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1 Einleitung 

1.1 Die Wirkung von Östrogenen im Körper 

Östrogene spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation einer Vielzahl physiologi-

scher Prozesse im menschlichen Körper. Ihre Bedeutung für die Entwicklung und Er-

haltung primärer und sekundärer weiblicher Geschlechtsorgane ist schon seit Jahrzehn-

ten bekannt [Stockard, Papanicolaou, 1917]. Erst viele Jahre später wurde der Einfluss 

von Östrogenen auf nicht reproduktive Organe erkannt. Im Gehirn scheinen sie außer 

der Regulation des neuroendokrinen Systems des Hypothalamus und der Hypophyse 

auch Kognition, Stimmung und Gedächtnis zu beeinflussen [McEwen et al., 1997; Fink 

et al., 1998]. Ihnen wird ein genereller neuroprotektiver Effekt und eine Verzögerung 

des Fortschreitens von Demenzen zugeschrieben.  

Östrogene wirken sich auch protektiv auf das kardiovaskuläre System aus. Die genauen 

Mechanismen sind noch nicht geklärt, aber es ist bekannt, dass es unter Östrogenein-

fluss zu einer Erhöhung von HDL-Cholesterin (High-Density-Lipoprotein-Cholesterin)   

und einer Verminderung von LDL-Cholesterin (Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin)   

kommt. Außerdem stimulieren Östrogene die Expression von EGF (Epidermaler 

Wachstumsfaktor) bei Verletzungen des Endothels und bewirken durch Erhöhung der 

Freisetzung von NO (Stickoxid) [Deroo, Korach, 2006; Farhat et al., 1996; Kauser, Ru-

banyi, 1997] eine kurzfristige Vasodilatation. Eine langfristige Vasodilatation verursa-

chen sie durch Modulation der Genexpression der Prostaglandin Synthase, der NO Syn-

thase und Endothelin [Mendelsohn, Karas, 1994; Farhat et al., 1996; Mikkola et al., 

1998; Morey et al., 1998; Nickenig et al., 1998]. Das Hormon hat modulative Funktio-

nen im Immunsystem und dem Fettstoffwechsel.       

Östrogene sowie ihr Mangel sind aber auch in eine Reihe von pathologischen Prozessen 

involviert. So wird das Wachstum von Endometriums- und Mammakarzinomen [Au-

chus et al., 1994; Henderson, Feigelson, 2000; Grady et al., 1995] durch Östrogene ge-

fördert. Durch Mangel an Östrogenen kommt es während und nach der Menopause zu 

einem Anstieg kardiovaskulärer Erkrankungen [Deroo, Korach, 2006] und Osteoporose. 

 

 



 

 2 

1.1.1 Östrogene und Osteoporose 

Die Osteoporose ist eine Erkrankung, die zu übermäßigem Abbau von Knochensubstanz 

und Knochenstruktur führt, der das ganze Skelett betrifft. Durch einen starken Verlust 

an spongiösem Knochen ist die Tragfestigkeit der Knochen bei der Osteoporose sehr 

stark eingeschränkt und es kommt bei mechanischer Beanspruchung vermehrt zu patho-

logischen Frakturen [Turner et al., 1994] 

Ungefähr ein Drittel der Frauen sind während und nach der Menopause von Osteoporo-

se betroffen [Denger et al., 2001]. Ursächlich scheinen neben dem eintretenden Östro-

genmangel auch genetische [Zajickova, Zofkova, 2003] und konstitutionelle Bedingun-

gen zu sein. Für eine Bedeutung des Östrogenmangels spricht auch die Tatsache, dass 

durch eine frühzeitige Östrogentherapie in der Menopause das Risiko der Entstehung 

einer Osteoporose vermindert werden kann [Rodan, Martin, 2000; Bodine et al., 1998; 

Robinson et al., 1997]. Bei kontinuierlicher Therapie wird auf  Dauer die Gefahr von 

Hüftfrakturen um 50-60 % und die von Wirbelkörperbrüchen um bis zu 90 % reduziert 

[Notelovitz, 1997].  

Östrogene führen zu einem Ausgleich zwischen Knochenneubildung und Knochenre-

sorption und somit zu einer ausgewogenen Skelettbilanz [Turner et al., 1994]. Sie 

scheinen dabei bevorzugt die Knochenresorption durch Unterdrückung der Aktivität der 

Osteoklasten zu vermindern [Okazaki et al., 2002]. Bei der Gabe hoher Östrogendosen 

zeigte sich aber auch eine positive Beeinflussung der Osteoblastentätigkeit und somit 

eine Stärkung der Knochenneubildung [Tobias, Compston, 1999]. Die genauen Mecha-

nismen der Beeinflussung der Osteoblastenfunktionen sind noch nicht geklärt, doch 

scheinen Östrogene die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten 

zu fördern und deren Apoptose zu verhindern. Auch eine Hochregulation der vermit-

telnden Rezeptoren in den mesenchymalen Stammzellen wird unter Östrogeneinfluss 

beobachtet [Zhou et al., 2001]. 

Positive Auswirkungen haben Östrogene auch auf den Vitamin D Haushalt, indem sie 

die Aktivität der 25-Hydroxyvitamin D1 alpha-Hydroxylase erhöhen, was zu einer ge-

steigerten Umwandlung des Vitamins in seine aktive Form führt [Civitelli et al., 1988]. 
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1.1.2 Die osteogene und adipogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen 

unter Östrogeneinfluss 

Bei den mesenchymalen Stammzellen (MSC) handelt es sich um selbsterneuernde und 

multipotente Zellen, die in der Lage sind, osteogene, chondrogene, adipogene und myo-

gene Zellphänotypen zu generieren. Eine Differenzierung der Vorläuferzellen in eine 

dieser Zelltypen wird durch spezifische genetische Programme gesteuert und führt zu 

einer Expression von Proteinen, die für die zellspezifische Funktion benötigt werden. 

Die Aktivierung dieser genetischen Programme wird durch extrazelluläre Faktoren kon-

trolliert und durch Zytokine transduziert. Das genaue Zusammenspiel dieser Faktoren, 

die spezifischen Charakteristika der mesenchymalen Stammzellen, die stadienspezifi-

schen Veränderungen, die sich in den einzelnen Differenzierungsschritten abspielen und 

die biologischen Kontrollen, die zur linearen Progression oder zur Differenzierung in 

einen Zellphänotyp führen, sind aber noch unzureichend bekannt [Oreffo et al., 1999]. 

 
Abbildung 1: Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen 

Während der Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen kommt es zu einer Expression von zellli-

nienspezifischen Transkriptionsfaktoren, die zu einem differenzierten Phänotyp führen. Adipozyten spei-

chern Fetttröpfchen, Chondrozyten scheiden eine Kollagen Typ II extrazelluläre Matrix aus, während 

Osteoblasten eine Kollagen Typ I Matrix ablagern  
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Die osteoblastäre Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen ist bereits in zahl-

reichen in vitro Studien untersucht worden. Dabei konnte eine spezifische Abfolge der 

Marker des osteoblastären Phänotyps beobachtet werden:  Zunächst kommt es zu einer 

Akkumulation der kollagenösen Matrix, dann zu einer Expression von alkalischer Phos-

phatase und schließlich zu einer Sekretion von Osteocalcin und zur Mineralisation von 

Knochenkernen [Stein, Lian, 1993]. Als Marker des adipogenen Phänotyps wurden die 

Expression von Adipozytenprotein 2 (AP 2) und Lipoproteinlipase (LPL) beschrieben 

[Dang et al., 2002]. Die Identifikation dieser phänotypischen Marker ist eine entschei-

dende Voraussetzung, um eine Einflussnahme von Steroiden wie beispielsweise Östro-

genen auf die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen untersuchen zu kön-

nen.  

Die Bedeutung von Östrogenen für die Knochenphysiologie wird bei Untersuchungen 

an ovarektomierten Mäusen deutlich. Bei diesen Mäusen kommt es zu einer signifikan-

ten Abnahme des trabekulären Knochens. Dieser Effekt kann durch eine anschließende 

Östrogensubstitution nicht nur aufgehalten werden, es kommt sogar zu einer vermehrten 

Neubildung von Knochen [Zhou et al., 2001]. Diese protektive Wirkung der Östrogene 

wurde zunächst ausschließlich der Inhibition der Osteoklasten zugeschrieben [Okazaki 

et al., 2002]. Tatsächlich konnte durch in vitro Studien eine Verminderung der Produk-

tion von osteoklastischen Zytokinen und eine Erhöhung der Expression von inhibitori-

schen Faktoren der Osteoklastogenese nachgewiesen werden [Manolagas, Jilka, 1995; 

Spelsberg et al., 1999; Saika et al., 2001]. Da die weiter oben beschriebene Zunahme an 

Knochenbildung unter Östrogensubstitution aber die Proliferation und Differenzierung 

von osteoblastischen Vorläuferzellen voraussetzt, wird mittlerweile vermutet, dass Ös-

trogene auch eine regulative Wirkung auf die Aktivität von mesenchymalen Stammzel-

len und die osteogene Differenzierung dieser Zellen ausüben [Zhou et al., 2001].  

Die Assoziation einer Zunahme der Lipidakkumulation im Knochenmark mit einem 

altersabhängigen  Knochenverlust [Burkhardt et al., 1987; Nuttall, Gimble, 2000; Gim-

ble et al., 1996; Meunier et al., 1971; Rozman et al., 1989] spricht außerdem für eine 

entgegengesetzte Partnerschaft der Adipo- und Osteoblastogenese [Okazaki et al., 2002; 

Nuttall et al., 1998; Park et al., 1999; Beresford et al., 1992]. Für eine Beeinflussung 

dieser Partnerschaft durch Östrogene zugunsten der Osteogenese spricht die klinische 

Beobachtung, dass es unter Östrogenmangel wie bei Frauen in der Postmenopause oder 
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ovarektomierten Tieren zu einer Vermehrung der Adipozyten kommt [Pedersen et al., 

1991; Gambacciani et al., 1997].  Bis heute ist aber noch unklar, ob Östrogene die Dif-

ferenzierung der Vorläuferzellen in Osteoblasten und Adipozyten direkt regulieren 

[Dang et al., 2002]. Auch die Expression des Östrogenrezeptors Alpha (ERα)   während 

der osteoblastären Entwicklung und die Einflussnahme von Östrogenen auf einzelne 

Differenzierungsschritte dieses Zellphänotyps werden kontrovers diskutiert [Qu et al., 

1998; Bodine et al., 1998; Okazaki et al., 2002].  

 

1.2 Östrogenrezeptoren und die Superfamilie der nukleären Transkriptionsfaktoren 

Der Einfluss von Östrogenen auf physiologische und pathologische Prozesse wird in 

den meisten Fällen durch Östrogenrezeptoren vermittelt. Man unterscheidet Östrogenre-

zeptor Alpha (ERα) und Östrogenrezeptor Beta (ERβ). Die Östrogenrezeptoren zählen 

gemeinsam mit den Glukokortikoidrezeptoren, den Thyroidrezeptoren, den Vitamin D 

Rezeptoren, den Androgenrezeptoren, den „orphan“ Rezeptoren ohne bekannte Ligan-

den und vielen anderen zur Superfamilie der nukleären Transkriptionsfaktoren. Diese 

Rezeptorsuperfamilie wird in vier Klassen unterteilt, die sich in ihren Interaktionen mit 

heat-shock Proteinen, ihrer Neigung Hetero- oder Homodimere zu bilden und ihrer 

DNA-Bindung unterscheiden. Die Östrogenrezeptoren zählen zur Klasse I, die durch 

eine lange A/B-Domäne gekennzeichnet ist (Östrogenrezeptoren, Glukokortikoidrezep-

toren, Mineralokortikoidrezeptoren, Progesteronrezeptoren, Androgenrezeptoren). Die 

Rezeptoren der Klasse I liegen bei Abwesenheit ihrer Liganden als 9S Heterokomplexe 

zusammen mit heat-shock Proteinen, Immunophilinen und anderen Chaperonen vor 

[Pratt, Toft, 1997; Knoblauch, Garabedian, 1999]. Sie wandern entweder kontinuierlich 

zwischen Zytoplasma und Nukleus hin und her [Defranco et al., 1995] oder befinden 

sich dauerhaft in einem der beiden Kompartimente. Nach Ligandenbindung ändern die 

Rezeptoren ihre Konformation und die gebundenen Kofaktoren dissoziieren. Die Rezep-

toren können jetzt dimerisieren, in den Nukleus translozieren und an hormonresponsive 

Elemente der DNA binden, um dort die Transkriptionsrate von Zielgenen zu verändern  

[Dechering et al., 2000].  

ERα und ERβ sowie alle anderen Mitglieder der nukleären Rezeptorsuperfamilie haben 

einen ähnlichen Strukturaufbau mit unterschiedlichen Funktionsdomänen. Die Gene der 

beiden Östrogenrezeptoren kodieren in unterschiedlichen Lokalisationen. Während ERα 
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auf Chromosom 6 an Position 6q25.1 liegt [Menasce et al., 1993], wurde die codierende 

Sequenz für ERβ an der Verbindungsstelle zwischen 14q11.1 und 14.11.2 auf Chromo-

som 14 gefunden [Enmark et al., 1997].   

Eine gleichzeitige Existenz von ERα und ERβ wurde in einer Reihe von Geweben fest-

gestellt. Sie werden in reproduktiven Organen wie Ovarien, Uterus und Mamma [Sace-

da et al., 1988; Shupnik et al., 1989; Revelli et al., 1996] sowie im Knochen [Oursler et 

al., 1991; Ikegami et al., 1994], dem Immunsystem, dem Gehirn [Shupnik et al.,1989; 

Simerly, Young, 1991; Shughrue et al., 1992; Kuiper et al.,1997] und dem kardiovasku-

lären System [Mizutani et al., 1994; Bayard et al., 1995; 34-36] exprimiert. Es blieb 

lange unklar welcher Rezeptor im jeweiligen Gewebe die physiologischen oder patho-

logischen Östrogenwirkungen vermittelt und ob die Rezeptoren synergistisch oder anta-

gonistisch agieren. Mögliche Antworten auf diese Fragen erhielt man durch die Gene-

rierung von Mausstämmen mit funktioneller Inaktivierung oder Überexpression jeweils 

eines Östrogenrezeptors (KOMaus/ transgene Maus).     

 

1.2.1 Erläuterung der Funktionen der Östrogenrezeptoren am Tiermodell  

Um Anhaltspunkte für das Zusammenspiel bzw. den Antagonismus von ERα und ERβ 

in vivo in verschiedenen Organen zu erhalten, wurden Knockout Mäuse (KOMaus) ge-

neriert. Hierbei handelt es sich um Mäuse, bei denen entweder ERα, ERβ oder beide 

Östrogenrezeptoren durch genetische Manipulation funktionell inaktiviert wurden. Die 

ersten Berichte über Knockout-Mäuse stammen von Korach und Smithies, die einen 

ERα Knockout durch Beeinflussung von Exon 2 herstellten [Couse et al., 1995]. Dieser 

Knockout war allerdings nicht komplett, da durch Spleißvorgänge die veränderte Se-

quenz eliminiert und ERα weiterhin translatiert werden konnte [Denger et al., 2001]. 

Die Versuche, die mit diesen ersten Knockout Mäusen durchgeführt wurden, resultier-

ten deshalb in einer Fehleinschätzung der Bedeutung des ERα für physiologische und 

pathologische Prozesse. ERα schien unbedeutend zu sein. 

Jahre später wurde ERβ das erste Mal in den Laboren von Korach, Gustafsson und 

Smithies durch Veränderungen an Exon 3 inaktiviert [Krege et al., 1998]. Weil ERβ 

aber Varianten exprimiert, bei denen Exon 3 oder Exons 3 und 4 übersprungen werden, 

wurde auch bei diesem Knockout residuale mRNA gefunden. Dieser mRNA fehlte al-

lerdings die DNA-bindende Domäne und in Detektionsversuchen mit Immunhistoche-



 

 7 

mie konnte kein ERβ Protein nachgewiesen werden. Der ERβ Knockout scheint somit 

komplett zu sein (ERβKO). 

Um auch ERα komplett auszuschalten, wurde anschließend im Labor von Chambon ein 

Knockout mit inaktiviertem Exon 3 versucht [Dupont et al., 2000]. In den nachfolgen-

den Versuchen wurde keine ERα mRNA identifiziert. Ein kompletter Knockout schien 

gelungen (ERαKO). Die beiden kompletten Knockouts wurden miteinander kombiniert 

und ein doppelter Knockout erreicht (ERαβKO). 

Die Knockout Mäuse wurden anschließend bezüglich organischer Veränderungen und 

Verhaltensabweichungen untersucht. Dabei zeigten sich die ausgeprägtesten Unter-

schiede zur Wildtyp Maus in den reproduktiven Organen und Regelkreisen.  

 

1.2.1.1 Bedeutung von ERα für die weibliche und männliche Fertilität 

Sowohl weibliche als auch männliche ERαKO- und ERαβKO-Mäuse sind infertil [He-

witt et al., 2000]. Die männlichen ERβKO-Mäuse zeigen eine normale Fertilität, wäh-

rend bei den weiblichen transgenen Mäusen eine verminderte Fertilität durch Störungen 

der Ovulation zu beobachten ist. 

Ein Grund für die komplette Infertilität der weiblichen ERαKO-Mäuse scheint eine Stö-

rung des Regelkreises zwischen Hypophyse und Ovarien zu sein. Normalerweise be-

steht ein negatives Feedback zwischen Östrogenproduktion der Ovarien und der LH-

Ausschüttung der Hypophyse. Dieser Feedback Mechanismus scheint durch ERα ver-

mittelt zu werden, da er bei der ERαKO Maus unterbrochen ist und die Hypophyse un-

kontrolliert LH überproduziert. Als Antwort auf die chronisch erhöhten LH-Serumwerte 

kommt es zu einer vermehrten Östrogenproduktion der Ovarien, zu einer ständigen Tes-

tosteronüberproduktion und zu einem chronischen basalen präovulatorischen Progeste-

ronspiegel [Hewitt et al., 2000]. Die hohen LH-Spiegel im Serum und die veränderten 

endokrinen Parameter führen zu einer Phänotypveränderung der Ovarien, bestehend aus 

einer Vergrößerung und der Bildung hämorrhagischer Zysten [Hewitt et al., 2000]. Rei-

fe Follikel und Corpora lutea findet man nicht. Unter diesen Bedingungen kann keine 

Ovulation stattfinden. 

Bei den männlichen ERαKO ist eine fehlende Spermienreifung zu beobachten [Eddy et 

al., 1996]. Dies ist neben einem gestörten Paarungsverhalten, das auch weibliche 

ERαKO Mäuse zeigen, der Grund für die Infertilität der männlichen Mäuse. Untersu-
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chungen zeigten, dass die Funktion der Spermien an sich nicht eingeschränkt ist [Maha-

to et al., 2000]. 

 

1.2.1.2 Die Rolle von ERα im Uterus 

Normalerweise bereitet sich der Uterus in der präovulatorischen Phase durch Prolifera-

tion seines Endometriums auf die bevorstehende Implantation vor. Diese Proliferation 

ist eine Reaktion auf hohe Östrogenwerte im Serum. Der Uterus der ERαKO Maus ist 

zu einer derartigen Reaktion trotz erhöhter Östrogenwerte nicht in der Lage. Er ist und 

bleibt während des gesamten Zyklus hypoplastisch und gleicht somit einem präpubertä-

ren Uterus [Lubahn et al., 1993; Couse et al., 1999]. Neben den ovariellen Veränderun-

gen ist auch der Phänotyp des Uterus für die Infertilität der weiblichen transgenen Maus 

verantwortlich.   

Die zyklischen Veränderungen des Uterus bei der ERβKO Maus entsprechen denen bei 

der reifen Wildtyp Maus und sind somit normal. 

 

1.2.1.3 Auswirkungen des ERα-Verlusts auf die Entwicklung der Mamma  

Die Brustdrüse der Maus besteht bei der Geburt aus einem epithelialen duktalen Rudi-

ment. Dieses verlängert sich während der Reifung  unter Östrogeneinfluss und ver-

zweigt sich zu alveolären Knospen unter Progesteroneinfluss. Bei der ERαKO Maus 

verbleibt die Brustdrüse der Maus im rudimentären Zustand und verlängert sich nicht 

[Couse, Korach, 1999]. Die Entwicklung der Brustdrüse verläuft bei der ERβKO Maus 

normal.  

 

1.2.1.4 Bedeutung von ERα für das Wachstum, den Mineralgehalt und die Erhaltung  

des Knochens 

Die Bedeutung der Östrogenrezeptoren für das Knochenwachstum und die Knochenmi-

neralisierung wird kontrovers diskutiert. Gründe für die unterschiedlichen Versuchser-

gebnisse mit Knockout Mäusen könnten neben der Verwendung inkompletter Knock-

outs auch die geringe Anzahl an Versuchstieren in einigen Versuchsreihen und die Ü-

berstimulationen der Rezeptoren durch sehr hohe Östrogenspiegel sein. Die Modulation 
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der Östrogenwirkungen durch Östrogenrezeptoren im Knochen scheint außerdem spe-

ziesspezifisch zu sein. Es ist deshalb fraglich, ob man die Ergebnisse der Mausmodelle 

mit den Wirkungen im menschlichen Körper gleichsetzten kann. 

Anhaltspunkte für die Bedeutung des ERα für den Mann ergaben Untersuchungen an 

einem Mann, dem funktionelles ERα-Protein fehlte [Smith et al., 1994] und zwei Män-

nern, die durch Mutationen im Aromatasegen nicht in der Lage waren, Testosteron in 

Östradiol umzuwandeln [Morishima et al., 1995; Carani et al., 1997]. Bei diesen Män-

nern trat kein Schluss der Epiphysenfugen ein und sie erreichten eine überdurchschnitt-

liche Körpergröße [Smith et al., 1994]. Dabei litten sie an Osteoporose und einer ver-

minderten Mineralisierung ihrer spongiösen Knochen. Während bei dem Mann mit feh-

lendem ERα-Protein keine Reaktion auf Östrogene auszulösen war, konnte bei den 

Männern mit mutierter Aromatase unter Östrogensubstitution ein Epiphysenschluss er-

zielt werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen am Menschen zeigten die männlichen 

ERαKO Mäuse verkürzte Knochen in Korrelation mit verminderten IGF-1 Serumwerten 

[Vidal et al., 1999]. Übereinstimmende Ergebnisse zwischen Mensch und Maus wurden 

bei der Mineraldichte der Knochen gefunden, die auch bei der Maus vermindert war. Da 

sich zwar beim Menschen, nicht aber bei der Maus die Epiphysenfugen nach der Puber-

tät schließen, konnten die Effekte der Östrogenrezeptoren in diesem Bereich nicht am 

Mausmodell nachvollzogen werden [Vidal et al., 1999].  

Da es bis jetzt noch keine Frau mit inaktiviertem ERα oder ERβ gegeben hat, mussten 

Mausmodelle zur Interpretation ihrer Bedeutungen für das weibliche Knochenwachstum 

herangezogen werden [Vidal et al., 1999]. Der Verlust von ERα zeigte bei den weibli-

chen Mäusen vor und während der Pubertät keine Veränderung des Knochenwachs-

tums. Erst bei der reifen Maus war eine Verkürzung der Röhrenknochen zu erkennen, 

während die Länge der platten Knochen mit den Daten der Wildtyp-Maus überein-

stimmte. Das verminderte Röhrenknochenwachstum der Mäuse war mit erniedrigten 

IGF-1 Serumwerten korreliert [Vidal et al., 1999]. 

Im Bezug auf die Erhaltung des kortikalen Knochens während des Erwachsenenalters 

der Maus scheinen Östrogenrezeptoren als Antagonisten zu wirken. Während die 

ERαKO Maus eine verkürzte Femurlänge und verminderte Mineraldichte zeigte [Vidal 

et al., 2000; Vidal et al., 1999],  wurden bei der weiblichen ERβKO Maus erhöhte Wer-

te der kortikalen Mineraldichte und des Knochenumfangs beobachtet [Windahl et al., 
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2002]. Diese Beobachtungen sprechen für einen protektiven Effekt von ERα und eine 

repressive Wirkung von ERβ auf den Erhalt des Knochens in der Postmenopause.       

 

1.2.2 Struktur und Transduktionswege des ERα 

Bei ERα handelt es sich um ein lösliches thermolabiles Protein, das leicht durch Protea-

sen zerstört werden kann [Jensen, DeSombre, 1972]. Er liegt auf Chromosom 6 an Posi-

tion 25.1 und besteht aus 8 codierenden Exons, die eine Größe von ungefähr 140 kb 

haben [Ponglikitmongkol et al., 1988]. Diese 8 Exons lassen sich 6 Funktionsdomänen 

des Proteins zuordnen (A-F), die denen der anderen Rezeptoren aus der Familie der 

nukleären Transkriptionsfaktoren ähnlich sind. Am N-Terminus des ERα liegt die in 

Länge und Sequenz variable A/B-Domäne. Sie beinhaltet eine ligandenunabhängige 

transaktivierende Funktion (AF-1), die in der Lage ist, in Abwesenheit bindender Li-

ganden an Koaktivatoren zu assoziieren und die Transkription von Zielgenen zu modu-

lieren. Obwohl diese Funktion unabhängig von bindenden Agonisten ist, kann sie durch 

Antagonisten blockiert werden. 

Die folgende hydrophile C-Domäne beinhaltet zwei Zinkfingermotive, durch die der 

Östrogenrezeptor mit hoher Affinität an Östrogen responsive Elemente (ERE) binden 

kann, die in regulatorischen Regionen der Zielgene liegen. Bei den ERE handelt es sich 

um eine aus 15 Basenpaaren bestehende umgekehrt repetitive Sequenz 

(TGGTCAnnnTGACCA) [Beato, 1989], an die der ERα als Dimer bindet [Glass, 1994]. 

Hierbei lagert sich der eine ERα an die eine aus 6 Basenpaaren zusammengesetzte repe-

titive Sequenz an, der andere an die entgegengesetzte [Klinge, 2001]. Neben dieser 

DNA-bindenden Funktion fördert die durch Exons 2-3 kodierte C-Domäne die Dimeri-

sierung des ERα in Abwesenheit von bindenden Liganden.   

Die nächste Funktionsdomäne des ERα wird drehbare oder hypervariable D-Domäne 

genannt. Sie ermöglicht es dem Rezeptor sich zu biegen, nach Ligandenbindung die 

Konformation zu ändern und trägt zur Translokation des Rezeptordimers in den Nuk-

leus bei. 

Die auf Exons 4-8 liegende E-Region bildet die Liganden-bindende Domäne (LBD) 

[Mangelsdorf, Evans, 1995], die aus 12 α-Helixes und zwei kurzen β-Faltblättern be-

steht [Dechering et al., 2000]. Diese Domäne ist für die Spezifität des ERα verantwort-

lich. Sie ermöglicht eine Bindung des östrogenen Liganden mit höchster Affinität, aber 
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durch die Verwandtschaft mit anderen nukleären Rezeptoren auch die Bindung ihrer 

Liganden mit niedrigerer Affinität. Die Liganden-bindende Domäne beinhaltet Regio-

nen, die eine Dimerisierung des Rezeptors [Forman, Samuels, 1990], Interaktionen mit 

heat-shock Proteinen [Pratt, Toft, 1997] und mit Korepressoren und Koaktivatoren 

[Savkur, Burris, 2004; Horwitz et al., 1996] ermöglichen. Zusätzlich zu diesen Funktio-

nen ist die E-Region in die ligandenabhängige transkriptionale Aktivität involviert (AF-

2). Von entscheidender Bedeutung für diese AF-2 Funktion ist Helix 12. Diese ändert 

bei agonistischer oder antagonistischer Ligandenbindung in unterschiedlicher Weise 

ihre Konformation. Nach Bindung eines Agonisten an den Rezeptor verschließt sie die 

Liganden-Bindungs-Tasche wie ein Deckel [Egea et al., 2000] und ermöglicht so eine 

Koaktivatorenbindung an die AF-2 Helix [Darimont et al., 1998; Gampe et al., 2000; 

Nolte et al., 1998; Shiau et al., 1998; Mueller-Fahrnow, Egner, 1999]. Im Falle eines 

antagonistischen Liganden konkurriert Helix 12 mit Koaktivatoren um die gleiche Bin-

dungsstelle und unterbindet so die transaktivatorische Funktion. 

ERα besitzt am Carboxyl-Terminus eine große, aus 42 Aminosäuren bestehende F-

Domäne. Diese Domäne unterscheidet die Östrogenrezeptoren in ihrem funktionellen 

Aufbau von den anderen nukleären Rezeptoren, denen Domäne F fehlt. Im Gegensatz 

zu Domäne C oder Domäne E zeigt Domäne F nur wenige Übereinstimmungen zwi-

schen ERα und ERβ [Enmark et al., 1997]. Bei ERα beeinflusst sie die transkriptionale 

Aktivierung sowie die Bindung von Koregulatoren und vermittelt die repressiven Akti-

vitäten der Antiöstrogene. Nach Bindung eines agonistischen Liganden wirkt sich die F-

Domäne inhibitorisch auf das Dimerisierungssignal der E-Region aus [Peters, Khan, 

1999]. 
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Abbildung 2 und 3: Genomische Organisation der kodierenden Region und Funktionsdomänen des Ös-

trogenrezeptors Alpha 

Die verschiedenen Domänen des ERα  werden mit ihren Funktionen dargestellt: Der ERα wird durch acht 

Exons kodiert und beinhaltet sechs Funktionsdomänen (A-F). Der ERα  besitzt eine ligandenabhängige 

(AF-2) und eine ligandenunabhängige transaktivierende Funktion, die an Koaktivatoren binden und die 

Transkription von Zielgenen modulieren können. Die ligandenunabhängige transaktivierende Funktion 

(AF-1) befindet sich in der A/B-Domäne, die ligandenabhängige transaktivierende Funktion (AF-2) in der 

E-Domäne. Die C-Domäne beinhaltet zwei Zinkfingermotive, durch die ERα  an DNA binden kann. Die 

drehbare D-Domäne ermöglicht es dem Rezeptor sich zu biegen und nach der Ligandenbindung seine 

Konformation zu ändern.  Die auf Exons 4-8 liegende E-Region bildet die Liganden-bindende Domäne 

(LBD). Sie ermöglicht eine Bindung des östrogenen Liganden mit höchster Affinität (nach Reid et al., 

2002). 
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1.2.2.1 Genomische Signaltransduktionswege von ERα   

In Abwesenheit bindender Liganden liegt der ERα monomerisch und assoziiert an heat-

shock Proteine HSP70 und HSP90 vor und pendelt zwischen Zytoplasma und Nukleus. 

Sobald ein agonistischer oder antagonistischer Ligand an den Rezeptor bindet, ändert er 

in unterschiedlicher Weise seine Konformation. Im Falle eines agonistischen Ligandens 

führt die Konformationsänderung zu einer Dissoziation der heat-shock Proteine [Pratt, 

Toft, 1997]  und einer Freigabe der Dimerisierungs- und  AF-2-Funktion [Beekman et 

al., 1993]. Der ERα bildet  Homo- und Heterodimere. Das entstandene Rezeptordimer 

transloziert in den Nukleus, bindet an EREs und rekrutiert Koregulatoren vor und nach 

Bindung an die DNA. Abhängig von Zelltyp und Ligand binden verschiedene Koregu-

latoren an die beiden transaktivatorischen Funktionen AF-1 und AF-2. Da AF-1 eine 

ligandenunabhängige und AF-2 eine ligandenabhängige Funktion ist, können beide 

auch  einzeln die Transkription der Zielgene regulieren. Bei den meisten Promotoren 

der Zielgene wird allerdings ein Synergismus der beiden Funktionen zur optimalen Be-

einflussung der transkriptionalen Aktivität benötigt [Kraus et al., 1995]. Die beiden 

Funktionen erzielen ihre Wirkung am Promotor über unterschiedliche Mechanismen. 

Ein Grund hierfür könnte eine Interaktion mit verschiedenen Komponenten des Initiati-

onskomplexes sein [McDonnell et al., 1995; Hong et al., 1997]. 

Eine Vielzahl von Koregulatoren interagiert mit den AF-Funktionen des ERα und be-

wirkt gemeinsam mit den gebundenen Liganden entweder eine Inhibierung oder eine 

Induktion der Transkription. Zu den Koregulatoren der beiden Östrogenrezeptoren zäh-

len zum Beispiel die Mitglieder der p160 Familie, p300/CBP, DRIP/ARC/TRAP Kom-

plexe und der Koaktivator SRC-1, der sowohl mit AF-1, als auch mit AF-2 beider Re-

zeptoren interagiert und somit den Synergismus der beiden Funktionen verstärkt. Nach 

ihrer Bindung acetylieren und phosphorylieren die Koregulatoren die basalen Transkrip-

tionsfaktoren und bewirken eine Remodellierung des Chromatins in der Promotorregion 

[Chen et al., 2001]. Die Acetylierung der Histone erleichtert es anderen Kofaktoren an 

die ERE zu binden [Imhof et al., 1997; Fraser et al., 1998]. Eine wichtige Aufgabe der 

Koaktivatoren ist auch die Rekrutierung der RNA Polymerase II zur Promotorregion, 

deren Anwesenheit eine Voraussetzung für die Transkription ist. 

Neben der Regulation der Expression von Zielgenen über die Bindung an ERE ist der 

ERα in der Lage, die Transkription von Genen zu beeinflussen, die keine responsiven 
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Elemente besitzen. Die Interaktion mit diesen Genen findet über Protein/Protein Bin-

dungen statt. Ein Beispiel für eine derartige Interaktion des ERα findet man beim Insu-

lin-like growth factor (IGF-1) Gen. AP-1-Elemente, die einen fos/jun-Dimer gebunden 

haben, ermöglichen es dem Rezeptor an die DNA zu binden, was zu einer Aktivierung 

durch AP-1 führt [Kushner et al., 2000]. Um die Aktivität des AP-1-Elements zu beein-

flussen ist die Bindung beider AF-Funktionen notwendig. 

Der ERα reguliert auch die Expression von Genen wie c-FOS und TGFα, die keine voll-

ständige ERE-Sequenz besitzen. Diese Regulation erfolgt über Interaktionen zwischen 

ERα und SP1 Proteinen, die zur Hälfte an ERE-Regionen binden und zur anderen Hälfte 

an GC-reiche Sequenzen [Safe, 2001].     

Eine Initiation der Transkription von Zielgenen kann auch durch Interaktionen des ERα 

mit Membranrezeptoren, zytoplasmatischen Signalkaskaden oder Proteinkinasen er-

reicht werden. Diese Interaktionen sind Zell- und Promotor-spezifisch. Ein Beispiel für 

eine Interaktion des ERα mit einem Membranrezeptor und einer Signalkaskade ist der 

Feedback-Mechanismus zwischen ERα und dem Wachstumsfaktorrezeptor bzw. den 

Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPKs). Die MAPKs bestehen aus verschiede-

nen Familien. Beispiele sind Erk, Jun N-terminale Kinase (Jnk) und p38 Kinase. Wäh-

rend die Erk Familie durch Wachstumsfaktoren über ihren membranständigen Rezeptor 

aktiviert wird, erfolgt die Aktivierung von Jnk und p38 MAPK über Stressstimuli. Der 

MAPK-Signalweg setzt sich aus drei Kinasen zusammen, die durch Phosphorylierung 

aktiviert werden [Widmann et al., 1999]. 

Die Bindung eines Wachstumsfaktors an den Rezeptor bewirkt die Aktivierung einer 

Erk Kinase, die den ERα an Ser 118 phosphoryliert. Diese Aktivierung des Rezeptors 

findet Liganden abhängig und unabhängig statt. Die Phosphorylierung des Rezeptors 

fördert seine transkriptionale Aktivität und verbessert seine Fähigkeit zur Rekrutierung 

von Transkriptionsfaktoren [Kato et al., 2000; Bunone et al., 1996; Clark et al., 2001]. 

Neben dem ERα phosphoryliert die Erk Kinase auch eine Reihe von Transkriptionsfak-

toren [Font de Mora, Brown, 2000; Lopez et al., 2001]. Die aktivierten Faktoren wie-

derum regulieren die Transkription ihrer Zielgene und ermöglichen es Östrogenen, die 

Expression von Genen zu modulieren, die keine ERE besitzen. 

Im Gegenzug kann der ERα sowohl die Erk Familie als auch den Wachstumsfaktorre-

zeptor aktivieren. Um eine Aktivierung dieser beiden Komponenten  hervorzurufen bin-
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det ERα entweder an transmembrane Proteine (Caveolae) oder an den Wachstumsfak-

torrezeptor selbst. Über seine Bindung an die Membran kann er die Erk Familie inner-

halb von 10 Minuten aktivieren [Harvey et al., 2002]. Den Wachstumsfaktorrezeptor 

beeinflusst er durch Assoziation und anschließende Phosphorylierung [Kahlert et al., 

2000].  

Auch andere Signalkaskaden beeinflussen die Aktivität von ERα. So führt die p38 

MAPK zu einer ligandenabhängigen Verstärkung der transkriptionalen Aktivität von 

ERα [Chen et al., 1999; Russell et al., 2000; Watters et al., 1997]. Die PKA, eine cAMP 

abhängige Proteinkinase und die PKCδ, eine Ca2+ abhängige Proteinkinase führen zu 

einer Aktivierung von ER und Koregulatoren durch Phosphorylierung [Harvey et al., 

2002]. 

 
Abbildung 4: ERα  kann östrogenabhängige Gene sowohl direkt als auch indirekt transaktivieren. In Ab-

wesenheit bindender Liganden liegt der ERα als Monomer und assoziiert an heat-shock Proteine HSP70 

und HSP90 vor und pendelt zwischen Zytoplasma und Nukleus. Sobald ein agonistischer oder antagonis-

tischer Ligand an den Rezeptor bindet, ändert er in unterschiedlicher Weise seine Konformation. Im Falle 

eines agonistischen Ligandens führt die Konformationsänderung zu einer Dissoziation der heat-shock 
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Proteine  und einer Freigabe der Dimerisierungs- und  AF-2-Funktion. Der ERα bildet  Homo- oder Hete-

rodimere und transloziert in den Nukleus. Der durch Ligandenbindung aktivierte ERα kann die Transkrip-

tion von Zielgenen entweder durch direkte Bindung an diese Gene aktivieren oder indirekt durch Assozia-

tion mit AP-1 (hier als jun/fos Heterodimer illustriert). In beiden Fällen rekrutiert der aktivierte ERα 

Kofaktoren, die zu einer Aktivierung der Transkription führen und die lokale Chromatinstruktur modifi-

zieren (modifiziert nach Reid et al., 2002).  

 

1.2.2.2 Nicht-genomische Signaltransduktionswege von Östrogenen und ERα 

Neben der Induktion von Transkription und Translation von Zielgenen, die 4-8 Stunden 

beansprucht [Razandi et al., 2000], sind Östrogene in eine Vielzahl von schnellen und 

kurzlebigen Effekten involviert. Hierzu zählen die Beeinflussung von Ionenflüssen, die 

Absorption und Sekretion von Substraten und die Aktivierung von zytoplasmatischen 

Signalkaskaden und Proteinkinasen innerhalb weniger Minuten. Diese schnellen Effekte 

von Östrogenen wurden bisher hauptsächlich im weiblichen Geschlecht ausgemacht, 

was für eine Geschlechtsspezifität sprechen könnte [Harvey et al., 2002]. 

Beispiele für eine nicht-genomische Beeinflussung von Funktionen in verschiedenen 

Zelllinien durch Östrogene sind Veränderungen von Calciumflüssen in Neuronen [Kel-

ly, Levin, 2001], die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Absorption und Sekre-

tion zugunsten der Absorption im distalen Kolon [McNamara et al., 1995] oder Verän-

derungen des Zellwachstums [Castoria et al., 1999]. Die schnellen Östrogeneffekte 

werden durch verschiedene zytoplasmatische Signalkaskaden und Proteinkinasen wie 

die MAPK, die PKA, die PKCα oder die PKCδ vermittelt [Harvey et al., 2002]. Diese 

Effekte lassen sich in Antiöstrogen sensitive und insensitive unterteilen. Ein Teil der 

schnellen Effekte des Östrogens scheint somit über die „klassischen“ Rezeptoren ver-

mittelt, ein anderer aber über andersartige, noch nicht näher bestimmte membranständi-

ge Rezeptoren initiiert zu werden. 

 

1.2.3 Varianten des ERα 

Im menschlichen Körper wird eine Vielzahl von Varianten und Isoformen von mRNAs 

der Steroidhormonrezeptoren exprimiert. Ursachen für die Entstehung dieser Varianten 

sind Veränderungen im Gen selbst oder die Nutzung alternativer Mechanismen während 

und nach der Transkription. Substitution oder Deletion von Nukleotiden sowie Verände-
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rungen in der Anzahl der Wiederholungen in der Trinukleotid repetitiven Region sind 

Veränderungen im Gen selbst, die Varianten der mRNA hervorrufen. Die Isoformen, 

die im Verlauf der Transkription und im nachfolgenden Splicing-Prozess entstehen, 

werden in 7 Subtypen unterteilt, die durch unterschiedliche Mechanismen entstehen: 

 

Typ 1:   Alternative Nutzung multipler Transkriptionsstartpunkte 

Typ 2:   Deletion ganzer Exons oder eines Teils eines Exons durch alternatives Spleißen 

Typ 3:   Duplikation von Exons 

Typ 4:   Alternative Nutzung von 5’-untranslatierten Exons 

Typ 5:   Alternative Nutzung von mehreren kodierenden Exons 

Typ 6:   Nutzung von intronischen Exons und einem Teil der kodierenden Exons (Exons

   4-8 oder Exons 5-8)                    

Typ 7:   Einfügung eines intronischen Exons oder einer Intronregion 

 

Varianten des Östrogenrezeptors entstehen durch Nutzung von Typ 2, 3, 4 und 6 [Hirata 

et al., 2003]. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Entstehung von mRNA-Varianten des 

ERα durch alternative Nutzung von 5´-untranslatierten Exons als Startpunkte der Tran-

skription. Diese alternative Nutzung anderer Kontrollregionen (Promotoren) erlaubt vor 

dem Transkriptionsstart andere DNA-bindende Faktoren als Regulatoren der Transkrip-

tion. Diese Verwendung multipler Promotorregionen ist ein Kontrollmechanismus des 

humanen ERα Gens, um zu gewährleisten, dass die richtige Anzahl des ERα Proteins 

am richtigen Ort und zur richtigen Zeit vorhanden ist [Grandien et al., 1995; Keaveney 

et al., 1991; Piva et al., 1993]. Eine derartige Kontrolle der gewebespezifischen Expres-

sionsmuster des ERα ist angesichts der vielfältigen Effekte seines Liganden unumgäng-

lich. 

Die Existenz alternativer Transkriptionsstartpunkte in der 5’-flankierenden Region des  

ERα Gens wurde 1991 von Keaveney et al. [Keaveney et al., 1991] nach der Analyse 

von Sequenzen eines genomischen Klons beschrieben. Hierbei wurden Übereinstim-

mungen mit dem Exon 1 der Maus und dem 5’-Ende der ERα cDNA der Ratte gefun-

den. Durch das Screening unterschiedlicher Gewebe wurden in den darauf folgenden 

Jahren weitere Exons in der 5’-untranslatierten Region gefunden.  
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Bis heute sind 9 Exons bekannt, die oberhalb der kodierenden Exons liegen. Für die 

Mehrzahl dieser Exons wurden multiple Transkritionsstartpunkte identifiziert, deren 

Promotorregionen über Interaktionen  mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren 

[Schuur et al., 2001; DeConinck et al., 1995; McPherson et al., 1997; Tang et al., 1997; 

Cohn et al., 1999; McPherson, Weigel, 1999; Tanimoto et al., 1999; Penolazzi et al., 

2000] oder Autoregulation durch Östrogene [Griffin et al., 1998; Donaghue et al., 1999] 

gewebespezifisch reguliert werden. Die großen Distanzen zwischen den Promotoren 

sprechen außerdem für eine epigenetische Regulation durch Gen Silencing. Die Promo-

toren der untranslatierten Exons haben nur eine schwache transkriptionale Aktivität und 

unterscheiden sich in ihrem Reaktionsvermögen auf eine Vielzahl von Stimuli sowie der 

mRNA Stabilität ihrer Transkripte [Ayoubi, Van de Ven, 1996]. 

Im Allgemeinen unterscheiden sich die Transkripte der untranslatierten Exons nur am 

5’-Ende. Sie entstehen durch alternatives Spleißen des jeweiligen Exons an Position 

+163 des Exons 1. Diese Spleißposition liegt 70 Nukleotide oberhalb des Translation-

startpunktes, so dass die anschließende Translation bei allen Transkripten in der Expres-

sion eines 66-kDa ERα Proteins resultiert. Ausnahmen wurden in einigen Zelllinien 

(z.B. Osteoblasten) gefunden, in denen Varianten mit einem niedrigeren Molekularge-

wicht exprimiert wurden. Diese Varianten entstanden durch zellspezifisches Spleißen 

mit Überspringen einzelner Exons. 

Die Translation der durch multiple Promotoren entstandenen mRNAs kann durch regu-

latorische Elemente in der 5’-UTR kontrolliert werden [Gray, Wickens, 1998]. Diese 

Elemente führen zu einer Reduktion der Translation. 

In den bis jetzt untersuchten Geweben wurden unterschiedliche Expressionsmuster von 

ERα gefunden. Es variieren sowohl die Expressionsspiegel des ERα Proteins als auch 

die Nutzung der verschiedenen Promotoren. Während der Differenzierung einer Zell-

linie oder bei einer malignen Entartung eines Gewebes kann sich das jeweilige Expres-

sionsprofil ändern.  

Im Epithel des Endometriums beispielsweise wurde hauptsächlich eine durch Nutzung 

des Exons C entstandene Isoform identifiziert. In den Ovarien hingegen fand man von 

Exons C und F  ausgehende ERα  mRNA Isoformen, während die Transkripte im Le-

bergewebe zum größten Teil E-Isoformen waren. 
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Im Vergleich mit normalem Brust- und Uterusgewebe wurde in Tumorzelllinien dieser 

Gewebe eine vermehrte Nutzung des Promotors A und eine verminderte Nutzung des 

Promotors B festgestellt [Gradien et al., 1995]. Einige Promotoren (A, B, C) werden in 

unterschiedlicher Quantität in der Mehrzahl der untersuchten Organe exprimiert. Diese 

Promotoren zeigen Übereinstimmungen mit den Promotoren anderer Spezies (A und B 

mit Promotoren des Huhns [Griffin et al., 1998; Nestor et al., 1994], C mit einem Nage-

tierpromotor [Keaveney et al., 1991] und A, B und C mit denen des Rindes [Szreder, 

Zwierzchowski, 2004]. 
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2 Fragestellung 

Die Nutzung der untranslatierten Exons des ERα als alternative Transkriptionsstart-

punkte wurde bisher hauptsächlich an einzelnen Zelllinien oder als vergleichende Stu-

dien an Zellen der reproduktiven Organe untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollte 

zunächst die Expression der ERα mRNA in Osteoblasten, Chondrozyten, Neuro-

blastomzellen und mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden. Im Anschluss 

sollte die Nutzung der 8 untranslatierten Exons und des nicht unabhängigen Exons A in 

diesen Zelllinien überprüft werden. Derartige Untersuchungen geben Aufschluss über 

die Verteilung der Verwendung der einzelnen untranslatierten Exons in den verschiede-

nen Zelltypen und geben Hinweise auf eine mögliche zellspezifische Einflussnahme auf 

die Transkription des ERα. 

Untersucht werden sollen außerdem die Expressionsspiegel des Östrogenrezeptors wäh-

rend der osteogenen, der adipogenen und der chondrogenen Differenzierung von me-

senchymalen Stammzellen. 

 

Insbesondere sollen folgende Fragestellungen erhellt werden: 

 

• Wird der ERα in allen untersuchten Zelllinien exprimiert? 

• Welche untranslatierten Exons werden in den untersuchten Zellen als Transkrip-

tionsstartpunkte genutzt? 

• Gibt es zellspezifische Expressionsmuster der mRNA-Isoformen bei den unter-

suchten Zellen mit hauptsächlicher Nutzung eines oder mehrerer untranslatierter 

Exons als alternative Promotorregion? 

• Ändert sich der Expressionsspiegel des ERα während der osteogenen, adipo-

genen und chondrogenen Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen? 

 



 

 21 

3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Chemikalien 

Produkt Herkunft Beschreibung 

Agarose GTQ Roth  

Aspartat-2-Phosphat Sigma  

AutoSeq    6-50 Amersham Reinigung des PCR-Produkts 

Big Dye Terminator RR Mix Perkin Elmer  

Blotting Papier Hartenstein  

Borsäure Merck  

Bromphenolblau Sigma  

Calciumchlorid Dihydrat Roth  

cDNA: Fastclone PCR-Ready 

cDNA 
Spring Human Adult Mammary Gland 

Dinatriumhydrogenphosphat 

Dihydrat 
Merck  

EDTA Sigma 
Ethylenediaminetetraacetic 

acid 

Essigsäure Merck  

Ethanol absolut Merck  

Ethidiumbromid Sigma  

DMEM/F12-Ham Sigma  

FCS 10% GibcoBRL 
Aktivkohlebehandelt und gefil-

tert 

Glycerol Merck  

Guanidinium-Thiocaynat Sigma  

HPLC-H2O Roth  

Hybond-N Amersham Membran für Blot 

Kaliumchlorid Merck  

Kaliumdihydrogenphosphat Roth  

Mercaptoethanol Sigma  

MinElute Gel Extraktion Kit Qiagen  
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M-MLV Reverse Transcriptase, 

RNAseH Minus, Punktmutation 
Promega  

Natriumacetat-Trihyrat 

 
Roth  

Natriumcitrat Dihydrat Roth  

Natriumchlorid Merck  

Oligotex Suspension   

PCR Nukleotid Mix Promega  

PCR Puffer 10x Amersham  

Penicillin/Streptomycin 100x PAA Laboratories GmbH 10,000 Units/10mg/ml 

Random Hexamer pd(N)6 Amersham  

Rneasy® Mini Kit Qiagen  

Sarkosyl Sigma  

SDS AppliChem  

Taq DNA Polymerase, Cloned for 

PCR 
Amersham Rekombinante Taq-Polymerase 

Trisbase Merck  

Trypsin PAA Laboratories GmbH  

Xylen-Cyanol Sigma  

Hinweis: Alle verwendeten Chemikalien waren von p.A.-Qualität.  

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Hersteller 

 

 

 

3.1.2 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen 

DNA loading buffer 10x: für Agarosegele 

 30% Glycerol 

 0.1 M EDTA pH 8.0 

 1% SDS 

 0.25% Bromphenolblau 

 0.25% Xylen-Cyanol 

Ethidiumbromid: 1 g Ethidiumbromid in 100 ml Aqua dest. 

 Als färbender Zusatz für Agarosegele 0.5 µg/ml 

Natriumacetat (NaAc) 3 M: 49.22 g Natriumacetat (nicht hydriert) 
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 Ad 200 ml Aqua dest. Lösen 

 pH mit Essigsäure einstellen 

 pH 4.6 (für DNA-Fällung mit Ethanol) 

PCR-Puffer 10x : 

(Amersham) 

Tris-Chlorid 100 mM 

 Kaliumchlorid 500 mM 

 Magnesiumchlorid 15 mM 

 Gelatine 1mg/ml 

Phosphate buffered saline: 

(PBS-Puffer) 

Natriumchlorid 0.14 M 

 Kaliumchlorid 2.5 mM 

 Dinatriumhydrogenphosphat 10mM 

 Kaliumhydrogenphosphat 1.5 mM 

SSC-Puffer 20x: Natriumchlorid 3 M 

 Natriumcitrat 0.3 M 

 PH 7.4 

TBE-Puffer 10x: 108 g Trisbase 

 55 g Borsäure 

 40 ml EDTA 0.5 M, pH 8.0 

 ad 1000 ml aqua dest. 

 Autoklavieren 

3.1.3 Oligonukleotide 

Folgende Oligonukleotide wurden für PCR und Sequenzierungen eingesetzt (Position 

bezogen auf Abbildung 8): 

 

Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Position ( Bp) 

DNADOMsense AATTCAGATAATCGACGCCAG 1815-1835 

DNADOMantisense GTGTTTCAACATTCTCCCTCCTC 2137-2159 

Ex1sense2 TGCCAAGGAGACTCGCTA 1892-1909 

E1sense1 AGGAAGGAGTAAGCACAAAG 274-293 

E1sense2 CTCTTCACATTCTCCGGGAC 296-315 
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Fsense1 TTCTATAGCATAAGAAGACAG 214-234 

Fsense2 GAGTGATAATCTTCTCTTCAA 240-260 

E2sense1 AGCCTCAAATATCTCCAAAATCT 66-88 

E2sense2 AATTATATTCTGTAGCTACCAAAGAAG 111-137 

T2sense1 GAGAGCCAGTGCAATCAACACGAA 541-564 

T2sense2 GCTGGGTCTTATGGAGACATGTG 597-619 

T1sense1 TCTTGCCTGCCGCCATGTAAG 393-413 

T1sense2 AGGCCTTCCCAGCCATGTGGAAC 454-476 

Dsense1 CACATTCAACGGAGGAGCCA 669-688 

Dsense2 ATCAATCTTTACCCTTCTTC 690-709 

Csense1 TCTCTCGGCCCTTGACTTCT 777-796 

Csense2 CAAGCCCATGGAACATTTCTG 798-818 

Bsense1 CTGGCCGTGAAACTCAGCCT 950-969 

Bsense2 ATCCAGCAGCGACGACAAGT 972-991 

1Asense1 CTCGCGTGTCGGCGGGACAT 1227-1246 

1Asense2 GCTGCGTCGCCTCTAACCTC 1248-1268 

Ex1antisense TTGGATCTGATGCAGTAGGGC 1394-1415 

Ex2antisense GCGTCGATTATCTGAATTTGG 1812-1832 

Tabelle 2: Verwendete PCR-Primer, Sequenzen und Basenpaarposition bezogen auf Abbildung 8  

 

 

 

3.2 Methoden  

 

3.2.1 Zelllinien 

Die Versuche wurden mit den Zelllinien hFOB 1.19 (humane fötale Osteoblasten), 

C28I2 (Chondrozyten), SK-N-SH (Neuroblastomzellen) und MSC (primäre mesenchy-

male Stammzellen des Knochenmarks) durchgeführt. 

Bei den hFOB 1.19 handelt es sich um humane fötale osteoblastäre Zellen, die durch 

Transfektion mit dem Gen einer temperatursensitiven Mutante des large-T-Antigens des 
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Simian Virus (SV)-40 konditionell immortalisiert wurden. Die Aktivität des T-Antigens 

und damit die erhöhte Proliferationsrate der Zellen ist an eine Kultur bei 33.5°C gebun-

den. Die hFOB 1.19 sind zusätzlich gegen Neomycin (G418) resistent. 

Die C28I2  entstanden durch Transfektion humaner juveniler kostaler Chondrozyten mit 

dem Gen des large-T-Antigens des SV 40. Die auf diese Weise immortalisierten Chon-

drozyten zeigten erhöhte Proliferationsraten und eine verminderte Expression von Ma-

trixproteinen.  

Die SK-N-SH sind Neuroblastomzellen humaner Herkunft. Sie zeigen einen neuronalen 

Phänotyp und exprimieren sowohl Östrogenrezeptor mRNA als auch Nervenwachs-

tumsfaktoren (nerve growth factor). 

 

3.2.2 Zellkultur 

Die Zellen wurden in 75cm² Kulturflaschen mit DMEM/F12-Ham Medium unter Zuga-

be von 10% fötalem Rinderserum und Penicillin-Streptomycin kultiviert. Das Medium 

wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Es wurde mit Aktivkohle behandeltes und phenol-

rotfreies Medium verwendet, um Östrogene und lipophile Verunreinigungen zu entfer-

nen und eine Phenolbindung an ERα zu unterbinden. Die Inkubation der Zellen erfolgte 

bei 34°C und 5% CO2. Unter diesen Bedingungen proliferierten die Zellen bis zur Kon-

fluenz. Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen und Neuroblastomzellen wurden 

geerntet, während die hFOBs bis zum siebten Tag nach Konfluenz inkubiert wurden. 

Die Kultivierung der Neuroblastomzellen erfolgte in DMEM/F12-Ham Medium, das 

mit Na2CO3, 10% gestripptem fötalem Rinderserum (FCS) und Penicillin-Streptomycin 

versetzt wurde. Der pH wurde auf 7.1-7.2 eingestellt. 

Bei den mesenchymalen Stammzellen wurde dem DMEM/F12 Ham-Medium außer 

10% FCS und Penicillin-Streptomycin, noch Ascorbat-II-Phosphat hinzugefügt. 

 

3.2.3 Zellgewinnung und RNA-Isolierung von totaler RNA 

Zur Zellgewinnung wurde das Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Zel-

len mit 20 ml sterilem, kaltem PBS gewaschen. Der nächste Schritt und die anschlie-

ßende RNA-Isolierung wurden mit einem RNeasy Mini Kit (Quiagen) durchgeführt. 
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Das Prinzip dieses Kits beruht auf der Denaturierung der Zellproteine mit Guanidini-

umthiocyanat und β-Mercaptoethanol und der anschließenden Fällung aller Nukleinsäu-

ren mit Ethanol. 

Nach der Entfernung des PBS-Puffers, wurden 500 µl RLT-Puffer zu den Zellen gege-

ben und diese nach 2 Minuten Einwirkzeit abgekratzt. Das Gemisch wurde nun bei        

-80°C eingefroren. 

Für die RNA-Isolierung wurden die Zellen langsam auf Eis aufgetaut und ihnen  eine 

ihrem Volumen entsprechende Menge Ethanol zugefügt. Von diesem Gemisch gab man 

wiederum 700 µl  auf eine im Kit enthaltende RNeasy Minispin (Reinigungssäule). 

Nach Zentrifugation für 15 Sekunden und 10000 U/min, wurde das 2 ml Tube mit ent-

haltender Flüssigkeit verworfen und die Säule auf ein neues 2 ml Tube gesetzt. Im 

nächsten Schritt wurden 500 µl RPE-Puffer auf die Säule pipettiert, erneut für 2 Minu-

ten bei 10000 U/min zentrifugiert und das Tube mit Inhalt entfernt. Jetzt wurde die Säu-

le auf ein 1.5 ml Eppendorfcap® überführt und 35 µl RNase-freies Wasser direkt auf die 

Membran gegeben. 

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Zur Standardisierung wur-

den zunächst 50 µl HPLC-Wasser gemessen, dann 5 µl RNA mit 45 µl HPLC-Wasser 

verdünnt und ebenfalls gemessen. Bei der Beurteilung der Extinktion wurde ausgenutzt, 

dass Nukleinsäuren ihr Absorptionsmaximum in monochromatischem Deuteriumlicht 

bei 260 nm haben, Proteine hingegen bei 280 nm. Der OD 260/OD 280-Quotient ist ein 

Maß für die Reinheit der RNA-Probe, der Wert sollte zwischen 1.8 und 2 (OD 1 = 

40µg/ml) liegen. Niedrigere Werte sprechen für eine Verunreinigung durch Proteine. 

3.2.4 cDNA-Synthese 

Um eine vollständige Sequenz der untranslatierten Exons und wichtiger Anteile des 

Östrogenrezeptors zu erhalten, wurde mit Hilfe von Random Hexamer-Primern, die an 

mehreren Stellen der RNA binden und somit auch eine reverse Transkription des 5’-

Endes ermöglichten, aus RNA eine komplementäre cDNA hergestellt. Es wurde eine 

Variante der Moloney Murine Leukemia Virus Reversen Transkriptase verwendet 

(MMLV RT), die an die freie 3’-OH-Gruppe eines an RNA gebundenen Primers bindet. 

Nach ihrer Bindung synthetisiert sie den Rest des cDNA-Stranges aus den vier Desoxy-

ribonukleosidtriphosphaten. 
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Entsprechend des photometrisch ermittelten RNA-Gehalts wurden bis maximal 13 µl 

RNA mit 1 µl Random Hexamer-Primer vermischt und nach Bedarf mit RNA-freiem 

Wasser zu einer Endmenge von 14 µl aufgefüllt. Nach 10-minütigem Erhitzen bei 70°C, 

wurde das Gemisch 5 Minuten auf Eis gestellt und anschließend kurz anzentrifugiert. 

Jetzt wurde ein aus 4 µl 5x Puffer, 1 µl dNTP-Mix und 1 µl Reverse Transkriptase be-

stehender Mastermix hinzugegeben. Die resultierenden 20 µl wurden 1 Stunde in einen 

auf 42°C erhitzten Heizblock gestellt und danach die Reverse Transkriptase bei 70°C 

innerhalb von 10 Minuten denaturiert. 

Die 20 µl wurden mit HPLC-Wasser zu einer Gesamtmenge von 50 µl aufgefüllt. 

 

Der Erfolg der cDNA-Synthese wurde durch eine standardisierte PCR mit EF1α (Elon-

gation Factor 1alpha, eine Komponente der Translationsmaschinerie) oder Aktin über-

prüft. 

 

Programm für PCR-Maschine (EF1α): 

Denaturierung  94°C 3 min               5. goto 2. Zyklen: 26         

Denaturierung  94°C 1 min               6. 72°C 5 min  

Annealing         54°C 1 min               7. 12°C forever 

Elongation        72°C 1 min 

 

3.2.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Bei der Versuchsvorbereitung für die PCR wurden ausschließlich Einmalmaterialien 

verwendet und stets mit Handschuhen gearbeitet. 

Ein aus 30 µl bestehender Versuchsansatz für die PCR bestand aus 1 µl cDNA, 1 µl 

Sense-Primer (forward), 1 µl Antisense-Primer (reverse) und 27 µl Mastermix. Der 

Mastermix enthielt pro Probe jeweils 1 µl dNTP-Mix (dATP, dCTP,  dGTP, dTTP), 3 

µl 10x  PCR-Puffer, 22,5 µl HPLC-Wasser und 0.5 µl Taq-Polymerase. 

Anschließend wurde die PCR bei folgendem Programm für 45 Zyklen im Thermocycler 

durchgeführt. 

 

1. Denaturierung  94°C  3min                      5.  Wiederholung  44x 

2. Denaturierung  94°C  0.15min                 6.  72°C  5min 
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3. Annealing  (variabel) 48-55°C 1.5min      7.  12°C forever 

4. Elongation        72°C  1min 

  

3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte 

Für die Gelelektrophorese wurde zunächst 1% Agarosegel durch Mischung von 1 g A-

garosepulver und 100 ml 0.5x TBE, anschließendes Aufkochen bis zur vollständigen 

Lösung der Agarosekristalle und Zugabe von 5 µl Ethidiumbromid hergestellt. Das flüs-

sige Agarosegel wurde daraufhin in eine Form gegossen, ein Kamm eingesetzt und  das 

Gel 15 Minuten zur Erhärtung stehengelassen. Während dieser Wartezeit wurden je-

weils 10 µl PCR-Produkt mit 1 µl 10x DNA Ladungspuffer versetzt. Nach den 15 Mi-

nuten wurde die Elektrophoresekammer mit 0.5x TBE gefüllt, der Kamm entfernt und 

das mit Ladungspuffer versetzte PCR-Produkt in die so entstandenen Gelaussparungen 

pipettiert. Zu beiden Seiten der PCR-Produkte wurde außerdem ein 100 Basenpaare-

Marker aufgetragen. 

Zur Auftrennung und Identifizierung der PCR-Produkte wurde nun durch einen Trans-

formator Gleichstrom an die Kammer angelegt. Bei Verwendung von kleinen Kammern 

erfolgte die Elektrophorese für ca 20 Minuten bei 110 Volt, große Kammern benötigten 

ca 50 Minuten und 140 Volt. 

Nach der Elektrophorese erfolgte die Begutachtung des Gels unter einen UV-Licht-

Tisch bei 254 nm. Die durch das fluoreszierende Ethidiumbromid gekennzeichneten 

PCR-Produkte konnten auf diese Weise ab einer Menge von 2-4 ng mRNA sichtbar 

gemacht und mit den Molekulargewichtsstandards des verwendeten Markers verglichen 

werden. Anschließend wurde das Gel digital dokumentiert. 

 

3.2.7 Sequenzierung von PCR-Produkten 

Durch die Sequenzierung sollte die Nukleotidabfolge der mittels verschiedener Primer-

paare entstandenen PCR-Produkte herausgefunden werden. Hierzu wurde die Dye-

Terminator-Sequenzierung verwendet, bei der für die vier Basen jeweils verschiedene 

fluoreszierende Dideoxynukleotide  als Terminatoren eingebaut werden.  

Anschließend kann die Abfolge der fluoreszierenden Nukleotide im ABI PRISM 310 

Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems) ermittelt werden. 
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Zunächst wurde eine Sequenz-PCR durchgeführt. Hierfür wurden 1 µl des in der PCR 

verwendeten antisense Primers mit 8 µl Big DyeTM Terminator Mix vermischt. Dieser 

besteht aus: A-Dye-Terminator mit dichloro[R6G], C-Dye-Terminator mit dichlo-

ro[ROX], G-Dye-Terminator mit [TAMRA], dATP, dCTP, dITP, dUTP, AmliTaq Po-

lymerase, MgCl2 und Tris-Puffer, pH 9. 

Je nach Intensität der in der Gelelektrophorese ermittelten Bande wurde dem Gemisch 

bis maximal 11 µl PCR-Produkt hinzugefügt und bei Bedarf mit HPLC-H2O auf eine 

Endmenge von 20 µl aufgefüllt. 

 

Der Thermocycler wurde wie folgt programmiert: 

 

1. Denaturierung 94°C  3    min               5. Zyklen: 25 

2. Denaturierung 94°C  0.5 min               6. Elongation 72°C  5 min 

 3. Annealing       50°C  1    min               7. 12°C forever       

 4. Extension       60°C  1    min 

 

Nach der Sequenz-PCR wurde das entstandene Produkt für 3 Minuten bei 6000 

U/Minute über eine Auto-Seq-Säule abzentrifugiert. Zum gereinigten PCR-Produkt 

wurden im nächsten Schritt 8.1 µl Natriumacetat (3M, pH 4.3), 60 µl HPLC-H2O und 

220 µl 100% Ethanol gegeben. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz für 5 Minuten 

auf Eis gestellt. Das Gemisch wurde daraufhin für 10 Minuten bei 13000 U/Minute zen-

trifugiert, der Überstand im Anschluss verworfen und das Pellet mit 400 µl 70% Etha-

nol gewaschen. Nach erneuter 10-minütiger Zentrifugation bei 13000 U/Minute,  wurde 

der Überstand wieder verworfen und das Cap auf einem Tuch ausgeklopft. Nun wurde 

für 10 Minuten in Vakuum getrocknet und das aufbereitete PCR-Produkt mit 25 µl 

Template Suppression Reagenz (TSR) gelöst. Nach 3-minütiger Denaturierung bei 94°C 

in einem Heizblock, wurden die Proben sofort auf Eis überführt und dann in den ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer gestellt. Hier wurde ihre Sequenz ermittelt. 
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3.2.8 Extraktion einzelner Banden aus dem Gel 

Zunächst wurde wie in 3.2.6 beschrieben eine Gelelektrophorese des zu untersuchenden 

PCR-Produkts durchgeführt.  

Die Gel-Elution wurde mit einem MinElute Gel Extraktion Kit durchgeführt. Nach An-

weisungen des Herstellers wurde zunächst dem im Kit enthaltenen PE-Puffer 100% 

Ethanol zugefügt und ein Heizblock auf 50°C äquilibriert. 

Nun wurde das fertige Gel auf den UV-Tisch gelegt und die Bande unter Sicht mit einer 

scharfen,  sauberen Klinge ausgeschnitten. Das Gelstück wurde in ein Eppendorfcap 

überführt und mit einer entsprechenden Menge Gelauflösungspuffer QG versetzt (3x 

Volumen des Gelstücks, hier: 300 µl). Jetzt wurde das Gelstück für 10 Minuten bei 

50°C inkubiert, wobei Gel und Auflösungspuffer alle 3 Minuten gemischt wurden. Nach 

der Auflösung des Gels wurde die Mischung mit 100 µl Isopropanol versetzt und die 

gesamte Lösung anschließend auf eine in einem 2 ml Waschgefäß sitzende Zentrifuga-

tionssäule pipettiert. Um eine Bindung der DNA an die Säule zu gewährleisten, wurde 

im nächsten Schritt der Ansatz für 1 Minute bei 13.000 U/Minute zentrifugiert. Das 

Eluat wurde verworfen und die Säule wieder auf das 2 ml Waschgefäß überführt. Dieser 

Vorgang wurde mit 500 µl QG-Puffer wiederholt. Zur Reinigung der Zentrifugations-

säule wurde sie mit 750 µl PE-Puffer geladen und nochmals für 1 Minute bei 13.000 

U/Minute zentrifugiert. Die abzentrifugierte Flüssigkeit wurde entfernt und die leere 

Säule wurde 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Jetzt wurde die 

Säule in ein neues 1.5 ml Eppendorfcap überführt und zur Lösung der DNA der basi-

schen EB-Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) auf das Zentrum der Membran gegeben. 

Nach 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur wurde 1 Minute zentrifugiert und das 

Eluat bei –20°C eingefroren. 

 

3.2.9 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen 

Die für die Differenzierung benötigten mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem 

Knochenmark von Hüftköpfen nach totaler Hüftarthroplastie isoliert. Die experimentel-

le Nutzung des Patientenmaterials war vom lokalen Ethikkommitee der Universität 

Würzburg genehmigt und geschah mit Einverständnis der Patienten.  
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Nach der Isolierung wurden die gewonnenen Zellen mit DMEM/F12 Medium unter 

Zugabe von 10% fötalem bovinem Serum (FBS), Antibiotika (50 I.U. Penicillin/ml und 

50 µg Streptomycin/ml) und 50 µg/ml Ascorbat (komplettes Medium) kultiviert. Die 

Inkubation erfolgte bis zur Konfluenz bei 37°C in 5% CO2. Alle zwei Tage wurde ein 

Mediumwechsel durchgeführt. 

 

3.2.10 Osteogene Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen 

Nach Erreichen der Konfluenz sollten die pluripotenen mesenchymalen Stammzellen 

zur osteogen Differenzierung angeregt werden. Zu diesem Zweck wurden sie für vier 

Wochen mit komplettem Medium, das mit 10 mM β-Glycerophosphat und 50 µg/ml 

Ascorbat versetzt war, kultiviert. Das Medium wurde während dieser vier Wochen 

zweitägig gewechselt. 

Um die Differenzierung zu überprüfen, wurden RT-PCR Analysen der alkalischen 

Phosphatase, Osteopontin und Osteocalcin durchgeführt. Die Anwesenheit der alkali-

schen Phosphatase wurde zusätzlich durch eine Färbung nachgewiesen (Sigma, Taufkir-

chen, Kit No. 86). 

Um die Expression des ERα während der verschiedenen Differenzierungsschritte unter-

suchen zu können, wurde zuerst vor Beginn der Differenzierung und dann während der 

Differenzierung wöchentlich eine RNA-Isolierung durchgeführt. 

Im Anschluss an die Isolierung wurde eine cDNA synthetisiert und die Anwesenheit des 

ERα mit Hilfe einer nested PCR überprüft. Es wurde ein Versuch mit zwei Primerpaa-

ren aus dem Bereich der DNA-Domäne durchgeführt und in einem zweiten Versuch 

Primerpaare aus Exons 2 und 3 verwendet. Diese dienten schon bei der Untersuchung 

der untranslatierten Exons als Positivkontrolle. 

 

3.2.11 Adipogene Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen 

Um eine adipogene Differenzierung zu initiieren wurden die multipotenten mesenchy-

malen Stammzellen in ein DMEM Medium mit 10% FBS, 1 µM Dexamethason, 0.5 

mM Isobutylmethylxanthin, 1 µg/ml Insulin und 100µM Indomethacin gegeben. Das 

Medium wurde zwei Wochen lang alle zwei Tage gewechselt. Zur Überprüfung der 

adipogenen Differenzierung wurde eine RT-PCR Analyse der Lipoproteinlipase und des 
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Peroxisom proliferatoraktivierenden Rezeptors gamma 2 (PPARg2) durchgeführt. An-

schließend wurden Lipidtröpfchen mit Oil Red O angefärbt. 

Auch in dieser Differenzierungsreihe wurde vor Beginn der Differenzierung, nach einer 

und nach zwei Wochen eine RNA-Isolierung durchgeführt. Nach der folgenden cDNA-

Synthese wurde wiederum eine nested PCR mit zwei Primerpaaren aus der DNA-

Domäne und mit zwei Primerpaaren aus Exons 1 und 2 zur Überprüfung der Ergebnisse 

verwendet.   
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4 Ergebnisse 

4.1 Nachweis von ERα in verschiedenen Zelllinien 

Der ERα vermittelt wichtige physiologische Funktionen in einer Vielzahl von Geweben. 

Um seine Existenz in den verwendeten Zelltypen (MSC, Neuroblastomzellen, hFOB, 

Chondrozyten) nachzuweisen, wurde der erste Versuch mit Primern aus kodierenden 

Exons des ERα durchgeführt. Die beiden sense Primer liegen im Exon 2, der antisense 

Primer im Exon 3. Die Untersuchungen wurden zunächst an einer aus polyA RNA syn-

thetisierten cDNA durchgeführt. 

 

DNADOMforward 5’-AAT TCA GAT AAT CGA CGC CAG-3’ 

DNADOMreverse 5’-GTG TTT CAA CAT TCT CCC TCC TC-3’ 

Ex1sense2 5’-TGC CAA GGA GAC TCG CTA-3’ 

Tabelle 3: Sequenz der zum Nachweis des ERα verwendeten Primer 

 

Bei diesem Versuch wurde eine nested PCR durchgeführt. Bei diesem Verfahren binden 

die Primer der zweiten PCR innerhalb der in der ersten PCR amplifizierten Sequenz. Es 

kommt zu einer Anhebung der Spezifität und der Nachweisgrenze um bis zu drei Zeh-

nerpotenzen [120]. 

 

PCR Forward Primer Reverse Primer 
Annealing-

Temperatur 

1. PCR DNADOMforward DNADOMreverse 53°C 

2. PCR Ex1sense2 DNADOMreverse 50°C 

Tabelle 4: Primerkombinationen zum Nachweis des ERα in den vier untersuchten Zelltypen. Primer der 
2. PCR liegen innerhalb der in der 1. PCR amplifizierten Sequenz. Dieses Verfahren führt zu einer Erhö-
hung der Nachweisgrenze. 

 

Der in der PCR amplifizierte Ausschnitt des Östrogenrezeptors hat eine Größe von ca. 

270 Basenpaaren. Bei der als Positivkontrolle dienenden Mamma-cDNA und der cDNA 

der mesenchymalen Stammzellen zeigte sich das spezifische Signal mit erwarteter Grö-

ße bereits in der Elektrophorese der ersten PCR (Ergebnisse nicht dargestellt). Nach der 

zweiten PCR war die spezifische Bande dann auch bei den Neuroblastomzellen 
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schwach sichtbar und die Signale von Mamma und MSCs hatten an Intensität zuge-

nommen. Die anschließend durchgeführte Sequenzierung bestätigte die Identität der 

PCR Produkte.  
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Abbildung 5: Nachweis des Östrogenrezeptors durch Amplifikation der DNA-Domäne. Mit zwei in der 

DNA-Domäne liegenden Primerpaaren wurde eine nested PCR durchgeführt. So wurde die Anwesenheit 

des Östrogenrezeptors bei Neuroblastomzellen, hFOBs, Mammazellen (Positivkontrolle), Chondrozyten 

und MSCs überprüft. Die Abbildung zeigt die zweite PCR. Bei den Mammazellen ist eine Doppelbande 

sichtbar.  

 

Um diese Versuchsergebnisse zu überprüfen, wurden die Untersuchungen mit zwei 

neuen, aus totaler RNA gewonnenen cDNAs wiederholt. In dieser Versuchsreihe konnte 

der ERα bei neuronalen Zellen, Mammazellen und MSCs nachgewiesen werden. Die 

Untersuchungen der untranslatierten Exons wurden aus diesem Grund an diesen cDNAs 

durchgeführt. 
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Die Existenz des ERα konnte mit der oben beschriebenen Versuchsanordung bei 

Chondrozyten und hFOBs nicht nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde bei 

diesen Zellen eine zweite Versuchsreihe als Positivkontrolle durchgeführt, bei der die 

sense Primer Exon 1A und die antisense Primer Exons 1 und 2 zuzuordnen sind. Hierbei 

konnte die Existenz des ERα auch in diesen beiden Zelltypen belegt werden.  

 

 

Primer  Sequenz 5´-3´ 

1Asense1 CTCGCGTGTCGGCGGGACAT 

1Asense2 GCTGCGTCGCCTCTAACCTC 

Ex2antisense CCAAATTCAGATAATCGACGCCAG 

Ex1antisense GCCCTACTGCATCAGATCCAA 

Tabelle 5: Sequenz der zum Nachweis des ERα bei hFOBs  und Chondrozyten verwendeten Primer 

 

 

PCR Forward Primer Reverse Primer 
Annealing-

Temperatur 

1. PCR 1Asense1 Ex2antisense 50°C 

2. PCR 1Asense2 Ex1antisense 55°C 

Tabelle 6: Primerkombinationen zum Nachweis des ERα bei hFOBs und Chondrozyten.  
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Abbildung 6: Nachweis des ERα bei hFOBs.               Abbildung 7: Nachweis des ERα  bei Chondrozyten 

Zum Nachweis wurden sense Primer aus Exon 1A       Zum Nachweis wurden sense Primer aus Exon 1A 

und antisense Primer aus Exons 1 und 2 verwendet.     und antisense Primer aus Exons 1 und 2 verwendet 

 

4.2 Die Nutzung der untranslatierten Exons durch verschiedene Zelltypen 

In den im Folgenden dargestellten Versuchsreihen sollte die Nutzung der acht untransla-

tierten Exons und des Exons A in den verschiedenen Zelltypen überprüft werden. 

Zur Erhöhung der Spezifität wurde für jedes untranslatierte Exon eine nested PCR 

durchgeführt. Hierfür wurden zwei PCRs mit unterschiedlichen Primerpaaren hinterein-

ander durchgeführt (Sequenz der verwendeten Primer in Tabellen 7 und 8, Primerkom-

bination in den PCRs Tabelle 9). Um die resultierenden Ergebnisse zu überprüfen wur-

de die Versuchsreihe mit einer zweiten cDNA wiederholt. Dabei lagen beide sense Pri-

mer im jeweiligen untranslatierten Exon in Kombination mit antisense Primern aus E-

xons 1 und 2. Zur Vereinfachung werden im Folgenden die PCR Produkte, die der Nut-

zung eines bestimmten untranslatierten Exons zuzuordnen sind als Exon A, B, C usw. 

bezeichnet.    

Die Produkte der zweiten PCR wurden anschließend elektrophoretisch aufgetrennt (Ab-

bildung 10, 12, 14, 16) und ihre Größe anhand der Molekulargewichtsstandards des 

verwendeten 100 Basenpaarmarkers beurteilt. Zur Überprüfung der PCR-Ergebnisse 

wurden schließlich noch Sequenzierungen durchgeführt.  
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In den Abschnitten 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3 und 4.2.4 sind die Versuchsergebnisse bei den 

Chondrozyten, den mesenchymalen Stammzellen, den hFOB Zellen und den neuronalen 

Zellen dargestellt. 

   

 

Abbildung 8: Sequenz des ERα und Lage der verwendeten Primer zum Nachweis des 

ERα, der acht untranslatierten Exons und des Exons A. 

 
1   atttgattaa tagattttat tttggtagat tctaaggttc caagcagtca gagaaataat  
  
               E2for1  
61  cgcagAGCCT CAAATATCTC CAAAATCTga taccaatcct tttgattgtg AATTATATTC  
            
 E2for2 
121 TGTAGCTACC AAAGAAGaaa actgaaaatg caggctccat gctcagaagc tctttaacag  
 
                                                   Ffor1 
181 gctcgaaagg tccatgctcc tttctcctgc ccaTTCTATA GCATAAGAAG ACAGtctctG  
 
           Ffor2                               E1for1 
241 AGTGATAATC TTCTCTTCAA gaagaagaaa actAGGAAGG AGTAAGCACA AAGaTCTCTT  
 
          E1for2 
301 CACATTCTCC GGGACtgcgg taccaaatat cagcacagca cttcttgaaa aaggatgtag  
 
                                   T1for1 
361 attttaatct gaactttgaa ccatcactga g CTCTTGCCT GCCGCCATGT AAGaagcgcc  
 
                                          T1for2 
421 tttgctcttc ctttgtcttc tgccatgatt gtgAGGCCTT CCCAGCCATG TGGAACtttt  
 
 
481 ctgaaggtca ttaagagaag tccatgctgt gggctgagct gggactcaag aatctcaaag  
 
       T2for1 
541 GAGAGCCAGT GCAATCAACA CGAAGggccc atcttgaact cctaaggcag ggcagaGCTG  
   
           T2for2 
601 GGTCTTATGG AGACATGTGg ctttcagctg caatgcccag cagaccgctg gaaaagtggg  
 
             Dfor1             Dfor2 
661 gctggagaCA CATTCAACGG AGGAGCCAgA TCAATCTTTA CCCTTCTTCa cctgagagag  
 
 
721 ccattcacac actgagccac tcgcacatgc gagcacattc cttccttcct tctcacTCTC  
      
       Cfor1      Cfor2 
781 TCGGCCCTTG ACTTCTaCAA GCCCATGGAA CATTTCTGga aagacgttct tgatccagca  
 
 
841 ggaaggcagc acattagaga aagccggccc ctggatccgt ctttcgcgtt tattttaagc  
 
 
901 ccagtcttcc ctgggccacc tttagcagat cctcgtgcgc ccccgccccC TGGCCGTGAA  
 
     Bfor1        Bfor2 
961 ACTCAGCCTc tATCCAGCAG CGACGACAAG Taaagtgagt tgtgcctgga gtgatgttta  
 
 
1021 agccaatgtc agggcaaggc aacagtccct ggccgtcctc cagcaccttt gtaatgcata 
 
  
1081 tgagctcggg agaccagtac ttaaagttgg aggcccggga gcccaggagc tggcggaggg 
 

Exon 1E2 

Exon 1F 

Exon 1B 

Exon 1T2 

Exon 1T1 

Exon 1D 
 

Exon 1C 

Exon 1E1 
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1141 cgttcgtcct gggactgcac ttgctcccgt cgggtcgccc ggcttcaccg gacccgcagg 
 
                                 Afor1 
1201 ctcccggggc agggccgggg ccagagCTCG CGTGTCGGCG GGACATgcGC TGCGTCGCCT 
 
      Afor2 
1261 CTAACCTCgg gctgtgctct ttttccaggt ggcccgccgg tttctgagcc ttctgccctg  
 
 
1321 cggggacacg gtctgcaccc tgcccgcggc cacggaccat gaccatgacc ctccacacca  
 
                            KG3rev 
1381 aagcatccgg gatgGCCCTA CTGCATCAGA TCCAAgggaa cgagctggag cccctgaacc 
  
 
1441 gtccgcagct caagatcccc ctggagcggc ccctgggcga ggtgtacctg gacagcagca 
 
  
1501 agcccGccgt gtacaactac cccgagggcg ccgcctacga gttcaacgcc gcggccgccg 
 
  
1561 ccaacgcgca ggtctacggt cagaccggcc tcccctacgg ccccgggtct gaggctgcgg 
 
  
1621 cgttcggctc caacggcctg gggggtttcc ccccactcaa cagcgtgtct ccgagcccgc 
 
  
1681 tgatgctact gcacccgccg ccgcagctgt cgcctttcct gcagccccac ggccagcagg 
 
 
1741 tgccctacta cctggagaac gagcccagcg gctacacggt gcgcgaggcc ggcccgccgg  
 
              KG4rev      DNADOMfor 
1801 cattctacag gCCAAATTCA GATAATCGAC GCCAGggtgg cagagaaaga ttggccagta  
 
                                     1 for 2 
1861 ccaatgacaa gggaagtatg gctatggaat cTGCCAAGGA GACTCGCTAc tgtgcagtgt 
 
  
1921 gcaatgacta tgcttcaggc taccattatg gagtctggtc ctgtgagggc tgcaaggcct 
 
  
1981 tcttcaagag aagtattcaa ggacataacg actatatgtg tccagccacc aaccagtgca  
 
 
2041 ccattgataa aaacaggagg aagagctgcc aggcctgccg gctccgtaaa tgctacgaag  
 
                                                     DNADOMrev 
2101 tgggaatgat gaaaggtggg atacgaaaag accgaaGAGG AGGGAGAATG TTGAAACACa  
 
 
2161 agcgccagag agatgatggg gagggcaggg gtgaagtggg gtctgctgga gacatgagag  
 
 
2221 ctgccaacct ttggccaagc ccgctcatga tcaaacgctc taagaagaac agcctggcct  
 
2281 tgtccctgac ggccgaccag atggtcagtg ccttgttgga tgctgagccc ccgatactct  
 
 
2341 attccgagta tgatcctacc agacccttca gtgaagcttc gatgatgggc ttactgacca 
 
  
2401 acctggcaga cagggagctg gttcacatga tcaactgggc gaagagggtg ccagg 

 

Legende zu Abbildung 8: Die sense Primer wurden mit einem nach rechts zeigenden Pfeil dargestellt, die 

Pfeile der antisense Primer zeigen nach links. Die Sequenzen der Primer werden durch Großschreibung 

gekennzeichnet. Die verschiedenen untranslatierten und kodierenden Exons sind farblich voneinander 

abgehoben. Die Sequenz des ERα wurde von Sand et al., 2002 übernommen.  

Exon 4 

Exon 1 

 

Exon 3 

Exon 2 
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Primer PCR 1 Sequenz 5´-3´ 

E1sense1 AGGAAGGAGTAAGCACAAAG 

Fsense1 TTCTATAGCATAAGAAGACAG 

E2sense1 AGCCTCAAATATCTCCAAAATCT 

T1sense1 GAGAGCCAGTGCAACAACACGAAG 

T2sense1 TCTTGCCTGCCGCCATGTAAG 

Dsense1 CACATTCAACGGAGGAGCCA 

Csense1 TCTCTCGGCCCTTGACTTCT 

Bsense1 CTGGCCGTGAAACTCAGCCT 

1Asense1 CTCGCGTGTCGGCGGGACAT 

Ex2antisense CCAAATTCAGATAATCGACGCCAG 

 

Primer PCR 2 Sequenz 5´-3´ 

E1sense2 CTCTTCACATTCTCCGGGAC 

Fsense2 GAGTGATAATCTTCTCTTCAA 

E2sense2 AATTATATTCTGTAGCTACCAAGAAG 

T1sense2 GCTGGGTCTTATGGAGACATGTG 

T2sense2 AGGCCTTCCCAGCCATGTGGAAC 

Dsense2 ATCAATCTTTACCCTTCTTC 

Csense2 CAAGCCCATGGAACATTTCTG 

Bsense2 ATCCAGCAGCGACGACAAGT 

1Asense2 GCTGCGTCGCCTCTAACCTC 

Ex1antisense GCCCTACTGCATCAGATCCAA 

 

Tabelle 7 und 8: Sequenzen der zur Untersuchung der untranslatierten Region des ER α verwendeten 
Primer 

 

 

Exon Primer PCR 1 Primer PCR 2 
Produktlänge 

nested PCR in Bp 

E1 E1sense1-Ex2antisense E1sense2-Ex1antisense 224 

F Fsense1-Ex2antisense Fsense2-Ex1antisense 289 

E2 E2sense1-Ex2antisense E2sense2-Ex1antisense negativ 

T1 T1sense1-Ex2antisense T1sense2-Ex1antisense negativ 

T2 T2sense1-Ex2antisense T2sense2-Ex1antisense 157 
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D Dsense1-Ex2antisense Dsense2-Ex1antisense negativ 

C Csense1-Ex2antisense Csense2-Ex1antisense 172 

B Bsense1-Ex2antisense Bsense2-Ex1antisense 145 

1A 1Asense1-Ex2antisense 1Asense2-Ex1antisense 167 

Tabelle 9:Primerkombinationen zur Untersuchung der untranslatierten Region des ER α 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Überprüfung der verwendeten cDNAs. Nach der Synthese wurde die Effektivität der cDNA 

Herstellung durch eine PCR mit EF1α kontrolliert. Die anschließend durchgeführte Gelelektrophorese 

zeigt bei allen cDNAs Banden in erwarteter Größe.  

 

4.2.1 Die Nutzung der untranslatierten Exons bei Chondrozyten 

Um die Nutzung der 8 untranslatierten Exons und des Exons A bei den Chondrozyten 

nachzuweisen, wurden für jedes Exon eine nested PCR mit zwei hintereinander geschal-

teten PCR-Reaktionen an zwei unterschiedlichen, aus totaler RNA gewonnenen cDNAs 

durchgeführt. Anschließend wurden die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt. 

Nach der Auftrennung zeigten Exons F, T2, C und A Banden in den erwarteten Größen 

von ca. 290 bp, 160 bp, 170 bp und 170 bp. Die PCR für Exons E1 und T1 trennten sich 

in mehrere Banden unterschiedlicher Größe auf, die sich erst nach Sequenzierung beur-

teilen ließen. Ebenso zeigte Exon B in der ersten Versuchsreihe eine nur schwach sicht-

bare Doppelbande bei 160 bp und 140 bp. In der zweiten Versuchsreihe waren wieder-

um Mehrfachbanden sichtbar. Die ausgeprägtesten Banden lagen im Gegensatz zum 

ersten Versuch bei 500 bp und 200 bp. Kontrollversuche mit zwei neuen cDNAs bestä-

tigte die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe.  
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Abbildung 10: Untersuchung der untranslatierten Exons bei Chondrozyten. Wie in Tabelle 9 dargestellt, 

wurde für jedes untranslatierte Exon eine nested PCR durchgeführt. Hier werden die Ergebnisse der zwei-

ten PCR gezeigt. Die Darstellung setzt sich aus zwei mit unterschiedlichen cDNAs durchgeführten Ver-

suchsreihen zusammen.  

 

4.2.1.1 Sequenzierung der PCR-Produkte der Chondrozyten 

Nach der Auftrennung und Beurteilung durch Gelelektrophorese wurden alle PCR-

Produkte zur Überprüfung der Ergebnisse sequenziert.  

Hierbei konnten die zu den Exons F, E1, T2, C und B korrespondierenden PCR-

Produkte als Startpunkte der Transkription nachgewiesen werden. (Tabelle 10). Die 

Sequenzierungen zeigten folgende Übereinstimmungen mit publizierten Sequenzen von 

ERα: 

 

Exon F: mit Genbank Einträgen U68068, AJ002562  

Exon E1: mit Genbank Einträgen U68068, X86816  

Exon T2: mit Genbank Einträgen AY425004, NM_000125 

Exon C: mit Genbank Einträgen HSERG5UTA, AY425004 

Exon B: mit Genbank Einträgen AY425004, AL356311  

Exon A: mit Genbank Einträgen AY425004, NM 000125  
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Die Sequenzierungen zeigten, dass Exons E1, T2 und C durch alternatives Spleißen 

direkt an die Akzeptorspleißseite an Position +163 in Exon 1 (hier Position 1289, siehe 

Abbildung 8) gebunden werden. Alle dazwischen liegenden untranslatierten Exons wur-

den übersprungen. Eine Variante zeigte Exon F, bei dem außerdem noch Exon E1 vor 

Exon 1 gespleißt wurde. Die Bedeutung der bei Exon B aufgetretenen Mehrfachbanden 

wurde durch Sequenzierungen sowohl mit dem sense als auch mit antisense Primer un-

tersucht. Exon B blieb in der ersten Versuchsreihe negativ (Bild oben). In der zweiten 

Versuchsreihe erwies sich die größere Bande mit ca. 500 bp als positiv. Grund für das 

große Produkt war ein kontinuierliches Transkript von Exon B bis zum antisense Primer 

in Exon 1. Es fand kein alternativer Spleißvorgang statt. Dieses Ergebnis wurde durch 

Versuche mit zwei weiteren cDNAs bestätigt. 

Da die Sequenzierung der bei Exon T1 aufgetretenen Mehrfachbanden kein verwendba-

res Ergebnis zeigte, wurde eine Gelelution mit Ausschneiden der Banden durchgeführt. 

Die einzelnen Banden wurden wiederum sequenziert. Alle Resultate dieser Sequenzie-

rung waren negativ. 

 

Tabelle 10: Nachgewiesene untranslatierte Exons bei den Chondrozyten 

Ex1E2 Ex1F Ex1E1 Ex1T1 Ex1T2 Ex1D Ex1C Ex1B ExA 

- +      + -      + - + + + 

Legende zu Tabelle 10: Durch zwei unabhängige RNAs bestätigte positive und negative untranslatierte 
Exons bei den Chondrozyten. Aufgrund der widersprüchlichen Ergebnisse bei Exon B wurden zwei weite-
re unabhängige cDNAs untersucht, die beide eine Nutzung von Exon B als Transkriptionsstartpunkt nach-
wiesen. In der nun folgenden Abbildung 11b sind die positiv nachgewiesenen Exons graphisch  darge-
stellt 

. 

Abbildung 11a: Die genomische Organisation der Promotorregion des humanen ERα 

Gens 

 

 

Legende zu Abbildung 11a: Die Abbildung zeigt die bis zum heutigen Tag beschriebenen untranslatierten 

Exons des ERα Gens in der von Kos et al. vorgeschlagenen Reihenfolge. Die bunten Vierecke repräsen-

E2 F 
137 

E1 T1 T2 D C B A Ex1 
123 131 86 150 96 119 154 33.8 89.3 12.2 1.4 1.5 11.2 
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tieren die untranslatierten Exons, die Zahlen in den Vierecken entsprechen der Größe des jeweiligen E-

xons in Basenpaaren. Die Zahlen zwischen den Exons korrespondieren mit der Größe der Introns in Kilo-

basenpaaren. Die Linien unterhalb der Exons stellen die Spleißvarianten dar. 

 

 

Abbildung 11b: Nachgewiesene mRNA-Varianten bei den Chondrozyten 

fB 

 

 

 

 

 

 

 

Legende zu Abbildung 11b: Die Abbildungen stellen die bei den Chondrozyten nachgewiesenen mRNA-

Varianten dar. Der senkrecht nach unten zeigende Pfeil markiert den Übergang vom untranslatierten Exon 

zum Exon 1. Die Zahl links des senkrechten Pfeils gibt die Position des letzten Basenpaares des untrans-

latierten Exons im ERα Gen an, die Zahl rechts des senkrechten Pfeils die Position des ersten Basenpaa-

Ex1 Exon A: 1289 167 Bp A 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 1Asense2 (1249-1268) 

Ex1 Exon B: 1289 

Bsense2 (972-991) 

394 Bp B 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon C: 1289 

Csense2 (798-818) 

172 Bp C 

1289 842 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon T2: 1289 

T1sense2 (597-619) 

157 Bp T2 

1289 627 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon E1: 1289 223 Bp E1 

1289 391 

E1sense2 (296-315) Ex1antisense (1395-1415) 

F Ex1 Exon F: 1289 289 Bp E1 

1289 391 

Fsense2 (240-260) Ex1antisense (1395-1415) 
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res des Exons 1 im ERα Gen. Unterhalb jeder mRNA-Variante sind die jeweils für die 2. PCR verwende-

ten Primer mit ihrer Position im ERα Gen angegeben. 

Die Zahl rechts von der Abbildung gibt die Größe der mRNA-Variante in der Sequenzierung (das heißt 

zwischen den beiden Primern der 2. PCR) in Basenpaaren an. 

 

4.2.2 Nutzung der untranslatierten Exons bei mesenchymalen Stammzellen 

Die Nutzung der 8 untranslatierten Exons und des nicht unabhängigen Exons A als 

Startpunkte der Transkription wurde bei den MSCs durch nested PCR-Reaktionen mit 

sense Primern aus dem jeweiligen untranslatierten Exon und antisense Primern aus den 

Exons 2 und 3 untersucht. Die Versuche wurden an zwei unterschiedlichen, aus totaler 

RNA gewonnenen cDNAs durchgeführt. Anschließend wurden die PCR-Produkte gele-

lektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei ergaben sich Ergebnisse in erwarteter Größe kor-

respondierend zu den untranslatierten Exons F, T2, C, B und Exon A. Diese lagen bei 

290 bp, 160 bp, 170 bp, 150 bp und 170 bp. Die bei Exon E1 und Exon T1 aufgetrete-

nen Mehrfachbanden wurden durch Sequenzierung bzw. Gelextraktion untersucht. 

 

G
rö
s
se
n
m
a
rk
e
r

E
x
o
n
E
1

E
x
o
n
F

E
x
o
n
E
2

E
x
o
n
T
2

E
x
o
n
T
1

E
x
o
n
D

E
x
o
n
C

E
x
o
n
B

E
x
o
n
A

G
rö
ss
e
n
m
a
rk
e
r

 

Abbildung 12: Untersuchung der untranslatierten Exons. Wie in Tabelle 9 dargestellt, wurde für jedes 

untranslatierte Exon eine nested PCR durchgeführt. Hier werden die Ergebnisse der zweiten PCR gezeigt. 

Die Darstellung setzt sich aus zwei mit unterschiedlichen cDNAs durchgeführten Versuchsreihen zu-

sammen. 
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4.2.2.1 Sequenzierung der PCR-Produkte der MSCs 

Die Sequenzierung der PCR-Produkte bestätigte bei den mesenchymalen Stammzellen 

die Identität der Produkte bei den untranslatierten Exons F, E1, T2, C und B und A in 

beiden Versuchsreihen. Mit den Sequenzierungen ergaben sich folgende Übereinstim-

mungen mit publizierten Sequenzen des ERα: 

 

Exon F: mit Genbank Einträgen U68068, AJ002562 

Exon E1: mit Genbank Einträgen U68068, AJ002562  

Exon T2: mit Genbank Einträgen AY425004, NM_000125  

Exon C: mit Genbank Einträgen HSERG5UTA, AY425004  

Exon B: mit Genbank Einträgen AJ002559, AY425004  

Exon A: mit Genbank Einträgen AY425004, NM 000125  

 

Die Sequenzierungen zeigten, dass Exons T2, C und B direkt an Position +163 in Exon 

1 (hier Position 1289, siehe Abbildung 8) gespleißt wurden. Bei Exon F wurde zusätz-

lich das komplette Exon E1 vor Exon 1 gespleißt. Die Sequenzen von Exon E1 unter-

schieden sich bei den beiden Versuchsreihen in ihrer Länge. Eine Sequenz hatte eine 

Länge von 220 bp, die andere eine Länge von 140 bp (siehe Gelelektrophorese). Das 

größere Produkt setzte sich aus Exon E1 sowie der Akzeptorspleißseite an Position 

+163 und darauf folgenden Teilen von Exon 1 zusammen. Produkte dieser Größe wur-

den auch in den anderen untersuchten Zelllinien gefunden. Das kleinere Produkt bein-

haltete nur den verwendeten forward Primer und bis auf sieben Nukleotide das gesamte 

Exon E1. 

Die bei Exon T1 aufgetretenen Mehrfachbanden wurden aus dem Gel extrahiert und 

einzeln sequenziert. Die Ergebnisse dieser Sequenzierungen deuteten auf unspezifische 

PCR-Produkte hin.   

 

Tabelle 11: Nachgewiesene untranslatierte Exons bei den MSCs 

Ex1E2 Ex1F Ex1E1 Ex1T1 Ex1T2 Ex1D Ex1C Ex1B ExA 

- + + - + - + + + 
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Legende zu Tabelle 11: Durch Verwendung von zwei unabhängigen cDNAs überprüfte positive und nega-
tive Ergebnisse der Nutzung der untranslatierten Exons als Transkriptionsstartpunkte. Zur Herstellung 
der cDNAs wurde totale RNA verwendet. Eine graphische Darstellung der bei den MSCs positiv nachge-
wiesenen untranslatierten Exons folgt in Abbildung 13b.  

 

Abbildung 13a: Die genomische Organisation der Promotorregion des humanen ERα 

Gens  

 
Legende zu Abbildung 13a: Die Abbildung zeigt die bis zum heutigen Tag beschriebenen untranslatierten 

Exons des ERα Gens in der von Kos et al. vorgeschlagenen Reihenfolge. Die bunten Vierecke repräsen-

tieren die untranslatierten Exons, die Zahlen in den Vierecken entsprechen der Größe des jeweiligen E-

xons in Basenpaaren. Die Zahlen zwischen den Exons korrespondieren mit der Größe der Introns in Kilo-

basenpaaren. Die Linien unterhalb der Exons stellen die Spleißvarianten dar. 

 

Abbildung 13b: Nachgewiesene mRNA-Varianten bei MSCs 

 

 

 

 

 

E2 F 
137 

E1 T1 T2 D C B A Ex1 
123 131 86 150 96 119 154 33.8 89.3 12.2 1.4 1.5 11.2 
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Legende zu Abbildung 13b: Die Abbildungen darunter stellen die bei den mesenchymalen Stammzellen 

nachgewiesenen mRNA-Varianten dar. Der senkrecht nach unten zeigende Pfeil markiert den Übergang 

vom untranslatierten Exon zum Exon 1. Die Zahl links des senkrechten Pfeils gibt die Position des letzten 

Basenpaares des untranslatierten Exons im ERα Gen an, die Zahl rechts des senkrechten Pfeils die Positi-

on des ersten Basenpaares des Exons 1 im ERα Gen. Unterhalb jeder mRNA-Variante sind die jeweils für 

die 2. PCR verwendeten Primer mit ihrer Position im ERα Gen angegeben. 

Die Zahl rechts von der Abbildung gibt die Größe der mRNA-Variante in der Sequenzierung (das heißt 

nur zwischen den Primern der 2. PCR) in Basenpaaren an. 

 

 

4.2.3 Die Nutzung untranslatierter Exons bei hFOB Zellen 

Um die Nutzung der 8 untranslatierten Exons und des nicht unabhängigen Exons A als 

alternative Transkriptionsstartpunkte bei den hFOB Zellen zu untersuchen, wurden 

nested PCR-Reaktionen mit sense Primern aus dem jeweiligen untranslatierten Exon 

und antisense Primern aus Exons 1 und 2 verwendet. Diese Versuche wurden an zwei 

unterschiedlichen, aus totaler RNA gewonnenen cDNAs durchgeführt. Bei der an-

schließenden gelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte zeigten sich Banden 

in erwarteter Größe bei Exons C (170 bp) und A (170 bp). Die untranslatierten Exons 

E1, F und B hatten sich in mehrere Banden aufgetrennt, wobei besonders die prominen-

te Bande in einer Größe von ca. 400 bp bei Exon B auffiel. Die Bedeutung dieser Mehr-

fachbanden wurde durch Sequenzierungen mit den sense und antisense Primern unter-

sucht. 

Ex1 Exon A: 1289 167 Bp A 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 1Asense2 (1249-1268) 
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Abbildung 14: Untersuchung der untranslatierten Exons. Wie in Tabelle 9 dargestellt wurde für jedes 

untranslatierte Exon eine nested PCR durchgeführt. Hier werden die Ergebnisse der zweiten PCR gezeigt. 

Die Darstellung setzt sich aus zwei mit unterschiedlichen cDNAs durchgeführten Versuchsreihen zu-

sammen. 

 

4.2.3.1 Sequenzierung der PCR-Produkte der hFOB Zellen 

Die Sequenzierungen ergaben bei den hFOB Zellen positive Ergebnisse bei Exons F, 

E1, C und B und A. Es ergaben sich folgende Übereinstimmungen mit publizierten Se-

quenzen: 

 

Exon F: mit Genbank Einträgen AL356311, U68068, AL035695  

Exon E1: mit Genbank Einträgen AL035695, AB090237  

Exon C: mit Genbank Einträgen HSERG5UTA, AY425004  

Exon B: mit Genbank Einträgen AY425004, AL356311  

Exon A: mit Genbank Einträgen AY425004, NM 000125 

 

Exon T2 blieb bei beiden cDNAs negativ. Exon C wurde an die Akzeptorspleißseite in 

Exon 1 gebunden. Das Transkript von Exon B wurde nicht gespleißt und beinhaltete das 

gesamte Exon B sowie das Exon 1 bis zum verwendeten antisense Primer. Bei den E-
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xons F und E1 traten zwei Produkte auf, wobei das größere bei Exon E1 aus 220 bp 

bestand und das kleinere eine Größe von 130 bp hatte. Bei Exon F wurden Produkte mit 

einer Größe von 290 bp und 180 bp sequenziert. Um die beiden kleineren Produkte bes-

ser beurteilen zu können, wurde jede Sequenzierung sowohl mit dem sense als auch mit 

dem antisense Primer durchgeführt. Die beiden größeren Produkte bestanden bei Exon 

E1 aus dem untranslatierten Exon selbst und Teilen von Exon 1 und bei Exon F aus E-

xon F, E1 und Teilen von Exon 1. Die kleineren Produkte stellten sich als Spleißvarian-

ten heraus. In beiden Fällen wurden einmal Exon E1 und bei der Nutzung von Exon F 

als Startpunkt Exon F und Exon E1 an Exon 2 gespleißt. Exon 1 wurde bei diesen Vari-

anten vollständig übersprungen. Die kürzeren Produkte kodieren somit für ein verkürz-

tes ERα Protein. Diese Spleißvarianten zeigten sowohl bei Exon F als auch bei Exon E1 

eine ausgeprägtere Bande in der Gelelektrophorese.   

 

Tabelle 12: Nachgewiesene untranslatierte Exons bei hFOB Zellen 

Ex1E2 Ex1F Ex1E1 Ex1T1 Ex1T2 Ex1D Ex1C Ex1B Ex1A 

- + + - - - + + + 

Legende zu Tabelle 12: Positive und negative untranslatierte Exons bei den hFOB Zellen. Die Ergebnisse 
wurden durch die Verwendung von zwei unabhängigen cDNAs bestätigt. Die cDNAs wurden aus totaler 
RNA hergestellt. Eine graphische Darstellung der bei den hFOB Zellen  positiv nachgewiesenen untrans-
latierten Exons folgt in Abbildung 15b.  

 

Abbildung 15a: Die genomische Organisation der Promotorregion des humanen ERα 

Gens  

 

 

 

 

 

Legende zu Abbildung 15a: Die Abbildung zeigt die bis zum heutigen Tag beschriebenen untranslatierten 

Exons des ERα Gens in der von Kos et al. vorgeschlagenen Reihenfolge. Die bunten Vierecke repräsen-

tieren die untranslatierten Exons, die Zahlen in den Vierecken entsprechen der Größe des jeweiligen E-

xons in Basenpaaren. Die Zahlen zwischen den Exons korrespondieren mit der Größe der Introns in Kilo-

basenpaaren. Die Linien unterhalb der Exons stellen die Spleißvarianten dar. 

E2 F E1 T1 T2 D C B A Ex1 Ex2 
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Abbildung 15b: Nachgewiesene mRNA-Varianten bei den hFOB Zellen 

 

 

 

 

 

 

 
Legende zu Abbildung 15b: Die Abbildungen darunter stellen die bei den hFOB Zellen nachgewiesenen 

mRNA-Varianten dar. Der senkrecht nach unten zeigende Pfeil markiert den Übergang vom untranslatier-

ten Exon zum Exon 1 oder Exon 2. Die Zahl links des senkrechten Pfeils gibt die Position des letzten 

Basenpaares des untranslatierten Exons im ERα Gen an, die Zahl rechts des senkrechten Pfeils die Positi-

on des ersten Basenpaares des Exons 1 oder Exons 2 im ERα Gen. Unterhalb jeder mRNA-Variante sind 

die jeweils für die 2. PCR verwendeten Primer mit ihrer Position im ERα Gen angegeben. 

Die Zahl rechts von der Abbildung gibt die Größe der mRNA-Variante in der Sequenzierung (das heißt 

zwischen den beiden Primern der 2. PCR) in Basenpaaren an. 

Ex2 Exon E1: 1289 128 Bp E1 

1811 391 

Ex1 Exon 1A: 1289 167 Bp 1A 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 1Asense2 (1249-1268) 

Ex1 Exon B: 1289 

Bsense2 (972-991) 

394 Bp B 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon C: 1289 

Csense2 (798-818) 

172 Bp C 

1289 842 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon E1: 1289 223 Bp E1 

1289 391 

E1sense2 (296-315) Ex1antisense (1395-1415) 

F Ex1 Exon F: 1289 289 Bp E1 

1289 391 

F Ex2 Exon F: 1289 183 Bp E1 

1811 391 

Ex1antisense (1395-1415) Fsense2 (240-260) 

Fsense2 (240-260) Ex1antisense (1395-1415) 

E1sense2 (296-315) Ex1antisense (1395-1415) 
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4.2.4 Die Nutzung untranslatierter Exons bei neuronalen Zellen 

Um die Nutzung der 8 untranslatierten Exons und des Exons A bei neuronalen Zellen 

nachzuweisen, wurden für jedes Exon nested PCR-Reaktionen mit zwei hintereinander 

geschalteten PCRs an zwei unterschiedlichen, aus totaler RNA gewonnenen und einer 

aus mRNA gewonnenen cDNAs durchgeführt. Anschließend wurden die PCR-

Ergebnisse elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung zeigten T2 und B 

PCR-Produkte in den erwarteten Größen von 160 bp und 150 bp sowie C und A von 

170 bp. F, E1 und T1 trennten sich in mehrere Banden auf.  
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Abbildung 16: Untersuchung der untranslatierten Exons. Wie in Tabelle 9 dargestellt, wurde für jedes 

untranslatierte Exon eine nested PCR durchgeführt. Hier werden die Ergebnisse der zweiten PCR gezeigt. 

Die Darstellung setzt sich aus drei mit unterschiedlichen cDNAs durchgeführten Versuchsreihen zusam-

men. 
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4.2.4.1 Sequenzierung der PCR-Produkte 

Bei den Neuroblastomzellen wurden die Versuchsreihen mit drei unterschiedlichen 

cDNAs durchgeführt. Für die erste Versuchsreihe wurde eine mRNA verwendet, in den 

darauf folgenden Versuchen wurde mit zwei totalen RNAs gearbeitet. Die Sequenzie-

rungen ergaben bei der mRNA einen Identitätsnachweis der PCR-Produkte bei den E-

xons F und E1. Bei den totalen RNAs wurden die Identitäten der PCR-Produkte von 

Exons F, E1, T2, C und B bestätigt .Die Sequenzierungen zeigten folgende Überein-

stimmungen mit publizierten Sequenzen: 

 

Exon F: mit Genbank Einträgen U68068, AJ002562  

Exon E1: mit Genbank Einträgen U68068, AJ002562  

Exon T2: mit Genbank Einträgen AY425004, NM_000125  

Exon C: mit Genbank Einträgen HSERG5UTA, AY425004  

Exon B: mit Genbank Einträgen AY425004, AJ002560  

Exon A: mit Genbank Einträgen AY425004, NM 000125  

 

Die Sequenzierungen zeigten, dass Exons T2, C und B direkt an Exon 1 gespleißt wur-

den. Bei Exons F und E1 traten bei der mRNA und bei einer der beiden totalen RNAs 

Doppelbanden auf. Die Sequenzierung der PCR-Produkte wies nach Verwendung von 

sense und antisense Primer eine Spleißvariante nach. Sowohl bei Nutzung von Exon F 

als auch von Exon E1 als Transkriptionsstartpunkt fungierte Exon E1 als Spleißdonor 

und Exon 2 als Spleißakzeptor. Exon 1 wurde übersprungen. Durch diese Spleißvariante 

waren die kleineren PCR-Produkte entstanden. Die Sequenzen der größeren PCR-

Produkte zeigten die an Exon 1 gespleißten Exons F-E1 oder nur E1.  Bei Verwendung 

der zweiten kompletten RNA trat bei Exons E1 und F nur ein PCR-Produkt auf. Diese 

Produkte entsprachen der eben genannten an Exon 1 gespleißten Variante.    

 

Tabelle 13: Nachgewiesene untranslatierte Exons bei neuronalen Zellen 

Ex1E2 EX1F Ex1E1 Ex1T1 Ex1T2 Ex1D Ex1C Ex1B ExA 

- + + - + - + + + 

Legende zu Tabelle 13: Positive und negative Ergebnisse der Sequenzierungen bei Neuroblastomzellen. 
Alle Ergebnisse wurden durch die Verwendung einer zweiten unabhängigen cDNA bestätigt. In Abbil-
dung 17b sind bei den neuronalen positiv nachgewiesenen mRNA-Varianten graphisch dargestellt.  
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Abbildung 17a: Die genomische Organisation der Promotorregion des humanen ERα 

Gens  

 

 

 

 

 

Legende zu Abbildung 17a: Die Abbildung zeigt die bis zum heutigen Tag beschriebenen untranslatierten 

Exons des ERα Gens in der von Kos et al. vorgeschlagenen Reihenfolge. Die bunten Vierecke repräsen-

tieren die untranslatierten Exons, die Zahlen in den Vierecken entsprechen der Größe des jeweiligen E-

xons in Basenpaaren. Die Zahlen zwischen den Exons korrespondieren mit der Größe der Introns in Kilo-

basenpaaren. Die Linien unterhalb der Exons stellen die Spleißvarianten dar. 

 

Abbildung 17b: Nachgewiesene mRNA-Varianten bei neuronalen Zellen 
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Abbildung 17b: Die Abbildungen darunter stellen die bei den hFOB Zellen nachgewiesenen mRNA-

Varianten dar. Der senkrecht nach unten zeigende Pfeil markiert den Übergang vom untranslatierten Exon 

zum Exon 1 oder Exon 2. Die Zahl links des senkrechten Pfeils gibt die Position des letzten Basenpaares 

des untranslatierten Exons im ERα Gen an, die Zahl rechts des senkrechten Pfeils die Position des ersten 

Basenpaares des Exons 1 oder Exons 2 im ERα Gen. Unterhalb jeder mRNA-Variante sind die jeweils für 

die 2. PCR verwendeten Primer mit ihrer Position im ERα Gen angegeben. 

Die Zahl rechts von der Abbildung gibt die Größe der mRNA-Variante in der Sequenzierung (das heißt 

zwischen den beiden Primern der 2. PCR) in Basenpaaren an. 

 

4.3 Expression des ERα in verschiedenen Differenzierungswegen von mesenchymalen 

Stammzellen 

Bei den mesenchymalen Stammzellen handelt es sich um pluripotente Progenitorzellen, 

die sich in Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten und Myozyten differenzieren kön-

nen. Es wird vermutet, dass Östrogene auf die Differenzierung in die einzelnen Zellphä-

notypen Einfluss nehmen und dass diese östrogene Wirkung durch Östrogenrezeptoren 

vermittelt wird.  

In den folgenden Versuchen sollte deshalb überprüft werden, ob und in welchem Maß 

der ERα in den einzelnen Entwicklungsschritten der osteogenen und adipogenen Diffe-

renzierung von mesenchymalen Stammzellen exprimiert wird. 

Während der Differenzierung in Osteoblasten oder Adipozyten wurde deshalb zur Un-

tersuchung der Östrogenrezeptorexpression wöchentlich eine RNA-Isolierung durchge-

führt. Aus diesen RNAs wurde jeweils cDNA synthetisiert, deren Effektivität mit Hilfe 

Ex1 Exon A: 1289 167 Bp A 

1289 1288 

Ex1antisense (1395-1415) 1Asense2 (1249-1268) 

Ex1 Exon B: 1289 

Bsense2 (972-991) 

157 Bp B 

1289 991 

Ex1antisense (1395-1415) 

Ex1 Exon C: 1289 

Csense2 (798-818) 

172 Bp C 

1289 842 

Ex1antisense (1395-1415) 
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einer PCR mit EF1α überprüft wurde (Abbildung 18). Anschließend sollte die ERα 

mRNA während der unterschiedlichen Differenzierungsphasen mit der RT-PCR Me-

thodik nachgewiesen werden. Die verwendeten Primerpaare stammten dabei einmal aus 

der DNA-bindenden Domäne und in einer anderen Versuchsanordnung aus Exons 2 und 

3. Die Versuche wurden an vier aus verschiedenen RNAs gewonnenen cDNAs durchge-

führt. 
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Abbildung 18: : Überprüfung der verwendeten cDNAs. Nach der Synthese wurde die Effektivität der 

cDNA-Herstellung durch eine PCR mit EF1α kontrolliert. Die anschließend durchgeführte Gele-

lektrophorese zeigte bei allen cDNAs Banden in erwarteter Größe.  

 

4.3.1  Die Expression von ERα während der osteogenen Differenzierung  

In der Postmenopause kann es zu einer Imbalance zwischen Knochenneubildung und 

Knochenresorption mit Überwiegen der Knochenresorption kommen. Eine Östrogen-

substitution kann zur Wiederherstellung der Balance dieser beiden Vorgänge führen. 

Dies geschieht einerseits über eine Beeinflussung von osteoklastischen Zellen [Okazaki 

et al., 2002], andererseits konnte in einigen Studien auch eine Expression von ERα in 

osteoblastären Zellen nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wird vermutet, dass 

Östrogene auch eine Wirkung auf diese Zelllinie haben. Bei den Untersuchungen der 

Expression von ERα während der osteogenen Differenzierung von mesenchymalen 

Stammzellen an aus vier verschiedenen RNAs gewonnenen cDNAs konnten keine ein-

heitlichen Ergebnisse gefunden werden. In zwei Versuchsreihen wurde eine gleich blei-

bende Expression beobachtet, in den anderen beiden konnte eine Zunahme der Expres-
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sion während der Differenzierung nachgewiesen werden. Aber auch bei den beiden letz-

teren unterschied sich der Zeitpunkt, an dem es zu einer gesteigerten Expression kam. 

Während es bei der einen Versuchsreihe erst nach drei Wochen zu einer kontinuierli-

chen Zunahme der Expression von ERα kam, konnte diese in der in Abbildung 19 dar-

gestellten Versuchsreihe bereits nach einer Woche beobachtet werden.  

T
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T
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T
1

T
2

T
4

 
Abbildung 19: Expression des Östrogenrezeptors Alpha während der osteogenen Differenzierung: Die 

Abbildung zeigt die Expression des Rezeptors vor der Differenzierung (T0) und jeweils wöchentlich 

während der Differenzierung (T1, T2, T3, T4). Zur Überprüfung der Rezeptorexpression wurden zwei 

PCRs mit Primerpaaren aus der DNA-bindenden Domäne hintereinander durchgeführt. Während der 

Differenzierung ist eine leichte Zunahme der Intensität der Banden zu beobachten.  

 

4.3.2 Die Expression von ERα während der adipogenen Differenzierung 

Nach einer Ovarektomie und in der Postmenopause kann nicht nur eine Abnahme der 

Knochensubstanz, sondern auch eine Zunahme von Adipozyten im Knochenmark beo-

bachtet werden. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass Östrogene auch A-

dipozyten und die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in diesen Phäno-

typ beeinflussen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression 

des ERα während der adipogenen Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen 

mittels RT-PCR untersucht. Die Versuche wurden an vier aus verschiedenen RNAs ge-

wonnenen cDNAs vorgenommen. Bei allen vier Versuchsreihen konnte eine kontinuier-
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liche Expression des ERα während der adipogenen Differenzierung beobachtet werden 

(siehe Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Die Abbildung zeigt drei verschiedene adipogene Differenzierungen. Zur Untersuchung 

der Östrogenrezeptorexpression wurden in diesem Versuch zwei PCRs mit Primern aus Exons 2 und 3 

hintereinander durchgeführt.  
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5 Diskussion  

5.1 Einleitung 

Die Mitglieder der Superfamilie der nukleären Rezeptoren werden in einer Vielzahl von 

Organen und Zelllinien exprimiert. An den unterschiedlichen Expressionsorten variieren 

sowohl die Rezeptorspiegel als auch die Funktionen, die von ihnen beeinflusst werden. 

Um zu gewährleisten, dass die richtige Rezeptoranzahl in der richtigen Zelle und zum 

richtigen Zeitpunkt vorhanden ist, sind komplexe Kontrollen der Transkription und 

Translation notwendig. Eine Möglichkeit einer zellspezifischen Kontrolle ist die Ex-

pression unterschiedlicher Isoformen der Rezeptor-mRNA, die durch Nutzung alternati-

ver Promotoren oder Spleißvorgänge generiert werden. Es entstehen Varianten, die sich 

entweder am N-Terminus oder am C-Terminus vom normalen Rezeptortranskript unter-

scheiden. Diese zell- und entwicklungsspezifische Kontrollmöglichkeit wird von den 

Steroidhormonrezeptoren speziesübergreifend genutzt. So existieren beispielsweise 

zwei Progesteronrezeptorisoformen, die sich in ihrer N-terminalen Sequenz voneinander 

unterscheiden und abhängig von Zellart und Promotor in unterschiedlicher Effizienz 

Einfluss auf die Genexpression nehmen können [Tora et al., 1988; Vegeto et al., 1993; 

Chalbos, Galtier, 1994]. Aus der Nutzung alternativer Promotor bei Steroidhormonre-

zeptoren ergeben sich Ansatzpunkte zur Beeinflussung der Expression der Rezeptoren 

durch beispielsweise Einflussnahme auf den Promotor selbst oder die Transkriptions-

faktoren, die mit ihnen interagieren.    

1991 wurde erstmals von einer 5’-flankierenden Region des humanen ERα berichtet 

[Keaveney et al., 1991]. Seitdem wurden mittlerweile neun untranslatierte Exons be-

schrieben, die als alternativer Transkriptionsstartpunkt genutzt werden können und 

durch Spleißen an die kodierenden Exons gebunden werden. Die durch Nutzung dieser 

alternativen Exons entstandenen mRNA-Isoformen wurden in unterschiedlichen Ex-

pressionsmustern in den bis jetzt untersuchten Organen und Zelllinien gefunden. 

Die Nutzung dieser untranslatierten Exons durch Osteoblasten, mesenchymale Stamm-

zellen, Chondrozyten und Neuronen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die 

Verwendung der alternativen Promotoren wird anschließend bei Osteoblasten und neu-

ronalen Zellen anhand von Ergebnissen aus der Literatur diskutiert, während sie bei 

MSCs und Chondrozyten erstmalig untersucht wurde. Die Verteilung der unterschiedli-
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chen mRNA-Isoformen in den untersuchten Zellen und ihre Bedeutung für die Regula-

tion der Rezeptorexpression werden nach der Diskussion relevanter Aspekte der ver-

wendeten Zelllinien und Methodik erörtert.   

5.2 Verwendung von hFOB 1.19, C-28/I2 und SK-N-SH als Modellsysteme   

Um die Expression des ERα in den gewünschten Zelllinien untersuchen zu können, 

mussten Modellsysteme verwendet werden, die einerseits den Phänotyp der jeweiligen 

Zelllinie exprimieren und andererseits homogen und reproduzierbar sind.  

Primärkulturen humaner Osteoblasten exprimieren zwar den gewünschten osteoblastä-

ren Phänotyp, haben aber den entscheidenden Nachteil der langsamen Proliferation und 

schnellen Alterung. Aus einem Osteosarkom gewonnene Zelllinien proliferieren zwar 

schnell, bergen aber die Unsicherheit eines veränderten Phänotyps. Um diese Nachteile 

zu umgehen, wurden fetale Osteoblasten als Modellsystem verwendet, die mit dem Gen 

für die temperatursensitive Mutante des large T-Antigens des SV 40-Virus transfiziert 

worden waren. Die Expression des T-Antigens ist bei den hFOB 1.19 an eine Kultivie-

rung bei 33.5°C gebunden. Das Antigen interagiert mit dem Zellzyklus und führt so zu 

einer erhöhten Proliferationsrate der humanen Zelllinie. Die transfizierten Zellen expri-

mieren trotz des veränderten Proliferationsparameters osteoblastäre Phänotypmarker 

wie alkalische Phosphatase, Osteopontin, Sialoprotein und Typ I Kollagen. Ein weiteres 

Zeichen der osteoblastären Differenzierung ist die Mineralisierung der Matrix bei 

postkonfluenten Zellen. Die immortalisierte hFOB 1.19 Zelllinie „bietet somit ein ho-

mogenes, schnell proliferierendes Modellsystem zur Untersuchung unterschiedlicher 

Stadien der humanen Osteoblastendifferenzierung“ [Harris et al., 1995]. 

Zur Untersuchung der Chondrozyten wurde ebenfalls eine mit dem large T-Antigen des 

SV 40-Virus transfizierte Zelllinie verwendet [Goldring, 2000]. Diese Zelllinie ermög-

licht im Gegensatz zur Primärkultur humaner Chondrozyten ein reproduzierbares Mo-

dellsystem. Nachteile der primären humanen Chondrozyten sind unter anderen ihre nur 

mit Schwierigkeiten durchzuführende Isolierung beim Erwachsenen und ihre phänoty-

pischen Unterschiede, die durch das Alter und andere Bedingungen des Patienten wie 

Gewicht und Lebensweise bedingt sind. Bei den primären Chondrozyten des Erwachse-

nen handelt es sich außerdem hauptsächlich um postmitotische Zellpopulationen, die 

nach ihrer Isolierung kaum noch proliferieren. Eine proliferative Aktivität dieser Zellen 

ist mit einem Verlust ihres differenzierten Phänotyps verbunden.   
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Die immortalisierten Chondrozyten proliferieren kontinuierlich in Kultur und behalten 

ihre chondrozytäre Morphologie. Die Immortalisierung führt allerdings zu Veränderun-

gen der Genexpression. Diese äußern sich in einer vermehrten Expression von Genen 

des Zellzyklus und einer verminderten Expression von Matrixproteinen und – proteasen 

[Finger et al., 2003]. Die verwendete Zelllinie C-28/I2 zeigt im Vergleich mit anderen 

immortalisierten chondrozytären Zelllinien die meisten Übereinstimmungen mit dem 

Phänotyp der primären Chondrozyten. Sie exprimiert, wenn auch nur in geringem Ma-

ße, sowohl anabole als auch katabole Matrixgene und zeigt den höchsten Expressions-

spiegel von Genen der Zelldifferenzierung wie SOX9. Die Zelllinie C-28/I2 bietet somit 

die Möglichkeit, Chondrozyten unter reproduzierbaren und definierten Bedingungen zu 

untersuchen. 

Die SK-N-SH ist eine Neuroblastomzelllinie humaner Herkunft. Sie exprimiert einen 

neuronalen Phänotyp und bietet somit die für die Untersuchung des Östrogenrezeptors 

benötigten Voraussetzungen einer hohen Proliferationsrate und eines zellspezifischen 

Phänotyps. 

 

5.3 Die nested PCR im Vergleich mit anderen Methoden 

Um die Nutzung der untranslatierten Exons in den Zelllinien und die Expression des 

ERα in unterschiedlichen Differenzierungsschritten zu untersuchen, wurden in dieser 

Arbeit hauptsächlich nested PCRs und anschließend Sequenzierungen verwendet. Die 

RT-PCR hat gegenüber anderen Methoden wie der in situ Hybridisierung und dem Sou-

thern Blot den Vorteil, dass unspezifische Produkte durch die anschließende Sequenzie-

rung ausgeschlossen werden können. Außerdem können PCR-Produktvarianten durch 

die Sequenzierung sofort charakterisiert werden. Der Nachteil dieser Methode ist, dass 

ihre Sensitivität sehr stark von der Primerauswahl abhängig ist. Da der ERα mRNA-

Gehalt in den untersuchten Zelllinien gering ist, könnte die Verwendung eines weniger 

sensitiven Primerpaares zu einem falsch negativen Ergebnis führen. Dieser methodische 

Nachteil wird durch das Arbeiten mit nested PCRs relativiert, da die Durchführung von 

zwei PCRs hintereinander zu einer Anhebung der Nachweisgrenze um bis zu drei Zeh-

nerpotenzen führt [Jackson et al., 1991]. Eine andere Fehlerquelle der PCR wird wie-

derum durch die nested PCR verstärkt. So ist die nested PCR durch Einsatz von PCR-

Produkten statt cDNA in der zweiten PCR deutlich anfälliger für Kontamination. Diese 
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Kontamination kann neben einem niedermolekularen Hintergrund in der Gelelektropho-

rese auch eine Unlesbarkeit der Sequenzanalyse zur Folge haben. 

 

 

5.4 Nachweis des ERα in den untersuchten Zelltypen 

Bevor die Nutzung der acht untranslatierten Exons und des nicht unabhängigen Exons 

A in den verschiedenen Zelllinien überprüft werden konnte, musste zunächst die Ex-

pression des ERα nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde eine nested PCR mit 

Primerpaaren aus der DNA-bindenden Domäne durchgeführt. Die cDNA einer Mam-

mazelllinie diente bei dieser Versuchsreihe als Positivkontrolle. Aufgrund des hohen 

Expressionslevels der ERα mRNA in dieser Zelllinie war eine spezifische Bande in er-

warteter Größe schon nach der ersten PCR sichtbar. Eine etwas schwächer ausgeprägte 

Bande gleicher Größe war auch bei den mesenchymalen Stammzellen nach einer PCR 

zu erkennen, was für einen hohen Gehalt an ERα mRNA in diesen Zellen spricht. Nach 

der zweiten PCR war die spezifische Bande auch bei der Gelelektrophorese der Neu-

roblastomzellen, der Chondrozyten und humanen fetalen Osteoblasten zu sehen.  Nach 

der Gelelektrophorese wurden alle Ergebnisse durch eine Sequenzanalyse überprüft, um 

die Spezifität der PCR-Produkte nachzuweisen. 

 

5.5 Die Nutzung der untranslatierter Exons bei osteoblastären Zellen 

Die Folgen des Östrogenmangels in der Postmenopause und die Untersuchungen an 

einem Mann mit einer Mutation im ERα Gen zeigen, wie wichtig das Hormon und seine 

Vermittlung über den Rezeptor für das Knochenwachstum und den Erhalt des Knochens 

sind. Der Mangel an Östrogenen führt in der Postmenopause zu einer negativen Skelett-

bilanz durch Überwiegen der Knochenresorption gegenüber der Knochenneubildung. 

Durch den Verlust an spongiösem Knochen kann es bei mechanischer Belastung zu pa-

thologischen Frankturen kommen. 

Schwerwiegende Veränderungen wie vermehrtes Längenwachstum des Knochens, feh-

lender Epiphysenfugenschluss, schwere Osteoporose und verminderte Mineralisierung 

des Knochens waren auch bei Mutation des ERα Gens zu beobachten [Smith et al., 

1994]. 
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Im Gegensatz dazu sprechen Beobachtungen an der ERβKO Maus für lediglich geringe 

repressive Effekte des ERβ auf den Knochen und seinen Erhalt. Diese Beobachtungen 

korrelieren mit den nicht durch die quantitative S1 Nuklease Analyse detektierbaren 

Expressionsspiegel des humanen ERβ Proteins in humanen Osteoblasten [Denger et al., 

2001b].   

Der ERα wird hingegen sowohl in Osteoblasten als auch in Osteoklasten, den beiden für 

eine ausgewogene Knochenbilanz verantwortlichen Zelllinien, exprimiert [Oursler et 

al., 1991; Ikegami et al., 1994]. Die Beeinflussung von Funktionen und Entwicklung 

des osteogenen Gewebes durch Östrogene scheint dementsprechend fast ausschließlich 

über den ERα vermittelt zu werden. Dabei zählen die Osteoblasten zu den Zelllinien mit 

einem niedrigen mRNA-Spiegel des ERα. Ihr mRNA Gehalt liegt beispielsweise 200-

fach unter dem der MCF-7, einer Mammakarzinomzelllinie [Denger et al., 2001]. Diese 

zellspezifischen niedrigen Transkriptspiegel unterliegen Kontrollen auf der Ebene der 

Transkription sowie der Translation. Kontrollmöglichkeiten sind die Nutzung multipler 

Promotoren und das alternative Spleißen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die immortalisierte osteoblastäre Zelllinie hFOB 1.19 

als Modellsystem verwendet. Zur Untersuchung der untranslatierten Exons wurden zwei 

PCRs (45 Zyklen) als nested PCRs hintereinander durchgeführt. Die sense Primer 

stammten dabei aus dem jeweiligen untranslatierten Exon, die antisense Primer lagen in 

Exons 1 und 2. Die Ergebnisse der PCR wurden anschließend elektrophoretisch aufge-

trennt und durch eine Sequenzierung überprüft. Ergebnis dieser Arbeit war eine Nut-

zung der untranslatierten Exons (A), B, C, E1 und F bei den Osteoblasten, während eine 

Verwendung der Promotoren E2, T1, T2 und D nicht nachgewiesen werden konnte.  

Zusätzlich konnte bei Nutzung der Exons F und E1 noch eine Spleißvariante festgestellt 

werden, bei der Exon 1 übersprungen wird und entweder Exons F-E1 oder bei Nutzung 

von Exon E1 als Transkriptionsstartpunkt nur Exon E1 an Exon 2 gespleißt werden. 

Diese mRNA-Varianten führen zu einem um die A/B-Domäne verkürzten ERα.  

 

Die Verwendung von untranslatierten Exons des ERα bei Osteoblasten wurde auch 

schon in einigen früheren Studien überprüft. So untersuchten Grandien et al. im Jahr 

1995 eine Nutzung der damals als A und B bezeichneten untranslatierten Exons in oste-

oblastären Zelllinien mit Hilfe der PCR-Methode. Nach heutiger Nomenklatur entspre-
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chen sie Exons A und C. Als Modellsystem dienten neben primären humanen Oste-

oblasten auch die Osteosarkomzelllinie HOS-D4. Ergebnis der Untersuchung war eine 

Nutzung des distalen Promotors (Promotor C) in beiden osteoblastären Zelllinien. Eine 

Verwendung des proximalen Promotors (Promotor A) wurde nicht detektiert [Grandien 

et al., 1995]. 

Einige Jahre später stellten Flouriot und seine Arbeitsgruppe mit Hilfe von RT-PCR und 

der S1 Nuklease Methodik nach Untersuchung der Promotor A, B, C, D, E2 und F eine 

ausschließliche Nutzung der Promotoren E2 und F als Transkriptionsstartpunkte in oste-

oblastären Zellen fest. Als Modellsystem verwendeten sie dabei zwei verschiedene 

osteoblastäre Zelllinien, SaOs (Osteosarkomzellen) und HOS [Flouriot et al., 1998]. 

Andere Studien mit SaOs detektierten ebenfalls E2-ERα und F-ERα Isoformen, wobei 

die Versuche mit S1 Nuklease darauf hindeuteten, dass in osteoblastären Zellen haupt-

sächlich der F Promotor als Startpunkt der Transkription genutzt wird [Denger et al., 

2001].  

Neben der Nutzung multipler Promotoren wurden verschiedene alternative Spleißvari-

anten des ERα in den Osteoblasten gefunden, die zur Expression von Östrogenrezeptor-

varianten mit Molekulargewichten von 66, 46 und 39 kDa führen [Reid et al., 2002]. 

Bei einer Spleißvariante, die in der Expression eines 46 kDa Rezeptors resultiert, wird 

Exon 1 vollständig übersprungen. Exon E1 dient hierbei als Spleißdonor, wobei sich der 

Spleißakzeptor in Exon 2 befindet. Mit Hilfe von quantitativen PCR Verfahren wurde 

festgestellt, dass 50% des gesamten Transkripts der Osteoblasten dieser Spleißvariante 

entsprechen [Denger et al., 2001]. 

In der vorliegenden Arbeit konnten dementsprechend die in der Literatur bei Oste-

oblasten beschriebene Nutzung der untranslatierten Exons C und F als Startpunkte der 

Transkription sowie die Existenz der durch alternative Spleißvorgänge generierten ver-

kürzten Transkriptisoformen bestätigt werden. Erstmalig wurde außerdem eine Ver-

wendung der Exons (A), B und E1 als Transkriptionsstartpunkte festgestellt. Ursachen 

für  die von der Literatur abweichenden Ergebnisse wie der erstmalige Nachweis der 

Nutzung der bereits untersuchten Exons (A) und B in dieser Arbeit und der fehlende 

Nachweis des bereits beschriebenen Exons E2  können sowohl die Verwendung unter-

schiedlicher Modellsysteme sowie unterschiedlich sensitiver Primer sein.  
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5.6 Die Nutzung der untranslatierten Exons bei neuronalen Zellen 

Im Gehirn beeinflussen Östrogene reproduktive Funktionen wie das neuroendokrine 

System des Hypothalamus und der Hypophyse. Zusätzlich wurde eine Beeinflussung 

von Kognition, Stimmung und Gedächtnis festgestellt [McEwen et al., 1997; Fink et al., 

1998]. Die genauen Mechanismen der östrogenen Einflussnahme auf diese Funktionen 

sind noch nicht bekannt, doch wurden in einigen Tiermodellen Auswirkungen einer 

Östrogensubstitution auf den Hippocampus beobachtet. Bei Ratten wurde unter Östro-

geneinfluss eine Vermehrung der Dendritenanzahl, eine Erhöhung der Synapsendichte 

und ein Anstieg von prä- und postsynaptischen Proteinen in der CA1 Region des Hip-

pocampus erzielt [Choi et al., 2003; Woolley, 1998]. Auch der durch die Ovarektomie 

der Ratte hervorgerufene Mangel an Cholinacetyltransferase konnte durch die Gabe von 

Östrogenen rückgängig gemacht werden [Wu et al., 1999].  

Eine Expression des ERα  konnte aber nicht nur im Hippocampus, sondern auch in an-

deren Regionen des Gehirns wie in der temporalen Kortex, in den Amygdala und dem 

Hypothalamus nachgewiesen werden [Österlund et al., 2000; Shughrue et al., 1997]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung der Nutzung der acht untranslatier-

ten Exons und des Exons A als Transkriptionsstartpunkte ein genereller neuronaler Phä-

notyp verwendet. Als Modellsystem diente hierbei die Neuroblastomzelllinie SK-N-SH. 

Um die Nutzung der acht untranslatierten Exons und des Exons A in dieser neuronalen 

Zelllinie nachzuweisen, wurden neun nested PCRs mit antisense Primern aus Exons 1 

und 2 und sense Primern aus dem jeweils untersuchten 5’-flankierendem Exon durchge-

führt. Anschließend wurden die Ergebnisse durch Sequenzierungen aller PCR-Produkte 

überprüft. Mit Hilfe dieser Methodik wurde bei den SK-N-SH eine Verwendung der 

untranslatierten Exons F, E1, T2, C und B und (A) als Startpunkte der Transkription 

festgestellt, während eine Nutzung der Exons E2, T1 und D nicht nachgewiesen werden 

konnte. 

Die Nutzung der Promotoren (A), B und C wurde bereits im Jahr 2000 von Österlund et 

al. in unterschiedlichen Gehirnregionen (temporale Kortex, Amygdala, Hypothalamus, 

Hippocampus, Striatum) untersucht. Hierbei wurden mit in situ Hybridisierung und RT-

PCR regionenspezifische Expressionsmuster gefunden. Die durch Verwendung des E-

xons A als Startcodon entstandene mRNA-Isoform wurde mit der RT-PCR Methode nur 

im Hypothalamus nachgewiesen, während sie mit der in situ Hybridisierung in geringen 
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Mengen in der Mehrzahl der untersuchten Gehirnregionen gefunden wurde. Die durch 

Exon B generierte mRNA-Isoform wurde mit RT-PCR im Hypothalamus und der tem-

poralen Kortex nachgewiesen, die in situ Hybridisierung zeigte eine Expression in hö-

herer Quantität in einigen Bereichen des Hypothalamus und der Amygdala während 

diese Isoform in anderen Regionen wie der temporalen Cortex kaum detektierbar war. 

Die mRNA-Variante mit Exon C als Transkriptionsstartpunkt wurde sowohl mit RT-

PCR als auch mit in situ Hybridisierung in keinem der Gehirnbereiche nachgewiesen 

[Österlund et al., 2000]. 

Im Gegensatz zu der Studie von Österlund verwendeten Flouriot und seine Arbeitsgrup-

pe als Modellsystem einen allgemeinen neuronalen Phänotyp ohne Unterscheidung ein-

zelner Gehirnregionen [Flouriot et al., 1998]. Mit Hilfe der RT-PCR wiesen sie eine 

Nutzung der Exons F, E2, C, B und A als Transkriptionsstartpunkte im Gehirn nach. 

Eine Verwendung des ebenfalls untersuchten Exons D konnte nicht festgestellt werden, 

während Untersuchungen der Exons T1 und T2  in dieser Studie nicht vorgenommen 

wurden. Die Nutzung der einzelnen untranslatierten Exons wurde durch nested PCR-

Reaktionen überprüft, wobei die sense Primer in den einzelnen zu untersuchenden E-

xons lagen, während die antisense Primer aus Exon 8 stammten.   

Zusätzlich zur RT-PCR wurde in der oben genannten Studie die S1 Nuklease Methodik 

verwendet, mit der aber keine mRNA-Variante des ERα durch Verwendung untransla-

tierter Exons nachgewiesen werden konnte. Dies könnte an den geringen Expressionsle-

veln der einzelnen Transkriptisoformen im Gehirn liegen [Flouriot et al., 1998]. 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widersprechen der bereits weiter oben erwähn-

ten Studie einzelner Gehirnregionen, die weder mit RT-PCR noch mit in situ Hybridi-

sierung  durch Exon C generierte mRNA-Isoformen nachgewiesen hatte. Zur Detektion 

der unterschiedlichen mRNA-Isoformen wurde in dieser Studie für jedes Exon nur je-

weils eine PCR-Reaktion durchgeführt. Dieser Unterschied in der Methodik könnte ur-

sächlich für die Diskrepanz der Ergebnisse sein, da das Arbeiten mit zwei hintereinan-

der durchgeführten PCRs zur Anhebung der Nachweisgrenze um bis zu drei Zehnerpo-

tenzen führt [Jackson et al., 1991].  

Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen hingegen viele Übereinstimmungen mit 

den von Flouriot et al. veröffentlichten Ergebnissen. Die Nutzung der Exons F, C und B 
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im Gehirn konnte bestätigt werden. Wie in der Studie von Flouriot konnte eine Ver-

wendung des Exons D mit der RT-PCR Methodik nicht festgestellt werden. Zusätzlich 

wurden erstmalig die Exons E1 und T2 als Startkodons nachgewiesen, die in bisher ver-

öffentlichten Studien nicht untersucht worden waren. 

5.7 Die Nutzung der untranslatierten Exons bei mesenchymalen Stammzellen 

Die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks sind pluripotente Progenitorzel-

len, die sich sowohl zu Adipozyten als auch zu Osteoblasten differenzieren können [O-

kazaki et al., 2002]. Studien an ovarektomierten Mäusen geben Hinweise auf eine Ein-

flussnahme von Östrogenen auf die Funktionen und das intrinsische Differenzierungs-

potential der mesenchymalen Stammzellen. Unter Östrogenmangel kommt es zu einer 

signifikanten Abnahme der proliferativen Aktivität der MSCs, die Apoptoserate der 

Zelllinie ist in in vitro Studien um 50 % erhöht, während die Expression osteogener 

Marker und somit die osteogene Differenzierung reduziert ist [Zhou et al., 2001]. Diese 

durch einen Mangel des Hormons hervorgerufenen Effekte können durch eine externe 

Östrogensubstitution rückgängig gemacht werden. Bei gleichzeitiger Gabe von Östro-

genrezeptorblockern kommt es zu einer Antagonisierung der östrogenen Wirkungen,  

was für eine Vermittlung der Effekte auf die mesenchymalen Stammzellen durch Re-

zeptoren spricht.  

In der vorliegenden Arbeit wurden bei den mesenchymalen Stammzellen relativ hohe 

Expressionsspiegel der ERα mRNA gefunden. Diese waren deutlich höher als in allen 

anderen untersuchten Zelllinien. Bei der erstmaligen Untersuchung der Nutzung der 

acht untranslatierten Exons und des Exons A bei den MSCs wurde eine Verwendung 

der Exons F, E1, T2, C, B und (A) als Startpunkte der Transkription festgestellt, wäh-

rend eine Nutzung der Exons E2, T1 und D nicht nachgewiesen werden konnte. 

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass es auch 

bei den mesenchymalen Stammzellen eine Kontrolle der Expression von ERα durch 

Nutzung multipler Promotoren gibt. Dieser Nachweis könnte ein Ansatzpunkt der Ein-

flussnahme auf die pluripotente Vorläuferzelle sein, aus der sich sowohl Osteoblasten 

als auch Adipozyten differenzieren. Wie bereits weiter oben beschrieben wurde, schei-

nen Östrogene ein Regulator dieser entgegengesetzten Differenzierung zugunsten der 

osteogenen Differenzierung zu sein. Über die Beeinflussung der alternativen Promoto-

ren könnte somit eine Möglichkeit bestehen, die Expressionsspiegel von ERα zu verän-
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dern und somit eine osteogene oder adipogene Differenzierung der mesenchymalen 

Stammzellen zu fördern.   

 

5.8 Die Nutzung der untranslatierten Exons bei Chondrozyten 

Veränderungen bei einem Mann mit einer Mutation des ERα Gens und bei Kindern mit 

Pubertas praecox sprechen für die Bedeutung von Östrogenen für das Längenwachstum 

des Knochens und den Epiphysenfugenschluss. Die Mutation des ERα Gens führt zu 

vermehrtem Längenwachstum des Knochens und verzögertem Schluss der Epiphysen-

fugen [Smith et al., 1994], während sich die Epiphysenfuge bei Kindern mit Pubertas 

praecox durch vorzeitige Östrogenexposition verfrüht schließt, was in einem reduzierten 

Längenwachstum resultiert [Sigurjonsdottir, Hayles, 1968].  

Das Längenwachstum des Knochens wird durch einen synchronisierten Prozess der 

Chondrogenese und der Ossifikation hervorgerufen. Die Chondrogenese besteht dabei 

aus Proliferation, Hypertrophie und anschließender Matrixsekretion. Mit fortschreiten-

dem Alter kommt es zu einer Abnahme der proliferativen Aktivität der Chondrozyten 

[Kember, Walker, 1971; Walker, Kember, 1972; Tonna, 1961], die von strukturellen 

Veränderungen der Epiphysenfuge begleitet wird. Es kommt zu einer Verminderung der 

Wachstumsfugenhöhe [Masoud et al., 1986] und der Höhe der hypertrophischen Zone 

sowie zu einer Abnahme der hypertrophen Chondrozyten. Durch Abnahme der Chon-

drogenese gegenüber der Ossifikation kommt es zum Zeitpunkt der sexuellen Reifung 

zum Schluss der Epiphysenfuge. 

Der schon durch Veränderungen am Menschen vermutete Einfluss von Östrogenen auf 

diese Prozesse wurde in Studien mit Tiermodellen untersucht. In Modellen an Hasen, 

deren Wachstumsfugen sich wie beim Menschen zum Zeitpunkt der sexuellen Reife 

schließen, konnte eine Beschleunigung dieses Prozesses unter Östrogensubstitution 

nachgewiesen werden. Als Ursache wurde eine Verringerung der proliferativen Kapazi-

tät der Chondrozyten durch Östrogene vermutet [Weise et al., 2001]. Der in Studien 

beschriebene  Nachweis des ERα in Chondrozyten spricht für eine Bedeutung des Hor-

mons in dieser Zelllinie und die Vermittlung von östrogenen Wirkungen durch den Re-

zeptor [Nilsson et al., 2002; Ushiyama et al., 1999]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Verwendung von nested PCRs erstmalig die 

Nutzung der acht untranslatierten Exons (F-B) und des Exons A bei Chondrozyten un-
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tersucht. Als Modellsystem diente hierbei die immortalisierte chondrozytäre Zelllinie C-

28/I2. Ergebnis der Versuchsreihen war eine Nutzung der untranslatierten Exons F, E1, 

T2, C, B und (A). Die ebenfalls untersuchten Exons E2, T1 und D konnten nicht als 

Startpunkte der Transkription nachgewiesen werden.  

Diese Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von ERα  auch bei 

den Chondrozyten über die Nutzung multipler Promotoren kontrolliert wird.  

Durch diese Beobachtung ergeben sich neue Fragestellungen: Welcher Promotor wird 

hauptsächlich bei Chondrozyten genutzt? Ändert sich die anteilige Nutzung der sechs 

alternativen Promotoren, die bei Chondrozyten nachgewiesen werden konnten während 

der chondrogenen Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen stadienabhängig? 

Ist durch Inhibition oder Förderung des hauptsächlich genutzten Promotors eine Beein-

flussung des Längenwachstums der Knochen ohne Veränderung anderer Organe mög-

lich? 

 

5.9 Die untranslatierten Exons des ERα 

Seit der zufälligen Entdeckung der 5’-flankierenden Region des ERα Gens im Jahr 1991 

[Keaveney et al., 1991] sind mittlerweile 8 untranslatierte Exons und ein nicht unab-

hängiges Exon A beschrieben. Durch Untersuchungen in verschiedenen Geweben und 

Zelllinien wurden bisher 12 Isoformen der Rezeptor mRNA gefunden, die durch Nut-

zung dieser untranslatierten Exons und alternatives Spleißen generiert werden.  Dabei 

wurden die Exons (A), B, C, D, T1, F und E2 als Startpunkte der Transkription be-

schrieben, während Exons T2 und E1 in den bisherigen Untersuchungen nur als zwi-

schengeschaltete zweite Exons erwähnt wurden. In Studien der Promotorregion des ERα 

wurden mRNA Isoformen nachgewiesen, die durch Bindung der Exons (A), B, C, D, 

T1, F und E2 direkt an die Spleißakzeptorstelle in Exon 1 entstanden sind, sowie 

mRNA Varianten bei denen jeweils zwei Exons E2-E1, F-E1, T1-T2 an Exon 1 

gespleißt werden (Nomenklatur der von Kos et al., 2001 vorgeschlagenen angeglichen) 

[Okuda et al., 2003]. Bei Verwendung der Exons F und E2 als Startpunkte der Tran-

skription wurden zwei weitere mRNA Isoformen beschrieben, die durch Bindung von 

F-E1 oder E2-E1 an eine Spleißakzeptorstelle in Exon 2 generiert werden [Denger et al., 

2001]. 
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Um eine Vergleichbarkeit der bisher beschriebenen Untersuchungsergebnisse zu ermög-

lichen, wurden die uneinheitlichen Bezeichnungen der untranslatierten Exons der von 

Kos et al. im Jahr 2001 vorgeschlagenen Nomenklatur angeglichen [Kos et al., 2001].  

 

 

 

 

Abbildung 21: Die genomische Organisation der Promotorregion des humanen ERα Gens                     

Die Abbildung zeigt die bis zum heutigen Tag beschriebenen untranslatierten Exons des ERα Gens. Die 

bunten Vierecke repräsentieren die untranslatierten Exons mit den von Kos et al. vorgeschlagenen Na-

men. Die Zahlen in den Vierecken entsprechen der Größe des jeweiligen Exons in Basenpaaren. Die 

Zahlen zwischen den Exons korrespondieren mit der Größe der Introns in Kilobasenpaaren.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte bei Untersuchungen an neuronalen Zellen überein-

stimmend mit der Literatur eine Nutzung der Exons (A), B, C und F als alternative 

Promotoren nachgewiesen werden. Zusätzlich zu den in der Literatur verwendeten 

untranslatierten Exons konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine Verwendung 

der Exons E1 und T2 als Startpunkte der Transkription bei neuronalen Zellen beobach-

tet werden. Diese beiden untranslatierten Exons wurden bisher ausschließlich als zwi-

schengeschaltete zweite Exons beschrieben. Bei Nutzung des Exons E1 sowie des E-

xons F als Transkriptionsstartpunkte konnte des Weiteren erstmalig bei neuronalen Zel-

len ein alternativer Spleißvorgang beobachtet werden, bei dem Exon E1 bzw. Exons F-

E1 an Exon 2 gebunden werden.  Wie auch schon in einer Studie von Flouriot et al., 

1998 festgestellt wurde, konnte keine Nutzung des untranslatierten Exons D als 

Transkriptionsstartpunkt in dieser Zelllinie beobachtet werden. Ebenfalls negativ waren 

die Untersuchungsergebnisse bei dem bis jetzt noch nicht in neuronalen Zellen unter-

suchten Exon T1. Im Gegensatz zur Literatur konnte in der vorliegenden Arbeit auch 

keine Verwendung des Exons E2 als alternativer Promotor nachgewiesen werden [Flou-

riot et al., 1998]. 

Hohe Übereinstimmungen mit der Literatur wurden bei der Nutzung der untranslatierten 

Exons C und F als Startpunkte der Transkription bei osteoblastären Zellen gefunden 

E2 F 
137 

E1 T1 T2 D C B A Ex1 
123 131 86 150 96 119 154 33.8 89.3 12.2 1.4 1.5 11.2 
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[Flouriot et al., 1998]. Auch die bereits in der Literatur bei Osteoblasten beschriebene 

Variante, bei der Exons F-E1 durch alternatives Spleißen direkt an Exon 2 gebunden 

werden, konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden [Denger et al., 2001]. Bei den 

osteoblastären Zellen  konnte ebenfalls zum ersten Mal eine Nutzung des Exons E1 als 

Transkriptionsstartpunkt beobachtet werden, wobei  bei Verwendung dieses Exons so-

wohl Exon 1 als auch Exon 2 als Spleißakzeptor fungierten. Das untranslatierte Exon 

E1 wurde zwar schon in früher veröffentlichten Studien als Spleißdonor sowohl für E-

xon 1, als auch für Exon 2 beschrieben, trat aber in diesem Zusammenhang immer nur 

als zweites Exon auf, das entweder an Exon E2 oder Exon F gespleißt war. Zusätzlich 

wurde bei den osteoblastären Zellen eine Nutzung der Exons (A) und B festgestellt. 

Diese beiden Exons waren bei bisher veröffentlichten Studien negativ geblieben [Flou-

riot et al., 1998; Denger et al., 2001]. Die in der Literatur beschriebene Verwendung des 

Exons E2 als Transkriptionsstartpunkt konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden 

[Denger et al., 2001].  

Eine Verwendung der acht untranslatierten Exons und des Exons A als Startpunkte der 

Transkription bei mesenchymalen Stammzellen und Chondrozyten wurde durch die 

vorliegende Arbeit zum ersten Mal untersucht. Aus diesem Grund konnten keine Ver-

gleiche mit der Literatur vorgenommen werden. Sowohl bei den mesenchymalen 

Stammzellen als auch bei den Chondrozyten  konnte übereinstimmend eine Nutzung der 

Exons (A), B, C, T2, E1 und F nachgewiesen werden.  

Aufgrund der hohen Übereinstimmung mit der Literatur bei der Nutzung der untransla-

tierten Exons (A), B, C und F als Transkriptionsstartpunkte bei den neuronalen Zellen 

und bei der Nutzung von Exons C und F bei den osteoblastären Zellen sind die Ergeb-

nisse der vorliegenden Arbeit valide. 

Auch bei den bisher nicht untersuchten oder negativ gebliebenen untranslatierten Exons 

kann aufgrund der Verwendung einer spezifischen RT-PCR mit Primern aus der Litera-

tur und anschließender Bestätigung der Ergebnisse durch Sequenzierungen davon aus-

gegangen werden, dass es sich um valide Daten handelt. 

Divergente Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur traten bei der Verwendung des 

untranslatierten Exons E2 als Transkriptionsstartpunkt auf. Dieses Exon blieb in der 

vorliegenden Arbeit in allen vier untersuchten Zelltypen negativ. In der Literatur wurde 

es aber sowohl bei den osteoblastären als auch bei den neuronalen Zellen als alternativer 
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Promotor nachgewiesen [Flouriot et al., 1998; Denger et al., 2001]. Ein Grund für diese 

unterschiedlichen Ergebnisse könnte die Verwendung verschiedener zellulärer Modell-

systeme sein. In den Arbeiten von Flouriot et al., 1998 wurden bei der Untersuchung 

des osteoblastären Zellphänotyps ausschließlich Osteosarkomzellen verwendet. In der 

Studie von Denger et al., 2001 wurde sowohl mit Osteosarkomzellen als auch mit pri-

mären humanen Osteoblasten gearbeitet. Beide Modellsysteme haben entscheidende 

Nachteile. Während die Osteosarkomzellen die Gefahr eines veränderten Phänotyps 

bergen, proliferieren Primärkulturen humaner Osteoblasten nur langsam und altern 

schnell. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit  fetale Osteoblasten, die 

mit dem Gen für die temperatursensitive Mutante des large T-Antigens des SV 40-Virus 

transfiziert worden waren, als Modellsystem verwendet. 

Eine weitere Ursache für die negativen Ergebnisse könnten die für das untranslatierte 

Exon E2 verwendeten Primer oder PCR-Bedingungen sein. Diese Primer stammen al-

lerdings aus der Literatur und wurden schon für den Nachweis von Exon E2 verwendet.    

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit eine Nutzung der untranslatierten 

Exons (A), B, C, E1 und F als Startpunkte der Transkription in allen vier untersuchten 

Zelltypen festgestellt. Zusätzlich wurde das Exon T2 bei den neuronalen Zellen, den 

mesenchymalen Stammzellen und den Chondrozyten als alternativer Promotor verwen-

det, nicht aber bei den osteoblastären Zellen. Die Exons E2, T1 und D blieben bei allen 

Zellen negativ. Bei den neuronalen und osteoblastären Zellen konnte bei den untransla-

tierten Exons F und E1 außerdem ein alternativer Spleißvorgang beobachtet werden, bei 

dem Exon E1 als Spleißdonor und Exon 2 als Spleißakzeptor fungierten. So wurden bei 

Nutzung von Exon F als Promotor Exons F-E1 an Exon 2 gespleißt, während bei Ver-

wendung von Exon E1 nur dieses Exon an Exon 2 gebunden wurde. 

Da mit der verwendeten Methodik keine Aussagen über die quantitative Verteilung der 

Transkription der einzelnen untranslatierten Exons in den untersuchten Zelltypen ge-

macht werden können, scheinen die Untersuchungsergebnisse zunächst ähnlich zu sein. 

Deutliche Unterschiede konnten bei Exon T2 beobachtet werden, das von osteoblastären 

Zellen nicht verwendet wurde. Außerdem bei dem alternativen Spleißvorgang, der bei 

Nutzung der Exons F und E1 auftrat und zu einer Proteinisoform des ERα führt, der die 

ligandenunabhängige Aktivierungsdomäne fehlt. Dieser alternative Spleißvorgang 

konnte nur bei osteoblastären und neuronalen Zellen beobachtet werden. 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen aber nicht gegen eine zellspezifische 

Nutzung der acht untranslatierten Exons und des Exons A. Vielmehr wurde auch schon 

in der Literatur die These aufgestellt, dass es Promotoren gibt, die von allen Zellen be-

nutzt werden und für die basalen Spiegel der ERα mRNA verantwortlich sind, sowie 

andererseits gewebespezifische Promotoren, die je nach Bedarf beziehungsweise je nach 

Ausstattung mit Transkriptionsfaktoren der jeweiligen Zelle ERα exprimieren [Kos et 

al., 2001]. Für diese These sprechen auch Untersuchungsergebnisse von reproduktiven 

Geweben. Bei quantitativen Vergleichen  der Nutzung der untranslatierten Exons (A), 

B, C, E und F  bei MCF-7, Mammazellen, Ovarialzellen und Endometriumzellen konnte 

zwar eine Verwendung der Promotoren A, B, E und F in allen Zellen nachgewiesen 

werden, die anteilige Verwendung unterschied sich aber [Reid et al., 2002].  

Um bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelltypen feststellen zu können, ob 

es einen oder mehrere Promotoren gibt, die hauptsächlich genutzt werden und ob sich 

dieser bei den Zellen unterscheidet, müsste man zusätzlich zu den bisher durchgeführten 

Untersuchungen noch quantitative Analysen durchführen. Um die Bedeutung der nach-

gewiesenen Promotoren für die Zellen zu klären, wäre auch ein Knockout einzelner 

Promotoren sinnvoll [Kos et al., 2001].  

Bevor man sich aber Gedanken darüber macht, was das Ergebnis dieser zusätzlichen 

Untersuchungen sein könnte, sollte man sich mit dem Sinn der Verwendung multipler 

Promotoren beschäftigen: Eine Kontrolle der Expression des ERα ist angesichts der 

vielfältigen Wirkungen seines Liganden unerlässlich. Die richtige Anzahl des Östrogen-

rezeptorproteins muss zur richtigen Zeit am richtigen Ort sein. Eine derartige Kontrolle 

ist einerseits durch Nutzung multipler Promotoren möglich, deren anteilige Nutzung 

zellspezifisch und entwicklungsspezifisch variiert. Andererseits wäre auch die Nutzung 

eines streng regulierten Promotors denkbar. In diesem Fall müsste es allerdings eine 

Vielzahl von aktivierenden und inhibierenden Transkriptionsfaktoren geben, die je nach 

Zelltyp, Dignität des Gewebes und Entwicklungsstadium reguliert werden müssten [Kos 

et al., 2001]. Eine derartige Kontrolle eines einzigen Promotors wäre viel komplizierter 

als die Verwendung mehrerer alternativer Transkriptionsstartpunkte und ist angesichts 

der Untersuchungsergebnisse anderer Studien als sehr unwahrscheinlich anzusehen. 

Bei quantitativen Analysen der anteiligen Verwendung der untranslatierten Exons in 

reproduktiven Organen, Leberzellen und Osteoblasten konnten folgende Beobachtungen 



 

 73 

gemacht werden: Der Promotor A ist der wichtigste Promotor in Zellen mit hohen Ex-

pressionsspiegeln von ERα, also bei den Zellen der reproduktiven Organe. Seine Aktivi-

tät erhöht sich noch zusätzlich bei neoplastischer Umwandlung dieser Zellen, was auch 

für die These spricht, dass sich das Muster der Promotornutzung im Krankheitszustand 

ändert [Grandien et al., 1995]. In Leberzellen wurde hauptsächlich eine Verwendung 

des Promotors E2 gefunden und bei den Osteoblasten wird größtenteils der Promotor F 

genutzt, wobei 1/3 der mRNA-Isoformen durch alternatives Spleißen an Exon 2 entste-

hen [Reid et al., 2002]. Diese Analysen sprechen für eine zellspezifische Nutzung der 

Promotoren und legen die Vermutung nahe, dass dies auch für die in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten Zellphänotypen gilt. 

Wenn man nun davon ausgeht, dass eine kontrollierte Expression des ERα durch mul-

tiple Promotoren reguliert wird, gibt es einige denkbare Mechanismen über die eine 

derartige Regulation ausgeführt werden könnte. Zum einen kann die Expression über 

eine unterschiedliche Stärke der verschiedenen Promotoren beeinflusst werden, außer-

dem über eine variierende Ansprechbarkeit der Promotoren für Transkriptionsfaktoren. 

Weitere Mechanismen könnten eine variable Stabilität der jeweils produzierten mRNA, 

eine unterschiedliche Effizienz der Translation der verschiedenen mRNA-Isoformen 

[Reid et al., 2002] sowie Expressionsänderungen von Transkriptionsfaktoren und Ko-

faktoren sein.   

Eine derartige Regulation eines Gens durch zellspezifische Nutzung multipler Promoto-

ren bietet mehrere Ansatzpunkte der Einflussnahme auf die Expression: 1) durch Beein-

flussung von Transkriptionsfaktoren, die spezifisch an bestimmte Promotoren binden 

und 2) durch Herstellung von antisense Oligonukleotide, die spezifisch eine bestimmte 

mRNA-Variante binden, andere aber unbeeinflusst lassen [Flouriot et al., 1998].  

 

 

 

Die genomische Organisation der Promotorregion des ERα 

Jahr E2 F E1 T1 T2 D C B A Zitat 

1991 NA NA NA NA NA NA + NA + Keaveney et al. 

1995 + NA + NA NA NA + NA + Grandien et al. 

1997 + + + NA NA NA + + + Thompson et al. 

1998 + + + NA NA + + + + Flouriot et al. 
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2002 NA NA NA + + NA NA NA NA Brand et al. 

2004 - + + - + - + + NA diese Arbeit 

 

Tabelle 14: Die genomische Organisation der Promotorregion des ERα. In der Tabelle sind die untransla-

tierten Exons des ERα Gens mit dem Jahr ihrer Entdeckung als alternativer Transkriptionsstartpunkt und 

ihren Erstbeschreibern dargestellt. Die Namen der Exons sind der von Kos et al. im Jahr 2001 vorge-

schlagenen Nomenklatur angeglichen. Die Pluszeichen stehen für ein positives Ergebnisse der Analyse, 

die Minuszeichen für ein negatives Ergebnis und NA steht für nicht analysiert. 

 

 

Zellspezifische Nutzung der untranslatierten Exons des ERα Gens 

Zelllinie E2 F E1 T1 T2 D C B A Zitat 

Osteoblasten NA NA NA NA NA NA + NA + Grandien et al. 

Osteoblasten + + - NA NA - - - - Flouriot et al. 

Osteoblasten + + - NA NA NA - - - Denger et al. 

Osteoblasten - + + - - - + + NA diese Arbeit 

Gehirn NA NA NA NA NA NA - + + Österlund et al. 

Gehirn + + - NA NA - + + + Flouriot et al. 

Gehirn - + + - + - + + NA diese Arbeit 

MSC - + + - + - + + NA diese Arbeit 

Chondrozyten - + + - + - + + NA diese Arbeit 

Mammazellen + + - NA NA + + + + Flouriot et al. 

Mammazellen + + - NA NA NA + + + Denger et al. 

Leber + + - NA NA + + + + Flouriot et al. 

Leber + + - NA NA NA - - + Denger et al. 

Ovarien + + - NA NA - + + + Flouriot et al. 

Ovarien + + - NA NA NA + + + Denger et al. 

 

Tabelle 15: Zellspezifische Nutzung der untranslatierten Exons des ERα Gens. In der Tabelle ist die bis 

heute beschriebene Nutzung der untranslatierten Exons bei verschiedenen Zelltypen im Vergleich darge-

stellt. Die Pluszeichen stehen für ein positives Ergebnis der Analysen, die Minuszeichen für ein negatives 

Ergebnis und NA für die fehlende Durchführung einer Analyse. 
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5.10 Die transaktivatorischen Funktionen des ERα 

Der ERα gehört zur Superfamilie der nukleären Transkriptionsfaktoren [Mangelsdorf et 

al., 1995]. Wie auch die anderen Mitglieder dieser Superfamilie besitzt er unterschiedli-

che Funktionsdomänen. Eine dieser Funktionsdomänen ist die am N-terminalen Ende 

des ERα liegende A/B-Domäne, die eine ligandenunabhängige transaktivierende Funk-

tion (AF-1) beinhaltet. Eine zweite ligandenabhängige transaktivierende Funktion (AF-

2) ist am C-Terminus des Rezeptors in der Liganden-bindenden Domäne (LBD) lokali-

siert [Mangelsdorf, Evans, 1995; Katzenellenbogen, Katzenellenbogen, 1996; Danielian 

et al., 1992; Lees et al., 1989; Tasset et al., 1990]. Diese beiden Funktionen beeinflussen 

gemeinsam mit Koregulatoren abhängig von Zelltyp und Promotor die Transkription 

von Zielgenen [Tzukerman et al., 1994; Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997; McInerney 

et al., 1998; Pham et al., 1992; Berry et al., 1990]. 

In Abwesenheit von Liganden pendeln die nukleären Rezeptoren assoziiert an unter-

schiedliche Chaperone zwischen Zytoplasma und Kern [Reid et al., 2002]. Nach Bin-

dung eines Ligandens an eine hydrophobe Ausbuchtung in der Liganden-bindenden 

Domäne ändert der Rezeptor seine Konformation [Bourguet et al., 2000]. Im Falle eines 

agonistischen Ligandens legt sich die am weitesten C-terminal gelegene Helix 12 wie 

ein Deckel über die Ligandenbindungsstelle [Egea et al., 2000]. Diese Helix 12 ist eine 

verbreitete Struktur unter allen nukleären Rezeptoren und ihre Position spielt eine ent-

scheidende Rolle für die transkriptorische Aktivität der ligandenabhängigen transaktiva-

torischen Funktion [Renaud, Moras, 2000; Shiau et al., 2002; Kallen et al., 2002; Wat-

kins et al., 2003; Bledsoe et al., 2002]. In ihrem aktivierten Zustand nach Agonistenbin-

dung bildet sie gemeinsam mit anderen Strukturen der LBD die AF-2 und präsentiert 

eine hydrophobe Bindungsstelle für Transkriptionsfaktoren und Koregulatoren [Dari-

mont et al., 1998; Gampe et al., 2000; Nolte et al., 1998; Shiau et al., 1998]. Koaktivato-

ren binden mittels eines leucinreichen Motivs an die hydrophobe Oberfläche des akti-

vierten Rezeptors. Interaktionen zwischen den Leucinen der Koaktivatoren und den 

hydrophoben Anteilen des Rezeptors stabilisieren diese Bindung [Wärnmark et al., 

2003].  

Während die Struktur der AF-2 Domäne viele Übereinstimmungen bei den nukleären 

Rezeptoren zeigt, ist die Struktur der AF-1 Domäne uneinheitlich und ungeordnet 

[Dahlman-Wright et al., 1995; Wärnmark et al., 2001; Bain et al., 2000; Bain et al., 
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2001; Kumar et al., 1987]. Den N-Termini der nukleären Rezeptoren fehlt im inaktivier-

ten Zustand eine sekundäre Faltung, sie besitzen aber die Fähigkeit über ihre hydropho-

ben Aminosäuren, eine α-Helix auszubilden [Dahlman-Wright, McEwan, 1996]. Diese 

Fähigkeit scheint eine wichtige Voraussetzung für die AF-1 vermittelte Genaktivierung 

zu sein, da Mutationen mit Verlust der hydrophoben Aminosäuren zu Beeinträchtigun-

gen der transaktivatorischen Funktion führen. Die Bindung von Koaktivatoren an die 

AF-1 Domäne des Rezeptors führt zur Ausbildung beziehungsweise Festigung sekundä-

rer Strukturen in der N-terminalen Funktion, dieser Mechanismus kann auch in transak-

tivierenden Regionen anderer Transkriptionsfaktoren beobachtet werden [Wärnmark et 

al., 2001; Kussie et al., 1996; McEwan et al., 1996; Shen et al., 1996; Uesugi et al., 

1997; Radhakrishnan et al., 1997]. Die Bindung und Konformationsänderung könnte in 

zwei Schritten erfolgen. Zunächst würde der Rezeptor über seine sauren Reste in einer 

schnellen Assoziationsphase an den Koaktivator binden, dann könnte es in einer lang-

samen Bindungsphase durch hydrophobe Interaktionen zur Ausbildung einer adaptier-

ten sekundären Konformation des N-Terminus kommen [Wärnmark et al., 2001]. Die 

an die AF-1 Domäne bindenden Koaktivatoren sind eine uneinheitliche Gruppe ohne 

strukturelle Homologien oder Sequenzübereinstimmungen. Ausschlaggebend für die 

aktivierende Funktion dieser Koregulatoren scheint die Beeinflussung der sekundären 

Struktur und somit des transaktivierenden Potentials der AF-1 Domäne zu sein. 

Die Koregulatoren der beiden transaktivierenden Funktionen des Östrogenrezeptors 

sind häufig Untereinheiten größerer Multiproteinkomplexe, die Funktionen wie Chro-

matinremodellierung, enzymatische Modifikation von Histonen oder Modulation des 

Präinitiationskomplexes durch Interaktionen mit RNA Polymerase II und Transkripti-

onsfaktoren ausüben [Wärnmark et al., 2003]. Es gibt Koregulatoren, die nur mit der 

AF-1 Domäne interagieren, andere, die nur die AF-2 Domäne beeinflussen und Koregu-

latoren, die in Wechselwirkung mit beiden transaktivierenden Funktionen stehen [Glass, 

Rosenfeld, 2000; McKenna et al., 1999]. Abhängig vom Zielgen und dem Zelltyp kön-

nen Koregulatoren als Koaktivatoren oder Korepressoren agieren, sie besitzen keine 

intrinsisch festgelegte Funktion [Rogatsky et al., 2001; Subramaniam et al., 1999]. 

Auch die Verteilungsmuster der Koregulatoren sind zellspezifisch und unterscheiden 

sich. 
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Eine weitere Möglichkeit der zellspezifischen Regulation der Transkription von Zielge-

nen bietet die unterschiedliche Dominanz der beiden transaktivierenden Funktionen im 

jeweiligen Promotor- und Zelltypkontext. In den HeLa Zellen ist beispielsweise die AF-

2 die dominierende transaktivierende Funktion, während die Transkription in der Leber-

zelllinie HepG2 hauptsächlich durch die AF-1 reguliert wird [Berry et al., 1990; Tzu-

kerman et al., 1994; Norris et al., 1997]. In anderen Zelllinien wie den Osteoblasten  

wird die Transkriptionsrate durch beide Funktionen beeinflusst, wobei ein Synergismus 

von AF-1 und AF-2 zur maximalen transkriptorischen Aktivität führt.  

  

5.11 Die 46 kDa-Variante des ERα 

Der ERα vermittelt eine Vielzahl östrogener Wirkungen in unterschiedlichen Zielzellen. 

Um eine Expression des Rezeptors in richtiger Anzahl, zur richtigen Zeit und am richti-

gen Ort zu gewährleisten, sind Kontrollen der Transkription und der Translation nötig. 

Eine Kontrollmöglichkeit ist die zellspezifische Expression unterschiedlicher mRNA-

Isoformen des Rezeptors. Diese mRNA-Isoformen werden beim ERα unter anderem 

durch Nutzung multipler Promotoren und durch alternatives Spleißen generiert. Bis jetzt 

sind neun in der 5’-flankierenden Region des humanen ERα gelegene Promotoren (E2, 

F, E1, T1, T2, D, C, B, (A)) bekannt. Die meisten mRNA-Isoformen, die durch Nutzung 

dieser acht alternativen Promotoren entstehen, unterscheiden sich nur in ihrer 5’-

untranslatierten Region, die oberhalb des Translationsstartpunktes liegt. Diese Isofor-

men kodieren alle für das gleiche ERα Protein mit einer Größe von 66 kDa.  

In dieser Arbeit wurden in der Gelelektrophorese sowohl bei den Osteoblasten als auch 

bei den Neuroblastomzellen bei F-Isoformen und E1-Isoformen kleinere PCR-

Produktvarianten gefunden. Zunächst wurden diese kleineren, nicht der erwarteten Grö-

ße entsprechenden PCR-Produkte für Abbruchprodukte durch Verunreinigung gehalten. 

Die Sequenzierungen der F- und E1-Isoformen in diesen Zelllinien ergaben jedoch je-

weils zwei spezifische Produkte. Bei dem größeren Produkt wurde das untranslatierte 

Exon wie erwartet an die Spleißakzeptorstelle an Position  in Exon 1 gebunden, im Falle 

des kleineren Produkts wurde Exon 1 vollkommen übersprungen und Position +685 (in 

der vorliegenden Arbeit entspricht dies Position +1811) in Exon 2 diente als Spleißak-

zeptor. Sowohl bei Verwendung von Exon F als auch bei Verwendung von Exon E1 als 

Transkriptionsstartpunkt fungierte Exon E1 als Spleißdonor.     
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In den auf den Spleißakzeptor des Exons 2 folgenden Regionen liegen zwei ATG Ko-

dons, eines an Position +752 (in der vorliegenden Arbeit +1878) und ein anderes an 

Position + 758 (in der vorliegenden Arbeit +1884) [Denger et al., 2001]. Beide ATGs 

sind von einer für die Translationsinitiation günstigen „Kozac“ Sequenz umgeben [Ko-

zak, 1989]. Eine von diesen alternativen Startpunkten ausgehende Translation resultiert 

in der Expression eines verkürzten ERα Proteins. Diesem Rezeptorprotein fehlen die am 

N-Terminus gelegenen ersten 173 Aminosäuren und somit die A/B-Domäne [Flouriot et 

al., 2000].  

Die mRNA-Isoformen des ERα mit verändertem N-Terminus wurden auch in anderen 

Spezies gefunden. In der Leber und dem Eileiter des Huhnes wurde beispielsweise zu-

sätzlich zu dem bekannten Rezeptorprotein mit einer Größe von 66 kDa eine verkürzte 

Variante mit einem Molekulargewicht von 61 kDa gefunden [Griffin et al., 1999]. Die 

beiden Östrogenrezeptorisoformen des Huhnes modulieren die zell- und promotorspezi-

fische Expression von östrogenen Zielgenen in unterschiedlicher Weise. Während der 

Rezeptor mit einer Größe von 66 kDa die Transkriptionsrate ausschließlich in Abhän-

gigkeit von Östrogenen kontrolliert, ist der verkürzte Rezeptor in der Lage, auch in Ab-

wesenheit des Ligandens die Expression von Zielgenen zu beeinflussen.  

Für die am N-Terminus verkürzte Transkriptisoform des Huhnes wurde die Aminosäure 

Methionin als Translationsstartpunkt ausgemacht. Dieser alternative Startpunkt wurde 

auch bei anderen eierlegenden Spezies gefunden, nicht aber bei Säugetieren [Griffin et 

al., 1999]. 

Von der in der vorliegenden Arbeit in Osteoblasten und Neuroblastomzellen gefunde-

nen verkürzten Rezeptorisoform des humanen ERα wurde schon in anderen Studien 

berichtet. Dabei scheint eine Entstehung dieser Variante nicht nur auf der Transkription-

sebene durch alternatives Spleißen möglich zu sein, sondern auch in geringeren Mengen 

auf der Translationsebene durch internalen Ribosomeneintritt [Barraille et al., 1999]. 

Die Expression der durch alternatives Spleißen entstandenen verkürzten mRNA-

Isoform wurde von Flouriot und seiner Arbeitsgruppe bei Untersuchungen an der 

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 sowie Zellen aus der Mammadrüse, dem Endometri-

um, den Ovarien, der Hypophyse, der Leber, dem Muskel, der Lunge, der Niere und der 

Nebenniere in allen untersuchten Zelllinien, ausgenommen den Hypophysenzellen, fest-

gestellt. Zur Untersuchung der Transkriptisoformen wurde wie in der vorliegenden Ar-
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beit mit zwei hintereinander durchgeführten PCRs gearbeitet. Dabei lagen die beiden 

antisense Primer in Exon 2, während die sense Primer aus den jeweils untersuchten un-

translatierten Exons stammten. Um Aussagen über die quantitative Verteilung der Iso-

formen machen zu können, wurden zusätzlich Untersuchungen mit der S1-Nuklease 

Methodik durchgeführt. Dabei wurden nur geringe Mengen des 46 kDa Rezeptorprote-

ins in reproduktiven Geweben gefunden (10 %), während die Expression der verkürzten 

Rezeptorform in nichtreproduktiven Organen im Vergleich mit dem 66 kDa Rezeptor 

etwa 20-50 % des Gesamttranskriptes ausmacht. Diese Untersuchungsergebnisse wer-

den von anderen Studien bestätigt. In einer Studie wurde beispielsweise zunächst die 

Expression der 46 kDa Rezeptorisoform in osteoblastären Zellen und der Mammakarzi-

nomzelllinie MCF-7 nachgewiesen und anschließend die quantitativen Verhältnisse der 

beiden Rezeptoren in den Zelllinien untersucht. Mit Hilfe von S1-Nuklease Analysen 

konnten in der MCF-7 Zelllinie nur geringe Mengen der an Exon 2 gespleißten Tran-

skriptvariante gefunden werden. Im Gegensatz dazu machte diese Variante ungefähr 50 

% der in den Osteoblasten detektierten mRNA aus [Denger et al., 2001]. In der vorlie-

genden Arbeit können aufgrund der verwendeten Methodik keine genauen Angaben 

über die quantitative Verteilung der unterschiedlichen mRNA-Isoformen gemacht wer-

den, doch sprechen sowohl die ausgeprägten Banden in der Gelelektrophorese als auch 

die Ergebnisse der Sequenzierung für eine quantitative Bedeutung der verkürzten Re-

zeptorvariante in Neuroblastomzellen und Osteoblasten. Da es sich bei beiden Zelllinien 

um nicht reproduktive Gewebe handelt, würden diese Beobachtungen mit den Untersu-

chungsergebnissen der bisher veröffentlichten Studien übereinstimmen.    

Sowohl in der Arbeitsgruppe von Flouriot (2000) als auch in der von Denger (2001) 

wurde die Fähigkeit der 46 kDa ERα Isoform, Homo- oder Heterodimere auszubilden, 

in in vitro Studien untersucht. Dabei wurde die Bildung von Homodimeren sowie von 

Heterodimeren mit der 66 kDa Rezeptorform und mit ERβ nachgewiesen. Sowohl die 

Homo- als auch die Heterodimere sind funktionell aktiv und binden an ERE, wobei 

Homodimere der verkürzten Rezeptorform eine höhere Affinität für die hormonrespon-

siven Elemente der Zielgene zeigen. 

Der 66 kDa ERα besitzt zwei transaktivierende Funktionen. Die ligandenunabhängige 

ist in der A/B-Domäne, die ligandenabhängige in der LBD-Domäne lokalisiert. Da die 

46 kDa Rezeptorform ihre A/B-Domäne durch Spleißvorgänge verloren hat, kann sie 
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Transkription von Zielgenen nur über die verbleibende ligandenabhängige transaktivie-

rende Funktion beeinflussen. In einem Zell- und Promotorkontext, in dem die ligande-

nabhängige AF-2 dominiert, kann der 46 kDa ERα synergistisch mit dem 66 kDa ERα 

östrogenabhängig ERE stimulieren. In einem Kontext, in dem die Bedeutung der AF-1 

Domäne überwiegt, zeigt der 46 kDa ERα nicht nur wie erwartet kein stimulatives Po-

tential, die Expression der verkürzten Variante führt sogar zur Inhibition des 66 kDa 

ERα. Die Ursache für diesen inhibitorischen Effekt ist noch nicht geklärt. Neben einer 

Verdrängung des 66kDa ERα durch höhere Affinität des 46 kDa ERα für ERE könnten 

Unterschiede in den Wechselwirkungen mit Koregulatoren eine Rolle spielen [Flouriot 

et al., 2000].    

Da der 46 kDA ERα funktionell aktiv ist und  regulativ in die Transkription von Zielge-

nen eingreifen kann, müssen die Beobachtungen von organischen Veränderungen und 

Verhaltensabweichungen an ERαKO Mäusen neu bewertet werden. In einigen Maus-

modellen wurde die Unterbrechung des ERα Gens der Maus durch Einfügung eines 1,8-

kb langen Ausschnitts eines NEO Gens in Exon 2 erreicht [Couse et al., 1995]. Das E-

xon 2 der Maus korrespondiert mit dem Exon 1 des Menschen und kann somit durch 

alternative Spleißvorgänge übersprungen werden [Denger et al., 2001]. Diese Spleiß-

vorgänge resultieren in der Translation des 46 kDa ERα. Diese Rezeptorvariante wird 

folglich auch bei den oben genannten Knockout Mäusen exprimiert. In diesen Fällen 

könnte die Expression der verkürzten Variante zu einer Kompensation des Verlusts des 

66 kDa ERα führen. Dieser Mechanismus scheint besonders in nichtreproduktiven Or-

ganen eine entscheidende Rolle zu spielen, da die 46 kDa Rezeptorvariante in diesen 

Organen bis zu 50 % des Gesamttranskripts ausmacht. Die Veränderungen in diesen 

Geweben  könnten demnach deutlich ausgeprägter sein als bisher angenommen.  

 

 

5.11.1 Klinische Bedeutungen der 46 kDa Rezeptorisoform 

Die Entdeckung der am N-Terminus verkürzten 46 kDa Östrogenrezeptorisoform und 

ihrer zell- und promotorspezifischen regulatorischen Einflüsse auf die 66 kDa Rezeptor-

form bietet eine Erklärungsmöglichkeit der unterschiedlichen zellspezifischen Effekte 

der SERMs (selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren). Selektive Östrogenrezeptor-

Modulatoren wie Tamoxifen und Raloxifen haben gemischt agonistisch-antagonistische 
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Wirkungen auf den Östrogenrezeptor und zeichnen sich durch ihre hohe Rezeptoraffini-

tät aus. Ihre agonistischen Wirkungen entwickeln sie über die AF-1 des Östrogenrezep-

tors, während sie die AF-2 nicht aktivieren können [Berry et al., 1990]. Diese Eigen-

schaft der SERMs spiegelt sich auch in ihren Wirkungen auf die beiden Rezeptoriso-

formen wider. Während die SERMs eine Transaktivierung der 66 kDa ERα Rezeptori-

soform hervorrufen können, haben sie keine Wirkung auf die 46 kDa ERα Rezeptoriso-

form, die keine AF-1 Domäne besitzt [Denger et al., 2001]. Zusätzlich ist der inhibitori-

sche Effekt, den die verkürzte Rezeptorform in Anwesenheit von Östrogenen auf den 

Rezeptor mit voller Länge ausübt, bei einer Transaktivierung durch SERMs abge-

schwächt. Dieser Unterschied in der Wirkungsweise von Östrogenen und SERMs 

scheint eine wichtige Vorraussetzung für den antiproliferativen Effekt der selektiven 

Östrogenrezeptormodulatoren auf Mammakarzinomzellen zu sein.  

In Untersuchungen an der Mammakarzinomzelllinie MCF7 wurde eine Veränderung 

des Verhältnisses der beiden Rezeptorisoformen in Abhängigkeit vom Zellwachstums-

status beobachtet. Während der Anteil der 66 kDa ERα Rezeptorisoform in langsam 

proliferierenden Zellen gegenüber der verkürzten Variante deutlich überwiegt, nimmt 

seine Menge bei schnell proliferierenden Zellen um das drei- bis vierfache ab. Die Ex-

pression der 46 kDa ERα Rezeptorisoform unterliegt hingegen keinen quantitativen 

Veränderungen während der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus [Flouriot et al., 

2000]. Ähnliche Veränderungen des Verteilungsverhältnisses wurden unter Östrogen-

substitution beobachtet, die einen mitogenen Effekt auf die MCF7-Zellen ausübt. In 

dieser Zelllinie scheint eine Reduktion der 66kDa ERα Rezeptorisoform und somit der 

ligandenunabhängigen transaktivierenden Funktion (AF-1) eine Voraussetzung für den 

Übergang in eine proliferative Phase des Zellzyklus zu sein [Flouriot et al., 2000]. Um-

gekehrt könnte die antiproliferative Wirkung der SERMs über die Aktivierung dieser 

AF-1 Domäne vermittelt werden. Der Vorteil der SERMs gegenüber Östrogenen ist die 

deutlich geringer ausgeprägte Inhibition dieser Aktivierung durch die 46 kDa ERα Re-

zeptorisoform [Denger et al., 2001]. 

Ein durch selektive Östrogenmodulatoren und somit durch die AF-1 Domäne hervorge-

rufener antiproliferativer Effekt konnte auch bei den Osteoklasten festgestellt werden. 

In diesen Zellen kommt es unter SERM-Substitution zu einer TGF-β vermittelten Apop-

tose [Hughes et al., 1996].  
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Entgegengesetzte Auswirkungen der quantitativen Verhältnisse der beiden Rezeptoriso-

formen auf die Proliferation konnten beim Gegenspieler der Osteoklasten, den Oste-

oblasten, beobachtet werden In dieser Zelllinie kommt es unter Substitution geringer 

Mengen der 46 kDa ERα Rezeptorisoform zu einer Steigerung der Proliferation, wäh-

rend höhere Konzentrationen des verkürzten Rezeptors zu einer Abnahme der Prolifera-

tion führen. Diese Beobachtungen könnten für einen proliferativen Effekt der AF-1 Ak-

tivierung in dieser Zelllinie sprechen [Denger et al., 2001]. 

Diese Beobachtungen einer zellspezifischen Regulation der Proliferationsrate durch die 

AF-1 Domäne und die quantitativen Verhältnisse der beiden Rezeptorisoformen könnte 

gemeinsam mit zellspezifisch exprimierten Koregulatorenmustern ein Erklärungsansatz 

für die unterschiedlichen zellspezifischen agonistischen und antagonistischen Wirkun-

gen der selektiven Östrogenrezeptormodulatoren sein.  

 

5.12 Die Expression des ERα während der osteogenen Differenzierung 

Der Knochenabbau und die verminderte Knochenmineralisierung in der Postmenopause 

sind Folge einer negativen Skelettbilanz durch Überwiegen der Knochenresorption ge-

genüber der Knochenneubildung [Turner et al., 1994; Heaney et al., 1978]. Eine Östro-

gensubstitution ermöglicht die Wiederherstellung der Balance dieser beiden Vorgänge. 

Ursache dieser östrogenen Wirkung schien zunächst hauptsächlich eine Inhibition der 

knochenabbauenden Osteoklasten zu sein [Okazaki et al., 2002]. Seit in einigen Studien 

eine Expression des ERα in osteoblastären Zellen nachgewiesen werden konnte, wird 

auch eine Beeinflussung von Entwicklung und Funktion dieser Zelllinie durch Östroge-

ne vermutet [Zhou et al., 2001]. Bis heute werden sowohl die Expression des ERα wäh-

rend der osteoblastären Entwicklung als auch die Einflussnahme von Östrogenen auf 

einzelne Differenzierungsschritte kontrovers diskutiert. 

In einigen Studien konnte eine Expression des ERα während der gesamten osteoblastä-

ren Differenzierung nachgewiesen werden. Diese Expression wurde sowohl unter Ös-

trogensubstitution als auch ohne Hormongabe beobachtet [Qu et al., 1998]. In anderen 

Studien wurde eine Zunahme der Rezeptorexpression während der Differenzierung mit 

den höchsten mRNA- und Proteinwerten in differenzierten Osteoblasten festgestellt 

[Arts et al., 1997; Bodine et al., 1998]. 
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Variable Studien wurden auch bezüglich der Einflussnahme von Östrogenen auf die 

verschiedenen Differenzierungsschritte der Osteoblasten veröffentlicht. In einigen Stu-

dien konnte eine Zunahme der osteogenen Marker wie der Kollagenexpression und der 

Aktivität der alkalischen Phosphatase unter Östrogeneinfluss festgestellt werden [Ernst 

et al., 1988; Scheven et al., 1992]. Aber auch in den Studien, die einen positiven Effekt 

der Östrogensubstitution auf die osteoblastäre Proliferation und Differenzierung nach-

weisen konnten, gab es eine Variationsbreite bezüglich des Zeitpunkts der Einflussnah-

me. Während die einen Studien östrogene Wirkungen hauptsächlich in den ersten sechs 

Tagen der osteogenen Differenzierung feststellten [Qu et al., 1998; Okazaki et al., 

2002], wiesen andere Studien eine ausgeprägtere Regulation von osteogenen Markerge-

nen in späteren Differenzierungsschritten nach [Waters et al., 2001] und dritte beobach-

teten eine Zunahme der alkalischen Phosphatase während der gesamten Differenzierung 

[Robinson et al., 1997].      

Andere Arbeiten stellten wiederum eine Abnahme osteogener Marker unter Östrogen-

substitution fest und vermuteten aus diesem Grund eine inhibitorische Wirkung des 

Hormons auf die Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten [Watts et al., 

1989]. 

Aber auch die Möglichkeit einer fehlenden Einflussnahme des Hormons auf die osteo-

gene Proliferation und Differenzierung wurde in Studien an Osteoblasten nachgewiesen 

[Keeting et al., 1991]. 

Mögliche Gründe für diese divergenten Resultate unterschiedlicher Studien an Oste-

oblasten werden diskutiert. Ursächlich könnte beispielsweise eine Heterogenität der 

Zelltypen sein [Robinson et al., 1997]. In Studien, in denen Osteosarkomzellen als Mo-

dellsystem dienten, wurden variable Expressionsspiegel des ERα sowie unterschiedliche 

Differenzierungsphasen der Zelllinien gefunden [Qu et al., 1998]. Aus diesem Grund 

kann es in diesen Modellsystemen zu unterschiedlichen, nicht vergleichbaren Ergebnis-

sen kommen. Ein Problem der Modellsysteme mit neonatalen oder fetalen Osteoblasten 

ist die Unsicherheit der Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten mit denen, die bei oste-

oblastären Zelllinien Erwachsener erhoben werden [Turner et al., 1994]. Da einige Stu-

dien osteoblastäre Zelllinien von Tieren als Modellsystem verwendeten, könnten  weite-

re Gründe für die kontroversen Ergebnisse speziesspezifische Unterschiede der östroge-

nen Wirkungen sein [Robinson et al., 1997]. Es wurde beispielsweise festgestellt, dass 
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eine Beeinflussung der Osteogenese durch Östrogensubstitution bei einer Ratte erheb-

lich geringere Konzentrationen an Östrogenen benötigt als bei einer Maus und somit 

unterschiedliche Mechanismen der Östrogenwirkung zugrunde liegen könnten [Turner, 

1999]. Ein generelles Problem der Untersuchung der Östrogenwirkungen an Oste-

oblasten sind die sehr geringen und variablen Expressionslevel des ERα in dieser Zellli-

nie.  Problematisch ist außerdem die Bewertung von Ergebnissen aus in vitro Studien, 

da die geringen Wirkungen von Östrogenen auf Osteoblasten in vitro keinesfalls die 

Einflussnahme von Östrogenen auf Osteoblasten in vivo widerspiegeln [Takano-

Yamamoto, Rodan, 1990].   

Ebenso uneinheitlich wie die in der Literatur beschriebenen Resultate waren auch die 

Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchsreihen. Als Modell-

system dienten Primärkulturen pluripotenter mesenchymaler Stammzellen von drei ver-

schiedenen Spendern, die durch Substitution von β-Glycerophosphat und Ascorbat zur 

osteogenen Differenzierung angeregt wurden. Die einzelnen Differenzierungsschritte 

wurden durch Kontrollen der osteogenen Marker überprüft. Während der vierwöchigen 

Differenzierung wurde zur Untersuchung der Expression des ERα wöchentlich eine 

RNA-Isolierung durchgeführt. Mit der RT-PCR Methodik sollte die ERα mRNA in den 

unterschiedlichen Differenzierungsphasen nachgewiesen werden. Die verwendeten Pri-

merpaare stammten dabei einmal aus der DNA-bindenden Domäne und in einer anderen 

Versuchsanordnung aus den Exons 1 und 2. Bei Untersuchung der Differenzierungs-

schritte konnten beide in der Literatur beschriebenen Expressionsmuster des ERα in den 

unterschiedlichen Versuchsanordnungen beobachtet werden. Sowohl eine Zunahme der 

Rezeptorexpressionsspiegel während der Differenzierung als auch eine etwa gleich blei-

bende Menge der ERα mRNA in allen Entwicklungsschritten waren in der Gele-

lektrophorese sichtbar. Ursachen dieser divergenten Ergebnisse könnten neben Unter-

schieden, die in den drei Primärkulturen der Stammzellen selbst begründet sind, wie 

Differenzen in der quantitativen Genexpression während der Differenzierung, auch Feh-

ler der Methodik, wie Kontamination und fehlerhaftes Binden der Primer sein. Auf-

grund der divergenten Ergebnisse in dieser Versuchsreihe können keine Aussagen über 

ein wahrscheinliches Verteilungsmuster des ERα während der osteogenen Differenzie-

rung gemacht werden. 
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5.13 Die Expression des ERα während der adipogenen Differenzierung  

Bei allen Zuständen, die mit einer verminderten Knochenneubildung einhergehen, kann 

eine Zunahme von Fettgewebe im Knochenmark beobachtet werden [Nuttall et al., 

1998]. Hierzu zählen die Immobilisation [Minaire et al., 1974], die Behandlung mit 

Glukokortikoiden [Wang et al., 1977] und die Ovarektomie [Wronski et al., 1986; Mar-

tin et al., 1990].  Da sowohl Osteoblasten als auch Adipozyten von pluripotenten Stam-

mzellen des Knochenmarks abstammen, könnte eine Ursache dieser Veränderungen 

eine Imbalance der Differenzierung dieser Vorläuferzellen in die beiden Zellphänotypen 

sein [Nuttall et al., 1998]. Die Vermutung, dass eine hohe Plastizität zwischen der Os-

teo- und Adipogenese besteht, wird auch durch Beobachtungen von Transdifferenzie-

rungen dieser beiden Zellphänotyen unterstützt. Beispielsweise können Adipozyten, die 

aus Vorläuferzellen aus dem Knochenmark kultiviert wurden, zu einer proliferativen 

Phase zurückkehren und sich osteogen differenzieren [Beresford et al., 1992]. Anderer-

seits wurde ebenfalls beobachtet, dass differenzierte Osteoblasten, die Osteocalcin 

exprimierten, eine adipogene Differenzierung durchliefen [Nuttall et al., 1998]. Eine 

wichtige Rolle bei der sich ausschließenden Partnerschaft von Adipo- und Osteogenese 

könnten auch Zytokine spielen. So haben einige Zytokine, die zu einer Inhibition der 

Adipogenese führen wie beispielsweise TGF-beta, auch Einfluss auf die Osteogenese 

[Meunier et al., 1971; Delikat et al., 1993]. Auch die Hypothese der Regulation der 

Transdifferenzierung durch Zytokine wurde bereits geäußert. Es ist möglich, dass kom-

plett funktionelle Adipozyten einige Adipozytokine sezernieren, die zu einem osteoge-

nen Phänotyp führen [Nuttall, Gimble, 2004]. 

Die Tatsache, dass sowohl der Östrogenmangel in der Postmenopause, als auch die O-

varektomie zu einem Verlust von trabekulärem Knochen und zu einer Zunahme von 

Fettgewebe im Knochenmark führen, legt die Vermutung nahe, dass Östrogene eine 

Bedeutung für die entgegengesetzte Partnerschaft von Osteo- und Adipogenese haben. 

Um dieser Vermutung nachzugehen, wurden schon in früheren Studien Untersuchungen 

an Stammzellen aus dem Knochenmark von Mäusen unter Östrogensubstitution durch-

geführt [Okazaki et al., 2002]. Hierbei konnte eine Förderung der Osteogenese und eine 

Inhibition der Adipogenese beobachtet werden. Während die frühe Adipogenese unbe-

einflusst blieb, kam es ist in späteren Differenzierungsschritten zu einer signifikanten 

Abnahme der adipogenen Marker. Die Inhibition der Adipogenese durch Östrogene 
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erfolgte schon bei niedrigen Expressionsspiegeln der ERα mRNA und war durch Rezep-

torblocker antagonisierbar, was für eine Vermittlung dieser östrogenen Wirkung durch 

den ERα spricht [Okazaki et al., 2002]. Für die Vermutung, dass für die Inhibition der 

Adipogenese ERα bedeutsam sein könnte, sprechen auch Beobachtungen an ERαKO 

Mäusen. Bei diesen Mäusen kam es zu einer signifikanten Zunahme von weißem Fett-

gewebe [Heine et al., 2000].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der ERα mRNA während der adipoge-

nen Differenzierung überprüft. Als Modellsystem für diese Versuchsreihe dienten wie 

bei der osteogenen Differenzierung Primärkulturen pluripotenter mesenchymaler 

Stammzellen von drei verschiedenen Spendern, die durch Kultivierung in mit FBS, De-

xamethason, Isobutylmethylxanthin, Insulin und Indomethacin versetztem DMEM zur 

adipogenen Differenzierung angeregt wurden. Während der dreiwöchigen Differenzie-

rung wurde wöchentlich eine RNA-Isolierung durchgeführt. Die gewonnene cDNA 

wurde mit der PCR Methodik unter Verwendung zwei unterschiedlicher Primerpaare 

auf eine ERα Expression überprüft. Die Primerpaare stammten in einer Versuchsanord-

nung aus der DNA-bindenden Domäne, in der anderen aus den Exons 1 und 2. In beiden 

Versuchsanordnungen konnte eine Expression des ERα in allen Entwicklungsschritten 

der adipogenen Differenzierung nachgewiesen werden. Dieses Untersuchungsergebnis 

stimmt mit der Studie von Heim überein, in der nachgewiesen werden konnte, dass alle 

Östrogenrezeptoren außer ERα während der Adipogenese herunterreguliert werden 

[Heim et al., 2003]. Ob diese dauerhafte Expression eventuell eine Bedeutung für die 

Transdifferenzierung zwischen Adipozyten und Osteoblasten auch in späten Differen-

zierungsstadien der Adipogenese von Bedeutung ist, muss noch durch weitere Untersu-

chungen überprüft werden. Generell bedürfen die Interaktionen zwischen Östrogenen 

und Adipozyten und die Bedeutung von Östrogenen für die sich ausschließende Diffe-

renzierung von pluripotenten Stammzellen in Osteoblasten oder Adipozyten im Kno-

chenmark noch einer weitergehenden Abklärung [Heim et al., 2003]. 
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6 Zusammenfassung 

Östrogene spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation einer Vielzahl physiologi-

scher Prozesse sowohl im reproduktiven als auch im nicht reproduktiven Bereich des 

menschlichen Körpers. Viele Wirkungen der Östrogene werden über Östrogenrezepto-

ren vermittelt. Um zu gewährleisten, dass die richtige Menge des Rezeptors zur richti-

gen Zeit am richtigen Ort ist, ist eine Kontrolle der Expression unabdingbar. Die Ergeb-

nisse vorhergehender Studien legen die Vermutung nahe, dass eine derartige Kontrolle 

beim ERα über die Nutzung multipler Promotoren ausgeführt wird. Durch Interaktionen 

mit spezifischen Transkriptionsfaktoren ermöglicht dieses System eine zell-, entwick-

lungsstadien- und dignitätsspezifische Expression des Rezeptors.  

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Nutzung der 8 

untranslatierten Exons und des Exons A des ERα Gens als alternative Transkripti-

onsstartpunkte bei osteoblastären Zellen, neuronalen Zellen, mesenchymalen Stammzel-

len und Chondrozyten mittels der RT-PCR Methodik und anschließender Sequenzie-

rung untersucht. So konnte bei allen vier untersuchten Zelltypen eine Nutzung der E-

xons F, E1, C, B und (A) als alternative Promotoren nachgewiesen werden. Bei neuro-

nalen Zellen, Chondrozyten und mesenchymalen Stammzellen konnte zusätzlich eine 

Nutzung des Promotors T2 beobachtet werden. Bei osteoblastären und neuronalen Zel-

len wurde bei Nutzung der Promotoren F und E1 außerdem ein alternativer Spleißvor-

gang festgestellt. Bei diesem Spleißvorgang dient Exon E1 als Spleißdonor und Exon 2 

als Spleißakzeptor. Die dadurch entstehenden mRNA-Isoformen generieren einen um 

die A/B-Domäne verkürzten ERα, welcher jedoch funktionell aktiv ist. 

Die Nutzung der multiplen Promotoren des ERα Gens bei mesenchymalen Stammzellen 

und Chondrozyten wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig nachgewiesen. Zusätz-

lich zu den bisher in der Literatur beschriebenen Exons konnte außerdem erstmalig eine 

Verwendung der Promotoren E1, B und (A) als alternative Transkriptionsstartpunkte bei 

osteoblastären Zellen nachgewiesen werden, sowie bei den neuronalen Zellen von E-

xons E1 und T2. Die Nutzung der Exons E1 und T2 als Transkriptionsstartpunkte konn-

te in der vorliegenden Arbeit generell zum ersten Mal beobachtet werden. Diese beiden 

untranslatierten Exons sind bisher nur als zweite zwischengeschaltete Exons beschrie-

ben worden. 
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Die Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit beweisen somit eine Nutzung von al-

ternativen Promotoren des ERα Gens in allen untersuchten Zellen. 

Da mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methodik keine Aussagen über die 

quantitative Verteilung der Nutzung der untranslatierten Exons in den untersuchten Zel-

len gemacht werden können, kann die Bedeutung der einzelnen untranslatierten Exons 

in den Zellen noch nicht gedeutet werden. Neben einer quantitativen Analyse der Nut-

zungsmuster in den verschiedenen Zellen wäre auch der Versuch eines partiellen 

Knockouts einzelner alternativer Promotoren ein Ansatzpunkt für folgende Arbeiten, 

um die Bedeutung der einzelnen untranslatierten Exons in den Zellen zu erleuchten. 

Obwohl quantitative Analysen der Nutzung der einzelnen Exons bei den untersuchten 

Zellen noch ausstehen, deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass 

eine Regulation der Expression von ERα in den vier Zelltypen über die Nutzung von 

multiplen Promotoren erfolgen könnte. 

Eine derartige Regulation des ERα Gens bietet mehrere Ansatzpunkte der Einflussnah-

me auf die Expression. Beispielsweise durch Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren, 

die spezifisch an bestimmte Promotoren binden oder durch Herstellung von antisense 

Oligonukleotiden, welche spezifisch eine bestimmte mRNA-Variante binden, andere 

hingegen unbeeinflusst lassen. 

Auch die in der vorliegenden Arbeit erstmalig vorgenommene Untersuchung der un-

translatierten Exons des ERα Gens bei mesenchymalen Stammzellen  und Chondrozy-

ten bietet Ansatzpunkte für weiterführende Fragestellungen. Hierzu zählen beispiels-

weise die Fragen nach der Beeinflussbarkeit der Differenzierung der pluripotenten me-

senchymalen Stammzellen durch Veränderungen an den alternativen Promotoren und 

nach der Nutzung der untranslatierten Exons während der chondrogenen Differenzie-

rung. Diese neuen offenen Fragen führen zu Aufgabenstellungen weitergehender Arbei-

ten. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 

AF-1                                                                ligandenunabhängige transaktivierende 

Funktion 

AF-2                                                     Ligandenabhängige transaktivierende 

Funktion 

AP-1-Element Transkriptionsfaktor 

AP 2                                                                              Adipozytenprotein 2 

c-FOS                                 Protoonkogen 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNADOMforward In der DNA-Domäne liegender sense Pri-

mer 

DNADOMreverse In der DNA-Domäne liegender antisense 

Primer 

dNTP  Desoxynucleotid Mischung 

DRIP/ARC/TRAP Komplexe           Mediatorkomplex 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  

EF1α Elongation Factor 1alpha, eine Komponen-

te der Translationsmaschinerie 

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor 

ERα   Östrogenrezeptor Alpha 

ERβ   Östrogenrezeptor Beta 

ERE Östrogen responsive Elemente 

FCS 10% 10% gestripptes fötales Rinderserum 

HDL-Cholesterin                     High-Density-Lipoprotein-Cholesterin 

hFOB Humane fetale Osteoblasten 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

HSP heat-shock Proteine 

IGF-1                                                                          Insulin-like growth factor 
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KOMaus Knockout Maus - Mausstämme mit funkti-

oneller Inaktivierung jeweils eines Östro-

genrezeptors 

LBD Liganden-bindende Domäne 

LDL-Cholesterin                      Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin 

LH luteinisierende Hormon 

LPL   Lipoproteinlipase 

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinasen 

M-MLV   Moloney Murine Leukemia Virus 

MMLV RT Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 

Transkriptase 

mRNA Messenger Ribonukleinsäure 

MSC mesenchymalen Stammzellen 

NO Stickoxid 

N-Terminus                                                Amino-Terminus 

p160 Familie                                        Transkriptions-Koaktivatoren, die mit Ste-

roidhormonrezeptoren interagieren 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PKA, PKCα, PKCδ Proteinkinasen 

PPARg2 Peroxisom proliferatoraktivierender Rezep-

tor gamma 2 

Ser Serin 

SERM Selektive Östrogenrezeptor Modulatoren 

SP1 Proteine         GC-box Binding Protein 

SRC-1 Koaktivator 

SV Simian Virus 

TGFα Transforming Growth Factor α 

5’-UTR      5’-untranslatierte Region 
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