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Einleitung

1. Einleitung

Aile Lebewesen sind einer sich standig andernden Umwelt ausgesetzt. Das Uberleben eines

Organismus hangt deshalb besonders von seiner Fahigkcit ab, auf Umweltreize oder -signale

reagieren zu konnen, Extrazellulare Signale werden von spezifischen Rezeptoren auf der

Zelloberflache aufgenommen und bewirken biochemische und morphologische Reaktionen

der Zelle. Die Umsetzung extrazellularer Informationen in intrazellulare Signale wird als

Signaltransduktion bezeichnet.

Bei hohreren Eukaryonten erfolgt die Wahrnehmung, Verarbeitung und schnelle Reaktion auf

Reize durch das Nervensystem. In Nervenzellen (Neuronen) werden Informationen als

elektrische Impulse (Aktionspotentiale) kodiert. Fur die Entstehung und Weiterleitung eines

Aktionspotentials sind spannungsgesteuerte Ionenkanale verantwortlich (Hille 1992, Catterall,

1995). Damit Nervenzellen miteinander kommunizieren konnen, 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 ttbcrtragcn. Die Neurotransmitter sind in der

prasynaptischen Endigung in Vesikeln gespeichert und werden bei Erregung der Nervenzelle

in den synaptischen Spalt ausgeschuttet. Die Transmitter binden an membranstandige

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 Potcntialanderung in dem

postsynaptischen Neuron. Das postsynaptische Potential kann ein Aktionspotential in der

Zelle auslosen, Dadurch wird die Weiterlei tung der Information auf die nachste

nachgeschaltete Zelle gewahrleistet.

Die zahlenmalsig weitaus grobte Gruppe von Neurotransmitter-Rezeptorcn sind die

sogenannten G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die Eigenschaften dieser

Membranproteine werden im Folgenden naher beschrieben.

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

GPCR werden durch so unterschiedliche extrazcllulare 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-ahnlichen Rezeptoren, bspw. biogene Amin-Rezeptoren,

2. die peptidergen Rezeptoren, bspw. SekretinIVasointestinal Peptid- (VIP) Rezeptoren und

3. die metabotropen Glutamatrezeptoren (Strader et al., 1995).

- 1 -



Einleitung

Obwohl die Aktivierung del' Rezeptoren dureh strukturell sehr untersehiedliche Liganden

erfolgt, beruht die Umsetzung in ein zellulares Signal auf einem gemeinsamen

Funktionsprinzip. Die Bindung der Liganden bewirkt eine Konformationsanderung der

Rezeptoren. Diese Strukturanderung wird auf trimere, GTP-bindende (G)-Proteine iibertragen

(Simon et al., 1991), die dann die Aktivitat verschiedener Zielproteine in der Zelle

modulieren. Wegen der Wechselwirkung der Rezeptoren mit G-Proteinen bezeiehnet man sie

als GPCR.

Es wird angenommen, daB GPCR eine ahnliche transmembranale Topologie wie das

Bakteriorhodopsin besitzcn (Dixon, 1987). Elektronen-Cryo-mikroskopische Untersuchungen

an Rhodopsin-Praparationen aus verschiedenen Spezies (Baldwin, 1993, Baldwin et al., 1997;

Unger & Schettler, 1995; Unger et al., 1997) haben gezeigt, daB GPCR die Zellmembran

sieben Mal durehspannen. Die transmembranalen Segmente (TM) bestehen aus 20-30

hydrophoben Arninosauren und sind dureh drei intrazellulare und drei extrazellulare

hydrophile Schleifen verbunden. Eine vierte intrazellulare Schleife wird vermutlieh dureh

Palmitoylierung eines im Carboxyterminus liegenden Cysteins gebildet (Mumby, 1997;

O'Dowd, 1992; Papae et al., 1992). Der Aminoterminus befindet sich auf der extrazellularen­

und der Carboxyterminus auf del' cytoplasmatisehen Seite del' Membran (Abb, 1).

In del' Gruppe del' Rhodopsin-ahnlichen Rezeptoren, zu der auch der p-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 Aminosauren beteiligt, die sich in den transmembranalen Segmenten befinden. Dureh

Mutageneseuntersuehungen wurde gezeigt, daB bspw. bei (J.- und p-adrenergen-Rezeptoren

(Strader et al., 1988; Wang et al., 1991) und bei muskarinisehen 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, daB zwei Serine in TM 5, Ser 204 und Ser 207, an del' Bindung

biogener Amine beteiligt sind. Sie bilden Wasserstoffbtiieken mit den Hydroxylgruppen des

Katecholrings aus (Wang et al., 1991).

Im Gegenssatz zur Rhodopsin-ahnltchen Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

binden peptidcrge- und metabotrope Glutamat-Rezeptoren ihre Liganden nieht innerhalb einer

von den transmembranalen Segmenten ausgebildeten Bindetasehe sondern mit dem N­

Terminus und teilweise aueh mit Aminosauren in den extrazcllularen hydrophilen Sehleifen

(Baldwin, 1994). Peptiderge Rezeptoren enthalten im N-Terminus viele Cysteine. Es wird

vermutet, daB die Cysteine Disulfidbrlieken ausbilden und so die Struktur des Rezeptors

stabilisicren (Sprengel et al., 1990). Im N-Terminus der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

befinden sich meist mehrere Konsensussequenzen (N-X-Sff) fur N-Glykosylierungen

(Kornfeld & Kornfeld, 1985; Dohlman et al., 1987). Die Glykosylierung ist weder fur die

Ligandenbindung noch fur die G-Protein Kopplung notwendig (Strader et al., 1989). Es wird

angenommen, daB die Glykosylierung fur die riehtige Anordnung des Rezeptors in der

- 2-



Einleitung

Zellmembran bcnotigt wird (Rands et al., 1990). Die Lange des N-Terminus ist in G-Protein

gekoppelten Rezeptoren sehr variabel, Sie reicht von 7 Aminosauren, bspw. im Adenosin Az­
Rezeptor, bis zu mehr als 300 Aminosauren, bspw. im Glykoprotein Hormonrezeptor, In der

dritten intrazelluliiren Schleife und im C-Terminus enthalten GPCR viele Serine und

Threonine, die potentielle Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinasen wie bspw. PKA

(cAMP abhangige Proteinkinase A), PKC (Proteinkinase C) und CaM-Kinase

(Ca2+/Calmodulin-abhangige Kinase), aber auch rezeptorspezifische Kinasen wie Rhodopsin­

Kinase (Lorenz et al., 1991) oder p-adrenerge Rezeptorkinasen (PARK) (Benovic et al., 1989;

Benovic et al., 1991) darstellen. Die Phosphorylierung der Rezeptoren fuhrt zu einer

Desensitisierung, d.h, die Empfindlichkeit des Systems gegentiber langer anhaltenden Reizen

wird vermindert (Dohlman et al., 1991). An phosphorylierte Rezeptoren bindet ein

intrazellulares Protein, Arrestin, mit hoher Affinitat 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

ermoglichen und dadurch die Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs stimulieren (Luttrell et al.,

1999).

N

lntrazellular

c

Abb.Jr Darstellung cines G~Protein gekoppelten Rezeptors, GPCR bestehen aussiebenhydrophoben transrnembranalen

Regionen, die mit drei hydrophilen extrazellularen und drei Inrrazettutaren Schleifcn verbunden sind, Der N-Terminus ist

extrazellular, der C-Terminus intrazellulhr lokalisiert. Die dritte lntrazellulltre Schlelfe und dcr C-Terminus sind an der

Kopplung mit heterotrimeren G-Proteinen beteiligt.
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Einleitung

1.2 Signalwege G·Protein gekoppelter Rezeptoren

Wie bereits anfangs erwahnt, fuhrt die Bindung eines Liganden an einen G-Protein

gekoppelten Rezeptor zu einer Konformationsanderung des Rezeptorproteins. Diese

Konforrnationsanderung wird auf der intrazellularen Seite auf GTP-bindende (G)-Proteine

iibertragen. G-Proteine sind durch "Lipidgruppen" in del' Plasmamembran verankert und

bestehen aus drei Untereinheiten: einer lX-, einer ~- und einer y-Untereinheit. Die lX­

Untereinheit des G-Proteins hat in del' inaktiven Form GDP gebunden. Inzwischen sind die

Gene von 23 verschiedenen rz-Untereinheiten, 5 ~- und 11 y-Untereinheiten kloniert worden

(Gudermann et aI., 1997). Die Aktivierung diesel' G-Proteine ist mit einem Austausch des

gebundenen Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) an del' o­

Untereinheit verbunden. Die aktivierte o-Untereinheit und die ~y-Untereinheiten del' G­

Proteine dissoziieren yom Rezeptor abo Sowohl die rx-Unrereinheit als auch die ~y­

Untereinheiten stimulieren oder inhibieren die Aktivitat verschiedener Effektorproteine. Die

bekanntesten Effektoren sind Enzyme wie bspw. Adenylatzyklasen, Phosphodiesterasen,

Phospholipasen und Phosphatasen, abel' auch Ionenkanale (Johnson & Dhanasekaran, 1989;

Birnbaumer et aI., 1990). Zunachst wurde angenommen, daB ein bestimmter G-Protein

gekoppelter Rezeptor nur mit einem G-Protein wechselwirkt und deshalb auch nur einen

einzigen Effektor aktiviert. Inzwischen wurde jedoch gezeigt, daB die Rezeptoren

verschiedene G-Proteine in einer Zelle aktivieren konnen (Birnbaumer et aI., 1990; Milligan,

1993). So aktiviert der tX2-adrenerge Rezeptor beispielsweise sowohl inhibitorische (G;) G­

Proteine (Kurose et al., 1991) als auch Go-Proteine (Okuma & Reisine, 1992). Die

Aktivierung der Gi-Proteine bewirkt eine Inhibierung der Adenylatzyklase, d.h, die

intrazellulare Konzentration des second messengers cAMP sinkt (Sidhu, 1998). Die

Aktivierung des Go-Proteins fuhrt zu einer Stimulierung der Phospholipase C-Aktivitat. Das

Enzym spaltet membranstandiges Phosphatidyl-Inositol in die Botenstoffe Inositol-l,4,5­

Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 bindet an Rezeptoren im

endoplasmatischen Retikulum und bewirkt eine Freisetzung von Ca2+ aus intrazellularen

Speichem. Die Erhohung del' Ca2+-Konzentration ist fur die Regulation weiterer Enzyme,

bspw. Ca2+/Calmodulin abhangige Adenylatzyklasen, wichtig und wird in vielen Fallen tiber

Ca2+-bindende Proteine vermittelt. DAG aktiviert Proteinkinase C (PKC). Die Kinase kann

verschiedene Zielproteine, u.a. Rezeptoren und Ionenkanale, phosphorylieren, Durch die

Phosphorylierung werden die Eigenschaften der Membranproteine moduliert.

An der Wechselwirkung zwischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren und den ex­

Untereinheiten von G-Proteinen sind verschiedene Proteinabschnitte beteiligt. Durch viele

Mutagenesestudien an Rezeptoren wurde inzwischen gezeigt, daB Aminosauren in der 2. und

3. intrazellularen Schleife, die die transmembranalen Segmente TM 3/4 und TM 5/6

flankieren, fur die Wechselwirkung notwendig sind (O'Dowd et aI., 1989; Gndermann et al.,

1997). Zusatzlich wurde beschrieben, daB die C-terminale Sequenz des Rezeptors, die sich
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Einleitung

vom Ende der TM7 bis zur Palmitoylierungsstelle erstreckt, die Rezeptorbeweglichkeit

beeinfluBt (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).

N

~
~ DAG

IP, ~
J

REZEPTOR 1

N

N

Abb. 2: Schematischc Darstellung del' wichtigsten Signalwege G~Protein gekoppelter Rezeptoren, Rezeptor 1 aktiviert

nach Bindung des Liganden die Gq-a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins. Dlese aktiviert die Phospholipase C, die 1­

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (pIP,) zu Inositoltrispbosphat (IP,) und Diacylgtycerol (DAG) urnsetzt.

Inositoltrisphosphat bindet an intrazellulare Rezeptoren, die die Offnung von Ca2+-Kanalen bewirken. Rezeptor 2 aktiviert

die Gs-a-Untcreinheit des heterotrimeren G-Proteins. Diese aktiviert die Adenylatzyklase, was zu einem Anstieg deccAMP-

Konzentration in dec Zelle fllhrt. cAMP aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase A, die daraufhin z.B. Ionenkanale und

Transkriptionsfaktoren phosphoryliert. Rezeptor 3 aktiviert die Grct-Untereinheit des G-Proteins. Dies fllhrt zor

Inaktivierung derAdenylatzyklase und zu einer Abnahme dercAMP-Konzentration in derZelle.

Ein wesentlicher Aspekt der Rezeptor-G-Protein vermittelten Signalubertragung liegt in dem

enormen Verstarkungsgrad, den dieses System leistet. Dies ist besonders gut ftlr die

lichtabhangige Enzymkaskade in Photorezeptorzellen untersucht (Stryer, 1986). Das

Sehpigment Rhodopsin kann bis zu 1000 G-Proteine aktivieren, Diese Photorezeptor­

spezifischen Transducin-MolekUle aktivieren in einer -1: 1 Stochiometrie Phospho­

diesterasen, Ein aktiviertes Phosphodlesterase-Enzym spaltet bis zu zweitausend cGMP­

Molekule/sec, Die Abnahme der intrazellularen cGMP-Konzentration fuhrt zum SchlieBen

der zyklisch Nukleotid-gesteuerten Ionenkanale in der Plasmamembran des Photorezeptors.
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Die Zelle wird hyperpolarisiert und die Freisetzung von Neurotransmittern aus del'

synaptischen Endigung des Photorezeptors unterbrochen. Del' Amplifikationsgrad, del' durch

die Aktivierung eines einzelnen Rhodopsin-Molekiils erreicht wird, betragt 105_106 (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 gehoren die Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und

Dopamin sowie Serotonin, Histamin, Tyramin und Octopamin. Die biogenen Amine werden

aus den Aminosauren Histidin, Tryptophan und Tyrosin in ein- bis mehrstufigen Reaktionen

synthetisiert. Dopamin ist das am haufigsten vorkomrnende Katecholamin im Gehirn von

Vertebraten. Dopamin ist an verschiedenen Prozessen wie bspw. del' Bewegungskontrolle,

Steuerung von Empfindungen, del' neuroendokrinen und cardiovaskularen Regulation (Jaber

et al., 1996) und del' Prolactin-Sekretion beteiligt (Arnt, 1987; Seeman, 1987a,b; Carlsson,

1988). Storungen in del' dopaminergen Neurotransmission sind die Ursache fill' verschiedene

pathologische Zustande 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 Bewegungsstiirungen wie del'

tardiven Dyskinesie (Kane et al., 1988; Youssef & Waddington, 1987).

Del' Ausfall dopaminerger Ubcrtragungswege in einzelnen Hirnbereichen fuhrt zu

unterschiedlichen Krankheitsbildem:

- Del' Nigro-striatale Weg kontrolliert Bewegungen. Die Zerstiirung dopaminerger Neurone

im Striatum fuhrt zur Parkinson'schen Krankheit (Hornykiewicz, 1966, Seeman et al., 1987).

- Das Meso-Cortico-Limbische System ist an del' emotionalen Stabilitat beteiligt. Eine

Stiirung innerhalb dieses Weges fuhrt zur Schizophrenie. Daruberhinaus wurde beschrieben,

daB diese Himbereiche auch das Suchtverhalten bspw, bei del' Abhangigkeit von

verschiedenen Drogen wie Alkohol, Kokain, Amphetamine und Opiate steuern (Koob &

Bloom, 1988; Koob, 1992a,b; Di Chiara, 1995; White, 1996). Del' mesocorticolare

dopaminerge Weg ist fill' emotionale motivierende und kognitive Funktionen wichtig und

steuert Lern- und Gedachtnisleistungen (Le Moal & Simon, 1991; Civelli et al., 1993).

- Del' Tuberoinfundibulare Weg reguliert die Prolactin-Sekretion und hat einen EinfluB auf die

Fruchtbarkeit.

Die Neurotransmitter Dopamin und Serotonin spielen eine wichtige Rolle bei Entwicklungs-,

Lern- und Gedachtnisprozessen sowohl bei Vertebraten als auch bei Evertebraten (Davis,

1996; Bailey et aI., 1994; Byrne et al., 1993; Restifo & White, 1990). Ein Schlusselenzyrn fill'

die Biosynthese von Serotonin und Dopamin ist die Dopa-Decarboxylase. Drosophila­

Mutanten, deren Gen fill' die Dopa-Decarboxylase defekt ist, sterben meist schon im
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Embryonal- und fruhen Larvalstadium aufgrund eines erhohten 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, daB die Dopaminfreisetzung wahrend der Entwicklung fur 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.

Flir die Einleitung einer zellularen Reaktion auf die Dopamin-Freisetzung sind spezifische

Dopamin-Rezeptoren in der Zellmembran verantwortlich. Dopamin-Rezeptoren gehoren zur

Familie der Rhodpsin-ahnlichen Rezeptoren (Hepler & Gilman, 1992; Exton, 1994; Neer

1994). Bei Vertebraten sind sieben Dopamin-Rezeptor Subtypen bekannt. Die Dl , DIe, DID

und D5-Rezeptoren bilden die Gruppe der D'l-Rezcptoren, Die D2, D3 und D4-Rezeptoren

bilden die Gruppe der D2-Rezeptoren (Gingrich & Caron, 1993; ODowd, 1993; Sugamori et

al., 1994; Demchyshyn et a!., 1995). FUr alle Dopamin D'l-Rezeptoren wurde beschrieben,

daB sie Adenylatzyklasen stimulieren. Inzwischen wurde aber auch gezeigt, daB D'I­

Rezeptoren weitere Signalwege aktivieren, wie bspw. die Stimulierung von Phospholipasen,

die zur Bildung von IP3 und Ca2+-Freisetzung aus intrazellularen Speichern (Mahan et aI.,

1990; Undie et al., 1994), aber auch zur Aktivierung des Arachidonsauresroffwechscls fiihren

(Piomelli et al., 1991). Daruberhinaus wurde beschrieben, daB Dl-Rezeptoren auch die

Aktivitat von Ca2+_, K+- und Na'-Ionenkanalen regulieren konnen (Laitinen 1993, Sidhu

1998). Im Gegensatz zu D'l-Rczcptoren konnen 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.

Sowohl der DmDOP1, als auch der DAMB-Rezeptor gehoren funktionell zur Familie der DI­

Rezeptoren (Gotzes et al., 1994; Han et al., 1996). Die Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zu

einer Steigerung der Adenylatzyklasc-Aktivitat und somit zur Erhohung der intrazellularcn

cAMP-Konzentration. Der DmDOPI-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 Pilzkorpern exprimiert, in denen die olfaktorische Wahrnehmung bei Insekten

stattfindet. Im Gegensatz zu den Vertebraten Dt-Rezeptorgcnen, ist das DmDopl-Gen von

Introns unterbrochen. Es kodiert fiir ein Protein von 511 Aminosauren Lange mit einem

Molekulargewicht von 55,9 kDa. Obwohl die funktionellen und pharmakologischen

Eigenschaften der Drosophila Dopamin-Rezeptoren bereits gut charakterisiert sind, ist uber

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 aufgeklart worden (Donnelly et al., 1994). Im Gegensatz dazu

sind die Sequenzen del' Promotoren diesel' Gene bisher nul' seiten autgeklart und untersucht

worden. Die meisten Rezeptoren werden gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert. Urn

die Funktion del' Rezeptoren zu unterschiedlichen Entwicklungsphasen bzw. in bestimmten

Zelltypen bessel' verstehen und untersuchen zu konnen, ist es notwendig, die regu1atorischen

Bereiche del' Rezeptorgene zu charakterisieren. Die Struktur eukaryontischer Promotoren del'

Klasse II, d.h, Promotoren von Genen, die von RNA-Polymerase II transkribiert werden, ist

sehr komplex aufgebaut. Sie besitzen aIle einen zentralen (Core)-Bereich, sowie weitere

regu1atorische 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, Fund E. Sie bilden mit del' RNA­

Polymerase II einen Prainitiationskomplcx (Roeder, 1991). Einige Promotoren besitzen im

Bereich des Transkriptionsstarts (+1) ein INR-Element. Im Bereich von -25 bis -30 bp VOl'

dem Transkriptionsstart befindet sich in vielen, sogenannten HaushaItsgenen, eine TATA­

Box. Irn Bereich zwischen -150 und + 50 bp vom Transkriptionsstart werden haufig CAAT­

und GC-reiche Elemente gefunden. An diese regulatorischen Sequenzen binden spezifische

Transkriptionsfaktoren. Neben den zuletzt beschriebenen Sequenzmotiven wurden in

Promotoren dariiberhinaus Sequenzen identifiziert, die die Transkription herabsetzen

(Silencer-Elemente) oder erhohen (Enhancer-Elcmente). Die Position del' "Enhancet" und

"SiIencel"-Sequenzen ist sehr variabei. Sie konnen sowohl im 5'- und 3'- Bereich vom

Transkriptionsstart bzw. in Exons und Introns oder sogar in del' 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 I£AMP-responsive element binding protein) werden

im Zellkern von Proteinkinase A phosphoryliert. Erst in del' aktivierten, d.h, phosphorylierten

Form kann CREB an CRE-Sequenzen I£AMP-responsive element) bestimmter Promotoren

binden und die Transkription des Gens regulieren (Sassone-Corsi, 1995). Rezeptoren, die die

intrazellulare cAMP-Konzentration erhohen, konnen durch Aktivierung von CREB die eigene

Genexpression steuern. Diese Autoregulation ist bspw. fur den menschlichen Dopamin D1­

Rezeptor gezeigt worden (Minowa et al., 1996).
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+1
CAAT·Bo:u. oc-a« TATA r=91 0Rl!¥1

-25/·30bp ~®~ B IIIF E
PICIACTJ ~ ~ ~

TATA INR /" (+1-)

91 bh&W r:::J jj

::;,. ~ B IIIF E
PICfl

INR /'r ~ ~ ~

91 CT1Ii «1-)
Regulatonschc Regulatorische
Sequenzen Sequenzcn

Abb, 3.: Schematische Darstellung eukaryontischcr Promotoren und ihrc Transkrlptlonskomplexe (aus Roeder,

1991). Es werden drei Typen eukaryontischer Promotoren der Klasse II unterschieden: Die TATA+INK (oberste Abb.), die

TATA+INR+ (mittlere Abb.) und die TATA-INR+ (untere Abb.) Promotoren, An die zentralen Sequenzen binden

Transkriptionsfaktorcn wie bspw. TFlI D, A bzw. I, B, Fund E und bilden zusammen mit der RNA-Polymerase II den

Prainitiationskomplex (PIC)/A bzw. PICII. TATA+INR+-Promotoren sind in der Lage, sowohlden PIelA als aueh PICII zu

bilden.

1.5 Zieisetzung der Arbeit

Bisher wurden die Promotoren des menschliehen Dopamin Dl- und D5-Rezeptors (Minowa

et al., 1993; Lee et al., 1996; Beischlag et aI., 1995) sowie des Dopamin D2-Rezeptors aus del'

Ratte (Minowa et al., 1992) kloniert. Uber die Struktur und Funktion del' Promotoren del'

Evertebraten-Rezeptoren ist niehts bekannt. Ziel diesel' Arbeit ist es, den Promotor des

DmDOPI-Rezeptors zu klonieren. F. Gotzes hat das Gen in seiner Doktorarbeit kloniert und

den Rezeptor pharmakologiseh charakterisiert. Die eDNA ist 2538 Bp lang und besitzt einen

offenen Leserahmen von 1533 Bp. Vermutlieh ist del' 5'- und 3'-nieht-translatierte Bereich

unvollstandig. Fiir die Klonierung und Charakterisierung des Promotors ist es wiehtig, die

noeh fehlenden Sequenzabsehnitte zu isolieren. Danaeh sollen einige Fragen beantwortet

werden:

1.) Wird das DmDop I-Gen von einem starken oder sehwaehen Promotor reguliert?

2.) Ist der Promotor nul' in neuronalen Zellen aktiv?

3.) Konnen regulatorisehe Bereiehe bzw. Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die

Riieksehliisse auf die gewebsspezifisehe oder ggf. entwicklungsspezifische Regulation

zulassen?

4.) Kann das Rezeptorgen dureh eAMP-abhangige Transkriptionsfaktoren reguliert werden?
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Enzyme

Die in diesel' 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 del'

Firma MWG (Ebersberg) geliefert.

Enzyme und die dazugehiirigen 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 del'Firma Sigma (Deisenhofen) geliefert.

[o;_35S]dATP mit einer spezifischen Aktivitat von >1000 Ci/mmol, [o;_32P]dCTP mit einer

spezifischen Aktivitat von >6000 Cilmmol und [y)2p]ATP mit einer spezifischen Aktivitat

von >5000 Ci/mmol wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen. Die

Autoradiographien wurden unter Verwendung von X-OMAT1MAR-Filmen der Firma Kodak

(Rochester) durchgefuhrt. Nylonmembranen fur den Transfer von Nukleinsauren wurden von

del' Firma Qiagen (Hilden) geliefert.

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

(1989) ubernommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.2 Stiimme und Medlen

2.2.1 Bakterlenstamme

Irn Rahmen diesel' Arbeit wurden folgende Escherichia coli K12 Bakterienstamme eingesetzt:

Del' Stamm XU-Blue (Bullock et aI., 1987) (recAl, endAl, gyrA96, thi-l, hsdR17, supE44,

relAl, lac, [F'proAB, lacflZ,iM15, TnlO(tet')]) wurde zur Anreicherung von pBluescript­

Derivaten verwendet,

Del' Stamm K 802 (Biolabs) (e14'(McIA), mcrBl, hsdR2, galK2, galT22, supE44, metBl)

wurde zur Anreicherung von ACharon 4A-Phagen eingesetzt (Blattner et aI., 1977).

Fur die Expression der pQE-Fusionsproteine wurde der E.coli Stamm MIS (pREP4)

verwendet.
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2.2.2 Medien zur Anzucht von Bakterien

Bakterienkulturen wurden in LB-Medium (lOg!l Bacto-Trypton, 5g1l Hefeextrakt, 109!l

Natriumchlorid) bei 37°C kultiviert. LB-Agar enthielt zusatzlich 1,5 % Agar. Flussigkulturen

wurden in einem Rotationsinkubator (New Brunswick, Nurtingen) oder in einem

Warmluftschuttler (Braun-Dissel, Melsungen) angezogen. FUr die Selektion auf

plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium Ampicillin in einer Konzentration

von 100 ug/ml zugesetzt. FUr Plasmid-Praparationen wurden Kulturen verwendet, die

mindestens 8 Stunden bei 37°C inkubiert wurden.

2.2.3 a-Komplementation

Zur Identifizierung rekombinanter Plasmide wurde dem Agar 40 ug/ml X-Gal (5 Bromo-4

Chlor-3-Indolyll~-D-Galaktopyranosid) in Dimethylformamid und 20 ug/ml IPTG (Isopropyl­

~-D-thiogalaktosid) in Wasser zugesetzt.

P1asmide, die das lacZ Gen tragen, kodieren fUr das a-Peptid del' ~-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

Fahigkeit zur rx-Komplementation verloren. Dadurch kann del' Stamm XLI-Blue keine

enzymatisch aktive ~-Galaktosidase bilden. Kolonien, in denen enzymatisch aktive ~­

Galaktosidase gebildet wird, sind blau gefarbt, Kolonien mit rekombinanten Plasmiden sind

deshalb weiB.

2.3 Zellinien und Medien

2.3.1 Zellinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fo1gende Zellinien verwendet:

HEK293-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 ZeIIinien

HEK293- und Neuro2a-Zellen wurden mit "Minimal Essential Medium" (MEM, Gibeo), das

mit 10% fotalem Kalberserurn (Gibeo), 10 mIll Antibiotika/Antimykotika Losung (lOOx,

Gibeo), 10 mIll 0,2 M L-Glutamin (Gibeo), sowie 10 rnl/l nieht essentiellen Aminosauren

(lOOx Gibeo) versetzt war, kultiviert (Laborbezeiehnung MlO).

SK.N.SH-Zellen wurden mit "Dulbeeeo's modified Eagles medium with 4,5g11 glucose"

(DMEM, Sigma), das 10% fotales Kalberserum (Gibeo), 10 mIll Antibiotika/Antimykotika

Losung (lOOx Gibeo) und 10 mIll 0,2 M L-Glutamin (Gibeo) erhielt, kultiviert

(Laborbezeichnung DM+).

Die Anzueht der aufgeftihrten Zellinien erfolgte bei 5% C02, 95% Luftfeuehtigkeit und 37°C

in einem Brutsehrank (Heraeus Instruments BB6060).

Sehneider2-Zellen wurden mit DES™ Expressionsmedium, dem 10% hitzeinaktiviertes

fotales Kalberserum, 50U Penicillin Gil und 50 f.lg Streptomycinsulfat/l hinzugefiigt wurde

(Laborbezeiehnung DES+), bei 24°C in einem Brutsehrank kultiviert.

2.4 Fliegenstiimme (Drosophila melanogaster)

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

benutzt.

2.5 Fliegenhaltung

Etwa 500 Fliegen wurden in Polystyrol-Zuchtrohrchen (Greiner, 0 50 mm) gehalten, die zu 5­

10 % mit Nahrmedium (7g1l Agar, 7,5 gil Backerhefe, 60g/1 Kristallzueker, 100g/1 MaisgrieB,

1,25 gil Nipagin (4-Hydroxy Bcnzocsaure-Methylester), 1 gil Vitamin C) gefiillt waren. Die

Aufzueht der Fliegen erfolgte bei 25°C, 80 % Luftfeuehtigkeit und 12-stiindigem Tag/Nacht­

Rhythmus in einem Brutschrank (RUMED, Rubarth Apparate GmbH).

2.6 Plasmide

Fur Subklonierungen wurde das Plasmid pBlueseript I SK - (Stratagene, Short et al., 1988)

benutzt. Die Transfektionen zur Bestimmung der CAT-Reportergenaktivitaten erfolgten mit

den Vektoren pCATR3-Basie, pCATR3-Enhaneer, pCA~3-Controlund pCATR3-Promotor

(Groskreutz et al. 1995, Promega Notes). Die Transfektionseffizienz wurde dureh
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Cotransfektion des Plasmides pSV-~-Galactosidase (Promega) mit den oben genannten CAT­

Vektoren bestimmt.

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 S hergestellt. Die DNA

wurde mechanisch geschert und mit synthetischen Eco Rl-Linkern versehen.

2.8 GroBenstandards

DNA-GroBenstandard

A(cl857indlSam7)-DNA, EcoRIlHindID geschnitten: 500 ngl7,5 ul

Fragmentgrofsen: 21.226, 5.148, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831,

564,125 Bp

Protein-GroBenstandard

LMW-GroBenstandard (Proteine mit niedriger Molmasse; Pharmacia): 1,2 flglfll in lx SDS­

Probenpuffer.

Bandengrolsen: 94 kDa (Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel), 67 kDa (Albumin aus

Rinderserum), 43 kDa (Ovalbumin aus Huhnereiweifs), 30 kDa (Carboanhydrase aus Rinder­

Erythrozyten), 20 kDa (Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne), 14 kDa (a-Lactalbumin aus

Kuhmilch).

2.9 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer (Applied Biosystems 391) synthetisiert.

Fur die Reinigung der Oligonukleotide wurde das Saulenmaterial in Ammoniak ilberfuhrt und

tiN bei 55°C inkubiert. Nach Evaporation des Ammoniaks wurden die Oligonukleotide in

H20 resuspendiert und mit Ethanol gefallt,

Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgeftihrt.
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2.10 Quantifizierung von Nuklelnsauren

2.10.1 Photometrische Bestimmung

Fur die photometrische Bestimmung wurde die Extinktion del' DNA-Uisung bei 260 und 280

nm (Schichtdicke: 1 em) bestimmt. Eine Absorption A260 = 1 entspricht 50 ug/ml

doppelstrangiger DNA, 40 ug/rnl RNA bzw. 33 ug/ml einzelstrangiger Oligonukleotide. Del'

Quotient del' Extinktionen bei 260 und 280 nm betragt bei einer reinen DNA-Uisung 2.

2.10.2 Ethidiumbromid-Fluoreszenz

Fur die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe del' Ethidiumbromid-Fluoreszenz wurdc die

DNA-Uisung und ein DNA-Standard bekannter Konzentration (2.8) in einem Agarosegel

(2.13.3) in Gegenwart von Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 ug/ml) aufgetrennt. Ein

Vergleich del' Fluoreszenz-Intensitaten del' Banden unter UV-Licht (302 nm) erlaubte eine

Konzentrationsabschatzung,

2.11 Priiparation von Nukleinsauren

2.11.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

2.11.1.1 Mini-Prliparation

Plasmid-Praparationen wurden durch alkalische Lyse nach del' Methode von Bimboim und

Doly (1979) durchgefiihrt. Die pelletierten Bakterienzellen aus 1,5 ml Kulturvolumen wurden

in 100 /-II Uisung I (50 mM Glucose, 25 mM TrislHCI pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert

und mit 200 /-II Uisung II (0,2 M NaOH, 1% SDS) lysiert. SDS, Proteine und bakterielle DNA

wurden nach Zugabe von 150 /-II Losung ill (3 M K-Acetat, pH 4,8) gefallt,

Nach Zentrifugation (18.000 x g, 10 min, 4DC) wurde der Uberstand einmal mit

Phenol/Chloroform (1:1) und einmal mit Chloroform extrahiert und die Nukleinsauren durch

Zugabe von 1 ml Ethanol gefallt, Die Nukleinsauren wurden mit 70% Ethanol gewaschen,

getrocknet und in 20 /-II TE-Puffer (10 mM TrislHCI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0)

resuspendiert.

- 14 -



Material und Methoden

2.11.1.2 Mldl-Praparatlon

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 Uisung n Iysiert. SDS, Proteine sowie

bakterielle DNA wurden mit 10 ml Losung III gefallt. Nach Zentrifugation (5.000 x g, 10 min,

4°C) wurde del' Uberstand filtriert und mit 15 ml Isopropanol versetzt, Die gefallten

Nukleinsauren wurden durch Zentrifugation sedimentiert (5.000 x g, 10 min, 4°C). Das Pellet

wurde in 1,45 ml H20 gelost und die RNA durch Zugabe von 2,5 m14 M LiCl-Uisung und 50

p l I M Tris/HCl pH 7,5 gefallt, Nach erneuter Zentrifugation (5.000 x g, 10 min, 4°C) wurde

del' Uberstand mit 10 ml Ethanol versetzt und 1 h bei -20°C inkubiert, Die Nukleinsauren

wurden sedimcntiert (5.000 x g, 10 min, 4°C), in 500 ul TE-Puffer (2.11.1) resuspendiert und

die restliche RNA durch Zugabe von 2 ul RNase-Cocktail (Ambion) 30 min bei 37°C verdaut.

Die Losung wurde zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform

extrahiert. Die wassrige Phase wurde mit 50 J.l13 M LiCl und 1,6 ml Ethanol versetzt und die

DNA durch Zentrifugation sedimenticrt (18.000 x g, 5 min, RT). Del' Niederschlag wurde mit

70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 u l TE-Puffer rcsuspendiert.

2.11.2 Priiparation von t.,·Phagen·DNA

2.11.2.1 Herstellung von Mg2+.Zellen

Fur die Herstellung von Mg2+-Zellen wurde del' E.coli-Bakterienstamm YI090 und K802

verwendet.

50 ml LB-Medium, das zusatzlich 10-20 roM MgCh und 0,2% Maltose enthielt, wurden mit

einer Einzelkolonie des Eicoli Stamms beimpft und 6-8 h bei 37°C inkubiert, Die Suspension

wurde zentrifugiert (5000 x g, 15 min, 4°C) und die sedimcntiertcn Zellen in 10 mM MgS04

resuspendiert, so daB die Losung eine OD6QO von 10 aufwies.

2.11.2.2 Anzucht von t.,-Phagen auf NZY·Platten

Mg2+-Zellen (2.11.2.1) wurden mit dem bcnotigten Volumen del' Phagensuspension versetzt

und 15 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3-10 ml vorgewarmtem (50°C) NZY-Top­

Medium (NZY: 10 gil NZ-Amine, 5g11 Hefeextrakt, 5 gil NaCl, 2 gil MgS04 x 7 H20; ftir

Top-Medium zusatzlich 7 gil Agarose) wurde del' Ansatz auf NZY-Platten (NZY mit 15 gil

Agar) verteilt und liN bei 37°C inkubiert,
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2.11.2.3 Praparatlon von "'-Phagen-DNA aus kleinen Lysaten

Die Praparation erfolgte nach del' von Santos (1991) beschriebenen Methode. 50 f.ll Mg2
+_

Zellen des benotigten Bakterienstammes wurden mit 2-5 ul des Phageneluats versetzt. Del'

Ansatz wurde 15 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend in 5 ml NZY-Medium tiberftlhrt und

bis zur Lyse del' Bakterien im Rotationsinkubator bei 3rC inkubiert. Das Phagenlysat wurde

mit 2 f11 DNaseI (1 mg/ml) und 2 ul RNase-Cocktail (Ambion) 20 min bei 37°C inkubiert.

Nach Zugabe von 100 f.ll 2 M ZnCh-LOsung wurde die Inkubation fur weitere 5 min bei 3rC

fortgesetzt. Die Losung wurde zentrifugiert (5000 x g, 10 min, 4°C). Del' Niederschlag wurde

in 500 f.ll TES-Puffer (0,1 M TrislHCI 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). Del' Uberstand wurde zweimal mit

Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform extrahiert. Die wassrige Phase wurde

mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt. Die Nukleinsauren wurden abzentrifugiert

(I8.000 x g, 5 min, 4°C) und nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol in 50-100 ul TE­

Puffer aufgenommen.

2.11.3 Praparation von Gesamt·RNA aus Drosophila melanogaster Gewebe

Die RNA aus Embryonen, Larven, Puppen und adulten Fliegen wurde mit del' LiCl/Harnstoff­

Methode isoliert.

Etwa 1 g Gewebe wurde in 7 ml Losung I (5 M Harnstoff, 3 M LiCI) homogenisiert und die

Zelltrtimmer 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 TrislHCI pH 7,5, 100 mM EDTA pH 8,0, I % SDS) resuspendiert.

Nach zweimaliger Phenol/Chloroform- und Chloroform-Extraktion wurde die RNA mit

Ethanol gefallt und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.11.4 Anreicherung von poly (At-RNA aus Gesamt·RNA von Drosophila melanogaster

Die Anreicherung polyadenylierter RNA wurde mit Oligotex1M von Qiagen nach Angaben des

Herstellers durchgeftihrt. Die Ausbeute wurde photometrisch bestimmt (2.10.1). Die poly

(At-RNA wurde mit Ethanol gefallt und bei -20 °C gelagert.
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2.12 Modifizierung von DNA-Fragmenten

2.12.1 Gliitten iiberhiingender Enden von DNA-Fragmenten

Zum Auffiillen tiberhangender 5'-Enden wurde 500 ng DNA mit 2 U Klenow-Fragment [EC

2.7.7.7] und 0,1 mM dNTPs in Restriktions-Puffer B (Boehringer) 30 min bei 37°C inkubiert.

Das Klenow-Fragrnent del' DNA-Polymerase I besitzt eine 3'~5'Exonuklease-Aktivitat, so

daB tiberhangende 3'-Enden ebenfalls entfernt werden.

2.12.2 Phosphorylierung der 5'-Enden von DNA-Fragmenten

Da PCR-Fragmente keine endstandigen 5'-Phosphat-Gruppen besitzen, wurden sie VOl' del'

Ligation in Vektoren phosphoryliert. Die DNA wurde mit 5-10 U T4-Polynukleotidkinase

[EC 7.1.78] (Boehringer) in dem mitgelieferten Puffer und 1 mM ATP 30 min bei 37°C

inkubiert. Nach 10 min. Hitze-Inaktivierung del' Kinase bei 65°C wurden die Fragmente fur

die Ligation eingesetzt. Wurde VOl' del' Phosphorylierungsreaktion eine Klenow-Reaktion

durchgefuhrt, muBten die Desoxynukleotide entweder durch Ethanol-Fallung oder durch

Agarosegel-Gelcktrophorese (2.13.3) entfernt werden,

2.12.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

FUr die Dephosphorylierung wurden 5 J.lg 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 ethanolgefallt oder in einem Agarosegel aufgetrennt (2.13.3).

2.13 Analyse von DNA

2.13.1 Restriktionen

1 ug Plasmid-DNA wurde mit einem 2 bis 3-fachen Uberschuls an Enzymeinheiten eine

Stunde in dem vom Hersteller gelieferten Puffer und del' angegebenen Temperatur inkubiert.

Die Proben wurden entweder in einem Agarosegel (2.13.3) aufgetrennt oder mit

Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert und mit Ethanol gefallt,
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2.13.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach del' Didcsoxy-Kcttenabbruch-Methode von Sanger et al.

(1977) durchgeflihrt, Es wurde das Sequenase Kit Version 2.0 (USB) nach Angaben des

Herstellers benutzt. Die doppelstrangige DNA wurde VOl' del' Reaktion alkalisch denaturiert.

Zur radioaktiven Markierung wurde pro Reaktion 2,5 uCi [a)5SjdATP eingesetzt.

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

T7Sequencing'F" Mix del' Firma Pharmacia sequenziert.

Die Sequenzierreaktionen wurden in 0,4 mm dicken, denaturierenden Polyacrylamid-Gelen

(6% AcrylamidlBisacrylamid 19:1,8 M Harnstoff, l x TBE) in einer S2 Sequenzierkammer

von Gibco BRL aufgetrennt. AIs Laufpuffer diente Ix TBE. Die Elektrophorese wurde bei 60

W etwa 2,5 bis 3 h durchgeflihrt. Fiir die Analyse von DNA-Bereichen, die sich in weiterem

Abstand zum Sequenzierprimer befanden, wurde die Elektrophorese bei 60 W fur 5,5 bis 6 h

oder bei 20 W ftir 15-18 h durchgeftlhrt.

Das Gel wurde 15 min fixiert (5 % Ethanol, 5 % Essigsaure), auf ein Filterpapier (Whatman

3MM) ubertragen und 45 min im Vakuum bei 80°C getrocknet (Gel Dryer 583, Biorad). Del'

Nachweis del' Fragmente erfolgte durch Autoradiographie tiber Nacht (RT).

2.13.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele benutzt. Die

Konzentration del' Agarose variierte zwischen 0,5 % (Auftrennung von Fragmenten >5000

Bp) und 2% (Auftrennung von Fragmenten <500 Bp). Die Ethidiumbromid-Konzentration irn

Gel und Puffer betrug 1 ug/ml. VOl' dem Auftragen wurden die Proben mit 115 Volumen

Probenpuffer (100 mM EDTA, 20% FicoIl400, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol)

versetzt. Die E1ektrophorese wurde bei 60 bis 140 V durchgefiihrt. AIs Puffersystem diente lx

TBE (50 mM TrislBorat 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 del'

Zentrifugationsmethode (Heery et al., 1990) durchgeflihrt. Hierzu wurde das obere Drittel

eines Eppendorfreaktionsgefabes entfernt, del' Boden mit einer Kaniile durchstochen und mit

silanisierter Glaswatte gefullt. Das Agarosestiick, das das gewiinschte DNA-Fragment

enthielt, wurde auf die Glaswatte gelegt. Das Reaktionsgefaf wurde in ein zweites GefaB

gesetzt und in einer Eppendorfzentrifuge bei 9000 x g, 10 min bei RT zentrifugiert. Das Eluat

enthielt das DNA-Fragment.
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2.14 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.14.1 Ligation von DNA

Fur Ligationen wurden die zu ligierenden Fragmente in einem molaren Verhaltnis von 3:1 bis

Hi:1 (Insert:Vektorfragment) eingesetzt. Del' Reaktionsansatz wurde mit T4-DNA-Ligase (1

Ullll) [EC 6.5.1.1] und dem vom Hersteller (Pharmacia) gelieferten Inkubationspuffer 1 h bis

uN bei 16°C inkubiert.

2.14.2 Herstellung kompetenter Zellen

50 ml LB-Medium wurde mit einer Bakterienkultur angeimpft und bis zu einer OD6oo von 0,4

bei 37°C inkubiert und 10 min auf Eis abgektihlt. Die Zellen wurden zentrifugiert (3000 x g,

10 min, 4°C), in 25 ml 100 mM CaCh resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach

erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 5 ml kaltem 100 mM CaCh/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

Del' Ligationsansatz wurde mit 100 III kompetenter Zellen versetzt und 30 min auf Eis

inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten (LB-Medium mit 15 gil Agar), die das

benotigte Antibiotikum enthielten, ausplattiert.

Fur Retransformationen von Plasmiden wurde eine Pipettenspitze in die Plasmid-Losung

getaucht und mit den kompetenten Zellen gemischt. Del' Ansatz wurde fur 30 min auf Eis

inkubiert und ausplattiert (s.o),

Alternativ hierzu wurde del' Retransformatiosansatz direkt in 50 ml LB-Medium (mit dem

entsprechenden Antibiotikum) pipettiert. Die Kulturen wurden fur mindestens 8 h bei 37°C im

Warmluftschtittler 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).

AnschlieBend 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 Geraten von Perkin Elmer oder Biometra

durehgefiihrt. Die fur die PCR eingesetzten Oligonukleotide werden als Primer bezeichnet.

Ein Standard-Ansatz (100 Ill) hatte folgende Zusammensetzung:

Plasmid-DNA: 20 pg

Primer: 10 ng/Base (d.h. fur einen Primer mit 17 B 170 ng/u l)

Ix 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: Sehmelztemperatur (Tm del' Primer minus 2°C) (wobei jeweils die

niedrigere Sehmelztemperatur der beiden Primer als Tm benutzt wurde), 40 s

Bereehnung von Tm: Tm =(G+C) x 4°C + (A+T) x 2°C - Fehlbasenpaarung x 4°C

Polymerasereaktion: noc, 40 s

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

Ethanol gefallt,

Zum Einfiigen von Sehnittstellen wurden Oligonukleotide benutzt, deren Sequenz so

verandert war, daB die gewunschte Mutation bei der PCR generiert wurde.

2.16 Herstellung von eDNA aus poly (At-RNA aus Drosophila melanogaster Geweben

FUr die Durehfiihrung von PCR-Reaktionen auf poly (At-RNA muBte zunachst der

komplementare DNA-Strang synthetisiert werden. Ein 20 III Ansatz hatte folgende

Zusammensetzung:

poly (At-RNA:

Primer:

ca. 400 - 800 ng

genspezifiseh oder oligo-d'Ivanchor-Primer (5'-RACE-Kit von

Boehringer)

Ix eDNA Synthese-Puffcr

1mM Desoxynukleotid-Gemisch

19,5 URNA-guard

20 U AMV Reverse Transkriptase bzw. M-MLV Reverse Transkriptase
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Del' Annealing-Ansatz (poly (At-RNA und Primer) wurde 10 min bei 65°C inkubiert, direkt

auf Eis abgektihlt und kurz zentrifugiert, bevor die weiteren Komponenten zugeftigt wurden.

Die eDNA-Synthese erfolgte fur 1 h bei 48°C. AnsehlieBend wurde die Reverse

Transkriptase fur 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 ampllfication of fDNA-~nds)-Methodeermoglicht die Identifizierung

von unbekannten 5'-Enden eukaryontiseher Gene. Im ersten Sehritt erfolgt die Synthese von

eDNA aus poly(At-RNA. Dureh zwei sieh ansehlieBende PCR-Reaktionen wurde das

gewunschte 5'-Ende amplifiziert. Die Experimente wurden naeh Angaben des Herstellers

unter Verwendung des 5'-RACE-Kits (Fa. Boehringer) durchgeftihrt,

eDNA-Synthese:

Fur die eDNA-Synthese (2.16) wurde ca. 400 ng poly(At-RNA aus Drosophila melanogaster

Kopfen, ein genspezifischer Primer (#1631, s. Anhang, 0,03 u.M) und die AMV-Reverse

Transkriptase eingesetzt.

Reinigung del' eDNA:

VOl' del' "Tailing"-Reaktion (s.u.) wurden nicht eingebaute Nukleotide und Primer aus dem

eDNA-Syntheseansatz entfernt. Die Reinigung erfolgte mit dem "High-Pure PCR-Produet

Purification-Kit" del' Firma Boehringer.

"Tailing" -Reaktion:

Poly (At-RNA besitzt am 5'-Ende keinen poly(At-Sequenzabsehnitt, wie am 3'-Ende des

Molekiils. Damit del' oligo-d'Ivanchor-Primer in del' 1. PCR an das 5'-Ende hybridisieren

konnte, muBte ein ktinstliehes poly(At-Ende mit Hilfe del' Terminalen Transferase angefligt

werden. Hierftir wurde 19 ul del' gereinigten eDNA, l x Reaktionspuffer und 0,2 mM dATP

eingesetzt. Del' Ansatz wurde 3 min bei 94°C inkubiert, direkt auf Eis abgekiihlt und kurz

zentrifugiert. Die Reaktion wurde dureh Zugabe von 10 U Terminaler Transferase gestartet

und erfolgte fur 10 min bei 37°C. Die Terminale Transferase wurde 10 min bei 68°C

inaktiviert. Die modifizierte eDNA konnte direkt flir die I. PCR eingesetzt werden.
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1. PCR:

Die 1. PCR wurde, wie in 2.15 beschrieben durchgefuhrt. Fiir die PCR wurde 10 % del' dA­

"getailten" eDNA, 0,75 JlM oligo-dT-anchor-Primer, 0,01 JlM des genspezifischen Primers

#1630 (s. Anhang) eingesetzt.

Die Amplifikation del' DNA erfolgte mit 7 Zyklen und einer Annealing-Temperatur von

37°C (oligo-dT-anchor-Primer), dann mit 35 Zyklen und einer Annealing Temperatur bei

62°C (genspezifischer Primer #1630).

2.PCR:

Da nach del' 1. PCR haufig kein spezifisches Produkt erhalten wird, wurde eine 2. PCR mit

einem weiteren genspezifischen Primer, sowie dem sogenannten PCR anchor-Primer (s.

Anhang) durchgefuhrt (2.15). Hierfur wurde I Jll des 1. PCR Ansatzes, 0,25 JlM des PCR

anchor- Primers und 0,01 JlM des genspezifischen Primers #1636 (s. Anhang) eingesetzt. Die

Amplifikation del' 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 ermoglicbt die Identifizierung von unbekannten 3'-Enden

eukaryontischer Gene. Fiir das Experiment wurde das 3'-RACE-Kit von Boehringer

verwendet. Die cDNA-Synthese erfolgte mit 800 ng poly(At-RNA aus Drosophila

melanogaster Kopfen und dem oligo-d'Ivanchor-Primer (1,9 JlM). Sie wurde wie in (2.16)

beschrieben, durchgefiihrt. 1m AnschluB an die Synthese erfolgte eine PCR mit dem PCR

anchor-Primer (0,25 JlM) 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) durchgeftihrt. Die Aufarbeitung 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 ill vitro Transkription

5 ug del'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 fur 2 h bei 37°C in 40 mM TrislHCI pH 7,2, 6 mM MgCh, 10 mM

DTT, je 0,5 mM ATP, CTP, GTP, sowie 0,21 mM UTP, 0,56 mM DIG-UTP, 0,5 U/IlI und

RNAguard (Pharmacia)

Die DNA-Matrize wurde durch 30 min. Inkubation mit 10 U DNase I (RNase frei,

Boehringer) abgebaut. Die RNA wurde mit Ethanol prazipitiert und in H20 resuspendiert. Die

Konzentration und Markierungseffizienz del' 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) Iiberftihrt

und in flussigern Stickstoff eingefroren. Von den Kopfen wurden 10 11m dicke

Horizontalschnitte in einem Kryostaten (2800 Frigocut E, ReichertlJunglLeica) bei einer

Umgebungstemperatur von -32°C und einer Objekttemperatur von -28°C angefertigt.

Die Schnitte wurden auf silanisierte Objekttrager (s.u.) tiberfuhrt 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 [e 2 min in 30% Ethanol, 50% Ethanol, 70% Ethanol und

90% Ethanol bei RT inkubiert. Die Praparate wurden in absolutem Ethanol bis zu ihrer

Verwendung bei 4 °C gelagert. Fur die Silanisierung wurden die Objekttrager 5 min in 0,2 %

Pollfix 100 (3-Methacryloxypropyl-trimethoxysilan) in 50% Ethanol inkubiert und dann tiN

bei 80°C getrocknet.

2.18.3 Hybridisierung der Gewebeschnitte

VOl' del' Hybridisierung wurden die Gewebeschnitte 5 min in 2x SSC(20x SSC = 3 M NaCI,

0,3 M Na-Citrat pH 7,0) bei RT, 30 min in 2x SSC bei 70°C und 1 min in H20 bei RT

inkubiert. Danach wurde 2 min bei RT in einer Proteinase K-Uisung (4Ilg/ml) inkubiert. Die

Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2% Glycin in PBS abgestoppt. Die Schnitte wurden

erneut fixiert (2.18.2) und an del' Luft getrocknet. Die Hybridisierung erfolgte in 50%

Formamid, 5x SSC, 0,1% Tween-20, 100 ug/rnl Heringssperma-DNA und 50 ug/ml Heparin

und 500 ng DIG-markierter RNA (2.18.1) flir 12-14 h bei 42°C. Die Praparate 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 Quetschpraparatc polytaner Speicheldrusenchromosomen wurden nach einer von Pardue

(1985) beschriebenen Methode angcfertigt und in absolutem Ethanol gelagert. Zur

Rehydratisierung wurde jeweils 2 min in 95% Ethanol, 70% Ethanol, 50% Ethanol, 30%

Ethanol und O,lx SSC inkubiert.

Darauf folgte ein Hitzeschritt in 2x SSC fur 30 min bei 65°C.

Danach wurden die Priiparate 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

einem Orginalprotokoll der Firma BoehringerDie Markierungsreaktion wurde nach

durchgefiihrt.

Markierungsansatz: If.lgDNA

2 ul Hexanukleotidgemisch

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

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

I f.ll Klenow

ad 20 f.lIHzO

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

aufgefiiIlt.

2.19.3 Hybridisierungsreaktion mit DIG·dUTP markierter DNA

Auf jeden Objekttriiger wurden 10 ul Digoxigenin-markicrte DNA pipettiert, Ein Deckglas

wurde aufgelegt und mit "Fixogum" (Marabu) abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgte tiN bei

65°C in einer feuchten Kammer. Zur Entfemung der unspezifisch gebundenen DNA wurden

die Priiparate zweimallO min bei RT in 2x SSC und 2 min in l x PBS gewaschen.
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2.19.4 Nachweis del' Hybride

Der Nachweis der Hybride wurde nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung des

Antikorperkonjugates <DIG>-AP (Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat)

durchgefiihrt. Die UberschUssigen Reagenzien wurden durch eine Inkubation mit Lx PBS (5

min, RT) entfernt, Die Praparate wurden anschlieBend mit Glycerin/Gelatine eingebettet und

lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.20 Identlflzlerung von spezifischen Nuklelnsauren

2.20.1 Marklerung von Nukleinsiiuren

Die DNA-Fragmente, die als Sonde fiir Hybridisierungen eingesetzt werden soHten, 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

Szintillationszahler (Tricarb 2000 CA, United Technologies Packart) bestimmt.

2.20.2 Transfer von DNA ("Southern-Blot")

Der Transfer von Nukleinsauren auf Membranen wurde, wie von Meinkoth & Wahl (1984)

beschrieben, durchgefiihrt. FUr einen Southern-Blot wurde die DNA, die auf die

Nylonmembran ubertragen werden sollte, zuerst in einem Agarosegel aufgetrennt (2.13.3).

Das Gel wurde 5-15 min in Denaturierungslosung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) auf einem

Taumler (GFL 3012, GFL) bei RT inkubiert, kurz in H20 gewaschen und 5-15 min in

Neutralisierungslosung (0,5 M TrislHCl 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 Filterabztige von cDNA bzw. genomischen DNA-Bibliotheken auf

Nylonmembranen erfolgte in Anlehnung an die von Benton und Davis (1977) beschriebene

Methode. Auf die abgekuhlte NZY-Agarplatte wurde die Nylonmembran luftblasenfrei

aufgelegt. Zur spateren Orientierung wurde die Position der Membran durch Einstiche mit

einer heiBen Kanille markiert.

Die Filterabzuge wurden 5 min denaturiert (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und 5 min neutralisiert

(0,5 M TrislHCl pH 7,5, 1,5 M NaCl). Die transferierten Nukleinsauren wurden durch UV­

Quervernetzung (254 nm, 0,12 J/cm2
, 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 Spezia1flaschen durchgefuhrt. Die Hybridisierungs- bzw. Waschbedingungen und die

verwendeten Puffer sind in del' fo1genden Tabelle zusammengefasst.

Tab. 1: Hybridisierungsbedingungen. Die Prahybridisicrung wurde in del' jeweiligen

Hybridisierungslosung (HL, Tab. 2) bei del' angegebenen Temperatur fur 1-3 h

ohne markierte Sonde durchgeflihrt.

stringent stringent

Prahybridisierung HL1 HL2

Hybridisierung HLl HL2

Sonde (cpmlm1) 106 106

Temperatur 42°C 65°C

Dauer 1O-14h 10-14 h

Waschpuffer WP1 WP1

Temperatur 63-65°C 63-65°C

Dauer 2x 30 min 2 x 30 min

Tab. 2: HybridisierungslOungen (HL) und Waschpuffer (WP).

HLl HL2 WP1

SET*! 5x 5x Ix

Denhardts*2 5x 5x

SDS 0,1% 0,1% 0,1%

Heringssperma-DNA 0,1 mglml 0,1 mglml

Formamid 50%

*1 Ix SET: 150 mM NaC1, 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0.

*2 Ix Denhardts: je 0,2 gIl BSA (Rinderserumalbumin), Fico1l400, Polyvinylpyrrolidon
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Die auf den Membranen verbliebene Radioaktivitat wurde durch Autoradiographie

nachgewiesen. Der Nachweis von 32p erfolgte flir 4 bis 120 h bei -80°C mit Verstarkerfolien

(Cronex Hi plus, Du Pont).

2.20.4 Transfer von Poly(At RNA ("Northern-mot")

Fur einen Northern-Blot wurde die RNA, die auf die Nylonmembranen ubcrtragen werden

sollte, elektrophoretisch in denaturierenden Formaldehyd/Agarosegelen (2.20.5) aufgetrennt.

Die Gele wurde zweimal 10 min in DEPC-behandeltem H20 inkubiert, urn das Formaldehyd

zu entfernen. Der Transfer erfolgte mit 20x SSC fiir 4-12 h bei RT.

Die transferierten Nukleinsauren wurden durch UV-Quervernetzung (254 nm, 0,12 J/cm'',

Stratalinker, Stratagene) oder 2 h Inkubation bei 80°C immobilisiert.

2.20.5 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Flir die Auftrennung von RNA-Molekiilen wurden denaturierende, 0,75 % Agarosegele in l x

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 durchgefuhrt, Die

Proben sowie der Groflenstandard 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 TrislHCI pH 7,8, je

0,01 % Bromphenolblau und Xylencyanol) zugegeben. Die Elektrophorese erfolgte fur ca. 3-4

h bei 40 mV. Danach wurde das Gel zur Entfernung des Formaldehyds zweimal 10 min in

DEPC-behandeltem H20 inkubiert und mit Ethidiumbromidlosung (10 ug/ml) nachgefarbt.

Wenn die RNA auf eine Nylonmembran transferiert werden sollte (Northern-Blot, 2.20.4),

wurde keine Ethidiumbromidfarbung durchgefuhrt,

2.21 "Primer-Extension"-Analyse

Fiir die "Primer Extension'<-Analyse wurde ein genspezifischer Primer von 33 Basen Lange

(# 1894, s. Anhang) am 5'-Ende mit radioaktivem [y_32p] ATP phosphoryliert. Die Reaktion

erfolgte mit 100 ng des Oligonukleotides, 250 flCi [y)2p] ATP, lOx Kinase-Puffer und 45 U

T4- Polynukleotidkinase ftir 45 min bei 37°C. Nach 10 min. Inaktivierung der Kinase bei

68°C wurde nicht eingebautes [y)2p] ATP tiber eine Sephadex-G25 Saule abgetrennt.

Die Hybridisierung erfolgte mit 106 cpm des radioaktiv markierten Oligonukleotids und 5 flg

poly (At-RNA aus Drosophila melanogaster Kopfen, Ais Kontrollreaktion wurde statt der

poly (At-RNA, 5 ug tRNA eingesetzt. Der Hybridisierungsansatz wurde liN mit Ethanol

gefallt, das Pellet in 10 ul Puffer (200mM NaCI, 0,05 M Pipes, pH 6,4) aufgenommen und 6 h

bei 60°C inkubiert. Zum Hybridisierungsansatz wurde 5x cDNA-Synthesepuffer, ImM 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 fur 1 h bei 42°C. Die Ansatze wurden iiN gefallt, 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

Fiir die Expression der Fusionsproteine des Dopamin D'l-Rezeptors aus Drosophila

melanogaster (PQEDmDopl) wurde 250 ml LB-Medium mit Ampicillin (l00 ug/rnl) und

Kanamycin (25 ug/ml) 2 ml einer Vorkultur frisch transformierte Ml5-Zellen beimpft und bei

37°C bis zu einer OD6oo= 0,5 inkubiert. Die Expression der Fusionsproteine wurde mit 0,5

/-lM IPTG fiir 3h induziert. Die Zellen wurden 10 min bei 5000 rpm pelletiert, in 10 ml TE

aufgenommen und lOx 30 sek sonifiziert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand

(losliche Fraktion) und das Pellet (unlosliche Fraktion) getrennt aufbewahrt. Das Pellet wurde

in 1,3 ml TE resuspendiert. Von beiden Fraktionen wurden 15 ul (0,12 % des

Kulturvolumens) auf ein 12,5 % denaturierendes Polyacrylamidgel (2.22.3) aufgetragen. Das

Fusionsprotein war zum groBten Teil in der unloslichen Fraktion. Deshalb erfolgte die

Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen iiber eine Ni-NTA-Siiule nach Protokoll14

des Herstellers (Qiagen). Das Eluat wurde in einer Konzentration von 500 /-lgl 2ml PBS fur

die Immunisierung eines Kaninchens eingesetzt.

2.22.2 Gesamtzellextrakt und Fraktionierung von E. coli Zellen

Fiir den Gesamtzellextrakt wurden gemiiB einer OD600-Bestimmung ca. 5 x 108 Zellen in 25 ul

1 x SDS-Probenpuffer (0,8 % SDS, 0,5 % p-Mercaptoethanol, 25 mM TrislHCl pH 7,6,

6,25 % Glyzerin, 0,005 % Bromphenolblau) resupendiert.

Die Fraktionierung von Zellen wurde, wie von Manoi! & Beckwith (1986) beschrieben,

durchgefuhrt,

Vor der Auftrennung der Proteine in PANSDS-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

PANSDS-Gelen (Verhaltnis Acrylamid.Bisacrylamid 37,5:1), die eine Dicke von Imm

hatten, durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Minigel Twin Kammer (Biornetra, Gottingen)
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benutzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 20 rnA, bis die Bromphenolblau-Lauffront den

unteren Gelrand erreicht hatte,

Del' Transfer del' Proteine wurde mit einer Biometra Fast Blot B33 Kammer nach den

Angaben des Herstellers 30 min bei 5 mA/cm2 Gelflache durchgefuhrt. Ais Blotfolie diente

Immobilon P (Millipore).

FUr die Gelshift-Assays wurde ein natives Polyacrylamidgel (Stratagene) verwendet. Die

Elektrophorese erfolgte in einer Minigel Twin Kammer bei 25 rnA, bis die Bromphenolblau­

Lauffront 75 % del' Laufstrecke erreicht hatte.

2.22.4 Immunologischer Nachweis der Fusionsproteine

Western-Blots wurden fill' 10 min bei RT in Ix PBS gewaschen. Die Membranen wurden fill'

l h bei 4°C in Blockierlosung (0,5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS) inkubiert und

anschlieBend fill' 5 min bei RT in Losung I (0,02 % (v/v) Tween-20 in PBS) gewaschen. Die

Membranen wurden mit 10 ml del' Erstantikorper-Verdunnung (Immunserum, verdunnt in

Losung I) fill' 60 min bei RT inkubiert und danach viermal fur 5 min bei RT in Losung I

gewaschen. Es erfolgte eine 10 min. Inkubation mit 10 ml del' Zweitantikorper-Verdtinnung

(anti-rabbit-igG-HRP; 1:5000 verdunnt in Losung II (0,02 % (v/v) Tween-20, 0,Ql % (w/v)

Magermilchpulver in PBS). Die Membranen wurden l x mit Losung II und zweimal mit PBS

fill' 5 min gewaschen. Zum Nachweis del' gebundenen Antikorper wurden die Western Blot­

Membranen 1 min bei RT in ECL-Inkubationsliisung (Amersham) uberfuhrt und fill' 2-5 min

ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Laufstrecke del' sichtbaren Banden wurde bestimmt und

anhand des angefarbten Protein-Grofienstandards (2.8) tiberpruft, ob das Fusionsprotein von

den Erst-Antikorpern erkannt wurde.
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2.23 Zellkultur

2.23.1 Kultivierung der Zellen

SKN.SH-, HEK293-, Neuro2a- und S2-Schneider-Zellen wurden wie unter 2.3.2 beschrieben

kultiviert. Die Teilungsrate der HEK293 Zellen war 24 h, del' Neuro2a-Zellen 27 h und del'

SKN.SH-Zellen 28 h. S2-Schneider-Zellen teilten sich in 34 h. Die Zellen wurden aile 3 bis 4

Tage neu ausgesat. Zur Ablosung del' adherenten Zellen wurde 5 min mit TrypsinlEDTA bei

37°C inkubiert. Die Zellen wurden in MIO bzw. DM+-Medium (2.3.2) aufgenommen und 5

min bei 200 x g sedimentiert. Suspensionszellen (S2-Schneider Zellen) setzten sich nicht

vollstandig ab und wurden vor jedem Waschen mit PBS (pH 6,5) bei 1000 x g fur 5 min

zentrifugiert und das Pellet anschlieBend in DES+-Expressionsmedium (2.3.2) aufgenommen.

Die exakte Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Erhaltungsschalen

wurden mit einer Dichte pro 90 mm 0 Schale von 5-10 x 105 Zellen (HEK 293), 23 x 105

(Neuro 2a), 5,8-17,5 x 105 bzw, 2xlO6 (S2-Schneider) ausgesat. 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 0) wurde zweimal mit 5 ml PBS

gewaschen und die Zellen mit 1 ml TrypsinlEDTA 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) fur 5 min

bei RT pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1,8 ml Medium (2.3.2) resuspendiert und auf 2

Kryorohrchen (Nunc) verteilt. Nach Zugabe von 0,1 ml DMSO wurde die Suspension sofort

gemischt, iiber flussigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff

gelagert.

Suspensionszellen:

S2-Schneider Suspensionszellen wurden bis zu einer Dichte von 1,5-2 x 107 Zellenlml

kultiviert, 5 min. bei 1000 x g zentrifugiert, das Pellet in 8 ml PBS gewaschen und erneut

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 1,8 ml PBS (hitzeinaktiviert) resuspendiert und auf 2

Kryorohrchen verteilt, die 0,1 ml DMSO enthielten. Das Einfrieren erfolgte wie bei

adherenten Zellen.
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Auftauen:

Die Zellen , die in flussigem Stickstoff gelagert wurden, wurden bei 37°C bzw. 30°C (S2­

Schneider-Zellen) aufgetaut. I ml Zellsuspension wurde tropfenweise in 10 ml Medium

(2.3.2) gegeben, das auf 37°C (bzw. 24°C) vorgewarmt war. Die Zellen wurden bei 200 x g

bzw. 1000 x g (Sz-Schneidcr-Zcllcn) fur 5 min. bei RT sedimentiert und del' Niederschlag in

3-5 ml Medium (2.3.2) resuspendiert, Diese Zellsuspension wurde auf zwei Petrischalen (90

mm 0) 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 (Cal'Oa-Methode)

Die transiente Expression in SKN.SH-, Neuro2a- und HEK293-Zellen erfolgte in Anlehnung

an die von Chen und Okayama (1987) beschriebene Methode. Logarithmisch wachsende

Zellen wurden 1-2 h vor der Transfektion mit frischem Medium (2.3.2) versetzt, Der

Transfektionsansatz (siehe Tabelle 3) wurde 10-20 min bei RT inkubiert, dann tropfenweise

auf die Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Schale gleichmabig verteilt.

HEK293- und Neuro 2a-Zellen wurden bei 35°C und 3% C02, SKN.SH-Zellen bei 37°C und

5% C02, fur 20-22 h inkubiert. Unter diesen Bedingungen entstand ein feines Prazipitat.

Tab. 3: Transfektionsansatz

Schalendurchmesser 50mm

Flache 20cm2

Zellzahl (HEK 293) 2 x 105

Zellzahl (SKN.SH, Neuro 2a) 5 x 105

pCATEnh. -Promotorkonstrukt 6,5 Ilg

~-Galactosidase-Vektor 6,5 Ilg

H2O ad 124 III

CaCh 41,0 III

2x BBS*! 165,0 HI

330,0 III

*!2x BBS pH 6,95: [50 mM BES (N,N,-bis-(2-hydl'Oxyethyl)-2-amino-ethansulfonsaure), 280

mM NaCI, 1,5 mM Na2HP04 x 2H20j
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Nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit vorgewarrntem PBS gewaschen, urn

das Cal'Oa-Prazipitat zu entfernen.

2.24 Herstellung von Zellextrakten

48 h nach der Transfektion (2.23) erfolgte die Herstellung der Zellextrakte aus SKN.SH-,

Neuro2a- und HEK293-Zellen. Hierfiir wurde das CAT Enzym-Assay-System-Kit mit

Reporter-Lysis-Puffer von Promega verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben

des Herstellers.

2.25 Aktivitiitsbestinnnung der Reporterenzyme

Fiir die Aktivitatsbcstimmung der Reporterenzyme wurde ein konstantes Volumen der

Zellextrakte (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 uCi

eHj-Chloramphenicol zu 50-100 ul der Zellextrakte (2.24) durchgefiihrt. Das Endvolumen

betrug 125 ul, Die CAT-Reaktion erfolgte iiN bei 37°C. n-Butyryl-lHj-Chloramphenicol

wurde von nicht umgesetzten eHj-Chloramphenicol durch eine Xylolextraktion (Aldrich

Cat.#24-764-2) abgetrennt und die Ausbeute im Fltissigkeits-Szintillationsmelsgerat bestimmt.

Die CAT-Aktivitat (mU) wurde mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt.

CAT-Aktivitat (mU) = cpm pCAT EnhancerlPromotorkonstrukt - cpm (gemessen in nicht

transfizierte Zellen)

Die CAT-Aktivitat wurde auf die in den gleichen Ansatzen mitbestimmte ~-Galactosidase

Aktivitat (2.25.2) normiert.

2.25.2 ~.Galaktosidase (~·Gal).Assay

Fiir den ~-Galactosidase·Assay wurden 50-100 J.l1 der Zellextrakte (2.24) mit dem gleichen

Volumen Assay 2x Puffer (Promega) verdiinnt. Der Puffer enthielt das Substrat ONPG (0­

Nitrophenyl-~-D-Galactopyranosid). Die Proben wurden 30 min bei 37°C inkubiert. Wahrend

dieser Zeit wurde das farblose Substrat durch die ~-Galactosidase zu gelbem o-Nitrophenol

hydrolysiert. Die Reaktionen wurden mit 500 ul 1 M Natriumcarbonat gestoppt und die
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Absorption im Photometer bei 420 nm bestimmt. Die ~-Galactosidase Aktivitaten (mU)

wurden mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt.

2.26 Isolierung von Kern-Proteinen aus Siiugerzellen

Die Isolierung del' Kern-Proteine aus SKN.SH-Zellen erfolgte nach del' Methode von

Dignam, 1983 modifiziert nach Hennighausen, 1987.

107 Zellen wurden fur 10 min bei 200 x g, 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden in dem 10

fachen Pelletvolumen in Dulbecco's PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) resuspendiert und erneut

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit dem 5fachen Vol. 0,3 M Saccharose in Puffer A

(10 mM HEPES-KOH pH 7.9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCh. 0,1 mM EGTA, 0,5 mM DTT,

0,5 mM PMSF, 2 ug/ml Pefablock und Benzamidin) resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte in

einem Dounce-Homogenisator (Kontes) (8-12 x mit Stoflel 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 (lax, StOBel B) im 2,5fachen Volumen in Puffer B ( 400 mM NaCI,

10 mM HEPES-KOH pH 7,9,1,5 mM MgCI2, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM DTT, 5 % Glycerin,

0,5 mM PMSF) resuspendiert. Nach 30 min. Riihren bei 4 °C wurden die Kerne fur 60 min

zentrifugiert (100,000 g, Beckman, TL-45 Rotor), del' Uberstand abgenommen und ftlr 2-4 h

gegen 50 Volumen Puffer C (20 mM HEPES-KOH pH 7,9, 75 mM NaCI, 0,1 mM EDTA,

0,5 mM DTT, 20 % Glycerin, 0,5 mM PMSF) dialysiert. Del' Kernextrakt wurde 15 min

(25,000 g, 4°C Sigma) zentrifugiert. Del' 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. Hierfur wurde

das GeIShift™-Assay-Kit von Stratagene verwendet. Als Sonden dienten PCR bzw.

Restriktionsfragmente aus dem DmDop1-Promotor. PCR-Fragmente wurden mit [y_32p] ATP

am 5'-Ende markiert. Fiir die Markierung (2.12.2) wurden 10 IlCi [y)2p] ATP und 10 ng des

Fragmentes eingesetzt. Die Markierungsreaktion wurde mit 1 ilIa,S M EDTA gestoppt und

der Reaktionsansatz auf 100 IIImit TE aufgefUllt.

Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch eine Fallung mit 5 M Ammoniumacetat und 2

Volumen Ethanol und einer nachfolgenden Fallung mit 1 M Ammoniumacetat abgetrennt.

Das Pellet wurde in 100 III TE gelost und die Einbaurate des Nuklids im Szintillationsgerat

bestimmt.

Die Restriktionsfragmente wurden mit dem Klenow-Fragment am 5'-Ende aufgefUllt (2.12.1).

FUr die Auffullrcaktion wurde 100 uCi [a_32P]dCTP eingesetzt. Die Trennung nicht
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eingebauter Nukleotide erfolgte mit dem "High Pure peR Produkt Purification Kit" del'

Firma Boehringer.

FUr den Gelshift Assay wurde 10,000-100,000 cpm des jeweiligen e2PJ-markierten

Promotorfragments mit 1-5 ug Kernproteinextrakt sowie 17 III Inkubationspuffer gemischt

und mit H20 auf 25 III aufgeflillt. FUr die Negativkontrollen wurde kein Proteinextrakt

zugegeben. Die Proben wurden 10-30 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 2 III 0,1 %

Bromphenoibiau/IOO % Glycerin auf ein natives Polyacrylamidgel (2.22.3) aufgetragen.

Das Gel wurde anschlieBend auf ein Filterpapier (Whatman 3MM) ubertragen und 30 min im

Vakuum bei 80°C getrocknet (Gel Dryer 583, Biorad), Del' Nachweis del' Fragmente erfolgte

durch Autoradiographie tiber Nacht (-80°C).
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3. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung und Charakterisierung der

Promotorregion des Dopamin Dl-Rezeptorgens aus Drosophila melanogaster. Das

Rezeptorgen war von Florian Gotzes kloniert und pharmakologiseh eharakterisiert worden

(Doktorarbeit von F. Gotzes, "Funktionelle Charakterisierung eines Dopamin-Rezeptors aus

Drosophila melanogaster''Y. Die klonierte eDNA ist 2538 Bp lang und besitzt einen offenen

Leserahmen von 1533 Bp. Am 3'-Ende der eDNA wurde kein poly (At-Bereich gefunden.

Bin Polyadenylierungssignal (AATAAA) fehlt ebenfalls. Fur eine weitere Charakterisierung

des Rezeptorgens war es zuniiehst notwendig, die Transkriptgrolse des DmDop l-Gens dureh

eine Northern-Blot-Analyse zu bestimmen.

3.1 Identifizierung des DmDopl-Promotors

3.1.1 Northern-Blot-Analyse

Die entwicklungsspezifisehe Transkription sowie die Transkriptgrofie des DmDop l-Gens

wurde mit einer Northern-Blot-Analyse (Abb. 4) aufgekliirt. Es wurden jeweils 5 J.lg poly

(At-RNA (2.11.3/4) aus Drosophila-Embryonen, dem dritten Larvenstadium, spiiten Puppen

sowie adulten Tieren (Kopf und Korper) in einem 0,75%igen denaturierenden Formaldehyd­

Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran ubertragcn. Die

Transkripte wurden mit einer 1865 Bp groBen HindlIIIXhoI-Sonde aus pKDmDopl, die

vorher mit der "random primed"-Methode mit [oPP]-dCTP markiert wurde (2.20.1), unter

hoher Stringenz hybridisiert. pKDmDopl wurde aus pBDmDopl, das die gesamte DmDopl­

eDNA enthalt, konstruiert (Dr. Arbeit, F. Gotzes). Dem Konstrukt fehlt im Gegensatz zu

pBDmDopl die 5'-nieht-translatierte Region des Gens vollstiindig. Es wurden Transkripte in

del' poly (At-RNA aus Embryonen, Puppen, Kopf und Korpern adulter Tiere mit einer Lange

von ca. 11 kb, ca. 2,9 kb, ca. 2,3 kb und ca. 0,4 kb gefunden. Das ca. 11 kb groBe Transkript

kommt nur in der poly (At-RNA aus Kopfen VOl' und ist vermutlieh ein ungespleiBtes

Primiirtranskript. Das ca. 2.9 kb groBe Transkript ist deutlieh in der Spur zu erkennen, in del'

poly (At-RNA aus adulten Kopfen aufgetragen wurde. In del' Original-Autoradiographie ist

dieses Transkript aueh in den Spuren zu erkennen, in denen poly (At-RNA aus Embryonen,

Puppen und adulten Korpern aufgetragen wurde. Das 2,9 kb groBe Transkript ist

wahrseheinlieh das spezifisehe DmDopl-Transkript. Das 2,3 kb groBe Transkript konnte

entweder ein alternatives SpleiBprodukt des DmDOPl-Rezeptors sein, oder es konnte von

einem weiteren, zum DmDopl-Gen sehr homologen Rezeptorgen stammen. Die 0,4 kb

groBen Transkripte sind zu klein, um einen vollstiindigen Rezeptor zu kodieren. Es wurde

moglicherweise ein abgebautes Transkript oder ein Transkript, das der DmDop l-Sequenz sehr

iihnliehes ist, detektiert.
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Abb.4: Northern-Blot-Analyse del' DmDopl 'I'ranskrlpte. Es wurdenjeweils 5 ~g poly (At- RNA aufgetragen. Spur I =

Embryo, Spur2 :::0; drittes Larvenstadium, Spur3 :=; Puppe, Spur4 = Kopf, Spur5 = Kerper. Die Transkripte wurden miteiner

DmDopl-spezifischen Sonde hybridisiert. Die Pragmentgrogen des Grcjenstandards (cine 0,24-9,49 kB RNA-Leiter der

Firma Gibco-BRL ) sind rechts nebendemAutoradiogramm angegeben,

3.1.2 Isolierung der 3'·nicht·translatierten Region des Dmfjopl-Gens mit der

3'·RACE ·Methode (Frohman, 1994)

In der Literatur· wird beschrieben, daB cDNA-Bibliotheken, die mit oligo-dT-Primem

hergestellt wurden, selten vollstandige 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 Sekundarstrukturen

ausbilden (Camici et al., 1996). Wahrend der Synthese der ds-cDNA kann sich auch das 3'­

Ende zurtickfalten und ein sogenanntes ..Self-Priming" ermoglichen. Der entstehende

..Hairpin-Loop" muB 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 cDNA-Klon besitzt am 3'-Ende keinen poly (At-Bereich. Daher wurde

zunachst das feh1ende 3'-Ende mit der 3'-RACE (rapid ampltfication of fDNA-~nds)-Methode

(2.17.2) isoliert (Frohman et al., 1988; Frohman, 1994) (Abb. 5A). Die cDNA-Synthese

erfo1gte mit dem oligo-dT-anchor-Primer (s. Anhang). Fur die PCR wurden zwei spezifische

Oligonukleotide, del' anchor-Primer (s. Anhang). und Primer #265 (s. Anhang), verwendet.

Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde ge1e1ektrophoretisch 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 Nylonmernbran transferiert (2.20.2). Der Southern-Blot wurde mit einer

spezifischen 1435 Bp groBen BamHIlEcoRI-Sonde aus pBDmDopl (3.1.1) unter hoher

Stringenz (2.20.3) hybridisiert. In del' Autoradiographie wurde nur das 400 Bp groBe

Hauptprodukt detektiert, Der restliche PCR-Ansatz wurde zur Klonierung des 3'-Endes, wie

unter 2.17.1 beschrieben, weiterbehandelt und mit den Restriktionsenzymen XbaI und SalI

geschnitten. XbaI schneidet bei Nukleotid 2259 in der DmDopl-Sequenz; die SalI­

Schnittstelle wurde durch den PCR anchor-Primer eingefugt, Das resultierende 279 Bp groBe

Fragment wurde in einen mit XbaI/SalI geschnittenen pBluescript SK(-)-Vektor ligiert. Sechs

Subklone wurden mit dem Oligonukleotid #uni sequenziert (2.13.2). Die ermittelte Sequenz

war vo1lkommen identisch mit del' schon bekannten 3'-cDNA-Sequenz des DmDopl-Gens.

Unmittelbar an diese Sequenz schlieBt sich das poly (At-Ende der mRNA an (Abb. 5B).
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B

TCTAGATGTAAGTCCCACTAGCAAAAAGAATACAAATCGGAAAAACAAAATCGAAAACCAAACCGAAACGTGATT

AGGTCTAAGATCTTCAACCCGGCACCTAAGAGAGCTTCTAGTTAAGTTTCTGTTTGGATATTCATGGCGGTTTGT

CTCCATGCAAATGCGATTATTATGGAGTGACACATGTCACTTGCCACATTTCTCACTCACTCACTCACCCATACA

AACAAACAAGCAAACACACACACGCACACAACAACAAAACACTCAGATACATGGG(A) "

Abb.5: A) SchematlscheDarstellung del" 3'~RACE. Die cDNA-Synthesc wurde mit der RT (Reversen Transkriptase) des

AMV (Avian-Myeloblastose-Virus) durchgefllhrt. Die 3'-RACE und die Konstruktion des 3'DmDopl-Subklons sind im Text

erlautert. Das 3'-RACE-Fragment wurdc fUr die Subklonierung tiber Xbal und Sall in die multiple Klonierungsstelle (MeS)

des pBluescript SK(-) ligiert. Ampicillin e Ampicillin-Resistenzgen (kodiert fur ~-Lactamase); ColE! = Colicin-Gen; laeZ =

Gen fllr u-Peptid dcr ~~Galaktosidase; fl (-) origin=Replikationsstart des fllamentoscn Phagen fl. B) Nnkletnsauresequenz

del" 31~RACE-Klonc. Die Sequenzder3'-RACE Kloneist identisch mit dem3'-nichttranslatierten Ende derDrnDopl-cDNA.

Unmittelbar an das bekannte 3'-Ende schliefsr sich der poly (At-Bereich der mRNA an. Die XbaI-Klonierungsstelle ist

untcrstrichen. Die Sall-Klonlerungsstelle ist hier nichtaufgefuhrt.

3.1.3 Isolierung del' fehlenden 5'-nicht-translatierten Region des DmDop1-Gens mit del'

5'-RACE -Methode (Frohman, 1994)

Das DmDopl-Gen besteht aus sechs Exons und ftinf Introns (Gotzes et ai, 1994). Fill' die

Klonierung del' fehlenden 5'-Region wurde die 5'-RACE-Methode eingesetzt (Frohman, 1994)

(2.17.1.). Hieftir wurden drei spezifische Primer verwendet (Abb. 6A), del' 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 del' bekannten

DmDopl-Sequenz (s. Anhang). Das Oligonukleotid #1631 wurde als spezifischer Primer fur

die cDNA-Synthese eingesetzt. Nach del' Reinigung (2.17.1) des Syntheseansatzes wurde die

cDNA 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 durchgeftihrt. 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 eine

Nylonmembran transferiert und mit einer spezifischen 584 Bp graBen EcoRI-Sonde aus

pBDmDopl (3.1.1) unter hoher Stringenz hybridisiert. In del' Autoradiographie wurde das 180

Bp groBe RACE-Produkt detektiert. Das PCR-Fragment wurde aus dem Gel eluiert und nach

Aufftillen del' Enden (2.12.1) und Phosphorylierung del' 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 unabhangigen Klonen wurde prapariert und mit EcoRI und Hindill 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 groBes Fragment zerfallt, Das 50 Bp Fragment enthalt die bekannte DmDopl-Sequenz. Es

wurde erneut eine Southern-Blot-Analyse durchgeftihrt. 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 groBe Fragment mit der Sonde. Bei den iibrigen 19 Klonen

wurde kein Fragment detektiert. Aile Subklone wurden mit den Primern #uni und #rev (s.

Anhang) sequenziert. Die Sequenzen der Subklone waren untereinander identisch. Das groBte

Fragment enthielt 125 Bp unbekannter DmDopl-Sequenz (Tab. 4). Die 5'-RACE wurde

zweimal mit verschiedenen mRNA-Praparation wiederholt. Die anschlieBende Sequenzierung

der Subklone, die aus dem zweiten und dritten 5'-RACE-Experiment erhalten wurden,

bestatigte das Ergebnis des ersten RACE Experiments. Die maximale Verlangerung in 5'­

Richtung betragt 125 Bp. In der nachstehenden Tabelle sind die Klone ihrer Anzahl und

GroBe entsprechend aufgefuhrt,

Tab. 4: Verliingerung der 5'·RACE·K!one

Sequenzverlangerung

QACAGTCGACGTTCAGCCTTCAG .

QAGTCGACGTTCAGCCTTCAG .

bGTCGACGTTCAGCCTTCAG .

QTCGACGTTCAGCCTTCAG .

QGACGTTCAGCCTTCAG .

bG .

Q ••.

Anzahl der Klone Sequenzlange (Bp)

3 125

9 123

8 122

2 121

1 119

1 104

1 103

In der Tabelle sind die 5'-Startsequenzen der erhaltenen 5'-RACE-Klone gezeigt. Die Anzahl der KIoDe, die aus 3

unabhangigen RACE-Experimenten erhalten wurden und cine identische SequenzUinge besaben, ist angegebcn. Das

Startnukleotid der 5'-RACE-Sequenz ist unterstrichen dargestellt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Bp

564

125

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 Bp

564

125

Abb. 6: A) Schematische Darstellung del' 5'·RACE. Die 5'-RACE-Methode ist im Text erlautert. Das amplifizierte

Fragment wurde in die EcoRV-Schnittstelle des pBluescript SK(-) Iigiert. Die einzelnen Module des Plasmids S'Dmlfopl

sind in Abb. 5 crlautert. B) Southern-Blot Analyse del' S'-RACE-Klone. Das Insert wurde vor decGelektrophorese mit den

Enzymen EcaRI und HindIII aus decmultiplen Klonierungsstelle des 51DmDopl ausgeschnitten. Die Hybridisierung erfolgte

mit einer spezifischen DmDopl-Sonde. Die Orogen des mit EcoRlIHindIlI geschnittenen Lambda-Standards sind rechts

neben dem Autoradiogramm aufgetragen.

3.1.4 Vergleich der Sequenz der 5'·RACE- KIone mit der genomischen Sequenz des

Phagen A, 32

Der Phage A, 32 war von F. Gotzes isoliert und zur Aufklarung 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 enthiiIt

(Gotzes et aI., 1994). Es wurde noch ein weiterer genomischer Phage verwendet (A, 1.32) del'

von F. Gotzes isoliert abel' noch nieht genau untersucht worden ist. Der Phage A, 1.32 enthalt

wahrscheinlich liberiappende und zusiitzliche,. stromaufwarts liegende Sequenzen im

Vergleich ZUlli Phagen A, 32. Urn zu uberprtlfen, ob und in weichem Restriktionsfragment del'

Phagen A, 32 und A, 1.32 sieh die neu kIonierten 5'-Abschnitte des DmDopl-Gens befinden,
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wurde eine Southern-Blot Analyse durchgefilhrt. Die Phagen-DNA wurde mit dem

Restriktionsenzym EcoRl geschnitten. Als Positivkontrolle wurde pBDmDopl (3.1.1) und als

Negativkontrolle pKDmDopl (3.1.1) mit EcoRI geschnitten. Die Ansatze wurden auf einem

0,75 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die genomische DNA des Phagen '}." 32 zerfallt 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

'}." 1.32 zerfallt 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 zerfallt in zwei Fragmente von 0,6 kb und 1,9 kb.

pKDmDopl zerfallt in das Vektorfragment und ein 1,9 kb groBes Fragment. Die DNA wurde

auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer 168 Bp groBen AccIJBamHI-Sonde aus

pBlue/5'DmDopl unter hoher Stringenz (2.20.3) hybridisiert (Abb, 7A und B). Sowohl das 2

kb groBe EcoRl-Fragment aus '}." 32 als auch das 2,4 kb groBe Fragment aus '}." 1.32 und das 1,9

kb groBe Fragment aus pBDmDopl hybridisierten mit der Sonde. Das ca. 2 kb groBe

Fragment aus pKDmDopl hybridisicrte nicht (Abb. 7B). Daraus schlieBe ich, daB die Sequenz

des genomischen Phagen '}." 1.32 wahrscheinlich mit der Sequenz des Phagen '}." 32 uberlappt

und zusatzlich noch weitere, stromaufwarts liegende Sequenzen enthalt, Das 2 kb groBe

EcoRl-Fragment aus '}." 32 wurde in pBluescript SK(-) (32/ProDop1) subkloniert und mit den

Oligonukleotiden #uni und #rev sequenziert. Ein Sequenzvergleich der genomischen DNA

(32/ProDop1) mit den Sequenzen der 5'-RACE Klone zeigte, daB die neu klonierte cDNA

identisch zur genomischen DNA Sequenz ist. Das erste Exon des DmDop1-Gens ist am 5'­

Ende urn 125 Bp langer als es aus der klonierten DmDop1-cDNA bisher bekannt war (Abb,

7C).
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Abb.7: Lokalisicrung del" 5'-RACE-Sequenzen in del' geunmlschen Sequenz des Phagcn A 32. A) Schcmatische

Darstellung des S'DmDopl-Insel'ls. B) Southern-Blot Analyse del' gcnomlschcn Phagen A 32 nnd A 1.32. FUr die

Hybridisierung wurde ein 168 BpgroBes Accl/Barnfll-Frngrncnt aus5'DmDopt (A) als Sonde verwendet. Spur 1 := DNA des

genomischen Phagen 'A 32, EcoRIgeschnitten; Spur 2 = DNA des genomischen Phagen 'A 1.32, EeaRIgeschnltten; Spur 3 =

pBDmDopl (Positiv-Kontrolle), EeoR! geschnitten; Spur 4 = pKDmDopl (Negativkontrolle), EeoRI geschnitten. Die

Pragmentgrttgen des Lambda-DNA-Standards sind rechts neben dem Autoradiogramm angegeben. C) Genomische

Organisation del' DmDopl Transkriptions-Einheit. Der im Phagen A 32 vorhandene DNA-Abschnitt ist durch cine

horizontale Linie oberhalb der Restriktionskarte der genomischen DNA dargestellt, in der des DmDopl-Gen identifiziert

wurde. Die Entfernungen sindin kb angegeben, Restriktionsschnittstellen sinddurch GroBbuchstaben markiert. A ~ Accl, B

=BamHI. E =Bcokl, H =Hindlll, S =SsU, X =Xba I. Die untere Abbildong zeigt die Verteilung der Exone des DmDopl­

Transkripts in dem genomischen Abschnitt. Die Exons sind nummertert. Aufgrund des Ergebnisses der 5'-RACE wurde das

erste Exon urn 125 Bp in 5'-Richtung verlangert (weiBer Balken). Die Lange des sechsten Exons (3'-Ende) ist unvertlndert

(weiBer Balken). Die Positionen der Exon/Intrcn-Ubergange sind auf eine schematische Darstellung der Protelnstruktur

projizicrt. Potentielle transmembranale Segmente sindmitTMI-TM7 bezeichnet.

3.1.5 Identifizierung des DmDopl-Transkriptionsstarts

Das Startnukleotid del' DmDop1-mRNA wurde mit einer unabhangigen Methode, der

"Primer-Extension"-Methode (modifiziert naeh Mason und Williams, 1985) bestimmt (2.21).

5f.1g poly (A)+-RNA aus Drosophila-Kopfen wurde mit dem genspezifisehen Oligonukleotid

#1894 (s. Anhang), das vorher mit e2p]ATP endmarkiert worden war, hybridisiert. Eine

Kontrollreaktion wurde mit del' gleiehen Menge tRNA durchgefuhrt (Abb.S), Die eDNA­

Synthese erfolgte mit der M-MLV-Reversen Transkriptase. Die Ansatze wurden in

Probenpuffer (2.13.2) aufgenommen und auf ein 8%iges denaturierendes Polyaerylamidgel

(2.13.2) aufgetragen. Parallel wurde eine Sequenzreaktion des Plasmids 32/ProDop1 (3.1.4)

mit dem gleichen Oligonukleotid #1894 durehgefiihrt und auf das Gel aufgetragen. Die

"Primer Extension"-Reaktion lieferte vier Produkte. Die beiden grofsten Produkte haben eine

Lange von 125 Bp und 123 Bp (Abb. 8). Zwei weitere Produkte von 103 Bp und 102 Bp

Lange sind ebenfalls zu erkennen. In del' tRNA-Kontrolle ist keine Bande zu sehen. Das 125

Bp-Produkt ist laufgleich mit einem "G" -Nukleotid, das aueh als Startnukleotid del' langston

5'-RACE-Klone gefunden wurde. Das 123 Bp-Produkt ist laufgleieh mit dem "C"-Nukleotid

und entsprieht del' Position 3 der langsten RACE-Klone. Mit diesem Nukleotid beginnen neun

RACE-Klone (Tab. 4). Es wurde jeweils ein RACE-Klon von 104 Bp und 103 Bp Lange

gefunden (Tab. 4). Del' DmDop1-Promotor besitzt wahrseheinlieh zwei Transkriptions­

startpunkte, Ein Startnukleotid befindet sich in del' Hohe von 125 Bp und das andere in der

Hohe von 103 Bp. Bei den 123 Bp- bzw. 102 Bp-Produkten, die nul' ein bzw. zwei Nukleotide

von den Start-Nukleotiden abweichen, ist die eDNA-Synthese wahrseheinlieh friihzeitig

abgebroehen.
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12 AGCT

Bp

Abb. 8: Prlmer-Extensien Experiment. Spur 1 :::: Primer-Extension-Reaktion mit mRNA aus Drosophila tnelanogaster

Kdpfen. Die Start-Nukleotide flir die Transkription beftnden sich auf der Hohc von 125 Bp und 103 Bp (Kasten). Weitere

Primer-Extension-Reaktionsprodukte haben cine Lange von 123 Bp, und 102 Bp. In Spur 2 -::::. Primer-Extension mit tRNA

(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 durchgeflihrt.

3.1.6 Sequenzierung und Charakterisierung der Promotorregion des DmDop1­

Rezeptorgens

Das genomische EcoRI-Fragment des Phagen A32, in dem sich del' Transkriptionsstart des

Gens befindet, wurde vollstandig, doppelstrangig sequenziert (2.13.2). Die Sequenzierungs­

strategie ist in Abb, 9A gezeigt, Das Fragment ist insgesamt 2149 Bp graB. In Abb, 9B ist die

komp1ette Nukleinsauresequenz abgebildet.
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Die Untersuchung der Prornotor-Sequenzen vie1er RNA-Polymerase II transkribierter Gene

hat gezeigt, daB 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 (=Initiato[) gefunden. Die Konsensus-Nukleinsauresequenz des

INR-E1ements 1autet: 5'-YAYTCYYY-3' (Smale & Baltimore, 1989; Roy et al., 1991). Fur

Drosophila-Promotoren wurde eine sehr ahnliche Konsensus-Sequcnz ermitte1t:

(G/A/T)TCA(Grr)T(Crr)G) (Arkhipova, 1995). Das DmDop1-Gen besitzt ab dem Guanosin­

Nukleotid, das a1s das Transkriptionsstartnukleotid identifiziert wurde (3.1.5), die flir ein

INR-E1ement charakteristische Basenabfo1ge. Die Sequenz GACAGTCG stimmt bis auf die

Position 2 (A->T Austausch) an allen anderen Positionen mit der Konsensussequenz eines

Drosophila INR-E1ements vollig liberein. Das Guanosin-Nukleotid des INR-E1ements wurde

desha1b mit +1 markiert (Abb. 9B) und kennzeichnet den Transkriptionsstart des DmDop1­

Gens. Im Bereich von +19 bis +26 Bp befindet sich ein zweites INR-Element. Dieses enthalt

das Guanosin-Nukleotid, das a1s zweites Transkriptionsstartnuk1eotid identifiziert wurde

(3.1.5) (Abb, 9B). Die Sequenz TTCAGTTC stimmt bis auf die Position 8 (G---7C Austausch)

mit der Konsensussequenz uberein. Ein charakteristisches Sequenz-Motiv fur Gene, die von

RNA-Polymerase II transkribiert werden, ist auch die TATA-Box. Sie kommt in

eukaryontischen Promotoren haufig im Bereich von -25 bis -30 Bp vor und ist wie das INR­

Element wichtig fur die Initiation der Transkription (1.4). Dieses Sequenzmotiv feh1t

allerdings bei der Halfte aller Drosophila-Promotoren (Arkhipova, 1995). Auch im DmDop1­

Promotor ist keine TATA-Box vorhanden. Fur Drosophila-Promotoren wurde beschrieben,

daB im Bereich von -150 bis + 50 Bp haufig GC-reiche Regionen sowie CAAT-Boxen

vorkommen (Arkhipova, 1995). An diese Sequenzmotive binden Transkriptionsfaktoren, die

die Transkription verstarken 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 DmDopl-Promotor nicht vorhanden.

Die 2 kb lange Nukleinsauresequenz des DmDopl-Promotors (32/ProDop1) wurde auf

Konsensusmotive untersucht, die von Transkriptionsfaktoren erkannt werden. Es existieren

potentielle Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren CREB (Hoeffler et al., 1988; Ziff,

1990; Borrelli 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 fur die Bindestelle des CREB-Faktors ist:

(T/G/C/A)(Grr)(AGT)(CG)(GAC)(TACG)(CATG)(ATGC). Im DmDopl-Promotor befindet

sich eine sehr ahnliche Sequenz TGACGGGC bei Position +128 bis +135. Es sind drei

verschiedene Konsensussequenzen a1s Bindestelle des Zeste-Faktors beschrieben: TGAGCG,

ACTCA und CACTCA. Identische Sequenzmotive befinden sich auch im DmDop1­

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 fur die Bindestelle des DEP2 Faktors ist AACAGGTG. Ein solches
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Element befindet sich bei Position -191 bis -184 im Dmljopl-Promotor. Die

Konsensussequenz fur die Bindestelle des su (Hw)-Faktors ist YRYTGCATAYYY. Eine sehr

ahnliche Sequenz TGTTGCATACTC befindet sich im Dml.iopl-Promotcr bei Position -64

bis -53.

A
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GAATTCAAGTGCAATTTAATAGGAGAAAAGATGCCAAGTTGTATTATGTATGCATGTAAT -1965
Zeste

TAGAATAATTTACTCAACTGATTTTTGCTTTTATTAATATACATTTTTAATCCTCTTGCA -1905-­GTTGGAGCTCCTAGCACAAGGCTATCTTTGTCGCGAACTCTGCGAACTTCTGTGCCTTTG -1845

GCAGCTATACCGCCGTCTCAGCGGACTGATCACCAATGGCCCCAGGCCCCTCAGACAAAC -1785

TACACTGTATATGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAGCCAGTTCAAAGACGCCGCCCACAACAG -1725

CGTCCTTCGAGGCCGCGTCCACAACAGGCGCCGTCAAGACCACGGCCGCAATCCGTGCCT -1665

CAATTGCCACAAGAACCAGAGTTCCAGACGTCAGCCGGACCTTCAGTTCATCCGTCGAAT -1605
Zeste

ACGCCCGCGCAAGCATCGAAGTTCTATCCCCAGACAATTGGTCAACTGAGCGGAATTTGT -1545
~

GGGCGTGAAAAGGTCATCCAGACACCCTTTATCCACAACGGAATTGAAGTGGAGCGGGGT -1485

CAGCTGCCCTGGATGGCCGCTCTTTTCGAGCACGTTGGCAGGGACTATAACTTTTTGTGC -1425

GGCGGAACGCTGATCTCGGCCAGAACAGTGATCTCGGCTGCCCACTGCTTCCGCTTTGGC -1365

AGTCGGAATTTGCCGGGCGAGCGGACTATTGTTTCGCTGGGGCGTAACTCCTTGGATCTT -1305

TTTTCGTCGGGAGCTACACTAGGTGTAGCGCGACTATTAATCCACGAACAGTACAATCCC -1245

AATGTATACACCGATGCGGATTTAGCACTGCTCCAGTTGTCTAATCACGTTGAGTAAGTA -1185

CATTTATTGATTAATTTATTTTGTCAAATTGATTAACTTTTAAATCGTAACTACACTTAG -1125

TATTGGCGATTACATCAAGCCCATCTGTTTGTGGAACGAGAACTTTTTGCTCGAACTGCC -1065

CTCGGGTCACAAGTCCTATGTGGCTGGTTGGGGTGAGGATGAAAAGGGGAACCGAAACAC -1005

GCGACTGGCCAAGATGACAGACACGGACATCATCACCCAGTGGGAATGTCGTGGAAATCT -945

GTCCGAGGAGAACGCCAAGTTTATCACCTCGCACACGATCTGCGCCAGCAATGCCCAGGC -885

ATCCGGTCCCTGCAGCGGAGATTCCGGTGGTGGACTGATGCTCCAGGAGCAGGACATCTG -825

GATGCTGCGCGGCGTCGTCTCAGCCGGACAGCGAATGACCAACAGATGCAATCTGACACT -765

GCCTGTCATCTATACGGATGTGGCCAAGCACATCGAGTGGCTGCTCAGTAACATGTGGTT -705

TTGAGAGGTTATACAAGAGATTAGTTGAATTGAGTGCCAAAATAAAAGATAAACAATTTT -645

TTAAAAAAGTGACAGTTGCATTACCCCTATCCACACATAACTAAAGAGATGTAAGTCGGG -585

GTTAAAGTTGATTTTAATAGTATTTATATGGAGCTTTGGAGGTTTTTATCACTAAAGTAA -525
Zeste

GCAATTACCTAAGTTCACATTTTAAATGCCTATATTTGATAAATTTCTGAAATACTCATA -465-­TAGAAAATCATATGTACAAAAAACTAACAAAACTTGTGGTCCCCACTTTATGTAAGGGTA -405

TCTCAATTGAAAGATTGCATCGGCCAGCAGATCTGCCAGCGGCGATTTGTCAAAGACAGC -345
Zeste

AATTGCATTCCATTTGCATGCAGTTGAGGCATTCACTC~GCCCAAATGACATCGCAACGT -285

TGTTCCCAGTTTCGTAATGAGAACAAATAGAGGTGGCGGCCAAAGTCGCGTCGGAGTCGC -225
DEP2

TAGTGAAACGCTGGGAAAACGCGTCGTTGGAACAACAGGTGCTTTCCCTCATGCTTATTT -165
~ Zeste

GCTCCAAGTCTCTCTCTTGCTCTGCGCAGCGCATATATTCCGCCTGGTGAGCGACATATC -105
~Hw) •

CTGTTGAATGGACTTCGCGGCTCCGGCGGAACTCGAAAGTTGTTGCATACTCTACGGCAT -45
+1

TGGTCGTTCTCCGCCGTACTGATACCGTTAGTCGTGCGTATCCGG~AGT~ACGTTCAG +16
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CCTTCAGTTCGCACGGTTCGTCAAGCGGTGGCCCGCTGGAAAGATAGTGCCAGATAACAC +76
eRE

CAACCAACCCATTTAATCGGACAAAATTCCGAGTGCCGATCGAGAATTCTCTGACGGGCG +136
~

TACGTGTGTGTGTGTGTGTGCGAGAAGCGTGTGTCAGTTAAGTGTGTGCATACCACAAGC +196

ATATATATATTATATATATGGCATATTTATCAATCATTTAAGCAGTGACTTAATGCTGTA +256

ATTTCGTCCTGATTGATGGCTGGACATGACTCTGGGTCGCGTTCTCCGCGATGCCTGAAT +316

CTGAAACCCAGCGAGTTTCTCAGTTCGTCTGAACATGCTTCAATTGCCGCATTTAGTATC +376

GAAGAAGTGTATTAGCAGAATGCTGCATTGCCGTAGTCGGGCAATTTATTGCCGTACCCG +436

CAACTAAGAATCTCTCGCTGAAAAGAGGAAGCAACCATCCACCAACCATCCATTCATG +494

Abb. 9: A) Sequenzierstrategie des 2 kb grollen Ecoltl-Fragmentes des genomischen Phagen /..32. 1. Subklnnietung in

pBluescripl SK(-) (32IProDopl). Das Plasmid 32IProDopi wurde mil geuspezifischen Oligonukleotiden (s. Anhang)

sequenziert. B) Nuklelnsauresequenz des Promoterberelehs des D'l-Rezeptorgens, Die beiden Transkriptionsstartpunkte

des Dopamin-Rezeptorgens sind doppelt unterstrichen. Das Start-Guanosin des langston 5'-RACE-Produkts (125 Bp) Ist mit

+1 bezeichnet. Die GC-Boxen sind einfach unterstrichen. Die Bindestellen der Transkriptionsfaktoren CREB, Zeste, DEP2

und su (Hw) sind mit einem Pfeil markiert. Der Translationsstart (ATG) ist fett unterstrichcn.

3.1.7 Isolierung von genomischen Phagen zur Charakterisierung weiterer

"stromaufwarts" liegender Promotorbereiche

Obwohl in dem klonierten genomischen Fragment des Phagen 'A 32 viele Elemente gefunden

wurden, die fur die Promotor-Region eines Drosophila-Gens charakteristisch sind, war es

unklar, ob der Sequenzabschnitt ausreicht, urn 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, urn weiter 5'-stromaufwiirts liegende Bereiche des DmDop1-Rezeptorgens

zu isolieren. Als Sonde wurde das 2 kb groBe 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 ubertragen. 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 zusatzlich noch ein

ca. 1.6 kb groBes und ein 2,2 kb groBes 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 groBen 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 verlangern, Damit ist die Voraussetzung geschaffen, bei

Bedarf auf weiter stromaufwarts liegende Abschnitte zugreifen zu konnen,

3.2 Bestimmung der Promotoraktlvltat des DmDop1-Gens

Es gibt verschiedene Methoden, urn die relative Starke eines Promotors zu untersuchen. In del'

Regel basieren jedoch alle Verfahren auf del' Analyse einer "sogenannten"

Rcportcrgenaktivitat, die 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 fur das CAT­

System entschieden. Urn die Promotoraktivitat zu untersuchen, stehen zwei Vektoren zur

Verfiigung: del' pCATR3-Basic und pCATR3-Enhancer (2.6). Der pCATR3-Basic-Vektor

enthalt die fur das Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen kodierende cDNA (Abb. 11). Vor

dern CAT-Gen befindet sich eine multiple Klonierungsstelle, in die Promototfragmente

eingefugt werden konnen, Der pCATR3-Enhancer-Vektor enthalt zusatzlich noch ein

Transkriptionsverstarker- (Enhancer-) Element (Abb. 11). Wird das Reportergen mit einem

aktiven Promotorelement in Saugerzellen transfiziert, so wird das Enzym exprimiert (Cullen,

1987; Gorman et al., 1982). Die Transkription und damit die Synthese des Reporterenzyms

(CAT) ist abhangig von del' Aktivitat und Spezifitat des Promotorfragments. Starke

Promotoren ermoglichen die Transkription des CAT-Gens bereits im pCATR3-Basic Vektor.

Schwache Promotoren benotigen zusatzliche Enhancer-Elemente, die bspw. im pCATR3­

Enhancer-Vektor zur Verfugung stehen. Neben del' "Aktivierungsfunktion" konnen die

jeweiligen Konstrukte aber auch hinsichtlich ihrer Spezifitat getestet werden. Benotigt der

Promotor spezifische Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung, so wird die Rcportergcn­

aktivitat moglicherweise nur in bestimmten Zelltypen meBbar sein. Urn diese Fragen zu

klaren, muBten die DmDopl-Promotorkonstrukte in verschiedenen Zellinien untersucht

werden. Damit die CA'I'<Aktivitaten (2.25.2) miteinander verglichen werden konnen, muB auf

einen Referenzwert normiert werden, In dem CAT-System wird dazu die Enzymaktivitat del'

~-Galaktosidase (~-GAL) (Rosenthal, 1987) verwendet. Bei allen Transfektionen mit den

CAT-Vektoren werden die Zellen gleichzeitig mit einem Plasmid transfiziert (Tab. 3), das das

~-GAL-Enzym konstitutiv exprimiert. Die Expression der ~-GAL ist unabhiingig vom

verwendeten Zelltyp.

3.2.1 Herstellung der pCATR3-Prornotorkonstrukte

Urn die filr die Expression des DmDopl-Gens wichtigen Bereiche eingrenzen zu konnen,

wurde das 2149 Bp groBe Promotorfragment aus 32/ProDopl (3.1.6) vom 5'-Ende und 3'­

Ende her systematisch verktlrzt (Abb, 13A). Das EcoRl-Fragment (3.1.6) wurde mit den

Enzymen SacIlXhoI aus del' 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

enthalt, ausgeschnitten. Da sich innerhalb des Fragments ebenfalls eine SacI-Schnittstelle

befindet (Abb. 10 u.ll), wurden die Fragmente durch Partialrestriktion isoliert. Die anderen

Promotorfragmente wurden mit den Restriktionsenzymen PvuIIlEcoRI, AvaIlEcoRI,

NdeIlEcoRI und MluIlEcoRI 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

pBluescriptlEcoRV ligiert (pBlue SK(-)PD1) (Abb. 10). Die Fragmente wurden mit den

Enzymen SacIIXhoI aus der multiplen Klonierungsstelle der pBluescript-Konstrukte

ausgeschnitten und in die mit SacIIXhoI geschnittenen Vektoren pCATR3-Basic und pCATR3­

Enhancer ligiert (Abb. 10 u. 11). Die Konstrukte wurden pCATBasPDl bzw. pCATEnhPDl

(Abb. 11) benannt.

Auch stromabwarts des Transkriptionsstarts konnen Sequenzabschnitte liegen, die die

Genaktivitlit 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 umfaBt. Da dieser Gen-Ahschnitt tiber

keine geeigneten Schnittstellen verfiigt, wurde in einer PCR-Reaktion (2.15) mit dem Primer

#2089 (s. Anhang) eine Xhol-Schnittstclle unmittelbar hinter dem ATG eingefiigt (Abb. 12).

Als Gegenprimer diente #1936 (s. Anhang). Das PCR-Fragment wurde mit den Enzymen

MluIlXhoI geschnitten und an das SacIIMluI-Fragment der pCATBasPDl-bzw.

pCATEnhPDl(-2024/+125)-Konstrukte angefiigt (Abb. 12). Die Klone wurden als

pCATBasPDl bzw. pCATEnhPD1(-2024/+495) bezeichnet (Abb. 12). Fur die Herstellung

des pCATBasPDl(-205/+495)-Konstrukts (Tab. 5) wurde das pCATBasPDl(-2024/+495)­

Konstrnkt mit SacIIMluI geschnitten, die Enden del' Fragrnente aufgefiillt (2.12.1) und

religiert (Abb. 12). Das pCATBasPDl(-125/+495)-Konstrukt (Tab. 5) wurde durch

Restriktion mit SacIlEcoRI, Auffiillen del' Enden (2.12.1) und anschliefsender Religation

hergestellt (Abb. 12). Die Herstellung del' pCATEnhPDl (-205/+495)- und pCATEnhPDl

(-125/+495)-Konstrukte wurde analog durchgefiihrt (Abb, 12).
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pCATR3-Basic lind-CAT R3-Enhallccr (Ahh. Il)

Abb.l0: Herstellung del' (S'--t3')-Pl'omotor-CAT-Konstrukte (1). Die Konstruktion der Plasmide ist im Text beschrieben.

Das SacIIXhoI-Fragment wurde direkt in die CAT-Vektoren kloniert. Die kleineren Fragmente wurden zuerst in pBluescript

SK (~) lEcoRV subkloniert. Aile pCAT-Konstrukte tragen die Dmfropl-Promotorfragmente in der fUr die Transkription des

CAT-Gens bentitigten (5'~3()·Orientierung. Die einzelnen Module des pBluescript SK(-)-Plasmids sind in Abb. 5 erlautert,
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32/ProDopl (-)
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~
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Vektoren pCATR3-Basic und pCATR3.Enhancer

pCATBasPDl

SV40poly{A)

pCATEnhPDl

SV4I)Enhano:r

SV4Gpoly(A)

lX'Jy(A)!lp>al

Abb. 11: Herstellung del' (3'...-75')wPromotol'-CAT-Konstrukte (2). Die Konstmktion der Plasmide wurde, wie im Text

beschrieben, durchgefiihrt. 1m Plasmid 32/ProDopl (-) ist das Promotorfragment in der entgegengesetzten Orientierung

(3'--75') kloniert. Die hier beschriebenen pCAT-Konstrukte tragen die DmDopl-Promotorfragmente in der flir die

Transkription des CAT-Gens entgegengesetzten (3'--75')-Orientienmg. Ampiclllin j fI(-) origin (5. Abb. 5); SV40 Enhancer =

Chimares Intron aus SV 40~Virus. das CAT-Expression verstarkt; SV40 poly (A) = Transkriptions-Terminationssignal und

Polyadenylierungssignal.
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Abb.12: Herstellung der CATwKonstrukte (3). Die Konstruktion der pCAT~Konstrukte, die den Promotorbereich his ZUlU

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

Tab. 5: pCATR3-Basic-Konstrukte

Plasmid Fragmentgrofse Restriktions- Orientierung
inBp schnittstellen

pCATBasPDl 2149 EcoRIlEcoRI (+)
(-2024/+125) -+

pCATBasPDl 2149 EcoRIlEcoRI (-)
(-2024/+125) -

pCATBasPDl 1606 PvuIIlEcoRI (+)
(-14811+125) -+

pCATBasPDl 1606 PvuIIlEcoRI (-)
(-14811+125) -

pCATBasPDl 1188 AvaIlEcoRI (+)
(-1063/+125) -+

pCATBasPDl 1188 AvaI/EcoRI (-)
(-1063/+125) -

pCATBasPDl 579 NdeIlEcoRI (+)
(-454/+125) -+

pCATBasPDl 579 NdeIlEcoRI (-)
(-454/+125) -

pCATBasPDl 330 MluIlEcoRI (+)
(-205/+125) -+

pCATBasPDl 330 MluIlEcoRI (-)
(-205/+125) -

pCATBasPDl 2519 EcoRIlXhoI (+)
(-2024/+495) -+

pCATBasPDl 700 MluIlXhoI (+)
(-205/+495) -+

pCATBasPDl 620 EcoRIlXhoI (+)
(-125/+495) -+

Die Orientierungcn der Konstrukte sind mit einem Pfeil bzw. mit (+) und (-) gekennzeichnet. Das Anfangs- und

Endnukleotid der jeweiligen Prornotorfragmente ist in Klammern angegeben. Negative Zahlen bezeichnen den Bereich 5'­

stromaufwarts des Transkriptionsstarts.
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Tab. 6: pCATR3·Enhancer Konstrukte

Plasmid Fragmentgrofse Restriktions- Orientierung
inBp schnittstellen

pCATEnhPDl 2149 EcoRIlEcoRI (+)
(-2024/+125) -.

pCATEnhPDl 2149 EcoRIlEcoRI (-)
(-2024/+125) -

pCATEnhPDl 1606 PvuIIlEcoRI (+)
(-1481/+125) -.

pCATEnhPDl 1606 PvuIIlEcoRi (-)
(-1481/+125) -

pCATEnhPDl 1188 AvaIlEcoRi (+)
(-1063/+125) -.

pCATEnhPDl 1188 AvaIlEcoRi (-)
(-1063/+125) -

pCATEnhPDl 579 NdeIlEcoRi (+)
(-454/+125) -.

pCATEnhPDl 579 NdeIlEcoRi (-)
(-454/+125) -
pCATEnhPDl 330 MluIlEcoRi (+)
(-205/+125) -.

pCATEnhPDl 330 MluIlEcoRi (-)
(-205/+125)-

pCATEnhPDl 2519 EcoRIlXhoI (+)
(-2024/+495) -.

pCATEnhPDl 700 MluIlXhoI (+)
(-205/+495) -.

pCATEnhPDl 620 EcoRIlXhoI (+)
(-125/+495) -.

Die Orlentierungen derKonstrukte sind miteinem Pfeil bzw. mit (+) und (~) gekennzeichnet. Die Bezeichnung der
Promotorfragrnente ist in Tab.5 erklltrt.
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3.2.2 Bestimmung del' CAT-Aktlvltat

Da del' DMDOP1-Rezeptor im zentralen und peripheren Nevensystem del' Fliege exprimiert

wird (Gotzes et al., 1994), war zu erwarten, daB del' DmDop1-Promotor nur in neuronalen

Zellen aktiv ist. Da zur Zeit keine neuronale Drosophila-Zellinie verfugbar ist, wurden die

CAT-Messungen in verschiedenen Saugerzellen durchgefuhrt. Die Konstrukte (Tab. 5 u.6)

wurden in zwei neuronalen Zellinien SKN.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 unabhangige Transfektionen (2.23) durchgefuhrt, um die

Ergebnisse statistisch abzusichern.

3.2.2.1 Messung del' CAT-Aktivitiit in del' menschlichen SK.N.SH-Neuroblastom­

Zellinie

Jedes Konstrukt (Tab. 5 und 6) wurde gemeinsam mit dem pSV-~-Gal Kontrollplasmid

transient in die SKN.SH-Zellen transfiziert (2.23). Die ~-GAL- und CAT-Aktivitliten wurden

48 h nach del' Transfektion bestimmt (2.25).

In allen Transfektionen wurde ~-GAL-Aktivitlit gemessen. Transfektionen, die mit pCATR3­

Basic Konstrukten durchgeftihrt wurden, ergaben in keiner Zellinie nennenswerte CAT­

Aktivitaten, MeBbare CAT-Aktivitaten wurden ausschlieBlich mit den pCATR3-Enhancer

Konstrukten erhalten. Die nachfolgend beschriebene Steigerung der CAT-Aktivitlit bezieht

sich auf die CAT-Aktivitat, die nur mit dem pCATR3-Enhancer Plasmid (ohne zusatzliches

Promotorfragment (Kontrolle)) gemessen worden ist.

Die hochsten CAT-Aktivitliten wurden in den SKN.SH-Zellen mit den am starksten vom 5'­

Ende her verkiirzten Konstrukten gemessen: die Aktivitat des pCATEnhPD1(-454/+125)

Konstrukts war 25,4-fach und die des pCATEnhPD1(-205/+125) Konstrukts war 25-fach

hoher als die des pCATR3-Enhancer-Kontrollplasmids. Mit dem Promotorkonstrukt

pCATEnhPDl(-2024/+l25) wurde in den SKN.SH-Zellen eine 8-fach-gesteigerte CAT­

Aktivitat im Vergleich zu pCATR3-Enhancer transfizierten Zellen gemessen (Abb, 13A). Die

CAT-Aktivitaten, die mit den beiden vorn 5'-Ende her verkilrzten Konstrukten,

pCATEnhPD1(-1481/+l25) und pCATEnhPD1(-1063/+125), gemessen wurden, war mit 3,1­

bzw. 2,6-facher Aktivitat etwas geringer als die des Konstrukts pCATEnhPD1(-2024/+125).

Die geringste CAT-Aktivitat wurde mit den Fragmenten gemessen, die den Promotorbereich

bis zum ATG enthalten: die Aktivitat war 1,2-fach mit dem gesamten Promotorkonstrukt

pCATEnhPD1(-2024/+495), l,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 nul' geringe CAT-Aktivitaten
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(2-3,4-fach). NUl' das pCATEnhPD1(-1063/+125) (-)-Konstrukt (Tab, 6) ftihrt zu einer 7.6­

fachen Steigerung gegeniiber del' KontroIl-CAT-Aktivitiit. Vergleicht man aIle in den

SKN,SH gemessenen CAT-Aktivitiiten miteinander, so wurde eine deutliche Erhohung del'

Enzymaktivitat nul' mit dem pCATEnhPD1(-454/+125)-Konstrukt (25,4-fach) und

pCATEnhPD1(-205/+125)-Konstrukt (25-fach) erreicht.

A) SK.N.SH-Zellen

I O,5kb

EcoRI pyuU AvaI
, I

ll:oRl EcoRI

I I pCATEnhPDI
(-20241+ 125)

Pvull EcoRI ->pCATEnhPDI
+-(-14811+125)

Av~ EcoRl ->pCATEnhPDI
+-(-1063/+125)

Ndel BooRl ->pCATEnhPDl
(-454/+125) +-

Mlul ll:oRl ->
i::::::=J

pCATEnhPDI
(-2051+125) +-

EcoRI Xhol
pCATEnhPDI ->

I (-2024/+495)

MluI XhoI
pCATEnhPDI
(-205/+495)

ll:oRI Xbol
pCATEnhPDI
(+125/+495)

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

Aile Konstrukte wurden auch in der Neuro2a-Zellinie getestet. Nach der Transfektion wurden

geringere CAT-Aktivitiiten (Tab. 7, Abb, 13B) als in SK.N.SH-Zellen gemessen.

In den Neuro2a-Zellen wurde mit den Promotorkonstrukten pCATEnhPD1(-2024/+125),

pCATEnhPD1(-1481/+125) und pCATEnhPDl(-1063/+125) keine CAT-Aktivitiit gemessen.

Die kleinsten, vom 5'-Ende her verklirzten Promotorkonstrukte zeigten jedoch auch in der

Neuro2a-Zellinie eine deutliche Erhohung der CAT-Aktivitiit. Im Vergleieh zu den mit dem

pCATR3-Enhancer transfizierten Kontrollzellen betrug die Steigerung der Enzymaktivitat mit

dem pCATEnhPDl (-454/+125)-Konstrukt 3-fach bzw. mit dem pCATEnhPD1(-205/+125)­

Konstrukt 13,6-fach. Bei Verwendung der entgegengesetzt orientierten Konstrukte wurde

keine CAT-Aktivitiit gemessen. Der Promotorbereich von +125 bp bis +495 bp wurde nieht

getestet.

B) Neuro 2a-Zellen

I O,5kb

&oRT ~ll Av~

I !

EcoRI EcoRl
pCATEnhPDI --+

I (-20241+125) <-

Pvull EcoRI
pCATEnhPDI --+

<-(-14811+125)

Ava! &oRI
pCATEnhPDI --+
(.1(l;31+125) <-

Ndel EcoRI
pCATEnhPDI --+
(4541+125)

MhJI EcoRI

l:::::::::J
pCATEnhPDI
(·2051+125)

0 10 20 30 fach

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

In del' menschlichen Nierenzellinie HEK293 war im Vergleich zu den neuronalen Zellinien

bei allen Konstrukten nur eine geringe Enzymaktivitat nachweisbar (Tab. 7, Abb. 13C). Mit

dem pCATEnhPDl(-2024/+l25)-Konstrukt wurde nur eine 1,3-fache CAT-Aktivitat

gemessen. Die CAT-Aktivitat des pCATEnhPD1(-454/+125)-Konstrukts war 4.7-fach und die

des pCATEnhPD 1(-205/+l25)-Konstrukts war 5,7-fach hoher als die Kontroll-CAT-Aktivitat.

Verglichen mit den CAT-Aktivitiiten, die in den SK.N.SH-Zellen mit diesen Konstrukten

erzielt wurden, sind diese Werte zu gering, um als spezifische Prornotoraktivitat gelten zu

konnen,

Die Transfektion del' HEK293-Zellen mit CAT-Konstrukten, die das Promotorfragment in

entgegengesetzter (3'..--75')-Orientierung enthalten, ergaben, wie schon zuvor bei den

neuronalen Zellinien, nur sehr geringe CAT-Aktivitiiten (0,2-l,8-fach).

C) HEK 293-Zellen

I O.5kb

EcoRI Pwll Ava!
! I

r Transkriptionsstarl
Exon 1

NdeI MJuI EcoRI ATGI XhoI Kodierender Bereich
I I I~t I r DmDopl

froRI

PvuU

Ava!

Ndel

froRI

I

froRI

froRI

froRI

MJuI £CoRI

pCATEnhPDI
(-2024/tI2\)

pCATEnhPDI
(-I481/t12l)

pCATEnhPDI
(-11Xi3/tI2\)

pCATEnhPDl
(-454/tI25)

pCATEnhPDl
(-205/tI25)

o 10 20 30 fach

Abb. 13: Bestimmung der CAT-Aklivillit in A) SK.N.SH·, B) Ncnro 2a- und C) HEK 293-Zellcn. Die Aktivitaten (Tab.

7), die mit 5'~3T orientierten Promotorkonstrukten gernessen wurden, sind schrafftert dargestellt. Die Aktivitaten, die mit

den entgegengesetzt 3'....-)5' orientierten Promotorkonstrukten gemessen worden, sind schwarz dargestellt. Die Orientierung

des Promctorfragments ist durch einen Pfeil angegeben. Die Originalrichtung ist mit (--7), die entgegengesetzte Richtung mit

(~) gekennzeichnet. Die CAT-AktiviUiten sind als Steigerung (-fach) der Enzymaktlvitat angegeben, die mit dem pCAT­

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

Plasmid Orientierung SK.N.SH Neuro 2a HEK293
des

Promotorfragments
-fach zu pCATR3-Enhancer

pCATEnhPDl (+) 8,0 1,3
(-2024/+125) -+

pCATEnhPDl (-) 2,2 0,2
(-2024/+125) .-

pCATEnhPDl (+) 3,1 3,2
(-1481/+125) -+

pCATEnhPDl (-) 3,4 0,9
(-1481/+125) .-

pCATEnhPDl (+) 2,6 1,1
(-1063/+125) -+

pCATEnhPDl (-) 7,6 1,8
(-1063/+125) .-

pCATEnhPDl (+) 25,4 3,0 4,7
(-454/+125) -+

pCATEnhPDl (-) 0,4 0,2
(-454/+125) .-

pCATEnhPDl (+) 25,0 13.6 5,7
(-205/+125) -+

pCATEnhPDl (-) 3,2
(-205/+125) .-

pCATEnhPDl (+) 1,2 n.g. n.g.
(-2024/+495) -+

pCATEnhPDl (+) 1,5 n.g. n.g.
(-205/+495) -+

pCATEnhPDl (+) 2,5 n.g. n.g.
(-125/+495) -+

pCATR3-Enhancer 1,0 1,0 1,0

Die Orientierungcn der Konstrukte sind miteinem Pfeil bzw. mit (+) und (-) gekennzeichnet. Die Mittelwerte der CAT­

Aktivitaten (-faell zum pCATR3-Enhaneer) sind fUr die einzelnen Zcllinien angegeben. Keine Aktivitaten (,,; 0.2­
fach) wurden mit 11-" bezeichnet. EinigeKonstrukte wurden nicht in allenZellinienuntersucht Un.g.l'.
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Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) Die Promotoraktivitat ist abhangig von del' Art del' Zellinie. Deutlieh erhohte

Promotoraktivitat wurde nur in neuronalen Zellen gemessen.

b) Transfektionen mit CAT-Konstrukten, die das DmDopl-Promotorfragment in

entgegengesetzter (3'-.-75') Orientierung enthalten, fuhren -mit Ausnahmen- nur zu

geringer Expression des CAT-Gens.

c) Das 2 kb EeoRI-Promotorfragment reieht aus, urn die Genaktivitat des CAT-Gens zu

steuern,

d) Der DmDop l-Promotor besitzt sowohl Bereiehe, die die Transkriptionsaktivitat steigern

als aueh inhibieren. In der mensehliehen Neuroblastom-Zcllinie (SKN.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 pCATEnhPDl(-205/+125)-Promotorkonstrukt eine deutliehe

Aktivitat, in den HEK293 Zellen nur eine sehwaehe Promotoraktivitat erreicht.

e) Der DmDopl-Promotor reieht allein zur Transkription des CAT-Gens nicht aus, sondern

benotigt zusatzlichen Enhancer-Elemente, wie sie bspw, vom pCATR3-Enhaneer-Vektor

zur Verftigung gestellt werden.
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3.3 Nachweis del' Protein-Promotorwechselwirkungen des Dmlropj-Oens durch

Gelshift-Assays (Hendrickson, 1985; Manley et al., 1980)

Durch die CAT-Reportergenassays wurden die Promotorbereiche des DmDopl-Gens

identifiziert, die fur 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 fur Transkriptionsfaktoren (3.1.6),

insbesondere CREB (+125/+495) (Abb. 9 B). Urn zu uberprufen, ob tatsachlich Faktoren an

diese DNA-Sequenzabschnitte binden, wurden Gelshift-Expcrimente durchgefuhrt, Fur die

Gelshift-Assays wurde 150-400 bp groJle 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 [y'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 doppelstrangigen Kontroll-Oligonukleotid (2.27) inkubiert wurde. Binden Proteine aus

den Extrakten an die DNA-Fragmente, so besitzen sie eine veranderte Mobilitlit in einem

nativen Gelsystem. Die Inkubation del' Fragmente mit den Extrakten erfolgte fur 30 min bei

4°C. Die Proben wurden auf ein 6 % Polyacrylamidgel aufgetragen (2.27), das Gel

anschlieJlend 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 zusammengefaBt.

In Spur 1 der Abb. 14A und B (positivkontrolle, doppelstrangiges Kontroll-Oligonukleotid,

das mit dem Hela-Kernextrakt inkubiert wurde) ist eine 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 radioaktiv markierten Ausgangsfragmenten

ebenfalls zusatzliche Banden zu sehen, die ein geandertes Laufverhalten aufweisen und in den

Kontrollspuren (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 zusatzliche Banden auf. Jedoch ist die Intcnsitat dieser Fragmente deutlich

geringer als bspw. in Spur 11 (Abb. 14A). In Spur 3 (PCR-Fragment #2356/#2357) ist cin

sehr schwache zusatzliche Bande zu sehen. In den Spuren ohne Proteinzugabe (Spur 4, 8, 10

und 14) treten diese zusatzlichen Banden nicht auf.

In Abb. 14B wurden fur das Gel-Shift-Experiment radioaktiv markierte Restriktionsfragmente

des DmDopl-Prornotorbereichs verwendet. Neben den Ausgangsfragmenten ist in den Spuren

3 (NdellMluI-Fragment) und Spur 5 (Aval/Pstl-Fragment) zusatzlich eine deutliche Bande zu

erkennen. In der Spur 9 (XhoIlEcoRl-Fragment) ist nur eine sehr schwache Bande zu sehen.

Diese zusatzlichen Banden treten in den Spuren ohne Proteinzugabe (Spur 4, 6, und 10) nicht

auf. In den Spuren 7 (MluIlEcoRl-Fragment) und 11 (NdeIlPstI-Fragment) ist kein
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zusatzliches Fragment zu den Fragmenten aus Spur 8 und 12 (ohne Proteinzugabe) zu

erkennen.

Diese Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefaBt 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 5 678 9 10 11 12 13 14

B

12345 6 7 8 9 10 11 12
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a,5kb

BeoRI

-2026

PvuII Aval Pst! Ndel MIlII INR EcoRI ATG/Xhol
Kodierendcr Bereich

I I I I r DmDopl
I H-j I

-1483 -1065 -872 -456 -207 +II8 +493 bp GeIshift

c

D

#2356 #2357
-+~+

#2358 # 2344
--.. IDj1W!t,'4mW¢mffitl ....-

# 2359 # 2360
-+1ElIl!Jil+

# 2361 # 2362
-+-+

# 2363 # 808
-+-+

# 262 # 285

-+-+
Ava! Pst!

Pst! NdcI

Ndel Mlul

+/--

+/+

+/-

+

++

+

+ +

+
MluI EcoR!

EcoRI Xhol

+/--

Abb. 14: A) Gelshlft-Assay mit PCR.Promotorfragmenten des DmDopl-Gens. In Spur I ist die Positivkontrolle

(Kontroll-Oligonukleotid mit Hela-Kernextrakt), in Spur 2 die Negativkontrolle (DNA ohne Kernextrakt) aufgetragen. In

Spur 3, 41st das PCR-Fragment #2356/#2357, in Spur 5.6 das PCR-Fragment#2358/#2344 in Spur 7,8 das PCR-Fragment

#2359/#2360, in Spur 9, 10 PCR-Fragment #2361/#2362, in Spur II. 12 PCR-Fragment #2363/#808 lind Spur 13, 14 PCR­

Fragment #262/#285 jeweils mit (Spur 3,5,7,9,i 1) lind ohne (Spur 4,8,10,12) SK.N.SH-Kernextrakt Inkubation aufgetragen.

ll) Gelshllt-Assay mit Restrlktionsfragmentcn 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 NdeIJMluI-Fragment, in Spur 5, 6 das AvaIlPstI-Fragment, in Spur 7, 8 das MluIlEcoRI-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,II) lind ohne (Spur 4,8,10,12)

SK.N.SH-Kernextrakt Inkubation aufgetragen. C) PCRMFragmente des Dmnopj-promotors. Die Lage der fUrden Gelshift­

Assay (Abb. A) verwendeten PCR-Fragmente ist gezeigt. Die Auswertung der Ergebnisse des Gelshift-Assays ist rechts

neben den jeweiligen peR-Fragmenten angegeben; ++ :::: sehr starke Bande (Gelshift); +/+ :::: starke Bande; + :::: mittelstarke

Bande; +/-:::: schwache Bande; +/- -:::: sehr schwache Bande; --:::: keine Bande D) Restrlktlons-Fragmente des Dmnopt­

Promoters. Die Lage der fur den Gelshift-Assay (Abb. 14B) verwendeten Restriktionsfragmente ist gezeigt. Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse des GeIshift-Assays ist rechts neben den jeweiligen Restriktionsfragmenten angegeben.
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3.4 Entwicklungs- und gewebespezifische Lokalisation del' DmDop1.mRNA

Transkripte des DmDopl-Gens wurden in Adult-Stadien in Kopfen, Korpern und Antennen

nachgewiescn (Dr. Arbeit, F. Gotzes). Die Ergebnisse del' Northern-Analyse (3.1.1) zeigten,

daB DmDOPI-Transkripte schon frilh in del' Entwicklung (Embryo) vorhanden sind. Es war

jedoch unklar, ob eine entwicklungs- und moglicherwcise geschlechtsspezifische Expression

des DmDopl-Gens stattfindet. Diese Fragestellungen wurden durch PCR-Analysen und

schlieBIichmit in situ Hybridisierungen an Gcfrierschnitten getestet.

3.4.1 RT (Reverse Transkriptase)·PCR Analyse del' DmDopl·mRNA

Fill' die RT-PCR Analyse wurde RNA aus Embryonen (O-4h), (4-8h), (O-16h), drittes

Larvenstadium und Puppen sowie aus Kopfen und Korpern untersucht. Die RNA wurde

mittels eines oligo-dT-Primers und del' M-MLV Reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben (2.16) und anschlieBend fill' die Amplifikation mit genspezifischen Primern,

#2215 und #2216, eingesetzt (s. Anhang). Als Positivkontrolle wurde DmDopl-DNA

verwendet. Die Amplifikation del' cDNA Praparationen erfolgte ilber drei Exone (3, 4 und 5)

hinweg. Amplifikationsprodukte auf genomischer DNA (- 9kb) sollten unter diesen

Bedingungen nicht entstehen. Daruberhinaus muBte das PCR-Fragment eine Mlul­

Schnittstelle (Bp 1136 in DmDopl) besitzen, so daB das Amplifikationsprodukt durch

Restriktion identifiziert werden konnte. Amplifikationsprodukte wurden in allen Paparaten

erhalten. Die Fragmente waren mit MluI spaltbar (Abb. 15).

Die Untersuchung zeigt, daB das DmDopl-Gen in allen Stadien der Drosophila-Entwicklung

transkribiert wird.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Bp

947

564

125

Abb. 15: RT·PCR Analyse del' gewebs- und entwleklungsspeziflschen 'I'ranskrlptlnn del' DmDopl.mRNA. Es sind

jeweils ungeschnitte und mitMIuI geschnitrene PCR-Produkte aufgetragen. Spur 1 ::: Embryo (0-4 h); Spur 2 =Embryo (0-4

h), Mlu! geschnitten; Spur 3 = Embryo (4-8 h); SPill'4 = Embryo (4-8 h), Mlul geschnitten; Spur 5 = Embryo (0-16 h); Spur

6 = Embryo (0-16 h), MIu! geschnitten; Spur 7 = Kopf (Mannchen); Spur 8 = Kopf (Marmchen), MIu! geschnitten; Spur 9 =

Karpel' (Mannchen): Spur 10 = Karpel' (Mannchen), Mlu! geschnitten; Spur II = Kopf (Weibchen); Spur 12 = Kopf

(Weibchen), MluI gechnitten; Spur 13 = Kerper (Weibchen); Spur 14 = Kerper (Weibchen), MluI geschnitten; Spur 15 = 3;

Larve; Spur 16 = 3. Larve, Mlu! geschnitten; Spur 17 = Puppe; Spur 18 = Puppe; Mlu! geschnitten; Spur 19 = DmDopl

(Positivkontrolle); Spur20= DmDop 1, MluIgeschnitten; Spur21 =Wasserkontrolle

Die Untersuehung der Promotoraktivitat des DmDopl-Gens in den Zellinien SK.N.SH,

Neuro2a und HEK293 hatte gezeigt, daB hohe Reportergenaktivitaten nur in SK.N.SH-Zellen

erreicht wurden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daB in den Zellen spezifisehe Faktoren zur

Verfiigung stehen, die die Doparnin-Rezeptor Expression ermoglichen, Tatsachlich wurde in

einer den SK.N.SH-Zellen verwandten Zellinie (SK.N.MC) gezeigt, daB der mensehliehe

Dopamin Dl-Rezeptor exprimiert wird (Minowa et al., 1993). Es sollte desha1b geprUft

werden, ob dies aueh in den SK.N.SH-Zellen der Fall ist. Dies wurde mit einer RT-PCR

Analyse uberprtift. FUr die Amplifikation wurde RNA aus SK.N.SH-Zellen in 1. Strang eDNA

umgesehrieben und dann mit den genspezifisehen Primern #2282 und #2283 (hybridisieren

im humanen DmDopl-Gen, s. Anhang) eine PCR durehgefiihrt. A1s Positivkontrolle wurde
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eine peR unter Verwendung del' gleichen Primer auf dem menschlichen Dopamin D1­

Rezeptor-Klon durchgefilhrt. Sowohl fill' die SK.N.sH-Zellen als auch fill' die Positivkontrolle

entstand ein Amplifikationsprodukt von ca. 600 Bp (Abb. 16).

1 2 3 Bp

2027

947
564

Abb. 16: RT-PCR Analyse des humanen Dopamlu Df-Transkrlptcs in SK.N,sH-Zelleu. Spur 1 = SK.N.SH-Zellen; Spur

2:= hDopl (Positivkontrolle), Spur 3 =Wasserkontrolle.
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3.4.2 III situ Hybridisierung an Gefrierschnitten von Drosophila melanogaster

Die RT-PCR Experimente haben gezeigt, daB DmDopl-Transkripte sowohl in allen

Entwicklungsstadien del' Fliege, als auch im Kopf und im Korper mannlicher und weiblicher

Fliegen vorhanden sind. Urn die Lokalisation del' DmDopl-Transkripte auch auf zellularer

Ebene zu bestimmen, wurden ill situ Hybridisierungen an Gewebeschnitten von Drosophila

durchgefuhrt, Die Herstellung del' Gewebeschnitte sowie die Durchfiihrung del'

Nachweisreaktion erfolgte wie unter 2.18 beschrieben. Es wurde eine sense- und eine

antisense-RNA-Sonde zur Hybridisierung eingesetzt. Fur die Transkription wurde das

Konstrukt pBGPB verwendet (Dr. Arbeit F. Gotzes). Es enthalt die Sequenz, die fur die G­

Protein-Bindestelle kodiert. Die G/C-reichen Abschnitte sind aus del' multiplen

Klonierungsstelle des pBluescript-Vektors zwischen Sac! und XbaI (sense-Sonde) bzw.

zwischen Hindill und KpnI (antisense-Sonde) entfernt worden. Fur die Herstellung del'

antisense-Sonde wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym Bam HI linearisiert und mit

T7-RNA-Polymerase transkribiert, Zur Synthese del' sense-Sonde wurde mit dem

Restriktionsenzym Hindill linearisiert und die T3-RNA-Polymerase benutzt. Bevor die

Transkripte zur Hybridisierung eingesetzt wurden, wurde die Menge del' synthetisierten RNA

sowie die Markierungseffizienz mit Digoxygenin bestimmt (2.18.1). Zusatzlich wurden

Southern-Blot-Hybridisierungen mit den Transkripten durchgefuhrt.

Mit den antisense-Sonden wurden in den Gewebeschnitten spezifische Farbungen erzie1t.

Hybridisierungs-Signalc wurden im Frontal-Kopfschnitt in den Perykarien des ZNS, den

optischen Loben, sowie in den Photorezeptorzellen beobachtet (Abb. 17A). In den Korper­

Sagittalschnitten sind Farbungen im Unterschlundganglion sowie in den rnannlichen 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 del' Verwendung del' sense-Sonden wurde kein Signal beobachtet (Abb. 17C).
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Abb. 17: 111 sitliKHybridisierung an Gewebeschnitten adulter Drosophila~Kopfc. A) Frontalschnitt cines Drosophila­

Kopfes. Die Hybridisierung erfolgte mit einer olltisellse-RNA-Soncte nus del' GcProtein-Bindestelle. B) Horizontalschnttt

dues Drosophilll-Kopfes. Die Hybridisierung erfolgte mit einer all(isellse-RNA~Sonde aus del' G-Protein-Bindestellc.

C) Frontalschnitt eines Dl'Osophila~Kopfcs. Die Hybridierung erfolgte mit einer sCllse-RNA-Sonde aus del' G-Protein­

Bindestelle. Die spezifischen Signalc sind durch Pfeile (A und B) gekennzeichnet und irn Text erkltlrt. Die eingezeichneten

Balken kcnnzclchncn eine Lange von 100 11m.
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Abb. 18: III situ-Hybrldisierllug an Gewebeschnitten adulter DJ'Osophila-Korper. A) Sagittalschnitt cines Drosophila­

Mtlnnchens. B) Saglttalschnltt cines DrosoplJila~'Veibchens.Die Hybndisierung erfolgte mit einer alltisellse·RNA·Sonde

aus del' G-Protein-Bindestelle. Die spezifischen Signale sind durch pfeile (A und B) gekennzeichnet und im Text erklart. Die

eingczeichneten Balken kennzeichnen cine Langevon 100 urn.
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Abb. 19: III situ-Hybl'idisicrung am Sagittalschnltt einer DJ'Osopltila-Larve. Die Hybridisierung erfolgte mit einer

alltisel/se-RNA-Sonde aus der G-Protein-BindesteHe. Die spezifischen Signale sind durch Pfeile gekennzeichnet und im Text

erklart. Der eingezeichnete Balken kennzeichnct cine Lange von 100 urn.
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3.5 Herstellung eines spezifischen Dmffopl-Antlkbrpers

Um die Expression des DmDopl-Rezeptors auch auf Proteinebene nachweisen zu konnen,

sollte ein spezifischer, polyklonaler Antikorper hergestellt werden, del' gegen die G-Protein­

Bindestelle des Rezeptors gerichtet ist. Fiir die Immunisierung wurde ein Fusionsprotein in

Ecoli Zellen iiberexprimiert, dessen N-Terminus aus 6 Histidin-Aminosaurcn besteht, an die

sich die Sequenz des DmDop 1-Rezeptors anschlieBt. Die Verwendung des His-TAGs

(Qiagen) ermoglicht eine afflnitatschromatographischc Reinigung des Proteins.

3.5.1 Anfiigen des His-TAGs an die DmDop1-Sequenz

Zur Konstruktion des Plasmids pQEDmDopl wurde ein ca. 200 Bp groBes Fragment aus del'

kodierenden Region des DmDOPl-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, del' bei 1346 Bp in del' DmDopl-Sequenz

hybridisiert (s. Anhang) wurde eine BamHl-Schnittstelle eingefiigt. Del' Gegenprimer #2263

hybridisierte bei 1552 Bp in del' DmDopl-Sequenz (s. Anhang) und enthielt eine Hindlll­

Schnittstelle. Das Fragment wurde BamHIIHindID in den Vektor pQE30 kloniert

(pQEDmDopl) (Abb.20). Das Konstrukt enthalt am 5'-Ende die kodierende Sequenz des His­

TAGs, an die sich im gleichen Leserahmen die kodierende Sequenz des DmDopl­

Rezeptorfragments anschlieBt.

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 OD60o=0,5 bei 37°C inkubiert. Die Expression des

Fusionsproteins wurde mit IPTG fiir 3h induziert. Das Fusionsprotein ist zum grofsten Teil

unloslich, Deshalb wurde die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen iiber eine Ni­

NTA-Saule durchgefiihrt (2.22.1). Das E!uat wurde in einer Konzentration von 500 Ilg! 2 m!

PBS fiir die lmmunisierung des Kaninchens eingesetzt. Das Serum aus del' dritten und vierten

Blutung wurde in einem Western-Blot (2.22) untersucht. Beide Seren konnen in einer

Verdiinnung von 1:2500 eingesetzt werden und erkennen 10 ng des gereinigten

Fusionsproteins.
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PBDmDopl

EcoRI
EcoRV
Hindhr
ClaI
SalI
XhoI
ApaI
KpnI

1350
I­#2262

1
PCR·Reaktlon

1550
I

#2263 E<:oRI
PsH
Smal
BamHI
SpcI
Xbal
Notl
BstXI
Sac!

BamHI

d-
i
!

HindlII

b

Restrikllon mit
BamHIIHindIII

I

1
Ligation in pQE30

BamHIIHindlII

1
pQEDmDop

Start
BamHI

6xHis \~
HlndllI...J Stop

Abb. 20: Konstrnktlon des pQEDmDopl-Konstrukts zur Herstellung elnes spezllisehen Dmuopt-Amlkcrpcrs. Die

Konstrukticn des Plasmlds wurde wie im Text beschrieben, durchgefilhrt. Das pQEDmDopl~Konstrukt enthalt die

kcdierende Sequenz des His-TAGs, an das die Sequenz der G-Protein-Bindestelle des DmDopl-Rezeptors angefUgt wurde.

6xHis:::: TAGbestehend aus6 Histidinen; Start:::: Translationsstart; Stop e 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 tiber die Regulation ihrer Gene bekannt. In del' vorliegenden Arbeit wurde zum ersten

Mal del' Promotor eines biogenen Amin-Rezeptorgens aus Drosophila melanogaster kloniert.

Del' 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 Dt-Rezeptorgens aus

Drosophila melanogaster

Fiir eine eindeutige Identifizierung del' Promotorregion des DmDop 1-Rezeptorgens muBten

die fehlenden cDNA-Sequenzen am 5'- bzw. 3'-Ende des Gens isoliert werden. Aus den

Ergebnissen del' Northern-Blot Analyse (3.1.1) ging hervor, daB das Transkript urn ca. 300 Bp

Hinger war als die klonierte cDNA (DmDopl). Da das Rezeptorgen gespleiBt ist (Gotzes et

al., 1994), bestand die Moglichkeit, daB das 1. Exon des DmDopl-Gens nochmals durch

Intronsequenzen unterbrochen wird. Del' Sequenzvergleich von insgesamt 40 unabhangigen

5'-RACE-KIonen mit del' genomischen Sequenz (3.1.5), die im Phagen A 32 enthalten ist,

ergab, daB das 1. Exon 125 Bp in 5'-Richtung Hinger ist und nicht von einem Intron

unterbrochen wird. Die Ergebnisse del' 3'-RACE zeigten, daB die 3'-Sequenz del' DmDopl­

cDNA bereits vollstandig war (3.1.4). Beriicksichtigt man, daB mRNA-Moleklile ein poly­

(At-Ende von ca. 100-150 Basen besitzen, so stimmen die Ergebnisse del' RACE-Analysen

gut mit der aus dem Northern-Blot ermittelten Transkriptgrofle (ca. 2,9 kb) iiberein. Die

insgesamt klonierte cDNA des DmDopl-Gens ist 2663 Bp groB. Del' 5'- nicht-translatierte

Bereich umfaBt 490 Bp. Der 3'-nicht-translatierter Bereich besteht aus 637 Bp. Damit weicht

das DmDopl-Gen etwas von del' mittleren GroBe eines Drosophila-Gens ab: Die mittlere

mRNA-GroBe betragt 1803 Bp, davon sind 123 Bp 5'- und 246 Bp 3'- nicht-translatierte

Bereiche (Maroni, 1994). Del' Transkriptionsstart des DmDopl-Gens wurde mit del' ..Primer­

Extension" Methode (3.1.5) ermittelt. Ein ..Guanosin" wurde als Startnukleotid des DmDopl­

Transkripts identifiziert. Dieses Guanosin ist ebenfalls 1. Nukleotid der drei grofsten 5'­

RACE-KIone. Im Bereich des Transk:riptionsstarts des DmDopl-Gens wurde eine Initiator­

Konsensussequenz (=lNR-Element) identifiziert (3.1.5), die sehr gut mit lNR-Sequenzen

anderer Drosophila-Promotoren iibereinstimmt. Ungefahr 50 % aller Drosophila-Promotoren

besitzen solche lNR-Elemente (Arkhipova, 1995). Bei del' Primer-Extension Analyse (3.1.5)

wurde neben den Produkten von 125/123 Bp Lange zusatzliche Banden von 103/102 Bp

Lange gefunden. Moglicherwcise ist die cDNA-Synthese aufgrund von Sekundarstrukturen

del' mRNA vorzeitig abgebrochen, oder, alternativ, es existiert ein weiterer
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Transkriptionsstart, der urn 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 groBen 5'-RACE-Klone 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, daB hauptsachlich das grOBere Transkript vom DmDopl-Gen

abgelesen wird. Im Promotor des menschlichen Dopamin Dl x-Rezcptors wurden ebenfalls

zwei Transkriptionsstartpunkte identifiziert (Lee et al., 1996). Ein Promotor befindet sich vor

dem 1. Exon, del' 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, ftir sogenannte "Haushaltsgene" beschrieben (Minowa et al.,

1992). Da sowohl der Dopamin-Rezeptor aus Drosophila melanogaster (Gotzes et al., 1994)

als auch die DIN 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 DmDopl-Gens

Der Transkriptionsstart des DmDopl-Gens liegt in einem 2149 Bp groBen EcoRI-Fragment

des genomischen Phagen 'A 32 (3.1.5/6). Der Promotor besitzt weder eine TATA-Box, noch

eine CAAT-Box. Irn Bereich des Transkriptionsstarts befinden sich mehrere GC-reiche

Sequenzabschnitte. Auch die Promotoren der Vertebraten-Dix 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 SPI (Gidoni et al., 1984) sowie API und AP2 (Beischlag et al., 1995;

Minowa et al., 1992) identifiziert. SPI ist ein Transkriptionsfaktor, der an del' Regulation

vieler Gene von Saugern beteiligt ist. Er bindet an GC-reiche Sequenzen und aktiviert

zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Transkription (Gidoni et al., 1984). Da

auch im DmDop1-Promotor einige GC-reiche Sequenzabschnitte gefunden wurden, ist es

denkbar, daB ein SPl- ahnlicher Faktor die Aktivitat des Drosophila-Gens mitbestimmt.

Die DmDopl-Promotorsequenz wurde auf potentielle Bindestellen Drosophila-spezifischer

Transkriptionsfaktoren untersucht. Es wurden Bindestellen fUr zeste, DEP2 und su(Hw)

identifiziert. Zeste ist ein Transkriptionsfaktor, der zur "Polycomb-Gruppe" gehort (Pirrotta,

1987). Diese Transkriptionsfaktoren sind in Drosophila an del' Zelldeterminierung beteiligt

(Campbell et al., 1995). "Zeste" ist ein Transkriptionsfaktor, der die Aktivierung einiger

homeotischer Gene bspw. im "Antennapedia" - und "Bithorax" -Komplex verhindert, Es wurde

gezeigt, daB zeste die Genregulation wahrend der Entwicklung von Drosophila entscheidend

beeinfluBt (Benson & Pirrotta, 1987; Biggin et al., 1988; Mansukhani et al., 1988). Del'
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Transkriptionsfaktor DEP2 ist ein Protein, das Steroid-Horrnonrezcptoren ahnlich 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 aI., 1988;

Mazo et al., 1989; Harrison et al., 1993). Gypsy-Elemente gehoren wie bspw. P- und copia­

Elemente zur Gruppe der transposab1en Elemente von Drosophila und konnen nach ihrer

Mobilisierung und erneuten Integration in das Genom Mutationen verursachen. (Modo1ell 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 Lcucin-Zipper-Protcine, Ihre Aktivitat wird

cAMP-abhlingig, d.h. Phosphorylierung durch PKA, reguliert. Die Proteine binden als Homo­

oder Heterodimere und konnen sowohl aktivierend (CREB, ATF1 und CREM 1:) (Gonzales &

Montminy 1989; Rehfuss et al., 1991; Foulkes et al., 1992) als auch inhibierend (CREM 0:, p,
Yund ICER (inducible cAMP early repressor) (Laoide et al., 1993; Molina et aI., 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

schutzt, die durch cAMP eingeleitet werden konnen (Ruchaud et al., 1997). Es wurde auch ein

CREB-Protein aus Drosophila melanogaster identifiziert, das dCREB2. Es besitzt eine

Sequenzlihnlichkeit von 90 % zum CREB-Protein aus Saugern (Yin et al., 1995).

Transkriptionsfaktoren der CREB/A'I'Fl-Parnilie spielen daruberhinaus bei der

Schleimhautphysiologie (Borelli et al., 1989), der Spermatogenese (Foulkes et al., 1992,

Delmas et al., 1993; Jegou, 1993), beim zirkularen Rhythmus (Takahashi, 1993; Ginty et al.,

1993) sowie bei Lernvorglingen (Yin et al., 1994; Bourtchuladze et al., 1994; Hummler et al.,

1994) eine wichtige Rolle. CRE-Bindestellen wurden auch im menschlichen D1A-Promotor

gefunden (Minowa et al., 1996). lnzwischen wurde gezeigt, daB sowohl das Gen des 0:­

adrenergen Rezeptors des Menschen (Razik et al., 1997), als auch das Tyrosin­

Hydroxylascgen des Menschen (Tinti et aI., 1997), dem Schliisselenzym fur die Synthese von

Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin, durch CREB aktiviert werden.
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4.3 Bestimmung der Promotoraktivitiiten in neuronalen und nicht-neuronalcn

Zellinien

Da del' DmDopl-Rezeptor hauptsachlich im ZNS von Drosophila exprimiert wird (Gotzes et

al., 1994), war zu erwarten, daB del' Promotor in neuronalen Zellen aktiv ist. Die Bestimmung

del' CAT-Reportergenassays erfolgte in den Neuroblastom-Zellinien SKN.SH (Mensch)

(3.2.2.1), Neuroza (Maus) (3.2.2.2) und in del' menschlichen Nierenzellinie HEK293

(3.2.2.3). CAT-Aktivitiiten wurden ausschlieBlich mit pCATR3-Enhancer-Konstrukten und

nieht mit pCATR3-Basic-Konstrukten (3.2.2.1) gemessen. Das Ergebnis zeigt, daB del'

DmDop I-Promotor ein schwacher Promotor ist, del' zusatzliche Verstarkersequenzen

benotigt, urn die Reportergen-Expression zu aktivieren.

Die hochsten CAT-Aktivitiiten wurden in den neuronalen SKN.SH-Zellen gemessen. Del'

DmDopl-Promotor besitzt einen stark aktivierenden Bereieh (-454/+125) sowie zwei

inhibierende-Bereiehe, (-1481/-454) und (+125/+495) (3.2.2.1). Die Transkription des CAT­

Reportergens wurde in den Konstrukten, die den Promotorbereich bis zum Initiationskodon

des offenen Leserahmens (ATG; Position +495) enthielten, fast vollstandig unterdruckt.

Diesel' Bereich muB daher ein starkes Silencer-Element besitzen. Es werden zwei Arten von

Silencern unterschieden: 1) Silencer-Elemcntc und 2) negative regulatorische Elemente

(NREs). Silencer-Elemente sind positions-unabhangigc Elemente, an die ein Repressorprotein

direkt binden kann und die Transkription inhibiert. NREs sind positions-abhangige Elemente.

Die Inhibierung del' Transkription erfolgt indirekt, indem Repressorproteine nahe einer

Aktivator-Region binden konnen und dadurch die Bindung des Aktivatorproteins behindern

(Ogbourne & Antalis, 1998).

Im Vergleich zu SKN.SH-Zellen wurde in den Neuroza-Zellen (3.2.2.2) nul' mit den

kleinsten Promotorkonstrukten (-454/+125) und (-205/+125) CAT-Aktivitat nachgewiesen.

Die in den HEK293-Zellen gemessenen Aktivitaten waren insgesamt sehr gering und fur

keinen Promotorbereieh signifikant erhoht (3.2.2.3). Offensiehtlich kann in HEK293-Zellen

die DmDopl-Promotor-vermittelte Transkription des Rezeptorgens nicht ohne zusatzliche

Faktoren gestartet werden. Die neuronalen Zellen (hier SKN.SH und Neuro2a) mtissen also

spezifische Transkriptionsfaktoren besitzen, die die Aktivierung del' Transkription

ermoglichen bzw. verstarken, Eine mogliche Erklarung flir die beobachteten Unterschiede

zwischen den neuronalen Zellinien und den HEK293 Zellen konnte in del' endogenen

Expression von Dopamin-Rezeptorgenen liegen. Mit del' RT-PCR wurde ein spezifisches

Transkript des Dopamin Dl-Rezeptors in den SKN.SH Zellen nachgewiesen (3.4.1). Neuro

2a-Zellen exprimieren ebenfalls endogen Dl- und D2-Rezeptoren (Vickery & Zastrow, 1999),

wohingegen HEK293 Zellen endogen keine Dopamin Rezeptoren exprimieren, Ftir die

Aktivierung des Reportergens (CAT) durch den DmDopl-Promotor reiehen die

Transkriptionsfaktoren, die in HEK293 Zellen vorhanden sind, nieht aus. Es werden andere,

spezifischere Proteine benotigt, wie sie bspw. von Neuroza- und insbesondere SKN.SH-
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Zellen gebildet werden, urn eine spezifische und deutliche Erhohung der Reportergenaktivitat

zu erzielen.

Viele Transkriptionsfaktoren sind zwischen evolutionar weit voneinander entfernten

Organismen, wie bspw. Hefe, Maus und Mensch, hoch konserviert (Sauer & Tjian, 1997).

Dies ist ein Grund dafiir, daB ein Drosophila-spezifischer Promotor in den verwendeten

Saugerzellen das CAT-Gen aktiviert. Im Promotor des DmDop1-Rezeptorgens sind

Sequenzabschnitte enthalten, die selektiv eine zelltypspezifische, d.h. neuronale Expression

des Gens ermoglichen, Zusatzlich wurden Bereiche identifiziert, die die Transkription in

neuronalen Zellen abschaltet. Auch die Promotorregionen der Dopamin Dl-, D2-, D4- und

D5-Rezeptoren aus Vertebraten vermitteln die spezifische Expression eines Reportergens nur

in neuronalen Zellen. Die relative Starke 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 DIA-Rezeptors enthalt 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 enthalt 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 DmDopl-Promotor, das

kleinste Promotorfragment (-5911-123) am aktivsten. Dieses Fragment besitzt ebenfalls eine

regulatorische Region, die fur die zelltypspezifische Transkriptionsaktivitat verantwortlich ist

(Kamakura et al., 1997).

An die aktivierenden und inhibierenden Bereiche des DmDop1-Promotors konnen

Transkriptionsfaktoren, insbesondere CREB binden (3.1.6). Eine Wechselwirkung zwischen

Kernextraktproteinen aus SKN.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

(-14811+454) und (+125/+495) wurden Fragmente nach der Inkubation mit

Kernextraktproteinen aus SKN.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 DmDopl-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 del' RT-Analyse (3.4.1) zeigten, daB 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-Praparationen aus Korpern synthetisiert

- 80-



Diskussion

wurden, sollte die gewebsspezifische Verteilung del' mRNA durch in situ Hybridisierungen an

Gewebeschnitten aufgeklart werden. Die Ergebnisse an Horizontal- und Frontalschnitten

adulter Kopfe stimmten mit dem bereits bekannten Verteilungsmuster (Gotzes et al., 1994)

sehr gut uberein. DmDop1-mRNA wurde in den Perikaryen des ZNS sowie in del' Retina und

in den Antennen nachgewiesen. Del' DmDOPI-Rezeptor wird im Kopf von Drosophila

ausschliefslich neuronal exprimiert.

Im Karpel' adulter Tiere wurde die mRNA sowohl im Untersch1undganglion sowie in den

Gonaden nachgewiesen. Del' Nachweis von DmDopl-Transkripten im Reproduktionsapparat

ist jedoch nicht auf das Adult-Stadium beschrankt, Auch im dritten Larvenstadium konnen

bereits Transkripte des DmDopl-Gens in den Gonaden nachgewiesen werden, Welche

Funktion das dopaminerge System bei del' Entwicklung und Reifung del' Keimzellen hat, ist

gegenwartig unbekannt. Es ware abel' sehr interessant, diese Fragestellung weiter zu

verfo1gen. Neben den Gonaden wurde auch im dritten Larvenstadium Zellkorper des ZNS

spezifisch gefarbt. Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, daB das

Hauptexpressionsgebiet des DmDopl-Gens im Nervensystem liegt. Zusatzlich scheint das

Rezeptorgen fur die Entwicklung oder Reifung von Keimbahnzellen wichtig zu sein.

4.5 Ein Modell fur die Regulation des Dmfjopl-Rezeptorgens

Die Neurotransmitter Dopamin und Serotonin spielen eine wichtige Rolle flir Lern- und

Gedachtnisprozesse sowohl bei Vertebraten als auch bei Evertebraten (Davis, 1996; Bailey et

al., 1994; Byrne 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 Embryona1- und fruhen Larvalstadium aufgrund eines erhohten

Verzweigungsmusters del' 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-abhangigen Signalwegen aufweisen, zeigen

ebenfalls Storungen bei Lern- und Gedachtnisvorgangen. In del' olfaktorische Lernmutante

dunce (dnc) (Dudai et al., 1976, Dudai, 1983) ist ein Gen defekt, das ftir die cAMP­

spezifische Phosphodiesterase (PDE) kodiert (Livingstone et al., 1984, Nighorn et al., 1994;

Davis, 1996). Tiere, die die dnc-Mutation tragen, haben deutlich erhohte cAMP-Spiegel.

Fliegen, in denen die Proteinkinase A mutiert ist (DCO-Mutanten), zeigen ebenfalls eine

Beeintrachtigung in del' olfaktorischen Konditionierung (Drain et al., 1991; Skoulakis et al.,

1993; Davis, 1996). Neben dnc ist rutabaga (rut) eine del' bekanntesten Lern- und

Gedachtnismutante von Drosophila (Livingstone et al., 1984; Levin et al., 1992; Davis,

1996). In rutabaga-Fliegen wird eine Ca2+/CaM-abhangige Adenylatzyk1ase nicht mehr

exprimiert, Die Tiere haben dadurch deutlich erniedrigte zellulare cAMP Konzentrationen.

Sowohl das dnc-, als auch das rut-Gen wird hauptsachlich in den Pilzkorpern 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-Fliegcn deutliche Schwachen in

der olfaktorischen Lernleistung zeigen, wurde postuliert, daB das cAMP eine wichtige

Funktion bei der Lern- und Gedachtnisleistung haben muB. Interessanterweise schneiden

Tiere, denen beide Enzyme (PDE und AC) fehlen, in olfaktorischen Lerntests besser ab als

die jeweiligen Einzelmutanten, sie erreichen aber nicht die Lernleistung von Wildtyp-Pliegen.

Hieraus muf man schlieBen, daB die Anderung der cAMP-Konzentration zeitlich genau

kontrolliert sein mull, damit das volle Lernvermogen errelcht werden kann.

Nicht nur die Lernleistung, sondern auch das Speichern des Erlernten kann von cAMP­

regulierten Prozessen gesteuert werden. Es ist bekannt, daB fur die Ausbildung des Langzeit­

Gedachtnisses (LTM) Protein-Neusynthese stattfindet (Rimmler et al., 1989; Yin und Tully,

1996). Die Regulation dieser Gene wird oft durch den cAMP-abh1ingigen

Transkriptionsfaktor CREB reguliert (Yin et al., 1994; 1995; Davis, 1996) (Abb. 21). Auch in

Drosophila ist inzwischen ein Gen isoliert worden, das einen CREB-homologen

Transkriptionsfaktor kodiert. Es wurde gefunden, daB dieses dCREB2-Gen (cAMP-response

element binding protein 2) ebenfalls fur Lern- und Gedachtnisbildung 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 erlautert. CREB = cAMP-responsive

element binding protein; PKA =cAMP-abhtingige Proteinkinase A; AC = Adenylatzyklase; LTM =Langzeit-Gedachtnis;
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In Abb. 21 ist der Regu1ationsmechanismus dargestellt, der dem Kurzzeit- (STM) und

Langzcit-Gcdachtnis (LTM) zugrunde liegt. Die Aktivierung des Adeny1atzyklaseweges und

der damit verbundene cAMP-Anstieg in der Zelle fuhrt beim LTM zur Aktivierung des

Transkriptionsfaktors CREB durch PKA. Phosphoryliertes CREB bindet an Promotoren

spezifischer Gene und aktiviert die Transkription dieser Gene. Die Genprodukte konnen

entweder das Neuron strukturell verandern oder die Expression weiterer

Transkriptionsfaktoren bewirken. Die neusynthetisierten Transkriptionsfaktoren aktivieren die

Expression zusatzlicher Strukturgene. SchlieBlich wird die synaptische Verbindung zwischen

pra- und postsynaptischer Nervenzelle so verandert, daB die Signallibertragung zwischen den

Zellen effizienter erfolgt. Beim Kurzzeitgedachtnis wird die Physiologie des Neurons nur

kurzfristig und reversibel verandert, indem bspw. Ionenkanale und andere Substrate durch

PKA phosphoryliert werden. Durch die Phosphorylierung werden die Eigenschaften der

Zie1proteine geandert und die Signalubertragung zwischen zwei Nervenzellen wird transient

verbessert.

Auch Dopamin DI-Rezeptoren aktivieren die Adenylatzyklase. Es ware daher denkbar, daB

auch sie eine cAMP-abhangige Regulation der Genexpression induzieren konnen, Der

Promotor des menschlichen Dopamin D1A-Rezeptors bestitzt eine CRE-Bindestelle. Es wurde

gezeigt, daB die Aktivierung des Rezeptors tatsachlich zu einer Herabregulierung der D1A­
Rezeptor-Genexpression fuhrte (Minowa et al., 1996). Ob dieser Mechanismus direkt durch

CREB regulicrt wird oder ob ein indirekter Mechanismus vorliegt, wurde bisher noch nicht

eindeutig festgestellt.

Auch der Promotor des DmDopl-Rezeptorgens verfugt tiber potentielle Bindestellen fur

Transkriptionsfaktoren der CREB-Familie. Es ware deshalb sehr interessant zu untersuchen,

ob das Rezeptorgen in vivo tatsachlich in einer cAMP-vermittelten positiven

Ruckkopplungsschlelfc die eigene Genexpression steuert. Diese Moglichkeit konnte

physiologisch auBerst bedeutsam und wirkungsvoll sein. Wie bereits o.a, sterben Tiere, die

keine oder defekte Dopa Decarboxylase-Enzyme synthetisieren, bereits in frlihen

Entwicklungsstadien. Der Tod wird wahrscheinlich durch eine erhohte 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 Serotonin, 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 ermoglichen? Es ist moglich, daB das dopaminerge System an der

Einleitung des se1ektiven neuronalen Zelltods (Apoptose) durch einen cAMP-abhangigen

ProzeB beteiligt ist (Lankford, et al., 1988). Der aktivierte Dopamin-Rezeptor stimuliert eine

AC und bewirkt so eine Erhohung des intrazellularen cAMP Spiegels. In der ersten Reaktion

konnte CREB phosphoryliert werden, an den Promotor des DmDopl-Gens binden und so die
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Neusynthese von Rezeptorprotein auslosen, Del' vermehrte Einbau des Rezeptorproteins in

del' Zellmembran wurde bei anhaltender Stimulierung durch Dopamin zu einer weitercn

deutlich gesteigerten Erhohung del' intrazellularen cAMP-Konzentration flihren. SchIieBIich
lit
wurde del' apoptotische Zelluntergang eingeleitet, Obwohl diesel' Signalweg fur den

DmDOPI-Rezeptor experimentell gepriift werden muB, stutzen die Ergebnisse del'

vorliegenden Arbeit diese Hypothese. 1) Das Rezeptorgen wird wahrend del' gesamten

Entwicklung von Embryo bis zum aduIten Tier gebiidet. Zunachst im dritten Larven- und im

Adultstadium ist die Expression auf Nervenzellen und Gonaden beschrankt. 2) Del'

Promotorbereich des DmDop I-Gens verfiigt tiber einen Abschnitt, del' die

Reportergentranskription selektiv unterbindet (+125/+495). In diesem Bereich befindet sich

ein CRE-Element. Es ist bekannt, daB die Wirkung von Repressoren durch einen Aktivator

wieder aufgehoben werden kann (Latchman, 1997). Daher ware es denkbar, daB diesel'

Sequenzabschnitt normalerweise mit einem RepressormolekiiI besetzt ist, das erst durch

aktiviertes CREB verdrangt werden muB, bevor die Transkription des Gens erfolgen kann.

Die Aktivierung von CREB konnte in vivo bspw. durch den bereits o.a. Autoregulationsweg

des Rezeptorgens erfolgen und dadurch die entwicklungsspezifische Funktion des Rezeptors

regulieren.
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5. Zusammenfassung

In diesel' Arbeit wurde erstmals die Promotorregion eines biogenen Amin-Rezeptorgens aus

Evertebraten kloniert und eharakterisiert. Die Analyse der 5'-RACE-KIone zcigte, daB das

erste Exon des DmDopl-Rezeptorgens im Vergleich zur bisher bekannten Sequenz um 125

Bp in 5'-Riehtung Hinger ist. Dureh eine Primer-Extension Analyse wurden zwei potentielle

Transkriptionsstartpunkte identifiziert. Ein Transkriptionsstart liegt im Bereich der langston 5'

RACE-KIone, ein zweiter ist um 22 Basen in 3'-Riehtung versehoben. Beide Startpunkte

liegen innerhalb eines INR-(Initiator-) Elements, das fur ca. 50 % aller Drosophila­

Promotoren typiseh ist. Innerhalb des sequenzierten ca. 2 kb groBen Promotorbereichs sind

weder TATA- noeh CAAT-Boxen vorhanden. Del' Promotor enthalt mehrere GC-reiche

Sequenzen, sowie potentielle Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren CREB, Zeste,

su(Hw) und DEP2.

Die regulatorischen Elemente des Promotors wurden dureh CAT-Reportergenanalysen

eingegrenzt. Aile Promotorkonstrukte wurden transient in die neuronalen Zellinien SK.N.SH

und Neuro.2a sowie in die Nierenzellinie HEK293 transfiziert. Die hochsten CAT-Aktivitaten

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 Sileneer-Regionen im

Bereich von (-1481/-454) und (+125/+495) identifiziert. Eine Bindung von SK.N.SH­

Kernproteinen an diese Sequenzen wurde mit Gelshift-Analysen naehgewiesen.

Del' DmDopl-Promotor wird zelltypspezifiseh exprimiert. Dies wurde mit ill situ­

Hybridisiernngen an Gewebesehnitten gezeigt. Transkripte wurden im ZNS, del' Retina und in

den Antennen gefunden. In Larven und in adulten Tieren wurden Transkripte aueh in den

Gonaden naehgewiesen.

In einem der Silencer-Elemente wurde eine CRE-Bindestelle identifiziert. Diesel' Bereich

konnte einen EinfluB auf die gewebsspezifische Regulation des Rezeptorgens haben. Die

Aktivierung der Dopamin DI-Rezeptoren fiihrt zu einer Stimulierung der Adenylatzyklase.

Dadureh wird die intrazellulsre cAMP-Konzentration erhoht, Transkriptionsfaktoren del'

CREB/ATFI Familie, die an die CRE-Bindestelle binden konnen, werden cAMP-abhangig

reguliert. Eine Autoregulation der Rezeptorgenexpression durch diese cAMP-abhangigen

Transkriptionfaktoren und ein damit verbundener selektiver Untergang von Nervenzellen

(Apoptose), ist eine Moglichkeit, wie die Differenzierung des ZNS von Drosophila

melanogaster reguliert werden konnte,
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Anhang

A.Anhang

-2024 GAATTCAAGTGCAATTTAATAGGAGAAAAGATGCCAAGTTGTATTATGTATGCATGTAATTAGAATAATTTACTCAACTG
CTTAAGTTCACGTTAAATTATCCTCTTTTCTACGGTTCAACATAATACATACGTACATTAATCTTATTAAATGAGTTGAC

5 '-MeTe
-1944 ATTTTTGCTTTTATTAATATACATTTTTAATCCTCTTGCAGTTGGAGCTCCTAGCACAAGGCTATCTTTGTCGCGAACTC

TAAAAACGAAAATAATTATATGTAAAAATTAGGAGAACGTCAACCTCGAGGATCGTGTTCCGATAGAAACAGCGCTTGAG

TGCGAACTTCTG-3' (1731)
-1864 TGCGAACTTCTGTGCCTTTGGCAGCTATACCGCCGTCTCAGCGGACTGATCACCAATGGCCCCAGGCCCCTCAGACAAAC

ACGCTTGAAGACACGGAAACCGTCGATATGGCGGCAGAGTCGCCTGACTAGTGGTTACCGGGGTCCGGGGAGTCTGTTTG

5'-GCGTCCT1'CGAGGCC-3' (1744)
-1784 TACACTGTATATGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAGCCAGTTCAAAGACGCCGCCCACAACAGCGTCCTTCGAGGCCGCGTCC

ATGTGACATATACTCCTCCTCCTCCTTCTCCTCGGTCAAGTTTCTGCGGCGGGTGTTGTCGCAGGAAGCTCCGGCGCAGG
3'-GCAGGAAGCTCCGGCGC-5'
3'-GCAGGAAGCTCCGGcGC-5'

-1704 ACAACAGGCGCCGTCAAGACCACGGCCGCAATCCGTGCCTCAATTGCCACAAGAACCAGAGTTCCAGACGTCAGCCGGAC
TGTTGTCCGCGGCAGTTCTGGTGCCGGCGTTAGGCACGGAGTTAACGGTGTTCTTGGTCTCAAGGTCTGCAGTCGGCCTG
(1910) 3'-GTCTGCAGTCGGCCTG
(1937)

-1624 CTTCAGTTCATCCGTCGAATACGCCCGCGCAAGCATCGAAGTTCTATCCCCAGACAATTGGTCAACTGAGCGGAATTTGT
GAAGTCAAGTAGGCAGCTTATGCGGGCGCGTTCGTAGCTTCAAGATAGGGGTCTGTTAACCAGTTGACTCGCCTTAAACA
G-5' (1970)

5'-AAGGTCATCCAGACACC-3' (1782)
-1544 GGGCGTGAAAAGGTCATCCAGACACCCTTTATCCACAACGGAATTGAAGTGGAGCGGGGTCAGCTGCCCTGGATGGCCGC

CCCGCACTTTTCCAGTAGGTCTGTGGGAAATAGGTGTTGCCTTAACTTCACCTCGCCCCAGTCGACGGGACCTACCGGCG

-1464 TCTTTTCGAGCACGTTGGCAGGGACTATAACTTTTTGTGCGGCGGAACGCTGATCTCGGCCAGAACAGTGATCTCGGCTG
AGAAAAGCTCGTGCAACCGTCCCTGATATTGAAAAACACGCCGCCTTGCGACTAGAGCCGGTCTTGTCACTAGAGCCGAC

3'-CGCCTTGCGACTAGAGC-5' (1909)

-1384 CCCACTGCTTCCGCTTTGGCAGTCGGAATTTGCCGGGCGAGCGGACTATTGTTTCGCTGGGGCGTAACTCCTTGGATCTT
GGGTGACGAAGGCGAAACCGTCAGCCTTAAACGGCCCGCTCGCCTGATAACAAAGCGACCCCGCAT1DAGGAACCTAGAA

5'-ATTAATCCACGAACAGT-3' (1903)
-1304 TTTTCGTCGGGAGCTACACTAGGTGTAGCGCGACTATTAATCCACGAACAGTACAATCCCAATGTATACACCGATGCGGA

AAAAGCAGCCCTCGATGTGATCCACATCGCGCTGATAATTAGGTGCTTGTCATGTTAGGGTTACATATGTGGCTACGCCT

-1224 TTTAGCACTGCTCCAGTTGTCTAATCACGTTGAGTAAGTACATTTAT1'GATTAATTTATTTTGTCAAATTGATTAACTTT
AAATCGTGACGAGGTCAACAGATTAGTGCAACTCATTCATGTAAATAACTAATTAAATAAAACAGTTTAACTAATTGAAA

5'-TTGCTCGAACTGCC
-1144 TAAATCGTAACTACACTTAGTATTGGCGATTACATCAAGCCCATCTGTTTGTGGAACGAGAACTTTTTGCTCGAACTGCC

ATTTAGCATTGATGTGAATCATAACCGCTAATGTAGTTCGGGTAGACAAACACCT1'GCTCTTGAAAAACGAGCTTGACGG
3'-TAGACAAACACCTTGCT-5' (1908)

CTC-3' (2356)
-1064 CTCGGGTCACAAGTCCTATGTGGCTGGTTGGGGTGAGGATGAAAAGGGGAACCGAAACACGCGACTGGCCAAGATGACAG

GAGCCCAGTGTTCAGGATACACCGACCAACCCCACTCCTACTTTTCCCCTTGGCTTTGTGCGCTGACCGGTTCTACTGTC

5'-AATCTGTCCGAGGAGAA-3' (1904)
-984 ACACGGACATCATCACCCAGTGGGAATGTCGTGGAAATCTGTCCGAGGAGAACGCCAAGTTTATCACCTCGCACACGATC

TGTGCCTGTAGTAGTGGGTCACCCTTACAGCACCTTTAGACAGGCTCCTCTTGCGGTTCAAATAGTGGAGCGTGTGCTAG

5'-CTGCAGCGGAGATTCCG-3' (2343)
-904 TGCGCCAGCAATGCCCAGGCATCCGGTCCCTGCAGCGGAGATTCCGGTGGTGGACTGATGCTCCAGGAGCAGGACATCTG

ACGCGGTCGTTACGGGTCCGTAGGCCAGGGACGTCGCCTCTAAGGCCACCACCTGACTACGAGGTCCTCGTCCTGTAGAC
3'-GGACGTCGCCTCTAAGG-5' (1783)

5'-GCCTGTCATCTATACGG-3' (2358)
-824 GATGCTGCGCGGCGTCGTCTCAGCCGGACAGCGAATGACCAACAGATGCAATCTGACACTGCCTGTCATCTATACGGATG

CTACGACGCGCCGCAGCAGAGTCGGCCTGTCGCTTACTGGTTGTCTACGTTAGACTGTGACGGACAGTAGATATGCCTAC
3'-CGGACAGTAGATATGCC-5' (2357)
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-744 TGGCCAAGCACATCGAGTGGCTGCTCAGTAACATGTGGTTTTGAGAGGTTATACAAGAGATTAGTTGAATTGAGTGCCAA
ACCGGTTCGTGTAGCTCACCGACGAGTCATTGTACACCAAAACTCTCCAATATGTTCTCTAATCAACTTAACTCACGGTT

3'-TCACCGACGAGTCATTG-5' (1763)

5'-GTGACAGTTGCATTACC-3' (1905)
-664 AATAAAAGATAAACAATTTTTTAAAAAAGTGACAGTTGCATTACCCCTATCCACACATAACTAAAGAGATGTAAGTCGGG

TTATTTTCTATTTGTTAAAAAATTTTTTCACTGTCAACGTAATGGGGATAGGTGTGTATTGATTTCTCTACATTCAGCCC

-584 GTTAAAGTTGATTTTAATAGTATTTATATGGAGCTTTGGAGGTTTTTATCACTAAAGTAAGCAATTACCTAAGTTCACAT
CAATTTCAACTAAAATTATCATAAATATACCTCGAAACCTCCAAAAATAGTGATTTCATTCGTTAATGGATTCAAGTGTA

3'-TTAATGGATTCAAGTGT-5' (1749)

-504 TTTAAATGCCTATATTTGATAAATTTCTGAAATACTCATATAGAAAATCATATGTACAAAAAACTAACAAAACTTGTGGT
AAATTTACGGATATAAACTATTTAAAGACTTTATGAGTATATCTTTTAGTATACATGTTTTTTGATTGTTTTGAACACCA

3

5'-AGACAGC
5'-AGACAGC

-424 CCCCACTTTATGTAAGGGTATCTCAATTGAAAGATTGCATCGGCCAGCAGATCTGCCAGCGGCGATTTGTCAAAGACAGC
GGGGTGAAATACATTCCCATAGAGTTAACTTTCTAACGTAGCCGGTCGTCTAGACGGTCGCCGCTAAACAGTTTCTGTCG

3'-GGTGAAATACATTCCCA-5' {2344} 3'-GCCGCTAAACAGT'PTCT-S' (1745)

AATTGCATTC-3' (1936)
AATTGCATTC-3' (1906)

-344 AATTGCATTCCATTTGCATGCAGTTGAGGCATTCACTCAGCCCAAATGACATCGCAACGTTGTTCCCAGTTTCGTAATGA
TTAACGTAAGGTAAACGTACGTCAACTCCGTAAGTGAGTCGGGTTTACTGTAGCGTTGCAACAAGGGTCAAAGCATTACT

5'-ACGCGTCGTTGGAACAA-3' (23S9)
5'-AACAGGT

-264 GAACAAATAGAGGTGGCGGCCAAAGTCGCGTCGGAGTCGCTAGTGAAACGCTGGGAAAACGCGTCGTTGGAACAACAGGT
CTTGTTTATCTCCACCGCCGGTTTCAGCGCAGCCTCAGCGATCACTTTGCGACCCTTTTGCGCAGCAACCTTGTTGTCCA

GCTTTCCCTC-3' (1969)
-184 GCTTTCCCTCATGCTTATTTGCTCCAAGTCTCTCTCTTGCTCTGCGCAGCGCATATATTCCGCCTGGTGAGCGACATATC

CGAAAGGGAGTACGAATAAACGAGGTTCAGAGAGAGAACGAGACGCGTCGCGTATATAAGGCGGACCACTCGCTGTATAG

5'-CATTGGTCGTTCTCCGC-3' (2361)
-104 CTGTTGAATGGACTTCGCGGCTCCGGCGGAACTCGAAAGTTGTTGCATACTCTACGGCATTGGTCGTTCTCCGCCGTACT

GACAACTTACCTGAAGCGCCGAGGCCGCCTTGAGCTTTCAACAACGTATGAGATGCCGTAACCAGCAAGAGGCGGCATGA
3'-ACCTGAAGCGCCGAGGc-5' (1732) 3'-GTAACCAGCAAGAGGCG-5' (2360)

-24 GATACCGTTAGTCGTGCGTATCCGGACAGTCGACGTTCAGCCTTCAGTTCGCACGGTTCGTCAAGCGGTGGCCCGCTGGA
CTATGGCAATCAGCACGCATAGGCCTGTCAGCTGCAAGTCGGAAGTCAAGCGTGCCAAGCAGTTCGCCACCGGGCGACCT

3'-CTGTCAGCTGCAAGTCGGAAGTC-5' (1807)

S'-AATTCCGAGTGCCGATC-3' (2363)
+56 AAGATAGTGCCAGATAACACCAACCAACCCATTTAATCGGACAAAATTCCGAGTGCCGATCGAGAATTC

TTCTATCACGGTCTATTGTGGTTGGTTGGGTAAATTAGCCTGTTTTAAGGCTCACGGCTAGCTCTTAAG
3'-TTAAGGCTCACGGCTAG-5' (2362)

3'-AGCCTGTTTTAAGGCTCACGGCTAGCTCTTAAG-5' (1894)

Abb, Al: Sequenz des Dmlropt-Promotors (32/ProDopl) nut den zur Sequenzierung und Ith- die peR verwendeten

Ollgonukleonden. Oligonukleotide, deren Sequenzen dem Promotor und kodierenden Strang dcr eDNA entspreehen, stehen tiber

derDNA-Sequenz. Unter dcr Sequenz sinddie Oligonukleotide aufgeftlhrt, die komplementar zumPromotor undkodierenden Strang

sind. Die Bezeichnung dcr Oligonukleotide ist in Klammern angegeben
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-365 TTGACGGGCGTACGTGTGTGTGTGTGTGTGCGAGAAGCGTGTGTCAGTTAAGTGTGTGCATACCACAAGCATATATATAT
AACTGCCCGCATGCACACACACACACACACGCTCTTCGCACACAGTCAATTCACACACGTATGGTGTTCGTATATATATA

3'-CGCTCTTCGCACACAGTCAATTC-5' (1636)

S'-CAATCATTTAAGCAGTG-3' (809)
-285 TATATATATGGCATATTTATCAATCATTTAAGCAGTGACTTTAATGCTGTAATTTCGCCTGATTGATGGCTGGACATGAC

ATATATATACCGTATAAATAGTTAGTAAATTCGTCACTGAAATTACGACATTAAAGCGGACTAACTACCGACCTGTACTG
3'-TTCGTCACTGAAATTACGACATT-5' (1750)

5 f-CCGC

-205 TCTGGGTCGCGTTCTCCGCGATGCCTGAATCTGAAACCCAGCGAGTTTCTCAGTTCGTCTGAACATGCTTCAATTGCCGC
AGACCCAGCGCAAGAGGCGCTACGGACTTAGACTTTGGGTCGCTCAAAGAGTCAAGCAGACTTGTACGAAGTTAACGGCG

3'-GCGCTACGGACTTAGACTTTG-S' (1630)

ATTTAGTATCGAA-3' (262)
-125 ATTTAGTATCGAAGAAGTGTATTAGCAGAATGCTGCATTGCCGTAGTCGGGCAATTTATTGCCGTACCCGCAACTAAGAA

TAAATCATAGCTTCTTCACATAATCGTCTTACGACGTAACGGCATCAGCCCGTTAAATAACGGCATGGGCGTTGATTCTT

-45 TCTCTCGCTGAAAAGAGGAAGCAACCATCCACCAACCATCCATTCATGTACACACCACACCCATTTGGTTTCCTAATCAT
AGAGAGCGACTTTTCTCCTTCGTTGGTAGGTGGTTGGTAGGTAAGTACATGTGTGGTGTGGGTAAACCAAAGGATTAGTA

3'-GGTAAGTACATGTGTGG-5' (285)
3'-GGTAAGTACATGTGTGGTGTGG-5'(1631)

5'-GAGTGGGTTCAGTGGCC-3' (807)
+36 CCTCGTTCCAATGACAAATGCAATGCGGGCGATTGCTGCAATCGCAGCAGGAGTGGGTTCAGTGGCCGCCACGGTCGCAA

GGAGCAAGGTTACTGTTTACGTTACGCCCGCTAACGACGTTAGCGTCGTCCTCACCCAAGTCACCGGCGGTGCCAGCGTT

+116 CCAGCACCACCAGTTCCATCAGCAGCAGCACCACCATCATCAACACCAGTAGCGCCACTACCATCGGCGGGAATCACACC
GGTCGTGGTGGTCAAGGTAGTCGTCGTCGTGGTGGTAGTAGTTGTGGTCATCGCGGTGATGGTAGCCGCCCTTAGTGTGG

+196 AGTGGGAGCACCGGATTCTCCACGAATTCCACGCTGCTGGACGCCGATCATCTGCCGCTGCAGCTCACGACCGCCAAGGT
TCACCCTCGTGGCCTAAGAGGTGCTTAAGGTGCGACGACCTGCGGCTAGTAGACGGCGACGTCGAGTGCTGGCGGTTCCA

+276 GGACCTGGACATTGAAATCGACATCCAACTGC~GACAAATGGCTACGATGGCACAACGTTGACATCGTTCTACAATGAGA

CCTGGACCTGTAACTTTAGCTGTAGGTTGACGACTG~rTACCGATGCTACCGTGTTGCAACTGTAGCAAGATGTTACTCT

+356 GCAGCTGGACAAATGCGTCTGAAATGGATACAATAGTTGGTGAGGAACCGGAGCCGCTGTCACTTGTGTCAATTGTAGTT
CGTCGACCTGTTTACGCAGACTTTACCTATGTTATCAACCACTCCTTGGCCTCGGCGACAGTGAACACAGTTAACATCAA

+436 GTTGGCATCTTCCTATCGGTGCTGATATTCCTTTCGGTGGCCGGAAACATCCTGGTGTGCCTGGCCATCTACACGGACGG
CAACCGTAGAAGGATAGCCACGACTATAAGGAAAGCCACCGGCCTTTGTAGGACCACACGGACCGGTAGATGTGCCTGCC

+516 CAGCCTGCCGCGGATCGGCAATCTGTTCCTGGCCTCGTTAGCGATTGCGGATCTCTTCGTGGCCTCGCTGGTGATGACCT
GTCGGACGGCGCCTAGCCGTTAGACAAGGACCGGAGCAATCGCTAACGCCTAGAGAAGCACCGGAGCGACCACTACTGGA

5'-GCAATTTTGTGATACTT-3' (2215)
+596 TTGCCGGTGTCAACGATTTGCTGGGATATTGGATCTTTGGAGCGCAATTTTGTGATACTTGGGTGGCCTTTGATGTCATG

AACGGCCACAGTTGCTAAACGACCCTATAACCTAGAAACCTCGCGTTAAAACACTATGAACCCACCGGAAACTACAGTAC

+676 TGCTCGACGGCGTCAATTCTGAACCTGTGCGCCATCTCGATGGACCGCTACATTCACATCAAGGATCCGCTCAGATACGG
ACGAGCTGCCGCAGTTAAGACTTGGACACGCGGTAGAGCTACCTGGCGATGTAAGTGTAGTTCCTAGGCGAGTCTATGCC

+756 CCGTTGGGTGACACGACGCGTGGCTGTCATCACCATCGCCGCCATTTGGCTGCTGGCCGCGTTCGTCTCCTTTGTGCCCA
GGCAACCCACTGTGCTGCGCACCGACAGTAGTGGTAGCGGCGGTAAACCGACGACCGGCGCAAGCAGAGGAAACACGGGT

+836 TCTCGTTGGGCATCCATCGGCCCGACCAGCCGCTGATTTTCGAGGACAATGGCAAAAAGTATCCAACATGCGCTCTGGAC
AGAGCAACCCGTAGGTAGCCGGGCTGGTCGGCGACTAAAAGCTCCTGTTACCGTTTTTCATAGGTTGTACGCGAGACCTG

+9l6 CTCACGCCCACCTACGCCGTCGTGTCCAGCTGTATCAGTTTCTACTTCCCCTGCGTGGTCATGATTGGCATCTACTGTCG
GAGTGCGGGTGGATGCGGCAGCACAGGTCGACATAGTCAAAGATGAAGGGGACGCACCAGTACTAACCGTAGATGACAGC

3'-CTAACCGTAGATGACAG-5' (2216)

+996 GCTATACTGCTATGCCCAGAAGCACGTGAAGTCCATCAAGGCGGTAACTCGACCAGGTGAGGTGGCCGAGAAGCAGCGGT
CGATATGACGATACGGGTCTTCGTGCACTTCAGGTAGTTCCGCCATTGAGCTGGTCCACTCCACCGGCTCTTCGTCGCCA
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+1076 ACAAGAGCATCCGGCGCCCGAAGAACCAGCCCAAGAAGTTCAAGGTGCGCAATCTGCACACCCACAGTTCGCCGTATCAC
TGTTCTCGTAGGCCGCGGGCTTCTTGGTCGGGTTCTTCAAGTTCCACGCGTTAGACGTGTGGGTGTCAAGCGGCATAGTG

+1156 GTATCCGACCACAAGGCGGCCGTCACGGTGGGCGTGATCATGGGCGTTTTCCTCATCTGCTGGGTGCCCTTCTTCTGCGT
CATAGGCTGGTGTTCCGCCGGCAGTGCCACCCGCACTAGTACCCGCAAAAGGAGTAGACGACCCACGGGAAGAAGACGCA

+1236 CAACATCACGGCCGCCTTCTGCAAGACCTGCATCGGCGGACAGACCTTCAAGATCCTCACCTGGCTGGGCTACTCGAACT
GTTGTAGTGCCGGCGGAAGACGTTCTGGACGTAGCCGCCTGTCTGGAAGTTCTAGGAGTGGACCGACCCGATGAGCTTGA

+1316 CGGCCTTCAATCCGATCATCTATTCGATCTTCAACAAGGAGTTTCGCGACGCCTTCAAGCGCATCCTGACCATGCGCAAT
GCCGGAAGTTAGGCTAGTAGATAAGCTAGAAGTTGTTCCTCAAAGCGCTGCGGAAGTTCGCGTAGGACTGGTACGCGTTA

+1396 CCGTGGTGTTGTGCCCAGGATGTGGGCAACATTCATCCGCGGAACAGCGATCGCTTCATCACGGACTATGCCGCCAAGAA
GGCACCACAACACGGGTCCTACACCCGTTGTAAGTAGGCGCCTTGTCGCTAGCGAAGTAGTGCCTGATACGGCGGTTCTT

+1476 TGTGGTGGTGATGAACTCGGGCCGCTCGAGCGCCGAACTGGAGCAGGTGTCTGCGATTTGACCAAAATGCTGTCTGAATC
ACACCACCACTACTTGAGCCCGGCGAGCTCGCGGCTTGACCTCGTCCACAGACGCTAAACTGGTTTTACGACAGACTTAG

+1550 TCACTGGCGGTGGAGCCACATGGCTGCCCTGCGGATGCGGCGGTCTGCGCGTGGACGACGATGACGATGGAGCGCTGACC
AGTGACCGCCACCTCGGTGTACCGACGGGACGCCTACGCCGCCAGACGCGCACCTGCTGCTACTGCTACCTCGCGACTGG

+1636 ACGCGATATGTTCCATGAGATTCGGTCACGGCGGCCACCGCCACCATTGTGGAGACCGTGGAGGCCGCGCAGATGGAGAC
TGCGCTATACAAGGTACTCTAAGCCAGTGCCGCCGGTGGCGGTGGTAACACCTCTGGCACCTCCGGCGCGTCTACCTCTG

5'-TGGGTTCCTAAAACCAA-3' (265)
+1716 GGAGCTGCTGTAGGCCGGCAAATGGGTTCCTAAAACCAACTCGATGTCTCACAGTTTAAACCGTAAGCAATCCCAGCCCT

CCTCGACGACATCCGGCCGTTTACCCAAGGATTTTGGTTGAGCTACAGAGTGTCAAATTTGGCATTCGTTAGGGTCGGGA

+1796 CTACCCTACTGATCCAGTGGATATGGAAACCTGTAAGTATTATCAGCGCGTCCCCGAGACTAAGCAATCAACTATGCGTA
GATGGGATGACTAGGTCACCTATACCTTTGGACATTCATAATAGTCGCGCAGGGGCTCTGATTCGTTAG~rGATACGCAT

+1876 TACTTAATCGCACTAGTATCTAGATGTAAGTCCCACTAGCAAAAAGAATACAAATCGGAAAAACAAAATCGAAAACCAAA
ATGAATTAGCGTGATCATAGATCTACATTCAGGGTGATCGTTTTTC1~ATGTTTAGCCTTTTTGTTTTAGCTTTTGGTTT

+1956 CCGAAACGTGATTAGGTCTAAGATCTTCAACCCGGCACCTAAGAGAGCTTCTAGTTAAGTTTCTGTTTGGATATTCATGG
GCCTTTGCACTAATCCAGATTCTAGAAGTTGGGCCGTGGATTCTCTCGAAGATCAATTCAAAGACAAACCTATAAGTACC

+2036 CGGTTTGTCTCCATGCAAATGCGATTATTATGGAGTGACACATGTCACTTGCCACATTTCTCACTCACTCACTCACCCAT
GCCAAACAGAGGTACGTTTACGCTAATAATACCTCACTGTGTACAGTGAACGGTGTAAAGAGTGAGTGAGTGAGTGGGTA

+2116 ACAAACAAACAAGCAAACACACACACGCACACAACAACAAAACACTCAGATACATGGG
TGTTTGTTTGTTCGTTTGTGTGTGTGCGTGTGTTGTTGTTTTGTGAGTCTATGTACCC

Abb. A2: Sequenz des Dmlropf-Rezeptergcns mit den ftlr die peR verwendeten Ollgonuklentlden. Oligonukleotide,

derenSequenzen demkodierenden Strang dereDNA entsprechen, stehen tiber dereDNA-Sequenz. Unter dereDNA-Sequenz

sind die Oligonukleotide aufgefilhrt, die komplementilr zumkodierenden Strang sind. Die Bezeichnung der Oligonukleotide

ist in Ktammern angegeben.

- 102-



Anhang

Bezeichnung Sequenz (5'->3, Verwendung

# rev CAGGAAACAGCTATGAC M13-Reverse-Primer;

Sequenzierung

#uni GTAAAACGACGGCCAGT M13-Universal-Primer;

Sequenzierung

#2089 GTGCTCGAGAATGGATGGTTGGTGGA Mutagenese-Oligonukleotid zur

Herstellung der pCATBasPDJ

bzw. pCATEnhPDJ (2024/+495)·

Konstrukte (3.2.1)

oligo-d'T-anchor- GACCACGCGTATCGATGTCGACIT},6N Oligonukleotid zur Herstellung

Primer der 5'· bzw. 3'·RACE·K!nne

(3.1.2/3)

peR anchor-Primer GACCACGCGTATCGATGTCGAC Oligonuklectid zur Herstellung

der 5'· bzw. 3'·RACE·K!one

(3.1.2/3)

# 1894 GAATTCTCGATCGGCACTCGGAATTTTGTCCGA Oligonukleotid Itir die Primer-

Extension-Analyse zur

Identiftzierung des

'Transkriptionsstarts von DmDop1

(3.1.5)

#2262 GGCGGATCCTGTCGGCTATACTGCTA Mutagenese-Oligonukleotid zur

Herstellung von pQEDmDop1

(3.5)

#2263 CGCTTCGAATGACGGCCGCCTTGT Mutagenese-Oligonukleotid zur

Herstellung von pQEDmDop 1

(3.5)

#2282 CCATCATGATTGTCACCTAC OJigonukleotid fllr die RT·PCR·

Analyse des hDopJ (3.4.1)

#2283 GAGACGTCAGTGTCATAGTC OJigonukleotid fur die RT·PCR·

Analyse des hDopl (3.4.1)

Tab. A1: wettere Oligonukleotide, die zum Sequenzleren, fUr peR und zur Primer-Extension-Analyse verwendet

wurden.
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