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1 Einleitung 

 

1.1 Einführung in die Östrogene 

 

Östrogene spielen bei vielen physiologischen Vorgängen eine bedeutende 

Rolle. Diese beinhalten unter anderem Fortpflanzungsorgane, 

Knochenstoffwechsel, Immunsystem, Herzkranzgefäße und Gehirn. Durch die 

große Bandbreite der Wirkung auf die Physiologie des menschlichen Körpers 

verwundert auch ihr Einfluss auf die Entstehung und die Entwicklung 

verschiedenster Erkrankungen nicht. Hierzu zählen z.B. 

Kochenstoffwechselstörungen, verschiedene maligne Erkrankungen (Brust-, 

Ovarial-, Prostata-, Dickdarmkrebs), koronare Herzkrankheit, Insulinresistenz, 

autoimmune Erkrankungen und Erkrankungen des zentralen Nervensystems. 

Bei vielen dieser Erkrankungen vermitteln die Östrogene (E2) ihre Wirkung 

durch die Östrogenrezeptoren (ER). Daraus ergibt sich oftmals eine Möglichkeit 

zum Ansatz einer Therapie. Bisher konnten zwei Östrogenrezeptoren kloniert 

werden (Östrogenrezeptor alpha und beta), die in einer Vielfalt von Isoformen 

im menschlichen Körper vorkommen.  

 

1.2 Struktur der Östrogenrezeptoren 

 

Die Östrogenrezeptoren gehören, wie auch Rezeptoren für 

Schilddrüsenhormone, Retinoidrezeptoren und verschiedene Rezeptoren ohne 

bekannte Liganden, zur Familie der zytoplasmatischen Rezeptoren. 1986 

gelang es zwei Arbeitsgruppen den ersten Östrogenrezeptor zu klonieren (1;2). 

Zehn Jahre galt er als der einzige Östrogenrezeptor, bis 1996 ein zweiter 

Östrogenrezeptor kloniert wurde (3). Die Nomenklatur richtet sich seither nach 

der chronologischen Reihenfolge der Entdeckung: Östrogenrezeptor α (ERα) 

1986 und Östrogenrezeptor β (ERβ) 1996.  
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Die Grundstruktur der Östrogenrezeptoren zeigt Gemeinsamkeiten mit der 

anderer zytoplasmatischer Rezeptoren. Sie setzt sich aus sechs funktionellen 

Domänen zusammen, die miteinander interagieren (Fig. 1): die N-terminale 

A/B-Domäne, die sehr variabel in ihrer Länge und Sequenz ist, aktiviert 

Zielgene durch Interaktion  mit Transkriptionsfaktoren des Zellkerns (4). Diese 

Transkriptionsfunktion (AF-1) ist unabhängig von Liganden aber sehr spezifisch 

für bestimmte Promotoren und Zelltypen. Ihr schließt sich die C-Domäne mit 

ihrer DNA-bindenden Domäne an. Sie enthält zwei Zinkfinger und bindet mit 

hoher Affinität und Spezifität an EREs (estrogen responsive elements) im 

Bereich der Zielgene (5). Die D-Domäne ermöglicht dem Rezeptor, eine 

Konformationsänderung durchzuführen. Außerdem wird er benötigt um den 

Liganden mit maximaler Affinität zu binden (6). Die relativ große E-Domäne 

enthält die Liganden bindende Domäne (LBD), und bestimmt somit die 

Spezifität des Rezeptors gegenüber den Östrogenen. Sie enthält außerdem die 

Region, welche für eine Dimerbindung mit anderen Rezeptoren verantwortlich 

ist und eine zweite Transkriptionsfunktion (AF-2) (7). Die C-terminale F-Domäne 

hat innerhalb der Wirbeltieröstrogenrezeptoren eine große Variabilität. Sie spielt 

eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Transkription und den hemmenden 

Effekten der Antiöstrogene. Außerdem stabilisiert sie die Struktur des 

Östrogenrezeptors (8). 
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Fig. 1: Schematischer Vergleich der Domänenstruktur von ERα und ERβ 

 
Der Rezeptor besteht aus sechs Domänen A-F. Für beide Rezeptoren sind jeweils die Anzahl 

der Aminosäuren in den Domänen aufgeführt. AF-1 und AF-2 markieren die Bereiche mit 

Transkriptionsfunktionen. Der Grad der Übereinstimmung der Domänen C und E zwischen ERα 

und ERβ beträgt 97% bzw. 60% (9). 

 

1.3 Wirkmechanismus der Östrogenrezeptoren 

 

1.3.1 Klassischer Mechanismus 

 

Das klassische Modell der Wirkweise von Östrogenrezeptoren geht davon aus, 

dass der Rezeptor als Monomer vorliegt (Fig. 2). Er bildet zusammen mit 

Hitzeschockproteinen und Immunophilinen einen Multiproteinkomplex. Die 

Bindung von Östrogen führt zu einer Dissoziation des Multiproteinkomplexes 

und zu einer Dimerbildung der Östrogenrezeptoren. Die Dimerbildung ist 

entscheidend für eine stabile Bindung an die DNA und kann sowohl aus zwei 

gleichen Östrogenrezeptoren (Homodimer) oder verschiedenen 

Östrogenrezeptoren (Heterodimer) bestehen. Durch die von der 

Ligandenbindung induzierte Konformationsänderung des Rezeptors werden 

hydrophobe Bindungsstellen für Co-Aktivatoren freigelegt. Diese verändern die 

Chromatinstruktur des Zielpromotors und aktivieren die Transkriptionsfaktoren 

im Zellkern (10). 

N         A/B                   C             D                             E                              F   C 

ERα  N         183                   83           39                          251                          43   C 

ERβ                N      142               84         32                     245                            27 C 

AF-1                                                                                                AF-2 



 4 

Fig. 2: Klassisches Modell der Östrogenwirkung 

 

 

Durch Ligandenbindung (E2) dissoziiert der Multiproteinkomplex. Die ER bilden Dimere und 

aktivieren nach Bindung von Co-Faktoren (C) die Transkription. 

 

Vergleiche der Promotorregionen, an welche die Dimere binden, zeigen eine 

Gemeinsamkeit dieser ERE. Sie bestehen aus Palindromen, die durch drei 

Basenpaare getrennt sind (5´AGGTCAnnnTGACCT3´). An jedes Teilelemente 

dieses Palindroms bindet ein Östrogenrezeptor, wobei die Sequenz und die 

Anordnung entscheidend für die Affinität und die Spezifität der 

Östrogenrezeptoren sind (11).  

 

1.3.2 Sp1 Mechanismus 

 

Die Transkription von Zielgenen erfolgt nicht nur über die Bindung von 

Östrogenrezeptor-Dimeren an die ERE. Ein weiterer Mechanismus bedient sich 

des Transkriptionsfaktors Sp1. An Östrogenrezeptor-Zielgenen wurde eine 

große Anzahl AGGTCA-Elemente zusammen mit GC-Boxen (GGGGCGGGG) 

FKBP52 

p23 Hsp90 ER 

FKBP52 

p23 Hsp90 ER 

E2 

E2 

+ 

+ 

ER ER 

E2 E2 

C C 

ERE                  Zielgen 

Transkription des Zielgens 
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oder GT/CACCC Boxen (GGTGTGGGG) gefunden. Diese sind Bindungsstellen 

für Sp1. Das genaue Zusammenwirken von Östrogenrezeptoren und Sp1 ist 

zurzeit noch unbekannt. Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen in den 

ERE oder den Boxen zu einem Verlust der Transkription verschiedener 

Zielgene führen (12). Andererseits blieb nach kompletter Deletion des ERE die 

Transkription von Zielgenen weiterhin durch Östrogen beeinflussbar (13). 

 

1.3.3 AP-1 Mechanismus 

 

Mit dem AP1-Mechanismus existiert eine weitere Möglichkeit, die 

Genexpression durch Östrogene zu beeinflussen, ohne dass eine direkte DNA-

Bindung des Östrogenrezeptors nötig ist. AP-1 besteht aus einem Heterodimer 

von Transkriptionsfaktoren der Jun/Fos Familie. Die östrogenabhängige 

Aktivierung von Zielgenen ohne direkte Bindung an die DNA konnte mit 

Östrogenrezeptor-Mutanten nachgewiesen werden die keine DNA-

Bindungsdomäne mehr hatten (14). Die Art der Wirkung auf die Transkription ist 

dabei abhängig von den Liganden und den Östrogenrezeptoren. So sind 

Liganden wie Östrogen, DES (Diethylstilbestrol) oder Tamoxifen im 

Zusammenspiel mit Östrogenrezeptor α Agonisten im AP-1 Signalweg. Die 

Antiöstrogene Raloxifen und Tamoxifen entfalten in Verbindung mit 

Östrogenrezeptor β eine agonistische, Östrogen dagegen eine antagonistische 

Wirkung (15). 

 

1.3.4 NFκB Hemmung 

 

Über diesen Mechanismus hemmen die Östrogenrezeptoren die Wirkung von 

Transkriptionsfaktoren, ohne dass eines der beteiligten Proteine direkten 

Kontakt zur DNA hat. Dadurch wird die Synthese von Interleukin 6 (IL-6) in 

Osteoblasten und Stammzellen des Knochenmarks verhindert, was den 

protektiven Effekt von Östrogenen auf die Knochendichte erklären könnte (16). 
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Fig. 3: Schematische Übersicht über die Verschiedenen Mechanismen zur Regulation der 

Transkription durch ER (17) 

 

 

 

1.4 Physiologische Effekte durch Östrogenrezeptoren  

 

Ausgelöst durch die Entdeckung der Östrogenrezeptoren in den 80er und 90er 

Jahren, wurden zur Erforschung der Funktion der Östrogenrezeptoren in der 

Physiologie Mausmodelle mit funktioneller Inaktivierung eines 

Östrogenrezeptor-Gens (ERKO) entwickelt. Es sind seit 1992 Östrogenrezeptor 

α knockout Mäuse (αERKO) und seit 1998 Östrogenrezeptor β knockout Mäuse 

(βERKO) verfügbar. Im folgendem werden die Ergebnisse zahlreicher 

Untersuchungen der Phänotypen der verschiedenen ERKO vorgestellt (Tab. 1).  

 

1.4.1 Weibliche Fortpflanzungsorgane  

 

Die weiblichen Fortpflanzungorgane gehören im Zusammenhang mit 

Östrogenrezeptoren zu den am besten untersuchten Geweben überhaupt. Sie 
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entstehen während der embryonalen Entwicklung aus den Müllerschen 

Gängen. Untersuchungen von Tieren ohne Ovarien und Nebennieren haben 

gezeigt, dass die anatomische Entwicklung auch in Abwesenheit von 

Östrogenen ungestört ablaufen kann. Deshalb werden erst bei adulten ERKO 

verschiedene Phänotypen beobachtet.  

• Uterus: bei αERKO sind zwar alle Uterusschichten (Myometrium, 

Endometrium, Epithel) angelegt, aber hypoplastisch. Der Uterus ist im 

Vergleich zum Wildtyp und βERKO nur halb so groß und schwer (18).  

• Vagina: die vaginale Mukosa unterliegt wie der Uterus dem ovarialen 

Zyklus. Bei αERKO sind die gleichen Effekte auf die Mukosa zu 

beobachten wie nach Ovarektomie oder einer Therapie mit 

Antiöstrogenen. Das Epithel verhornt und die Proliferationsrate nimmt ab 

(19). Die Mukosa von βERKO zeigt eine normale Zyklusabhängigkeit. 

• Eileiter: histologisch zeigen weder αERKO noch βERKO Veränderungen 

der Eileiter. Eine Transportstörung wird bei αERKO vermutet, wurde aber 

bisher noch nicht untersucht. 

• Ovarien: in den  Ovarien von αERKO reifen funktionell normale Eizellen 

heran. Durch eine verhinderte Ovulation bekommen die Ovarien ein 

polyzystisches Aussehen und die αERKO bleiben durch den 

anovulatorischen Zyklus infertil (20). Die Ovulation und die Histologie bei 

βERKO zeigt hingegen keine Auffälligkeiten. Trotzdem ist die Anzahl der 

Nachkommen verringert (21). Als Ursache wird eine Fehlfunktion bei der 

Implantation der Embryonen diskutiert. 

 

1.4.2 Männliche Fortpflanzungorgane 

 

Wie auch die weiblichen Fortpflanzungsorgane entwickeln sich die männlichen 

aus den Müllerschen Gängen. Bei dieser Entwicklung spielen Androgene eine 

entscheidende Rolle, so dass auch hier sich die Organe bei ERKO unauffällig 

entwickeln. Adulte αERKO weisen Defizite in der Spermatogenese auf. Die 

Anzahl, sowie die Motilität der Spermien ist herabgesetzt (22). 
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1.4.3 Skelettsystem 

 

Der Zusammenhang zwischen Osteoporose und den niedrigen 

Östrogenspiegeln nach der weiblichen Menopause ist seit der Arbeit von 

Albright et al. (23) von 1947 bekannt. Die Hormonersatztherapie spielte lange 

Zeit eine entscheidende Rolle bei der Therapie der Osteoporose, welche aber 

auch unerwünschte Nebenwirkungen hatte, wie z.B. ein erhöhtes 

Brustkrebsrisiko. Vergleiche des Femur bei αERKO zeigten, dass dieser 

deutlich verkürzt ist und einen geringeren Durchmesser hat. Dieser Effekt ist bei 

weiblichen Mäusen stärker ausgeprägt als bei männlichen. Entgegengesetzt 

verhält sich die Mineralisation und Knochendichte, die bei männlichen Mäusen 

stärker abnimmt (24). Interessanterweise zeigen Migliaccio et al. (25) 1992, 

dass nach neonataler Exposition mit dem synthetischen Östrogen 

Diethylstilbestrol (DES) die Kortikalisdicke bei adulten weiblichen Mäusen 

zunimmt, während die Länge wie bei αERKO verringert ist. Diese Daten lassen 

vermuten, dass auch andere Signalwege eine Östrogenwirkung vermitteln.  

 

1.4.4 Kardiovaskuläres System 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen werden mit vielen Risikofaktoren, zum Beispiel 

Diabetes mellitus, Übergewicht, Hypertonus und Hypercholesterinämie in 

Verbindung gebracht. Das geringere Risiko von Frauen kardiovaskuläre 

Erkrankungen zu entwickeln, wird Östrogenen zugeschrieben. Tatsächlich 

berichten Lundeen et al. (26), dass durch eine Östrogengabe bei Ratten der 

B/E LDL-Rezeptor stärker exprimiert ist, und somit LDL aus dem Blut in die 

Zellen aufgenommen wird. αERKO Mäuse zeigen diese Erhöhung des 

Rezeptors nach Östrogengabe nicht. Bei einer weiteren Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass nach einer Endothelverletzung die regelmäßige Gabe von 

Östrogen die Proliferation der glatten Muskelzellen und des Endothels hemmt 

(27). Da der Effekt auch bei αERKO Mäusen auftritt, wird die Vermittlung über 

Östrogenrezeptor β diskutiert.  
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Tab. 1: Zusammenfassung der Phänotypen von ER knockout Mäusen  

 αERKO βERKO 

Uterus hypoplatisch evtl. 

Implantationsstörung 

Vagina atrophisch - 

Eileiter evtl. Transportstörung - 

Ovarien keine Ovulation - 

Hoden Störung der 

Spermatogenese 

- 

Knochen/Skelett Femur verkürzt, 

Durchmesser verkleinert 

evtl. Störung des 

Epiphysenschlusses 

Herz/Gefäße keine Senkung des LDL  

durch E2 möglich 

evtl. Hyperproliferation 

bei Endothelschäden 

 

 

1.5 Das Östrogenrezeptor β Gen 

 

Die Gene für Östrogenrezeptor α und Östrogenrezeptor β liegen auf 

verschiedenen Chromosomen, woraus darauf geschlossen werden kann, dass 

es sich trotz aller Gemeinsamkeiten um verschiedene Rezeptoren handelt. Die 

menschliche Östrogenrezeptor β DNA kodiert ein Protein aus 530 

Aminosäuren. Fig. 4 zeigt eine Übersicht der Struktur von Gen und Protein. Das 

Gen besteht aus Exons und Introns. Die Kästchen markieren in der Abbildung 

die Exons, die Linien die Introns. In den Kästchen des Proteins sind 

schematisch die Domänen des Rezeptors vermerkt. Die Zahlen zeigen die 

Übergänge der Domänen anhand der Anzahl der Aminosäuren im Protein. 
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Fig. 4: Struktur des menschlichen ERβ 

 

Die Abbildung zeigt die Struktur des ERβ Gens, des Proteins, sowie die funktionellen Domänen. 

Die Exons werden durch Rechtecke, die Introns durch Linien dargestellt. Die Exons 0K und 0N 

bezeichnen die ersten entdeckten untranslatierten Exons (28). Die Größe der Exons ist in Bp 

angegeben. Die Linien zwischen Gen und Protein veranschaulichen die Grenzen der 

funktionellen Domänen. Die Zahlen bezeichnen die Anzahl der Aminosäuren im Protein. 

 

Zusätzlich zur Wildtyp mRNA des Östrogenrezeptor β existieren zahlreiche 

Isoformen, die durch folgende Mechanismen entstehen können (29-32): 

• Ein oder mehrere Exons werden bei der Transkription übersprungen 

(z.B. del.5, del.6, del.5+6, del.2, del.2+5+6, del.3, del.4, del.2+5, del. 

2+6, del.2+3+6 (33)). Die biologische Funktion dieser Isoformen ist 

bisher ungeklärt.  

• Es werden verschiedene 5´-untranslatierte Exons zusätzlich transkribiert. 

Bei diesen Isoformen ändert sich am Protein des Östrogenrezeptor β 

nichts, da der offene Leserahmen für die Translation gleich bleibt. Es 

wird vermutet, dass über dieses System der untranslatierten Exons die 
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gewebespezifische Expression der Östrogenrezeptoren reguliert wird 

(34). 

• Es werden unterschiedliche kodierende Exons verwendet. Zusätzlich 

zum Wildtyp des Östrogenrezeptors, der aus den Exons 1-7 und 8b 

besteht, existieren weitere vier Isoformen des Exon 8 (a,c,d,e) (35); die 

β2-Isoform (auch ERβcx) enthält Exon 8d, β3 enthält Exon 8e, β4 enthält 

Exon 8c+d, β5 enthält Exon 8a. Da diese Exons das C-terminale Ende 

des Rezeptors kodieren, unterscheidet sich das Protein vom Wildtyp. Die 

β2-Isoform ist gut erforscht und es wurde berichtet, dass sie als 

Heterodimer mit dem Wildtyp dessen Funktion suprimieren kann (36). 

• Die mRNA besteht aus einem „intronic“ Exon M und den kodierenden 

Exons 4 bis 8. Die biologische Funktion ist nicht erforscht. Aufgrund 

struktureller Gemeinsamkeiten mit Östrogenrezeptor α Isoformen wird 

eine ähnliche Funktion vermutet (37). 

 

1.6 Das System der untranslatierten Exons des  

 Östrogenrezeptor β 

 

Durch Untersuchungen des Östrogenrezeptor α ist bekannt, dass die 

Transkription dieses Rezeptors durch mehr als nur einen Promotor gesteuert 

werden kann (38).  Um den Mechanismus der Expression des 

Östrogenrezeptor β zu verstehen, wurde ebenfalls die 5´-Region der cDNA des 

Östrogenrezeptor β näher untersucht. Dabei wurden zunächst zwei Isoformen 

des Östrogenrezeptor β mit verschiedenen Startpunkten für die Transkription 

entdeckt (28). Bisher sind sieben dieser Startpunkte bekannt (Fig. 5). Es wird 

vermutet, dass ihnen eine entscheidende Rolle bei der gewebetypischen 

Expression des Östrogenrezeptor β zukommt. 
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Fig. 5: System der untranslatierten Exons des ERβ 

 

 
In der Abbildung sind rechts schematisch die für das Protein kodierenden Exons dargestellt. 

Davor befinden sich sieben bislang bekannte untranslatierte Exons. Die Verbindungslinien 

oberhalb der Exons zeigen die bisher bekannten Kombinationsmöglichkeiten der Exons. 

 

1.7 Zielsetzung der Arbeit  

 

In vorangegangenen Arbeiten wurde die Existenz von untranslatierten Exons in 

Hodenzellen nachgewiesen, die nicht für das Protein des Östrogenrezeptor β 

kodieren (39).  Weitere Arbeiten konnten zeigen, dass es mindestens sieben 

dieser Exons gibt (37). Diese Arbeiten basierten auf der Untersuchung von 

menschlichen Endometrium- und Leberzellen. 

In dieser Arbeit sollte das Auftreten von untranslatierten Exons des 

Östrogenrezeptor β in mesenchymalen Stammzellen (MSC), humanen fetalen 

Osteoblasten (hFOB), Neuroblastomzellen (SK-N-SH) und Chondrozyten 

(T/C28a2) untersucht werden. Es sollte des weiteren geklärt werden, ob es 

gewebespezifische Unterschiede in den Transkriptionsstartpunkten gibt und ob 

sich während der osteogenen oder adipogenen Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen quantitative oder qualitative Unterschiede in der 

Expression von Östrogenrezeptor β zeigen. 

Für die Untersuchungen sollte RNA aus den verschiedenen Zellen isoliert und 

cDNA hergestellt werden. Danach wurde eine PCR etabliert mit der die 

0K       X1        X2       X3      X4     X5         0N           1          2       3         4          5         6         7        
8a-e 

5‘-untranslatierte Exons                             ERβ   codierende Region 
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gewonnenen cDNAs auf die Existenz untranslatierter Exons untersucht werden 

sollten.  

Im Anschluss wurde die cDNA von mesenchymalen Stammzellen in 

verschiedenen Stufen der Differenzierung mittels PCR auf qualitative und 

quantitative Unterschiede in der Expression von Östrogenrezeptor β untersucht. 
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2 Material und Methoden  

 

2.1 Material 

 

Plastikwaren wurden von Eppendorf, Falcon, Greiner und Sarstedt bezogen. 

Chemikalien wurden von Life Technologies, Merck, Roche Molecular 

Biochemicals, Roth oder Sigma bezogen und waren von p.A.-Qualität. 

Lösungen wurden je nach benötigter Reinheit mit deionisiertem Wasser, 

doppelt destilliertem, deionisiertem Wasser (Bidest) oder mit sterilem, RNAse-

freiem Aqua ad injectabilia (Ampuva) von Boehringer-Ingelheim angesetzt. 

  

2.1.1 Lösungen und Puffer   

 

TE (10 mM Tris -HCl, 1 mM EDTA pH 8,0)  

TBE (0,09 M Tris-Borat, 0,002 M EDTA)  

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na HPO4 , pH 7,4)  

Farbmarker für Agarosegele (Stop-Puffer) [5-fach konzentriert: 0,25 % 

Bromphenolblau (w/v), 0,25 % (Xylencyanol (w/v), 30 % Glyzerin (w/v), 1 mM 

EDTA] 

 

2.1.2 Oligonukleotide (Primer) 

 

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech AG bezogen. Folgende 

Oligonukleotide wurden für PCR, nested-PCR und Sequenzierung verwendet: 

 

 

 

 

 

 

 



 15 

Tab. 2: Verwendete Primer 

Bezeichnung Sequenz 3’- 5’ Position 

(vgl. Fig.6) 

Genbankeintrag 

Ex1for2 cagcattcccagcaatgtcac 1822 - 1842 AF124790 

Ex2for1 agagacactgaaaaggaaggttag 2017 - 2040 AF124790 

Ex4rev1 gacgagcagctgcactgtgcc 2360 - 2380 AF124790 

Ex2rev2 ctgcgctgtctgcagcgattac 2098 - 2119 AF124790 

Ex1rev2 tatcacatctgtatgcggaacctc 1938 - 1961 AF124790 

Ex2rev1 ggtccaggttcaaagagggatgc 2069 - 2091 AF124790 

Ex3rev1 gcaagagctgccaggcctgccgact 2247 - 2271 AF124790 

RTERβ1/7F tggccccttgagttac 110 - 125 AB006589 

Ex0X5for1 cgatgcctaggacactgcagtg 287 - 309 AL122035 

RTERβ3/7F catcaacctgttgtggaaaaga 515 - 536 AF215937 

RTERβ4/7F tctcccagccacaaggttag 708 - 727 AL161756 

RTERβ5/7F ggacagacatgcctccattt 920 - 939 AF215937 

Ex0X1for1 agatgtaagacatgcgctgtcc 1139 - 1160 AL161756 

Ex0Nfor2 agctgcaggaggtgcgctcg 1436 - 1455 NM_001437 

Ex0Kfor1 gctggaggaaccgcgctcaggttac 151 - 175 AB006589 

ESRBE2BF aggaaacaggagggaagattg 332 - 352 AL122035 

Ex0X4for1 accactctctagcaggtgatccttg 567 - 592 AF215937 

Ex0X3for1 agagcagatggaggtagtttgtagc 738 - 762 AL161756 

RTERβ6/7F ggagaaaacatgggatgtgc 973 - 992 AF215937 

Ex0X1for2 tgcgctgtccaatcgcagcgcag 1151 - 1173 AL161756 

Ex0Nfor1 tagagaaggcaaggccggtgtg 1531 - 1552 NM_001437 

2Ex0X4for1 tccaggactggaggttgaag 617 - 636 AF215937 

2Ex0X4for2 cacatggattaaggagcgaga 665 - 685 AF215937 

2Ex0X2for1 tgggctctacaggacagaca 909 - 928 AF215937 

2Ex0X2for2 cagtggagaaaacatgggatg 969 - 989 AF215937 

2Ex0X1for1 gggtgttatggaccatggag 1111 - 1130 AL161756 

2Ex0X1for2 agcgcaggttgtgttgacag 1167 - 1186 AL161756 
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Die Primer Ex2rev1, Ex3rev1, RTERβ1/7F, Ex0X5for1, RTERβ3/7F, 

RTERβ4/7F, RTERβ5/7F, Ex0X1for1, Ex0Nfor2, Ex0Kfor1, ESRBE2BF, 

Ex0X4for1, Ex0X3for1, RTERβ6/7F, Ex0X1for2 und Ex0N1for1 wurden der 

Literatur entnommen. Die Primer 2Ex0X4for1, 2Ex0X4for2, 2Ex0X2for1, 

2Ex0X2for2, 2Ex0X1for1 und 2Ex0X1for2 wurden anhand der Sequenz in Figur 

6 ausgewählt. 

 

2.1.3 Zelllinien 

 

Für die Untersuchungen wurden folgende Zelllinen verwendet: 

• Primäre MSC: aus menschlichem Knochenmark gewonnene, primäre 

mesenchymale Stammzellen 

• hFOB: Die Osteoblasten–Zellinie hFOB wurde uns freundlicherweise von 

Herrn Dr. Thomas Spelsberg, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota, zur 

Verfügung gestellt. Es handelt sich um einen Klon humaner fetaler 

Osteoblasten, der durch eine temperatursensitive Mutante des SV-40 

large T Antigens (tsA58) immortalisiert wurde (40). 

• T/C28a2: Die Chondrozytenzellline T/C28a2 wurde uns von Dr. Mary B. 

Goldring, Harvard Institutes of Medicine, Boston zur Verfügung gestellt 

(41). 

• SK-N-SH: Die Neuroblastomzellline entstammt einer 

Knochenmarksmetastase eines 4-jährigen Mädchens und wurde uns von 

P. Sand, Institut für Psychatrie, Universität Würzburg, zur Verfügung 

gestellt. 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellkultur 

 

Die Zellen der Linie hFOB, SK-N-SH, T/C28a2 und MSC wurden zur 

Stammerhaltung in 25 cm³ oder 75 cm³ Gewebekulturflaschen kultiviert. Als 

Kulturmedium diente DMEM/F12 Ham-Medium (PAA Laboratories GmbH) unter 
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Zugabe von 10 % fetalem Rinderserum, welches aktivkohlebehandelt und steril 

filtriert wurde und 1 % Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden bei 37 °C, 95 

% Umgebungsluft und 5 % CO2 inkubiert. Eine Ausnahme bildeten die Zellen 

der Linie hFOB, die unter ansonsten gleichen Bedingungen bei 34 °C inkubiert 

wurden. Alle Zellen wurden jeden zweiten Tag routinemäßig einem 

Medienwechsel unterzogen und proliferierten bis zur visuell bestimmten 

Konfluenz. Am zweiten postkonfluenten Tag wurde die Ernte durchgeführt oder 

die Zellen zu weiteren Kultivierung 1:10 gesplittet.  

 

2.2.2 Differenzierung der MSC  

 

Um eine Differenzierung der MSC zu bewirken, wurde dem Kulturmedium 

(vergleiche Kapitel 2.2.1)  folgende Zusätze beigefügt:  

• Osteogene Differenzierung:  L-Ascorbicacid-2-phosphate     50 µg/ml 

ß-Glycerophosphat         10 mM 

Dexamethason         100 nM 

• Adipogene Differenzierung: Dexamethason         1 µM 

IBMX           500 µM 

Insulin           1 µg/ml 

Indomethacin          100 µM 

Die Kulturbedingungen entsprechen dem in Kapitel 2.2.1. Die Ernte wurde bei 

der osteogenen Differenzierung jeweils nach einer Differenzierungszeit von 7, 

14, 21 und 28 Tagen durchgeführt, bei der adipogenen Differenzierung nach 7 

und 14 Tagen. 

 

2.2.3 Isolierung von totaler RNA  

 

Zur Isolierung der totalen RNA wurde ein RNeasy® Kit der Firma Qiagen 

verwendet. Sämtliche Materialien waren im Kit enthalten, mit Ausnahme des β-

Mercaptoethanol und des Ethanol. 

Zunächst wurde der RLT-Puffer (RLT) durch Zugabe von 10 µl β-

Mercaptoethanol pro ml RLT in einen gebrauchsfertigen Zustand versetzt. 
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Ebenso wurde mit dem RPE-Puffer (RPE) verfahren, dem laut Etikett 4 

Volumina Ethanol (99 %) zugegeben wurde. 

Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Die 

Lyse der Zellen erfolgte direkt in der Zellkulturflasche unter Zugabe von 600 µl 

RLT. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummiwischers von der Flasche gelöst 

und nach mehrmaligem auf- und abpipettieren in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Zum Homogenisieren der Probe wurde das Lysat fünfmal durch eine 

20 Gauge Kanüle gedrückt. Anschließend wurde 600 µl Ethanol 70 % 

zugegeben und 700 µl der Probe auf eine RNeasy-Mini-Säule aufgetragen, die 

bei 8000 rpm für 15 s zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen. Zum 

Waschen der Probe wurde 700 µl RW1-Puffer aufgetragen und wieder bei 8000 

rpm für 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen. 

Anschließend wurde zweimal mit jeweils 500 µl RPE zuerst für 15 s bei 8000 

rpm, das zweite Mal für 2 min bei 8000 rpm zentifugiert und der Durchfluss 

jeweils verworfen. Die Elution wurde mit 50 µl RNase-freiem Wasser bei 8000 

rpm für 1 min durchgeführt.  

Das Produkt der Isolierung wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C 

aufbewahrt. 

 

2.2.4 Konzentrationsbestimmung der RNA 

 

Die Bestimmung der Konzentration der RNA erfolgte photometrisch mit einem 

Eppendorf BioPhotometer® 6131 im entsprechenden RNA-Programm.  

Die Messung erfolgte, nachdem 2 µl RNA-Isolat mit 48 µl RNase freiem Wasser 

verdünnt wurde und in eine Quarzküvette überführt wurde. Die Extinktion wurde 

bei 260 nm (Maximum für RNA) und 280 nm (Maximum für Proteine) 

gemessen. Der Quotient E260/E280 gibt die Reinheit der Probe an und sollte 

zwischen 1,6 und 2,1 liegen. Das Programm errechnete automatisch die 

Konzentration der RNA in µg/ml. 
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2.2.5 Isolierung von polyA+ RNA 

 

Die Isolierung der polyA+ RNA erfolgte mit Hilfe des Oligotex mRNA Midi Kit der 

Firma Qiagen. Nach Bestimmung der Gesamt-RNA Menge wurde entsprechend 

der Herstellervorgabe RNase freies Wasser, OBB Puffer und auf 37 ºC 

erwärmte Oligotex Suspension zugegeben und vermischt. Die Probe wurde für 

3 min bei 70 ºC inkubiert und anschließend für weitere 10 min auf 25 ºC 

abgekühlt. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Überstand verworfen. 

Das Pellet wurde nach Vorgabe in OW2 Puffer aufgelöst, auf eine im Kit 

enthaltene Säule aufgetragen und 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Nach 

erneuter Zugabe von OW2 Puffer und Zentrifugation (1 min, 14000 rpm) wurde 

der Durchfluss verworfen. Das in der Säule verbliebene Pellet wurde in 100 µl 

OEB Puffer (70 ºC) aufgelöst und zentrifugiert (1 min, 14000 rpm). Der letzte 

Schritt wurde noch einmal wiederholt, indem der Durchfluss wieder auf 70 ºC 

erhitzt wurde und erneut verwendet wurde. Das Produkt der Isolierung wurde 

bis zur weiteren Verwendung bei – 80 ºC gelagert. 

 

2.2.6 Reverse Transkription der RNA 

 

Die reverse Transkription der RNA erfolgte unter Verwendung von „random 

hexamer“ Primern. Hierzu wurde 2 µg der Gesamt-RNA eingesetzt, die mit 1 µl  

Primer (20 pmol/µl) versetzt und anschließend auf 14 µl mit sterilem Wasser 

(RNase frei) aufgefüllt wurde. Der Reaktionsansatz wurde anschließend für 10 

min bei 70 °C inkubiert und für 5 min auf Eis abgek ühlt. Es erfolgte darauf die 

Zugabe von 4 µl 5x First Strand Buffer (Life Technologies GmbH) und 1 µl 

Desoxyribonukleotide (Stammlösung 20mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Die 

Reaktion erfolgte mittels Zugabe von 1 µl Superskript Reverse Transkriptase 

(200 U/µl, Life Technologies GmbH) und wurde bei 42 °C für 60 min inkubiert. 

Um das Enzym zu denaturieren, wurde der Reaktionsansatz anschließend für 

weitere 10 min auf 70 °C erhitzt. Das entstandene P rodukt wurde mit sterilem 

Wasser auf 50 µl aufgefüllt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 
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gelagert. Eine Test-PCR auf Intaktheit dieser komlementären DNA (cDNA) 

wurde mit Aktin- oder EF1α-Primern durchgeführt. 

 

2.2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

 

Zur Analyse der untranslatierten Exons wurde die Polymerase Kettenreaktion 

nach Mullis et al., 1987 (42) benutzt. Dabei wurden Puffer, Taq-Polymerasen 

und Desoxyribonukleotide der Firmen Amersham Pharmacia, Biotech und 

Qiagen verwendet. 

Ein PCR-Ansatz enthielt 1 µl cDNA (bis zu 100ng/µl), 1 µl dNTP-Mix (dATP, 

dTTP, dCTP, dGTP, 10mM), 3 µl 10-fach Puffer, 22,5 µl HPLC-Wasser, je 1 µl 

Forward- und Reverseprimer (5pmol/µl) und 0,5 µl Taq-Polymerase (5 U/µl). 

Nach sorgfältiger Pipettierung der einzelnen Komponenten auf Eis wurde der 

Reaktionsansatz zunächst für 3 min auf 94 °C erhitz t. Anschließend wurde die 

cDNA in 40 Zyklen der Abfolge 

• Denaturierung  1 min bei 94 °C 

• Annealing  1 min bei 56 °C 

• Elongation  1 min bei 72 °C 

amplifiziert. Der letzte Schritt bestand in einer einmaligen terminalen Elongation 

für 5 min bei 72 °C. Nach Abschluss der Amplifikati on verblieb das Produkt bis 

zur Aufbewahrung bei  -20 °C bei 4 °C im Thermocycl er. Die 

Annealingtemperatur wurde 4-8 °C unter der vom Hers teller angegebenen 

Schmelztemperatur gewählt. Die Primerkombinationen sind in Kapitel 3 

aufgeführt. 

Um die Sensitivität zu erhöhen, wurde mit dem Produkt der PCR eine zweite 

(nested) PCR durchgeführt.  

Hierzu wurde zunächst das Produkt der ersten PCR mittels AutoSeq G50® 

Säulen der Firma Amersham gereinigt. Nach Vortexen und Abzentrifugieren der 

Säulen für 3 min bei 6000 rpm, wurde das Produkt auf die Säulen aufgebracht. 

Die Reinigung erfolgte ebenfalls für 3 min bei 6000 rpm.  

Der Reaktionsansatz der nested-PCR enthielt 1 µl gereinigtes PCR Produkt der 

ersten PCR,   1 µl dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10mM), 3 µl 10-fach 
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Puffer, 22,5 µl HPLC-Wasser, je 1 µl Forward- und Reverseprimer (5pmol/µl) 

und 0,5 µl Taq-Polymerase (5 U/µl). Die Bedingungen im Thermocycler 

entsprachen denen der vorangegangenen PCR. Die Primerkombinationen sind 

im Kapitel 3 aufgeführt. 

 

2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Visualisierung der in der PCR amplifizierten Exons erfolgte mittels 

Gelelektrophorese, bei der die DNA nach Größe und Ladung in einem 

elektrischen Feld aufgetrennt wird. 

Zur Herstellung des 1 % Agarosegels wurde 1 g Agarose mit 100 ml 0,5-fach 

TBE-Puffer erhitzt und nach Zugabe von 5 µl Ethidiumbromid (10 µg/ml) in 

Horizontal-Gelkammern gegossen. Nach Erkalten des Gels wurde jeweils 10 µl 

PCR Produkt mit 1 µl loading dye gemischt, in die Taschen pipettiet und eine 

Spannung zwischen 110 V und 140 V angelegt. Zum Größenvergleich wurde 

ein 100 Bp-Marker verwendet. Die DNA wurde durch Floureszenz des 

interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht und mit einer Digitalkamera 

fotografiert. 

 

2.2.9 Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde nach der dye terminator 

sequencing Methode, einer Weiterentwicklung der ursprünglichen Methode von 

Sanger et al. (43). Als Analysegerät stand ein ABI Sequenzer (ABI Prism 310) 

zur Verfügung. 

Zunächst wurde das PCR Produkt mit AutoSeq® G50 Säulen der Firma 

Amersham gereinigt.  Ein Reaktionsansatz bestand aus 1 µl bis 6 µl 

gereinigtem nested-PCR Produkt, 8 µl Terminator Ready Reaction Mix (enthält 

fluoreszenzmarkierte Desoxyribonukleotide, sowie AmpliTaq DNA Polymerase) 

und 1 µl Sequenzierungsprimer (5 pmol/µl, s. Tab.1). Der Reaktionsansatz 

wurde nach sorgfältiger Pipettierung auf Eis mit sterilem HPLC-Wasser auf 20 

µl aufgefüllt. Die Sequenz PCR erfolgte in einem Thermocycler der Firma MJ 
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Research  unter folgenden Bedingungen: einmalige Denaturierung bei 94 °C für 

3 min, danach 25 Zyklen der Abfolge 

• Denaturierung 30 s bei 94 °C 

• Annealing  1 min bei 50 °C 

• Elongation  1 min bei 60 °C 

Als letzter Schritt erfolgte eine einmalige Elongationsphase  bei 72 °C für 5 min. 

Nach Abschluss der Sequenz PCR verblieb das Produkt bei 4 °C im 

Thermocycler. Die endgültige Lagerung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte bei -

20 °C. 

Die Proben wurden anschließend mit AutoSeq® G50 Säulen gereinigt. Dem 

gereinigten Produkt wurde 8,1 µl Natriumacetat (3 M, pH 4,3), 220 µl  Ethanol 

100 % und 60 µl steriles HPLC-Wasser zugefügt und gründlich gemischt. Nach 

einer Inkubationszeit von 5 min auf Eis, wurde die Probe bei 13000 rpm für 10 

min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das verbleibende Pellet 

mit 400 µl Ethanol 70 % gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 13000 

rpm für 10 min wurde der Überstand wiederum verworfen, das Pellet getrocknet 

und in 25 µl Template Suppression Reagent resuspendiert. Nach einer 

Denaturierungsphase von 3 min bei 94 °C wurde die P robe im Sequenzer 

analysiert. 
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3 Ergebnisse 

 
Aufgrund der in Vorarbeiten (44) (45) entdeckten untranslatierten Exons des 

ERβ, wurden die Zelllinien primäre MSC, hFOB, SK-N-SH und T/C28a2 auf das 

Vorhandensein dieser Exons untersucht und deren vollständige cDNA-Sequenz 

ermittelt. 

 

3.1 Die genomische Organisation des ER β 

 

Zur Erstellung einer durchgehenden cDNA Sequenz dienten sich überlappende 

GenBank Einträge, die unter der Beachtung der GT/AG Regel abgeglichen 

wurden. Die nachfolgenden Einträge aus DDBJ, GenBank und EMBL dienten 

zur Erstellung der Sequenz: 

AB006589, AB006590, AF215937, AF051427, AF051428, AF060555, 

AF061054, AF061055, AF074598, AF074599, AF191544, AF124790, 

AF215937, 

AI917846, AI990922, AL161756, AL122035, AL352983, AL355094, AL359235, 

AQ184868, AX029400, AX022458, BF510841, BG722442, NM_001437, 

X99101 

(46) und AF051427, 175236, AF060555 (47). 

Die daraus errechnete Sequenz besteht derzeit aus sieben untranslatierten  

Exons (0K,X1-X5,0N) und acht translatierten Exons (1-8), wobei das Exon 8 in 

fünf Varianten (8a-e) vorkommt (48) (Fig. 6). Die Nomenklatur der Sequenz 

wurde von Hirata, Shoda et al., 2003 übernommen.  

 

Fig. 6: Durchgehende Sequenz des ERβ  
1    cgagagggga cgctccctcc tcgtaggcgt ccacactgga gaaggaataa gatgggcgat 
61   tgcctgggaa gcctgacagg gcggcggcag ctgggatgct ggagaggact ggccccttga 
121  gttactgagt ccgatgaatg tgcttgctct gctggaggaa ccgcgctcag gttacagtca 
181  tcccaatatg gttctgaaga catccaagtg gagatatggc atttaaattc atgagattgg 
241  atgagatccc accaaaggaa caggtttagg tggagacaac caaataccga tgcctaggac 
301  actgcagtgt ttagaattca aggagatgag aaggaaacag gagggaagat tgaaaagaag 
361  agtccagtgt gttatgagga aaaccccaag agcatgctgc cttacaagac aggtgaaaaa 
421  tgtgttctgt gaaagaaaga gtaattaact gttaaatgtt acagactgat caaataaaat 
481  gaagactgag aatggcctgt ttgtaagagg gagacatcaa cctgttgtgg aaaagaatga 
541  tcacttaaag tctttagaaa ttctgaacca actctctagc aggtgatcct tgttagaatt 
601  tgagccctta acgctatcca ggactggagg ttgaagggac gatagaggga gcaggaggag 

0K 

X2 

X1 
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661  aatgcacatg gattaaggag cgagaacaca gaaatcctgg gctctcttct cccagccaca 
721  aggttaggtt gaaaaacaga gcagatggag gtagtttgta gcctacaggt gccctgaatg 
781  aagcttccac agtgctaaag tggaagaacg agggactcca agggaaggat tcaaggctgg 
841  gcccatgcac ctgtgtaatt cagaagagac cccagaggag atcagcgccc tctaattagc 
901  cctgtatctg ggctctacag gacagacatg cctccattta tgcaacaaat aagaacagca 
961  tctcatgaca gtggagaaaa catgggatgt gcaggtaggg ttttgttttg cctcttggta 
1021 gtttctttcc tacggaaaat tctccctctg atctttccaa gtcaaaggct tcagcaaaca 
1081 tttgttgaac gcgtggattg tgtgctaggt gggtgttatg gaccatggag aatgctagag 
1141 atgtaagaca tgcgctgtcc aatcgcagcg caggttgtgt tgacagctcg gtctttaaaa 
1201 ggaagaaggg gcttatcgtt aagtcgcttg tgatcttttc agtttctcca gctgctggct 
1261 ttttggacac ccactccccc gccaggaggc agttgcaagc gcggaggctg cgagaaataa 
1321 ctgcctcttg aaacttgcag ggcgaagagc aggcggcgag cgctgggccg gggagggacc 
1381 acccgagctg cgacgggctc tggggctgcg gggcagggct ggcgcccgga gcctgagctg 
1441 caggaggtgc gctcgctttc ctcaacaggt ggcggcgggg cgcgcgccgg gagacccccc 
1501 ctaatgcggg aaaagcacgt gtccgcattt tagagaaggc aaggccggtg tgtttatctg 
1561 caagccatta tacttgccca cgaatctttg agaacattat aatgaccttt gtgcctcttc 
1621 ttgcaaggtg ttttctcagc tgttatctca agacatggat ataaaaaact caccatctag 
1681 ccttaattct ccttcctcct acaactgcag tcaatccatc ttacccctgg agcacggctc 
1741 catatacata ccttcctcct atgtagacag ccaccatgaa tatccagcca tgacattcta 
1801 tagccctgct gtgatgaatt acagcattcc cagcaatgtc actaacttgg aaggtgggcc 
1861 tggtcggcag accacaagcc caaatgtgtt gtggccaaca cctgggcacc tttctccttt 
1921 agtggtccat cgccagttat cacatctgta tgcggaacct caaaagagtc cctggtgtga 
1981 agcaagatcg ctagaacaca ccttacctgt aaacagagag acactgaaaa ggaaggttag 
2041 tgggaaccgt tgcgccagcc ctgttactgg tccaggttca aagagggatg ctcacttctg 
2101 cgctgtctgc agcgattacg catcgggata tcactatgga gtctggtcgt gtgaaggatg 
2161 taaggccttt tttaaaagaa gcattcaagg acataatgat tatatttgtc cagctacaaa 
2221 tcagtgtaca atcgataaaa accggcgcaa gagctgccag gcctgccgac ttcggaagtg 
2281 ttacgaagtg ggaatggtga agtgtggctc ccggagagag agatgtgggt accgccttgt 
2341 gcggagacag agaagtgccg acgagcagct gcactgtgcc ggcaaggcca agagaagtgg 
2401 cggccacgcg ccccgagtgc gggagctgct gctggacgcc ctgagccccg agcagctagt 
2461 gctcaccctc ctggaggctg agccgcccca tgtgctgatc agccgcccca gtgcgccctt 
2521 caccgaggcc tccatgatga tgtccctgac caagttggcc gacaaggagt tggtacacat 
2581 gatcagctgg gccaagaaga ttcccggctt tgtggagctc agcctgttcg accaagtacg 
2641 gctcttggag agctgttgga tggaggtgtt aatgatgggg ctgatgtggc gctcaattga 
2701 ccaccccggc aagctcatct ttgctccaga tcttgttctg gacagggatg aggggaaatg 
2761 cgtagaagga attctggaaa tctttgacat gctcctggca actacttcaa ggtttcgaga 
2821 gttaaaactg caacacaaag aatatctctg tgtcaaggcc atgatcctgc tcaattccag 
2881 tatgtaccct ctggtcacag cgacccagga tgctgacagc agccggaagc tggctcactt 
2941 gctgaacgcc gtgaccgatg ctttggtttg ggtgattgcc aagagcggca tctcctccca 
 
3001 gcagcaatcc atgcgcctgg ctaacctcct gatgctcctg tcccacgtca ggcatgcgag 
3061 taacaagggc atggaacatc ctgctcaaca tgaagtgcaa aaatgtggtc ccagtgtatg  
3121 acctgctgct ggagatgctg aatgcccacg tgcttcgcgg gtgcaagtcc tccatcacgg 
3181 ggtccgagtg cagcccggca gaggacagta aaagcaaaga gggctcccag aacccacagt 
3241 ctcagtgacg cctggccctg aggtgaactg gcccacagag gtcacaagct gaagcgtgaa 
3301 ctcca 
 
3001 gcagcaatcc atgcgcctgg ctaacctcct gatgctcctg tcccacgtca ggcatgcgag  
3061 ggcagaaaag gcctctcaaa cactcacctc atttggaatg aagatggaga ctcttttgcc  
3121 tgaagcaacg atggagcagt gaccctctaa tcaactcggt ggcctaaaga aaatcttggg 
3181 taa 
 
3001 gcagcaatcc atgcgcctgg ctaacctcct gatgctcctg tcccacgtca ggcatgcgag 
3061 ctctctctca ctctcttgga gattgtttat gctgagggaa gccagctgcc atggtgtgag 
3121 gcagactcct ggaggagccc acatgtctgt aagtagaagc agatcttttg aggcctgtca  
3181 acagccacgg gaatgagctt ggaagcagat cccaacctcc tccctcacac aagtcgagcc 
3241 ttcag 
 
3001 gcagcaatcc atgcgcctgg ctaacctcct gatgctcctg tcccacgtca ggcatgcgag  
3061 atggggagaa aagcaattca ttcattcatt tgaagttatc ttagtgccaa gagtcatgtg 
3121 aaaatgtc 
 
3001 gcagcaatcc atgcgcctgg ctaacctcct gatgctcctg tcccacgtca ggcatgcgaa  
3061 ggtacgcgcc ctaaggagct gctctgctgc ttgggcttgg gatgggatta tgtgctccac 
3121 ggagggtg 

 

Dargestellt ist die durchgehende Sequenz des ERβ ohne Introns. Die einzelnen Exons sind 

farblich voneinander abgehoben. Enthalten sind die sieben bekannten untranslatierten Exons 

(0K, X1-X5, 0N), die translatierten Exons (1-8), sowie die fünf Isoformen des Exons 8 (8a, 8b, 

8c, 8d, 8e). 

X5 

X4 

X3 

0N 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8a 

8b 

8c 

8d 

8e 
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Das ERβ Gen ist auf Chromosom 14q 22-24 lokalisiert. Die einzelnen Exons 

sind durch Introns der Länge 0,6 kBp bis 141,8 kBp voneinander getrennt (Fig. 

7). Die Gesamtlänge des Gens beträgt über 244 kBp. 

 

Fig. 7: Lokalisation und Größe des ERβ Gens 

 

 
Auf der oberen Abbildung ist die Lage des ERβ Gens auf dem Chromosom 14 verzeichnet (49). 

Die untere Abbildung zeigt schematisch die Länge der Introns in kBp , welche die Exons 

voneinander trennen (50). 

 

3.2 Nachweis der Expression des ER β 

 

3.2.1 Etablierung einer PCR zum Nachweis des ER β 

 

Um die Expression von ERβ-mRNA untersuchen zu können, musste zunächst 

eine Primerkombination etabliert werden. Es wurde von allen Zelllinien polyA+ 

RNA isoliert und  revers transkribiert. Der Erfolg der Transkription wurde mit 

einer Aktin-PCR getestet.  Zur Überprüfung wurde vorerst nur die Zelllinie SK-
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N-SH verwendet. Eine erste PCR mit den Primerkombinationen von Exon 1 und 

2 der Tabelle 3 erbrachte nach Auftrennung im Agarosegel keine sichtbaren 

PCR Produkte. Aus diesem Grund wurde eine nested-PCR durchgeführt 

(Primer Tab. 3) und die Produkte wiederum im Agarosegel getrennt.  

 

Tab. 3: Primerkombinationen zur PCR Etablierung der ER-Expression 

Primerkombination PCR1 nested-PCR Produktlänge 

nested-PCR in Bp 

1 Ex1for2 - Ex4rev1 Ex1for2 - Ex2rev2 298 

2 Ex1for2 - Ex4rev1 Ex1for2 - Ex2rev1 270 

3 Ex1for2 - Ex4rev1 Ex1for2 - Ex1rev2 140 

4 Ex1for2 - Ex4rev1 Ex2for1 - Ex2rev2 103 

5 Ex1for2 - Ex4rev1 Ex2for1 - Ex2rev1 75 

6 Ex2for1 - Ex4rev1 Ex2for1 - Ex3rev1 255 

 

Die anschließende Sequenzierung der Produkte 1 und 6 (Fig. 8) ergab für das 

nested-PCR Produkt 1 eine Übereinstimmung mit der publizierten Sequenz 

(Genbankeintrag AB006590). Dabei hat das Produkt 1 die erwartete Länge von 

298 Nukleotide. Für das Produkt 6 ergab sich keine Übereinstimmung. Die 

Primerkombination 1 wurde weiterhin als Positivkontrolle für die PCR und die 

Sequenzierung verwendet. 
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Fig. 8: Etablierung der PCR an SK-N-SH 

 

Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Überprüfung verschiedener Primerkombinationen an SK-

N-SH. In diesem Gel wurden die Produkte  der nested-PCR aufgetrennt. Die Sequenzierung der 

Produkte ergab eine positive Übereinstimmung mit dem Genom von ERβ für das Produkt 1. 

 

3.2.2 Expression von ER β in den Zelllinien 

 

Die aus der polyA+ RNA gewonnene cDNA der Zelllinien T/C28a2, hFOB und 

MSC wurde für die weitere Überprüfung der Expression von ERβ verwendet. 

Hierzu wurde ERβ mittels Primerkombination 1 (Tab. 3) amplifiziert und die 

nested-PCR Produkte im Agarosegel aufgetrennt (Fig. 9). Die Sequenzierung 

der Produkte aus den Zelllinien hFOB und MSC ergaben Übereinstimmungen 

für ERβ mit der publizierten Sequenz (Genbankeintrag AB006590). Für die 

Zelllinie T/C28a2 konnte kein PCR Produkt nachgewiesen werden. Um den 

negativen Befund der Zelllinie abzusichern, wurde zusätzlich eine totale RNA 

isoliert und revers transkribiert. Die anschließende Amplifikation mittels PCR 
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und der Primerkombination 1 (Tab. 3) zeigte nach Auftrennung im Agarosegel 

wiederum kein PCR Produkt. 

 

Fig. 9: ER-Expression in verschiedenen Zellsystemen 

 

Die Abbildung zeigt den Nachweis der Expression von ERβ in den Zellsystemen hFOB und 

mesenchymalen Stammzellen (MSC). Die Identität der Produkte der nested-PCR für die 

Zelllinien hFOB und MSC wurden durch Sequenzreaktionen bestätigt. Für T/C28a2 konnte kein 

Produkt nachgewiesen werden. 

 

3.3 Nachweis der Expression untranslatierter Exons 

 

3.3.1 Etablierung einer PCR zum Nachweis von untran slatierten Exons im     

         Zellsystem SK-N-SH 

 

Um die mögliche Transkription der untranslatierten Exons des ERβ zu 

untersuchen, mussten zuerst die zugehörigen PCR Reaktionen durch 
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Kombination eines jeweilig Exon-spezifischen forward-Primer mit einem 

reverse-Primer aus dem Anfangsbereich des offenen Leserahmens etabliert 

werden. Hierzu wurde zuerst die polyA+ RNA  verwendet. Nach reverser 

Transkription wurden die untranslatierten Exons mittels PCR und nested-PCR 

weiter amplifiziert. Der Erfolg der Transkription wurde mit einer Aktin-PCR 

getestet. Zur Amplifikation wurden die Primer der Tabelle 4 verwendet. Die 

nested-PCR Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt.  

 

Tab. 4: Primerkombinationen zum Nachweis untranslatierter Exons 

Exon Primer 

PCR1 

Primer 

nested-PCR 

Produktlänge 

nested-PCR in Bp 

0K RTERβ1/7F – Ex3rev1 Ex0Kfor1 – Ex2rev2 604 

X1 Ex0X5for1 - Ex3rev1 ESRBE2BF – Ex2rev2 731 

X2 RTERβ3/7F -  Ex3rev1 Ex0X4for1 – Ex2rev2 680 

X3 RTERβ4/7F - Ex3rev1 Ex0X3for1 – Ex2rev2 722 

X4 RTERβ5/7F - Ex3rev1 RTERβ6/7F-Ex2rev2 581 

X5 Ex0X1for1 - Ex3rev1 Ex0X1for2 – Ex2rev2 578 

0N Ex0Nfor2 - Ex3rev1 Ex0Nfor1 – Ex2rev2 589 

 

Zur Bestätigung der Identität der PCR Produkte (Fig. 10) wurde die Sequenz 

der Amplifikate durch Sequenzreaktionen ermittelt. Es ergaben sich 

Übereinstimmungen  für Exon 0K und für Exon X1 mit der publizierten Sequenz 

(Genbankeintrag AF051427). Die Größe der PCR Produkte entsprechen 604 

Nukleotide für Exon 0K und 731 Nukleotide für Exon X1. Dies entspricht der 

vorher berechneten Länge, welche der durchgehenden genomischen Sequenz 

aus Figur 6 zu entnehmen war. 

Für die anderen Primerkombinationen aus Tabelle 4 konnten keine spezifischen 

PCR Produkte nachgewiesen werden 
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Fig. 10: Untranslatierte Exons bei der Zelllinie SK-N-SH (polyA+ RNA) 

 
Die Abbildung zeigt die PCR Produkte der nested-PCR bei der Zelllinie SK-N-SH. Bei den  

Exons 0K und X1 sind Banden zu sehen, die der erwarteten Größe entsprechen. Die Identität 

der Produkte wurde durch Sequenzreaktionen bestätigt. Das Ausgangsmaterial war eine aus 

polyA+ RNA synthetisierte cDNA. 

 

3.3.2 Weitere Untersuchungen des Zellsystems SK-N-S H auf 

         untranslatierte Exons 

 

Zur Bestätigung der Ergebnisse, die bei der Etablierung der PCR gewonnen 

wurden und um die negative Ergebnisse zu überprüfen, erfolgte die Isolierung 

und reverse Transkription zweier weiterer totaler RNAs. Die Amplifikation 

erfolgte durch PCR und nested-PCR mit den Primern der Tabelle 4. Die 

Auftrennung erfolgte im Agarosegel. Zusätzlich zu den bekannten 

untranslatierten Exons (vgl. Fig. 10) 0K und X1 ergaben sich PCR Produkte für 

die Exons X3, X4 und 0N (Fig. 11). Bei der Sequenzierung der Produkte von 
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beiden Seiten ergab sich eine Übereinstimmung für Exon X3 mit der 

publizierten Sequenz (Genbankeintrag AF051427). Für das Exon X4 und Exon 

0N ergab sich keine Übereinstimmung. Die Größe des Produktes Exon X3 

betrug 722 Nukleotide, was der erwarteten Größe entspricht (Fig. 6). 

 

Fig. 11: Untranslatierte Exons der Zelllinie SK-N-SH (totale RNA) 

 
Die Abbildung zeigt zusätzlich zu den aus Kap.3.3.1 bekannten Exons 0K und X1 PCR 

Produkte für die Exons X3, X4 und 0N. Davon konnte das Produkt für X3 positiv sequenziert 

werden. Grundlage war eine totale RNA. 

 

3.3.3 Kontroll-PCR für bisher nicht nachweisbare un translatierte Exons 

 

In den vorangegangenen und folgenden Experimenten konnten die 

untranslatierten Exons X2, X4 und X5 bei keiner der verwendeten Zelllinien 

nachgewiesen werden. Um sicherzustellen, dass der negative Befund nicht 

durch fehlerhafte Primer verursacht worden war, wurden die 
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Primerkombinationen für die Exons X2, X4 und X5 aus Tabelle 4 gegen die der 

Tabelle 5 ausgetauscht. Die Primer wurden anhand der durchgehenden 

Sequenz (Fig. 6) ausgewählt. 

 

Tab. 5: Primerkombinationen für bisher nicht nachweisbare Exons 

Exon PCR1 nested-PCR Produktlänge 

nested-PCR in Bp 

X2 2Ex0X4for1 – Ex3rev1 2Ex0X4for2 – Ex2rev2 582 

X4 RTERβ5/7F - Ex3rev1 

2Ex0X2for1 - Ex3rev1 

RTERβ5/7F - Ex2rev2 

2Ex0X2for2 – Ex2rev2 

634 

585 

X5 2Ex0X1for1 – Ex3rev1 2Ex0X1for2 – Ex2rev2 575 

 

Das Experiment wurde im Folgenden mit cDNA von allen Zellsystemen 

wiederholt. Bei der Durchführung mit cDNA der Zelllinie SK-N-SH konnten nach 

Auftrennung im Agarosegel wiederum keine weiteren PCR Produkte 

nachgewiesen werden. 

Die in den Kapitel 3.3.1-3  bei der Zelllinie SK-N-SH gewonnenen Ergebnisse, 

bei denen die Exons 0K, X1 und X3 nachgewiesen wurden, konnten somit 

bestätigt werden. Durch die Sequenzierung der PCR Produkte wurde deren 

Länge, sowie die Übergänge zwischen den Exons bestimmt, was in Figur 12 

dargestellt ist. 
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Fig. 12:  Nachgewiesene Exons bei SK-N-SH 

 
Die Darstellung zeigt schematisch die nachgewiesenen PCR Produkte  bei SK-N-SH Zellen. Die 

Übergänge zwischen den Exons sind anhand der durchgehenden genomischen Sequenz (Fig. 

6) bezeichnet. 

 

3.3.4 Untersuchung von hFOB auf untranslatierte Exo ns 

 

Zur Untersuchung der untranslatierten Exons in den Osteoblasten, wurde eine 

polyA+ RNA der Zelllinie hFOB isoliert und revers transkribiert. Der Erfolg der 

Transkription wurde mit einer Aktin-PCR getestet. Die Amplifikation durch PCR 

und nested-PCR erfolgte mit den Primern der Tabelle 4. Nach der Auftrennung 

der nested-PCR im Agarosegel waren keine PCR Produkte nachweisbar. 

Es wurden daraufhin drei weitere totale RNAs isoliert und revers transkribiert. 

Die anschließende PCR und nested-PCR erfolgte mit den Primern der Tabelle 

4. Die Auftrennung erfolgte im Agarosegel. Bei einer cDNA konnten drei PCR 

Produkte nachgewiesen werden (Abbildung 13). Die Sequenzierung der PCR 

Produkte zum Nachweis von Exon 0K, Exon X4 und Exon 0N von beiden Seiten 

ergaben Übereinstimmungen für Exon 0K und für Exon 0N mit der publizierten 

Sequenz (Genbankeintrag AF051427). Für Exon X4 ergab sich keine 

Übereinstimmung.  

Die Größe des Produktes Exon 0K betrug 245 Nukleotide, was 359 Nukleotide 

kürzer ist als die erwartete Länge von 604 Nukleotiden. Für das Produkt Exon 

0N ergab sich eine Länge von 230 Nukleotiden, 359 Nukleotide kürzer als die 

Exon 1 Exon 0K Exon 2 

151 

3‘ 5‘ 
199   1565 2016   2017 

Exon 1 Exon X1 Exon 2 

332 

3‘ 5‘ 
507   1565 2016   2017 

Exon 1 Exon X3 Exon 2 

738 904   1565 2016   2017 

3‘ 5‘ 
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erwartete Länge von 589 Nukleotiden. Weitere Sequenzierungen ergaben, dass 

bei beiden Produkten die Sequenz für Exon 1 zwischen den Basen 1565 und 

1922 (vgl. Fig. 6) fehlt. Es sind nur 93 der 452 Nukleotide von Exon 1 in den 

Produkten enthalten (Fig. 15).  

 

Fig. 13: Untranslatierte Exons bei hFOB mit Deletion Exon 1 

 
Die Abbildung zeigt Produkte der nested-PCR für die Exons 0K, X4 und 0N. Die Produkte sind 

kleiner als die erwartete Größe von ca. 600 Bp. Die Sequenzierung von 0K und 0N zeigte eine 

Deletion von Teilen des Exon 1. Die Identität von Exon X4 konnte nicht bestätigt werden. 

 

Bei zwei weiteren cDNAs konnten nach der Auftrennung im Agarosegel PCR 

Produkte für Exon 0K, Exon X1 und Exon X4 nachgewiesen werden (Fig. 14). 

Die Sequenzierung von beiden Seiten ergab eine Übereinstimmung mit der 

publizierten Sequenz bei Exon 0K (Genbankeintrag AF051427) und Exon X1 

(Genbankeintrag BC024181). Die Länge der Produkte entsprechen mit 604 

Nukleotiden bei Exon 0K und 731 Nukleotiden bei Exon X1 den mit der 
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durchgehenden Sequenz (vgl. Fig. 6) ermittelten Längen (Fig. 16). Für Exon X4 

ergab sich keine Übereinstimmung. 

 

Fig. 14: Untranslatierte Exons bei hFOB ohne Deletion Exon 1 

 
Die Abbildung zeigt die Produkte der nested-PCR für Exon 0K, X1 und X4. Die Sequenzierung 

war positiv für die Produkte 0K und X1. Die Produkte entsprachen der erwarteten Größe und 

konnten in zwei cDNAs nachgewiesen werden. 

 

Zur Kontrolle der Exons, bei denen bislang keine PCR Produkte nachweisbar 

waren, wurden die Primerkombinationen aus Tabelle 4 gegen die der Tabelle 5 

ausgetauscht. Nach Auftrennung im Agarosegel konnten wiederum keine 

weiteren PCR Produkte nachgewiesen werden. 

Die durchgeführten Versuche haben in der Zelllinie hFOB die untranslatierten 

Exons 0K, X1 und 0N nachgewiesen. Die Exons 0K und X1 wurden jeweils in 

zwei, das Exon 0N in einem von drei Experimenten positiv sequenziert. In 

einem Fall konnte eine Deletion von Teilen des Exons 1 nachgewiesen werden. 
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Die Figuren 15 und 16 zeigen eine schematische Darstellung der 

nachgewiesenen Exons. 

 

Fig.: 15: Nachgewiesene Exons 0K und 0N mit Deletion Exon 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die schematische Darstellung der in einem Experiment nachgewiesenen PCR Produkte Exon 

0K und 0N zeigt eine Deletion (schraffierte Fläche) von Teilen des Exons 1. Die Übergänge 

zwischen den Exons sind anhand der durchgehenden genomischen Sequenz (Fig. 6) 

bezeichnet. 

 

Fig. 16: Nachgewiesene Exons 0K und X1 ohne Deletion Exon 1 

 
Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der PCR Produkte. Die Übergänge zwischen 

den Exons sind anhand der durchgehenden genomischen Sequenz (Fig. 6) bezeichnet. 

 

3.3.5 Untersuchung von primären MSC auf die Express ion untranslatierter   

         Exons 

 

Um die mögliche Expression der untranslatierten Exons in MSC untersuchen zu 

können, wurde eine polyA+ RNA isoliert und revers transkribiert. Der Erfolg der 

Transkription wurde mit einer Aktin-PCR getestet. Die anschließende PCR und 

Exon 1 Exon 0K Exon 2 

151 

3‘ 5‘ 
199   1565 2016   2017 

Exon 1 Exon X1 Exon 2 

332 

3‘ 5‘ 
507   1565 2016   2017 

Exon 0K Exon 2 
151 

3‘ 5‘ 
199                               1923 2016   2017 

Exon 1 Exon 0N Exon 2 
1531 

3‘ 5‘ 
1564                               1923 2016   2017 

Exon 1 

Exon 1 
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nested-PCR wurde mit den Primern der Tabelle 4 durchgeführt. Nach 

Auftrennung im Agarosegel waren keine PCR Produkte nachweisbar. Daraufhin 

wurden fünf weitere totale RNAs aus verschiedenen Zellkulturen isoliert und 

revers transkribiert (im Folgendem MSC1 bis MSC5 genannt).  

Nach Auftrennung im Agarosegel waren PCR Produkte für Exon 0K, X1, X4 und 

0N nachweisbar. Stellvertretend sind in der Figur 17 die positiv sequenzierten 

PCR Produkte Exon 0K und Exon X1 abgebildet.  

Tabelle 6 zeigt die Verteilung der in den einzelnen cDNA nachgewiesenen 

untranslatierten Exons. 

 

Fig. 17: Untranslatierte Exons bei MSC (cDNA MSC5) 

 
Die Abbildung zeigt stellvertretend für alle Experimente mit MSC die nested-PCR Produkte von 

MSC5. Die Identität der Exons 0K und X1 konnte durch Sequenzreaktionen bestätigt werden. 
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Tab. 6: nachgewiesene untranslatierte Exons in MSC1-5 

cDNA Exon 0K Exon X1 

MSC1 + - 

MSC2 - - 

MSC3 + - 

MSC4 - + 

MSC5 + + 

 

Die PCR Produkte wurden von beiden Seiten sequenziert. Dabei ergaben sich  

positive Übereinstimmungen mit den publizierten Sequenzen für Exon 0K 

(Genbankeintrag AF051427) und Exon X1 (Genbankeintrag BC024181). Die 

Länge der Produkte entsprach mit 604 Nukleotiden bei Exon 0K und 731 

Nukleotiden bei Exon X1 den mit der durchgehenden Sequenz (Fig. 6) 

ermittelten Längen. 

Für das Exon X4 konnte keine Übereinstimmung festgestellt werden.  

Zur Kontrolle der Exons, bei denen bislang keine PCR Produkte nachweisbar 

waren, wurden die Primerkombinationen aus Tabelle 4 gegen die der Tabelle 5 

ausgetauscht. Nach Auftrennung im Agarosegel konnten wiederum keine 

weiteren PCR Produkte nachgewiesen werden.  

In  Figur 18 sind die in MSC nachgewiesenen untranslatierten Exons in einer 

schematischen Darstellung abgebildet. 

 

Fig. 18: Nachgewiesene Exons 0K und X1 bei MSC 

 
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der PCR Produkte von MSC. Die 

Übergänge zwischen den Exons sind anhand der durchgehenden genomischen Sequenz (vgl.  

Fig.6) bezeichnet. 

 

Exon 1 Exon 0K Exon 2 

151 

3‘ 5‘ 
199   1565 2016   2017 

Exon 1 Exon X1 Exon 2 

332 

3‘ 5‘ 
507   1565 2016   2017 
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3.3.6 Untersuchung von  T/C28a2 auf die Expression untranslatierter 

         Exons 

 

Mit der zuvor synthetisierten cDNA aus polyA+ RNA (vgl. Kap. 3.2.2) wurde 

eine PCR und eine nested-PCR durchgeführt. Zur Amplifikation der Produkte 

dienten die Primer der Tabellen 4 und 5. Nach der Auftrennung im Agarosegel 

konnten keine PCR Produkte nachgewiesen werden.  

Zur weiteren Untersuchung wurde eine totale RNA aus einer anderen Zellkultur 

isoliert und revers transkribiert. Der Erfolg der Transkription wurde mit einer 

Aktin-PCR getestet. Die PCR und nested-PCR wurden mit Primern der Tabellen 

4 und 5 durchgeführt. Nach Auftrennung im Agarosegel konnte für das Exon X5 

(Primer Tab. 5) ein PCR Produkt nachgewiesen werden.  Die Sequenzierung 

von beiden Seiten ergab keine Übereinstimmung mit der publizierten Sequenz. 

 

3.4 Expression von ER β während der Differenzierung   

      von MSC  

 

3.4.1 Osteogene Differenzierung 

 

Bei einer Zellkultur MSC wurde nach oben beschriebener Methode (vgl. Kap. 

2.2.2) die osteogene Differenzierung induziert. Zum Zeitpunkt T0,  nach einer 

Woche, nach zwei Wochen, nach drei Wochen und nach vier Wochen wurde 

jeweils eine totale RNA aus den stimulierten Zellen isoliert und revers 

transkribiert. Mit einer zweiten Zellkultur wurde gleichermaßen verfahren. Der 

Erfolg der Transkription wurde mit einer PCR für Aktin überprüft. Die 

anschließende Amplifikation mittels PCR bzw. nested-PCR wurde mit den 

Primern der Tabelle 7 durchgeführt. Die Anzahl der durchlaufenen nested-PCR 

Zyklen wurde auf 20 reduziert. 
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Tab. 7: Primerkombinationen für den Nachweis von ERβ 

PCR1 nested-PCR Produktlänge 

nested-PCR in Bp 

Ex2for1 – Ex4rev1 Ex2for1 – Ex3rev1 255 

 

Nach der Auftrennung im Agarosegel konnte für alle Stadien der Stimulation ein 

PCR Produkt nachgewiesen werden (Fig. 19). Ein quantitativer Unterschied 

konnte mit dieser Methode nicht festgestellt werden. 

 

Fig. 19: PCR Produkte MSC nach osteogener Differenzierung 

 
Die Abbildung zeigt in allen Stadien der osteogenen Differenzierung PCR Produkte. Ein 

quantitativer Unterschied in der Intensität der einzelnen Banden ist nicht zu erkennen. 

 

3.4.2 Adipogene Differenzierung 

 

Es wurde bei drei verschiedenen Zellkulturen von MSC eine adipogene 

Stimulation induziert (vgl. Kap. 2.2.2). Zu den Zeitpunkten T0, nach einer 

Woche und nach zwei Wochen wurde jeweils eine totale RNA isoliert und 

revers transkribiert. Der Erfolg der Transkription wurde mit einer PCR für Aktin 

überprüft. Für die PCR und nested-PCR wurden die Primer der Tabelle 7 

verwendet. Nach Auftrennung im Agarosegel konnten in allen Stadien der 
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Differenzierung PCR Produkte nachgewiesen werden (Fig. 20). Ein quantitativer 

Unterschied konnte mit dieser Methode nicht festgestellt werden. 

 

Fig. 20: PCR Produkte MSC nach adipogener Differenzierung 

 
Die Abbildung zeigt in allen Stadien der adipogenen Differenzierung PCR Produkte. Ein 

quantitativer Unterschied in der Intensität der einzelnen Banden ist nicht zu erkennen. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Methodische Überlegungen 

 

Östrogenrezeptoren (ER) sind an einer Vielzahl physiologischer und 

pathologischer Prozesse wie z.B. Knochenstoffwechsel, Reproduktion, 

Entstehung von malignen Erkrankungen und vielen mehr beteiligt. Der Einfluss 

auf eine solche Vielfalt von Prozessen wird begünstigt durch eine entsprechend 

komplexe Organisation des Genoms der ER, welche durch die zahlreichen 

unterschiedlich gespleissten und transkribierten Exons gegeben ist. Nach der 

Entdeckung des ERβ 1996 (3) waren lange Zeit nur die Exons 1-8 des ERβ 

Gens bekannt. Erst im Jahr 2000 gelang der Nachweis des untranslatierten 

Exon ON (28). Zusätzlich zu den bisher bekannten acht translatierten Exons 

(35) wurden bisher sieben weitere, untranslatierte Exons nachgewiesen (37). 

Die untranslatierten Exons besitzen eigene Promotorregionen für die 

Expression des ERβ. Über deren gewebespezifische Nutzung existieren zurzeit 

nur unvollständige Angaben. Diese Arbeit befasst sich mit der 

gewebespezifischen Expression der untranslatierten Exons in mesenchymalen 

Stammzellen (MSC), humanen fetalen Osteoblasten (hFOB), 

Neuroblastomzellen (SK-N-SH) und Chondrozyten (T/C28a2), sowie der 

Expression von ERβ während der osteogenen und adipogenen Differenzierung 

von MSC. 

Für die Untersuchungen wurden zwei Methoden verwendet: die Ampilifikation 

von DNA mittels PCR und die Sequenzierung der PCR Produkte. Auf PCR 

Amplifikation basierende Untersuchungen zeichnen sich in der Regel durch 

eine hohe Sensitivität aus. Theoretisch wird  nur ein DNA-Molekül für eine  

erfolgreiche PCR benötigt. In der Praxis wird diese Sensitivität jedoch selten 

erreicht. Inhibitorische Substanzen, Verdünnungseffekte oder der Verlust von 

RNA oder DNA während der Extraktionsprozesse können zu falsch negativen 

Ergebnissen führen. Eine der ersten PCR nachgeschaltete zweite PCR ist in 

der Lage, die Sensitivität um den Faktor 10000 (51) zu erhöhen. Dadurch wird 
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aber auch die Anzahl der einzelnen Schritte der Prozessierung erhöht und 

damit die Anzahl möglicher Fehlerquellen, die auch zu falsch positiven Signalen 

führen können.  

Eine typische Zelle enthält ca. 10-30 pg RNA. Der Grossteil davon ist tRNA und 

rRNA. Der Anteil an mRNA ist mit durchschnittlich 1-5% vergleichsweise gering. 

Die mRNA in eukaryoten Zellen wird nach der Transkription mit 20-250 

Adenosinnukleotiden versehen. Diese Polyadenylierung kann man nutzten, um 

den Anteil an unerwünschter tRNA und rRNA zu reduzieren. Aus diesem Grund 

wurde zunächst aus allen Zelllinien die polyadenylierte RNA (polyA+ RNA) 

isoliert und daraus eine cDNA synthetisiert. Durch die Isolierung können 

natürlich auch RNA-Moleküle verloren gehen, bzw. werden noch nicht 

polyadenylierte Moleküle erst gar nicht erfasst. Dies kann zu falsch negativen 

Ergebnissen führen, die durch den Einsatz einer totalen RNA nicht entstanden 

wären. 

 

4.2 Nachweis des ER β  

 

Für die Überprüfung der Zelllinien auf das Vorhandensein von ERβ wurden 

ausschließlich Primer verwendet, die innerhalb der bekannten, translatierten 

Exons liegen und aus der Literatur bei anderen Zellsystemen bekannt sind. 

Erwartungsgemäß konnte für SK-N-SH, hFOB und MSC der ERβ 

nachgewiesen werden. Die PCR Produkte entsprachen der erwarteten Länge 

und die Identität konnte durch eine Sequenzanalyse bestätigt werden. Diese 

entsprach den in den Literaturdatenbanken publizierten Ergebnissen (52) (53) 

(54). 

Bei Chondrozyten der Zelllinie T/C28a2 konnte kein ERβ nachgewiesen 

werden. Durch eine Aktin-PCR wurde die Funktionstüchtigkeit der cDNA positiv 

bestätigt. Bei den Primern handelt es sich um dieselben, mit denen auch die 

anderen Zelllinien getestet wurden. Eine fehlerhafte cDNA und defekte Primer 

konnten damit mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ursache der divergenten 

Ergebnisse ausgeschlossen werden. Da möglicherweise die Konzentration von 

ERβ mRNA zu gering war, wurde eine totale RNA isoliert. Die synthetisierte 



 44 

cDNA wurde mittels Aktin-PCR positiv getestet. Auch hier ließ sich kein ERβ 

nachweisen. Als mögliche Ursache kommt zum einen eine zu geringe ERβ RNA 

Konzentration in den Chondrozyten in Frage. Im Extremfall kann eine Zelle nur 

wenige Moleküle der gesuchten mRNA enthalten. Obwohl in diesem Fall die 

Sensitivität der PCR durch eine nested-PCR bereits erhöht wurde, kann die 

Ausgangskonzentration an RNA immer noch zu niedrig sein, so dass sie von 

der PCR nicht erfasst wird. Es besteht des Weiteren die Möglichkeit, dass in 

T/C28a2 kein ERβ exprimiert wird. In der Literatur wurden bisher nur 

Knorpelbiopsien untersucht und ERβ in diesen nachgewiesen (55). An 

Zellkulturen wie T/C28a2 fanden bisher noch keine Untersuchungen bezüglich 

des ERβ statt.  

 

4.3 Nachweis untranslatierter Exons des ER β 

 

4.3.1 SK-N-SH 

 

Aufgrund des positiven Nachweises von Erβ in der mittels polyA+ RNA 

gewonnenen cDNA, wurde diese auch weiterhin für die Untersuchung der 

untranslatierten Exons verwendet. Dabei kommen sowohl aus der Literatur 

bekannte Primer zum Einsatz, als auch neue, die anhand der durchgehenden 

Sequenz in Figur 6 ausgesucht wurden. Da auch hier in einer ersten PCR kein 

Produkt nachweisbar war, musste die Sensitivität durch eine nested-PCR 

erhöht werden. In dieser nested-PCR konnten nach der Sequenzierung die 

bisher bei SK-N-SH unbekannten untranslatierten Exons 0K und X1 

nachgewiesen werden. Zur Bestätigung und Nachvollziehbarkeit des 

Ergebnisses wurden zwei weitere totale RNAs isoliert und in der Folge konnte 

die Nutzung von Exon 0K und X1 in SK-N-SH in beiden Fällen bestätigt werden. 

Zusätzlich konnte in beiden cDNAs das Exon X3 nach nested-PCR und 

Sequenzierung nachgewiesen werden. Durch die Sequenzanalyse der PCR 

Produkte konnte gezeigt werden, dass die Übergänge zwischen den 

untranslatierten Exons und dem ersten translatierten Exon 1 exakt der Sequenz 

aus Figur 6 entsprechen, wie es aus der Literatur bekannt ist (44). 
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Weitere PCR Produkte konnten durch Sequenzierung nicht einem 

untranslatierten Exon zugeordnet werden. Das Auftreten dieser Produkte kann 

auf Homologien zwischen Primern und tRNA oder rRNA zurückgeführt werden, 

da sie nur in der totalen RNA zu finden waren, nicht aber in der durch Isolierung 

gereinigten mRNA. In keinem Experiment dieser Arbeit konnte das Vorkommen 

der Exons X2, X4 und X5 nachgewiesen werden. Um die Wahrscheinlichkeit 

des Vorliegens defekter Primer als Ursache zu minimieren, wurden zusätzliche 

Primer für diese Exons anhand von Figur 6 ausgesucht und verwendet. Auch 

hier ergaben sich keine weiteren PCR Produkte für die Zelllinie SK-N-SH. 

Durch den Nachweis von Exon X3 in den beiden totalen RNAs und die 

Verwendung einer nested-PCR ist anzunehmen, dass auch hier die Sensitivität 

der PCR limitiert sein kann. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

weitere untranslatierte Exons vorliegen, die mangels sensitiver Analysetechnik 

unterhalb der Nachweisgrenze liegen und nicht nachgewiesen werden konnten. 

Die Fehlerquellen wurden durch Verwendung unterschiedlicher RNA/cDNA und 

mehrerer Primerkombinationen auf ein Minimum beschränkt, so dass 

abschließend davon ausgegangen werden kann, dass in der Zelllinie SK-N-SH 

die untranslatierten Exons X0, X1 und X3 und somit deren Promotorregionen 

für die Expression von ERβ genutzt werden.  

 

4.3.2 hFOB 

 

Auch bei der Zelllinie hFOB wurde zunächst die aus der polyA+ RNA 

synthetisierte cDNA für die Untersuchung auf die Expression untranslatierter 

Exons verwendet. Die Funktionstüchtigkeit der cDNA wurde anhand einer Aktin-

PCR und dem positiven Nachweis von ERβ in dieser cDNA festgestellt. Nach 

einer nested-PCR konnten keine Produkte im Agarosegel nachgewiesen 

werden. Da aus den vorangegangenen Experimenten schon der Verdacht 

bestand, dass die Konzentration an mRNA für einen Nachweis einzelner 

untranslatierter Exons zu gering ist, wurden drei weitere totale RNAs isoliert und 

revers transkribiert. In zwei dieser cDNAs konnten die untranslatierten Exons 

0K und X1 nachgewiesen werden. Das Exon 0N wurde nur in einer cDNA 
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gefunden. Die durch Sequenzierung analysierten Produkte entsprachen in zwei 

Fällen der nach Figur 6 erwarteten Größe. Die Übergänge zwischen den 

untranslatierten Exons und dem ersten translatierten Exon konnten wie erwartet 

bestätigt werden und entsprachen den Angaben der Literatur (44). 

Bei der Auftrennung im Agarosegel war auffällig, dass die Produkte einer cDNA 

nicht der erwarteten Größe entsprachen. Die Produkte waren ca. 350 

Nukleotide kürzer als erwartet.  Die Sequenzanalyse der PCR Produkte aus 

dieser cDNA ergab Abweichungen zu der erwarteten Sequenz. Anstatt mit dem 

Anfang des ersten translatierten Exons an Base 1565 verknüpft zu sein, fehlten 

359 Nukleotide des Exons 1. Die Sequenzierung bestätigte das Ergebnis der 

Gelelektrophorese. Die untranslatierten Exons 0K und 0N waren mit dem 

Nukleotid an Base 1923 (vgl. Fig. 6) verbunden. Es scheint sich hierbei um eine 

zusätzliche Splicevariante zu den vielen aus der Literatur bekannten 

Splicevarianten des ERβ zu handeln (56). Für die Zelllinie hFOB war diese 

Variante bisher unbekannt. 

Die Variabilität im Nachweis der untranslatierten Exons spricht auch bei dieser 

Zelllinie für eine sehr geringe Konzentration der ERβ mRNA. Fehlerquellen 

wurden  durch die Verwendung verschiedener RNAs, sowie unterschiedlicher 

Primerkombinationen auf ein Minimum reduziert. In dieser Arbeit konnte die 

Expression von Exon 0K, X1 und 0N erstmalig nachgewiesen werden. 

Außerdem konnte eine neue Splicevariante des Exons 1 nachgewiesen 

werden. 

 

4.3.3 MSC 

 

Die Untersuchung der Zelllinie MSC wurde aufgrund des positiven Nachweises 

von ERβ in der polyA+ RNA an der aus dieser RNA gewonnen cDNA 

durchgeführt. Wie in allen Experimenten wurde nach einer PCR eine 

zusätzliche nested-PCR durchgeführt. Die Auftrennung im Agarosegel konnte 

keine PCR Produkte nachweisen. Da dieses Problem schon aus 

vorangegangenen Experimenten bekannt war, wurde aus fünf weiteren 

Zellkulturen totale RNA isoliert und revers transkribiert. In allen cDNAs außer 
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einer konnten untranslatierte Exons mit unterschiedlicher Häufigkeit 

nachgewiesen werden. 

In der Gelelektrophorese waren PCR Produkte des Exon 0K in insgesamt drei 

verschiedenen cDNAs sichtbar. Die folgende Sequenzierung konnte die 

erwartete Größe der PCR Produkte von 604 Nukleotiden bestätigen und der 

Datenbankabgleich ergab eine Übereinstimmung mit der bekannten Sequenz 

des ERβ. Auch die Übergänge zwischen dem untranslatierten Exon und Exon 1 

entsprachen den Vorgaben der durchgehenden Sequenz (Fig. 6).  

Für das Exon X4 war ebenfalls ein PCR Produkt in drei der fünf cDNAs 

nachweisbar. Hier ergab die Sequenzanalyse allerdings keine 

Übereinstimmung mit der bekannten Sequenz. 

Im Gegensatz zu Exon 0K konnte das Exon X1 nur in zwei von fünf cDNAs 

gefunden werden. Analog zu den zuvor gefundenen Exons entsprach auch hier 

die Sequenzierung den Erwartungen und bestätigte die erwartete Größe und 

die Verbindung zwischen Exon X1 und Exon 1. Größe und Verbindung 

entsprachen der durchgehenden Sequenz aus Figur 6.  

Mögliche Fehlerquellen wie defekte Primer und RNA Konzentrationen unterhalb 

der Nachweisgrenze wurden schon in den vorhergehenden Kapitel diskutiert 

und sind auch für diese Zelllinie gültig. Es konnte die Expression der Exons 0K 

und  X1 des ERβ in der Zelllinie MSC bewiesen werden. Bisher lagen in der 

Literatur noch keine Untersuchungen zu untranslatierten Exons des ERβ in 

mesenchymalen Stammzellen vor. 

 

4.3.4 T/C28a2 

 

In den vorangegangenen Untersuchungen wurde diskutiert, dass die 

Konzentration von der zu untersuchenden RNA innerhalb der totalen RNA 

möglicherweise zu niedrig war, um mittels PCR bzw. nestet-PCR nachgewiesen 

werden zu können. Ausgehend von dieser Vermutung und dem negativen 

Nachweis von ERβ in der aus polyA+ RNA synthetisierten cDNA der 

Chondrozyten T/C28a2 , wurde eine weitere totale RNA aus einer Zellkultur 

isoliert und revers transkribiert. In einem Experiment mit alternativen Primern 
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konnte im Agarosegel ein PCR Produkt nachgewiesen werden. Die Größe des 

Produktes entsprach nicht den Erwartungen, sondern war etwa 200 Nukleotide 

geringer, als nach der bekannten Sequenz zu erwarten gewesen wäre. Diese 

Diskrepanz könnte durch alternative Splicevorgänge zu erklären sein, aber die 

Sequenzierung des Produktes ergab keinerlei Übereinstimmung mit der 

Sequenz der ERβ. Damit konnte weder die Existenz von ERβ, noch das 

Vorliegen untranslatierter Exons von ERβ in der Zelllinie T/C28a2 belegt 

werden. In der Literatur wurden diese Zellen bisher weder auf die Expression 

von ERβ, noch auf untranslatierte Exons des ERβ untersucht. Ein Nachweis 

von ERβ existiert bisher lediglich in Chondrozyten aus Knorpelbiopsien (55). 

 

4.4 Nachweis des ER β während der Differenzierung  

      mesenchymaler Stammzellen 

 

Die Untersuchung der Zelllinien MSC und hFOB hatte gezeigt, dass während 

der Differenzierung der Stammzellen offenbar zusätzliche Promotorregionen 

des ERβ Verwendung finden. Wurde in den Stammzellen noch die 

untranslatierten Exons 0K und X1 exprimiert, sind es in den Osteoblaten die 

Exons 0K, X1 und 0N. Die zusätzliche Verwendung eines untranslatierten 

Exons, und damit dessen Promotorregion, konnte gezeigt werden. Dies wirft die 

Frage auf, ob sich mit dieser Veränderung auch die Quantität des ERβ während 

der Differenzierung ändert.  

Für die Experimente wurden MSC nach einer etablierten Methode osteogen 

differenziert (vgl. Kap. 2.2.2) und zu verschiedenen Zeitpunkten eine totale RNA 

isoliert und revers transkribiert. Es wurden insgesamt zwei unterschiedliche 

Zellkulturen benutzt. Die Anzahl der PCR Zyklen wurde in der nested-PCR von 

40 auf 20 reduziert. Nach der Auftrennung im Gel konnte anhand der Intensität 

der Banden keine Aussage zu einer Veränderung in der Konzentration des ERβ 

gemacht werden. Da die PCR eher dem qualitativen Nachweis dient, scheint 

diese Untersuchungsmethode für eine verlässliche Aussage zu ungenau zu 

sein. Es sind weitere Untersuchungen mit einer  Methode nötig, welche eine 

größere quantitative Sensitivität besitzt, um zu einem aussagekräftigen 
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Ergebnis zu kommen. Untersuchungen zur Veränderung der ERβ Konzentration 

in Zellen während der Differenzierung liegen bisher aus der Literatur nicht vor. 

 

Analog zu der osteogenen Differenzierung können mesenchymale Stammzellen 

auch adipogen differenziert werden. Unterschiede in der Expression von 

untranslatierten Exons zwischen Stammzellen und Adipozyten wurden in dieser 

Arbeit zwar nicht untersucht, dennoch stellte sich die Frage nach einer 

Änderung der ERβ Konzentration ebenso wie im vorangegangenen Experiment. 

Für diese Untersuchung wurden drei Verschiedene MSC Zellkulturen nach 

einer etablierten Methode adipogen differenziert (vgl. Kap. 2.2.2). Zu 

verschiedenen Zeitpunkten wurde eine totale RNA isoliert und revers 

transkribiert. Die Bedingungen der nested-PCR wurden analog zu denen der 

osteogenen Differenzierung verändert. Auch hier konnten nach Auftrennung im 

Agarosegel keine quantitativen Unterschiede in der Intensität der Banden 

festgestellt werden. Die Problematik dieser Methode zur Untersuchung von 

quantitativen Unterschieden in der Konzentration wurde bei der osteogenen 

Differenzierung diskutiert. Auch hierzu gibt es in der Literatur noch keine 

Untersuchungen. 
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5 Zusammenfassung 

 
Der Wirkung von Östrogenen fällt bei vielen physiologischen und 

pathophysiologischen Vorgängen im menschlichen Körper eine entscheidende 

Rolle zu. Daraus wiederum ergibt sich ein Ansatzpunkt für Therapien von 

Erkrankungen. Für viele Wirkungen der Östrogene sind die Östrogenrezeptoren 

verantwortlich, welche diese vermitteln. Damit in bestimmten Geweben die 

Östrogene eine bestimmte Wirkung hervorrufen können, muss die Expression 

von Östrogenrezeptoren unterschiedlich reguliert werden. Mit der Entdeckung 

der untranslatierten Exons wurde ein möglicher Regulationsmechanismus für 

die Expression von Östrogenrezeptoren gefunden.  

Über die gewebespezifische Verwendung von untranslatierten Exons ist bisher 

nur wenig bekannt (Tab. 8). 

 

Tab. 8: Bisher bekannte untranslatierte Exons der ERβ in humanen Zellsystemen 

Exon Hirata et al. (44) Zhao et al. (57) Vorliegende Arbeit 

0K Spermatozoen, 

Myometrium, 

Endometrium, 

Leberzellen, 

Leukozyten 

Mammaepithelzellen, 

Brustkrebszellen 

Neuroblastomzellen, 

fetale Osteoblasten, 

mesenchymale Stammzellen 

X1   Neuroblastomzellen, 

fetale Osteoblasten, 

mesenchymale Stammzellen 

X2    

X3   Neuroblastomzellen 

X4    

X5    

0N Spermatozoen, 

Myometrium, 

Endometrium, 

Leberzellen, 

Leukozyten 

Mammaepithelzellen, 

Brustkrebszellen 

fetale Osteoblasten 
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Verwendung von untranslatierten Exons in 

humanen fetalen Osteoblasten (hFOB), Neuroblastomzellen (SK-N-SH), 

mesenchymalen Stammzellen (MSC) und Chondrozyten (T/C28a2) untersucht. 

Des Weiteren wurde die quantitative Expression von Östrogenrezeptor β 

während der Differenzierung von MSC zu Osteoblasten und Adipozyten 

untersucht.  

Zu diesem Zweck wurde aus Zellkulturen gewonnenen Zellen RNA isoliert, mit 

deren Hilfe eine cDNA synthetisiert wurde. Diese wurde mittels PCR amplifiziert 

und die gewonnenen Produkte durch Gelelektrophorese aufgetrennt und 

sichtbar gemacht. Zur Identifikation der PCR Produkte wurde sie einer 

Sequenzanalyse unterzogen. 

Die Versuche konnten belegen, dass in den einzelnen Zelllinien untranslatierte 

Exons verwendet werden. Erstmalig konnten untranslatierte Exons in fetalen 

Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden. 

Tabelle 8 zeigt eine Übersicht über die bei den einzelnen Zelllinien gefundenen 

Exons. Zudem konnte eine Splicevariante des Exons 1 bei fetalen Osteoblasten 

nachgewiesen werden. 

Der Nachweis eines zusätzlichen untranslatierten Exons bei Osteoblasten im 

Vergleich zu mesenchymalen Stammzellen zeigt, dass während 

Differenzierungsvorgängen zusätzliche Promotorregionen zur Expression des 

Östrogenrezeptor β genutzt werden. 

Die Untersuchung der Expression des Östrogenrezeptor β während der 

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen konnte keine quantitativen 

Unterschiede aufzeigen. Die Verwendung von sensitiveren Analysemethoden 

könnte hier  genauere Aussagen ermöglichen. 
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6 Abkürzungen 

 
Bp  Basenpaare 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium  

E2  Östrogen 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ER  Östrogenrezeptor 

ERα    Östrogenrezeptor alpha 

ERβ  Östrogenrezeptor beta 

ERE  estrogen responsive element 

ERKO  Östrogen knockout  

hFOB  humane fetale Osteoblasten 

HPLC  high performance liquid chromatography  

IBMX  3-Isobutyl-1-methylxanthine 

kBp  Kilobasenpaare 

LBD  Liganden bindende Domäne 

LDL  low density lipoprotein 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

MSC  mesenchymale Stammzellen 

PBS  phosphate buffered saline 

PCR  Polymerasekettenreaktion 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  Umdrehungen pro Minute 

rRNA  ribosomale RNA 

SK-N-SH Neuroblastomzellen  

T/c28a2 Chondrozyten 

TBE  Tribase-EDTA-Puffer 

TE  tris-EDTA  

tRNA  transfer RNA  
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