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1. Einleitung

Neben seiner wichtigen Funktion im Rahmen des Korperwachstums ist das
Wachstumshormon (Growth Hormone, GH) an einer Vielzahl anderer Prozesse, wie
2.B. Lipolyse und Proteinsynthese, beteiligt. Seine anabolen Effekte werden auf zwei
unterschiedlichen Wegen vermittelt: Einerseits durch eine direkte Bindung an
spezifische Wachstumshormon-Rezeptoren, andererseits durch Stimulation des
Insulin-like-Growth-Factor (IGF). Das Wachstumshormon wird von den
somatotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens sezerniert. Entsprechend der
klassischen Vorstellung wird seine pulsative Ausschiittung von zwei
hypothalamischen Hormonen reguliert: Growth Hormone Releasing Hormone
(GHRH) stimuliert, Somatostatin inhibiert die GH-Sekretion.

Kiirzlich konnte die Bedeutung eines weiteren Rezeptorsystems nachgewiesen
werden, das durch die sogenannten ,,Growth-Hormone-Secretagogues® (GHS)
stimuliert wird. Anfang der 8Qer Jahre gelang es, synthetische Hexapeptide in
Ableitung vom Met-Enzephalin zu entwickeln, die wirkungsvoll die pulsative Aus-
schiittung von Wachstumshormon durch die Hypophyse anregen konnten ( Bowers et
all., 1984). Es wurde deutlich, daB diese ,,GH-Secretagogues® ihre Wirkung
unabhingig vom GHRH entfalten.

Am Beispiel des MK-0677 (Howard et al., 1996) konnte gezeigt werden, dafl die
GHS iiber die Interaktion mit einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor wirken, welcher
mit einem GTP-bindenden Protein das entsprechende Second-messenger-System
aktiviert. Hierbei wird Phospholipase C angeregt, Inositol-Triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) bereitzustellen. Der Anstieg des IP3 bewirkt wiederum eine
Umverteilung von interzelluldren Kalzium-Depots und eine Aktivierung der

Proteinkinase C.



Durch Aktivierung von Kalziumkanilen mit Anstieg der intrazelluliren Kalzium-
konzentration und der Blockierung von Kaliumkanilen wird die Ausschiittung von
Wachstumshormonen stimuliert.

Es gibt zudem Hinweise auf eine Wirkung der GHS auch auf hypothalamischer Ebene
(Codd et al., 1989), welche unabhingig von der GHRH-Ausschiittung ist.
Verschiedene synthetische GHS wurden entwickelt, die alle ihre Wirkung tiber den
gleichen Rezeptor und durch die gleichen hypothalamischen-hypophyséren
endokrinen und molekularen Mechanismen entfalten. 1996 konnte der GHS-Rezeptor
(GHS-R) kloniert werden, wobei sich bestitigte, daBl es sich um einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor handelt. Das Gen mit hoher Homologie konnte bei Mensch,
Schimpanse, Rind, Schwein, Ratte und Maus identifiziert werden. Es wurden zwei
Splicing-Varianten der cDNA-Sequenz des Rezeptors beschrieben: GHS-R 1a und die
kiirzere Variante GHS-R Ib. Subtyp GHS-R Ia besteht aus 366 Aminosiuren und
weist die typischen sieben Transmembrandoménen der Rezeptorfamilie auf. Subtyp
GHS-R Ib besteht aus 289 Aminosduren und hat nur fiinf membrandurchspannende
Helices. (Howard et al., 1996). Nachgewiesen wurde der Rezeptor nicht nur in der
Hypophyse, sondern auch in Hypothalamus und Hippocampus.

GH-Secretagogues bieten interessante Moglichkeiten zum Einsatz in der Klinik. Zur
Zeit wird ihre Bedeutung sowohl in der Diagnostik von Erkrankungen mit
Wachstumshormonmangel und —iiberschuf§ tiberpriift, als auch ihr Einsatz in der
Therapie von Erkrankungen mit GH-Mangel. Hierzu gehoéren nicht nur die
klassischen endokrinen Erkrankungen mit einem hypophysdrem Wachstums-
hormonmangel. Auch bei verschiedenen anderen Krankheitsbildern wie HIV oder
katabolen Zustinden wird eine Wachstumshormontherapie diskutiert.

Das Wachstumshormon ist ein relativ groes Peptid (191 Aminosauren, MW 215000)
mit schlechter oraler Bioverfiigbarkeit, so daB es subkutan zugefiihrt werden muf.

GH-Secretagogues bieten hingegen auch die Moglichkeit der oralen Applikation.



Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mit Hilfe molekularbiologischer Arbeitsweisen die
genomische Struktur der beiden GHS-Rezeptor-Subtypen genauer zu charakterisieren
und die Promotorregion zu identifizieren. So sollte ein Beitrag zum besseren
Verstindis der komplexen Regulationsmechanismen in der Hypophyse geleistet

werden.

Schrittweise erreichte Ziele waren:

1. Isolation eines Phagenklones aus einer menschlichen genomischen Plazenta-
Genbank (AFIX II, Stratagene) mit Hilfe molekularbiologischer Arbeitsmethoden,
der die gesamten kodierenden Nukleotidsequenzen der beiden Rezeptor-Subtypen
enthielt.

2. Untersuchung der genomischen Struktur beider GHS-Rezeptor-Subtypen durch
Klonierung und Sequenzierung.

3. Charakterisierung der Promotorregion, d.h. Untersuchung auf regulative Elemente
und Vergleiche untereinander.

4. Herstellung von Promotorkonstrukten und ihre Transfektion in menschliche Zellen.



2. Materialien

2.1.Vorgegebene Vektoren

GL3-Basisvektor
pCR-Blunt-Vektor
pCR II-Vektor

Blueskript-SK II-Vektor

2.2.Primer

Promega; Madison, WI, U.S.A.
Invitrogen; San Diego, CA, U.S.A.
Invitrogen; San Diego, CA., U.S.A.

Stratagene; Heidelberg

2.2.1. Primer zur Klonierung der Sonde

GHS 1llower

5" .cggaagcgcgacaccaccag-3 -

(Position 195-215 in Bezug auf Rezeptortyp 1a mRNS / U60179)

GHS lupper

5" -cttececcecggeaacgacte-3°

(Position 67-86 in Bezug auf Rezeptortyp 1a mRNS / U60179)

2.2.2. Primer in Bereich der 5 -flankierenden Region

GP-P6

GP-P7

GP-P8

GP-P9

GP-P10
GP-P11
GP-P12
GP-P13
GP-pP14
GP-P15
GP-P16
GP-P17
GP-P18
GP-P19
GP-P20
GP-P21
GP-P22
GP-P23
GP-P24
GP-P25

5" -tatcactcggtagtggtag-3"

5 -acccggttgggacttctgage-3°

5 -cgagcttgaccaactcgacttgg-3°
5" —ccaagtcgagttggtcaageteg-3°
5" —gccccaggaacatattcagecactg-3°
5° —cagtgctgaatatgttcctgggge-3°
5" —gtccagagggtcaccttgctag-3-
5° —-ctagcaaggtgaccctetggac-3°
5 —ggttgaagaccttgcccaagg-3-
5 —ccttgggcaaggtcttcaacc-3°
5° —ctcagctgaacaggctctgggac-3°
5" —cttctgectetcacctecctete-3°
5" —ccggaggatgtgttgggagaaac-3°
5" —-gctteggagagagegectcac-3°
5" —accccgecaccaggtttgcate-3°
5 -agtttgtaccacctctactacc-3"
5° —-ggtagtagaggtggtacaaact-3"
5 -gcatttgtgcacacattcagtc-3"
5 -gactgaatgtgtgcacaaatgc-3"
5° —gtcgcccaggctggagtgcagtg-3



GP-P26

5 -cactgcactccagcctgggegac-3°

2.2.3. Primer im Bereich der cDNA

GP-S11
GP-S13
GP-S14
GP-S17
GP-S18
GP-S19
GP-S20
GP-S21
GP-S22
GP-S23
GP-S24
GP-S25
GP-S26

5" —ggtgcgetctggactgetcacg-3°

5 —agggaccagaaccacaagcaaacc-3
5" -tggacatgatgttgtacagaatgg-3"
5 -tgaaagatgaaagttctcgggect-3°
5" —aaagtgaggactgacttcctge-3°
5" —atctaaaaaagcgttcaagcegg-3°

5 —aaatatggttacagcccage-3"

5 —cttaatggcatattttaaggcttce-3°
5" —cttecttgacaatttgaagggg-3°
5" —caaatcctttgagcectggetec-3°

5 -ccattctgtacaacatcatgtec-3°
5" -catgaggcacgtgagcaatcag-3"

5 —-ctgattgctcacgtgectcatg-3°

2.2.4. Primer zur Herstellung der Promotorkonstrukte

Antisenseprimer: GP-P16

Senseprimer:

GP-P9
GP-P14
GP-P17
GP-P18
GP-P19
GP-P20
GP-P22
T7

GL

RV

—ctcagctgaacaggetetgggac-3°

—-ccaagtcgagttggtcaageteg-3-

—cttetgectetcaccteectete-3"

5

5

5 —ggttgaagaccttgcccaagg-3°

5

5° -ccggaggatgtgttgggagaaac-3"
5" -gctteggagagagegectcac-3°
5" —accccgecaccaggtttgeatc-3°
5" -ggtagtagaggtggtacaaact-3°
5" —taatacgactcactataggg-3"’

5" —ctttatgtttttggegteca-3°

5" —ctagcaaaataggctgtccc-3



2.3. Zellen

2.3.1. Bakterielle Zellen

DH 5 alpha Kompetente Zellen
OneShot-kompetente Zellen

XL.1-P2-Blue E.coli

2.3.2. Eukaryontische Zelllinien

GH4  (Rattenhypophysenzellen)

2.4. Chemikalien und Puffer

-Agarose

-Ampicillin
-Bromphenolblau
-Borséure

-Chloroform

-Ethanol absolut z.A.
-Ethidiumbromid
-Formamid

-Glycerol

-Kanamycin

-IPTG (Isopropylthio-8-D-Galactoside)
-LB-Agar

-Maleinsiure
-Natriumacetat, wasserfrei
-Natriumchlorid
-Natriumcitrat
-Natriumhydroxid Pellets

-Natronlauge, 2N

Life Technologies; Paisley, U.K.
Invitrogen; San Diego, CA., U.S.A.

Stratagene; Heidelberg

AG Melmed, CSMC; L.A., US.A.

Life Technologies; Paisley, U.K.
Sigma; St.Louis, Mo, U.S.A.
Serva; Heidelberg

Merk; Darmstadt

Merk; Darmstadt
Merk;Darmstadt

Life Technologies; Gaithersburg, U.S.
Merk; Darmstadt

Life Technologies; Paisley, U.K.
Sigma; St.Louis, MO, U.S.A.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Merk-Schuchardt; Hohenbrunn
Merk; Darmstadt

Merk; Darmstadt

Merk; Darmstadt

Merk; Darmstadt

Merk; Darmstadt



-N-Laurylsarcosine Sigma; St.Louis, Mo, U.S.A.

-Phenol Merk; Darmstadt

-Salzsidure, 2N Merk; Darmstadt

-SDS (Dodecylschwefelséure) Sigma; St.Louis, Mo, U.S.A.
-SSC (Saline-sodium citrate) Sigma; St.Louis, Mo, U.S.A.
-Tris Biomedicals;

-Tween 20 Reagent Merck-Schuchardt; Miinchen

2.5. Zusammensetzung erstellter L6sungen

-Aquilibrierungslosung 0.1M Tris-HCl, 0.1M NaCl, pH 9.5
-Blockierungslosung 0.1M Maleinsiure, 0.15M NaCl, 1%

Blockierungsreagenz (w/v), pH 7.5

-CPD-Star-Losung 25mM CPD-Star in Aquilibrierungslosung

-Denaturierungslosung 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH

-Detektionslosung 3 12,11g TrisHCI, 5,84g NaCl, 10,17g MgCl, /1
ddH20

-Hybridisierungsldsung DIG-Sonde in Prihybridisierungslosung

-Maleinsdurelosung 0.1 M Maleinsiure, 0.15 NaCl, pH 7,5

-Neutralisierungslosung 1.5 M NaCl, 0.5 M TrisHCI pH 8,0

-NZY-Medium 5g NaCl, 5g Hefe, 2g MgSO,x TH,0, 10g

Caseinhydrolysat per Liter ddH,O
-Prihybridisierungslosung 50% Formamid, 5xSSC, 50mmol/l NaPO,

pH 7.2, 2% Blockierungsreagenz (w/v),

7% SDS (w/v), 0.1% N-Laurylsarkosin
-SM-Puffer 5,8g NaCl, 2g MgSO,x 7H,0, 50ml 1M

Tris-HCI pH 7,5, 5ml 2% Gelantin / 1 ddH,0

-Spiillosung 0.2 M Tris pH 7,5, 2x SSC

10



-TE-Puffer

-Waschlosung

2.6. Enzyme

-Bam H1
-Eco RI
-Kpn1I
-Not 1
-Pst1
-Sal I

-Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

-Smal
-Sst 1
-T4-DNA-Ligase

-Xhol

2.7. Kits

-ABI Prism Dye Terminator Ready
Reaction Kit
-DIG-DNA-Labeling-Kit
-DNA-Gel-Extraction-Kit
-Luciferase-Assay-System

1. Luciferase-Assay-Reagenz

2. Lysierungspuffer
-Miniprep-High-Pure-Plasmid-
Isolation-Kit

1. Lysispuffer

2. Neutralisationspuffer

10mM

Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA

0.1M Maleinsiure, 0.15M NaCl, 0.3%

Tween 20, pH7.5

11

Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
USB; Cleveland, Ohio, U.S.A.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Life Technologies; Paisley, U.K.
Invitrogen; San Diego, Ca, U.S.A.

Life Technologies; Paisley, U.K.

Perkin Elmer

Boehringer Mannheim; Mannheim
QIAGEN; Hilden

Boehringer Mannheim; Mannheim

Boehringer Mannheim, Mannheim



3. Resuspensionspuffer
-PCR-Core-Kit
1. Tag-DNA-Polymerase

2. dANTP-Stammldsung

3. PCR-Reaktionspuffer mit MgCl,,

10x
-Plasmid-Maxi-Kit
1. Aquilibrierungsldsung
2. Eluierungspuffer
3. Lysispuffer
4. Neutralisierungspuffer

5. Resuspensionspuffer

6. Waschpuffer

_Profection-Mammalian-Transfection-

System ( Calcium Phosphat )
1. HEBES, 2x
2. CaCl,, 2M

“TA-Cloning-Kit

2.8. Geréte

-Coulter Cell Counter
-Gelkammer

-Hybridiser HB-ID

-Luminometer Lumat LB 9501/16
-Mikroskop Olympus CK2
-pH-Meter CG 820

-Photometer Ultrospec 3000

12

Boehringer Mannheim; Mannheim

Promega; Madison, WI, U.S.A.

Promega; Madison, WI, U.S.A.

Invitrogen; San Diego, CA, U.S.A.

Coulter Electronics Lim.; U.K.
MWG-Biotech; Ebersberg
Techne; Princeton, NJ, U.S.A.
Berthold; Bad Wildbad
Olympus ; Miinchen

Schott Geriite;

Biotech;



-Rontgenfilmentwickler

-Thermomixer 5436

-UV-Crosslinker

-UV-Gel-Kamera

-Vortex REAX 2000

-Zentrifugen: Laborfuge M
UNIVAPO 100H
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge GS-15R

Zentrifuge J2-21

2.9. Sonstige Materialien

-Cell Scraper

-CO, Inkubator

-DNA Ladder, 1kB und 100 bp
-Filterpapiere, 3mm Chr
-Gewebekulturflaschen, TC 650ml
-Kulturplatten

-Mikroskop Olympus CK2
-Nylon Membran

-Nylon Rundfilter

-Rontgenfilme

-Sterilbench

Kodak; Rochester, N.Y., U.S.A.

Eppendorf; Hamburg
Stratagene; Heidelberg
Stratagene; Heidelberg
Heidolph; Kehlheim
Heraeus

Uniquip

Eppendorf; Hamburg
Beckmann

Beckmann

Costar Corp.; Cambridge, Ma, U.S.

Life Technologies; Paisley, U.K.
Whatman, Kent, UK.

Greiner GmbH; Frickenhausen
Greiner GmbH; Frickenhausen
Olympus

Boehringer Mannheim; Mannheim
Amersham

Kodak; Rochester, N.Y., U.S.A.

Heraeus Instruments



3. Methodik

3.0. Klonierung einer spezifischen DNS-Sonde

3.0.1. PCﬁ mit genomischer DNS und den spezifischen Primern GHS 1U und

1L

10x PCR-Puffer mit MgCl,
dNTP-Mix (10mM)

Primer GHS 1U (25pmol/pul)
Primer GHS 1L (25pmol/ul)
Genom. DNS (30 ng/ul)
Taqg-Polymerase

steriles Wasser

PCR-Bedingungen: 95°C
62°C
72°C
95°C

72°C

10 ul

2 ul

1 ul

1 ul

2 ul

0,5 ul

83.5 ul

100 i
S min
1 min

1 min 35 Zyklen

1 min
10 min

3.0.2. Auswertung der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auswertung wurde die fiir ein 1% Gel errechnete Menge an Agarose in 100ml

0,5xTBE aufgekocht und nach der Zugabe von 3 ul Ethidiumbromid zum Erkalten in

eine entsprechende Gelkammer gegossen. Die Gelkammer wurde mit 0,5xTBE als

Laufpuffer gefiillt. Die Taschen des Agarosegels wurden mit je 10 ul der PCR-

Produkte, gemischt mit je 1 ul Ladepuffer (10x), gefiillt. Als Referenz wurde ein 1kb-

DNS-Ladder verwendet. AnschlieBend wurde die Gelelektrophorese gestartet und lief

zwei Stunden bei 50 Volt. Nach dem Lauf wurde das Gel zur Dokumentation auf

einem UV-Tisch mit Videokamera fotografiert.

3.0.3. Ligation des PCR-Produktes in den pCRII-Vektor

Im 10pl-Ligationsansatz waren enthalten:

14



Steriles Wasser 3ul

PCR-Produkt (100 ng DNS) 3ul
pCRII-Vektor (25 ng/ul) 2ul
10x Ligationspuffer 1yl
T4-DNA-Ligase (0,1 U/ul) 1 pl

Der Ligationsansatz wurde tiber Nacht bei 14°C im Wasserbad inkubiert.

Zur folgenden Transformation in kompetente Zellen wurden 3 pl des Ligationsan-
satzes zu 50 pl One-Shot kompetenten Zellen gegeben. Die Zellen wurden 30 min
auf Eis inkubiert. Es folgte fiir 30 sec ein Hitzeschock bei 42°C und eine weitere
Inkubation fiir 2 min auf Eis. Es wurden 200 pl warmes LB-Medium zugefiigt, und
die Suspension bei 37°C eine Stunde im Schiittler inkubiert. Je 120 ul des
Transformationsansatzes wurden zusammen mit S0 pl IPTG und 50 pl X-Gal auf LB-

Ampicillin-Platten ausgestrichen, und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.0.4. Bakterienanzucht und Minipraparation

Am folgenden Tag wurden einige der Bakterienkolonien, die das Insert aufgenommen
hatten (weiBe Kolonien), in 5 ml LB-Ampicillin-Medium iiberfiihrt und bei 37°C iiber
Nacht im Schiittelinkubator angeziichtet. Am nichsten Tag erfolgte die Minipriparation
der Fliissigkulturen mit dem High-Pure-Plasmid-Isolation-Kit von Boehringer
Mannheim. Dazu wurde nach Abzentrifugieren von 2,5 ml der Bakteriensuspension der
Zellniederschlag in 250 ul Suspensionspuffer aufgenommennommen und vollstindig
gelost. Es wurden 250 pl Lysepuffer zugegeben, vorsichtig invertiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der nun viskds-klaren Losung 350 pl
eisgekiihlter Bindepuffer hinzugefiigt, und 5 min auf Eis gestellt. Die trib-weille,
flockige Losung wurde 10 min bei 14000 xg zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in eine Filter-S#ule pipettiert, 30 sec bei 14000 xg zentrifugiert, der
Durchlauf verworfen und 700 pl Waschpuffer zugegeben. Es wurde ca. 1,5 min bei 1400
xg zentrifugiert, um alle Reste des Waschpuffers zu entfernen. Dann wurde der Filter in

ein sauberes ReaktionsgefiB eingesetzt, 80 ul Wasser auf den Filter gegeben, eine Minute
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inkubiert und 30 sec bei 14000 xg zentrifugiert. Das Eluat enthielt die Plasmid-DNS,

deren Konzentration photometrisch bestimmt wurde.

3.1. PCR-Phagen-Screening einer genomischen Genbank (AFIX I,
Stratagene)

3.1.1. PCR des Phagenpools mit den Primern GHS 1u und |

Ansetzen der PCR mit den Phagenpools A bis H und 1 bis 12, sowie einer
Negativkontolle mit ddH,O und einer Positivkontrolle mit dem zuvor klonierten

GHS-Plasmid.

10x PCR-Puffer mit MgCl, 5 ul
dNTP-Mix (10mM) 1w
Primer GHS 1U (25pmol/ul) 1 pl
Primer GHS 1L (25pmol/pl) 1 ul
jeweiliger Phagenpool(10°pfu/ul) 4 ul
Pfu-Polymerase 0,5ul
dd H,O ‘ 37.5u
50 ul
PCR-Bedingungen: 95°C 5 min
62°C 1 min
72°C 1 min 35 Zyklen
95°C 1 min
72°C  10min

3.1.2. Auswertung der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erfolgte wie unter 3.0.2. beschrieben.

Nach der Auswertung wurde eine zweite PCR-Uberpriifung der als positiv erkannten
Phagenproben vorgenommen. Das Pipettierschema entsprach dem oben
beschriebenen, auch das PCR-Programm wurde beibehalten. Es wurden allerdings nur
1,5 ul der jeweiligen einzelnen Phagenproben (10°pfu/pl) fiir die PCR eingesetzt.

Die Aus-wertung der PCR erfolgte erneut in einem Agarose-Gel. Die positiven
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Phagenproben wurden auf 1000 pfu pro 1pl in SM-Puffer verdiinnt und fir das

weitere Vorgehen bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

3.2. Screening der positiven Phagenproben

3.2.1. Bakterienanzucht, Phagenausplattierung

Fiir das Screening der menschlichen genomischen DNS-Bank wurden auf einer LB-
Agar-Platte XL1-P2-Blue-Bakterien ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Von einer der gewachsenen Kolonien wurde in 100m] LB-Medium mit 1ml 20%iger
Maltose und 1ml 1M MgSO, eine Ubernachtkultur bei 37°C im Schiittler angesetzt.
Am nichsten Tag wurde die Bakteriendichte gemessen, und mit 10mM MgS0O4 auf
eine optische Dichte von 0,5 bei einer Wellenlidnge von 600 nm eingestellt.

Zu 600 pl Bakteriensuspension wurden je 30 pl der PCR-positiven Phagensuspension
gegeben und fiir 15min bei 37°C im Schiittler inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die 630 pl zusammen mit ca. 8ml NZY-Top-Agar auf
groBen NZY-Platten ausplatiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die bewachsenen Platten fiir ca. 4 Stunden im

Kiihlschrank gelagert, bevor mit ihnen weitergearbeitet werden konnte.

3.2.2. Abklatsch, UV-Crosslinking

Der Abklatsch von den bei 4°C gekiihlten Platten erfolgte mit Hilfe von Nylon-
Rundfiltern, die beim ersten Abklatsch 2min, beim zweiten Smin auf den Platten zu
liegen kamen. Mit einer sterilern Kaniile wurden sowohl die Platten als auch die
Membranen durch je eins, zwei und drei Locher markiert. Nach den zwei bzw. fiinf
Minuten wurden die Membranen, an denen nun die Phagen-DNS haftete, zunichst
zwei Minuten in der Denaturierungslosung, anschliefend fiinf Minuten in der
Neutralisierungslosung und letztlich dreifig Sekunden in der Spiilldsung eingetaucht.

Dann wurden die Membranen kurz auf Whatman-Papier getrocknet und mit UV-Licht
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nach dem ,,Auto-Crosslink‘- Programm des UV-Stratalinkers bestrahlt, um die DNS

kovalent an die Nylonmembranen zu binden.

3.2.3. Probenherstellung, Prahybridisierung und Hybridisierung

Die mit DIG-11-dUTP markierte Sonde fiir die nicht radioaktive Detektion mit dem
DIG-Labeling System von Boehringer Mannheim wurde mittels PCR und den unter
3.1. genannten Primern hergestellt. Als Template diente das in 3.0.1. hergestellte

Plasmid, fiir die PCR wurde das gleiche Programm wie fiir das PCR-Screening

angewendet.
Plasmid-DNS 30 ng
Primer GHS 1U 100 ng
Primer GHS 1L 100 ng
10x Puffer S5u
Magnesium-Chlorid 1,5 mM
Taq-Polymerase Sul
dNTP- Mix (10 mM) S5ul
DIG-11-dUT _Sul

50
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines Agarosegels auf den DIG-11-dUTP-
Einbau iiberpriift. Je 20 pl der gelabelten PCR-Produkte wurden zu 20 ml
Prihybridisierungs-losung gegeben. Die so gefertigten Sondenlgsungen wurden bei
~20°C im Gefrier-schrank gelagert, und konnten mehrere Male zur Hybridisierung
verwendet werden. Fiir die Prahybridisierung wurden der Hybridisierungsofen und die
Prihybridisierungs-1sung auf 42°C vorgeheizt, die Filter kurz mit 2xSSC
angefeuchtet, anschlieBend luftblasenfrei in Hybridisierungsrohren gegeben, dann 20
ml der Prihybridisierungs-l16sung hinzugegeben und fiir mindestens eine Stunde im
Hybridisierungsofen inkubiert. Vor dem Gebrauch wurde die Hybridisierungsldsung

ca. 10 Minuten bei 100°C denaturiert, kurz auf Eis abgekiihlt und nach AbgieBen der
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Prahybridisierungslosung in die Rohren gegeben. Die Hybridisierung wurde tiber ca.

14 Stunden durchgefiihrt; am nichsten Tag schlof sich die Detektion an.

3.2.4. Detektion, Filmexposition

Nach Entfernen der Hybridisierungslosung wurden die Filter/Membranen im ersten
Waschschritt 2x Smin bei Raumtemperatur mit ca. 100 ml 2xSSC, 0,1% SDS und im
zweiten Schritt 2x 15min bei 68°C mit ca. 100 ml 0,1xSSC, 0,1% SDS gewaschen, in
100 ml Detektionswaschlosung (Maleinsdurelosung mit 0,3% Tween 20) 5 min inkubiert
und in 100 ml Maleinsdurelosung 30 min dquilibriert. Diese Losung wurde durch 50 ml
Maleinssdurelésung mit 5 ul Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat ersetzt und fiir 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen 2x 15 min in je 100 ml Waschl6sung
gewaschen, dann fiir 2 min in 40 ml Detektionslésung 3 équilibriert, und letztlich 5 min
in 40 ml Detektionslosung 3 mit 400 ul CDP-Star-Losung inkubiert. Nach sorgfaltiger
Entfernung der zuletzt benutzten Fliissigkeit wurden die Membranen in Klarsichtfolie
eingeschweiBt und fir 5 min bis zu mehreren Stunden mit der DNS-Seite auf
Rontgenfilm gelegt. Nach der Filmentwicklung wurden der erste und der zweite
Abklatsch unter Zuhilfenahme eines Rontgenschirmes auf doppelt-positive Signale hin

iberprtift.

3.2.5. Picken der positiven Phagenklone, Kontrolle mittels PCR

Mittels einer umgedrehten sterilen Pipettenspitze wurden die als doppelt-positiv
erkannten Plaques mitsamt den Agarblocken herausgestanzt, und in 1ml SM-Puffer mit
20 pl Chloroform iiberfiihrt. Dieses Gemisch wurde tiber Nacht bei 4°C gelagert, um den
Phagen die Moglichkeit zur Diffusion aus dem Agarblock in den Puffer zu geben. Fiir die
Uberpriifung der isolierten Phagenklone mit der Polymerase-Ketten-Reaktion wurden
von der ,,Phagenldsung” je 30 pl zu einem 100 pl PCR-Ansatz mit den entsprechenden
oben genannten Upstream- und Downstream-Primern gegeben. Das PCR-Programm
wurde nicht gedndert. Die Auswertung erfolgte liber eine Agarose-Gelelektrophorese.

Weiter-gearbeitet wurde nur mit positiven Klonen, die auch in der PCR als solche
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bestitigt wurden. Nach weiterer Verdliinnung wurde ein zweites Phagenscreening
durchgefiihrt ( 5 pl der Phagenlosung in 600 pl Bakteriensuspension). Die Isolation der
einzelnen Phagenklone nach erfolgreicher Detektion erfolgte in 200 pl SM-Puffer mit 4

pl Chloroform, eine erneute Bestétigungs-PCR schloss sich an.

3.3. Gewinnung der Phagen-DNS

3.3.1. Anzucht der positiven Einzelklone

Fiir die Anzucht der positiven Einzelklone wurden in einer Ubernachtkultur bei 30°C

X11-P2-Blue-Bakterien in 100 ml LB-Medium, welches 1ml 20%iger Maltose und 1ml
IM Magnesiumsulfat enthielt, im Schiittler angesetzt, und am folgenden Tag mit SM-
Puffer auf eine optische Dichte von 0,5 bei OD600 eingestellt. Daraufhin erfolgte fiir 15
Minuten die Inkubation von 100 pl der einzeln gepickten Phagen in 100 pl
Bakteriensuspension mit 50 pl 10mM Magnesiumsulfat und 50 pl 10mM Calciumchlorid
bei 37°C. Dieses Inkubationsgemisch wurde zu 100 ml NZY-Medium gegeben, und bei

37°C bis zur Lyse geschiittelt.

3.3.2. Phagen-DNS-Extraktion

Das Bakterienlysat wurde mit je 1 ml Chloroform versetzt, fiir 15 min bei 37°C im
Inkubator geschiittelt, und bei 4°C fiir 20 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Nun folgte die
DNS-Extraktion mit dem Qiagen-Lambda-Kit. Zu dem Uberstand wurden 200 pl Puffer
L1 gegeben, und anschlieBend bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Nach 30 min
wurden 20 ml des eiskalten Puffers 1.2 hinzugegeben und fiir 60 min auf Eis inkubiert.

Nach 10miniitiger Zentrifugation bei >10000 xg wurde der Uberstand verworfen, das
Pellet in 6 ml Puffer L3 gelost, 6ml Puffer L4 hinzugegeben, gemischt und fiir 20 min bei
70°C in einem Wasserbad geschiittelt. Nach Zugabe von 6 ml Puffer L5 und sorgfiltiger
Durchmischung, sowie 30miniitiger Zentrifugation bei >15000 xg und 4°C wurde der
Uberstand unverziiglich in einen neuen Zentrifugenbecher iiberfiihrt und erneut unter
gleichen Bedingungen fiir 10 min zentrifugiert. Zur Filtration wurden die Qiagen-500-

Tips mit 6 ml QBT-Puffer #quilibriert, der klare Uberstand hineingegeben und
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anschlieBend mit 20 ml Puffer QC gewaschen. Im folgenden Schritt wurde die DNS mit 8
ml Puffer QF in 15ml-Sarstedt-Réhrchen eluiert, mit 6 ml Isopropanol versetzt und fiir 30
min bei 4°C und 4800 rpm in einer Beckmann-Kiihlzentrifuge prizipitiert. Nach
Entfernung des Uber-standes wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, und nach
Absaugen des Alkohols und Lufttrocknung in ca. 100 pl ddH,O liber Nacht im

Kiihlschrank gelost. Die Bestimmung des DNS-Gehaltes erfolgte am nichsten Tag mit

einem Photometer bei 260 nm.

3.4. Verdau der gewonnenen Phagen-DNS mittels verschiedener
Restriktionsenzyme

3.4.1. Restriktionsverdau

Der Verdau der gewonnenen Phagen-DNS erfolgte in einem 20pl-Ansatz mit folgenden
Restriktionsenzymen:

BamHI

Eco RI

KpnlI

Not I

Pst1

Sall

Smal

Sst1

Eco Rl und Not I
Dabei wurden pro Ansatz je 1 pl (5-10 U/pl) der Restriktionsenzyme, je 2 pl des
entsprechenden 10xPuffers und je 1 pg DNS verwendet, sowie mit Wasser auf 20 pl
Volumen gebracht. Der Verdau wurde im Wirmeschrank fiir zwei Stunden bei 37°C
durchgefiihrt. Fiir die anschlieBende Gelelektrophorese wurde ein 0,6% Agarosegel
gegossen, auf welches der gesamte Ansatz mit 2 ul Ladepuffer aufgetragen wurde.

Die Gelelektrophorese lief tiber Nacht bei 30 Volt.
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3.5. Southern-Blot

Fiir den Southern-Blot wurde das 0,6% Gel 45 min lang mit einer 1,5M NaCl, 0,5M
NaOH-Lo6sung denaturiert, kurz in ddH,0O gewaschen, 30 min in einer 1,5M NaCl/1M
TRIS-Losung (pH 7,5) neutralisiert, die Losung gewechselt und erneut 15 min
neutralisiert, kurz in 20xSSC #quilibriert und auf einem zuvor bereitgestelltem Aufbau
tiber Nacht geblottet.

Der Aufbau bestand aus einer mit 20xSSC gefiillten Schale, iiber die eine Glasplatte
gelegt worden war. Darauf lag ein Streifen Whatman-Papier (3 mm dick), der die Breite
des Geles hatte und mit beiden Enden in den Puffer hineinreichte. Hierauf wurde das Gel
gelegt und mit einer Nylonmembran bedeckt, die genau auf die Grofe des Geles
zurechtgeschnitten worden war. Auf dieser lagen vier Streifen mit ddH,O angefeuchtetes
Whatman-Papier in GelgroBe, eine Schicht Cellulose-Tiicher von ca. acht Zentimetern
Dicke, und letztendlich eine Glasplatte, die mit einem Gewicht beschwert wurde. Fiir die
Auswertung wurde die DNS mittels UV-Crosslinking kovalent an die Membran
gebunden, und mit der spezifischen GHS-R-Probe prihybridisiert und hybridisiert, wie
unter 3.2. beschrieben. Ebenso erfolgte die Detektion. Die Signale wurden auf

Rontgenfilm identifiziert.

3.6. Klonierung und Gewinnung der DNS

3.6.1.Verdau der Phagen-DNS mit einem ausgewéhlten Restriktionsenzym

Der Verdau wurde nach obrigem Schema durchgefiihrt, und das Gesamtvolumen auf ein
0,7% Agarose-Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte so lange, bis sich die

Fragmentbanden eindeutig voneinander trennten und aus dem Gel ausschneiden lieBen.

3.6.2. Gel-Extraktion

Die Gel-Extraktion wurde mit dem Qiaex-DNA-Gel-Extraction-Kit durchgefiihrt. Dazu
wurden zur jeweiligen ausgeschnittenen Gelbande in ein Eppendorf-Tube das dreifache

Volumen QX 1-Puffer, sowie 30 pl der QIAEX II-Suspension gegeben. Dieses Gemisch
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wurde fiir 10 min bei 50°C inkubiert und alle 2 min gevortext. Das Tube wurde 30 sec bei
13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das Pellet wurde zweimal
mit 500 ul PE-Puffer gewaschen. Nach Trocknung des Pellets wurde es in 20 pl ddH,0
resuspendiert und fiir 5 min bei 50°C inkubiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation
bei 13000 rpm fiir 30 sec. Der Uberstand enthielt nun die aufgereinigte DNS und wurde

vorsichtig in ein sauberes Tube pipettiert.

3.6.3. Ligation und Transformation in kompetente Zellen

Fiir die Ligation in kompetente Zellen wurden der SKII-Vektor mit dem gewéhlten
Restriktionsenzym verdaut, anschlieBend wurde der Vektor dephosphoriliert. Dazu wurde
ein 20pl-Verdau mit dem SKII-Vektor und dem Enzym angesetzt und fiir eine Stunde
bei 37°C belassen. Zu dem 20pl-Restriktionsansatz wurden 0,5 ul SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase), 8 pl des entsprechenden Puffers und 71,5 pl Wasser gegeben, und dieser
100pl-Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz 20
min bei 65°C denaturiert. Im Anschluf} erfolgte die Fillung mit Ammoniumacetat.

Ein Volumen SM Ammoniumacetat wurde zu dem Gemisch gegeben, anschlieBend vier
Volumen kaltes 100% Ethanol, worauf es 30 min bei 18°C und 14000 rpm zentrifugiert
wurde. Nach Dekantieren des Uberstandes wurden 1,5 Volumen kaltes 70% Ethanol
hinzugegeben und fiir 2 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal
durchgefiihrt und der Uberstand restlos entfernt. Daraufhin wurde das Pellet 3-4 min
luftgetrocknet und dann in 40 pl ddH,O gelost.

Fiir die Ligation wurden je 1ul des dephosphorilierten Vektors mit 1ul T4 DNA-Ligase,
2 pl 10x Ligationspuffer und maximal 10 pl DNS in einem Gesamtvolumen bis zu 20 pi
eingesetzt. Die Ligation wurde in einem Wasserbad bei 14°C tiber Nacht inkubiert. Fur
die Transformation mit dem TA-Cloning-Kit am folgenden Tag wurden 3 pl des
Ligations-ansatzes zu 50 pl auf Eis aufgetauter One-Shot kompetenten Zellen gegeben.

Die Transformation erfolgte wie unter 3.0.3. beschrieben.
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Je 120 pl des Transformationsansatzes wurden 50 pl IPTG und 50 pl X-Gal auf kleinen

LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen, und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.6.4. Bakterienanzucht, Minipraparation und Kontrollrestriktion

Die Bakterienanzucht und die Minipréiparation erfolgten wie unter 3.0.4. beschrieben.
Dann wurden zu 7 pl der gelosten Plasmid-DNS 10 pl dest. Wasser, 2 pl 10x Puffer und
1 pl Enzym (Sst I) gegeben, und nach kurzem Mischen fiir zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Das Gesamtvolumen des Verdaus wurde auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.
Zusitzlich wurde mit 0,5 pl der aus der Priparation gewonnenen DNS eine

Uberpriifungs-PCR mit den Primern GHS 11 und 1u durchgefiihrt (siehe 3.0.1.).

3.6.5. Bakterienanzucht, Maxipraparation

Fiir den Maxipriparationsansatz wurden 100 ul Bakteriensuspension aus den
entsprechenden Minipriparationsansitzen zu 100 ml LB-Ampicillin-Medium gegeben
und das Gemisch iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Die Plasmidpriparation
wurde mit dem Plasmid-Extraktions-Kit von Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. Zuerst wurden die 100 ml Medium mit der iiber Nacht gewachsenen
Bakterienkultur 15 min bei 4°C mit 6000 xg in einer Beckmann-Zentrifuge zentrifugiert,
der Uberstand entfernt und das Pellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von
10 ml Puffer P2 und Sminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 10 ml
eisgekiihlter Puffer P3 hinzupipettiert und nach guter Durchmischung 20 min auf Eis
inkubiert. Nach dieser Zell-Lyse erfolgte die zweimalige Zentrifugation bei 4°C mit
>15000 xg fiir 30 min, um die Zelldebris griindlich zu entfernen. Ein Qiagen-Q-Tip-500
wurde mit 10 ml QBT-Puffer Aquilibriert und dann mit dem Uberstand beschickt. Nach
zweimaliger Waschung der Sdule mit je 30 ml QC-Puffer wurde die DNS mit 15 ml QF-
Puffer in ein S0ml-Falcon-Roéhrchen eluiert, mit 10,5 ml Isopropanol versetzt und durch
Zentrifugation bei 4°C mit >15000 xg fiir 30 min prézipitiert. Das Pellet wurde mit 10 ml

kaltem 70% Ethanol gewaschen, ca. 15 min luftgetrocknet und schlieBlich in 100 pl
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ddH,0 geldst. Der DNS-Gehalt wurde durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm

mit einem Photometer bestimmt.

3.7. Sequenzierung der Promotorregion

Eine PCR fiir die Sequenzierung der unter 3.7. gewonnenen DNS wurde mit dem ABI
PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaktion Kit von Perkin Elmer mit

den unter 2.1.2. aufgelisteten Primern durchgefiihrt.

20pl-Ansatz: Terminator Big Dye Ready Reaktion Mix 4 ul
Doppelstrangige DNS 500 ng
Primer 10 pmol
ddH,O qg.s.
PCR-Programm: 96°C 30 sec
50°C 15 sec 25 Zyklen
60°C 4 min
25°C hold

Die Sequenzierungs-Produkte wurden durch eine Ethanol-Prizipitation aufgereinigt.
Dazu wurde fiir jeden PCR-Ansatz ein 1,5ml-Eppendorf-Tube mit 2 ul 3M Natriumacetat
(pH 5,5) und 50 pl 95% Ethanol beschickt, die 20 ul PCR-Produkt hinzugegeben,
gevortext und 10 min auf Eis gestellt. Es erfolgte eine 30miniitige Zentrifugation bei 4°C
mit 14000 rpm. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit 250 pl
70% Ethanol gewaschen und ein zweites Mal unter oben genannten Bedingungen
zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Alkohol entfernt, und es schlof} sich eine
Zentrifugation von 6miniitiger Dauer in einer Vakuumzenrifuge an. Der Gellauf in einem
Polyacrylamidgel wurde in einem Servicelabor durchgefiihrt, das die Sequenzinformation
in elektronischer Form lieferte. Die Sequenzierung der Promotorregion erfolgte
schrittweise durch Primer, die aus dem jeweils neu sequenzierten Abschnitt

herausgesucht wurden.
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3.8. Herstellung von Promoterkonstrukte mittels PCR

3.8.1. Konstrukt-PCR

Fiir die Konstruktherstellung wurden die unter 2.2.4. genannten Primer fiir eine PCR mit
dem Endvolumen von 50 pl eingesetzt.

Dazu wurde nach diesem Pipettierschema vorgegangen:

dNTP-Mix (10mM) 1 ul

10x Pfu-Puffer 5 W

Pfu-Polymerase (5 U/ul) 0,4 pl

Antisenseprimer (GP-P16) 25 pmol

Senseprimer 25 pmol

ddH,O bis zum Endvolumen von 50 pl.

Fiir die PCR wurden folgende Annealing-Temperaturen eingestellt:
GP-P16 mit GP-P 9 bei 64°C
GP-P16 mit GP-P11 bei 64°C
GP-P16 mit GP-P12 bei 64°C
GP-P16 mit GP-P14 bei 62°C
GP-P16 mit GP-P17 bei 66°C
GP-P16 mit GP-P18 bei 64°C
GP-P16 mit GP-P19 bei 66°C
GP-P16 mit GP-P20 bei 66°C

GP-P16 mit GP-P22 bei 58°C

PCR-Bedingungen: 95°C 5min 1 Zyklus

x°C (s.0.) lmin

72°C Imin 35 Zyklen
95°C Imin
20°C hold
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Zur Uberpriifung der erwarteten Linge der PCR-Produkte wurden je 10 pl des PCR-
Produktes mit je 1ul Ladepuffer auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe eines

1kb DNS-Lédngenmarkers gemessen.

3.8.2. Ligation und Transformation der Konstrukte in kompetente Zellen

Fiir die Ligation wurde der pCR-Blunt-Vektor ausgewihlt, da mit der Pfu-Polymerase
glatte DNA-Enden in der PCR entstehen, und der pCR-Blunt-Vektor ebenfalls glatte
Enden aufweist. Dieser Vektor trigt eine Kanamycin-Resistenz.
Fiir die Ligation der Konstrukte aus dem Startprimer GP-P16 und GP-P9, GP-P14, GP-
P17, GP-P18, GP-P19, GP-P20 und GP-P22 wurden je

Sul Konstrukt-PCR-Produkt

Il pCR-Blunt-Vector (25 ng/ul)

1l 10x Ligationspuffer

1pl Ligase (5 U/ul)
und 2 pl steriles Wasser
in einem Reaktionsansatz zusammenpipettiert. Die Reaktionsansétze wurden tiber Nacht
in einem Wasserbad bei 14°C belassen. Am néchsten Tag konnte die Transformation wie
unter 3.0.3. beschrieben durchgefiihrt werden. Es wurden Kanamycin-Agar-Platten

verwendet, auf denen 200 pl Transformationsansatz ausgestrichen wurden.

3.8.3. Uberprifung der gewachsenen Kulturen mittels Minipraparation und

Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung der gewachsenen Kolonien wurden mehrere Kulturen in Kanamycin-
LB-Medium angesetzt. Die Minipriparation erfolgte wie unter 3.0.4. beschrieben.
Die DNS wurde in 50 pl dd H20 aufgenommen.
Der Verdau wurde entsprechend dem unten genannten Schema zusammenpipettiert:
DNS in dd H,0O 5

10x Enzympuffer 2
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Enzym Eco RI (10 U/pl) 0,5 ul
Steriles Wasser 12,5 pl in einem Ansatz von 20 pl.
Die Auswertung erfolgte durch einen Elektrophoreselauf auf einem 1% Agarosegel. Es

wurde mit der Plasmid-DNS weitergearbeitet, die das erwartete Insert enthielt.

3.8.4. Umklonierung der Konstrukte in den pGL3-Luciferase-Vector

Verdau der Plasmid-DNS mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol

Es wurde nachstehendes Schema fiir einen 20ul-Ansatz benutzt:

DNS aus der Minipréparation 6 ul
10x Puffer 4 von Gibco BRL 2 u
Kpnl (10U/ul) 0,5ul
Xhol (10U/ul) 0,5l
Steriles Wasser 11 W

Ebenso wurden 4 ug des pGL3-Luciferase-Vectors geschnitten.

Der Verdau wurde zwei Stunden bei 37°C im Wirmeschrank durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde das Gesamtvolumen des Verdaus mit 2 pl Ladepuffer auf ein 0,8% Agarosegel
aufgetragen. Nach geniigender Auftrennung der Banden wurde nach deren Exzision die

DNA-Gel-Extraktion mit dem Qiagen-Kit vorgenommen.

3.8.5. Ligation der Konstrukte in den Luciferase-Vector, Transformation und
Minipraparation

Die Ligation wurde mit einem Vector / Insert-Verhiltnis von 1:3 durchgefiihrt. Der
Ligationsansatz enthielt 4 pl der verdauten Konstrukt-DNS, 1 pl dephosphorilierten,
verdauten Luciferase-Vector, 1 pl 10x Ligasepuffer, 1 ul T4-Ligase und 3 pl steriles
Wasser, und wurde iiber Nacht bei 14°C im Wasserbad belassen. Am néchsten Tag
wurde die Transformation wie unter 3.0.3. mit DH5-alpha kompetenten Zellen
durchgefithrt. Danach wurden die positiven weissen Kolonien gepickt, in Sml LB-

Ampicillin-Medium tiberfithrt und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank geschiittelt. Die
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Priparation erfolgte wie in 3.2. mit dem Qiagen-Kit. Die Orientierung der PCR-
Amplifikate zum Vektor wurde durch PCR mit oben genannten Antisense- und
Senseprimern und dem Transmenbrandoménenprimer T7, sowie durch folgende

Sequenzierung tiberpriift.

3.8.6. Verdau und Maxipraparation

Fiir den Verdau wurden je 10 pl der aus der Minipridparation gewonnenen DNS
zusammen mit 2 pl 10x Puffer , 0,5 pl Kpnl (10U/ul), 0,5 ul Xhol (10U/ul) und 7 pl
ddH,O fiir zwei Stunden bei 37°C im Wirmeschrank angesetzt.

Zur Auswertung wurden je 10 pl des Verdaues mit 1pl Laufpuffer auf ein 1% Agarosegel
aufgetragen. Danach wurde mit 1 ml der Bakterienstimme, die das Luciferase-Promotor-
Konstrukt aufgenommen hatten, eine Maxipréparationskultur mit 100 ml LB-Ampicillin-
Medium angeimpft. Die Kulturen wuchsen iiber Nacht bei 37°C im Schiittler. Am
nichsten Tag erfolgte die Plasmid-Maxipriparation mit dem Qiagen-Kit wie unter 3.6.5.

beschrieben. Die Konzentration der gewonnenen DNS wurde photometrisch bestimmit.

3.8.7. Sequenzierung der Konstrukte

Die Sequenzierung der Konstrukte erfolgte wie unter 3.2.8. beschriebenen. Die
Luciferase-Konstrukte wurden jeweils mit den pGL3-Vektor-spezifischen Primern GL3

und RV3 sequenziert, die das Insert flankieren, sowie weiteren interen Primem.

3.9. Transfektion

Die Transfektionsexperimente erfolgten an vier aufeinanderfolgenden Tagen. An Tag 1
fand die Aussaat der Zellen, an Tag 2 die Kalzium-Phosphat-Transfektion von GHRP-
Promotor-Konstrukten in verschiedene Zelllinien, an Tag 3 der Glycerol-Schock und an
Tag 4 die Lyse der transfizierten Zellen mit Protein-Gewinnung und dem Luciferase-

Assay statt.
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3.9.1. Aussaat der Zellen

Die Zellen wurden mit 1xPBS gewaschen, Trypsin/ EDTA-L6sung (Ausnahme GH4-
Zellen: 1xPBS / EDTA 5 mM) dazugegeben und die geldsten Zellen in bereits mit 5 ml
FCS-Medium beschickte 15ml-Réhrchen gegeben. Danach wurde die Zellsuspension 4
min bei 4000rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen mit 10 ml
FCS-Medium resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden je 100 pl in einen
MeBbecher mit 18 ml Isoton-Losung gegeben und die Zellen zweimal mit dem
Coultercounter gezihlt. Dann wurden die Zellen in 6-well-Platten in 2 ml Medium mit
5x10(5) Zellen pro Well ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C und 5% CO2 in den
Brutschrank gestellt.

Am folgenden Tag wurde Medium mittels Wasserstrahlpumpe entfernt und stattdessen
je 2 ml 10% FCS/DMEM-Medium hinzugegeben.

Die Transfektion sollte von diesem Zeitpunkt an nach 2 bis 2,5 Stunden durchgefiihrt

werden.

3.9.3. Calcium-Phosphat-Transfektion mit dem ,Profection Mammalian

Transfection System* von Promega

Zuerst wurde die Transfektionsldsung nach folgendem Schema angesetzt:

Rohrchen 1: -Luciferase-Reportergen-Konstrukt (1pg/ul) 3ul
-B-Galaktosidase-Kontroll-Konstrukt (0,75ug/ul) 2l
-Calcium-Chlorid-Losung 2M 24 pl
-dest.Wasser (bis zum Endvolumen) 171 pl
- pro Well total 200 ul

Rohrchen 2: -2xHEPES-Puffer 200 pl

AnschlieBend wurde der Inhalt aus Rohrchen 1 unter gleichzeitiger konstanter
Luftzugabe tropfenweise in Rohrchen 2 pipettiert.

Nach 30miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Réhrchen gevortext und
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in Triplikaten je 400 pl Reaktionsansatz pro Well pipettiert, und anschlieend im

Brutschrank bei 37°C fiir 16 Stunden inkubiert.

3.9.4. Glycerol-Schock

Die Zellen wurden 1x mit 2 ml 1xPBS-Medium gewaschen, anschliefend mit 1 ml 15%
Glycerollosung (15% Glycerol+ 85% 1xPBS) pro fiir genau 2 min inkubiert, dann 1x mit
2 ml 10% FCS/DMEM gewaschen und mit 2 ml 10% FCS/DMEM pro Well bei 37°C

iiber Nacht im Brutschrank belassen.

3.9.5. Extraktion der Proteine

Die Zellen wurden einmal mit 2 ml PBS gewaschen, und dann pro Well 200 pl 1x
Reporter-Lysis-Puffer hinzugegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde das Zell-Lysat mit einem Zellschaber vorsichtig geldst und in
vorbereitete Eppendorf-Tubes transferiert. Das Lysat in den Tubes wird sodann 10 min
bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Réhrchen

transferiert.

3.9.6. Luciferase-Assay

Fiir den Luciferase-Assay wurden 20 pl Zellextraktions-Uberstand in Meftubes
transferiert, je 100 pl Luciferase-Reagenz hinzugegeben und sofort bei 1-3 sec Mebzeit

die RLU ( Relative Light Units) im Luminometer gemessen.
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4. Ergebnisse

4.0. Klonierung eines spezifischen GHS-R-DNS-Fragments zur
Sondenherstellung und als Positivkontrolle

Das mit Hilfe der spezifischen Primer GHS lu und GHS 11 hergestellte PCR-
Amplificat hat eine zu erwartende Linge von 149 Basenpaaren. Dies entspricht den
Nukleotiden 67-215 der kodierenden Region des GHS-Rezeptors, welche fiir beide
Rezeptorvarianten la und 1b identisch ist. In der Auswertung der PCR mittels
Agarose-Gelelektrophorese bestitigte sich diese Lange.

Zur weiteren Uberpriifung wurde das PCR-Produkt in den pCRII-Vektor (3,9 kb)

kloniert und mittels Sequenzierung bestitigt.

4.1. Isolation eines GHS-R-positiven genomischen Klons

Fiir das PCR-Pool-Screening wurde eine menschliche genomische Plazenta-DNS-
Bank in mehrere Fraktionen getrennt (A bis H und 1 bis 12), die dann in die 96 Wells
einer Mikrotiterplatte amplifiziert wurden, so daB man eine Anreicherung der
Phagenklone (10° PfU/ Well) erhielt. Diese 24 Pools wurden mit dem Primerpaar
GHS1 Upper und Lower durch eine PCR unter konstanten Bedingungen auf positive
Klone untersucht. Die Auswertung mit der Agarose-Gelelektrophorese ergab bei

folgenden Phagenpools Signale:

1 {2{3(4|5[6(7[8|9] 10 11 | 12
Alx X X[x{x | x | X
B }x X X{x|x | x | X
C
D
E
F
G
H |x X x|{x|x | x |X
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Es wurde eine erneute PCR unter den gleichen konstanten Bedingungen durchgeftihrt,
diesmal jedoch mit jenen gekreutzten Phagenproben, die ein positives Signal zeigten
(siehe Tabelle 1), wodurch die Zahl der im folgenden konventionell zu screenenden
Phagenklone auf ein Minimum reduziert wurde.

Bei der folgenden Auswertung mittels Agarose-Gelelektrophorese ergab die PCR des

gekreutzten Phagenprobe A1l das deutlichste Signal.

Fig.1 PCR der gekreutzten Phagenproben mit Primer GHS 1u und 11 ( von links): A5/ A8/ A9 A10/

Al11/B1/B5/ B8/ BY/B10/ B11/ H8/ Plasmid und als Molekulargewichtsmarker die 100bp-Leiter

Zu einer Bakteriensuspension wurden Phagen der positiven Probe All gegeben,
worauf eine Anzucht auf NZY-Top-Agar-Platten erfolgte.

Zur Auswertung wurde ein doppelter Abklatsch dieser Platten mit Nylon-Rundfiltern
durchgefiihrt.

Diese Nylonmembranen wurden mit der spezifischen DIG-11-dUTP markierten
Sonde iiber Nacht hybridisiert. Bei der anschlieBenden Detektion und Filmexposition
zeigte sich auf zwei der 15 Platten ein doppelt-positives Signal. Zur Uberpriifung der

ausgestanzten und in 1ml SM-Puffer diffundierten Phagen wurde eine PCR mit der
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,Phagenlosung* durchgefiihrt, wobei beide Klone ein positives Signal bei der zu
erwartenen Linge von 149 bp gaben.

Zur Isolierung eines einzelnen positiven Phagenklones wurde die ,,Phagenlsung*
1:4000 verdiinnt, so das sich die einzelnen Kolonien auf den Agarplatten deutlich
voneinander unterscheiden lieBen. Nach der Detektion zeigte sich auf einer von sechs
Platten ein doppelt positives Signal, woraufhin dieser Klon in 200 pl SM-Puffer
aufgenommen wurde. Um den Klon zu bestitigen, wurde erneut eine PCR
durchgefiihrt.

In Folge wurde die Phagen-DNS extrahiert und mit verschiedenen
Restriktionsenzymen verdaut. Es wurden die einzelnen Restriktionsenzyme Bam H I,
EcoRI, Kpn I, Not I, Pst I, Sal I, Sma I und Sst I, sowie die Kombination Eco RI und
Not I verwendet.

Anschliefend erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, die bis zur vollstindigen
Auftrennung der Banden iiber Nacht bei 30 Volt lief. Die Auswertung erfolgte mittels

Southern-Blot.

annnnnnnﬂv“

Fig2 Verdau der Phagen-DNS mit den Restriktionsenzymen Baml, EcoRI, Kpnl, Notl, Pstl, Sall, Smal,

Sstl, EcoRI mit Notl (von links) und als Molekulargewichtsmarker die 1Kb-Leiter
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Fig 3 Southern Blot eines Phagenverdaus mit den Restriktionsenzymen Notl u. EcoRl, Smal, Sall, Pstl,

Notl, Kpnl, EcoRI und Baml mit dem DIG II-Marker

Das Restriktionsenzym Not I setzte das etwa 18 kb groBe genomische DNS-Fragment

aus dem Phagen frei.

Fig.4 Verdau der Phagen-DNS mit den Restriktionsenzymen Not I (links) und Sst I (rechts) und der 100bp-Leiter,

wobei SstI die genomische DNS in fiinf kleinere Banden schneidet
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4.2. Charakterisierung des genomischen Klons

Zur weiteren Arbeit wurde das Restriktionsenzym Sst I ausgewdhit. Es schnitt die
genomische DNS im Sst I-Verdau in fiinf deutlich voneinander abzugrenzende
Banden mit GroéB8en von 1,6 kb, 2,8 kb, 3 kb, 4,8 kb und 5,5 kb, sowie die Lambda-
Phagenarme mit ihrer GroBe von 23 kb und 9 kb. GHS-R-positive DNS-Fragmente

wurden mittels Southern-Blot identifiziert.

3%':3

\ 3

M
N
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Fig.5 Southern-Blot der Sstl-Fragmente aus der genomischen DNS mit der DIG-Leiter als

Molekulargewichtsmarker

Das 18kb-Notl-Fragment sowie das 5.5kb-SstI-Fragment enthielten GHS-R-positive

DNS. Es lieBen sich DNS-Fragmente mit einer Linge von 1,6 kb, 3 kb und 5,5 kb

klonieren.
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Die Nukleotidsequenz der DNS-Fragmente wurde in einem automatischen

Sequenzierer bestimmt und mittels Lasergene-Software (DNASTAR, Madison, WI,

USA) ausgewertet (Fig.6)

+1 ATGTGGAACG CGACGCCCAG

+701

+801

+901

+1001

+1103

+1201

+1301

+1401

+1501

+1601

+1701

+1801

+1901

+2001

+2101

+2201

+2301

+2401

+2501

+2601

+2701

+2801

+2901

+3201

+3301

+3401

+3501

+3601

+3701

+3801

+3901

+4001

+4101

M W N

TCATCGGCAG
L I G R
gtctcagege
8 Q R
acctctttet
tctctctgte
ctctettteca
tccattgtgg
tagaaagcgt
gccetgeatt
gtttttatga
gaaaccaaca
ttctttaagt
tatattttat
ttacagttcc
ggttataaac
ttaaggataa
tttgaagggg
ttaaaaatta
tagaatcatt
ccctettaga
agtacaacca
caactcagta

taaaatgttg

gctgtgacat

CTCTGAAAGA
T L K D
gacatagcac
tagggtgtga
tggtgaggge
gatcaaaatt
ccaagagaaa
atgcttttta
attcaacaat

ttcttcagtt

tatatgaaat

A T P S

GAAGCTGTGG
K L W
gegetcagge
A L R
tcagtttctce
tctgtectcte
tgcaaaaatg
tctttaagcg
tcagcggtaa
ttttcagata
ttacctgect
gaattcacta
atatgtgttt
tatttagata
tggatcctec
ctgctagtgt
gtttaataat
atcactaaag
tcttacatag
catctcagtg
gatttaaatt
ctttacctcg
caaaatcact
gaacaggaag

ttcttgaget

TGAAAGTTCT
E S§ S
agcagaactt
gcagtttgat
tttgcaatte
atttggttaa
tataacatga
cacttacaga
ctaagttgte

gcactagtca

gtttaaaaat

CGAAGAGCCG
E E P

CGGAGGAGGC
R R R
tttctetege
L § L A
tgggectetg
tctctectee
tcccatattt
ttaaaagtga
attcaaccéa
attgcatcaa
cttcaggtag
cttcecccaaa
ggtacaagtg
ttatagtcaa
atattaaagt
cctccaaggg
ttcctccaat
tgttacaacg
gcaaaatgaa
attcttaatc
gactgagtct
taagtgtgtce
cagatagttg
agcaggacac

gactatctct

CGGGCCTGGA
R A W
gggaggaagce
ttgatcgcac
agagaaagga
aagaatgaca
ggcacgtgag
aaccctcaat
taagcacact

catttcaagt

aaatactgtt

GGGTTCAACC
G F N

GCGGCGATGC
R G D A
gggtcctate
G P I
tctetetgeg
ccctttactt
gtatttccct
ggactgactt
agacatgatc
ttctgtttac
gatagactag
tgacccttea
aagtaataat
gacttcatac
gatagagttt
atcctaagcet
tttattttca
actaaaaaat
gacttggatg
ctaactgtat
atactacatc
tgttgtgtet
ttaaatagaa

aatgtttctce

cteccattgt

CAGAATCTAG
T E § S
tgaaggttaa
aattatcagt
ggaagagcag
ttacaataca
caatcagtac
ttggacacta
taaaagtttt

atccagtagc

tccctaaaat

TCACACTGGC
L T L A

TGTCGTGGGT
v V. G
ctctecetgt
L § L
trtctectcaa
cgtcagtgtce
aaaataaatt
cctgectcaa
aatttggata
cctgctgetg
gataaggtaa
ggaacatctg
aaatatggtt
ttaatggcat
attcaaggaa
ctcacctacg
agccattaat
tatttgttat
gatgataatt
attcaatcct
caaggaatct
aacacataaa
atgactgggg

tgaagtcaat

1
ccttttaq'CT
A

TATTAATACA
I N T
ttttggaatt
gctctcatac
agtgagcaat
aaatttaaaa
aaaaattatt
agttttcatt
ccagtaactg
tcgaggttac

gtttttatag

CGACCTGGAC
D L D

GCCTCGCTCA
A S L
gecectteteec
¢ L L P
ttattctcte
tttcttaceg
ttatatcagce
gtaggatttg
atcctcttag
ttcatacagc
ggataaacta
ggcacaatgt
acagcccage
attttaaggc
tgtcaaagat
agagtcacat
ttcttcattg
tatttttcce
tatatgagtt
ctgtgaaact
gcattgttet
aactgctgga
agctcagtaa
ggtcatagac
GTAGTGGTGT
v Vv Vv
TGAcctagca
aégaacacat
actatttctg
tagggcactt
tgtaactttt
aaaaaggaat
ggtaatattt
aaacaacggt
cactcagaac

tgatgttcac

TGGGATGCTT
W D A

GGGACCAGAA
R D Q N
ttoctetctga
s n .
ctcrtgetet
tctctatctc
ccagaaactc
tgaatatcta
agattattca
tttgtaagga
gattaaacaa
cataactgga
aaaatattaa
ttcttagaag
tttattttct
tgttactgtg
gtgtctcaac
tgatttctga
ggtttaataa
taaaaaaaaa
aaaaagtgcc
ctattgtgaa
aaattgttga

catgaaacaa

TTGCCTTCAT
F A F 1I

cattgcgagt

agatccggaa

catattcact

cttggtaggt

aaaaactagc

ttacattctt

gatgtattta

aaacctttaa

agtacagctc

acagcagaat

CCCCCGGCAA
S P G N

CCACAAGCAA
H K Q
gtctccatct
cttgagtgat
tttgtgtctce
cactttaaaa
agttacatta
tctreceeee
agtcagtgac
agctccaaca
tttgctgaat
ctctacttge
ccattccagg
ggaccggtga
gcagttaagt
accaatgtta
atttaaaaca
tagccttact
aaagagaaga
ccaggagact
taaatggtct
actgttggtc
aaacaaagtc

CCTCTGCTGG
L C W

acagtcaccg

acatctggga

gtctatgatt

aaatacaaat

tattttcata

tttretcaca

gatttcataa

acttaaaatt

tagagtatat

tttagagtga

CGACTCGCTG
D s L

ACCGTGAARA

T V K

ctatttccee

gtttrttgatc

tttctteetg

atcgagatat

agaaaagcag

aatattgtga

aaatcagtga

ggaggaaagg

gtttattgca

attttcaaaa

atgatttcat

ttctegtgat

tgctactata

actttcttct

atctaaacat

tatgtctatt

taaaacatat

cggatacaca

agtcagttga

cagacagact

ttaaaaatag

CTCCCCTTCC
L P F

cttattactc

gggaaaaaag

ttgcattetg

ttgctttget

aagctctaga

ctaagtcttt

aatttacaga

aattaaagtt

acaaaactta

tgaatactaa

GGCGACGAGC
G D E

TGCTGJ tog
M L G
ctgagtcgcet
tctcaatctt
tctcteettt
cttataaaag
ggtttggatc
tcegtteect
agtctcattt
agactttgty
caaattcagce
ccaaggtetg
atttccaatt
atgactcata
caacttagtt
tccttgacaa
ttagacatca
gtaagtggca
gtcctgatcg
gctatggtty
gtcaatgtgt
gaatctttgt
aatgtgattt
ACGTAGGGECG
H V G R
taaaccggaa
atatcatttyg
ctgcgggtge
ttttcataat
gcagtgctat
gaaatctggc
taaaaagtag
aaaaattcag
tcattcacct

aaatcacacc

Fig. 6 Teil der genomischen Sequenz der GHS-Rezeptorsubtypen 1a und 1b. Die Translationsstartstelle ist als +1

definiert. Die kodierende Sequenz von GHS-R 1a ist durch GroBbuchstaben gezeigt, die Intronsequenz und die 3°-

Region in kleinen Buchstaben. Splicing-Positionen sind durch vertikale Linien markiert.
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Die Sequenzierung ergab, daB das offene Leseraster der cDNS des Subtypes Ib
(Nukleotide 1-870) von einem einzigen Exon kodiert wird, das vollstindig in dem

klonierten Fragment 5,5 kb/SKII enthalten war (Fig.7).

GHS-R 1a
1 )
] [}
1 1 ~ o
transcription ! S aTs polyA-Signal
) 1 - -
start site
genomic DNA
5
_ GHS-R 1b
T

ATG TGA

Fig. 7 GHS-R Typ 1a ist durch zwei Exons kodiert, GHS-R Typ 1b durch ein Exon

Die Nukleotide 1-796 des offenen Leserasters des Types Ia sind identisch mit denen
des Types Ib. Das Fragment 5,5 kb /SKII enthilt weiterhin 1955 Nukleotide eines
folgenden Introns. Weitere 196 Nukleotide der Intronsequenz sind im Fragment 3
kb/SKII enthalten, folgend von den Nukleotiden 797 bis 1101 des Subtypes Ia und ca.
2 kb der 3" -flankierenden Region.

Das offene Leseraster von GHS-R Typ Ia wird somit von zwei Exons al und a2
kodiert, unterbrochen durch ein 2151 Nukleotide grofes Intron. Die direkt Abfolge
von 5,5 kb/SKII und 3 kb/SKII konnte durch die Sequenzierung eines tiberlappenden,

genomischen DNS-Fragmentes bestitigt werden (s.umseitig Fig.8).
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+1

tggtttitgt tttcagtttt ttcaactate

aataacttcc catagtattc tgatttatec

gttattgatt aaataaaaac

ggggecggge acagtggetc

tgtectcttct aaaaatacaa

ggtggaacec

ttgcttgaac ccggacttat gcgctcagaa

ccagcctggg cgacagaggg agactccgte

tccaatgtct aacacaccag C
AP4

taggtctttg

cgaccaa

tttgtgcaca cattcagtcet

gcattcaact gagggggata ctctctcata

gcttcgtggy agtctgcect getecteegt

ggtaggatgg atgtggcget

ggsgptttgc

tgaattgget ggcaactgge agtgtcatgc
NF1

taggggtggce ctttgacctyg ;tcccaccgg
NF1

atatcacccc cagtggtccg cacaaatcat

tggctgatét crtctcagtta tgcctcaaaa

caaccctgec tttttocttt ctectgttec

tctctaccac taccgagtga tacaaaggac

tcecgacactg gtecccgagt

tgctcaccgg tatgaataca aacacaaggt

catagccage tgcggecttg tggaggaaga

AP4
acctgtectt

APl
cgetgegacyg

ccggggeaca ctagtccagce

ctttgggaag tgcgagatgg

gtgttgggag aaactttggg ggagttggtg

cttccttgte cccatctcac cttcttecte

ctcgcaccet cccgegecta ageggaccte

ATG

Fig.8 Nukleotidsequenz von 2,7-kb der 5*-flankierenden

ttgtttgtaa ttggtagrtt gacttagitg
octl AP1

ccecageteg gtgtgtgace ttggacaagt
AP4 APl

agtg ccattaaatg gctggctatt

agccatagct ttagcactga gtagactaga
cagtccactt tetctcectt tetttccaca

taatacttaa

aaaaaaaatt atcgaggegt ggfggcacac
sPl

ttagctaaca tgaaaatttt tt;tatcaca atagrtttgg
octl

aatatatccc acaatatttt

tacatcaacc tactgataat

cctgattctc agtcttagge

ataggtcagg gagtaacaga
ER

aaaatagt ag tctgaaatta atgttgaaa aactcaattt

acggctgtaa tcccageact ttgggagace gaggegggeg gatcacgagg pcaggagtte
octl SPl USF

gectgtagte ccagctacfa
AP4

gtccaaacgg gtgggagatc caatactggg aggeggaggy tgcagtgage

tcaaaacaaa acaaaacaaa accagcaaaa

accactatgt taaatttcgt gtatcaaact
Brn2

tggactttta agtattaaca atttaggtag
cacagtacgt ggtatctcat cgggtgaged
ggggtaggac tgaggcgtta gaagcgcaag

ggccacagtg ctgaatatgt tcctggggcg
GR

cttcgggtge tgatttctgg ctctgagcag gagacgcaca

NF1

cacagcttc; acttctcaac agcaacgcgt
AP4

tgcaattcaa agaaaaagac gtaatgctce
octl

aatgtttect gctcactcte gacgegecag

cceecgecace

ctcgetgace aacgteggea
APl

tgggattctg gacagggttt actcacatat

agtcacatcg

ccttetttte tctctctatc ccccttoeca

aatcaggtcc cagcetgctaa aggtgtectc

gtcgeccagg gettcggaga gagegectca

aactggatcg agaacgcaaa tgcgaggeag

ggggaaaggg gaggrgtcag

ggcttcotgee tctcacctee ctctettect

ctcgggagec ageteggtee agectcccag

definiert als +1. Die Nukleotidpositionen sind links gezeigt.
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caaaacaaaa caaagcaaaa

octl

gagacaagac tggccagtat
NF1

gagagactga ggcagaagag

agagatcgeg ccactgcact

cgaaacaaaa ctcagtttgg

tctctcatgt agtaatttac fgcatggagt ctttcacgca

octl
tagaggtggt acaaactgtc

ccgatgtgta tggtcaaggc

ttaaaaacgg
A

gteccgaggt cggtgggcceg

gaccgegtcec
cttctatt ta ttgagtgcct
ggaggttgaa gaccttgcecec
cctcacagcc tcttetteac
aggtttgcat caagcaaaa
cttgecccotg tgeogetcaga

ctgaaccttgg gtcctataac

agtcgagttg gtcaagctceg Cttt;tcttt
ER

cccaccgeaca ccgtegtett
cgeteccgcet tegeggegee

ggctggtgac aggtatgegt
APl

agaaagcagt gggtcactct ctcaccgact
ER

tcrtccaagcea tecctecectac

cgcagtcacg tcccagagec

tgggagtgac aggg;agcca ttecctecage
Pl

tgtgaaaggc aagtacaaac

agtgactaac_gccggcctgt
APl

AP4
ggaggggccg gtcggatttg

agagggtcac_cttgctagtg
ER
ccggtggteg_ctgacacttg
AP1
aagggaatac ggctactaaa

ttgecgecte cacacacctce

taatatacgcc
Octl
agtcccaace

tacagcagag
AP4

gggtgggaga

tgcgtgagac tattctttgg

ccaccaggge

caccceccace ceegggtgtg

tggtceetge ggtccccact

gtgggcgceg gccggaggat

gaccaccagt ctcetotccect
gcgtectgcac ccgctcctec

tgttcagctg agccggcage

Region der GHS-R. Die Translationsstartstelle ist



Insgesamt ist das den GHS-Rezeptor kodierende Gen ca. 4,1 kb groB. Die
Sequenzierung von 800 Nukleotiden der 3"-angrenzenden Region ergab ein typisches
Polyadenylierungssignal mit der Sequenz AATAAA an Position +4118 relativ zur
Translationsstartstelle, welche das Ende der mRNS definiert.

Zur Untersuchung transkriptionell aktiver Elemente wurden 2 kb der 5" -flankierenden
Region sequenziert. Die Sequenzierung der Promotorregion erfolgte schrittweise

durch Primer, die aus dem jeweils neu sequenzierten Abschnitt herausgesucht wurden.

4.3. Untersuchung der Promotoraktivitét im Zellsystem

Eine PCR zur Herstellung verschieden groBer Abschnitte der 5" -flankierten Region

ergab bei folgenden Primerpaarungen die zu erwartende Lénge:

GP-P16 mit GP-P17 168 bp
GP-P16 mit GP-P18 309 bp
GP-P16 mit GP-P19 460 bp
GP-P16 mit GP-P9 643 bp
GP-P16 mit GP-P20 951 bp
GP-P16 mit GP-P14 1137 bp
GP-P16 mit GP-P22 1745 bp

Fig.9 PCR der Promotorkonstrukte -168GHSR, -309GHSR, -460GHSR, -643GHSR, -951GHSR, -1137GHSR

und -1745GHSR (von links) aus dem Luciferase-Plasmid mit der 100bp-Leiter
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Als bewihrte Strategie fir die DNS-Fragment-Klonierung wurde die Blunt-End-
Klonierung mit dem pCR-Blunt-Vektor (3,5 kb) angewendet, welcher als genetischen
Marker eine Kanamycin-Resistenz enthlt. Nach der Uberpriifung der Transformation
mittels Minipréparation und Restriktionsverdau mit Eco RI erfolgte die Umklonierung
der Konstrukte in den pGL3-Luciferase-Vektor (4,8 kb). Zur Uberpriifung erfolgte

erneut ein Enzymverdau, diesmal mit Kpn I und Xho 1.

i
[
L
.
Wit
g
-y
Gy

Fig.10 Verdau der Promotorkonstrukte nach Umklonierung in den pGL3-Vektor mit den Restriktionsenzymen

Kpnl und Xhol und der 100bp-Leiter als Molekulargewichtsmarker

Die Plasmid-DNS wurde zur Uberpriifung sequenziert.

Die Gen-Expression in transfizierte eu- oder prokaryontische Zellen wird im
allgemeinen durch das ,,Linking“ einer Promotor-Sequenz mit einem leicht zu
detektierenden ,,Reporter“-Gen untersucht. In diesem Fall wurde das Gen fiir die
Luciferase des Glihwiirmchens, Photinus pyralis, verwendet. Die Luciferase
katalysiert folgende Reaktion:

Luciferin+ ATP+ O, Mg, + Luciferase— Oxyluciferin+ AMP+ PPi+ Licht

Die Lichtemission wurde dann im Luminometer nach einer Sekunde MeQzeit

gemessen.
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Alle sieben Luciferase-Promotor-Konstrukte, welche das gleiche 3" -Ende und
variable 5" -Enden (von —168 bis —1745 bp) besitzen, wurden in eine GH 4-Zelllinie
transfiziert. GH 4-Zellen entstammen einer klonalen Linie einer Ratten-Hypophysen-

Tumorzelle, welche GH sezemiert.

-168GHSR/luc
-309GHSR/luc
-460GHSRAMc
-643GHSR/Muc
-951GHSR/luc

-1137GHSRAuc

-1745GHSRAuc

pGlg-ControI

MR AL IS AL LR LRI AL I
O 2 4 6 8 10 12 14

GHS-Promotor-Konstrukte Relative Luciferase Aktivitit

Fig.11 Promotoraktivitit der verschiedenen Deletionskonstrukte der GHS-R-5"flankierenden Region in GH4-
Zellen. Links die GHSR-Promotor-Luciferasegene Plasmidchiméren mit variablen 5°-Enden und identischem 3°-

Ende. Rechts der pGL§-Basisvektor als Kontrolle

In den durchgefiihrten Transfektionsexperimenten zeigte sich, da3 in den —309bp der
5°-flankierenden Region Elemente enthalten sein miissen, die eine Genexpression in
Hypophysenzelllinien fordern. Das kleinste -168bp-Promotorkonstrukt zeigte keine
signifikante Transkription. In dem Abschnitt zwischen Nukleotid —309 und —460
scheint ein Repressorelement enthalten zu sein, ebenso zwischen Position —-951 und -
1754. Einen signifikanten Anstieg der Transkription konnte man wiederum zwischen

den Konstrukten —460 und —643, sowie —643 und —951 beobachten.
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung des GHS-Rezeptorgens und -promotors

In der vorliegenden Arbeit wurde eine menschliche genomische Plazenta-Genbank
auf das Vorhandensein der beiden bekannten menschlichen GHS-Rezeptor-Subtypen
untersucht. Verwendet wurde dafiir ein PCR-Poolscreening und eine nichtradioaktive
Detektionsmethode mit einer fiir beide Typen spezifischen DNS-Sonde. Da fiir beide
GHS-R-Subtypen ein gemeinsamer positiver Klon detektiert werden konnte, wurden
Sequenzierungs- und Transfektions-experimente angeschlossen, um zudem die
Promotorregion des Genes genauer charakterisieren zu konnen.

Der menschliche GHS-Rezeptor ist durch ein Gen kodiert, das ca. 4,1 Kilobasen
umfaBt.

Die Ergebnisse der Sequenzierung des Klons lassen darauf schliefen, da beide
Subtypen durch unterschiedliches ,,Splicing einer Prai-mRNS gebildet werden.

Durch das ,,Splicing® eines 2,2 kb groBen Introns an Position 796/797 entsteht der fiir
366 Aminosiuren kodierende Leserahmen des Subtypes 1a mit den typischen sieben
Transmembranregionen. Der aus 289 Aminosduren bestehende Subtyp 1b entsteht
durch Translation der unverinderten Pra-mRNS und weifit nur fiinf transmembrane
Dominen auf.

Diese beiden Subtypen wurden mit einer groBen genetischen Homologie bei Mensch,
Schwein, Ratte und Maus identifiziert (Howard et al.,1996; McKee et al.,1997;
Yokote et al., 1998). Bisher fand sich keine signifikante Homologie zu anderen
Rezeptoren. Eine nahe Verwandtschaft mit ca. 60% Homologie fand man lediglich
zum Neurotensin- und TRH-Rezeptor.

Die Transkription eines Genes stellt einen wichtigen Mechanismus dar, mit dem das
Genprodukt kontrolliert wird. Sie ist abhidngig von einem bestimmten
Nucleotidsegment, dem Promotor, welcher von der RNS-Polymerase erkannt und

gebunden wird, worauf die RNS-Synthese beginnt. Der Promotor steht am Anfang
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eines Operons, d.h. einer Gruppe von benachbarten Genen, die gemeinsam in €in
einziges mRNS-Molekiill umgeschrieben werden. Die Isolation des GHSR-Klones
erlaubte die Charakterisierung von ca. 2,7 kb der proximélen Promotorsequenz.

Eine fiir einen Promotor typische TATA-Box lieB sich in dem Bereich der
untersuchten 2 kb der 5 -flankierenden Region nicht nachweisen. Auch eine CAAT-
Box oder eine GC-reiche Region oder andere bekannte Initiatorelemente der
Transkription wurden nicht gefunden. Wie auch fiir mehrere andere G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren beschrieben, bleibt der Prozefl der Transkriptionsinitiierung
fir diesen Rezeptor zur Zeit unklar (Petersenn et al., 1998).
Transkriptionsfaktorbindungsstellen, die gewebe-spezifische Expression und
hormonelle Regulation des GHS-Rezeptors erlauben, werden zur Zeit charakterisiert.
Durch weiterfilhrende Experimente konnte gezeigt werden, das eine
Haupttranskriptionsfaktorbindungsstelle 227 Nukleotide 5° des ATG-
translationsinitierenden Codons lokalisiert ist (Petersenn et al., 1999). Kaji et al.
beschreiben dagegen eine Haupttranskriptionsfaktorbindungsstelle an Position -453
durch 5’RACE-Analyse (Rapid Amplification of 5"cDNA-Ends) von Hypophysen-
DNS.

In den durchgefiihrten Transfektionsexperimenten mit einer GH4-Zelllinie zeigte
sich, daB in den —309bp der 5°-flankierenden Region Elemente enthalten sein miissen,
die eine Genexpression in Hypophysenzelllinien fordern, ebenso in den Abschnitten
zwischen den Konstrukten 460 und —643, aber auch —643 und -951. Das kleinste
—168bp-Promotoronstrukt zeigte sich neutral. In dem Abschnitt zwischen Nukleotid
—-309 und —460 scheint ein Repressorelement enthalten zu sein, ebenso zwischen
Position =951 und -1754.

In den Transfektionsexperimenten von Kaji et al. mit einer GH3-Zelllinie enthielt das
kleinste Promotorkonstrukt 475 Nukleotide der 5 flankierenden Region. In dieser
Arbeitsgruppe wurde lediglich eine herabgesetzte Aktivitit durch Konstrukte, welche

die -475, -531 oder -608 Nukleotide der 5 flankierenden Region enthielten,
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festgestellt. Eine signifikante Aktivitdt konnte bei -669 Nukleotiden beobachtet
werden. Weiter wurden Repressorelemente zwischen Position -734 und -1224
gefunden. Man kann nicht ausschliessen, dass urséchlich fiir diese Ergebnisse eine

Differenz der transkriptionalen Aktivitit des GHS-R-Promotors in GH3- und GH4-

Zellinien ist.

5.2. Hormonelle Regulation

Die Expression des GHSR unterliegt der duBeren Kontrolle positiv wirkender
Effektoren wie z.B. dem GH-Mangel, oder auch negativer regulierender Repressoren
wie starker GH-Sekretion. Auch durch den eigenen Liganden, also GHS, kann die
Synthese des GHS-Rezeptors herunterreguliert werden (Kineman et al., 1999).

Bisher ging man immer von zwei der GH-Ausschiittung tibergeordneten Botenstoffen
aus: Dem GHRH und dem Somatostatin. Seit der Entdeckung der unterschiedlichen
GHS und ihrer beiden Rezeptorsubtypen nahmen die Hinweise zu, daB} sie fiir einen
dritten Regelkreis verantwortlich sein miissen. Da der GHSR in vielen Bereichen des
ZNS wie natiirlich Hypophyse und Hypothalamus, aber auch in Cortex,
Hippocampus, Medulla und Plexus choroideus exprimiert wird, ging man davon aus,
das es einen unidentifizierten endogenen Liganden fiir diesen Rezeptor gibt, der die
GH-Sekretion kontrolliert (Muccioli et al., 1998). Auch in peripheren Geweben
wurde der GHS-Rezeptor gefunden: In Niere, Nebenniere, Herz, Ovar, Lunge,
Skelettmuskel, Epiphyse und Schilddriise (Ghigio et.al., 1998). Wie zu erwarten war,
konnte die Expression des GHSR auch in einigen neuroendokrinen Tumoren wie in
Karzinoiden, Gastrinomen, Insulinomen und Bronchialkarzinomen nachgewiesen
werden (Korbonits et al., de Keyser et al.).

Erst die AG um Kojima und Kangawa konnte 1999 den endogenen Liganden, das
sogenannte Ghrelin, identifizieren. Das Ghrelin ist ein Peptid mit 28 Aminoséuren, in

welchem das an dritter Stelle stehende Serin tiberraschenderweise octanoliert ist, was
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bei Peptiden bisher nicht bekannt war. Das gefundene Gen kodiert ein Pra-Ghrelin aus
117 Aminosiuren, welches eine 82% Homologie zwischen Mensch und Ratte
aufweist. In wie weit die gleichen Regulationsmechanismen fiir Ghrelin und GHS
gelten, bleibt in weiteren Experimenten zu untersuchen. Auch werden fiir das Ghrelin
weitere Rezeptorsubtypen postuliert.

Essentiel ist auch die Wechselwirkung mit anderen neuroendokrinen Regelkreisen.
Im Hinblick auf die GHS selbst wurde gezeigt, da8 diese eine ACTH-Auschiittung
bewirken, was nach bisherigen Erkenntnissen durch eine zentrale hypothalamische
Kontrolle unter EinfluB des Vasopressins bewirkt wird, und nicht durch einen direkten
Effekt auf die Hypophyse (Korbonits et al., 1999). Hingegen haben GHS keinen
FinfluB auf die Modulation der LH- und FSH-Sekretion, was in klinischen Studien
(Shah et al., 1999), aber auch in Experimenten mit der hypothalamischen LHRH-
Maus-Zelllinie nachgewiesen werden konnte (Petersenn et al., 1999).

Der Insulin-like-growth-factor 1 ( IGF-1) bewirkt eine Hemmung der GH-Antwort
auf GHS beim Menschen ( Ghigo et al.,1999 ).

Umgekehrt ist die Regulation des GHS-Signalweges durch andere Regulationssyteme
interessant, so gibt es z.B. in bezug auf Glucocortikoide widerspriichliche Ergebnisse
im Hinblick auf die Expression des GHS-Rezeptors. So wurde beim Menschen die
Ausschiittung von GH nach GHS-Gabe durch eine StoBinjektion von Dexamethason
gesteigert (Pinto et al. 1999). Dagegen bewirkt eine chronische Gabe von
Glucokortikoiden eine herabgesetzte Antwort auf GHS (Gertz et al. 1994, Meachem
et al. 1999) oder sogar keinen Effekt (Borges et al.1997, Giustina et al. 1995). Bei
Patienten mit Cushing-Syndrom war die durch GHS induzierte GH-Sekretion
herabgesetzt (Borges et al. 1997, Leal Cerro et al. 1994), wogegen bei Patienten mit
Addison-Syndrom die durch GHS stimulierte GH-Sekretion vergleichbar mit
gesunden Probanden war (Arvat et al. 1999). Die Ursache fiir diese widerspriichlichen
Ergebnisse bleibt zunichst noch unklar. In weiteren die Transkriptionsfaktor-

bindungsstellen betreffenden Untersuchungen fand sich jedoch ein negativ auf
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Glucokortikoide antwortendes Element 3° bp 309, sowie ein positiv reagierendes
Element an Position -1464 (Petersenn et al. 1999).Auch Kaji et al. zeigten eine
Hemmung des GHS-R-Promotors durch Glucokortikoide in GH3-Zellen. Dabei
bewirkte jedoch ein -961-Promotorkonstrukt eine signifikante Hemmung der
Aktivitit, ein -734-Konstrukt zeigte hingegen keinen Effekt. Die zugrundeliegenden
Mechanismen dieser differenten Ergebisse kénnen bisher aber nicht definiert werden.

Ostrogene dagegen haben eindeutig einen positiven Einflu auf die Aktivitit des
GHS-R-Promotors, wobei ein positiv auf Ostrogen antwortendes Element 3™ des -168
Nukleotides gefunden wurde ( Petersenn et al., 1999 ).

Auch die Wechselwirkung mit den fiir Wachstumsvorgéngen essentiellen
Schilddriisen-hormonen wurde untersucht. So zeigte sich bei hypothyreoten Patienten
eine abgeschwichte GH-Sekretion nach GHS-Gabe (Pimentel-Filho et al., 1997),
wohingegen die GHS-stimulierte GH-Ausschiittung bei gesunden und hyperthyreoten
Probanden gleich war (Ramos-Diaz et al., 1996).

GHRH-Infusionen bei Ratten bewirkten einen Anstieg der GHS-R-mRNA, welcher
unabhingig von zirkulierendem GH war (Kineman et al., 1999). TPA wiederum,
welches ein wichtiger Aktivator der Protein-C-Kinase ist und somit ein essentieller
Bestandteil der Signalkaskade der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, zeigte in
folgenden Transfektionsexperimenten keine signifikante Verdnderung der GHS-R-
Promotoraktivitit des —1745GHSR/luc-Konstruktes in GH4-Zellen (Petersenn et al.,
1999). Es ist jedoch noch zu untersuchen, ob dieser Effekt wirklich transkriptionellen
oder auch posttranskriptionellen Mechanismen unterliegt.

Untersuchungen an minnlichen und weiblichen Ratten in bezug auf die
Rezeptorexpression von GHRH und GHS haben gezeigt, daB8 diese Expression auch

durch die Geschlechtshormone moduliert wird (Kamegai et al., 1999).
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5.3. Klinische Relevanz und Méglichkeiten der GHS-Rezeptors

Klinische Untersuchungen haben ergeben, dafl eine inaddquate GH-Sekretion oft auf
einer Imbalace im komplexen neuroendokrinen Regelkreis beruht, der die
Ausschiittung von GHRH, GH-S und Somatostatin reguliert.

In erster Linie spielen die GHS eine wichtige Rolle in der Diagnostik von GH-
Mangelzustidnden. In der Pédiatrie iibliche Testverfahren sind die Stimulation der
GH-Ausschiittung durch Belastung, Clonidin oder L-Dopamin. In der
Erwachsenenmedizin werden Tests mit L-Arginin oder GHRH durchgefiihrt. Standard
ist hier jedoch der Insulin-Hypoglykdmie-Test. Dieser Test erfordert eine aufwendige
Uberwachung und ist fiir die Patienten sehr belastend. Eine alternative Moglichkeit
wire die Stimulation der Wachstumshormonausschiittung durch GH-Secretagogues
oder auch durch eine Kombination von GHS mit GH-Releasing-Hormone. Momentan
befinden sich diese Alternativen der Diagnostik noch in einer klinischen Testphase.
Eine zentrale Frage in Hinblick auf Therapie und Diagnostik ist, in wie weit der
GHS-Rezeptor im Hypothalamus exprimiert wird, so daf} eine iibergeordnete Wirkung
der GHS auf die hypophysédre GH-Sekretion besteht (Muccioli, 1998).

Durch Untersuchungen an Erwachsenen mit funktioneller Hypophysenstieldurch-
trennung konnte gezeigt werden, da} eine bei gesunden Probanden durch GHRP-6
ausgeloste GH-Ausschiittung vollig blockiert ist, und das nur eine minimale direkte
Wirkung auf die Hypophyse besteht (Casanueva, 1996). Auch die gleichzeitige Gabe
von GHS und GHRH, die durch ihren Synergismus die GH-Sekretion wirkungsvoller
steigern als jeweils allein, bewirkt bei diesen Patienten keine Aktivitit, so dal diese
Untersuchungen daraufhinwiesen, dafl Strukturen auf hypothalamischem Niveau im
neuen Regelkreis aktiv werden.

Bei Kindern bewirkt eine zu geringe GH-Ausschiittung einen hypophysiren
Minderwuchs. Bei Erwachsenen kommt es zu einer altersabhidngigen Abnahme des
GH-Spiegels, wodurch es zu einer Abnahme der Muskelmasse und der

Knochendichte sowie zu einer Zunahme des Korperfettes kommt. Bei
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nachgewiesenem GH-Mangel findet man als klinische Korrelate zudem eine erhohte
Kilteintoleranz, reduzierte Muskelkraft, erhohte ,,waist-to-hip-ratio®, trockene Haut
und ojektivierbare psychische Erscheinungen.

Bei GH-Mangelzustdnden kann dieses gentechnisch hergestellt und subkutan
zugefiihrt werden. Diese Hormon-Injektionen entsprechen jedoch nicht der
physiologischen pulsativen Ausschiittung des GH (Hartmann et al., 1993, Smith et al.,
1996). Eine Alternative wire die Verwendung von GH-Secretagogues, die neben
einer intravendsen, subkutanen und intranasalen Anwendung auch oral verfligbar
sind, und eine eher physiologische Ausschiittung von GH mit Pulsation sowie
zirkadianer Rhythmik bewirken. GHS sind auch dem GHRH vorzuziehen, da sie eine
stirkere Antwort der GH-Sekretion bewirken und weniger Nebeneffekte haben.
Zudem fand man bei kontinuierlicher GHS-Gabe eine Desensibilisiererung der GH-
Antwort nur in bezug auf die Amplitudenhohe, nicht jedoch in einer Abnahme der
Frequenz der pulsativen Ausschiittung (Jaffe et al., 1993).

Indiziert ist eine Therapie mit GH bei Patienten mit hypothalamisch-hypophyséren
Erkrankungen und auch bei pariellem Ausfall des Hypophysenvorderlappens. Bei
Restfunktion der Hypophyse wire alternativ eine Therapie mit GHS moglich.

Noch fraglich ist die Therapie mit GH bzw. GHS bei Patienten auf Intensivstationen
mit negativem Katabolismus, mit ,,Wasting Syndrom* bei AIDS, mit dilatativer
Kardiomyopathie oder auch bei alternden Menschen. Bei GH-Mangel im Alter ist z.B.
keine Uberstimulation zu erwarten, da dort ein normaler negativer Feedback des GH-
Systems zur Verfiigung steht.

Bekannte Nebenwirkungen der GHS-Therapie sind eine geringe dosisabhéngige
Prolactin-, ACTH-und Cortisolausschiittung, wobei diese Nebenwirkungen von einer

intakten Hypothalamus-Hypophysen-Achse abhéngig sind (Hickey et al., 1996).
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6. Zusammenfassung

Nachdem Anfang der 80er Jahre synthetische Hexapeptide in Ableitung vom Met-
Enzephalin entwickelt worden waren, die wirkungsvoll die pulsative Ausschiittung
von GH durch die Hypophyse anregen konnten, wurden nach und nach die Effekte
dieser sogenannten GH-Secretagogues entschliisselt. 1996 konnte der G-Protein
gekoppelte GHS-Rezeptor kloniert werden. Dabei wurden zwei Splicing-Varianten
der c-DNS des Rezeptors beschrieben: GHS-R 1a und 1b. Erst 1999 wurde der
endogene Ligand des GHS-R, das Ghrelin identifiziert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mit Hilfe molekularbiologischer Arbeitsweisen die
genomische Struktur der beiden GHS-R-Subtypen genauer zu charakterisieren und die
Promotorregion zu identifizieren. Durch ein PCR-Poolscreening und nichtradioaktive
Detektionsmethoden wurde eine menschliche genomische Plazenta-Genbank mit
einer fir beide Rezeptorsubtypen spezifischen DNS-Sonde untersucht. Ein
gemeinsamer positiver Klon von 18kb konnte detektiert werden, so dass
Sequenzierungs- und Trans-fektionsexperimente angeschlossen werden konnten.

Das den GHS-R kodierende Gen zeigte sich ca. 4,1 kb groB. Typ 1a ist von zwei
Exons kodiert, der kiirzere Typ 1b dagegen nur von einem Exon.Die Transkriptions-
faktorbindungsstelle zeigte sich an Position -227 der 5°-flankierenen Region.

Zur Untersuchung transkriptional aktiver Elemente wurden ca. 2 kb der 5°-
flankierenden Region sequenziert. Die transkriptionale Regulation wurde durch
Transfektionsexperimente in GH4-Rattenhypophysenzelllinien untersucht, indem
Promotorkonstrukte mit GroBen von 168 bp bis 1745 bp verwendet wurden.

So sollte ein Beitrag zum besseren Verstindnis der komplexen Regulations-

mechanismen von Wachstumshormon in der Hypophyse geleistet werden.
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