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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG
1.1 Arbeitshypothese

Das mesolimbische dopaminerge System gilt als das morphologische Korrelat
des menschlichen Belohnungssystems. Dopamin ist in diversen Studien als
ein zentraler Neurotransmitter fur die Ausbildung addiktiven Verhaltens iden-
tifiziert worden (Wise, 1987; Di Chiara, 1998; Wise, 1998; Spanagel et al.,
1999; Wightman et al., 2002; Bowirrat et al., 2005; Hyman et al., 2006).

In Assoziationsstudien wurden bestimmte allelische Varianten des D2 Dopa-
min Rezeptor Gens (DRD2) geh&auft bei Suchtkranken gefunden (Blum et al.,
1990; Noble, 1993; Finckh et al., 1997; Noble, 1998, 2000, 2003). Da die
Studien wenig eindeutige, zum Teil widerspruchliche Ergebnisse erbrachten
und mogliche Effekte der untersuchten Genotypen bis dato nicht ausreichend
erklart werden konnten, wurde vermutet, dass diese sich in Kopplungs-
ungleichgewicht mit einer funktionellen Variante des DRD2 befinden (Co-

mings et al., 1991; O'Hara et al., 1993; Ritchie et al., 2003).

Fur die 37 untranslatierte Region (3"UTR) des humanen DRD2 wurde von
mehreren Arbeitsgruppen eine Assoziation zwischen Genotypvarianten und
phanotypischen Auspragungen bei Suchtkranken (Alkoholikern) beschrieben
(Finckh et al., 1997; Koehnke et al., 1999; Samochowiec et al., 2000; Lucht
et al., 2001).

Zudem wurde fur nicht kodierende Genbereiche wie 5 - und vor allem
3" UTRs in den letzten Jahren zunehmend ein Einfluss auf die Regulation der
Genexpression nachgewiesen (Wilusz et al., 2001; Mazumder et al., 2003;
Wilkie et al., 2003; Hesketh, 2004), so dass besonders die genannten Stu-
dien zur DRD2 3" UTR die Hypothese nahelegten, dass Unterschiede in den
untranslatierten Regionen des DRD2 Uber die Beeinflussung der Genexpres-

sion zur Entstehung neuropsychiatrischer Phanotypen beitragen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mittels molekularbiologischer und zellbiologi-
scher Methoden in vitro und in vivo die Polymorphismen der DRD2 3" UTR im
Kontext reprasentativer Haplotypen auf translationeller Ebene hinsichtlich

ihrer funktionellen Relevanz zu Uberprufen und naher zu charakterisieren.
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1.2 Einfuhrung in die Thematik

Fur eine Vielzahl komplexer Phénotypen wie zum Beispiel Intelligenz und
die phanotypische Auspragung neuropsychiatrischer Erkrankungen wurde
in Familien- und Zwillingsstudien ein mal3geblicher Einfluss erblicher Fak-
toren beschrieben (Plomin, 1990).

Die allgemein zu beobachtende hohe phanotypische Variabilitat in der Be-
volkerung bzw. das individuelle Erkrankungsrisiko kénnen durch einen
ausschlieBlich genetischen Einfluss jedoch nicht vollstandig erklart werden.
Im Gegensatz zu den seltenen, in der Regel durch einen Einzelgendefekt
verursachten erblichen Erkrankungen mit Mendel’scher oder mitochondria-
ler Vererbung lasst sich in Familien mit gehauftem Vorkommen komplexer
Erkrankungen kein klassischer Erbgang erkennen. Die deutlich héhere In-
zidenz komplexer - insbesondere neuropsychiatrischer - Erkrankungen im
Vergleich zu den genannten monogenen Erkrankungen lasst vermuten,
dass ein Teil der disponierenden oder bei einer Auspragung mitgestalten-
den genetischen Varianten durch Polymorphismen bzw. die Kombination
mehrerer Polymorphismen determiniert ist, welche in der Bevodlkerung
haufig auftreten. So erscheint es durchaus denkbar, dass in aufeinander
folgenden Generationen einer Familie Erkrankungen wiederholt auftreten -
obwohl diese nicht im Mendel’schen Sinne vererbt werden.

In der jungeren Vergangenheit wurden zahlreiche genetische Assoziati-
onsstudien bei komplexen Erkrankungen durchgefuhrt, um zu untersu-
chen, ob bestimmte allelische Varianten einzelner Gene bei Betroffenen
haufiger oder seltener vorkommen als bei nicht betroffenen Kontrollpro-
banden (Uhl et al., 1997; Risch, 2000; Rannala, 2001; Dean, 2003; Inoue
et al., 2003; Suh et al., 2005).

Zusammenfassend kann behauptet werden, dass diese Studien bislang
speziell bei neuropsychiatrischen Erkrankungen nicht sehr erfolgreich wa-
ren und im Hinblick auf einzelne Gen-Polymorphismen nicht selten zu wi-
dersprichlichen Ergebnissen fuhrten. Ein gemeinsames Merkmal der Asso-
ziationsstudien ist das Vorgehen nach dem so genannten ,Kandidatengen-

Ansatz“. Hierbei werden ein fur die Pathophysiologie der Erkrankung hypo-
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thetisch oder erwiesenermallen relevantes physiologisches System bzw.
dessen zentrale Komponenten auf Basis der genetischen Variabilitat der
beteiligten Gene (genetische Polymorphismen) untersucht.

Bei der Alkoholismuskrankheit zum Beispiel vermutet man eine Stérung
oder besondere Vulnerabiltat gegentber Storfaktoren des mesolimbischen
dopaminergen Systems - welches als das morphologische Korrelat des
humanen Belohnungssystem beschrieben wurde (siehe 1.1 und dort zie-
tierte Literatur).

Einer der zentralen Ansatzpunkte psychotroper Substanzen mit hoher
Wirksamkeit ist der Dopamin D2 Rezeptor. Es erschien daher naheliegend,
dass eine Variabilitat dieses Rezeptors (bzw. dessen Gens = DRD?2), der
im erwahnten Belohnungssystem eine wichtige funktionelle Relevanz be-
sitzt, fur die Auspragung der Alkoholismus-Disposition eine Rolle spielen
konnte.

Basierend auf diesen Uberlegungen wurden zahlreiche Assoziationsstudien
des DRD2 Gens durchgefuhrt, die jedoch keine befriedigenden bzw.
schlussigen Ergebnisse liefern konnten (Bolos et al., 1990; Blum et al.,
1991; Comings et al., 1991; Gelernter et al., 1991; Goldman, 1993; Law-
ford et al., 1997; Noble, 1998; Sander et al., 1999). Nach wie vor muss
die erstmalig von Blum et al. beschriebene Assoziation von Alkoholismus
mit dem so genannten Al-Allel eines mehrere Kilobasen aullerhalb des
DRD2 Gens liegenden Taql Restriktions-Polymorphismus (Blum et al.,
1990) als umstritten gelten. Andererseits deuten mehrere bildgebende
Studien darauf hin, dass das Al-Allel mit einer reduzierten D2 Rezeptor-
dichte bzw. reduzierten dopaminergen Neurotransmission assoziiert sein
koénnte (Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998; Jonsson et al.,
1999; Ritchie et al., 2003).

Generell wird vermutet, dass derartige Assoziationen am ehesten durch
funktionelle genetische Varianten innerhalb des DRD2 Gens zu erklaren
sein mussten - bedingt durch Polymorphismen, welche im Kopplung-
sungleichgewicht mit dem erwahnten SNP Taqgl A1/A2 stehen (Comings et
al., 1991; O'Hara et al., 1993; Ritchie et al., 2003).
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Verschiedene Vorarbeiten deuteten an, dass die 3" untranslatierte Region
des DRD2 Gens, welches ca. 65 Kb genomische DNA auf dem langen Arm
des Chromosoms 11 umspannt, mit dem Taql A-Polymorphismus in
Kopplungsungleichgewicht steht (Noble, 1993; Finckh et al., 1996; Finckh
et al., 1997; Noble, 1998; Noble et al., 2000; Samochowiec et al., 2000).
Ebenso konnten aufRerhalb des kodierenden Bereiches der mRNA (3" UTR)
in Exon 8, dem letzten Exon von DRD2, Polymorphismen identifiziert wer-
den, die in Assoziationsstudien einen Einfluss auf phanotypische Merkmale
bei Suchtkranken (Alkoholikern) zeigten (Finckh et al., 1997; Koehnke et
al., 1999; Samochowiec et al., 2000; Lucht et al., 2001).

Die oben erwahnten Assoziationsstudien beinhalten naturgemald das Prob-
lem, dass fur die Uberwiegende Mehrheit der bekannten genetischen Poly-
morphismen des Menschen eine mogliche funktionelle Relevanz nicht er-
kennbar und oft auch nicht experimentell unmittelbar untersuchbar ist.
Hinzu kommt, dass ein in vitro messbarer Effekt eines Polymorphismus
nicht notwendigerweise in der Pathophysiologie der untersuchten Erkran-
kung eine entscheidende Rolle spielen muss. AulRerdem ware es maoglich.
dass benachbart liegende Polymorphismen sich gegenseitig beeinflussen,
wodurch isolierte Betrachtungen einzelner Polymorphismen zu artifiziellen
Ergebnissen fuhren kénnten.

Eine weitere entscheidende Schwache von Assoziationsstudien durfte darin
liegen, dass bei komplexen Erkrankungen a priori der relative bzw. quanti-
tative Anteil eines bestimmten Polymorphismus oder eines polymorphen
Gens an der Phanotyp-Varianz nicht abschatzbar erscheint, da nicht be-
kannt ist, wie viele unterschiedliche Gene beteiligt sind.

Primares Ziel dieser Arbeit war es daher, fur das fehlende Bindeglied zwi-
schen genetischem Polymorphismus und komplexem Ph&notyp ein mole-
kulargenetisches Korrelat zu finden und die unbekannte Wegstrecke, ge-
messen vom Genotyp bis hin zu einer phanotypischen Auspragung, zu
charakterisieren und somit zu verringern. Dies schien am ehesten mdglich

durch funktionelle Untersuchungen der Effekte einzelner Polymorphismen
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und vor allem ihrer Kombination in definierten Genabschnitten im Hinblick
auf ihren Einfluss auf die Genexpression.

Wie bereits in der Arbeitshypothese angedeutet erfolgt die Regulation der
Genexpression bei hoheren Organismen hauptsachlich durch nicht kodie-
rende Bereiche (Sonenberg, 1994; McCarthy et al., 1995; Pesole et al.,
1997; Bashirullah et al., 1998; van der Velden et al., 1999). Dieser Vor-
gang findet auf 2 Ebenen statt:

1. Regulation auf Ebene der Transkription, hauptsachlich durch cis-agie-
rende DNA-Elemente wie Promotoren, Enhancer und Silencer, sowie

2. post-transkriptionelle Regulation, durch Kontrolle des nuklear-zytoplas-
matischen mRNA-Transports, der Translationseffizienz, der mRNA-Stabili-
tat und der subzellularen Lokalisation der mRNA (Lipshitz et al., 2000;
Mazumder et al., 2003; Wilkie et al., 2003; Hesketh, 2004; Kindler et al.,
2005).

Bei den zuletzt genannten Vorgédngen spielen von Seiten der mRNA cis-
agierende RNA-Elemente eine entscheidende Rolle, die vorwiegend in den
untranslatierten Regionen (5" und 37" UTRs) lokalisiert sind (Pesole et al.,
2001). Ungleich der transkriptionellen Kontrolle, deren regulatorische Sig-
nale hauptséchlich durch die Primarstruktur / Sequenz der DNA bestimmt
werden, erforden die Regulationsmechanismen auf mRNA-Ebene ein Zu-
sammenspiel von Kontrollelementen, die sowohl von der Primar- als auch
der Sekundarstruktur der mRNA abhéangig sind.

Solche, z.T. bereits in Form Ubergeordneter, definierbarer Konsensus-
Sequenzen bekannte, cis-agierende funktionelle RNA-Elemente kdnnen
Struktur-spezifisch von RNA-bindenden Proteinen erkannt werden, die ihre
regulatorische Funktion tber die Beeinflussung der Verwertung der mRNA
auf translationeller Ebene ausuben (Zaidi et al., 1994; Wilkie et al., 2003).
Von mehreren Arbeitsgruppen konnte in der jungeren Vergangenheit
nachgewiesen werden, dass Einzelnukleotidaustausch-Polymorphismen
(SNPs), welche in der 37 untranslatierten Region lokalisiert sind, bei Er-
krankungen mit komplexem Genotyp einen funktionellen Einfluss auf die

beschriebenen Regulationsmechanismen haben kénnen:
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So beschrieben Miller et al. einen SNP in der 3" UTR des Dopamin Trans-
porter Gens (DAT), der sowohl beim Menschen als auch bei Rhesusaffen
einen Effekt auf die in-vitro Expression von Reportergenen (Luziferase) in
HEK293 Zellen ausubt (Miller et al., 2002). Die Autoren werten die Ergeb-
nisse als einen Haplotyp-spezifischen posttranskriptionellen Einfluss auf
die Regulation der Dopamin Transporter Expression.

Griseri et al. untersuchten den Einfluss eines SNPs in der 3" UTR des hu-
manen RET Protoonkogens (RET), welches als Suszeptibilitatsgen fur Mor-
bus Hirschsprung (HSCR) identifiziert wurde (Lantieri et al., 2006; Griseri
et al., 2007). Abhangig von den durch den SNP determinierten Haplotypen
wurden Unterschiede in der Expression von Reportergenen in humanen
Neuroblastomzelllinien (SK-N-BE) beobachtet, die aus der unterschiedli-
chen mRNA-Stabilitdt der untersuchten Konstrukte resultierten. Eine Er-
klarung fur die Differenzen in der mRNA-Stabilitat sahen die Autoren in
der durch den Einzelnukleotidaustausch verursachten Anderung der Se-
kundarstruktur (berechnet mittels mfold, siehe auch 3.1.5), auch wenn
keine funktionellen Domaéanen mittels Sequenzanalyse der
37 untranslatierten Region nachgewiesen werden konnten.

Ein Beispiel fur den funktionellen Einfluss eines Einzelnukleotidaustausches
der in einer 37 UTR lokalisiert ist und durch cis-agierende Sequenzelemen-
te vermittelt wird, stellt die posttranskriptionelle Regulation der Proteinex-
pression von BMP2 (bone morphogenetic protein 2) dar. Dieses Protein ist
als morphogenetischer Faktor an der embryonalen Osteo- und Kartilage-
nese sowie an der Homoostase des reifen Knochens beteiligt. Es konnte in
der hochkonservierten 3" UTR des BMP2 ein SNP identifiziert werden, der
in Assoziationsstudien gehauft bei Osteoporose und Osteoarthritis gefun-
den wurde (Styrkarsdottir et al., 2003; Valdes et al., 2004)
Interessanterweise ist der beschriebene SNP in einem putativen cis-
agierenden RNA-Element (ARE — AU rich element) lokalisiert. AU-reiche
Elemente sind bekannt dafiir, dass sie einen Einfluss auf die mRNA-
Stabilitadt austiben und es konnte von Fritz et al. gezeigt werden, dass der

Polymorphismus die Ausbildung eines AU-reichen Elements verhindert.
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Zudem wurden durch den Nukleotidaustausch sowohl in humanen als auch
in murinen Zellsystemen die Bindungsaffinitdt zu ARE-bindenden Protei-
nen verandert und die mRNA-Stabilitat in vitro signifikant beeinflusst (Fritz
et al., 2006). Die Autoren werten die Ergebnisse als einen SNP-spezifi-
schen Effekt auf das posttranskriptionelle Schicksal der BMP2-mRNA.
Durch die Haplotyp-spezifischen Unterschiede in der Interaktion wvon
MRNA-bindenden Proteinen mit den putativen cis-agierenden mRNA-
Sequenzelementen (ARES) in der BMP2 3" UTR konnte somit die Expres-
sion des Proteins Uber eine Beeinflussung der mRNA-Stabilitat modifiziert
werden.

Da a priori nicht abzuschatzen war, auf welcher Ebene sich 3"UTR-
Polymorphismen von DRD2 zellbiologisch auswirken, und aul3erdem ge-
zielt Haplotypen untersucht werden sollten, welche auf Populationsebene
eine gewisse Relevanz haben (d.h. reprasentative Haplotypen), erforderte
die vorliegende Arbeit ein relativ breites Spektrum an Methoden:
Ausgehend von der Genotypisierung und Sequenzierung groRRerer DNA-
Abschnitte einer umfangreichen Gruppe von Probanden wurden in vitro-
Transkripte verschiedener Haplotypen hergestellt und in Proteinbindungs-
und Mobilitatsshift-Analysen untersucht. Desweiteren wurden cDNA-
Klonierungen von Haplotyp-spezifischen Reportergen-Fusionskonstrukten
und deren Analyse mittels in vitro-Translation und nach Transfektion in
Zellkultur durchgefiuhrt.

Auf Grund der oben erwahnten Erkenntnisse zum Kopplungsungleichge-
wicht zwischen der 3" -Region von DRD2 und des Taqgl A-Polymorphismus
sowie bereits existierenden Assoziationsstudien zu Polymorphismen in der
3" untranslatierten Region des DRD2 (Finckh et al., 1997; Koehnke et al.,
1999; Samochowiec et al., 2000; Lucht et al., 2001) sollte in dieser Arbeit
speziell die komplette 3 UTR von DRD2 hinsichtlich der in der Bevdlkerung
real existierenden Haplotypen — im Sinne einer kombinierten Betrachtung
des Genotyps mehrerer Polymorphismen in dieser Genregion - charakteri-
siert werden. Daraufhin sollten die identifizierten reprasentativen Haploty-

pen funktionell in Bezug auf experimentell messbare Unterschiede unter-
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sucht werden. Dieser Ansatz sollte es ermdglichen, fur zukinftige Assozia-
tionsstudien eine sinnvolle Auswahl der zu untersuchenden Genotypen auf
Basis von funktionell relevanten Haplotypen zu treffen, um diese hinsicht-
lich der Responsivitat auf dopaminerge Pharmaka, des klinischen Phano-
typs (z.B. Alkoholismus-Subtyp) sowie hinsichtlich neuroradiologisch diffe-
renzierbarer Phanotypen des Gehirns zu untersuchen.

Haplotyp-spezifische funktionelle Unterschiede wéaren auch als Grundlage
zukiunfiger Hypothesen zur Erforschung der genetischen Grundlage quanti-
tativer Endophanotypen in Assoziationsstudien interessant. Der Haplotyp-
basierte Studienansatz sollte auch verhindern, dass willktrlich einzelne
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) isoliert betrachtet werden, und
dass mittels multiplen Testens ohne Berucksichtigung des Haplotyp-
Hintergrundes durchaus auch sinnlose Stratifizierungen getestet werden -
wie bislang vermutlich haufig geschehen.

Bei dieser Arbeit wurde also bewusst das klassische genetische Verfahren
- wie es ublicherweise in Form von Assoziationsstudien oder Kopplungs-
analysen durchgefuhrt wird - verlassen zu Gunsten eines zellbiologischen
Ansatzes. Hierbei sollten reprasentative Haplotypen eines interessant er-
scheinenden genomischen Abschnittes, welcher auf mRNA-Ebene in der
Zelle repréasentiert ist, hinsichtlich funktioneller bzw. messbarer Unter-
schiede untersucht werden. Die mit dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnis-
se Uber die funktionelle Relevanz der untersuchten Polymorphismen sollen
wiederum dazu dienen, den Kklassischen genetischen Ansatz auf der
Grundlage neuer und verbesserter Hypothesen bei komplexen neuropsy-

chiatrischen Phanotypen zu optimieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Molekularbiologische Methoden (DNA)

2.1.1 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde in nicht denaturierenden 1-
2%-igen horizontalen Agarose-Gelen (7 x 9 cm) in TAE- oder TBE-Puffer
durchgefuhrt (Sambrock et al., 1989). Die Proben wurden vor dem Bela-
den mit 5-fachem DNA-Ladepuffer versetzt und bei einer konstanten
Spannung von 80-100 Volt aufgetrennt. Der Nachweis der DNA-Banden
erfolgte mittels Ethidiumbromid (0,2 pg/ml), das nach Interkalierung in
den DNA-Strang auf einem UV-Leuchttisch (UVT-28M, Herolab) bei 356
nm sichtbar gemacht wurde. Zur GréRBenbestimmung und Kozentrations-
abschatzung wurden die DNA-Leitern Gene Ruler 100 bp, Gene Ruler 1kb

und Mass Ruler (MBI Fermentas) eingesetzt.

TAE: 100 mM Tris/Acetat, pH 8,0; 5 mM EDTA; TBE: 90 mM Tris/HCl, pH 7,5; 45 mM Borat; 2 mM ED-
TA ; 5-facher DNA-Ladepuffer: 40 mM Tris/HCI, pH 8,0; 30% (v/V) Glycerin; 0,25% (w/v) Bromphenol-
blau; 0,25% (w/v) Xylenxyanol;

2.1.2 Ethanolprazipitation von DNA/RNA

Zur Ausfallung von Nukleinsauren aus wassrigen Losungen wurde eine Mi-
schung aus 100%-igem Ethanol (2,5-faches Volumen) und Natriumacetat
(3 M; 1/10 Volumen) verwendet. Das Prazipitat wurde fur 20 Minuten bei
20.000g und RT zentrifugiert, die pelletierte DNA zweimal in 70%-igem

Ethanol gewaschen und nach Trocknung in Wasser oder TE-Puffer geldst.

2.1.3 Phenol/Chloroform-Extraktion

Falls DNA oder RNA fur nachfolgende Reaktionen von assoziierten Protei-
nen bzw. Nukleasen befreit werden sollte, wurde eine Phenol/Chloroform-
Extraktion angewandt. Eine Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamy-
lalkohol (24:24:1) wurde in gleichem Volumen zur DNA/RNA-LOsung ge-
geben, stark geschuttelt und die Phasen durch Zentrifugation bei 20.000g
fur 5 Minuten getrennt. Die wassrige Phase wurde abgenommen und der
Vorgang zunachst mit Phenol/Chloroform und anschlieend mit reinem

Chloroform wiederholt. Die Nukleinsauren im Uberstand wurden durch E-
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thanol ausgefallt und mittels DNA/RNA-Gelelektrophorese auf ihre Integri-
tat Uberpruft.

2.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem Gel
Extraction Kit (Quiagen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
Eine Prazipitation mit Ethanol zur Konzentrierung und Aufreinigung wurde

angeschlossen.

2.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Zum Restriktionsverdau von DNA wurde diese mit einer ausreichenden
Menge an einem spezifischen Restriktionsenzym (New England Biolabs /
MBI Fermentas / Promega) in einem adaquaten Puffer fUr mindestens eine
Stunde bei einer Enzym-spezifischen Temperatur (meist 37°C) inkubiert.

Der Erfolg der Restriktion wurde mittels DNA-Gelelektrophorese tberpruft.

2.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in einem molaren Verhaltnis von 3-5 (einzubau-
ende DNA) zu 1 (Vektor) zusammen mit 1 U T4-Ligase (New England Bio-
labs) in einem Enzym-spezifischen Puffer tUber Nacht bei 16°C inkubiert

(Sambrock et al., 1989).

2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation von DNA-Fragmenten
wurden die thermostabilen Polymerasen Taq (Quiagen) und Pfx / Pfu (In-
vitrogen) eingesetzt. Bei einer Standardreaktion in einem Volumen von 50
il wurden 20-100 ng Matrizen-DNA, je 10 pmol der beiden Oligonukleoti-
de und 1-2 U DNA-Polymerase eingesetzt. Die Magnesium-Konzentration
variierte je nach Lange und Struktur der zu amplifizierenden DNA zwi-
schen 1,5 und 4 mM. Durchgefuhrt wurde die Reaktion im GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer) nach folgendem Protokoll:

Denaturierung bei 94°C fur 30 s
Oligonukleotid-Anlagerung bei 50 — 60°C fur 30 s
Elongation bei 72°C (Taq) bzw. bei 68°C (Pfx) mit je 1min pro 1kB




MATERIAL UND METHODEN 11

Die PCR-Produkte wurden bei weiterer Verwendung in Klonierungsvekto-
ren durch Ethanolprazipitation aufgereinigt und in einer Gelelektrophorese
analysiert. Sollten die Produkte mittels Uberhdngender Adenosin-
Nukleotide in einen T-Vektor (pCR®2.1TOPO, Invitrogen) kloniert werden,
wurde nach Amplifikation mit ,,proof-reading“-Polymerasen ein zusatzli-
cher Elongationsschritt bei 72°C fuar 10 Minuten nach Zugabe von Tag-

Polymerase in dem gleichen Puffer durchgefuhrt.

2.1.8 Allel-spezifische Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Entsprechend der unter 2.1.7 beschriebenen Standard-PCR wurden auch
Allel-spezifische Polymerase-Kettenreaktionen durchgefuhrt. Hierbei wur-
den jedoch jeweils 2 Ansatze pro zu untersuchende Probanden-DNA ge-
wahlt. In beide Ansatze wurde jeweils ein Primer-Paar hinzugegeben, das
ein Kontroll-Fragment der ca. zweifachen GrofRe des Abschnitts amplifizier-
te, welcher mit den Allel-spezifischen Oligonukleotiden hergestellt werden
sollte. Fur beide Allele wurde pro Ansatz jeweils entweder der spezifische
Vorwaérts- oder Ruckwartsprimer verwendet, der mit den Kontrollprimern
ein zusatzliches DNA-Fragment amplifizierte. Je nach Prédsenz der Allele
ergaben sich somit bis zu 3 unterschiedliche gro3e DNA-Fragmente, die

gelelektrophoretisch analysiert werden konnten.

2.1.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch durch Messung
der Extinktion bei 260 nm mit dem Spektrophotometer BioPhotometer

(Eppendorf) bestimmt.

2.1.10 Transformation von kompetenten E. coli Zellen

Zur Transformation von E. coli Zellen (Top Ten®, Invitrogen) wurden 1-10
Ml eines Ligationsansatzes mit 100 ul kompetenter Bakteriensuspension
versetzt. Nach 10 Minuten auf Eis erfolgte ein Hitzeschock von 30 Sekun-
den bei 42°C. Nachdem die Suspension umgehend auf Eis wieder herun-
tergekuhlt wurde und 250 pl SOC—Medium hinzugefugt wurden, schittelte
die Kultur mit 500-800 Upm bei 37°C fur eine Stunde. Die Bakterien wur-
den zur Selektion auf LB-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamy-
cin (50 pg/ml) (Roche) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.1.11 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

Zur lIsolierung kleinerer DNA-Mengen aus E. coli wurde eine Mini-
Praparation von 1,5 ml Bakterienkultur mittels alkalischer Lyse nach der
Methode von Maniatis durchgefihrt. GroRere Mengen an Plasmid-DNA
wurden entweder als Midi- oder Maxipraparation mit Hilfe der Qiagen Plas-
mid Midi / Maxi Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers gewonnen

und in einem geeigneten Volumen H,0 gelost.

2.1.12 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen von DNA wurden nach der Didesoxy-Methode (Sanger et
al., 1977) durchgefuhrt. Es wurden hierzu 500 ng Plasmid-DNA mit einem
geeigneten Sequenzierprimer eingesetzt und mit dem ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)
nach Herstellerangaben inkubiert. Die Analyse der Fluoreszenz-markierten
Fragmente erfolgte durch den ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems).

2.2 Molekularbiologische Methoden (RNA)

2.2.1 RNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA dienten 1%-ige horizontale Agarosegele in TAE-
Puffer. Zuvor wurde die RNA zur Denaturierung mit formamidhaltigem
RNA-Ladepuffer (Ambion) versetzt und fur 10 Minuten auf 70°C erhitzt.
Gellauf und Nachweis der Nukleinsauren erfolgte wie bei der DNA-
Gelelektrophorese. Um einer Degradierung durch RNAsen vorzubeugen,
wurden ausschlie3lich RNAse-freie Chemikalien und Diethylpyrocarbornat
(DEPC)-behandeltes Wasser eingesetzt. Die Grél3e der RNA-Molekule wur-
de durch die RNA-Leitern RNA-Ladder High Range und RNA-Ladder Low

range (MBI Fermentas) bestimmt.

2.2.2 in vitro-Transkription

Fur die Methode der in vitro-Transkription von RNA nach Sambrock
(Sambrock et al., 1989) wurde zunachst das Plasmid am 3" -Ende der ab-
zuschreibenden Sequenz mit einem geeigneten Restriktionsenzym lineari-

siert. Der Erfolg der vollstandigen Restriktion wurde mittels Gelelektropho-
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rese Uberpriuft und die DNA anschlieBend in einer Phenol/Chloroform-
Extraktion gereinigt. Zur Herstellung geringer Mengen an RNA wurde das
MAXIscript® In vitro Transcription Kit (Ambion) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Produktion grol3erer RNA-Mengen (3-5 mg in 30 Minuten)
erfolgte mit dem T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production Sys-
tem (Promega) nach Herstellerangaben. Wurde mRNA mit einem 7-
Methylguanosin-cap bendétigt, so wurde diese mit dem Message Machine™
Kit der Firma Ambion nach Herstellerangaben produziert.

Fir UV-Crosslink- und Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) wur-
den radioaktiv markierte RNA Sonden bendtigt. Hierzu erfolgte die in
vitro-Transkription in Anwesenheit von *P-markiertem UTP (Amersham
Biosciences) mit dem MAXIscript®T7 In vitro Transcription Kit (Ambion).
Die Reaktion wurde im 20ul Maf3stab nach dem folgendem Schema ange-

setzt:

1 pl 10mM ATP

1 pl 10mM CTP

1 pl 10mM GTP

0,25 — 1 pl 200pm UTP

1 pg liniearisierte Plasmid-DNA
2,5 pl 3p-UTP (62,5 pmol)

2 pl 10x Transkriptions-Puffer
2 Wl T7 Enzym Mix

H-0 ad 20 ul

Die Reaktion wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert, danach zum Abbau
der Plasmid-DNA mit 1 U DNAse | (Promega) fur 15 Minuten bei 37°C in-
kubiert und die Reaktion mit 1 pl 0,5M ETDA terminiert. Der Ansatz wurde
mit H>0 auf 50 pl aufgefullt. Zur Uberprifung der in vitro-Transkription ist
die Bestimmung des in die RNA inkorporierten **P-UTP Anteils notwendig.
Hierzu wurden zunéchst 1 pl des auf 50 pl verdinnten Reaktionsansatzes
in ein Szintillations-Rohrchen mit 10 ml Szintillations-Cocktail (OptiPhase

HiSafe™ Wallac Scin-tillation Products) aufgenommen. Der restliche Ansatz
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wurde nach Herstellerangaben durch eine G25-S&ule (Amersham Bios-
ciences) von nicht inkorporierten Nukleotiden befreit. Von der gereinigten
in vitro-Transkription wurde ebenfalls 1 pl entnommen, in ein Szintillati-
ons-R6hrchen mit 10 ml Szintillations-Cocktail gegeben, bevor die Radio-
aktivitat als counts per minute (cpm) in einem Szintillationszahler (Beck-
mann) gemessen wurde. Die Einbaurate ergab sich aus dem Quotienten
der Messungen. Anhand des Anteils des eingebauten **P-UTP und der Se-
quenz (bzw. des Uracil-Gehaltes) konnte die Konzentration der radioaktiv
markierten RNA berechnet werden. Zur visuellen Kontrolle des Erfolgs der
in vitro-Transkription wurden 2 pl des gereinigten Ansatzes in einer RNA-
Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Geltrocknung tber Nacht autora-

diographisch analysiert.

2.2.3 Phosphorylierung der 5" -Enden von RNA

Um RNA-Oligonukleotide an ihrem 5™ -Ende radioaktiv zu markieren, wur-
de eine Phosphorylierungreaktion mit [y-3?P] ATP durchgefiihrt. Hierzu
wurde das 5~ End Labeling Kit Kinase Max™ der Firma Pierce verwendet.
Entsprechend den Herstellerangaben wurde folgende Reaktion im Mal3stab

von 20 ul angesetzt:

2 ul 10x Kinase Puffer

1 pmol RNA-Oligonukleotide

15 pmol [y-*2P] ATP (10mCi/ml)
1 pl T4 Polynukleotid Kinase

H,0 ad 20 pl

Nach einstindiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe
von EDTA (Finalkonzentration 1mM) gestoppt und das Enzym 2 Minuten
bei 95°C hitzedenaturiert.
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2.2.4 UV-Crosslinking Assay

Zum Nachweis von RNA-Protein-Interaktionen wurden UV-Crosslinking-
Analysen angewandt. Hierbei wurden 5-10 fmol einer radioaktiven RNA-
Sonde zusammen mit 5-10 pg eines Proteinlysates fur 20 Minuten bei RT
inkubiert; die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 20 pl in RNA-
Bindungspuffer statt. Es folgte eine Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm, 1
Joule / cm?) um eine kovalente Verbindung zwischen der radioaktiven RNA
und interagierenden Proteinen herzustellen. Es wurden besonders dinn-
wandige Reaktionsgefalle verwendet, um eine Absorption von Anteilen des
UV-Lichtes zu verhindern (Invitrogen). Wahrend eines anschlieRenden
Verdaus mit 2 U RNAse A fur 15 Minuten bei 37°C war die kovalent ge-
bundene RNA vor einem Abbau geschitzt und blieb mit den Proteinen as-
soziiert. AnschlieBend wurde eine SDS-Gelelektrophorese durchgefuhrt
und das Gel 1-2 Stunden unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Nach einer
Autoradiographie von 1-3 Tagen (Cronex 5 Medical X-Ray Film, Agfa) bei -
80°C konnten RNA-Protein-Komplexe als distinkte Bande nachgewiesen

werden.

RNA-Bindungspuffer: 1 mM DTT; 5% Glycerin (v/v); 5 pg/ul Heparin; 10 mM HEPES,
pH7,6; KCL 20mM; MgCl 3mM;

2.2.5 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Als weiterer Nachweis fiur RNA-Protein-Interaktionen wurden EMSA-
Analysen durchgefuhrt. Bei Auftrennung von RNA-Protein-Komplexen in
einem nicht denaturierenden Polyacrylamid-Gel ist deren Laufgeschwin-
digkeit im Vergleich zu freier RNA verzodgert, wodurch sie als additionelle
Bande autoradiographisch visualisiert werden kdnnen. Es wurden 0,5 fmol
radioaktiv markierte RNA zusammen mit 10-40 pg eines Proteinlysates in
20 pl RNA-Bindungspuffer fur 20 Minuten bei RT inkubiert. Je nach Grdél3e
der Sonde wurde der RNA-Protein-Komplex noch zusatzlich fur 15 Minuten
mit RNAse H verdaut. Die Reaktionen wurden mit 5-fachem EMSA-
Ladepuffer versetzt und direkt in einem nativen Polyacrylamid-Gel mit fol-

gender Zusammensetzung aufgetrennt:
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1 ml 10x TBE
0,625 ml 80% Glycerin
4ml Rotiphorese-Gel 30 (Roche)
20 ul TEMED
0,3 ml 10% APS
14,375 ml DEPC- H,0

Die Elektrophorese erfolgte in 0,5-fachem TBE-Puffer bei einer konstanten
Spannung von 250-300 Volt fur 2-3 Stunden bei 4°C. Das Gel wurde an-
schlieBend unter Vakuum fur 2-3 Stunden bei 80 °C getrocknet und mit-

tels Autoradiographie bei -80°C Uber Nacht visualisiert.
TBE-Puffer: 90 mM Tris/HCI, pH 7,5; 45 mM Borat; 2 mM EDTA

EMSA Ladepuffer: 80% (v/v) Glycerin; 0,5% (w/v) Bromphenolblau; 0,5% (w/v) Xylenxyanol
2.2.6 In vitro-Translation

Zur in vitro-Translation von RNA wurde Nuklease behandeltes Retikulozy-
tenlysat aus dem Kaninchen (Promega) verwendet. Als Substrat diente 1
Hg capped RNA, welche mittels Message-Machine™ Kit der Firma Ambion
nach Herstellerangaben synthetisiert wurde und entsprechend in die Reak-
tion eingesetzt sowie fur 90 Minuten bei 30°C inkubiert wurde. Die Aktivi-
tat von in vitro translatierter Photinus-Luziferase wurde mit dem Lucifera-

se Assay System (Promega) bestimmt.

2.2.7 Luziferase-Reportergen-Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Luziferasen vom Gluhwiurmchen (Photi-
nus) und Seestiefmutterchen (Renilla) als Reportergene eingesetzt. Sofern
in einem Zelllysat oder einer in vitro-Translation nur die Photinus-Luziferase
quantifiziert werden sollte, wurde das Luciferase Assay System (Promega)
verwendet. Falls die Aktivitat der Luziferasen beider Spezies in demselben
Zelllysat nacheinander bestimmt werden sollte, wurde das Dual Luciferase
Assay System (Promega) eingesetzt. In beiden Fallen wurde nach Angaben
des Herstellers verfahren. Die Messung der Lichtintensitat wurde in einem
Luminometer durchgefuhrt (Microlumat LB 96 P, Berthold EG&G).



MATERIAL UND METHODEN 17

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Proteinen wurde mit dem Bicinchoninsaure-Verfah-
ren nach Smith bestimmt (Smith et al., 1985), wobei das BCA™ Protein
Assay Reagent der Firma Biorad nach Herstellerangaben eingesetzt wurde.
Die Messung der Extinktion fand in dem Spektrophotometer BioPhotome-
ter (Eppendorf) bei 595 nm statt. Als Referenz wurde die Extinktion einer
Verdunnungsreihe des bovinen Serumalbumins (BSA) von 0,1 bis 20

mg/ml bestimmt.

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen erfolgte nach der
von Laemmli entwickelten Methode (Laemmli et al., 1970). Zur Herstel-
lung der 8 bis 12%-igen Gele und anschlieRenden Elektrophorese in 1x
SDS-Laufpuffer wurde das Mini-PROTEAN 111 System (BioRad) verwendet.
Die Proben wurden mit 4-fachem Lade-Puffer (BioRad) versetzt und vor
dem Auftragen auf das Gel fur 3 Minuten auf 95°C erhitzt. Die Trennung
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120-180 Volt fur die Dauer
von 1 bis 3 Stunden. Zur Grofienbestimmung wurde der Full Range Rain-

bow Marker (Amersham Biosciences) eingesetzt.
1x SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,8, 192 mM Glycerin, 0,1% (w/v) SDS

2.3.3 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Zum direkten Nachweis von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen diente eine
Coomassie-Blaufarbung. Das Gel wurde fur ca. 30 Minuten in Coomassie-
Farbelosung bei RT leicht geschuttelt und anschlieRend solange mit Ent-
farbelésung behandelt, bis Proteinbanden vor dem Hintergrund erkennbar
waren. Alternativ wurde eine kolloidale Coomassie-Losung der Firma Roth
nach Herstellerangaben verwendet, wobei die Farbung meist tber Nacht
stattfand. Zur Konservierung wurden die Gele fixiert und in Plastikfolie

eingeschweil3t.

Coomassie-Farbeltsung: 40% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure; 0,1% (w/v) Coomassie G 250
Entfarbeldésung: 50% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsédure
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2.3.4 Herstellung eines Proteinrohlysates aus Hirngewebe

Die Herstellung der Proteinrohlysate erfolgte mit einer modifizierten Me-
thode nach Dignam (Dignam et al., 1983). Zur Isolierung von Proteinen
aus Hirngewebe wurde dieses zunachst auf Eis mit einem Skalpell in klei-
nere Stucke zerschnitten. AnschlieBend wurden die Gewebesticke mit
flussigem Stickstoff schockgefroren und zu Pulver gemorsert. Nach Uber-
tragung in einen Glashomogenisator (Wheaton) wurde das pulverisierte
Gewebe in Proteinextraktions-Puffer vorsichtig gelést und unter Vermei-
dung von Schaumbildung mit dem enganliegenden Glasstofl3el homogeni-
siert (20 Passagen). Die unldslichen Bestandteile wurden fur 10 Minuten
bei 14.000g und 4°C sedimentiert. Der Uberstand (krudes Lysat) wurde
abgenommen, aliquotiert, auf flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert. Alle Schritte der Proteinpraparation erfolgten bei maximal
4°C und unter Protektion durch unmittelbare Zugabe von Proteaseinhibito-

ren, um den Abbau der erschlossenen Proteine zu verhindern.

Proteinextraktions-Puffer: 20 mM Tris-Hcl, pH 7,4; 10 mM NaCl; 10 mM KCL; 3 mM
MgCl,; 0,5% Igepal/Nonidet P-40; 1mg/ml Proteaseinhibitoren (Complete Protease In-
hibitor Cocktail Tablets Mini EDTA-free, Roche)

2.3.5 Herstellung eines Proteinrohlysates aus Zellkulturlinien

Der dichtgewachsene Rasen von 10 cm Zellkulturschalen wurde dreimal
mit 3 ml eiskaltem PBS vorsichtig gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in 1 ml PBS mit einem Zellschaber geerntet und in ein Reaktionsge-
far uberfuhrt. Die Zellen wurden durch funfzehnminutige Zentrifugation
bei 14.000g und 4°C pelletiert und vorsichtig in Extraktions-Puffer H re-
suspendiert. Nach Inkubation fur eine halbe Stunde bei 4°C wurden die
Lysate durch mehrfache Passage durch eine Kanule der Griosse G20 ho-
mogenisiert. Alternativ wurde ein Ultraschallgerat verwendet, mit dem bei
einer Frequenz von 0,5 Hz und Amplitude von 50% die Zellen jeweils eine
halbe Minute aufgeschlossen wurden. Nach Abzentrifugation der Zellkerne
und unléslichen Zelltrimmer bei 14.000g und 4°C fur 15 Minuten wurde

der Uberstand aliquotiert, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Extraktions-Puffer H: 10 mM Hepes pH 7,6; 3 mM MgCl,; 40 mM KCL; 5% Glycerin; 0,2%
Igepal; 1 mM DTT; 1 mg/ml Proteaseinhibitoren (Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tablets Mini EDTA-free, Roche)
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2.3.6 Fraktionierung des Proteinrohlysates in zytoplasmatische und
nukleare Anteile

Um ein Proteinrohlysat, das aus Zelllinien gewonnen wurde, in einen zy-
toplasmatischen und nukledren Anteil zu separieren wurde das Kit NE-
PER™ nach Angaben des Herstellers Pierce verwendet. Alle Arbeitsschritte
erfolgten bei 4°C und unter Verwendung des Proteaseinhibitors Complete
Protease Inhibitor Cocktail Tablets Mini EDTA-free (Roche) in geeigneter

Konzentration.

2.4  Zellbiologische Arbeitstechniken

2.4.1 Kultivierung von Cos-7, HelLa, Kelly, SH-SY5Y Zellen

Die Affennierenzellen Cos-7, humane Zervixkarzinomzellen HeLA und die
beiden humanen Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SY5Y wurden in
Dulbecco”s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco Life Technologies) kulti-
viert, das mit 10% fetalem Kalberserum sowie Penicillin und Streptomycin
supplementiert wurde. Die Zellen wurden in beschichteten Zellkulturscha-
len (Nunc, Sarstedt) bei feuchter Atmosphére mit 5% CO:2 bei 37°C inku-
biert. Zum Umsetzen und Aufteilen der Kulturen wurden diese mit Verse-
ne-Puffer gewaschen und durch kurze Inkubation mit 0,25% Trypsin (Gib-
co Life Technologies) von der Oberflache abgeldst. Zur weiteren Kultivie-
rung wurde die Zellsuspension in einem Verhaltnis von 1:5 — 1:10 mit fri-

schem Medium verdiunnt und auf neue Zellkulturschalen verteilt.
Versene-Puffer: 8,8 mM NazHPOa4; 0,7 mM KHz2POa4, pH 7,4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1 mM EDTA

2.4.2 Kultivierung und Transfektion von HEK293 Zellen

Humane embryonale Nierenzellen HEK293 (ATCC) wurden entsprechend
den unter 2.4.1 beschriebenen Bedingungen kultiviert.

Die Transfektion der Zellen erfolgte mittels Calcium-Phosphat-Methode
oder durch Transfektion unter Verwendung von FUuGENE®-HD Trans-
fection Reagent (Roche). Bei der Calcium-Phosphat-Methode wurde fur
eine Zellkulturschale von 10 cm Durchmesser 10 ug Plasmid-DNA verwen-
det. Diese wurde zu 500 ul einer Calciumchloridlésung (250 mM) gegeben

und anschlieRend, bei gleichzeitiger Einleitung von Luftblasen, mit 500 pl
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2-fachem HBSP-Puffer vermischt. Wahrend der folgenden 20 Minuten bil-
deten sich bei RT DNA-enthaltende Prazipitate, die tropfenweise auf die zu
60 bis 90% konfluent bewachsenen Kulturschalen verteilt wurden. Nach 6
bis 8 Stunden, die den Zellen fur die effiziente Aufnahme des Prazipitates
durch Phagozytose blieben, wurde die Kultur mit PBS-Puffer gewaschen
und das Medium erneuert. Die Expression der transfizierten Konstrukte
erfolgte versuchsabhangig fur 24-36 Stunden mit anschlie3ender Lyse.

Bei Transfektion von Zellkulturschalen von 3 cm Durchmesser mittels Fu-
GENE®-HD Transfection Reagent (Roche) wurden zunachst 1-4 pg DNA
und anschlieRend die 2 bis 3-fache Menge (pl/pg) an FUGENE®-HD Trans-
fection Reagent in 100 pul serumfreien DMEM geloést und beide Anséatze
vorsichtig gemischt. Nach 10-15 Minuten Inkubation bei RT wurden die
200 ul Transfektionsansatz vorsichtig tropfchenweise tber die Zellkultur-
platten verteilt. Die Ernte der Zellen mit anschlieRender Lyse erfolgte ab-

hangig vom Grad der Konfluenz nach 24 bis 36 Stunden.

PBS-Puffer: 8,8 mM NazHPOa4; 0,7 mM KH2PO4, pH 7,4; 137 mM NaCl;,2,7 mM KCl
HBSP-Puffer 2-fach: 50 mM Hepes, pH 7,0; 280 mM NaCl; 10 mM KCl; 1,5 mM Naz2POa4, 12 mM Glucose

2.5 Statistische Analysen

Alle Daten sind als Mittelwerte von mindestens n = 3 Experimenten mit
Standardfehler und Standardabweichung angegeben. Zur statistischen
Analyse wurden alle Ergebnisse mittels Varianzanalyse (ANOVA) und Bon-
ferroni-Korrektur fir multiples Testen Uberpruft, wobei ein Wahrschein-
lichkeitswert von p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet wurde.

Zur Auswertung der Daten wurde das Programm SPSS for Windows, re-

lease 5.0.2 verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung der DRD2 3" UTR

3.1.1 Charakterisierung reprasentativer Haplotypen

Die 3 untranslatierte Region der DRD2 mRNA (NCBI Accesion number
M29066) umfasst 1098 Basenpaare und ist auf der genomischen Sequenz
des DRD2 Gens (NCBI Gene Accesion number AF050737) von Nukleotid
22265 bis zum Polyadenylierungsignal (AATAAA) bei Position 23357-
23362 reprasentiert.

In diesem Sequenzbereich befinden sich insgesamt elf bekannte SNPs
(NCBI Single Nucleotide Polymorphism / refSNP). Diese beinhalten die drei
SNPs E8 A/G [pos. G 22316 in AF050737; (Finckh et al., 1996)], SSCP
[G/C, pos. C 22640 in AF050737; (Bolos et al., 1990)] und BsoFI A/B
[G/T, B=G, pos. G 22989 in AF050737; (Poduslo et al., 1995)] - jeweils
mit publizierten Allelfrequenzen von > 10% fur das seltenere Allel.

Flr die Ubrigen acht SNPs (siehe RefSNP, Appendix 7.5.2) waren sehr ge-

ringe Frequenzen flr das seltenere Allel zu vermuten.

TGA| 3'UTR AAAA

A
L

Abb. 3.1.1 Schematische Darstellung der Position der haufigen SNPs E8 A/G, SSCP und
BsoFI der DRD2 3 "UTR.

Der beschriebene Einfluss des Genotyps der 3 "UTR von DRD2 auf phano-
typische Merkmale (Finckh et al., 1997; Koehnke et al., 1999; Samocho-
wiec et al., 2000; Lucht et al., 2001) machte eine genauere genomische
Charakterisierung der DRD2 3 "UTR notwendig. Zunéachst sollte in einem
ausreichend groBen Probandenkollektiv die Haufigkeit der SNP-Allel-
frequenzen in der DRD2 3 "UTR bestimmt werden, um anschlieBend repra-
sentative Haplotypen auszuwahlen, die in funktionellen Untersuchungen
weiter analysiert werden sollten. Es wurden initial 100 Proben genomi-

scher DNA gesunder Probanden mittels PCR mit den Oligonukleotid-
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Primern D2I7E8F und D2I7E8R amplifiziert und mittels MspI-Restriktions-
verdau hinsichtlich des SNP E8 A/G genotypisiert. Die resultierenden
Fragmente besaBen flir das Allel E8 A eine GrdBe von 348, 45, 12 bp und
fur Allel E8 G 284, 64, 45, 12 bp. Hieraus konnten 22 homozygote (A/A, n
= 11; G/G, n = 11) Proben ausgewahlt werden, welche als Matrize zur
Amplifikation der gesamten 3 "UTR mittels PCR und den Primern M1F und
M4R dienten und anschlieBend vollstandig mittels DNA-Sequenzierung
analysiert wurden.

Folgende drei reprasentative humane Haplotypen konnten charakterisiert
werden (Abb.3.1.2):

Haufige Polymorphismen @ @ @
Pos. 22316 Pos. 22640 Pos. 22989
Allelfrequenzen bl S G
G=33% C=33% T=14%
Reprasentative Haplotypen:
Humanl: 58% @ @ G >
Human?2: 33% @ @ G >
Humanl: 09% @ @ T >

Abb. 3.1.2 H&aufige SNPs der 3 UTR von DRD2 und daraus resultierende Haplotypen. Die Schat-
zung der angegebenen Haplotypfrequenzen wurde durch Genotypisierung mittels DNA Sequenzie-
rung bzw. Restriktionsverdau der drei SNPs E8 A/G, SSCP und BsoFI in 200 Probanden ermittelt.
Die Position der SNPs bezieht sich auf die Lage im Gen (NCBI Gene Accesion humber AF050737).

Es konnte gezeigt werden, dass sich der Polymorphismus SSCP in starkem
Kopplungsungleichgewicht mit E8 A/G befindet und das relativ seltenere
Allel T des SNPs BsoFI ausschlieBlich in cis mit ESA vorliegt.

AuBer den drei erwahnten SNPs mit relativ hohen Allelfrequenzen und ei-
ner bislang nicht beschriebenen Einzelnukleotid-Sequenzvariante (s.
3.1.3) war bei den Sequenzanalysen keine weitere Abweichung von der

Referenzsequenz nachweisbar.
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Zur genaueren Abschatzung der Allelfrequenzen der drei haufigen Poly-
morphismen wurde zusatzlich zu den flir ESA oder EBG homozygoten Pro-
ben ein Kollektiv von 23 E8 A/G heterozygoten Probanden durch DNA Se-
quenzierung und weiterhin insgeamt 200 DNA-Proben gesunder Individu-

en mittels Restriktionsverdau genotypisiert (Abb. 3.1.2).

3.1.2 Vergleich der DRD2 37 UTR verschiedener Spezies

Zur Ermittlung der Evolution der modernen humanen DRD2-Haplotypen
wurden die hier ermittelten drei haufigen humanen Haplotypen mit den
bislang bekannten Sequenzen anderer Spezies verglichen. (Abb. 3.1.3 A).

Der Vergleich mit den Sequenzen anderer Spezies zeigt eine starke Kon-
servierung der DRD2 3'UTR und die Ubereinstimmung der humanen
3 'UTR-Sequenzen mit denen der jeweils zum Vergleich verfligbaren Se-
guenzen der in Abb. 3.1.3 A beschriebenen Primaten liegt zwischen 92,6%
und 98,5%. Der Vergleich mit der Sequenz der Maus ergibt eine Uberein-
stimmung von 62%.

Hinsichtlich der drei haufigen Polymorphismen der humanen DRD2 3 "UTR
ergibt sich eine vollstdndige Ubereinstimmung von pan troglodytes (hdh-
lenbewohnender Schimpanse) und macaca mulatta (Rhesusaffe) mit dem
Haplotypen Human 2.

Auch der Vergleich mit verfligbaren Sequenzbereichen anderer Primaten
(Pygmaen-Schimpanse / WeiBwangen-Gibbon / Orang Utan / Gorilla Goril-
la) weist darauf hin, dass Human 2 sehr wahrscheinlich den evolutionar
dltesten der drei charakterisierten humanen Haplotypen reprasentiert
(Abb. 3.1.3 B).
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A <> <> <D
_ 323bp R l _ 348bp R i

HUMAN1GGCCAGCCAG-CCT..... TTTTCTGT--TTGTGGG ... ... CCACCCTGCTGCCT
HUMAN3GGCCAGCCAG- CCT... ... TTTTCTGT- - TTGTGGG... ... CCACCCTTGCCT
HUMAN 2GGCC|GIGCCAG- CCT...... TTTTCTICT- - TTGTGGG... ... CCACCCTGCTGCCT
Pan troglodytes GGCC[GIGCCAG- CCT...... TTTITCTICIGITHGIGGG: .. ... CCACCCTGCTGCCT
Macacamulatta GG CC|GIGCCGG- CCT... ... TTETCTCEGTITGTIGGG ... ... CCACCCTGCTGCCT
Pan paniscus GGCC|GIGCCAG- CCT...... TTTTCTICTGTTTGTGGG |
N. leucogenys GGCC|G[GCCAG- CCT
Mus musculus GG C GCCAG[AcCT

I

I

Gorillagraueri TTTTCT|C[TIGTITTGTGGG |

: Pongo pygmaeus TTTTCT|C|TIGTITTGTGGG |

I

B y L v
Human 2| __ G C G |
Human 1| A G G |
¥ Human 3| _A G T |

Abb 3.1.3 A) Vergleich der Sequenzen (Alignment) verschiedener Spezies (pan troglody-
tes [hohlenbewohnender Schimpanse] GenBank# AB080609, macaca mulatta [Rhesus-
affe] GenBank# XM001085336, pan paniscus [Pygmaen-Schimpanse] GenBank#
DQ206688/AF005645, nomascus leucogenys [WeiBwangen-Gibbon] GenBank#
DQ206691, pongo pygmaeus [Orang Utan] GenBank# AF005647, gorilla gorilla graueri
[Gorilla] GenBank# AF005646, mus musculus [Maus] GenBank# NM_010077 mit den 3
haufigen humanen Haplotypen der DRD2 3'UTR. Je nach Verfugbarkeit sind Anteile Spe-
zies-spezifischer Sequenzen dargestellt; von Haplotyp Human 1 abweichende Sequenzen
sind durch Umrandung gekennzeichnet.

Abb 3.1.3 B) Unter der Annahme einer minimalen Anzahl evolutionarer Einzelmutations-
ereignisse (,maximum parsimony") und einer gemeinsamen ,Ur"-Sequenz ergibt sich die
durch Pfeile dargestellte suggerierte Evolution der humanen Haplotypen.

3.1.3 ldentifizierung eines neuen, seltenen SNPs in der DRD2 3" UTR

Bei einer der unter 3.1.1 beschriebenen 22 Proben fand sich eine Hetero-
zygotie (C>T; Y) an der Position 22521 (NCBI Gene RefSeq# AF050737;
Abb.3.1.4 A). Um weitere Probanden mit dem offenbar seltenen T-Allel
des hier vermuteten SNPs zu identifizieren, wurde die Methode der bi-
direktionalen Allel-spezifischen PCR mit den Oligonukleotiden YTSF, YTSR,
YCSF, YCSR durchgefiihrt, welche sich jeweils am 3 -Terminus in einem

Nukleotid entsprechend dem Nukleotidaustausch fiir 22521Y unterschie-
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den. Der gleiche Ansatz enthielt die flankierenden Primer E8TXLF und
ES8TXLR, welche ein 506 bp groBes DNA-Kontroll-Fragment amplifizierten.
Je nach Prasenz der allelischen Varianten wurden zusatzlich zum 506 bp-
Produkt 395 bp und 143 bp groBe Fragmente generiert (Abb. 3.1.4 B).

Aus einem unabhangigen Kollektiv von 120 Probanden wurde eine weitere
heterozygote Probe identifiziert, so dass flr diesen hier erstmalig be-
schriebenen und vermutlich als selten zu definierenden Polymorphismus
eine Allelfrequenz von ~ 0,59 % flr das seltenere Allel zu schatzen ist. Bei
diversen Primaten (Schimpanse, Gorilla, Orang Utan) findet sich aus-

schlieBlich ein C an der korrespondierenden Stelle.

A ESAIG Y22521  sscp BsoFI

B —— T —
i - & E8BXLF/R P o e -
506 % i = = e e 4506

395 %

'\f > 1\
E8XLF

YTSR YCSR

«—— <

(& J

143 »

.
—— ——
YCSF  YTSF

ESXLR
4—

(. J

Abb.3.1.4 A) Schematische Darstellung der Position des seltenen Polymorphismus Y 22521
(NCBI Genbank# AF050737) in Bezug auf die 3 untersuchten SNPs der DRD2 3 "UTR.

B) Bi-direktionale allelspezifische PCR. Fiir den Polymorphismus besteht Heterozygotie in
der auf der jeweils 2. Spur der beiden dargestellten Gele aufgetragenen Probe, was sich
in dem Vorhandensein von 2 Allel-spezifischen Fragmenten (395 bp und 143 bp) vermin-
derter Bandenintensitat im Vergleich zu den restlichen Proben darstellt, welche jeweils
homozygot flir das haufige C-Allel sind. Die 506 bp-Bande zeigt, dass in allen Proben
gleichermaBen das den Polymorphismus umspannende DNA-Fragment amplifiziert wurde.
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3.1.4 Kopplungsungleichgewicht zwischen Haplotypen der

DRD2 3" UTR und DRD2 Exon 7 Polymorphismen
Wahrend der Entstehung dieser Arbeit wurde von Duan et al. in Exon 7
von DRD2 ein Polymorphismus (E 7 957C/T) beschrieben, der einen Ein-
fluss auf die Stabilitat der reifen mMRNA des DRD2 austben soll (Duan et
al., 2003).
Um einen eventuellen Einfluss der 3 "UTR auf diese Beobachtungen ab-
schatzen zu koénnen, wurden die unter 3.1.1 beschriebenen DNA-Proben
bezlglich ihres Genotyps in allen bekannten Polymorphismen des Exon 7
(siehe RefSNP, NCBI Database Single Nucleotide Polymorphism) mit der
Methode der DNA-Sequenzierung analysiert.
Es zeigte sich, dass ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen den
Polymorphismen E8 A/G, SSCP und BsoFI der 3 "UTR und E7 957C/T in E-
xon 7 besteht. So liegt die Variante E 8G ausschlieBlich in cis mit E7 957C
vor. Ebenso wiesen alle Proben, welche homozygot fir E7 957T waren,
Homozygotie flr das E8 A-Allel auf.
Flr den selteneren Polymorphismus 1101G/A in Exon 7 zeigte sich bei al-
len Proben eine Homozygotie fir 1101G (Abb. 3.1.5).

Haplotyp 1

T G ——A ——e—=—

SNP E7 957C/T 1101G/A| E8 A/G SSCP BsoFlI

{C> LG —— G——<C——=< G —>

Haplotyp 2

Abb. 3.1.5 Humane Haplotypen, die sich aus der Kombination der haufigen Einzenukleotid
- Polymorphismen in Exon 7 (E7 957C/T / 1101G/A) und Exon 8 (E8 A/G / SSCP / BsoFI)
ergeben; Orientierung: 5> 3°.

Der Vergleich mit allen in NCBI verfligbaren Sequenzen des héhlenbewoh-
nenden Schimpansen (pan troglodytes) [NCBI Nucleotide: Genbank# Ref-
Seq NM001033928, AY665279, AB080609] wies flir den Polymorphismus
E7 957C/T das C-Allel und fir 1101G/A das G-Allel auf, so dass der aus
den Exon 7 und Exon 8 Polymorphismen resultierende, kombinierte Haplo-
typ 2 entsprechend Human 2 in Abb. 3.1.3 B als der entwicklungsge-

schichtlich altere vermutet werden darf.
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3.1.5 Sekundarstrukturanalysen der DRD2 3" UTR mRNA

Die Bindung trans-agierender Faktoren an die mRNA ist hochgradig ab-
hangig von der Sekundarstruktur, die durch die Faltung der mRNA ent-
steht. So kdnnen bei geeigneter Faltung cis-agierende RNA-Elemente aus-
gebildet werden, die von RNA-bindenden Proteinen Primar- sowie Sekun-
darstruktur-spezifisch gebunden werden. Wegen des Einzelstrang-Charak-
ters der mRNA kann die Faltung / Sekundarstruktur bereits bei geringflgi-

ger Sequenzvariabilitat eine sehr unterschiedliche Gestalt annehmen.

Um einen mdglichen Einfluss der beschriebenen SNPs auf die Sekundar-
struktur der DRD2 mRNA abzuschatzen, wurden die drei reprasentativen
Haplotypen Human 1-3 mit dem Programm mfold, version 2.3 (Mathews
et al., 1999; Zuker, 2003) vergleichend analysiert. Durch das Programm
kann die putative Sekundarstruktur einer RNA-Sequenz auf der Basis der
durch die intramolekulare Doppelstrangbildung frei werdenden Energie (AG
= Gibb "sche freie Energie) vorhergesagt werden.

Fur die vollstandige DRD2 3 UTR mRNA (1098 nt) sowie das in den UV-
Crosslink-Analysen verwendete, in-vitro transkribierte RNA-Fragment von
M1F / M4R (1174 nt) wurde bei maximalem AG und Faltung bei 37°C flr
den humanen Haplotyp 2 (-386,1 kcal/mol) eine von Haloptyp 1 (-387,6
kcal/mol) und Haplotyp 3 (-387,3 kcal/mol) deutlich unterschiedliche Se-
kundarstruktur ermittelt (Abb. 3.1.6).

Auch bei identischer, nicht maximaler frei werdender Gibb “scher Energie
wird fir den humanen Haplotyp 2 eine von den Haplotypen 1 und 3 unter-
schiedliche Sekundarstruktur errechnet. Da sich die humanen Haplotypen
1 und 3 lediglich in dem Polymorphismus BsoFI unterscheiden, kdnnte
dieses Ergebnis eventuell fir eine besondere funktionelle Relevanz der Po-
lymorphismen E8 A/G und SSCP sprechen, auch hinsichtlich méglicher al-
lelischer Unterschiede im Proteinbindungsverhalten.

Die mit dem Programm ermittelten SNP-assoziierten Unterschiede in der
Sekundarstruktur kamen auch bei Betrachtung kurzerer Teilbereiche (780
nt) der 3" UTR zur Darstellung, welche die beschriebenen SNPs enthielten.

Diese klirzeren Fragmente wurden in den nachfolgenden UV-Crosslinking-
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Experimenten verwendet, bei denen Haplotyp-spezifische Sonden hinsicht-

lich ihres Proteinbindungsverhaltens verglichen werden sollten.

HUMAN 1 HUMAN 2 HUMAN 3
- 387,6 kcal/mol - 386,1 kcal/mol - 387,1 kcal/mol

Abb.3.1.6 Mdgliche Sekundarstrukturen der DRD2 3 "UTR mRNA bei maximaler frei wer-
dender Gibb “scher Energie (AG in kcal/mol) und Faltung bei 37°C, berechnet nach dem
Programm mfold, v 2.3 (Mathews et al., 1999; Zuker et al., 2003). Die beiden Haploty-
pen Human 1 und Human 2 der DRD2 3 'UTR in voller Lange (1098 nt) zeigen deutliche
Unterschiede in ihrer Sekundarstruktur. Fir den Haplotyp Human 3 wurde bei maxima-
lem AG die gleiche Sekundarstruktur wie fir Human 1 ermittelt.

3.1.6 Funktionelle Elemente in der DRD2 3" UTR

Unter Verwendung des Programms RegRNA (Department of Biological
Science and Technology, Institute of Bioinformatics, National Chiao Tung
University, Taiwan) konnten in der humanen DRD2 3 'UTR Konsensus-
strukturen in Form des GAIT-Elements (Gamma interferon activated inhi-
bitor of Ceruloplasmin mRNA translation) identifiziert werden - einem cis-
agierenden funktionellen Element von 25 - 28 Nukleotiden Lange, welches
erstmalig von Sampath et al. beschrieben wurde.

Die Autoren konnten einen inhibitorischen Effekt der Elemente auf die

Translation der Coeruloplasmin mRNA nachweisen und deuteten an, dass
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die Beeinflussung der Translation mittels GAIT-Element einen generellen,
posttranskriptionellen Regulationsmechanismus der Translationseffizienz
darstellt, welcher nicht nur auf die Coeruloplasmin mRNA beschrankt ist
(Sampath et al., 2003) .

ot et
C = Rt -
» Pos. 22589 - 22615 T g » Pos. 22627 - 22654 i 8
e e ot
Leq @g
Lo @/ﬁ'g
3 }'{'CI\ tt C.g\
8 C t g
a ; + /°
® Human 1 T ® Human 2 gec
ce3g aet
® Human 2 tea ot
G teg
® Human 3 g8t g.é
28 g@c
\ \

Abb. 3.1.7 Sekundarstruktur der GAIT-Elemente in der DRD2 3 "UTR: Human 2 tragt ein
zusatzliches Element an der Position 22627 - 22654 im Vergleich zu Human 1 und 3
(Pos.: NCBI Gene RefSeq AF050737).

Die drei reprasentativen humanen Haplotypen unterscheiden sich in der
Anzahl dieser funktionellen Elemente: So enthalten alle drei Varianten je-
weils ein GAIT-Element an der Position von Nukleotid 22589 bis 22615
(NCBI Gene RefSeq AF050737). In der mRNA des humanen Haplotypen

2 konnte jedoch im Gegensatz zu Human 1 und 3 ein weiteres dieser Ele-
mente identifiziert werden, das sich von den Nukleotiden 22627 bis 22654
erstreckt (Abb. 3.1.7). Interessanterweise liegt bei der C-Variante des Po-
lymorphismus SSCP der SNP im Zentrum dieses zusatzlichen Elements, so
dass dieses zweite Element bei den Varianten Human 1 und Human 3
durch den im Rahmen der Haplotyp-Evolution eher friih vorkommenden C

> G Einzelnukleotidaustausch an dieser Stelle verloren ging.
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3.2 ldentifizierung spezifischer Proteinbindungssequenzen der
37 untranslatierten Region des Dopamin D2 Rezeptor Gens

3.2.1 Bindung trans-agierender Faktoren an die DRD2 3" UTR

Zum Nachweis einer direkten Interaktion trans-agierender Faktoren mit
der DRD2 3 "UTR mRNA wurden UV-Crosslink-Analysen durchgefihrt.

Dafiir wurden unterschiedlich groBe, mit **P-UTP markierte RNA-Sonden
der humanen DRD2 3 "UTR mittels in vitro-Transkription generiert. Diese
wurden mit Proteinrohlysaten verschiedender humaner neuronaler Zellli-
nien, wie den Neuroblastomlinien KELLY und SH-SY5Y sowie nicht neuro-
naler Zelllinien (HeLa / Zervixkarzinom) inkubiert. Ebenso wurde die In-
teraktion mit Rohlysaten der Affennieren-Zelllinie COS-7, sowie Rohlysa-
ten aus humanem Striatum und Maushirn untersucht.

Mittels UV-Bestrahlung wurden die entstandenen RNA-Protein-Komplexe
durch kovalente Bindung vernetzt, so dass bei dem anschlieBenden Ver-
dau mit RNAse A der proteingebundene Teil der RNA vor dem Abbau ge-
schatzt war. Die Proteinlysate aus Zellkulturen wurden mit dem kommer-
ziell erwerbbaren Kit NE-PER® (Pierce Biotechnology) entsprechend der
Herstellerangaben in eine zytosolische und eine nukledre Fraktion unter-
teilt und unmittelbar in den UV-Crosslinking Assays verwendet. Zur Her-
stellung von Rohlysaten aus Zellkulturen oder Gewebe wie Maushirn und
humanem Striatum wurde eine modifizierte Methode nach Dignam
(Dignam et al., 1983) verwendet.

Zunachst wurden RNA-Sonden von 1174 Nukleotiden Lange untersucht,
welche mittels in-vitro-Transkription von DNA-Matrizen synthetisiert wur-
den, die mit den Oligonukleotiden M1F / M4R erzeugt wurden. Die verwen-
deten Sonden reprasentierten den haufigsten Haplotypen Human 1 der
DRD2 3 UTR (Abb. 3.2.1 A).

In den zytosolischen Proteinlysaten, die aus den Zelllinien gewonnen wur-
de, jedoch nicht im Lysat aus dem humanen Striatum, zeigte sich eine
starke Bande bei ~ 105 kDa und eine schwachere bei ~ 68 kDa. Im Ge-
gensatz zu den Rohlysaten aus Gewebe, die nur eine zusatzliche Bande

bei ~ 45 kDa aufwiesen, konnte bei den aus Zellkulturen gewonnenen zy-
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tosolischen Praparationen zwei zusatzliche Banden bei ~ 55 kd und ~ 38
kd identifiziert werden.

Die Untersuchung der nukledren Fraktionen zeigte ausschlieBlich bei der
Zelllinie SH-SY5Y ein schwaches, der zytosolischen Fraktion ahnliches
Bandenmuster. Flr die Praparationen nuklearer Lysate aus anderen Zellli-
nien konnte in der Autoradiographie kein radioaktives Signal nachgewie-
sen werden (Abb. 3.2.1 B).

A 1174nt | ESAIG SSCP BsoFl |
. |4..é.i.> ¢ < ¢ - T ~ ¢ . s ~
< il il il >
cD | 3UTR AAAA
B : SH-%(SY
Maus Striatum ( Cos-7 HelLa Cos-7 HelLa Kelly
krude krude |Zyt  Roh  Nuk Zyt Zyt  Nule Nilke 2yt
160 = ' R E 3
105
|
50 ==
35 m=

Abb. 3.2.1 UV-Crosslinking-Experimente mit Proteinlysaten unterschiedlicher Gewebe
und Zelltypen. Inkubation von 5 fmol RNA (Sonde von 1174 nt Léange) 3.2.1 A mit 10ug
Proteinlysat, anschlieBende Bestrahlung mit UV-Licht (1Joule/cm) und RNAse A-Verdau
sowie SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Autoradiographie 3.2.1 B;

CD = Coding region, TGA = Stop-Codon, Roh = Rohlysat, Zyt = Zytosolisches-, Nuk =
nukledres Lysat.

Wahrend der Entstehung dieser Arbeit wurde von einer anderen Forscher-
gruppe bekannt (mundliche Mitteilung), dass SH-SY5Y Zellen den huma-
nen D2 Rezeptor endogen exprimieren.

Daher wurden flr die folgenden Experimente mit kleineren Teilbereichen
der DRD2 3 "UTR vor allem zytosolische bzw. Rohlysate der humanen Zell-
linie SH-SY5Y verwendet.
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3.3 Einfluss von Einzelnukleotidaustausch-Polymorphismen
(SNPs) der DRD2 37 UTR auf die Proteinbindung

Nachdem die Ergebnisse der UV-Crosslinking-Experimente flr eine spezifi-
sche Interaktion von Proteinen aus Rohlysaten verschiedener Zelllinien mit
der DRD2 3 'UTR sprachen, sollte geprift werden, ob die unter 3.1 be-
schriebenen SNPs im Bereich der 3 "UTR einen Einfluss auf diese Protein-

bindung haben kénnten.

3.3.1 Haplotyp-spezifisches Proteinbindungsverhalten

3.3.1.1 Analyse der Proteinbindung mittels UV-Crosslinking Assays

Zunachst wurden mittels in vitro-Transkription erzeugte Sonden entspre-
chend der Sequenz der vollstandigen 3 "UTR der drei humanen Haplotypen
in UV-Crosslinking-Experimenten untersucht. Die mit *?P-UTP radioaktiv
markierten RNA-Sonden wurden mit Proteinrohlysaten inkubiert, mit UV-
Licht bestrahlt und anschlieBend mit RNAse A verdaut. Nach SDS-
Gelelektrophorese und Trocknung wurden die Gele autoradiographisch a-
nalysiert.

Die initialen Versuche mit den Sonden der vollen Lange der DRD2 3 "UTR,
deuteten auf Unterschiede zwischen den untersuchten Haplotypen in Be-
zug auf ihre Interaktion mit Proteinlysaten hin.

Um einen mdglichen Haplotyp-spezifischen Einfluss der Polymorphismen
auf das Proteinbindungsverhalten genauer zu untersuchen, wurden klrze-
re Fragmente von 780 Nukleotiden Lange verwendet, welche nur den Se-
guenzbereich reprasentierten, der die drei Polymorphismen unmittelbar
umspannt. In diesen Versuchen zeigten die Haplotypen 1 und 3 ein identi-
sches Proteinbindungsmuster, welches sich deutlich vom dem des huma-
nen Haplotypen 2 unterscheidet. Die mittels Autoradiographie visualisier-
ten Bandenmuster sind in Abb. 3.3.1.1A dargestellt.

Die Konstrukte zeigen ein gemeinsames Bandenmuster bei ungefahr 105
kD, 50 kD sowie 45 kD, dessen Signalintensitat durch spezifische Kompe-
tition abgeschwacht wird. Die Haplotypen Human 1 und 3 weisen zudem

eine vierte Bande bei ca. 55 kD auf, die bei Human 2 nicht vorhanden ist.
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Im Gegensatz zu Human 1 und 3 kdnnen bei Human 2 nicht nur eine son-
dern zwei weitere Banden bei ca. 35 kD sowie 60 kD zusatzlich zu den

gemeinsamen drei Banden bei 105, 50 und 45 kD nachgewiesen werden.

A Shank Shank Shank
tRNA RNA tRNA RNA tRNARNA
Kompetitor @ 1x 10x 40x 50x 50x @ 1x 10x 40x 50x 50x @ 1x 10x 40x 50x 50x
160 m=
105 wm
75
50 m—
35 m—
Human 2 (780nt) Human 1 (780nt) Human 3 (780nt)
(E8:G / SSCP:C / BsoFI:G) (E8:A /SSCP:G /BsoFI:G) (E8:A/SSCP:G /BsoFI:T)
B l BsoFL | 780nt
TGA g ‘L = 395 o
< | i >
CD |3'UTR¢\ AAAA
c . v
ompetitor Kompetitor @  20x @ 20x
160 mm 160 =
105 mm 105 ==
75 -
50 =
50 m=—
35 m—= 35 =
E8 G E8 A SSCP C SSCP G
(168nt)  (168nt) (159nt)  (159nt)

Abb. 3.3.1.1 UV-Crosslinking-Experimente mit Haplotyp-spezifischen Sonden unter-
schiedlicher Léange und spezifischer sowie nicht spezifischer Kompetition.

A) UV-Crosslinking der Haplotyp-spezifischen Varianten der DRD2 3 UTR mRNA von
780nt Lange mit 5ug Proteinrohlysat aus SH-SYS5Y Zellextrakten und anschlieBender
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Kompetitionsexperimente wurden mit nicht-
radioaktiv markierter RNA mit bis zu 40-fachem Uberschuss an spezifischem Kompetitor,
sowie 50-fachem Uberschuss an unspezifischem Kompetitor durchgefiihrt (Gelspuren 2-6).
B) Schematische Darstellung der verwendeten Sonden in Bezug auf ihre Lage in der
DRD2 3 UTR.

C) UV-Crosslinking der jeweiligen 2 Sonden-Varianten der SNPs E8 A/G und SSCP unab-
hangig voneinander. Die jeweils linke Spur zeigt das Experiment ohne Kompetition, die
rechte Spur die spezifische Kompetition mit der nicht radioaktiv markierten Sonde in 20-
fachem Uberschuss.
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Da das Proteinbindungsverhalten sich nur jeweils zwischen den Konstruk-
ten der Haplotypen Human 1 und Human 2 bzw. zwischen Human 2 und
Human 3 unterschied, nicht jedoch zwischen Human 1 und Human 3,
schienen die Polymorphismen E8 A/G oder SSCP, nicht jedoch BsoFI, wel-
cher die beiden Haplotypen Human 1 und Human 3 unterscheidet, einen
Einfluss auf die Proteinbindung auszuiben.

Um einen moglichen Einfluss der einzelnen SNPs weiter zu charakterisie-
ren, wurden Sonden von 168 bzw. 159 Nukleotiden eingesetzt (Abb.
3.3.1.1B), wodurch die Sequenzumgebungen der beiden Polymorphismen
E8 A/G und SSCP unabhangig von einander untersucht wurden (Abb.
3.3.1.1C). Dabei zeigten sich Unterschiede bei Verwendung der Sonden
SSCP G und SSCP C, die den Polymorphismus SSCP flankieren, nicht je-
doch zwischen E8 A und E8 G, welche die beiden Varianten des Poly-
morphismus E8 A/G darstellen (Abb. 3.3.1.1C).

Interessanterweise gehen wie bei den Experimenten mit den Sonden von
780nt Lange auch in diesem Falle die Unterschiede in der Proteinbindung
mit einer ungleichen Sekundarstruktur - bei maximaler frei werdender E-
nergie (AG) berechnet - einher. So werden fir die Sonden von SSCP G
und SSCP C unterschiedliche Sekundarstrukturen berechnet, wahrend sich
sich die von E8 A und E8 G gleichen.

Zusatzlich bestimmt der SNP SSCP, wie bereits unter 3.1.6 beschrieben,
Uber das Vorhandensein eines zweiten funktionellen Elements (GAIT) bei
Human 2 (siehe Abb. 3.1.7), was eine Erklarung flir das unterschiedliche
Proteinbindungsverhalten der Haplotypen darstellen kdnnte.

Die Spezifitat der Bindung wurde in allen Versuchen durch Kompetition mit
nicht radioaktiv markierten Haplotyp-spezifischen RNA-Konstrukten tber-
pruft, die analog zu den radioaktiven Sonden mittels in vitro-Transkription
generiert wurden. Schon bei Verwendung der zehn - bzw. vierzigfachen
Menge an nicht radioaktiver Kompetitor-RNA zeigte sich eine deutliche Ab-
schwachung des radioaktiven Signals (Abb. 3.3.1.1A, Gelspuren 2 bis 4),
was fur eine spezifische Verdrangung der markierten RNA aus der Bindung

an das Protein durch den Kompetitor spricht. Als zusatzliche Kontrolle
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wurde zur unspezifischen Kompetition tRNA sowie eine unmarkierte RNA
ahnlicher Lange eingesetzt (Abb. 3.3.1.1A, Gelspuren 5 und 6). Letztere
codiert fir shank-1, ein neuronal exprimiertes Matrixprotein der postsy-
naptischen Dichte. Auch bei fiinzigfachem Uberschuss an unspezifischem
Kompetitor zeigte sich keine Abschwachung des Signals in der Autoradio-
graphie. Dies ist als weiterer Hinweis flr die Spezifitdt der Proteinbindung

an die untersuchten DRD2 RNA-Fragmente zu interpretieren.

3.3.1.2 Analyse der Proteinbindung mittels Electrophoretic mobili-
ty shift assay (EMSA)

Zur Bestatigung der Ergebnisse der UV-Crosslink-Analysen, welche auf
eine Haplotyp-spezifische Proteininteraktion der DRD2 3 "UTR mRNA hin-
weisen, wurden EMSA-Versuche mit Allel-spezifischen Oligonukleotiden
von 35 und 32 Nukleotiden Lange durchgeflihrt, welche nur die Haplotyp-
determinierenden Polymorphismen flankierten.

Die Oligonukleotide waren an ihrem 3 "-Ende mit Biotin markiert, um eine
spatere affinitatschromatographische Anreicherung und massenspektro-
graphische Analyse gebundener Proteine zu ermdglichen. Um die Bindung
an Proteine autoradiographisch nachzuweisen, wurden die Oligonukleotide
an ihrem 5 -Ende mit [y->’P] ATP markiert. Nach Inkubation der Sonde
mit Proteinrohlysaten wurden die RNA-Protein-Komplexe in einer nicht de-
naturierenden Gelelektrophorese aufgetrennt. Im Falle einer Proteinbin-
dung wird die Laufgeschwindigkeit der gebundenen Sonden im Vergleich
zur Sonde ohne Proteinbindung verzégert. Die Unterschiede im Laufver-
halten kénnen anschlieBend autoradiographisch analysiert werden.

Bei der Inkubation der Haplotyp-spezifischen Oligonukleotide der beiden
SNPs mit den Proteinrohlysaten (dargestellt in der jeweils zweiten
Gelspur) zeigte sich in der nativen Gelelektrophorese eine Verzégerung
des Laufverhaltens (shift) im Vergleich zur nicht inkubierten Sonde (Gel-
spur 1). Dieses Ergebnis spricht flir eine spezifische Bindung der unter-
suchten RNA an zellulare Proteine (Abb. 3.3.1.2).
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EBA/G (35) CACCICCCIGCCCAGGCC R.GCCAGCCICACCCI(IG)-BIOTIN
A

A B

G E8S A SSCP C SSCP GJ

Y

SSCP (32)

Abb. 3.3.1.2 EMSA-Experimente mit Oligomeren von 35 und 32 Nukleotiden Lange.
Durch Bindung der radioaktiv markierten Sonden (in der jeweils linken Spur ist die unge-
bundene Sonde durch Pfeile markiert) an Proteine aus Proteinrohlysaten kommt es zu
einer Reduktion der Laufgeschwindigkeit in der Gelelektrophorese (shift).

A) Kein Unterschied im Proteinbindungsverhalten unter Verwendung der Oligonukleotide
E8 G und E8 A (SNP EBA/G).

B) Unterschiedliches Proteinbindungsmuster bei Einsatz der Oligonukleotide SSCP C und
SSCP G (SNP SSCP).

Wie in den vorangegangenen Experimenten zeigten sich auch bei der Un-
tersuchung dieser kurzen RNA-Oligomere Sequenz-spezifische Unterschie-
de im Proteinbindungsverhalten. Wahrend die Sonde SSCP C zwei Banden
in der Autoradiographie zeigte, wies die Sonde SSCP G lediglich eine Ban-
de auf. Die beiden Sonden E8 G und E8 A, die den Polymorphismus E8
A/G abbilden, zeigten in Analogie zu den UV-Crosslinking-Experimenten
keinen Haplotyp-spezifischen Unterschied im Proteinbindungsverhalten
(Abb. 3.3.1.2).

Der Versuch die gebundenen Proteine mittels Biotin-Streptavidin-
Affinitatschromatographie aufzureinigen und massenspektrographisch zu

analysieren war leider nicht erfolgreich.
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3.4 Einfluss der DRD2 37 UTR auf die Translation und
Genexpression

3.4.1 Translationsregulation der DRD2 3" UTR in vitro

Die in den vorangegangenen UV-Crosslinking-Experimenten nachgewiese-
nen Haplotyp-spezifischen Unterschiede im Proteinbindungsverhalten der
DRD2 3 UTR mRNA sollten hinsichtlich eines Einflusses auf translationelle
Vorgange weiter untersucht werden. Hierzu wurden zunachst in vitro-

Experimente durchgeflhrt.

3.4.1.1 in vitro-Translation DRD2 3~ UTR-fusionierter Luziferase mRNA

Um die Auswirkungen der 3 "UTR auf die Translation der DRD2 mRNA zu
analysieren, wurde eine in vitro-Translation in einem mit Nuklease behan-
delten Lysat aus Kaninchenretikulozyten durchgefthrt.

Hierzu wurden Haplotyp-spezifische 3"UTR DNA-Fragmente, die mit den
Primern M1F / M4R amplifiziert wurden, in den Vektor ,Blaulicht" kloniert.
Dieser Vektor enthalt vor der multiplen Klonierungsstelle eine Sequenz,
welche flur das Enzym Photinus-Luziferase aus dem Glihwirmchen ko-
diert. So konnten nach Subklonierung der Haplotyp-spezifischen DRD2
3°UTRs in den Vektor chimare Luziferase mRNA-Konstrukte mittels in
vitro-Transkription hergestellt werden, die 3 -warts mit den Haplotyp-
spezifischen 3 "UTRs von DRD2 fusioniert waren (Abb. 3.4.1).

||| £

DRD2 3'UTR
SNPS

\

Photinus-Luziferase

v

Abb. 3.4.1 Schematische Darstellung der verwendeten Photinus-Luziferase-Konstrukte. Es
wurden drei Photinus-Luziferase-Konstrukte mit den vollsténdigen humanen DRD2 3 UTRs
fusioniert, welche die drei haufigen Haplotypen reprasentieren: Human 1, Human 2, Human 3;
Kontrolle (Leervektor nicht beschriftet), T7 (T7 Promoter site), MCS (multiple cloning site).
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Diese Haplotyp-spezifischen Luziferase-Konstrukte wurden anschlieBend in
einem Nuklease behandelten Lysat aus Kaninchenretikulozyten in vitro
translatiert. Die Menge der in vitro translatierten Luziferase wurde durch
die Messung der abgegebenen Lichtintensitat mittels eines Luminometers
quantifiziert. Zur Kontrolle diente eine aquimolar eingesetzte Kontroll-
MRNA, die aus dem Leervektor ,Blaulicht® ohne 3 UTR-Modifikation in
vitro transkribiert wurde.

Durch Fusion der DRD2 3 "UTRs Human 1 (E8:A / SSCP:G / BsoFI B:G),
Human 2 (E8:G / SSCP:C / BsoFI B:G) und Human 3 (E8:A / SSCP:G /
BsoFI A:T) an die Reporter-mRNA konnte jeweils eine statistisch signifi-
kante Verstarkung der Translation um mehr als 50 Prozent im Vergleich
zur Kontrolle gemessen werden. Das Konstrukt Human 1 zeigte darlber
hinaus eine signifikante Erhéhung um mehr als 50 Prozent in Relation zu
Human 2 und Human 3 (Abb. 3.4.2).

250
225
200
175

**

(% von Kontrolle)

Relative Lichtintensitat

Kontrolle Human 1 Human 2 Human 3

Abb. 3.4.2 Auswirkungen der DRD2 3°UTR auf die in vitro-Translation einer Reporter-
mMRNA. In vitro transkribierte RNA wurde zur in vitro-Translation von Luziferase in Retiku-
lozytenlysaten eingesetzt. Dargestellt ist die Lichtemission der produzierten Luziferase
nach Translation der Kontrolle und verschiedener DRD2 3 “UTR-Fusionskonstrukte.

(n=3 fur alle Messwerte; Standardfehler oberhalb der Saulen; **, p < 0,00005 fir Hu-
man 1 zu Kontrolle und p < 0,011 fir Human 1 zu Human 2 oder 3; *, p < 0,016 fiir Hu-
man 2 oder Human 3 zu Kontrolle). (Standardabweichungen: Kontrolle = 1,6 %, Human
1 =4,1%, Human 2 = 15 %, Human 3 = 2,7 %). Die Bezeichnungen Human 1 (E8:A /
SSCP:G / BsoFI B:G), Human 2 (E8:G / SSCP:C / BsoFI B:G), Human 3 (E8:A / SSCP:G /
BsoFI A:T) reprasentieren die Haplotypen der DRD2 3 "UTR gemé&B Abb. 3.4.1.

Zusammengefasst sprechen diese Daten flr einen Haplotyp-spezifisch un-

terschiedlich stark ausgepragten translationsaktivierenden Effekt der
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DRD2 3'UTR mRNA. Die starksten Unterschiede in ihrem Einfluss auf die
Translation zeigen sich zwischen den humanen Haplotypen 1 und 2, die

sich in den beiden Polymorphismen E8 A/G und SSCP unterscheiden.

3.4.2 Untersuchung der Expressionsregulation der DRD2 3" UTR
in vivo

Nachdem in vitro eine Haplotyp-spezifisch unterschiedlich starke Stimula-
tion der Translation durch die DRD2 3 "UTR gezeigt werden konnte, sollte
Uberprift werden ob diese Effekte auch in vivo, nach Transfektion ent-
sprechender Reportergen-Konstrukte in eukaryotische Zellen, zu beobach-
ten sind. Hierzu wurden Dual Luciferase Assays durchgefthrt.

Um etwaige Ungleichheiten in der Transfektionseffizienz zu korrigieren /
normalisieren, werden haufig sekundare Reporter-Konstrukte zur Kontrolle
kotransfiziert. Um eine gegenseitige Beeinflussung gemeinsam transfizier-
ter Reporter-Konstrukte und unterschiedliche Transfektions- und Expressi-
onseffizienzen primarer und sekundarer Konstrukte zu vermeiden, bot es
sich an, dicistronische Reportergen-Konstrukte zu verwenden. Diese er-
madglichen von der Transfektionseffizienz unabhangige Messungen und
stellen ein hochsensitives System zum Vergleich auch schwacherer Ein-
flisse auf die Expression von Reportergenen dar. Ebenso erméglichen sie
eine Kotransfektion mit einem weiteren Konstrukt, falls dessen Einfluss
auf die Translation beobachtet werden soll.

Die verwendeten dicistronischen Luziferase-Konstrukte besitzen in der 5°-
Region ein offenes Leseraster fir die Photinus-Luziferase. 3 -warts dazu
wurden die vollstandigen humanen 3 'UTRs der DRD2 Haplotypen - Hu-
man 1, Human 2 und Human 3 - subkloniert. Auf demselben RNA-Strang
folgt eine aus dem Encephalomyocarditis-Virus (EMCV) stammende Inter-
nal ribosomal entry site (IRES), an die sich in 3 -Richtung ein offenes Le-
seraster der Renilla-Luziferase anschlieBt (Abb. 3.4.3). Diese zweite Luzi-
ferase, welche aus einem als Seestiefmutterchen (renilla) bezeicheneten
Organismus stammt, kann somit cap-unabhangig unter Verwendung der

IRES translatiert werden.
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Da die Effizienz des IRES-vermittelten Ribosomeneintritts durch die voll-
zogenen Modifikationen im 5 -Bereich der mRNA nicht beeinflusst wird,
kann ihre Aktivitat als interne Kontrolle auf derselben RNA verwendet
werden (Myers et al., 2004).

Die Aktivitaten beider Luziferasen sind abhangig von unterschiedlichen
Substraten und Pufferbedingungen, so dass es unter Verwendung eines
kommerziell erhaltlichen Systems (Promega) mdglich ist, beide Aktivitaten

in derselben Probe zu quantifizieren.

Photinus- EMCV Renilla-
Luziferase IRES Luziferase

Photinus- 3 EMCV Renilla-
Luziferase Humane DRD2 3'UTR IRES Luziferase

Abb. 3.4.3. Dicistronische Luziferase-Konstrukte zur Verwendung in Dual Luciferase As-
says. Schematische Darstellung der drei hergestellten dicistronischen Luziferase-
Konstrukte mit der fusionierten humanen DRD2 3 UTR entsprechend der zu untersu-
chenden Haplotypen. Die in den Konstrukten enthaltenen Haplotyp-spezifischen Se-
quenzunterschiede sind angegeben. IRES (Internal ribosomal entry site).

Nach Zugabe des Substrats Photinus-Reagenz wird zundchst die Aktivitat
der Photinus-Luziferase gemessen. AnschlieBend wird der Reaktion STOP
& GLO® - Puffer zugefiigt, der die Lichtemission durch Photinus-Luziferase
nahezu vollstandig unterdrickt und ein geeignetes Substrat fur Renilla-
Luziferase enthalt. Der Quotient der gemessenen Lichteinheiten (Photinus-
Aktivitat / Renilla-Aktivitat) ergibt einen gegeniber der Transfektionseffi-
zienz normalisierten Wert. Somit kdnnen Effekte auf die Expression des
Reporters Photinus-Luziferase auf Proteinebene nach Modifikation mit den
verschiedenen DRD2 3 "UTRs gemessen werden.

Die Luziferase-Konstrukte wurden in HEK293 Zellen transfiziert, nach 24 h

in einem Puffer lysiert, der nach Herstellerangaben keinen Einfluss auf die
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Luziferaseaktivitat ausibt und die Aktivitaten luminometrisch bestimmt
(Abb. 3.4.4).
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Abb. 3.4.4 Auswirkung der DRD2 3 "UTR mRNA auf die in vivo-Expression dicistronischer
Luziferase-Konstrukte. HEK293 Zellen wurden mit den in Abb. 3.4.3 beschriebenen di-
cistronischen Luziferase-Konstrukten transfiziert und nach 24 h lysiert. Die Expression
der beiden Luziferasen wurde luminometrisch quantifiziert und das Verhaltnis der Aktivi-

tat von Photinus- zu Renilla-Luziferase berechnet und in Relation zu der Kontrolle ge-
setzt.

(n = 3 fir alle Messwerte; Standardfehler oberhalb der Saulen; **, p< 0,001 fir Human 1
zu Kontrolle). (Standardabweichungen: Kontrolle = 6,4%, Human 1 = 3,4%, Human 2 =
9,6%, Human 3 = 8,7%). Die Bezeichnungen Human 1 (E8:A / SSCP:G / BsoFI B:G),
Human 2 (E8:G / SSCP:C / BsoFI B:G) und Human 3 (E8:A / SSCP:G / BsoFI A:T) repra-
sentieren die beschriebenen Haplotypen der DRD2 3 "UTR gemaB Abb. 3.4.3.

Das Fusionskonstrukt, welches mit der 3 "UTR des Haplotypen Human 1
modifiziert wurde, ergab analog zu den Ergebnissen der in vitro-Experi-
mente, die hdchste Verstarkung der Expression von Photinus-Luziferase
(p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle). Fir die Haplotypen Human 2 und
Human 3 zeigte sich eine den in vitro-Messungen vergleichbare relative Er-
héhung der Reportergenaktivitat im Vergleich zur Leerkontrolle. Allerdings
blieben die Ergebnisse fur die Absolutwerte unterhalb der Signifikanzgrenze
(p<0,25), (Abb. 3.4.4).
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4 DISKUSSION

Ein Ziel dieser Arbeit war die genaue Bestimmung von reprasentativen Ha-
plotypen der 3 "untranslatierten Region des humanen D2 Rezeptor Gens DRD2.
Alleine in diesem Bereich des DRD2 befinden sich elf bereits bekannte Ein-
zelnukleotidaustausch-Polymorphismen, sog. SNPs (NCBI Single Nucleo-
tide Polymorphism / Reference SNP (refSNP), IDs siehe 7.5.2, Appendix).
Zusatzlich konnte aus einem Kollektiv von 120 gesunden Probanden wah-
rend dieser Arbeit ein bisher unbekannter seltener Polymorphismus
(Y22521, NCBI Gene Accession humber AF050737) identifiziert werden.
Um die geplanten weiterfiUhrenden funktionellen Untersuchungen der
DRD2 3 "UTR in einem realisierbaren experimentellen Rahmen durchfiihren
zu koénnen, sollte deshalb vorausgehend eine Einteilung in reprasentative
Haplotypen erfolgen, die in der untersuchten Bevdlkerung eine Haplotyp-
Frequenz > 5 Prozent besitzen.

Im Falle der humanen DRD2 3 UTR konnte die Vielzahl an theoretisch
madglichen genetischen Varianten trotz der hohen Anzahl von SNPs im We-
sentlichen auf drei haufige Haplotypen reduziert werden: Human 1 (E8:A /
SSCP:G / BsoFI B:G = A_G_G), Human 2 (E8:G / SSCP:C / BsoFI B:G =
G_C_G) und Human 3 (E8:A / SSCP:G / BsoFI B:T = A_G_T). Alle Gbrigen
Haplotypen besitzen eine sehr geringe Frequenz, so dass die humanen
Haplotypen 1, 2 und 3 vermutlich mehr als 99 Prozent der Allele in der
untersuchten Bevdlkerung reprasentieren.

Die experimentelle Untersuchung von Haplotypen im Gegensatz zu singu-
laren SNPs erscheint zweckmaBig, da die Betrachtung einzelner Poly-
morphismen in Hinblick auf ihren funktionellen Einfluss zum Teil unzu-
reichend sein kann, was auch experimentell belegt werden konnte
(Drysdale et al., 2000; Duan et al., 2003). Vielmehr ist anzunehmen, dass
funktionelle Effekte einzelner SNPs durch andere Polymorphismen in nicht
geringem MaBe modifiziert werden kénnen und die Kombination der Effek-

te einzelner Polymorphismen im Vergleich zur isolierten Betrachtung ihrer
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Einzeleffekte deutlich unterschiedliche funktionelle Konsequenzen haben
kann.

In den letzten Jahren konnte zunehmend nicht kodierenden Bereichen wie
5°- und 3 UTRs ein Einfluss auf die Regulation der Expression von Genen
zugeordnet werden (Wilusz et al., 2001; Mazumder et al., 2003; Wilkie et
al., 2003; Hesketh, 2004). So zeigte sich an mehreren Beispielen von
3 'UTRs (siehe Einleitung, Miller et al., 2002; Fritz et al., 2006; Griseri et
al., 2007), dass genetische Variationen funktionelle und physiologische
Effekte auf das posttranskriptionelle Schicksal reifer mRNAs austiben kén-
nen und bestimmte allelische Varianten in Krankheiten gehduft auftreten
(Conne et al., 2000; Hesketh, 2004).

Da 5  bzw. 3'UTRs ihre Effekte Uber spezifische RNA-bindende Proteine
austiben und mehrere Assoziationsstudien einen moéglichen Einfluss gene-
tischer Varianten der DRD2 3 "UTR auf phanotypische Auspragungen nahe
legten (Finckh et al., 1997; Koehnke et al., 1999; Samochowiec et al.,
2000; Lucht et al., 2001), sollte mittels UV-Crosslinking analysiert wer-
den, ob es spezifische Bindungspartner gibt, die mit der humanen DRD2
3 'UTR interagieren. Hierzu wurden aus humanem und murinem striatalem
Gewebe sowie aus den Zellkulturlinien SH-SY5Y, Kelly, Cos-7 und HELA
Proteinlysate gewonnen. Im Falle der Zelllinien wurden diese in eine zyto-
solische und in eine nukleare Fraktion separiert.

Es zeigte sich eine starke, spezifische Bindung von Proteinen aus allen zy-
tosolischen Praparationen an die 3 "UTR der mRNA, sowie eine schwachere
Interaktion mit Proteinen aus nuklearen Praparationen ausschlieBlich fur
die neuronale Zelllinie SH-SY5Y.

Um etwaige funktionelle Einflliisse der zu untersuchenden Polymorphismen
auf die Proteinbindung nachzuweisen, wurden Sonden verwendet, welche
die drei haufigen humanen Haplotypen reprasentierten. Hier zeigte sich
ein deutlicher Unterschied im Proteinbindungsverhalten zwischen den
Haplotypen Human 1 und Human 3 gegenltber Human 2.

Einen moglichen Erklarungsversuch fur diese beobachteten Haplotyp-

spezifischen Differenzen in der Interaktion der DRD2 3 "UTR mRNA mit po-
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tentiellen Bindungspartnern kénnte die Faltung der mRNA und die daraus
resultierende Sekundarstruktur liefern. Es ist bekannt, dass reife mRNAs
spezifische Sekundarstrukturen ausbilden. Diese kdénnen zur Entstehung
von cis-agierenden funktionellen Elementen beitragen, welche spezifische
Bindungsstellen flr trans-agierende Faktoren wie RNA-bindende Proteine
darstellen.

Interessanterweise wurden unter Verwendung des Programms mfold, Ver-
sion 2.3 (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003), analog zu den ungleichen
Bindungsmustern in den UV—Crosslinking- und EMSA- Experimenten, so-
wohl bei maximaler frei werdender Energie (AG) als auch bei identischem
nicht maximalem AG, unterschiedliche Sekundarstruktukturen fir die
Haplotypen 1 und 3 gegenliber Haplotyp 2 bei 37°C errechnet. Die beiden
erstgenannten Haplotypen unterscheiden sich ausschlieBlich in dem Poly-
morphismus BsoFI, wohingegen Human 2 in mindestens zwei bzw. in drei
Polymorphismen von ihnen differiert. Diese Kombination mehrerer Einzel-
nukleotidaustausche im Vergleich zu einem singuléaren Austausch kdénnte
einen starker modifizierenden Einfluss auf die Sekundarstruktur austben
und die berechneten Unterschiede in der Sekundarstruktur erklaren.

Eine wichtige Rolle spielt hier der Haplotyp-spezifische Unterschied hin-
sichtlich des Polymorphismus SSCP, da bei der Berechnung klirzerer SNP-
spezifischer RNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, im Gegensatz zu ES8
A/G und BsoFI eine Sekundarstrukturanderung nur durch diesen Poly-
morphismus verursacht wird. Der SNP SSCP scheint zudem die Prasenz
eines ausschlieBlich in Haplotyp 2 vorhandenen zweiten funktionellen Ele-
ments (GAIT) zu bedingen (s. u.).

Die in den UV-Crosslinking- und EMSA-Experimenten beobachteten Haplo-
typ-assoziierten Unterschiede im Proteinbindungsmuster kénnten auf die
beschriebenen Haplotyp-spezifischen Sekundarstrukturunterschiede zu-
rickzufihren sein. Dementsprechend ware eine Beeinflussung der Verwer-
tung der mRNA auf translationeller Ebene durch eine Haplotyp-spezifische

Bindung trans-agierender Faktoren denkbar.
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Da der Einfluss dieser Interaktion hochgradig abhangig vom Vorhanden-
sein cis-agierender funktioneller Elemente ist, wurde die DRD2 3 UTR
MRNA gezielt in Bezug auf bekannte cis-agierende Elemente untersucht.
Unter Verwendung des Programms RegRNA (Department of Biological
Science and Technology, Institute of Bioinformatics, National Chiao Tung
University, Taiwan) - einer Datenbank von funktionellen Elementen die
speziell in den 5°und 3 UTRs lokalisiert sind - konnten in der humanen
DRD2 3 °UTR Konsensusstrukturen in Form des GAIT-Elements (Gamma
interferon activated inhibitor of Ceruloplasmin mRNA translation) identifi-
ziert werden. Von diesem ist bekannt, dass es einen inhibitorischen Effekt
auf die Translation der Coeruplasmin mRNA auslibt (Sampath et al.,
2003).

Der Haplotyp Human 2 beherbergt zwei solcher inhibitorischen Elemente,
wahrend Human 1 und 3 jeweils nur ein GAIT-Element aufweisen. Interes-
santerweise ist der Polymorphismus SSCP in der Mitte dieses flir Human 2
zusatzlich identifizierten Elements lokalisiert.

Sampath et al. zeigten, dass GAIT-Elemente einen Einfluss auf die Trans-
lationsrate von Luziferase-Lonstrukten austiben, sowohl in vitro in Kanin-
chenretikulozyten als auch nach Transfektion von Dual-Luziferase-Kon-
strukten in Zelllinien (U937). Von den Autoren wird postuliert, dass die
Beeinflussung der Proteinexpression durch den inhibitorischen Effekt der
3 'UTR via GAIT-Element keinen auf Coeruloplasmin beschrankten Mecha-
nismus darstellen dirfte, sondern auch auf andere 3 UTRs Ubertragbar
ist: Chimare Luc-Deletionskonstrukte, welche ausschlieBlich mit dem 29nt
umfassenden GAIT-Element an ihrem 3 "-Ende modifiziert wurden, zeigten
eine Repression der Translationsrate im Vergleich zur Leerkontrolle
(Sampath et al., 2003).

Die beschriebenen Haplotyp-spezifischen Unterschiede - sowohl in der In-
teraktion der DRD2 3 "UTR mRNA mit potentiellen Bindungspartnern und
der berechneten Sekundarstruktur als auch in der Anzahl funktioneller E-
lemente - wurden anschlieBend daraufhin untersucht, ob sie die Trans-

lationseffizienz beeinflussen kdnnen.
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Ein geeignetes Instrument hierflir stellen Reportergen-Analysen in Form
von Luziferase-Assays dar. So wurden drei Haplotyp-spezifische Reporter-
gen-Konstrukte durch Fusion mit der vollstdndigen DRD2 3 'UTR mRNA
generiert, mittels in vitro-Transkription exprimiert und anschlieBend in a-
quimolarer Menge in einem Nuklease behandelten Lysat aus Kaninchenre-
tikulozyten in vitro translatiert. Die luminometrische Auswer-tung ergab
eine statistisch signifikante Erhéhung der Translation aller Konstrukte,
welche mit der 3 "UTR fusioniert waren im Vergleich zur Leerkontrolle, bei
der keine 3’-Modifikation des Reportergens vorgenom-men wurde. Am
starksten wirkte sich der Einfluss der 3 "UTR des humanen Haplotyps 1 auf
die Reportergen-Aktivitat aus, fur den im Vergleich zu den Haplotypen
Human 2 und Human 3 eine um mehr als 50 Prozent hohere Translations-
rate (in Relation zur Kontrolle) gemessen wurde. Die haufigen Haplotypen
Human 1 und Human 2 - welche sich in den beiden in starkem Kopplung-
sungleichgewicht befindlichen Polymorphismen E 8 A/G und SSCP unter-
scheiden - zeigten die starksten Haplotyp-spezifischen Unterschiede in
ihrem Einfluss auf die Translationsaktivation.

Um den kombinierten Einfluss der Polymorphismen auch in vivo zu unter-
suchen und auch eventuelle transkriptionelle Effekte mit zu bericksichti-
gen, wurden Reportergen-Assays auch in humanen Zellsystemen durchge-
fuhrt. Hierzu wurden entsprechend den drei humanen Haplotypen dicistro-
nische cDNA-Luziferase-Konstrukte hergestellt, die nach Transfektion in
HEK293 Zellen und deren Lyse nach 24 Stunden luminometrisch unter-
sucht wurden.

Analog zu den oben beschriebenen Reportergen-Assays in Retikulozyten-
lysaten konnte auch in vivo bei Haplotyp 1 die starkste Reportergen-
Aktivitat beobachtet werden. Die Haplotypen 2 und 3 wiesen eine den in
vitro-Versuchen ahnliche, jedoch statistisch nicht mehr signifikante relati-
ve Erhéhung der Luziferase-Aktivitat in Vergleich zur Leerkontrolle auf.
Die Tatsache, dass die quantitativen Aktivitatsunterschiede und deren
Rangordnung bei den in vivo-Messungen den Translationsdaten &hnlich,

jedoch weniger signifikant waren, spricht daflir, dass sich die primaren
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funktionellen Effekte der untersuchten Polymorphismen auf translationel-
ler Ebene auswirken. Wenn experimentell durch in vivo-Expression der
cDNA das Stadium der Transkription ,zwischengeschaltet" wird, kommt es
demnach zu einer gewissen Verschleierung von Effekten, welche sich erst
auf der Ebene der Translation bemerkbar machen.

Zusammengenommen sprechen die in den beiden Varianten von Luzifera-
se-Assays gemessenen kongruenten funktionellen Unterschiede flr einen
Haplotyp-spezifisch unterschiedlich starken translationsaktivierenden Ef-
fekt der humanen DRD2 3 "UTR mRNA.

Da die mRNA des Haplotypen Human 2 ein zusatzliches reprimierendes
GAIT-Element beherbergt und die niedrigste Reportergenaktivitat sowohl
in vitro als auch in vivo zeigt, macht dies einen Einfluss solcher Elemente
auch auf das posttranskriptionelle Schicksal der DRD2 mRNA wahrschein-
lich.

In Zusammenschau der Haplotyp-spezifischen Unterschiede in der Prote-
inbindung und Sekundarstruktur sowie des Vorhandenseins einer unglei-
chen Anzahl an funktionellen Elementen erscheint die in den Luziferase-
Assays gemessene Beeinflussung der Translation der DRD2 3 "UTR mRNA
durch die kombinierte Wirkung der SNPs E8 A/G bzw. SSCP und BsoFI be-
dingt zu sein. Der dominierende Effekt entsteht durch die Polymorphismen
E8 A/G bzw. SSCP und wird durch den Einfluss von BsoFI abgeschwacht.
An Hand der vorhergesagten Ahnlichkeit der Sekund&rstrukturen von
Haplotyp 1 und 3 war dies nicht unbedingt zu erwarten gewesen. Aller-
dings zeigte sich nach Vergleich mit den Sequenzen diverser Primaten und
Murinae, dass der humane Haplotyp 3 die wohl evolutionar jingste gene-
tische Variante darstellt. Somit ware der beschriebene Effekt der Poly-
morphismen E8 A/G sowie SSCP auf die Expression von Reportergenen
mit einem kompensatorischen evolutionaren Modell erklarbar, welches von
Innan et al. fur den Einfluss von Mutationen zweier oder mehrerer Genorte
beschrieben wurde (Innan et al., 2001). So kommt es bei Polymorphismen
mit einem ausgepragten Einfluss auf den Phanotyp (E8 A/G bzw. SSCP)

nicht selten zur Evolution eines Haplotypen, in welchem eine kompensato-
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rische Wirkung eines neuen Polymorphismus (BsoFI) zum Tragen kommt
und auf diese Weise die phanotypischen Auspragungen im Sinne einer Ge-
genregulation modifiziert werden.

Die Summe der erzielten Ergebnisse deutet auf eine translationelle Beein-
flussung der DRD2-Expression durch die 3 "UTR hin, was ein molekularbio-
logisches Erklarungsmodell fiir die phanotypischen Beobachtungen in den
erwahnten Assoziationsstudien (Finckh et al., 1997; Koehnke et al., 1999;
Samochowiec et al., 2000; Lucht et al., 2001) darstellen kénnte.

Insgesamt zeigte sich in diesen Studien, dass alkoholkranke Probanden,
welche bezlglich des SNPS E8 A/G homozygot flir das A-Allel waren, eine
in psychometrischen und pharmakologischen Tests gemessene deutlich
schwerere Entzugssymptomatik prasentierten.

Als Ursache der beobachteten phanotypischen Auspragungen wurde ein
geringeres MaBB an dopaminerger Transmission angenommen, da ein Defi-
zit in der dopaminergen Neurotransmission - neben einer durch Umge-
bungseinfllisse bestimmten Neigung zum Alkoholkonsum sowie einem re-
duzierten Ansprechen auf Belohnungsreize - als ein entscheidender patho-
genetischer Mechanismus der Alkoholkrankheit identifiziert wurde (Muller
et al., 1980; Rommelspacher et al., 1992; Hietala et al., 1994; Cloninger
et al., 1995; Mash et al., 1996; Volkow et al., 1996; Laine et al., 1999;
Repo et al., 1999; Tupala et al., 2003).

Beim Menschen wurden 2 Isoformen des DRD?2 identifiziert (D2L und
D2S), die durch alternatives Splicen in einem Verhaltnis zu Gunsten der
langen Variante D2L entstehen und sich um 29 Aminosduren in der dritten
intrazytoplasmatischen Schleife unterscheiden (Dal Toso et al., 1989).
Den beiden Isoformen konnte durch Experimente mit transgenen Mausen
sowohl in Bezug auf ihre Lokalisation als auch funktionell eine unter-
schiedliche Rolle nachgewiesen werden (Usiello et al., 2000; Wang et al.,
2000; Centonze et al., 2002). So wurde die kurze Isoform D2S, welche
vornehmlich prasynaptisch lokalisiert ist, als Autorezeptor identifiziert.
D2L hingegen ist hauptsachlich postsynaptisch lokalisiert und vermittelt in

Zusammenspiel mit Dopamin D1 Rezeptoren nach Freisetzung von Dopa-
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min in den synaptischen Spalt die postsynaptischen Effekte des Transmit-
ters. Diese werden im Sinne einer negativen Rickkopplung durch die Au-
torezeptorfunktion von D2S negativ moduliert.

Beide Rezeptorisoformen vermitteln ihre Wirkung Uber die Kopplung an
inhibitorische G-Proteine (Gi alpha) und konsekutiv Uber eine Inhibition
der Adenylatcyclase mit Reduktion des Second messengers cAMP, wobei
sie sich sowohl in den Subtypen der G-Proteine als auch in den Bindungs-
affinitéten zu ihnen unterscheiden (Montmayeur et al., 1993; Senogles,
1994; Guiramand et al., 1995).

Eine Verringerung der dopaminergen Transmission, wie oben postuliert,
lasst sich somit einerseits durch einen reduzierten postsynaptischen D2
Rezeptorstatus erkldaren und andererseits als Folge einer gesteigerten in-
hibitorischen Autorezeptorfunktion.

Das Verhaltnis der pra- und postsynaptischen Expression des D2 Rezep-
tors spielt eine wichtige Rolle in der Feinregulation des mesolimbischen
dopaminergen Systems, das als morphologisches Korrelat des menschli-
chen Belohnungssystems gilt (Salamone, 1996; Spanagel et al., 1999;
Wightman et al., 2002; Bowirrat et al., 2005; Hyman et al., 2006).

Wie in der Einleitung angedeutet, ist Dopamin in diversen Studien als ein
zentraler Neurotransmitter fir die Ausbildung addiktiven und impulsiv-
kompulsiven Verhaltens identifiziert worden (Wise, 1987; Koob et al.,
1988; Di Chiara, 1998; Wise, 1998; Hyman et al., 2006).

In den Experimenten dieser Arbeit war flr die Varianten Human 1
(A_G_G) und 3 (A_G_T) gegeniuber Human 2 (G_C_G) eine relative Erho-
hung der Luziferase-Aktivitat zu beobachten. Demnach ware, sofern eine
reduzierte dopaminerge Transmission mit der Homozygotie E8 A/A assozi-
iert ist, fur E8 A-positive Haplotypen eine vorwiegend prasynaptisch ge-
steigerte Autorezeptorexpression auf Proteinebene zu postulieren. Hier-
durch kénnte sich aufgrund des resultierenden Ungleichgewichts an do-
paminerger Neurotransmission eine bestehende Suszeptibilitat gegeniber
addiktivem Verhalten verstarken, bzw. lieBe sich bei bestehendem Alkoho-

lismus der erhéhte Bedarf an Entzugsmedikation erklaren.
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Weiterhin stehen die Polymorphismen E8 A/G und SSCP in starkem
Kopplungsungleichgewicht mit dem Taql A1/A2 Polymorphismus, welcher
ca. 10kb downstream von DRD?2 liegt (Grandy et al., 1989a; Grandy et al.,
1989b). Hierbei liegt E8 A bzw. SSCP G in der kaukaischen Bevoélkerung
fast ausschlieBlich in cis mit Tagl A1 vor (Hauge et al., 1991; Goldman,
1993; Finckh et al., 1996; Jonsson et al., 1996; Samochowiec et al.,
2000). Diese allelische Variante wurde in vielen Untersuchungen gehauft
bei kaukasischen Suchtkranken gefunden (Blum et al., 1990; Blum et al.,
1991; Noble, 1993; Noble et al., 1993; Noble, 1994; Lawford et al., 1997;
Noble, 1998a, 1998b, 2000, 2003). Zudem konnte sowohl bei gesunden
als auch bei suchtkranken Individuen mit dem Allel Taql Al in vivo eine
deutliche Reduktion der Rezeptordichte in striatalem Gewebe nachgewie-
sen werden (Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998; Jonsson et
al., 1999; Ritchie et al., 2003). In diesen Untersuchungen wurde Uberwie-
gend Racloprid als Radioligand des Rezeptors verwendet, der sowohl an
pra- als auch postsynaptische Rezeptoren bindet. Es konnte noch kein ge-
eigneter Radioligand synthethisiert werden, der isoformspezifisch inter-
agiert, so dass bis jetzt beim Menschen keine selektive Unterscheidung
des pra- und postsynaptischen Rezeptorstatus in vivo moglich ist und so-
mit nur der gesamte D2 Rezeptor-Status abgebildet wird.

Ebenso konnte bis dato keine befriedigende Erklarung fir die Funktion des
Taql Al Polymorphismus gefunden werden, weshalb postuliert wurde,
dass sich Tagl Al in Kopplungsungleichgewicht mit einem funktionellen
Polymorphismus befindet (Turner et al., 1992; Gejman et al., 1994; Rit-
chie et al., 2003). Dies ist umso eher anzunehmen, da sich Tagl Al extra-
genisch in einer neu identifizierten, benachbarten Genregion auf Chromo-
som 11 (11923.1.) befindet, welche als ANKK1 (ankyrin repeat and kinase
domain containing 1 gene) identifiziert wurde, und flr eine Proteinkinase
kodiert (Neville et al., 2004).

Duan et al. beschrieben kirzlich einen SNP in DRD2 Exon 7 (E7 957C/T in
Abb. 3.1.5), welcher sich in Kopplungsungleichgewicht mit Taql Al befin-

det. Nach den Autoren scheint der Polymorphismus einen Einfluss auf die
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DRD2 RNA-Stabilitat auszuliben, was sich in einer verringerten Anzahl an
Dopamin D2 Rezeptoren flir den hier untersuchten Haplotyp 1 auswirken
kdnnte (Duan et al., 2003). Allerdings scheint das mittels Fusion eines in
vitro-Mutagenese-Produktes mit der 5°- und 3 UTR von DRD2 hergestell-
te Konstrukt, welches mit einer reduzierten RNA-Stabilitat assoziiert wur-
de, allenfalls einen sehr seltenen in natura vorkommenden Haplotypen zu
reprasentieren. Die Plasmid-Konstrukte, welche mittels Mutagenesis-
Primern zur Insertion der allelischen Exon 7-Varianten modifiziert wurden,
enthalten die von Grandy et al. erstmalig beschriebenen Sequenzen von
DRD2. Die 3 UTR dieser Sequenz entspricht dem in der vorliegenden Ar-
beit beschriebenen humanen Haplotypen 2 (G_C_G).

In dem unter 3.1.4 beschriebenen Kollektiv von 22 Individuen fand sich
kein Haplotyp, bei dem die in Exon 7 beschriebene allelische Variante E7
957T in cis mit der vorgegebenen 3 "UTR des humanen Haplotypen 2 vor-
kommt. Unter Berlcksichtigung der in 3.1.4 beschriebenen Ergebnisse
bleibt die Relevanz der beschriebenen Effekte des Exon 7 Polymorphismus
in den erwahnten Versuchen von Duan et al. somit eher unklar.

Basierend auf den Ergebnissen der vorgelegten Arbeit kann jedoch zu-
sammenfassend angenommen werden, dass ein Haplotyp-spezifischer Ein-
fluss der 3 "UTR auf die Expression von DRD2 besteht. Der physiologisch
dominierende Effekt der hier beobachteten Haplotyp-spezifisch gesteiger-
ten Translation kénnte vornehmlich prasynaptisch angesiedelt sein - im
Sinne einer gesteigerten Autorezeptorfunktion. Global gemessen kann dies
zu einer Verminderung der dopaminergen Transmission flihren. Der dar-
aus entstehende negative Effekt auf das Belohnungssystem kdénnte Ursa-
che eines als ,reward deficiency syndrome" bezeichneten Kranheitsbildes
sein, bei dem der verstarkte Bedarf an Stimulation durch exogene Zufuhr
reward-assoziierter Drogen, wie zum Beispiel Alkohol, schnell, aber nicht
dauerhaft stillbar ist.

Um das noch weithin unbekannte Bindeglied zwischen genetischer Disposi-

tion und komplexem Phanotyp noch genauer charakterisieren zu kdnnen
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sind auf Basis dieser hier erarbeiteten Hypothesen weitere und umfangrei-
chere Experimente notwendig.

So sollte von der molekularbiologischen Seite her die Kombination von Ef-
fekten einzelner genetischer Varianten in komplexen Haplotypen mittels
Reportergenanalysen auch in neuronalen Zelllinien untersucht werden.
Dadurch kdnnte eine moégliche Erklarung fur die funktionellen Unterschie-
de des humanen Haplotypen 3 in Vergleich zu Human 1 - trotz scheinbar
nicht differenter Sekundarstruktur und Bindungsverhalten - geliefert wer-
den. Ein Desiderat waren auch vom Phanotyp ausgehende bildgebende
Verfahren, mit denen nach vorhergehender, auf funktionellen Gesichts-
punkten beruhender sinnvoller Genotypisierung, der pra- und postsynapti-
sche Rezeptorstatus selektiv dargestellt werden kann.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen vermuten, dass die Pro-
banden fur bildgebende Studien basierend auf den Haplotyen 1-3 in sechs
unterschiedliche Genotyp-Gruppen (1/1, 1/2, 1/3, 2/2, 2/3, 3/3) einzutei-
len sind, da a priori nicht bekannt ist, ob in vivo dominante, bzw. rezessi-
ve Allele zu unterscheiden sind. Der Haplotyp 3 (A_G_T) ahnelt funktionell
in der vorliegenden Arbeit eher dem Haplotyp 2 (G_C_G), jedoch struktu-
rell und hinsichtlich der Sequenz in den in der Vergangenheit haufig unter-
suchten SNPs E8 A/G und SSCP dem Haplotyp 1 (A_G_G). Daher kann so-
gar postuliert werden, dass die in der Literatur beschriebenen Panotyp-
Assoziationen mit den Genotypen in E8 A/G bei Ausschluss der Trager des
Haplotyps 3 starker ausgepragt waren.

Von den unterschiedlichen experimentellen Ansatzpunkten ausgehend,
ware nach Aufzeigen der hier noch hypothetisch postulierten Zusammen-
hange die gezielte, genetisch basierte pharmakologische Beeinflussung
von klinisch bedeutsamen Stérungen des dopaminergen Systems als ge-
meinsame Endstrecke anzustreben. Das Ziel bestliinde in einer individuel-
len, hochwirksamen aber nebenwirkungsarmen Pharmakotherapie psychi-
atrischer und neurologischer Erkrankungen, bei welchen das dopaminerge

System involviert ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit war die funktionelle Charakterisierung haufiger Polymorphismen

der DRD2 3" UTR auf der Basis eines Haplotyp-basierten Versuchsansatzes.

Aus dem untersuchten Probandenkollektiv konnten drei reprasentative Haplo-
typen isoliert, sowie deren Frequenzen bestimmt werden:

Humanl (58 Prozent), Human 2 (33 Prozent) und Human 3 (09 Prozent).

Es konnte eine spezifische Interaktion der DRD2 3" UTR mRNA mit Proteinen
aus zytosolischen und aus nuklearen neuronalen Zell- und Gewebelysaten

nachgewiesen werden, die Haplotyp-spezifische Unterschiede aufweist.

Ein in Vorarbeiten postulierter Einfluss der DRD2 3" UTR auf die Genexpression
des Rezeptors wurde mittels Reportergenanalysen sowohl in vitro als auch in
vivo in Zellkultur untersucht. Es konnte ein Haplotyp-spezifisch unterschiedlich
stark ausgepragter aktivierender Effekt der DRD2 3" UTR auf die Translation
von Reportergenen nachgewiesen werden. Die starksten Unterschiede be-

standen zwischen den haufigen Haplotypen Human 1 und Human 2.

Einhergehend mit diesen Ergebnissen konnte fir Human 2 eine von Human 1
und 3 abweichende Sekundarstruktur berechnet, sowie eine unterschiedliche

Anzahl funktioneller, cis-agierender Elemente (GAIT) nachgewiesen werden.

In der Arbeit wurde somit erstmalig durch die funktionelle Untersuchung re-
prasentativer Haplotypen ein spezifischer Effekt der DRD2 3" UTR auf die Re-
zeptorexpression nachgewiesen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass dieser

translationsaktivierende Effekt Haplotyp-spezifische Unterschiede aufweist.

Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass der Haplotyp-spezifische Einfluss
auf die Proteininteraktion und Reportergenexpression das kombinierte Resultat

funktioneller allelischer Varianten des Dopamin D2 Rezeptor Gens darstellt.

So kann diese Arbeit als ein initialer Schritt gewertet werden, hin zu einem
molekulargenetischen Erklarungsmodell komplexer Phanotypen, fur die eine

Assoziation mit dem dopaminergen System vermutet wird.
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7 APPENDIX

7.1 Firmenverzeichnis

Abcam Limited, Cambridgeshire, UK

Adobe Systems Inc, Hamburg

Agfa, Kdoln

Ambion Europe Ltd. Huntington, UK

Amersham Biosciences Europe GmbH, Heidelberg
Berthold Technologies, Bad Wildbach

BioRad Laboratories GmbH, Minchen

Branson Sonic Power Company, Danbury, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Eppendorf GmbH, Hamburg

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Fluka, Buchs, Schweiz

Hofer Scientific Instruments, San Fransisco, USA
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Immuquest, Ingleby Banks, USA

Improvision, Coventry, UK

Macherey & Nagel GmbH & Co KG, Duren
Microcal Software Inc., Northhampton USA
Millipore GmbH, Eschborn

New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus
PeqglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pierce Science, Bonn

Promega GmbH, Mannheim

Qiagen GmbH, Hilden

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Santa Cruz Biotechnologie Inc, Heidelberg
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande

Strathmann, Hamburg
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7.2 Bakterienstamme, Zelllinien und Tiere

E.coli TOP 10F

Invitrogen Life Technologies

SH-SY5Y Humangenetik Universitatskrankenhaus Eppendorf
COs-7 Humangenetik Universitatskrankenhaus Eppendorf
HELA Humangenetik Universitatskrankenhaus Eppendorf
KELLY Humangenetik Universitatskrankenhaus Eppendorf
HEK293 Humangenetik Universitatskrankenhaus Eppendorf

Mus musculus

Tierzucht Universitatskrankenhaus Eppendorf

7.3 Vektoren

7.3.1 Basisvektoren

Im Folgenden sind kommerziell erhaltliche Basisvektoren aufgefuhrt, die

in dieser Arbeit fur die Herstellung neuer Konstrukte eingesetzt wurden.

Plasmide, die von anderen Arbeitsgruppen freundlicherweise zur Verfi-

gung gestellt wurden, sind ebenfalls aufgelistet.

Bezeichnung

Verwendungszweck

Herkunft

pCR2.1.Topo

Klonierung von PCR-Produkten zur Subklonierung in ge-
eignete Vektoren

Invitrogen Life Technologies

pBicfire-EMCV

Expression von Fusionspoteinen mit Photinus-Luziferase
und Renilla-Luziferase in eukaryotischen Zellen zur Ver-
wendung in Dual Luziferase Assays

John Chua (Institut fur Humangenetik, Hamburg)

pBlaulicht

Expression von Fusionsproteinen mit Photinus-Luziferase
zur Verwendung in Retikulozytenlysaten

Dr. Kreienkamp (Institut fur Humangenetik, Hamburg)
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7.3.2 Konstruierte Plasmide

Aufgefuhrt sind bakterielle Klonierungsplasmide und eukaryotische EXx-
pressionsplasmide, die wahrend der Doktorarbeit hergestellt und verwen-
det wurden. Aufgelistet sind die Bezeichnung, der enthaltene Sequenzbe-
reich mit der GenBank-Zugriffsnummer (Accession-Nr. in NCBI) der inse-
rierten Sequenzen, sowie die dafir verwendeten Oligonukleotide.

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

a) Prokaryotische Klonierungsvektoren:

Bezeichnung ?;CNe:_Sé(;?éﬁL Oligonukleotide
pCR2.1 D2M1F_4IR NTI\;ZZ(;(—ZG?EZ [?22588&”41.2
pCR2.1 D2COMPF_R NT'\:Zgg?z?g& Bﬁgﬁg&“ﬂﬁg
pCR2.1 D2M1F_M3R NT“:ZZg?;gfg Bﬁggmgl,g

pCR2.1 COMPF_I7ESR NT'\:Zgg?Zg; D%E;SSQARPF
PCR2.1 D2SSCF_R N'\t”\:;g(;(_)zggfs Bﬁggggﬁg
pCR2.1 D2ESKF_M3R NT'\gIgg?;gfg D[;?;Z?\AK;R

b) Eukaryotische Expressionvektoren:

Accession-Nr.

Bezeichnung | Originalvektor cDNA-Bereich

Oligonukleotide

_ NM_000795 D2E8BM1F
pD2Blue pBlaulicht Nt 1445-2612 D2E8M4IR
NM_000795 D2E8M1F

pBicDope pBicfire-EMCV Nt 1445-2612 D2ESM4IR
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7.4 Oligonukleotide

7.4.1 DNA-Oligonukleotide

Die verwendeten DNA-Oligonukleotide wurden kommerziell von den Fir-
men MWG-Biotech AG im Malistab 0.01 pmol hergestellt und HPSF aufge-
reinigt sowie von Sigma-Genosys im Mal3stab von 0.025 pmol hergestellt

und durch den Hersteller im Standardverfahren entsalzt.

BEZEICHNUNG SEQUENZ

D2E8B8M1F CCACCTTCAACATTGAGTTCCGCA
D2EBM1R GGATAGGGGGACTGGAGGTGGGAG
D2E8B8M2F CCCCCAGCTCAGGGGCAGCTCATA
D2E8B8M2R CTAGCCTGGAAAGTAGAGGTCCAC
D2E8BM3F AGACTGCAGGTTGGACCCCAGAGA
D2E8B8M3R CCCAGATAGAGTTCCAGGGCCTGA
D2E8M4F GGCCAGCCTGGGGCCTGGCAGGGA
D2E8B8M4IR AGGTGACTCGTCAAAGTTTTATTA
D2E8B8M4R ACTGCTGCCTTCTACCCAGGGGTC
D2ES8COMPF ACTGCTGACTCTGCTGCCTG
D2ES8COMPR GCATGTGCTGTGAGAAGGGA
DRD2_E8SSCF AGCCGCCTTCCTTGACCTTC
DRD2_E8SSCR AGCTTGCTTGCCTCCTGTGG
D2E8KF GTGGTTTCCACATGCTCTGAGAAG
DRD2_E8TXLF AGTGTTCGCTTGGCTCCATGCTCCT
DRD2_E8TXLR ACCACTTGGGGAGCTGTAACGGGGT
ES8YMI1R GGGCCCTGACTCAGGCTCCAGCAAC
D2E7F1 CAGCACCAGCCCACCCGAGA
D2E7R1 CAGCAGCCAGGGCCGACTCA
DRD2_E8YCSF AGCTCATAGAGTCCC
DRD2_E8YCSR TGGAGGTGGGAGGGG
DRD2_E8YTSF AGCTCATAGAGTCCT
DRD2_E8YTSR TGGAGGTGGGAGGGA
D2_22521Y_F TTCGCTTGGCTCCATGCTCCTCACT
D2_22521Y_R AGAGCCCCAGAGGAAGGTCAAGGAA
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7.4.2 RNA-Oligonukleotide

Die folgenden RNA-Oligonukleotide wurden kommerziell von der Firma Eu-
rogentec im Synthesemal3stab von 0.2 pmol hergestellt und laut Herstel-
lerangaben entsalzt und entschutzt. Am 3" - Ende wurden sie mit 2 Des-
oxyribonukleotiden erganzt und durch Biotinylierung modifiziert.

Die lyophilisiert gelieferten Nukleotide wurden mit Nuklease-freiem Was-
ser (Eurogentec) auf 2 Arbeitsstocks in den Konzentrationen 500 pmol/pl
und 50 pmol/ul verdunnt, welche permanent bei -20°C bzw. -80°C gela-

gert wurden.

BEZEICHNUNG | SEQUENZ

D2RNAESA CACCUCCCUGCCCAGGCCHGCCAGCCUCACCU(UG)-Biotin

D2RNAESG CACCUCCCUGCCCAGGCCEBGCCAGCCUCACCU(UG)-Biotin

D2RNAESARC AGGGUGAGGCUGGCUGGCCUGGGCAGGGAGGUG(AC)-Biotin

D2RNAYM1C  |GGGGCAGCUCAUAGAGUCCEBCCCUCCCACCU(CC)-Biotin

D2 RNAYM1T GGGGCAGCUCAUAGAGUCCHCCCUCCCACCU(CC)-Biotin

D2RNASSCPC GAGGCUGAGUUUUCUBUUUGUGGGGCUUGG(CG)-Biotin

D2RNASSCPG  |GAGGCUGAGUUUUCUBUUUGUGGGGCUUGG(CG)-Biotin
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7.5 Einzelnukleotidaustausch-Polymorphismen der DRD2 3" UTR

7.5.1 Nicht in refSNP notierte Polymorphismen

Es existieren drei bekannte seltene Polymorphismen, welche nicht in NCBI
Single Nucleotide Polymorphism Reference SNP (refSNP) erfasst sind, je-
doch in der Referenzsequenz NCBI Gene Accesion number Ref AFO50737
als solche gekennzeichnet sind. Aufgefuhrt sind die Position in der Refe-
renz - sowie in der Contig-Sequenz (NCBI Gene Accesion NT_033899.7),
die Position auf Chromosom 11 und die allelische Variante in der Contig-
Sequenz entsprechend 7.5.2, sowie die flankierenden Sequenzbereiche.
(S, G+C; R, A+G).

REFERENCE | REFERENCE CONTIG CHROMOSOME | CONTIG
SEQUENCE | POSITION POSITION POSITION ALLELE
AFO50737 22741 16843388 112786182 G
CCGAGGAGCCAGSCAACTTCAGTCC
AFO50737 22807 16843322 112786126 C
GAGATTCCCAAGSCAAAAACCTTAG
AFO50737 22829 16843300 112786094 G

TAGCTCCCTCCCRCACCCCGATGTG
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7.5.2 NCBI Reference SNP (refSNP)

Aufgelistet sind die Reference-lds der bekannten Einzelnukleotidaus-
tauschpolymorphismen innerhalb der 3"UTR des humanen Dopamin D2
Rezeptorgens, die NCBI Gene Accesion number der Contig-Sequenz, die
Position innerhalb der Contig-Sequenz sowie auf Chromosom 11 und die in
der Contig-Sequenz beschriebene allelische Variante mit flankierenden
Sequenzbereichen. (K, G+T; S, G+C; R, A+G; M, C+A).

Die haufigen Polymorphismen, * K, ** SSCP, *** E8 A/G, die im Rahmen

dieser Arbeit untersucht wurden, sind hervorgehoben.

REESNP ID CONTIG CONTIG CHROMOSOME | CONTIG
ACCESSION | POSITION POSITION ALLELE
rs6273 NT_033899.7 16842939 112785733 C
TTCCTCTCTCCTKTTTCCCTTCCCT
rs6278 = NT_033899.7 16843140 112785934 C
CTAGCCCACCCT  CTGCCTTCTGAC
rs1130354 NT_033899.7 16843336 112786130 G
CAGGTTGGACCCSAGAGATTCCCAA
rse274 NT_033899.7 16843344 112786138 A
CCAGACTGCAGGKTGGACCCCAGAG
rs6279 ** NT_033899.7 16843489 112786283 G
GCTGAGTTTTCT TTTGTGGGGCTTGG
rs9282672 NT_033899.7 16843774 112786568 C
GCAGGAAGGCCTRGGTGGATCGGCC
rs6276 *** | NT_033899.7 16843813 112786607 C
CTCCCTGCCCAGGCC GCCAGCCTCACCCT
rs9282673 NT_033899.7 16843828 112786622 G
AGCCTGCTTCCCACMTCCCTGCCCAGGCC
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