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Einleitung

1. Einleitung

Alle Lebewesen sind einer sich stindig #ndernden Umwelt ausgesetzt. Das Uberleben eines
Organismus héngt deshalb besonders von seiner Fihigkeit ab, auf Umweltreize oder -signale
reagieren zu konnen, Extrazelluldre Signale werden von spezifischen Rezeptoren auf der
Zelloberfliche aufgenommen und bewirken biochemische und morphologische Reaktionen
der Zelle. Die Umsetzung extrazellulidrer Informationen in intrazellulidre Signale wird als
Signaltransduktion bezeichnet.

Bei hohreren Eukaryonten erfoigt die Wahrnehmung, Verarbeitung und schnelle Reaktion auf
Reize durch das Nervensystem. In Nervenzellen (Neuronen) werden Informationen als
elektrische Impulse (Aktionspotentiale) kodiert. Fiir die Entstehung und Weiterleitung eines
Aktionspotentials sind spannungsgesteuerte Ionenkanéle verantwortlich (Hille 1992, Catterall,
1995). Damit Nervenzellen miteinander kommunizieren kdnnen, wird der elektrische Impuls
in ein chemisches Signal umgewandelt. Die Umwandlung geschieht an der Synapse, dem
Bereich der Nervenzelle, der den Kontakt in den jeweiligen Zielzellen herstellt. Das
chemische Signal wird von Neurotransmittern libertragen. Die Neurotransmitter sind in der
prasynaptischen Endigung in Vesikeln gespeichert und werden bei Erregung der Nervenzelle
in den synaptischen Spalt ausgeschiittet. Die Transmitter binden an membranstindige
Rezeptoren der postsynaptischen Nervenzelle. Die Aktivierung von Rezeptoren, die selbst
einen Ionenkanal bilden konnen, bspw. Acetylcholin-Rezeptoren oder Glutamat-Rezeptoren
(Galzi et al., 1991; Hollmann & Heinemann 1994), erzeugt eine Potentialdnderung in dem
postsynaptischen Neuron. Das postsynaptische Potential kann ein Aktionspotential in der
Zelle auslosen. Dadurch wird die Weiterleitung der Information auf die nichste
nachgeschaltete Zelle gewiihtleistet.

Die zahlenmiflig weitaus grofite. Gruppe von Neurotransmitter-Rezeptoren sind die
sogenannien G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die FEigenschaften dieser
Membranproteine werden im Folgenden niher beschrieben.

1.1 Die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR)

GPCR werden durch so unterschiedliche extrazellulire Signale, wie bspw. Licht,
Geruchsstoffe, Peptide und Neurotransmitter aktiviert (Dohlman et al., 1991). Bis heute sind
tiber 500 verschiedene GPCR bekannt. Sie sind an der Signalweiterleitung in Sinnes- und
Nervenzellen beteiligt und kommen auch im Hormonsystem vor (Probst et al, 1992; Strader et
al., 1995; Baldwin et al., 1997).

Die Rezeptoren werden in drei Unterfamilien eingeteilt. Dies sind:

1. die Rhodopsin-éhnlichen Rezepioren, bspw. biogene Amin-Rezeptoren,

2. die peptidergen Rezeptoren, bspw. Sekretin/Vasointestinal Peptid- (VIP) Rezeptoren und
3. die metabotropen Glutamatrezeptoren (Strader et al., 1995).
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Obwohl die Aktivierung der Rezeptoren durch strukturell schr unterschiedliche Liganden
erfolgt, beruht die Umsetzung in ecin zellulires Signal auf einem gemeinsamen
Funktionsprinzip. Die Bindung. der Liganden bewirkt eine Konformationséinderung der
Rezeptoren, Diese Strukturinderung wird auf trimere, GTP-bindende (G)-Proteine iibertragen
(Simon et al, 1991), die dann die Aktivitit verschiedener Zielproteine in der Zelle
modulieren. Wegen der Wechselwirkung der Rezeptoren mit G-Proteinen bezeichnet man sie
als GPCR.

Es wird angenommen, daf GPCR eine #hnliche transmembranale Topologie wie das
Bakteriorhodopsin besitzen (Dixon, 1987). Elektronen-Cryo-mikroskopische Untersuchungen
an Rhodopsin-Priiparationen aus verschiedenen Spezies (Baldwin, 1993, Baldwin et al., 1997;
Unger & Schertler, 1995; Unger et al., 1997) haben gezeigt, daB GPCR die Zelimembran
sieben Mal durchspannen. Die transmembranalen Segmente (TM) bestchen aus 20-30
hydrophoben Aminosduren und sind durch drei intrazellulire und drei extrazelluliire
hydrophile Schleifen verbunden. Eine vierte intrazelluldre Schleife wird vermutlich durch
Palmitoylierung eines im Carboxyterminus liegenden Cysteins gebildet (Mumby, 1997;
O'Dowd, 1992; Papac et al., 1992). Der Aminoterminus befindet sich auf der extrazelluldren-
und der Carboxyterminus auf der cytoplasmatischen Seite der Membran (Abb. 1).

In der Gruppe der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren, zu der auch der [3-adrenerge Rezeptor
gehort, erfolgt die Bindung der Liganden in einer Bindetasche, die von den transmembranalen
Segmenten geformt wird (Strader et al.,, 1989). An der Wechselwirkung mit dem Liganden
sind Aminosiuren beteiligt, die sich in den transmembranalen Segmenten befinden. Durch
Mutageneseuntersuchungen wurde gezeigt, dafl bspw. bei o~ und (-adrenergen-Rezeptoren
(Strader et al., 1988; Wang et al., 1991) und bei muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
(Fraser, 1989) das Aspartat 113 in TM 3 die Aminogruppe des Liganden bindet. Das Aspartat
hat hier die Funktion eines Gegenions zur positiv geladenen Aminogruppe des Liganden.
AuBerdem wurde gezeigt, dal zwei Serine in TM 5, Ser 204 und Ser 207, an der Bindung
biogener Amine beteiligt sind. Sie bilden Wasserstoffbriicken mit den Hydroxylgruppen des
Katecholrings aus (Wang et al., 1991).

Im Gegenssatz zur Rhodopsin-dhnlichen Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
binden peptiderge- und metabotrope Glutamat-Rezeptoren ihre Liganden nicht innerhalb einer
von den transmembranalen Segmenten ausgebildeten Bindetasche sondern mit dem N-
Terminus und teilweise auch mit Aminoséuren in den extrazelluldren hydrophilen Schleifen
(Baldwin, 1994), Peptiderge Rezeptoren enthalten im N-Terminus viele Cysteine. Es wird
vermutet, dafl die Cysteine Disulfidbriicken ausbilden und so die Struktur des Rezeptors
stabilisieren (Sprengel et al., 1990). Im N-Terminus der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
befinden sich meist mehrere Konsensussequenzen (N-X-S/T) fiir N-Glykosylierungen
{Kornfeld & Kornfeld, 1985; Dohlman et al., 1987). Die Glykosylierung ist weder fiir die
Ligandenbindung noch fiir die G-Protein Kopplung notwendig (Strader et al., 1989). Es wird
angenommen, daB dic Glykosylierung fiir die richtige Anordnung des Rezeptors in der
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Zellmembran bendtigt wird (Rands et al., 1990). Die Linge des N-Terminus ist in G-Protein
gekoppelten Rezeptoren sehr variabel, Sie reicht von 7 Aminosiuren, bspw. im Adenosin A;-
Rezeptor, bis zu mehr als 300 Aminosduren, bspw. im Glykoprotein Hormonrezeptor. In der
dritten intrazelluldren Schieife und im C-Terminus enthalten GPCR viele Serine und
Threonine, die potentielle Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinasen wie bspw. PKA
(CAMP abhingige Proteinkinase A), PKC (Proteinkinase C) und CaM-Kinase
(Ca**/Calmodulin-abhingige Kinase), aber auch rezeptorspezifische Kinasen wie Rhodopsin-
Kinase (Lorenz et al., 1991) oder B-adrenerge Rezeptorkinasen (BARK) (Benovic et al,, 1989;
Benovic et al.,, 1991) darstellen. Die Phosphorylierung der Rezeptoren filhrt zu einer
Desensitisierung, d.h. die Empfindlichkeit des Systems gegentiber linger anhaltenden Reizen
wird vermindert (Dohlman et al., 1991). An phosphorylierte Rezeptoren bindet ein
intrazellulires Profein, Arrestin, mit hoher Affinitit und inhibiert die Wechselwirkung
zwischen Rezeptor und G-Protein (Freedman & Lefkowitz, 1996). Arrestin kann in diesem
Komplex aber auch als Adapterprotein die Kopplung GPCR an die Tyrosinkinase c-src
ermdoglichen und dadurch die Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs stimulieren (Luttrell et al.,
1999).

extrazellular

intrazeliulér

Abb.1: Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors. GPCR bestehen aus sieben hydrophoben transmembranalen
Regionen, die mit drei hydrophilen extrazeiluléiren und drei inirazelluléiren Schleifen verbunden sind. Der N-Terminus ist
extrazellaldr, der C-Terminus intrazelluldr lokalisiert, Die dritte intrazellulire Schleife und der C-Terminus sind an der

Kopplung mit heterotrimeren G-Proteinen beteiligt.
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1.2 Signalwege G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Wie bercits anfangs erwihnt, fiihrt die Bindung eines Liganden an einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor zu einer Konformationséinderung des Rezeptorproteins. Diese
Konformationsdnderung wird auf der intrazelluldren Seite auf GTP-bindende (G)-Proteine
tibertragen. G-Proteine sind durch ,,Lipidgruppen” in der Plasmamembran verankert und
bestehen aus drei Untereinheiten: einer o-, einer - und einer y-Untereinheit, Die o-
Untereinheit des G-Proteins hat in der inaktiven Form GDP gebunden, Inzwischen sind die
Gene von 23 verschiedenen o-Untereinheiten, 5 3- und 11 y-Untereinheiten kloniert worden
(Gudermann et al., 1997). Die Aktivierung dieser G-Proteine ist mit einem Austausch des
gebundenen Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) an der o-
Untereinheit verbunden. Die aktivierte o-Untereinheit und die By-Untercinheiten der G-
Proteine dissoziieren vom Rezeptor ab. Sowohl die o-Untereinheit als auch die Py-
Untereinheiten stimulieren oder inhibieren die Aktivitit verschiedener Effektorproteine. Die
bekanntesten Effektoren sind Enzyme wie bspw. Adenylatzyklasen, Phosphodiesterasen,
Phospholipasen und Phosphatasen, aber auch Ionenkanile (Johnson & Dhanasekaran, 1989;
Birnbaumer et al.,, 1990). Zunichst wurde angenommen, daB ein bestimmter G-Protein
gekoppelter Rezeptor nur mit einem G-Protein wechselwirkt und deshalb auch nur einen
einzigen Effcktor aktiviert, Inzwischen wurde jedoch gezeigt, dal die Rezeptoren
verschiedene G-Proteine in einer Zelle aktivieren kénnen (Birnbaumer et al., 1990; Milligan,
1993). So aktiviert der op-adrenerge Rezeptor beispielsweise sowohl inhibitorische (G;) G-
Proteine (Kurose et al, 1991) als auch Ge-Proteine (Okuma & Reisine, 1992). Die
Aktivierung der Gi-Proteine bewirkt eine Inhibierung der Adenylatzyklase, dh. die
intrazelluldre Konzentration des second messengers cAMP sinkt (Sidhu, 1998). Die
Aktivierung des Go-Proteins fithrt zu einer Stimulierung der Phospholipase C-Aktivitit. Das
Enzym spaltet membranstindiges Phosphatidyl-Inositol in die Botenstoffe Inositol-1,4,5-
Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP; bindet an Rezeptoren im
endoplasmatischen Retikulum und bewirkt eine Freisetzung von Ca®* aus intrazelluliren
Speichern. Die Erhohung der Ca**-Konzentration ist fiir die Regulation weiterer Enzyme,
bspw. Ca®*/Calmodulin abhiingige Adenylatzyklasen, wichtig und wird in vielen Fillen iiber
Ca**-bindende Proteine vermittelt. DAG aktiviert Proteinkinase C (PKC). Die Kinase kann
verschiedene Zielproteine, u.a. Rezeptoren und lIonenkanile, phosphorylieren. Durch die
Phosphorylierung werden die Eigenschaften der Membranproteine moduliert.

An der Wechselwirkung zwischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren und den o
Untereinheiten von G-Proteinen sind verschiedene Proteinabschnitte beteiligt. Durch viele
Mutagenesestudien an Rezeptoren wurde inzwischen gezeigt, daffi Aminoséduren in der 2. und
3. intrazelluliren Schleife, die die transmembranalen Segmente TM 3/4 und TM 5/6
flankieren, fiir die Wechselwirkung notwendig sind (O'Dowd et al., 1989; Gudermann et al.,
1997). Zusitzlich wurde beschrieben, daB die C-terminale Sequenz des Rezeptors, die sich
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vom Ende der TM7 bis zur Palmitoylierungsstelle erstreckt, die Rezeptorbeweglichkeit
beeinflufit (Findlay & Eiopoulos, 1990) und auch an der G-Protein-Kopplung beteiligt ist
(O'Dowd et al., 1989). Das G-Protein bindet mit dem C-Terminus der o-Untereinheit an den
Rezeptor (Gudermann et al,, 1997).

cAMP

REZEPTOR 2 REZEPTOR 3

Abb. 2: Schematische Darsteliung der wichtigsten Signalwege G-Protein gekoppelter Rezeptoren, Rezeptor 1 aktiviert
nach Bindung des Liganden die G-0-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins. Diese aktiviert die Phospholipase C, die 1-
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;}) zu Inositoltrisphosphat  (IP3) und  Diacylglycerol (DAG) umsetzt.
Inositoltrisphosphat bindet an intrazellulire Rezeptoren, die die Offnung von Ca®*-Kanilen bewirken. Rezeptor 2 aktiviert
die G;-o-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins. Diese aktiviert die Adenylatzyklase, was zu einem Anstieg der cAMP-
Konzentration in der Zetle fiihrt. cAMP aktiviert die cAMP-abh#ingige Proteinkinase A, die daraufhin z.B. Ionenkanile und
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, Rezeptor 3 aktiviert die Gi-o-Untereinheit des G-Proteins. Dies fithit zur

Inaktivierung der Adenylatzyklase und zu einer Abnahme der cAMP-Konzentration in der Zelle,

Ein wesentlicher Aspekt der Rezeptor-G-Protein vermittelten Signaliibertragung liegt in dem
enormen Verstdrkungsgrad, den dieses System leistet. Dies ist besonders gut fiir die
lichtabhiingige Enzymkaskade in Photorezeptorzellen untersucht (Stryer, 1986). Das
Sehpigment Rhodopsin kann bis zu 1000 G-Proteine aktivieren. Diese Photorezeptor-
spezifischen Transducin-Molekiile aktivieren in einer ~1:1 Stochiometrie Phospho-
diesterasen. Ein aktiviertes Phosphodiesterase-Enzym spaltet bis zu zweitausend cGMP-
Molekiile/sec. Die Abnahme der intrazelluliren cGMP-Konzentration fiithrt zum Schlieflen

der zyklisch Nukleotid-gesteuerten Ionenkanile in der Plasmamembran des Photorezeptors.
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Die Zelle wird hyperpolarisiert und die Freisetzung von Neurotransmittern aus der
synaptischen Endigung des Photorezeptors unterbrochen. Der Amplifikationsgrad, der durch
die Aktivierung eines einzelnen Rhodopsin-Molekiils erreicht wird, betriigt 10°-10° (Kaupp &
Koch, 1992; Pugh & Lamb, 1993).

1.3 Dopamin und Dopaminrezeptoren

Eine Gruppe von Neurotransmittern und —rezeptoren, die im Nervensystem von Vertebraten
und Evertebraten verschiedene Funktionen haben, sind die biogenen Amine (Amin-
Rezeptoren). Zu diesen Substanzen gehéren die Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und
Dopamin sowie Serotonin, Histamin, Tyramin und Octopamin. Die biogenen Amine werden
aus den Aminoséuren Histidin, Tryptophan und Tyrosin in ein- bis mehrstufigen Reaktionen
synthetisiert. Dopamin ist das am héufigsten vorkommende Katecholamin im Gehirn von
Vertebraten. Dopamin ist an verschiedenen Prozessen wie bspw. der Bewegungskontrolle,
Steuerung von Empfindungen, der neuroendokrinen und cardiovaskuldiren Regulation (Jaber
et al.,, 1996) und der Prolactin-Sekretion beteiligt (Arnt, 1987; Seeman, 1987a,b; Carlsson,
1988). Storungen in der dopaminergen Neurotransmission sind die Ursache fiir verschiedene
pathologische Zustinde wie bspw. Schizophrenie (Seeman et al., 1987), Parkinson'sche
Krankheit (Seeman et al., 1987), Gilles de la Tourette Syndrom (Peterson, 1996),
Huntington'sche Krankheit (Ginovart et al.,, 1997) und bei Bewegungsstérungen wie der
tardiven Dyskinesie (Kane et al., 1988; Youssef & Waddington, 1987).
Der Ausfall dopaminerger Ubertragungswege in einzelnen Hirnbereichen fijhrt zu
unterschiedlichen Krankheitsbildern: '
- Der Nigro-striatale Weg kontrolliert Bewegungen. Die Zerstérung dopaminerger Neurone
im Striatum fiihrt zur Parkinson'schen Krankheit (Hornykiewicz, 1966, Seeman et al., 1987).
- Das Meso-Cortico-Limbische System ist an der emotionalen Stabilitiit beteiligt. Eine
Storung innerhalb dieses Weges fiihrt zur Schizophrenie. Dariiberhinaus wurde beschrieben,
dal diese Hirmbereiche auch das Suchtverhalten bspw. bei der Abhingigkeit von
verschiedenen Drogen wie Alkohol, Kokain, Amphetamine und Opiate steuern (Koob &
Blooni, 1988; Koob, 1992ab; Di Chiara, 1995; White, 1996). Der mesocorticolare
dopaminerge Weg ist fiir emotionale motivierende und kognitive Funktionen wichtig und
steuert Lern- und Gedéchinisleistungen (Le Moal & Simon, 1991; Civelli et al., 1993).
- Der Tuberoinfundibulire Weg reguliert die Prolactin-Sekretion und hat einen Einfluf auf die
Fruchtbarkeit. ,
Die Neurotransmitter Dopamin und Serotonin spielen eine wichtige Rolle bei Entwicklungs-,
Lern- und Gedéchtnisprozessen sowohl bei Vertebraten als auch bei Evertebraten (Davis,
1996; Bailey et al., 1994; Byine et al., 1993; Restifo & White, 1990). Ein Schliisselenzym fiir
die Biosynthese von Serotonin und Dopamin ist die Dopa-Decarboxylase. Drosophila-
Mutanten, deren Gen fiir die Dopa-Decarboxylase defekt ist, sterben meist schon im
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Embryonal- und frithen Larvalstadium aufgrund eines erhdhten Verzweigungsmusters der
Nervenzellen. Wird dem Futtermedium Dopamin zugesetzt, entwickeln sich die Tiere normal.
Im Gegensatz zu Dopamin ist die Zugabe von Serotonin wirkungslos (Budnik et al., 1989). Es
wird vermutet, da die Dopaminfreisetzung wihrend der Entwicklung fiir die Wegfindung der
Nervenendigungen notwendig ist. Unterbleibt die Freisetzung des Neurotransmitters, wachsen
die Nervenfasern unkontrolliert weiter und fiihren schlieBlich zum Tod des Tieres. Alternativ
konnte die Dopaminfreisetzung auch den Zelltod (Apoptose) einzelner Neurone einleiten.

Fiir die Einleitung einer zelluléiren Reaktion auf die Dopamin-Freisetzung sind spezifische
Dopamin-Rezeptoren in der Zellmembran verantwortlich. Dopamin-Rezeptoren gehéren zur
Familie der Rhodpsin-dhnlichen Rezeptoren (Hepler & Gilman, 1992; Exton, 1994; Neer
1994). Bei Vertebraten sind sieben Dopamin-Rezeptor Subtypen bekannt, Die D1, Dlc, Dlp
und D35-Rezeptoren bilden die Gruppe der D1-Rezeptoren. Die D2, D3 und D4-Rezeptoren
bilden die Gruppe der D2-Rezeptoren (Gingrich & Caron, 1993; ODowd, 1993; Sugamori et
al., 1994; Demchyshyn et al,, 1995). Fiir alle Dopamin ID1-Rezeptoren wurde beschrieben,
daB sie Adenylatzyklasen stimulieren. Inzwischen wurde aber auch gezeigt, daf DI-
Rezepioren weitere Signalwege aktivieren, wie bspw. die Stimulierung von Phospholipasen,
die zur Bildung von IP; und Ca2+-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern (Mahan et al.,
1990; Undie et al,, 1994), aber auch zur Aktivierung des Arachidonsédurestoffwechsels fithren
(Piomelli et al, 1991). Dariiberhinaus wurde beschrieben, dafl D1-Rezeptoren auch die
Aktivitit von Ca**-, K*- und Na*-Tonenkanilen regulieren kénnen (Laitinen 1993, Sidhu
1998). Im Gegensatz zu D1-Rezeptoren kdnnen die D2-Rezeptoren Adenylatzyklasen nicht
aktivieren. D2-Rezeptoren inhibieren entweder die Adenylatzyklase oder verwenden andere
Signalwege (Ginrich & Caron, 1993; O'Dowd, 1993).

Bei Drosophila melanogaster wurden bisher zwei Dopamin-Rezeptorgene identifiziert,
Sowoh! der DmDOP1, als auch der DAMB-Rezeptor gehdren funktionell zur Familie der D1-
Rezeptoren (Gotzes et al.,, 1994; Han et al,, 1996). Die Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zu
einer Steigerung der Adenylatzyklase-Aktivitit und somit zur Erhohung der intrazelluliiren
cAMP-Konzentration. Der DmDOP1-Rezeptor wird im zentralen Nervensystem, in der
Retina und in den Antennen exprimiert (Gotzes et al., 1994). Der DAMB-Rezeptor wird vor
allem in den Pilzkdrpern exprimiert, in denen die olfaktorische Wahrnehmung bei Insekten
stattfindet, Im Gegensatz zu den Vertebraten D1-Rezeptorgenen, ist das DmDopl-Gen von
Introns unterbrochen. Es kodiert fiir ein Protein von 511 Aminosduren Linge mit einem
Molekulargewicht von 55,9 kDa, Obwohl die funktionellen und pharmakologischen
Eigenschaften der Drosophila Dopamin-Rezeptoren bereits gut charakterisiert sind, ist liber
die entwicklungs- und zellspezifische Regulation der Rezeptor-Genexpression bisher nichts

bekannt,
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1.4 Regulation der Rezeptor-Genexpression

Mit molekularbiologischen Methoden sind inzwischen die Sequenzen von mehr als 20
biogenen Amin-Rezeptoren aufgeklirt worden (Donnelly et al., 1994). Im Gegensatz dazu
sind die Sequenzen der Promotoren dieser Gene bisher nur selten aufgeklédrt und untersucht
worden, Die meisten Rezeptoren werden gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert, Um
die Funktion der Rezeptoren zu unterschiedlichen Entwicklungsphasen bzw. in bestimmten
Zelltypen besser verstehen und untersuchen zu kénnen, ist es notwendig, die regulatorischen
Bereiche der Rezeptorgene zu charakterisieren. Die Struktur eukaryontischer Promotoren der
Klasse II, d.h. Promotoren von Genen, die von RNA-Polymerase II transkribiert werden, ist
sehr komplex aufgebaut. Sie besitzen alle einen zentralen (Core)-Bereich, sowie weitere
regulatorische Sequenzen, die in unterschiedlicher Entfernung in 5'- und 3'- Richtung vom
Transkriptionsstartpunkt liegen (Abb. 3). An das Core-Element binden- die
Transkriptionsfaktoren wie bspw. TFII D, A, sowie I, B, F und E. Sie bilden mit der RNA-
Polymerase 1I einen Priinitiationskomplex (Roeder, 1991). Einige Promotoren besitzen im
Bereich des Transkriptionsstarts (+1) ein INR-Element. Im Bereich von —235 bis —30 bp vor
dem Transkriptionsstart befindet sich in vielen, sogenannten Haushaltsgenen, eine TATA-
Box. Im Bereich zwischen —150 und + 50 bp vom Transkriptionsstart werden hiufig CAAT-
und GC-reiche Elemente gefunden. An diese regulatorischen Sequenzen binden spezifische .
Transkriptionsfaktoren. Neben den zuletzt beschriebenen Sequenzmotiven wurden in
Promotoren dariibethinaus Sequenzen identifiziert, die die Transkription herabsetzen
(Silencer-Elemente) oder erhéhen (Enhancer-Elemente). Die Position der ,,Enhancer” und
woilencer-Sequenzen ist schr variabel. Sie konnen sowohl im 5'- und 3'- Bereich vom
Transkriptionsstart bzw. in Exons und Introns oder sogar in der transkribierten RNA
(Ogbourne & Antalis, 1998) liegen. |
Es ist bekannt, daB die Transkription einer Vielzahl von Genen durch cAMP-abhiingige
Transkriptionsfaktoren wie CREB und AP2 reguliert wird (Mitchell & Tjian, 1989).
Transkriptionsfaktoren wie bspw. CREB (cAMP-responsive element binding protein) werden
im Zellkern von Proteinkinase A phosphoryliert. Erst in der aktivierten, d.h. phosphorylierten
Form kann CREB an CRE-.Sequenzen {(cAMP-responsive element) bestimmter Promotoren
binden und die Transkription des Gens regulieren (Sassone-Corsi, 1995). Rezeptoren, die die
intrazelluldre cAMP-Konzentration erhShen, kénnen durch Aktivierung von CREB die eigene
Genexpression steuern. Diese Autoregulation ist bspw, fiir den menschlichen Dopamin D1-

Rezeptor gezeigt worden (Minowa et al., 1996).
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Abb. 3.: Schematische Darstellung eukaryontischer Promoteren und ihre Transkriptionskomplexe (aus Roeder,
1991). Es werden drei Typen eukaryontischer Promotoren der Klasse Il unterschieden: Die TATA'INR™ (oberste Abb.), die
TATA'INR® (mittlere Abb.) und die TATA'INR". (untere Abb,) Promotoren. An die zentralen Sequenzen binden
Transkriptionsfaktoren wie bspw. TFII D, A bzw. I, B, F und E und bilden zusammen mit der RNA-Polymerase II den
Priinitiationskomplex (PICYA bzw. PIC/L. TATA'TNR*-Promotoren sind in der Lage, sowohl den PIC/A als auch PIC/I zu
bilden. '

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bisher wurden die Promotoren des menschlichen Dopamin D1- und D5-Rezeptors (Minowa
et al., 1993; Lec et al., 1996; Beischlag et al., 1995) sowie des Dopamin D2-Rezeptors aus der
Ratte (Minowa et al., 1992) kloniert. Uber die Struktur und Funktion detr Promotoren der
Evertebraten-Rezeptoren ist nichts bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es, den Promotor des
DmDOP1-Rezeptors zu klonieren. F. Gotzes hat das Gen in seiner Doktorarbeit kloniert und
den Rezeptor pharmakologisch charakterisiert. Die cDNA ist 2538 Bp lang und besitzt einen
offenen Leserahmen von 1533 Bp. Vermutlich ist der 5'- und 3'-nicht-translatierte Bereich
unvollstiandig. Fiir die Klonierung und Charakterisierung des Promotors ist es wichtig, die
noch fehlenden Sequenzabschniite zu isolieren. Danach sollen einige Fragen beantwortet

werden;

1.) Wird das DmDop1-Gen von einem starken oder schwachen Promotor reguliert?

2.) Ist der Promotor nur in neurconalen Zellen aktiv?

3.) Konnen regulatorische Bereiche bzw. Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die
Riickschliisse auf die gewebsspezifische oder ggf. entwicklungsspezifische Regulation
zulassen?

4.) Kann das Rezeptorgen durch cAMP-abhéngige Transkriptionsfaktoren reguliert werden?
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2, Material und Methoden
2.1. Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg),
Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisenhofen) bezogen. Chemikalien zur Synthese von Oligonukleotiden wurden von der
Firma MWG (Ebersberg) geliefert.

Enzyme und die dazugehérigen Puffer wurden von Ambion (Austin, Texas, USA), Biometra
(Gottingen), Boehringer (Mannheim), GIBCO BRL (Eggenstein), NEB (Schwalbach),
Pharmacia (Freiburg), Promega (Heidelberg), Stratagene (Heidelberg) und USB (Bad
Homburg) bezogen. Das LB-Medium wurde von der Firma Sigma (Deisenhofen) geliefert.
[a—SSS]dATP mit einer spezifischen Aktivitit von >1000 Ci/mmol, [a—szP]dCTP mit einer
spezifischen Aktivitiit von >6000 Ci/mmol und [7—32P}ATP mit einer spezifischen Aktivitit
von >5000 Ci/mmol wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen, Die
Autoradiographien wurden unter Verwendung von X-OMAT™AR-Filmen der Firma Kodak
(Rochester) durchgefiihrt. Nylonmembranen fiir den Transfer von Nukleinsiuren wurden von

der Firma Qiagen (Hilden) geliefert.

Falls nicht anders angegeben, wurden die hier beschriebenen Methoden aus Sambrook et al.

(1989) iibernommen oder in Anlehnung daran modifiziert.
2.2 Stamme und Medien
2.2.1 Bakterienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Escherichia coli K12 Bakterienstimme eingesetzt:
Der Stamm XL1-Blue (Bullock et al., 1987) (recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [FproAB, lacl"ZAM15, Tnl0(tef')]) wurde zur Anreicherung von pBluescript-
Derivaten verwendet.

Der Stamm K 802 (Biolabs) (el4 (McrA"), mcrBl, hsdR2, galK2, galT22, supEd4, mefB1)
wurde zur Anreicherung von A Charon 4A-Phagen eingesetzt (Blattner et al., 1977).

Fiir die Expression der pQE-Fusionsproteine wurde der FK.coli Stamm MI15 (pREP4)

verwendet,
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2.2.2 Medien zur Anzucht von Bakterien

Bakterienkulturen wurden in LB-Medium (10g/l Bacto-Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 10g/l
Natriumchlorid) bei 37°C kultiviert, LB-Agar enthielt zusiitzlich 1,5 % Agar. Fliissigkulturen
wurden in einem Rotationsinkubator (New Brunswick, Niirtingen) oder in einem
Warmluftschiittler (Braun-Dissel, Melsungen) angezogen. Fiir die Selektion auf
plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium Ampicillin in einer Konzentration
von 100 pg/ml zugesetzt. Fiir Plasmid-Priparationen wurden Kulturen verwendet, die
mindestens 8 Stunden bei 37°C inkubiert wurden.

2.2.3 o~Komplementation

Zur Identifizierung rekombinanter Plasmide wurde dem Agar 40 pg/ml X-Gal (5 Bromo-4
Chlor-3-Indolyl/B-D-Galaktopyranosid) in Dimethylformamid und 20 pg/fml IPTG (Isopropyl-
B-D-thiogalaktosid) in Wasser Zugesetzt.

Plasmide, die das lacZ Gen (ragen, kodieren fiir das o-Peptid der B-Galaktosidase. Das IPTG
indzuiert die Bildung der [-Galaktosidase, die das Substrat X-Gal spaltet. Durch die
Klonierung eines DNA-Fragmentes in die kodierende Region des o-Peptids, geht die
Fihigkeit zur o-Komplementation verloren. Dadurch kann der Stamm XL1-Blue keine
enzymatisch aktive P-Galaktosidase bilden. Kolonien, in denen enzymatisch aktive f-
Galaktosidase gebildet wird, sind blau gefirbt. Kolonien mit rekombinanten Plasmiden sind
deshalb weif3.

2.3 Zellinien und Medien

2.3.1 Zellinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zellinien verwendet:

HEK?293-Zellen, menschliche embryonale Nierenzellinie (Fa. ECACC Nr. 85120602, UK)
SK.N.SH-Zellen, menschliche Neuroblastom-Epithelzellen (Fa. ECACC Nr, 86012802, UK)
Neuro2a-Zellen, Maus-Albino Neuroblastom-Tumorzellen (Fa. ECACC Nr, 89121404, UK)

Drosophila Schneider2-Zellen (S2-Zellen), embryonale Drosophila melanogaster Zellinie
{(Invitrogen Lot 702868, Schneider 1972).
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2.3.2 Medien zur Anzucht von Zellinien

HEK?293- und Neuro2a-Zellen wurden mit ,,Minimal Essential Medium* (MEM, Gibco), das
mit 10% fotalem Kilberserum (Gibco), 10 ml/l Antibiotika/Antimykotika Losung (100x,
Gibco), 10 ml/l 0,2 M L-Glutamin (Gibco), sowie 10 ml/l nicht essentiellen Anﬁnos'aiuren
(100x Gibco) versetzt war, kultiviert (Laborbezeichnung M10).

SK.N.SH-Zellen wurden mit ,, Dulbecco’s modified Eagles medium with 4,5g/1 glucose®
(DMEM, Sigma), das 10% fotales Kélberserum (Gibco), 10 ml/l Antibiotika/Antimykotika
Losung (100x Gibco) und 10 mi/l 0,2 M L-Glutamin (Gibco) erhielt, kultiviert
(Laborbezeichnung DM+).

Die Anzucht der aufgeftihrten Zellinien erfolgte bei 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit und 37°C
in einem Brutschrank (Heraeus Instruments BB6060).

Schneider2-Zellen wurden mit DES™ Expressionsmedium, dem 10% hitzeinaktiviertes
fotales Kilberserum, 50U Penicillin G/l und 50 ug Streptomycinsulfat/l hinzugefiigt wurde
(Laborbezeichnung DES+), bei 24°C in einem Brutschrank kultiviert.

2.4 Fliegenstimme (Drosophila melanogaster)

Zur Isolierung von RNA wurde der Drosophila melanogaster Stamm Oregon R (Wildtyp)

benutzt.
2.5 Fliegenhaltung

Etwa 500 Fliegen wurden in Polystyrol—Zuchtrbm'chen (Greiner, & 50 mm) gehalten, die zu 5-
10 % mit Nidhrmedium (7g/1 Agar, 7,5 g/l Biickerhefe, 60g/l Kristallzucker, 100g/l Maisgrie8},
1,25 g/l Nipagin (4-Hydroxy Benzoesidure-Methylester), 1 g/l Vitamin C) gefiillt waren. Die
Aufzucht der Fliegen erfolgte bei 25 °C, 80 % Luftfeuchtigkeit und 12-stitndigem Tag/Nacht-
Rhythmus in einem Brutschrank (RUMED, Rubarth Apparate GmbH).

2.6 Plasmide
Fiir Subklonierungen wurde das Plasmid pBluescript I SK — (Stratagene, Short et al., 1988)
benutzt, Die Transfektionen zur Bestimmung der CAT-Reportergenaktivititen erfolgten mit

den Vektoren pCAT®3-Basic, pCAT®3-Enhancer, pCAT®3-Control und pCAT?3-Promotor
(Groskreutz et al. 1995, Promega Notes). Die Transfektionseffizienz wurde durch
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Cotransfektion des Plasmides pSV-f}-Galactosidase (Promega) mit den oben genannten CAT-
Vektoren bestimmit.
Die Herstellung der DmDopl-Fusionsproteine erfolgte mit dem Vektor pQE30 (Qiagen,

1997).
2.7 Genbibliotheken

Die verwendete genomische Bibliothek aus Drosophila melanogaster wurde von T. Maniatis
(Maniatis et al., 1978) aus Embryonen des Wildtyp-Stamms Canton § hergestellt. Die DNA
wurde mechanisch geschert und mit synthetischen Eco RI-Linkern versehen.

2.8 Groflenstandards

DNA-Gréfienstandard
A(c1857ind1SamT)-DNA, EcoRI/HindIIl geschnitten: 500 ng/7,5 pl
FragmentgroBen: 21.226, 5.148, 4.973, 4.268, 3.530, 2,027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831,

564, 125 Bp

Protein-GriBenstandard
LMW-Gréfenstandard (Proteine mit niedriger Molmasse; Pharmacia): 1,2 pug/pl in 1x SDS-

Probenpuffer,

Bandengriien: 94 kDa (Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel), 67 kDa (Albumin aus
Rinderserum), 43 kDa (Ovalbumin aus Hithnereiweif3), 30 kDa (Carboanhydrase aus Rinder-
Erythrozyten), 20 kDa (Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne), 14 kDa (oi-Lactalbumin aus
Kuhmilch).

2.9 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer (Applied Biosystems 391) synthetisiext.
Fiir die Reinigung der Oligonukleotide wurde das SHulenmaterial in Ammoniak iiberfiithrt und
{iN bei 55°C inkubiert. Nach Evaporation des Ammoniaks wurden die Oligonukleotide in
H>0 resuspendiert und mit Ethanol gefillt.

Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgefiihit.
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2.10 Quantifizierung von Nukleinsiuren
2.10.1 Photometrische Bestimmung

Fiir die photometrische Bestimmung wurde die Extinktion der DNA-Losung bei 260 und 280
nm (Schichtdicke: 1 cm) bestimmt. Eine Absorption Asse = 1 entspricht 50 pg/ml
doppelstringiger DNA, 40 ng/mi RNA bzw. 33 ug/ml einzelstringiger Oligonukleotide. Der
Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 nm betréigt bei einer reinen DNA-LGsung 2.

2.10.2 Ethidiumbromid-Fluoreszenz

Fiir die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Fluoreszenz wurde die
DNA-Lssung und ein DNA-Standard bekannter Konzentration (2.8) in einem Agarosegel
(2.13.3) in Gegenwart von Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 pg/ml) anfgetrennt. Ein
Vergleich der Fluoreszenz-Intensititen der Banden unter UV-Licht (302 nm) erlaubte ecine

Konzentrationsabschétzung.

2.11 Préparation von Nukleinsduren

2.11.1 Priparation von Plasmid-DNA aus E, lcoli
2.11.1.1 Mini-Priparation

Plasmid-Priiparationen wurden durch alkalische Lyse nach der Methode von Birnboim und
Doly (1979) durchgefiihrt. Die pelletierten Bakterienzellen aus 1,5 ml Kulturvolumen wurden
in 100 pl Losung I (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert
und mit 200 pi Losung II (0,2 M NaOH, 1% SDS) lysiert. SIS, Proteine und bakterielle DNA
wurden nach Zugabe von 150 pl Losung IT (3 M K-Acetat, pH 4,8) gefiilt.

Nach Zentrifugation (18.000 x g, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand einmal mit
Phenol/Chloroform (1:1) und einmal mit Chloroform extrahiert und die Nukleinsduren durch
Zugabe von 1 ml Ethanol gefillt. Die Nukleinsiuren wurden mit 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 20 V ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7.4, 1 mM EDTA pH 8,0)

resuspendiert.

~14-




Material und Methoden

2.11.1.2 Midi-Priparation

Bakterienzellen aus 50 ml Kulturvolumen wurden sedimentiert (5.000 x g, 10 min, 4°C), in 5
ml Losung I (2.11.1.1) resuspendiert und mit 10 ml Losung I lysiert. SDS, Proteine sowie
bakterielle DNA wurden mit 10 mi Lésung IH gefillt, Nach Zentrifugation (5.000 x g, 10 min,
4°C) wurde der Uberstand filtriert und mit 15 ml Isopropanol versetzi. Die gefillten
Nukleinstéuren wurden durch Zentrifugation sedimentiert (5.000 x g, 10 min, 4°C). Das Pellet
wurde in 1,45 ml HyO geldst und die RNA durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl-Losung und 50
pl 1 M Tris/HCI pH 7,5 gefillt. Nach ermneuter Zentrifugation (5.000 x g, 10 min, 4°C) wurde
der Uberstand mit 10 ml Ethano} versetzt und 1 h bei -20°C inkubiert. Die Nukleinsiuren
wurden sedimentiert (5.000 x g, 10 min, 4°C), in 500 pul TE-Puffer (2.11.1) resuspendiert und
die restliche RNA durch Zugabe von 2 pl RNase-Cocktail (Ambion) 30 min bei 37°C verdaut.
Die Lisung wurde zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform
extrahiert. Die wissrige Phase wurde mit 50 pl 3 M LiCl und 1,6 ml Ethanol versetzt und die
DNA durch Zentrifugation sedimentiert (18.000 x g, 5 min, RT). Der Niederschlag wurde mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 ul TE-Puffer resuspendiert.

2.11,2 Priparation von A-Phagen-DNA
2.11,2.1 Herstellung von Mg**-Zellen

Fiir die Herstellung von Mg**-Zellen wurde der E.coli-Bakterienstamm Y1090 und K802
verwendet.

50 ml LB-Medium, das zusitzlich 10-20 mM MgCl, und 0,2% Maltose enthielt, wurden mit
einer Einzelkolonie des E.coli Stamms beimpft und 6-8 h bei 37°C inkubiert. Die Suspension
wurde zentrifugiert (5000 x g, 15 min, 4°C) und die sedimentierten Zellen in 10 mM MgSO,
resuspendiett, so daf} die Losung eine ODggo von 10 aufwies.

2.11.2.2 Anzucht von A-Phagen auf NZY-Platten

Mg**-Zellen (2.11.2.1) wurden mit dem bendtigten Volumen der Phagensuspension versetzt
und 15 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3-10 ml vorgewidrmtem (50°C) NZY-Top-
Medium (NZY: 10 g/l NZ-Amine, 5g/1 Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 2 g/l MgSO4 x 7 HyO; fiir
Top-Medium zuséitzlich 7 g/l Agarose) wurde der Ansatz auf NZY-Platten (NZY mit 15 g/l
Agar) verieiit und N bei 37°C inkubiert.
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2.11.2.3 Priiparation von A-Phagen-DNA aus kleinen Lysaten

Die Préiparation erfolgte nach der von Santos (1991) beschriebenen Methode. 50 ul Mg”*-
Zellen des bendtigten Bakterienstammes wurden mit 2-5 pl des Phageneluats versetzt. Der
Ansatz wurde 15 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend in 5 ml NZY-Medium iiberfiihrt und
bis zur Lyse der Bakterien im Rotationsinkubator bei 37°C inkubiert. Das Phagenlysat wurde
mit 2 ul DNaseI (1 mg/ml) und 2 pul RNase-Cocktail (Ambion) 20 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 100 ul 2 M ZnCl,-Losung wurde die Inkubation fiir weitere 5 min bei 37°C
forigesetzt. Die Losung wurde zentrifugiert (5000 x g, 10 min, 4°C). Der Niederschlag wurde
in 500 ul TES-Puffer (0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 0,1 M EDTA pH 8,0, 0,3% SDS) resuspendiert
und 15 min bei 60°C inkubiert. Nach Zugabe von 60 ul 3 M KAc pH 4,8 erfolgte eine 5 min.
Zentrifugation (18.000 x g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde zweimal mit
Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform extrahiert. Die wissrige Phase wurde
mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt. Die Nukleinséiuren wurden abzentrifugiert
(18.000 x g, 5 min, 4°C) und nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol in 50-100 ul TE-

Puffer aufgenommen.
2.11,3 Priiparation von Gesamt-RNA aus Drosophila melanogaster Gewebe

Die RNA aus Embryonen, Larven, Puppen und adulten Fliegen wurde mit der LiCl/Harnstoff-
Methode isoliert.

Etwa 1 g Gewebe wurde in 7 ml Losung I (5 M Harnstoff, 3 M LiCl) homogenisiert und die
Zelltrlimmer durch Zentrifugation (5000 x g, 15 min, RT) abgetrennt. Nach einer Inkubation
von mindestens 4 h bei 4°C wurde die RNA sedimentiert (18.000 x g, 15 min. 4 °C) und in
500 ml Losung II (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM EDTA pH 8,0, 1 % SDS) resuspendiert.
Nach zweimaliger Phenol/Chloroform- und Chloroform-Extraktion wurde die RNA mit
Ethanol gefillt und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen,

2.11.4 Anreicherung von poly (A)"-RNA aus Gesamt-RNA von Drosophila melanogaster
Die Anreicherung polyadenylierter RNA wurde mit Oligotex™ von Qiagen nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt. Die Ausbeute wurde photometrisch bestimmt (2.10.1). Die poly
(A)*-RNA wurde mit Ethanol gefillt und bei —20 °C gelagert.
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2.12 Modifizierung von DNA-Fragmenten
2.12.1 Glitten iiberhéingender Enden von DNA-Fragmenten

Zum Aauffiillen iiberhiingender 5-Enden wurde 500 ng DNA mit 2 U Klenow-Fragment [EC
2.7.7.71 und 0,1 mM dNTPs in Restriktions-Puffer B (Boehringer) 30 min bei 37°C inkubiert.
Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I besitzt eine 3'—5'Exonuklease-Aktivitét, so
daf tiberhdngende 3-Enden ebenfalls entfernt werden.

2.12.2 Phosphorylierung der 5’-Enden von DNA-Fragmenten

Da PCR-Fragmente keine endstidndigen 5'-Phosphat-Gruppen besitzen, wurden sie vor der
Ligation in Vektoren phosphoryliert. Die DNA wurde mit 5-10 U T4-Polynukleotidkinase
[EC 7.1.78] (Bochringer) in dem mitgelieferten Puffer und 1 mM ATP 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach 10 min. Hitze-Inaktivierung der Kinase bei 65°C wurden die Fragmente fiir
die Ligation eingesetzt, Wurde vor der Phosphorylierungsreaktion eine -Klenow-Reaktion
durchgefiihtt, mufiten die Desoxynukleotide entweder durch Ethanol-Fillung oder durch
Agarosegel-Gelektrophorese (2.13.3) entfernt werden,

2.12.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Fiir die Dephosphorylierung wurden 5 pg linearisierte DNA mit 1 U alkalischer Phosphatase
[EC 3.1.3.1] (Boehringer) in dem mitgelieferten Puffer 1 h bei 37°C inkubiert. Die
Phosphatase wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen 250 mM EGTA und 30 min Inkubation
bei 65°C inaktiviert. Nach zweimaliger Phenol/Chloroform- und Chloroform-Extraktion
wurde die DNA entweder ethanolgefilit oder in einem Agarosegel aufgetrennt (2.13.3).

2.13 Analyse von DNA

2.13.1 Restriktionen

[ pg Plasmid-DNA wurde mit einem 2 bis 3-fachen UberschuB an Enzymeinheiten eine
Stunde in dem vom Hersteller gelieferten Puffer und der angegebenen Temperatur inkubiert.

Die Proben wurden entweder in einem Agarosegel (2.13.3) aufgetrennt oder mit
Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert und mit Ethanol gefilit.

-17 -




Material und Methoden

2.13.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al.
(1977) durchgefiihrt. Es wurde das Sequenase Kit Version 2.0 (USB) nach Angaben des
Herstellers benutzt. Die doppelstrdngige DNA wurde vor der Reaktion alkalisch denaturiert.
Zur radioaktiven Markierung wurde pro Reaktion 2,5 nCi [(x-3SS]dATP eingesetzt,

Zur Auflésung von Kompressionen wurden einige Proben z.T. mit dem Deaza G/A

T7Sequencing™ Mix der Fitma Pharmacia sequenziert.

Die Sequenzierreaktionen wurden in 0,4 mm dicken, denaturierenden Polyacrylamid-Gelen
(6% Acrylamid/Bisacrylamid 19:1, 8 M Harnstoff, 1x TBE) in einer S2 Sequenzierkammer
von Gibco BRI, aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Die Elektrophorese wurde bei 60
W etwa 2,5 bis 3 h durchgefiihrt. Fiir die Analyse von DNA-Bereichen, die sich in weiterem
Abstand zum Sequenzierprimer befanden, wurde die Elektrophorese bei 60 W fiir 5,5 bis 6 h
qder bei 20 W {iir 15-18 h durchgefiihrt.

Das Gel wurde 15 min fixiert (5 % Ethanol, 5 % Essigséure), auf ein Filterpapier (Whatman
3MM) iibertragen und 45 min im Vakuum bei 80°C getrocknet (Gel Dryer 583, Biorad)., Der
Nachweis der Fragmente erfolgte durch Autoradiographie tiber Nacht (RT).

2.13.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele benutzt. Die
Konzentration der Agarose variierte zwischen 0,5 % (Auftrennung von Fragmenten >5000
Bp) und 2% (Auftrennung von Fragmenten <500 Bp). Die Ethidiumbromid-Konzentration im
Gel und Puffer betrug 1 pg/ml. Vor dem Auftragen wurden die Proben mmt 1/5 Volumen
Probenpuffer (100 mM EDTA, 20% Ficoll400, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol)
versetzt. Die Elektrophorese wurde bei 60 bis 140 V durchgefihrt, Als Puffersystem diente 1x
TBE (50 mM Tris/Borat pH 7,8, 1 mM EDTA pH 8,0).

2.13.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit der
Zentrifugationsmethode (Heery et al., 1990) durchgefiihrt. Hierzu wurde das obere Drittel
eines Eppendorfreaktionsgeféfies entfernt, der Boden mit einer Kaniile durchstochen und mit
silanisierter Glaswatte gefiillt. Das Agarosestlick, das das gewiinschte DNA-Fragment
enthielt, wurde auf die Glaswatte gelegt. Das Reaktionsgefdfl wurde in ein zweites Gefil
gesetzt und in einer Eppendorfzentrifuge bei 9000 x g, 10 min bei RT zentrifugiert, Das Eluat
enthielt das DNA-Iragment.

-18 -




Material und Methoden

2.14 Klonierung von DNA-Fragmenten
2.14.1 Ligation von DNA

Fiir Ligationen wurden die zu ligierenden Fragmente in einem molaren Verhiltnis von 3:1 bis
10:1 (Insert:Vektorfragment) eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit T4-DNA-Ligase (1
U/ul) [EC 6.5.1.1] und dem vom Hersteller (Pharmacia) gelieferten Inkubationspuffer 1 h bis
iiN bei 16°C inkubiert.

2.14.2 Herstellung kompetenter Zellen

50 ml LB-Medium wurde mit einer Bakterienkultur angeimpft und bis zu einer ODgpo von 0,4
bei 37°C inkubiert und 10 min auf Eis abgekiihlt, Die Zellen wurden zentrifugiert (3000 x g,
10 min, 4°C), in 25 ml 100 mM CaCl, resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 5 ml kaltem 100 mM CaCly/30% Glyzerin
resuspendiert und 2 bis 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden aliquotiert und bei -80°C
gelagert.

2.14.3 Transformation von E, coli

Der Ligationsansatz wurde mit 100 ul kompetenter Zellen versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten (LB-Medium mit 15 g/l Agar), die das
bendtigte Antibiotikum enthielten, ausplattiert. _
Fiir Retransformationen von Plasmiden wurde eine Pipettenspitze in die Plasmid-Losung
getaucht und mit den kompetenten Zellen gemischt, Der Ansatz wurde fiir 30 min auf Eis
inkubiert und ausplattiert (s.0).

Alternativ hierzu wurde der Retransformatiosansatz direkt in 50 m! LB-Medium (mit dem
entsprechenden Antibiotikum) pipettiert. Die Kulturen wurden fiir mindestens 8 h bei 37°C im
Warmluftschiittler inkubiert (2.2.2).

2.14.4 Subklonierung von genomischer DNA aus A-Phagen
DNA-Inserts wurden mit Restriktionsendonukleasen aus A Charon 4A-Phagen isoliert
(2.11.2.3) und gelelektrophoretisch von den Vektor-Fragmenten getrennt (2.13.3).

Anschlieend wurden die Fragmente aus dem Gel eluiert (2.13.4) und in den Vektor
pBlueskript SK- ligiert (2.14.1).
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2.15 Ampilfizierung von DNA mittels Polymerase-Ketten Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten Reaktion (PCR) wurde in Geriten von Perkin Elmer oder Biometra
durchgefiihrt. Die fiir die PCR eingesetzten Oligonukleotide werden als Primer bezeichnet.
Ein Standard-Ansatz (100 pl) hatte folgende Zusammensetzung:

Plasmid-DNA: 20 pg
Primer: 10 ng/Base (d.h. fiir einen Primer mit 17 B 170 ng/ul)

1x PCR-Puffer (Biometra)

0,2 mM dNTPs

2,5 U PrimeZyme (Biometra)
Die Amplifikation der DNA erfolgte mit 7-45 Zyklen.
Reaktionsbedingungen:
Denaturierung: 94°C, 40 s (bei der ersten Denaturierung 2,5 min)
Hybridisierungsreaktion: Schmelztemperatur (Ty, der Primer minus 2°C) (wobei jeweils die
niedrigere Schmelztemperatur der beiden Primer als Ty, benutzt wurde), 40 s
Berechnung von Ty, T, = (G+C) x 4°C + (A+T) x 2°C - Fehlbasenpaarung x 4°C
Polymerasereaktion: 72°C, 40 s

Die Ansitze wurden mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert und die DNA mit

Ethanol gefillt.
Zum Einfiigen von Schnittstellen wurden Oligonukleotide benutzt, deren Sequenz so

veriindert war, daf die gewiinschte Mutation bei der PCR generiert wurde.
2.16 Herstellung von cDNA aus poly (A)*-RNA aus Drosophila melanogaster Geweben

Fir die Durchfiihrung von PCR-Reaktionen auf poly (A)'-RNA mufBte zunidichst der
komplementéire DNA-Strang synthetisiert werden. Ein 20 pl Ansatz hatte folgende

Zusammensetzung:

poly (A)-RNA: ca, 400 — 800 ng
Primer: genspezifisch oder oligo-dT-anchor-Primer (5-RACE-Kit von
' Boehringer)

Ix cDNA Synthese-Puffer

ImM Desoxynukleotid-Gemisch

19,5 U RNA-guard

20 U AMV Reverse Transkriptase bzw. M-MLV Reverse Transkriptase
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Der Annealing-Ansatz (poly (A)"-RNA und Primer) wurde 10 min bei 65 °C inkubiert, direkt
auf Eis abgekiihit und kurz zentrifugiert, bevor die weiteren Komponenten zugefiigt wurden.
Die cDNA-Synthese erfolgte fiir 1 h bei 48 °C. Anschliefend wurde die Reverse
Transkriptase fiir 10 min bei 65 °C inaktiviert.

2.17 Amplifizierung von cDNA-Enden (,,RACE*)
2.17.1 Amplifizierung von 5'-Enden mittels ,,5'-RACE*

Die 5-RACE (rapid amplification of cDNA-ends)-Methode ermdéglicht die Identifizierung
von unbekannten 5'-Enden eukaryontischer Gene. Im ersten Schritt erfolgt die Synthese von
cDNA aus poly(A)-RNA. Durch zwei sich anschlieBende PCR-Reaktionen wurde das
gewiinschte 5'-Ende amplifiziert. Die Experimente wurden nach Angaben des Herstellers
unter Verwendung des 5'-RACE-Kits (Fa, Boehringer) durchgefijhrt,

cDNA-Synthese:
Fiir die cDNA-Synthese (2.16) wurde ca. 400 ng poly(A)*-RNA aus Drosophila melanogaster
Kopfen, ein genspezifischer Primer (#1631, s. Anhang, 0,03 pM) und die AMV-Reverse

Transkriptase eingesetzt.

Reinigung der cDNA.:

Vor der ,, Tailing”-Reaktion (s.u.) wurden nicht eingebaute Nukieotide und Primer aus dem
c¢DNA-Syntheseansatz entfernt. Die Reinigung erfolgte mit dem ,, High-Pure PCR-Product
Purification-Kit*“ der Firma Boehringer.

» Lailing® -Reaktion:

Poly (A)"-RNA besitzt am 5-Ende keinen poly(A)*-Sequenzabschnitt, wie am 3'-Ende des
Molekiils. Damit der oligo-dT-anchor-Primer in der 1. PCR an das 5-Ende hybridisieren
konnte, muBte ein kiinstliches poly(A)'-Ende mit Hilfe der Terminalen Transferase angefiigt
werden, Hierflir wurde 19 pl der gereinigten cDNA, 1x Reaktionspuffer und 0,2 mM dATP
eingesetzi. Der Ansatz wurde 3 min bei 94 °C inkubiert, direkt auf Eis abgekiihlt und kurz
zentrifugiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 U Terminaler Transferase gestartet
und erfolgte fiir 10 min bei 37 °C, Die Terminale Transferase wurde 10 min bei 68 °C
inaktiviert. Die modifizierte cDNA konnte direkt fiir die 1. PCR eingesetzt werden.
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1. PCR:

Die 1. PCR wurde, wie in 2.15 beschrieben durchgefiihrt. Fiir die PCR wurde 10 % der dA-
,»getailten” ¢DNA, 0,75 pM oligo-dT-anchor-Primer, 0,01 pM des genspezifischen Primers
#1630 (s. Anhang) eingesetzt.

Die Amplifikation der DNA erfolgte mit 7 Zyklen und einer Annealing-Temperatur von
37 °C (oligo-dT-anchor-Primer), dann mit 35 Zyklen und einer Anncaling Temperatur bei
62 °C (genspezifischer Primer #1630).

2. PCR:

Da nach der 1. PCR hiufig kein spezifisches Produkt erthalten wird, wurde eine 2. PCR mit
einem weiteren genspezifischen Primer, sowie dem sogenannten PCR anchor-Primer (s.
Anhang) durchgefiihrt (2.15). Hierfiir wurde 1 ul des 1. PCR Ansatzes, 0,25 uM des PCR
anchor- Primers und 0,01 uM des genspezifischen Primers #1636 (s. Anhang) eingesetzt. Die
Amplifikation der DNA erfolgte mit 35 Zyklen und einer Annealing Temperatur von 64 °C
(genspezifischer Primer #1636). Das amplifizierte Fragment wurde mit (1:1)
Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert, geleluiert (2.13.4) und fiir die Klonierung in

einen pBluescript SK- Vektor eingesetzt.
2.17.2 Amplifizierung von 3'-Enden mittels ,,3'-RACE*

Die 3'-RACE-Methode ermoglicht die Identifizierung von unbekannten 3'-Enden
eukaryontischer Gene. Fiir das Experiment wurde das 3-RACE-Kit von Bochringer
verwendet, Die cDNA-Synthese erfolgte mit 800 ng poly(A)'-RNA aus Drosophila
melanogaster Kopfen und dem oligo-dT-anchor-Primer (1,9 uM). Sie wurde wie in (2.16)
beschrieben, durchgefithrt. Im Anschluff an die Synthese erfolgte eine PCR mit dem PCR
anchor-Primer (0,25 pM) und dem genspezifischen Primer # 265 (s. Anhang).

Die Amplifikation der DNA wurde mit 45 Zyklen und einer Annealing Temperatur von 46 °C
(genspezifischer Primer #265) durchgefiihrt. Die Auvfarbeitung des PCR-Produktes erfolgte
analog zur 5'-RACE (2.17.1).
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2.18 In situ Hybridisierung an Gewebeschnitten von Drosophila melanogaster
2.18.1 Herstellung von Sonden mittels ir vifro Transkription

5 ug der Plasmid-Konstrukte wurden linearisiert und mit 40 U T3- oder T7-RNA-Polymerase
(Promega) [EC 2.7.7.6] transkribiert (Melton et al., 1984).

Die Inkubation erfolgte fiir 2 h bei 37°C in 40 mM Tris/HC! pH 7,2, 6 mM MgCl,, 10 mM
DTT, je 0,5 mM ATP, CTP, GTP, sowie 0,21 mM UTP, 0,56 mM DIG-UTP, 0,5 U/ul und
RNAguard (Pharmacia)

Die DNA-Matrize wuarde durch 30 min. Inkubation mit 10 U DNase I (RNase frei,
Boehringer) abgebaut. Die RNA wurde mit Ethanol prizipitiert und in HyO resuspendiert. Die
Konzentration und Markierungseffizienz der Transkripte wurde durch einen "Tiipfeltest"
(Boehringer-Protokoll, 1992) und eine Southern-Blot Hybridisierung ermittelt, Die
Transkripte wurden bei -20°C gelagert.

2.18.2 Anfertigung von Gewebeschnitten

Die Kopfe adulter Tiere wurden in Einbettmedium (Tissue-TEK, Miles Inc., USA) iiberfiihrt
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Von den Kopfen wurden 10 um dicke
Horizontalschnitte in einem Kryostaten (2800 Frigocut E, Reichert/Jung/Leica) bei einer
Umgebungstemperatur von -32°C und einer Objekttemperatur von -28°C angefertigt.

Die Schnitte wurden auf silanisierte Objekttriger (s.u.) tiberfihrt und 5 min bei 40°C
inkubiert. Sie wurden 20 min in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert und dann 5 min in PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde je 2 min in 30% Ethanol, 50% Ethanol, 70% Ethanol und
90% Ethanol bei RT inkubiert. Die Priparate wurden in absolutem Ethanol bis zu ihrer
Verwendung bei 4 °C gelagert. Fiir die Silanisierung wurden die Objekttriiger 5 min in 0,2 %
Pollfix 100 (3-Methacryloxypropyl-trimethoxysilan) in 50% Ethanol inkubiert und dann {iN
bei 80 °C getrocknet.

2.18.3 Hybridisierung der Gewebeschnitte

Vor der Hybridisierung wurden die Gewebeschnitte 5 min in 2x SSC (20x SSC =3 M NaCl,
0,3 M Na-Citrat pH 7,0) bei RT, 30 min in 2x SSC bei 70°C und 1 min in HyO bei RT
inkubiert. Danach wurde 2 min bei RT in einer Proteinase K-Losung (4pg/ml) inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2% Glycin in PBS abgestoppt. Die Schnitte wurden
erneut fixiert (2.18.2) und an der Lauft getrocknet. Die Hybridisierung erfolgte in 50%
Formamid, 5x SSC, 0,1% Tween-20, 100 pg/mi Heringssperma-DNA und 50 pg/ml Heparin
und 500 ng DIG-markierter RNA (2.18.1) fiir 12-14 h bei 42°C. Die Priparate wurden 3x 2 h
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bei 37°C in 50% Formamid, 2x SSC gewaschen. Der Nachweis der Hybride erfolgte nach den
Angaben des Herstellers (Boehringer).

2.19 Hybridisierungen an Quetschpriiparaten polytiiner Speicheldriisen-Chromosomen
2.19.1 Chromosomenpriiparation

Die Quetschpriparate polytiner Speicheldriisenchromosomen wurden nach einer von Pardue
(1985) beschriebenen Methode angefertigt und in absolutem Ethanol gelagert. Zur
Rehydratisierung wurde jeweils 2 min in 95% Ethanol, 70% Ethanol, 50% Ethanol, 30%
Ethanol und 0,1x SSC inkubiert.

Darauf folgte ein Hitzeschritt in 2x SSC fiir 30 min bei 65°C,

Danach wurden die Priparate 1,5 min in 0,1 M NaOH denaturiert, zweimal je 1 min in 2x
SSC inkubiert und dann 2 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert (30%, 50%,
70%, 95% Ethanol),

2.19.2 Markierung von DNA mit Digoxigenin gekoppeltem Desoxyuridin-triphosphat

Die Markierungsreaktion wurde nach einem Orginalprotokoll der Firma Boehringer
durchgefiihrt.
Markierungsansatz: 1 pg DNA

2 pul Hexanukleotidgemisch

2 ul Markierungsmix (je 1 mM dATP, dCTP, dGTP,

0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP)

1 pI Klenow |

ad 20 ul H,O
Vor und nach der Markierungsreaktion wurde die DNA fiir 10 min bei 95°C denaturiert. Der
denaturierte Markierungsansatz wurde auf 2x SSC, 0,1% SDS eingestellt und auf 200 ul
aufgefiillt.

2.19.3 Hybridisierungsreaktion mit DIG-dUTP markierter DNA
Auf jeden Objekttriger wurden 10 pl Digoxigenin-markierte DNA pipettiert. Ein Deckglas
wurde aufgelegt und mit "Fixogum" (Marabu) abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgte iiN bei

65°C in einer feuchten Kammer. Zur Entfernung der unspezifisch gebundenen DNA wurden
die Priparate zweimal 10 min bei RT in 2x SSC und 2 min in 1x PBS gewaschen.
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2.19.4 Nachweis der Hybride

Der Nachweis der Hybride wurde nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung des
AntikGrperkonjugates  <DIG>-AP  (Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat)
durchgefiihrt. Die iiberschiissigen Reagenzien wurden durch eine Inkubation mit 1x PBS (5
min, RT) entfernt. Die Priparate wurden anschlieBend mit Glycerin/Gelatine eingebettet und

lichtmikroskopisch ausgewertet.
2.20 Identifizierung von spezifischen Nukleinsduren
2.20.1 Markierung von Nukleinsiuren

Die DNA-Fragmente, die als Sonde fiir Hybridisierungen eingesetzt werden sollten, wurden
radioaktiv nach der "random priming" Methode (Feinberg & Vogelstein, 1983) markiert. Es
wurde das "Megaprime DNA Labeling system" der Firma Amersham benutzt. Die Reaktionen
wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden
durch Gelfiltration (Sephadex G75, Pharmacia) abgetrennt. Die Einbaurate wurde in einem
Szintillationszihler (Tricarb 2000 CA, United Technologies Packart) bestimmt.

2.20.2 Transfer von DNA (,,Southern-Blot*)

Der Transfer von Nukleinsduren auf Membranen wurde, wie von Meinkoth & Wahl (1984)
beschrieben, durchgefiihrt. Fiir einen Southern-Blot wurde die DNA, die auf die
Nylonmembran iibertragen werden sollte, zuerst in einem Agarosegel aufgetrennt (2,13.3).
Das Gel wurde 5-15 min in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) auf einem
Taumler (GFL 3012, GFL) bei RT inkubiert; kurz in H,O gewaschen und 5-15 min in
Neutralisierungslosung (0,5 M Tris/HCI pH 7,5, 1,5 M NaCl) neutralisiert. Der Transfer auf
die Nylonmembran (Qiabrane, Qiagen) erfolgte mit 20x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat pH
7,0)in 3 bis 12 h.

Die Herstellung der Filterabziige von ¢DNA bzw. genomischen DNA-Bibliotheken auf
Nylonmembranen erfolgte in Anlehnung an die von Benton und Davis (1977) beschriebene
Methode. Auf die abgekiihlte NZY-Agarplatte wurde die Nylonmembran luftblasenfrei
aufgelegt. Zur spiteren Orientierung wurde die Position der Membran durch Einstiche mit
einer heiflen Kaniile markiert.

Die Filterabziige wurden 5 min denaturiert (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und 5 min neutralisiert
(0,5 M Tris/HCI pH 7,5, 1,5 M NaCl). Die transferierten Nukleinsiuren wurden durch UV-
Quervernetzung (254 nm, 0,12 J/cm?, Stratalinker, Stratagene) immobilisiert.
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2.20.3 Hybridisierung und Detektion

Die Inkubationen wurden in einem Hybridisierungsofen (GFL 7601 bzw. Biometra APT line)
in Spezialflaschen durchgefiihrt. Die Hybridisierungs- bzw. Waschbedingungen und die

verwendeten Puffer sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tab. 1: Hybridisierungsbedingungen. Die Prihybridisierung wurde in der jeweiligen
Hybridisierungslosung (HL, Tab. 2) bei der angegebenen Temperatur fiir [-3 h

ohne markierte Sonde durchgefiihrt.

stringent stringent
Prihybridisierung HL1 HL2
Hybridisierung HL1 HL2
Sonde (cpm/ml) 10° 10°
Temperatur 42°C 65°C
Dauer 10-14 h 10-14 h
Waschpuffer WP1 WP1
Temperatur 63-65°C 63-65°C
Dauer 2 x 30 min 2 x 30 min

Tab. 2: 'Hybridisierungsliiungen (HL) und Waschpuffer (WP).

HL1 HL2 WP1
SET#! 5x 5x 1x
Denhardts** 5x 5x
SDS 0,1% 0,1% 0,1%
Heringssperma-DNA 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml
Formamid 50%

#! 1x SET: 150 mM NaCl, 20 mM Tris/HC] pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0,
*? 1x Denhardts: je 0,2 g/l BSA (Rinderserumalbumin), Ficoll400, Polyvinylpyrrolidon
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Die auf den Membranen verblicbene Radioaktivitit wurde durch Autoradiographie
nachgewiesen. Der Nachweis von *2P erfolgte fiir 4 bis 120 h bei -80°C mit Verstirkerfolien
{Cronex Hi plus, Du Pont),

2.20.4 Transfer von Poly(A)" RNA (,,Northern-Blot*)

Fiir einen Northern-Blot wurde die RNA, die auf die Nylonmembranen iibertragen werden
sollte, elektrophoretisch in denaturierenden Formaldehyd/Agarosegelen (2.20.5) aufgetrennt.
Die Gele wurde zweimal 10 min in DEPC-behandeltem H,O inkubiert, um das Formaldehyd
zu entfernen. Der Transfer erfolgte mit 20x SSC fiir 4-12 h bei RT.

Die transferierten Nukleinsfuren wurden durch UV-Quervernetzung (254 nm, 0,12 Jiem?,
Stratalinker, Stratagene) oder 2 h Inkubation bei 80 °C immobilisiert.

2.20.5 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von RNA-Moleklilen wurden denaturierende, 0,75 % Agarosegele in 1x
MOPS-Puffer (10 mM MOPS/Acetat pH 7,0, 1 mM EDTA), die 1,1 % Formaldehyd
enthalten, benutzt. Die Elektrophorese wurde in 1 x MOPS-Laufpuffer durchgefiihrt. Die
Proben sowie der Grofienstandard wurden vor dem Auftragen in 1 x MOPS-Laufpuffer, 6,5 %
Formaldehyd, 50 % Formamid aufgenommen und 5 min bei 60 °C denaturiert. Danach
wurden 0,2 x Volumen RNA-Probenpuffer (50 % Glycerin, 10 mM Tris/HCI pH 7,8, je
0,01 % Bromphenolblau und Xylencyanol) zugegeben. Die Elektrophorese erfolgte fiir ca. 3-4
h bei 40 mV. Danach wurde das Gel zur Entfernung des Formaldehyds zweimal 10 min in
DEPC-behandeltem H,O inkubiert und mit Ethidiumbromidldsung (10 pg/ml) nachgefirbt.
Wenn die RNA auf eine Nylonmembran transferiert werden sollte (Northern-Blot, 2.20.4),
wurde keine Ethidiumbromidfirbung durchgefiihrt.

2.21 ,,Primer-Extension®“-Analyse

Fiir die ,, Primer Extension“—Analyse wurde ein genspezifischer Primer von 33 Basen Linge
(# 1894, s. Anhang) am 5-Ende mit radioaktivem [y-**P] ATP phosphoryliert. Dic Reaktion
erfolgte mit 100 ng des Oligonukleotides, 250 pCi [y->2P] ATP, 10x Kinase-Puffer und 45 U
T4- Polynukleotidkinase fiir 45 min bei 37 °C. Nach 10 min. Inaktivierung der Kinase bei
68 °C wurde nicht eingebautes [y->"P] ATP itber eine Sephadex-G25 Siule abgetrennt.

Die Hybridisierung erfolgte mit 10° cpm des radioaktiv markierten Oligonukleotids und 5 ug
poly (A)"-RNA aus Drosophila melanogaster Képfen, Als Kontrollreaktion wurde statt der
poly (A)"-RNA, 5 pug tRNA eingesetzt. Der Hybridisierungsansatz wurde {iN mit Ethanol
gefillt, das Pellet in 10 ui Puffer (200mM NaCl, 0,05 M Pipes, pH 6,4) aufgenommen und 6 h
bei 60 °C inkubiert. Zum Hybridisierungsansatz wurde 5x cDNA-Synthesepuffer, lmM DTT,
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je 1 mM dNTPs, 19,5 U RNA-guard und 10 ug BSA hinzugegeben. Die Reaktion wurde mit
200 U M-MLV gestartet und erfolgte fiir 1 h bei 42 °C. Die Ansiitze wurden iiN gefillt, mit
Probenpuffer (2.13.2) versehen und auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Sequenzgel
(2.13.2) aufgetragen.

2.22 Immunologischer Nachweis von Proteinen (,, Western-Blot*)
2.22.1 Expression von Fusionsproteinen

Fir die Expression der Fusionsproteine des Dopamin D1-Rezeptors aus Drosophila
melanogaster (pQEDmDopl) wurde 250 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) und
Kanamycin (25 pg/ml) 2 ml einer Vorkultur frisch transformierte M15-Zellen beimpit und bei
37 °C bis zu einer ODgo= 0,5 inkubiert. Die Expression der Fusionsproteine wurde mit 0,5
. UM TIPTG fiir 3h induziert. Die Zellen wurden 10 min bei 5000 rpm pelletiert, in 10 ml TE
aufgenommen und 10x 30 sek sonifiziert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
(l6sliche Fraktion) und das Pellet (unl6sliche Fraktion) getrennt aufbewahrt. Das Pellet wurde
in 1,3 ml TE resuspendiert. Von beiden Fraktionen wurden 15 upl (0,12 % des
Kulturvolumens) auf ein 12,5 % denaturierendes Polyacrylamidgel (2.22.3) aufgetragen. Das
Fusionsprotein war zum groften Teil in der unlSslichen Fraktion. Deshalb erfolgte die
Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen liber eine Ni-NTA-Siule nach Protokoll 14
des Herstellers (Qiagen). Das Eluat wurde in einer Konzentration von 500 ug/ 2ml PBS fiir

die Immunisierung eines Kaninchens eingesetzt.
2.22.2 Gesamtzellextrakt und Fraktionierung von E. coli Zellen

Fiir den Gesamtzellextrakt wurden gemif einer ODggo-Bestimmung ca. 5 x 10® Zellen in 25 pl
1 x SDS-Probenpuffer (0,8 % SDS, 0,5 % [-Mercaptoethanol, 25 mM Tris/HCl pH 7,6,
6,25 % Glyzerin, 0,005 % Bromphenolblau) resupendiert.

Die Fraktionierung von Zellen wurde, wie von Manoil & Beckwith (1986) beschrieben,
durchgefiihrt.

Vor der Auftrennung der Proteine in PAA/SDS-Gelen wurden die Proben 10 min bei 95°C

denaturiert.
2.22.3 Gelelektrophorese und Transfer von Proteinen
Die elektrophoretische Trennung der Proteine wurde nach Laemmli (1970) in 12,5%igen

PAA/SDS-Gelen (Verhiiltnis Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1), die eine Dicke von Imm
hatten, durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Minigel Twin Kammer (Biometra, Géttingen)
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benutzt., Die Elektrophorese erfolgie bei 20 mA, bis die Bromphenolblau-Lauffront den
unteren Gelrand erreicht hatte.

Der Transfer der Proteine wurde mit einer Biometra Fast Blot B33 Kammer nach den
Angaben des Herstellers 30 min bei 5 mAfem® Gelfliiche durchgefiihrt. Als Blotfolie diente
Immobilon P (Millipore).

Fiir die Gelshift-Assays wurde ein natives Polyacrylamidgel (Stratagene) verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte in einer Minigel Twin Kammer bei 25 mA, bis die Bromphenolblau-
Lauffiont 75 % der Laufstrecke erreicht hatte,

2.22,4 Immunologischer Nachweis der Fusionsproteine

Western-Blots wurden fiir 10 min bei RT in 1x PBS gewaschen. Die Membranen wurden fiir
1h bei 4°C in Blockierlosung (0,5 % (w/v) Magermilchpuiver in PBS) inkubiert und
anschlieBend filr 5 min bei RT in Ldsung T (0,02 % (v/v) Tween-20 in PBS) gewaschen. Die
Membranen wurden mit 10 ml der ErstantikOrper-Verdiinnung (Immunserum, verdiinnt in
Losung I) fiir 60 min bei RT inkubiett und danach viermal fiir 5 min bei RT in Lésung I
gewaschen. Es erfolgte eine 10 min. Inkubation mit 10 ml der Zweitantikorper-Verdiinnung
(anti-rabbit-igG-HRP; 1:5000 verdiinnt in Losung I (0,02 % (V/v)'Tweer-l-20, 0,01 % (wlv)
Magermilchpulver in PBS). Die Membranen wurden 1x mit Losung 1T und zweimal mit PBS
flir 5 min gewaschen. Zum Nachweis der gebundenen Antikérper wurden die Western Blot-
Membranen | min bei RT in ECL-Inkubationslésung (Amersham) {iberfilhr{ und fiir 2-5 min
ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Laufstrecke der sichtbaren Banden wurde bestimmt und
anhand des angefirbten Protein-Grofenstandards (2.8) tiberpriift, ob das Fusionsprotein von

den Erst-Antikérpern erkannt wurde.
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2,23 Zellkultur
2.23.1 Kultivierung der Zellen

SK.N.SH-, HEK293-, Neuro2a- und S2-Schneider-Zellen wurden wie unter 2.3.2 beschrieben
kultiviert. Die Teilungsrate der HEK293 Zellen war 24 h, der Neuro2a-Zellen 27 h und der
SK.N.SH-Zellen 28 h. $2-Schneider-Zellen teilten sich in 34 h. Die Zellen wurden alle 3 bis 4
Tage neu ausgesit. Zur Ablosung der adherenten Zellen wurde 5 min mit Trypsin/EDTA bei
37°C inkubiert. Die Zellen wurden in M10 bzw. DM+-Medium (2.3.2) aufgenommen und 5
min bei 200 x g sedimentiert. Suspensionszellen (S2-Schneider Zellen) setzten sich nicht
vollstidndig ab und wurden vor jedem Waschen mit PBS (pH 6,5) bei 1000 x g fiir 5 min
zentrifugiert und das Pellet anschiieend in DES+-Expressionsmedium (2.3.2) aufgenommen.
Die exakte Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt, Erhaltungsschalen
wurden mit einer Dichte pro 90 mm & Schale von 5-10 x 10° Zellen (HEK 293), 23 X 10°
(Neuro 2a), 5,8-17,5 x 10° bzw, 2x10° (S2-Schneider) ausgesit. Die Zellen wurden etwa 25

Passagen benutzt und dann durch ein neu aufgetautes Aliquot ersetzt.
2.23.2 Lagerung von Zellinien in fliissigem Stickstoff

Langzeitlagerung:

Adherent wachsende Zellen:

Eine ca. 70 % konfluent bewachsene Petrischale (90 mm ) wurde zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37°C abgelost, Die Zellen wurden in
10 ml Medium (2.3.2) aufgenommen und bei 200 x g bzw. 1000 x g (S2-Schneider) fiir 5 min
bei RT pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1,8 ml Medium (2.3.2) resuspendiert und auf 2
Kryoréhrchen (Nune) verteilt, Nach Zugabe von 0,1 ml DMSO wurde die Suspension sofort
gemischt, liber fliissigem Stickstoff eingefroren und anschliefend in fliissigem Stickstoff

gelagert.

Suspensionszellen:
$2-Schneider Suspensionszellen wurden bis zu einer Dichte von 1,5-2 x 107 Zellen/ml
kultiviert, 5 min. bei 1000 x g zentrifugiert, das Pellet in 8 ml PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 1,8 ml FBS (hitzeinaktiviert) resuspendiert und auf 2
KryorShrchen verteilt, die 0,1 ml DMSO enthielten. Das Einfrieren erfolgte wie bei
adherenten Zellen.
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Auftauen:

Die Zellen , die in fliissigem Stickstoff gelagert wurden, wurden bei 37 °C bzw. 30 °C (582-
Schneider-Zellen) aufgetaut. 1 ml Zellsuspension wurde tropfenweise in 10 ml Medium
(2.3.2) gegeben, das auf 37 °C (bzw. 24°C) vorgewirmt war. Dic Zellen wurden bei 200 x g
bzw. 1000 x g (S2-Schneider-Zellen) fiir 5 min. bei RT sedimentiert und der Niederschlag in
3-5 ml Medium (2.3.2) resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf zwei Petrischalen (90
mm &) verteilt, die bereits 8 ml Medium (2.3.2) enthielten. Die Zellen wurden wie unter
2.23.1 beschrieben kultiviert.

2.23.3 Transiente Expression (CaPO4-Methode)

Die transiente Expression in SK.N.SH-, Neuro2a- und HEK293-Zellen erfolgte in Anlehnung
an die von Chen und Okayama (1987) beschricbene Methode. Logarithmisch wachsende
Zellen wurden 1-2 h vor der Transfektion mit frischem Medium (2.3.2) versetzt. Der
Transfektionsansatz (siche Tabelle 3) wurde 10-20 min bei RT inkubiert, dann tropfenweise
auf die Zellen gegeben und durch vorsichtiges' Schwenken der Schale gleichmiBig verteilt.
HEK?293- und Neuro 2a-Zellen wurden bei 35°C und 3% CQO,, SK.N.SH-Zellen bei 37°C und
5% CQOay, fiir 20-22 h inkubiert. Unter diesen Bedingungen entstand ein feines Priizipitat.

Tab. 3: Transfektionsansatz

Schalendurchmesser 50 mm
Fliche , 20 cm?
Zellzahl (HEK 293) 2% 10°

Zellzahl (SK.N.SH, Neuro 2a) |5 x 10°

pCATEnh,-Promotorkonstrukt 6,5 ug

B-Galactosidase-Vektor 6,5 ug
H,O ad 124 p!
CaCl, 41,0 pl
2x BBS™ 165.0 ul
330,0 pl

*12x BBS pH 6,95: [50 mM BES (N,N,-bis-(2-hydroxyethyl)-2-amino-ethansulfonsiure), 280
mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO, x 2H,0]
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Nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit vorgewidrmtem PBS gewaschen, um

das CaPQy-Priizipitat zu entfernen,
2,24 Herstellung von Zellextrakten

48 h nach der Transfektion (2.23) erfolgte die Herstellung der Zellextrakte aus SK.N.SH-,
NeuroZa- und HEK293-Zellen. Hierfiir wurde das CAT Enzym-Assay-System-Kit mit
Reporter-Lysis-Puffer von Promega verwendet. Die Durchfithrung erfolgte nach den Angaben

des Herstellers.
2.25 Aktivititsbestimmung der Reporterenzyme

Fir die Aktivititsbestimmung der Reporterenzyme wurde ein konstantes Volumen der
Zellextrakie (2.24) eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem CAT Enzym-Assay-
System-Kit nach den Angaben der Firma Promega.

2.25.1 Chloramphenicol-Acetyltransferase {CAT)-Assay

Der CAT-Assay wurde durch Zugabe des Cofaktors (n-Butyryl Coenzym A) und 250 pCi
[*H]-Chloramphenicol zu 50-100 pl der Zellextrakte (2.24) durchgefithrt, Das Endvolumen
betrug 125 pl. Die CAT-Reaktion erfolgte iiN bei 37°C. n-Butyryl-[*H]-Chloramphenicol
wurde von nicht umgesetzten ["H]-Chloramphenicol durch eine Xylolextraktion (Aldrich
Cat.#24-764-2) abgetrennt und die Ausbeute im Fliissigkeits-SzintillationsmefBgerit bestimmt.
Die CAT-Aktivitit (mU) wurde mit Hilfe einer Standardkurve bestimmit,

CAT-Aktivitdt (mU) = cpm pCAT Enhancer/Promotorkonstrukt — cpm (gemessen in nicht
transfizierte Zellen)

Die CAT-Aktivitit wurde auf die in den gleichen Ansiitzen mitbestimmte -Galactosidase
Aktivitit (2,25.2) normiert,

2.25.2 B-Galaktosidase (B-Gal)-Assay

Fiir den B-Galactosidase-Assay wurden 50-100 ul der Zellextrakte (2.24) mit dem gleichen
Volumen Assay 2x Puffer (Promega) verdiinnt. Der Puffer enthielt das Substrat ONPG (o-
Nitrophenyl-f-D-Galactopyranosid). Die Proben wurden 30 min bei 37 °C inkubiert. Wihrend
dieser Zeit wurde das farblose Substrat durch die f-Galactosidase zu gelbem o-Nitrophenol
hydrolysiert. Die Reaktionen wurden mit 500 ul I M Natriumcarbonat gestoppt und die
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Absorption im Photometer bei 420 nm bestimmt. Die [-Galactosidase Aktivititen (mU)
wurden mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt.

2.26 Isolierung von Kern-Proteinen aus Siugerzellen

Die Isolierung der Kern-Proteine aus SK.N.SH-Zellen erfolgte nach der Methode von
Dignam, 1983 modifiziert nach Hennighausen, 1987.

107 Zellen wurden fiir 10 min bei 200 x g, 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden in dem 10
fachen Pelletvolumen in Dulbecco’s PRS (ohne Ca** und Mg”) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit dem Sfachen Vol. 0,3 M Saccharose in Puffer A
(10 mM HEPES-KOH pH 7,9, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM DTT,
0,5 mM PMSF, 2 pg/ml Pefablock und Benzamidin) resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte in
einem Dounce-Homogenisator (Kontes) (8-12 x mit Stfel B und 1-2 x nach Zugabe von 0,3-
0,4 % Nonidet P-40), Das Homogenat wurde 10 min bei 1200 g zentrifugiert und die Kerne
zweimal in 0,3 M Saccharose Puffer A ohne Nonidet P-40 gewaschen. Die Kerne wurden im
Dounce-Homogenisator (10x, Stéfiel B) im 2,5fachen Volumen in Puffer B ( 400 mM NaCl,
10 mM HEPES-KOH pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM DTT, 5 % Glycexin,
0,5 mM PMSF) resuspendiert. Nach 30 min. Rithren bei 4 °C wurden die Kerne fiir 60 min
zentrifugiert (100,000 g, Beckman, TL-45 Rotor), der Uberstand abgenommen und fiir 2-4 h
gegen 50 Volumen Puffer C ( 20 mM HEPES-KOH pH 7,9, 75 mM NaCl, 0,1 mM EDTA,
0,5 mM DTT, 20 % Glycerin, 0,5 mM PMSF) dialysiert. Der Kernextrakt wurde 15 min
(25,000 g, 4°C Sigma) zentrifugiert. Der Extrakt wurde in kleinen Aliquots mit einer
Proteinkonzentration von 3 mg/ml in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —70°C gelagert.

2.27 Gelshift-Assay

Protein-DNA Wechselwirkungen wurden durch Gelshift-Assays nachgewiesen. Hierfiir wurde
das GelShift™ Assay-Kit von Stratagene verwendet. Als Sonden dienten PCR bzw.
Restriktionsfragmente aus dem DmDopl-Promotor, PCR-Fragmente wurden mit [y->2P] ATP
am 5'-Ende markiert, Fiir die Markierung (2.12.2) wurden 10 uCi [y-""P] ATP und 10 ng des
Fragmentes eingesetzt. Die Markierungsreaktion wurde mit 1 ul 0,5 M EDTA gestoppt und
der Reaktionsansatz auf 100 pl mit TE aufgefiillt.

Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch eine Fillung mit 5 M Ammoniumacetat und 2
Volumen Ethanol und einer nachfolgenden Fillung mit 1 M Ammoniumacetat abgetrennt.
Das Pellet wurde in 100 pl TE gelést und die Einbaurate des Nuklids im Szintillationsgeriit
bestimmt,

Die Restriktionsfragmente wurden mit dem Klenow-Fragment am 5'-Ende aufgefiillt (2.12.1).
Fiir die Auffiillreaktion wurde 100 pCi [0-*2P]dCTP eingesefzt. Die Tremnung nicht
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eingebauter Nukleotide erfolgte mit dem ,,High Pure PCR Produkt Purification Kit“ der
Firma Boehringer.

Fiir den Gelshift Assay wurde 10,000-100,000 c¢pm des jeweiligen [*°P]-markierten
Promotorfragments mit 1-5 pg Kernproteinextrakt sowie 17 pl Inkubationspuffer gemischt
und mit H,O auf 25 pl aufgefiillt. Fir die Negativkontrollen wurde kein Proteinextrakt
zugegeben. Die Proben wurden 10-30 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 2 ut 0,1 %
Bromphenolblau/100 % Glycerin auf ein natives Polyacrylamidgel (2.22.3) aufgetragen.

Das Gel wurde anschlieBend auf ein Filterpapier (Whatman 3MM) tibertragen und 30 min im
Vakuum bei 80°C getrocknet (Gel Dryer 583, Biorad), Der Nachweis der Fragmente erfolgte
durch Autoradiographie tiber Nacht (-80°C).
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3. Exgebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klionierung und Charakterisierung der
Promotorregion des Dopamin DI1-Rezeptorgens aus Drosophila melanogaster. Das
Rezeptorgen war von Florian Gotzes kloniert und pharmakologisch charakterisiert worden
(Doktorarbeit von F. Gotzes, ,,Funktionelle Charakterisierung eines Dopamin-Rezeptors aus
Drosophila melanogaster). Die klonierte ¢cDNA ist 2538 Bp lang und besitzt einen offenen
Leserahmen von 1533 Bp. Am 3-Ende der cDNA wurde kein poly (A)*-Bereich gefunden.
Ein Polyadenylierungssignal (AATAAA) fehlt ebenfalls. Fiir eine weitere Charakterisierung
des Rezeptorgens war es zunichst notwendig, die Transkriptgrofie des DmDopl-Gens durch
cine Northern-Blot-Analyse zu bestimmen.

3.1 Identifizierung des DmDop1-Promotors
3.1.1 Northern-Blot-Analyse

Die entwicklungsspezifische Transkription sowie die Transkriptgrofie des DmDop1-Gens
wurde mit einer Northern-Blot-Analyse (Abb. 4) aufgekliirt. Es wurden jeweils 5 pug poly
(A)*-RNA (2.11.3/4) aus Drosophila-Embryonen, dem dritten Larvenstadium, spiten Puppen
sowie adulten Tieren (Kopf und Kérper) in einem 0,75%igen denatutierenden Formaldehyd-
Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die
Transkripte wurden mit einer 1865 Bp groBien HindlII/Xhol-Sonde aus pKDmDopl, die
vorher mit der ,,random primed”-Methode mit [0**P]-ACTP markiert wurde (2.20.1), unter
hoher Stringenz hybridisiert. pKDmDopl wurde aus pBDmDopl1, das die gesamte DmDopl-
cDNA enthilt, konstruiert (Dr. Arbeit, F. Gotzes). Dem Konstrukt fehlt im Gegensatz zu
pBDmDopl die 5'-nicht-translatierte Region des Gens vollstindig. Es wurden Transkripte in
der poly (A)*-RNA aus Embryonen, Puppen, Kopf und Korpern adulter Tiere mit einer Linge
von ca. 11 kb, ca. 2,9 kb, ca. 2,3 kb und ca. 0,4 kb gefunden. Das ca. 11 kb grofie Transkript
kommt nur in der poly (A)-RNA aus Kopfen vor und ist vermutlich ein ungespleiBtes
Primértranskript. Das ca. 2.9 kb grofle Transkript ist deutlich in der Spur zu erkennen, in der
poly (A)"-RNA aus adulten Kdpfen aufgetragen wurde. In der Original-Autoradiographie ist
dieses Transkript auch in den Spuren zu erkennen, in denen poly (A)*-RNA aus Embryonen,
Puppen und adulten Korpern aufgetragen wurde. Das 2,9 kb groBe Transkript ist
wahrscheinlich das spezifische DmDopl-Transkript, Das 2,3 kb grofie Transkript kénnte
entweder ein alternatives Spleiflprodukt des DmDOP1-Rezeptors sein, oder es kdnnie von
einem weiteren, zum DmDop1-Gen sehr homologen Rezeptorgen stammen. Die 0,4 kb
groBBen Transkripte sind zu klein, um einen vollstindigen Rezeptor zu kodieren. Es wurde
mdoglicherweise ein abgebautes Transkript oder ein Transkript, das der DmDop1-Sequenz sehr
dhnliches ist, detektiert,
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1 949
= 746

- 4.4

— 0,24

Abhb. 4: Northern-Blot-Analyse der DmDopl Transkripte. Es wurden jeweils 5 ng poly (A)"- RNA aufgetragen, Spur 1 =
Embryo, Spur 2 = drittes Larvenstadium, Spur 3 = Puppe, Spur 4 = Kopf, Spur 5 = Krper. Die Transkripte wurden mit einer
DmDopl-spezifischen Sonde hybridistert. Die FragmentgroBen des GroBenstandards (eine 0,24-9,49 kB RNA-Leiter der

Firma Gibeo-BRL ) sind rechis neben dem Autoradiogramm angégeben.

3.1.2 Isolierung der 3’-nicht-translatierten Region des DmDop1-Gens mit der
3’-RACE -Methode (Frohman, 1994)

In der Literatur wird beschrieben, dal c¢DNA-Bibliotheken, die mit oligo-dT-Primern
hergestellt wurden, selten vollstéindige 5'- Enden enthalten (Carnici et al., 1996; Gibbons et
al., 1991). Der Grund liegt in der Konstruktion der cDNA-Bibliotheken, Die Effizienz der
Reversen-Transkriptase-Reaktion ist vermindert, wenn mRNAs stabile Sekundérstrukturen
ausbilden (Carnici et al., 1996). Wihrend der Synthese der ds-cDNA kann sich auch das 3'-
Ende zuriickfalten und ein sogenanntes ,,Self-Priming® erméglichen. Der entstehende
»Hairpin-Loop® mufl vor der Ligation in einen geeigneten Vektor durch SI-
Nukleasebehandlung aufgelost werden. Dabei geht oft ein Teil der 5-bzw. 3'-Sequenz
verloren (Maniatis et al., 1976, Frohman et al., 1988).
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Der DmDopl ¢DNA-Klon besitzt am 3>Ende keinen poly (A)'-Bereich. Daher wuide
zunidchst das fehlende 3'-Ende mit der 3'-RACE (rapid amplification of cDNA-ends)-Methode
(2.17.2) isoliert (Frohman et al., 1988; Frohman, 1994) (Abb. 5A). Die ¢DNA-Synthese
erfolgte mit dem oligo-dT-anchor-Primer (s. Anhang). Fiir die PCR wurden zwei spezifische
Oligonukleotide, der anchor-Primer (s, Anhang). und Primer #265 (s. Anhang), verwendet,
Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es wurde ein Fragment
von ca, 400 Bp amplifiziert. Da in dem Gel noch weitere Produkte zu erkennen waren, wurde
die DNA auf eine Nylonmembran transferiert (2,20.2). Der Southern-Blot wurde mit einer
spezifischen 1435 Bp grofien BamHI/EcoRI-Sonde aus pBDmDop! (3.1.1) unter hoher
Stringenz (2.20.3) hybridisiert, In der Autoradiographie wurde nur das 400 Bp grofie
Hauptprodukt detektiert. Der restliche PCR-Ansatz wurde zur Klonierung des 3'-Endes, wie
unter 2.17.1 beschrieben, weiterbehandelt und mit den Restriktionsenzymen Xbal und Sall
geschnitten. Xbal schneidet bei Nukleotid 2259 in der DmDopl-Sequenz; die Sall-
Schnittstelle wurde durch den PCR anchor-Primer eingefiigt. Das resultierende 279 Bp grofie
Fragment wurde in einen mit Xbal/Sall geschnittenen pBluescript SK(-)-Vektor ligiert. Sechs
Subklone wurden mit dem Oligonukleotid #uni sequenziert (2.13.2). Die ermittelte Sequenz
war vollkommen identisch mit der schon bekannten 3'-cDNA-Sequenz des DmDop1-Gens.
Unmittelbar an diese Sequenz schlieBt sich das poly (A)*-Ende der mRNA an (Abb. 5B).
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TCTAGATGTAAGTCCCACTAGCAAAAAGAATACAAATCCGAAAAACAAAATCGAAAACCAAACCGAAACGTGATT
AGGTCTAAGATCTTCAACCCGGCACCTAAGAGAGCTTCTAGTTAAGTTTCTGTTTGCGATATTCATGGCGGTTTGT
CTCCATGCAAATGCGATTATTATGCGAGTGACACATGTCACTTGCCACATTTCTCACTCACTCACTCACCCATACA

AACAAACAACGCAAACACACACACGCACACAACAACAAAACACTCAGATACATGGG (A)

Abb, 5: A) Schematische Darstellung der 3'-RACE. Die ¢cDNA-Synthese wurde mit der RT (Reversen Transkriptase) des
AMYV (Avian-Myelablastose-Virus) durchgefiihrt, Die 3'-RACE und die Konstruktion des 3'DmDop1-Subklons sind im Text
erliutert. Das 3'-RACE-Fragment wurde filr die Subkionierung {iber Xbal und Sall in die multiple Klonierungsstelle (MCS)
des pBluescript SK{-) ligiert, Ampicillin = Ampicillin-Resistenzgen (kodiert fiir f-Lactamase); ColE1 = Colicin-Gen, lacZ =
Gen fiir o-Peptid der B-Galaktosidase; f1 (-) origin = Replikationsstart des filamentdsen Phagen 1. B} Nukleinsfiuresequeny
der 3'-RACE-Klene. Die Sequenz der 3>RACE Klone ist identisch mit dem 3-nichtiranslatierten Ende der DmDopl-cDNA,
Unmittelbar an das bekannte 3-Ende schlieft sich der poly (A)*-Bereich der mRNA an. Die Xbal-Klonierungsstelle ist

unterstrichen. Die Sall-Klonierungsstelle ist hier nicht aufgefiihrt.

3.1.3 Isolierung der fehlenden 5’-nicht-translatierten Region des DmDop1-Gens mit der
5-RACE -Methode (Frohman, 1994)

Das DmDop1-Gen besteht aus sechs Exons und fiinf Introns (Gotzes et al, 1994), Fiir die
Klonierung der fehlenden 5'-Region wurde die 5'-RACE-Methode eingesetzt (Frohman, 1994)
(2.17.1.). Hieflir wurden drei spezifische Primer verwendet (Abb. 6A), der Primer #1631
hybridisiert bei Nukleotid 381 bis Nukleotid 361, Primer #1630 bei Nukleotid 197 bis
Nukleotid 176 und Primer #1636 bei Nukleotid 52 bis Nukleotid 29 in der bekannten
DmDopi-Sequenz (s. Anhang). Das Oligonukleotid #1631 wurde als spezifischer Primer fiir
die cDNA-Synthese eingesetzt. Nach der Reinigung (2.17.1) des Syntheseansatzes wurde die
c¢DNA polyadenyliert (2.17.1). Die cDNA wurde unter Verwendung des oligo-dT-anchor-
Primers und des Primers #1630 durch PCR amplifiziert. Die zweite PCR wurde mit zwei
spezifischen Oligonukleotiden, dem anchor-Primer und dem Primer #1636 durchgefiihrt. Ein
Teil des PCR-Ansatzes wurde auf einem 2 %-igen Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Es entstand ein Produkt von ca. 180 Bp. Die DNA wurde auf cine
Nylonmembran transferiert und mit einer spezifischen 584 Bp grofien EcoRI-Sonde aus
pBDmDopl (3.1.1) unter hoher Stringenz hybridisiert, In der Autoradiographie wurde das 180
Bp groBe RACE-Produkt detektiert. Das PCR-Fragment wurde aus dem Gel eluiert und nach
Auffiillen der Enden (2.12.1) und Phosphorylierung der 5'-Enden (2.12.2) in einen mit EcoRV
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geschnittenen pBluescript SK (-)-Vektor (5DmDopl) subkloniert (2.14.1). Die Plasmid-DNA
von 40 unabhéngigen Klonen wurde préapariert und mit EcoRI und HindIII geschnitten. Bei 21
Klonen entstanden drei Restriktionsfragmente: Das Vektorfragment, sowie das 5-RACE-
Fragment, das durch die interne EcoRI-Schnittstelle nochmals in ein ca. 130 Bp und ca. 50
Bp grofles Fragment zerfillt. Das 50 Bp Fragment enthiilt die bekannte DmDop1-Sequenz. Es
wurde erneut eine Southern-Blot-Analyse durchgefiihrt, Die Hybridisierung erfolgte mit der
oben genannten Sonde. Das Autoradiogramm ist in Abb. 6B dargestelit. Bei den o.g. 21
Klonen hybridisierte das ca. 50 Bp grofe Fragment mit der Sonde. Bei den iibrigen 19 Klonen
wurde kein Fragment detektiert. Alle Subklone wurden mit den Primern #uni und #rev (5.
Anhang) sequenziert. Die Sequenzen der Subklone waren untereinander identisch. Das giofite
Fragment enthielt 125 Bp unbekannter DmDopl-Sequenz (Tab. 4). Die 5-RACE wurde
zweimal mit verschiedenen mRNA-Préparation wiederholt. Die anschlielende Sequenzierung
der Subklone, die aus dem zweiten und dritten 5-RACE-Experiment erhalten wurden,
bestitigte das Ergebnis des ersten RACE Experiments. Die maximale Verléngerung in 5'-
Richtung betriigt 125 Bp. In der nachstehenden Tabelle sind die Klone ihrer Anzahl und
GroBe entsprechend aufgefiihrt,

Tab. 4: Verldngerung der 5'-RACE-Klone

Sequenzverlingerung Anzahl der Klone  Sequenzlinge (Bp)
GACAGTCGACGTTCAGCCTTCAG. .. 3 125
CAGTCGACGTTCAGCCTTCAG. . 9 123
AGTCGACGTTCAGCCTTCAG, . . 8 122
GTCGACGTTCAGCCTTCAG. 2 121
CGACGTTCAGCCTTCAG. 1 119
AG. 1 104
G... 1 103

In der Tabelle sind die 5-Startsequenzen der erhaltenen 5-RACE-Klone gezeigt. Die Anzahl der Klone, die aus 3
unabhiingigen RACE-Experimenten erhalten wurden und eine identische Sequenzlinge besalBen, ist angegeben. Das

Startnukleotid der 5'-RACE-Sequenz ist unterstrichen dargestellt,
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B
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Abb. 61 A) Schematische Darstellung der 5-RACE, Die 5-RACE-Methode ist im Text erldutert. Das amplifizierte
Fragment wurde in die EcoRV-Schnittstelle des pBluescript SK(-) ligiert, Die einzelnen Module des Plasmids 5'DmDopi
sind in Abb. 5 erldutert. B} Southern-Blot Analyse der 5-RACE-Klone, Das Insert wurde vor der Gelektrophorese mit den
Enzymen EcoRI und HindIH aus der multiplen Klonierungsstelle des 5’'DmBDopl ausgeschnitten. Die Hybridisierung erfolgte
mit einer spezifischen DmDopl-Sonde. Die GréBen des mit EcoRI/HindIIl geschnittenen Lambda-Standards sind rechts

neben dem Autoradiogramm aufgetragen.

3.1.4 Vergleich der Sequenz der 5’-RA CE- Klone mit der genomischen Sequenz des
Phagen A 32

Der Phage A 32 war von F. Gotzes isoliert und zur Aufklirung der Exon/Intron Struktur des
DmDopl-Gens benutzt worden. Ein EcoRI-Fragment der genomischen DNA des Phagen
hybridisierte mit einem Fragment der DmDopl-cDNA, das das 1. Exon des Gens enthilt
(Gotzes et al., 1994), Es wurde noch ein weiterer genomischer Phage verwendet (A 1.32) der
von F. Gotzes isoliert aber noch nicht genau untersucht worden ist. Der Phage A 1.32 enthilt
wahrscheinlich iiberlappende und zusitzliche, stromaufwiirts liegende Sequenzen im
Vergleich zum Phagen A 32. Um zu tiberpriifen, ob und in welchem Restriktionsfragment der
Phagen A 32 und A 1.32 sich die neu klonierten 5'-Abschnitte des DmDop1-Gens befinden,
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wurde eine Southern-Blot Anaiyse durchgefiihrt. Die Phagen-DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym EcoRI geschnitten. Als Positivkontrolle wurde pBDmDop] (3.1.1) und als
Negativkontrolle pPKDmDop! (3.1.1) mit EcoRI geschnitten. Die Ansétze wurden auf einem
0,75 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die genomische DNA des Phagen A 32 zerfillt in 5
Fragmente von ca. 5,2 kb, 4,9 kb, 3,2 kb, 2 kb und 0,6 kb. Die genomische DNA des Phagen
A 1.32 zerfillt in 8 Fragmente von ca. 2,4 kb, 1,7 kb, 1,3 kb, 1,2 kb, 1 kb, 0,7 kb, 0,6 kb und
0,4 kb. Die DmDopl-cDNA in pBDmDopl! zerfillt in zwei Fragmente von 0,6 kb und 1,9 kb.
pKDmbDopl zerfillt in das Vektorfragment und ein 1,9 kb groBes Fragment. Die DNA wurde
auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer 168 Bp grofien Accl/BamHI-Sonde aus
pBlue/5'DmDop! unter hoher Stringenz (2.20.3) hybridisiert (Abb. 7A und B). Sowohl das 2
kb groBe EcoRI-Fragment aus A 32 als auch das 2,4 kb grofie Fragment aus A 1.32 und das 1,9
kb grofle Fragment aus pBDmDopl hybridisierten mit der Sonde. Das ca. 2 kb grofle
Fragment aus pKDmDopl hybridisierte nicht (Abb. 7B). Daraus schlieBe ich, daB die Sequenz
des genomischen Phagen A 1.32 wahrscheinlich mit der Sequenz des Phagen A 32 iiberlappt
und zusitzlich noch weitere, stromaufwiirts liegende Sequenzen enthilt. Das 2 kb grofie
EcoRI-Fragment aus A 32 wurde in pBluescript SK(-) (32/ProDop1) subkloniert und mit den
Oligonukleotiden #uni und #rev sequenziert. Ein Sequenzvergleich der genomischen DNA
(32/ProDopl) mit den Sequenzen der 5-RACE Klone zeigte, daB die neu klonierte cDNA
identisch zur genomischen DNA Sequenz ist. Das erste Exon des DmDopl-Gens ist am 5'-
Ende um 125 Bp linger als es aus der klonietten DmDopl-cDNA bisher bekannt war (Abb.
70).
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Abb. 7: Lokalisicrung der 5-RACE-Sequenzen in der genomischen Sequenz des Phagen A 32. A) Schematische
Darstellung des 5’'DmbDopl-Inseris, B) Seuthern-Blot Analyse der genomischen Phagen A 32 und A 1.32, Fiir die
Hybridisierung wurde ein 168 Bp groBes Accl/BamHI-Fragment aus 5'DmDopl (A) als Sonde verwendet, Spur 1 = DNA des
genomischen Phagen A 32, EcoRI geschnitten; Spur 2 = DNA des genomischen Phagen A 1.32, EcoRI geschnitten; Spur 3 =
pBDmDopl (Positiv-Kontroile), EcoRI geschnitten; Spur 4 = pKDmDopl (Negativkontrolie), EcoRI geschnitten. Die
FragmentgriBen des Lambda-DMNA-Standards sind rechts neben dem Autoradiogramm angegeben, C) Genomische
Organisation der Dnlfiupl Transkriptions-Einheit. Der im Phagen A 32 vorhandene DNA-Abschnitt ist durch eine
horizontale Linie cberhalb der Restriktionskarte der genomischen DNA dargestellt, in der das DmDopli-Gen identifiziert
wurde. Die Entfernungen sind in kb angegeben. Restriktionsschnittstellen sind durch GroSbuchstaben markiert. A = Accl, B
= BamHI, E = EcoRl, H = HindIIL, § = SstI, X = Xba 1. Die untere Abbildung zeigl die Verteilung der Exone des DmDopl-
Transkripts in dem genomischen Abschnitt. Die Exons sind nummeriert. Aufgrund des Ergebnisses der 5'-RACE wurde das
erste Bxon um 125 Bp in 5'-Richtung verldngert (weiBer Batken). Die Linge des sechsten Exons {3'-Ende) ist unveriindert
{weiber Balken). Die Positionen der Exon/Intron-Ubergiinge sind auf eine schematische Darstellung der Proteinstruktur

projiziert. Potentielle transmembranale Segmente sind mit TM1-TM7 bezeichnet.

3.1.5 Identifizierung des DmDop1-Transkriptionsstarts

Das Startnukleotid der DmDopi-mRNA wurde mit einer unabhiingigen Methode, der
., Primer-Extension* -Methode (modifiziert nach Mason und Williams, 1985) bestimmt (2.21).
5ug poly (A)'-RNA aus Drosophila-K6pfen wurde mit dem genspezifischen Oligonukleotid
#1894 (s. Anhang), das vorher mit [SZP]ATP endmarkiert worden war, hybridisiert. Eine
Kontrollreaktion wurde mit der gleichen Menge tRNA durchgefiihrt (Abb.8). Die cDNA-
Synthese erfolgte mit der M-MLV-Reversen Transkriptase. Die Ansdtze wurden in
Probenpuffer (2.13.2) aufgenommen und auf ein 8%iges denaturierendes Polyacrylamidgel
(2.13.2) aufgetragen. Parallel wurde eine Sequenzreaktion des Plasmids 32/ProDopl (3.1.4)
mit dem gleichen Oligonukieotid #1894 durchgefiihrt und auf das Gel aufgetragen. Die
» Primer Extension‘‘-Reaktion lieferte vier Produkte. Die beiden grofiten Produkte haben eine
Linge von 125 Bp und 123 Bp (Abb. 8). Zwei weitere Produkte von 103 Bp und 102 Bp
Linge sind ebenfalls zu erkennen. In der tRNA-Kontrolle ist keine Bande zu sechen. Das 125
Bp-Produkt ist laufgleich mit einem ,,G*-Nukleotid, das auch als Startnukleotid der ldngsten
5-RACE-Klone gefunden wurde. Das 123 Bp-Produkt ist laufgleich mit dem ,,C“-Nukleotid
und entspricht der Position 3 der lingsten RACE-Klone. Mit diesem Nukleotid beginnen neun
RACE-Klone (Tab. 4). Es wurde jeweils ein RACE-Klon von 104 Bp und 103 Bp Linge
gefunden (Tab. 4), Der DmDopl-Promotor besitzt wahrscheinlich zwei Transkriptions-
startpunkte. Ein Startnukleotid befindet sich in der Hohe von 125 Bp und das andere in der
Hohe von 103 Bp. Bei den 123 Bp- bzw. 102 Bp-Produkten, die nur ein bzw. zwei Nukleotide
von den Start-Nukleotiden abweichen, ist diec ¢DNA-Synthese wahrscheinlich frithzeitig
abgebrochen.
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Abb, 8: Primer-Extension Experiment, Spur 1 = Primer-Exiension-Reaktion mit mRNA aus Drosophila melanogaster
Képfen. Die Start-Nukleotide fiir die Transkription befinden sich auf der Hohe von 125 Bp und 103 Bp (Kasten). Weitere
Primer-Extension-Reaktionsprodukie haben eine Liinge von 123 Bp, und 102 Bp. In Spur 2 = Primer-Extension mit (RNA
(Kontrolle). Rechts neben den Primer-Extension-Experimenten ist die Sequenzreaktion des genomischen Phagen A 32
aufgetragen. A = Adenosin; G = Guanosin; C = Cytidin; T = Thymidin. Die Primer-Extension-Reaktionen und die

Sequenzreaktion wurden mit dem gleichen Primer durchgefiihrt.

3.1.6 Sequenzierung und Charakterisierung der Promotorregion des DmDopl-

Rezeptorgens

Das genomische EcoRI-Fragment des Phagen A 32, in dem sich der Transkriptionsstart des
Gens befindet, wurde vollstindig, doppelstringig sequenziert (2.13.2). Die Sequenzierungs-
strategie ist in Abb. 9A gezeigt. Das Fragment ist insgesamt 2149 Bp grof}. In Abb. 9B ist die

komplette Nukleinsduresequenz abgebildet.
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Die Untersuchung der Promotor-Sequenzen vieler RNA-Polymerase II transkribierter Gene
hat gezeigt, daf} die Transkription oft in einem Sequenzabschnitt beginnt, der in den meisten
Genen konserviert ist. Im Bereich von -5 bp bis +5 Bp des Transkriptionsstarts wird ein
sogenanntes ,,INR"-Element (=Initiator) gefunden. Die Konsensus-Nukleinsduresequenz des
INR-Elements lautet: 5-YAYTCYYY-3' (Smale & Baltimore, 1989; Roy et al., 1991). Fir
Drosophila-Promotoren wurde eine selr #hnliche Konsensus-Sequenz  ermittelt:
(G/A/TYTCA(G/T)T(C/T)G) (Arkhipova, 1995). Das DmDopl-Gen besitzt ab dem Guanosin-
Nukieotid, das als das Transkriptionsstartnukleotid identifiziert wurde (3.1.5), die fiir ein
INR-Element charakteristische Basenabfolge. Die Sequenz GACAGTCG stimmt bis auf die
Position 2 (A—T Austausch) an allen anderen Positionen mit der Konsensussequenz cines
Drosophila INR-Elements vollig iiberein. Das Guanosin-Nukleotid des INR-Elements wurde
deshalb mit +1 markiert (Abb. 9B) und kennzeichnet den Transkriptionsstart des DmDop!-
Gens, Im Bereich von +19 bis +26 Bp befindet sich ein zweites INR-Element, Dieses enthélt
das Guanosin-Nukleotid, das als zweites Transkriptionsstartnukleotid identifiziert wurde
(3.1.5) (Abb. 9B). Die Sequenz TTCAGTTC stimmt bis auf die Position 8 (G—C Austausch)
mit der Konsensussequenz iiberein, Ein charakteristisches Sequenz-Motiv fiir Gene, die von
RNA-Polymerase II transkribiert werden, ist auch die TATA-Box. Sie kommt in
eukaryontischen Promotoren hiufig im Bereich von —25 bis —30 Bp vor und ist wie das INR-
Element wichtig filr die Initiation der Transkription (1.4). Dieses Sequenzmotiv fehlt
allerdings bei der Hilfte aller Drosophila-Promotoren (Arkhipova, 1995). Auch im DmDop1-
Promotor ist keine TATA-Box vorhanden. Fiir Drosophila-Promotoren wurde beschrieben,
da3 im Bereich von —150 bis + 50 Bp hdufig GC-reiche Regionen sowie CAAT-Boxen
vorkommen (Arkhipova, 1995). An diese Sequenzmotive binden Transkriptionsfaktoren, die
die Transkription verstirken konnen (Stryer, 1991). Im DmDop1-Promotor gibt es insgesamt
funf GC-reiche Regionen: im Bereich von —141 bis --133, -125 bis —121, -89 bis —76, -34 bis -
30 und +46 bis +52 (Abb. 9B). CAAT-Boxen sind im DmDop!-Promotor nicht vorhanden.
Die 2 kb lange Nukleinsiiuresequenz des DmDopl-Promotors (32/ProDopl) wurde auf
Konsensusmotive untersucht, die von Transkriptionsfaktoren erkannt werden. Es existieren
potentielle Bindestellen flir die Transkriptionsfaktoren CREB (Hoeffler et al., 1988; Ziff,
1990; Bortelli et al. 1992; Lalli & Sassone-Corsi 1994), Zeste (Goldberg et al., 1989), DEP2
(Ayer & Benyajati, 1992) und su(Hw) (Rutledge et al., 1988),

Die Konsensussequenz fiir die Bindestelle des CREB-Faktors ist:
(TIGICIANGITHAGTHCGHGACHTACGH CATGHATGC). Im DmDopl-Promotor befindet
sich eine sehr #hnliche Sequenz TGACGGGC bei Position +128 bis +135. Es sind drei
verschiedene Konsensussequenzen als Bindestelle des Zeste-Faktors beschrieben: TGAGCG,
ACTCA und CACTCA. Identische Sequenzmotive befinden sich auch im DmDopl-
Promotor: TGACGC bei Position -1558 bis -1553 und -117 bis -113, ACTCA bei Position
-471 bis -467 und -1953 bis -1949 und CACTCA bei Position -311 bis -306. Die
Konsensussequenz fiir die Bindestelle des DEP2 Faktors ist AACAGGTG. Ein solches
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Element befindet sich bei Position -191 bis

im DmDopl-Promotor. Die

Konsensussequenz fiir die Bindestelle des su (Hw)-Faktors ist YRYTGCATAYYY. Eine schr
dhnliche Sequenz TGTTGCATACTC befindet sich im DmDopl-Promotor bei Position -64

bis -53.
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GAATTCAAGTGCAATTTAATAGGAGAAAAGATGCCAAGTTGTATTATGTATCGCATGTAAT
TAGAATAATTT;E;E%ACTGATTTTTGCTTTTATTAATATACATTTTTAATCCTCTTGCA
GTTGGAGCTCCTAGCACAAGGCTATCTTTGTCGCGAACTCTGCGAACTTCTGTGCCTTTG
GCAGCTATACCGCCGTCTCAGCGGACTGATCACCAATEGCCCCAGGCCCCTCAGACAAAL
TACACTGTATATGAGGAGGAGGAGCGAACAGCAGCCAGTTCAAAGACGCCGCCCACAACAG
CGTCCTTCCAGGCCGCGTCCACAACAGGCGCCGTCAAGACCACGGCCGCAATCCGTGCCT
CAATTGCCACAAGAACCAGAGTTCCAGACGTCAGCCGGACCTTCAGTTCATCCGTCGAAT
ACGCCCGCGCAAGCATCGAAGTTCTATCCCCAGACAATTGGTCAAC;EX%@EGAATTTGT
GGGCOCTGAAAAGGTCATCCAGACACCCTTTATCCACAACGCGAATTCAAGTGCGAGCCGGGGT
CAGCTGCCCTGGATEGCCECTCTTTTCGAGCACGTTGGCAGGGACTATAACTTTTTGTGC
GGCGGAACGCTGATCTCCGCCAGRACAGTGATCTCGGUTGCCCACTGCTTCCGLTTTGEC
AGTCGGAATTTGCCGGGCCAGCGGACTATTGTTTCGCTGGCGCCGTAACTCCTTGGATCTT
TTTTCGTCCGCAGCTACACTAGCTCGTAGCGCGACTATTAATCCACGAACAGTACAATCCC
AATGTATACACCGATGCGCGATTTAGCACTGCTCCAGTTCTCTAATCACGTTGAGTAAGTA
CATTTATTGATTAATTTATTTTGTCAAATTGATTAACTTTTAAATCGTAACTACACTTAG
TATTGGCGATTACATCAAGCCCATCTGTTTCGTGCAACGACAACTTTTTGCTCGAACTGCC
CTCGGGTCACAAGTCCTATGTGGCTGGTTEGGETGAGGATGAAAAGGGGAACCGARACAC
GCGACTGGCCAAGATGACAGACACGCGACATCATCACCCAGTGGGAATGTCGTGGAAATCT
GTCCGAGGAGAACCCCAAGTTTATCACCTCGCACACGATCTGCGCCAGCAATGCCCAGGC
ATCCGGTCCCTGCAGCGGAGATTCCCATGGTGGACTCGATGCTCCAGGAGCAGGACATCTSG
GATGCTGCGCGGCGTCGTCTCAGCCGGACAGCGAATGACCAACAGATGCAATCTCGACACT
GCCTGTCATCTATACGGATGTGGCCAAGCACATCEGAGTGGCTGCTCAGTAACATGTGGTT
TTGAGAGGTTATACAAGAGATTAGTTGAATTGAGTGCCAAAATARAAGATAAACAATTTT
TTAAAAARAGTGACAGTTGCATTACCCCTATCCACACATAACTARAAGAGATGTAAGTCGGE
GTTAAAGTTGATTTTAATAGTATTTATATGGAGCTTTGGAGGTTTTTATCACTAAAGTAA
GCAATTACCTAAGTTCACATTTTAAATGCCTATATTTGATAAATTTCTGAAAT;E;E;&A
TAGAAAATCATATGTACAAAAAACTARCARAACTTGTGGTCCCCACTTTATGTAAGGGTA
TCTCAATTCAAAGATTGCATCGCCCAGCAGATCTGCCAGCGGCGATTTGTCAAAGACAGC
AATTGCATTCCATTTGCATGCAGTTGAGGCATJ????Z@GCCCAAATGACATCGCAACGT
TGTTCCCAGTTTCGTAATGAGAACAAATAGAGGTG%S%SCCAAAGTCGCGTCGGAGTCGC
DEP

TAGTGAAACGCTGGGAAAACGCGTCGTTGGAACAACAGGTGCTTTCCCTCATGCTTATTT
GCTCCAAGTCTCTCTCTTGCTCTGCGCAGCGCATATATTCCGCCTGGgéigé;ACATATC
CTGTTGAATGGACTTCGCGGCTCCGGCGGAACTCGAAAGT;gEégggTACTCTACGGCAT
TGGTCGTTCTCCGCCGTACTGATACCGTTAGTCGTGCGTATCCégégggzggACGTTCAG

S49 -

-13965
-1305
-1845
~1785
-1725
~-1665
-1605
~1545
-1485%
-1425
~1365
-1305
-1245
-1185
-1125
-1065
-100%
~945
-885
-825
-765
—705
-645
~585
-525
-465
~405
-345
-285
~225
-165
-105
-45
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CCTTCAGTTCGCACGGTTCGTCAAGCGGTEECCCGCTGGAAACGATAGTGCCAGATAACAC +76
CRE
CAACCAACCCATTTAATCGGACAAAATTCCCAGTGCCGATCGAGAATTCTCTGACGGGCG +136
_

TACGTETGTGTETG TG TETGCEAGAAGCGTGTGTCAGTTAAGTGTGTGCATACCACAACC +196
ATATATATATTATATATATGGCATATTTATCAATCATTTAAGCAGTGACTTAATGCTGTA +2586
ATTTCGTCCTGATTGATGGCTGGACATGACTCTCGGTCGCGTTCTCCGCGATGCCTGAAT +316
CTGAAACCCAGCGAGTTTCTCACTTCGTCTGAACATGCTTCAATTGCCGCATTTAGTATC +376
GAAGAAGTGTATTAGCAGAATGCTGCATTGCCETAGTCGEGCAATTTATTCCCGTACCCG +436

CAACTAAGAATCTCTCGCTGAAARAGAGGAAGCAACCATCCACCAACCATCCATTCATG +494

Abh, 91 A) Sequenziersirategie des 2 kb groBen EcoRI-Fragmentes des genomischen Phagen 432, 1. Subklonierung in
pBluescript SK(-) (32/ProDopl). Das Plasmid 32/ProDop1. wurde mit genspezifischen Oligonukleotiden (s. Anhang)
sequenziert, B) Nukleinsiuresequenz des Promoterbereichs des D1-Rezeptorgens. Die beiden Transkriptionsstartpunkte
des Dopamin-Rezeptorgens sind doppelt unterstrichen. Das Start-Guanosin des lingsten 5-RACE-Produkts (125 Bp) ist mit
+1 bezeichnet, Die GC-Boxen sind einfach unterstrichen. Die Bindestellen der Transkriptionsfakioren CREB, Zeste, DEP2

und su (Hw) sind mit einem Pfeil markiert, Der Transkationsstart {ATG) ist fett unterstrichen.

3.1.7 Isolierung von genomischen Phagen zur Charakterisierung weiterer
wStromaufwirts® liegender Promotorbereiche

Obwohl in dem klonierten genomischen Fragment des Phagen A 32 viele Elemente gefunden
wurden, die fiir die Promotor-Region eines Drosophila-Gens charakteristisch sind, war es
unklar, ob der Sequenzabschnitt ausreicht, um die Expression eines heterologen Reportergens
zu aktivieren. Da das 2 kb groBe EcoRI-Fragment des Phagen A 32 jedoch das 5-Ende der
bisher klonierten genomischen DNA darstellt, wurde die genomische Maniatis-Phagen-Bank
(2.7) durchsucht, um weiter 5'-stromaufwiirts liegende Bereiche des DmDopl-Rezeptorgens
zu isolieren. Als Sonde wurde das 2 kb grofie EcoRI-Fragment aus 32/ProDopl verwendet.
Insgesamt wurden vier rekombinante A-Phagen isoliert. Die A-Phagen DNA wurde mit EcoRI
geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Das
Restriktionsmuster der Phagen 1-3 war identisch. Es entstanden Restriktionsfragmente von ca.
1,3 kb, 1,5 kb, 2 kb, 2,5 kb und 8 kb. Die DNA des A-Phagen 4 enthielt zusitzlich noch ein
ca. 1,6 kb grofies und ein 2,2 kb grofles Fragment. Der Southern-Blot wurde mit der o.g.
Sonde hybridisiert, In allen Spuren hybridisierte das ca. 2 kb groBe EcoRI-Fragment. Dieses
Fragment wurde aus den Phagen 1 und 4 isoliert und in pBluescript SK(-)-Vektor subkloniert.
Die Subklone wurden mit den Oligonukleotiden #uni und #rev (s. Anhang) sequenziert. Die
Sequenz war identisch mit dem 2 kb groRen Fragment aus dem A-Phagen 32, Die Phagen A 1
und A 4 haben sowohl gemeinsame Fragmente als auch solche, die die genomische Sequenz
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des Phagen A 32 in 5-Richtung verlingern. Damit ist die Voraussetzung geschaffen, bei

Bedarf auf weiter stromaufwirts liegende Abschnitte zugreifen zu kdnnen.
3.2 Bestimmung der Promotoraktivitiit des DmDop1-Gens

Es gibt verschiedene Methoden, um die relative Stérke eines Promotors zu untersuchen. In der
Regel basieren jedoch alle Verfahren auf der Analyse einer ,,sogenannten®
Reportergenaktivitdt, dic von dem zu untersuchenden Promotor gesteuert wird. Als
Reportergene werden sowohl das Luciferase-Gen (LUC) bzw. alternativ  das
Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (CAT) eingesetzt. Wir haben uns fiiv das CAT-
System entschieden. Um die Promotoraktivitit zu untersuchen, stehen zwei Vektoren zur
Verfiigung: der pCAT"3-Basic und pCAT"3-Enhancer (2.6). Der pCAT®3-Basic-Vektor
enthdlt die fiir das Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen kodierende cDNA (Abb. 11). Vor
dem CAT-Gen befindet sich eine multiple Klonierungsstelle, in die Promotorfragmente
eingefiigt werden konnen. Der pCAT®3-Enhancer-Vektor enthilt zusitzlich noch ein
Transkriptionsverstirker- (Enhancer-) Element (Abb. 11). Wird das Reportergen mit einem
aktiven Promotorelement in Séugerzellen transfiziert, so wird das Enzym exprimiert (Cullen,
1987; Gorman et al., 1982). Die Transkription und damit die Synthese des Reporterenzyms
(CAT) ist abhingig von der Aktivitit und Spezifitit des Promotorfragments. Starke
Promotoren ermdglichen die Transkription des CAT-Gens bereits im pCAT3-Basic Vektor.
Schwache Promotoren bendtigen zusitzliche Enhancer-Elemente, die bspw. im pCAT"3-
Enhancer-Vektor zur Verfligung stehen. Neben der ,,Aktivierungsfunktion” kénnen die
jeweiligen Konstrukte aber auch hinsichtlich ihrer Spezifitit getestet werden. Bendtigt der
Promotor spezifische Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung, so wird die Reportergen-
aktivitdit moglicherweise nur in bestimmten Zelltypen mefbar sein. Um diese Fragen zu
kldren, mubiten die DmDopl-Promotorkonstrukte in verschiedenen Zellinien untersucht
werden, Damit die CAT-Aktivititen (2.25.2) miteinander verglichen werden kdnnen, muf} auf
einen Referenzwert normiert werden. In dem CAT-System wird dazu die Enzymaktivitit der
B-Galaktosidase (B-GAL) (Rosenthal, 1987) verwendet, Bei allen Transfektionen mit den
CAT-Vektoren werden die Zellen gleichzeitig mit einem Plasmid transfiziert (Tab. 3), das das
B-GAL-Enzym konstitutiv exprimiert. Die Expression der B-GAL ist unabhingig vom
verwendeten Zelltyp.

3.2.1 Herstellung der pCAT®3-Promotorkonstrukte
Um die fiir die Expression des DmDopl-Gens wichtigen Bereiche eingrenzen zu k&nnen,
wurde das 2149 Bp groBe Promotorfragment aus 32/ProDopl (3.1.6) vom 5'-Ende und 3™

Ende her systematisch verkiirzt (Abb. 13A). Das EcoRI-Fragment (3.1.6) wurde mit den
Enzymen Sacl/Xhol aus der multiplen Klonierungsstelle des Plasmids 32/ProDopl (3.1.4)
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(Abb. 10) und 32/ProDopl(-) (Abb. 11), das das Fragment in entgegengesetzter Orientierung
enthilt, ausgeschnitten. Da sich innerhalb des Fragments ebenfalls eine Sacl-Schnitistelle
befindet (Abb. 10 u.11), wurden die Fragmente durch Partialrestriktion isoliert. Die anderen
Promotorfragmente wurden mit den Restriktionsenzymen Pvull/EcoRl, Aval/EcoRI,
Ndel/EcoRI und MIul/EcoRI aus dem Plasmid 32/ProDopl ausgeschnitten (2.13.1). Die
Enden der Fragmente wurden aufgefiillt (2.12.1) und in beiden Orientierungen in den Vektor
pBluescript/EcoRV ligiert (pBlue SK(-)PD1) (Abb. 10). Die Fragmente wurden mit den
Enzymen Sacl/Xhol aus der multiplen Klonierungsstelle der pBluescript-Konstrukte
ausgeschnitten und in die mit SacI/Xhol geschnittenen Vektoren pCAT®3-Basic und pCATR3-
Enhancer ligiert (Abb. 10 u. 11). Die Konstrukte wurden pCATBasPD1 bzw. pCATEnhPDI1
(Abb. 11) benannt.

Auch stromabwiirts des Transkriptionsstarts konnen Sequenzabschnitte liegen, die die
Genaktivitit regulieren (Arkhipova, 1995, Valhmu et al., 1998). Deshalb wurde ein Fragment
aus dem Phagen A 32 (3.1.4) isoliert, das 365 Bp des 5'-nicht translatierten Bereiches des
DmDopl-Gens bis zum ATG des offenen Leserahmens umfat, Da dieser Gen-Abschnitt iiber
keine geeigneten Schnittstellen verfiigt, wurde in einer PCR-Reaktion (2.15) mit dem Primer
#2089 (s. Anhang) eine Xhol-Schnittstelle unmittelbar hinter dem ATG eingefiigt (Abb. 12).
Als Gegenprimer diente #1936 (s. Anhang). Das PCR-Fragment wurde mit den Enzymen
Mlul/Xhol geschnitten und an das Sac/Mlul-IFragment der pCATBasPDI1-bzw.
pCATEnhPD1(-2024/+125)-Konstrukte angefiigt (Abb. 12). Die Klone wurden als
pCATBasPD1 bzw. pCATEnhPD1(-2024/+495) bezeichnet (Abb. 12). Fiir die Herstellung
des pCATBasPD1(-205/+495)-Konstrukts (Tab. 5) wurde das pCATBasPD1(-2024/+495)-
Konstrukt mit Sacl/Mlul geschnitten, die Enden der Fragmente aufgefiillt (2.12.1) und
religiert (Abb. 12). Das pCATBasPDI1(-125/+495)-Konstrukt (Tab. 5) wurde durch
Restriktion mit Sacl/EcoRI, Auffiillen der Enden (2.12.1) und anschliefender Religation
hergestellt (Abb, 12). Die Herstellung der pCATEnhPD1 (-205/4+495)- und pCATEnhPD1
(-125/+495)-Konstrukte wurde analog durchgefiihrt (Abb. 12),
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32/ProDopl
T3 primer T7 primer
—p 4—
EcoRI Sacl Pvull Aval Ndel Mlul INREcoR{

\ 0,5 kb
Psi PeoRY
Smal HindITl
BamHl ! Clal
Spel 4 Sail
Xbal Xhol
Eagl o Apal
ls\'m]I[ Restriktion aus 32/ProDopl Kpnl
2l
BstXE -
Ty
& Sacl HeoRI ’ EcoRI Xhol
(-2024/+125bp)
Pyull EcoRI

(-1481/+125 bp)

Aval EcoRI

(-1063/+125bp)

Ndel BeoR1

(-454/+125 bp)

Mlui EcoRI

(-2054+125bp)

Auffifllen mit Klenow-Fragment
Ligation in beiden Orientierungen in pBluescript SK(-}/EcoRV Sacl/Xhol

T1(-) exlgin

pBlue SK(-)
PDL

Sact
EcoRY

Promofragment
" SacHXhol

| oy "7+ Ligation Sacl/Xhol in die Vektoren
pCATE3-Basic und -CATR3-Enhancer (Abb. 11)

Abb, 10: Herstellung der (5°—3%)-Promotor-CAT-Konstrukte (1), Die Konstruktion der Plasmide ist im Text beschrieben.
Das Sacl/XholI-Fragment wurde direkt in die CAT-Vektoren kloniert. Die kleineren Fragmente wurden zuerst in pBluescript
SK (-) /EcoRV subkloniert. Alle pCAT-Konstrukte tragen die DmDop1-Promotorfragmente in der fiir die Transkription des

CAT-Gens bendtigten (5'—3")-Orientierung, Die einzelnen Module des pBluescript SK(-)-Plasmids sind in Abb. 5 erldutert.
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32/ProDopl (-)

T3 primer T7 primer
__b ‘_
EcoRI NR Ml Ndel Aval Pvull Sacl EcoR1

1

AR
Pstl EcoRV
Smal HindIIl
BamHI ¥ Clal
Spel Sall
Khal Restriktion aus 32ProDopl (=) Xhol
Eagl mit Sacl/Xhol Apal
Notl Kpn!
Sacll
BstXI
Sacl
W
Sacl EcoRI ’ EcoRI Xhol

Ligation in die mit Sacl/Xhol geschnitfenen
Vektoren pCATR3-Basic und pCATR3-Enhancer

pCATBasPD1 pCATEnhPDI

SVa0 poly{A) SY40 poly(A)

Abb, 11: Herstellung der (3*-5%)-Promotor-CAT-Kenstrukte (2). Die Konstruktion der Plasmide wurde, wie im Text
beschrieben, durchgefiihrt. Im Plasmid 32/ProDopl (-) ist das Promotorfragment in der entgegengesetzten Orientierung
(3'=5" kloniert. Die hier beschriebenen pCAT-Konstrukte tragen die DmDopl-Promotorfragmente in der fiir die
Transkription des CAT-Gens entgegengesetzten (3'—5")-Orientierung. Ampicillin ; f1(-) origin (s. Abb. 5); $V40 Enhancer =
Chiméres Intron aus SV 40-Virus, das CAT-Expression verstirkt; SV40 poly (A) = Transkriptions-Terminationssignal und

Polyadenylierungssignal.
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A32

0,5kb

Kodierender Bereich

Pvull Aval Ndel Miul 1ng EeoRI Xhol pmDoept

#1936 | #2089
S &
pCATBasPD1 bzw, pCATEnhPD1 PCR-Reaktion
(-2024/+125) ;
Sacl EcoR1 Ml  EcoRI Xhol Miul Xhol

. ,
. /
AN 7
X ¥
Restriktion mit
Mlul/’Xhol
pCATRasPD1 bzw. pCATEnhPD1 Ligation
(-2024/+495)
Sac] FeoRI Miul EcoRlE  Xhol Bglil

/ ~,
f/ AN
£ u
Restriktion mit Restriktion mit
Sacl/Miul Sacl/EcoRL
Auffiillen der Enden Auffiillen der Enden
Religation Religation
pCATBasPD1 bzw. pCATEnhPD1 pCATBasPD1 bzw. pCATEnhPD1
(-205/+495) (-125/+495)
Kpnl Mlul EcoRI Xhol  Bgll Kpnl EcoRI  Xhel Bglil

Abb, 12: Herstellung der CAT-Konstrukte (3), Die Konstruktion der pCAT-Konstrukte, die den Promotorbereich bis zum

ATG enthalten, wurden wie oben abgebildet, hergestellt.
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In den folgenden Tabellen sind die CAT-Konstrukte nochmals aufgefiihrt:

Tab, 5: pCAT®3-Basic-Konstrukte

Plasmid Fragmentgréfie Restriktions- Orientierung
in Bp schnittsteflen
pCATBasPD1 2149 EcoRI/EcoRI +)

(-2024/+125) —»

pCATBasPD1 2149 EcoRI/EcoRI (-)
(-2024/+125) <—

pCATBasPDI 1606 Pvull/EcoRI (+)
(-1481/+125) —»

pCATBasPDI 1606 Pvull/EcoRI ()
(-1481/+125) <—

pCATBasPD1 1188 Aval/EcoR1 (+)
(-1063/+125) —

pCATBasPD1 1188 Aval/EcoRI (=)
(-1063/+125) «—

pCATBasPD1 579 Ndel/EcoRI +)
(-454/+125) —»

pCATBasPDI 579 Ndel/EcoRI )
(-454/+125) <« ,

pCATBasPD] 330 MIu/EcoRI +)
(-205/+125) —»

pCATBasPD1 330 Mlul/EcoRI )
(-205/+125) <

pCATBasPD1 2519 EcoR1/Xhol (+)
(-2024/+495) —

pCATBasPD1 700 Mlul/Xhol (+)
(-205/+495) —»

pCATBasPD1 620 EcoRI/Xhol (+)
(-125/4+495) —»

Dic Orientierungen der Konstrukte sind mit einem Pfeil bzw. mit (+) und (-) gekennzeichnet. Das Anfangs- und
Endnukleotid der jeweiligen Promotorfragmente ist in Kiammern angegeben, Negative Zahlen bezeichnen den Bereich 5>
stromaufwirts des Transkriptionsstarts.
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Tab, 6: pCAT"3-Enhancer Konstrukte

Plasmid Fragmentgrofie Restrikiions- Orientierung
in Bp schnittstellen

pCATEnhPD1 2149 ' EcoRI/EcoR1 (+)

(-2024/+125) —

pCATEnhPD1 2149 EcoRI/EcoRI )

(-2024/+125) <—

pCATEnhPD1 1606 Pvull/EcoRI (+)

(-1481/+125) —

pCATEnhPD1 1606 Pvull/EcoR1 )
(-1481/+125) <

pCATEnhPD1 1188 Aval/EcoR1 (+)
(-1063/+125) —

pCATEnhPD1 1188 Aval/EcoR1 (-)
(-1063/+125) «— |

pCATEnhPD1 579 Ndel/EcoRI (+)
(-454/+125) —»

pCATEnhPD1 579 Ndel/EcoRI (-)
(-454/+125) <—

pCATEnhPD1 330 MIul/EcoR]I (+)
(-205/+125) —»

pCATEnhPDI 330 MIlul/EcoRI )
(-205/+125) <+

pCATEnhPD1 2519 EcoRI/Xhol (+)
(-2024/+495) —

pCATEnhPD1 700 MIul/Xhol (+)
(-205/+495) —»

pCATEnhPD1 620 EcoRI/Xhol +)
(-125/+495) —»

Die Crientierungen der Konstrukte sind mit einem Pfeil bzw. mit (+) und (-) gekennzeichnet. Die Bezeichnung der
Promotorfragmente ist in Tab, 5 erklirt,
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3.2.2 Bestimmung der CAT-Aktivitiit

Da der DMDOPI1-Rezeptor im zentralen und peripheren Nevensystem der Fliege exprimiert
wird (Gotzes et al., 1994), war zu erwarten, daf} der DmDopl-Promotor nur in neuronalen
Zellen aktiv ist. Da zur Zeit keine neuronale Drosophila-Zellinie verfiigbar ist, wurden die
CAT-Messungen in verschiedenen S#ugerzellen durchgefiihrt. Die Konstrukte (Tab. 5 u.6)
wurden in zwei neuronalen Zellinien SK.N.SH (menschliche Neuroblastomzellen, 2.3) und
Neuro 2a (Maus-Neuroblastomzellen, 2.3) (Tab. 7, Abb. 13A und B) sowie in einer
menschlichen Nieren-Zellinie HEK293 (2.3) untersucht (Tab.7, Abb. 13C). Mit jedem
Konstrukt wurden mindestens 4 unabhingige Transfektionen (2.23) durchgefiihit, um die

Ergebnisse statistisch abzusichern.

3.2,2.1 Messung der CAT-Aktivitit in der menschlichen SK.N.SH-Neuroblastom-

Zellinie

Jedes Konstrukt (Tab. 5 und 6) wurde gemeinsam mit dem pSV-B-Gal Kontrollplasmid
transient in die SK.N.SH-Zellen transfiziert (2.23). Die B-GAL- und CAT-Aktivititen wurden
48 h nach der Transfektion bestimmt (2.25).

In allen Transfektionen wurde B-GAL-Aktivitit gemessen, Transfektionen, die mit pCAT"3-
Basic Konstrukten durchgefithrt wurden, ergaben in keiner Zellinie nennenswerte CAT-
Aktivititen. MeBbare CAT-Aktivititen wurden ausschlieBlich mit den pCAT"3-Enhancer
Konstrukten erhalten. Die nachfolgend beschriebene Steigerung der CAT-Aktivitit bezicht
sich auf die CAT-Aktivitit, die nur mit dem pCAT 3-Enhancer Plasmid (ohne zusitzliches
Promotorfragment (Kontrolle)) gemessen worden ist,

Die hichsten CAT-Aktivititen wurden in den SK.N.SH-Zellen mit den am stirksten vom 5'-
Ende her verkiirzten Konstrukten gemessen: die Aktivitdt des pCATEnhPD1(-454/+125)
Konstrukts war 254-fach und die des pCATEnhPDI1(-205/+125) Konstrukts war 25-fach
hoher als die des pCAT®3-Enhancer-Kontrollplasmids. Mit dem Promotorkonstrukt
pCATEnhPD1(-2024/+125) wurde in den SK.N.SH-Zellen eine 8-fach-gesteigerte CAT-
Aktivitit im Vergleich zu pCATR3-Enhancer transfizierten Zellen gemessen (Abb. 13A). Die
CAT-Aktivitidten, die mit den beiden vom 5-Ende her verkiirzten Xonstrukten,
pCATEnhPD1(-1481/+125) und pCATEnhPD1(-1063/+125), gemessen wurden, war mit 3,1-
bzw. 2,6-facher Aktivitit etwas geringer als die des Konstrukts pCATEnhPD1(-2024/+125).
Die geringste CAT-Aktivitdt wurde mit den Fragmenten gemessen, die den Promotorbereich
bis zum ATG enthalten: die Aktivitit war 1,2-fach mit dem gesamten Promotorkonstrukt
pCATEnhPD1(-2024/4495), 1,5-fach mit dem pCATEnhPD1(-205/+495)-Konstrukt und 2,5-
fach mit dem pCATEnhPD1(-125/+495)-Konstrukt.

Die CAT-Konstrukte, die die Promotorfragmente in der entgegengesetzten Orientierung
enthalten, zeigten, mit einer Ausnahme, entweder keine oder nur geringe CAT-Aktivititen
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(2-3,4-fach). Nur das pCATEnhPD1(-1063/+125) (-)-Konstrukt (Tab. 6) fiihrt zu einer 7.6-
fachen Steigerung gegeniiber der Kontroll-CAT-Aktivitit. Vergleicht man alle in den
SK.N.SH gemessenen CAT-Aktivititen miteinander, so wurde eine deutliche Erh6hung der
Enzymaktivitit nur mit dem pCATEnhPD1(-454/+125)-Konstrukt (25,4-fach) und
pCATEnhPD1(-205/+125)-Konstrukt (25-fach) erreicht.

A) SK.N.SH-Zellen
0,5k .
'____I Transkriptionsstart
Exonl
j Koditrender Bereich
A T
EJ:TRI PjWH IvaI NIdeI Mg I INR EcoRI  ATG! Xhol DrDopl
1
EcoRE EecoRI
L | pCATErhPD1
C | (-2024/4125)
Pyull EeoRI
| | pCATEGhPD]
L 3 (-14314125)
Aval EcoRI
| | pCATErhPD1
= - (-1063/+125)
Ndel EcoRI
pCATEGhPDS
l::—-.._::! (4541+125)
Miuf Rl
i e pCATEPD1
|::—_':| (-205/+125)
FeoRi Xbo!
v P pCATEMEDI
i ] (-2024/+495)
il X
M bl CATEMPDI —
t::::l {(-205/4495)
EcoRtl Xhol
pCATEzhPD1
= (zsmy
| i

(Legende, s. Seite 61)
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3.2.2.2 Messung der CAT-Aktivitit in der Maus-Neuroblastom-Zellinie Neuro2a

Alle Konstrukte wurden auch in der Neuro2a-Zellinie getestet. Nach der Transfektion wurden
geringere CAT-Aktivitdten (Tab. 7, Abb. 13B) als in SK.N.SH-Zellen gemessen.

In den Newro2a-Zellen wurde mit den Promotorkonstrukten pCATEnhPD1(-2024/+125),
pCATEnhPDI1(-1481/4125) und pCATEnhPD1(-1063/+125) keine CAT-Aktivitit gemessen.
Die kleinsten, vom 5-Ende her verkiirzten Promotorkonstrukte zeigten jedoch auch in der
Neuro2a-Zellinie eine deutliche Erhthung der CAT-Aktivitit. Im Vergleich zu den mit dem
pCAT®3-Enhancer transfizierten Kontrollzellen betrug dic Steigerung der Enzymaktivitiit mit
dem pCATEnhPD1 (-454/+125)-Konstrukt 3-fach bzw. mit dem pCATEnhPD1(-205/+125)-
Konstrukt 13,6-fach. Bei Verwendung der entgegengesetzt orientierten Konstrukte wurde
keine CAT-Aktivitit gemessen. Der Promotorbereich von +125 bp bis +495 bp wurde nicht

getestet.

B) Neuro 2a-Zellen

05kb
,———' Transkriptionsstart
Exon 1
Kodierender Bereich
BecRI I Ndel ¥
? f:w A'val ldeI 1I:ur Rl ATOXhl o
[
ookt el pCATESHPDI —
tf—
— j (202444125)
ol Feotd pCATERHPDI —
| | (-14814+125) —
Avdl EeoRl
\ | pCATEIhPDI —
| l (-10634+125)
Ndel BeokI
" JCATEThPDI
— (45414125}
MA[  EcoRT
’ pCATEGhED]
— (2054+125)
i I I

0 10 20 30 fach

(Legende, s. Seite 61)
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3.2.2.3 Messung der CAT-Aktivitit in der menschlichen Nierenzellinie HEK293

In der menschlichen Nierenzellinie HEK293 war im Verglsich zu den neuronalen Zellinien
bei allen Konstrukten nur eine geringe Enzymaktivitit nachweisbar (Tab. 7, Abb. 13C). Mit
dem pCATEnhPDI1(-2024/+125)-Konstrukt wurde nur eine 1,3-fache CAT-Aktivitit
gemessen. Die CAT-Aktivitdt des pCATEnhPD1(-454/+125)-Konstrukts war 4.7-fach und die
des pCATEnhPD1(-205/+125)-Konstrukts war 5,7-fach hoher als die Kontroll-CAT-Aktivitit,
Verglichen mit den CAT-Aktivititen, die in den SK.N.SH-Zellen mit diesen Konstrukten
erzielt wurden, sind diese Werte zu gering, um als spezifische Promotoraktivitdt gelten zu
konnen.

Die Transfektion der HEK293-Zellen mit CAT-Konstrukten, die das Promotorfragment in
entgegengesetzter (3'—>5")-Orientierung enthalten, ergaben, wie schon zuvor bei den
neuronalen Zellinien, nur sehr geringe CAT-Aktivitiiten (0,2-1,8-fach).

C) HEK 293-Zellen
0,5k '
|____l Transkriptionsstart
Exon 1
FeaRE Pall Avdl Nl Ml | BeoRl AT Xl gfgml'd“mmdl
L 1 | ! | v ®
| — 1 1
Peokt Bkt pCATEPDI
1 i (202444125
PEII Ef‘:‘“ pCATERhPDI
E - (-1481/+125)
Aval FeoRT
: | pCATERRPD1
o ] (-1063/+125)
Niel BeoR]
pCATERPD1
 — (45414125
MWl EcoRl
pCATEThPD]
— (205/+125)

| T 1
0 10 20 30 fach

Abb, 13: Bestimmung der CAT-Aktivitéit in A) SK.N.SH-, B) Neuro 2a- und C) HEK 293-Zellen. Die Aktivititen {Tab.
7), die mit 5'—3' orientierten Promotorkonstrukten gemessen wurden, sind schraffiert dargestellt. Die Aktivitiiten, die mit
den entgegengesetzt 3'—5' orientierten Promotorkonstrukten gemessen wurden, sind schwarz dargestellt. Die Orientierung
des Promotorfragments ist durch einen Pfeil angegeben. Die Originalrichtung ist mit (—), die entgegengesetzie Richtung mit
(¢-) gekennzeichnet, Die CAT-Aktivititen sind als Steigerung (-fach) der Enzymaktivitit angegeben, die mit dem pCAT-

Enhancer Vektor ohne Promotoranteil (=1-fach) gemessen wurde,
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Tab. 7: CAT-Aktivitiiten, die in den Zellinien SK.N.SH, Neuro 2a und
HEK 293 gemessen wurden

Plasmid Orientierung SK.N.SH Neuro 2a HEK 293
des
Promotorfragments
-fach zu pCATR3—Enhancer
pCATEnhPDI1 (+) 8,0 - 1,3
(~2024/+125) ~»
pCATEnhPD1 (-) 2,2 - 0,2
(~2024/+125) +—
pCATEnhPD1 (+) 3,1 - 3,2
(-1481/4125) —»
pCATEnhPDI ) 34 - 0,9
(-1481/+125) «—
pCATEnhPDI1 (+) 2,6 - 1,1
(-1063/+125) —»
pCATEnhPD1 ) 7,6 - 1,8
(~1063/+125) +—
pCATEnhPDI (+) 254 3,0 4,7
(-454/+125) —»
pCATEnhPDI1 ) 04 - 0,2
(-454/+125) +—
pCATEnhPDI (+) 25,0 13,6 57
(-205/+125) —»
pCATEnhPD1 () 3,2 - -
(-205/+125) <
pCATEnhPD1 (+) 1,2 n.g. n.g.
(-2024/4+495) —
pCATEnhPD1 (+) 1,5 n.g. n.g.
(-205/+495) —»
pCATEnhPD1 (+) 2,5 n.g. n.g.
(-125/+495) —»
pCAT®3-Enhancer 1,0 1,0 1,0

Die Orientierungen der Konstrukte sind mit einem Pfeil bzw. mit (+) und (-) gekennzeichnet. Die Mittelwerie der CAT-
Aktivitdten {-fach zum pCATR3—Br|hanccr) sind fiir die einzelnen Zellinien angegeben. Keine Aktivititen (< 0.2-
fach) wurden mit ,,— bezeichnet. Einige Konstrukte wurden nicht in allen Zellinien untersucht ,,n,g.%.
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Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a)

b)

d)

Die Promotoraktivitit ist abhéngig von der Art der Zellinie. Deutlich erhdhte
Promotoraktivitit wurde nur in neuronalen Zellen gemessen.

Transfektionen mit CAT-Konstrukien, die das DmbDopl-Promotorfragment in
entgegengesetzter (3'—>5") Orientierung enthalten, fiihren -mit Ausnahmen- nur zu
geringer Expression des CAT-Gens.

Das 2 kb EcoRI-Promotorfragment reicht aus, um die Genaktivitit des CAT-Gens zu
steuern.

Der DmDop]-Promotor besitzt sowohl Bereiche, die die Transkriptionsaktivitit steigern
als auch inhibieren. In der menschlichen Neuroblastom-Zellinie (SK.N.SH) liegen stark
aktivierende Sequenzen im Bereich (-454/+125); inhibierende Sequenzen wurden im
Bereich (-1063/-454) und (+125/+495) identifiziert. In der Maus-Neuroblastom-Zellinie
Neuro 2a wurde mit dem pCATEnhPD1(-205/4+125)-Promotorkonstrukt eine deutliche
Aktivitiit, in den HEK?293 Zellen nur eine schwache Promotoraktivitiit erreicht.

Der DmDopl-Promotor reicht allein zur Transkription des CAT-Gens nicht aus, sondern
bendtigt zusitzlichen Enhancer-Elemente, wie sie bspw. vom pCAT®3-Enhancer-Vektor

zur Verfligung gestellt werden.
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3.3 Nachweis der Protein-Promotorwechselwirkungen des DmDop1-Gens durch
Gelshift-Assays (Hendrickson, 1985; Manley et al., 1980)

Durch die CAT-Reportergenassays wurden die Promotorbereiche des DmDopl-Gens
identifiziert, die fiir die Aktivierung bzw. Inhibierung der Transkription von Bedeutung sind.
In den Bereichen (-1063/-454), (-205/+125) und (+125/+495) vom Transkriptionsstart
entfernt, befinden sich potentielle Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren (3.1.6),
insbesondere CREB (+125/+495) (Abb. 9 B). Um zu iiberpriifen, ob tatséichlich Faktoren an
diese DNA-Sequenzabschnitte binden, wurden Gelshift-Experimente durchgefiihrt, Fiir die
Gelshift-Assays wurde 150-400 bp grofie Promotorfragmente verwendet, die entweder durch
PCR (Abb. 14A und C) oder durch Restriktion mit verschiedenen Enzymen hergestellt
wurden (Abb. 14B und D) (2.27). Die Fragmente wurden mit [73 2P)ATP radioaktiv markiert
und dann mit Proteinextrakten aus Zellkernen von SK.N.SH-Zellen inkubiert., Als
Positivkontrolle wurde ein Kernextrakt aus Hela-Zellen (Fa. Stratagene) verwendet, der mit
einem doppelstringigen Kontroll-Oligonukleotid (2.27) inkubiert wurde. Binden Proteine aus
den Exftrakten an die DNA-Fragmente, so besitzen sie eine verinderte Mobilitit in einem
nativen Gelsystem, Die Inkubation der Fragmente mit den Extrakten erfolgte fiir 30 min bei
4°C, Die Proben wurden auf ein 6 % Polyacrylamidgel aufgetragen (2.27), das Gel
anschliefiend getrocknet und eine Autoradiographie angefertigt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 14A-D dargestellt. In Abb. 14C und D (rechte Seite) sind die
Ergebnisse der Gelshift-Assays zusammengefafit.

In Spur 1 der Abb. 14A und B (Positivkontrolle, doppelstiringiges Kontroll-Oligonukleotid,
das mit dem Hela-Kernextrakt inkubiert wurde) ist einc deutliche Anderung des
Fragmentlaufverhaltens zu sehen. In Spur 2 (Abb. 14A und B) ist das Kontroll-Oligonukleotid
ohne Zellextrakt aufgetragen. In Spur 5 (PCR-Fragment #2358/#2344) und Spur 11 (PCR-
Fragment #2363/808) (Abb. A) sind neben den radicaktiv markierten Ausgangsfragmenten
ebenfalls zusitzliche Banden zu sehen, die ein geéindertes Laufverhalten aufweisen und in den
Kontrolispuren (ohne Proteinzugabe) Spur 6 und 12 nicht auftreten. Auch in Spur 7 (PCR-
Fragment #2359/#2360), Spur 9 (PCR-Fragment #2361/#2362) und Spur 13 (PCR-Fragment
#262/#285) treten zusitzliche Banden auf. Jedoch ist die Intensitit dieser Fragmente deutlich
geringer als bspw. in Spur 11 (Abb. 14A). In Spur 3 (PCR-Fragment #2356/#2357) ist ein
sehr schwache zusétzliche Bande zu sehen. In den Spuren ohne Proteinzugabe (Spur 4, 8, 10
und 14) treten diese zusétzlichen Banden nicht auf,

In Abb. 14B wurden fiir das Gel-Shift-Experiment radicaktiv markierte Restriktionsfragmente
des DmDop1-Promotorbereichs verwendet. Neben den Ausgangsfragmenten ist in den Spuren
3 (Ndel/Mlul-Fragment) und Spur 5 (Aval/Pstl-Fragment) zusétzlich eine deutliche Bande zu
erkennen. In der Spur 9 (Xhol/EcoRI-Fragment) ist nur eine sehr schwache Bande zu sehen.
Diese zusitzlichen Banden treten in den Spuren ohne Proteinzugabe (Spur 4, 6, und 10) nicht
anf. In den Spuren 7 (Mlul/EcoRI-Fragment) und 11 (Ndel/Pstl-Fragment) ist kein
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zusiitzliches Fragment zu den Fragmenten aus Spur 8 und 12 (ohne Proteinzugabe) zu

erkennen.

Diese Ergebnisse kdnnen wie folgt zusammengefait werden:

Es wurde sowohl in den Promotorbereichen (-1063/-454 bp) und (+125/+495 bp) als auch im
Bereich (-454/+125 bp), eine Bindung von SK.N.SH-Kernproteinen nachgewiesen.

A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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| 0,5 kb
EcoRI Pyull Aval  Pstl Ndel Mlul EcoRI  ATG/ Xhol Kodwrerl:dcr Bereich
1 I | [ | | N I | DmbDaop
L A i
2026 -1483 -1065 872 456 207 +118 +493 bp Gelshift
C #2356 #2357
+» < .
#2358 #2344
= 4 +/+
#2359 #2360
> +/—
#2361 #2362
i <+ +
#2363 # 808
& < + +
#262 #285
> <+ +
D Aval Pstl
l:l + +
PstI Ndel
Ndel Ml
}:_' +
Miul EcoRI
EcoRl  Xhol
e—— /=

Abb. 14: A) Gelshift-Assay mit PCR-Promotorfragmenten des DmDopl-Gens. In Spur 1 ist die Positivkontrolle
(Kontroll-Oligonukleotid mit Hela-Kernexfrakt), in Spur 2 die Negativkontrolle (DNA ohne Kernexirakt) aufgetragen. In
Spur 3, 4 ist das PCR-Fragment #2356/#2357, in Spur 5, 6 das PCR-Fragment #2358/#2344 in Spur 7, 8 das PCR-Fragment
#2359/4#2360, in Spur 9, 10 PCR-Fragment #2361/4#2362, in Spur 11, 12 PCR-Fragment #2363/#808 und Spur 13, 14 PCR-
Fragment #262/4#285 jeweils mit (Spur 3,5,7,9,11) und ohne (Spur 4,8,10,12) SK.N.SH-Kernextrakt Inkubation aufgetragen.
B) Gelshift-Assay mit Restriktionsfragmenten des DmDopl-Promotors. In Spur 1 ist die Positivkontrolle (Kontroll-
Oligonukleotid mit Hela-Kernextrakt), in Spur 2 die Negativkontrolle (DNA ohne Kernextrakt) aufgetragen. In Spur 3, 4 ist
das Ndel/Mlul-Fragment, in Spur 5, 6 das Aval/PstI-Fragment, in Spur 7, 8 das Miul/EcoRI-Fragment, in Spur 9, 10 das
Xhol/EcoRI-Fragment und in Spur 11, 12 das Ndel/Pstl-Fragment jeweils mit (Spur 3,5,7,9,11) und ohne (Spur 4,8,10,12)
SK.N.SH-Kernextrakt Inkubation aufgetragen. C) PCR-Fragmente des DmPopl-Promotors. Die Lage der filr den Gelshift-
Assay (Abb. A) verwendeten PCR-Fragmente ist gezeigt. Die Auswertung der Ergebnisse des Gelshift-Assays ist rechts
neben den jeweiligen PCR-Fragmenten angegeben; ++ = sehr starke Bande (Gelshift); +/+ = starke Bande; + = mittelstarke
Bande; +/— = schwache Bande; +/- — = sehr schwache Bande; — = keine Bande D) Restriktions-Fragmente des DmDopl-
Promotors. Die Lage der fiir den Gelshift-Assay (Abb. 14B) verwendeten Restriktionsfragmente ist gezeigt. Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse des Gelshift-Assays ist rechts neben den jeweiligen Restriktionsfragmenten angegeben,

- 66 -




Ergebnisse

3.4 Entwicklungs- und gewebespezifische Lokalisation der DmDopl-mRNA

Transkripte des DmDopl-Gens wurden in Adult-Stadien in Kopfen, Korpern und Antennen
nachgewiesen (Dr. Arbeit, F. Gotzes). Die Ergebnisse der Northern-Analyse (3.1.1) zeigten,
dafl DmDOP1-Transkripte schon frith in der Entwicklung (Embryo) vorhanden sind, Es war
jedoch unklar, ob eine entwicklungs- und moglicherweise geschlechtsspezifische Expression
des DmDopl-Gens stattfindet. Diese Fragestellungen wurden durch PCR-Analysen und
schlieBlich mit ir sif Hybridisierungen an Gefrierschnitten getestet,

3.4.1 RT (Reverse Transkriptase)-PCR Analyse der DmDopl1-mRNA

Fiir die RT-PCR Analyse wurde RNA aus Embryonen (0-4h), (4-8h), (0-16h), drittes
Larvenstadium und Puppen sowie aus Képfen und Kérpern untersucht. Die RNA wurde
mittels eines oligo-d1-Primers und der M-MLV Reversen Transkriptase in ¢DNA
umgeschricben (2.16) und anschlieBend fiir die Amplifikation mit genspezifischen Primern,
#2215 und #2216, eingesetzt (s. Anhang). Als Positivkontrolle wurde DmDopl-DNA
verwendet, Die Amplifikation der cDNA Priiparationen erfolgte iiber drei Exone (3, 4 und 5)
hinweg. Amplifikationsprodukte auf genomischer DNA (~ 9kb) sollten unter diesen
Bedingungen nicht entstehen. Dartiberhinaus muBte das PCR-Fragment eine Mlul- '
Schnittstelle (Bp 1136 in DmDopl) besitzen, so dall das Amplifikationsprodukt durch
Restriktion identifiziert werden konnte. Amplifikationsprodukte wurden in allen Piparaten
erhalten. Die Fragmente waren mit Mlul spaltbar (Abb. 15).

Die Untersuchung zeigt, da3 das DmDopl-Gen in allen Stadien der Drosophiia-Entwicklung
transkribiert wird.
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1 2345678 91011121314 15 16 17 18 19 20 21 Bp

— 947

— 564

— 125

Abb. 15: RT-PCR Analyse der gewebs- und entwicklungsspezifischen Transkeiption der DmBPopt-mRNA. Es sind
jeweils ungeschnitte und mit Mlul geschnittene PCR-Produkte aufgetragen. Spur 1 = Embryo (0-4 h); Spur 2 = Embryo (0-4
h), Mlul geschnitten; Spur 3 = Embryo (4-8 h); Spur 4 = Embryo (4-8 h), Mlul geschnitten; Spur S = Embryo (0-16 h); Spur
6 = Embryo (0-16 h), MIul geschaitten; Spur 7 = Kopf (Minnchen); Spur 8 = Kopf (Minnchen), Mlul geschnitten; Spur 9 =
‘ Kérper (Minnchen); Spur 10 = Kiorper (Ménnchen), Mlul geschaitten; Spur 11 = Kopf (Weibchen); Spur 12 = Kopf
(Weibchen), Mlul gechnitten; Spur 13 = Koérper (Weibchen); Spur 14 = Kérper (Weibchen), Mlul geschnitien; Spur 15 = 3;
Larve; Spur 16 = 3, Larve, Mlul geschnitten; Spur 17 = Puppe; Spur 18 = Puppe; Mlul geschnilten; Spur 19 = DmDopl
{(Positivkontrolle); Spur 20= DmDop 1, Mlul geschnitten; Spur 21 = Wasserkontrolle

Die Untersuchung der Promotoraktivitdt des DmDopl-Gens in den Zellinien SK.N.SH,
Neuro2a und HEK?293 hatte gezeigt, dali hohe Reportergenaktivititen nur in SK.N.SH-Zellen
erreicht wurden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dal in den Zellen spezifische Faktoren zur
Verfiigung stehen, die die Dopamin-Rezeptor Expression ermdglichen. Tatséchlich wurde in
einer den SK.N.SH-Zellen verwandten Zellinie (SK.N.MC) gezeigt, dal der menschliche
Dopamin DI1-Rezeptor exprimiert wird (Minowa et al.,, 1993). Es sollte deshalb geprtift
werden, ob dies auch in den SK.N.SH-Zellen der Fall ist, Dies wurde mit einer RT-PCR
Analyse tiberpriift. Fiir die Amplifikation wurde RNA aus SK.N.SH-Zellen in 1. Strang cDNA
umgeschrieben und dann mit den genspezifischen Primern #2282 und #2283 (hybridisieren
im humanen DmDop1-Gen, s. Anhang) eine PCR durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde
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eine PCR unter Verwendung der gleichen Primer auf dem menschlichen Dopamin D1-
Rezeptor-Klon durchgefiihrt, Sowohl fiir die SK.N.SH-Zellen als auch fiir die Positivkontrolle
entstand ein Amplifikationsprodukt von ca. 600 Bp (Abb. 16).

Abb. 16: RT-PCR Analyse des humanen Dopamin D1-Transkriptes in SK.N.SH-Zellen. Spur 1 = SK.N.SH-Zellen; Spur

2 = hDop1 (Positivkontrolle), Spur 3 = Wasserkontrolle,
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3.4.2 In situ Hybridisierung an Gefrierschnitten von Drosophila melanogaster

Die RT-PCR Experimente haben gezeigt, dal DmDopl-Transkripte sowchl in allen
Entwicklungsstadien der Fliege, als auch im Kopf und im Kérper ménnlicher und weiblicher
Fliegen vorhanden sind. Um die Lokalisation der DmDop1-Transkripte auch auf zellulirer
Ebene zu bestimmen, wurden in situ Hybridisierungen an Gewebeschnitten von Drosophila
durchgefithrt. Die Herstellung der Gewebeschnitte sowie die Durchfiihrung der
Nachweisreaktion erfolgte wie unter 2.18 beschrieben. Es wurde eine sense- und eine
antisense-RNA-Sonde zur Hybridisierung eingesetzt. Fiir die Transkription wurde das
Konstrukt pBGPB verwendet (Dr. Arbeit F. Gotzes). Es enthilt die Sequenz, die fiir die G-
Protein-Bindestelle kodiert. Die G/C-reichen Abschnitte sind aus der multiplen
Klonierungsstelle des pBluescript-Vektors zwischen Sacl und Xbal (sense-Sonde) bzw,
zwischen HindIIl und Kpnl (antisense-Sonde) entfernt worden. Fiir die Herstellung der
antisense-Sonde wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym Bam HI linearisiert und mit
T7-RNA-Polymerase transkribiert. Zur Synthese der sense-Sonde wurde mit dem
Restriktionsenzym HindIll linearisiert und die T3-RNA-Polymerase benutzt, Bevor die
Transkripte zur Hybridisierung eingesetzt wurden, wurde die Menge der synthetisierten RNA
sowie die Markierungseffizienz mit Digoxygenin bestimmt (2.18.1). Zusitzlich wurden
Southern-Blot-Hybridisierungen mit den Transkripten durchgefiihrt.

Mit den antisense-Sonden wurden in den Gewebeschnitten spezifische Firbungen erzielt.
Hybridisierungs-Signale wurden im Frontal-Kopfschnitt in den Perykarien des ZNS, den
optischen Loben, sowie in den Photorezeptorzellen beobachtet (Abb. 17A). In den Koérper-
Sagittalschnitten sind Firbungen im Unterschiundganglion sowie in den minnlichen und
weiblichen Gonaden (Testis und Ovarien) zu erkennen (Abb. 18A und B). In den Larven-
Sagittalschnitten wurden auch Signale sowohl im Gehirn, als auch in den Gonaden beobachtet
(Abb, 19). Bei der Verwendung der sense-Sonden wurde kein Signal beobachtet (Abb. 17C).
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Abb, 17: In situ-Hybridisierung an Gewebeschnitten adulter Drosophila-Kopfe. A) Frontalschnitt eines Drosophtla-
Kopfes, Die Hybridisierung erfolgte mit einer antisense-RNA-Sonde aus der G-Protein-Bindestelle, B) Horizontalschnitt
eines Drosophila-Kopfes. Die Hybridisierung erfolgte mit einer antisense-RNA-Sonde aus der G-Protein-Bindestelle,
C) Frontalschnitt eines Drosophila-Kopfes, Die Hybridierung erfolgte mit einer sense-RNA-Sonde aus der G-Protein-
Bindestelle. Die spezifischen Signale sind durch Pleile {A und B) gekennzeichnet und im Text eckldrt. Die eingezeichneten

Balken kennzeichnen eine Linge von 100 um.
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Abb. 18: frr situ-Hybridisierung an Gewebeschnitten adulter Drosophila-ICorper. A) Sagittalschnitt eines Drosophiln-

Miinnchens. B) Sagittalschnitt eines Drosophtifa-¥Weibchens. Die Hybridisierung erfolgte mit ciner antisense-RNA-Sonde

aus der G-Protein-Bindestetle. Die spezifischen Signale sind durch Pfeile (A und B) gekennzeichnet und im Text erkldrt. Die

eingezeichneten Balken kennzeichnen eine Linge von 130 pm.
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Abb. 19: In situ-Hybridisierung am Sagittalschnitt einer Drosophila-Larve. Dic Hybridisierung erfolgte mit einer
antisense-RNA-Sonde aus der G-Protein-Bindestefle. Die spezifischen Signale sind durch Pfeile gekennzeichnet und im Text

erklart. Der eingezeichnete Balken kennzeichnet eine Linge von 100 pm.
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3.5 Herstellung eines spezifischen DmDopl-Antik'drpefs

Um die Expfession des DmDopl-Rezeptors auch auf Proteinebene nachweisen zu kénnen,
sollte ein spezifischer, polyklonaler Antikérper hergestellt werden, der gegen die G-Protein-
Bindestelle des Rezeptors gerichtet ist. Fiir die Immunisierung wurde ein Fusionsprotein in
E.coli Zellen iiberexprimiert, dessen N-Terminus aus 6 Histidin-Aminosduren besteht, an die
sich die Sequenz des DmDopl-Rezeptors anschlieft. Die Verwendung des His-TAGs
(Qiagen) ermdglicht eine affinitiitschromatographische Reinigung des Proteins.

3.5.1 Anfiigen des His-TAGs an die DmDop1-Sequenz

Zur Konstruktion des Plasmids pQEDmDopl wurde ein ca. 200 Bp grofies Frégment aus der
kodierenden Region des DmIDOP1-Rezeptors verwendet, das fiir die G-Protein-Bindestelle
kodiert. Das Fragment wurde mittels einer PCR-Reaktion aus pBDmDopl amplifiziert (Abb.
20). Unter Verwendung des Primers #2262, der bei 1346 Bp in der DmDopl-Sequenz
hybridisiert (s. Anhang) wurde cine BamHI-Schnitistelle eingefiigt. Der Gegenprimer #2263
hybridisierte bei 1552 Bp in der DmDopl-Sequenz (s. Anhang) und enthielt eine HindTil-
Schnittstelle. Das Fragment wurde BamHI/HindIII in den Vektor pQE30 kloniert
(pQEDmDop1) (Abb.20). Das Konstrukt enthilt am 5'-Ende die kodierende Sequenz des His-
TAGs, an die sich im gleichen Leserahmen die kodierende Sequenz des DmDopl-

Rezeptorfragments anschliefit.
3.5.2 Expression des pQEDmDOP1-Fusionsproteins

Die Expression des pQEDmDopl-Fusionsproteins erfolgte in M15-E-coli Zellen (2.22.1).
Transformierte Zellen wurden bis zu einer ODgpe=0,5 bei 37 °C inkubiert. Die Expression des
Fusionsproteins wurde mit IPTG fiir 3h induziert. Das Fusionsprotein ist zum grofiten Teil
unldslich. Deshalb wurde die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen {iber eine Ni-
NTA-S#ule durchgefiihrt (2.22,1), Das Eluat wurde in eineér Konzentration von 500 pg/ 2 ml
PBS fiir die Immunisierung des Kaninchens eingesetzt. Das Serum aus der dritten und vierten
Blutung wurde in einem Western-Blot (2.22) untersucht. Beide Seren konnen in einer
Verdiinnung von 1:2500 eingesetzt werden und ecrkennen 10 ng des gereinigten

Fusionsproteins.
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Ergebnisse
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Abb, 20: Konstrukiion des pQEDmDopl-Konstrukts zur Herstellung elnes spezifischen DmDopl-Antikbrpers. Die

Konstruktion des Plasmids wurde wie im Text beschrleben, durchgefiihel. Das pQEDmDopl-Konstrukt enthilt die

kodierende Sequenz des His-TAGs, an das die Sequenz der G-Protein-Bindestelle des DmDopl-Rezeptors angefiigt wurde,

6xHis = TAG bestehend aus 6 Histidinen; Start = Translationsstart; Stop = Translationsstop.
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4, Diskussion

Die funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften verschiedener Neurotransmitter-
Rezeptoren sind von vielen Arbeitsgruppen intensiv untersucht worden. Bisher ist jedoch nur
wenig itber die Regulation ihrer Gene bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten
Mal der Promotor eines biogenen Amin-Rezeptorgens aus Drosophila melanogaster kloniert.
Der Promotorbereich des Gens unterscheidet sich sowohl hinsichtlich seiner Struktur, als auch
seiner funktionellen Eigenschaften von den bisher untersuchten Promotoren verschiedener

Vertebraten-Rezeptorgene.

4.1 Identifizierung des Promotorbereichs eines Dopamin D1-Rezeptorgens aus
Drosophila melanogaster

Fiir eine eindeutige Identifizierung der Promotorregion des DmDopl-Rezeptorgens mufiten
die fehlenden cDDNA-Sequenzen am 5'- bzw. 3'-Ende des Gens isoliert werden. Aus den
Ergebnissen der Northern-Blot Analyse (3.1.1) ging hervor, dal das Transkript um ca. 300 Bp
linger war als die klonierte cDNA (DmDopl). Da das Rezeptorgen gespleifit ist (Gotzes et
al.,, 1994), bestand die Mdoglichkeit, daB das 1. Exon des DmDopl-Gens nochmals durch
Intronsequenzen unterbrochen wird. Der Sequenzvergleich von insgesamt 40 unabhéingigen
5'-RACE-Klonen mit der genomischen Sequenz (3.1.5), die im Phagen A 32 enthalten ist,
ergab, daf das 1. Exon 125 Bp in 5'-Richtung linger ist und nicht von einem Intron
unterbrochen wird. Die Ergebnisse der 3'-RACE zeigten, daB die 3'-Sequenz der DmDopl-
c¢DNA bereits vollstindig war (3.1.4). Beriicksichtigt man, daB mRNA-Molekiile ein poly-
(A)*-Ende von ca. 100-150 Basen besitzen, so stimmen die Ergebnisse der RACE-Analysen
gut mit der aus dem Northern-Blot ermittelten Transkriptgrofie (ca. 2,9 kb) iiberein. Die
insgesamt klonierte cDNA des DmDopl-Gens ist 2663 Bp grofl. Der 5'- nicht-translatierte
Bereich umfalit 490 Bp. Der 3'-nicht-translatierter Bereich besteht aus 637 Bp. Damit weicht
das DmDopl-Gen etwas von der mittleren Gréfie eines Drosophila-Gens ab: Die mittlere
mRNA-GroRe betriigt 1803 Bp, davon sind 123 Bp 5'- und 246 Bp 3'- nicht-translatierte
Bereiche (Maroni, 1994). Der Transkriptionsstart des DmDopl-Gens wurde mit der ,,Primer-
Extension” Methode (3.1.5) ermittelt, Ein ,,Guanosin® wurde als Startnukleotid des DmDop1-
Transkripts identifiziert, Dieses Guanosin ist ebenfalls 1. Nukleotid der drei grofiten 5'-
RACE-Klone. Im Bereich des Transkriptionsstarts des DmDopl-Gens wurde eine Initiator- .
Konsensussequenz (=INR-Element) identifiziert (3.1.5), die sehr gut mit INR-Sequenzen
anderer Drosophila-Promotoren libereinstimmt, Ungefahr 50 % aller Drosophila-Promotoren
besitzen solche INR-Elemente (Arkhipova, 1995). Bei der Primer-Extension Analyse (3.1.5)
wurde neben den Produkten von 125/123 Bp Linge zusiitzliche Banden von 103/102 Bp
Linge gefunden, Maoglicherweise ist die cDNA-Synthese aufgrund von Sekundérstrukturen
der mRNA vorzeitig abgebrochen, oder, alternativ, es existiert ein weiterer
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Transkriptionsstart, der um 22 Bp verkiirzt ist. Die zweite Annahme konnte richtig sein, denn
im Bereich von +19 bis +27 des Promotorbereichs befindet sich ein weiteres INR-Element:
TTCAGTTCG. Dariiberhinaus beginnen die 104- bzw. 103 Bp grofien 5-RACE-Kione mit
dem ,,Guanosin® bzw. ,,Thymidin“ dieser INR-Sequenz. Da die Primer-Extension-Prdukte bei
104/103 Bp jedoch deutlich geringer konzentriert sind, als die Produkte bei 123 bzw. 125 Bp
(Abb. 8), ist anzunehmen, daf} hauptséchlich das gr6fere Transkript vom DmDopl-Gen
abgelesen wird. Im Promotor des menschlichen Dopamin D14-Rezeptors wurden ebenfalis
zwei Transkriptionsstartpunkte identifiziert (Lee et al., 1996). Ein Promotor befindet sich vor
dem 1. Exon, der zweite Promotor befindet sich im Intron zwischen Exon 1 und 2. Im
Promotorbereich des Dopamin D2-Rezeptorgens aus der Ratte wurden sogar drei
Transkriptionsstartpunkte identifiziert (Minowa et al, 1992). Bisher wurden mehrere
Transkriptionsstartpunkte u.a, flir sogenannte ,,Haushaltsgene® beschrieben (Minowa et al.,
1992). Da sowohl der Dopamin-Rezeptor aus Drosophila melanogaster (Gotzes et al., 1994)
als auch die Dis- und D2-Rezeptoren nur in Neuronen und Niere exprimiert werden, scheint
die Existenz mehrerer Transkripte keinen unmittelbaren EinfluB auf die zelltypsezifische
Expression der Gene zu haben (Minowa et al., 1992; Lee et al., 1996),

4.2 Promotorstruktur des DmBDop1-Gens

Der Transkriptionsstart des DmDopl-Gens liegt in einem 2149 Bp grofien EcoRI-Fragment
des genomischen Phagen A 32 (3.1.5/6). Der Promotor besitzt weder eine TATA-Box, noch
gine CAAT-Box. Im Bereich des Transkriptionsstarts befinden sich mehrere GC-reiche
Sequenzabschnitte. Auch die Promotoren der Vertebraten-Dja und D2-Rezeptoren besitzen
keine TATA- und CAAT-Boxen, jedoch GC-reiche Sequenzabschnitte im Bereich des
Transkriptionsstarts. In  diesen  Promotoren wurden  Bindestellen fiir  die
Transkriptionsfaktoren SP1 (Gidoni et al., 1984) sowie AP1 und AP2 (Beischlag et al., 1995;
Minowa et al., 1992) identifiziert. SP1 ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Regulation
vieler Gene von S#ugern beteiligt ist. Er bindet an GC-reiche Sequenzen und aktiviert
zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Transkription (Gidoni et al.,, 1984). Da
auch im DmDopl-Promotor einige GC-reiche Sequenzabschnitte gefunden wurden, ist es
denkbar, daf ein SP1- #hnlicher Faktor die Aktivitit des Drosophila-Gens mitbestimmt,

Die DmDopl-Promotorsequenz wurde auf potentielle Bindestellen Drosophila-spezifischer
Transkriptionsfaktoren untersucht. Es wurden Bindestellen fiir zeste, DEP2 und su(Hw)
identifiziert. Zeste ist ein Transkriptionsfaktor, der zur ,,Polycomb-Gruppe® gehért (Pirrotta,
1987). Diese Transkriptionsfaktoren sind in Drosophila an der Zelldeterminierung beteiligt
(Campbell et al,, 1995). ,,Zeste” ist ein Transkriptionsfaktor, der die Aktivierung einiger
homeotischer Gene bspw. im ,, Antennapedia”“- und ,, Bithorax*-Komplex verhindert. Es warde
gezeigt, dafl zeste die Genregulation wihrend der Entwicklung von Drosophila entscheidend
beeinfluBt (Benson & Pirrotta, 1987; Biggin et al., 1988; Mansukhani et al., 1988). Der

-77-




Diskussion

Transkriptionsfaktor DEP2 ist ein Protein, das Steroid-Hormonrezeptoren dhnlich ist. Eine
spezifische Wechselwirkung von DEP2 wurde bspw. mit dem Enhancer des Alkohol-
Dehydrogenase (Adh)-Gens von Drosophila melanogaster nachgewiesen (S. Ayer & C.
Benyajati, 1992). Der Transkriptionsfaktor ,,suppressor of hairy wing* (su(Hw)) ist ein Zn-
Finger Protein, das an ,,gypsy‘-Sequenzen bindet (Parkhurst et al., 1988; Spana et al., 1988;
Mazo et al., 1989; Harrison et al,, 1993). Gypsy-Elemente gehéren wie bspw. P- und copia-
Elemente zur Gruppe der transposablen Elemente von Drosophila und konnen nach ihrer
Mobilisierung und erneuten Integration in das Genom Mutationen verursachen. (Modolell et
al., 1993). Die Bindung des su(Hw)-Faktors blockiert die Aktivierung des Gens (Geyer et al.,
1986, Peifer & Bender 1986; Jack et al., 1991; Dorset, 1993),

Im Bereich von +128 bis +135 wurde eine CRE-Bindestelle (cAMP-responsive element)
identifiziert. Die CRE-Bindestelle ist eine 8 Bp lange palyndromische Sequenz: TGACGTCA
(Sassone-Corsi, 1995). An diese Sequenz binden Transkriptionsfaktoren der CREB/ATF-
Familie, Diese Transkriptiosnfaktoren sind Leucin-Zipper-Proteine. Ihre Aktivitdit wird
cAMP-abhiingig, d.h. Phosphotylierung durch PKA, reguliert. Die Proteine binden als Homo-
oder Heterodimere und kénnen sowohl aktivierend (CREB, ATF] und CREM 1) (Gonzales &
Montminy 1989; Rehfuss et al., 1991; Foulkes et al., 1992) als auch inhibierend (CREM o, B,
v und ICER (inducible cAMP early repressor) (Laoide et al., 1993; Molina et al., 1993; Stehle
et al, 1993) auf die Transkription verschiedener Gene einwirken. Neben CREB/ATF-
Proteinen ist ICER ist ein wichtiges Regulatorprotein, das Zellen vor apoptotischen Prozessen
schiitzt, die durch cAMP eingeleitet werden kdnnen (Ruchaud et al., 1997). Es wurde auch ein
CREB-Protein aus Drosophila melanogaster identifiziert, das dCREB2. Es besitzt eine
Sequenzihnlichkeit von 90 % zum CREB-Protein aus Sdugern (Yin et al., 1995).
Transkriptionsfaktoren der CREB/ATF1-Familic spielen dariiberhinaus bei der
Schleimhautphysiologie (Borelli et al.,, 1989), der Spermatogenese (Foulkes et al., 1992,
Delmas et al., 1993; Jégou, 1993), beim zirkuldren Rhythmus (Takahashi, 1993; Ginty et al.,
1993) sowie bei Lernvorgiingen (Yin et al., 1994; Bourtchuladze et al., 1994; Hummler et al.,
1994) eine wichtige Rolle. CRE-Bindesteen wurden auch im menschlichen Dja-Promotor
gefunden (Minowa et al.,, 1996). Inzwischen wurde gezeigt, dal sowohl das Gen des o-
adrenergen Rezeptors des Menschen (Razik et al, 1997), als auch das Tyrosin-
Hydroxylasegen des Menschen (Tinti et al., 1997), dem Schliisselenzym fiir die Synthese von
Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin, durch CREB aktiviert werden.
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4.3 Bestimmung der Promotoraktivitiiten in neuronalen und nicht-neuronalen

Zellinien

Da der DmDopi-Rezeptor hauptsichlich im ZNS von Dresophila exprimiert wird (Gotzes et
al., 1994), war zu erwarten, daB der Promotor in neuronalen Zellen aktiv ist. Die Bestimmung
der CAT-Reportergenassays etfolgte in den Neuroblastom-Zellinien SK.N.SH (Mensch)
(3.2.2.1), Neuro2a (Maus) (3.2.2.2) und in der menschlichen Nierenzellinie HEK293
(3.2.2.3). CAT-Aktivititen wurden ausschliefilich mit pCATR3-Enhancer—Konstrukten und
nicht mit pCATN3-Basic-Konstrukten (3.2.2.1) gemessen. Das Ergebnis zeigt, daB der
DmDopi-Promotor ein schwacher Promotor ist, der zusitzliche Verstirkersequenzen
bendtigt, um die Reportergen-Expression zu akfivieren,

Die hichsten CAT-Aktivititen wurden in den neurcnalen SK.N.SH-Zellen gemessen. Der
DmDopl-Promotor besitzt einen stark aktivierenden Bereich (-454/+125) sowie zwei
inhibierende-Bereiche, (-1481/-454) und (+125/+495) (3.2.2.1). Die Transkription des CAT-
Reportergens wurde in den Konstrukten, die den Promoforbereich bis zum Initiationskodon
des offenen Leserahmens (ATG; Position +495) enthielten, fast vollstdndig unterdriickt.
Dieser Bereich muB daher ein starkes Silencer-Element besitzen, Es werden zwei Arten von
Silencern unterschieden: 1) Silencer-Elemente und 2) negative regulatorische Elemente
(NREjs). Silencer-Elemente sind positions-unabhingige Elemente, an die ein Repressorprotein
direkt binden kann und die Transkription inhibiert. NREs sind positions-abhéngige Elemente.
Die Inhibierung der Transkription erfolgt indirckt, indem Repressorproteine nahe einer
Aktivator-Region binden konnen und dadurch die Bindung des Aktivatorproteins behindern
{Ogbourne & Antalis, 1998).

Im Vergleich zuo SK.N.SH-Zellen wurde in den Neuro2a-Zellen (3.2.2.2) nur mit den
kleinsten Promotorkonstrukten (-454/+125) und (-205/+125) CAT-Aktivitit nachgewiesen.
Die in den HEK293-Zellen gemessenen Aktivitdten waren insgesamt schr gering und fiir
keinen Promotorbereich signifikant erhoht (3.2.2.3). Offensichtlich kann in HEK293-Zellen
die DmDopl-Promotor-vermittelte Transkription des Rezeptorgens nicht ohne zusétzliche
Faktoren gestartet werden. Die neuronalen Zellen (hier SK.N.SH und Neuro2a) miissen also
spezifische Transkriptionsfaktoren besitzen, die die Aktivierung der Transkription
ermdglichen bzw. verstirken. Eine mégliche Erklirung fiir dic beobachteten Unterschiede
zwischen den neuronalen Zellinien und den HEK293 Zellen kénnte in der endogenen
Expression von Dopamin-Rezeptorgenen liegen. Mit der RT-PCR wurde ein spezifisches
Transkript des Dopamin D1-Rezeptors in den SK.N.SH Zellen nachgewiesen (3.4.1). Neuro
2a-Zellen exprimieren ebenfalls endogen D1- und D2-Rezeptoren (Vickery & Zastrow, 1999),
wohingegen HEK293 Zellen endogen keine Dopamin Rezeptoren exprimieren. Fir die
Aktivierung des Reportergens (CAT) durch den DmDopl-Promotor reichen die
Transkriptionsfaktoren, die in HEK293 Zellen vorhanden sind, nicht aus. Es werden andere,
spezifischere Proteine benétigt, wie sie bspw. von Neuro2a- und insbesondere SK.N.SH-
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Zellen gebildet werden, um eine spezifische und deutliche ErhShung der Reportergenaktivitéit
zu erzielen.

Viele Transkriptionsfaktoren sind zwischen evolutiondir weit voneinander entfernten
Organismen, wie bspw. Hefe, Maus und Mensch, hoch konserviert (Sauer & Tjian, 1997).
Dies ist ein Grund dafilir, daB ein Drosophila-spezifischer Promotor in den verwendeten
Siugerzellen das CAT-Gen aktiviert. Tm Promotor des DmDopl-Rezeptorgens sind
Sequenzabschnitte enthalten, die selektiv eine zelltypspezifische, d.h. neuronale Expression
des Gens ermdglichen, Zusitzlich wurden Bereiche identifiziert, die die Transkription in
neuronalen Zellen abschaltet, Auch die Promotorregionen der Dopamin D1-, D2-, D4- und
D3-Rezeptoren aus Vertebraten vermitteln die spezifische Expression eines Reportergens nur
in neuronalen Zellen. Die relative Stirke der Genexpression varriert jedoch zwischen den
verschiedenen Zellinien. Auch Vertebraten-Rezeptoren besitzen sowohl aktivierende als
inhibierende Promotorbereiche. Die Position dieser Elemente im Promotor ist jedoch recht
variabel. Der Promotor des menschlichen Dopamin Dja-Rezeptors enthilt zwei aktivierende
Regionen im Bereich von (-525/-239) und (-1342/-1102) (Minowa et al., 1993; Lee et al.,
1996). Der Promotor des Dopamin D2-Rezeptors aus der Ratte enthilt im Bereich von
(-75/-30) eine aktivierende und im Bereich von (-217/-76) eine Silencer-Region. Bei dem
Promotor des Dopamin D4-Rezeptors des Menschen, ist wie beim DmDop1-Promotor, das
kleinste Promotorfragment (-591/-123) am aktivsten. Dieses Fragment besitzt ebenfalls eine
regulatorische Region, die fiir die zelltypspezifische Transkriptionsaktivitit verantwortlich ist
(Kamakura et al., 1997), 7

An die aktivierenden und inhibierenden Bereiche des DmDopl-Promotors konnen
Transkriptionsfaktoren, insbesondere CREB binden (3.1.6). Eine Wechselwirkung zwischen
Kernextraktproteinen aus SK.N.SH-Zellen und den durch CAT-Assays identifizierten
regulatorischen Bereichen, wurde durch Gelshift-Untersuchungen gezeigt (3.3). Sowohl in
dem aktivierenden Promotorbereich (-454/+125), als auch in den beiden Silencer-Bereichen
(-1481/+454) und (+125/4495) wurden Fragmente nach der Inkubation mit
Kernextrakiproteinen aus SK.N.SH-Zellen im Gel zuriickgehalten. Welche Faktoren aus
SK.N.SH-Zellen an den DmDop1-Promotorbereich binden, ist im Rahmen dieser Arbeit nicht

untersucht worden.
4.4 Zelltypspezifische Expression des DmDop1-Rezeptorgens

Der DmDOP1-Rezeptor wird spezifisch in neuronalen Zellen adulter Tiere exprimiert. Es war
jedoch nicht bekannt, ob das Gen auch entwicklungsspezifisch exprimiert wird. Die
Ergebnisse der RT-Analyse (3.4.1) =zeigten, dal Transkripte des Gens in allen
Entwicklungsstadien (Embryo, Larve, Puppe, Adult) von Drosophila melanogaster
vorhanden sind. Das Rezeptorgen wird offensichtlich in allen Entwicklungsstadien konstitutiv
exprimiert. Da RT-PCR-Produkte auch in RNA-Priparationen aus Kérpern synthetisiert
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wurden, sollte die gewebsspezifische Verteilung der mRNA durch in situ Hybridisierungen an
Gewebeschnitten aufgeklidrt werden. Die EHrgebnisse an Horizontal- und Frontalschnitten
adulter Kopfe stimmten mit dem bereits bekannten Verteilungsmuster (Gotzes et al,, 1994)
sehr gut tiberein. DmDopl-mRNA wurde in den Perikaryen des ZNS sowie in der Retina und
in den Antennen nachgewiesen. Der DmDOP1-Rezeptor wird im Kopf von Drosophila
ausschlieBlich neuronal exprimiert.

Im Korper adulter Tiere wurde die mRNA sowohl im Unterschlundganglion sowie in den
Gonaden nachgewiesen. Der Nachweis von Dmbopl-Transkripten im Reproduktionsapparat
ist jedoch nicht auf das Adult-Stadium beschriinkt. Auch im dritten Larvenstadium konnen
bereits Transkripte des DmDopl-Gens in den Gonaden nachgewiesen werden. Welche
Funktion das dopaminerge System bei der Entwicklung und Reifung der Keimzellen hat, ist
gegenwirfig unbekannt. Es wire aber sehr inferessant, diese Fragestellung weiter zu
verfolgen. Neben den Gonaden wurde auch im dritten Larvenstadium Zellkdrper des ZNS
spezifisch  gefdrbt. Diese  Ergebnisse  zeigen  zusammenfassend, dal  das
Hauptexpressionsgebiet des DmDopli-Gens im Nervensystem liegf. Zusitzlich scheint das
Rezeptorgen fiir die Entwicklung oder Reifung von Keimbahnzellen wichtig zu sein.

4.5 Ein Modell fiir die Regulation des DmDop1-Rezeptorgens

Die Neurotransmitter Dopamin und Serotonin spielen eine wichtige Rolle fiir Lern- und
Gedichtnisprozesse sowohl bei Vertebraten als auch bei Evertebraten (Davis, 1996; Bailey et
al., 1994; Byme et al, 1993; Restifo & White, 1990). Ddc-Mutanten haben Gen-Defekte,
wodurch die Bildung des Enzyms Dopa-Decarboxylase gestort ist (1.3). Die betroffenen Tiere
sterben meist schon im Embryonal- und frithen Larvaistadium aufgrund eines erh&hten
Verzweigungsmusters der Nervenzellen. AuBerdem schneiden Ddc-Mutanten in assoziativen
Lerntests deutlich schlechter ab, als Wildtyp-Fliegen (Tempel et al., 1984). Andere
Drosophila-Mutanten, die Defekte in cAMP-abhiingigen Signalwegen aufweisen, zeigen
ebenfalls Stérungen bei Lern- und Geddchtnisvorgingen. In der olfaktorische Lernmutante
dunce (dnc) (Dudai et al.,, 1976, Dudai, 1983) ist ein Gen defekt, das fiir die cAMP-
spezifische Phosphodiesterase (PDE) kodiert (Livingstone et al., 1984, Nighorn et al., 1994;
Davis, 1996). Tiere, die die dnc-Mutation tragen, haben deutlich erhdhte cAMP-Spiegel.
Fliegen, in denen die Proteinkinase A mutiert ist (DCO-Mutanten), zeigen ebenfalls eine
Beeintrichtigung in der olfaktorischen Konditionierung (Drain et al., 1991; Skoulakis et al.,
1993; Davis, 1996). Neben dnc ist rutabaga (rut) eine der bekanntesten Lern- und
Gedichtnismutante von Drosophila (Livingstone et al., 1984; Levin et al., 1992; Davis,
1996). In rutabaga-Fliegen wird eine Ca*/CaM-abhiingige Adenylatzyklase nicht mehr
exprimiert. Die Tiere haben dadurch deutlich erniedrigte zellulire cAMP Konzentrationen,
Sowohl das dnc-, als auch das rut-Gen wird hauptséichlich in den Pilzkdrpern von Drosophila
exprimiert. Die PilzkOrper sind ein wichtiger Teil des Gehirns, in dem u.a. die olfaktorische
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Wahrnehmung verarbeitet wird. Da sowohl dnc- als auch rut-Fliegen deutliche Schwiichen in
der olfaktorischen Lernleistung zeigen, wurde postuliert, daB das cAMP eine wichtige
Funktion bei der Lern- und Gedichtnisleistung haben muf. Interessanterweise schneiden
Tiere, denen beide Enzyme (PDE und AC) fehlen, in olfaktorischen Lerntests besser ab als
die jeweiligen Einzelmutanten, sie erreichén aber nicht die Lernleistung von Wildtyp-Fliegen.
Hieraus muB man schliefen, daB die Anderung der cAMP-Konzentration zeitlich genau
kontrolliert sein muf}, damit das volle Lernvermdgen erreicht werden kann.

Nicht nur die Lernleistung, sondern auch das Speichern des Erlernten kann von cAMP-
regulierten Prozessen gesteuert werden. Es ist bekannt, daf fiir die Ausbildung des Langzeit-
Gedéchtnisses (LTM) Protein-Neusynthese stattfindet (Himmler et al., 1989; Yin und Tully,
1996). Die Regulation dieser Gene wird oft durch den cAMP-abhingigen
Transkriptionsfaktor CREB reguliert (Yin et al., 1994; 1995; Davis, 1996) (Abb. 21). Auch in
Drosophila ist inzwischen ein Gen isoliett worden, das einen CREB-homologen
Transkriptionsfaktor kodiert. Es wurde gefunden, dal dieses dCREB2-Gen (cAMP-response
element binding protein 2) ebenfalls fiir Lern- und Gedéchtnisbildung von Drosophila wichtig
ist (Davis, 1996). (Abb. 21).
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Abb. 21: Biochemie des Lernens (nach Davis, 1996), Die Darstellung ist im Text erfiutert. CREB = cAMP-responsive
element binding protein; PKA = cAMP-abhiingige Proteinkinase A; AC = Adenylatzyklase; LTM = Langzeit-Gedichtais;

STM = Kurzzeit-Gediichtnis; R = Neurotransmitter-Rezeptor; G = G-Protein; TF = Transkriptionsfaktor.
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In Abb. 21 ist der Regulationsmechanismus dargestellt, der dem Kurzzeit- (STM) und
Langzeit-Gedéchtnis (L.TM) zugrunde liegt. Die Aktivierung des Adenylatzyklaseweges und
der damit verbundene cAMP-Anstieg in der Zelle fiihrt beim LTM zur Aktivierung des
Transkriptionsfakiors CREB durch PKA. Phosphoryliertes CREB bindet an Promotoren
spezifischer Gene und aktiviert die Transkription dieser Gene. Die Genprodukte konnen
entweder das  Neuron strukturell verindern oder die Expression  weiterer
Transkriptionsfaktoren bewirken. Die neusynthetisierten Transkriptionsfakioren aktivieren die
Expression zusitzlicher Strukturgene. Schliefllich wird die synaptische Verbindung zwischen
pré- und postsynaptischer Nervenzelle so veréindert, da8 die Signaliibertragung zwischen den
Zellen effizienter erfolgt. Beim Kurzzeitgedéchinis wird die Physiologie des Neurons nur
kurzfristig und reversibel verindert, indem bspw. lonenkanile und andere Substrate durch
PKA phosphoryliert werden. Durch die Phosphorylierung werden die Eigenschaften der
Zielproteine geiindert und die Signaliibertragung zwischen zwei Nervenzellen wird {ransient
verbessert, '

Auch Dopamin D1-Rezeptoren aktivieren die Adenylatzyklase. Es wire daher denkbar, daf3
auch sie eine cAMP-abhingige Regulation der Genexpression induzieren konnen. Der
Promotor des menschlichen Dopamin Dj-Rezeptors bestitzt eine CRE-Bindestelle. Es wurde
gezeigt, daf} die Aktivierung des Rezeptors tatsdchlich zu einer Herabregulierung der Dja-
Rezeptor-Genexpression fiihrte (Minowa et al., 1996). Ob dieser Mechanismus direkt durch
CREB regulieit wird oder ob ein indirekter Mechanismus vorliegt, wurde bisher noch nicht

eindeutig festgestellt.

Auch der Promotor des DmDopl-Rezeptorgens verfiigt iiber potenticlle Bindestellen filx
Transkriptionsfaktoren der CREB-Familie. Es wire deshalb sehr interessant zu untersuchen,
ob das Rezeptorgen in vive tatsfichlich in einer cAMP-vermittelten positiven
Riickkopplungsschleife die eigene Genexpression steuert. Diese Mdglichkeit konnte
physiologisch #uBerst bedeutsam und wirkungsvoll sein, Wie bereits o.a. sterben Tiere, die
keine oder defekte Dopa Decarboxylase-Enzyme synthetisieren, bereits in friihen
Entwicklungsstadien. Der Tod wird wahrscheinlich durch eine erhéhte Anlage von
Nervenzellen verursacht. Die mutanten Tiere konnen jedoch durch eine Zugabe von Dopamin
zum Futtermedium gerettet werden und entwickeln sich dann bis zum Adultstadium normal.
Die Rettung der Tiere gelingt jedoch nur mit Dopamin und nicht mit Serofonin, dem zweiten
Neurotransmitter, an dessen Biosynthese das Dopa Decarboxylase-Enzym ebenfalls beteiligt
ist. Wie konnte das Dopamin im Zusammenwirken mit dem DmDOPI-Rezeptor das
Uberleben der Tiere ermdéglichen? Es ist moglich, dal das dopaminerge System an der
Einleitung des selektiven neuronalen Zelltods (Apoptose) durch einen cAMP-abhingigen
ProzeB beteiligt ist (Lankford, et al., 1988). Der akfivierte Dopamin-Rezeptor stimuliert eine
AC und bewirkt so eine Erhohung des intrazelluliren cAMP Spiegels. In der ersten Reaktion
kénnte CREB phosphoryliert werden, an den Promotor des DmDop1-Gens binden und so die
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Neusynthese von Rezeptorprotein auslésen, Der vermehrte Einbau des Rezeptorproteins in
der Zellmembran wiirde bei anhaltender Stimulierung durch Dopamin zu einer weiteren
deutlich gesteigerten ErhShung det intrazelluliren cAMP-Konzentration fithren. Schlieflich
ﬁiﬁ‘viirde der apoptotische Zelluntergang eingeleitet. Obwohl dieser Signalweg fiir den
DmDOPI1-Rezeptor experimentell gepriift werden mulfl, stiitzen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit diese Hypothese. 1) Das Rezeptorgen wird wihrend der gesamten
Entwicklung von Embryo bis zum adulten Tier gebildet. Zunéchst im dritten Larven- und im
Adultstadium ist die Expression auf Nervenzellen und Gonaden beschrinkt, 2) Der
Promotorbereich des DmDopl-Gens verfiigt iiber einen Abschnitt, der die
Reportergentranskription selektiv unterbindet (+125/4495). In diesem Bereich befindet sich
ein CRE-Element. Es ist bekannt, daf} die Wirkung von Repressoren durch einen Aktivator
wieder aufgehoben werden kann (Latchman, 1997), Daher wire es denkbar, dafl dieser
Sequenzabschnitt normalerweise mit einem Repressormolekiil besetzt ist, das erst durch
aktiviertes CREB verdringt werden muf, bevor die Transkription des Gens erfolgen kann.
Die Aktivierung von CREB konnte in vivo bspw. durch den bereits 0.a. Autoregulationsweg
des Rezeptorgens erfolgen und dadurch die entwicklungsspezifische Funktion des Rezeptors

regulieren.

-84 -




Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmals die Promotorregion eines biogenen Amin-Rezeptorgens aus
Evertebraten kloniert und charakterisiert. Die Analyse der 5-RACE-Klone zeigte, dafi das
erste Exon des DmDopl-Rezeptorgens im Vergleich zur bisher bekannten Sequenz um 125
Bp in 5'-Richtung linger ist. Durch eine Primer-Extension Analyse wurden zwei potentielle
Transkriptionsstaitpunkte identifiziert. Ein Transkriptionsstart liegt im Bereich der ldngsten 5
RACE-Klone, ein zweiter ist um 22 Basen in 3'-Richtung verschoben. Beide Startpunkte
liegen innerhalb eines INR-(Initiator-) Flements, das fiir ca. 50 % aller Drosophila-
Promotoren typisch ist. Innerhalb des sequenzierten ca. 2 kb grofien Promotorbeteichs sind
weder TATA- noch CAAT-Boxen vorhanden. Der Promotor enthdlt mehrere GC-reiche
Sequenzen, sowie potfentielle Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren CREB, Zeste,
su(Hw) und DEP2.

Die regulatorischen Elemente des Promotors wurden duich CAT-Reportergenanalysen
eingegrenzt. Alle Promotorkonstrukte wurden transient in die neuronalen Zellinien SK.N.SH
und Neuro.2a sowie in dic Nierenzellinie HEK293 transfiziert, Die hichsten CAT-Aktivitiiten
wurden in den neuronalen Zellen gemessen. In der SK.N.SH Neuroblastom-Zellinie wurde
eine stark aktivierende Region im Bereich von (-454/+125) sowie zwei Silencer-Regionen im
Bereich von (-1481/-454) und (+125/+495) identifiziert, Eine Bindung von SK.N.SH-
Kernproteinen an diese Sequenzen wurde mit Gelshift-Analysen nachgewiesen.

Der DmbDopl-Promotor wird zelltypspezifisch exprimiert. Dies wurde mit in  situ-
Hybridisierungen an Gewebeschnitten gezeigt, Transkripte wurden im ZNS, der Retina und in
" den Antennen gefunden. In Larven und in adulten Tieren wurden Transkripte auch in den
Gonaden nachgewiesen.

In einem der Silencer-Elemente wurde eine CRE-Bindestelle identifiziert. Dieser Bereich
kénnte einen Einflull auf die gewebsspezifische Regulation des Rezeptorgens haben. Die
Aktivierung der Dopamin D1-Rezeptoren fiihrt zu einer Stimulierung der Adenylatzyklase.
Dadwrch wird die intrazellulire cAMP-Konzentration erhoht, Transkriptionsfaktoren der
CREB/ATF1 Familie, die an dic CRE-Bindestelle binden konnen, werden cAMP-abhiingig
reguliert. Eine Autoregulation der Rezeptorgenexpression durch diese cAMP-abhingigen
Transkriptionfaktoren und ein damit verbundener selektiver Untergang von Nervenzellen
(Apoptose), ist cine Moglichkeit, wie die Differenzierung des ZNS von Drosophila

melanogaster reguliert werden konnte.
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Anhang

A. Anhang

-2024

-1944

~1864

-1784

-1704

-1624

-1544

-1464

-1384

-1304

-1224

-1144

-1064

-984

-904

-824

GARATTCAAGTGCAATTTAATAGGAGAAAAGATGCCAAGTTGTATTATGTATGCATGTAATTAGAATARATTTACTCAACTG
CTTAAGTTCACGTTAAATTATCCTCTTTTCTACGGTTCAACATAATACATACGTACATTAATCTTATTARATGAGTTGAC

5! -AACTC
ATTTTTGCTTTTATTAATATACATTTTTAATCCTCTTGCAGTTGGAGCTCCTAGCACAAGGCTATCTTTGTCCCGARCTC
TAAAAACGAARATAATTATATGTARAAATTAGGAGAACGTCAACCTCGAGGATCGTGTTCCGATAGAAACAGCGCTTGAG

TGCGAACTTCTG-37 {1731) .
TGCGAACTTCTGTGCCT T TCECAGCTATACCECCETCTCACCGEGACTGATCACCAATCGCUCCAGECCCCTCAGACARAD
ACCCTTGAAGACACCGAMACCATCGATATEGCEECACACTCGCC TCACTACTACTTACCGEGGTCCCGGCAGTCTATTTG

57 -GCGTCCTTCGAGGCC-3 7 (1744)
TACACTGTATATGAGCGAGCAGGAGGAAGACGAGCCAGTTCAAAGACGCCGCCCACAACAGCGTCCTTCGAGEGCCGCGTCC
ATGTGACATATACTCCTCCTCCTCCTTCTCCTCGGTCAAGTTTCTGCGGCGRGTATTGTCGCAGCAAGCTCCGECGCAGS

3 -GCAGGAAGCTCCGGCGC-5
3" -GCAGGAAGCTCCGGLGC-5"

ACAACAGGCGCCGTCAAGACCACGGCCGCAAT CCETGCCTCAMTTGCCACAAGAACCACAGTTCCAGACGTCAGCCGGAC
TGTTGTCCGCGGCAGTTCTGETGCCGGUGTTAGGCACGGAGTTARCGETGTTCTTGETCTCAAGGTCTGCAGTCGGCCTG
(1910) 3! -GTCTGCAGTCGGCCTE

(1937)

CTTCAGTTCATCCGTCGAATACGCCCGCGCAAGCATCGAAGTTCTATCCCCAGACAATTGGTCAACTGAGCGGAATTTGT
GAAGTCAAGTAGGCAGCTTATGCGGGCGCGTTCETAGCTTCAAGATAGGGETCTGTTAACCAGTTGACTCGCCTTARACA
G-57(1870)

5/ -AAGGTCATCCAGACACC-3+ {1782)
GGGCGTGAAARGGTCATCCAGACACCCTTTATCCACAACGGAATTGAAGTGGAGCEGEGTCAGCTCCCCTGRATGECCGC
CCCGCACTTTTCCAGTAGGTCTGTGEGARATAGGTGTTGCCTTAACTTCACCTCGCCCCAGTCGACGGRACCTACCGGCE

TCTTTTCGAGCACGTTEGCAGCEACTATAACT T TTTGTECGECEEAACCGETEGATCTCGGCCAGAACAGTGATCTCGECTG
AGAARAGCTCGTGCAACCGTCCCTGATATTGAAAARCACGCCGCCTTCUGACTAGAGCCGGTCTTGTCACTAGAGCCGAC
3! -CGCCTTGCGACTAGAGC-57 (1909)

CCCACTGCTTCCGCTTTGECAGTCGGAAT T TGCCGEGCCAGCGEACTATTGTTTCGCTGEEGCGTAACTCCTTGGATCTT
GGGTGACGAAGGCGAARACCGTCAGCCTTARACGGCCCGCTCGCCTGATAACAAAGCGACCCCGCATIGAGCAACCTAGAR

5’ -ATTAATCCACGAACAGT-3' (1903)
TTTTCGTCGGGAGCTACACTAGGTGTACCGCGACTATTAATCCACGAACAGTACAATCCCAATGTATACACCGATGCGGA
AAAAGCAGCCCTCGATGTEGATCCACATCGCEGCTGATAATTACGGTGCTTGTCATGTTAGGGTTACATATGTGGCTACGCCT

TTTAGCACTGCTCCAGTTEGTCTAATCACGTTGAGTAAGTACATTTATTGATTAATT TAT TTTGTCAAATTGATTAACTTT
AARTCGTGACGAGGTCAACAGATTAGTGCAACTCATTCATGTAAATAACTAATTAAATAARAACAGTTTAACTAAT TGARA

5 -TTGCTCGAACTGCC
TAMATCGTAACTACACTTAGTATTGCGCGATTACATCAAGCCCATCTGTTTGTGGAACGAGAACTTITTGCTCGARCTGCC
ATTTAGCATTGATGTGAATCATAACCGCTAATGTAGTTCGGGTACGACAAACACCTTGCTCTTGAAAAACGAGCTTGACGG

37 -TAGACAAACACCTTGCT-5 (1908)

CTC-3'{2356)
CTCGGGTCACAAGTCCTATGTGECTCGTTGECGTGAGGATCAAAAGGGCGAACCGAAACACGCCGACTGGCCAAGATGACAG
GAGCCCAGTGTTCAGGATACACCGACCARCCCCACTCCTACTTTTCCCCTTGECTTTETGCGCTGACCGETTCTACTGTC

5/ -AATCTGTCCGAGGAGAA-3 ' (1904)
ACACGGACATCATCACCCAGTGGGAATGTCGTGGAAATCTGT CCGAGGAGAACGCCAAGT TTATCACCTCGCACACGATC
TGTGCCTGTAGTAGTGGETCACCCTTACAGCACCTTTAGACAGGCT CCTCTTCCGGTTCAAATAGTGGACCGTGTGCTAG

5+ -CTGCAGCGGAGATTCCG-3 ' (2343)
TGCGCCAGCAATGCCCAGGCATCCEGTCCCTGCAGCGEGAGATTCCGGTGETGGACTGATGCTCCAGGAGCAGGACATCTG
ACGCGGTCGTTACGGGTCCGTAGGCCAGGGACGTCGCCTCTAAGEBCCACCACCTGACTACGAGEGTCCTCGTCCTGTAGAL

3" ~-GGACCTCGCCTCTAAGG-57 (1783)

57 -GCCTGTCATCTATACGG-3 ' (2358)
GATGCTGCGCGECGTCGTCTCAGCCGGACAGCGAATGACCAACAGATGCAATCTGACACTGCCTGTCATCTATACGGATG
CTACGACGCGCCGCAGCAGAGTCEGCCTETCGCTTACTGGTTGTCTACGTTAGACTGTGACGGACAGTAGATATGCCTAC

3 ~CGGACAGTAGATATGCC-5' (2357)

-99 -




Anhang

-744  TGECCAAGCACATCGAGTGGCTGCTCAGTAACATEGTCGTTTTGACAGGTTATACAAGAGATTAGTTGAATTGAGTGCCAA
ACCGGTTCGTGTAGCTCACCGACGAGTCATTGTACACCAAAACTCTCCAATATGTTCTCTAATCAACT TAACTCACGGTT
3! -TCACCGACGAGTCATTG-5* {1763)

5 -GTGACAGTTGCATTACC-3' (1905)
-664 AATAAAAGATAAACAATTTTTTAAAAAAGTGACAGTTGCATTACCCCTATCCACACATAACTARAGAGATCTAAGTCGGE
TTATTTTCTATTTGTTAAAAAATTTTPTCACTGTCAACGTAATGGGGATAGGTGTGTATTGATTTCTCTACATTCAGCCC

-584 GTTAAAGTTGATTITAATAGTATTTATATCGAGCTTTGGAGGTTTPTATCACTAAAGTAAGCAATTACCTAAGT FCACAT
CAATTTCAACTAAAATTATCATAAATATACCTCGAAACCTCCAAAAATACTGATTTCATTCGTTAATGGATTCAAGTGTA
3! -TTAATCGATTCAAGTGT-5 (174%)

~504 TTTAAATGCCTATATTTCGATAAATTTCTGAAATACTCATATAGAAAATCATATGTACAAAARACTAACAAARCTTGTGGT
AAATTTACGGATATAAACTATTTAAAGACTTTATGAGTATATCT T TTAGTATACATGTTITTTGAT TGTTTTGAACACCA
3

5'-AGACAGC
5¢-AGACAGC
-424 CCCCACTTTATGTAAGGGTATCTCAATTGAAAGATTCCATCGGCCAGCAGATCTGCCAGCEGCCATTTGTCAAAGACAGT
GGGGTGAAATACATTCCCATAGAGTTAACTT TCTAACGTAGCCGGTCGTCTAGACGGTCGCCGCTAAACAGTTTCTGTCG
3 ' -GGTGAAATACATTCCCA-5' {2344) : 3'-GCCGCTAAACAGTTTCT-5' {1745)

AATTGCATTC-37 (1936)
AATTGCATTC-3' {1206)

-344 AATTGCATTCCATITGCATGCAGTTGAGGCATTCACTCAGCCCAAATGACATCGCAACGTTGTTCCCAGTTTCGTAATGA
TTAACGTAAGGTAAACGTACGTCAACTCCGTAAGTGAGTCGGGTTTACTGTAGCGTTGCAACAAGGGTCAAAGCATTACT

57 -ACGCGTCGTTGGAACAA-3 ' {2359)
5 -AACAGGT
-264 GAACAAATAGAGGTGGCGGCCAAAGTCGCETCGGAGTCGCTAGTGAAACGCTGGGAAAACGCGTCETTGEAACAACAGGT
CTTGTTTATCTCCACCGCCGGTTTCAGCGCAGCCTCAGCEGATCACTTTGCGACCCTTTTGCGCAGCAACCTTGTTGTCCA

GOTTTCCCTC-3 7 (1969)
~184 GUTTTCCCTCATGCT TATTTGCTCCAAGTCTCTCTCTTGCTCTRCGCACGCRCATATATTCCGCCTEETGAGCGACATATC
COAAAGGGAGTACCGAATAAACCAGGTTCACGAGAGAGAACGAGACGCGTCCGCGTATATAAGGCGGACCACTCGCTGTATAG

5 -CATTEGTCGTTCTCCGC-3" {2361)
-104 CTGTTGAATGCACTTCGCGGCTCCGECGEAACTCGAAACTTCTTCCATACTCTACCGGCATTCGTCGTTCTCCGCCGTACT
GACAACTTACCTGAAGCGCCGAGGCCGCCTTGAGCTTTCAACAACGTATGAGATGCCGTAACCAGCAAGAGGCGGCATGA

3" -ACCTGAAGCGCCGAGGC-5 (1732) 37 -GTAACCAGCAAGAGGCG-5' (2360)

-24 GATACCGTTAGTCGTECGTATCCGEACAGTCGACGTTCAGCCTTCAGTTCGCACGETTCGTCAAGCGGTEGGCCCGCTGEA
CTATGGCAATCAGCACGCATAGGCCTGTCAGCTGCAAGTCGGAAGTCAAGCGTGCCAAGCAGTTCGCCACCGGGCGACCT
37 ~CTGTCAGCTGCAAGTCGGAAGTC-5 (1807)
5/ -AATTCCGAGTGCCGATC-3" {2363)
+56 AAGATAGTGCCAGATAACACCAACCAACCCATTTAATCGGACAAAATTCCGAGTGCCGATCGAGAATTC
TTCTATCACGGTCTATTGTGGTTGGTTGGGTAAATTAGCCTGT TTTAAGGCTCACGGCTAGCTCTTAAG

3/ —TTAAGGCTCACGGCTAG-57 {2362}
37 ~AGCCTGTTTTAAGGCTCACGECTAGCTCTTAAG-5 " (1894)

Abb. Al: Sequenz des DmDopi-Promotors (32/ProDopl) nit den zur Sequenzierung und fiir die PCR verwendeten
Oligonukleatiden. Oligonukleotide, deren Sequenzen dem Promotor und kodierenden Strang der cDNA entsprechen, stchen iiber
der DNA-Sequenz. Unter der Sequenz sind die Oligonukleotide aufgefiihrt, die komplementir zum Promotor und kodierenden Strang

sitnd. Die Bezeichnung der Oligenukleotide ist in Klamimern angegeben
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-365 TTGACGGGCGTACGTGTGTGTGTGTGTGTGCGAGAAGCGTGTGTCAGTTAAGTGTGTGCATACCACAAGCATATATATAT
AACTGCCCGCATGCACACACACACACACACGCTCTTCGCACACAGTCAATTCACACACGTATGGTGTTCGTATATATATA
3 -CGCTCTTCGCACACAGTCAATTC-5 (1636)

5! -CAATCATTTAAGCAGTG~3' (B09)
-285 TATATATATGGCATATTTATCAATCATTTAAGCAGTGACTTTAATGCTGTAATTTCGCCTEATTGATGCCTGGACATGAC
ATATATATACCGTATAAATAGTTAGTAAATTCGTCACTGAAATTACGACATTAARGCGGACTAACTACCGACCTGTACTG
: 3 -TTCGTCACTGAAATTACGACATT -5 (1750)

57-CCGC
-205 TCTGGGTCGCGTTCTCCGCGATGCCTGAATCTGAAACCCAGCGAGTTTCTCAGTTCGTCTGAACATGCTTCARTTGCCGC
AGACCCAGCGCAAGAGGCGCTACGGACTTAGACTTTGGGTCGCTCAAAGAGTCARGCAGACTTGTACGARGTTAACGGLG

3 ~-GCGCTACGGACTTACACTTTG-5 (1630)

ATTTAGTATCGAA-3" (262)
-125 ATTTAGTATCGAAGAAGTGTATTAGCAGAATCCTCCATTCCCATAGTCGEACAATTTATTGCCEGTACCCECAMCTARGAR
TAAATCATAGCTTCTTCACATAATCGTCTTACGACGTAACGGCATCACGCCCGTTARAATAACCGCATGGECGTTCGATTCTT

-45 TCTCTCGCTGARAAGAGGAAGCAACCATCCACCAACCATCCATTCATGTACACACCACACCCATTTGETTTCCTAATCAT
AGAGAGCCACTTTTCTCCTTCGTTGEG TAGGTGGTTCGTAGGTAAGTACATGTGTGGTGTGGEGTAAACCAAAGGATTAGTA
37 -GGTAAGTACATGTGTGG-5" (285)
3" -GETAAGTACATGTGTGGTGTGG-5/ (1631)

5’ -GAGTGGGTTCAGTGGCC-3" {807)
+36 CCTCGTTCCAATGACAAATACAATGCGEGCGATTGCTECAATCACAGCAGEAGTGEGT TCAGTEGCCGCCACGETCECAA
GGAGCARGGTTACTGTTTACGTTACGCCCGUTAACGACGTTAGCGTCGTCCTCACCCAAGT CACCGGCGETGCCAGLGTT

+116 CCAGCACCACCAGTTCCATCAGCAGCAGCACCACCATCATCAACACCAGTAGCGCCACTACCATCGGCGGGAATCACACT
GGTCGTGGETEGTCAAGGTAGT CGTCGTCGTGETEETAGTAGTTGTGGTCATCEGCGGTGATCGTAGCCACCCTTAGTGTGGE

+196 AGTGGGAGCACCGGATTCTCCACGAATTCCACGCTECTEGACGCCGATCATC TECCGCTECAGCTCACGACCGECCAAGET
TCACCCTCETGGCCTAAGAGGTGCTTAAGGTGCGACGACCTGCGGCTAGTAGACGGCGACGTCGAGTGCTGGCGGTTCCA

+276 GGACCTGCACATTGAAATCGACATCCAACTGCTGACAAATCGCTACGATGECACAACGTTGACATCGTTCTACAATGAGA
CCTGEACCTGTARCT MTAGCTGTAGGTTGACCGACTG T TTACCGATGCTACCGTGTTGCAACTGTAGCAAGATGTTACTCT

+356 GCAGCTGGACAAATGCGTCTGARATGGATACAATAGTTGGTCAGGAACCEGAGCCGCTGTCACTTGTGTCAATTGTAGTT
CGTCGACCTGTTTACCCAGACTTTACCTATGTTATCAACCACTCCTTGCUCTCGGCOACAGTGAACACAGTTAACATCAA

+436 GTTGGCATCTTCCTATCGGTECTGATATTCCTTTEGETEGRCCEGARACATCCTGGTETECCTGECCATCTACACCGACGE
CAACCGTAGAAGGATACGCCACGACTATAAGGAAAGCCACCGECCTTTGTAGGACCACACCGACCGGTAGATGTGCCTACC

+516 CAGCCTGCCGCGGATCEGCAATCTCTTCCTGGCCTCGTTAGCCATTECGGATCTCTTCGTEGCCTCGCTGETGATCACCT
GTCGGACGGCGCCTAGCCGTTAGACAACGACCGGAGCAATCCCTAACGCCTAGAGAAGCACCGEAGCGACCACTACTGEA

5¢ ~-GCAATTTTGTGATACTT -3¢ (2215)
+596 TTGCCGGTGTCAACGATTTGCTGEGATATTGEGATCTTTGGAGCGCAATTTTGTGATACTTGGHTGECCTTTGATGTCATG
AACGGCCACAGTTGCTAARACGACCCTATAACCTAGAAACCTCGCGTTAAAACACTATCGAACCCACCGGARACTACAGTAC

+676 TGCTCGACGGCGTCAATTCTGAACCTGTGCGCCATCTCGATGGACCGCTACATTCACATCAAGGATCCGUTCAGATACGG
ACGAGCTGCCGCACGTTAAGACTTGGAL ACGCEGTAGAGCTACCTEGCGATGTAAGTGTAGTTCCTAGGCGAGTCTATGCE
+756 CCOTTGGGTGACACCACGCATCGCTGTCATCACCATCGCCGCCATTTGGCTGCTGGCCGCATTCGTCTCCTTTATGCCCA

GGCAACCCACTGTGCTGCGCACCGACAGTAGTGGTAGCCGGCEGETAAACCGACCGACCGGCECAAGCAGACGAARCACGGGT

+836 TCTCGTTGEGGCATCCATCGGCCCGACCAGCCRCTGATTTITCGAGGACAATGGCARAAAGTATCCAACATGCGCTCTGEAC
AGAGCAACCCGTAGGTAGCCGGELTAGTCGGCGACTAAAAGCTCCTGTTACCGTTTTTCATAGCTTGTACGCGAGACCTG

+9316 CTCACGCCCACCTACGCCGTCGTGTCCAGCTGTATCAGTTTCTACTTCCCCTCCGTGATCATGATTAGCATCTACTGTCG
GAGTGCGGETGCATEGCGGCAGCACAGCTCGACATAGT CAAAGATGANGGGGACCCACCAGTACTAACCGTAGATGACAGC
37 -CTAARCCGTAGATCACAG-5' (2216)

+996 GCTATACTGCTATGCCCAGAAGCACGTGAAGTCCATCAAGGCGETAACTCGACCAGETGAGGTGGCCGAGAAGCAGCGGT
CGATATGACGATACGGGTCTTCGTGCACTTCAGGTAGTTCCGCCATTGAGCTGGTCCACTCCACCGCCTCTTCGTCGCCA
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+1076 ACAAGAGCATCCGGCGCCCGAAGAACCAGCCCAAGAAGTTCAAGGTGCGCAATCTGCACACCCACAGT TCGCCGTATCAC
TGTTCTCGTAGCCCGCGEECTTCTTEGTCGEGTTCTTCAAGTTCCACGCGTTAGACGTGTCGGTGTCAAGCGGCATAGTG

+1156 GTATCCGACCACAAGGCGECCETCACGETGGGCGTGATCATGEGCGT TTTCCTCATCTGCTGGGTGCCCTTCTTCTGCGT
CATAGGCTGGTGTTCCGCCGGCAGTGCCACCCGCACTAGTACCCCCAAAAGCGAGTAGACGACCCACGGGAAGAAGACGLA

+1236 CAACATCACGGCCGCCTTCTGCAAGACCTGCATCGGCEGACAGACCTTCAAGATCCTCACCTGECTGGECTACTCGAACT
GTTGTAGTGCCGECEGAAGACGTTCTGGACGTAGCCGCCTGTCTGCAAGTTCTAGGAGTGGACCGACCCGATGAGCTTGA

+1316 CGGCCTTCAATCCGATCATCTATTCOATCTTCAACAAGGAGTTTCGCGACGCCTTCAACCGCATCCTGACCATGCGCAAT
GCCEGAAGTTAGGCTAGTAGATAAGCTAGAAGT TGTTCCTCAAAGCGCTGCGGAAGTTCGUGTAGGACTGETACGCGTTA

+1396 CCGTGGTGTTETGCCCAGGATGTGGECAACATTCATCCGCEGAACAGCGATCECTTCATCACGGACTATGCCCCCAAGAA
GGCACCACAACACGGGTCCTACACCCGTTGTAAGTAGGCGCCTTGTCGCTAGCGAAGTAGTGCCTGATACGGCGGTTCTT

+1476 TGTGGTGGTGATCAACTCGEGCCGCTCEAGCGCCCAACTERACGCAGETEGTCTGCGATTTGACCAAAATGCTGTCTGAATC
ACACCACCACTACTTGAGCCCGECGAGCTCGCGGCTTGACCTCGTCCACAGACGUTAAACTGGTTTTACGACAGACTTAG

+1550 TCACTGGCGETGGAGCCACATGGCTECCCTECGEATGLGECEETCTGCCCOTGEACGACGATGACGATGCAGCGCTGACT
AGTGACCGCCACCTCGGTGTACCGACGGGACGCCTACGCCECCAGACGCGCACCTECTGCTACTGCTACCTCGCGACTGE
+1636 ACGCGATATGTTCCATGAGATTCGGTCACGGCGECCACCECCACCATTCTCGAGACCETGEAGGCCGCGCAGATECGAGAL
TGCGCTATACAAGGTACTCTAAGCCAGTGCCGCCGETGGCGATGGTAACACCTCTGECACCTCCGECGCGTCTACCTCTG

5" -TGGGTTCCTARAACCAA-3' (265)
+1716 GGAGCTGCTGTAGGCCGGCAAATGGETTCCTARAACCAACTCCGATGTCTCACAGTTTAAACCGTAAGCAATCCCAGCCCT
CCTCGACGACATCCGGCCETTTACCCAAGGATTTTGGTTGAGCTACAGAGTGTCAAATTTGGCATTCGT TAGGETCCEGA

+1786 CTACCCTACTGATCCAGTEGATATCGAAACCTGTAAGTATTATCAGCGCGTCCCCGAGACTAAGCAATCAACTATGCGTA
GATGGGATGACTAGCGTCACCTATACCTTTGGACATTCATAATAGTCGCGCAGSGGCTCTGATTCGTTAGT TGATACGCAT

+1876 TACTTAATCGCACTAGTATCTAGATGTAAGTCCCACTAGCAAAAAGAATACAAATCGGAAARACAAAATCGAAAACCAAA
ATGAATTAGCGTGATCATAGATCTACATTCAGGGTGATCGTTTTTCTTATGTTTAGCCT T TTTGTT P TAGCT T TGETTT

+1956 CCGAAACGTGATTAGGTCTAAGATCTTCAACCCGGCACCTAAGAGAGCTTCTAGTTAAGTTTCTGTTTGGATATTCATGE
GGCTTTGCACTAATCCAGATTO TAGAAGTTGGGCCGTGGATTC TCTCGAAGATCAATTCAAACACAAACCTATAAGTACC

+2036 CGGTTTGTCTCCATGCAAATGCGATTATTATGGAGTGACACATGTCACTTGCCACATTTCTCACTCACTCACTCACCCAT
GCCAAACAGAGGTACGTTTACGCTAATAATACCTCACTGTGTACAGTGAACGGTGTAAAGAGTGAGTGAGTGAGTGGGTA

+2116 ACAAACAAACAAGCAAACACACACACGCACACAACAACARAACACTCAGATACATGCG
TETTIGTTTGCTTCGTTTGTGTGTGTGCGTGTGT TGT TGTTTTGTGAGTCTATGTACCC

Abb, A2: Sequenz des DmDopl-Rezeptorgens mit den fiir die PCR verwendeten Oligonukleotiden. Oligonukleotide,
deren Sequenzen dem kodierenden Strang der cDNA entsprechen, stehen tiber der cDNA-Sequenz, Unter der cDNA-Sequenz
sind die Oligonukleotide anfgefiibrt, die komplementir zum kodierenden Strang sind, Die Bezeichnung der Oligonukleotide

ist in Kiammern angegeben,

-102 -




Anhang

Bezeichnung Sequenz (5—37)

#rev CAGGAAACAGCTATGAC

# uni GTAAARCGACGGCCAGT

#2089 GTGCTCCAGAATCGATCETTCOTGGA

oligo-dT-anchor-

Primer

GACCACGCGTATCGATGTCGAC (T} 16N

-

PCR anchor-Primer

GACCACGCGTATCGATOTCGAC

—_— 1

#1894

GAATTCTCGATCGGCACTCGGAATTTTGTCCGA

Verwendung

M13-Reverse-Primer;

Sequenzierung

-
MI13-Universal-Primer;

Sequenzierung

Mutagenese-Oligonukleotid zur
Herstellung der pCATBasPD1
bzw, pCATERhPD1 (2024/+495)-
Konstrukte (3.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
der 5 bzw. 3-RACE-Klone
(3.1.2/3)

Oligonukleotid zur Hersteliung
der 5 bzw. 3*RACE-Klone
(3.1.2/3)

Oligonukleotid fiir die Primer-
Extension-Analyse zur
Identifizierung des
Transkriptionsstarts von DmDopl

(3.1.5)

#2262

GOCGGATCCTGTCGGCTATACTGCTA

#2263

CGCTTCGAATGACCCCCGCCTTGT

#2282

#2283

L

CCATCATGATTGTCACCTAC

Mutagenese-Oligonukieotid zur
Herstellung von pQEDmDopi
(3.5)
Mutagenese-Oligonukleotid zur
Herstellung von pQEDmDop 1
(3.5)

Oligonukleotid fiir die RT-PCR-

Analyse des hDopl (3.4.1)

GAGACGTCAGTGTCATAGTC

Oligonukleotid fiir die RT-PCR-

Analyse des hDopl (3.4.1)

Tab, Al: Weitere Oligonukleotide, die zum Sequenzieren, fiir PCR und zur Primer-Extension-Analyse verwendet

wurden,
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