert und bei -20 °C gelagert.

4.2.8  Einfrieren von Bakterien
Zur spiteren Verwendung der transformierten Bakterien wurden sie eingefroren. Dies
geschah durch eine Sedimentation bei 2800 g fir 5 min bei 4 °C. die Bakterienpellets wurden

in 500 pl 50%igem Glycerol resuspendiert und im Reaktionsgefil3 bei — 80 °C eingefroren.

4.2.9  DNA-Sequenzierung

Um die DNA-Sequenzen von Vektoren und Transkripten zu iberprifen, wurden 0,5x
Sequencing Buffer, 0,2x BigDye Terminator Cycle Sequencing Mix, 10 pmol/ul Primer (s.
Tab. 1) und ca. 25 ng/pl DNA zusammenpipettiert. Die Ansitze wurden mit stetilem dH,O
auf 20 pl aufgefillt. Nachfolgend lief die Sequenzierungsreaktion entsprechend

Primer sequenzierte DNA

Name Nummer| Entryklone | Expressionsvektoren | Transkripte

Seqg-for 5) + - -

Seqg-rev (6) + - -
ER-beta-seq2 (7) + - -
ER-beta-seq3 (8) + - -
ER-beta-seqg4 (9) + - -
ER-beta-seg5 (10) + - -
EGFP-N-SEQ (11) - + +
EGFP-C-SEQ (12) - + +
ER-beta-Ug3' (13) - + +
ER-beta-U%' (14) - + +

Tab. 1: Verwendete Sequenzierungsprimer. Die Primer Seq-for (5), Seqg-rev (6), ER-B-seq2 (7), ER-B-seq3
(8), ER-B-seq4 (9) und ER-B-seq5 (10) wurden zur Sequenzierung der Entryklone phERB-N und -C
verwendet. EGFP-N-SEQ (11), EGFP-C-SEQ (12), ER-beta-U3' (13) und ER-beta-U5' (14) dienten der
Sequenzierung der Expressionsvektoren pECFP-hERB und phERB-EYFP sowie der Sequenzierung der
entsprechenden Transkripte. ,,+“ kennzeichnet die Verwendung des jeweiligen Primers. In der jeweiligen
Sequenzierungsreaktion nicht verwendete Primer sind durch ,,-* markiert.
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nachfolgendem Programm im Thermocycler ab:

1. 96°C 5 min
2. 96°C 50s
3. 50°C 10s 35 Zyklen
4. 60 °C 4 min
5. 20°C Halten

Die Reaktionsprodukte wurden anschlieBend mit 60 mM Natriumacetat und 75% Ethanol
gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation mit 12 000 g fir
30 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und die Proben fiir 1-2 h bei

Raumtemperatur getrocknet.

Die Auftrennung und Analyse der gefillten DNA fiihrte das Institut fiir Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf durch.

Die erhaltenen Sequenzen wurden tber die Datenbank Blast2 Sequences des National Center
for Biotechnology Information (www.ncbinlm.nih.gov) mit der Nukleotidsequenz der

mRNA des hERB (GI2911151, AB006590) verglichen.

4.2.10 Kollagenbeschichtung

Da PC-12 Zellen zwar schlecht an Plastik aber gut an Kollagen anhaften (Greene und
Tischler 1976), wurden Kulturflaschen und —platten unter sterilen Bedingungen mit einer
Kollagenlésung bestehend aus 75 mM Natriumcitrat (pH 7,4) plus 0,01% Kollagen
beschichtet. Das Volumen betrug 6 ml/Flasche, 0,5 ml/Well (24-Well-Platten) und 0,25
ml/Well (Chamber Slide). Nach einer Einwirkzeit von mindestens einer Stunde wurde die
Losung abgesaugt und die Kulturgefile unter der sterilen Arbeitsbank tber Nacht leicht
geoftnet trocknen gelassen. Am nichsten Tag wurden sie entweder sofort verwendet oder

mit Parafilm abgedichtet bei 4 °C aufbewahrt.
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4.2.11 Zellkultur

Fir die Experimente wurde die Sekundirzelllinie PC-12 verwendet. Hierbei handelt es sich
um eine Zelllinie, die aus einem Phiochromozytom der Ratte gewonnen wurde. Die Zellen
weisen eine polygonale Morphologie auf und neigen zur Klumpenbildung. Sie haften
schlecht an Plastik, aber gut an Kollagen. Unter Stimulation mit Nerve Growth Factor
(NGF) bilden sie Zellfortsitze aus. PC-12 Zellen synthetisieren Katecholamine, v. a.
Dopamin (Greene und Tischler 1976).

Die Arbeiten mit Zellen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Zellen wurden in
kollagenbeschichteten Kulturflaschen mit einem Nahrmedium bestehend aus RPMI 1640-
Medium plus 15% Pferdeserum und 1% Penicillin-Streptomycin (100 U/ml Penicillin G und
100 pg/ml Streptomycinsulfat) bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Das
Nihrmedium wurde alle zwei Tage gewechselt. Ungefihr alle funf Tage wurden die
inzwischen konfluent gewordenen Zellen in eine neue, kollagenbeschichtete Flasche
passagiert. Hierzu wurde das Nahrmedium durch 5 ml Trypsin/EDTA ersetzt und die Zellen
ca. finf Minuten bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank trypsiniert. Im Anschluss wurden 15
ml Nihrmedium hinzugegeben und die Suspension fiinf Minuten bei 20 °C mit 1200 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Nihrmedium
resuspendiert und bei mittlerer Stirke vorsichtig gevortext. 9 ml Nihrmedium wurden
hinzugefiigt, erneut gevortext und die Zellen erneut bei 1200 g und 20 °C fiir fiinf Minuten
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde genau wie zuvor zunichst in 1 ml und anschlieBend in 9
ml resuspendiert. Je nach Zelldichte (semiquantitativ viel bis wenig Zellen) wurden 0,5 bis 1,5
ml der Zellsuspension in die neue Kulturflasche gegeben und 20 ml Nihrmedium

hinzugefiigt.

Fir die Transfektionsexperimente wurden PC-12 Zellen auf kollagenbeschichteten 24-Well-
Kulturplatten bzw. Chamber Slides ausgesit. Hierzu wurde beim Passagieren der Zellen die
Zellkonzentration der Suspension mit Hilfe eines Neubauer-Himozytometers ermittelt. Es

wurde die Zellzahl in den vier Quadraten einer Zihlkammerhilfte bestimmt und das

arithmetische Mittel X zanammerquagrane €tr€Chnet. Daraufhin wurde das fiir die gewtiinschte

Anzahl an Wells benétigte Volumen an Zellsuspension gemal3 der Formel

gewlinschte Zellzahl/Well

einzusetzendes Zellsuspensionsvolumen [ul] = X Anzahly,,

x10/ul

X Zellen/Zihlkammerquadrant
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berechnet. Die gewiinschte Zellzahl betrug 2000 Zellen/Well fir die 24-Well-Platten und
1000 Zellen/Well fir die Chamber Slides. Pro Well wurden 0,5 ml (24-Well-Platten) bzw.
0,25 ml (Chamber Slides) entsprechend mit Nihrmedium verdiinnter Zellsuspension
eingesetzt. Die Zellsuspension wurde geschwenkt und gevortext. Es wurden 0,5 ml/Well
bzw. 0,25 ml/Well der verdinnten Zellsuspension ausgesit. Das Niahrmedium wurde alle

zwei Tage gewechselt, wobei 50 pg/ul NGF beigefiigt wurden.

4.2.12  Transfektion und Stimulation der PC-12 Zellen

Die Transfektion wurde liposomenvermittelt unter Verwendung von Lipofectamine 2000
durchgefiihrt. Hierzu wurden die PC-12 Zellen sechs Tage auf 24-Well-Platten, wie oben
beschrieben, bis zur Konfluenz kultiviert. Bei vorzeitigem Erreichen einer entsprechenden
Zelldichte wurde entsprechend frither transfiziert. Am sechsten Tag wurde das NGF-haltige
Nihrmedium durch Nahrmedium plus NGF, aber ohne Antibiotika ausgetauscht. Die
Transfektion fand am folgenden Tag statt. Hierbei wutrden 15 ng/pl (pECFP-hER) bzw. 14
ng/pl (phERB-EYFP) DNA bzw. 38 ng/ul Lipofectamine 2000 jeweils mit OptiMEM I-
Medium vermischt. Nach fiinfminiitiger Inkubation wurden DNA- und Lipofectamine 2000-
haltiges Medium zusammen gefiihrt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 20 min
wurden der Ansatz 0,2-fach unter leichtem Schwenken der Kulturplatte in die Wells
pipettiert. Die Konzentrationen im Well betrugen 1,27 ng/pl (pECFP-hER) bzw. 1,22
ng/pl (phERB-EYFP) Plasmid und 3,14 ng/pl (pECFP-hERp) bzw. 3,04 ng/pl (phERS-
EYFP) Lipofectamine 2000. Der Anteil von OptiMEM I im Well betrug 15,7% (pECEFP-
hERR) bzw. 15,2% (phERB-EYFP).

Fir die Untersuchung der schnellen, Ostrogeninduzierten Effekte auf die
Rezeptotlokalisation in-vivo wurde am folgenden Tag das Transfektionsmedium gegen
Nihrmedium mit Antibiotika und NGF gewechselt. Zwei Tage nach Transfektion fand die
Stimulation der Zellen mit 10° M 178-Ostradiol statt. Das Medium wurde durch

Nihrmedium mit NGF und Ostradiol ersetzt.

Fiir die Analyse einer lingeren Ostrogeneinwirkung wurde bei den 24-Well-Platten ca. 5h
nach der Transfektion das Medium gegen Nihrmedium mit Antibiotikum, 50 pg/ul NGF

und bei den Stimulationsgruppen auch 10°* M 17B-Ostradiol gewechselt. Die Zellen wurden
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weiter inkubiert und nach weiteren 24 h, 48 h oder 72 h fixiert. Bei letzteren Zellen wurde am

zweiten Tag nach Stimulation noch einmal das Ndhrmedium erneuert.

Bei den fiir die Konfokalmikroskopie kultivierten Zellen in den Chamber Slides wurden mit
pECFP-hERR transfizierte Zellen in sieben Gruppen eingeteilt (s. Tab. 2). Gruppe 1, 3 und 6
bestanden aus Zellen, die unstimuliert 24, 48 oder 72 Stunden nach Transfektion fixiert
wurden. Bei den Zellen in Gruppe 2 und 4 fand 24 (Gruppe 2) bzw. 48 Stunden (Gruppe 4)
nach Transfektion eine 30-miniitige Stimulation mit 10° M 17B-Ostradiol statt. AnschlieBend
wurden die Zellen fixiert. Gruppe 5 und 7 wurden nach 24 (Gruppe 5) bzw. 48 Stunden
(Gruppe 7) einer Stimulation mit Ostradiol iiber 24 Stunden unterzogen und dann nach

insgesamt 48 h (Gruppe 5) bzw. 72 h (Gruppe 7) fixiert.

Gruppe t/h E2 Anzahl der Bilder () | b 2 ©rppen von
ECFP-hERB
1 o4 - 35 exprimierenden Zellen fiir
" die

2 30 min 43 konfokalmikroskopischen
3 - 31 Aufnahmen. Angegeben
n sind der Zeitraum von der
4 43 30 min 2 Transfektion bis zur
5 24 h 35 Fixation (t/h), die Dauer
der Ostradiolstimulation
6 72 - 24 (E2) und die Anzahl der
7 24 h 21 glalysierten Bilder  pro

ruppe (N).
Gruppe t/h Anzahl der Bilder (N) Tab. 3: Gruppen von hERB-EYFP
1 o4 39 exprimierenden Zellen fiir die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen.
2 48 51 Angegeben sind der Zeitraum von der
3 72 40 Transfektion bis zur Fixation (t/h) und die
Anzahl der analysierten Bilder pro Gruppe
(N

Mit phERB-EYFP transfizierte PC-12 Zellen wurden unstimuliert 24 h, 48 h oder 72 h nach
Transfektion fixiert (s. Tab. 3).

4.2.13 RNA-Lsolierung aus PC-12 Zellen (RNeasy Mini Kit)

Die Identitit der transfizierten Vektoren wurde durch RT-PCR uberprift. Zunichst wurde
RNA aus den fluoreszierenden PC-12 Zellen isoliert. Dies geschah mit Hilfe des RINeasy
Kits. Als erstes wurden die Zellen mit 0,3 ml/Well 0,25% Trypsin/ 0,02% EDTA von den



52

24-Well-Platten gelost. Sie wurden dann in Falcon Roéhrchen mit 2 ml RPMI 1640 tberfihrt
und 5 min mit 1200 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 350 ul Puffer RLT (+1% §-
Mercaptoethanol) resuspendiert und durch Gabe auf eine QIAshredder Coloumn (in einem
Collection Tube) 2 min bei 14 000 g homogenisiert. AnschlieBend wurde das Lysat mit
70%igem Ethanol (Endkonzentration 35%) vermischt und auf eine RNeasy Mini Spin
Coloumn in einem Collection Tube gegeben. Nach 15 s Zentrifugation bei 8000 g folgte ein
Waschgang mit 700 pl Puffer RW1 sowie weiteren 15 s Zentrifugation bei 8000 g. Danach
wurde die Spin Coloumn auf ein neues Collection Tube gesetzt und mit 500 pl Puffer RPE
gewaschen. Der anschlieBenden Zentrifugation (15 s, 8000 g) folgte die erneute Zugabe von
500 ul RPE und eine weitere Zentrifugation fir 2 min bei 14 000 g. Nach Setzen der Spin
Coloumn in ein neues Tube wurde die RNA mit 50 pl RNasefreiem Wasser durch

Zentrifugation fur eine Minute bei 8000 g eluiert.

4.2.14 RT-PCR

Das Umschreiben der aus PC-12 Zellen isolierten RNA erfolgte durch Reverse
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Fir die Konvertierung der RNA in
cDNA wurden ca. 53 ng/pl isolierte RNA, 42 ng/ul oligo(dT),, ;s und dANTP mix (je 0,83
mM dATP/dCTP/dGTP/dTTP) vorsichtig gemischt. Der Inkubation bei 65 °C fur 5 min
folgte eine einminiitige Inkubation auf Eis. Nach kurzem Sammeln in der Tischzentrifuge
wurden 1x First-Strand Buffer, 2,1 U/pl RNaseOUT Inhibitor, sowie 10,5 mM DTT
zugefiigt und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde eine Minute bei 42 °C erhitzt und nach
Zugabe von 10 U/pl SuperScript II RT 50 min bei 42 °C inkubiert. Darauf folgte das
Stoppen der Reaktion durch Erhitzen auf 70 °C fiir 15 min. Die Proben wurden auf Eis
gestellt und RNA fiir eine effizientere PCR durch Zugabe von 95 mU/ul RNaseH und
Inkubation von 20 min bei 37 °C abgebaut. Die cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

Zur Amplifikation der ¢cDNA wurden Ansitze bestehend aus sterilem dH,O mit 1x
DyNAzyme Buffer, dNTP Mix (e 0,2 mM dATP/dCTP/dGTP/dTTP), 2 pmol/ul
Vorwirtsprimer bzw. 2 pmol/pl Rickwirtsprimer, ca. 33 ng/ul ¢cDNA und 40 mU/ul
DyNAzyme Polymerase F-500 gegeben. Als Vorwirtsprimer dienten EGFP-C-SEQ (Primer
(12)) fir ECFP-hERB bzw. ER-beta-U3’ (Primer (13))  fir hERB-EYFP. Die
entsprechenden Riickwirtsprimer waren ER-beta-U5" (Primer (14)) fiir ECFP-hERB und
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EGFP-N-SEQ (Primer (11)) fur hERB-EYFP. Kontrollen enthielten keine cDNA. Die
Amplifikation lief nach folgendem Programm ab:

1. 95°C 5 min
2. 65°C 30s
3. 72°C 1 min 40 Zyklen
4. 95°C 1 min
5. 72°C 5 min
6. 20°C Halten

Die Deckeltemperatur des Thermocyclers betrug 100 °C. Die amplifizierten Fragmente
wurden per Agarosegelelektrophorese aufgetrennt oder unter Verwendung der Primer
EGFP-N-SEQ (Primer (11), hERB-EYFP) bzw. EGFP-C-SEQ (Primer (12), ECFP-hERp)

sequenziert (s. 4.2.9).

4.2.15  Fixierung der PC-12 Zellen

Die PC-12 Zellen in den 24-Well-Platten wurden mit 500 ul 4% Paraformaldehyd 10 min
fixiert und anschlieBend dreimal 5 min mit 500 pl PBS gewaschen. Das PBS wurde im Well
belassen und die Platten in Parafilm und Alufolie gewickelt bei 4 °C gelagert.

Die Zellen in den Chamber Slides wurden entsprechend mit den halben Volumina der

Reagenzien behandelt.

4.2.16  Kernfirbung

Um zwischen nukledrer und extranukledrer Lokalisation der Fusionsproteine unterscheiden
zu kénnen, wurden die Zellkerne der PC-12 Zellen mit 2-(4-carbamimidoylphenyl)-1H-indol-
6-carboximidamid (DAPI) gefirbt. Die Zellen auf den 24-Well-Platten wurden zunichst
zweimal 5 min mit 500 pl PBS gewaschen, 5 min mit 300 ul DAPI (0,1 ng/pl) gefirbt, und
hinterher dreimal mit PBS gewaschen. Zellen auf Chamber Slides wurden entsprechend mit
250 wl PBS und 200 ul DAPI behandelt. Die Kulturplatten wurden zum Schutz der

Fluoreszenzfarbstoffe vor Belichtung zwischendurch immer wieder mit einem Pappkarton
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abgedunkelt. Nach der Firbung wurden die Kammern entfernt, DAKOCytomation
Fluorescent Mounting Medium zugegeben und Deckgliser luftblasenfrei platziert. Die
Aufbewahrung erfolgte mit Parafilm und Alufolie abgedichtet (24-Well-Platten) bzw. in
alufolieumhtllten Priparatmappen (Chamber Slides) bei 4°C .

4.2.17  Konventionelle Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Die PC-12 Zellen auf den 24-Well-Platten wurden mit dem Axiovert 100 Mikroskop im
Hellfeld und mittels Exzitation im UV-Bereich und Fluoreszenzfiltern fir ECFP (Filterset
47, BP 436 nm/20 nm, FT 455 nm, BP 480 nm/40 nm, Zeiss, Deutschland), EYFP (Filterset
46, BP 500 nm/20 nm, FT 515 nm, BP 535 nm/30 nm, Zeiss, Deutschland) und DAPI
(Filterset 01, BP 365 nm/12 nm, FT 395 nm, LP 397 nm, Zeiss, Deutschland) betrachtet. Es
wurden Bilder mit Hilfe einer Kamera (AxioCam HRc, Zeiss, Deutschland), PC, sowie dem
Programm Axiovision (Zeiss, Deutschland) aufgenommen. Die Belichtung wurde innerhalb
einer Versuchsreihe fir ein Fusionsprotein, genau wie bei der Kernfirbung, konstant
gehalten, so dass die aufgenommenen Bilder der Fusionsproteinfluoreszenz, genau wie die
der Kernfirbung, bei der Auswertung untereinander vergleichbar waren. Es wurde so
belichtet, dass ein Kompromiss zwischen z. T. sehr hell leuchtenden Zellkernen und haufig
sehr schwach leuchtenden Zellen gefunden wurde. Von den fixierten Zellen wurden mit dem
Objektiv fiir 20-fache VergroBerung zufillige, tiber das jeweilige Well verteilte, Bereiche mit
ca. 10-20 im ECFP- bzw. EYFP-Filterbild fluoreszierenden PC-12 Zellen ausgewahlt, wobei
am Rand des Wells liegende Zellgruppen zur Vermeidung von unspezifischen Lichteffekten
des Wellrandes nicht berticksichtigt wurden. Auch Zellhaufen, bei denen aufgrund starker
Konfluenz Uberlagerungen bei Betrachtung mit dem DAPI-Filter auftraten, wurden nicht
verwendet. Zu jedem Bild mit Fusionsproteinfluoreszenz wurde das entsprechende Bild der

Kernfirbung gespeichert.

Die Analyse der schnellen, ostrogeninduzierten Effekte erfolgte an lebenden Zellen. Mit
dem Objektiv fir 40-fache Vergroerung wurden ausgewihlte zytoplasmatisch
fluoreszierende sowie umgebende Zellen beobachtet. Es wurde jeweils ein Hellfeld- und das
zugehorige Fluoreszenzbild zur Detektion der Fusionsproteine erstellt. Auch hier wurde die

Belichtung der Fluoreszenzbilder fiir jeden Versuch konstant gehalten. Die Zellen wurden

mit 17B-Ostradiol stimuliert, indem das Nihrmedium durch Nihrmedium mit 10 nM
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Ostradiol ersetzt wurde. Im Anschluss wurden die eingestellten Zellen, wie oben
beschrieben, nach 1, 6, 9, 15, 30, 45 und 60 min photographiert. Zusitzlich wurde vor und

nach dem Versuch eine unstimulierte Kontrollgruppe aufgezeichnet.

4.2.18 Konfokalmikroskopie

Die konfokalmikroskopischen Bilder wurden mit einem Axiovert 200M Miroskop mit dem
Objektiv  fur 063-fache VergroBerung erstellt. Die Exzitation der DAPI-  bzw.
Fusionsproteinfluoreszenz geschah mittels Enterprise- (Exzitation von 364 nm) bzw.
Argon/2-Laser (Exzitation von 488 nm bei ECFP und 514 nm bei EYFP). Die Detektion
der Fluoreszenzemission erfolgte bei 385-470 nm fir DAPI, bei 505 nm fiir ECFP-hERfJ
und bei 505-530 nm fir hERB-EYFP. Die Steuerung der Kamera geschah durch die
Software LSM 510 auf dem PC. Die Fluoreszenz von Fusionsprotein und DAPI-Firbung

wurde in einem Bild festgehalten.

4.2.19  Morphometrische Analyse und Auswertung der Bilder

Die durch konventionelle Mikroskopie erhaltenen Bilder wurden mit der Software Openlab
auf Leuchtintensitit und nukleire oder extranukledre (zytolasmatische) Verteilung von
ECFP-hERp und hERB-EYFP untersucht. Bei der Messung wurde jeweils fiir das Bild der
Fusionsproteinfluoreszenz und die Aufnahme der Kernfirbungsfluoreszenz eine
Leuchtdichteschablone (Density Slice) erstellt, wobei die gewidhlte Sensitivitit der
Dichteschablone fir simtliche Aufnahmen einer Versuchsreihe (ECFP-hERB oder hERB-
EYFP exprimierende Zellen) beibehalten wurde. Die Schablonen fiir korrespondierende
Fusionsprotein- (Gesamtfluoreszenz) und Kernfirbungsbilder wurden durch eine boolsche
UND-Operation verkniipft, so dass ein Density Slice fiir die Kernfluoreszenz entstand. Im
Anschluss wurde fiir jedes Photo Gesamt- und Kernfluoreszenz gemessen. Bei Storsignalen
in der DAPI-Firbung (blaue Wolken) wurde der entsprechende Teil des Bildes in den
korrespondierenden Density Slices abgeschnitten. Inkongruente korrespondierende Bilder
wurden nicht verwertet. Fir jedes leuchtende Objekt eines Bildes wurde ein so genannter
Stain Index ermittelt, welcher das Produkt aus Fliche des Obijekts und seiner mittleren

Leuchtintensitit (relative Skala von 0-255) darstellt. Die Summer aller Leuchtindizes eines



56

Bildes wurde durch die Anzahl der Zellkerne eines Bildes geteilt um eine durchschnittliche
Gesamt- bzw. Kernfluoreszenz zu erhalten. Die Kernzihlung erfolgte anhand der
Leuchtdichteschablone fiir die Kernfirbung. Unter Verwendung des Statistikprogramms
SPSS wurde fiir jede Behandlungsgruppe der Median der Gesamtfluoreszenzintensitit als
Maf fir die Fusionsproteinexpression und des zytoplasmatischen Fluoreszenzanteils gemal3

der Formel

Gesamtfluoreszenzintensitit — Kernfluoreszenzintensitit

zytoplasmatische Fluoreszenzintensitit = Gesamifluoreszenzinensitit
als Mal3 fir die nukleozytoplasmatische Verteilung ermittelt. Aulerdem wurde durch SPSS
im Mann-Whitney-Test fiir unverbundene Stichproben die Signifikanz der Verinderung der
Gesamtfluoreszenzintensitit sowie der nukleozytoplasmatischen Verteilung mit der Zeit
geprift. Hierbei wurden zunichst die verschiedenen Zeitpunkte (unstimulierte Gruppen)
paarweise  miteinander verglichen und anschlieBend zu jedem Zeitpunkt die
ostradiolbehandelte  Gruppe der unstimulierten Gruppe zum selben Zeitpunkt

gegentiibergestellt. Es wurde das Signifikanzniveau a=0,05 verwendet.

Bei den Messungen mit Openlab musste fir jeden Vektor die Intensitit des Density Slices
neu eingestellt werden, um eine moglichst genaue Analyse der nukleozytoplasmatischen
Verteilung durchfithren zu kénnen. Dies hat jedoch zur Folge, dass die Ergebnisse zwischen
den Fusionsproteinvarianten nur bedingt vergleichbar sind. Um die unterschiedliche
Lokalisation beider Rezeptoren dennoch vergleichen zu kénnen, schloss sich eine visuelle
Auswertung der Bilder an. Hierbei wurde der Anteil der fluoreszierenden Zellen berechnet,
die neben der nukledren Firbung auch Fluoreszenz im Zytoplasma aufwiesen. Genau wie
die Ergebnisse der Messung mit Openlab wurden die visuell ermittelten Werte einer
Gruppe paarweise durch den Mann-Whitney-Test in Hinblick auf Verteilungsverinderungen
mit der Zeit bzw. der Ostrogenstimulation verglichen. Die entsprechenden
Behandlungsgruppen von Zellen, die mit ECFP-hER@ oder hERB-EYFP transfiziert worden
waren, wurden dann auf Verteilungsunterschiede zwischen den beiden verschiedenen

Fusionsproteinen untersucht.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Klonierung des hERB-Gens
Zur intrazelluliren Lokalisation des humanen Ostrogenrezeptors beta wurden PC-12 Zellen
mit zwei rekombinanten Vektoren transfiziert, die jeweils das Gen fiir hERJ kodieren. Bei
dem ersten Vektor wurde das Gen fiir Enhanced Cyan Fluorescent Protein (ECFP) an die
Sequenz fir den N-Terminus des Rezeptors gekoppelt. Der zweite Vektor kodiert fiir ein
Fusionsprotein aus hERB und Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP) am C-
terminalen Ende des Rezeptors. Uber die Detektion der Fluoreszenz konnte so die

Lokalisation der fluoreszenzmarkierten Rezeptoren bestimmt werden.

5.1.1  Amplifikation des hDERS-Gens

N CM Zunichst musste das Gen fiir hERB amplifiziert und durch
Anfigen der attB sites zur FEinklonierung in den
?{%%% 2}; Donorvektor vorbereitet werden. Die attB-flankierten
PCR-Produkte wurden im einprozentigen Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt. Es waren fiir attB-hERB-C
und attB-hERB-N je eine Bande von ca. 1700-1800 bp zu

sehen (s. Abb. 9), was der vollstindigen Linge des attB-

Abb. 9: Das Agafosegcl weist  zwel ﬂankietten hERB von 1666 bp (attB—hERB—C) bZW. 1651
Banden von ca. 1700-1800 bp fir attb- .
RERB-N (N) und —C (C) auf. M=Marker. DP (attB-hERB-N) entspricht.

5.1.2  Einklonierung von hERE in den Donorvektor

Die fir hER kodierende DNA wurde in den Donorvektor pPDONR201 eingefiigt, wodurch
die so genannten Entryvektoren phERB-N und phERB-C erzeugt wurden. Die Identitit von
phERP wurde durch Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Die Elektrophorese der Miniprep
zeigte eine Bande von ca. 4 kbp fiir phERB-N und eine Bande von ca. 5-8 kbp fiir phERB-C
(s. Abb. 10). Dies entspricht der errechneten GréB3e der Entryvektoren von 4 kbp.
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Abb. 10: In der Gelelektrophorese der Miniprep wurde eine
DNA-Bande von ca. 4 kbp fiir phERB-N (N, links) und von ca.

12000 b
b 5-8 kbp fiir phERB-C (C, rechts) gefunden. M=Marker.

4000 bp

Die durch Maxiprep erhaltenen Plasmide wurden anschlieBend durchsequenziert. Hierbei
offenbarte sich in beiden Vektoren eine stumme Punktmutation an Position 1082, wodurch
das Basentriplett GTG zu GTA gedndert wurde. Beide Tripletts kodieren fir die Aminosiure
Valin (Loffler 2001, s. Abb. 11).

1082
5- ... TTC GAC CAA GTG CGG CTCTTG ... -3 hERf
5- ... TTC GAC CAA GTA CGG CTCTTG ... -3 phERP
H,N'- ..Phe Asp Gln Val Arg Leu Leu..-COO
328

Abb. 11: Stumme Punktmutation in hERB. Gegeniiber der Originalsequenz (oben, Ogawa et al. 1998) ist in den beiden
Entryvektoren phERB-N und phERB-C (Mitte) an Position 1082 (fett gedruckt) Guanin durch Adenin ausgetauscht.
Sowohl das Triplett GTG, als auch GTA kodieren fiir die Aminosdure Valin (L6ffler 2001; unten: zugehérige
Aminosiuresequenz, an Aminosdureposition 328 befindet sich Valin).

In phERB-C zeigte sich dariiber hinaus die Mutation des Basentripletts TGC zu CGC an
Position 150. Dies hat einen Aminosdureaustausch von Cystein gegen Arginin zur Folge
(C18R, s. Abb. 12). Abb. 13 zeigt eine Ubersicht iiber die Struktur von hERB sowie die Lage

des Aminosdureaustausches.

150
5- ... TCC TAC AAC TGC AGT CAA TCC ... -3’ hERB
5- ... TCC TAC AAC CGC AGT CAA TCC ... -3’ phERB-C
HN"-... Ser Tyr Asn \“*Ser Gln Ser ..—COO
18

Abb. 12: Aminosdureaustausch in hERB: An Position 150 ist in hERB Thymin (Originalsequenz oben (Ogawa et al.
1998)) durch Cytosin (phERB-C, Mitte) ausgetauscht. Das Basentriplett TGC ist also zu CGC mutiert, was einem
Austausch der 18. Aminosiure von Cystein durch Arginin entspricht (unten).
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1 18 149 214 248 530

NH3+— A/B C D E/F _ COO

Abb. 13: Struktur von hERB: Der Aminosautreaustausch C18R (fettgedruckt) liegt in der N-terminalen A/B-Domine,
welche die Transaktivierungsfunktion 1 enthilt. An die A/B-Domine schlieBen sich die DNA-bindende Domine C und
die Scharnierregion D an. Am C-Terminus des Rezeptors liegt die ligandenbindende E/F-Domine. Eine stumme
Punktmutation in der fir diesen Bereich kodierenden DNA-Sequenz fiihrt zu keiner Verinderung dieser Domine. Zahlen
bezeichnen Aminosiuren (modifiziert nach Ogawa et al. 1998).

5.1.3  Einklonieren von hERP in die Zielvektoren

Zur Expression in PC-12 Zellen wurde hERP mittels Gateway-Technologie in die
Zielvektoren pdECFP und pdEYFP einkloniert, welche das Gen fiir ECFP bzw. EYFP

(fluoreszierende Proteine) enthalten. Die Rekombination erfolgte zwischen phERB-N und
pdECFP einerseits, sowie zwischen phERB-C und pdEYFP andeterseits. Es entstanden so
die Expressionsvektoren pECFP-hERP, bei dem ECFP an den N-Terminus von hER[
gekoppelt ist, und phERB-EYFP mit einer Fusion von EYFP und C-Terminus von hERP (s.
Abb. 14).

xn,H BECEFP hERP | coo pECFP-hERS

NH, hERJ EYFP | coo PhERB-EYFP

Abb. 14: Die Expressionsvektoren pECFP-hERB und phERB-EYFP. Bei pECFP-hERSB (oben) ist ECFP an den N-
Terminus von hERB gekoppelt. In phERB-EYFP (unten) ist EYFP mit dem C-Terminus von hER fusioniert.
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Nach Vermehrung der Expressionsvektoren in DH50-

— 12000bp - Bakterien erfolgte die Aufreinigung der Plasmide durch

Maxiprep. Die anschlieBende Agarosegelelektrophorese
ergab Molekilgroflen von tber 12 kbp, was die erwartete
GroBe von 6 kbp bei weitem tbertrifft (s. Abb. 15).

Zur Analyse der Insertion von hERP im richtigen
Leseraster, wurden die Fusionsregionen zwischen

Abb. 15: Die durch Maxiprep isolierten  Rezeptotgen und dem jeweiligen EGFP-Variantengen

Vektoren pECFP-hERB  (C) und

phERB-EYFP (YY) stellen sich als
Banden von dber 12 kbp dar.
M=Marker.

sequenziert. Hierbei wurde die Korrektheit der acht

verbleibenden Basen der attR1 Site von pdECFP sowie des
attL1-Anteils aus phERP-N an der attBl Site des

entstandenen Expressionsvektors festgestellt (s. Abb. 16). Analog lag die korrekte Sequenz
der 8 verbleibenden Basen der attR2 site von pdEYFP und des attl.2-Anteils aus phERB-C

an der attB2 Site von phERB-EYFP vor (s. Abb. 17). Auch entsprachen mehr als die ersten
(pECFP-hERB, s. Abb. 16) bzw. letzten (phERB-EYFP, s. Abb. 17) 220 Basenpaare des

Gens fur hERP der Originalsequenz.

atItBl

[ 1
attR1-Anteil attl.1-Anteil hERP

| I |
| I 1 I
80 90 100 110 120 130 140

AACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTT

Abb. 16: Sequenz des Uberganges zwischen ECFP und hERP. Die korrekte Sequenz des ehemaligen attR1-Anteils von
pdECFP sowie des ehemaligen attl.l-Anteils aus phERB-N an der attB1 Site von pECFP-hERP sind genau wie die
Basensequenz des Anfangs von hERP zu erkennen.
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atItBZ

| |
attR2-Anteil attl.2-Anteil hERp

| l |
| [ I |
70 80 90 100 110 120

AACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGAGACTGTGGGTTCTGGGAGCCCTCTTTGCTTTI

Abb. 17: Sequenz des Uberganges zwischen EYFP und hERP. Die korrekte Sequenz des ehemaligen attR2-Anteils von
pdEYFP sowie des ehemaligen attl.2-Anteils aus phERB-C an der attB2 Site von phERB-EYFP sind genau wie die
Basensequenz des Endes von hERP zu erkennen.
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5.2 Expression von hERP in PC-12 Zellen

5.2.1  Uberpriifung der Expression
Die erstellten Expressionsvektoren pECFP-hERP und phERB-EYFP wurden in PC-12
Zellen transfiziert. Im mikroskopischen Bild zeigten sich fluoreszierende Zellen. Zur

Uberpriifung, ob es sich bei den leuchtenden Fusionsproteinen tatsichlich um hERP
handelte, wurde aus Kulturplatten mit leuchtenden Zellen mRNA isoliert und eine RT-PCR

durchgefiihrt (s. Abb. 18). Es wurden fusionsproteinspezifische Primer verwendet. Das erste
Primerpaar ergab spezifisch fiir ECFP-hER ein ca. 350 bp groBes Transkript (Bahn 4). Bei

Verwendung des anderen Primerpaates zeigte sich spezifisch fir hERB-EYFP ein Transkript

von ca. 250 bp (Bahn 2). In nicht-transfizierten Zellen wurde bei Verwendung beider
Primerpaare keine cDNA amplifiziert (Bahn 3: hERB-EYFP-spezifische Primer, Bahn 6:
ECFP-hER-spezifische Primer).

Primer fiir: hERB-EYFP ECFP—hERB Abb. 18: Uberpriifung der Transkription von ECFP-hERB
| | und hERB-EYFP in PC-12 Zellen mittels RT-PCR: Unter

[ || | Verwendung spezifischer Primer fiit hERB-EYFP (Bahn 1-3)
zeigt sich in mit phERB-EYFP transfizierten Zellen eine
Bande von ca. 250 bp (Bahn 2). In Proben aus pECFP-hERP
transfizierten PC-12 Zellen ist keine Bande zu erkennen (Bahn
1). In diesen Zellen ldsst sich jedoch mittels spezifischer
Primer fiir ECFP-hERP ein ca. 350 bp groBes Fragment
nachweisen (Bahn 4). Dieselben Primer amplifizieren jedoch
kein Transkript in Proben aus mit phERB-EYFP transfizierten
PC-12 Zellen (Bahn 5). Extrakte aus nicht-transfizierten
Zellen weisen weder bei Verwendung von hERB-EYFP-
spezifischen Primern (Bahn 3), noch bei Verwendung von
ECFP-hERB-spezifischen Primern (Bahn 6) eine Bande auf.
K=Kontrolle ohne Zellextrakt.

350
250

Zur weiteren Analyse wurden amplifizierte DNA-Abschnitte sequenziert. Das Resultat war
im Falle von ECFP-hERf die korrekte Sequenz des Abschnittes von hERP sowie des aus
phERB-N stammenden attl.1-Anteils an attB1 und der letzten acht Basenpaare des attR1-
Anteils von pdECFP. Analog zeigte sich fiir hRERB-EYFP zusitzlich zur Sequenz von hERJ
die korrekte Basenfolge des attl.2-Anteils aus phERB-C und des attR2-Anteils von pdEYFP.



63

5.2.2  Flnoresgenzintensitit und nukleogytoplasmatische 1V erteilung
Bei mit pECFP-hERP transfizierten Zellen zeigte sich fluoreszenzmikroskopisch eine fast

ausschlieBlich nukleire Verteilung von ECFP-hERP (s. Abb. 19, Abb. 20). In Abb. 19
erkennt man im Vergleich der Hellfeldaufnahme (A) und der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahme (B), dass ungefihr ein Drittel der Zellen transfiziert war. In der Uberlagerung des
Hellfeldbildes und der Fluoreszenzautnahme (C) erkennt man die nukledre Lokalisation der
Fluoreszenz. Zur Verifizierung dieser Beobachtung wurde eine Fluoreszenzmikroskopie

angeschlossen, in welcher der Kernfarbstoff DAPI verwendet wurde. Abb. 20 zeigt die

PC-12 Zellen mit ECFP-hERp transfiziert

¥
.

Abb. 19: In transfizierten PC-12 Zellen ist ECFP-hERJ hauptsichlich nukledr zu finden. Pfeilképfe zeigen auf Beispiele
fiir nukledre Fusionsproteine (A: Hellfeld, B: zugehériges Fluoreszenzbild, D: Ausschnitt aus dem Fluoreszenzbild,
Zellgruppe am rechten unteren Bildrand. C: Uberlagerung mit korrespondierendem Hellfeldbild).
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Fluoreszenz des Fusionsproteins ECFP-hERB (A) und des Kernfarbstoffes DAPI (B). Man
erkennt deutlich, dass in der Aufnahme alle ECFP-hERB exprimierenden Zellen eine

nukleire Expression aufweisen und alle angefirbten Zellkerne (s. Abb. 20 A) auch in der

DAPI-Farbung (s. Abb. 20 B) zu sehen sind.

PC-12 Zellen mit ECFP-hERP transfiziert (A) und DAPI-gefarbt (B)

Abb. 20: Bei den mit pECFP-
hERP transfizierten PC-12
Zellen (A) sind, wie im
Vergleich mit der DAPI-
Kernfirbung (B) zu erkennen
ist, die  Fusionsproteine
nukledr lokalisiert. Alle ECFP-
hERB exprimierenden
Zellkerne in A sind auch in
der DAPI-Firbung (B) zu
sechen. Zur besseren Ubersicht
sind die ECFP-hERB
exprimierenden  Kerne  rot
dargestellt  (Anderung  der
Farbe mit Adobe Photoshop).

Fiir hERB-EYFP ergab sich ebenfalls eine Transfektionseffizienz von ca. einem Drittel (s.

Abb. 21 A und B). Hier fand sich jedoch neben einer nukleiren Expression des

Fusionsproteins (s. Abb 21 C, Pfeilkopf) auch eine zytoplasmatische Lokalisation (s. Abb. 21
C+D und 22 C+D, Pfeile). Die beschriebenen Ergebnisse sind in Tab. 4 dargestellt.

Daraufthin wurde die Verteilung der exprimierten Fusionsproteine in den PC-12 Zellen

untersucht.
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PC-12 Zellen mit hERB-EYFP transfiziert

Abb. 21: In mit phERB-EYFP transfizierten PC-12 sind Fusionsproteine im Zellkern (Pfeilképfe) und auch im
Zytoplasma zu beobachten (Pfeile; A: Hellfeld, B: zugehoriges Fluoreszenzbild, D: Ausschnitt aus dem Fluoreszenzbild.
C: Uberlagerung des Ausschnittes mit korrespondierendem Hellfeldbildausschnitt).
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PC-12 Zellen mit hERB-EYFP transfiziert (A, C, D) und DAPI-gefirbt (B+D)

Abb. 22: Bei den hERB-EYFP synthetisierenden Zellen sind auch gemischt nukleozytoplasmatische Firbungen zu

beobachten (Pfeile). A: hERB-EYFP, B: DAPI, C: Ausschnitt aus A,
Ubereinanderlagerung mit dem kotrespondierenden DAPI-Ausschnitt.

Zellgruppe rechts der Mitte, D:

Tab. 4: ECFP-hERP ist fast
ausschlielich nukledr lokalisiert.

Dagegen befindet sich hERP-

EYFP in Zellkern und

Fusionsprotein Fusion Fluoreszenzmuster
(hERB) nukledr | zytoplasmatisch
ECFP-hER( N-Terminal + kaum
hERB-EYFP C-Terminal + +

Zytoplasma.
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5.2.2.1  Analyse der Fluoreszenzintensitit

5.2.2.1.1 ECFP-h)ERf

Die Verteilung der Fusionsproteine wurde in den PC-12 Zellen mittels computergestiitzter
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierfiir wurden Bilder aufgenommen und auf diesen
durch die Software Openlab die Intensitit der gesamten Fluoreszenz der Zellen sowie die

Intensitit im Zellkern bzw. Zytoplasma ermittelt.

Die so gewonnenen Indizes fir Gesamtfluoreszenzintensitit und Fluoreszenzintensitit im
Zytoplasma wurden durch die Anzahl der Zellen pro Bild geteilt und so als Mittelwerte pro
Zelle berechnet. Verglichen wurden Gesamtfluoreszenzintensitit und zytoplasmatische
Fluoreszenzintensitit bei Zellen, die finf Stunden nach der Transfektion fir 24h, 48h oder
72h mit 17B-Ostradiol stimuliert und anschlieBend fixiert worden waren. Unstimulierte

Zellen wurden entsprechend lang ohne Ostradiol inkubiert und dann fixiert.

Fur ECFP-hERP ergab die Analyse mit OpenLab weder fiir die Gesamtfluoreszenzintensitit
(s. Abb. 23), noch fir den Anteil zytoplasmatisch fluoreszierender Zellen an der
Gesamtfluoreszenzintensitit (s. Abb. 24) einen signifikanten Unterschied. Dies gilt sowohl
fir den Vergleich unstimulierter PC-12 Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden als auch fir die
paarweise Gegentiberstellung von stimulierten und unstimulierten Zellen zum jeweiligen

Zeitpunkt.
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Abb. 23: ECFP-hERB: Gesamtfluoreszenzintensitit pro Zelle. 24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol
(E2) wutrde der Stain Index/Zelle als Mal} fiir die Fluoreszenzintensitit berechnet. Es sind die Mediane aus vier
Versuchen dargestellt. Fehlerbalken kennzeichnen das 95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-
hormonbehandelte Gruppen von Zellen sind als graue Balken, Ostradiolstimulierte als weile Balken dargestellt. Im
Mann-Whitney-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. N= Anzahl der
untersuchten Bilder.
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ECFP-hER: Zytoplasmatische Fluoreszenzintensitit
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Abb. 24: ECFP-hERB: Anteil der zytoplasmatischen Fluoreszenzintensitit an der Gesamtfluoreszenzintensitit pro Zelle. 24,
48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol (E2) wurde der Stain Index/Zelle als MaB fiir die Fluoreszenzintensitit
berechnet. Die Differenz zwischen Gesamtfluoreszenzintensitit und nukleirer Fluoreszenzintensitit pro Zelle wurde durch
die Gesamtfluoreszenzintensitit geteilt. Es sind die Mediane aus vier Versuchen dargestellt. Fehlerbalken kennzeichnen das
95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-hormonbehandelte Gruppen von Zellen sind als graue Balken,
Ostradiolstimulierte als weille Balken dargestellt. Im Mann-Whitney-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. N= Anzahl der untersuchten Bilder.

5.2.2.1.2 hERB-EYFP
Bei den mit hERB-EYFP transfizierten Zellen zeigten sich  hinsichtlich

Gesamtfluoreszenzintensitit (s. Abb. 25) und zytoplasmatischem Anteil an der

Fluoreszenzintensitit (s. Abb. 26) keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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hERB-EYFP: Gesamtfluoreszenzintensitiit

250,00 Stimulation
D -
Oa
N=23 E2
200,00 — T
©0
5
My
©
N 150,00
X
[}
©
£
S 100,00
m El - _
& N=24
N=24
50,00 — N=24 N
’ N=24 -|- I
,_I_ T T = 1
0,00
o4 48 72
t/h

Fehlerbalken: 95,00% ClI

Abb. 25: hERB-EYFP: Gesamtfluoreszenzintensitit pro Zelle. 24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol (E2)
wurde der Stain Index/Zelle als MaB3 fiir die Fluoreszenzintensitit berechnet. Es sind die Mediane aus vier Versuchen
dargestellt. Fehlerbalken kennzeichnen das 95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-hormonbehandelte
Gruppen von Zellen sind als graue Balken, éstradiolstimulierte als weille Balken dargestellt. Im Mann-Whitney-Test ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. N= Anzahl der untersuchten Bilder.
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hERB-EYFP: Zytoplasmatische Fluoreszenzintensitit
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Abb. 26: hERB-EYFP: Anteil der zytoplasmatischen Fluoreszenzintensitit an der Gesamtfluoreszenzintensitit pro Zelle. 24,
48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol (E2) wurde der Stain Index/Zelle als MaB fiir die Fluoreszenzintensitit
berechnet. Die Differenz zwischen Gesamtfluoreszenzintensitit und nukleirer Fluoreszenzintensitit pro Zelle wurde durch
die Gesamtfluoreszenzintensitit geteilt. Es sind die Mediane aus vier Versuchen dargestellt. Fehlerbalken kennzeichnen das
95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-hormonbehandelte Gruppen von Zellen sind als graue Balken,
Ostradiolstimulierte als weille Balken dargestellt. Im Mann-Whitney-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. N= Anzahl der untersuchten Bilder.

5.2.2.2  Visuelle Auswertung
Um die unterschiedliche Lokalisation beider Rezeptoren vergleichen zu kénnen, schloss sich
eine visuelle Auswertung der Bilder an. Hierbei wurde der Anteil der fluoreszierenden Zellen

berechnet, die neben der nukledren Firbung auch Fluoreszenz im Zytoplasma aufwiesen.
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5.2.2.2.1 ECFP-hERS

Bei der N-terminalen Fusionsvariante wies nur ein sehr geringer Anteil von Zellen eine
zytoplasmatische Fluoreszenz auf. In weniger als 10% der transfizierten Zellen war eine
zytoplasmatische Lokalisation der Fusionsproteine zu sehen. Dariiberhinaus konnte keine
Anderung der nukleozytoplasmatischen Verteilung beobachtet werden. Weder im Vergleich
der unbehandelten Zellgruppen zu verschiedenen Zeitpunkten, noch im Vergleich zwischen
stimulierten und unbehandelten Zellen zur selben Zeit waren signifikante Unterschiede zu

finden (s. Abb. 27).

ECFP-hERp: Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz
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Abb. 27: ECFP-hER@: Anteil der Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz an den transfizierten fluoreszierenden Zellen 24,
48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol (E2). Es sind die Mediane aus vier Versuchen dargestellt. Fehlerbalken
kennzeichnen das 95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-hormonbehandelte Gruppen von Zellen sind
als graue Balken, 6stradiolstimulierte als weile Balken dargestellt. Im Mann-Whitney-Test ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. N= Anzahl der untersuchten Bilder.
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52222 JERB-EYFP

Die C-terminale Fusionsvariante des Rezeptors zeigte neben Zellen mit nukledrer
Fluoreszenz auch einen Anteil an Zellen mit zytoplasmatischer Lokalisation des
Fusionsproteins. Auch hier ergaben sich jedoch keine signifikanten Verdnderungen des
Anteils von Zellen mit zytoplasmatischen, fluoreszierenden Ostrogenrezeptoren zu
verschiedenen Zeitpunkten oder durch Ostrogenstimulation (s. Abb. 28). Die

zytoplasmatische Fluoreszenz blieb iber den gesamten Zeitraum konstant erhalten.

hERB-EYFP: Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz
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Abb. 28: hERB-EYFP: Anteil der Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz an den transfizierten fluoreszierenden
Zellen 24, 48 und 72 Stunden nach Stimulation mit Ostradiol (E2). Es sind die Mediane aus vier Versuchen dargestellt.
Fehlerbalken kennzeichnen das 95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Nicht-hormonbehandelte Gruppen
von Zellen sind als graue Balken, 6stradiolstimulierte als weile Balken dargestellt. Im Mann-Whitney-Test ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. N= Anzahl der untersuchten Bilder.
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5.2.2.2.3  Vergleich von ECFP-hER und hERB-EYFP

Das zellulire Verteilungsmuster der beiden Fusionsproteine wurde verglichen. Hierzu
wurden einander Ostradiol-stimulierte bzw. unstimulierte Zellgruppen mit identischer
Kultivierungsdauer und Behandlung (mit oder ohne Ostradiol) gegeniiber gestellt. Wie aus

Abb. 29 ersichtlich, wiesen die mit pECFP-hERP transfizierten PC-12 Zellen lediglich einen
geringen Anteil hERP im Zytoplasma auf, wohingegen hERB-EYFP exprimierende Zellen
zu einem groflen Anteil zytoplasmatisch lokalisierte Fusionsproteine prisentierten. In allen
korrespondierenden Gruppen wiesen mit hERB-EYFP transfizierte Zellgruppen einen

signifikant héheren Anteil an Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz auf (jeweils p=0,029;

Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz:
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Abb. 29: Anteil der Zellen mit zytoplasmatischer Fluoreszenz an den fluoreszierenden PC-12 Zellen: Vergleich der
Lokalisation von ECFP-hER@ und hERB-EYFP. Die entsprechenden Gruppen von ECFP-hER( (ECFP, grau) und
hERB-EYFP (EYFP, wei}) exprimierenden Zellen sind zu den verschiedenen Zeitpunkten jeweils ohne und mit
Ostradiolstimulation einander gegeniiber gestellt. Es sind die Mediane aus vier Versuchen dargestellt. Fehlerbalken
kennzeichnen das 95%-Konfidenzintervall des Medianes (95,00% CI). Zwischen allen korrespondierenden Gruppen
beider Vektoren bestehen signifikante Unterschiede zum Niveau a=0,05 (Sternchen). N= Anzahl der untersuchten
Bilder.
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s. Abb. 29).

Weder in hRERB-EYFP exprimierenden Zellen, noch in mit ECFP-hERP transfizierten PC-

12 Zellen waren membrandse Fluoreszenzmuster zu beobachten.

5.2.3  Konfokalmikroskopie

Die intrazellulire Verteilung der Fusionsproteine (s. Tab. 5) wurde auch auf
konfokalmikroskopischen Bildern untersucht. In ECFP-hERB exprimierenden Zellen zeigte
sich eine sehr schwache punktférmige Verteilung im Zytoplasma bei grof3tenteils
ausgespartem Zellkern. Einige Zellen wiesen jedoch stark fluoreszierende Zellkerne auf. Das
Fluoreszenzmuster war hierbei ebenfalls punktférmig bis flichenhaft (s. Abb. 30 A+B). Bei
PC-12 Zellen, die 24 Stunden mit Ostradiol behandelt und nach 48 Stunden fixiert worden
waren, fand sich jedoch bei ca. einem Viertel der Kerne, im Unterschied zu den nur 30 min
stimulierten Zellen, ein groberes, schollenartiges Muster im Nukleus (s. Abb. 31). Dieses
Muster war bei der unstimulierten und 30 min stimulierten 24h-Gruppe nicht zu erkennen.
Auch bei der unbehandelten 48h-Gruppe zeigte sich dieses Kernfluoreszenzmuster nicht. In
den 72h-Gruppen wiesen wiederum die 24 Stunden stimulierten Kulturen das schollenartige

Kernmuster auf. Ungefihr ein Drittel der leuchtenden Kerne zeigte die beschriebene

Verteilung.
Fusionsprotein Fusion Fluoreszenzmuster Eﬁb; 5 Lokalisation  der
usionsprote usionsproteine
(hERB) Zellkern Zytoplasma | i onfokalmikroskopic).
z.'T. ECFP-hERp zeigt ein sehr

ECFP-hERB | N-Terminal | granulir/ sehr schwach | schwaches

X zytoplasmatisches aber z. T.
SChOng starkes, granulires oder
hERB-EYFP C-Terminal | ausgespart stark, granuldr | scholliges Kernmuster. Bei
hERB-EYFP ist der
Zellkern ausgespart. Das
Zytoplasma  ist dagegen
stark granuldr gefirbt.
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PC-12 Zellen mit ECFP-hERP (ostradiolstimuliert, A+B)
und mit hERB-EYFP (unstimuliert, C+D) transfiziert

— —
10pm 10pm

0pm o g . 10pm ..

Abb. 30: Im konfokalmikroskopischen Bild zeigt sich fiir ECFP-hERP bei Ostradiolstimulation (A: ECFP und DAPI, B:

nur ECFP) genau wie unstimuliert eine nukleire (Pfeilspitzen) und schwach zytoplasmatische Verteilung (Pfeile). hRERB-

EYFP (C: EYFP und DAPI, D: nur EYFP) ist unstimuliert hauptsichlich stak zytoplasmatisch lokalisiert (Pfeile).

hERB-EYFP exprimierende PC-12 Zellen wiesen eine deutlich intensivere punktférmige
Fluoreszenzfirbung des Zytoplasma auf (s. Abb. 30 C+D und Abb. 32). Der Zellkern war
fast vollstindig ausgespart. Die wenigen fluoreszierenden Kerne zeigten ein punktférmiges

Muster, das schollige Fluoreszenzmuster wurde nicht gesehen (s. Abb. 32).
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ECFP-hERB-transfizierte PC-12 Zellen, ostradiolstimuliert

Abb 31: 48 Stunden nach Transfektion: In ECFP-hER exprimierenden Zellen, die 24 Stunden mit E2 stimuliert wurden,
zeigt sich eine hauptsichlich nukledre Verteilung des Fusionsproteins. Neben fein punktierten Nuklei (diinne Pfeile)
finden sich auch Zellkerne mit einem groben, scholligen Aussehen (Pfeilspitzen). Das Zytoplasma ist nur sehr schwach
punktférmig gefirbt (dicke Pfeile). A: Fluoreszenz des Fusionsproteins, B: Uberlagerung mit der DAPI-Firbung).

hERB-EYFP-transfizierte PC-12 Zellen, unstimuliert

Abb. 32: Bei hERB-EYFP exprimierenden PC-12 Zellen (hier 24 Stunden nach Transfektion) ist das Fusionsprotein vor
allem zytoplasmatisch lokalisiert (Pfeile). Das Verteilungsmuster ist punktférmig und intensiv. Der Zellkern ist

groBtenteils ausgespart (Pfeilspitzen; A: Fluoreszenz des Fusionsproteins, B: chrlagcrung mit der DAPI-Firbung).
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Eindeutig membranstindige Fusionsproteine waren weder bei ECFP-hERJ exprimierenden
noch bei mit hERB-EYFP transfizierten PC-12 Zellen auszumachen (s. Abb. 30, Abb. 31 und
Abb. 32).

5.24  Schnelle Anderung der Rezeptorlokalisation

Um eine eventuelle schnelle Verlagerung der Fusionsproteine an die Zellmembran
nachzuvollziehen, wurden lebende Zellen mit 10 nM 178-Ostradiol stimuliert und nach 1, 6,
9, 15, 30, 45 und 60 min betrachtet. Mit ECFP-hER transfizierte PC-12 Zellen zeigten eine
gleichmifBlige Fluoreszenzverteilung im Zellkern oder, da speziell nach Zellen mit
extranukledrer Fluoreszenz gesucht worden war, tber die gesamte Zelle. Die Stimulation mit
Ostradiol bewirkte keine Verinderung des Fluoreszenzmusters (s. Abb. 33). Bei den hERB-
EYFP exprimierenden Zellen war eine gleichmifige Fluoreszenzverteilung Giber die gesamte
Zelle zu beobachten. Auch hier inderte die Zugabe von 17B-Ostradiol nichts an der Firbung
der Zelle (s. Abb. 34). Weder bei ECFP-hERB noch bei hERB-EYFP exprimierenden PC-12
Zellen konnten membrannahe Ansammlungen beobachtet werden (s. Abb. 33 und Abb. 34).
Bei den unstimulierten Kontrollen waren keine Veranderungen des Fluoreszenzmusters 1h

nach Beginn des Versuches zu sehen.
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Schnelle Anderung der Rezeptorlokalisation:
ECFP-hERp

Abb. 33: Nach einer Stunde Stimulation mit E2 (C) hat sich das Fluoteszenzmuster von zytoplasmatischem ECFP-hERP

(Pfeil) und strikt nukleirem ECFP-hERP (Pfeilspitze) nicht verindert (A: ECFP-hERP vor Stimulation, B: zugehériges
Hellfeldbild; D: ECFP-hERS (A) und Hellfeldbild (B) tibereinander).
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Schnelle Anderung der Rezeptorlokalisation:
hERB-EYFP

0 min

Abb. 34: Nach 60 min Stimulation mit E2 (C) ist keine Umverteilung von hERB-EYFP im Vergleich zum
Ausgangszustand (A: hERB-EYFP, B: Hellfeld, D: Fluoreszenz- und Hellfeldbild iibereinander) zu erkennen. Das
Zytoplasma bleibt gleichmifig angefirbt (Pfeile).
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6 DISKUSSION

6.1 Klonierung des hERB-Gens
Fiir die Fragestellung, ob der nukleire Ostrogenrezeptor beta in einer membrangebundenen
Form vorkommt, ist das Verstindnis der methodischen Herangehensweise sehr wichtig. Da
es in der Literatur Hinweise gibt, dass allein die Position des fluoreszierenden Proteins im
Gesamtprotein eine Auswirkung auf die zellulire Lokalisation haben kann (Simpson et al.
2000), wurde in dieser Arbeit eine N- und C-terminale Fusionsvariante von hERJ kloniert.
Das Ostrogenrezeptor 3-Gen wurde durch PCR amplifiziert und mit Attachment Sites
versehen, die es ermdglichen, das Gateway-Vektor-System von Invitrogen zu verwenden. Es
entstanden die zwei Nukleinsaurefragmente attB-hERB-C und attB-hERB-N zur spiteren C-
terminalen bzw. N-terminalen Fusion des Rezeptors mit einem fluoreszierenden Protein. Die
Grofle der Nukleinsdurebanden in der Agarosegelelektrophorese entspricht den erwarteten

MolekiilgroB3en von attB-hERB-C und attB-hER@-N.

Die Entryvektoren wurden in E. coli angeziichtet und anschlieBend durch Miniprep isoliert.
Zur Gewinnung einer grofleren Anzahl an Kopien der Entryvektoren wurde eine Maxiprep
vorgenommen. Zur genaueren Uberprifung der Entryvektoren wurden diese
durchsequenziert. Sowohl in phERB-N, als auch in phERB-C wies die DNA-Sequenz eine
Punktmutation an Position 1082 auf. Diese bewirkt eine Anderung des Basentripletts GTG
zu GTA. Beide Tripletts kodieren jedoch fir die Aminosiure Valin, es handelt sich also um
eine stumme Mutation. Des weiteren ergab die Analyse von phERB-C eine Mutation an
Position 150. Diese Punktmutation fithrt zu einem Austausch von Cystein gegen Arginin an
Aminosauteposition 18 (C18R; Loffler 2001). C18R befindet sich in der A/B-Domine von
hERB (Ogawa et al. 1998). Nukleire Lokalisationssignale (NLS), deren Storung eine
Rezeptorfehllokalisation aus dem Zellkern in das Zytoplasma zur Folge haben kénnten, sind
jedoch konstitutiv nur fiir die C- und D-Domine sowie als ligandeninduzierbares NLS, fiir
die E-Domine bekannt (Ylikomi et al. 1992). Das Fehlen der A/B-Domine fihrte in
anderen Untersuchungen fiir ERa nicht zu einer Anderung einer nukleiren Translokation
nach Ostrogenstimulation (Lu et al. 2002). Die hERa-Isoform hERa46, der die A/B-
Domine fehlt, ist in MCF-7 Zellen fast ausschlieBlich nukledr zu finden (Penot et al. 2005).

Ebenso bewirkte eine Deletion der Aminosduren 1-64 des murinen ER@ keine Verinderung
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der Transaktivierung von ER@ durch SRC-1 (Tremblay et al. 1999). Auch wurde die Bindung
von Ostradiol an der Plasmamembran sowie die Aktivierung von ERK in mit ERa-
transfizierten Hamsterovarzellen nicht durch eine fehlende A/B-Domine vetringert (Razandi
et al. 2003a). Des weiteren ist die vorliegende Mutation in einer ERB-Isoform (ERBcx,
GI3345671/AB006589) beschrieben worden und auch diese Isoform ist nukledr lokalisiert
(Critchley et al. 2002, Saji et al. 2002, Saunders et al. 2002). Es kann daher ausgeschlossen
werden, dass der Aminosdureaustausch an Position 18 einen Einfluss auf die Lokalisation

von hER@ hat.

Die unter Verwendung der Gateway-Technologie erstellten Expressionsvektoren pECEFP-
hERPB (Fusion von ECFP an den N-Terminus von hERPB) und phERB-EYFP (Kopplung
des C-Terminus von hERP an EYFP) wurden in einer Maxiprep aufgeteinigt. In der im
Anschluss zur detailierten Analyse vorgenommenen DNA-Sequenzierung ergab sich die
korrekte Sequenz der Ubergangsregion zwischen dem jeweiligen Gen fiir ein fluoreszierendes
Protein und hERP, ohne Rasterschub oder Basenaustausch. Auch die ersten (pECFP-hERP)
bzw. letzten (phERB-EYFP) 220 Basenpaate des Gens fiir hERP entsprachen der

Originalsequenz. Das Umklonieren von hERP aus den Entryvektoren in die Zielvektoren

hat demzufolge ohne Verinderungen der DNA-Sequenz stattgefunden.

6.2 Expression von fluoreszierenden hERB-Fusionsproteinen in PC-12 Zellen

6.2.1  Uberpriifung der Expression

Die Ostrogenrezeptor-Fluoreszenzkonstrukte ~wurden durch  liposomenvermittelten
Transport in die Zellen eingeschleust. Um den Erfolg dieses Transports moglichst schnell
und einfach Uberprifen zu konnen und auch die Transkription der Konstrukte
nachzuweisen, wurde aus transfizierten Zellen mRNA isoliert. Die Identitit der transfizierten,

fluoreszierenden Molekiile wurde dann durch RT-PCR tberpriift. Die Amplifikation eines
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DNA-Abschnittes der berechneten Grofle unter Verwendung spezifischer Primer fir

pECFP-hERB bzw. phERB-EYFP bei negativer Kontrolle mit dem jeweiligen anderen
Primerpaar zeigt, dass es sich bei der extrahierten mRNA um die mRNA der
fluoreszierenden Ostrogenrezeptoren handelt. Dies wurde durch die anschlieBend

vorgenommene DNA-Sequenzierung bestitigt. Zusammengefasst lisst sich sagen, dass die

fluoreszierenden PC-12 Zellen erfolgreich mit ECFP-hERP bzw. hERB-EYFP transfiziert

wurden. Die Detektion der Fluoreszenz im blau-giinen bzw. gelben Bereich ist also zur

intrazelluliren Lokalisation von ECFP-hERP und hERB-EYFP geeignet.

6.2.2  Abbdngigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Zeit

Zunichst wurde die Verinderung der Fluoreszenzintensitit tiber die Zeit untersucht. Die
Analyse der Fluoreszenzdetektion von ECFP-hERB und hERB-EYFP mit Openlab zeigte
keine signifikanten Verinderungen iiber einen Zeitraum von 72 Stunden. Die Expression der
transfizierten Fusionsproteine war also Uber den beobachteten Zeitraum stabil. Eine
Grundvoraussetzung fiir die Verwendung der Fusionsproteine zur Lokalisation von ER ist

hiermit erfiillt gewesen.

6.2.3  Ostrogenwirkung anf die Fluoreszenzintensitit

Als  nichstes wurden die Auswirkungen einer Ostrogenstimulation auf die
Fluoreszenzintensitit pro Zelle analysiert. Bei mit ECFP-hERB und hERB-EYFP
transfizierten Zellen war keine Verinderung durch die Ostradiolstimulation zu beobachten.
Dies war auch nicht zu erwarten gewesen, da in den transfizierten Vektoren pECFP-hER(3
und phERB-EYFP kein ERE vorhanden war und daher ein hormoneller Mechanismus zur
Regulation der Fusionsprotein-Expression fehlte. Somit zeigte sich keine Beeinflussung der

Gesamtfluoreszenzintensitit mit der Zeit oder durch Ostradiolstimulation.

6.2.4  Nukleogytoplasmatische 1 erteilung der Fusionsproteine
Seit der Entdeckung von Steroidrezeptoren, zu denen der Ostrogenrezeptor gehért, herrscht

die Lehrmeinung vor, dass Steroidrezeptoren nukleire Rezeptoren darstellen. Zunichst
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wurde ein Zwei-Schritt-Modell der Aktivierung entwotfen, dem zu Folge Ostrogen an
inaktive, ligandenungebundene Rezeptoren im Zytoplasma bindet, worauthin der jetzt
aktivierte, ligandengebundene Ostrogenrezeptor in den Zellkern verlagert wird (Jensen et al.
1968). Spater wurde jedoch eine ligandenunabhingige nukleire Lokalisation (King und
Greene 1984, Welshons et al. 1984, Htun et al. 1999, Matsuda et al. 2002) beschrieben.
SchlieBllich wurden Rezeptoren sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma lokalisiert
(Blaustein et al. 1992, Toran-Allerand et al. 2002, Mitra et al. 2003, Prange-Kiel et al. 2003).
Auch ein kontinuierliches nukleozytoplasmatisches Shuttling wurde, zumindest fiir ERa,
vorgeschlagen (Dauvois et al. 1993, Maruvada et al. 2003). Die Auffassung des
Ostrogenrezeptors als nukleiren Rezeptor wird durch das Vorhandensein einer DNA-
bindenden Domine (DBD) und dem Nachweis, dass der Rezeptor auch tatsichlich DNA
bindet, eindeutig bestitigt (Tremblay et al. 1997). Dies konnte auch erklaren, warum neben
dem Nachweis von Ostrogenrezeptoren im Endoplasmatischen Retikulum (Blaustein et al.
1992, Qualmann et al. 2000, Monje und Boland 2001, Milner et al. 2005) auch Rezeptoren in
Mitochondrien beschrieben wurden (Monje und Boland 2001, Chen et. al 2004a, Yang et al.
2004). In diesen Zellorganellen binden die Rezeptoren mitochondriale DNA (Chen et al.
2004b). Vollig tiberraschend aber war, dass der Ostrogentezeptor als membrangebundener
Rezeptor beschrieben wurde (Pappas et al. 1995, Razandi et al. 1999, Clarke et al. 2000). Das
eigentlich iiberraschende hierbei war nicht das Vorkommen eines membranstindigen
Ostrogenrezeptors, sondern die Vermutung, dass der nukleire Ostrogenrezeptor an der
Plasmamembran vorkommen sollte. Es sei nochmals ausdriicklich darauf hingewiesen, dass
weder ERa noch ERJ bekannte Aminosauresequenzen von membranstindigen Proteinen
aufweisen. In mehreren Arbeiten wurde die intrazellulire Verteilung von Hybriden aus
fluoreszierenden Proteinen und den klassischen ER untersucht. Hierbei wurde fiir ERa und
ERB eine nukleire Lokalisation Ostrogenstimulierter und nichtstimulierter Rezeptoren
beobachtet. Die Stimulation mit Ostrogen fiihrte zu einer intranukleiren Umverteilung von
einem homogenen zu einem cluster-artigen, punktierten Muster (Htun et al. 1999, Pasqualini
et al. 2001, Matsuda et al. 2002). Andere Veroffentlichungen beschreiben Fusionsproteine aus
fluoreszierenden Proteinen und klassischen ER in Neuriten (Xu et al. 2003) oder an der

Zellmembran (Lu et al. 2002, Razandi et al. 2003a).

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Fusionsproteine aus ECFP bzw. EYFP und dem

bekannten nukleiren hERJ in PC-12 Zellen untersucht, ob eine zeit- und hormonabhingige
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Verinderung der intrazelluliren Verteilung von hERJ vorliegt. Weiterhin wurde analysiert,
ob Unterschiede in der intrazelluliren Lokalisation zwischen einer N- und C-terminal
fluoreszenzmarkierten Variante von hERP bestehen. Die erhaltene Funktionsfihigkeit
fluoreszenzmarkierter Ostrogenrezeptoren gemessen an der Fihigkeit zur Aktivierung von
Estrogen Response Elements (ERE) ist aus anderen Arbeiten fir N-terminal mit EGFP oder
ECFP fusionierten ER@ (Matsuda et al. 2002) sowie N-terminal mit EYFP (Matsuda et al.
2002) oder C-terminal mit EGFP (Xu et al. 2003) markierten ERa bekannt. Auch die
Aktivierung von MAPK' scheint durch N- oder C-terminal fluoreszenzmarkierten ERa

moglich zu sein (Xu et al. 2003).

6.2.5  Lokalisation der unstimulierten hERB-Fusionsproteine

Beim Blick auf die intrazellulire Verteilung der Fusionsproteine wird deutlich, dass ECEFP-
hERB groftenteils im Zellkern lokalisiert ist. Diese Lokalisation unstimulierter
Ostrogenrezeptoren  entspricht der aus anderen Studien mit fluoreszierenden
Fusionsproteinen (Stenoien et al. 2000, Matsuda et al. 2002, Maruvada et al. 2003, Xu et al.
2003, Ochiai et al. 2004) oder Immunhistochemie (King und Greene 1984, Welshons et al.
1984) bekannten. hERB-EYFP hingegen weist bei der konventionell-mikroskopischen
Betrachtung neben nukleiren Rezeptorhybriden auch einen groflen Anteil zytoplasmatischer
Molekiile auf. Konfokalmikroskopisch erweisen sich die meisten Zellkerne gar als von der
EYFP-Fluoreszenzfirbung ausgespart. Das Zytoplasma prisentiert sich unter dem
Konfokalmikroskop nicht als homogene Fliche, sondern fein granuliert. Eine Lokalisation in
Zellorganellen wie Mitochondrien (Monje und Boland 2001, Cammarata et al. 2004, Chen et
al. 2004a, Yang et al. 2004, Milner et al. 2005) oder Endoplasmatischem Retikulum (Blaustein
et al. 1992, Qualmann et al. 2000, Monje und Boland 2001, Milner et al. 2005), wie von
anderen  Arbeitsgruppen  beschrieben,  wire  moglich.  Zur  Klirung  einer
zellorganellassoziierten Lokalisation wire die Colokalisation mit spezifischen Markern der

Zellorganellen notwendig, die aber in dieser Arbeit nicht untersucht werden sollte.

In der visuellen Zihlung des Anteils an fluoreszierenden Zellen, die ein gemischt
nukleozytoplasmatisches Muster aufweisen, bestitigt sich der Eindruck, dass der Anteil
zytoplasmatisch lokalisierter Rezeptoren mit C-terminaler Markierung (hERB-EYFP)
wesentlich tber dem bei N-terminaler Markierung (ECFP-hER) liegt. In einigen Studien
waren N-terminal fusionierte ERa (Htun et al. 1999, Matsuda et al. 2002, Xu et al. 2003) und
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ERB (Matsuda et al. 2002) genau wie in dieser Arbeit in ligandenungebundenem und
ligandengebundenem Zustand im Zellkern zu sehen. Erkenntnisse Giber eine C-terminale
Kopplung liegen fir ERa vor. Auch hier befand sich der Rezeptor im Zellkern (Pasqualini et
al. 2001, Xu et al. 2003). ERa-Isoformen, denen ein Zinkfinger oder die D-Domine mit NLS
und Teilen der LBD fehlte, befanden sich auch im Zytoplasma (Pasqualini et al. 2001). Die
geschilderten Beobachtungen legen die Schlussfolgerung nahe, dass sich die Lokalisation von
C-terminal markiertem ERJ von N-terminal markiertem unterscheidet. In Anbetracht dieser
Tatsache ist eine Bedeutung der Fusionsreihenfolge fiir die intrazellulire Rezeptorlokalisation
anzunehmen. Des weiteren existieren fir neuronale Zellen auch Berichte tiber C- und N-
terminal fusionierte ERo, die vom Ort der Proteinbiosynthese direkt in Neuriten
transportiert wurden (Xu et al. 2003). Daher wire auch denkbar, dass die Lokalisation
zellspezifisch ist. In immunhistologischen Untersuchungen wurden regionale Unterschiede
der intrazelluldren Lokalisation von ERB im ZNS gefunden (Mitra et al. 2003, Kalita et al.
2005).

6.2.6  Verinderung der intrazelluliren V erteilung mit der Zeit

Auch die nukleozytoplasmatische Verteilung von ECFP-hERQ erweist sich als
zeitunabhingig. Sowohl in der Analyse durch Openlab, als auch in der visuellen
Auswertung, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Zellen, die zu
verschiedenen Zeitpunkten fixiert wurden. Ahnlich verhilt es sich mit hERB-EYFP: Durch
die Beobachtung mittels konventioneller Fluoreszenzmikroskopie sind keine zeitbedingten

Unterschiede zu sehen.

6.2.7  Verinderung der intrazelluliren 1V erteilung durch Ostradiol

In verschiedenen Veroffentlichungen ist beschrieben, dass die Stimulation mit Ostradiol zu
einer Akkumulation von Ostrogenrezeptor-Fluoreszenzprotein-Fusionsproteinen in Clustern
mit bisher unbekannter Bedeutung fiihrt (Htun et al. 1999, Stenoien et al. 2000, Pasqualini et
al. 2001, Matsuda et al. 2002, Maruvada et al. 2003, Ochiai et al. 2004, Jankevics et al. 2005).
Auch in dieser Arbeit konnten solche scholligen nukledren Cluster in einem Teil der

ostrogenstimulierten Zellen konfokalmikroskopisch beobachtet werden. Im Gegensatz zu
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anderen Ergebnissen (Stenoien et al. 2000, Matsuda et al. 2002, Maruvada et al. 2003, Ochiai
et al. 2004) war diese Redistribution nicht bei nur kurzzeitig (30 min) stimulierten Zellen,
sondern nur bei lingerer (24 h) Stimulation zu erkennen gewesen. Allerdings sind
verschiedene zeitliche Maxima der Redistribution beschrieben. So wird fiir HelLa Zellen ein
maximaler Effekt nach 30 min angegeben (Stenoien et al. 2000), wihrend andere Versuche in
COS-1 Zellen einen Gipfel nach ebenfalls 30 min (Matsuda et al. 2002) bzw. erst nach 60
min (Ochiai et al. 2004) ergaben. Es scheint also eine gewisse Variationsbreite im zeitlichen

Verlauf zwischen verschiedenen Zelllinien bzw. in verschiedenen Versuchen zu geben.

Die PC-12 Zellen wiesen in den durchgefithrten Untersuchungen nach Ostradiolzugabe
keine Verinderung des zytoplasmatischen Anteils der ECFP-hERB-Fluoreszenzintensitit an
der Gesamtfluoreszenzintensitit auf. Auch die visuelle Auswertung zeigte keine
Ostrogeninduzierte Verinderung. Gleiches gilt fiir die computergestiitzte und visuelle Analyse
von hERB-EYFP exprimierenden Zellen. Auch hier waren keine signifikanten Differenzen
nach Ostrogenstimulation zu beobachten. Insgesamt lisst sich feststellen, dass eine Abnahme
zytoplasmatischer Fusionsproteine im Sinne einer Translokation in den Zellkern im Rahmen

eines Zwei-Stufen Prozesses (Jensen et al. 1968) nicht zu erkennen war.

Auch die Untersuchung einer méglichen schnellen Anderung der Rezeptorlokalisation
innerhalb von 60 Minuten lie3 keine Verinderungen in der Verteilung der Fusionproteine
nach Ostradiolzugabe erkennen. Zytoplasmatisch fluoreszierende Zellen zeigten auch eine
Stunde nach Stimulation mit 10° M 178-Ostradiol das gleiche nukleozytoplasmatische
Muster. Eine Verlagerung der fluoreszierenden Molekile an die Zellmembran oder in den

Z.ellkern war nicht zu erkennen.

Die Ergebnisse fiir ECFP-hER stehen somit im Einklang mit vorhergehenden Studien, in
denen fiir ERa (Htun et al. 1999, Stenoien et al. 2000, Matsuda et al. 2002, Ochiai et al. 2004)
und ERB (Matsuda et al. 2002) keine Verinderungen der nukleozytoplasmatischen
Verteilung, sondern lediglich der intranukledren Distribution festzustellen waren. hERp-
EYFP, in dem das Fluoreszenzprotein C-terminal an den Ostrogenrezeptor 3 gekoppelt ist,
zeigte eine Uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation des hER, die sich ebenfalls nicht

durch E2-Zugabe idnderte. Eine solche hormonunabhingige Lokalisation von C-terminal
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markierten Rezeptoren ist fiir ERa-Isoformen beschrieben, denen die D-Domine mit
wichtigen nukledren Lokalisationssignalen fehlt (Pasqualini et al. 2001). Die aus
Untersuchungen mit ERa bekannten NLS (Ylikomi et al. 1992) befinden sich jedoch in
Dominen, die auch im hier verwendeten hERJ vorhanden sind. Demnach hat allein die
Klonierungsposition (N- oder C-terminal an hER) einen Einfluss auf die Lokalisation des
gesamten Fusionsproteins in der Zelle. Andererseits befanden sich in anderen
Veroffentlichungen auch N- oder C-terminal fluoreszenzmarkierte Wildtyp-ERa sowohl
nukledr als auch in Neuriten. Die Stimulation mit Ostradiol vor der Rezeptorsynthese
bewirkte hier eine Ansammlung von Fusionsproteinen im Zellkern. Ostradiol bewirkte
jedoch keine Translokation von Rezeptoren aus den Fortsitzen in den Zellkern (Xu et al.
2003). Ein Zwei-Schritt-Modell war also auch hier nicht zu erkennen. Es wire folglich
moglich, dass direkt nach der Biosynthese von Ostrogenrezeptoren diese entweder bei
Abwesenheit von Ostrogen in periphere extranukleire Bereiche transportiert werden oder,
unter Ostrogeneinwirkung, in den Zellkern verlagert werden. Unter Beriicksichtigung eines
nukleozytoplasmatischen Pendelns ligandenungebundener Rezeptoren (Dauvois et al. 1993,
Maruvada et al. 2003) wire ein Modell denkbar, in dem ligandenungebundene Rezeptoren
nach ihrer Synthese sowohl in den Zellkern, als auch in Bereiche des Zytoplasma wandern.
Die zytoplasmatischen Rezeptoren wiirden dann nach Ostrogenstimulation in diesen
Bereichen verbleiben. Rezeptoren im Zellkern kénnten eine intranukledre Redistribution
durchlaufen und sich in den beschriebenen Clustern ansammeln, wihrend der nukleire
Export von Ostrogenrezeptoren reduziert wird. In diesem Modell kénnten zellspezifische
Faktoren das Gleichgewicht zwischen nukleirer und extranukleirer ILokalisation

beeinflussen.

6.2.8  Gibt es Ostrogenrezeptoren an der Plasmamembran?

Weder durch konventionelle Fluoreszenzmikroskopie, noch in der konfokalmikroskopischen
Analyse waren eindeutige Verteilungsmuster im Sinne einer membranassoziierten
Lokalisation von ECFP-hER@ oder hERB-EYFP zu erkennen. Dies gilt sowohl fir
unstimulierte als auch fiir 6stradiolbehandelte PC-12 Zellen. Da, wie bereits erwihnt, sowohl
ERa als auch ERB nicht iiber bekannte membranspannende Dominen verfiigen, ist dieser
Befund nicht vollig iiberraschend. Eine mogliche Assoziation von nukleiren ERs und

membrangebundenen Proteinen muss allerdings in Erwigung gezogen werden, da einige
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Arbeitsgruppen membranstindige Rezeptoren beschrieben haben. Bindungsstellen fiir
Ostrogen an der Plasmamembran sind in mehreren Studien dargestellt worden (Pietras und
Szego 1977, Razandi et al. 1999, Alexaki et al. 2004). So konnten ERa (Pappas et al. 1995,
Clarke et al. 2000, Adams et al. 2002, Lu et al. 2002, Razandi et al. 2002, Song et al. 2002) und
ERB (Nishio et al. 2004, Milner et al. 2005) immunhistochemisch nachgewiesen werden.
Auch in Membranfraktionen fanden sich ERa (Chambliss et al. 2002, Lu et al. 2002, Singh et
al. 2002, Ropero et al. 2006) und ERJ (Chambliss et al 2002, Nishio et al. 2004, Reineri et al.
2007). Da in anderen Veroffentlichungen bekannte Membranproteine —mittels
Fluoreszenzmarkierung an der Plasmamembran lokalisiert werden konnten (Simpson et al.
2000), ist eine generelle Fehllokalisation fluoreszenzmarkierter Membranproteine jedoch
ausgeschlossen. Aullerdem war der klassische nukledre ERa nach Fluoreszenzmarkierung
(EGFP-ER«) ebenfalls an der Plasmamembran beobachtet worden (Lu et al. 2002, Razandi
et al. 2003a). Hierbei waren Ostrogenrezeptoren detektiert worden, die an ihrem N-Terminus
mit einem fluoreszierenden Protein markiert worden waren. In
Membranlokalisationsexperimenten wurde aber der C-terminalen E-Domine eine wichtige
Funktion fiir die Lokalisation von ERa an der Plasmamembran zugeschrieben (Razandi et al.
2002, Razandi et al. 2003a, Acconcia et al. 2005). Es wire daher méglich, dass die C-terminale
Fusion in hERB-EYFP ecinen Einfluss auf die ordnungsgemille Lokalisation des
Fusionsproteins hat. Die Kopplung von EYFP an den C-Terminus von ERa kénnte eine
Verinderung der Struktur oder Ausrichtung von Membranlokalisationssignalen der E-
Domine haben. Dies konnte eine korrekte Lokalisation an der Plasmamembran, vermittelt
durch die C-terminale E-Domine, verhindern. Alternativ wird in der vorliegenden Arbeit ein
membranassoziierter Aufenthaltsort im Falle von hERB-EYFP durch den viel gréfleren
zytoplasmatischen Fusionsproteinpool iberlagert. So ist aus Studien mit Ovarzellen vom
Hamster das Dichteverhaltnis von nukleirem und plasmamembranstindigem ERJ mit 62:1
angegeben worden (Razandi et al. 1999). Dies konnte zur Folge haben: Das gesamte
Zytoplasma fluoresziert so stark, dass eine fokale Ansammlung von Membranrezeptoren
Uberstrahlt  wird. Die in anderen Arbeiten demonstrierte Assoziation von
Ostrogenrezeptoren mit Plasmamembranmolekiilen wie Caveolin-1 (Razandi et al. 2002)
oder dem IGF-1-Rezeptor (Song et al. 2004) konnte dazu verwendet werden, iber eine
Colokalisation von hERJ und Plasmamembranproteinen eine Membranlokalisation des

Ostrogenrezeptors zu verdeutlichen.
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Auf der anderen Seite hat der Grof3teil an Arbeitsgruppen in Untersuchungen hinsichtlich N-
terminaler Fusion von ERa (Htun et al. 1999, Matsuda et al. 2002) und ERB (Matsuda et al.
2002) mit fluoreszierenden Proteinen auch keine Membranrezeptoren beschrieben. Eine
Membranlokalisation von fluoreszenzmarkiertem ERP wurde bisher nicht berichtet. Fine
ubiquitire TLokalisation der klassischen Ostrogenrezeptoren alpha und beta an der
Zellmembran erscheint hiermit ausgeschlossen. Allerdings wiren zellspezifische Unterschiede
in der Lokalisation oder zumindest in der quantitativen Verteilung denkbar. In den hier
verwendeten PC-12 Zellen wurden Ostrogenbindungsstellen an der Plasmamembran

gefunden, deren molekulare Identitit jedoch noch unbekannt ist (Alexaki et al. 2004).

Einige Untersuchungen weisen auf Ostrogenrezeptoren hin, die zwar Ahnlichkeiten mit den
klassischen nukledren Rezeptoren zeigen, sich aber von diesen unterscheiden. So konnten
Proteine mit Antikérpern gegen ERa (Toran-Allerand et al. 2002, Heberden et al. 20006,
Marin et al. 2006) bzw. ERB (Arvanitis et al. 2004) detektiert werden, die ein von den
klassischen Ostrogenrezeptoren abweichendes Molekulargewicht aufwiesen. In diesem
Zusammenhang wurde bereits ein neuartiger Ostrogenrezeptor X vorgeschlagen (Toran-
Allerand et al. 2002). Dartber hinaus existieren Beschreibungen einer Detektion des G-
Proteingekoppelten Rezeptors 30 (GPR30) als membranstindigem Ostrogenrezeptor
(Funakoshi et al. 2006). Es wire somit méglich, dass Ostrogenbindungsstellen auf der

Zelloberfliche existieren, bei denen es sich weder um ERa noch um ERJ handelt.

Die Annahme membrangebundener Ostrogenrezeptoren beruht unter anderem auf der
Analyse Ostrogeninduzierter Effekte, die nicht durch eine genomische Funktion der
klassischen ER erklirbar sind (Toran-Allerand 2004). Solche nicht-genomischen Effekte
setzen jedoch nicht zwangsliufig die Existenz membranstindiger Rezeptoren voraus. Es
wire  auch  denkbar, dass die  Einflussnahme von  Ostrogenen  auf
Signaltransduktionskaskaden nach Bindung an intrazellulire Ostrogenrezeptoren stattfindet.
Die Rezeptoren koénnten im Zellkern oder Zytoplasma mit anderen Signalmolekilen

interagieren.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass eine ubiquitire, zelltypunabhingige
membranstindige Lokalisation der klassischen Ostrogentezeptoren nicht vorzukommen
scheint. Das zellspezifische Vorkommen der klassischen nukleiren Ostrogenrezeptoren alpha

und beta an der Zellmembran ist nicht auszuschlieBen, wobei es Hinweise gibt, dass
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ostrogeninduzierte Effekte durch membranassoziierte  Ostrogenrezeptoren  vermittelt
werden, die sich von den klassischen Ostrogenrezeptoren unterscheiden (Toran-Allerand et

al. 2002, Arvanitis et al. 2004, Funakoshi et al. 2006, Heberden et al. 2006, Marin et al. 2000).
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte die intrazellulire Verteilung des nukledren
Ostrogenrezeptors beta untersucht werden. Von speziellem Interesse war eine mégliche
Assoziation des Proteins mit der Plasmamembran. Als Zellmodell dienten PC-12 Zellen, eine
Sekunditrzelllinie aus einem Tumor des Nebennierenmarkes der Ratte. Ostrogenrezeptoren
stellen nach dem bisherigen Verstindnis nukledre Transkriptionsfaktoren dar. In den letzten
Jahren sind jedoch Ostrogeneffekte beobachtet worden, die aufgrund ihres zeitlichen
Verlaufs und der intrazelluliren Lokalisation nicht durch eine Modulation der Genexpression
zu erkliren sind. BEs wurden deshalb plasmamembranassoziierte Ostrogenrezeptoren

postuliert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die ILokalisation der Steroidrezeptoren und
Auswirkungen von Ostrogen auf die intrazellulire Verteilung analysiert. Hierzu wurde der
humane Ostrogenrezeptor beta (hERB) N- bzw. C-terminal mit fluoreszierenden Proteinen,
dem Enhanced Cyan Fluorescent Protein (ECFP) und dem Enhanced Yellow Fluorescent
Protein (EYFP), markiert. Die Fusionsgene wurden in PC-12 Zellen transfiziert und die
intrazellulire ~ Verteilung der fluoreszierenden Rezeptoren mittels konventioneller

Fluoreszenzmikroskopie und Konfokalmikroskopie betrachtet.

Die intrazellulire ILokalisaion von hERB war abhidngle von der Position der
Fluoreszenzmarkierung im Rezeptormolekdl. Es zeigte sich eine nukleire Akkumulation der
N-terminal fusionierten Ostrogenrezeptoren, wohingegen C-terminal markierte Molekiile
tiberwiegend zytoplasmatisch zu finden waren. Der nukleiire Ostrogenrezeptor beta war zu
keinem Zeitpunkt an der Plasmamembran lokalisiert. Die Stimulation mit 173-Ostradiol
bewirtkte eine Umverteilung von hERP im Zellkern, aber keine Umverteilung zwischen
verschiedenen Zellkompartimenten. Insbesondere war keine Translokation der Proteine an

die Plasmamembran auszumachen.

Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass entweder im gewihlten Zellmodell keine Assoziation
mit der Plasmamembran stattfindet, oder diese nicht darzustellen ist. Techniken, die
spezifisch  Zelloberflichenbestandteile nachweisen oder spezifisch Komponenten der

Plasmamembran darstellen, sind zur weiteren Untersuchung des Sachverhaltes notwendig,.
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