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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Testung des hormonellen Effekts von Substanzen, ein Ver-
fahren zur Bestimmung von Stérungen im Co-Modulationsmechanismus von nukledren Rezeptoren sowie hierzu ge-
eignete Mittel, insbesondere den Co-Aktivator ARAP11 fiir den humanen Androgenrezeptor und fiir andere nukleare
Rezeptoren sowie daflir kodierende DNA.

[0002] Beider Beurteilung von Substanzen fiir eine mogliche pharmazeutische Anwendung ist es allgemein Gblich,
diese Substanzen auf eine eventuelle hormonelle Wirkung, insbesondere auf eine méglicherweise vorhandene andro-
gene oder antiandrogene Aktivitat, zu prufen. Bei der Verabreichung pharmakologisch wirksamer Substanzen sind
Kenntnisse iber hormonelle Effekte, insbesondere androgene oder antiandrogene Effekte, dieser Substanzen in man-
chen Fallen von Bedeutung, da sie beim Patienten unerwilinschte Nebenwirkungen hervorrufen kénnen. Zur Priifung
der hormonellen Wirkung von Substanzen kommen insbesondere Verfahren zum Einsatz, bei denen die Fahigkeit der
Substanzen gemessen wird, an die Hormonrezeptoren zu binden und deren Transkriptionsaktivitat zu aktivieren.
[0003] Kenntnisse tber hormonelle Effekte von Substanzen sind aber nicht nur bei potentiellen Pharmaka von In-
teresse, sondern auch bei nicht-pharmazeutischen Substanzen, da von vielen, in der Umwelt vorhandenen Substanzen
angenommen wird, dass sie bei Teilen der Bevélkerung eine androgene oder antiandrogene bzw. estrogene oder
antiestrogene Aktivitat aufweisen kdnnen. Mdéglicherweise wird dadurch eine unerwiinschte, schadliche Wirkung her-
vorgerufen.

[0004] Es besteht also ein ganz erhebliches Bedirfnis flur ein Verfahren und fiir ein fur die Durchfiihrung des Ver-
fahrens geeignetes Mittel, mit dem in zuverlassiger, empfindlicher, einfacher, kostengiinstiger und schneller Weise
eine Aussage Uber den hormonellen Effekt von Substanzen getroffen werden kann. Die bisher bekannten Verfahren
genligen dem nicht.

[0005] Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren und dazu geeignete Mittel
bereitzustellen, mit dem in zuverlassiger, empfindlicher, einfacher, kostengiinstiger und schneller Weise eine Aussage
Uber den hormonellen Effekt der zu testenden Substanzen getroffen werden kann.

[0006] Erfindungsgemal wird dies in Uberraschender Weise erreicht durch ein Verfahren zur Testung des hormo-
nellen Effekts, insbesondere des androgenen oder antiandrogenen Effekts, von Substanzen, bei dem

a) Zellen, die mit zwei Vektoren transfektiert sind, wobei der eine Vektor DNA, die fiir ein nukledres Rezeptor-
Protein oder ein Fragment davon, insbesondere ein humanes nukleédres Rezeptor-Protein oder ein Fragment da-
von, kodiert, und der andere Vektor DNA enthalt, die flir einen Co-Modulator oder ein Fragment davon kodiert,
der Substanz ausgesetzt werden und

b) die Transkriptionsaktivitat, die der nukledre Rezeptor oder dessen Fragment in Anwesenheit des Co-Modulators
oder dessen Fragment auslost, und/oder der Einfluss der Substanz auf die Interaktion zwischen dem Rezeptor
oder dessen Fragment und dem Co-Modulator oder dessen Fragment durch Protein-Protein-Interaktion oder Pro-
tein-Protein-DNA-Interaktion gemessen wird, wobei der Co-Modulator ARAP11 ist, das die in SEQ ID Nr. 1 ange-
gebene Aminosauresequenz aufweist.

[0007] Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass mit dem erfindungsgemafien Verfahren in zuverlassiger,
empfindlicher, einfacher, schneller und kostengiinstiger Weise getestet werden kann, ob Substanzen, die beispiels-
weise umweltrelevant oder pharmakologisch von Interesse sein kénnen, einen hormonellen Effekt, insbesondere einen
androgenen oder antiandrogenen Effekt, austiben.

[0008] Im erfindungsgeméafien Verfahren werden mit einem Vektor transformierte Zellen eingesetzt, wobei die Vek-
toren DNA aufweisen, die fir ein nukledres Rezeptor-Protein oder ein Fragment davon kodiert.

[0009] Die Superfamilie der nukledren Rezeptoren (NRs), zu der mehr als 50 verschiedene Proteine gehdren, ist
eine Gruppe verwandter Transkriptionsfaktoren, die die Transkription des jeweiligen Zielgens als Reaktion auf spezi-
fische Liganden, z. B. Hormone, steuern. Die Familie kann nach bestimmten Charakteristika, wie z.B. Dimerisations-
status, Art des Liganden oder Struktur des DNA-Reaktionselements, in mehrere Subfamilien unterteilt werden (Beato
et al., 2000, Human Reproduct. Update, 6, 225-236). Charakteristisches Merkmal der NRs ist die Ubereinstimmende
Struktur der funktionellen Domane (mit den Bezeichnungen A bis F) mit einer stark variablen, nur schwach konser-
vierten N-terminalen Region mit autonomer konstitutiver Aktivierungsfunktion (AF-1), einer stark konservierten
DNA-Bindungsdoméane (DBD), die fir die Erkennung von speziellen DNA-Reaktionselementen verantwortlich ist und
aus zwei Zinkfinger-Motiven besteht, einer variablen Scharnierdomane und einer konservierten multifunktionalen C-
terminalen Ligandenbindungsdoméne (LBD) mit Dimerisations- und Liganden-abhéngiger Transaktivierungsfunktion
(AF-2). Im Anschluss daran folgt die am weitesten C-terminal gelegene Region, deren Funktion nicht bekannt ist und
die bei Rezeptoren wie z.B. PR (Progesteron-Rezeptor), PPAR (Peroxisomproliferator-aktivierter Rezeptor) und RXR
(Retinoid-X-Rezeptor) fehlt (Mangelsdorf & Evans, 1995; Cell, 83, 841-850; Robyr et al., 2000, Mol. Endocrinol., 14,
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329-347). Fir einige NRs (z.B. den Androgen-Rezeptor (AR)) wurde nachgewiesen, dass die N-terminale Region in
der Lage ist, mit der C-terminalen Region zu interagieren (Brinkmann et al., 1999, J. Steroid Biochem. and Mol. Biol.,
69, 307-313). Steroidhormonrezeptoren wie z.B. Estrogen- (ER), Progesteron- (PR), Glukokortikoid- (GR), Mineralo-
kortikoid- (MR) und Androgenrezeptoren (AR) binden steroidale Liganden, die sich von Pregnenolon ableiten, wie die
Progestine, die Estrogene, die Glukokortikoide und die Mineralokortikoide, sowie Androgene. Die Ligandenbindung
aktiviert den Rezeptor und steuert die Expression entsprechender Zielgene.

[0010] Wie vorstehend ausgefiihrt wurde, werden in Schritt a) des erfindungsgeméafien Verfahrens Zellen verwendet,
die einen Vektor enthalten, der fir den Co-Modulator ARAP11 oder ein Fragment davon kodierende DNA aufweist.
[0011] Die Co-Modulatoren sind eine Klasse von Proteinen, die bei der Aktivierung (Co-Aktivatoren) bzw. Repression
(Co-Repressoren) der Gentranskription als Briickenmolekiile zwischen dem Transkriptionsinitiationskomplex und den
NRs dienen (McKenna et al., 1999, Endocr. Rev., 20, 321-347). Ein Co-Aktivator muss fahig sein, die Rezeptorfunktion
zu verstarken und in Anwesenheit eines Agonisten mit der Aktivierungsdomane von NRs direkt zu interagieren. Er
muss auch mit dem basalen Transkriptionsapparat interagieren, und schlief3lich darf er nicht selbst die basale Tran-
skriptionsaktivitat verstarken. Die meisten Co-Modulatoren interagieren mit Hilfe eines oder mehrerer LXXLL-Motiv
(en) (NR-Boxes) mit der AF-2-Doméne von NRs, jedoch wurden auch einige Co-Modulatoren beschrieben, die mit
anderen NR-Regionen interagieren (Ding et al., 1998, Mol. Endocrinol., 12, 302-313). Ferner wurden viele Co-Modu-
latoren identifiziert, die in &hnlicher Weise mit mehreren verschiedenen NRs interagieren, so dass glinstigerweise der
Sperzifizitatsgrad jedes Co-Modulators getestet werden sollte.

[0012] Im erfindungsgeméRen Verfahren wird der mit ARAP11 bezeichnete Co-Modulator oder das die Aminoséuren
813 bis 1390 aufweisende Fragment von ARAP11 eingesetzt. Die cDNA-Sequenz bzw. die 1390 Aminosauren auf-
weisende Aminosaurensequenz des Co-Modulators ARAP11 ist in SEQ ID No. 1 bzw. SEQ ID No. 2 dargestellt. Bei
Verwendung dieser Proteine kann in besonders zuverlassiger, empfindlicher, einfacher, kostengiinstiger und schneller
Weise das erfindungsgemafRe Verfahren durchgefiihrt werden. Ferner weisen die ARAP11 Fragmente, insbesondere
das die Aminosauren 813 bis 1390 aufweisende Fragment von ARAP11, den Vorteil auf, daR sie leichter handhabbar
und klonierbar sind, aber noch die funktiellen Eigenschaften von ARAP 11 aufweisen.

[0013] Bei ARAP11 handelt es sich um einen Co-Aktivator fiir den humanen Androgenrezeptor und andere nukleare
Rezeptoren, der die Interaktion zwischen einem Androgen und dem Rezeptor verstarkt. Ein Teil der Sequenz von
ARAP11 ist bereits als Pro2000 in der Genbank XM 005253 beschrieben; allerdings ist dort keine Funktion angegeben.
Im Vergleich zu der bereits aus der Genbank bekannten Sequenz wurde nun festgestellt, dal® die Aminosauresequenz
von ARAP 11 groRer als die bekannte Sequenz ist; es weist am N-terminalen Bereich zusatzliche Aminosauren auf.
Ferner konnte eine Interaktion zwischen nukledren Rezeptoren, insbesondere AR, einerseits und ARAP11 andererseits
sowie eine Verstarkung der AR-vermittelten Transaktivierung festgestellt werden. ARAP11 ist ein Protein, das als Co-
Mediator fungiert, indem es nach Bindung von Steroiden an den nukledren Rezeptor den Transkriptionseffekt verstarkt
oder reprimiert und dariber hinaus die Bindung und Aktivierung des nukledren Rezeptors an Molekdle férdert, denen
friiher keine hormonelle Wirkung zugeschrieben wurde.

[0014] Das Protein ARAP11 stellt einen Co-Aktivator fir den Androgenrezeptor und weitere nukledre Rezeptoren
dar, wie Estrogenrezeptor o, Estrogenrezeptor 3, Progesteronrezeptor A, Progesteronrezeptor B, Glukokortikoidre-
zeptor, Mineralokortikoidrezeptor, Schilddriisenhormonrezeptor, Vitamin-D-Rezeptor, Peroxisomproliferator-aktivierter
Rezeptor, Retinsaurerezeptor, Retinoid-X-Rezeptor und Orphan-Rezeptoren; im erfindungsgemafRen Verfahren wer-
den diese Rezeptoren bevorzugt eingesetzt, da damit die vorstehenden Vorteile des erfindungsgemaRen Verfahrens
besonders glnstig erreicht werden kdnnen.

[0015] Im erfindungsgemaRen Verfahren kdnnen auch Vektoren, die fir Fragmente vorstehender Proteine kodieren,
eingesetzt werden. Unter dem Ausdruck "Fragmente" im Zusammenhang mit vorstehenden Proteinen werden solche
verstanden, die eine Aminosaure oder mehrere Aminosauren weniger als die Proteine in voller Lange und noch die
funktionellen Eigenschaften eines nukledren Rezeptors oder eines Co-Modulators aufweisen.

[0016] Wie bereits vorstehend ausgefiihrt wurde, werden im erfindungsgemaRen Verfahren in Schritt a) Zellen ein-
gesetzt, die mit zwei Vektoren transfektiert sind, die fiir spezielle Proteine kodierende DNA enthalten. Diese Zellen
sind also in der Lage, diese beiden unterschiedlichen Proteine zu exprimieren.

[0017] Vorzugsweise sind die Zellen etablierte Zelllinien und/oder eukaryotische Zellen, insbesondere Prostatazel-
len, Nervenzellen, Gliazellen, Fibroblasten, Blutzellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Hepatozyten, Epithelzellen oder
Muskelzellen. Mit den etablierten Zelllinien kann das erfindungsgemafRe Verfahren besonders kostengiinstig und
schnell durchgefiihrt werden. Bei Verwendung eukaryotischer Zellen, insbesondere vorstehend aufgefiihrter eukaryo-
tischer Zellen, kdnnen mit dem erfindungsgemafRen Verfahren vorteilhafterweise besonders aussagekraftige Ergeb-
nisse erhalten werden.

[0018] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemafen Verfahrens werden eukaryotische Expressi-
onsvektoren eingesetzt, z.B. pCMX oder pSG5. Bei Verwendung dieser Vektoren, insbesondere in Verbindung mit
vorstehenden etablierten Zelllinien und/oder eukaryotischen Zellen, kann das erfindungsgemaRe Verfahren besonders
gunstig und schnell durchgefihrt werden, und es werden besonders aussagekraftige Ergebnisse erhalten.
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[0019] Der Fachmann kennt Verfahren und dazu notwendige Materialien, um die flr die vorstehenden Proteine ko-
dierende DNA in einen Vektor zu inserieren, diesen dann in die Zellen einzubringen und die so erhaltenen Zellen unter
geeigneten Kulturbedingungen zu kultivieren, damit sie diese Proteine exprimieren kénnen.

[0020] Gemal Schritt b) des erfindungsgemaRen Verfahrens kann die Transkriptionsaktivitdt gemessen werden, die
der nukledre Rezeptor oder dessen Fragment in Anwesenheit des Co-Modulators oder dessen Fragment ausldst. Dies
kann beispielsweise durch Detektion eines Reportergens erfolgen.

[0021] Reportergene sind Gene oder Genfragmente, die mit anderen Genen oder regulatorischen Sequenzen ge-
koppelt werden, um die Aktivitat dieser Sequenzen nachweisbar zu machen. Reportergene erzeugen Genprodukte,
die mdéglichst einfach nachweisbar sind, z. B. photometrisch durch Farbreaktionen. Haufig verwendete Reportergene
sind das Gen fir B-Galactosidase, das Gen fir die alkalische Phosphatase, das Gen fir Chloramphenicol-Acetyltrans-
ferase, das Gen fiir die Catechol-Dioxygenase, das Gen fiir das "green fluorescent protein" sowie verschiedene Luci-
ferase-Gene, die die Zellen zum Leuchten bringen kénnen.

[0022] Solche Reportergene kénnen ebenfalls mittels Vektoren, insbesondere eukaryotischer Expressionsvektoren,
in die Zellen eingebracht werden. Beispiel eines Vektors, der fir ein Reportergen kodierende DNA enthélt, ist der
Vektor MMTV-Luciferase, der zur Messung der androgenen Wirkung von Substanzen eingesetzt wird.

[0023] Substanzen mit einem hormonellen Effekt, insbesondere einem androgenen/antiandrogenen Effekt, sind
dann an der erhéhten bzw. verminderten Aktivitdt des Reportergens erkennbar.

[0024] Die Messung des Einflusses der Testsubstanz auf die Interaktion zwischen dem Rezeptor oder dessen Frag-
ment und dem Co-Modulator oder dessen Fragment kann auch durch Bestimmung der Protein-Protein-Interaktion, z.
B. durch Doppelt-Hybrid-Systeme, Immunpréazipitation, GST-Pull-down-Assays, FRET-Analayse und ABCD-Assays,
sowie durch Bestimmung der Protein-Protein-DNA-Interaktion, wie durch Gelretardationsassays, erfolgen.

[0025] Es wurde ferner gefunden, dass ARAP11 sehr gut als Indikator androgenbedingter Erkrankungen, die zum
Teil erst im Alter auftreten, verwendet werden kann. Relevante androgenbedingte Erkrankungen, wie z.B. Prostata-
krebs, erektile Dysfunktion, Infertilitét, Glatzenbildung, Akne oder Hypogonadismus, sowie Androgenresistenzsyndro-
me, wie z.B. die testikulare Feminisierung, beruhen auf Defekten im Co-Modulationsmechanismus zwischen AR und
ARAP11. Eine Mdglichkeit bei Patienten mit derartigen Stérungen besteht somit in der Messung der relativen Konzen-
trationen von AR und ARAP11. Diese Messung erfolgt giinstigerweise in Korperflissigkeiten, Kérperzellen oder Kor-
pergewebe extrakorporal. Dies ist méglich durch Anwendung quantitativer Verfahren zur Messung der relativen Menge
beider Molekile bei dem jeweiligen Patienten, bei denen beispielsweise Antikérper sowohl gegen AR als auch gegen
ARAP11 oder Nukleinsduresonden gegen deren mRNA eingesetzt werden kénnen. Es gibt mehrere Verfahren zur
Messung dieser komparativen Raten, die dem Fachmann bekannt sind; auch kennt er hierzu geeignete Materialien
und Vorrichtungen, wie Radioimmunassay, ELISA-Test, Immunfarbung, RT-PCR, Western-Blot, Northem-Blot,
DNA-Chip oder Protein-Chip. Dartiber hinaus ist es méglich, mit Hilfe der ARAP11-cDNA in Ublicher Weise Sonden
fir ein PCR-Assay zu konstruieren, mit dem sich bei bestimmten Patienten Mutationen der normalen DNA-Sequenz
nachweisen oder Transkripte fiir den Northern Blot Assay bzw. eine DNA fir In-situ-Hybridisierungsassays generieren
lassen.

[0026] Das gemessene Verhaltnis von AR zu ARAP11 kann dabei gréRer oder kleiner als das bei Gesunden sein.
Der bei Gesunden vorliegende Normalwert kann in einfacher Weise beispielsweise dadurch bestimmt werden, dass
das Verhéltnis von AR zu ARAP11 bei einer Vielzahl von gesunden Probanden gemittelt wird. Durch den Vergleich
des Normalwertes mit dem ermittelten Verhaltnis von AR zu ARAP11 bei dem zu untersuchenden Patienten kann
festgestellt werden, ob der Wert flr das ermittelte Verhaltnis gréRer oder kleiner als der Normalwert ist.

[0027] Da die Konzentration von ARAP11 und/oder AR im Gewebe unterschiedlich sein kann, z.B. ist die Konzen-
tration von ARAP11 in Hoden sehr grof3, wohingegen sie in Leber, Herz, Thymus und Prostata geringer ist, sind die
unterschiedlichen Gewebekonzentrationen fiir die Auswertung zu bertcksichtigen, d.h. der Testwert und der Normal-
wert sollen vom gleichen Gewebe stammen.

[0028] Eine andere Mdglichkeit zur Bestimmung von Defekten im Co-Modulationsmechanismus zwischen AR und
ARAP11 kann darin bestehen, nur die Konzentration von ARAP11 zu messen, wobei man dabei davon ausgeht, dal
die AR-Konzentration zumindest annaherend konstant ist. Ist hierbei eine geringere als die normale ARAP11-Konzen-
tration gemessen worden, heifl’t dies, daf} sich das Verhaltnis von AR zu ARAP11 verschoben hat, was wiederum als
Hinweis auf eine Stérung im Co-Modulationsmechanismus hinweist.

[0029] Es is also méglich, mit einer ARAP11 spezifischen Sonde Anderungen in der ARAP11-Expression und damit
im Verhaltnis zu AR zu bestimmen. Solche Anderungen kénnen bei verschiedenen Krankheitsbildern urséchlich invol-
viert sein oder als Folgeerscheinung auftreten.

[0030] Derartigen Messungen des AR/ARAP11-Verhaltnisses bzw. von ARAP11 liegt die Gberraschende und auf die
Auffindung und Charakterisierung von ARAP11 beruhende Erkenntnis zugrunde, dass beispielsweise ein Androgen-
resistenzsyndrom auf einer Stérung des Gleichgewichts zwischen AR- und ARAP11-Pravalenz in den Zielzellen be-
ruhen kann. Zuviel ARAP11 kénnte zu einer Uberempfindlichkeit des AR-Systems fiihren, so dass es auf Molekiile
reagiert, die normalerweise keinen androgenen Effekt haben. Umgekehrt fiihrt das Fehlen oder eine Malfunktion von
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ARAP11 auf allen Ebenen zur Androgenresistenz. Der Nachweis von zu viel ARAP11 bei einem Patienten sprache flr
die Anwendung von Mitteln zur Down-Regulation, wie z.B. Antisense- oder dhnlichen Medikamenten, um unter klini-
schen Bedingungen den ARAP11-Titer bei dem jeweiligen Patienten zu reduzieren. Dasselbe kann durch Molekdile
erreicht werden, die in der Lage sind, die Interaktion zwischen AR und ARAP 11 zu hemmen. Hat ein Patient zu wenig
ARAP11, kann man ihm ARAP11-cDNA, -Protein oder -DNA Uiber verschiedene an sich bekannte Mechanismen zu-
fihren, um auf diese Weise den Titer des aktiven ARAP11 zu erhéhen. Mdglich ist auch eine Anhebung der Konzen-
tration oder der Aktivitdt von ARAP11 durch niedrigmolekulare Arzneimittel oder durch Stimulation der Eigensynthese
mit Hilfe spezifischer ARAP11-Promoter-Proteine.

[0031] Wie aus den vorstehenden Ausflihrungen zu den erfindungsgemafien Verfahren ersichtlich ist, ist das Protein
ARAP11 fiir die Durchfiihrung der Verfahren bestens geeignet. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb
ferner das die folgende Aminosauresequenz aufweisende ARAP11

Met Val Val Leu Arg Ser Ser Leu Glu Leu His Asn His Ser Ala Ala
Ser Ala Thr Gly Ser Leu Asp Leu Ser Ser Asp Phe Leu Ser Leu Glu
20 25 30

His Ile Gly Arg Arg Arg Leu Arg Ser Ala Gly Ala Ala Gln Lys Lys
35 40 45

Pro Ala Ala Thr Thr Ala Lys Ala Gly Asp Gly Ser Ser Val Lys Glu
50 55 60

Val Glu Thr Tyr His Arg Thr Arg Ala Leu Arg Ser Leu Arg Lys Asp
65 70 75 80

Ala G1ln Asn Ser Ser Asp Ser Ser Phe Glu Lys Asn Val Glu Ile Thr
85 90 95

Glu Gln Leu Ala Asn Gly Arg His Phe Thr Arg Gln Leu Ala Arg Gln
100 105 110

Gln Ala Asp Lys Lys Lys Glu Glu His Arg Glu Asp Lys Val Ile Pro
115 120 125

Val Thr Arg Ser Leu Arg Ala Arg Asn Ile Val Gln Ser Thr Glu His
130 135 140

Leu His Glu Asp Asn Gly Asp Val Glu Val Arg Arg Ser Cys Arg Ile
145 150 155 160

Arg Ser Arg Tyr Ser Gly Val Asn Gln Ser Met Leu Phe Asp Lys Leun
165 170 175

Ile Thr Asn Thr Ala Glu Ala Val Leu Gln Lys Met Asp Asp Met Lys
180 185 190
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Lys

Asn

Lys

225

Ser

Gly

Asp

Glu

Tyr

305

Phe

Sexr

His

Glu

Asn

385

Tyr

Met

Asn

Pro

Phe

465

Ala

Lys

Leu

Phe

Met

Glu

210

Asp

Val

Glu

Asp

Asn
290

Gln

Tyr

Ala

Ala

Gln

370

Arg

Lys

Gln

His

Glu

450

Tyr

Asn

Gly

Arg

Phe
530

Arg

195

Thr

Ile

Glu

Asp

Asp

275

Gln

Ala

Sex

Gly

Ile

355

His

Cys

Asp

Leu

Ile

435

Val

Gly

Glu

Ala

Leu

515

Asp

Arg

Glu

Gln

Ser

Glu

260

Asp

Lys

Pro

Gly

Pro

340

His

Phe

Leu

Arg

Asp

420

Ala

Phe

Pro

Cys

Asp

500

Leu

Glu

Gln

Glu

Arg

Ser

245

Asp

Asp

Arg

Leu

Pro

325

Arg

Ser

Glu

Pro

Met

405

Ser

Ala

Glu

Pro

Ser

485

Cys

Phe

Ile

Axg

Ser

Thr

230

Glu

Asp

Glu

Tyr

Glu

310

Ala

Ser

Ser

Arg

Leu

390

Lys

Ser

Leu

Lys

Gly

470-

Gln

Leu

Asp

Asp
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Met

Asn

215

Asp

Glu

Glu

Asp

Tyx

295

Lys

Ser

Pro

Asp

Arg

375

Asn

Ile

Val

Lys

Phe

455

Thr

Gly

Ser

Gln

Gly
535

Arg

200

Leu

Glu

Gly

Asp

Asp

280

Leu

Pro

Pro

Tyr

Ser

360

Arg

Phe

Gly

Arg

Glu

440

Lys

Gly

Asp

Lys

Ala

520

Leu

Glu

Asn

Glu

Glu

Asp

265

Glu

Arg

Arg

Ala

Cys

345

Thr

Lys

Arg

Ala

Phe

425

Met

Ile

Lys

Lys

Trp

505

Tyr

Ala

Leu

Met

Thx

Asp

250

Asp

Asp

Gln

His

Arg

330

Lys

Ser

Arg

Lys

Ser

410

Asp

Val

Gln

Thr

Arg

490

val

Gln

Pro

Glu Asp Leu Gly Val

Tyxr

Thr

235

Gln

Asp

Glu

Arg

Gln

315

Pro

Arg

Ser

Serx

Asp

395

Leu

Ser

Val

Pro

Leu

475

val

Gly

Met

Val

Thr

220

Asp

Glu

Asp

Glu

Lys
300

Arg

Arg

Met

Ser

Arg

380

Glu

Ala

Val

Phe

Pro

460

Val

Ala

Glu

Arg

Arxg
540

205

Arg Gly Lys

Asn

His

Asp

Asp

285

Ala

Lys

Tyx

Asn

Ser

365

Asn

Leu

Asp

Gly

Pro

445

Arg

Ala

Phe

Ser

Pro

525

Ser

Glin
Glu
Asp
270

Gly

Thr

Pro

Arg

Arg

350

Ser

Arg

Lys

Val

Gly

430

Leu

Gly

Arg

Phe

Glu

510

Ser

Ser

Glu
Asp
255
Asp

Glu

Val

Asn

Leu

335

Arg

Glu

Ala

Gly

Asp

415

Leu

Leu

Cys

Ala

Met

495

Arg

Ile

Arg

Phe

Gln

Gly

240

Asp

Asp

Glu

Tyr

Ile

320

Ser

Arg

Asp

Ile

Ile

400

Pro

Ser

Tyr

Leu

Leu

480

Arg

Gln

Ile

Gln
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Asp

545

Gly

Leu

Glu

Lys

Glu

625

Ser

Gln

Asn

Ala

val

705

Gln

Ser

His

Cys

785

Pro

Leu

Val

Ala

Trp

865

Leu

Gln

Leun

Asp

Phe

Ile

610

Glu

Ile

Ile

Ile

Ser

690

Lys

Arg

Asp

Asp

Lys

770

Tyr

Gly

Glu

Ser

Lys

850

Trp

Gln

Ile

Asp

Ser

Leu

595

His

Leu

Cys

Tyr

Serx

675

Gln

Pro

Val

Ile

Val

755

Ala

Gln

Phe

Lys

Thr

835

Arg

Glu

Asn

His

Ser

Ile

580

Phe

Thr

Ala

Ala

Thr

660

Ala

Arg

Leu

Phe

Ser

740

Pro

Lys

Pro

Gly

Phe

820

Thr

Thr

Ile

Ile

Ser

Arg

565

Asp

Ser

Arg

Glu

Glu
645

Thr

Lys

Ala

Leu

Pro

725

Cys

Ser

Asp

Met

Gln

805

Thr

Ser

Ala

Val

Pro
885

Ser

550

Gly

Pro

Leu

Asp

Asn

630

Ala

Ser

Asp

val

Gln

710

His

Pro

vVal

Asn

Ser

790

Gly

Val

Pro

Pro

Gly

870

Ser
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Ile

Glu

Ala

Pro

Trp

615

Cys

Ala

Glu

Phe

Thr

695

Asn

Ala

Leu

Tyr

Phe

775

Phe

Ser

Tyr

Glu

Ser

855

Pro

Phe

Val

Ile

Leu

Asp

600

Asn

Val

Leu

Lys

Glu

680

Ser

Thr

Glu

Leu

Glu

760

Asn

Arg

His

Thr

Glu

840

Ile

Thr

Ala

Ser

Val

Arg

585

Lys

Pro

Gly

Cys

Leu

665

Val

Pro

Val

Phe

Glu

745

Asn

Phe

Pro

Leu

Leu

825

Thr

val

Leu

Pro

Thr

Val

570

Arg

Glu

Lys

Tyr

Ala
650

Gln

Ala

Gly

Asp

Arg

730

Ser

Gly

Leu

Arg

Ala

810

Asp

Cys

Tyr

Lys

vVal
890

Leu

555

Ile

Pro

Ala

Pro

Cys

635

Leu

Leu

Met

Gln

Lys

715

Thr

Asp

Leu

His

Ile

795

Pro

Ile

Ala

Val

Ala

875

Leu

Leun

Gly

Gly

Arg

Leu

620

Gly

Arg

Asp
Gln
Ala
700
Ile
Asn
Leu
Ser
Leu
780
Leu
Ala
Pro
Gln
Pro
860

Thr

Leu

Ala

Ala

Arg

Lys

605

Asp

Ala

Arg

Leu

Lys

685

Leu

Leu

Lys

Ala

Gln

765

Asn

Ile

Val

Val

Val

845

His

Phe

Leu

Leu

Met

Asp
560

Thr Asn Arg

Phe

590

Glu

Thr

Asp

Arg

Ser

670

Met

Ser

Glu

Thr

Tyx

750

Lys

Arg

Val

Ile

Leu

830

Ile

Ile

Thr

Ala

575

Asp

Ile

Phe

Ile

Tyr
655

Ser

Ile

Thr

Ala

Leu

735

Ser

Ser

Asn

Gly

His

815

Phe

Axg

His

Thr

Thr
895

Arg

Leu

Leu

Lys

640

Pro

Ile

Pro

Val

Leu

720

Asp

Asp

Ser

Ala

Glu

800

Ala

Gly

Glu

Val

Leu

880

Ser
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Asp Lys

Arg Asp

Arg Thr
930

Pro Ile
945

val Ala

Arg Leu

Leu Arg

Phe Thr
1010

Ile Lys
1025

His Lys

Cys Ser

Pro

Tyr

915

Lys

Ser

Pro

Glu

Asn
995

Lys

Gln

Tyr

Asn

His Ser
900

Gly Glu

Phe Phe

Lys Lys

Pro Pro

965

Glu Gln
980

Val Thr

Pro Val

Ala

Ile

Glu

Lys

950

Glu

Glu

His
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Leu
Phe
Asp
935
Ala
Pro

Glu

Arg

Pro

Asn

920

Leu

val

Arg

Asp

Leu
1000

Asp Pro Asp

1015

Pro Met Asp Leu

Leu Thr
1045

Ala Leu
1060

Leu Ile Arg His Arg
1075

Ile Lys Glu Glu Leu

1080

Gln Glu Ser Arg

1105

1030

Val

Glu

Lys

Tyr

Ser

Asp

Asn

Glu Glu Val
905

Val Gln Leu

Ile Leu Lys

Leu Gln Ala
955

Ser Leu Thr
870

Thr Phe Arg
985

Ala Ile Asp

Glu Val Pro

Ser Val Ile
1035

Gln Glu Leu Phe
910

Pro Asp Lys Glu
925

Gln Ala Ala Lys
940

Leu Glu Val Leu
Ala Glu Glu Val
975

Glu Leu Arg Ile
990

Lys Arg Phe Arg
1005

Asp Tyr Val Thr

1020

Ser Lys Ile Asp

Ile

Glu

Pro

Pro

960

Lys

Phe

Val

Val

Leu
1040

Tyr Leu Arg Asp Ile Asp Leu Ile

1050

1055

Pro Asp Arg Asp Pro Gly Asp Arg

1065

Ala Cys Ala Leu Arg Asp

1080

1070

Thr Ala Tyr Ala
1085

Asp Glu Asp Phe Glu Gln Leu Cys Glu Glu

1110

1095

Lys Lys Arg Gly Cys Ser Ser

1115

1100

Ser Lys Tyr Ala

Ser Tyr Tyr His Val Met Pro Lys Gln Asn Ser Thr Leu Val Gly

1125

1130

1135

Lys Arg Ser Asp Pro Glu Gln Asn Glu Lys Leu Lys Thr Pro Ser

Pro Val

Ala

1155

Lys Ser
1170

Gln Ala
1185

Asp Thr

Asn Thr

Asn

Lys

Glu

1140

1145

1150

Ile

Ile

Pro

1120

Asp

Thr

Cys Ser Thr Pro Ala Gln Leu Lys Arg Lys Ile Arg Lys

Trp Tyr Leu Gly Thr Ile

Asp Asp Ser Gln Asn Ala

1190

1175

1160

1185

1165

1180

Ile Asp His Lys Ile Glu

Glu Thr Gln Asp Thr Ser Val Asp His Asn Glu Thr

1205

1210

1215

Gly Glu Ser Ser Val Glu Glu Asn Glu Lys Gln Gln Asn

1220

1225

1230

Lys Lys Arg Arg Lys Ile Ser.

Ser
1200

Gly

Ala

Ser Glu Ser Lys Leu Glu Leu Arg Asn Asn Ser Asn Thr Cys Asn Ile
1240

1235

1245
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Glu Asn Glu Leu Glu Asp Ser Arg Lys Thr Thr Ala Cys Thr Glu Leu
1250 1255 1260

Arg Asp Lys Ile Ala Cys Asn Gly Asp Ala Ser Ser Ser Gln Ile lle
1265 1270 1275 1280

His Ile Ser Asp Glu Asn Glu Gly Lys Glu Met Cys Val Leu Arg Met
1285 1290 1295

Thr Arg Ala Arg Arg Ser Gln Val Glu Gln Gln Gln Leu Ile Thr Val
1300 1305 1310

Glu Lys Ala Leu Ala Ile Leu Ser Gln Pro Thr Pro Ser Leu Val val
1315 1320 1325

Asp His Glu Arg Leu Lys Asn Leu Leu Lys Thr Val Val Lys Lys Ser
1330 1335 1340

Gln Asn Tyr Asn Ile Phe Gln Leu Glu Asn Len Tyr Ala Val Ile Ser
1345 1350 1355 1360

Gln Cys Ile Tyr Arg His Arg Lys Asp His Asp Lys Thr Ser Leu Ile
1365 1370 1375

Gln Lys Met Glu Gln Glu Val Glu Asn Phe Ser Cys Ser Arg
1380 1385 1390

oder das die Aminosauren 813 bis 1390 dieses Proteins aufweisende ARAP11-Fragment. Gegenstand der vorliegen-
den Anmeldung ist ferner ein fir ARAP11 oder dessen Fragment, insbesondere das die Aminosauren 813 bis 1390
aufweisende Fragment, kodierende DNA sowie eine daran hybridisierende DNA. Der Ausdruck "hybridisierende DNA"
weist auf eine DNA hin, die unter tblichen Bedingungen, insbesondere bei 20 °C unter dem Schmelzpunkt der DNA,
mit der kodierenden DNA hybridisiert.

[0032] Die Erfindung wird unter Bezugnahme auf die folgenden Abbildungen naher erlautert, wobei

Abbildung 1 eine schematische Darstellung des Androgenrezeptors mit Kennzeichnung der von den Aminosauren
325 bis 919 reichenden Androgenrezeptor-Domane (AR 2) ist, die zur Interaktion mit ARAP11 in Abwesenheit von
Androgen fahig ist;

Abbildung 2 die Gewebsverteilung von ARAP11 darstellt;
Abbildung 3 die Co-Aktivierung des Androgenrezeptor-Signals in SH-SY5Y-Zellen, und
Abbildung 4 die Expression von ARAP11 und B-Actin in Hoden von Ratten zeigt.
[0033] Das folgende Beispiel illustriert die Erfindung naher, ohne sie jedoch darauf zu beschranken.
Beispiel 1: Co-Aktivierung des Androgenrezeptor-Signals durch ARAP11

[0034] Unter Verwendung einer cDNA-Bibliothek aus fetalem Gehirn (Clontech MATCHMAKER) und eines humanen
AR-Fragments, das fir die Aminosauren 325 bis 919 kodiert, als Sonde (Abbildung 1) wurde ein Screening mittels
eines (iblichen Zwei-Hybrid-Hefe-Systems in Abwesenheit von Androgen durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den
Anweisungen des Herstellers (Clontech) betrug die Zahl der gescreenten Klone 6x107. Die Zahl der unabhangigen
Klone betrug laut Angaben des Herstellers 3,5x108. Davon wurden 350 positive Klone ausgewahlt und mit einem
B-Galaktosidase-Assay getestet, wobei 240 als lacZ-positive Klone bestatigt wurden. Die Inserts dieser Klone wurden
durch PCR amplifiziert. Mittels Restriktionsfragmentanalysen und Sequenzierung wurden mindestens 17 verschiedene
Klone identifiziert. Einer davon war ein Klon mit einem 1169 bp umfassenden Insert (3243 bp - 4412 bp), das fir einen
Teil des ORF (Open reading frame) kodiert. Diese Sequenz enthalt auch fast den vollstdndigen Teil des bereits in
Pro2000 (Genbank-Zugangsnummer XM005253) beschriebenen ORFs.
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[0035] Mit Hilfe eines Ublichen PCR-Verfahrens wurde dann in voller Lange die codierende ARAP11-cDNA kloniert,
die fur ein aus 1390 Aminoséauren bestehendes Protein (SEQ ID No. 2) kodiert und erheblich Uber die bisher bekannte
Pro 2000 Sequenz hinausgeht, welches ein Protein von 362 Aminosaure beschreibt. Zusammen mit dem 5' und 3'
nicht translatierten Bereichen hat die hier beschriebene Sequenz eine Lange von 4412 bp (SEQ ID No.1).

[0036] Abbildung 2 zeigt die Gewebsverteilung von ARAP11, die in an sich bekannter Weise mittels Northern-Blot-
Analyse ermittelt wurde. Aus verschiedenen humanen Geweben isolierte Poly-A+-RNA (2 ug) wurde mit einem Form-
aldehyd-haltigem Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einem markierten ARAP11-cDNA
Fragment hybridisiert. Flr das in Abb. 2a und 2b beschriebene Experiment wurde ein Fragment von 3111 bis 4217 bp
eingesetzt, fir das in Abb. 2c ein Fragment von 2065-2476 bp der cDNA-Sequenz von ARAP11. Nach dem Waschen
wurde die Membran auf einen Film gelegt und nach Belichtung fiir 24 Stunden (Abb. 2a und 2c) oder 8 Tagen (Abb.
2b) entwickelt. Wie Abbildung 2 enthommen werden kann, wurde in Hoden eine sehr starke, in Leber, Herz, Thymus
und Prostata dagegen eine schwachere Expression von ARAP11 nachgewiesen. Dabei wurden zwei Transkripte (6,0
kb und 5,2kb) entdeckt.

[0037] Mitder Sonde aus dem 411 bp bestehenden Fragment von 2065 bis 2476 bp der cDNA-Sequenz von ARAP11
wurden wieder zwei gleich groRe Transkripte in Hoden nachgewiesen, so dal davon ausgegangen werden kann, dal
es sich bei den nachgewiesenen Transkripten, um die identischen Transkripte handelt, welche unter 2a und 2b mit der
Sonde von 3111-4217 nachgewiesen wurden. Dies stellt ein Beleg dafiir dar, daB die in der Genbank unter XM005253
hinterlegte Sequenz von Pro 2000 unvollstandig und im 5'-Bereich um 2480 bp langer ist.

[0038] Die mittels PCR erzeugte ARAP11 cDNA die fiir das ARAP 11-Fragment von den Aminosauren 813 bis 1390
kodiert, wurde in tiblicher Weise in den Vektor CMX kloniert und mit pSG5-AR und MMTV-Luciferase in SH-SY5Y-Zellen
ebenfalls in Ublicher Weise transfiziert.

[0039] Wie Abbildung 3 entnommen werden kann, flihrte die transiente Transfektion von ARAP11-cDNA in
SH-SY5Y-Zellen zu einer starken Co-Aktivierung der AR-Signaltatigkeit, insbesondere bei niedrigen Androgenkon-
zentrationen von 10-10-10-12 M. Dazu wurden in eine Zellkulturschale mit Vertiefungen pro Vertiefung 3x105- Zellen
mit 1 ug Co-Aktivator- (ARAP11-3 bzw.ARAP11-1, jeweils kodierend fiir Aminosauren 813 bis 1390 von ARAP11) in
CMX bzw 1ug CMX als Kontrollplasmid, 1,5 ug MMTV-Luciferase- und 0,75 ng pSG5AR-Plasmid transfiziert und nach
24 Stunden mit Dihydroxytestosteron (DHT) als Androgen in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die trans-
fizierten Zellen wurden nach weiteren 24 Stunden geerntet und die Aktivitat des Reportergens Luziferase gemessen.
Zusatzlich wurde zur Normierung die Gesamtzellproteinmenge bestimmt. Pro Transfektionsansatz und Substanzkon-
zentration wurde ein Experiment und jeweils vier Messungen durchgeflhrt. Die Fehlerabweichung wurde als SD an-
gegeben. Bei allen Signalen wurden die Werte der entsprechenden Kontrollen ohne DHT subtrahiert. Die Aktivitat ist
in relativen Einheiten angegeben.

Beispiel 2: Bestimmung von ARAP11 in Hoden von Ratten

[0040] Abbildung 4 zeigt die Expression von ARAP11 und B-Actin in Hoden von Ratten. Aus Geweben von Ratten-
hoden wurden Poly-A+RNAs (4ug) isoliert, mit einem Formaldeydhaltigem Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylon-
membran Ubertragen und entweder mit einem markierten ARAP11-cDNA Fragment (2226 - 4228 bp) oder einer mar-
kierten B-Actin cDNA (Ratte) hybridisiert. Nach dem Waschen wurde die Membran auf einen Film gelegt und nach
Belichtung fur 5 Tagen entwickelt. Im Hodengewebe der Ratte konnte ein RNA Transcript (6.0 kb) entdeckt werden.
In Spalte 1 wurde die isolierte RNA von 3 Wochen alten, in Spalte 2 von 6 Wochen alten und in Spalte 3 von 2 Jahre
alten Tieren aufgetragen. Man kann eine deutliche altersbedingte Abhéngigkeit der Expression der ARAP11 Gens
erkennen, wobei die Expression des B-Actin Gens keine Veranderung aufweist. 6 Wochen nach der Geburt ist die
Expression von ARAP11 deutlich reduziert (mehr als 50%) und in alten Tieren (2 Jahre) ist nur noch sehr geringe
Expression des ARAP11 Gens erkennbar. Ein dhnliches Verhalten einer Veranderung der Genexpression des Co-
modulators ARAP11 ist bei Krankheitsbildern zu erwarten.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Testung des hormonellen Effekts, insbesondere des androgenen oder antiandrogenen Effekts, von
Substanzen, bei dem

a) Zellen, die mit zwei Vektoren transfektiert sind, wobei der eine Vektor DNA, die fir ein nukleares Rezeptor-
Protein oder ein Fragment davon kodiert, und der andere Vektor DNA enthalt, die fiir einen Co-Modulator oder

ein Fragment davon kodiert, der Substanz ausgesetzt werden und

b) die Transkriptionsaktivitat, die der nukleare Rezeptor oder dessen Fragment in Anwesenheit des Co-Mo-

10
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dulators oder dessen Fragment auslést, und/oder der Einfluss der Substanz auf die Interaktion zwischen dem
Rezeptor oder dessen Fragment und dem Co-Modulator oder dessen Fragment durch Protein-Protein-Inter-
aktion oder Protein-Protein-DNA-Interaktion gemessen wird,
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wobei der Co-Modulator ARAP11 ist, das die folgende Aminosauresequenz umfaft:

Met Val Val Leu Arg Ser Ser

1

5

Ser Ala Thr Gly Ser

His Ile Gly
35

Pro Ala Ala
50

20

Arg

Thr

Arg

Thr

Val Glu Thr Tyr His

65

Ala Gln Asn

Ser

Ser
85

Leu Glu Leu His Asn His Ser

10

Leu Asp Leu Ser Ser Asp Phe Leu Ser

Arxg Leu

Ala Lys
55

25

30

Arg Ser Ala Gly Ala Ala Gln

40

45

Ala Gly Asp Gly Ser Ser Val

60

Arg Thr Arg Ala Leu Arg Ser Leu Arg

70

Asp Sex

75

Ser Phe Glu Lys Asn Val Glu

1"

90

Ala Ala
15

Leu Glu

Lys Lys

Lys Glu

Lys Asp’

80

Ile Thr
95
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Glu

Gln

Val

Leu
145

Arg

Ile

Ly>

Asn

Lys

225

Ser

Gly

Asp

Glu

Tyr

305

Phe

Ser

His

Glu

Asn

385

Tyr

Met

Asn

Gln Leu Ala

Ala

Thr

130

His

Ser

Thr

tiel

Glu

210

Asp

val

Glu

Asp

Asn
290

Gln

Tyr
Ala
Ala
Gln
370
Arg

Lys

Gln

His

Asp

115

Arg

Glu

Arg

Asn

;31.5

195

Thr

Ile

Glu

Asp

Asp

275

Gln

Ala

Ser

Gly

Ile

355

His

Cys

Asp

Leu

Ile
435

100

Lys

Ser

Asp

Gln

Ser

Glu

260

Asp

Lys

Pro

Gly

Pro

340

His

Phe

Leu

Arg

Asp
420

Ala

Asn
Lys
Leu
Asn

Ser
165

Ala

~
i

Glu
Axg
Ser
245
Asp
Asp
Arg
Leu
Pro
325
Ar§
Ser
Glu

Pro

Met
405

Gly

Lys

Arg

Gly
150

Gly

Glu

Ser
Thr
230
Glu
Asp
Glu
Tyr
Glu
310
Ala
Ser
Ser
Arg
Leu

390

Lys
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Axg
Glu
Ala
135

Asp

Val

Glu
Glu
Asp
Tyr
295
Lys
Ser
Pro
Asp
Arg
375

Asn

Ile

Ser Ser Val

Ala

Leu

Lys

His

Glu

120

Arg

val

Asn

Val

N

nay

‘200

Leu

Glu

Gly

Asp

Asp

280

Leu

Pro

Pro

Tyr

Ser

360

Arg

Phe

Gly

Arg

Glu
440

Phe

105

Ris

Asn

Glu

Gln

Leu

185

[ ares

Asn

Glu

Glu

Asp

265

Glu

Arg

Arg

Ala

Cys

345

Thr

Lys

Arg

Ala

Phe
425

Met

12

Thr

Arg

Ile

vVal

Ser

170

Gln

t
It
s

Met

Thr

Asp

250

Asp

Asp

Gln

His

Arg

330

Lys

Sex

Arg

Lys

Ser

410

Asp

Val

Arg

Glu

Val

Arg

155

Met

Lys

Tyr

Thr

235

Gln

Asp

Glu

Arg

Gln

315

Pro

Arg

Ser

Ser
Asp
395

Leu

Ser

val

Gln

Asp

Gln

140

Arg

Leu

Met

T o

RS S

Thr

220

Asp

Glu

Asp

Glu

Lys

300

Arg

Rrg

Met

Ser

Arg

380

Glu

Ala

Val

Phe

Leu
Lys
125
Ser

Ser

Phe

Asn

His

Asp

Asp

285

Ala

Lys

Tyx

Asn

Serx

365

Asn

Leu

Asp

Gly

Pro
445

Ala
110
val
Thr
Cys
Asp
Asp

1%0

AR

~~3

Gly
Gln
Glu
Asp
270
Gly
Thr
Pro
Arg
Arg
350
Ser
Arg
Lys

Val

Gly
430

Leu

Arg

Ile

Glu

Axg

Lys

175

Met

751

Lys

Glu

Asp

255

Asp

Glu

Val

Asn

Leu

335

Arg

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln
Pro
His
Ile
160

Leu

Lys

Gln
Gly .
240
Asp
Asp
Glu
Tyr
Ile
320
Ser
Arg
Asp
Ile
Ile

400

Pro

415

Leu

Leu-

Ser

Tyr
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Pro

Phe

465

Rla

Lys

Leu

Phe

ASp

545

Gly

Leu

Glu

Lys

Glu

625

Ser

Gln

Asn

Ala

Val

705

Gln

Ser

Asp

His

Cys
785

Glu
450
Tyr
Asn
Gly
Arg
Phe
530

G

Leu

Asp

Phe
Ile
610
Glu
Ile
Ile
Ile
Ser
690
Lys
Arg
Asp

Asp

Lys
770

Tyr

val
Gly
Glu
Ala

Len

Phe

Pro

Cys

Asp

500

Leu

515 -

Asp

Asp

Ser

Leu

595

His

Leu

Cys

Tyr

Ser

675

Gln

Pro

val

Ile

val

755

Ala

Gln

Glu

nio

Ser

Ile

580

Phe

Thr

Ala

Ala

Thr

660

Ala

Arg

Phe
Ser
740

Pro

Lys

Pro

Glu
Pro
Ser
485
Cys
Phe
Ile
Axg
565
Asp
Ser
Arg
Glu
Glu
645
Thx
Lys
Ala
Leu
Pro
725

Cys

Ser

Met
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Lys

Gly

470

Gln

Leu

Asp

Asp

fel->y

550

Gly

Pro

Leu

Asp

Asn

630

Ala

Ser

Asp

val

Gln

710

His

Pro

val

Asn

Ser
790

Phe
455
Thr
Gly
Ser

Gln

Gly
535

-~
PR

Glu
Ala
Pro
Trp
615
Cys
Ala
Glu
Phe
Thr
695
Asn
Ala
Leu
Tyr
Pﬁe
775

Phe

Lys

Gly

Asp

Lys

Ala

520

Leu

Ile

Leu

Asp

600

Asn

Val

Leu

Lys

Glu

680

Ser

Thr

Glu

Leu

Glu

760

Asn

Arg

13

Ile
Lys
Lys
Trp
505

Tyxr

Ala

Val
Axrg
585
Lys
Pro
Gly
Cys
Leu
665
Val
Pro
Val
Phe
Glu
745

Asn

Phe

Pro

Gln

Thr

Arg
490

Val

Gln

Pro

vVal
570
Arg
Glu
Lys
Tyr
Ala

650

Gln

Arg
730
Ser

Gly

Leu

Axg

Pro

Leu

475

val

Gly

Met

val

Veee ¥

555

Ile
Pro
Ala
Pro
Cys
635
Leun
Leu
Met
Gln
Lys
715
Thr
Asp

Leu

His

Ile
795

Pro

460

vVal

Ala

Glu

Arg

Arg

540

Gly

Gly

Arg

Leu

620

Gly

Arg

Asp

Gln

Ala

700

Ile

Asn

Leu

Sex

Leu
780

Leu

Arg Gly Cys

A}a
Phe
ser
Pro

525

Ser

Ala
Arg
Lys
605
Asp
Ala
Arg
Leu
Lys
685
Leu
Leu
Lys
Ala
Gln

765

Asn

Ile

Arg

Phe

Glu

510

Ser

Thr

Phe

590

Glu

Thr

Asp

Arg

Ser

670

Met

Ser

Glu

Thr

Tyr

750

Lys

Arg

Val

Ala

Met

495

Arg

Ile

Arg

e

pptee

560

Asn

575

Asp

Ile

Phe

Ile

Tyr

655

Sexr

Ile

Thr

Ala

Leu

735

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

Leu

480

Arg

Gln

Ile

Gln

P am

Arg

RArg

Leu

Leu

Lys

640

Pro

Ile

Pro

val

Leu

720

Asp

Asp

Sex

Ala

Glu
800
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Pro

Leu

val

Ala

865

Leu

Aop

Arg

Arg

Pro

945

val

Arg

Leu

Phe

Ile

Gly

Glu

Ser

Lys

850

Trp

Gln

Lyd

Asp

Thr

930

Ile

Ala

Leu

Arg

Thr

1010

Lys

1025

His

Cys

Lys

Ser

Phe
Lys
Thr
835
Arg

Glu

Asn

Tyx
915
Lys
Ser
Pro
Glu
Asn
995
Lys

Gln

Tyx

Gly Gln
805

Phe Thr
820

Thr Ser

Thr Ala

Ile Val

Ile Pro
885

900
Gly Glu
Phe Phe

Lys Lys

Pro Pro
965

Glu Gln

980

Val Thr

Pro Val

Gly
Val
Pro
Pro
Gly

870

Ser

Ile
Glu
Lys
950
Glu

Glu

His
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Ser
Tyr
Glu
Ser
855

Pro

Phe

Phe
Asp
935
Ala
Pro

Glu

Arg

His Leu
Thr Leu
825

Glu Thr
840

Ile Val
Thr Leu
Ala Pro

e

905

Asn Val
920

Leu Ile
Val Leu
Arg Ser
Asp Thr

985

Leu Ala
1000

Asp Pro Asp Glu

1015

Pro Met Asp Leu Ser Ser

Leu Thr Val Lys Asp

1045

1030

Ala

810

Asp

Cys

Tyr

Lys

Val
890

e Y

~

Gln

Leu

Gln

Leu

970

Phe

Ile

Val

Pro
Ile
Ala
Val
Ala

875

Leu
w2l
Leu
Lys
Ala
955
Thr
Arg

Asp

Ala

Pro

Gin

Pro

860

Thr

Leu

Gln

940

Leu

Ala

Glu

Lys

val

Val

Val
845

His

Phe

Leu

21

Asp

925

Ala

Glu

Glu

Leu

Arg
1005

Ile

Leu
830

Ile

Ile

Thr

Ala

Ton

310

Lys

Ala

Val

Glu

Axrg

990

Phe

Pro Asp Tyr Val

1020

Vval Ile Ser Lys

1050

1035

Tyr Leu Rrg Asp Ile

Ile

His
815

Phe

Arg

His

Thr

Lys

Leu

Val

875

Ile

Arg

Thr

Asp

Ala

Gly

Glu

Val

Leu
880

Ser

1=
=
1]

Glu

Pro

Pro

960

Lys

Phe

val

Val

Leu

1040

Asp Leu Ile

1055

Asn Ala Leu Glu Tyr Asn Pro Asp Arg Asp Pro Gly Asp Arg

1060

1065

Leu Ile Arg His Arg Ala Cys Ala Leu

1075

1080

Arg Asp Thr Ala

1085

Ile Lys Glu Glu Leu Asp Glu Asp Phe Glu Gln Leu Cys

1090

1095

Gln Glu Ser Arg Lys Lys Arg Gly Cys
1105

1110

1100

Ser Ser Ser

1115

Ser Tyr Tyr His Val Met Pro Lys Gln Asn Ser Thr

1125

1130

Lys Arg Ser Asp Pro Glu Gln Asn Glu Lys Leu Lys

1140

1145

14

Lys

Leu

1070

Tyr Ala Ile

Glu Glu Ile

Tyr Ala Pro
1120

val Gly Asp

1135

Thr Pro Ser Thr

1150
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Pro Val Ala Cys Ser Thr Pro Ala Gln Leu Lys Arg

1155 1160

1165

Lys Ile Arg Lys

Lys. Ser Asn Trp .Tyr Leu Gly Thr Ile Lys Lys Arg Arg Lys Ile Ser

1170 1175

1180

Gln Ala Lys Asp Asp Ser Gln Asn Ala Ile Asp His Lys Ile Glu Ser

1185 1190

1195

Asp Thr Glu Glu Thr Gln Asp Thr Ser Val Asp His Aén Glu Thr

1205

1210

Asn Thr Gly Glu Ser Ser Val Glu Glu Asn Glu Lys Gln Gln

1220 1225

Ser Glu Ser Lys Leu Glu Leu Arg Asn
1235 1240
Giu AsSn Giu Lou Giu ASP JEL ALY LYS

1250 1255

- 1230

Asn Ser Asn Thr Cys
1245

. ML e RY e A MM
AdAh AMA PG VYO s

1260

Rrg Asp Lys Ile Ala Cys Asn Gly Asp Ala Ser Ser Ser Gln

1265 1270

His Ile Ser Asp Glu Asn Glu Gly Lys
1285

Thr Arg Ala Arg Arg Ser Gln Val Glu
1300 1305

Glu Lys Ala Leu Ala Ile Leu Ser Gln
1315 1320

1275

1215

Asn

Asn

~Y..
~aa

Ile

1200

Gly

Ala

Ile

Ile
1280

Glu Met Cys Val Leu Arg Met

1290

Gln Gln Gln Leu Ile
. 1310

1295

Thr

val

Pro Thr Pro Ser Leu Val.val

1325

Asp His Glu'Arg Leu Lys Asn Leu Leu Lys Thr Val Val Lys

1330 1335

Gln Asn Tyr Asn Ile Phe Gin Leu Glu
1345 ' 1350

1340

Asn Leu Tyr Ala Val
1355

Lys

Ile

Sex

Ser
1360

Gln Cys Ile Tyr Arg His Arg Lys Asp His Asp Lys Thr Ser Leu 1le

1365

Gln Lys Met Glu Gln Glu Val Glu Asn
1380 1385

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Fragment des Co-Modulators die Aminosauren 813 bis 1390 von ARAP11

aufweist.

1370

Phe Ser Cys Ser Arg
- 1390

1375

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der nukleére Rezeptor ausgewahlt ist unter Andro-
genrezeptor, Estrogenrezeptor o, Estrogenrezeptor 3, Progesteronrezeptor A, Progesteronrezeptor B, Glukokor-
tikoidrezeptor, Mineralokortikoidrezeptor, Schilddriisenhormonrezeptor, Vitamin-D-Rezeptor, Peroxisomprolifera-
tor-aktivierter Rezeptor, Retinsdurerezeptor, Retinoid-X-Rezeptor und Orphan-Rezeptoren.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Zellen etablierte Zelllinien und/oder eukaryoti-
sche Zellen sind.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei die eukaryotischen Zellen unter Prostatazellen, Nervenzellen, Gliazellen, Fi-
broblasten, Blutzellen, Osteoblasten, Osteoklasten, Hepatozyten, Epithelzellen oder Muskelzellen ausgewahlt

sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Vektor ein eukaryotischer Expressionsvektor ist.
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7. Verfahren zur Bestimmung von Stérungen im Co-Modulationsmechanismus zwischen Androgenrezeptoren und
ARAP11 wobei die Konzentrationen von ARAP11 oder einem Fragment davon und/oder Androgenrezeptor oder
einem Fragment davon gemessen werden.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Konzentrationsmessung durch Radioimmunassay, ELISA-Tests, Immun-
farbung, RT-PCR, Westem-Blot, Northem-Blot, DNA-Chip oder Protein-Chip erfolgt.

9. Protein oder Fragment davon mit Co-Modulatoreigenschaften fiir den Androgenrezeptor, wobei es die Aminosau-
resequenz von ARAP11 gemal Anspruch 1 aufweist.

10. Protein nach Anspruch 9, wobei das Fragment die Aminosauren 813 bis 1390 aufweist.

11. DNA, kodierend flir das Proteine nach Anspruch 9 oder 10 oder damit hybridisierende DNA.

Claims
1. Method of testing the hormonal effect, especially the androgenic or antiandrogenic effect, of substances, wherein

a) cells transfected with two vectors, one of the vectors containing DNA that codes for a nuclear receptor
protein or a fragment thereof and the other vector containing DNA that codes for a co-modulator or a fragment
thereof, are exposed to the substance and

b) the transcription activity that the nuclear receptor or its fragment triggers in the presence of the comodulator
or its fragment, and/or the influence of the substance on the interaction between the receptor or its fragment
and the co-modulator or its fragment, is measured by protein-protein interaction or protein-protein DNA inter-
action,

the comodulator being ARAP11, comprising the following amino acid sequence:

Met Val Val Leu Arg Ser Ser Leu Glu Leu His Asn His Ser Ala Ala
—]A . 5N> 10- a 15-“
Ser Ala Thr Gly Ser Leu Asp Leu Ser Ser Asp Phe Leu Ser Leu Glu
20 25 30
His lle Gly Arg Arg Arg Leu Arg Ser Ala Gly Ala Ala Gin Lys Lys
35 40 45.
Pro Ala Ala Thr Thr Ala Lys Ala Gly Asp Gly Ser Ser Val Lys Glu
50 55 60

Val Glu Thr Tyr His Arg Thr Arg Ala Leu Arg Ser Leu Arg Lys Asp
65 70 75 80

Ala Gin Asn Ser Ser Asp Ser Ser Phe Glu Lys Asn Val Glu Ile Thr

85 90 95
Glu GIn Leu Ala Asn Gly Arg His Phe Thr Arg Gln Leu Ala Arg Gin
100 105 110
Gln Ala Asp Lys Lys Lys Glu Glu His Arg Glu Asp Lys Val Ile Pro
115 120 125
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Val Thr Arg Ser Leu Arg Ala Arg Asn Ile Val Gln Ser Thr Glu His
130 135 140
Leu His Glu Asp Asn Gly Asp Val Glu Val Arg Arg Ser Cys Arg lle
145 150 155 160
Arg Ser Arg Tyr Ser Gly Val Asn Gln Ser Met Leu Phe Asp Lys Leu
165 170 175
Ile Thr Asn Thr Ala Glu Ala Val Leu Gln Lys Met Asp Asp Met Lys
180 185 190
Lys Met Arg Arg GIn Arg Met Arg Glu Leu Gin Asp Leu Gly Val Phe
195 200 205
Asn Glu Thr Glu Glu Ser Asn Leu Asn Met Tyr Thr Arg Gly Lys Gln
210 215 220
Lys Asp Ile Gln Arg Thr Asp Glu Glu Thr Thr Asp Asn Gln Glu Gly
225 230 235 240
Ser Val Glu Ser Ser Glu Glu Gly Glu Asp Gin Glu His Glu Asp Asp
245 250 255
Gly Glu Asp Glu Asp Asp Glu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp
260 265 270
Asp Asp Asp Asp Asp Glu Asp Asp Glu Asp Glu Glu Asp Gly Glu-Glu
275 280 285
Glu Asn Gin Lys Arg Tyr Tyr Leu Arg Gln Arg Lys Ala Thr Val Tyr
290 295 300
Tyr Gln Ala Pro Leu Glu Lys Pro Arg His Gln Arg Lys Pro Asn Ile
305 310 315 320
Phe Tyr Ser Gly Pro Ala Ser Pro Ala Arg Pro Arg Tyr Arg Leu Ser
325 330 335
Ser Ala Gly Pro Arg Ser Pro Tyr Cys Lys Arg Met Asn Arg Arg Arg
340 345 350
His Ala Ile His Ser Ser Asp Ser Thr Ser Ser Ser Ser Ser Glu Asp
355 360 365
Glu GIn His Phe Glu Arg Arg Arg Lys Arg Ser Arg Asn Arg Alalle .
370 375 380
Asn Arg Cys Leu Pro Leu Asn Phe Arg Lys Asp Glu Leu Lys Gly Ile
385 390 395 400
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Met Gln Leu Asp Ser Ser Val Arg Phe Asp Ser Val Gly Gly Leu Ser

EP 1255 113 B1

405

420

435

410

425

440

415

430
Asn His Ile Ala Ala Leu Lys Glu Met Val Val Phe Pro Leu Leu Tyr

445

- Tyr Lys Asp Arg Met Lys Ile Gly Ala Ser Leu Ala Asp Val Asp Pro

Pro Glu Val Phe Glu Lys Phe Lys Ile GIn Pro Pro Arg Gly Cys Leu

450

455

460

Phe Tyr Gly Pro Pro Gly Thr Gly Lys Thr Leu Val Ala Arg Ala Leu
475

465

Ala Asn Glu Cys Ser Gln Gly Asp Lys Arg Val Ala Phe Phe Met Arg

Lys Gly Ala Asp Cys Leu Ser Lys Trp Val Gly Glu Ser Glu Arg Gin

485

500

515

470

490

505
Leu Arg Leu Leu Phe Asp GIn Ala Tyr Gln Met Arg Pro Ser Ile Ile

520

480

495

510

525

Phe Phe Asp Glu Ile Asp Gly Leu Ala Pro Val Arg Ser Ser Arg Gln

530

535

540

Asp Gln Ile His Ser Ser Ile Val Ser Thr Leu Leu Ala Leu Met Asp
560
Gly Leu Asp Ser Arg Gly Glu Ile Val Val Ile Gly Ala Thr Asn Arg

545

Leu Asp Ser Ile Asp Pro Ala Leu Arg Arg Pro Gly Arg Phe Asp Arg

580

550

565

585

555

570

590

575

Glu Phe Leu Phe Ser Leu Pro Asp Lys Glu Ala Arg Lys GluIle Leu

595

600

605

Lys Ile His Thr Arg Asp Trp Asn Pro Lys Pro Leu Asp Thr Phe Leu

610

615

620

Glu Glu Leu Ala Glu Asn Cys Val Gly Tyr Cys Gly Ala Asp Ile Lys

625

630

635

640

Ser Ile Cys Ala Glu Ala Ala Leu Cys Ala Leu Arg Arg Arg Tyr Pro

645

650

655

Gln Ile Tyr Thr Thr Ser Glu Lys Leu Gln Leu Asp Leu Ser Ser Ile

660

665

18

670
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Asn Ile Ser Ala Lys Asp Phe Glu Val Ala Met Gln Lys Met Ile Pro
675 680 685

Ala Ser Gln Arg Ala Val Thr Ser Pro Gly Gln Ala Leu Ser Thr Val

690 695 700
Val Lys Pro Leu Leu Gln Asn Thr Val Asp Lys Ile Leu Glu Ala Leu
705 710 715 - 720
Gln Arg Val Phe Pro His Ala Glu Phe Arg Thr Asn Lys Thr Leu Asp
725 730 . 735
Ser Asp Ile Ser Cys Pro Leu Leu Glu Ser Asp Leu Ala Tyr Ser Asp
740 745 750
Asp Asp Val Pro Ser Val Tyr Glu Asn Gly Leu Ser GIn Lys Ser Ser
755 760 765
His Lys Ala Lys Asp Asn Phe Asn Phe Leu His Leu Asn Arg Asn Ala
770 775 780

Cys Tyr Gln Pro Met Ser Phe Arg Pro Arg Ile Leu Ile Val Gly Glu

785 790 795 800

Pro Gly Phe Gly GlIn Gly Ser His Leu Ala Pro Ala Val lle His Ala

805 810 815
LeuGlu Lys Phe Thr Val Tyr Thr Leu Asp Ile Pro Val Leu Phe-Gly
820 825 830

Val Ser Thr Thr Ser Pro Glu Glu Thr Cys Ala Gln Val lle Arg Glu
835 840 845

Ala Lys Arg Thr Ala Pro Ser Ile Val Tyr Val Pro His lle His Val

850 855 860

Trp Trp Glu lle Val Gly Pro Thr Leu Lys Ala Thr Phe Thr Thr Leu

865 870 875 880

Leu Gln Asn Ile Pro Ser Phe Ala Pro Val Leu Leu Leu Ala Thr Ser

885 890 895
Asp Lys Pro His Ser Ala Leu Pro Glu Glu Val Gln Glu Leu Phe Ile
900 905 910

Arg Asp Tyr Gly Glu Ile Phe Asn Val Gin Leu Pro Asp Lys Glu Glu
915 920 925

Arg Thr Lys Phe Phe Glu Asp Leu Ile Leu Lys GIn Ala Ala Lys Pro

930 935 940
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Pro Ile Ser Lys Lys Lys Ala Val Leu Gln Ala Leu Glu Val Leu Pro
945 950 955 960
Val Ala Pro Pro Pro Glu Pro Arg Ser Leu Thr Ala Glu Glu Val Lys
965 970 975
Arg Leu Glu Glu Gln Glu Glu Asp Thr Phe Arg Glu Leu Arg Ile Phe
980 985 990
Leu Arg Asn Val Thr His Arg Leu Ala Ile Asp Lys Arg Phe Arg Val
995 1000 1005
Phe Thr Lys Pro Val Asp Pro Asp Glu Val Pro Asp Tyr Val Thr Val
1010 1015 1020
Ile Lys Gln Pro Met Asp Leu Ser Ser Val Ile Ser Lys Ile Asp Leu
1025 1030 1035 1040
His Lys Tyr Leu Thr Val Lys Asp Tyr Leu Arg Asp lle Asp Leulle
1045 1050 1055
Cys Ser Asn Ala Leu Glu Tyr Asn Pro Asp Arg Asp Pro Gly Asp Arg
1060 1065 1070
Leu Ile Arg His Arg Ala Cys Ala Leu Arg Asp Thr Ala Tyr Ala lle
1075 1080 1085

- lle-Lys-Glu-Glu-Leu Asp-Glu-Asp-Phe Glu Gln-Leu Cys Glu-GluIle

1090 1095 1100
Gin Glu Ser Arg Lys Lys Arg Gly Cys Ser Ser Ser LysTyr Ala Pro
1105 1110 1115 1120
Ser Tyr Tyr His Val Met Pro Lys Gln Asn Ser Thr Leu Val Gly Asp
1125 1130 1135
Lys Arg Ser Asp Pro Glu Gin Asn Glu Lys Leu Lys Thr Pro Ser Thr
1140 1145 1150
Pro Val Ala Cys Ser Thr Pro Ala Gln Leu Lys Arg Lys Ile Arg Lys
1155 1160 1165
Lys Ser Asn Trp Tyr Leu Gly Thr Ile Lys Lys Arg Arg Lys Ile Ser
1170 1175 1180
Gln Ala Lys Asp Asp Ser Gln Asn Ala Ile Asp His Lys Ile Glu Ser
1185 1190 1195 1200
Asp Thr Glu Glu Thr Gln Asp Thr Ser Val Asp His Asn Glu Thr Gly
1205 1210 1215
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Asn Thr Gly Glu Ser Ser Val Glu Glu Asn Glu Lys Gln Gln Asn Ala
1220 1225 1230
Ser Glu Ser Lys Leu Glu Leu Arg Asn Asn Ser Asn Thr Cys Asn Ile
1235 1240 1245
Glu Asn Glu Leu Glu Asp Ser Arg Lys Thr Thr Ala Cys Thr Glu Leu
1250 1255 1260
Arg Asp Lys Ile Ala Cys Asn Gly Asp Ala Ser Ser Ser GIn Ile Ile
1265 1270 1275 1280
His Ile Ser Asp Glu Asn Glu Gly Lys Glu Met Cys Val Leu Arg Met
1285 1290 1295
Thr Arg Ala Arg Arg Ser Gln Val Glu Gln Gln Gin Leu Ile Thr Val
1300 1305 1310
Glu Lys Ala Leu Ala Ile Leu Ser Gln Pro Thr Pro Ser Leu Val Val
1315 1320 1325
Asp His Glu Arg Leu Lys Asn Leu Leu Lys Thr Val Val Lys Lys Ser
1330 1335 1340
Gln Asn Tyr Asn Ile Phe Gln Leu Glu Asn Leu Tyr Ala Val Ile Ser
1345 1350 1355 1360
Gln Cys Ile Tyr Arg His Arg Lys Asp His Asp Lys Thr-SerLeu Ile
1365 1370 1375
Gln Lys Met Glu Gln Glu Val Glu Asn Phe Ser Cys Ser Arg
1380 1385 1390

Method according to Claim 1 wherein the co-modulator fragment contains amino acids 813 to 1390 of ARAP11.
Method according to one of the preceding claims wherein the nuclear receptor is selected from androgen receptor,
oestrogen receptor o, oestrogen receptor 3, progesterone receptor A, progesterone receptor B, glucocorticoid
receptor, mineralocorticoid receptor, thyroid hormone receptor, vitamin D receptor, peroxisome proliferator-acti-
vated receptor, retinoic acid receptor, retinoid X receptor and orphan receptors.

Method according to one of the preceding claims wherein the cells are established cell lines and/or eukaryotic cells.

Method according to Claim 4 wherein the eukaryotic cells are selected from prostate cells, nerve cells, glial cells,
fibroblasts, blood cells, osteoblasts, osteoclasts, hepatocytes, epithelial cells and muscle cells.

Method according to one of the preceding claims wherein the vector is a eukaryotic expression vector.
Method of determining disturbances in the comodulation mechanism between androgen receptors and ARAP11,
wherein the concentrations of ARAP11 or a fragment thereof and/or androgen receptor or a fragment thereof are

measured.

Method according to Claim 7 wherein the concentrations are measured by radioimmunoassay, ELISA tests, im-
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munostaining, RT-PCR, Western blot analysis, Northern blot analysis, DNA chip analysis or protein chip analysis.

9. Protein or protein fragment with co-modulator properties for the androgen receptor, which has the amino acid
sequence of ARAP11 according to Claim 1.

10. Protein according to Claim 9 wherein the fragment contains amino acids 813 to 1390.

11. DNA coding for the protein according to Claim 9 or 10, or DNA hybridizing therewith.

Revendications

1. Procédé pour déterminer I'effet hormonal, en particulier I'effet androgéne ou anti-androgéne, de substances, dans
lequel

a) on expose a la substance des cellules transfectées par deux vecteurs, I'un des vecteurs contenant de I'ADN
qui code pour une protéine récepteur nucléaire ou un fragment de cette derniére, et I'autre vecteur contient
de I'ADN qui code pour un co-modulateur ou un fragment de ce dernier, et

b) on mesure l'activité de transcription qui déclenche le récepteur nucléaire ou son fragment en présence du
co-modulateur ou de son fragment, et/ou l'influence de la substance sur l'interaction entre le récepteur ou son
fragment et le co-modulateur ou son fragment sous I'effet d'une interaction protéine-protéine ou d'une inte-
raction protéine-protéine-ADN,

le co-modulateur étant 'ARAP11 qui comprend la séquence d'acides aminés suivante :

Met Val Val Leu Arg Ser Ser Leu Glu Leu His Asn His Ser Ala Ala
1 5 10 15

Ser Ala Thr Gly Ser Leu Asp Leu Ser Ser Asp Phe Leu Ser Leu Glu
20 25 30

His Ile Gly Arg Arg Arg Leu Arg Ser Ala Gly Ala Ala Gln Lys Lys
35 40 45

Pro Ala Ala Thr Thx Ala Lys Ala Gly Asp Gly Ser Ser Val Lys Glu
50 55 60

val Glu Thr Tyr His Arg Thr Arg Ala Leu RArg Ser Leu Arg Lys Asp
65 70 ’ 75 80
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Ala

Glu

Gln

val

Leu

145

Arg

Ile

Lys

Asn

Lys

225

Ser

Gly

Asp

Glu

Tyr

305

Phe

Ser

Ris

Glu

Asn

385

Tyt

Met

Gln

Gln

Ala

Thr

130

His

Ser

Thr

Met

Glu

210

Asp

val

Glu

Asp

Asn

290

Gln

Tyr

Ala

Ala

Gln

370

Arg

Lys

Gln

Asn
Leu
Asp
115
Arg
Glu
Axg
Asn
Arxg
185
Thr
Ile
Glu
Asp
Asp
275
Gln
Ala
Ser
Gly
Ile
355
His
Cys

Asp

Leu

Ser

Ala

100

Lys

Ser

Asp

Tyr

Thr

180

Arg

Glu

Gln

Ser

Glu

260-

Asp

Lys

Pro

Gly

Pro

340

His

Phe

Leu

Arg

Asp
420

Serxr
85

Asn

Lys

Leu

Asn

Ser

165

Ala

Gln

Glu

Arg

ser

245

Asp

Asp

Arg

Leu

Pro

325

Arg

Sex

Glu

Pro

Met

405

Ser
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Asp
Gly
Lys
Arg
Gly
150
Gly
Glu
Axg
Ser
Thr
230
Glu
Asp
Glu
Tyx
Glu
310
Ala
Ser
Ser
Arg
Leu
390

Lys

Serx

Serx

Arg

Glu

Ala
135

Asp

Val

Ala

Met

Asn

215

Asp

Glu

Glu

Asp

Tyr

295

Lys

Ser

Pro

Asp

Arg

375

Asn

Ile

val

Ser

His

Glu

120

Arg

val

Asn

val

Arg

200

Glu

Gly

Asp

Asp
280

Leu

Pro

Pro

Tyr

Ser

360

Arg

Phe

Gly

Arg

23

Phe

Phe

105

His

Asn

Glu

Gln

Leu

185

Glu

Asn

Glu

Glu

Asp

265

Glu

Arg

Axg

Ala

Cys

345

Lys

Arg

Ala

Phe
425

Glu
90
Thr
Arg
Ile
Val
Ser
170
Gln
Leu
Met
Thx
Asp
250
Asp
Asp
Gln
His
Arg
330
Lys
Ser
Arg
Lys
Ser

410

Asp

Lys
Arg
Glu
val

Arg
155
Met
Lys
Glu
Tyr
Thr

235

Gln
Asp
Glu
Arg
Gln
315
Pro
Arg
Serx
Ser
Asp
395

Leu

Ser

Asn Val
Gln Leu
Asp Lys

125

Gln Ser
140

Arqg Ser
leu Phe
Met Asp

Asp Leu
205

Thx Arg
220

Asp Asn
Glu His
Asp Asp
Glu Asp

285

Lys Ala
300

Arg Lys
Arg Tyr
Mgt Asn
Ser Sex

365
Arg Asn
380
Glu Leu

Ala Asp

Val Gly

Ala

110

Val

Thr

Cys

Asp

Asp

190

Gly

Gly

61n

Glu

Asp

270

Gly

Thr

Pro

Arg

Arg

350

Serx

Arg

Lys

val

Gly
430

Ile Thr
95

Arg Glm

Ile Pro

Glu His

Arg Ile
160

Lys Leu
175

Met Llys

Val FPhe

Lys Gln

Glu Gly
240

Asp Asp
255

Asp Asp

Glu Glu

Val Tyr

Asn Ile
320

Leu Ser
335

Axg Arg

Glu Asp

Ala Ile

Gly Ile
400

Asp Pro
415

Leu Ser
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Asn

Pro

Phe

465

Ala

Lys

Leu

Phe

Asp

545

Gly

Glu

Lys

Glu

625

Ser

Gln

Asn

Ala

Val

705

Gln

Serx

His

Ris

Glu

450

Tyr

Asn

Gly

Axg

Phe

530

Gln

Leu

Asp

Phe

Ile

610

Glu

Ile

Ile

Ile

Ser

690

Lys

Arg

Asp

Asp

Lys
770

Ile

435

Val

Gly

Glu

Ala

Leu
515

Asp

Ile

Asp

Ser

Leu

595

His

Leu

Cys

Tyr

Ser

675

Gln

Pro

Val

Ile

Val

755

Ala

Ala

Phe

Pro

Cys

Asp

500

Leu

Glu

His

Ser

Ile

580

Phe

Thr

Ala

Ala

Thr

660

Ala

Arg

Leu

Phe

Ser

740

Pro

Lys

Ala

Glu

Pro

Ser

485

Cys

Phe

Ile

Ser

Arg

565

Asp

Ser

Arg

Glu

Glu

645

Thr

Lys

Ala

Leu

Pro

725

Cys

Ser

Asp
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Leu

Lys

Gly

470

Gln

Leu

Asp

Asp

Ser

550

Gly

Pro

Leu

Asp

Asn

630

Ala

Ser

Asp

val

Gln

710

His

Pro

val

Asn

Lys

Phe

455

Thr

Gly

Ser

Gln

Gly

535

Ile

Glu

Ala

Pro

Trp

61S

Cys

Ala

Glu

Phe

Thr

695

Asn

Ala

Leu

Tyr

Phe
775

Glu

440

Lys

Gly

Asp

Lys

Ala

520

Leu

Val

Ile

Leu

Asp

600

Asn

Val

Leu

Lys

Glu

680

Sexr

Thr

Glu

Leu

Met

Ile

Lys

Lys

Trp

505

Tyr

Ala

Ser

Val

Arg

585

Lys

Pro

Gly

Cys

Leu

665

Val

Pro

Val

Phe

Glu

" 45

Glu
760

Asn

24

Asn

Phe

Val

Gln

Thr

Arg

490

val

Gln

Pro

Thr

Val

570

Arg

Glun

Lys

Tyx

Ala

650

Gln

Gly
Asp
Arg
730

Ser

Gly

Val

Pro

Leu

475

Val

Gly

Met

Val

555

Ile

Pro

Ala

Pro

Cys

635

Leun

Leu

Met

Gln

Lys

715

Thr

Asp

Leu

Leu His

Phe
Pro
460
Val
Rla
Glu
Arg
Axrg
540
Gly
Gly
Arg
Leu
620
Gly
Axg
Asp
Gln
Ala
700
Ile
Asn
Leu

Ser

Leu
780

Pro

445

Arg

Ala

Phe

Ser

Pro

525

Ser

Ala

Ala

Arg

Lys

605

Asp

Ala

Axg

Lev

Lys

685

Leu

Leu

Lys

Ala

Gln

765

Asn

Leu Leu

Gly Cys

Arg Ala

Phe Met
495

Glu Arg
510

Sexr lle

Ser Arg

Leu Met

Thr Asn
575

Phe Asp
590

Glu Ile

Thr Phe

Asp Ile

Arg Tyr
655

Ser Ser
670

Met Ile

Ser Thr

Glu Ala

Thr Leu
735

Tyx Ser
750

Lys Ser

Arg Asn

Tyr
Leu
Leu

480
Arg
Gln
Ile
Gln
Asp
560
Arg
Arg
Leu
Leu
Iys
640
Pro
Ile
Pro
Val
Leu
720
Asp
Asp

Ser

Ala
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Ccys

785

Pro

Leu

Val

Ala

Trp

865

Asp

Arg

Arg

Pro

945

vVal

Arg

Leu

Tyr

Gly

Glu

Ser

Lys

850

Trp

Gln

Lys

Asp

Thr

930

Ile

Ala

Leu

Arg

Gln

Phe

Lys

Thr

835

Arg

Glu

Asn

Pro

Tyr

915

Lys

Ser

Pro

Glu

Asn
995

Phe Thr Lys

Ile

1010

Lys

1025

His

Cys

Lys

Ser

Gln

Tyr

Asn

Pro

Gly

Phe

820

Thr

Thr

Ile

Ile

His
S00
Gly
Phe
Lys
Pro
Glu
980
Val

Pro

Pro

Met

Gln

805

Thr

Ser

Ala

val

Pro

885

Ser

Glu

Phe

Lys

Pxo

965

Gln

Thr

val
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Ser

1790

Gly

Val

Pro

Pro

Gly

870

Ser

Ala

Ile

Glu

Lys

950

Glu

Glu

Phe

Ser

Tyx

Glu

Ser

855

Pro

Phe

Leu

Phe

Asp

935

Ala

Pro

Glu

Arg

His

Thr

Glu

840

Ile

Thr

Ala

Pro

Asn

920

Leu

Val

Arg

Asp

His Arg Leu

1000

Asp Pro Asp

1015

Met Asp Leu Ser

1030

Leu Thr Val Lys Asp

Ala
1060

Leu Ile Arg His

1075

Ile Lys Glu Glu

1080

Gln Glu Ser Arg
1105

1045

Pro

Leu
825

val

Leu

Pro

Glu

905

Val

Ile

Leu

Ser

Thr

985

Ala

Glu

Arg
Ala
810
Asp
Cys
Tyr
Lys
val
890
Glu
Gln
Leu
Gln
Leu
970
Phe

Ile

Val

Ile Leu Ile Val Gly

795

Pro

Ile

Ala

Val

RAla

875

Leu

val

Leu

Lys

Ala

955

Thr

Arg

Ala

Pro

Gln

Pro

860

Thr

Leu

Gln

Pro

Gln

940

Leu

Ala

Glu

Val

Val

Val

845

His

Phe

Leu

Glu

Asp

925

Ala

Glu

Glu

Leu

Asp Lys Arg

1005

Pro Asp Tyr
1020

Ser Val Ile Ser Lys

1035

Tyr Leu Arg Asp Ile

1050

Ile His
815

Leu Phe
830

Ile Arg

Ile His

Thr Thr

Ala Thr
895

Leu Phe
910

Lys Glu
Ala Lys
Val Leu
Glu Val

975
Axg Ile
990
Phe Arg

val Thr

Ile Asp

Glu

800

Ala

Gly

Glu

Val

Lev

880

Ser

Ile

Glu

Pro

Pro

960

Lys

Phe

Val

Val

Leu

1040

Asp Leu
1055

Leu Glu Tyr Asn Pro Asp Arg Asp Pro Gly Asp
1070

1065

Arg Ala Cys Ala

1080

Leu Asp Glu Asp
1095

Lys Lys Arg Gly
1110

Ser Tyr Tyr His Val Met Pro Lys
1125

25

Leu Arg Asp Thr Ala Tyr Ala

1085

Phe Glu, Gln Leu Cys Glu Glu

1100

Ile

Arg

Ile

Ile

Cys Ser Ser Ser Lys Tyr Ala Prxo
1120

1115

Gln Asn Ser Thr Leu Val Gly Asp
1130

1135
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Lys Arg Ser Asp Pro Glu Gln Asn Glu Lys Leu Lys Thr Pro Ser Thr
1140 1145 1150

Pro Val Ala Cys Ser Thr Pro Ala Gln Leu Lys Arg Lys Ile Arg Lys
1155 1160 1265 .

Lys Ser Asn Trp Tyr Leu Gly Thr Ile Lys Lys Arg Arg Lys Ile Ser
1170 117S ) 1180

Gln Ala Lys Asp Asp Ser Gln Asn Ala Ile Asp His Lys Ile Glu Ser
1185 1190 1185 1200

Asp Thr Glu Glu Thr Gla Asp Thr Ser Val Asp His Asn Glu Thr Gly
1205 1210 1215

Asn Thr Gly Glu Ser Ser Val Glu Glu Asn Glu Lys Gln Gln Asn Ala
1220 1225 1230

Ser Glu Ser Lys Leu Glu Leu Arg Asn Asn Ser Asn Thr Cys Asn Ile
1235 1240 1245

Glu Asn Glu Leu Glu Asp Ser Arg Lys Thr Thr Ala Cys Thr Glu Leu
1250 1255 1260

Arg Asp Lys Ile Ala Cys Asn Gly Asp Ala Ser Ser Ser Gln Ile Ile
1265 1270 1275 1280

His Ile Ser Asp Glu Asn Glu Gly Lys Glu Met Cys Val Leu Arg Met
. 1285 R 1290 1295

Thr Arg Ala Arg Arxg Ser Glm Val Glu Gln Gln Gln Leu Ile Thr Val
1300 1305 1310

Glu Lys Ala Leu Ala Ile Leu Ser Gln Pro Thr Pro Ser Leu Val Val
1315 1320 1325
Asp His Glu Arg Leu Lys Asn Leu Leu Lys—Thr Val-val Lys Lys- Ser
1330 1335 1340

Gln Asn Tyr Asn Ile Phe Gln Leu Glu Asn Leu Tyr Ala Val Ile Ser
1345 1350 1355 1360

Gln Cys Ile Tyr Arg His Arg Lys Asp His Asp Lys Thr Ser Leu Ile
1365 1370 1375

Gln Lys Met Glu Gln Glu Val Glu Asn Phe Ser Cys Ser Arg
1380 1385 1390

Procédé selon la revendication 1, dans lequel le fragment du co-modulateur comprend les acides aminés 813 a
1390 de 'ARAP11.

Procéde selon l'une des revendications précédentes, dans lequel le récepteur nucléaire est choisi parmi le récep-
teur de I'androgéne, le récepteur de I'oestrogéne a, le récepteur de I'oestrogéne B, le récepteur de la progestérone
A, le récepteur de la progestérone B, le récepteur du glucocorticoide, le récepteur du minéralocorticoide, le ré-
cepteur de I'normone thyroidienne, le récepteur de la vitamine D, le récepteur activé par le proliférateur des pe-
roxysomes, le récepteur de I'acide rétinique, le récepteur du rétinoide X et les récepteurs orphelins.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, dans lequel les cellules sont des lignées cellulaires établies
et/ou des cellules eucaryotes.

Procédeé selon la revendication 4, dans lequel les cellules eucaryotes sont choisies parmi les cellules prostatiques,
les cellules nerveuses, les cellules gliales, les fibroblastes, les cellules du sang, les ostéoblastes, les ostéoclastes,
les hépatocytes, les cellules épithéliales ou les cellules musculaires.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, dans lequel le vecteur est un vecteur d'expression eucaryote.
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7. Procédé pour déterminer les perturbations du mécanisme de co-modulation entre des récepteurs de I'androgéne
et 'ARAP11, dans lequel on mesure la concentration de 'ARAP11 ou d'un fragment de ce dernier, et/ou du récep-
teur de I'androgéne ou d'un fragment de ce dernier.
8. Procédé selon la revendication 7, dans lequel la mesure de la concentration s'effectue par analyse radio-immu-
nologique, des essais ELISA, une immuno-coloration, une PCR par transcriptase inverse, un transfert Western,

un transfert Northem, une puce a ADN ou une puce protéique.

9. Protéine ou fragment de cette derniére, présentant des propriétés de co-modulateur pour le récepteur de I'andro-
geéne, la protéine ou le fragment présentant la séquence d'acides aminés de 'ARAP11 selon la revendication 1.

10. Protéine selon la revendication 9, dans lequel le fragment comprend les acides aminés 813 a 1390.

11. ADN codant pour la protéine selon la revendication 9 ou 10, ou ADN s'hybridant a celle-ci.
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85 90
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5 120
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0 0
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