Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 5-HT,,-Rezeptor

3.1.1 Kartierung des genomischen Locus des 5-HT1a-Rezeptorgens

Mittels ,,Southern-Blot“-Analysen auf genomischer DNA der Maus und DNA des PAC,,
Klons wurden die Regionen, die den kodierenden Bereich flankieren, analysiert und kartiert.
Zudem wurden aus dem PAC,,-Klon verschiedene Subklone hergestellt und doppelstringig
sequenziert. Die ermittelten Sequenzdaten umfassen 5,5 kb des 5 -untranslatierten Bereichs, die
kodierende Region sowie 2 kb des 3 -untranslatierten Bereichs (Genebank AY029704). Eine
schematische Darstellung der genomischen Organisation des murinen 5-HT,,-Rezeptorgens ist

in Abbildung 3.1A wiedergegeben.

3.1.2 Sequenzanalyse des Promotorbereichs des 5-HT1a-Rezeptorgens

Es wurde eine detaillierte computergestiitzte Sequenzanalyse des 5,5 kb langen proximalen
Promotorbereichs durchgefiihrt.

Ein Vergleich mit der publizierten 1256 bp langen Sequenz des 5°-Bereiches des 5-HT), -
Rezeptorgens der Maus vom Stamm C3H/An (Genbank U33820 (Patks und Shenk 1996)), die
1188 bp des proximalen Promotors umfasst, ergab eine Homologie mit 100% identischen Basen,
das heif3t einem Fehlen von singuldren Nukleotidpolymorphismen (SNPs).

Ein Vergleich mit der publizierten 3610 bp langen Sequenz des 5-HT,,-Rezeptorgen
Promotors der Ratte (Genbank AF087675, (Storring et al. 1999)) ergab fiir den Bereich bis —3263
bp eine Homologie mit 85,5% identischen Basen. Nur einige kurze Abschnitte ohne
beschriebene oder ersichtliche Funktion, wie beispielsweise ein GT reicher Sequenzabschnitt
zwischen —1290 bp und —1247 bp der Sequenz der Ratte, fehlten vollstindig in der Sequenz der
Maus. Ab —3263 bp fillt die Homologie stark ab.

Vergleicht man die humane genomische Sequenz (Genbank NT 0006431,
01| 16158842:2456849-2610401) mit der ermittelten Sequenz des 5-HT, ,-Rezeptorgen Promotors
der Maus, so erhilt man eine Homologie mit 54,9% identischen Basen, wobei die Homologie mit
zunechmender Entfernung vom kodierenden Bereich in 5°-Richtung des kodierenden Stranges
stark abnimmt. Analog zu dem Ergebnis aus dem Vergleich mit der Sequenz der Ratte, gibt es bei
—3263 bp einen Bruch in der Homologie zur humanen Sequenz.

Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in Abbildung 3.1B dargestellt.
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Zur weiteren Charakterisierung des murinen 5-HT',-Rezeptorgen Promotors wurde die er-
mittelte Sequenz zum einen auf die Konservierung der bereits aus Ratte und/oder Mensch verof-
fentlichten und teilweise funktionell und biochemisch charakterisierten Transkriptionsfaktorbin-
dungsstellen und zum anderen auf das Vorkommen bislang noch nicht beschriebener putativer
Cis-Elemente mit Homologie in Ratte und/oder Mensch hin untersucht. Eine Zusammenfassung
dieser im folgenden dargestellten Ergebnisse ist in Abbildung 3.1C wiedergegeben.

Es konnten insgesamt fiinf konservierte NF-kB bindende Elemente identifiziert werden. Zwei
von ihnen befinden sich in der proximalen Promotorregion an den homologen Positionen der

von Wissink und Mitarbeitern (2000) beschrieben und funktionell charakterisierten, nicht-
synergistisch wirkende NF-kB bindende FElemente der Ratte. Fins dieser Cis-Element ist

zwischen Maus und Ratte konserviert und liegt bei der Maus bei —64 bp, das andere ist zwischen
Maus, Ratte und Mensch konserviert und liegt bei der Maus bei —367 bp. Die drei weiteren
putative NF-kB bindenden Elemente liegen in der Maus bei -2382 bp, -3016 bp und —3704 bp.
Ersteres ist in der Rattensequenz vollstindig und in der humanen Sequenz mit drei Variationen
im Rahmen der Erkennungsmatrix konserviert. Das zweite ist in der Sequenz der Ratte mit zwei
Variationen im Rahmen der Erkennungsmatrix konserviert, in der humanen Sequenz mit vier
Variationen jedoch nicht. Letzteres liegt aullerhalb des zur Verfligung stehenden
Sequenzbereiches der Ratte und ist in der humanen Sequenz mit zwei Variationen im Rahmen
der Erkennungsmatrix konserviert.

Ferner konnte das von Meijer und Mitarbeitern (2000) fir die 5-HT),,-Rezeptorgen
Promotorsequenz der Ratte beschriebene putative negative ,,Glukokortikoid Response Element
(nGRE) mit drei Basenvariationen auch in der Sequenz der Maus identifiziert werden (-1149 bp/-
1134 bp). Eine Analyse der humanen Sequenz ergab jedoch, dass es dort mit sieben Variationen
nicht konserviert ist. Das von Ou und Mitarbeitern (2001) funktionell und biochemisch
charakterisierte nMRE/GRE (-1169 bp/-1148 bp) konnte sowohl in der Maus als auch im
Menschen identifiziert werden.

Uber den distaleren Bereich des 5-HT,,-Rezeptorgen Promotors (ab —1500 bp in der Maus)
liegen bislang keine publizierten Daten hinsichtlich Transkriptionsfaktorbindungsstellen vor.
Durch Sequenzanalysen dieses Promotorbereichs konnten zwei weitere putative GREs (GREI:
-2989 bp/-2974 bp und GREIL -2866 bp/-2851 bp) identifiziert werden. GREI liegt relativ iso-
liert vor. GREII uberlappt tber einen Bereich von fiinf Basenpaaren mit einer putativen Oct-1-
Bindungsstelle (Oct-1a) und besitzt im Vergleich mit der Konsensus-Matrix eine Basenvariation
in einer Halbseitensequenz (Position 11). 16 Basenpaare weiter stromabwirts liegt eine zweite
Oct-1-Bindungsstelle (Oct-1b), gefolgt von einer putativen AP1-Bindungsstelle und einer dritten
Oct-1-Bindungsstelle (Oct-1c). Weder in der Ratte noch im Menschen ist GREI konserviert.
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GRE 1I ist in der Ratte, jedoch nicht im Menschen konserviert. Oct-1a besitzt im Vergleich mit
der Konsensus-Matrix (TESS: M00162) in Ratte und Mensch jeweils eine Basenvariation, Oct-1b
(TESS: M00135) ist in Ratte und Mensch konserviert und Oct-1c (TESS: M001306) ist in Ratte
konserviert, in Mensch jedoch nicht. Die putative AP-1-Bindungsstelle ist sowohl in der Ratte als
auch im Menschen im Rahmen der Konsensus-Matrix (TESS: M00173) konserviert.

Weiterhin konnte die von Ou und Mitarbeitern (2000) im Genom der Ratte zwischen —1554
bp und —1531 bp identifizierte und funktionell charakterisierte duale Repressorregion in der Maus
zwischen —1495 bp und —1472 bp lokalisiert werden. Sie besteht aus zwei Uberlappenden
Repressorelementen. 20 der 23 Nukleotide der murinen Sequenz sind mit denen der Ratte
identisch, in dem 14 bp-Element, das fiir die Repression der 5-HT, ,-Rezeptorgenexpression in
Rezeptor-positiven Zellen wichtig ist, findet sich eine Basenvariation, in dem 12 bp-Element, das
fir die Repression der 5-HT,,-Rezeptorgenexpression in nicht-neuronalen Zellen wichtig ist,
finden sich drei Basenvariationen. Auch in der Sequenz des humanen Genoms konnte die
homologe Region identifiziert werden. Hier fehlen jedoch im Bereich der 23 Nukleotide vier
Nukleotide, zwei davon im 12 bp-Element und zwei im 14 bp-Element. Zudem finden sich im 14
bp-Element drei Basenvariationen und im 12 bp-Element vier.

Von Hendricks und Mitarbeitern (1999) wurde eine Arbeit zu dem ETS-Dominen-
Transkriptionsfaktor Pet-1 und seiner Genexpression in zentralen serotonergen Neuronen
wihrend der frithen embryonalen Entwicklung verdffentlicht. Sie ermittelten die Consensus-
Sequenz RRMAGGAARTR fiir die Pet-1 Bindung wobei fir R = G oder A und fiir M = A oder
C gilt. In der ermittelten 5-HT, ,-Rezeptorgen Promotorsequenz der Maus fanden sich neben der
von Hendricks und Mitarbeitern schon beschriebenen und funktionell und biochemisch
charakterisierten einen Pet-1-Erkennungsstelle an Position -142 bp/-132 bp noch 11 weiter
putative Cis-Elemente, die im Rahmen des oben dargestellten Musters hochstens eine
Basenvariation aufweisen. Sie liegen tGber den gesamten sequenzierten Bereich verteilt. In dem
Genom der Ratte sind die vier proximalsten putative Pet-1-Erkennungsstellen konserviert, im
Genom des Menschen sind zwei dieser vier und eine etwas weiter distal liegende putative Pet-1-

Erkennungsstelle konserviert.
3.1.3 In vitro Analysen der Promotorfragmente des 5-HT1a-Rezeptorgens

Wahl und Charakterisierung der verwendeten Zellkultursysteme

Fur die 7z vitro Analysen der Promotorfragmente des 5-HT, ,-Rezeptorgens wurden Zelllinien
ausgewihlt, die einerseits einen im Analysekontext sinnvollen spezifischen Zelltyp reprisentieren
und andererseits unter den gewihlten experimentellen Bedingungen transfizierbar sind. Wichtig

war es in diesem Zusammenhang, eine Zelllinie zu finden, die der 7z vivo-Situation einer 5-HT ,-
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Rezeptorgen-exprimierenden Zelle nahe kommt, also eine e e
Zelllinie, deren Repertoire an exprimierten aktiven und inaktiven

Transkriptionsfaktoren die Expression des endogenen 5-HT,-

Rezeptorgens erlaubt. Zu diesem Zweck wurden Expressions- .

studien an diversen neuronalen Zelllinien durchgefihrt. Es

wurden NG108-15-, HT-22-, LAN-1-Zellen sowie differenzierte Abb. 3.2: Detektion von

. . } ) : ) 5-HT1a-Rezeptor mRNA in
und undifferenzierte RN46A- und PC12-Zellen mittels RT-PCR NG10S.15. und RN4GA-

auf die Expression des 5-HT,,-Rezeptorgens getestet. Nur in Zellen. RT-PCR mit
spezifischen ~ Primern  fir
Zellen der interspezifischen Maus Neuroblastoma/Ratte Glioma 5-HT/a-Rezeptortranskripte

der Ratte (1A-rat.f/ 1A-ratr)
Hybrid NG108-15-Zelllinie (Hamprecht 1977; Nirenberg 1978) wurde auf Gesamt-RNA von

und in differenzierten RN46A-Zellen, neuronale Raphezellen Iz{glt;lgig’m dié:%ez;erii(e}rigr? 1<i>
und  undifferenzierten  (5)
RN46A-Zellen und auf Wasser
dieser Methode die Expression des 5-HT,,-Rezeptorgens der (1) als  Negativ-Kontrolle

durchgefihrt ~ (M:  DNA-
Ratte nachgewiesen werden (Abb. 3.2). Hierbei war die Marker). ~ Die  RT-PCR-

Produkte wurden mit einer
Expression in NG108-15-Zellen deutlich stirker, weswegen sie internen  5-HTja-Rezeptorgen

spezifischen Sonde hybridisiert.

embryonalen Ursprungs der Ratte (White et al. 1994), konnte mit

als 5-HT,-Rezeptorgen exprimierendes neuronales Testsystem
eingesetzt wurden. Zudem konnten in NG108-15-Zellen GR und MR Transkripte nachgewiesen
werden, deren Translationsprodukte - wie einleitend erwihnt - die 5-HT,-
Rezeptorgenexpression 7z vitro regulieren (Meijer et al. 2000; Wissink et al. 2000; Ou et al. 2001).
Als differenzierte nicht 5-HT,,-Rezeptorgen exprimierende neuronale Zelllinie wurden
differenzierte PC12-Zellen, als undifferenzierte neuronale nicht-exprimierende Zelllinie wurden
undifferenzierte PC12-Zellen verwendet. Als nicht neuronale und nicht-exprimierende Zelllinie
wurden COS-7-Zellen gewahlt. RN46A-Zellen lieBen sich unter den gewihlten experimentellen
Bedingungen weder im differenzierten noch im undifferenzierten Zustand transfizieren,

weswegen sie fir die 2z vitro Untersuchungen nicht weiter eingesetzt wurden.

Klonierung verschiedener 5-HT,,-Rezeptorgen

Promotorfragmente Fsel Xhol
. Noll\\A/HdeII
Zur  Analyse des Promotors wurde ein
Expressionsvektor (pM2, Abb. 3.3) hergestell, der — pyo LacZ
. aus pM2 aus
folgende Eigenschaften hat: pGL2-basic pCH110

e Als Reportergen tragt er das bakterielle B- " $v40 PolyA

BamHI

Galactosidase Gen (LacZ) mit der SV40 early 51 33 Schematische Darstel-

region polyA Sequenz lung des Expressionsvektors pM2.
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e FEr enthilt Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur FErzeugung kirzerer
Promotorfragmente iiber 5 -Exonukleaseabbau erforderlich sind

e Er enthilt zwei Notl-Erkennungsstellen, iiber die sich der zu untersuchende
Promotorbereich mitsamt dem LacZ Gen aus dem Vektor herausschneiden ldsst. Diese
Eigenschaft ist auch wichtig fir die Herstellung transgener Tiere.

Aus dem isolierten PAC-Klon, PAC,,, wurden verschiedene Promotorbereiche subkloniert
(siche Klonierungen der DNA und Promotorfragmente unter Abschnitt 2.2.1). Die untersuchten
Promotorfragmente reichen in ihrem 3’-Bereich bis 6 bp an den Translationsstart des 5-HT -
Rezeptorgens heran und variieren in der Linge des 5°-Bereiches. Es wurden drei grofB3e
Promotorbereiche (-20 kb, -5.5 kb und -4.5 kb 5"untranslatierter Bereich) und zwei kurze
Sequenzen (-183 bp und -740 bp vor dem ATG) vor das LacZ Gen des pM2 Vektors kloniert
(Abb. 3.4). Das -183 bp Fragment trigt den basalen Promotor inklusive der proximalen
Transkriptionsinitiationsstellen und der SP1- und MAZ-Bindungsstellen, die von Parks und

Shenk (1996) biochemisch charakterisiert wurden. Zudem enthilt es die beschriebene Pet-1-

|:,;$’ [ 5-AT.R | Abb. 3.4: Schemati-

sche Darstellung der

Avell Cacsl
'y pM2-20kb 5-HT1a-Rezeptorgen
Promotor-LacZ-
Neol Cac81 Konstrukte. Alle funf

! PMZ'qukb m Konstrukte tragen

Promotorfragmente, die

Bglll Cac8l . . :
| pM2-4,5kh | an ihren 3 —'Enden bis —
- 6 bp relativ zu ATG
— EcoRI Cac81 reichen. Die
kb Promotorsequenz  der

zwel kurzen Konstrukte
ist im unteren Teil der
Abbildung wiedet-
gegeben. Die dargestell-
ten SP1- und MAZ-
Bindungsstellen  sowie

die zweifach validierten
-627 GGGTTAACGT GGGAGGAAGG GAGACTAGCT GTCPEAGCGA CACACAGGAC TAAAGAAAGA 5 Termini sind  aus

-747 TGAAGTGAAT TCTGAGTGTG GTGTGGACTG GAATGTAAAG ACTCCTGGCT ACAGGGAGAG

-687 GAGGGCGGGG ACCCAGAAGA AGGAGGCACT CGGGAFTAGG GAAGTGITGG ATGGCGGTIGG

-567 GAGGTGAGAA GGAAAGGGGA ACTGGAAGGA AGGCCAGTGG GAGGAAGCCG GGAGAAGGAA Parks und Shenk
-507 GCTGGGARAA GAGAAGCAGA CTGGAGAAGG LAGGAGAGAT GGAGAGACAG AGACGAAGGA (1996) Dle schmalen

-447 ACTAGGAGAT GAGGGTCATC GAGTGACCCH

GGAGGATGGG GTTTCTGGAA TCCAGAGACT Kiasten im oberen Teil

-387 TCTGAGACTA TTAGTTACTC GGGAGAGPLC GGCCCCCACG CAGCCAGTTG GACAGCGACA der Abbﬂdung repré'i—
o . .

-327 AAGTGARATG GACAGCGCGA ACAGCCATCT CTCCAGCACC CAGAGATTTG sentieren die Promo-

-267 GBRAGATTGCT TTCAGCCCAA CTAGCTGGAG CCTCTGAGCG CTCAGGACCC torregion, die breiten
AGCAA Kiasten (5-HT, -R und

-147 GraaGAacTT cceeereead Térericalc UTTOCETIENERERET LMZ) repréisentieren
kodierende Regionen.

-207 GCGGGAGCCA € € \

-37 | C AT TTCTT

-27 [ CHCCCCHENCCEE A e C O T AT TN SO TEEE . GGGCAACAAC
l

—
SP1 MAZ

[ ]
zweifach validierte
5’ -Termini
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Bindungsstelle (Hendricks et al. 1999) und eine der zwei von Wissink et al. (2000)
charakterisierten NF-kB-Bindungsstellen. Das -740 bp Fragment enthilt alle fiir die Maus
beschriebenen Transkriptionsinitiationsstellen mit Ausnahme der drei schwachen zwischen —740
bp und —760 bp (Parks und Shenk 1996), beide von Wissink et al. (2000) charakterisierten
NF-kB-Bindungsstellen sowie zwei zusitzliche putative Pet-1-Bindungsstellen. Die drei langen
Fragmente umfassen alle bisher analysierten Sequenzbereiche und enthalten alle Regionen die in

unseren Sequenzanalysen eine hohe Homologie zwischen Maus, Ratte und Mensch aufwiesen.

Analyse der 5-HT ,-Rezeptorgen Promotorfragmente

Die Aktivititen der finf 5-HT,,-Rezeptorgen Promotorfragmente in den transienten
Transfektionsstudien sind in Abbildung 3.5 dargestellt. Fiir diese Versuche wurden die jeweiligen
Reportergenexpressionsplasmide mit pGL2-CMV in die entsprechenden Zellen kotransfiziert.
Die Promotoraktivititen —wurden durch luminometrische  Assays bestimmt. Die
Transfektionseffizienz wurde mittels der Luciferaseaktivitit normalisiert. Die transkriptionelle
Aktivitit der einzelnen Fragmente in COS-7- und NG108-15-Zellen wird relativ zu der des
Promotor-losen pM2 Vektors angegeben. In PC12-Zellen (sowohl differenzierten als auch nicht-
differenzierten) zeigten die Promotorfragmente insgesamt eine wesentlich niedrigere Aktivitit,
was eine relativ stirkere Auswirkung der durch das gewihlte Versuchssystem bedingten Fehler

auf die Messwerte zur Folge hatte. Die Messwerte dieser Versuchsreihe sind entgegen denen aus

B
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Abb. 3.5: Aktivitit der 5-HT1a-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukte in vitro. COS-7-, NG108-15- und
PC12-Zellen wurden in transienten Transfektionsstudien mit pGL2-CMV und den verschiedenen 5-HTja-
Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukten kotransfiziert und nach 48 h vermessen. Daten sind wiedergegeben als
Mittelwerte det B-Galactosidaseaktivitit zu Luciferaseaktivitit (3/L) abgeglichen gegen die Konstrukt-spezifischen
Transfektionseffizienzen (tel) von mindestens drei verschiedenen Experimenten +/- Standardabweichung. Die Werte
aus COS-7- und NG108-15-Zellen wurden auf die Aktivitit des promototlosen pM2-Vektors normalisiert.
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NG108-15- und COS-7-Zellen aufgrund der nicht vorhandenen Hintergrundaktivitit des pM2
Vektors nicht auf die pM2-Aktivitit normalisiert.

Das —183 bp Fragment wies in NG108-15-Zellen eine 4-fach tiber dem Hintergrund (Aktivitit
des Promotor-losen pM2 Vektors) liegende Aktivitit auf. Im Vergleich dazu war die Aktivitit des
-740 bp Fragments um etwa 66% reduziert und unterschied sich nicht mehr signifikant von der
Aktivitit des Promotor-losen pM2 Vektors. Im Gegensatz dazu war in COS-7 und
differenzierten und undifferenzierten PC12-Zellen von den zwei kurzen 5-HT,,-Rezeptorgen
Promotorfragmenten nur das -740 bp Fragment statistisch signifikant (P<0,001) aktiv. In COS-7-
Zellen lag die Aktivitit etwa 4-fach tiber der des Promotor-losen pM2 Vektors. Mit den drei
langen Fragmenten lag die Aktivitit in NG108-15-Zellen wieder signifikant iber der des
Promotor-losen pM2 Vektors (pM2-4,5kb: P<0,01; pM2-5,5kb & pM2-20kb: P<0,001) und stieg
mit zunehmender Linge an. Das —20 kb Fragment war das aktivste und lag 4,5-fach tber dem
Hintergrund. In den nicht-neuronalen COS-7-Zellen war die Aktivitit der drei langen
Promotorfragmente vollkommen reprimiert. IThre Aktivititen lagen unter der des Promotor-losen
pM2 Vektors, was darauf hindeutet, dass die undichte Expression von pM2 durch in den
Promotorfragmenten enthaltene Repressorelemente unterdriickt wurde. In PC12-Zellen war von
den drei langen Promotorfragmenten nur das -4,5 kb Konstrukt signifikant (undifferenzierte
PC12-Zellen: P<0,01; differenzierte PC12-Zellen: P<0,05) aber schwach aktiv.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die zwei kurzen Promotorfragmente den basalen
Promotor enthalten, der Transkription ermdoglicht, jedoch nicht spezifiziert. In den drei langen
Promotorfragmenten (also ab Base —740 stromaufwirts) scheinen Repressorelemente vorhanden
zu sein, die in NG108-15-Zellen nicht aktiv sind und somit die Transkription spezifizieren. Die
Transkription wird durch diese Repressorelemente in PC12-Zellen jedoch nicht schon wie in
COS-7-Zellen ab Fragment -4,5 kb vollstindig unterdriickt, sonder erst ab Fragment -5,5 kb
Fragment. Im Bereich zwischen-4,5 kb und -5,5 kb und zwischen -5,5 kb und -20 kb scheinen
weitere Transkriptionsfaktorbindungsstellen zu liegen, die die Expression des 5-HT,,-
Rezeptorgens in neuronalen nicht-exprimierenden Zellen reprimieren und in neuronalen
exprimierenden Zellen aktivieren.

Aufgrund dieser Daten erfolgte die Auswahl der in den z w»wo Untersuchungen zu

verwendenden 5-HT ,-Rezeptorgen Promotorfragmente.
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In vitro Untersuchungen zum Einfluss von Glukokortikoiden und Mineralokortikoiden

auf die 5-HT,,-Rezeptorgenexpression

Basierend auf Literaturdaten (siche

RN46A RN46A
1.2.1 Die Regulation des 5-HT,,- Ratte NG108-15

diff. undiff.

Rezeptors) wurde untersucht, ob die M1 231231231213 M

L)

Expression, die durch die verschiede-

LTI

nen Promotorfragmente vermittelt

wird, durch Glukokortikoide bzw. Mi-

Abb. 3.6: Detektion von GR und MR mRNA in
NG108-15- und RN46A-Zellen. RT-PCR  mit
spezifischen Primern fir GR (1), MR (2) und NGF1-A

neralokortikoide beeinflusst wird. In

ersten Experimenten wurde analysiert, (3) Transkripte der Ratte (GR-ratf/GR-ratr, MR-
. rat.f/MR-rat.t bzw. NGF1-A-rat.f/NGF1-A-rat.r) wurde
ob sich das NG108-15 Zellkultur- auf Gesamt-RNA von Rattengehirn, NG108-15-Zellen

. und differenzierten und undifferenzierten RN46A-Zellen
system fiir solche Untersuchungen durchgefiihrt (M: DNA-Marker).

eignet. Hierzu wurden RT-PCR-

Untersuchungen durchgefiihrt, mit deren Hilfe die Existenz von Glukokortikoid- und
Mineralokortikoidrezeptortranskripten nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.6). Im Zuge
dieser Experimente wurden Mineralokortikoidrezeptortranskripte auch in differenzierten und
undifferenzierten RN46A-Zellen sowie Glukokortikoidrezeptortranskripte in differenzierten
RN406A-Zellen nachgewiesen. (Ferner wurden Transkripte des der early growth response Familie
zugehorigen  Transkriptionsfaktors

NGF1 _A in NGl 08_1 S—ZCHCH und Dexamethason und Aldosteron in NG108-15-Zellen

ohne Serum

in differenzierten und undifferen- . 4
zierten RN46A-Zellen nachgewie- : —
sen.) Werden NG108-15-Zellen in - ] Rldosteron

g ]
Serum-freien Medium gehalten, so % s ] Ds,a,,Ehas,,,,
sind nach 2 Tagen alle Zellen tot. : [{-ﬁ
Dieser drastische Effekt konnte ug=T I ”

pM2  pM2-183 pM2-740 pM2-4,5kb pM2-5,5kb pM2-20kb

sowohl  durch  Zugabe  von

Dexamethason (500 ng/ml) als auch ~ Abb. 3.7: Aktivitit der 5-HTis-Rezeptorgen Promotor-
LacZ-Konstrukte in NG108-15-Zellen nach Gabe von
Aldosteron (10 ug/ ml) verhindert  Dexamethason bzw. Aldosteron. Zellen wurden in Serum-
L freiem Medium versetzt mit Dexamethason (500 ng/ml) bzw.
werden, wobei sich Aldosteron als Aldosteron (10 pg/ml) kultiviert, nach 24 h transient mit pGL2-
CMV und den verschiedenen 5-HTja-Rezeptorgen Promotor-
LacZ-Konstrukten kotransfiziert und nach weiteren 48 h
Beobachtung). Dies deutet auf eine vermessen. Daten sind wiedergegeben als Mittelwerte der B3-
Galactosidaseaktivitit zu Luciferaseaktivitit (/L) abgeglichen
funktionelle Aktivitat sowohl des gegen die Konstrukt-spezifischen Transfektionseffizienzen (rel)
von mindestens drei verschiedenen Expetrimenten +/-

Mineralokortikoidrezeptors als auch  Standardabweichung,

protektiver erwies (visuelle
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des Glukokortikoidrezeptors hin.

Unter diesen Bedingungen wurden die ersten transienten Transfektionsstudien durchgefiihrt.
Hierbei wurde ein Aktivititsunterschied des 4,5 kb Promotorfragments nachgewiesen und zwar
cine 10-fache ErhShung der Aktivitit nach Zugabe von Dexamethason im Vergleich zu
Aldosteron (Abb. 3.7). Da diese Ergebnisse nicht in Bezug zur Situation ohne Hormonzugabe
gesetzt werden konnten, konnte keine Aussage dartiber getroffen werden, ob es sich dabei um
eine Steigerung der Aktivitit durch Dexamethason oder um eine Inhibierung der Aktivitidt durch
Aldosteron handelt.

Es wurden im folgenden mehrere verschiedene Steroidhormon-freie Zellkultursysteme
ausprobiert. Wir haben uns schlieBlich fir die Verwendung von mit Aktivkohle behandeltem
Serum entschlossen (Vgl: Meijer et al. 2000). Parallel dazu wurden Deletions- und
Mutationskonstrukte des 5-HT,, Promotors kloniert (Abb. 3.8) und schlieBlich wieder 7 vitro
Analysen mit den alten (nicht mutierten) und neuen Konstrukten durchgefithrt. Die Ergebnisse
aus diesen Versuchen sind in Abbildung 3.9 zusammengefasst.

Der urspriinglich beobachtete Aktivititsunterschied des 4,5 kb Promotorkonstruktes war
nicht mehr zu erkennen. Vielmehr zeigte sich unter diesen Bedingungen bei allen verwendeten

Konstrukten ein Aktivititssteigerungstrend

sowohl fur Aldosteron als auch fir Dexa- Bglll Cac8l
| pM2-4,5kbmutl |
methason (letzterer stirker als ersterer). Fir L L LacZ
das 20 kb Konstrukt lag diese Aktivitdtsstei- Bglll Cacs1
| pM2-4,5kbmut2 ‘
gerung im statistisch signifikanten Bereich ) =
.. .. Bglll Cac81
(p<0,01 fut AldOSthOﬁ und p<0,001 fur ‘ pM2—4,5kbmut3 el
' L=

Dexamethason). Verglichen mit den Werten
Belll Cae81

aus 3.1.3.3 war die Aktivitit des —183er [:pml-jﬁkbm}’:m

Fragments niedriger (p<<0,01 fir Hormon-

freie Messung, sonst nicht statistisch signifi- S T ——
kant). Das Aktivititsprofil der anderen mutl;AGREL:  ANGGE GRC GRALAGC
GRE II: AGA ACA ATT GCA GAC
Konstrukte entsprach nach Gabe von Al- mudin GRETD:  ARkiben AT Gig i
Consensus: AGA ACA NNN TGT ACC
dosteron oder Dexamethason in etwa den
Ergebnissen aus 3.1.3.3, wohingegen die Abb. 3.8: Schematische Darstellung der
5-HT1a-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Dele-
Aktivititen der drei langen Konstrukte ohne tionskonstrukte.  Kreuze markieren die
mutagenisierten Positionen, die dinne Linie
Gabe von Aldosteron oder Dexamethason kennzeichnet den deletierten Bereich. Im Kasten

sind die unmutagenisierten und mutagenisierten
GRE-Sequenzen sowie die GRE-Consensus-
Sequenz wiedergegeben (rot: nie in GREs
gefunden, orange: nie zusammen in GREs

und das 20 kb Konstrukt lag der Aktivitats- gefunden).

im Vergleich zu den Werten aus 3.1.3.3

schwicher waren. Fir das 5,5 kb Konstrukt
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unterschied im statistisch signifikanten Bereich (p<0,01 bzw. p<0,001). Fur die Deletions- und

Mutationskonstrukte konnten keine statistisch signifikanten (p<0,01) Effekte beobachtet werden.

Dexamethason und Aldosteron in NG108-15-Zellen Aktivitat der Mutationskonstrukte in NG108-15-Zellen
mit behandeltem Serum
6 2
18
5
16
44 14 I:I
= ohne
=l 12 Hormon
a
— 34 1
T
2] Sl Aldosteron
0.6
| =]
02 Dexamethason
2 ]
pM2 pM2-183 pM2-740 pM2-4,5kb pM2-5,5kb pM2-20kb pM2-4,5kb pM2-4,5kb pM2-4,5kb pM2-4,5kb pM2-4,5kb
mut1 mut2 mut3 AKV

Abb. 3.9: Aktivitit der 5-HTa-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukte und —Deletionskonstrukte in
NG108-15-Zellen nach Gabe von Dexamethason bzw. Aldosteron und ohne Hormonzusatz. Zellen
wurden in mit Aktivkohle behandeltem FKS enthaltendem Medium vetsetzt mit Dexamethason (500 ng/ml),
Aldosteron (10 pg/ml) bzw. ohne Zusatz von Hormonen kultiviert, nach 24 h transient mit pGL2-CMV und
den verschiedenen 5-HTa-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukten und —Deletionskonstrukten kotransfiziert
und nach weiteren 48 h vermessen. Daten sind wiedergegeben als Mittelwerte der 3-Galactosidaseaktivitit zu
Luciferaseaktivitit (3/L) abgeglichen gegen die Konstrukt-spezifischen Transfektionseffizienzen (rel) von min-
destens drei verschiedenen Experimenten +/- Standardabweichung. Die Werte links wurden auf die Aktivitit
des promotorlosen pM2-Vektors normalisiert, die Werte rechts auf die Aktivitit des pM2-4,5kb Konstrukts.

3.1.4 In vivo Analysen der Promotorfragmente des 5-HT1a-Rezeptorgens

Ubersicht

Es wurden transgene Mauslinien (NMRI-Auszuchtstamm) erzeugt, die das LacZ Reportergen
unter der Kontrolle der drei lingeren Promotor-Reportergen Konstrukte (4,5, 5,5 und 20 kb)
exprimieren. Die potentiellen ,,Founder*“-Tiere, Tiere der sogenannten FO Generation, wurden
mittels PCR auf eine Integration des Transgens ins Genom untersucht. Uber ,,Southern-Blot*-
Analysen wurden die Transgen-Integrationen der positiven FO Tiere auf Mehrfachintegration
untersucht. Tiere der F1 und F2 Generation wurden auf eine Expression des LacZ Reportergens
hin untersucht, zuerst an sogenannten Gesamtgewebepriparaten des Gehirns, dann an
Gesamtgewebepriparaten verschiedener anderer Gewebe. Nach dieser Grundcharakterisierung
wurden detaillierte Expressionsanalysen im Gehirn der Transgen-exprimierenden Tiere
durchgefiihrt. Ferner wurde die Expression des Transgens wihrend der Embryonalentwicklung

analysiert.
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Grundcharakterisierung der transgenen Mauslinien

Zur Erzeugung transgener Miuse mit dem 4,5 kb Promotorkonstrukt wurden 1534 injizierte
Oozyten in insgesamt 54 Leithmuttertiere retransferiert. 31 dieser Leihmiitter wurden schwanger
und gebaren 84 Miusejunge, von denen 57 die frithe postnatale Zeit tberlebten. 12 dieser 57
Tiere trugen das Transgen und wurden zur Etablierung permanenter transgener Linien verpaart.
Von den 12 unabhingigen Linien konnte schlieB3lich fiir 4 Linien eine Expression des Transgens
nachgewiesen werden. Diese Werte sowie die entsprechenden Werte zur Erzeugung der anderen
transgenen Linien sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Von 10 Linien, die das 5,5 kb Konstrukt
im Genom trugen, exprimierten 7. Fir zwel dieser 7 Linien konnten jedoch nur transiente
Expressionsdaten ermittelt werden, da die ,,Founder“-Tiere (FO) zwei Tage nach der Geburt
starben. Eine der 7 Linien zeigte ZNS-spezifische ektopische Expression. Fir das 20 kb
Promotorkonstrukt wurden 9 unabhingige Linien erzeugt, von denen fiir 3 eine Expression des
Transgens  nachgewiesen  werden — konnte.  Beispielhafte = Gesamtgewebepriparat-

Expressionsergebnisse sind in Abbildung 3.10 wiedergegeben.

Promotor- etr. Oocvten Leih- schwangere |Nach- Uber- Transeen exprimierende
fragmente O OV | iitter  [Leihmiitter |kommen  |lebende |* T238°¢ ‘Transgene

4,5 kb 1534 54 31 84 57 12 4

5,5 kb 2948 129 45 118 73 8+ 2t 5+ 2%

20 kb 856 34 21 70 49 9 3

Tab. 3.1: Kennzahlen zur Erzeugung der transgenen Linien. Zwei der als transgen identifizierten
Nachkommen, die mit dem 5,5 kb Konstrukt erzeugt wurden, tiberlebten zwar die Geburt, starben (1)
jedoch zwei Tage nach der Geburt. Nichtsdestotrotz konnte fiir sie eine Transgenexpression
nachgewiesen werden.

Mittels ,,Southern-Blot“-Analysen konnten fiir transgene Tiere, die mit dem 5,5 kb Konstrukt
erzeugt wurden, vier Linien mit Mehrfachintegrationen identifiziert werden. Eine dieser Linien
liel3 sich nicht verpaaren, die drei anderen wiesen fiir keine der Integrationen eine Expression des
Transgens auf. Die Integrationen lieBen sich zwar nach Verpaarung in der F1 Generation
trennen, wegen der fehlenden Expression wurden diese Sublinien jedoch nicht weiter geziichtet
und treten in den Statistiken nicht separat auf.

In der Peripherie (Milz, Leber, Niere, Herz, Darm, Lunge, Hoden, Muskel, Rickenmark)

konnte bei keiner der Linien eine Expression des Transgens nachgewiesen werden.
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In allen analysierten Transgen-exprimierenden Tieren, die mit den drei verschiedenen
Promotorkonstrukten erhalten wurden, findet sich eine ZNS-spezifische Expression. Dies legt
den Schluss nahe, dass bemerkenswerterweise den drei analysierten Promotorfragmenten die Cis-
Elemente fehlen, die die Expression des 5-HT',-Rezeptorgens auBlerhalb des ZNS im adulten

Tier determinieren und/oder regulieren.

Abb. 3.10: Bilder von Bluo-Gal gefirbten Gesamtgewebepriparaten einiger adulter transgener
Miuse. Gehirne wurden fixiert, coronal geteilt, erneut fixiert und anschliessend iiber Nacht gefirbt.
Dargestellt sind eine 4,5 kb Linie (b) und zwei 20 kb Linien (a, c).

Analysen der Transgenexpression im adulten Gehirn der transgenen Miuse

Die Analyse der Aktivititsverteilung der B-Galactosidase (Genprodut des LacZ) wurde an 15
bis 20 um dicken Gefrierschnitten von Gehirnen 2 bis 4 Monate alter transgener Miuse mit
Bluo-Gal durchgefiithrt. In Abbildung 3.11 sind typische Expressionsmuster in Gehirnschnitten
verschiedener Linien dargestellt. Eine Zusammenfassung der Expressionsdaten von Gehirnen
adulter Tiere ist in Tabelle 3.2 wiedergegeben. Die Daten aus den beiden transienten Linien sowie
der einen ektopisch exprimierenden Linie wurden nicht berticksichtigt. Alle analysierten Linien
exprimieren ILacZ ausschlieBlich in neuronalem Gewebe des ZNS. Es konnten histologisch keine
Oligodendroglia, Mikroglia oder Astrozyten identifiziert werden, die das Transgen exprimieren.
Die Expression findet sich durchweg in Bereichen, die als reich an 5-HT,,-Rezeptoren
beschrieben wurden, wie beispielsweise Hippocampus, Cortex, Septum, Amygdala und Raphe

(Gross et al. 2000; Lanfumey und Hamon 2000).
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Abb. 3.11: B-Galactosidaseaktivitit im Gehirn einiger adulter transgener Maiuse. Alle Schnitte dieser
Abbildung sind coronal, wurden mit Neutral-Rot gegengefirbt und zeigen typische Ergebnisse, die die Grundlage
fir die in Tabelle 3.2 wiedergegebene Gesamtauswertung bildeten. Tiere einer 20 kb Linie exprimieren das
Transgen stark im Cortex und schwach im Hippocampus (a-c). Eine stirkere Vergrosserung des Gyrus Dentatus
und des Subiculums sind in b und ¢ zu sehen. Tiete einer 5,5 kb Linie zeigen statke Transgenexpression
ausschliesslich in der CAl-Region des Hippocampus (d-f). Tiere eciner weiteren 20 kb Linie wiesen B-
Galactosidaseaktivitit in Cortex, Hippocampus und Amygdala auf (g-i). Innerhalb der Amygdala war die
Transgenexpression im basolateralen Kern am niedrigsten (gh). Tiere einer 4,5 kb Linie wiesen
Transgenexpression in der Raphe (j-1) und im Septum (m, n) auf.

57



Ergebnisse

Gehirnregionen 4,5 kb 5,5 kb ~20kb
Cortikale Gebiete

frontal 4/4, +++ 0/4 3/3, ++++
cingulir 3/4, ++ 0/4 3/3, ++++
entorhinal 3/4, ++ 0/4 3/3, +++
pitiform 4/4, +++ 0/4 3/3, +++
patietal 3/4, ++ 1/4, + 3/3, +++
ectorhinal 3/4, ++ 1/4, + 3/3,+++
petithinal 3/4, ++ 1/4, + 3/3, +++
okzipital 3/4, + 3/4, + 3/3, +++
Hippocampus

CAl 3/4, + 2/4, ++ 2/3, +++
CA2 1/4, ++ 2/4, (+) 2/3, ++
CA3 1/4, ++ 1/4, + 2/3, +++
CA4 1/4,+++  1/4,+ 1/3, ++
Gyrus Dentatus 2/4, ++ 2/4, + 3/3, ++
Subiculum 2/4, ++ 2/4, + 2/3, +++
dorsaler endopiriformer Nucleus 3/4, ++ 0/4 1/3, +++
Corpus Striatum (dorsomedial) 3/4, ++ 0/4 2/3, ++
Amygdala

Cortex-Amygdala transition-zone 2/4, +++ 0/4 2/3, ++
Amygdala-Hippocampus Feld 0/4 0/4 2/3, ++
Nucleus medialis 2/4, +++ 0/4 1/3, +++
Nucleus corticalis 1/4, ++ 0/4 2/3, ++
Nucleus centralis 2/4, ++ 0/4 1/3, +++
Nucleus lateralis 2/4, ++ 0/4 1/3, +++
Nucleus basolateralis 1/4, + 0/4 1/3, +
Nucleus basomedialis 1/4, ++ 0/4 1/3, +++
Nucleus intercalatus der Amygdala 1/4, ++ 0/4 1/3, +++
Bed Nucleus der Stria terminalis 1/4, + 0/4 1/3, +++
amygdalostriatale transition-zone 1/4, + 0/4 1/3, +++
Nucleus olfactorius anterior 3/4, +++ 0/4 3/3, +++
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Gehirnregionen 4,5 kb 5,5 kb ~20kb
Septum

lateral 4/4, ++ 0/4 3/3, ++
medial 2/4, +++ 0/4 1/3, +++
ventrales diagonales Band (diagonal band of Broca) 2/4, +++ 0/4 1/3, ++
hotizontales diagonales Band 2/4, ++ 0/4 1/3, ++
Nucleus priopticus 2/4, ++ 0/4 0/3
Diencephalon

Nucleus medialis habenulae 1/4, ++ 1/4, + 1/3, ++
Nucleus lateralis habenulae 1/4, ++ 0/4 1/3, ++
Thalamus

mediale Nuclei (Nuclei der Mittellinie) 1/4, + 1/4, (+) 1/3, ++
intralaminire Nuclei 1/4, + 0/4 1/3, ++
dorsale Nuclei 4/4, ++ 0/4 0/3
anteriothalamische Nuclei 1/4, +++ 0/4 1/3, ++
ventrale Nuclei 3/4, ++ 0/4 2/3, ++
postetiothalamische Nuclei 3/4, + 0/4 2/3, ++
Nucleus parafasciculatis thalami 1/4, ++ 0/4 1/3, +
laterale Nuclei 3/4, + 0/4 0/3
Nucleus reticularis thalami 2/4, ++ 0/4 3/3, ++
Hypothalamus

anterior 2/4, +++ 0/4 1/3, ++
postetiot 1/4, +++ 0/4 2/3, ++
lateral 1/4, +++ 0/4 0/3
Regio pracoptica 1/4, ++ 0/4 1/3, +
Hirnstamm

rostral linear nucleus raphe 2/4, ++ 0/4 0/3
dorsale Raphe 2/4, ++ 0/4 1/3, ++
mediane Raphe 2/4, ++ 1/4, + 2/3, +
paramedianer Raphe Nucleus 0/4 0/4 1/3, +++
Colliculus supetiores 3/4, ++ 0/4 3/3, ++
Colliculus inferiores 3/4, ++ 0/4 1/3, +++
petiaquaeductales Grau 3/4, + 3/4, + 2/3, ++
Nucleus reticularis ponti, oral 2/4, + 0/4 2/3, +
Nucleus mesencephalicus 2/4, + 0/4 2/3, ++

Tab. 3.2: Riumliche Verteilung der B-Galactosidaseaktivitit im adulten Gehirn der transgenen
5-HT1a-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Miuse. Die Ergebnisse aus den Analysen der vier 4,5 kb, vier 5,5
kb und drei 20 kbLinien wurden zusammengefasst: Die Expression je Konstrukt ist angegeben als Quotient
aus der Anzahl der expimierenden Linie und der Anzahl der analysierter Linien; die Expressionsstirke in den
einzelnen Gebieten ist Gber die exprimierenden Linien eines Konstruktes gemittelt und entsprechend der
Skala (+), +, ++, +++, ++++ angegeben. Gebiete in denen schwache Aktivitit (~, +) nur in einer der
insgesamt 11 transgenen Linien nachgewiesen werden konnte sind in der Tabelle nicht mit aufgefiihrt.
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Zur Validierung und zum besseren Vergleich der Ergebnisse wurden in unserem Labor von
Dr. Heike Kusserow und Frau Nelleke Schillings Versuche zur Bestimmung der endogenen
Expression des 5-HT,,-Rezeptorgens in Gehirnen 2 bis 4 Monate alter NMRI Maiuse
durchgefithrt. Die ermittelte Verteilung der 5-HT,,-Rezeptor mRNA (mittels iz situ
Hybridisierung) sowie der spezifischen 5-HT,,-Rezeptorligandenbindungsstellen (mittels
Rezeptorautoradiographie mit [3H]-8-OH-DPAT) ist in Abbildung 6.1 dargestellt.

Starke endogene Expression findet sich im Septum, im ventralen diagonalen Band, in der
CA1-Region des Hippocampus und im dorsalen Raphekern. Mittlere endogene Expression findet
sich in den tiefen und oberen Schichten des Cortex, im Gyrus Dentatus und der CA3-Region des
Hippocampus und im Amygdala-Hippocampus Feld. Niedrige endogene Expression findet sich
in der CA2-Region des Hippocampus, in den mittleren Schichten des Cortex, im Bed Nucleus der
Stria terminalis, im periaquaeductalen Grau, im Colliculus inferiores und superiores, im Nucleus
parabrachialis, im medianen Raphekern, in den Gebieten der Amygdala mit Ausnahme des
basolateralen Kerns und in diversen hypothalamischen Kernen.

Im Vergleich mit der Expression des LacZ Reportergens in Gehirnen der transgenen Mause
zeigt sich, dass keines der drei Konstrukte konsistent und vollstindig dieses endogene
Expressionsmuster rekapituliert. Die LacZ Expression in den 4,5 kb und 20 kb Linien spiegelt
das endogene 5-HT,,-Rezeptorverteilungsmuster am besten wider (in Ubereinstimmung mit den
Zellkulturergebnissen erstere insgesamt intensititsschwicher als letztere), wohingegen die 5,5 kb
Linien eine stark reprimierte und sehr selektive Expression des Transgens aufweisen.

Im folgenden sind einige der Tabelle 3.2 zu entnehmenden Expressionsdaten zu
Vergleichszwecken niher dargestellt.

Im Hippocampus findet sich bei allen drei Konstrukten starke Expression priferenziell in der
CAl-Region und im Subiculum. Der deutliche im endogenen 5-HT,,-Rezeptorgen-
expressionsmuster vorhandene Intensititsabfall im Ubergang von CA1 zu CA2 ist in allen bis auf
einer Linie, die in CAl exprimieren, vorhanden. Expression im Septum ist in allen
exprimierenden 4,5 kb und 20 kb Linien deutlich ausgeprigt, mit Priferenz fir den lateralen
Kern. In den 5,5 kb Linien ist diese Expression vollstindig reprimiert. Die Expression in der
dorsalen Raphe der 5,5 kb Linien ist vollstindig unterdriickt und in etwa 50% der 4,5 und 20 kb
Linien mit mittlerer Intensitdt vorhanden. Die LacZ-Expression in der medianen Raphe, mit
mittlerer Intensitit und Vorkommen in Linien aller drei 5-HT,,-Rezeptorgen Promotor-
konstrukte, spiegelt das endogene Bild besser wider. Die Expression im Colliculus superiores und
inferiores ist in den 4,5 kb und 20 kb Linien mit mittlerer Intensitit ausgeprigt und in den 5,5 kb
Linien nicht nachzuweisen. Im periaquaeductalen Grau exprimieren etwa 70% der Linien aller

drei Konstrukte mit schwacher Intensitit. In der Amygdala findet sich nur in einigen 4,5 kb und

60



Ergebnisse

20 kb Linien Expression mittlerer Intensitit mit deutlicher Unterreprisentanz des basolateralen
Kerns. Im ventralen diagonalen Band exprimieren Tiere der 4,5 kb und 20 kb Linien, im Nucleus
parabrachialis nur eine der 20 kb Linien. Cortikale Expression findet sich in allen 4,5 kb und 20
kb Linien und in drei von vier 5,5 kb Linien. Die Expression in den 4,5 kb und 20 kb Linien
erstreckt sich iber weite Teile des Cortex mit schwacher Intensitit in mittleren und hoher
Intensitit in oberen und tieferen Schichten und starkster Intensitit im frontalen Cortex. Die 5,5
kb Linie zeigt hingegen eine sehr selektive und schwache Expression in Bereichen des parietalen,
ectorhinalen, perirhinalen und okzipetalen Cortex. Fin Bereich des Thalamus, in dem keine
endogene 5-HT, -Rezeptorgenexpression nachzuweisen ist, ist der Nucleus geniculatus medialis.
Hier findet sich schwache LacZ-Expression in Tieren der 4,5 kb Linien.

Insgesamt scheint das 4,5 kb Fragment bereits die entscheidenden Promotorelemente zu
beinhalten, die die rdumliche Verteilung der 5-HT,,-Rezeptorgenexpression im ZNS festlegen.
Positionseffekte haben jedoch einen starken Einfluss auf die Expression und fithren zu einer
inkonsistenten variablen Expression. Es kommt zu Expressionsmustern, die nur einen Teil des
endogenen 5-HT,,-Rezeptorgenexpressionsspektrums widerspiegeln und in einzelnen Fillen
auch zu einer Expression in Gebieten ohne endogener 5-HT, ,-Rezeptorgenexpression. Dies ist
im Prinzip auch noch bei dem 20 kb Fragment der Fall, wobei die Konsistenz zunimmt bzw. die
Variabilitit abnimmt und die Expression im Thalamus spezifischer ist. Betrachtet man die
Expressionsintensititen der einzelnen Linien, so erkennt man starke Repression, die durch den
Promotorbereich zwischen —4,5 kb und 5,5 kb vermittelt wird und eine (Re-) Aktivierung, die

durch DNA Sequenzbereiche zwischen —5,5 kb und —20 kb vermittelt werden.

Kolokalisationsstudien zur Analyse der Transgenexpression im ZNS auf zelluldrer Ebene

Zur genaueren Bestimmung der Zelltypen, die das LacZ Gen unter der Kontrolle der drei
verschiedenen ~ 5-HT,,-Rezeptorgen = Promotorfragmente  exprimieren,  wurden  an
Gefrierschnitten von Gehirnen 2 bis 4 Monate alter transgener Miuse Kolokalisationsstudien
durchgefiihrt. Die Transgenexpression wurde hierbei mit der endogenen Expression des 5-HT -
Rezeptorgens verglichen. Da das LacZ Gen in den verwendeten Konstrukten kein Signalsequenz
fir Kernlokalisation enthilt und sich die 3-Galactosidase somit vorwiegend im Soma der
Transgen-exprimierenden Zellen befindet, wurde als Nachweis der 5-HT),,-Rezeptorgen-
expression die Detektion der entsprechenden mRNA, die sich ebenfalls vorwiegend im Soma der
5-HT, -Rezeptorgen-exprimierenden Zellen befindet, mittels nicht-radioaktiver iz  situ
Hybridisierung (nrISH) gewihlt. Als Sonde wurde fur diese Reaktion ein durchgingig mit
Digoxigenin markiertes ,antisense RNA-Fragment verwendet, welches uber #n witro

Transkription aus einem Avrll Fragment, das die gesamte kodierende Region des 5-HT,-
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Abb. 3.12: Kolokalisation von B-Galactosidaseaktivitit und 5-HTis-Rezeptortranskripten in adulten
Gehirnen transgener 5-HTa-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Miuse. Doppelfirbungen trangener Mausgehir-
ne wurden an Gefrierschnitten mit Salmon-Gal zum Nachweis der B-Galactosidaseaktivitit (rosa Firbung) und
nrISH zum Nacheweis der 5-HT1a-Rezeptortranskipte (lila Farbung) durchgefithrt. Dargestellt sind Ergebnisse
der CA1-Region des Hippocampus (a-d) und der oberen Schichten des piriformen Cortex (e-h) von Miusen, die
mit dem 4,5 kb Konstrukt (d, g), dem 5,5 kb Konstrukt (b) und dem 20 kb Konstrukt (a, c, e, f, h) generiert
wurden. Die nrISH wurde mit einer 5-HT1a-Rezeptor mRNA spezifischen ,,antisense” Ribonucleinsduresonde
(b-d, f-h) und einer ,,sense® Ribonucleinsiuresonde (a, e) als Negativ-Kontrolle durchgefiihrt.

Rezeptorgens beinhaltet, hergestellt wurde. Die Negativ-Kontrolle der nrISH wurde mit einem
entsprechenden ,,sense” RNA-Fragment durchgefiihrt. Der Nachweis der B-Galactosidase-
aktivitit erfolgte hier tiber die enzymatische Umsetzung des Substrates Sa/non-Gal, welches einen
rosaroten Niederschlag bildet und in den doppelt gefirbten Gefrierschnitten einen héheren
Kontrast gegentiber dem lilafarbenen Niederschlag aus der nrISH aufweist.

Es wurden eine 4,5 kb Linie (B57), eine 5,5 kb Linie (7) und zwei 20 kb Linien (A2320 und
A2379) untersucht. Fir alle dieser Linien wurde Kolokalisation von (3-Galactosidaseaktivitit und
5-HT, ,-Rezeptor mRNA gefunden. In der Negativ-Kontrolle fir die nrISH Reaktion wurde kein
entsprechendes Signal detektiert. Beispielhafte Bilder sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Eine
zusammengefasste Darstellung der Ergebnisse ist in Abbildung 3.13 dargestellt.

Im Detail lassen sich zwei Parameter weiter differenzieren: zum einen die Rate der
Kolokalisation bezogen auf die 3-Galactosidase-positiven Zellen (Kj), zum anderen die Rate der
Kolokalisation bezogen auf die 5-HT, ,-Rezeptor mRNA-positiven Zellen (K,,). Es wurden die
unter Tabelle 3.2 aufgefithrten Regionen untersucht, in denen die jeweilige transgene Linie IacZ-
Expression bzw. 3-Galactosidaseaktivitat aufwies. Fur das 4,5 kb Konstrukt liegt K, , bei 10% bis
30%, d. h. 10% bis 30% der 5-HT,-Rezeptor mRNA-positiven Zellen in Gebieten mit LacZ-
Expression sind auch positiv fir 3-Galactosidase. Vier Bereiche fallen aus diesem Rahmen
heraus; in den striatalen Bereichen liegt K, bei 50% bis 95%, im medialen und zentralen Kern

der Amygdala liegt K;, bei 50% und in der Regio pracoptica des Hypothalamus liegt K, bei
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50%. In der Koérnerzellschicht des Gyrus Dentatus liegt K, bei unter 5%. K liegt fur das 4,5 kb

Konstrukt bei 80% bis 100%, d.h. 80% bis 100% der 3-Galactosidase-positiven Zellen sind auch
positiv fir 5-HT,,-Rezeptor mRNA oder anders, 0% bis 20% der B-Galactosidase-positiven

Zellen exprimieren den 5-HT,,-Rezeptor in den untersuchten Gehirnen nicht. Eine Ausnahme
bildet die dorsale Raphe, hier liegt K bei 60%. Fur das 5,5 kb Konstrukt liegt K, bei 15% und
Kj bei 90% bis 100%. Fir das 20 kb Konstrukt liegt K, bei 90% bis 100%. Ausnahmen fanden
sich in Linie A2320 im Bereich der polymorphen Schicht des Gyrus Dentatus (K, = 30%), im
periaquaeductalen Grau (K,, = 20% bis 90%), in der medianen Raphe (K,, = 10%) und im
Nucleus magnus der Raphe (K,, = 80%). K; lag fiir A2320 zwischen 90% und 100% und fir
A2379 zwischen 80% und 100%. Ausnahmen bildeten hier fir A2320 die mediane Raphe (K; =
50%) und der Nucleus magnus der Raphe (K; = 75%) und fir A2379 das Stratum Radiatum des
Hippocampus (K = 20%).

Insgesamt wird aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass das 4,5 kb Konstrukt und das 5,5 kb
Konstrukt in den 5-HT,,-Rezeptorgen-exprimierenden Bereichen des Gehirns der Maus nur in
einem Teil der endogen 5-HT,,-Rezeptorgen-exprimierenden Zellen die Expression des

Transgens ermdglichen. Das 20 kb Konstrukt hingegen fithrt zu einer Transgenexpression in fast

allen 5-HT, ,-Rezeptorgen-exprimierenden Zellen des ZNS.

Konstrukt Kolokalisation K1a Kg 1A [
4.5 kb (1 Linie) generell 10-30% 80-100%
Ausnahmen CPu: 50-95%, MeA & CeA: 50%, DR: 60%

PA: 50%, GrDG: 50%

5.5 kb (1 Linie) generell 10-20% 90-100%
Ausnahmen - -
20 kb (2 Linien) generell 90-100% 85-100%
Ausnahmen Linie 1 DG: 30%, PAG: 20-90%, MR: 50%, RMg: 75%
MR: 10%, RMg: 80%
Ausnahmen Linie 2 = Rad: 20%

Abb. 3.13: Analyse der Kolokalisationsraten der B-Galactosidaseaktivitit und der 5-HTia-
Rezeptortranskipte in adulten Gehirnen transgener 5-HTia-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Miuse. Es
wurden eine 4,5 kb Linie, eine 5,5 kb Linie und zwei 20 kb Linien analysiert. Die Anzahl an Zellen positiv fir 3-
Galactosidaseaktivitit (B), positiv fir 5-HTs-Rezeptor mRNA (1A) und positiv fir beides (K) wurde ermittelt.
Gebiete die negativ fur B-Galactosidaseaktivitit waren wurden nicht analysiert. Aus den ermittelten Daten wur-
den die dargestellten prozentualen Werte berechnet: Kia = K/1A, Kg=K/B. Die Abbildungen auf der rechten
Seite geben schematisch die Grosse der ermittelten Mengen (1A, 8 und K) wieder, die fur die drei Konstrukte im
allgemeinen gefunden wurden. Abkiirzungen: CpU: striatale Gebiete, MeA: Nucleus medialis der Amygdala, CeA:
Nucleus centralis der Amygdala, PA: prioptisches Gebiet des Hypothalamus, GrDG: Kornerzellschicht des
Gyrus Dentatus, DR: dorsale Raphe, PoDG: polymorphe Schicht des Gyrus Dentatus, PAG: periaquaeductales
Grau, MR: mediane Raphe, RMg: Nucleus magnus der Raphe, Rad: Stratum Radiatum des Hippocampus.
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Analyse der LacZ-Expression im Embryo und wihrend der frithen postnatalen

Entwicklung

Bislang liegen relativ wenig Daten zur Expression des 5-HT),,-Rezeptorgens im Embryo vor
(siche Diskussion). Dies gilt vor allem fiir Daten aus der Maus. Um festzustellen, wann die
5-HT, -Rezeptorgenexpression in  den von wuns verwendeten Miusen des NMRI-
Auszuchtstamms einsetzt, wurden von Dr. Heike Kusserow RT-PCR-Analysen mit dem Primer-
paar 1A.f/1A.r durchgefuhrt. Eine schwache Expression lie8 sich an Tag E12,5 nachweisen,
starke Expression fand sich ab Tag E13,5 (personliche Mitteilung von Dr. Heike Kusserow).

Zur Analyse der LacZ-Expression in verschiedenen prinatalen Entwicklungsstadien der
transgenen Tiere wurden je Konstrukt drei exprimierende Linien ausgewihlt und heterozygote-
sowie Wildtyp-Embryonen der Altersstufen E12,5, E14,5 und E18,5 entnommen. Es wurden
Analysen an Gesamtgewebepriaparaten, Kryoschnitten und Paraffinschnitten durchgefihrt. In
einzelnen Fillen wurde dieses Schema auf zusitzliche embryonale Entwicklungsstadien bzw.
transgene Linien erweitert. Beispielhafte Bilder sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Eine

Zusammenfassung dieser Analyseergebnisse ist in Tabelle 3.3 wiedergegeben.

LacZ-Expression
im Embryo;
E18,5

LacZ-Expression
im Myelencephalon;
E13,5

Abb. 3.14: Beispielhafte Ergebnisse der Analyse der Transgenexpression in 5-HTis-Rezeptorgen
Promotor-LacZ-Mausembryonen. Links: Gesamtgewebepriparat eines transgenen Embryos einer 4,5 kb
Linie 18,5 Tage nach der Befruchtung. Mitte: Himatoxylin/Eosin gegengefirbter Paraffinschnitt des
Myelencephalons eines transgenen Embryos einer 4,5 kb Linie 13,5 Tage nach der Befruchtung. Die
Visualisierung der prizipitierten Bluo-Gal-Umsatzprodukte (gelbliches Leuchten) erfolgte unter polatisiertem
Licht. Rechts: Vergrosserter Bereich aus dem mittleren Bild.
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LacZ Expression in Embryonen

E Region B1 | B7 | B18 | B57 | 7 | 37 | 57 | A2311 | A2320 | A2379
10,5 ZNS nd. | nd. nd. |nd. |nd.| nd. n.d. n.d.
12,5 ZNS I ++
14,5 ZNS ke + +++
18,5 ZNS +++ | n.d. aF aF Sl AFaEar
10,5 Medulla oblongata nd. | nd. nd. |nd. |nd.| nd. n.d. n.d.
12,5 Medulla oblongata = ++
14,5 Medulla oblongata 4 = ++
18,5 Medulla oblongata + |[nd | + I + +++
10,5 craniales Ganglion nd. | nd. nd. |nd. |nd. | nd n.d. n.d.
12,5 craniales Ganglion
14,5 craniales Ganglion s
18,5 craniales Ganglion n.d. 4
10,5 dorsale Wurzelganglien nd. | nd. nd. |[nd |nd.| nd n.d. n.d.
12,5 dorsale Wurzelganglien
14,5 dorsale Wurzelganglien T
18,5 dorsale Wurzelganglien n.d. 4

Tab. 3.3: Raumliche Verteilung der B-Galactosidaseaktivitit in transgenen 5-HT1s-Rezeptorgen Promotor-
LacZ-Mausembryonen. Es wurden vier 4,5 kb (B1, B7, B18, B57), drei 5,5 kb (7, 37, 57) und drei 20 kbLinien
(A2311, A2320, A2379) untersucht. Vier Expressionsgebiete (Regionen) wurden unterteilt: ZNS, Medulla oblongata,
craniales Ganglion und dorsale Wurzelganglien. Die Expressionsstirke in den einzelnen Gebieten ist entsprechend der
Skala +, ++, +++ angegeben. Falls keine Expression gefunden wurde ist das entsprechende Feld leer. Nicht
durchgefiihrte Analysen sind mit n.d. gekennzeichnet.

Expression wurde vorwiegend im Gehirn und Riickenmark gefunden. In den Linien B1, B57
und A2379 setzte zwischen E125 und E14,5 (-Galactosidaseaktivitit in Gebieten der sich
entwickelnden Raphekerne ein. Diese drei Linien sind auch die einzigen Linien, bei denen sich im
adulten Gehirn Transgenexpression in der dorsalen Raphe nachweisen lie3. Transgenexpression
im Vorderhirn war mit einer Ausnahme (A2379) erst ab Tag 18,5 zu erkennen. Eine Linie des 4,5
kb Konstrukts zeigte Transgenexpression in den dorsalen Wurzelganglien und im cranialen
Ganglion. Ferner wurde [-Galactosidaseaktivitit in Bereichen der Zahnanlagen sowie des
craniofacialen Mesenchyms gefunden. Diesen Befunden wurde jedoch nicht weiter systematisch

nachgegangen.
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Zur weiteren Analyse der LacZ-Expression im sich entwickelnden ZNS wurden Gehirne
heterozygoter transgener Tiere der frithen postnatalen Entwicklung untersucht (P1,5, P7,5 und
P14,5). Hierfir wurden je Konstrukt zwei transgene Linien ausgewihlt, die im adulten Tier einen
groBBen Teil des Konstrukt-vermittelten Expressionsspektrums abdecken. Die Analyse fand an
Kryoschnitten einer Dicke von 10 uM statt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Generell lieB sich beobachten, dass Linien, die im adulten Stadium eine starke
Transgenexpression aufweisen, im frithen postnatalen Stadium eher detektierbare Mengen an (3-
Galactosidase bilden, als Linien die im adulten Stadium das Transgen nur schwach exprimieren.
Im Verlauf der postnatalen Entwicklung steigt die Stirke der Expression im allgemeinen in allen
exprimierenden Gebieten gleichmifig an.

Interessanterweise konnte in den Raphegebieten zum Zeitpunkt P1,5 in keiner der analysierten
Linien Transgenexpression nachgewiesen werden. Linie B57 wies jedoch zu den Zeitpunkten E
12,5, E14,5 und E18,5 Transgenexpression in den Raphegebieten auf. Auch im adulten Gehirn
findet sich B-Galactosidaseaktivitit sowohl in der dorsalen als auch in der medianen Raphe. Das
heif3t, dass die Transgenexpression im Gebiet der Raphe um P1,5 zumindest in Linie B57 stark
reprimiert wird. Ein weiterer auffilliger Befund ist die zeitlich frihere Aktivierung der
Transgenexpression im rostralen Bereich des Hippocampus (P1,5) im Vergleich zum ventralen
Bereich (P7.5).

Eine schematische Darstellung des allgemeinen Verlaufs der Transgenexpressionsstirke in

Bereichen des Vorderhirns und der Raphe ist in Abbildung 3.15 wiedergegeben.

Expressionsstérke

A
hoch

Vorderhirn

Raphe
niedrig

; ; T T T T » Entwicklungs-
E12,5 E14,5 E18,5 P1,5 P7,5 P14,5 stadium

Abb. 3.15: Zeitlicher Verlauf der Transgenexpression wihrend der prinatalen und frithen
postnatalen Entwicklung in transgenen 5-HTja-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Mausen.
Schematische Darstellung der Expressionsstirke des Transgens im Vorderhirn und in Gebieten der Raphe
in Abhingigkeit vom Entwicklungsstadium der analysierten transgenen Tiere.
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LacZ Expression in der friihen postnatalen
Entwicklung
P Gehirnregion B7| B57 | 7 | 37| A2311 | A2320

P1.5 CA1 ++ () | () A ()
P7.5 CA1 ++ | (#) ke
P14.5 CA1 A + | () ++
P1.5 CA2 ++ (1)
P7.5 CA2 +++
P14.5 CA2 FE
P1.5 CA3 ++ (1)
P7.5 CA3 (+) +++
P14.5 CA3 ++ |+ | (D) 4
P1.5 | Gyrus Dentatus

P7.5 | Gyrus Dentatus (+) +++
P14.5 | Gyrus Dentatus ++ | () AFaFar
P1.5 Amygdala

P7.5 Amygdala F

P14.5 Amygdala 4

P1.5 Cortex ++
P7.5 Cortex A AaFr
P14.5 Cortex | ++ ¥ S
P1.5 Septum ++

P7.5 Septum ++

P14.5 Septum A

P1.5 Striatum A

P7.5 Striatum A

P14.5 Striatum +++

P1.5 Thalamus ()| +++

P7.5 Thalamus H| ++

P14.5 Thalamus a4 ++ ()

P1.5 Hypothalamus ++
P7.5 Hypothalamus + ++
P14.5| Hypothalamus AFr
P1.5 d Raphe

P7.5 d Raphe )
P14.5 d Raphe +*

P1.5 m Raphe

P7.5 m Raphe () 3
P14.5 m Raphe aF (+) +

Tab. 3.4: Raumliche Verteilung der 3-Galactosidaseaktivitit im Gehirn transgener 5-HT1a-Rezeptorgen
Promotor- LacZ-Miuse wihrend der frithen postnatalen Entwicklung. Es wurden zwei 4,5 kb (B7, B57),
zwei 5,5 kb (7, 37) und zwei 20 kbLinien (A2311, A2320) untersucht. Die Expressionsstirke in den einzelnen
Gebieten ist entsprechend der Skala (+), +, ++, +++ angegeben. Falls keine Expression gefunden wurde ist das
entsprechende Feld leer. In Regionen des Hippocampus fand sich teilweise Expression ausschliesslich im

rostralen (r) Bereich.
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3.2 5-HT,-Rezeptor

3.21 Klonierung und Kartierung des genomischen Locus des 5-HT7-

Rezeptorgens

Zur molekularen Analyse des 5-HT,-Rezeptorgens sowie seiner 5’-flankierenden Region wur-
de zunichst uber PCR ein 559 bp langes Fragment aus genomischer DNA der Maus (C57bl/6)
amplifiziert, subkloniert und sequenziert. Die Sequenz zur Wahl der Primer stammt aus der Gen-
bank (accession: Z23107), die Primer liegen in Exonl (Spl2.f/Spll.r). Die ermittelte Sequenz
stimmte mit der Genbank-Sequenz tiberein. Mit diesem klonierten Fragment wurde eine geno-
mische PAC Bank der Maus (Resourcencenter: RPCI21 Mouse PAC) nach Klonen, die das Exon
1 des 5-HT.-Rezeptorgens beinhalten, durchmustert. Es wurden 33 positive Klone identifiziert.
Mittels einer zweiten PCR wurde untersucht, welche dieser Klone den 3" Bereich des 5-HT--
Rezeptorgens beinhalten. Die Sequenz zur Wahl der Primer war dieselbe, wie bei der ersten
Durchmusterung, die Primer liegen in Exon 3 (7-3".fwd/7-3".rwd). Vier der 33 Klone waren auch
in diesem zweiten Screen positiv. Mittels ,,Southern-Blot“-Analysen wurden diese vier Klone auf
ithre genomische Organisation hin untersucht. Es wurden diverse Subklone hergestellt und
doppelstringig sequenziert (siche 6.2). Die ermittelten Sequenzdaten umfassen einen Bereich von
7478 bp: 5337 bp 5’-flankierende Region, das 549 bp lange Exonl und 1592 bp des Intron 1.
Eine schematische Darstellung dieser Ergebnisse ist in Abbildung 3.16 dargestellt. Zum Vergleich
ist in dieser Abbildung auch die genomische Organisation des humanen 5-HT,-Rezeptorgens
wiedergegeben, die mittels der von Heidmann und Mitarbeitern (1997) veroffentlichten Daten

sowie neuerer Daten aus der Sequenzierung des humanen Genoms zusammengestellt wurde.

a8 sequenzierter Bereich

== Sonde I » Sonde 11
ATG
5337 549 ., 755 ~ 10000
Maus = - —=
I 11 111
ATG
549 L, 755 5065 97 3748 > 1000
Ratte = 7/ I I =
I 11 C 111
159
ATG 107539 98|98
540 ., 755 ~ 5000 ||/ 1064 > 1000
Mensch 1 = Bl 7/ | I = ]
I ST I 111
YC D

Abb. 3.16: Genomische Organisation des 5-HT7-Rezeptorgens. Exons sind mit rémischen Ziffern (I, IT und
III) sowie den Buchstaben C, wC und D gekennzeichnet. Zahlen kennzeichnen die Linge der DNA-Abschnitte
in bp. Die Linge des Beteiches zwischen Exon II und III in der Maus wurde mittels PCR mit den Primern
Spll.trc/Spl2.r ermittelt. Sonde I und Sonde II dienten der Durchmusterung der PAC Bank. Daten fur die Ratte
und den Menschen stammen aus Heidmann et al. (1997) sowie aus 6ffentlichen Datenbanken.
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3.2.2 Sequenzanalyse des Promotorbereichs des 5-HT7-Rezeptorgens

Es wurde eine computergestiitzte Sequenzanalyse des gesamten sequenzierten 7478 bp langen
Bereiches des murinen 5-HT,-Rezeptorgens durchgefithrt. Eine Zusammenfassung dieser im
folgenden dargestellten Ergebnisse ist in Abbildung 3.17 wiedergegeben

Die kodierende Region des Exon 1 weist zu der veroffentlichten cDNA Sequenz der Maus
(house mouse, accession: Z23107) eine Homologie mit 99,63% identischen Basen, zu der cDNA
Sequenz der Ratte (Wistar rat, accession: X69663) eine Homologie mit 96,53% identischen Basen
und zu der genomischen Sequenz des Menschen (accession: NT_008769.6) eine Homologie mit
91,04% identischen Basen auf. Bei den zwei Basenvariationen, die im Vergleich zu der veréffent-
lichten Maussequenz auftreten, handelt es sich entweder um frithere Sequenzierungsfehler oder
um SNPs. Sie fihren zu zwei Verinderungen in der Aminosauresequenz des murinen 5-HT,-
Rezeptors: N113K und V114L. Beide Aminosidurereste befinden sich in der ersten intrazelluliren
Schleife des 5-HT-Rezeptors. In der Sequenz der Ratte, des Meerschweinchens sowie des Men-
schen befindet sich an den jeweils homologen Positionen ebenfalls ein Lysin- bzw. ein Leucin-
Rest. Die 90 bp lange proximale 5"-untranslatierte Sequenz der Maus (house mouse, accession:
7.23107) ist ab Base 23 zu 100% mit der ermittelten Sequenz identisch (die ersten 22 Basenpaare
scheinen Klonierungsartefakte zu sein). Die 300 bp lange proximale 5’-untranslatierte Sequenz
der Ratte weist eine Homologie mit 96% identischen Basen (12 Basenvariationen) auf.

Im Zuge der Sequenzierung des humanen Genoms ist mittlerweile der gesamte 5” Bereich des
5-HT,-Rezeptorgens veroffentlicht worden (accession: NT_008769). Mit den gingigen
Programmen zur Homologieanalyse mehrerer Sequenzen (Multalin, MSA, LALIGN; ,,default™
Einstellungen) lasst sich der Bereich bis -3375 bp konsistent mit der humanen Sequenz homolog
anreihen. Innerhalb dieses Bereiches gibt es 4 Abschnitte mit relativ hoher Homologie, die von
drei Abschnitten niedriger Homologie durchbrochen werden. Der Bereich von —3375 bp bis
-2677 bp enthalt 70,5% identische Basen, der Bereich von —2454 bp bis —1937 bp enthalt 64,4%
identische Basen, der Bereich von —1361 bp bis —624 bp enthilt 63% identische Basen und der
Bereich von —486 bp bis —1 bp enthilt 75,9% identische Basen.

Der proximale Promototbereich des 5-HT,-Rezeptorgens ist G/C reich. Die ersten 550 Basen
des murinen Promotors weisen einen G/C Anteil von 81,5% auf (durchschnittlich liegt der G/C
Gehalt im Vertebratengenom bei 47%). In diesem Bereich finden sich mehrere putative

Bindungsstellen fir SP1, eine CTF/NF1 und eine MAZ1 sowie unter andetem eine
NGF1A/NGF1C/WT1-, eine IF1-, eine GCF-, eine NF-kB-, eine NF-GMa- und drei AP-2-
Bindungsstellen. Diese Bindungsstellen sind sowohl in Ratte (falls im Bereich der proximalen 300

bp gelegen) als auch im Menschen konserviert (eine Basenvariation erlaubt).
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Beim Vergleich der ermittelten murinen Sequenz mit der Sequenz-Matrix fur zelluldre und virale
TATA-Box-Elemente (TBP-Bindungsstellen) der TESS Datenbank (accession: M00252), die aus
den Sequenzen von 502 Promotorregionen der ,,Eucaryotic Promoter Database® (EPD) ermittelt
wutrde, finden sich drei putative TATA-Box-Elemente an den Positionen -635 bp/-649 bp, -649
bp/-663 bp und —663 bp/-667 bp. Im humanen Genom finden sich zwei dieser drei putativen
TATA-Box-Elemente an Position -749 bp/-763 bp und -767 bp/-781 bp. Eine schematische
Darstellung der proximalen Promotorregion des 5-HT,-Rezeptorgens inklusive der putativen Cis-
Elemente sowie ein Sequenzvergleich der putativen TATA-Box-Elemente ist in Abbildung 3.17C

dargestellt.

3.2.3 Analyse der Transkriptionsstartpunkte des 5-HT7-Rezeptorgens

Zur Identifikation von Transkriptionsstartpunkten wurde RNA aus Gehirnen der Maus mit-
tels RT-PCR-Versuchen und Primerextension-Versuchen analysiert. Die RT-PCR-Versuche wur-
den mit einem 3’-, antisense® Primer, der den Bereich der Translationsinitiationsstelle beinhaltet,
und unterschiedlich weit entfernten 5°-“sense® Primern durchgefiihrt (Abb. 3.18). Es konnte nur
mit P3 ein PCR-Produkt erhalten werden (Abb. 3.19). Als Kontrolle wurde die PCR-Reaktion auf
RNA ohne vorherige RT-Reaktion durchgefiihrt. Das Fehlen eines PCR-Produktes in dieser
Kontrollrektion weist darauf hin, dass die erhaltenen PCR-Produkte aus einer Amplifikation von

5-HT,-Rezeptor cDNA resultieren und nicht auf eine Kontamination mit genomischer DNA

P1 P2 P3 P1r
—_— —_— —_— -«
-300 +1
-690 |
] TATA| [ GIC-reiche Region “
— «— -« P
PEX4 PEX3 PEX2 PEX1
84 s3 s2 s1

Abb. 3.18: Positionen der Primer zur Analyse der Transkriptionsstartpunkte im Promotor des
5-HT7-Rezeptorgens. Die Primer P1, P2, P3 und Plr wurden fur RT-PCR-Versuche eingesetzt. Die
Primer PEX1, PEX2, PEX3 und PEX4 wurden in den Primerextensionversuchen verwendet. Mit den
Primern S1, S2, 83 und S4 wurden Sequenzreaktionen durchgefiihrt.

zurickzufthren sind. Das PCR-Produkt hat die anhand der Sequenzinformationen vorhersagbare
GroBe von 586 bp und liuft im Gel auf der gleichen Hohe wie die PCR-Produkte aus den
Kontrollversuchen mit genomischer DNA und Plasmid DNA eines Klons, der den 1,1 kb langen
proximalen Promotorbereich des 5-HT.-Rezeptorgens trigt. Anhand dieser Versuche konnte der

Bereich des am weitesten 5° liegenden Transkriptionsstarts fir Transkripte, die den bislang
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einzigen nachgewiesenen Translationsstartpunkt des 5-HT,-Rezeptorgens beinhalten, auf den

Sequenzabschnitt zwischen —723 bp und —565 bp eingeengt werden.

Zur genaueren Bestimmung dieses Transkriptionsstartpunktes
sowie zur Identifikation moglicher weiterer in Richtung des
Translationsstartpunktes  liegender  Transkriptionsstartpunkte
wurden Primerextension-Versuche durchgefiihrt. Beispielhafte
Ergebnisse sind in Abbildung 3.20 wiedergegeben. Wie in
Abbildung 3.18 dargestellt, wurden fir diese Versuche vier
verschiedene Primer verwendet. Mit Primer PEX 1 wurden
mehrere Transkriptionsstartpunkte innerhalb der proximalen GC-
reichen Promotorregion des 5-HT,-Rezeptorgens identifiziert,
wobei das Cytosin an Position -89 bp das stirkste Signal lieferte.
Der Transkriptionsstartpunkt an Position —124 bp wird von einer
Initiator-Consensus-Sequenz umgeben. Mit PEX 2 und PEX 3
konnten keine weiteren Transkriptionsstartpunkte identifiziert
werden. Mit PEX 4 wurde eine weitere Transkriptionsinitiations-
stelle identifiziert. Sie liegt in dem im Rahmen der RT-PCR-
Versuche ermittelten Bereich an Position —627 bp bis —630 bp.
Aus  der mehrerer

Auswertung Wiederholungen  der

Primerextension-Reaktion mit PEX 4 wurde ersichtlich, dass die

Abb. 3.19: Identifikation

von 5-HT7-Rezeptorgen-
transkripten mit einer 5°-
untranslatierten  Region
von mindestens 565 bp.
RT-PCR mit den Primern
P3/P1r wurde auf Gesamt-
gehirn-RNA  der Maus (1)
und als Positiv-Kontrolle auf
genomischer DNA der Maus
(2) und DNA cines die
Promotorregion  enthalten-
den Plasmids (3) durchge-
fihrt. Als Negativ-Kontrolle
wurde eine PCR auf der
isolierten RNA durchgefiihrt

-

Hauptinitiationsstelle der Transkription in diesem Bereich des 5-HT,-Rezeptorgen Promotors das

Thymidin an Position — 627 bp ist. Dieses Thymidin liegt 21, 35 bzw. 49 Basenpaare

stromabwirts der drei putativen TATA-Boxen (s. Abb. 3.21).
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Abb.

Rezeptorgens

S1

PEX1

1b

der

S4

ACGT

L 08-B

3.20 ‘Transkriptionsstartpunkte
Maus.

Far di

PEX4

4

des

c

5-HT7-
dargestellten

Primerextensionversuche wurden 30 pg Gesamtgehirn-RNA
und die Primer PEX1 (Spur 1a und 1b) und PEX 4 (Spur 4)
eingesetzt. Die dargestellten Sequenzreaktionen erfolgten mit
den Primern S1 und S4. Die Lage der Primer ist Abb. 3.18 zu
entnehmen. In Spur 1a und 1b sind Ergebnisse unabhingiger
Versuche dargestellt. Rote Punkte heben die positiven
Banden der Sequenzreaktion mit S1 hervor. Das Cytosin an
Position -89 bp und das Thymidin an Position -627 bp sind
markiert.

-687 TCCCTTTAAT TTTTATTTAT TTATTTTTAT TAAGGGCTTA AAATATATTC
-637 TCCAACAAGG TTCTTCACCG GTTCATGCAG TGACCCCCGA GTCTTCTTGA
-587 AAAGCAAACC GCTCCCACCC CGCTTGTCAT TTGCTACAGT GCTGAGGCCA
-537 GGGGGTCTGC GGCAGGGCGA GCCAGGGCTG GGCATTTGCA CGGTGCGCAG
-487 CGGCGGGGCT GCCCAGCAGG GGAAGCCCGT CCCGGAGCGC GCGGGGCGCT
-437 GGCGGCTGCC GGAGGCGGTG GCTGGGACGC GGCGCGGCTG CCGCAGGGGA
-387 GCGGCGGCGE CGGGCGCGAG GGGCGGGGECG CACTCCGCAA CTTCGGCCAC
-337 GGCGGCCGGGE CGCTCTCGGC CCCGGCGCGC GTCGCTGCGG GGCTGCGGTG
-287 CGGCC GCCC GGCCGGGCTC GGCTCGCCAC CCTGCGCCTC CCCCGTGCCC
-237 GTCGGGGACC GCTGGCGCCT CCCGCGGGGA GTCCTCGCCC ACGCGTCACC
-187 CGCAGCGTCT GGGGGACCCT GGGACGTGCG GGGTCGCGAG GCCGAGCCGG
-137 GCGCCCCCCA GTGGCCAGCG CCGGACCCCA TGGCTGGGCC GCGCGGAGCC
-87 GAGCGGGCAA GGTGAATCCA GCCCTGGGGC CGGCTGCCGE AGCGCTTGGC
-37 GGGGGCGCCG GCTCCATGGG CAGCGGCGCT CGGCACGHEE ATGGACGTTA
Abb. 3.21: Identifizierte Transkriptionsstartpunkte im Promotor des 5-HT5-

Rezeptorgens. Dargestellt ist die proximale Promotorsequenz des 5-HT7-Rezeptorgens. Her-
vorgehoben ist das Translationsstartkodon ATG (rot), die tiber Primerextensioversuche identi-

fizierten Transkriptionsstartpunkte (gelb) sowie die drei identifizierten TATA-Boxen (grau).
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3.2.4 Identifikation von Spleil3varianten im 5°-Bereich des 5-HT7-Rezeptorgens

Die Komplexitit des serotonergen Systems wird durch die Existenz mehrerer Isoformen
einzelner 5-HT-Rezeptoren noch erhéht. Bisher wurden fir den 5-HT5, 5-HT,;, 5-HT,, 5-HT,,
5-HT,, und den 5-HT,-Rezeptor die Generation von Isoformen durch RNA-, Editing* und/oder
alternatives RNA-Spleilen beschrieben. Die vier bekannten Isoformen des 5-HT,-Rezeptors in
Ratte und Mensch werden durch alternatives Spleilen im Bereich Exon 2-Intron 2/3-Exon 3
gebildet, welches sich in einer Variation des cytosolischen C-Terminus niederschligt. Zur Analyse
des Bereiches Exon 1-Intron 1-Exon 2 auf potentielle alternative Spleilvorginge sowie zur
initialen Charakterisierung ausgewahlter 7z vitro Systeme (s. 3.2.5) auf die Expression des 5-HT-
Rezeptorgens wurden RT-PCR-Versuche mit Gesamt-RNA aus dem Gehirn von Maus (NMRI-
Auszuchtstamm) und Ratte (Spague-Dawley-Auszuchtstamm) sowie auf Gesamt-RNA von
NG108-15-Zellen und differenzierten und undifferenzierten RN46A-Zellen durchgefiihrt. Die
Lage der Primer ist Abbildung 3.22 zu entnehmen.

Spl1-rat.f Spl2-rat.r
_> 4—
Spl1.f Spl2.f Spll.r Spl2.r Spl3.r
— —> «— «— -«
= 'Exon 1\ NN Exon 2 S
I I
+1 +449
|
Sonde

Abb. 3.22: Positionen der Primer zur Analyse der Splicevorginge im 5'Bereich des 5-HT7-
Rezeptorgens. Schematisch dargestellt ist die 5-HT7,-Rezeptor mRNA (grauer Kasten)
inklusive 5"-UTR (grau ohne Muster) und kodierender Region (grau-schwarz gestreift). Der Uber-
gang zwischen Exon 1 und Exon 2 liegt bei +449. Die im Verlauf der Analyse der Splicevorginge
cingesetzte Sonde ist als schwarzer Balken dargestellt und bindet unter den gewihlten
Bedingungen sowohl die Sequenz der Maus, als auch die der Ratte. Die Primer Spl2.f, Spll.r und
Spl3.r sind spezifisch fir die Sequenz der Ratte und der Maus, Spll.f und Spl2.r sind spezifisch fiir
die Sequenz der Maus und Spl1-rat.f und Spl2-rat.r sind spezifisch fiir die Sequenz der Ratte.

Undifferenzierte RN46A-Zellen exprimierten das 5-HT,-Rezeptorgen nicht, differenzierte
RN406A-Zellen nur sehr schwach. In den anderen RNA Proben konnten mit den diversen
Primerpaaren jeweils mehrere Transkripte nachgewiesen werden, deren Spezifitit iber
,»oouthern-Blot“-Analysen nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.23). Als Sonde wurde fur
diese Untersuchungen ein 471 bp langes Notl/Ncol Fragment aus der kodierenden Region des
Exon 1 verwendet. Da mittels ,,Southern-Blot“-Analysen auf genomischer DNA der Maus keine

Hinweise auf die Existenz von Pseudogenen oder Genen hoher Homologie gefunden wurden
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(Plassat et al. 1993) deutet der Nachweis mehrerer spezifischer RT-PCR-Produkte mit jeweils
einem Primerpaar auf das Vorhandensein mehrerer verschiedener Spleilvarianten im

Transkriptom der untersuchten Proben hin.

arq{z 3 f
b[ 1 2 3
Cr1 23
dr—7 23

Abb. 3.23: Detektion von 5-HT7-Rezeptor mRNA Splicevarianten. RT-PCR mit
spezifischen Primern fiir 5-HT7-Rezeptortranskripte der Ratte (a-d) und der Maus (e, f) wurde
auf Gesamt-RNA von Rattengehirn (a), NG108-15-Zellen (b), differenzierten (c) und
undifferenzierten (d) RN46A-Zellen durchgefihrt. Die RT-PCR-Produkte in a-d und f wurden
mit einer internen 5-HT7-Rezeptorgen spezifischen Sonde hybridisiert (M: DNA-Marker).
Verwendete Primer: 1: Spll-ratf/Spl3.r, 2: Spll-rat.f/Spl2-ratr, 3: Spll-rat.f/Spll.r, 4:
Spl1.f/Spl2.t, 5: Spl1.f/Spll.t. Die Lage der Primer ist Abb. 3.22 zu entnehmen.

Zur niheren Charakterisierung dieser potentiellen Spleilvarianten wurden die RT-PCR-
Produkte aus Gesamtgehirn-RNA der Maus kloniert und sequenziert. Es wurden funf
unterschiedliche Klone identifiziert, die insgesamt sechs verschiedene Spleiivorginge aufwiesen.
Finf dieser Spleilvorginge traten innerhalb Exon 1 an internen Splei3-Donor und Spleif3-
Akzeptor Stellen auf, ein Spleilvorgang trat zwischen Exonl und Exon 2 auf und involviert ein
neu identifiziertes alternatives Exon (Exon E), dessen homologe Region in dem 107539 bp
langen Intronl des humanen 5-HT,-Rezeptorgens identifiziert werden konnte. Die
SpleiBvorginge an den internen Donor- und Akzeptorstellen fithren allesamt zu ,,in frame®-
Deletionen. Die im folgenden verwendete Bezeichnung der verschiedenen Spleifivarianten
orientiert sich an der Anzahl der deletierten Basentriplets. In Abbildung 3.24 sind die
verschiedenen identifizierten Spleilvorginge dargestellt.

A45 fihrt zu einer Deletion von 45 Aminosaureresten aus dem Bereich der N-terminalen

extrazellularen Domane. A119 fiuhrt zu einer Deletion von 119 Aminosiureresten aus dem

Bereich der N-terminalen extrazelluliren Domine sowie der ersten transmembraniren (TM)
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ATG
Intronla Intronlb
a
T™MI TMII TMIIIL
b
A148
C

A45 +54 TCTCATCCTG +213
A119 +21 CGGCCGCCCC +404
A148 -51 CCGGAGCGCT] +419
Al12 +449 +506
A85 -49 +233
Exonl-Intronl-Exon2 +539 CCTTGGGATC +562
Exon E 27?7 277
Exon E human taa aaa

Abb. 3.24: Identifizierte Splicevorginge im 5'Bereich des 5-HT7-Rezeptorgens der Maus. a und b geben
eine schematische Darstellung der identifizierten Splicevorginge wieder. a stellt den alternativen Splicevorgang
des Exons E dar, b stellt die Splicevorginge an den internen Donor- und Akzeptorstellen dar. Die Exons in a
und b sind als Kisten dargestellt (weisse Fallung: 5-UTR, dunkelgraue Fillung: kodierende Region, hellgraue
Fillung: nichtkodierende Region, falls Exon E enthalten ist). In ¢ sind die Sequenzen im Bereich der
identifizierten Splicevorginge sowie des Splicevorgangs Exonl-Intronl-Exon2 wiedergegeben. Rot markiert sind
sich wiederholende Sequenzen, die an den Splicestellen vorhanden sind und von denen im Zuge des
Splicevorgangs jeweils eine Seite eliminiert wird. Grofle Buchstaben reprisentieren Basen, die nach dem
Splicevorgang in der Sequenz des tresultierenden Transkriptes enthalten sind, kleine Buchstaben reprisentieren
Basen, die climiniert werden. Der griin markierte Bereich gibt die Sequenz des Exons E der Maus, sowie des
homologen Bereichs im humanen Genom wieder.

Helix, der ersten intrazelluliren Schleife sowie einem Teil der zweiten TM Helix. A148 und A85
fithren zu einer Deletion des Start-Kodons. Der Translationsbeginn ab dem nichstméglichen
Start-Kodon (M138) resultiert in einer Deletion der ersten (N-terminalen)137 Aminosdurereste.
M138 liegt in der zweiten TM Helix des 5-HT,,-Rezeptors. Untersucht man die
Proteinsequenzen aus A119, A148 und A85 hinsichtlich ihrer Topologie so werden funf-TM
Modelle mit extrazellulirem N-Terminus vorhergesagt (Tmpred, TopoPred 2). A12 fihrt zu einer
Deletion von 12 Aminosaureresten im Bereich der zweiten intrazellulidren Schleife und der dritten
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TM Helix. Topologicuntersuchungen zu A45 und Al12 fihren zum klassischen sieben-TM
Aufbau. Exon E enthilt in dem kodierenden Leserahmen ein Stop-Kodon und fithrt zu einem
Abruch des ORFs an Position 199 der abgeleiteten Aminosauresequenz. In Abbildung 3.25 sind
abgeleitete Aminosiuresequenzen sowie schematische Darstellung des murinen 5-HT; -
Rezeptors sowie der identifizierten Spleillvarianten dargestellt. Eine Analyse der abgeleiteten
Proteinsequenzdaten mit Hilfe der PROSITE Datenbank (Release 16.51, Swiss Institute of
Bioinformatics) fihrte zu keinen Hinweisen auf das Vorhandensein neuer konservierter Dominen.

Mit Primern, die spezifisch fur die einzelnen Spleilereignisse sind, d.h. im Falle des Exon E
auf diesem liegen und im Falle der Deletionen tber diesen liegen, lieBen sich RT-PCR-Produkte
der erwarteten Grofen aus Gesamtgehirn RNA der Maus amplifizieren, was die Validitdt der
Ergebnisse untermauert. Die Existenz von zusitzlichen Banden bei einigen dieser Ergebnisse
deutet auf die Moglichkeit von Kombinationen verschiedener Spleilvorginge hin, wie sie bei
einem der analysierten Klone ja auch urspriinglich gefunden wurde.

Geht man davon aus, dass die sechs identifizierten verschiedenen Spleivorginge alle
unabhingig voneinander ablaufen, d. h. sich gegenseitig nicht bedingen bzw. ausschlieBen
(abgesehen von tberlappenden Ereignissen), so kommt man auf eine theoretische Anzahl von 19

verschiedenen Spleif3varianten in dem untersuchten Bereich.
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Abb. 3.25: Abgeleitete Aminosduresequenzen und Strukturen der identifizierten Splicevarianten des
5-HT7-Rezeptorgens der Maus. Rot markiert ist das vorhergesagte Start-Methionin, grau unterlegt sind die im
5-HT7@-Rezeptor vorhergesagten Transmembrandominen, tirkis markiert sind die Positionen, an denen
Splicevorginge beobachtet wurden, griin unterlegt ist die abgeleitete Aminosiuresequenz des Exon E. Sternchen
markieren Stopkodons. Die verwendeten Methoden zum ableiten der Struktur sind im Text beschrieben.
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3.2.5 In vitro Analysen zur Charakterisierung des 5-HT7-Rezeptorgen Promotors

Wahl und Charakterisierung der verwendeten Zellkultursysteme

Analog zu 3.1.3 wurden fur die 7z vitro Analysen Zelllinien ausgewihlt, die einerseits einen im
Analysekontext sinnvollen spezifischen Zelltyp reprasentieren und andererseits unter den
gewihlten experimentellen Bedingungen transfizierbar sind. Wie unter 3.2.4 dargestellt,
exprimierten NG108-15-Zellen und differenzierte RN46A-Zellen das 5-HT,-Rezeptorgen
(letztere nur sehr schwach). In differenzierten und undifferenzierten PC12-Zellen konnten keine
5-HT,-Rezeptortranskripte nachgewiesen werden. Fur die iz vitro Analysen wurden NG108-15-
Zellen als 5-HT,-Rezeptorgen exprimierende neuronale Zelllinie eingesetzt. Als differenzierte
nicht-exprimierende neuronale Zelllinie wurden differenzierte PC12-Zellen, als undifferenzierte
nicht-exprimierende neuronale Zelllinie wurden undifferenzierte PC12-Zellen und als nicht-
neuronale nicht-exprimierende Zelllinie wurden COS-7-Zellen gewahlt. RN46A-Zellen lieBen
sich unter den gewihlten experimentellen Bedingungen weder im differenzierten noch im
undifferenzierten Zustand transfizieren und wurden deshalb fiir diese Experimente nicht

eingesetzt.

Klonierung verschiedener 5-HT,-Rezeptorgen Promotorfragmente

Als Expressionsvektor wurde der unter 3.1.3.2 beschriebene pM2 Vektor verwendet. Aus dem
isolierten PAC-Klon, PAC,, wurden verschiedene Promotorbereiche in pM2 subkloniert. Die
untersuchten Promotorfragmente reichen in threm 3"-Bereich genau an den Translationsstart des
5-HT,-Rezeptorgens heran und variieren in der Linge des 5°-Bereiches. Es wurden vier
Promotorbereiche (-4,2 kb, -3,5 kb, -2,1 kb und -1,2 kb 5"untranslatierter Bereich) vor das LacZ
Gen des pM2 Vektors kloniert (Abb. 3.26).

' [ SATR | luenl  z4p 326: Schematische Dar-

EcoRI Neol stellung der 5-HT7-Rezeptorgen
pM2-4,2kb i
I Promotor-LacZ-Konstrukte.
BamHI M35k ‘W‘ml Schmale offene Kisten stellen
I e — = jucZ | Promototbereiche  dar,  gefullte
Xhol Neol Kisten stellen kodierende
‘, pM2-2,1kb ‘W Regionen  dar.  Eingezeichnete

Restriktionsschnittstellen  wurden

Pstl Neol A .
= pM2-1,2kb /| im Rahmen der Klonierung der

Konstrukte verwendet.
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In vitro Analyse der 5-HT -Rezeptorgen Promotorfragmente

Die Aktivititen der vier 5-HT,-Rezeptorgen Promotorfragmente in den transienten
Transfektionsstudien sind in Abbildung 3.27 dargestellt. In keiner der gewihlten Zelllinien
konnte mit den verwendeten Konstrukten eine spezifische Aktivitit nachgewiesen werden. Die
Aktivitit des —1,2 kb Fragments lag in den nicht-neuronalen COS-7-Zellen unter der des
Promotor-losen pM2 Vektors, was darauf hindeutet, dass die undichte Expression von pM2
durch in diesem Promotorfragment enthaltene Repressorelemente unterdriickt wurde. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der proximale 1,2 kb lange Promotorbereich Cis-Elemente
enthilt, die sowohl in endogen 5-HT.-Rezeptorgen-exprimierenden Zellen als auch in nicht-
exprimierenden Zellen die Transkription von diesem Promotorfragment aus vollstindig
reprimieren. Zwischen —1,2 kb und -4,2 kb scheinen keine Cis-Elemente lokalisiert zu sein, die
diese Repression unspezifisch in COS-7- oder PC12-Zellen oder spezifisch in endogen 5-HT-
Rezeptorgen-exprimierenden Zellen auftheben. Eine zellspezifische Transkription wird somit

durch das -4,2 kb Konstrukt nicht zugelassen bzw. ermoglicht sondern vollstindigen unterdriickt.
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Abb. 3.27: Aktivitit der 5-HT7-Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukte in vitro. COS-7-, NG108-15-
und PC12-Zellen wurden in transienten Transfektionsstudien mit pGL2-CMV und den verschiedenen 5-HT7-
Rezeptorgen Promotor-LacZ-Konstrukten kotransfiziert und nach 48 h vermessen. Daten sind wiedergegeben
als Mittelwerte der B-Galactosidaseaktivitit zu Luciferaseaktvitit (3/L) abgeglichen gegen die Konstrukt-
spezifischen Transfektionseffizienzen (rel) von mindestens drei verschiedenen Experimenten +/-
Standardabweichung. Die Werte aus COS-7- und NG108-15-Zellen wurden auf die Aktivitit des promotorlosen
pM2-Vektors normalisiert.

Die Sequenz des 5-HT,-Rezeptorgen Promotors ist im Bereich zwischen —1361 bp und —624
bp sowie zwischen —486 bp und —1 bp stark konserviert (s. 3.2.2). Im distaleren Homologie-

bereich fanden sich keine auffilligen Konsensussequenzen fiir die Bindung von transkriptionellen
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Repressoren. Der proximale Homologiebereich enthilt putative Bindungsstellen fiir die represso-
risch wirkenden Transkriptionsfaktoren IF1, GCF und WT1 sowie fiir die transkriptionellen
Regulatoren der early growth response Familie (NGFI-a, NGFI-c und EGR2), wobei WT1 jedoch
nicht im Gehirn exprimiert wird und somit nicht fiir die starke beobachtete Repression in den
neuronalen Zelllinien verantwortlich sein kann (Gene Expression Database (GXD), 12/2001).
Der duale Aufbau des Promotors im Sinne des Mechanismus der Transkriptionsinitiation,
einerseits iiber TATA-Boxen im Bereich -635 bp bis -667 bp und andererseits iiber GC-reiche
Sequenzen im Bereich -85 bp bis -190 bp, lisst vermuten, dass es einen Regelmechanismus gibt,
der die Transkription ausgehend von den verschiedenen Transkriptionsstartpunkten insgesamt
unterdrickt. Die putativen repressorischen Cis-Elemente des proximalen Homologiebereiches

konnten diese Funktion tiber eine Blockierung der Transkription tbernehmen.

- [ HT,R | lnwenl = App.  3.28:  Schematische
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|. pi2-3,5kb4 Abb. 3.26. Kreuze markieren den

o oo deletierten Bereich.

pM2-2,1kbA / ez |
Pstl Neol
— pM2-1,2kbA /| ez

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Deletionskonstrukte hergestellt, denen der 86 bp
lange Bereich zwischen -22 bp und -107 bp fehlt (Abb. 3.28). Dieser Bereich beinhaltet die
putative Bindungsstellen fir GCF, WT1 und die transkriptionellen Regulatoren der early growth
response Familie sowie fir SP1 und CTF/NF1. Einer der Haupttranskriptionsstartpunkte, das
Cytosin an Position -89 bp, befindet sich ebenfalls in diesem Bereich. Die Ergebnisse aus den
transient  transfizierten  NG108-15-Zellen, COS-7-Zellen und differenzierten  und
undifferenzierten PC12-Zellen ist in Abbildung 3.29 dargestellt. Alle vier Konstrukte waren in
COS-7-Zellen und differenzierten PC12-Zellen schwach aktiv. In undifferenzierten PC12-Zellen
waren das -1,2 kb Fragment, das -2,1 kb Fragment und das -3,5 kb Fragment schwach aktiv. In
endogen 5-HT,-Rezeptorgen-exprimierenden NG108-15-Zellen waren alle vier Konstrukte aktiv.
Hier lieBen sich zudem statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Aktivititen der
einzelnen Konstrukte nachweisen. Das -1,2 kb Fragment wies die stirkste Aktivitdt auf (6- bis 7-
fach Gber der Hintergrundaktivitit), das -2,1 kb und das -3,5 kb Fragment wiesen eine reprimierte
Aktivitdt (3- bis 4-fach iber dem Hintergrunds) auf. Das -4,2 kb Fragment wies eine intermediire

Aktivitit (4- bis 5-fach tber dem Hintergrunds) auf.
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Der Bereich zwischen —22 bp und —107 bp scheint repressorisch wirkende Cis-Elemente zu
beinhalten, die die Transkription ausgehend von dem 1,2 kb langen proximalen
Promotorfragment des 5-HT,-Rezeptorgens sowohl in endogen 5-HT,-Rezeptorgen-
exprimierenden Zellen als auch in endogen nicht-exprimierenden Zellen verhindern. Weder in
5-HT,-Rezeptorgen-exprimierenden noch in nicht-exprimierenden Zellen konnte ein
Promotorbereich identifiziert werden, der diesen Transkriptionsblock aufhebt. Bereiche zwischen
—1159 bp und 2080 bp und zwischen —3454 bp und —4224 bp scheinen weitere repressorisch
bzw. aktivierend wirkende Cis-Elemente zu beinhalten, die im Kontext der Trans-Elemente der
NG108-15-Zellen wirksam sind. In Abbildung 3.30 ist eine schematische Darstellung des 5-HT'-

Rezeptorgen Promotors und seiner funktionellen Bereiche wiedergegeben.

-4224 -3454 -2080 -1159

T ] Lﬂl ATG
Abb. 3.30: Schematische Darstellung des 5-HT7-Rezeptorgen Promotors. Der Promotor des 5-HT7-
Rezeptorgens (dicke Linie) besitzt mehrere Transkriptionsinitiationsstellen (oberer Pfeil mit vertikalen
Strichen). In vitro wurden zwei transkriptionsaktivierende (+), eine transkriptionsinhibierende Region (-) und
ein Transkriptionsblock-vermittelnder Bereich (horizontale Linien mit einer vertikalen Linie am rechten
Ende) beschrieben (weisse Kisten).
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