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Einleitung

1 Einleitung

Eines der Hauptanliegen der Humangenetik besteht darin, umfassende
Informationen Uber Struktur und Funktion des Erbmaterials des Menschen zu
sammeln. Mittlerweile ist durch die Arbeit des Human Genome Project das
humane Genom nahezu vollstandig kartiert, und die meisten exprimierten
Sequenzen und bekannten Gene sind lokalisiert, wobei deren Funktionen
groldtenteils noch unbekannt beziehungsweise unzureichend erforscht sind.
Deshalb wird in den folgenden Jahren der physikalischen Anordnung der Gene im
menschlichen Genom eine Analyse der jeweiligen Genfunktionen folgen. Von
besonderem Interesse sind hierbei Gene, die mit spezifischen Syndromen oder
Krankheitsbildern assoziiert werden kdnnen. Durch die ldentifizierung solcher
krankheitsassoziierter Gene kann man ein besseres Verstandnis der molekularen
und physiologischen Grundlagen von Krankheiten erhalten. Dadurch kdnnen sich
neue oder verbesserte Moglichkeiten in der Diagnostik entwickeln, und langfristig
konnte dies zu erfolgversprechenden Therapieansatzen flr genetisch bedingte

Erkrankungen fuhren.

1.1 Identifizierung von menschlichen Krankheitsgenen

Es wird vermutet, dal® das menschliche Genom ungefahr 20.000 bis 25.000
protein-kodierende Gene umfalt und nicht wie bisher angenommen 30.000 bis
40.000 (Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Hochstwahrscheinlich
werden nicht alle Gene mit Krankheitsbildern assoziierbar sein, da viele Gene eine
zentrale Rolle wahrend der Embryonalentwicklung spielen und ihr Funktionsverlust
letal ist. Bei anderen Genen besteht die Mdglichkeit der funktionellen Redundanz,
so dall keine Veranderung des Phanotyps auftritt. Neben diesen protein-
kodierenden Genen existiert vermutlich die doppelte Anzahl von ,Genen®, welche
fur sogenannte non-messenger RNAs kodieren (Eddy, 2001). Diese RNAs werden
nicht in Proteine translatiert, sondern agieren beispielsweise als regulatorische
antisense RNAs und beeinfluBen die Transkriptionseffizienz entsprechender
sense mMRNAs (Wutz et al.,, 1997). Sie kénnen allerdings auch an die mRNA

binden und posttranskriptionelle Ereignisse, wie beispielsweise Spleilien (Munroe
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et al., 1991), RNA Transport (Okano et al., 1991) und die Stabilitdt von mRNA im
Zytoplasma (Hildebrandt und Nellen 1992), beeinfluRen. Mutationen in solchen
non-messenger RNAs konnten z.B. bei Patienten mit spinozerebellarer Ataxie Typ
8 (SCA8) nachgewiesen werden. Vermutlich reguliert die antisense RNA die
Expression des KLHL1 (Kelch-like 1) Gens (Nemes et al., 2000), das als Aktin-
bindendes Protein beschrieben worden ist (Kim et al., 1999).

Bei genetische verusachten Erkrankungen kann man grundsatzlich zwischen
monogenen, polygenen, multifaktoriellen und chromosomalen Ursachen
unterscheiden.

Monogene Erkrankungen werden durch Defekte in einem einzelnen Gen
verursacht. Die haufigsten monogenen Erkrankungen sind die cystische Fibrose
(CF) (Inzidenz: 1:2.000) und die Muskeldystrophie Typ Becker (BMD) und
Duchenne (DMD) (Inzidenz: 1:3.500).

CF wird durch Mutationen im CFTR Gen (Cystic-Fibrosis-Transmembrane-
Conductance Regulator) verursacht, das auf Chromosom 7q31.2 lokalisiert ist
(Park et al., 1987). Liegt bei dieser progredienten Erkrankung das Protein in einer
mutierten Form vor, kommt es zu einem gestdrten Elektrolyt- und Wassertransport
in der Zellmembran (Santis et al., 1990).

Die Muskeldystrophien vom Typ Becker und Duchenne werden X-chromosomal
vererbt, so dal® nur mannliche Trager der Mutation erkranken. Als
Muskeldystrophie bezeichnet man einen krankhaft fortschreitenden Schwund von
Muskelgewebe. Die genetischen Ursachen beider Erkrankungen sind Mutationen
im Dystrophin Gen. Dystrophin ist ein Eiwei3, welches wichtig fur den
Stoffwechsel der Muskeln wichtig ist.

Weitaus komplizierter ist die Situation bei polygenen Krankheiten, wie z.B. bei
Alzheimer, Schizophrenie oder Diabetes Typ 1 und 2. Eine Phanotyp-Genotyp-
Korrelation bei einer polygenen Erkrankung herzuleiten, ist wesentlich schwieriger
als bei einer monogenen Krankheit.

Bei den multifaktoriellen Erkrankungen Uben verschiedene Faktoren wie
genetische Veranlagung, Umweltfaktoren und im Laufe des Lebens erworbene
Veranderungen des genetischen Materials, einen Einfluld auf die
Krankheitsentwicklung aus. Zu den multifaktoriell bedingten Erkrankungen zahlen

beispielsweise Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs.
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Dariber hinaus  kénnen  genetisch  bedingte  Erkrankungen  durch
Chromosomenaberrationen, Stdérungen der Chromosomenzahl oder —struktur,
verursacht werden.

Die nachfolgenden Kapitel und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beschaftigen
sich ausschlielich mit Kandidatengenen fir monogene Erkrankungen.

Generell gibt es zwei haufig verwendete Methoden zur Identifizierung von
krankheitsassoziierten Kandidatengenen. Das ist einerseits die funktionelle
Klonierung und andererseits die positionelle Klonierung.

Bei der funktionellen Klonierung versucht man ein unbekanntes Krankheitsgen
basierend auf seiner biochemischen Funktion zu identifizieren. Nach der Isolation
des betreffenden Proteins kann man dieses sequenzieren und verschiedene
Oligonukleotidkombinationen fur die gering degenerierten Abschnitte der
betreffenden Aminosauresequenz synthetisieren. Mittels dieser Oligonukleotide
konnen anschlieend spezifische cDNA Klone aus entsprechenden Banken
isoliert werden, mit denen man dann genomische Banken untersuchen kann. Eine
andere Moglichkeit ist die Herstellung eines spezifischen Antikorpers (AK) gegen
das isolierte Protein. Fur diese Analyse werden verschiedene cDNA Klone aus
entsprechenden Geweben in Expressionsvektoren kloniert, und der spezifische
AK sollte dann das Protein, translatiert vom gesuchten cDNA Klon detektieren.

Bei der positionellen Klonierung ist lediglich die genomische Region bekannt, in
der das krankheitsassoziierte Gen lokalisiert ist. Die Eingrenzung dieser
genomischen Region kann auf verschiedene Arten durchgefihrt werden.

Am haufigsten verwendet man Kopplungsanalysen, bei denen die Segregation
von polymorphen Markern mit dem pathologischen Phanotyp analysiert werden (s.
auch Kapitel 1.2). Andere Moglichkeiten der positionellen Klonierung stellen
zytologenetische Analysen von chromosomale Anomalien wie Deletionen oder

chromosomale Translokationen dar (s. auch Kapitel 1.8).
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1.2 ldentifizierung von Kandidatengenen flir monogene

Erkrankungen mittels Kopplungsanalysen

Eine Mdglichkeit monogene Krankheitsursachen zu bestimmen ist die genetische
Kartierung mittels Kopplungsanalyse in Familien mit einem oder mehreren
betroffenen Patienten. Sie beruht darauf, da® man versucht herauszufinden, wie
haufig zwei Loci durch die meiotische Rekombination voneinander getrennt
werden. Diese Rekombinationshaufigkeit, auch als Rekombinationsfrequenz
bezeichnet, legt den Abstand zwischen zwei Loci fest (gemessen in centiMorgan
(cM)). Je naher zwei Gene beieinander liegen, desto seltener werden sie durch
meiotische Rekombination voneinander getrennt (White and Lalouel, 1988). Diese
Gene werden nicht rekombiniert, d. h. gekoppelt als sogenannter Haplotyp an die
Nachkommen weitergegeben.

Fur die Kopplungsanalysen von Familien mit Erbkrankheiten benotigt man
sogenannte Marker, die sich Uber das gesamte Genom verteilen. Diese
genetischen Marker sind mendelnde Merkmale und missen einen hohen Grad an
Polymorphismen aufweisen, damit eine zufallig ausgewahlte Person heterozygot
fur diesen DNA Abschnitt ist. Das Gen mit dem spezifischen Defekt, das fur die
Erbkrankheit verantwortlich sein sollte, wird bei allen betroffenen Mitgliedern der
Familie mit einem bestimmten Marker gekoppelt vererbt. Anfangs dienten zur
Kartierung nur eingeschrankt brauchbare Marker, wie z. B. verschiedene
Blutgruppenantigene, die allerdings nur in geringer Anzahl im Genom vorkommen.
Dies anderte sich, nachdem Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen
(RFLPs) als Marker eingesetzt wurden. Mit Hilfe dieser RFLPs war es erstmals
mdglich, eine genetische Karte des humanen Genoms zu erstellen (Donis-Keller
et al, 1987). Allerdings hatten diese Marker nur einen geringen
Informationsgehalt, da die meisten RFLPs oft nur zwei Allele aufweisen
(Nakamura et al., 1987). Dasselbe Prinzip von Restriktionsverdau und Southern
Blot, das bei der Kartierung mit RFLPs verwendet wurde, wurde auch bei der
nachsten Generation von Markern verwendet, den VNTR-Markern (variable
number of tandem repeats) (Nakamura et al., 1987). Diese Repeats setzen sich

aus einer variablen Anzahl sich tandemartig wiederholender DNA-Sequenzen
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zusammen. Sie sind zwar hoch polymorph aber hauptsachlich in Zentromer- und
Telomerregionen lokalisiert, so dald sie in vielen Fallen nicht hilfreich waren
(Vergnaud et al., 1989). Daraufhin verwendete man sogenannte Mikrosatelliten
oder STR-Marker (Short Tandem Repeats). Es wurde festgestellt, dal} diese
repetetiven DNA-Sequenzen bei verschiedenen Individuen variabel sind und
mittels PCR Analyse einfach nachweisbar sind (Tautz,1989; Litt und Luty,1989).
Momentan sind sogenannte ,Single Nucleotide Polymorphisms® (SNPs) die
Marker der Wahl, da sie sehr haufig sind, Uber das gesamte Genom verteilt
vorkommen (Wang et al., 1998) und ebenfalls mittels PCR Analysen
nachgewiesen werden kdnnen.

Kopplungsanalysen beruhen auf dem Prinzip, dal® Geschwisterkinder oder andere
Familienangehdrige mit gleichen Phanotypen in der genomischen Region, in der
ein .Krankheitsgen* liegt, die gleiche, genetisch gekoppelte
Rekombinationsvariante geerbt haben sollten. Somit bestande eine Kopplung
zwischen dem Phanotyp und dieser genomischen Region. Die zugrunde liegende
Annahme bei der Kopplungsanalyse ist, dal3 bei einem Crossing Over zwischen
zwei Loci eine maximale Rekombinationsfrequenz von 50% vorliegt. Dies liegt
daran, dal} bei einem Crossing Over immer nur zwei der vier Chromatiden beteiligt
sind. AuRerdem ergibt sich auf Grund der freien Rekombinierbarkeit von Loci auf
unterschiedlichen Chromosomen ebenfalls eine maximale Rekombinationsrate
von 50%. Daruber hinaus hat man festgestellt, dald ein Crossing Over nicht mit
gleicher Wahrscheinlichkeit an jeder Stelle im Genom zu erwarten ist. Stattdessen
wurde beobachtet, dal® es sogenannte hot spots of recombination gibt, in denen
Rekombinationen gehauft auftreten (Bryda et al. 1992). Au3erdem finden Doppel-
Crossing Overs wesentlich seltener statt als statistisch zu erwarten ware, denn ein
schon vorhandenes Crossing Over fuhrt dazu, dal® weitere Crossing Overs
verhindert werden. Dieses Phanomen ist auch als Chiasma-Interferenz bekannt
(Ott, 1991).

Deswegen verwendet man heutzutage die Zwei-Marker-Kartierung, bei der der
sogenannte Lod-Wert das statistische Mal} fur die Kopplung zweier Genloci ist.
Bei dieser Methode wird die Wahrscheinlichkeit, dal3 die beobachtete Segregation
von genetischen Merkmalen in einer Familie auf freier Rekombination zwischen
den beteiligten Loci beruht, mit der Wahrscheinlichkeit flr die beobachtete

Konstellation unter der Annahme verglichen, dal die relevanten Gene gekoppelt

10
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sind. Der daraus resultierende Wahrscheinlichkeitsquotient (der ,odds® fir die
Kopplung) wird als dekadischer Logarithmus (Log of Odds: Lod) angegeben. Ein
Lod-Wert kleiner als -2 schliel3t Kopplung zweier Loci aus, und ein Lod-Wert
groBer als +3 gilt als Beweis fur Kopplung. Die Wahrscheinlichkeit, dal} zwei X-
chromosomale Loci gekoppelt sind, ist viel groRer als fur beliebige Loci
unbekannter Lokalisation, weshalb ein Lod von +2 flr ausreichend angesehen
wird, um Kopplung zu beweisen. Mit dieser Methode kann man auch
Kopplungsanalysen in Familien durchfuhren, bei denen keine 100%ige Penetranz
des Phanotyps vorliegt, oder die Phase unklar ist, also die Zuordnung der Allele zu
einzelnen Chromosomen oder Haplotypen. Darlber hinaus kann man die
Ergebnisse verschiedener Familien zu einem Gesamt Lod-Wert kombinieren.
Neben der Zwei-Marker-Kartierung wird immer haufiger die Multimarker-Kartierung
verwendet. Mit dieser Methode lassen sich Kopplungsanalysen effizienter
durchfuihren, wenn man gleichzeitig die Daten von mehr als zwei Loci analysieren
mochte. Daruber hinaus ist der Informationsgehalt einzelner Marker innerhalb
einer Familie oftmals unterschiedlich. Die gleichzeitige Analyse der Marker
relativiert dieses Ungleichgewicht. Der wichtigste Unterschied zur Zwei-Marker-
Kartierung besteht darin, dal} die Reihenfolge der Marker und ihre genetischen
Abstande berucksichtigt werden mussen. Diese Kartierungen werden von
speziellen Computerprogrammen analysiert.

Kopplungsanalysen mit mehreren Familien, deren betroffene Familienmitglieder
einen ahnlichen Phanotyp aufweisen, sind geeignet, um die Lokalisierungsdaten
eines krankheitassoziierten Gens sicher einer genomischen Region zuzuordnen,
bevor mit einer Mutationsanalyse des betroffenen Gens begonnen wird. Dies ist
sinnvoll, wenn die einzelnen Familien zu klein sind und man davon ausgehen

kann, dal} es sich um Defekte desselben Gens handelt.

1.3 Pathologische Mutationen

Prinzipiell kann man drei verschiedene Mutationsarten unterscheiden, namlich die
Basensubstitution, bei der ein Nukleotid durch ein anderes ersetzt wird, die
Deletion, bei der ein oder mehrere Nukleotide aus der Sequenz entfernt werden,
und die Insertion, bei der ein oder mehrere zusatzliche Nukleotide in die Sequenz

11
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eingefigt werden. Solche Sequenzveranderungen kdnnen exogene Ursachen
haben, wie Mutagene (z.B. radioaktive Strahlung), aber auch endogene Ursachen,
z.B. DNA-Replikationsfehler.

Bei einer Basensubstitution mu® man zwischen einem kausativem und einem
nicht kausativen Austausch von Nukleotiden unterscheiden. Ein kausativer
Austausch fihrt zu einer veranderten Aminosaure des Genproduktes, wahrend
das Genprodukt bei einer nicht kausativen oder stillen Mutation unverandert bleibt.
Grundlage fur die Existenz von stillen Mutationen ist die Tatsache, dal} der
genetische Kode degeneriert ist, also eine Aminosaure von mehreren Tripletts
kodiert wird. Allerdings betrifft dies nur die letzte Position des Tripletts, bei der eine
genaue Basenpaarung des Antikodons mit der tRNA nicht notwendig ist. Dieses
Prinzip bezeichnet man als sogenannte Wobble Hypothese (Crick, 1966). Die
Wobble Hypothese erklart gleichzeitig, warum es nicht 61 sondern nur 48
verschiedene Antikodons gibt (Alberts et al., 2002). Nukleotidaustausche an der
dritten Position des Tripletts sind oft nicht kausative Austausche.
Nukleotidaustausche an der ersten oder zweiten Stelle des Tripletts dahingegen
fuhren haufig zu einer veranderten Aminosaure. Diese Veranderungen mussen
nicht zwangslaufig pathologisch sein. Wird jedoch eine saure Aminosaure gegen
eine basische Aminosaure ausgetauscht, oder eine negativ geladene Aminosaure
gegen eine positiv geladene, so kann es zu einer Konformationsédnderung
beziehungsweise einer veranderten Bindungsaffinitat des Proteins kommen, was
letztendlich eine veranderte Proteinfunktion oder einen Funktionsverlust zur Folge
haben kann (Bolhuis et al., 1993; Spacey et al., 2004,).

Daruber hinaus gibt es auch stille Mutationen, die bei verschiedenen Individuen
einer Population auftreten und zu keiner Anderung einer Aminosaure fiihren.
Nukleotidaustausche treten allerdings wesentlich haufiger in den nichtkodierenden
Bereichen des Genoms, also in Introns und Pseudogenen auf. Dartber hinaus gibt
es auch Nukleotidaustausche, die zu einer veranderten Aminosaure fuhren,
welche jedoch die Funktion des Proteins nicht pathologisch beeinflult. Diese nicht
pathologischen Nukleotidaustausche werden unter dem Sammelbegriff
Polymorphismen zusammengefalit.

Des Weiteren sind verschiedene Substitutionsmutationen beschrieben worden, die
Spleikdonor- oder Spleildakzeptorstellen zerstoren. Prinzipiell kdnnen solche

Formen der Mutation zwei Effekte verursachen. Eine Folge solcher Mutationen ist,

12



Einleitung

dall ein Exon beim Spleilen Ubersprungen wird. Diese Form von Mutation kann
dazu fuhren, dal} wichtige funktionelle Domanen des Proteins teilweise oder auch
ganzlich fehlen. Aber auch wenn keine funktionellen Domanen zerstort sind, kann
es zu einer Konformationsanderung des Proteins kommen, welche wiederum eine
Veranderung der Funktion zur Folge haben kann. Dadurch kdnnen beispielsweise
bestimmte Regionen des Proteins, die fur spezifische Interaktionen mit anderen
Proteinen wichtig sind, nicht mehr zuganglich sein. Die andere Mdglichkeit besteht
darin, daf® ein Nukleotidaustausch an der Spleil3akzeptor- oder Spleilddonorstelle
zur Aktivierung einer kryptischen Splei3stelle im Intronbereich fihrt. Diese
kryptischen Spleilstellen sind den konservierten Splei3stellen ahnlich, werden
aber normalerweise nicht vom Splei3system benutzt. Durch die Aktivierung einer
solchen kryptischen Spleillstelle kommt es zur Inkorporation von Teilen
intronischer Sequenzen. Diese Art von Mutation kann drei unterschiedliche Folgen
haben. Zum einen kann die Insertion der Intronsequenz dem Leseraster konform
stattfinden, dann werden zusatzliche Aminosauren in das resultierende Protein
eingebaut. Diese Modifikation des resultierenden Proteins kann dadurch entweder
toxisch sein, eine veranderte Interaktion mit anderen Proteinen zeigen, oder aber
eine Vvollig neue Funktion aufweisen. Zum anderen besteht aber auch die
Moglichkeit, daly die Modifikation an einer Stelle des Proteins auftritt, die keine
Veranderung seiner Funktionalitat hervorruft.

Eine weitere Madglichkeit einer Spleil3stellenmutation besteht darin, da® das
gesamte Intron wie eine exonische Sequenz abgelesen und komplett in die
resultierende mRNA eingebaut wird. Auch hier ist es wichtig, ob es zu einer
Leserasterverschiebung kommt und, wenn dies der Fall ist, an welcher Stelle das
vorzeitiges Stopkodon liegt. Wird das Intron dem Leseraster konform eingebaut,
kann es wieder zur Veranderung von funktionellen Domanen kommen,
beziehungsweise zu Konformationsanderungen des Proteins mit entsprechenden
Funktionsverlusten oder Funktionsgewinnen (Strachan und Read, 1996).

Eine spezielle Form der Nukleotidsubstitution ist die sogenannte Nonsense-
Mutation. Bei dieser Mutation wird ein Nukleotid so ausgetauscht, da} ein
Stopkodon entsteht. Auf Grund dieses Stopkodons hort die Translation an dieser
Stelle der Sequenz auf, und es kommt zu einem trunkierten Protein. Je nachdem
an welcher Stelle der Sequenz diese Mutation auftritt, kommt es zu einem Abbau

des Transkriptes durch Nonsense mediated mMRNA decay (NMD). Transkripte,
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deren Stopkodons auf Grund von Nonsense Mutationen mehr als 50 Bp
stromaufwarts vom letzten Intron-Exon-Ubergang liegen, werden durch den NMD
Mechanismus erkannt und abgebaut (Hentze und Kuloznik, 1999). Dieser
Mechanismus dient der Zelle zum Schutz vor trunkierten und potentiell toxischen
Proteinen. Ist das betroffene Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert, kommt es bei
mannlichen Betroffenen meistens zu einem Funktionsverlust dieses Gens. Bei
weiblichen Individuen ist dies durch das Phanomen der X-Inaktivierung etwas
komplexer. Durch die Inaktivierung eines X-Chromosoms wird gewahrleistet, dal}
weibliche Individuen die gleiche funktionelle Gendosis wie mannliche Individuen
besitzen. Das inaktivierte X-Chromosom entwickelt sich zum sogenannten Barr-
Korperchen (Barr und Carr, 1961) Normalerweise ist diese Inaktivierung zufallig.
Gibt es jedoch in einem X-chromosomalen Gen eine Mutation, die einen negativen
Einfluly auf die Genfunktion auslbt, dann kann es zu einer sogenannten schiefen
X-Inaktivierung kommen. Bei der schiefen X-Inaktivierung findet keine zufallige
Inaktivierung mehr statt. Vielmehr wird ein X-Chromosom préaferentiell inaktiviert.
Dieses Phanomen wurde erstmalig bei Konduktorinnen des Fragilen X Syndroms
beschrieben. Bei einigen Tragerinnen der Mutation ist der pathologische Phanotyp
weniger stark ausgepragt oder gar nicht vorhanden, da die Mutation zu einer
praferentiellen X-Inaktivierung zu Gunsten des nicht mutierten X-Chromosoms
fuhrt (Heine-Suner et al., 2003). Eine weitere Moglichkeit, dal®3 bei Frauen ein
gemaligter pathologischer Phanotyp auftritt, betrifft die Mutation von Genen, die
der X-Inaktivierung entkommen. Gene, die diesem Mechanismus entkommen
zeigen eine geringere Methylierung im Bereich ihrer Promotoren, verglichen mit
Genen die dem Mechanismus unterliegen (Fillipova et al., 2005). Daruber hinaus
zeigen Gene die der X-Inaktivierung entkommen Unterschiede bei der zeitlichen
Koordinierung der Replikation und eine veranderte Methylierung der Histone
(Disteche et al., 2002). Eine Mutation in einem solchen Gen wurde dazu fuhren,
dall sowohl die mutierte als auch die nicht mutierte Kopie des Gens transkribiert
wird. Dies hatte zur Folge das 50% des Genproduktes normal ware und die
Auspragung des pathologischen Phanotyps, im Vergleich zu einem mannlichen
Trager der gleichen Mutation, schwacher ausgepragt sein kann (Brown and
Greally, 2003).
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Prinzipiell ist auf Grund der zufalligen Inaktivierung des X-Chromosoms ein
pathologischer Phanotyp bei X-chromosomalen Mutationen bei weiblichen
Individuen meist geringfugiger ausgepragt.

Nonsense-Mutationen, die autosomale Gene betreffen, mussen nicht unbedingt
einen pathologischen Phanotyp verursachen, da oftmals die Funktion des nicht
mutierte Allels auf dem homologen Chromosom ausreicht. Dieses Phanomen
kann man bei vielen autosomal rezessiven Erkrankungen beobachten. Als Beispiel
kann man hier das Tay Sachs Syndrom anfuhren. Das Tay Sachs Syndrom wird
durch Mutationen im Hexosaminidase A Gen (HEXA) verursacht, die allerdings im
homozygoten Zustand vorliegen miussen (Myerowitz und Costigan, 1988). Es
kann auch zu einer sogenannten Haploinsuffizienz kommen, bei der 50% des
Proteins nicht ausreichend sind, um die entsprechende Funktion des Proteins
auszuuben. Ein Beispiel hierfir ist SOX9: auch wenn nur ein Allel von der
Mutation betroffen ist kommt es zum Krankheitsbild der kampomelen Dysplasie
(Wagner et al., 1994).

Neben den Substitutionen treten auch Deletionen oder Insertionen von
Nukleotiden auf. Meistens fuhren Deletionen und Insertionen zu einer
Verschiebung des offenen Leserasters. Diese Verschiebung resultiert dann oft in
der Bildung eines vorzeitigen Stopkodons. Prinzipiell koénnen solche
Leserasterverschiebungen entweder zu einem C-terminalen trunkierten Protein
fuhren oder zum Abbau des Transkripts durch NMD. Auch bei diesen Mutationen
ist ausschlaggebend, ob das Gen X-chromosomal oder autosomal lokalisiert ist
und der Trager der Mutation mannlich oder weiblich ist. Demzufolge kommt es
entweder zu einem Funktionsverlust, zu Haploinsuffizienz oder zu keinem
pathologischen Phanotyp.

Es qgibt aber auch Insertionen, bei denen Tripletts inseriert werden. Diese
Insertionen fuhren nicht zu einer Leserasterverschiebung, sondern die normale
Aminosauresequenz wird entsprechend der Insertion um eine oder mehrere
Aminosaure verlangert. Ein Beispiel hierfur ist das Huntingtin Gen. Die Expansion
eines CAG Tripletts im kodierenden Bereich des Gens fuhrt zum Funktionsverlust
des translatierten Huntingtin Proteins. Pathogen ist diese Mutation, wenn ein
kritischer Wert der Triplettanzahl Uberschritten wird. Der pathologische Phanotyp
wird wahrscheinlich durch Aggregation des mutierten Proteins verursacht (Walling
et al., 1998).
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Alle diese minimalen Veranderungen im Genom sind mit den zytologenetischen
Methoden nicht nachweisbar (siehe Kapitel 1.8) und muissen deswegen Uber
sogenannte Kopplungsanalysen innerhalb der betroffenen Familien nachgewiesen

werden (s. Kapitel 1.2).

1.4 Geistige Behinderung

Laut Internationaler Klassifikation der Krankheiten (International Classification of
Disease: ICD) wird geistige Behinderung als ein Zustand verzdgerter oder
unvollstandiger Entwicklung von geistigen Fahigkeiten definiert. Besonders
betroffen sind die Fahigkeiten, die wahrend der Entwicklung bis zum 18.
Lebensjahr erworben werden, wie Kognition, Sprache, motorische und soziale
Fahigkeiten. Geistige Behinderung kann allein auftreten oder zusammen mit
anderen Symptomen. Generell Uberprift man den intellektuellen Status einer
Person mit standardisierten Intelligenztests, wie beispielsweise dem Raven-Test
und dem Hamburg-Wechsler-Intelligenztest, die dem jeweiligen Alter der
Versuchsperson angepalfdt sind. Der Hamburg-Wechsler-Intelligenztest ist ein
Verfahren zur Messung der allgemeinen Intelligenz, die bestimmt ist als die
Fahigkeit, sinnvoll zu handeln, vernlnftig zu denken und sich wirkungsvoll mit der
Umwelt auseinander zu setzen. Er untergliedert sich in einen sprach- und in einen
handlungsbezogenen Teil. Der Raven-Test ist dagegen ein sogenannter
progressiver Matrizentest, der in erster Linie das Erfassen abstrakter Muster, das
Herstellen von Beziehungen zwischen Einzelelementen geometrischer Figuren
und die Fahigkeit zum systematischen Denken pruft. Im Gegensatz zum
Hamburg-Wechsler-Intelligenztest erfallt der Raven-Test die sprachfreien,
intellektuellen Fahigkeiten. Beide Testverfahren dienen der Ermittlung eines
spezifischen Intelligenzquotientens (1Q) Wertes. Liegt der 1Q Wert unter 70, dann
spricht man von Intelligenzminderung. Je niedriger der [IQ Wert, desto

ausgepragter ist die geistige Einschrankung (Tabelle 1)
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Tabelle 1: Einteilung der geistigen Behinderung

Grad der Behinderung Intelligenzquotient
Leichte geistige Behinderung 50-70
Moderate geistige Behinderung 35-50
Schwere geistige Behinderung 20-35
Sehr schwere geistige Behinderung <20

Diese Bemessung der geistigen Behinderung mittels Intelligenztest ist nur bei
leicht oder moderat geistig behinderten Personen anwendbar. Bei schwererer
geistiger Behinderung ist die DurchfiUhrung der Tests unmoglich, und die
Zuordnung des Grades der Behinderung erfolgt durch Einstufung zu bestimmten
kindlichen Entwicklungsphasen. Daruber hinaus werden bei der Diagnose der
geistigen Behinderung stets zusatzliche Faktoren berlcksichtigt, die das Verhalten
im taglichen Leben berlcksichtigen. Dies sind das Kommunikationsverhalten, die
Selbstversorgung, die Wohnsituation, das Sozialverhalten, die Benutzung der
Infrastruktur, die Fahigkeit zur Selbstbestimmung, die Sorge um die eigene
Gesundheit und  Sicherheit, schulische  Grundausbildung und die
Freizeitgestaltung. Zusatzlich zu der substantiellen Einschrankung der
intellektuellen Fahigkeiten mussen fur die Diagnose geistige Behinderung
mindestens zwei der oben genannten Bereiche des taglichen Lebens ebenfalls
von Einschrankungen betroffen sein (American Psychatric Association:
www.aamr.org). Insgesamt sind ungefahr 2-3% der Bevolkerung von geistiger
Behinderung betroffen (Chelly und Mandel, 2001). Die Ursachen fur geistige
Behinderung sind vielseitig und kénnen in funf Kategorien eingeteilt werden (s.
Tabelle 2).
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Tabelle 2: Ursachen von geistiger Behinderung

Kategorie Ursache

traumatische Einwirkungen z.B.: Gehirnblutungen, Sauerstoffmangel

und schwere Kopfverletzungen

pranatale und postnatale Infektionen z.B.: Rételn, Enzephalitis, Meningitis,
Cytomegalieviren, Toxoplasmose,

Listeriose und HIV Infektionen

Genetische Ursachen z.B.: Chromosomen Anomalien:
numerische (z.B. Down Syndrom) und
strukturelle Chromosomen Anomalien
(z.B. balancierte Translokationen)
Mutationen in einzelnen Genen:
Rett-Syndrom und die Phenylketonurie
(eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung, die zu einer Inaktivierung

des Abbaus von Phenylalanin fuhrt)

Umweltfaktoren und Ernahrung z.B.: Armut, schlechte soziale

Verhaltnisse und Unterernahrung

Toxine Alkohol und Drogen

1.5 Syndromale und nicht-syndromale geistige Behinderung

Bei der geistigen Behinderung unterscheidet man syndromale und nicht-
syndromale Formen. Die syndromale geistige Behinderung ist charakterisiert
durch das Auftreten von zusatzlichen dysmorphen, metabolischen oder
neurologischen Symptome zusatzlich zur geistigen Behinderung. Dem gegenuber
ist bei der nicht-syndromalen geistigen Behinderung die eingeschrankten,
intellektuellen Fahigkeiten das einzige phanotypische Merkmal (Gecz und Mulley,
2000).

Ein Beispiel fur syndromale geistige Behinderung ist das Coffin-Lowry Syndrom.
Patienten mit dieser Erkrankung zeigen neben mentaler Retardierung,
Minderwuchs, progrediente Skelettanomalien (Kyphoskoliose, Pectus carinatum

oder excavatum) und charakteristische faziale Dysmorphien. Coffin-Lowry
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Syndrom wird verursacht durch Mutationen im RSK2 (ribosomal S-6 kinase 2) Gen
(Trivier et al., 1996). Es agiert mdglicherweise als Proteinkinase, die Uber
Phosphorylierung CREB (cAMP response element binding protein) aktiviert
(Harum et al., 2001).

Im Gegensatz dazu sind bei der nicht-syndromalen geistigen Behinderung keine
zusatzlichen pathologischen Merkmale vorhanden. Das erste Gen, das als
Ursache fur nicht-syndromale geistige Behinderung identifiziert wurde, war das
Fragile Mental Retardation 2 Gen FMR2 (Gecz et al., 1996). Zuvor wurde bereits
das FMR1 Gen als Ursache des Martin Bell-Syndroms, auch als Fragiles X-
Syndrom bezeichnet, identifiziert. Die X-chromosomalen Bereiche in denen FMR1
und FMR2 lokalisiert sind, zeigen in zytologischen Praparaten, unter Verwendung
eines Mediums ohne Folat, bei Mutationen in einem der beiden Gene eine
Konstriktion und Instabilitdt des X-Chromosoms. Auf Grund dieser Tatsache
konnte FMR2 als ein weiteres Gen flr geistige Behinderung identifiziert werden.
FMR1 kodiert fur das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). Dieses
Protein kontrolliert unter anderem die Translation von neuronalen mRNAs (Feng et
al.,, 1997). FMRP ist ein wichtiger Bestandteil des Mechanismus der RNA
Interferenz und an der Translationskontrolle Uber Mikro-RNAs beteiligt (Brown et
al., 2001; Darnell et al., 2001; Jin et al., 2004). Des weiteren ist RAC1 ein
Interaktionspartner von FMRP und gemeinsam regulieren sie das Auswachsen
von dendritischen Verzweigungen (Greenough et al., 2001). Eine weitere
neuronale Funktion Ubt FMRP Uber die Interaktion mit CYFIP/Sra auf die
neuronale Plastizitat aus (Schenck et al., 2003). Zusammenfassend laf3t sich
feststellen, dal® FMRP wichtig zur Aufrechterhaltung der neuronalen Plastizitat ist
und mdglicherweise einen Einflull auf die Kontrolle der Translation spezifischer
MRNAs ausubt. Individuen mit Fragile X-Syndrom tragen meistens Mutationen im
CGG Repeat im untranslatierten 5’ Bereich des FMR1 Gens. Durch pathologische
Verlangerungen einer Sequenz aus Wiederholungen des Nukleotidtripletts
Cytosin-Guanin-Guanin (CGG-Repeat) kommt es zu einer Hypermethylierung der
Promotorregion und dadurch zu einer Inaktivierung des FMR1 Gens, die ihrerseits
einen Funktionsverlust des FMRP Proteins verursacht (Jin und Warren, 2003;
Willemsen et al., 2004). Genau wie bei FMR1 flhrt eine Erhéhung der Anzahl von
CCG Wiederholungen im untranslatierten 5" Bereich des FMR2 Gens zu dessen

Inaktivierung (Gecz et al., 1996).
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Die diagnostische Unterteilung zwischen syndromaler und nicht-syndromaler
geistiger Behinderung ist allerdings historisch bedingt. Gene, in denen Mutationen
zu nicht-syndromaler geistiger Behinderung fuhren, sind besonders
aufschlufdreich, da ihre Funktionsanalysen Hinweise auf die biologischen
Prozesse geben koénnten, die sich ausschlieBlich auf die Entwicklung von
kognitiven Fahigkeiten beziehen. Durch die Analyse von Genen, die nicht-
syndromale geistige Behinderung verursachen, kann man weitestgehend
ausschlielBen, dald die geistige Behinderung durch einen unspezifischen
Nebeneffekt verursacht wird. Im Gegensatz dazu wird, beispielsweise, die geistige
Behinderung bei der Phenylketonurie durch eine toxische Anhaufung von
Phenylalanin verursacht, die letztendlich die Entwicklung des Gehirns negativ
beeinflullt (Bowden and McArthur, 1972).

Mittlerweile sind etwas Uber 1200 Eintrage in OMIM vorhanden, die in
Zusammenhang mit geistiger Behinderung stehen, davon sind 282 Gene relevant,
da sie durch molekularbiologische Methoden identifiziert worden sind (Inlow und
Restifo, 2004). Mehr als 90 Eintrage stehen im Zusammenhang mit nicht-
syndromaler geistiger Behinderung. Zusammenfassend kann man festhalten, dal}
viele Gene einen direkten oder indirekten Einfluld auf die geistige Entwicklung
beziehungsweise auf die Gehirnentwicklung haben. Die funktionelle Analyse der
bereits beschriebenen Gene und die ldentifizierung neuer Gene, die mit dem
Phanotyp nicht-syndromaler geistige Behinderung assoziiert sind, ermdglichen
einen Einblick und ein besseres Verstandnis der molekularen Grundlagen, welche

die Entwicklung von kognitiven Fahigkeiten betreffen.

1.6 X-chromosomal vererbte geistige Behinderung (XLMR)

In den vorangegangenen Abschnitten wurde bereits dargestellt, dal} viele
verschiedene Ursachen zu geistiger Behinderung fuhren konnen. Bei der Analyse
von genetisch bedingten Faktoren fallt jedoch auf, dald geistige Behinderung bei
mannlichen Personen wesentlich haufiger auftritt. Daraus konnte man schliel3en,
dal eine groRe Anzahl von Genen, die eine Rolle bei der Entwicklung von
kognitiven Fahigkeiten spielen, auf dem X-Chromosom lokalisiert sein mussten
(Lehrke et al., 1972). Daruber hinaus war es wesentlich einfacher, X-
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chromosomale Gene zu identifizieren, die mit geistiger Behinderung assoziiert
sind, weil die Vererbung der X-chromosomalen krankheitsassoziierten Gene,
unabhangig ob sie dominant oder rezessiv vererbt, wesentlich leichter
nachzuvollziehen ist als eine autosomalen Vererbung. Die Identifizierung von
XLMR assoziierten Genen ist besonders interessant, da dies bei einer
Funktionsveranderung oder bei einem kompletten Funktionsverlust des
betroffenen Gens in einem mannlichen Individuum nicht von einer zweiten Kopie
des Gens kompensiert werden kann.

Ist die geistige Behinderung X-chromosmal vererbt, spricht man von X-
chromosomal vererbter, syndromaler geistiger Behinderung (S-XLMR) oder von X-
chromosomal vererbter, nicht-syndromaler geistiger Behinderung (NS-XLMR). Zur
Identifizierung und Charakterisierung von Genen, die ausschlieBlich fur die
Entwicklung von kognitiven Fahigkeiten wichtig sind, sind NS-XLMR Gene von
besonderem Interesse. Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind 20 Gene auf dem X
Chromosom identifiziert worden, deren Fehlfunktionen NS-XLMR verursachen
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Genetische Ursachen fur NS-XLMR

Gen Syndrom oder Funktion des resultierenden Referenz OMIM
zusatzliche Proteins Nummer

Symptome aul3er

MRX
ARHGEF6 Bis jetzt nicht Guanin Nukleotid Kutsche et 300267
beschrieben Austauschfaktor fir Rho al., 2000
GTPasen, der zusammen mit
Integrin Rac und cdc42
aktiviert. Diese Aktivierung
stimuliert das Wachstum von
Neuronen.
AGTR2 Zuruckbildung Angiotensin Il Rezeptor 2, der Vervoort et 300034
des Nervus im Gehirn exprimiert wird. al., 2002
opticus Funktion bislang unbekannt.
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Gen Syndrom oder Funktion des resultierenden Referenz OMIM
zusatzliche Proteins Nummer
Symptome aul3er
MRX
ARX Epilepsie; West Humanes Ortholog des D. Stromme et 300382
Syndrom; melanogaster Aristaless al., 2002
Partington Homeobox Gens Bienvenu et
Syndrom ARX ist ein al., 2002
Transkriptionsfaktor der unter Frints et al.,
anderem in Neuronen agiert. 2002
DLG3 Bis jetzt nicht Membran-assoziierte Tarpey et 300189
beschrieben Guanylat Kinase, die eine al., 2004
Verbindung zwischen
zwischen den Neuroligninen
und ihren Rezeptoren
herstellt. Wichtig fur die Gber
Rezeptoren vermittelte
synaptische Plastizitat.
ACSL4 Bis jetzt nicht Fettsdure CoA Ligase 4 Meloni et 300157
(FACL4) beschrieben Reguliert den lonentransport, al., 2002
z.B. von Kalzium.
FGD1 Aarskog-Scott Guanin Nukleotid Lebel etal., 305400
Syndrom Austauschfaktor (GEF) 2002
bindet spezifisch an die RHO
GTPase Cdc42 und aktiviert
diese. Stimuliert
wahrscheinlich das
Wachstum von Neuronen.
FTSJ1 Bis jetzt nicht S-Adenosyl-L-Methionin Freude et 300499
beschrieben abhangige Methyltransferase. al., 2004

Wahrscheinlich beteiligt an
der Methylierung spezifischer
tRNAs und somit wichtig fur

die Translation.
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Gen Syndrom oder Funktion des resultierenden Referenz OMIM
zusatzliche Proteins Nummer
Symptome aul3er
MRX
FMR2 Bis jetzt nicht Zellkern spezifisches Protein, Geczetal.,, 309548
beschrieben welches vermutlich die 1996
Transkription aktivieren kann.
GDI1 Bis jetzt nicht Rab GDI-Dissoziations D’Adamo et 300104
beschrieben Inhibitor. Wahrscheinlich an al., 1998
der Reifung von synaptischen
Vesikeln beteiligt.
ILLRAPL1 Bis jetzt nicht IL-1 Rezeptor Akzessorisches Carrie et al.,, 300206
beschrieben Protein 1999
MECP2 Rett Syndrom Methyl-CpG Bindeprotein. Gomot et 300005
Ubiquitar exprimierter al., 2003
Transkriptionsrepressor, der
auch neuronale Gene
abschaltet.
NLGN4 Autismus NLGN4 gehort zur Familie der Laumonnier 300427
Asperger Neuroligine, die wichtig fir die et al., 2004
Syndrom Entstehung von Synapsen
sind.
PAK3 Bisher nicht Serin/Threonin Proteinkinase, Allenetal., 300124
beschrieben die an aktivierte Formen von 1998
kleinen GTPasen bindet.
PAK3 reguliert die Ausbildung
des Aktinskeletts und
stimuliert das neuronale
Wachstum.
PQBP1 Southerland-Haan Polyglutamin Bindeprotein 1. Kalscheuer 300463
Syndrom; Spielt moglicherweise eine et al., 2003
Rennpening Rolle bei Spleilvorgangen
Syndrom spezifischer Gene.
RSK2 Coffin-Lowry Serin/Threonin Kinase, Merienne et 300075
Syndrom phosphoryliert CREB al., 1999
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Gen Syndrom oder Funktion des resultierenden Referenz OMIM
zusatzliche Proteins Nummer

Symptome aul3er

MRX
SLC6A8 Epilepsie Kreatin Transporter Gen Rosenberg 300036
et al., 2004
TMA4SF2 Bisher nicht Tetraspanin, Zemni et al., 300096
beschrieben Transmembranprotein. Spielt 2000

eine Rolle bei der Integrin-
vermittelten

Signaltransduktion.

JARID1C Zusatzlich Spielt eine Rolle bei Jensen et 314690
(SMCX) dysmorphische Umstrukturierungs-Vorgangen al., 2005

Merkmale des Chromatins.

ZNF41 Bisher nicht Transkriptionsregulator Shoichet et 314995
beschrieben al., 2003

ZNF81 Bisher nicht Transkriptionsregulator Kleefstra et 314998
beschrieben al., 2004

An Hand der aufgelisteten Gene wird deutlich, dald die X chromosomal vererbte,
geistige Behinderung aulerst heterogene Ursachen hat, und die Fehlfunktionen
der identifizierten NS-XLMR Gene sehr unterschiedliche biologische Vorgange
beeinflussen. Bei einigen der bisher identifizierten NS-XLMR Gene ist es moglich,
eine sinnvolle Zuordnung entsprechend ihrer Funktion vorzunehmen.

Eine solche Gruppe bilden die Gene, die eine funktionelle Rolle bei der durch
RHO-GTPasen vermittelten SignalUbertragung spielen. Ausgeldst wird diese
Signalkaskade durch extrazellulare Molekile (z.B. Hormone), die an
entsprechende Zellrezeptoren binden. Innerhalb der Zelle vermitteln RAS-
ahnliche Proteine der RHO-Familie die Weiterleitung des Signals. Diese
Ubertragungskaskade ist fiir die Entwicklung und das Wachstum von Neuronen
und neuronalen Fortsatzen von Bedeutung (Schmitz et al., 2000 und Brouns et al.,
2001).
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Machgeschalteter
Effe ktar

(z.B. PAK3)

Steuerung Aktin abhangiger Prozesse:

Migration, Adhision, Ablauf des Zellzyklus, Morphogenese,
Axonleitung Phagozytose etc.

(Ubersichtzartikel:Schmidt and Hall, 2002)

Abb.1: Schematische Darstellung der Signaltransduktion vermittelt, iber RHO GTPasen. In
blauer Schrift sind die verschiedenen Proteine dargestellt, die entweder direkt die Uber
RHO-GTPasen vermittelte Signaltransduktion aktivieren oder wie im Falle von PAK3 ein
nachgeschalteter Effektor sind. Mutationen in den entsprechenden Genen sind assoziiert
mit X-chromosomaler geistiger Behinderung. Dieser Signaltransduktionsweg ist unter
anderem involviert in das Wachstum von Neuronen und die Aufrechterhaltung der

synaptischen Plastizitat.

NS-XLMR Gene, die regulatorische Funktionen innerhalb dieses zellularen
Signaltransduktionsweges ausuben, sind: ARHGEF6, FGD1, GDI1, und PAKS.

ARHGEFG6 (alternative Genbezeichnungen: oPIX und Cool-2) und FGD1 sind
beides RHO-spezifische GEFs (Guanine exchange factors). ARHGEF6 ist ein
cytoplasmatisches RHO GEF Protein, das die RHO-GTPase durch Austausch des
gebundenen GDPs gegen GTP aktiviert (Feng et al., 2002). FGD1 fungiert

25



Einleitung

ebenfalls als Guanin Nukleotid Austauschfaktor (GEF), der RHO-GTPasen
aktiviert (Zheng et al.,1996).

GDI1 wird spezifisch in neuronalen Geweben exprimiert und reguliert die Aktivitat
von gehirnspezifischen RHO-GTPasen. Diese befinden sich in einem inaktiven
Status, wenn sie GDP gebunden haben und an der Plasmamembran lokalisiert
sind. GDI1 induziert die Ablésung der RHO-GTPasen von der Plasmamembran,
vermittelt die Umwandlung von GDP in GTP und Uberfuhrt somit die inaktiven
RHO-GTPasen in einen aktiven Status (D'Adamo et al., 1998).

PAKS ist eine Kinase, die wahrend der Gehirnentwicklung stark exprimiert ist. Sie
agiert in der Signalkaskade nach den RHO-GTPasen (Allen et al., 1998).
Zusammenfassend lalt sich feststellen, dal} alle diese MRX Gene in die
Ubertragung von extrazellularen Signalen via RHO-GTPasen involviert sind und
dal Mutationen in diesen Genen zu einer Fehlfunktion dieser Signalkaskaden
fuhren. Experimentelle Daten haben gezeigt, dal RHO-GTPasen wichtige
Faktoren fur das Wachstum von Neuronen sind (Kozma et al.,, 1997). Jegliche
direkte und indirekte Storung ihrer Funktion wirkt sich damit negativ auf die
Entwicklung und das Wachstum von Nervenzellen aus.

Ein weiteres NS-XLMR-Gen ist der Angiotensin Rezeptor 2 (AGTR2). Das AGTR2
Protein induziert ebenfalls eine Signalkaskade an der GTPasen beteiligt sind.
Jedoch kann man dieses Gen nicht zu der oben genannten Gruppe zuordnen, da
uber RAC, das ebenfalls zur RHO-Familie der GTP-bindenden Proteine gehort,
ein anderer Signaltransduktionsweg aktiviert wird, der letztendlich in der
Transkriptionsaktivierung von cJUN spezifischen Genen endet (Murasawa et al.,
2000).

Eine weitere Gruppe von NS-XLMR Genen ist entweder direkt oder indirekt an der
Regulation der Expression von Genen beteiligt. Zu dieser Gruppe gehoren: ARX,
MECP2, FRM2, ZNF41 und ZNF81.

ZNF41 und ZNF81 gehoren zur Familie der KRAB/FPB Zinkfingerproteine und
nehmen direkt Einflul auf die Genexpression. Sie sind ubiquitar exprimiert und
reprimieren die Transkription ihrer Zielgene, indem sie direkt an spezifische DNA
Abschnitte binden (Schultz et al., 2002). Im Gegensatz dazu beeinflussen ARX,
MeCP2 und FRM2 indirekt die Transkription durch Veranderung der
Chromatinstruktur. ARX ist ein Homeobox Protein, das aus einer sogenannten

Paired-Domane und einer C-terminalen Aristaless-Domane besteht. Es agiert als

26



Einleitung

Transkriptionsrepressor, der eine wichtige Rolle bei der embryonalen Entwicklung
spielt (Meijlink et al., 1999). Die genaue Funktion von FRM2 ist noch nicht
bekannt, jedoch weisen funktionelle Studien in Hefe und in Saugerzellen auf eine
Funktion als Transkriptionsaktivator mit Zellkernlokalisation hin (Hillman und Gecz,
2001). MeCP2 ist ebenfalls ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsrepressor, der
an CpG Dinukleotide bindet und als Komplex mit Sin3A und Histonacetylase die
Transkription verhindert (Amir et al., 1999).

Eine weitere Einteilung der NS-XLMR Gene in funktionelle Gruppen ist auf Grund
ihrer unterschiedlichen Funktionen nicht moéglich. Offenbar fiihren Stérungen der
verschiedensten zellularen  Funktionen zu nicht-syndromaler  geistiger
Behinderung. Dies konnen beispielsweise Storungen im Fettstoffwechsel sein,
verursacht durch Mutationen in ACSL4 (FACL4) (Meloni et al.,2002). Es kdnnen
aber auch Defekte im Kreatin Transporter SLC6A8 (Solute Carrier Family 6
Member 8), der den Austausch von Kreatin gegen phosphoryliertes Kreatin und
somit Energie fur die Skelett- und Herzmuskulatur bereitstellt, zu nicht-
syndromaler geistiger Behinderung fuhren (Rosenberg et al., 2004).

Bei der Auflistung der Gene, die mit nicht-syndromaler geistiger Behinderung
assoziiert sind (Tabelle 3), wird deutlich, dall die Halfte dieser Gene neben der
nicht-syndromalen geistigen Behinderung auch syndromale geistige Behinderung
verursachen konnen.

Ein Beispiel fur einen genetischen Defekt, der sowohl Ursache fir NS-XLMR als
auch fur S-XLMR sein kann, ist das Rett-Syndrom (RTT). Das Rett-Syndrom ist
eine schwere, progressiv fortschreitende, neurologische Entwicklungsstorung, die
hauptsachlich weibliche Personen betrifft (Hagberg et al., 2002). Bei dieser
Erkrankung kommt es nach einer normalen Entwicklung in den ersten 6 bis 18
Monaten zu einer Regression der Entwicklung, und die bis dahin erworbenen
Fahigkeiten werden wieder verlernt. Weitere typische Merkmale dieser Erkrankung
sind stereotype Handbewegungen, Verlangsamung des Schadelwachstums,
Verlust der Sprachfahigkeit, geistige Behinderung und motorische Stérungen
(Hagberg et al., 2002). Der genetische Defekt, der dieser Erkrankung zu Grunde
liegt, betrifft das Methyl CpG Bindeprotein 2 Gen (MECP2), das auf Xqg28
lokalisiert ist (Amir et al., 1999). MeCP2 bindet spezifisch an methylierte CpG
Nukleotide der DNA und interagiert mit SinA3 und einer Histon Deacetylase.

Dieser Komplex vermittelt die Deacetylierung von Histonen und somit durch
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Komprimierung des Chromatins die Repression der Expression von Zielgenen
(Jones et al., 1998). Neben der geistigen Behinderung sind weitere Symptome fur
RTT beschrieben worden, die eine Zuordnung in die Kategorie rechtfertigen.
Allerdings hat man mittlerweile auch Mutationen in MECP2 gefunden, die zu nicht-
syndromaler geistiger Behinderung fihren (Orrico et al., 2000 und Gomot et al.,
2003).

Ein weiteres Beispiel ist das RSK2 Gen, dessen Mutationen sowohl zu dem
Coffin-Lowry Syndrom (Coffin et al, 1966), gekennzeichnet durch
Skelettabnormalitaten und geistiger Behinderung, als auch zu nicht-syndromaler
geistiger Behinderung fuhren kdénnen (Merienne et al., 1999). Diese Beispiele
zeigen deutlich, dal® sowohl NS-XLMR als auch S-XLMR durch Fehlfunktion von
ein und demselben Gen verursacht werden konnen. Offensichtlich hangt die
phanotypische Auspragung mit der Lokalisation der Mutation innerhalb des
betroffenen Gens zusammen. Die Funktionsfahigkeit des resultierenden Proteins
kann durch verschiedene Mutationen unterschiedlich stark eingeschrankt
beziehungsweise aktiviert werden. Es konnen beispielsweise unterschiedliche
Domanen betroffen sein, so dal} die Interaktion mit dem jeweiligen Partner gestort
ist. Mutationen in einem Gen kdnnen dadurch unterschiedliche Phanotypen
erzeugen.

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dal® Fehlfunktionen in verschiedenen
Genen dasselbe Krankheitsbild verursachen.

Bis heute ist RTT als Erkrankung mit monogener Ursache beschrieben worden
und in 90% der Falle konnte die Diagnose RTT mit Mutationen in MECP2
assoziiert werden. Bei den verbleibenden 10% der Patienten konnte bislang keine
Mutation in MECP2 nachgewiesen werden (Erlandson et al., 2003 und Ariani et
al., 2004). Nach neuesten Erkenntnissen jedoch scheint RTT eine Erkrankung mit
heterogenen Ursachen zu sein. Kurzlich konnte gezeigt werden, dal} Mutationen
im CDKL5 Gen (auch als STK9 bezeichnet) atypisches RTT Syndrom verursachen
kénnen (Tao et al., 2004; Weaving et al., 2004).

Ein weiteres Beispiel daflr, dall zwei unterschiedliche Gene denselben
pathologischen Phanotyp verursachen konnen, ist die Lissenzephalie. Die
Lissenzephalie wird durch eine Migrationsstorung der kortikalen Neuronen

verursacht, die zu einer schweren Fehlbildung des Gehirns fihren. Als genetische
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Ursachen wurden Mutationen im Doublecortin X Gen (DCX) (Gleeson et al., 1998)
und im Lissenzephalie 1 Gen (LIS1) (Chong et al., 1996) gefunden.

1.7 ldentifizierung neuer Gene assoziiert mit nicht-syndromaler
XLMR (NS-MRX)

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Analyse der genetischen
Ursachen der X-chromosomal vererbten, geistigen Behinderung (XLMR) (siehe
Kapitel 1.6). Dieser Krankheit zugrunde liegende, genetische Defekte wurden
bereits in mehreren Genen nachgewiesen (siehe Tabelle 3). Damit ist gezeigt, dal®
es sich um eine aulderst heterogene Erkrankung handelt. Durch das European X-
linked Mental Retardation Consortium (EURO-MRX; Chelly, Paris; Frijns, Leuven;
Hamel, Nijmegen; Moraine, Tours; Ropers, Berlin) wurden Zellinien und DNA aus
Blutproben von Familien mit X-chromosomaler geistiger Behinderung gesammelt.
Bei einigen der untersuchten Familien konnten inzwischen genetische Defekte in
unterschiedlichen Genen nachgewiesen werden. Dennoch ist bei den meisten
Familien (ca. 80%), deren betroffene Mitglieder unter nicht-syndromaler geistiger
Behinderung leiden, der zugrunde liegende genetische Defekt noch nicht
identifiziert (Ropers et al., 2003).

Der Nachweis genetischer Ursachen fur nicht-syndromale geistige Behinderung ist
wesentlich schwieriger als der flir syndromale geistige Behinderung. Dies liegt
hauptsachlich daran, dall man die Kopplungsdaten von Familien mit nicht-
syndromaler geistiger Behinderung nicht zusammenfassend analysieren kann,
wahrend das bei syndromalen Formen moglich ist, wenn die anderen
pathologische Mekmale weitestgehends Ubereinstimmend sind. Deshalb ist die
Erforschung genetischer Ursachen fur nicht-syndromale geistige Behinderung erst
seit den letzten Jahren erfolgreich. Dies wurde ermdglicht durch die systematische
Auswertung der Kopplungsdaten einzelner Familien mit NS-XLMR, durch die
gezeigt werden konnte, dal® die Wahrscheinlichkeit Gendefekte in bestimmten
Regionen des X-Chromosoms zu finden, erhoht ist (Ropers et al., 2003). Die
systematische Mutationsnalyse von gehirnexprimierten Genen in diesen Regionen

bei betroffenen Mitgliedern gekoppelter Familien, fuhrte zur Identifikation mehrerer
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Gene, die in mutierter Form nicht-syndromale geistige Behinderung verursachen

kénnen (Ropers und Hamel, 2005).
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Abb.2A Verteilung und Gewichtung der Kopplungsintervalle unterschiedlicher Familien mit
X-chromosomal gekoppelter geistiger Behinderung (adaptiert aus Ropers et al.,
2003)
Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Gewichtung der
Kopplungsintervalle. Das Kopplungsintervall einer Familie ist als schwarzer, vertikaler
Strich gekennzeichnet. Je kirzer das Kopplungsintervall, desto starker ist seine
Gewichtung (rosa Viereck) beziehungsweise je langer das Kopplungsintervall, desto
geringer ist seine Gewichtung (blaues Viereck). Diese so fiur alle Familien ermittelte

Gewichtung der Kopplungsintervalle wurde in Form von Rechtecken mit gleichen
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Flacheninhalten vorgenommen, wobei die iberlappenden Kopplungsintervalle aufsummiert
wurden. Verbindet man die Oberkanten der Vierecke, erhdlt man bei genligend
Kopplungsintervallen eine Art Kurve, die die Gewichtungssumme der Kopplungsintervalle
darstellt (rot). Je geringer diese ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dal} in dieser Region
Gene lokalisiert sind, die in mutierter Form X-chromosomale geistige Behinderung
verursachen. Je hoher allerdings die Werte sind (Peak), desto wahrscheinlicher ist es, daf}
in dieser Region Gene lokalisiert sind, die in mutierter Form X-chromosomale geistige
Behinderung verursachen, da erheblich mehr betroffene Familien eine Kopplung in dieser
Region zeigen.
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Abb.2B: Verteilung und Gewichtung der Kopplungsintervalle unterschiedlicher Familien mit
X-chromosomal gekoppelter geistiger Behinderung (adaptiert aus Ropers et al.,
2003)

Schematische Darstellung der Verteilung und Gewichtung der Kopplungsintervalle von 156
Familien. Die griine Kurve reprasentiert das Ergebnis der Verteilung und Gewichtung fur
alle 156 Familien, wéhrend die blaue Kurve die Gewichtung und Verteilung der 32 Familien
reprasentiert, bei denen bereits Mutationen in einem X-chromosmalen Gen gefunden
worden waren. Die Pfeile im oberen Bereich der Abbildung stehen jeweils fir ein Gen, in
dem Mutationen identifiziert worden sind und die mit X-chromosomaler geistiger
Behinderung assoziiert sind.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die systematische Mutationsanalyse
auf die Region Xp11.2 beeschrankt, da in dieser Region eine signifikante
Uberlappung von Kopplungsintervallen von NS-XLMR Familien vorhanden war,

und bislang keine Gene identifiziert worden waren.

1.8 ldentifizierung von Kandidatengenen flir monogene
Erkrankungen mittels zytologenetischer Methoden

Die zweite Strategie, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verfolgt wurde, um
Kandidatengene fur geistige Behinderung zu bestimmen, st die
molekularbiologische Analyse der DNA von Patienten mit balancierten, reziproken
Chromosomentranslokationen.

Prinzipiell kann man zwischen zwei Arten von Chromosomenanomalien
unterscheiden. Dies sind einerseits numerische Anomalien und andererseits
strukturelle Anomalien. Diese beiden Formen von Chromosomenanomalien
konnen entweder in samtlichen Koérperzellen auftreten oder nur einzelne Zellen
betreffen. Wenn samtliche Zellen betroffen sind, muf3 die Chromosomenanomalie
schon in der Gametogenese entstanden sein. Chromosomenanomalien, die alle
Korperzellen betreffen, bezeichnet man als konstitutionelle Anomalien, wahrend
Chromosomenanomalien, die nur wenige Korperzellen betreffen, als somatische
Anomalie bezeichnet werden. Die numerischen Chromosomenanomalien werden
in Polyploidien, Aneuploidien und Mixoploidien unterteilt. Als Polyploidie
bezeichnet man das Vorhandensein einer zusatzlichen Kopie eines
Chromosomensatzes. Individuen einer mit solchen Chromosomenanomalie sind
nicht entwicklungsfahig. Unter einer Aneuploidie versteht man den Gewinn oder
Verlust von einzelnen Chromosomen. So wird beispielsweise das Down-Syndrom
durch ein zusatzliches Chromosom 21 verursacht (Lejeune et al., 1959), wahrend
das Turner-Syndrom durch den Verlust eines X-Chromosoms verursacht wird
(Ford et al., 1959). Die dritte Form von numerischen Chromosomenanomalien ist
die Mixoploidie, bei der sich wahrend der embryonalen Entwicklung Zellen mit
einem aneuploiden oder polyploiden Chromosomensatz entwickeln und es bei

weiteren Teilungen der Zellen zu einer Mosaikstruktur des Individuums kommt.
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Strukturelle Chromosomenanomalien werden durch Bruche in den Chromosomen
verursacht. Bei diesem Ereignis kommt es darauf an, bei wie vielen Chromosomen
und an welcher Position im Chromosom eine Bruchstelle entsteht. Gibt es nur eine
Bruchstelle in einem Chromosom, so kann diese entweder einfach repariert
werden, oder das entstandene Bruchstiick ohne Zentromer geht bei der weiteren
Teilung der Zelle verloren. Als Konsequenz wurde den Tochter-Zellen ein Teil
eines bestimmten Chromosoms und damit auch dessen genetische Information
fehlen (Strachan and Read, 1996).

Finden dagegen zwei Briche in einem Chromosom statt, so kann es zu einer
Inversion des chromosomalen Bereiches zwischen den beiden Bruchstellen
kommen. Sind bei diesem Ereignis Gene oder regulatorische Sequenzen durch
die Bruchpunkte in ihrer Einheit zerstort, so kann dieses zu einem pathologischen
Phanotyp flhren. Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin, dall das
Chromosomenstick verloren geht und die Bruchpunkte innerhalb des betroffenen
Chromosoms miteinander fusionieren. Dadurch ginge samtliche genetische
Information, die auf diesem Chromosomenabschnitt lokalisiert war, verloren. In
diesem Fall spricht man von einer Deletion (Strachan and Read, 1996).

Finden zwei Briche an unterschiedlichen Chromosomen statt, kann es zu einem
balancierten Austausch von azentrischen Bruckstucken kommen. Alternativ dazu
konnen die DNA-Doppelstrangenden der Bruchpunkte so miteinander verbunden
werden, dal} ein derivatives Chromosom mit zwei Zentromeren entsteht, wahrend
das andere kein Zentromer besitzt. Dieses flhrt zu erheblichen Schwierigkeiten
bei jeder nachfolgenden Teilung, und die Zellen sind nicht Uberlebensfahig.
Daruber hinaus konnen auch mehr als zwei Briche in verschiedenen
Chromosomen auftreten, welche zu Inversionen beziehungsweise azentrischen
Translokationen fihren kdnnen (Strachan and Read, 1996).

Hochstwahrscheinlich  werden diese Anomalien, die durch Briche der
Chromosomen hervorgerufen werden, durch eine fehlerhafte Reparatur der
Chromatiden bei dem Proze3 des Crossing over wahrend der Prophase |
verursacht. In der Prophase | der Meiose findet die Paarung der homologen
Chromosomen statt. Wahrend dieser Phase der Reduktionsteilung kommt es zu
Crossing over-Ereignissen zwischen den homologen Chromosomen. Das
Crossing over-Ereignis wird durch einen Doppelstrangbruch eingeleitet. Die darauf

folgende DNA-Reparatur-Synthese wird unter Zuhilfenahme des homologen
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Chromosoms durchgeflhrt. Dabei kommt es zum reziproken Austausch von
genetischem Material zwischen den homologen Chromosomen. Erfolgen diese
oben bechriebenen Ereignisse zwischen nicht homologen Chromosomen, kann es
zu illegitimen Doppelstrangbruch-Reparaturen kommen, die in Translokationen
resultieren.  Alternativ.  dazu  kdénnen  Doppelstrangbriche bei  zwei
unterschiedlichen Chromosomen stattfinden, die daraufhin tGber den sogenannten
Nonhomologous End Joining Pathway (NHEJ) reziprok verknlpft werden (Pfeiffer
et al., 2004). Die meisten Trager von balancierten Chromosomenaberrationen
sind phanotypisch unauffallig und nur etwa 6% der Patienten mit balancierten
Translokationen zeigen einen pathologischen Phanotyp (Bugge et al., 2000). Dies
liegt entweder daran, dal® keine Gene oder regulatorischen Elemente
unterbrochen beziehungsweise beeintrachtigt werden, oder aber eine funktionelle
Redundanz des betroffenen Gens vorliegt. Allerdings leiden die symptomlosen
Trager balancierter Translokationen an einer reduzierten Fertilitdt, denn bei der
Reduktionsteilung werden Keimzellen gebildet, die Hybridchromosomen enthalten.
Bei der Verschmelzung der mutterlichen Eizelle und des vaterlichen Spermiums
werden normalerweise zwei haploide Chromosomensatze zu einem diploiden
Chromosomensatz vereinigt. Ist einer der beiden Elternteile Trager einer
balancierten Translokation, besteht zu 25% die Wahrscheinlichkeit einer partiellen
Trisomie oder zu 25% die Wahrscheinlichkeit einer partiellen Monosomie bei der
Befruchtung. Die befruchteten Eizellen mit Chromosomenaberrationen sind
oftmals nicht Uberlebensfahig, und deshalb haben Trager einer balancierten
Translokation ein 50% hoheres Risiko einer Fehlgeburt gegenuber Menschen mit
einem normalen Karyotyp (Stern et al., 1999).

Unbalancierte Translokationen kommen durch Verlust oder Gewinn von
Chromosomenmaterial zustande, welche in partieller Monosomie bzw. partieller
Triosomie resultieren. Solche Strukturabweichungen eines Chromosoms werden
oftmals durch eine balancierte Translokation von Chromosomenabschnitten bei
einem Elternteil verursacht. Beispiele hierfur sind fur alle Chromosomen
beschrieben worden. Ein bekanntes Beispiel fur eine partielle Monosomie ist das
Katzenschrei-Syndrom, welches durch eine Deletion am kurzen Arm des
Chromosoms 5 verursacht wird (Lejeune 1963).

Von wissenschaftlich groflerem Interesse in Bezug auf die Analyse von

Genfunktionen sind balancierte Translokationen, die durch die chromosomale
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Umstrukturierung zu einer direkten Unterbrechung eines Gens flhren, da bei
ihnen ausgeschlossen werden kann, daf} der Phanotyp durch Verlust oder Gewinn
von Chromosomenmaterial zustande gekommen ist. Anhand dieser balancierten
Translokationen kann man krankheitsassoziierte Gene identifizieren und ihre
Funktion analysieren (Tommerup, 1993).

Basierend auf der Studie von balancierten Translokationen sind erfolgreiche
Genotyp-Phanotyp-Assoziationen fur verschiedene Gene aufgezeigt worden. So
wurde beispielsweise an Hand von unterschiedlichen X-chromosomalen und
autosomalen Translokationen das krankheitsassoziierte Gen auf Xp21 lokalisiert
(Greenstein et al., 1977; Verellen et al., 1978 und Canki et al., 1979) und spater
das Dystrophin Gen, welches in mutierter Form Ursache der Duchenne-
Muskeldystrophie identifiziert (Ray et al., 1985).

Dieser Ansatz zur Charakterisierung einer Genfunktion ist am aussagekraftigsten,
wenn nur ein Gen auf einem der derivativen Chromosomen unterbrochen ist. Sind
auf beiden Chromosomen Gene unterbrochen, ist es wesentlich schwieriger den
Funktionsverlust eines Gens oder einer Kopie eines Gens dem jeweiligen
Phanotyp eindeutig zuzuordnen. Noch komplexer wird die Analyse, wenn es durch
die Translokation zu einem Fusionsgen kommt. Es wird dann &ulerst
problematisch zu bestimmen, ob das entsprechende Krankheitsbild auf den
Funktionsverlust oder die Haploinsuffizienz eines der beiden Gene zurtuckzufuhren

ist, oder ob das neue Fusionsgen pathogen ist.

1.9 Ziel dieser Arbeit

Mentale Retardierung ist eine aulderst heterogene Erkrankung, bei der jedoch erst
ein geringer Prozentsatz der zu Grunde liegenden genetischen Faktoren bekannt
sind. Insgesamt sind ungefahr 2-3% der Bevolkerung von geistiger Behinderung
betroffen (Chelly und Mandel, 2001). Demnach ist geistige Behinderung immer
noch eines der grof3ten ungeldsten Probleme der klinischen Genetik und ein
wichtiger Aspekt der Gesundheitsvorsorge.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Strategien
angewandt, um Gene zu identifizieren, deren Defekte zu geistiger Behinderung

fuhren. Dies war zum einen die systematische Suche nach Mutationen in Familien
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mit X-chromosomal vererbter geistiger Behinderung und zum anderen die
Untersuchung einer Patientin mit balancierter Chromosomenaberration.

Zur Zeit sind nur bei 17% der Familien, die von X-chromosomaler geistiger
Behinderung betroffen sind, Mutationen in spezifischen Genen beschrieben
(Ropers et al., 2003). Da diese Erkrankung auflerst heterogene Ursachen hat und
bislang 42 Gene identifiziert worden sind (Ropers et al., 2005), besteht durchaus
die Moglichkeit, dald Mutationen in bis zu 100 unterschiedlichen Genen zu X-
chromosomaler geistiger Behinderung fihren kénnen (Ropers et al., 2003). Aus
diesem Grunde wurde eine vergleichende Kopplungsanalyse durchgeflhrt um
Regionen zu auf dem X-Chromosom festzulegen, in denen die Wahrscheinlichkeit
grol3 war bisher nicht beschriebene Gene zu entdecken, die assoziiert sind mit X-
chromosomaler geistiger Behinderung (Ropers et al., 2003). An die Ermittlung von
Genen mittels Mutationanalyse schlof} sich ihre funktionelle Charakterisierung an,
um Ursachen und Wirkungsweisen der betreffenden, mutierten Genprodukte
nachvollziehen zu kdénnen.

Die zytologenetische Untersuchung der DNA einer Patientin mit Rett-Syndrom
ergab, dal® diese Tragerin einer balancierten Translokation zwischen dem
Chromosom 1 und Chromosom 7 ist. Die meisten Rett-Syndrom Patienten sind
jedoch Trager von Mutationen im MECP2 Gen. Allerdings ist diese Genotyp-
Phanotyp Korrelation nicht bei allen Rett-Syndrom Patienten nachweisbar. Durch
die Analyse der Translokationsbruchpunkte der Patientin und die Untersuchung
eventuell unterbrochener Gene bestand somit die Modglichkeit ein autosomales
Gen zu identifizieren, das mit dem Rett-Syndrom assoziiert ist.

Diese funktionelle Analysen der ermittelten Gene konnen letztendlich zu einem
besseren Verstandnis der Pathogenese genetisch bedingter Krankheiten flhren,
und ermdglichen einen besseren Einblick in die normale und gestorte

Gehirnentwicklung bzw. Gehirnfunktion.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Im Folgenden sind die verwendeten Materialien wie Chemikalien, Kits, Losungen,

Medien, Enzyme, Plasmide, eingesetzte Primer, Bakterienstdmme, Hefestamme

und verwendete Datenbanken fur die in silico Analyse von Nukleotid- und

Aminosauresequenzen aufgelistet.

2.1.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

In der Tabelle 4 sind die verwendeten Chemikalien und Materialien mit Verweis

auf den jeweiligen Hersteller dargestellt.

Tab.4: Verwendete Chemikalien und Materialien

Hersteller Produkt
Aldrich Kresolrot-Ladepuffer
Amersham [0->*P]dCTP, Rainbow™ Proteinmarker, RNA Guard,

Applied Biosystems

Becton, Dickinson and Company

Biorad

Clontech

Difco

Dynal

MicroSpin™ G-50 Colums, Pd(N)s (Random Hexamer)

Taqg-DNA-Polymerase, ABI Prism BidDye Terminator

Cycle Sequenzierungskit

Difco™ Yeast nitrogen Base w/o Amino Acids

Amoniumpersulfat (APS)

Multiple Tissue Northern Blots, Advantage-GC PCR Kit

Bacto-Agar, Bacto-Hefe, Bacto-Tryptone, Hefe
Stickstoffbasen

Dynabeads Oligo(dT),s
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Hersteller

Fermentas

Fisher

Fluka

GibcoBRL

HT Biotechnology

Invitrogen

Kodak

Merck

Millipore

New England Biolabs

Nutricia

Pharmacia

Perkin Elmer

Roche

Produkt

dNTPs, DNA-Langenmarker (1Kb und 100 Bp Leiter)

Serologische Pipetten, Zellkulturflaschen, TPP Zellkultur

Testplatten

Diethylpyrokarbonat (DEPC), Formaldehyd,
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

TEMED

Hybridime

Agarose (ultra pure), fotales Kélberserum (FCS),
Trypsin/EDTA Ldsung, Opti-MEM Medium, RNA-
Langenmarker, TRIZOL®Reagenz, X-Gal (5-Brom-4-
Chlor-indolyl-D-galaktopyranosid), Reverse
Transkiptase, Kanamycin

BIOMAX MS Film

Chloroform, D(+)-Glukose, DMSO, EDTA, Glycerol,
I:)EG‘GOOO

Dialysefilter

Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase

Protifar Milchpulver

Hexanukleotide

Western Lightning Chemiluminescence Substrate

Protein A Agarose, Heringssperma-DNA, PVDF-Western

Membran
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Hersteller

Roth

Serva

Sigma

TPP

Vector Laboratories

Whatman

Produkt
TritonX100, Acrylamid/Bisacrylamid Stammldsung,
Ethanol, Methanol, Chloroform, Tween20, Complete Mini

(Protease Inhibitor Cocktail Tabletts), Roti+ Membran
(NB), Deckglaser und Objekttrager

4’ -6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI), Ethidiumbromid,
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG), BSA, SDS

Paraformaldehyd, B-Mercaptoethanol, Bradford

Reagenz, Ampicilin

Plastik fur Zellkultur (Zellkulturflaschen und 6-well-
Platten)

Vectashield™ Mounting Medium

3 MM Papier

Sonstige Standardchemikalien und Materialien wurden von den Herstellern Appli-

Chem, Merck, Roth oder Sigma bezogen.
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2.1.2 Kits

In Tabelle 5 sind die Kits aufgelistet, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

verwendet wurden.

Tab.5: Eingesetzte Kits

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller

QIAGEN Plasmid Mini, Midi, Aufreinigung von Plasmid-DNA  Qiagen

Maxi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit DNA-Aufreinigung aus Qiagen
Agarosegelen

QlAquick PCR Purification Kit Aufreinigung von PCR- Qiagen
Produkten

SuperScript™lll First-Strand Herstellung von cDNA Invitrogen

Synthesis System for RT-PCR

Quantum RNA Classic | und Il Semiquantitative RT-PCR Ambion

18S

BD Advantage™ 2 PCR
Enzyme System

AmpliTag® DNA Polymerase
Kit

Taq PCR Core Kit

QuickChange® Site-Directed

Mutagenesis Kit

Amplifikation GC reicher
Sequenzen
PCR

Amplifikation GC reicher

Sequenzen

Durch PCR induzierte Mutation

BD Bioscience

Applied Biosystems

QIAGEN

Stratagene
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2.1.3 Medien

In Tabelle 6 sind die Medien aufgelistet, die zur Anzucht von Hefen und Bakterien

benutzt wurden.

Tab.6: Medien

Bezeichnung

Verwendungszweck

Zusammensetzung

LB-Medium (Luria-Bertani,

Vollmedium)

Low salt LB

SC (synthetic complete) Drop
out media (-URA)

SCM (synthetic complete)
Drop out media (-LEU)

YPD

Standard-Medium bei der

Anzucht von E. coli

Medium zur Anzucht von E.
coli, die mit dem pBudCE4
Vektor transformiert worden

sind

Medium zur Anzucht von
Hefen, die mit dem pYES2
Vektor transformiert worden

sind

Medium zur Anzucht von
Hefen, die mit dem pYES2
Vektor transformiert worden

sind

Vollmedium zur Anzucht von

Hefen

Sambrook et al., 1989

10g Trypton
5g NaCl

5g Hefeextrakt
15g Agar

0,4% SC-drop out mix ohne
Uracil

1% Hefestickstoffbasen w/o
Aminosauren

2,5% Glukose

3% Bacto Agar

0,4% SCM-drop out mix ohne
Leucin

1% Hefestickstoffbasen w/o
Aminosauren

2,5% Glukose

3% Bacto Agar

2% Pepton

1% Yeast extract
2% D-Glucose
2% Bacto Agar

Bei Verwendung von Flissigmedien wurde kein Agar zugesetzt.
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2.1.4 Antikorper

In Tabelle 7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper aufgeflhrt.

Tab.7: Verwendete Antikorper

Antikdrper gegen Herkunft  Hersteller
cmyc- monoklonal Maus Clontech
anti V5 monoklonal Ziege Invitrogen
anti-Maus-cy3 Esel Dianova
anti-Ziege-FITC Esel Dianova
anti-Maus-HRP Ziege Dianova
anti-Ziege-HRP Maus Sigma
Fluorescein Avidin D - Vector
(FITC-Avidin)

Anti-Digoxygenin-cy3 Maus Dianova

2.1.5 Puffer und Losungen

In Tabelle 8 sind die verwendeten Puffer und Losungen aufgelistet.

Tab.8: Puffer und Lésungen

Name Zusammensetzung
5X Blotting Puffer (Western Blot) 29,1 g Tris p.a.
14,65 g Glycin

18,75 ml 10% SDS
auf 11 (Bidest-Wasser)

DEPC-H,0 0,1% (v/v) DEPC, zweifach autoklaviert
Ethidium Bromid 10 mg/ml
Kresolrot 1 mM Kresolrot
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Name

Heringssperma DNA

Lymphozyten Kulturmedium

PEG Hybridisierungslésung

3,7% Paraformaldehyd (PFA)

PEG Puffer

10x PEM

5X OLB (-dCTP)

Zusammensetzung

10 mg/ml gescherte Heringssperma-
DNA

RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin
20% FCS

Penicillin 100 U/ml

Streptomycin 100 ug/ml

L-Glutamin 2 mM

2,5 ug/ml Phytohemagglutinin (PHA L)

250 mM NaCl
125 mM Nay,HPO,

1 mM EDTA

7% (w/v) SDS

10% (w/v) PEG6000

3,7% PFAin 1,2 PEM

250 mM NaCl

125 mM Di-Natrium-Hydrogenphosphat
1 mM EDTA

7% (w/v) SDS

10% (w/v) PEGego00

1 M PIPES
0,05 M EGTA
0,02 M MgCl,
pH7

0,1 mM dATP, dGTP, dTTP

1 M HEPES

0,425 mM 5'-pd(N)e

25 mM MgCl,

250 mM Tris

0,36% (v/v) B-Mercaptoethanol
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Name

1X PBS

1X PBST

Lysepuffer (fir Extraktion von genomischer DNA)

Lysepuffer (fur Extraktion von Proteinen)

20X SSC

SDS-PAGE-Puffer

50X TAE

1XTE

Zusammensetzung

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10,1 mM Na,HPO,
1,8 MM KH,PO,
pH 7,3

1 mlI TWEEN 20 zu 1L 1X PBS

10 mM Tris/HCI pH 7,5
25 mM EDTA

75 mM NaCl

pH 7,5

10 mM Tris/HCI ph7,8

150 mM NaCl

1mM EDTA, 1% Nonidet p-40

1mM PMSF

Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette
auf 10 ml)

300 mM Natriumcitrat
3 mM NaCl
pH 7.0

0.125 M Tris
1.25 M Glycin
0.5 % SDS (v/v)

2 M Tris

5,71% (v/v) Essigsaure
50 mM EDTA

pH 8,0

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 7,5
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Name

10X MOPS

NB-Waschpuffer 1

NB-Waschpuffer 2

RNA-Ladepuffer

Phosphat-Puffer

PLATE Mix

Elektrophorese Puffer fiir RNA Gele

SB-Denaturierungspuffer

SB-Waschpuffer

Zusammensetzung

200 mM MOPS
10 MM EDTA
85 mM NaAc
pH 7,5

2X SSC
0,1% SDS
in DEPC-H,0

0,1X SSC
0,1% SDS
in DEPC-H,0

50% Formamid

2,2 M Formaldehyd
1 x MOPS

40ug/ml EtBr

50 mM Na,HPO,
50 mM NaH,PO4
pH 7,2

45% PEG 4000 (steril)

1M Li Oac
1M Tris-Cl (pH 7,5)
0,5M EDTA

1 x MOPS
2,2 M Formaldehyd

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

40 mM NayHPO,
40 mM NaH,PO4
0,5% SDS
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2.1.6 Zellinien

In Tabelle 9 sind die Zellinien und ihre Anzuchtmedien aufgeflhrt, die fir die

unterschiedlichen Transfektionen verwendet wurden.

Tab. 9: Verwendete Zellinien

Zelllinie Beschreibung Medium

Hela Humane Zervixkarzinomzellen DMEM, 10% Fétales Rinderserum

COSs7 Nierenzellen der afrikanischen grinen DMEM, 10% Foétales Rinderserum
Meerkatze

U373MG Humane Astrozytoma-Zellinie EMEM, 2mM Glutamine, 1% nicht

essentielle Aminosauren, 1TmM Natrium

Pyruvat, 10% Foétales Rinderserum

Neuro2A Maus-Neuroblastom-Zellinie DMEM, 10% Fotales Rinderserum, 1%

nicht essentielle Aminosauren

2.1.7 Vektoren

In Tabelle 10 sind die unterschiedlichen Klonierungsvektoren und ihre
Eigenschaften aufgefuhrt. Die Vektorkarten sind dem Anhang zu entnehmen.

Tab.10: Klonierungsvektoren

Vektor Beschreibung Verwendungszweck

pCMVtag3A Expressionvektor mit N-terminalem ¢c- Immunfluoreszenzexperimente mit
MYC Epitop und Kanamycinresistenz FTSJ1 und PQBP1

pBudCE4 Expressionvektor mit zwei Koimmunprazipitation und
Klonierungstellen. Die eine mit C- Koimmunfluoreszenz mit PQBP1 und
terminalem c-MYC Epitop, die andere POU3F2
mit C-terminalem V5 Epitop.

Zeozinresistenz
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Vektor Beschreibung Verwendungszweck

pYES2 Expressionsvektor mit Galaktose Komplementationsstudien mit FTSJ1

induzierbarem Promotor

pAE Expressionsvektor mit konstitutivem Komplementationsstudien mit FTSJ1
Promotor
pGEMTeasy Klonierungsvektor Klonierung von PCR-Produkten fiir die

Sequenzierung

2.1.8 Primer und DHPLC-Bedingungen fur die Mutationsanalyse von
FTSJ1 und PQBP1

Fir die Mutationsanalyse (s. Kapitel 2.2.4) wurden Primer ausgewahlt, die in den
jeweiligen flankierenden Intronsequenzen lokalisiert sind. In Tabelle 11 sind die
Primer inklusive PCR-Bedingungen fur die Mutationsanalyse von FTSJ1
aufgelistet und in Tabelle 12 die fur PQBP1.

Tab.11: Primer fur die FTSJ1 Mutationsanalyse

Exon Sense Primer Antisense Primer  MgCl, Ta(°C) Produkt-

Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3") Konzentration gréRRein
Bp

1a GAATCGCTGGCA TCCGCCCGC 2mM 64°C 380
ACT TGC GC ATT CCT GTCC

1b CTATTG AGG CAC AGT TGC TTA 2mM 61°C 400
GCC TGC AC CTC TGC CAT CC

2 GTG GTAGCC CAT  AGT CAG CCC 2mM 62°C 301
TCATCT GG ACC TAC CAC AG

3 GTT GGAGAAGTG  GCC CAC ATC 3mM 63°C 205
GGT GCAG AGC CTAGTTTC
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Exon

10

11

12

13a

13b

Sense Primer
Sequenz (5'-3")

GGA GCG AAACTA
GGC TGATG

ATC TGA GGG CAG

CAG CAG TGG

AAG ATG CAC AGA

GCCAGATG

AGT ATATGC AGG

CCCAGCTC

TGG TGG AGT AGA
GGG AGG TC

GCTGTCTTT GCC

TTCTCACC

AGG CAT CCT GAC

CTTGTCC

ACC ATC TCC CTA
CCCCTCTG

CCTTTC CTG CCT
CCC AAT AG

TAT GAT GGA GCT
CCACTGCA

CCT CTT CAG GAG
TGT CCT G

Antisense Primer
Sequenz (5'-3")

TGC ATA GAC
CCC AGG TAA
GG

AGG GAG AGG
CAG GGA GTAAC

GCAATGTTC
AGA GCC TGT
GG

GGT GAG AAG
GCA AAG ACAGC

TCATAG CCC
TGA CAG ACAGC

TTG CAT AAG
GTG TGG CAG
AG

CTC CCACCC
ACC TACTGT TG

TGG GTC AGA
AAA AGG CAC AC

TTG CTC CCT
GCT CTATCT CC

TGG CTT CTA
TCC AGG TTAAG

TCT GCT TCA
TTC CAAGAG G

MgC|2
Konzentration

3mM

3 mM

3 mM

2 mM

4 mM

2 mM

3 mM

3mM

3 mM

3mM

3mM

Ta(°C)

63°C

61°C

60°C

62°C

62°C

59°C

61°C

60°C

62°C

58°C

58°C

Produkt-
gréRRein
Bp

195

247

204

244

310

368

181

291

393

390

302
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Exon Sense Primer Antisense Primer  MgCl, Ta(°C) Produkt-

Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3") Konzentration gréRRein
Bp

13c CAGTACCTGGGA GCAGAACCC 3 mM 62°C 314
TTT TCC CAC TTT GGC ATC TG

Tab.12: Primer fir die PQBP1 Mutationsanalyse

Exon Sense Primer Antisense Primer MgCl, Ta Produkt-
Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3") Konzentration (°C) gréRein Bp

1a TTC TGC CAT CCTCCAGCTCCA 4mM 60°C 226
TTGTTCATTGC AAAGAGTG

1b GGA TGA GCC TTT GAG GAT GCC 3 mM 60°C 376
CATTTCTGAAG TCTCTT GG

1 TTT GTT CGT AAC AAA AGT GCC 4 mM 60°C 163
CTGTCCCTAGG TGTCGA GG

2 TCT CTA GGC ACA ACC AAG GTC 3 mM 60°C 248
TCT ACATGT AG AGC ACA GG
G

3 AAG AGT TGA TGAGAACTGCTA 3mM 59°C 218
GGA TCC AAG AGA TCA CTC
GC

4 TCC TGG GGT AGT GCA CCC 2mM 59°C 379
GGC AAG AGG TGC ACCTTG

5 GAG GGT GCT CAATGA GGAATG 3.5mM 59°C 248
GTG GTACAT GG GAG GAA GG

6 ACA TCA CCC TTGCCGACTTGG 3mM 61°C 298

ATC CCC ATC CC

GTTGGGC
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Exon Sense Primer Antisense Primer MgCl, Ta Produkt-
Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3) Konzentration (°C) gréRein Bp
IVS4  ATC GGG ACC TGGTGT CCACGT 3 mM 63°C 416
GCG GGT ATG ACT GAG TC
AC
IVS5  TCT ATT GAA TCTTGG CCTCAT 3 mM 54°C 273

GAC TTTG CCC TCC GC

Der Tabelle 13 und der Tabelle 14 kann man das Pufferverhaltnis und die

Temperaturbedingungen fur die DHPLC-Analysen entnehmen.

Tab.13: Bedingungen fir die DHPLC-Analyse fir FTSJ1

% Puffer B Temperatur
Exon Ladekonzentration Initialkonzentration Elutionskonzentration (°C)
1a 56 59 69 64.0-64.9
1b 58-53 61-56 71-66 55.0-64.0
2 54 57 67 62.0-62.8
3 49 52 62 65.0-65.5
4 48-50 51-53 61-63 61.8-64.8
5 51-52 54-55 64-65 61.0-63.0
6 48-50 51-53 61-63 61.8-64.2
7 51-52 54-55 64-65 63.1-63.9
8 53-54 56-57 66-67 63.5-64.8
9 54-56 57-59 67-69 62.8-64.4
10 48-49 51-52 61-62 61.2-62.7
11 53-54 56-57 66-67 62.0-64.8
12 56-57 59-60 69-70 55.4-55.8
13a 56 59 69 56.6-57.8
13b 54.3-53.8 57.3-56.8 67.3-66.8 54.9-56.4
13c 54.6-53.1 57.6-56.1 67.6-66.1 53.2-55.0
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Tab.14: Bedingungen fur die DHPLC-Analyse fur PQBP1

% Puffer B Temperatur
Exon Ladekonzentration Initialkonzentration Elutionskonzentration (°C)

la 48-50 51-53 61-63 61.8-66.0
1b 49-57 52-60 62-70 60.2-64.4
1 45-47 48-50 58-60 62.0-66.0
2 50-52 53-55 63-65 60.5-62.5
3 50-51 53-54 63-64 61.5-63.5
4 54-58 57-61 67-71 60.0-63.6

5 52 55 65 62.1
6 51-54 54-57 64-67 60.2-64.7
VsS4 55-57 58-60 68-70 61.0-63.5
IVS5 51-53 54-56 64-66 60.9-63.2

2.1.9 Primer flr Expressionsanalysen

In Tabelle 15 sind die Primer und die PCR-Bedingungen fur die RT-PCR
Experimente fur FTSJ1 aufgefuhrt. In Tabelle 16 sind die Primer und das

Primer/Competimer Verhaltnis fir die Expressionsanalyse von NTNG1 mittels

semiquantitativer RT-PCR aufgelistet.

Tab.15: RT-PCR Primer fur FTSJ1

Sense Primer Sequenz  Antisense Primer MgCL, Tao(°C) ProduktgrofRe
(5’-3") Sequenz (5'-3) Konzentration in Bp

Ex2for Ex5rev 1,5mM 58°C 238

CTT CAAACT GCT TGG ATG ATC TCC

ACA ACT GG TTG GCAG

Ex7for Ex10rev 1,5mM 59°C 250

ACATTG CTA CAC TCCAGC TGG TTG

ATGTCC TG AAATCT GG
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Tab.16: Primer fur semiquantitative RT-PCR fur NTNG1

Sense Primer Antisense Primer Primer/Competimer T, (°C) Produktgréfile
Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3) Verhaltnis in Bp
Ex4for Ex5rev 1:9 59°C 455
AAC ATG GCA GCC GAA TGT GAG CAC

CTATCAGT AAC ACT AC

Ex1for Ex2rev 1:15 58°C 261
ACC TGT CAA AGT GAG TGATCC TCA

CACTGATC ATG TTC AC

Ex7for Ex7rev 2:8 60°C 475
GAA TGT CTG CGA CAC AAT ATG CTC

CAACGAGC TGC AGC TG

In Tabelle 17 sind sowohl die Primer als auch ihre Bedingungen fir die
Herstellung von Sonden zur Detektion von PQBP1 und FTSJ1 mRNA aufgefluhrt.

Tab.17: Primer fur Northern Blot Proben

Name Sense Primer Antisense Primer MgCl, TAo(°C)  Produkt-

Sequenz (5'-3) Sequenz (5'-3") Konzen- gréRRein
tration Bp

FTSJ1 GAC GGA CGT AAC TGC GGT CCG 3 mM 60°C 744

NB CAA AGG ACA AAT CAT AG
AG

PQBP1 AGA AAAGTT TTCTTG CTCTTG 3 mM 60°C 256

NB GGA CCG GAG GGA TAG GG

Exon4 CcC

PQBP1 TCG GTG AGA CTG CCG GTC AAA 3mM 61°C 457

NB IVS4- CCA ACA AGG GAG TCA GG

Exon5 TG
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2.1.10 Primer far X-Inaktivierungsstudien

In Tabelle 18 sind die Primer und Bedingungen aufgelistet, die bei der Analyse

des X-Inaktivierungsstatus von PQBP1 verwendet wurden.

Tab.18: Primer fur X-Inaktivierungsstudien

Name Sense Primer Antisense Primer MgCL, Tao(°C)  Produkt-
Sequenz (5'-3") Sequenz (5'-3") Konzen- grofRe in
tration Bp

PQBP1 TTG GCC AAG TGCTTC TCAGCT 1,5mM 60°C 233

Ex1-3 AGAGGC ATC  TCTTGG CC
CTC

HPRT TGG CGTCGT  TAT CCAACACTT 1,5 mM 60°C 502
GAT TAG TGA CGT GGG GT
TG

RPS4X  TAA AAT CGA CCGCCAGTCTTT  1,5mM 60°C 543
TGGCAAGGT  TGTCTCTC
cc

2.1.11 Primer fUr in vitro Mutagenese

In Tabelle 19 sind die Primer aufgefuhrt, die bei der in vitro Mutagenese der

Insertion 641C von PQBP1 verwendet wurden.

Tab.19: Primer flr in vitro Mutagenese

Name Primer Sequenz (5’-3’)

InsC for CAT ACT CAG ACG CCC CCC CGG GGC ACG TGG TCA ACA
InsCrev  TGT TGA CCA CGT GCC CCG GGG GGG CGT CTG AGT AGT
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2.1.12

Primer zur Klonierung von FTSJ1, PQBP1 und POU3F2 in

verschiedene Expressionsvektoren

Die Primer, ihre Bedingungen und die entsprechenden Restriktionsenzyme die zur

Herstellung der betreffenden cDNA und ihrer anschlielenden Klonierung in den

jeweiligen Expressionsvektor verwendet wurden, sind in Tabelle 20 aufgelistet.

Tab.20: Klonierungsprimer

Name Sense Primer Antisense Primer MgCl, Ta Restriktions-
Sequenz (5'-3) Sequenz (5'-3") Konzen- (°C) enzyme
tration
FTSJ1 TAC ATG GAT TAC ATG TCG 1,5 mM 59°C Sense Primer
pCMVtag3A CCG ATG GGA ACT TAA GGT BamHil;
CGG ACG TCA GAA CAACTC antisense
AAG GA ATTTCATTG Primer EcoRlI
POBP1LWT TAC ATG AAT TAC ATG TCG 3mM 60°C Sense Primer
pCMVtag3A TCG ATG CCG ACG CAG GAT EcoRl;
CTG CCC GTT CAC CAG AAAGC antisense
GCG Primer Sall
PQOBP1 TAC ATGAATCG TACATGTCG 3mM 60°C Sense Primer
Del.AG ATG CCG CTG ACT CAT ACC EcoRl;
pCMVtag3A CCC GTT GCG CGC GGT CCC antisense
GATC Primer Sall
PQBP1 TAC ATG AAT TAC ATG TCG 3mM 60°C Sense
Del. AGAG TCG ATG CCG ACT TAC TGC Primer
pCMVtag3A CTG CCCGTT CTTCTTGCT CTT EcoRI;
GCG GG antisense
Primer Sall
PQBP1 TAC ATG AAT TAC ATG TCG 3 mM 60°C Sense
Ins.AG TCG ATG CCG ACT TAC TGC Primer
pCMVtag3A CTG CCCGTT CTTCTTGCT CTT EcoRl;
GCG GG antisense
Primer Sall
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Name Sense Primer Antisense Primer MgCl, Ta Restriktions-
Sequenz (5'-3) Sequenz (5'-3") Konzen- (°C) enzyme
tration
POBP1WT TACATG TCG TAC ATT CTA 3mM 60°C Sense
pBudCE4 ACA CTATCA GAATCC TGC Primer Sall;
GCT ATG CCG TGC TTG GTT CG antsense
CTG Primer Xbal
PQBP1 TAC ATG TCG TAC ATT CTAGAT 3mM 60°C Sense
Del.AG ACA CTATCA ACC CGC GGT Primer Sall;
pBudCE4 GCT ATG CCG CCCGATC antisense
CTG Primer Xbal
PQBP1 TAC ATG TCG TAC ATT CTA 3 mM 60°C Sense
Del. AGAG ACA CTATCA GAC TGCCTT Primer Sall;
pBudCE4 GCT ATG CCG CTT GCT CTT GG antisense
CTG Primer Xbal
PQOBP1 TAC ATG TCG TAC ATT CTA 3mM 60°C Sense Primer
Ins.AG ACA CTATCA GACTGCCTT Sall;
pBudCE4 GCT ATG CCG CTT GCT CTT GG antsense
CTG Primer Xbal
POU3F2 TAC ATG GTA TAC ATC AGA 3mM 62°C Sense Primer
pBudCE4 CCATGG CGA TCT CTC TGG Kpnl;
CCG CAG CGT ACG GGC GTC antisense
CTAAC TGC ACC Primer Bglll
FTSJ1 ATATTA AGC ATATAT CTAGAT 1,5mM 59°C Sense Primer
pYES2 TTG ATG GGA TAA GGT GAA BamHil;
CGG ACG TCA CAACTCATTTC antisense
AAG Primer Sall
FTSJ1pAE ATATTG GAT ATA TAG TCG 1,5mM 59°C Sense Primer
CCATGG GAC ACT TAA GGT Hindlll;
GGA CGT CAAAG GAACAACTC antisense
ATTTC Primer Xbal
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2.1.13

Primer fur die Bruchpunktklonierung

In Tabelle 21 sind die Primer aufgelistet, die fur die Bruchpunktklonierung nach

Siebert et al., 1995 (s. Kapitel 2.2.9) verwendet wurden.

Tab.21: Primer fur die Bruchpunktklonierung

Name Funktion Sequenz (5'-3")
Adapter lang Adapter CTAATACGACTC ACT ATA
GGG CTC GAG CGG
CCG CCC GGG CAG GT
Adapter kurz (fur Blunt- Adapter *ACC TGC CC

Enden mit *5'-

Phosphatmodifikation)

AP1

AP2

Chr.1 spez. Primer 1

Chr.1 spez. Primer 2

Chr.1 spez. Primer

vorwarts

Chr.7 spez. Primer

rickwarts

Primer, der spezifische an den
Adapter bindet (1.PCR)

Primer, der spezifische an den
Adapter bindet (Nested PCR)

Sequenzspezifischer Primer (1.

PCR) fur Bruchpunktklonierung

Sequenzspezifischer Primer
(Nested PCR) fur

Bruchpunktklonierung

Sequenzspezifischer Primer fir die
Bruchpunkt-tberspannende PCR
auf derivativen Chromosom 7

Sequenzspezifischer Primer fir die
Bruchpunkt-uberspannende PCR

auf derivativen Chromosom 7

GGATCC TAATAC GAC TCA
CTATAG GGC

TAT AGG GCT CGA GCG GC

GAA ATT GTA AAA CCT GAT

GAT TCT GAAC

CCT TAA ACT TAA GGC TAT

ACATTC AAC

AGC TACCTACTG GTG
TGGTA

CAG ATG AAA GCG CCT
TGA AG
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Name Funktion Sequenz (5'-3")
Chr.7 spez. Primer Sequenzspezifischer Primer fiir die AGG TAC AAC CTAATT CTC
vorwarts Bruchpunkt-berspannende PCR TG

auf derivativen Chromosom 1

Chr.1 spez. Primer Sequenzspezifischer Primer fir die AAC CTG ATG ATT CTG AAC
riackwarts Bruchpunkt-uberspannende PCR TG
auf derivativen Chromosom 1

2.1.14 Datenbanken

In Tabelle 22 sind die Datenbanken aufgefiihrt, die flr die in silico Analyse von

Nukleotid- und Aminoséuresequenzen benutzt wurden.

Tab.22: Benutzte Datenbanken

Name Internetadresse Verwendungszweck
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast, Alignment,
Bestimmung des
offenen
Leserahmens
UniGene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene ESTs und

Expressionsmuster

UCSC Human http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway Versionen:

Genome Browser April 2003; Juli 2003
und April 2004
Bestimmung der

Genstruktur

NIX Analysis http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Registered/Webapp/nix/ Analyse
genomischer

Regionen
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Name

Detection/prediction
of GPI cleavage
site (GPI-anchor) in

a protein

BCM Search

Launcher

XLMR Genes
Update WebSite

Online Mendelian
Inheritance in Man
(OMIM)

Internetadresse Verwendungszweck
http://129.194.185.165/dgpi/index_en.html Nachweis der
Erkennungssequenz,

die zur Anheftung
eines GPI-Ankers

fihren kénnte

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html ~ Aligment mehrerer
Nukleotid- oder
Proteinsequenzen,
Reverse und

Complement

http://xImr.interfree.itthome.htm Auflistung bisher
bekannter Gene auf
dem X-Chromosom,
die in mutierter Form
geistige Behinderung

verursachen kénnen

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM Auflistung aller
mendelnden
Erbkrankheiten
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid
Mini Kit, bzw. mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach den Angaben des
Herstellers. Die Konzentration und Reinheit von praparierter DNA wurde anhand
der Lichtabsorption bei den Wellenlangen 260 und 280 nm bestimmt. Das
Absorptionsmaximum von DNA betragt 260 nm, das von Proteinen 280 nm. Eine
ODys0 von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Die Verunreinigung
der DNA mit Proteinen kann aus dem Verhaltnis OD,go/ OD2go bestimmt werden,
welches bei reiner DNA bei 1,7 bis 1,9 liegt.

Die Praparation von genomischer DNA erfolgte aus lymphoblastoiden Zellinien
oder Fibroblasten. Diese Zellen wurden zuvor kultiviert und auf eine Zelldichte von
5x10° angereichert. Danach folgte eine Behandlung mit Trypsin/EDTA fiir 3 min
bei 37°C, die Zellen wurden bei 300 rpm durch Zentrifugation pelletiert und mit
PBS gewaschen. Der Zellaufschluf erfolgte ber Nacht bei 37°C durch Zugabe
von 1 ml Lysepuffer. Durch eine zuséatzliche Zugabe von Proteinase K (50 ug/ml)
wurden die Proteine abgebaut. Anschlielend erfolgte eine Phenol-
Chloroformextraktion. Dafir wurde die Nukleinsdureprobe mit dem &quivalenten
Volumen eines Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Gemischs (25:24:1) versetzt.
Nach der Durchmischung des Ansatzes und Phasentrennung durch Zentrifugation
fur 10 min bei 14000 rpm wurde die obere Phase abgenommen und mit einem
aguivalenten Volumen an Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) eine Minute intensiv
gemischt und erneut zentrifugiert. Die in der waRrigen Phase enthaltenen
Nukleinséauren prézipitierten unter Einwirkung von Isopropanol, wodurch zugleich
Chloroform-Reste entfernt werden konnten. Danach wurde das DNA-Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen und schlie3lich in TE-Puffer resuspendiert.
Restriktionverdaus und Ligationen wurden nach Angaben des Herstellers (meist
New England Biolabs) durchgeftihrt. Agarosegelelektrophoresen, die Farbung von
DNA mit Ethidiumbromid sowie die Herstellung elektrokompetenter und
hitzekompetenter Zellen wurden nach den von Sambrook et al. (1989)

beschriebenen Standardmethoden durchgefihrt.
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Die Elektroporation von kompetenten Zellen zur Transformation mit rekombinaten
Plasmiden erfolgte mit dem Easyject von Equibio nach Angaben des Herstellers.
Fur eine Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QIlAquick Gel
Extraction Kit benutzt, und die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte Uber das
QIAquick PCR Purification Kit (beide von Qiagen) nach den Angaben des
Herstellers.

Alle DNA Proben wurden in TE Puffer aufgenommen.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) lassen
sich geringste Mengen an DNA vervielfaltigen. Dabei amplifiziert das hitzestabile
Enzym DNA-Polymerase ein durch zwei entgegengerichtete Primer begrenztes
DNA-Fragment in hintereinander geschalteten Zyklen. Ein Zyklus besteht aus drei
temperaturabhéngigen Schritten: Denaturierung des Doppelstranges (95°C),
Anlagerung der Primer an komplementare Einzelstrangsequenzen bei primer-
abhangiger Hybridisierungstemperatur (50-65°C) und Synthese des jewells
komplementéaren Stranges ausgehend von jedem Primer bei 72°C.

Ein Ublicher PCR Ansatz enthielt in einem Volumen von 50 pl:

2 Units DNA-Polymerase, 1x PCR-Puffer, 250 uM dNTP, 1 uM Primer 1, 1 uM
Primer 2, DNA (Plasmid-DNA oder chromosomale DNA), 10 mM MgCl, und

bidestilliertes Wasser.

2.2.3 Reverse-Transkription

Die Reverse Transkriptase (RT) ist ein Enzym, das entsprechend zum RNA
Template einen komplementéren Strang synthetisieren kann. Das resultierende
Produkt wird als cDNA bezeichnet. In dieser Arbeit wurde fur die RT-Reaktion
Gesamt-RNA verwendet, die zuvor aus lymphoblastoiden Zellinien oder
Fibroblasten prapariert wurde. Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte mit dem
TRIZOL® Reagenz nach Vorschrift des Herstellers (GibcoBRL).
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Zur Herstellung von cDNA wurde zu 1 pg RNA 1 ul Oligo(dT)-Adaptor-Primer (50
UM) gegeben und auf 13 pl mit Reinst-Wasser aufgefillt. Nach 5 min bei 70°C
wurde der Versuchsansatz sofort auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden 5 pl 5x
Reaktionspuffer, 0,5 pul dNTPs (10mM dNTP Mix) und 1 pl Superscript 1ll Reverse
Transkiptase (Invitrogen) zugegeben und mit Wasser auf 25 ul aufgefillt. Der
Ansatz wurde fur 1 h bei 50°C inkubiert und die Reaktion anschlieRend durch
Erhitzen (70°C fur 15 min) gestoppt. Die resultierende cDNA konnte nun fur PCRs

verwendet werden.

2.2.4 Mutationanalyse mittels DHPLC

Diese Mutationsanalyse beinhaltet die Vervielfaltigung (mittels PCR) der einzelnen
Exone der untersuchten Gene mit Primern (s. Tabelle 11 und 12) in den
flankierenden Intronsequenzen und die anschlielende Analyse dieser PCR-
Produkte durch die Denaturing High Pressure Liquid Chromatography (DHPLC).
Physikalisch beruht die DHPLC auf dem Prinzip des veranderten Laufverhaltens
eines DNA-Heteroduplexes. Ein Heteroduplex besteht aus zwei komplementéaren
DNA-Einzelstrangen, die auf Grund einer Mutation an einer bestimmten Position in
einem der beiden Strange eine einzelstrangige Region bilden, welche das
elektrophoretische oder chromatographische Laufverhalten des Heteroduplexes
im Vergleich zu dem der Homoduplexe verandert. Bei der DHPLC werden die
DNA-Fragmente mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) analysiert
(O’Donovan et al.,, 1998) und die Absorption gemessen. Nukleotidaustausche
aulern sich in einem veranderten Elutionsverhalten, das sich bei der
photometrischen Auswertung in einem veranderten Absorptionsspektrum auf3ert
und bei der graphischen Darstellung eine Verschiebung des Peaks zur Folge hat.
Bei der Mutationsanalyse in der vorliegenden Arbeit wurden jeweils 20 ul der
PCR-Ansatze, die auf der DNA zweier méannlicher Patienten amplifiziert wurden
gemischt und bei 95°C fir 5 min denaturiert. Anschliel3end fand ein Reannealing
fur 10 min bei Raumtemperatur statt. Diese DNA-Duplices wurden in die Saule der
DHPLC Apparatur injiziert und unter Verwendung eines Aceton-Nitril Gradienten
mit einer Durchflu3rate von 0,9 ml/min eluiert. Wahrend der Prozedur des Ladens
des PCR-Produktes, des Waschens und der letztendlichen Elution des PCR-
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Produktes wurde ein Aceton-Nitril-Puffer verwendet mit entsprechend
unterschiedlichen Anteilen von Puffer A und Puffer B (s. Tabelle 13 und 14). Die
Ladekonzentration des Aceton-Nitril-Puffers hat den geringsten Anteil von Puffer
B. Bei der Initialkonzentration des Aceton-Nitril-Puffers steigt der Anteil von Puffer
B und bei der Elutionskonzentration ist der Anteil von Puffer B am grof3ten. Die
entsprechenden Verhaltnisse der beiden Puffer zueinander und das Schmelzprofil
der PCR-Fragmente wurde mit dem Transgenomic WAVEMAKER® Programm
(Version 4.1) berechnet. Konnte ein abweichendes Elutionsprofil beobachtet
werden, wurde das entsprechende PCR-Produkt erneut mit der DNA des
Patienten amplifiziert, auf einem Agarosegel separiert, mit dem QIAquick Gel

Extraction Kit aufgereinigt und sequenziert.

2.2.5 Analyse des X-Inaktivierunsstatus spezifischer Gene

Der X-Inaktivierungsstatus von PQBP1 wurde durch RT-PCR Analysen auf cDNA
untersucht. Dazu wurde Gesamt-RNA aus Hamsterhybridzellinien isoliert (s.
Kapitel 2.2.3). Bei den Hamsterhybridzellinien handelt es sich um zwei
unterschiedliche Zellinien. Eine tragt ein inaktives humanes X-Chromosom und
die andere ein aktives humanes X-Chromosom. Auf den cDNAs der
Hamsterhybridzellen werden anschlie3end 3 verschiedene PCR-Produkte mittels
RT-PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle werden spezifische Primer fur RPSX4
(Tab.18) verwendet, das der X-Inaktivierung entkommt. Als Negativkontrolle
wurden spezifische Primer fur HPRT (Tab.18) verwendet, welches der X-
Inaktivierung unterliegt. Das PQBP1 Gen wurde mit spezifischen Primern
(Tab.18) amplifiziert. Die Amplifikate wurden anschlieRend auf ein Agarosegel

aufgetragen und ausgewertet.
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2.2.6 Northern Blot

Fur die Northern Blot Analysen wurden entweder kaufliche Multiple Tissue Blots
(BD Biosciences, Heidelberg) oder selbst hergestellte PolyA™ Northern Blots
verwendet.

Die PolyA™ RNA wurde mittels Oligo(dT) Dynabeads® (DYNAL) nach Anweisung
des Herstellers Uber einen Magneten von der ribosomalen RNA getrennt.
AnschlieBend wurde diese PolyA™ RNA auf einem 1%igen Agarosegel, das
Formamid und MOPS enthalt, separiert. Die aufgetrennte PolyA™ RNA wurde aus
dem Agarosegel durch Blotting mittels Kapillarkraften auf eine Hybond XL
Membran (Amersham) transferiert und durch UV-Crosslinking fixiert.

Die Prahybridisierung der Northern Blots wurde unter Verwendung von ULTRAhyb
(Ambion) durchgefuhrt.

Als Sonden wurden PCR-Produkte (s. Tabelle 17) verwendet, die auf cDNA
amplifiziert worden sind. Diese PCR-Sonden wurden mit [0-3?P] dCTPs radioaktiv
markiert, wobei die Markierung unter Verwendung von Hexanukleotiden und
einem dNTP-Mix ohne dCTP's mittels Klenow Fragment fir 1 Stunde bei 37°C
stattfand. Die nicht eingebauten Nukleotiden wurden durch Fraktionierung tber
eine Sephadex G50-Saule (Amersham-Pharmacia-Biotech) nach Angaben des
Herstellers abgetrennt. Die radioaktiv markierte Probe wurde zu der
Prahybridisierungslésung gegeben, und es wurde eine Hybridisierung bei 42°C
Uber Nacht durchgefiihrt. Danach wurde die Membran 2x fir 10 min in NB
Waschpuffer 1 und bei Bedarf fir 1x 20min bei 60°C in Waschpuffer 2 (s.Tabelle
8) gewaschen. Die verbleibende Radioaktivitdt der Blots sollte gré3er als 20 cps
sein.

Die Membran wurde auf einer Phosphoimager-Platte Gber Nacht exponiert, und
die Signale wurden am Phosphoimager (Molecular Dynamics Storm 860
Phosphoimager) ausgewertet.
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2.2.7 Southern Blot

Fur die Southern Blot Analyse wurde genomische DNA (18ug pro Ansatz)
gereinigt, mit Restriktionsendonukleasen verdaut und mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (s. Kapitel 2.2.1). Zur Depurinierung der DNA
wurde das Gel zunéachst fir 15 min in 250 mM HCI und far 15 min in Wasser
geschwenkt und anschlieBend zur Denaturierung ftr 30 min in 0,5 M NaOH/1,5 M
NaCl und zur Neutralisation fur 30 min in 0,5 M Tris/HCI; pH 7,5/1,5 M NaCl
geschuttelt. Der Transfer der DNA auf eine Roti+ Nylonmembran (Roth) wurde mit
10x SSC mit einer Dauer von 16h durchfihrt. Danach wurde die DNA mittels UV
Crosslinking auf der Membran fixiert.

Die sich anschlieRende Praybridisierung fand in PEG-Puffer mit denaturierter
Heringssperma-DNA flur 1h statt.

Die DNA Sonden wurden radioaktiv mit [a->’PdCTP], nach der gleichen
Vorgehensweise wie bei den Sonden fur die Northern Blot Analyse (s. Kapitel
2.2.6), markiert. Zu der markierten Sonde wurde Hybridime (10 ug/ml) gegeben,
der Ansatz wurde denaturiert und in die Prahybridisierunglésung gegeben. Die
Hybridisierung fand bei 65°C fiur 16h statt. Anschlieend wurde die Membran
mehrmals mit dem SB Waschpuffer bei 65°C gewaschen bis die Membran eine
verbleibende radioaktive Aktivitdt von 5-15 cps aufwies. Die  Membran wurde
anschlielBend mit einem BIOMax Film (Kodak) fur 2-3 Tage bei —80°C exponiert
und in einer Entwicklermaschine (Curix 60 von AGFA) entwickelt.

2.2.8 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Diese Technik ermdglicht es, strukturelle Veranderungen der Chromosomen, wie
beispielsweise Translokationen, auf molekularer Ebene nachzuweisen. Die
Methode beruht darauf, dai spezifische, fluoreszenzmarkierte
Nukleotidsequenzen einer Sonde an die komplementaren Nukleotidsequenzen
des Chromosoms hybridisieren.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurde in diesem Fall mit Biotin oder

Digoxigenin markierten DNA-Sonden auf Metaphasechromosomen der Patientin
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durchgefiihrt. Die Metaphasechromosomen wurden aus Blutzellen gewonnen.
Menschliches Blut wurde mit Lymphozyten-Kulturmedium fir 72h bei 37°C
inkubiert. Anschlie3end wurden 10 ug/ml Colcemid zugegeben und erneut fir 1h
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde eine Chromosomenpraparation (5 mM KClI
hypotoner Schock; Methanol-Eisessig-Fixierung) durchgefinhrt.

Bei den verwendeten DNA-Sonden handelte es sich um PAC- und BAC- Klone,
die aus der Sammlung des UCSC Golden Path stammen. Der Einbau von
Digoxigenin bzw. Biotin erfolgte durch Nick-Translation (Rigby et al., 1977). Der
anschlieBende Nachweis der markierten Sonden erfolgte entweder durch den
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper Avidin-FITC (Fluorescin-5-1sothiocyanat) oder
fur Biotin markierte Sonden mit Anti-Digoxin-Cy3 (Wirth et al., 1999). Fluorophore
sind organische Molekulle, die durch die Absorption von Photonen einer
bestimmten Wellenlange angeregt werden. Bei der Ruckkehr in ihren
Grundzustand emittieren sie Energie in Form von Photonen, die Uber ein

Fluoreszenzmikroskop als Signal detektiert werden kdénnen.

2.2.9 Bruchpunktklonierung

Durch die Southern Blot Analyse kann der chromosomale Bruchpunktbereich auf
etwa 500 bis 1000 Basenpaare eingegrenzt werden. Allerdings ist zu diesem
Zeitpunkt nur die Sequenz der Bruchpunktregion des Chromosoms bekannt, das
mittels Southern Blot Analyse untersucht worden ist. Um auch die Sequenz des
anderen, an der chromosomalen Umstrukturierung beteiligten Chromosoms und
damit eine exakte Bestimmung des Bruchpunktes auf Nukleotidebene zu erhalten,
wurde eine Bruchpunktklonierung nach Siebert et al., 1995 durchgefihrt. Dafir
wurde die Patienten DNA mit einem spezifischen Restriktionsenzym (in diesem
Fall Dral) verdaut und anschlieRend durch Ethanolprazipitation gereinigt und
geféllt. Durch Alkohol-Fallungen werden Nukleinsauren aufkonzentriert und
gleichzeitig von unerwinschten Pufferkomponenten befreit. Die
Nukleinsaurelésung wurde mit 0,05 bis 0,1 Volumenanteilen 3 M Natriumacetat
(pH 4.8) und 2 bis 2,5 Volumenanteilen eiskaltem Ethanol versetzt. Der Ansatz

muflte entweder Uber Nacht bei —20°C inkubiert werden. Anschlieend konnten
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die Nukleinsauren abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit Ethanol
gewaschen werden und schliellich in TE-Puffer aufgenommen werden.

Die verwendeten Adaptoren (in diesem Fall Adapter lang und Adapter kurz)
wurden hybridisiert (s. Tab. 21), und es fand eine Ligation mit den Adaptoren und
der verdauten DNA statt. Die Adaptoren binden spezifisch an die
Restriktionschnittstellen der mit Dral verdauten DNA und erlauben die Bindung der
Adapterprimer (s. Tab. 21). Diese Adapterprimer ermdglichen die Amplifikation
des Bruchpunktfragmentes mit einem sequenzspezifischen Primer, der in der
bereits bekannten Sequenz des einen Chromosoms bindet, wahrend der
adapterspezifische an den Adapter bindet und somit auch die Amplifikation des
unbekannten Sequenzabschnittes des zweiten Chromosoms ermdglicht. Die
Amplifikation wird durch zwei PCRs erlangt. Bei der zweiten PCR handelt es sich
um eine nested PCR, die es ermdglicht, die meist geringen Mengen des ersten
Amplifikats spezifisch zu vervielfaltigen. AnschlieRend wurde das PCR Produkt
Uber Agarosegel-Extraktion aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.1), in den pGEM-TEasy™
Vektor kloniert und sequenziert (s. Kapitel 2.2.10).

2.2.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmiden wurde mit dem ABI
PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit (APPLIED BIOSYSTEMS)
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Sequenzierung erfolgte nach
dem Prinzip der ,Kettenabbruchmethode® nach Sanger (Sanger et al., 1977) unter
Verwendung von fluoreszenzmarkierten dNTPs (Lee et al., 1992). Die
anschlieBende Sequenzierung (Auftrennung Uber Kapillaren und Detektion der
Fluoreszenzsignale) wurde von der Servicegruppe des MPI auf einem ABI PRISM
377 DNA Sequencer durchgefthrt.

66



Material und Methoden

2.2.11 In vitro Mutagenese

In das Plasmid pCMVtag3A-PQBP1IWT wurden mittels in vitro Mutagenese
folgende Mutation eingeflgt: 641linsC. Die Mutagenese wurde mit Hilfe des
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Angaben des

Herstellers durchgefihrt.

2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich Proteine ihrer
GroRe nach in einer Polyacrylamidmatrix auftrennen. Durch Inkubation der
Proteine mit dem stark anionischen Detergenz SDS (in Verbindung mit einem
Reduktionsmittel (DTT oder 3-Mercaptoethanol) und hoher Temperatur) werden
diese vollstandig denaturiert und dissoziiert. Durch die Bindung an das SDS
erhalten die Proteine eine negative Ladung. Dadurch wandern sie im
Polyacrylamidgel bei der elektrophoretischen Auftrennung entsprechend ihrer
GréfRe zum positiven Pol. Im Wesentlichen diente die Methode von Laemmli
(1970) als Grundlage hierfiir. Vor dem Auftagen auf das Gel wurden die Proben
mit 5 ul SDS-PAGE-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die SDS-
Gelelektrophorese wurde in einer Mini-PROTEAN lllI-Apparatur von BioRad
durchgeflhrt. Ein feinporiges 20%iges Trenngel (s. Tabelle 23) wurde dabei von
einem grofRporigen 5%igen Sammelgel (s. Tabelle 24) Uberschichtet. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA pro Gel
und 200V Spannung. Die Gele wurden fir die Westernblot-Analyse weiter

verwendet.
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Tab.23: Zusammensetzung des Trenngels

Volumen (in ml) zur Herstellung von 5ml
Komponente

Trenngel
H,O 2,6
Acrylamid/bis-Acrylamid 37,5:1 Mix (Roth) 1,0
1,5M Tris (pH8,8) 1,3
10% SDS 0,05
10% APS (Biorad) 0,05
TEMED (GibcoBRL) 0,004

Tab.24: Zusammensetzung des Sammelgels

Volumen (in ml) zur Herstellung von 5ml
Komponente

Trenngel

H.O 0,68
Acrylamid/bis-Acrylamid 37,5:1 Mix (Roth) 0,17
1,5M Tris (pH6,8) 0,13
10% SDS 0,01
10% APS (Biorad) 0,01
TEMED (GibcoBRL) 0,001
2.2.13 Immunoblot (Western Blot)

Mit diesem Verfahren werden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylindendifluorid (PVDF)-Membran transferiert, auf der sie mit spezifischen
Antikdrpern detektiert werden kénnen. In dieser Arbeit wurden die SDS-Gele nach
dem Gellauf fir 15 min in 1xBlotting-Puffer (mit 20% Methanol) gelegt. Die PVDF-
Membranen (Roche) wurden wie folgt vorbereitet: 2 sek in Methanol, 2 min in
Wasser, 15 min in Blotting-Puffer. Whatman Papier (Biorad) wurde kurz in

Blotting-Puffer getaucht.
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Im Anschlul3 daran wurde der Blot folgendermal3en in einer Trans-Blot SD
Semidry Transfer Cell (Biorad) aufgebaut:

- ( Kathode)
Whatman Papier (3 Lagen)
Gel
PVDF-Membran
Whatman Papier (3 Lagen)

+ (Anode)
Es wurde bei 20V fur 30 min geblottet.
Im Anschluss daran wurde die Membran zum Blocken in 5% Milchpulver in PBST
gelegt und fir 30 min bei RT inkubiert. Nun erfolgte die Inkubation mit dem
primaren Antikdrper in PBST+1% BSA (Verdinnung nach Angaben des
Herstellers) bei 4°C fiur 16h. AnschlieBend wurde 3x fir 5 min mit PBST
gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
(Verdiinnung nach Angaben des Herstellers) in PBST fur 30 min. Nach erneutem
3x Waschen fiur jeweils 5 min erfolgte die Detektion mit Western Lightning
Chemiluminescence Reagent (Perkin Elmer) nach den Angaben des Herstellers.

2.2.14 Transfektion von eukaryotischen Zellen mit Plasmiden

Bei der transienten (ohne Selektionsdruck) Transfektion von eukaryotischen Zellen
mit Plasmid-DNA kann mit Hilfe von positiv geladenen polykationischen Lipiden
die Komplexierung und Aufnahme der negativ geladenen DNA in die Zellen
erleichtert werden. Hierfir wurde das Polyfect Transfektionsreagenz (QIAGEN)
sowie das fur Polyfect optimierte Medium Opti-MEM von GibcoBRL verwendet.
Polyfect ist ein sogenanntes Dendrimer (ein Polymer mit einer symmetrisch
fraktalen, raumlichen Struktur), an dessen verzweigten Enden geladene
Aminosauren gebunden sind, die mit der negativ geladenen DNA interagieren.
DNA und Polyfect bilden kompakte Strukturen, die an die Zelloberflachen binden
und tber unspezifische Endozytose in die Zellen aufgenommen werden.

Die Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fur die

Immunfluoreszenzexperimente wurden 1,5 ug DNA pro Deckglaschen, und fur die
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Transfektion von Zellkulturflaschen (Oberflache: 150 cm?) wurden 24 ug DNA pro

Zellkulturflasche, verwendet.

2.2.15 Immunfluoreszenz

Einen Tag vor der Transfektion wurden 1x10° Zellen pro well in eine 6-well-Platte
ausgesat. Die Zellen wurden wie oben beschrieben transfiziert und nach 24 bis 48
Stunden mit 1,2x PEM gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Fixierung mit 3,7%
Paraformaldehyd in 1,2x PEM fir 10 min bei RT. Nach dem Waschen mit PBS
wurden sie mit 0,2% TritonX100 in PBS fur 10 min bei RT permeabilisiert.
Daraufhin wurde 4 mal fir je 3 min mit PBS gewaschen. Im Anschlul3 daran
erfolgte das Abblocken unspezifischer Bindungsstellen mit 1% BSA in PBS fir 20
min bei RT. Daraufhin wurde eine Inkubation mit dem priméaren Antikérper in
PBS+1%BSA nach Angaben des Herstellers tber Nacht durchgefihrt. Nach
erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem sekundaren Antikérper in
PBS (Verdunnung nach Herstellerangaben) fur 30min bei RT inkubiert. Die Zellen
wiederum mit PBS gewaschen und in Mounting-Medium (enthalt DAPI)
eingebettet. Die Signale wurden anschlieBend unter Verwendung eines
Fluoreszenzmikroskops (Zeiss) ausgewertet.

2.2.16 Zellysate fur die Immunopréazipitation

Die zu lysierenden, transfizierten Zellen wurden ein Mal mit eiskaltem PBS
gewaschen und in 200 pl kaltem Zellysis-Puffer (10 mM Tris/Hcl ph7,8, 150 mM
NaCl, 1ImM EDTA, 1% Nonidet p-40, 1ImM PMSF und einem Protease Inhibitor
Cocktail) inkubiert. Der Aufschlufd der Zellen erfolgte durch den Zellysis-Puffer und
Verwendung einer 21 um Nadel. Die DNA und Zellwandbestandteile wurden durch
Zentrifugation entfernt. Der Uberstand mit den Proteinen wurde abgenommen und
fur die Koimmunprazipitation eingesetzt. Die Konzentration der Proteine wurde

mittels Bradford-Assay gemessen.
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2.2.17 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Assay verwendet.
Bei der Bindung von Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine im sauren Milieu
verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes (465nm ohne Protein,
595nm mit Protein). Die Anderung der Absorption bei 595nm ist proportional zu
der an den Farbstoff gebundenen Proteinmenge. Zunachst wurde eine Eichreihe
erstellt. Dazu wurde BSA in 1:1000 verdinntem Probenpuffer auf die folgenden
Konzentrationen verdunnt: 1ug/ml, 2ug/ml, 4pg/ml, 5pg/mi, 7,5ug/ml, 10pg/ml. Die
Proben wurden 1:1000 in H,O verdinnt. Je 80ul der BSA-Verdinnungen bzw. der
verdinnten Proben wurden mit 20ul Bradford-Reagenz (Sigma) gemischt und in
eine Mikrotiterplatte (Falcon) pipettiert. Die Messung der Absorption bei 595nm
erfolgte im Spektralphotometer (Anthos 2020). Die Proteinkonzentration der

Proben wurde Uber eine Standardkurve bestimmt.

2.2.18 Koimmunpréazipitation von Proteinen

Mittels Koimmunprazipitation konnen Proteine bzw. Proteinkomplexe aufgereinigt
und angereichert werden. Das zu reinigende Protein wird an einen Antikorper
gekoppelt. Uber diesen Antikérper kann das Protein dann an die Protein A-
Agarose Kiigelchen binden.

Protein-A ist ein Protein der bakteriellen Zellwand aus Staphylococcus aureus, das
eine hohe Affinitat zur Fc-Region vieler Immunglobuline der Sauger besitzt. Somit
bietet sich dieses Protein zur Aufreinigung und Anreicherung von
Immunkomplexen an, da nach der Bindung des Fc-Teils der Fab-Anteil weiterhin
fur die Antigenbindung verfigbar ist.

Zur Immunprazipitation der gewinschten Proteine wurden wie bereits beschrieben
Zellysate hergestellt (s. Kapitel 2.2.16). Es wurde jeweils 1 mg Protein in 1ml
Lysispuffer verdinnt. Zunachst wurde ein Precleaning  durchgefuhrt, das
unspezifische Bindungen an die Protein-A-Agarose verhindern sollte. Dafur
wurden 50 ul Protein-A-Agarose zu dem 1ml Ansatz zugegeben und fir 1h bei 4°C

inkubiert. Nach Abzentifugation der Protein-A-Agarose wurde zu dem Uberstand
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1-2 pg Antikoérper gegeben und der Ansatz wurde Uber Nacht in einem
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 75ul Protein-A-Agarose
zugegeben und weitere 2h bei 4°C inkubiert. Die Protein-A-Agarose an die nun
der Antikdrper mit dem Zielprotein und dem Interaktionspartner des Zielproteins
gebunden sind, wurde 3 mal gewaschen, das Pellet in 20 ul Lysispuffer
aufgenommen, mit 5x SDS-PAGE-Puffer (5 ul) und 1 M DDT (3,8 ul) versetzt und
5min bei 95°C denaturiert. AnschlieRend wurde die Protein-A-Agarose
abzentrifugiert und der Uberstand, in dem sich der Proteinkomplex befindet, auf
ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. AnschlieBend wurde ein Westernblot
durchgefiihrt mit einem Antikdrper spezifisch fir das Epitop des uberexprimierten
Interaktionspartner des Proteins, welches uber die Bindung an die Protein-A-

Agarose aus dem Proteinmix isoliert wurde.

2.2.19 Komplementationsstudien in S. cerevisiae

Zur ldentifizierung des mdoglichen funktionellen Homologs des humanen FTSJ1
Proteins wurden verschiedene S. cerevisiae Deletionsstdmme  mit
Expressionsvektoren, in die die cDNA des humanen FTSJ1 kloniert worden ist,
transformiert. Bei den Deletionsstammen handelt es sich um Stdamme bei denen
die transkriptionelle Einheit eines der drei paralogen Gene zu FTSJ1 durch
Insertion des Kanamycin Resistenzgens zerstort wurde (s. Tabelle 25). AulRer bei
dem SPB1 Deletionsstamm handelt es sich um einen homozygoten Knockout der

jeweiligen Gene.

Tab.25: S. cerevisiae Stamme

Accession Deletiertes Gen Genotyp

Nr.
YBL4409 trm7A BMA64; MATa trm74A::TRP1; ade2,
(Pintard et his3, leu2, trpl-4A, ura3, canl1-100
al., 2002)
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Accession Deletiertes Gen Genotyp

Nr.
YBL4363 trm7A + pBL579 (TRM7) BMAG4; MATa trm7A:TRP1; ade2,
(Pintard et his3, leu2, trpl-4A, ura3, canl1-100
al., 2002)
YBRO061c trm7A BY4743; Mat a/J; his3001/his301;
(Euroscarf) leu2000/leu2010; lys200/LYS2;

MET15/met1500; ura300/ura310;
YBRO061c::kanMX4/YBR061c

Y23461 spb1A/spbl BY4743; Mat a/o; his3A1/his3A1,;
(Euroscarf) leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;

MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YCLO54w::kanMX4/YCL054w

Y04503 mrmz2A BY4743; Mat a/o; his3A1/his3Al;
(Euroscarf) leu2A0/leu2A0; lys2A0/LYS2;

MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0;
YGL136¢c::kanMX4/YGL136¢c

Y00000 Kein Gen deletiert = Wildtypstamm  MATa; his3A1; leu2A0; met15A0;
ura3A0

Die FTSJ1 cDNA wurde entweder in den Expressionvektor pAE mit einem
konstitutiven Promotor oder in den Expressionvektor pYES2 mit einem Galaktose-
induzierbaren Promotor Kkloniert (verwendete Primer siehe Tabelle 20).
Anschliel3end wurden sie in den entsprechenden Hefestamm mittels der Modified
Lithium Acetate Yeast Transformation Methode (Kaiser et al., 1994) transformiert.
Der Einbau des Plasmids verleiht den Zellen eine URA Prototrophie, was eine
Selektion auf Uracil-defizientem Medium ermoglicht. Anschlie3end wurde eine
Kolonie gepickt und Uber Nacht in Uracil-defizientem Flussigmedium bei 30°
inkubiert. Die Zellsuspensionen der transformierten Stdmme und Kontrollen
wurden anschlieBend auf eine OD von 0,3 bei 600nm eingestellt. AnschlieRend
wurde von dieser Suspension eine Verdunnungsreihe hergestellt, bei der jeweils

eine Verdinnung um 1:54 angefertigt wurde. Insgesamt wurden 5

73



Material und Methoden

Verdinnungsschritte durchgefihrt, die auf Feststoffmedien aufgestempelt worden
sind. Bei der letzten Verdinnung der Suspension sollte idealerweise nur noch eine
Kolonie bei der Positivkontrolle wachsen. Durch die Einstellung auf die gleiche OD
und eine identische Verdunnungsreihe ist es mdglich, das Wachstum

unterschiedlicher Hefestamme zu vergleichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung von Netrin G1 (NTNG1) als autosomales
Kandidatengen fur das Rett-Syndrom (RTT)

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war eine Patientin mit Rett-Syndrom
(RTT), das bislang als monogene Erkrankung beschrieben wurde, die durch
Mutationen im MECP2 (Methyl CpG Bindeprotein 2) Gen verursacht wird. MECP2
ist auf dem X-Chromosom im Abschnitt Xg28 lokalisiert. Die hier untersuchte
Patientin ist Tragerin einer balancierten reziproken Translokation zwischen
Chromosom 1 und Chromosom 7. Da dem gleichen Phanotyp im vorliegenden Fall
somit ein unterschiedlicher, genetischer Hintergrund zu Grunde liegt, besteht die
Mdoglichkeit, dal3 ein weiteres autosomales Kandidatengen fur RTT existiert, das

entweder auf Chromosom 1 oder Chromosom 7 lokalisiert ist.

3.1.1 Patientin mit reziproker balancierter Translokation
46,XX,t(1;7)(p13.3;931.3) und Rett Syndrom (RTT)

Die Patientin wurde im Rahmen der Dissertation von Dr. med. Isabella Borg
(Universitat von Malta, MSD 06 Msida, Malta) untersucht. Sie ist die erste Tochter
von gesunden, nicht blutsverwandten Eltern. Nach einer normalen
Schwangerschaft und einer termingerechten, vaginalen Entbindung wurden
zunachst keine Auffalligkeiten oder Dysmorphien festgestellt. Inr Geburtsgewicht
und der Kopfumfang lagen im Bereich der 90. Perzentile. Bis zum 5. Monat verlief
ihre Entwicklung normal, danach zeigte sie zum ersten Mal ungewo6hnliche
Augenbewegungen. Mit 7 Monaten wurde sie auf Grund von anhaltenden afebrilen
Krampfen in ein Krankenhaus eingewiesen. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sowohl
Computertomographie- (CT) als auch Magnetresonanztomographie- (MRT)
Untersuchungen keinen auffalligen Befund. Dartber hinaus wurde eine
Chromosomenanalyse vorgenommen, bei der festgestellt wurde, dal3 die Patientin
Tragerin einer balancierten Translokation zwischen den Chromosomen 1 und 7
mit dem Karyotyp 46,XX,t(1;7)(p22;932) ist (Abb.3). In einer nachfolgenden
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Untersuchung im Alter von 8,5 Monaten zeigte die Patientin ein gestortes
Kontaktverhalten und hatte Schwierigkeiten, den Augenkontakt aufrecht zu halten.
Ihre Muskulatur war schwach ausgebildet, sie konnte weder ihren Kopf fixieren
noch eigenstandig sitzen. Die Biotinidase-Aktivitatsuntersuchung und die Uber
visuelle Reizungen erzeugten Aktionspotentiale waren normal. Das Enzym
Biotinidase ist flr die Bereitstellung von Biotin aus Biocytin und
proteingebundenem Biotin von Bedeutung. Ein Mangel an Biotinidase fuhrt daher
u. a. zu Biotinmangel, der auch geistige Behinderung verursachen kann. Im
Rahmen weiterer Untersuchungen wurde ein Elektroenzephalogramm (EEG)
durchgeflhrt, das eine abnormale Aktivitdt wahrend des Schlafens zeigte. Weitere
cytogenetische Analysen haben ein Angelman- oder Prader-Willi-Syndrom
ausgeschlossen.

Im Alter von 2,5 Jahren wurden die CT- und MRT-Untersuchungen wiederholt und
zeigten als einzige Anomalie einen leichten Rickgang bei der Myelinisierung der
Axone. Im Alter von 3,5 Jahren wurden die epileptischen Anfélle mit Clobazam
und Lamotrigine erfolgreich therapiert.

Mit 4 Jahren verweigerte die Patientin die Nahrungs- und Flussigkeitsaufnahme,
und es muflte eine Magen-Sonde gelegt werden. Darlber hinaus war sie
inkontinent, lief breitbeinig, unsicher und mit stets angewinkelten Ellenbogen. Die
auffalligen, stereotypen Handbewegungen (Aneinanderreiben, Waschbewe-
gungen, Klatschen, Handelutschen), die sie seit ihrem 2. Lebensjahr zeigte, waren
auch in diesem Alter noch vorhanden. lhre Sprachfahigkeiten beschrankten sich
auf ,Mum® und ,Dad". Die Wachstumsentwicklung, in Bezug auf Gréf3e und
Gewicht, lag unterhalb der 3. Perzentile. Ihr Kopfumfang war im Bereich der 25.
Perzentile. Sie zeigte keine weiteren Dysmorphiezeichen, und auch die
korperlichen Untersuchungen ergaben Normalbefunde.

Auf Grund der geschilderten Anamnese der Patientin wurde entsprechend der
diagnostischen Kiriterien (Hagberg et al., 2002) die Diagnose Rett-Syndrom
gestellt.
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yrA

1 der(1) der(7) 7

Abb. 3: Ildeogramm der normalen Chromosomen 1 (weif3) und 7 (griin) und der derivativen
Translokationschromosomen der(1) und der(7) der Patientin mit dem Karyotyp
46,XX,1(1;7)(p13.3;931.3)

3.1.2 Physikalische  Kartierung der  Bruchpunkte auf den

Chromosomen 1und 7

3.1.2.1 Chromosom 7

Fur die Kartierung der chromosomalen Bruchpunkte wurden Chromosomen der
Patientin mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) analysiert. Die
Metaphase Chromosomen aus lymphoblastoiden Zellen der Patientin wurden mit
fluoreszenzmarkierten, genomischen YAC, PAC und BAC Klonen hybridisiert.

Der PAC Klon RP5-865F17 (Accession Nr. AC006010) zeigt Signale auf dem
normalen Chromosom 7 und dem derivativen Chromosom 7 und kartiert somit
proximal zum Bruchpunkt. Der PAC Klon RP5-902E20 (Accession Nr. AC006148)
zeigt Signale auf dem normalen Chromosom 7 und dem derivativen Chromosom 1
und kartiert deshalb distal zum Bruchpunkt (diese FISH Analysen wurden im
Rahmen der Dissertation von Dr. med. Isabella Borg durchgefiihrt). Beide Klone

grenzen die Bruchpunkt-Region auf anndhernd 236 Kb ein (Abb.4).
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Chromosom 7q31.33

Bp 123350000

123500000

RP5-865F17 (proximal)

ca. 121 Kb RP5-902E209 (distal)

ca. 115 Kb
Abb.4: Schematische Darstellung der Bruchpunktregion von Chromosom 7: Lokalisierung

des proximalen PAC Klons RP5-865F17 (AC006010) und des distalen PAC Klons RP5-
902E20 (AC006148) auf Chromosom 7

Die in silico Analyse dieser Region mittels Human Genome Browser (Version Mai

2004) zeigt, dal3 in dieser Region keine bekannten Gene lokalisiert sind (Abb.5).
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Abb.5: Ausschnitt aus der Bruchpunkt-Region von Chromosom 7. Der proximale PAC Klon
und der distale PAC Klon sind rot hervorgehoben und die genomische Region auf dem

Chromosom 7, die diese beiden PAC Klone liberspannen, ist ebenfalls rot gekennzeichnet.
Bekannte Gene sind in blau dargestellt.
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3.1.2.2 Chromosom 1

Auf Chromosom 1 konnte neben dem proximalen BAC Klon RP11-24J14
(Accession Nr. AC016085) und dem distalen BAC Klon RP11-396N10 (Accession
Nr. AL590427) der Bruchpunkt uUberspannende BAC Klon RP11-436H6
(Accession Nr. AL513187) identifiziert werden (Abb.6A). Er hybridisiert sowohl an
das normale Chromosom 1 als auch an die derivativen Chromosomen 1 und 7
(Abb.6B). Diese FISH-Analyse wurde ebenfalls von Dr. med Isabella Borg im

Rahmen ihrer Dissertation durchgefuhrt.

A

Chromosom 1p13.3

Telomer : : Zentromer

Bp 07Ao0non RP11-436H6 BP-iiberspannend 1osmone

RP11.396N10 (distal) ca. 122kh RP11.24J14 (proximal)

ca.214kh ca. 207kh

B

Abb.6: A: Schematische Darsteliung der Bruchpunktregion von Chromosom 1 Lokalisierung
des proximalen BAC Klons RP11-24J14 (AC016085), des distalen BAC Klons RP11-
396N10 (AL590427) und des Bruchpunkt-uberspannenden BAC Klons RP11-436H6
(AL513187) auf Chromosom 1.

B: Fluoreszenz in situ Hybridisierung des BAC Klons RP11-436H6 auf Metaphase-
Chromosomen der Patientin. Der BAC Klon zeigt Signale auf dem normalen Chromosom
1, dem derivativen Chromosom 1 und dem derivativen Chromosom 7 und ist somit
Bruchpunkt-iberspannend. Die Signale sind als rote Punkte auf den Chromosomen

sichtbar.
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Bei der Karyotypisierung mittels Giemsafarbung wurde der Karyotyp zunachst als
46,XX,1(1;7)(p22;932) festgelegt. An Hand der FISH Analysen muldte der
Bruchpunkt jedoch neu definiert werden als: 46,XX,t(1;7)(p13.3;931.3).

Da die Southern Blot Analysen zur weiteren Eingrenzung des
Bruchpunktbereiches zunacht zu keinen Ergebnissen fihrten, wurden die FISH-
Analysen fir die Bruchpunktregion auf Chromosom 1 wiederholt. Die erneuten
Analysen zeigten, dald der zuvor als proximal charakterisierte BAC Klon RP11-
24J14 in 4 von 16 Metaphasen Bruchpunkt-tberspannende Signale zeigte
(Abb.7).

Abb.7: Fluoreszenz in situ Hybridisierung des BAC Klons RP11-24J14 auf Metaphase-
Chromosomen der Patientin. Auch dieser BAC Klon zeigt Signale auf dem normalen
Chromosom 1, dem derivativen Chromosom 1 und dem derivativen Chromosom 7 und ist
somit ebenfalls Bruchpunkt-tiberspannend. Die Signale sind als rote Punkte auf den

Chromosomen sichtbar.

Bei den Ubrigen Methaphasen dieser Hybridisierung waren 10 Signale proximal
und 2 Signale distal. Demnach zeigen sowohl der BAC Klon RP11-436H6 als auch
der BAC Klon RP11-24J14 Bruchpunkt-tberspannende Signale. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, daf3 der Bruchpunkt héchstwahrscheinlich in der genomischen
Sequenz lokalisiert ist, die in beiden BAC Klonen vorhanden ist. BAC Klone
werden entsprechend ihrer 5 und 3’ tGbereinstimmenden Endsequenzen einander
zugeordnet. Primer die im proximalen Bereich des BAC Klons RP11-436H6
binden, binden auch im distalen Bereich des BAC Klons RP11-24J14. Dieser
Bereich umfal3t ca. 30 Kb Ubereinstimmender Sequenz beider Klone (Abb.6A).
Innerhalb dieses Bereiches mul3 demnach hdchstwahrscheinlich der Bruchpunkt
lokalisiert sein.
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3.1.3 Eingrenzung des Bruchpunktbereiches auf Chromosom 1 durch

Southern Blot Analyse

Mit einer weiteren Feinkartierung der Bruchpunktregion wurde festgestellt, ob
spezifische Gene durch die Translokation unterbrochen werden. Auf dem
Bruchpunkt Uberspannenden BAC Klon (RP11-436H6) von Chromosom 1 ist mit
grof3er Wahrscheinlichkeit das Netrin G1 Gen (NTNG1) unterbrochen, da dessen
Exone sowohl auf dem distalen, dem Bruchpunkt-iiberspannenden, als auch auf
dem proximalen BAC Klon vorhanden sind.

Deswegen konzentrierte sich die weitere molekulare Analyse der Bruchpunkte
zunachst auf den Bruchpunktbereich von Chromosom 1, und die Auswahl der
Proben fur die Southern Blot-Hybridisierungen beschrankte sich auf die
Bruchpunkt-tiberspannenden BAC Klone RP11-436H6 und RP11-24J14.

Bei der Darstellung der FISH Ergebnisse wurde bereits erwéhnt, dal3 der BAC
Klon RP11-24J14 in einigen Methaphasen Bruchpunkt-tiberspannende Signale
auf den beiden derivativen Chromosomen 1 und 7 und auf dem normalen
Chromosom 1 gezeigt hat. Dieser BAC Klon besteht aus acht ungeordneten
Sequenzabschnitten, seine Sequenz ist jedoch identisch zu RP11-436H6 und
RP11-270C12 (Accession Nr. AC114491). Deswegen ist es mdglich, im folgenden
fur alle weiteren Experimente die Sequenz von RP11-270C12 als
Referenzsequenz zu verwenden.

Die Proben fur die Southern Blot-Analyse wurden in dem Bereich
Ubereinstimmender Sequenz beider Bruchpunkt-tberspannender BAC Klone
amplifiziert. FUr die Southern Blot Analyse, die erfolgreich die Bruchpunktregion
auf Chromosom 1 eingrenzen konnte, wurde genomische DNA der Patientin und
einer weiblichen Kontrollperson mit vier verschiedenen Restriktionsenzymen (Dral,
Hincll, Mbol und Sspl) verdaut. Die Hybridisierung dieses Blots wurde mit einer
radioaktiv markierten Sonde, hergestellt mit Primern, die die Region von Nukleotid
20482 bis Nukleotid 21049 auf der invertierten Sequenz des BAC Klons RP11-
270C12 amplifiziert, durchgefuhrt. Mit dieser Sonde konnten fir alle vier
verwendeten Restriktionsenzyme aberrante Banden in der DNA der Patientin
nachgewiesen werden (Abb.8A). Solche Banden waren in der DNA der
Kontrollperson nicht nachweisbar. Die erwartete Grof3e der verdauten DNA
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Fragmente betrug bei Sspl 3105 Bp, bei Mbol 587 Bp, bei Hincll 9137 Bp und bei
Dral 700 Bp. Alle diese Fragmente sind in der entsprechend verdauten DNA der
Kontrolle vorhanden. Bei der adaquat behandelten DNA der Patientin hingegen
findet man, neben den erwarteten Fragmenten resultierend vom normalen
Chromosom 1, aberrante Fragmente, da durch die chromosomale
Umstrukturierung die Sequenz der derivativen Chromosomen an den
Bruchpunktregionen verandert sind, und dadurch neue Schnittstellen fur die
Restiktionsenzyme auftreten (Abb.8A). Die Tatsache, dal3 fur alle vier
Restriktionsenzyme aberrante DNA Fragmente bei der Patientin gefunden wurden,
spricht daftr, daf3 eine weitere Eingrenzung des Bruchpunktes auf einen Bereich
zwischen den Nukleotiden 20723 und 21206 auf dem BAC Klon RP11-270C12 mit
einer Grol3e von 483 Bp gelungen ist (Abb.8B). Des weiteren werden bei der DNA
der Patientin, welche mit den Enzymen Sspl, Mbol und Dral verdaut wurde, drei
aberrante Fragmente detektiert. Dies kommt dadurch zustande, dafR die
verwendete Probe sowohl an die Sequenz des normalen Chromosom 1 als auch
an die Sequenz der beiden derivativen Chromosomen bindet. Diese drei
Fragmente sind somit Bruchpunkt-tberspannend und die Enzyme Dral und Mbol
grenzen die Bruchpunktregion am starksten ein. Der Bruchpunkt mif3te zwischen
der Mbol Schnittstelle an Position 20723 und der Dral Schnittstelle an Position
21206 liegen (Abb.8B). Beide Enzyme schneiden sowohl in der normalen
Sequenz als auch in der Sequenz der derivativen Chromosomen Kkurze
Fragmente. Deshalb bietet es sich an, eines dieser Enzyme fur die sich

anschlieBende Bruchpunktklonierung zu verwenden.
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Abb.8: Southern Blot Analyse der Bruchpunktregion auf Chromosom 1

A Southern Blot Hybridisierung: DNA der Patientin (P) und DNA einer weiblichen
Kontrollperson (K) wurde mit Sspl, Mbol, Hincll und Dral verdaut, geblottet und
anschlieBend mit einer radioaktiv markierten Probe hybridisiert. Neben den erwarteten
Fragmenten in der DNA der Patientin und der Kontrollperson sind zusétzliche aberrante
Fragmente in der DNA der Patientin vorhanden.

B Schematische Ubersicht der genomischen Region 1p13.3 auf Chromosom 1 in der sich
der Chromosomenbruchpunkt befindet. Sowohl die erwarteten Restriktionsstellen von
Hincll (dunkelrosa), Sspl (flieder), Mbol (griin) und Dral (blau) als auch die erwarteten
RestriktionsfragmentgréRen sind abgebildet. Ebenso ist die verwendete Probe
eingezeichnet, die der Sequenz von 20482 bis Nukleotid 21049 auf dem invertierten BAC
Klon RP11-270C12 entspricht.
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3.1.4 Klonierung der Bruchpunkte auf dem derivativen Chromosom 1

und dem derivativen Chromosom 7

An Hand der Feinkartierung des Bruchpunktes mittels Southern Blot Analyse ist
zwar eine Unterbrechung der transkriptionellen Einheit des NTNG1 Gens
wahrscheinlich, da das Exon 7 dieses Gens proximal zum Bruchpunkt lokalisiert
ist und dadurch von den restlichen Exonen des Gens abgetrennt wird. Aber um
kleinere Deletionen oder Inversionen in dieser Bruchpunktregion auszuschliel3en,
wurde eine Bruchpunktklonierung durchgefihrt (Siebert et al., 1995).

An die Schnittstellen der mit Dral verdauten DNA der Patientin wird ein Adapter fur
glatte Restriktionsschnittstellen ligiert. AnschlieRend wird eine PCR mit einem
sequenzspezifischen Primer, in diesem Falle spezifisch fur Chromosom 1, und
einem Adapterprimer (AP1) durchgefihrt, dem sich eine nested PCR mit einem
weiteren sequenzspezifischen Primer und einem Adapterprimer (AP2) anschlief3t
(Abb.9A). Neben dem vorausgesagten PCR Produkt mit einer Gré3e von 568 Bp,
das sowohl bei der Dral verdauten DNA der Kontrolle als auch bei der Patientin
detektierbar ist, entsteht ein zusatzliches Fragment bei der DNA der Patientin mit

einer Gréf3e von ca. 400 Bp, das die Bruchpunktsequenz reprasentiert (Abb.9B).

A
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Abb.9: Klonierung des Bruchpunktes auf Chromosom 1

A: Schematische Darstellung der PCR zur Klonierung des Bruchpunktes. Die verwendeten
sequenzspezifischen Primer und die Adapterprimer (AP) sind eingezeichnet.

B: Auftrennung der PCR-Produkte der Bruchpunktklonierungs-PCR  mittels
Gelelektrophorese. Bei der Kontrolle (K) ist nur das erwartete PCR Fragment nachweisbar.
Bei der Patientin (P) ist neben dem erwarteten PCR Produkt, resultierend vom normalen
Chromosom1, ein kleineres PCR-Produkt nachweisbar. Dieses PCR-Produkt sollte aus
Hybridsequenz von Chromosom 1 und Chromosom 7 bestehen. +: PCR-Reaktion; -

Negativkontrolle der PCR-Reaktion ohne Tag-Polymerase.

Dieses aberrante Fragment wird auf Grund der geringeren Groéf3e bevorzugt
amplifiziert, was zu einer schwacheren Amplifikation des normalen Fragments
fuhrt. Die anschlieRende Sequenzierung dieses Fragments zeigt, dal3 man durch
PCR mit dem sequenzspezfischen Primer und dem Adapterprimer ein Hybrid-
PCR-Fragment erhélt, das sowohl Sequenz von Chromosom 1 als auch Sequenz
von Chromosom 7 enthélt. Zusatzlich sind drei Basenpaaren in die neue
Hybridsequenz eingebaut worden, welche keinem der beiden Chromosomen
zugeordnet werden konnte (Abb.10A). In diesem Fall stammt das Zentromer des
Hybridchromosoms von Chromosom 7. Demnach wird laut Definition dieses

Hybridchromosom als derivatives Chromosom 7 bezeichnet.
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Abb.10: Chromatogramme der Bruchpunktsequenzen beider derivativer Chromosomen

A: Chromatogramm der Bruchpunktsequenz des derivativen Chromosoms 7 ermittelt
durch Bruchpunktklonierung. Drei Nukleotide an der Bruchpunktstelle kénnen keiner
Sequenz von Chromosom 1 oder Chromosom 7 zugeordnet werden. Unterhalb des
Chromatogramms des derivativen Chromosom 7 ist die Referenzsequenz fir Chromosom
7 aufgefuhrt.

B: Chromatogramm der Bruchpunktsequenz des derivativen Chromosoms 1 ermittelt
durch PCR mit Chromosom 1- und Chromosom 7-spezifischen Primern. An dieser
Bruchpunktstelle sind sowohl bei Chromosom 1 als auch bei Chromosom 7 mehrere
Thymidine. Dadurch 1aR3t sich der Bruchpunkt nicht exakt auf ein Nukleotid festlegen.
Unterhalb des Chromatogramms des derivativen Chromosom 1 ist die Referenzsequenz

fur Chromosom 1 aufgefuhrt.

Mit Hilfe der Sequenzinformation, die durch die Bruchpunktklonierung erhalten
wurde, ist es mdglich, die Bruchpunktregionen beider derivativer Chromosomen
mittels PCR Analyse und chromosomenspezifischer Primer zu amplifizieren. Dies

dient einerseits als Bestatigung fur die Bruchpunktklonierung des derivativen
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Chromosoms 7 und andererseits zur Bestimmung des Bruchpunktes auf dem
derivativen Chromosom 1.

Die prazise Lokalisierung des Bruchpunktes auf dem derivativen Chromosom 1 ist
wichtig, um Deletionen oder Insertionen auszuschlie3en, die womaoglich einen
Einflu3 auf den Phanotyp haben kénnten. Fir die PCR wurden Primer verwendet,
die spezifisch fur die durch die Bruchpunktklonierung ermittelten Sequenzen auf
Chromosom 1 und Chromosom 7 sind. Durch die Kombination des vorwarts
beziehungsweise ruckwarts orientierten Primers spezifisch fir Chromosom 1 mit
dem vorwarts beziehungsweise rickwarts orientierten Primers spezifisch far
Chromosom 7, kdnnen nur PCR Produkte mit der Patienten DNA von den beiden

derivativen Chromosomen amplifiziert werden (Abb.11).

FF.

r’- *

Chromasom 1 Sequenz Chromosom 7 Sequenz

é *-l

Chromosom 7 Sequenz Chromosom 1 Sequenz

1 der(l) der(?) 7

Abb.11: Amplifikation der Bruchpunktsequenzen beider derivativer Chromosomen: Die Lage
der verwendeten Primer ist mit Pfeilen schematisch dargestellt. Eine Amplifikation dieser

PCR Produkte ist nur auf der DNA der Translokationschromosomen der Patientin méglich.

Das Chromatogramm des klonierten Bruchpunktfragments amplifiziert von dem
derivativen Chromosom 1 zeigt, dalR keine Deletionen oder Insertionen
stattgefunden haben. Wegen der {Ubereinstimmenden Thymidine an den
Bruchpunkten beider Chromosomen laf3t sich der Bruchpunkt nicht auf ein

bestimmtes Nukleotid festlegen (Abb.10B). Die Zuordnung der Sequenz des
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Bruchpunktbereiches des derivativen Chromosom 7 zu der entsprechenden
genomischen Sequenz zeigt, da3 das NTNG1 Gen zwischen den Exonen 6 und 7
unterbrochen ist.

Auf Chromosom 7 ist das das nachstgelegene, bekannte Gen das Sperm
Adhesion Molecule 1 (SPAM1), das ca. 160 Kb proximal vom Bruchpunkt liegt.
Distal vom Bruchpunkt liegt das nachste bekannte Gen 614 Kb entfernt, der G
Protein-Coupled Receptor 37 (GPR37). Eine weitere vorhergesagte mRNA
(NT_007933.842) ist 21 Kb distal vom Bruchpunkt lokalisiert (Abb.12). Diese
MRNA wurde jedoch nur an Hand der genomischen Sequenz durch das
Softwareprogramm Gene Scan Prediction vorhergesagt. Da es keine
korrespondierenden EST Klone gibt, ist nichts Uber die Expression bzw. tGiber das
Expressionsmuster dieser vorhergesagten mRNA bekannt. Durch den Bruchpunkt
unterbrochen ist ein gespleites EST (Accession Nr. BX643283) (Abb.12). Die
vorhergesagten ,Exone” von BX643283 verteilen sich Uber eine genomische
Region von ca. 357 Kb, demgegenuber steht eine TranskriptgrofRe von 573 Bp.
Abgesehen davon war es unmdéglich, durch in silico Analyse mit dem ORF Finder
Programm (NCBI) einen langeren, zusammenhangenden, offenen Leserahmen zu
ermitteln. Um die Expression von BX643283 zu Uberprifen, wurden RT-PCR
Experimente mit Intron-Uberspannenden Primern spezifisch fur dieses EST,
durchgefuhrt. Mit den hier verwendeten cDNAs, die aus fotaler Gehirn RNA,
lymphoblastoiden Zellinien und Fibroblasten gewonnen wurden, konnte kein
Produkt erzeugt werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf} dieses EST
maoglicherweise artifiziell sein kdnnte. Seine Existenz kann jedoch nicht vollstandig

ausgeschlossen werden.
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Abb.12: Genomische Region des Bruchpunktbereiches auf Chromosom 7: Der rote Balken
reprasentiert den Bruchpunkt, der die genomische Einheit eines vorhergesagten
gespleildten ESTs zerstort (BX643283)

3.1.5 In silico Analyse der Bruchpunktregion mit dem Netrin G1 Gen
(NTNG1)

Die den Bruchpunkt flankierenden BAC Klone (RP11-24J14 und RP11-396N10)
und die den Bruchpunkt Uberspannenden BAC Klone (RP11-436H6 und RP11-
270C12) enthalten die Exone des Netrin G1 Gens (NTNGL1) (Abb.13). Insgesamt
Uberspannen die Exone von NTNGL1 eine genomische Region von annahernd 270
Kb in der chromosomalen Region p13.3 von Chromosom 1. Fiur NTNG1 sind
bislang zwei unterschiedliche Transkriptvarianten (Transkiptvariante 1: Accession
Nr. AB023193 und Transkriptvariante 2: Accession Nr. BC030220) beschrieben
worden. Die Exone 1, 2 und 3 liegen auf dem BAC Klon RP11-396N10. Auf dem
BAC Klon RP11-436H6 sind die Exone 4, 5 und 6 lokalisiert, und auf dem BAC
Klon RP11-270C12 liegt Exon 7. Beide Transkriptvarianten haben
unterschiedliche 5’ untranslatierte Exone. Eine alternative Spleil3stelle in Exon 6
erzeugt aul3erdem unterschiedliche 3' Enden. Der Bruchpunkt auf Chromosom 1
liegt in Intron 6 und trunkiert die Transkriptvariante 2, indem er die genomische
Region, die Exon 7 enthalt, von der genomischen Region, die alle anderen Exone
tragt, trennt (Abb.13).

Hinsichtlich der Transkriptvariante 1 liegt der Bruchpunkt stromabwarts vom

letzten kodierenden Exon. In diesem Fall ist es moglich, dal3 der Bruchpunkt
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regulatorische Elemente zerstort oder das Gen durch die Translokation in einen
anderen genomischen Kontext bringt. Es wurde bereits gezeigt, dal3 die
Zerstorung von 3’ regulatorischen Elementen die Transkriptmenge negativ
beeinflul3t (Nakada et al., 2004 und Kurokawa et al., 2004).

Die in silico Translation der Transkriptvariante 1 flhrt zu einem vorhergesagten
Protein bestehend aus 386 Aminosauren (Accession Nr. BAA76820) und die
Translation der Transkriptvariante 2 fihrt zu einem vorhergesagten Protein
bestehend aus 438 Aminosduen (Accession Nr. AAH30220). Auf
Aminosaureebene sind beide Proteine nahezu identisch. Der einzige Unterschied

ist das um 52 Aminosauren langere, C-terminale Ende von AAH30220.

BP
Tel RP11-396N10
elomer RP11-436H6
RP11-270C12
Zentromer
ATG T TAG
1 2 3 4 5 5 7
TAM
“ariante 1 2 3 4 3 5
(ABO23193)
ATG TAG
. 1 B 4 5 B 7
“ariante 2
H
(BCO30Z20) D e D D H

Abb.13: Schematische Darstellung der NTNG1 Transkriptvarianten: In der oberen Zeile sind
die BAC Klone eingezeichnet, die Sequenzen der NTNG1 Exone enthalten. In der zweiten Zeile ist
die Verteilung der Exone in der genomischen Sequenz mit entsprechenden Translations- und
Stopkodons dargestellt. In der dritten Zeile ist die Transkriptvariante 1 des NTNG1 Gens
dargestellt. Fir diese Variante ist bislang kein Translationsstart festgelegt worden. Das
Translationsstopkodon ist in Exon 6 lokalisiert. Die unterste Zeile reprasentiert die
Transkriptvariante 2 deren Translationsstartkodon in Exon 3 und deren Translationsstopkodon in
Exon 7 lokalisiert sind. Der rote Balken reprasentiert den Bruchpunkt, der zwischen Exon 6 und

Exon 7 in der genomischen Sequenz lokalisiert ist.
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3.1.6 Expressionsstudien der beiden Transkriptvarianten von NTNG1

Bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Translokation handelt es sich um
eine autosomale Translokation zwischen dem Chromosom 1 und dem
Chromosom 7. Im Gegensatz zu Translokationen bei mannlichen Patienten, bei
denen ein X-chromosomales Gen unterbrochen ist, liegt bei einer autosomalen
Translokationen kein kompletter Funktionsverlust des betroffenen Gens vor, da
noch eine funktionsfahige Kopie des Gens auf dem jeweiligen homologen
Chromosom vorhanden ist. Die hier untersuchte chromosomale Umstrukturierung
fuhrte zu einer Zerstérung der transkriptionellen Einheit der Transkriptvariante 2
von NTNG1, da der Bruchpunkt auf Chromosom 1 innerhalb der Sequenz von
Intron 6 lokalisiert ist. Durch diese Trunkierung besteht die Mdglichkeit, dal3 das
Transkript instabil ist und degradiert wird. Dies wirde zu einer Reduktion der
Transkriptmenge der Transkriptvariante 2 fuhren. Mit Hilfe von semiquantitativer
RT-PCR mit Primern, die in Exon 7 lokalisiert waren, konnte gezeigt werden, daf3
die Transkriptmenge der Transkriptvariante 2 etwa um die Hélfte reduziert wird
(Abb.14 untere Zeile).

Bei der Untersuchung der Transkriptvariante 1 wurde kein Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Bei dieser semiquantitativen RT-PCR wurden
die Primer in Exon 2 und 3 platziert (Abb.14 mittlere Zeile). Demnach scheint
keine regulatorische Sequenz von der Translokation betroffen zu sein, die die
Expression dieser Transkriptvariante beeinfluf3t.

Darlber hinaus wurde eine semiquantitative RT-PCR mit Primern, die in Exon 4
und 5 lokalisiert waren, durchgefihrt. Diese Exone sind bei beiden
Transkriptvarianten vorhanden, so dal3 eine Unterscheidung zwischen den beiden
Transkriptvarianten nicht moglich ist. Allerdings kann man auch hier eine
signifikante Reduktion der gesamten Transkriptmenge erkennen (Abb.14 obere
Zeile). Die Reduktion der Menge der NTNG1 Transkripte der Patientin ist auf die
Zerstorung der genomischen Einheit der Transkriptvariante 2 zurtickzuftihren.
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Abb.14: Expressionsanalyse der beiden Transkriptvarianten von NTNG1 mit RNA der
Patientin und einer Kontrollperson: P steht fiur Patientin, K steht fur Kontrollperson. In
der oberen Zeile ist das Ergebnis der semiquantitativen RT-PCR dargestellt, bei der beide
Transkriptvarianten amplifiziert werden, da die Primer in Exon 4 und Exon 5 lokalisiert sind,
und eine Unterscheidung der beiden Transkriptvarianten nicht erlauben. Die untere Bande
ist die genspezifische Bande (NTNG1) und die obere Bande ist die Kontrolle, ein PCR
Produkt des 18S Gens. In der zweiten Zeile sind die Ergebnisse der semiquantitativen RT-
PCR fir die Transkriptvariante 1 dargestellt, bei der Primer verwendet wurden, die nur
diese Transkriptvariante amplifizieren. Die unterste Zeile zeigt die Ergebnisse der
semiquantitativen RT-PCR mit einem Primerpaar spezifisch fir die Transkriptvariante 2.

Alle Banden sind mittels Image Quant Programm Version 5.2 quantifiziert worden.

3.1.7 In silico Analyse von NTNG1 Proteinen

NTNG1 gehdrt zur Proteinfamilie der Netrine und nimmt innerhalb dieser Familie
eine Sonderstellung ein. NTNGL1 ist ein phylogenetisch relativ junges Protein, da
bisher nur Homologe in Vertebraten (Mus musculus und Gallus gallus)
beschrieben worden sind. Andere Mitglieder der Netrin Familie sind auch in
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans beschrieben worden. Alle
Netrine sind Proteine, welche Axone bei ihrem Wachstum leiten. Die klassischen
Netrine sind l6sliche Proteine. Fur Ntngl (Mus musculus) wurde jedoch gezeigt,
dalR die meisten Proteinvarianten Uber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)
Anker an der Plasmamembran verankert sind. An der Plasmamembran verankerte
Axonleitmolekile agieren wahrscheinlich nur in ihrem begrenzten Umfeld,
wahrend l6sliche Axonleitmolekile eher fur die Leitung Uber langere Strecken
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zustandig sind (Nakashiba et al., 2002). Dartber hinaus hat Ntngl keine Affinitat
fur die Rezeptoren, an die die tbrigen Netrine binden (Nakashiba et al., 2000).

Ob die humanen NTNGL1 Proteinisoformen l6sliche oder an der Plasmamembran
verankerte Axonleitmolekile sind, ist noch nicht bekannt. Deshalb wurden beide
Proteinisoformen in silico auf das Vorhandensein eines GPIl Ankers uberpruft. Mit
Hilfe des Detection/Prediction of GPI Cleavage Site Programms (DGPI) (Kronegg
und Buloz, 1999) wurde vorhergesagt, dal3 die Transkriptvariante 1
hdchstwahrscheinlich keinen GPI Anker besitzt, da die potentielle C-terminale
Erkennungssequenz (w-Stelle) nicht vorhanden ist (Udenfriend und Kodukula,
1995). Im Gegensatz dazu besitzt die Transkriptvariante 2 eine solche
Erkennungssequenz, weshalb die Mdglichkeit besteht, dal’ dieses Protein an der
Plasmamembran verankert ist.

Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR bestatigen die Vermutung, dal3 die
unterbrochene Transkriptvariante 2 instabil ist und degradiert wird. Diese
Degradierung fuhrt wahrscheinlich dazu, dal® nur die Halfte der normalen Menge
des hochstwahrscheinlich Uber einen GPI Anker an der Plasmamembran
befestigten Proteins AAH30220 vorhanden ist. Aus diesem Grund besteht die
Moglichkeit, dal3 die Axonleitfunktion von NTNG1 Uber kirzere Strecken gestort

sein konnte.
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3.2 Identifizierung und  funktionelle  Analyse von  X-
chromosomalen Genen, die eine Rolle bei geistiger

Behinderung spielen

3.2.1 Auswahl einer Region auf dem X-Chromosom fir eine

Mutationsanalyse

Geistige Behinderung tritt bei Mannern bedeutend haufiger auf als bei Frauen.
Deshalb nahm man schon lange an, dal3 Gene, die eine Rolle bei der Entwicklung
des zentralen Nervensystems und des Gehirns spielen, auf dem X-Chromosom
lokalisiert sind (Lehrke, 1972). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind 20 Gene flr nicht-
syndromale geistige Behinderung beschrieben worden (s. a. Kapitel 1.6). Dies
zeigt, dald nicht-syndromale geistige Behinderung eine Erkrankung mit
heterogenen Ursachen ist und die Kopplungsergebnisse verschiedener Familien
nicht zusammenfassend interpretiert werden kénnen. Dadurch ist es schwierig,
bestimmte Regionen auf dem X-Chromosom zu definieren, um die molekularen
Grundlagen fur diese Erkrankung zu identifizieren.

Ropers et al. haben eine in silico Kopplungsanalyse mit dem Ziel durchgefihrt,
Regionen auf dem X-Chromosom zu identifizieren, in denen Gene liegen, die fur
die Entwicklung von kognitiven Fahigkeiten von Bedeutung sind.

Dabei wurden die Kopplungsdaten der einzelnen Familien entsprechend ihrer
Intervalle auf dem X-Chromosom angeordnet. Je nach GrolBe des
Kopplungsintervalls fand eine unterschiedliche Gewichtung statt. Kurze
Kopplungsintervalle hatten  eine  starkere  Gewichtung als lange
Kopplungsintervalle (s. a. Kapitel 1.7). Diese vergleichende Kopplungsanalyse von
125 nicht miteinander verwandten Familien zeigte, dal? die Kopplungsintervalle bei
30% der Familien im proximalen Teil des X-Chromosoms in der Region Xpl11.2
Uberlappen (Ropers et al., 2003). In Abbildung 15 sind die Kopplungsintervalle der
Familien mit einem Uberlapp in der Region Xp11.2 dargestellt. In dieser Region
waren bisher keine Gene fir geistige Behinderung identifiziert worden. Deshalb

war Xpll.2 eine ideale Region fur eine Mutationsanalyse von ZNS- und Gehirn-
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spezifischen Genen in den Indexpatienten der Familien, deren Kopplungsdaten

mit dieser Region Uberlappten.
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Abb.15: Schematische Darstellung der Kopplungsintervalle verschiedener NS-XLMR

Familien, die alle die genomische Region Xp11.2 iberspannen

3.2.2 Auswahl der Gene fur die Mutationsanalyse

Innerhalb der genomischen Region von Xpll.2 wurde die Mutationsanalyse auf
46 Gene beschrankt, welche im zentralen Nervensystem beziehungsweise im
Gehirn exprimiert werden. Bei der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Gene
auf Mutationen in ihrer kodierenden Sequenz untersucht basierend auf der Human
Genome Browser Version vom April 2003: ABCB7 (Accession Nr. NM_004299),
ALAS2 (Accession Nr. NM _000032), FTSJ1 (Accession Nr. AK024023), I-4
(Accession Nr. NM_025210), JM11 (Accession Nr. NM_033626), PQBP1
(Accession Nr. AJ242829), RBM3 (Accession Nr. NM_006743), TFE3 (Accession
Nr. NM_006521) und TIMP1 (Accession Nr. NM_003254). Bei der
Mutationsanalyse wurde jeweils die DNAs der Indexpatienten von den Familien,

bei denen Xpl11l.2 im Kopplungsintervall enthalten war, auf Veranderungen in der

95



Ergebnisse

proteinkodierenden Sequenz der oben angegebenen Gene untersucht. Die Anzahl
der untersuchten Indexpatienten ist fur jedes Gen unterschiedlich, da entweder im
Laufe der Analyse Mutationen in einem anderen Gen gefunden wurden oder keine
DNA des Patienten mehr verfugbar war. Wieviel Patienten fur die entsprechenden
Gene analysiert wurden, kann der Tabelle 26 entnommen werden.

Im kodierenden Bereich der Gene FTSJ1 und PQBP1 konnten Mutationen
nachgewiesen werden. Die entsprechenden Mutationen, ihre
molekularbiologischen Untersuchungen und funktionellen Studien beider Gene

werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.

Tabelle 26: Anzahl der analysierten Indexpatienten der in Xp11.2 gekoppelten Familien

Gen Anzahl der analysierten Indexpatienten  Analysierte Exone

ABCB7 17 16
ALAS?2 25 10
FTSJ1 29 14
|-4: 25 1
JM11 36 8
PQBP1 36 7
RBM3 21 5
TFE3 30 10
TIMP1 23 5

* Dieses Gen ist aus der Datenbank entfernt worden und existiert nicht mehr.
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3.2.3 Das FTSJ Homolog 1 (FTSJ1) Gen

3.2.3.1 Beschreibung der klinischen Merkmale der Indexpatienten und der
weiteren betroffenen Familienmitglieder, bei denen Mutationen im

FTSJ1 Gen nachgewiesen worden sind

Insgesamt wurden drei unterschiedliche Mutationen im FTSJ1 Gen in drei nicht

miteinander verwandten Familien gefunden.

Die erste Familie wird als Familie MRX44 bezeichnet und der Stammbaum ist in
Abbildung 16 dargestellt. Bei dieser Familie ist ein Kopplungsintervall zwischen
Xpll.3-pll.21 festgelegt worden, in dem das krankheitsassoziierte Gen lokalisiert
sein sollte (Hamel et al.,, 1999). Die betroffenen Familienmitglieder zeigen
folgende phéanotypische Merkmale:

Die Patienten 11-3 und 11-10 sind im Alter von 59 bzw. 63 Jahren verstorben und
litten unter milder bis moderater geistiger Behinderung. Alle betroffenen
mannlichen Familienmitglieder der dritten Generation litten wahrend ihrer Kindheit
unter nicht progressiver geistiger Behinderung. Sie lebten alle, bis auf den
Indexpatienten III-5, in Betreuungseinrichtungen. III-5 lebte in einer betreuten
Wohngemeinschaft. Der Allgemeinzustand ihrer Gesundheit war gut. Alle
weiblichen Familienmitglieder, sowohl die obligaten als auch die heterozygoten
Ubertragerinnen der Mutation, zeigten eine normale Intelligenz. Das zeigt, daR die
Mutation rezessiv vererbt wird.

Der Indexpatient wurde im Alter von 30 Jahren untersucht. Sein Verhalten, das
Aggressionsausbriiche und Neigung zu Selbtverstimmelung beinhaltete, wurde
seit seiner Kindheit als schwierig beschrieben. Weitere phanotypisch auffallige
Merkmale waren Synophris, schiefe Nase, hohe Nasenwurzel und ein grof3er Kopf
(ohne GroRRenangabe). Sein Bruder I111-2 starb im Alter von 51 Jahren an myeloider
Leukdmie, bevor die Familie untersucht wurde. Seine geistige Behinderung soll
moderat gewesen sein, und sein Verhalten war schwer zu kontrollieren.

Der mutterliche Cousin des Indexpatienten 111-6 wurde im Alter von 45 Jahren
untersucht. Sein Verhalten war durch aggressive Ausbriiche charakterisiert. Er
war Trager eines Hoérgerates, hatte eine milde Facialis-Parese und eine

rechtsseitige Hemiatrophie.
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Der andere miutterliche Cousin I1I-8 des Indexpatienten, untersucht mit 41 Jahren,
zeigte keine Verhaltensauffalligkeiten. Abgesehen von prauricularen Anhangseln
und beidseitigen Hohlfii3en waren keine kdrperlichen Auffalligkeiten vorhanden.
Keiner der untersuchten Patienten war in der Lage zu lesen, zu schreiben oder
leichte Rechenaufgaben zu l6sen. Die intellektuellen Fahigkeiten und die
Auffassungsgabe der Patienten waren moderat bis schwer beeintrachtigt (Hamel
et al., 1999).

Stammbaum der Familie MRX44

Abb.16: Stammbaum der Familie MRX44: Hemizygote Tréger der Mutation sind durch
ausgefiillte Quadrate gekennzeichnet. Heterozygote Ubertragerinnen der Mutation
tragen einen Punkt innerhalb des Kreises. Durchgestrichene Kreise bzw. Quadrate
bedeuten, dal} die Person bereits verstorben ist. Der Indexpatient der Familie ist durch

einen Stern gekennzeichnet.

Die zweite Familie wird als Familie P48 bezeichnet (Abb.17). Der Indexpatient
dieser Familie wurde nach einer normalen Schwangerschaft ohne Komplikationen
entbunden. Die Chromosomenanalyse zeigte einen normalen Befund, und das
Fragile X Syndrom wurde durch molekulargenetische Untersuchung
ausgeschlossen. Der Patient konnte mit 18 Monaten laufen und hat im Alter von 3-
4 Jahren angefangen zu sprechen. Im Alter von 29 Jahren ist er in der Lage,
einfache Satze zu lesen, hat aber Schwierigkeiten den Sinn zu erfassen. Dariber
hinaus zeigt er Verhaltensauffalligkeiten mit aggressiven Ausbriichen, welche
medikamentoés behandelt werden muf3ten. Er ist 170 cm grol3, wiegt 80 kg und

sein Kopfumfang betragt 61 cm (+3 SD). Die einzige phénotypische Auffalligkeit ist
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sein flaches Mittelgesicht. Neurologische Untersuchungen (MRT und EEG) waren
ohne pathologischen Befund.

Die Mutter des Indexpatienten ist eine heterozygote Tragerin der Mutation und
besitzt normale intellektuelle Fahigkeiten. Fur den ebenfalls erkrankten Onkel gibt
es keine klinischen Daten, auler dal3 die Schwangerschaft und Geburt normal
verlaufen sind und dalR seine geistige Behinderung mild bis moderat ist. Die
klinische Untersuchung der Familie wurde von Dr. med. Dellatolas (Académie de

Sabne-et-Loire, Frankreich) durchgefiihrt.

Stammbaum der Familie P48

11

I
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Abb.17: Stammbaum der Familie P48: Hemizygote Trager der Mutation sind durch ausgefullte
Quadrate gekennzeichnet. Heterozygote Ubertragerinnen der Mutation tragen einen
Punkt innerhalb der Kreise. Durchgestrichene Kreise bzw. Quadrate bedeuten, daf} die
Person bereits verstorben ist. Der Indexpatient der Familie ist durch einen Stern

gekennzeichnet.

Die dritte Familie wird als Familie A3 bezeichnet. In dieser Familie (Abb.18) sind
die sechs betroffenen mannlichen Mitglieder mild bis moderat geistig behindert.
Alle besuchten eine Sonderschule, bis auf Patient Ill-4, der eine mildere
Auspragung der geistigen Behinderung zeigt und daher eine regulare Grundschule

besuchen konnte.
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Der Patient 11-3 zeigt Verhaltensstorungen mit aggressiven Ausbrichen. Darlber
hinaus leidet er an Angstzustdnden und Depressionen. Sein Bruder, Patient 11-12,
wurde zuséatzlich als schizophren diagnostiziert und mit antipsychotischen
Medikamenten behandelt. Der Patient Ill-1 hat ebenfalls Verhaltensstérungen mit
aggressiven Ausbrichen und leidet auBerdem an Angstzustanden und
Depressionen. Diese Symptome wurden mit Paroxetine behandelt. Sein Cousin,
Patient IlI-4, hat eine milde Auspragung von geistiger Behinderung. Er konnte mit
11 Monaten laufen und wurde wegen einer Sprachverzégerung erst mit 2 Jahren
auffallig. Nach dem Besuch der Grundschule partizipierte er an einem speziellen
Programm, um in das Arbeitsleben integriert werden zu kénnen. Er arbeitet und
kann selbstandig fur sich sorgen. Sein Bruder, Patient I1I-5 (Indexpatient), zeigt
Verhaltensstorungen mit Neigung zur Aggression, des Weiteren leidet er an
Angstzustdnden und Depressionen und wurde wie sein Cousin mit Paroxetine
behandelt. Der Patient 111-6, Bruder von Patient 11I-4 und 111-5, hat die am starksten
ausgepragte geistige Behinderung. Sein 1Q liegt unter 55, und er war erst mit 10
Jahren in der Lage, in zusammenhangenden Satzen zu sprechen. Auch er zeigt
Verhaltensstorungen, die sich in Wut und Aggressionen auf3ern und mit
Amitriptyline behandelt werden. Er besitzt keine Dysmorphiezeichen, ist 167 cm
grof3, wiegt 57 kg, und sein Kopfumfamg betragt 55 cm. Die klinische
Untersuchung wurde von Dr. med. Delatycki (Department of Paediatrics,

Universitat Melbourne, Victoria, Australien) durchgefihrt.

Stammbaum der Familie A3
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Abb.18: Stammbaum der Familie A3: Hemizygote Tréger der Mutation sind durch ausgefullte
Quadrate gekennzeichnet. Heterozygote Ubertragerinnen der Mutation tragen einen
Punkt innerhalb der Kreise. Der Indexpatient der Familie ist durch einen Stern

gekennzeichnet.

3.2.3.2 Darstellung der verschiedenen Mutationstypen in FTSJ1

Die Mutationsanalyse beinhaltet eine DHPLC-Analyse (Denaturing High Pressure
Liquid Chromatography) der DNA der Indexpatienten verschiedener Familien. Fur
diese Analyse wurde eine Amplifikation der einzelnen Exone von FTSJ1 mit
Primern in den flankierenden Intronsequenzen durchgefihrt. AnschlielRend wurden
die PCR-Produkte mittels DHPLC analysiert. Dabei wurden bei drei
Indexpatienten aus unterschiedlichen Familien abweichende Elutionsprofile fir
drei verschiedene Exone von FTSJ1 detektiert (Abb.19). Fir jede Mutation wurden
die jeweiligen PCR-Produkte von 400 maéannlichen Kontrollpersonen mittels
DHPLC-Analyse untersucht, in deren Elutionsprofil keine Veranderungen
festgestellt werden konnten. Die Mutationsanalyse und die mdglichen funktionellen

Folgen werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.

MRX44 P48 A3
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Abb.19: Darstellung der DHPLC Analyse: Auf allen Abbildungen ist die graphische Auswertung
des Laufverhaltens, untersucht mittels DHPLC Analyse, verschiedener Hetero- und
Homoduplices dargestellt. Ein Nukleotidaustausch fiihrt zur Bildung eines Heteroduplex,
der im Gegensatz zu einem Homoduplex ein verandertes Laufverhalten zeigt. Die

Absorption wird mittels UV-Licht gemessen. Im linken Graph reprasentiert die obere Linie
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das Laufverhalten des FTSJ1 Exon 9-PCR-Produktes amplifiziert mit der DNA des
Indexpatienten von Familie MRX44, vereinigt mit einem FTSJ1 Exon 9-PCR-Produkt eines
anderen Indexpatienten. Infolge der Mutation ist das Laufverhalten des Heteroduplex
verandert und eluiert friher von der Saule. Im mittleren Graph ist das Laufverhalten des
FTSJ1 Exon 4-PCR-Produktes amplifiziert mit der DNA des Indexpatienten von Familie
P48, vereinigt mit einem FTSJ1 Exon 4-PCR-Produkt eines anderen Indexpatienten
(unterste Linie). Auch in diesem Fall flihrt eine Mutation zur Bildung eines Heteroduplex
und zu einer frilheren Elution von der Séaule als die entsprechenden Homoduplices. Im
rechten Graph ist das Laufverhalten des FTSJ1 Exon 2-PCR-Produktes amplifiziert mit der
DNA des Indexpatienten von Familie A3, vereinigt mit einem FTSJ1 Exon 2-PCR-Produkt
eines anderen Indexpatienten (unterste Linie). Wiederum fihrt eine Mutation zur Bildung
eines Heteroduplex und zu einer frilheren Elution von der S&ule als die entsprechenden

Homoduplices.

3.2.3.2.1 Mutationsanalyse von FTSJ1 bei Familie MRX44

Auf Grund des aufféalligen Ergebnisses der DHPLC Analyse wurde das Exon 9 des
Indexpatienten der Familie MRX44 sequenziert. Die Auswertung der Sequenz
ergab einen Basenaustausch des letzten Nukleotids am 3’ Ende von Exon 9 von
Guanin zu Adenin (655G—A) verglichen mit der Sequenz von Exon 9 einer
Kontrollperson (Referenzsequenz: Accession Nr. BC023584) (Abb.20). Die
Familie MRX44 (Abb.16) besteht aus 27 Mitgliedern, von denen sechs der
mannlichen Mitglieder von nicht-syndromaler geistiger Behinderung betroffen sind.
Durch PCR-Analyse konnte bestatigt werden, dal3 auch die Patienten 111-6 und IlI-
8 Trager des bei Indexpatient IlI-5 vorhandenen Nukleotidaustausches sind.
Ebenfalls durch PCR-Analyse konnte gezeigt werden, daf3 die Mtter (11-2 und 11-5)
deren Sohne geistig behindert sind heterozygote Tragerinnen der Mutation sind.
Sowohl nicht betroffene mannliche Personen (z.B. 1lI-3 und 111-9), als auch
weibliche Personen, die keine Ubertagerinnen sind (z.B. 11-8), waren entsprechend

negativ fur diesen Nukleotidaustausch.
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FTSJ1Exon 9 Sequenz

TTAC Ggt g TTACAgt g
Kaontralle * Patient

Abb.20: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der FTSJ1 Exon-9-Sequenz des
Indexpatienten von Familie MRX44 und einer Kontrolle: Die Nukleotide, die zur
Exonsequenz gehdren, sind in GroRbuchstaben dargestellt, diejenigen der Intronsequenz
sind in Kleinbuchstaben dargestellt. Beide Chromatogramme zeigen die Nukleotide am
Ubergang von Exon 9 zu Intron 9. Im linken Chromatogramm, das die Sequenz von Exon 9
einer mannlichen Kontrollperson reprasentiert, ist das 5’ Nukleotid von Exon 9 ein Guanin.
Im rechten Chromatogramm, das die Sequenz von Exon 9 des Indexpatienten von Familie

MRX44 reprasentiert, ist anstelle des Guanins ein Adenin vorhanden.

3.2.3.2.2 Mutationsanalyse von FTSJ1 bei Familie P48

Das PCR-Produkt von Exon 4 des Indexpatienten von Familie P48 zeigte
ebenfalls ein verandertes Elutionsverhalten bei der DHPLC Analyse. Die
Sequenzierung dieses Exons ergab, dafld dieser, im Vergleich zur Exon 4
Sequenz einer Kontrollperson (Referenzsequenz: Accession Nr. BC023584),
Trager einer Basensubstitution von Cytosin zu Thymidin (196C—T) ist, (Abb.21).
Der ebenfalls betroffene Onkel des Indexpatienten (lI-3) ist Trager derselben
Mutation, und die Mutter des Indexpatienten die heterozygote Ubertragerin dieser
Mutation. Die nicht betroffene, méannliche Person (II-4) ist negativ fur diesen
Nukleotidaustausch.
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FT5J1Exon 4 Sequenz

v

GGG GLCCA AG G G
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Abb.21: Ausschnitt aus den Chromatogrammen der FTSJ1 Exon 4-Sequenz des
Indexpatienten von Familie P48 und einer Kontrolle: Beide Chromatogramme zeigen
einen Ausschnitt aus der Sequenz von Exon 4. Im oberen Chromatogramm ist die
Sequenz von Exon 4 einer mannlichen Kontrollperson dargestellt. Im unteren
Chromatogramm, das die Sequenz von Exon 4 des Indexpatienten von Familie P48
reprasentiert, ist anstelle des Cytosins ein Thymidin vorhanden. Die rote Umrandung

kennzeichnet, da’ der Nukleotidaustausch zur Bildung eines Translationsstopkodons flhrt.

3.2.3.2.3 Mutationsanalyse von FTSJ1 bei Familie A3

Das Amplifikat von Exon 2 des Indexpatienten der Familie A3 zeigte ebenfalls ein
auffalliges Elutionsprofil bei der DHPLC Analyse. Durch die anschlielende
Sequenzierung konnte demonstriert werden, daR ein Guanin am Ubergang von
Exon 2 zu Intron 2 deletiert ist (IVS2+1delG) (Referenzsequenz: Accession Nr.
BC023584) (Abb.22). Im Normalfall endet Exon 2 am 3’ Ende mit einem Guanin,
und Intron 2 beginnt am 5 Ende mit einem Guanin. Das Ergebnis der
Sequenzierung ermdglicht es nicht zu entscheiden, ob die Deletion im Exon oder
im Intron stattgefunden hat. In der weiteren Darstellung der Ergebnisse wird diese
Frage an Hand von RT-PCR Experimenten geklart. Die Mutation konnte bei allen
betroffenen mannlichen Mitgliedern dieser Familie (1I-3, 11-12, IlI-1, [lI-4 und 111-6)
nachgewiesen werde. Ebenso konnte gezeigt werden, daf3 die Mutter (1I-1 und II-
5), deren So6hne geistig behindert sind, heterozygote Tragerinnen der Mutation

sind. Die nicht betroffenen mannlichen Personen dieser Familie (z.B. 1I-1 und 1I-4)
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waren, ebenso wie die weiblichen Personen, die keine Ubertagerinnen sind (z.B.
[1-7), negativ fur die Mutation (die Untersuchung der Kosegregation der Mutation in
FTSJ1 bei Familie A3 wurde im Labor von Prof. Dr. J. Gecz durchgefihrt
(Women's and Children's Hospital, Adelaide Australien)).

FTSJTExon 2 Sequenz

EEﬁ.Atccc EEAA@tccc

Kaontrolle * Patient

Abb.22: Ausschnitt aus den Chromatogrammen der FTSJ1 Exon 2-Sequenz des
Indexpatienten von Familie A3 und einer Kontrolle: Die Nukleotide der Exonsequenz
sind in GroRRbuchstaben dargestellt, diejenigen der Intronsequenz in Kleinbuchstaben.
Beide Chromatogramme zeigen die Nukleotide am Ubergang von Exon 2 zu Intron 2. Im
linken Chromatogramm, das die Sequenz einer méannlichen Kontrollperson représentiert,
sind am Exon- Intronibergang zwei Guaninmolekile vorhanden. Im rechten
Chromatogramm, das die Sequenz des Indexpatienten von Familie A3 reprasentiert, ist an

diesem Ubergang ein Guanin deletiert.

3.2.3.3 In silico Charakterisierung der FTSJ1 Transkripte

Die Exone von FTSJ1 (auch als JM23 bezeichnet) tiberspannen eine genomische
Region von 10,2 Kb in der chromosomalen Region Xp11.23 des kurzen Arms des
X-Chromosoms. Die genomische Sequenz, inklusive FTSJ1, wird von der
Sequenz mit der Accession Nr. AF196972, die aus mehreren BAC Klonen besteht,
abgedeckt.

Zur Zeit sind fur FTSJ1 vierzehn unterschiedliche Transkriptvarianten in der
Human Genome Browser Datenbank (Version Mai 2004) beschrieben (Tabelle
27). Diese mRNAs sind zusammengesetzt aus 258 ESTs, von denen 29
ausschlie8lich im Gehirn exprimiert werden. Die Sequenzen dieser 29

gehirnexprimierten ESTs sind in allen unten aufgefihrten mRNAs vorhanden. Die
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Ubrigen EST-Klone stammen aus den unterschiedlichsten Geweben, so da? man

feststellen kann, dal3 FTSJ1 ubiquitar

Tabelle 27: Transkriptvarianten von FTSJ1

exprimiert wird.

Transkriptvariante Accession Nummer Grole
1 AK024023 1984 Bp
2 AJ005892 1867 Bp
3 CR595767 1854Bp
4 CR595180 1381Bp
5 CR616099 1320 Bp
6 CR600255 1803Bp
7 CR590233 1792Bp
8 CR613129 1801Bp
9 CR616867 1464Bp
10 CR606907 1896Bp
11 CR609653 1766Bp
12 BC021047 1798 Bp
13 BC023584 1814 Bp
14 AF063015 1678 Bp

In  Abbildung 23 sind die verschiedenen Transkriptvarianten von FTSJ1

schematisch dargestellt.
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Abb. 23: Schematische Darstellung der FTSJ1 Transkriptvarianten (nicht maR3stabsgerecht):
In der obersten Zeile ist die Verteilung der Exone von FTSJ1 innerhalb der genomischen
Sequenz schematisch dargestellt. Es sind sowohl das Startkodon fir die Translation in
Exon 2 (das fur alle SpleilRvarianten gleich ist), als auch das Stopkodon fur die
Translation (welches am haufigsten bei den verschiedenen Transkriptvarianten vertreten
ist), eingezeichnet. In den folgenden Zeilen sind die verschiedenen Transkriptvarianten
von FTSJ1 mit ihren jeweils vorhergesagten Spleillmustern und entsprechenden
Accession Nummern dargestellt. Der schwarze Balken, der bei einigen
Transkriptvarianten am 5’ Ende von Exon 10 zu finden ist, reprasentiert die 6 alternativ
gespleildten Nukleotide. Drei SpleiRvarianten haben ein anderes Stopkodon als die
restlichen Transkriptvarianten. Diese alternativen Stopkodons sind in das Schema der

entsprechenden Transkriptvarianten eingezeichnet.

Variante 1 (Accession Nr. AK024023) ist das langste Transkript mit den zwel
untranslatierten Exonen la und 1b. In allen anderen Varianten ist Exon 1b nicht
vorhanden. Des weiteren ist die Lange des 5 Endes von Exon la bei allen
Varianten unterschiedlich. Eine weitere Stelle im Transkript, an der alternatives
SpleiRen stattfindet, ist am 5 Ende von Exon 10. Diese alternative Spleil3stelle
fuhrt zu einer Verlangerung des Gesamttranskriptes um 6 zuséatzliche Nukleotide.
Als Konsequenz daraus verlangern sich die vorhergesagten Proteine um die zwel
Aminosauren Prolin und Aspartatsaure (an Position 220 und 221 bei den
Accession Nr. CAA06749 und AAH23584). Bei allen Transkriptvarianten ist der
Translationsstart in  Exon 2 lokalisiert. Die in silico Translation der
Transkriptvarianten 1 (Accession Nr. AK024023), 6 (Accession Nr. CR600255)
und 14 (Accession Nr. AF063015) fuhrt zu einem Protein von 327 Aminoséauren
(Accession Nr. AAC33734), wo hingegen die in silico Translation der
Transkriptvarianten 2 (Accession Nr. AJ005892), 3 (Accession Nr. CR595767), 7
(Accession Nr. CR590233), 8 (Accession Nr. CR613129) , 10 (Accession Nr.
CR606907), 11 (Accession Nr. CR609653) und 13 (Accession Nr. BC023584) zu
einem vorhergesagten Protein von 329 Aminosauren (Accession Nr. AAH23584)
fuhrt. Die in silico Translation der Transkriptvariante 12 (Accession Nr.
BC021047), mit dem Translate Programm (ExPASy) fihrte zu keinem langeren
offenen Leserahmen. Innerhalb dieser Sequenz ist 22 Nukleotide stromaufwérts
vom Translationsstartkodon ein zusatzliches Guanin, das bei keiner der anderen

Sequenzen vorhanden ist. Auf3erdem ist ein zusatzliches Thymidin 9 Nukleotide
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stromabwarts vom Translationsstartkodon vorhanden, das den offenen
Leserahmen zerstort.

Neben diesen Proteinvarianten, die bis auf zwei zusatzliche Aminosauren
identisch sind, existieren noch drei Transkriptvarianten deren, in silico Translation
zu Proteinvarianten mit alternativen C-terminalen Enden fihrt. Bei der
Transkriptvariante 4 (Accession Nr. CR595180) wird eine alternative Splei3stelle
in Intron 11 benutzt, die eine Verlangerung der Sequenz von Exon 11 um 125 Bp
verursacht und zu einem Translationsstopkodon, beginnend an Position 1011 der
Protein kodierenden Sequenz (Accession Nr. CR595180), fuhrt. Das
vorhergesagte Protein hat eine Gesamtlange von 337 Aminosduren, von denen
die ersten 319 Aminosauren mit der Sequenz der Proteinvariante AAH23584
Ubereinstimmen, die restlichen 19 Aminosauren aber fihren zu einem veranderten
C-terminalen Ende dieser Proteinvariante. Entsprechendes gqilt fir die
Transkriptvariante 5  (Accession Nr. CR616099). Auch bei dieser
Transkriptvariante ist die Sequenz von Exon 11 verlangert, in diesem Fall jedoch
um 101 Bp. Es wird dennoch das gleiche alternative Translationsstopkodon in
Intron 11 genutzt wie bei der Transkriptvariante 4. Dadurch entspricht das C-
terminale Ende dieser Proteinvariante dem C-terminalen Ende des
vorhergesagten Proteins der Transkriptvariante 4. Ein Unterschied besteht jedoch
beim SpleiRen von Exon 10. Hier entsprechen die ersten 317 Aminosauren der
Sequenz der Proteinvariante CAA06749. Bei der Transkriptvariante 9 (Accession
Nr. CR616867) wird das Intron 8 in die mRNA eingebaut. Dies fuhrt zu einer
Verschiebung des offenen Leserasters und zur Nutzung eines neuen
Translationsstopkodons in Exon 9, beginnend an Position 699 der Protein-
kodierenden Sequenz (Accession Nr. CR616867). Das vorhergesagte Protein hat
eine Gesamtlange von 233 Aminoséauren, wobei die ersten 190 Aminosauren der
Proteinvariante AAH23584 entsprechen, die restlichen 43 C-terminalen

Aminosauren jedoch verandert sind.
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3.2.3.4 In silico Charakterisierung des FTSJ1 Proteins

FTSJ1 ist auf Grund der homologen Proteine verschiedener Spezies in die Familie
der S-Adenosyl-L-Methionin-abhéangigen Methyltransferasen eingeordnet worden.
Homologe Proteine sind fir R. norvegicus (LOC363450),
(NM_133991), D. melanogaster (CG5220), A. gambiae (GenelD: 1278793), C.
elegans (3F295), S. pombae (SPAC4F10.03c), S. cerevisiae (NC_001134), N.
crassa (NCU04040.1), E. coli (U0O0096), M. grisea (MG00559.4), A. thaliana
(At59g01230) und P. falciparum (PFI0415c) beschrieben.

Alle homologen Proteine zeigen eine hohe Konservierung bezuglich der

M. musculus

funktionellen Domane. Diese S-Adenosyl-L-Methionin-abhangige Bindedoméne ist
bei E. coli funktionell charakterisiert worden (Caldas et al., 2000). Da diese
Doméne charakteristisch fur alle Proteine dieser Gruppe ist, kann man annehmen,
dal sie eine redundante Funktion aufweisen, allerdings verschiedene
Zielmolekile methylieren. Fur E. coli wurde eine funktionelle Doméane aus
die durch

Konstitution eine Vertiefung bilden, welche als Bindungstelle fir den Kofaktor S-

alternierenden o-Helices und B-Faltblattern beschrieben, ihre
Adenosyl-L-Methionin dient (Caldas et al., 2000). Durch die starke Konservierung
der funktionellen Domane bei den verschiedenen Spezies, ist es wahrscheinlich,
daf3 die funktionelle Doméane des humanen FTSJ1 ebenfalls aus alternierenden o-
Helices und B-Faltblattern aufgebaut ist. An Hand von Sequenzhomologien auf
Aminosaureebene kodieren wahrscheinlich Exon 2 bis Exon 9 fir die

Aminosauren der funktionellen Domane (Abb.24).
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Abb.24: Schematische Darstellung der FTSJ1 Exone: Dargestellt ist die genomische Verteilung

der Exone. In grin sind die Exone markiert, die fir die vorhergesagte S-Adenosyl-L-

Methionin Bindedomane kodieren.
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3.2.3.5 Expressionsstudien von FTSJ1 in humanen Geweben

Durch Northern Blot Analyse sollte das Expressionsmuster von FTSJ1 in adulten
und fétalen humanen Geweben untersucht werden. Fur die Hybridisierung des
Northern Blots wurde eine cDNA Probe von FTSJ1 verwendet, fir deren
Herstellung Primer in Exon 2 und Exon 10 gewdahlt wurden. Durch Verwendung
dieser cDNA Probe konnten theoretisch alle beschriebenen Transkriptvarianten
von FTSJ1 detektiert werden (Abb.23). Auf allen Northern Blots konnte eine
spezifische Bande von ungefahr 2,4 Kb detektiert werden (Abb.25). Eigentlich
wirde man auf Grund der unterschiedlichen Transkriptvarianten (s. Kapitel
3.2.3.3), spezifische Banden unterschiedlicher Gro3e erwarten. Die Auftrennung
der RNAs auf den verwendeten Blots ist allerdings gering und abgesehen davon
besteht die Mdglichkeit, daf3 nicht alle Transkriptvarianten in den untersuchten
Geweben exprimiert sind.

Die Hybridisierung des Northern Blots der RNA aus fotalen Geweben zeigte, das
FTSJ1 in der Lunge, in der Leber, in der Niere und im Gehirn exprimiert ist.
DarlUber hinaus scheint FTSJ1 besonders stark im fotalen Gehirn exprimiert zu
sein (Abb.25A). Bei der Hybridisierung des Northern Blots, auf dem RNAs aus
unterschiedlichen Regionen des Gehirns vorhanden sind, zeigte sich, dal3 FTSJ1
auch im adulten Gehirn in allen untersuchten Geweben exprimiert wird (Abb.25B).
Eine geringfugig starkere Expression konnte im Nukleus Caudate nachgewiesen
werden. Der Nukleus Caudate ist Teil des extrapyramidalmotorischen Systems
(EPS) und nimmt eine wichtige Funktion in der Steuerung der Willkirmotorik ein.
Im Corpus Callosum hingegen wurde eine geringfligig schwachere Expression
detektiert. Das Corpus Callosum ist eine quer verlaufende Faserverbindung
zwischen den beiden Gehirnhemisphéaren. Es ist verantwortlich fur die
Informationsiibertragung zwischen den beiden Gehirnhalften. Die Hybridisierung
des Northern Blots, der RNA aus adultem Gewebe enthalt, zeigte, dal FTSJ1 in
allen untersuchten Geweben exprimiert ist, mit einer leicht verstarkten Expression
in der Plazenta und im Pankreas (Abb.25C). Alle Northern Blots wurden ebenfalls
mit einer B-Aktin Sonde hybridisiert. Diese [B-Aktin Hybridisierung dient dem
Nachweis der RNA Menge in jeder Spur des Blottes und der Interpretation der

Expressionsstarke durch Abgleich mit derselben.
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Zusammenfassend [&R3t sich feststellen, daR FTSJ1 in allen untersuchten
Geweben, sowohl im Fotalstadium als auch im adulten Stadium, exprimiert ist, mit

einer moglicherweise verstarkten Expression im fotalem Gehirn.

1.2 3 4 1 2 345 6 12 34567 8

440 Ko_ SRR

440 Kb_
. 440Kb_
28710 e ‘ ' 237TKb_ 8 ﬂ
237 Kb 4 - o o
GaKtn R
B-Aktin

G-Aktin .-- o i'«-’n-.

Abb.25: Expressionsanalyse von FTSJ1 in verschiedenen humanen Geweben:

A: Northern Blot mit RNA aus fotalen Geweben. 1: Gehirn, 2: Lunge, 3: Leber, 4: RNA aus
fétalem Niere. In allen Spuren ist eine spezifische Bande fur FTSJ1 erkennbar. Der gleiche
Blot wurde auch mit einer B-Aktinprobe hybridisiert. Als Ladekontrolle wurde der Blot mit
einer B-Aktinprobe hybridisiert.

B: Northern Blot mit RNA aus adulten Gehirngeweben. 1: Amygdala, 2: Nukleus Caudate,
3: Corpus callosum (Balken), 4: Hippocampus, 5: verschiedene Gehirngewebe, 6:
Thalamus. Auch bei diesem Blot ist in allen Spuren eine spezifische Bande fur FTSJ1
detektierbar. Die Hybridisierung mit der B-Aktinprobe zeigt, daR vergleichbare Mengen von
RNA aus den verschiedenen Geweben vorhanden sind.

C: Northern Blot mit RNA aus adulten Geweben. 1: Herz, 2: Gehirn, 3: Placenta, 4: Lunge,
5: Leber, 6: Skelettmuskel, 7: Nieren, 8: Pankreas. Auch bei diesem Blot ist in allen Spuren
eine spezifische Bande fur FTSJ1 detektierbar, und die Hybridisierung mit der B-Aktinprobe

zeigt, dal eine groRere Menge an RNA in den Spuren 1 und 6 vorhanden ist
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3.2.3.6 Funktionelle Analyse der Mutation 655G—A bei Familie MRX44

Die konservierten Bereiche an den Exon- und Intronlbergangen sind von
besonderer Bedeutung flr einen korrekten Spleil3vorgang. Besonders wichtig sind
die beiden Nukleotide jeweils am 5 (GT) und 3’ (AG) des Introns. Auch die 5
(C/AAG) und 3’ (G/A) gelegenen aufRersten Nukleotide der flankierenden Exone
sind hochkonserviert und spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung durch das
SpleiRosom (Abb.26). Die in Familie MRX44 detektierte Mutation betrifft das letzte
5" gelegene Nukleotid von Exon 9 (s. Abb.20). Durch die Basensubstitution am 5’
Ende von Exon 9 (655G—A) wird ein stark konserviertes Nukleotid verandert.
Diese Substitution kann die Erkennung der Spleil3stelle durch das Spleiliosom

verhindern und dadurch zu einem veréanderten Spleif3en fuhren.

Spleibdonor- Spleifverzweigungs- SpleiBakzeptor-
stelle stelle stelle
c ™ . N (o] cC, Gl
E.ﬁﬁ GT N A | AG n
Exon Exon

Abb.26: Schematische Darstellung der konservierten Bereiche im Exon- und Intron- Bereich,
die wichtig fur einen korrekten SpleiBvorgang sind (adaptiert aus Strachan und Read,
1996). Der Intronbereich ist in blau dargestellt. Variable Nukleotide sind mit N
gekennzeichnet. Zwei Nukleotide Ubereinander bedeuten, dall das eine oder andere

Nukleotid vorhanden sein kann.

Um den moglichen Effekt eines veranderten Splei3ens der mutierten FTSJ1-RNA
im Indexpatienten zu untersuchen, wurde eine RT-PCR durchgefuihrt. Es wurden
Intron-Uberspannende Primer in Exon 7 und Exon 10 ausgewahlt. Fur die cDNA
Synthese wurde RNA aus lymphoblastoiden Zellinien des Indexpatienten und
einer mannlichen Kontrolle isoliert. Die PCR auf der cDNA des Patienten und der
cDNA der Kontrollperson zeigte, dal3 das von der Patienten-cDNA produzierte
Amplifikat signifikant kirzer war im Vergleich mit dem von der cDNA der
Kontrollperson produzierten Amplifikat. (Abb.27A). Exon 9 besteht aus 84
Nukleotiden, ein Heraussplei3en dieses Exons wirde den Gréf3enunterschied
zwischen beiden PCR-Produkten erklaren. Um dieses zu Uberprifen wurden die
PCR-Produkte des Patienten und der Kontrolle sequenziert (Abb.27B). Wie man
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dem Chromatogramm der Sequenz der cDNA des Patienten entnehmen kann,
wird Exon 8 direkt mit Exon 10 versplei3t. Dies zeigt, dal3 die Mutation in
unmittelbarer N&ahe der Splei3donorstelle des Exons dazu fuhrt, dal3 die
SpleiRmaschinerie den Exon-Intron-Ubergang nicht mehr erkennen kann. Exon 9
wird nicht mehr als solches erkannt und nicht in die mRNA von FTSJ1 integriert.

A B
MRX44 {cDNA) Kontrolle (cDNA)
MRX44 Kontrolle Exon8 Exon10 Exon8 Exon9
L CATCGATTTCAA GCATCGRGGCCT TC

-~ s e

Abb.27: RT-PCR Analyse der Mutation 655G—A :

A: Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR Produkte amplifiziert auf cDNA des
Indexpatienten der Familie MRX44 und einer Kontrollperson. Mit einem + gekennzeichnet
ist die eigentliche RT-PCR, bei der zum Reaktionsansatz Reverse Transkriptase
zugegeben wurde. Mit einem - gekennzeichnet ist die Negativkontrolle der RT-PCR, bei
der zum Reaktionsansatz keine Reverse Transkriptase zugegeben wurde. Das RT-PCR
Produkt amplifiziert auf der cDNA des Indexpatienten hat eine Grél3e von 166 Bp, das der
Kontrollperson eine solche von 250 Bp.

B: Ausschnitt aus den Sequenzierungschromatogrammen der RT-PCR-Produkte des
Indexpatienten und einer Kontrollperson. In der cDNA des Indexpatienten wird Exon 9
herausgesplei3t und Exon 8 mit Exon 10 verknupft. In der cDNA der Kontrollperson ist, wie

erwartet, Exon 8 mit Exon 9 verknipft.

Aus den bisherigen Ergebnissen ergab sich die Frage, ob das mutierte FTSJ1
Transkript des Indexpatienten von Familie MRX44 (ohne Exon 9) stabil ist. Um
dieses zu Uberpriifen, wurde eine Northern Blot Analyse mit polyA™ RNA aus
lymphoblastoiden Zellinien des Patienten und einer mannlichen Kontrollperson
durchgefiihrt. Die verwendete Probe fur die Hybridisierung war dieselbe wie bei
der Untersuchung der FTSJ1 Expression in verschiedenen humanen Geweben (s.
Kapitel 3.2.3.5; Abb.25). Das Ergebnis zeigt, dal das mutierte FTSJ1 Transkript

des Patienten in vergleichbarer Starke wie das FTSJ1 Transkript der Kontrolle
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exprimiert wird (Abb.28). Das mutierte Transkript ist somit auch ohne Exon 9
stabil. Allerdings werden bei diesem Northern Blot zwei spezifische Banden
detektiert. Wie man der Tabelle 5 entnehmen kann, gibt es vierzehn verschiedene
Transkriptvarianten fir FTSJ1. Die klrzeste Transkriptvariante (Accession Nr.
CR616099) ist 1320 Bp lang, wahrend die langste Transkriptvariante (Accession
Nr. AK024023) 1984 Bp beinhaltet. Der GroRRenunterschied zwischen diesen
beiden Transkriptvarianten ware demnach theoretisch, basierend auf den
publizierten Sequenzen, fast 800 Bp. Wahrscheinlich repréasentiert also die untere
Bande die kiurzeren Transkriptvarianten, wahrend die obere Bande die langeren

Transkriptvarianten reprasentiert.

é{\@
ng?‘ 2 &
RO
4,40 Kb —
2,37 Kb — . .

Abb.28: Northern Blot Analyse von PolyA™ RNA der Indexpatienten von Familie MRX44 und
P48: PolyA" RNA wurde aus lymphoblastoiden Zellinien der Indexpatienten sowohl von
Familie MRX44 und Familie P48 als auch von einer méannlichen Kontrollperson isoliert und
auf eine Nylonmembran transferiert. In der ersten Spur, in der die RNA des Indexpatienten
von Familie MRX44 geblottet ist, sieht man zwei spezifische Banden fur FTSJ1, die auch in
der letzen Spur, in der die RNA einer mannlichen Kontrollperson geblottet ist, nachweisbar
sind. In der mittleren Spur ist RNA des Indexpatienten der Familie P48 geblottet. In dieser
Spur sind keine spezifischen Banden fur FTSJ1 nachweisbar. Als Ladekontrolle wurde der
Blot mit einer B-Aktinprobe hybridisiert und das Verhaltnis der spezifischen FTSJ1 Banden
mit der entsprechenden B-Aktinbande quantifiziert (verwendetes Programm:limageQuant

von Amersham Bioscience)
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Offensichtlich fuhrt die Spleil3stellenmutation in FTSJ1 bei der Familie MRX44 zu
einem Leseraster konformen HerausspleiRen von Exon 9. Dies fuhrt wiederum zu
einer Deletion von 28 Aminoséuren im resultierenden mutierten FTSJ1 Protein.
Dadurch besteht die Mdglichkeit, dal3 die Konformation des mutierten Proteins
verandert ist. Darlber hinaus ist es auch mdglich, dal3 die S-Adenosyl-L-
Methionin-Bindedomane, die hdchstwahrscheinlich von Exon 2 bis Exon 9 kodiert
wird (s. Kapitel 3.2.3.4), nicht mehr oder nur noch eingeschréankt funktionsfahig ist.
Abgesehen von dieser Leseraster-konformen Deletion ist die Aminosauresequenz
des mutierten Proteins, verglichen mit der Aminoséduresequenz des FTSJ1 Wildtyp
Proteins, unverandert. Es besteht die Méglichkeit, daR die Konformationsanderung
des mutierten Proteins eine veranderte zellulare Lokalisation zur Folge hat. Um
dies zu Uberprifen, wurden Immunfluoreszenz-Experimente zur Bestimmung der
bislang unbekannten zellularen Lokalisation des FTSJ1 Proteins durchgefihrt.
Ausgangspunkt dafiir sind die folgenden Uberlegungen.

Bis heute sind nur die paralogen Proteine in S. cerevisiae und das homologe
Protein in E. coli funktionell beschrieben worden. Es war daher unbekannt, in
welchem Zellkompartiment das humane FTSJ1 lokalisiert ist. In E.coli gibt es ein
orthologes Protein, das ftsJ oder auch rrmJ. Dieses Protein ist als S-Adenosyl-L-
Methionin-abhangige Methyltransferase beschrieben, welche die 23S rRNA der
50S Untereinheit des Ribosoms methyliert (Bugl et al., 2000). In S. cerevisiae gibt
es drei paraloge Proteine, die als orthologe Proteine fur das humane FTSJ1 in
Frage kommen. Eines davon ist Mrm2p, welches in die Methylierung der
mitochondrialen 21S rRNA involviert ist (Pintard et al., 2002a). Das zweite ist
Spblp, das mittels Methylierungsaktivitat an der Biogenese der 60S Untereinheit
des Ribosoms beteiligt ist (Kressler et al., 1999). Das dritte Paralog ist Trm7p,
welches die Methylierung der Antikodonschleife bestimmter tRNAs vermittelt
(Pintard et al., 2002b).

Durch die Untersuchung der zellularen Lokalisation von FTSJ1 kann man
herausfinden, ob FTSJ1 in einem bestimmten Zellkompartiment bevorzugt
lokalisiert ist. Legt man die Funktionen der bereits publizierten paralogen Proteine
von S. cerevisiae zugrunde, dann kénnte das humane FTSJ1, wenn es in die
Synthese der Ribosomen involviert ist, vollstindig oder zumindestens
Uberwiegend im Zellkern lokalisieren, da im Zellkern die Synthese der ribosomalen

Untereinheiten  stattfindet, welche anschlieBend im  Zytoplasma zu
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funktionsfahigen Ribosomen zusammengesetzt werden. Ware FTSJ1 jedoch in
die Methylierung der 21S rRNA involviert, die ein Bestandteil der mitochondrialen
Ribosomen ist, dann ware eine verstarkte mitochondriale Lokalisation des
Uberexprimierten FTSJ1 Proteins zu erwarten. Wenn allerdings FTSJ1 in die
Methylierung bestimmter tRNAs involviert wére, dann wirde man eine
zytoplasmatische Lokalisation von FTSJ1 erwarten, da tRNA Modifikationen
oftmals im Zytoplasma stattfinden (Abb.29).

Homolog Homolog Homolog

von Spb1p? von Trm7p? von Mrm2p?

» v <
Mogliche Mogliche Mogliche
zellulare zellulare zelluldre

Lokalisation Lokalisation Lokalisation
an den hauptsachlich an den
Ribosomen im Zytoplasma Mitochondrien

Abb.29: Schematische Darstellung der moglichen zelluldren Lokalisation des humanen
FTSJ1

Um diese Mdglichkeit zu tUberprufen, wurden Immunfluoreszenz Experimente in
HelLa Zellen und in einer Astrozytoma-Zellinie (U373MG) durchgefuhrt. Dabei
wurde die zellulare Verteilung des Uberexprimierten, transient transfizierten
humanen Wildtyp FTSJ1 untersucht. Das Wildtyp FTSJ1 Konstrukt wurde durch
die Amplifikation der gesamten Protein-kodierenden Sequenz von FTSJ1 auf der
cDNA einer mannlichen Kontrolle hergestellt und in einen Expressionsvektor
kloniert. Mit diesen Konstrukten wurden HelLa-Zellen und U373MG-Zellen
transformiert. HeLa-Zellen sind humane Zervixkarzinom-Zellen und U373MG sind
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humane Glioblastomazellen. Die Experimente ergaben, dal3 das Uberexprimierte
Wildtyp FTSJ1 gleichmalig im Zytoplasma und im Zellkern verteilt ist (Abb.30B
und 30D). Die beobachtete zellulare Lokalisation &3t somit keine endgultigen
Ruckschlisse auf mdogliche Zielmolekile des humanen FTSJ1 Proteins zu. Es
scheint jedoch, als ware Trm7p das funktionelle Homolog des humanen FTSJ1, da
weder eine mitochondriale Lokalisation (Mrm2p) noch eine verstéarkte Lokalisation
im Zelkern (Spblp) zu beobachten war. Um diese Vermutung zu bestétigen,
mufte allerdings das Zielmolekuil von FTSJ1 identifiziert werden.

Um eine moglicherweise veranderte Lokalisation des mutierten FTSJ1 Proteins zu
untersuchen, wurde die gesamte Protein-kodierende Sequenz von FTSJ1 auf der
cDNA des Indexpatientenen von Familie MRX44 amplifiziert, in einen
Expressionsvektor kloniert und in HelLa- und U373MG-Zellen transfiziert und
transient Uberexprimiert. Das mutierte Protein (FTSJ1A Exon 9) ist verstarkt im
Zytoplasma lokalisiert, und das Signal im Zellkern ist wesentlich schwacher
(Abb.30A und 30C). Offensichtlich flhrt die Konformationsdnderung des mutierten
Proteins, verursacht durch das Fehlen der 28 Aminosauren, zu einer veranderten
zellularen Lokalisation. Dadurch ist ein groéf3erer Anteil des uUberexprimierten,
mutierten FTSJ1 im Zytoplasma lokalisiert. Ob diese veranderte zellulare
Lokalisation des mutierten FTSJ1 Proteins einen Einflu3 auf dessen Funktion

ausubt, l&Rt sich zu diesem Zeitpunkt nicht klaren.
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Abb.30: Immunfluoreszenz Experimente mit Wildtyp FTSJ1 und FTSJ1A Exon 9:
Die Uberexprimierten FTSJ1 Proteine sind mit dem c-MYC Epitop N-terminal markiert und
mit entsprechenden Antikdrpern detektiert. Die Lokalisation der Uberexprimierten FTSJ1
Proteine kann somit mittels Fluoreszenzmikroskopie (in diesem Fall Emission von rotem
Licht) nachgewiesen werden. In Spalte 1 sind sowohl die Uberexprimierten FTSJ1 Proteine
(rot) als auch die DNA Farbung des Zellkerns mittels DAPI (blau) zu sehen. In Spalte 2
sind nur die Uberexprimierten FTSJ1 Proteine (grau) dargestellt und in Spalte 3 sieht man
nur die DAPI Farbung der Zellkerne (grau).
A: Transiente Uberexpression des FTSJ1A Exon 9 Konstruktes in HelLa Zellen. Das
mutierte Protein ist im Zellkern und verstarkt im Zytoplasma exprimiert.
B: Transiente Uberexpression des FTSJ1 Wildtyp Konstruktes in HeLa Zellen. Das Wildtyp
FTSJ1 Protein ist gleichmafig im Zellkern und im Zytoplasma exprimiert.
C: Transiente Uberexpression des FTSJ1A Exon 9 Konstruktes in U373MG Zellen. Das
mutierte Protein ist im Zellkern und verstarkt im Zytoplasma exprimiert.
D: Transiente Uberexpression des FTSJ1 Wildtyp Konstruktes in U373MG Zellen. Das
Wildtyp FTSJ1 Protein ist gleichmaRig im Zellkern und im Zytoplasma exprimiert.
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3.2.3.7 Funktionelle Analyse der Mutation 196C—T in Familie P48

Bei der in Familie P48 gefundenen Nonsense-Mutation (196C—T) in Exon 4
handelt es sich um eine nichtsynonyme Substitution, da das CAA-Kodon
spezifisch fur Glutamin, durch ein Stopkodon (TAA) ersetzt wird.
Hochstwahrscheinlich fahrt diese Mutation zu einer Instabilitat des Transkriptes.
Eine allgemein akzeptierte Regel besagt, daf3 vorzeitige Stopkodons, welche mehr
als 50-55 Nukleotide stromaufwérts von der Splei3verbindung der letzten beiden
Exone liegen, durch den sogenannten nonsense mediated mMRNA decay-
Mechanismus (NMD) degradiert werden (Hentze et al., 1999). Dies ist ein
Schutzmechanismus der Zelle, um die Anhaufung von trunkierten und
maoglicherweise toxischen Proteinen zu vermeiden.

Zum Nachweis des moglichen Abbaus der mutierten RNA des Patienten wurde
PolyA™ RNA aus lymphoblastoiden Zelllinen von Patienten und einer mannlichen
gesunden Kontrolle extrahiert und fiir die Northern Blot Experimente eingesetzt.
Die Ergebnisse zeigen zwei spezifische Banden fur die RNA der Kontrollperson.
Diese beiden Banden sind beim Patienten nicht nachweisbar (Abb.28). Dies
bedeutet, dal’® sie auf Grund des vorzeitigen Stopkodons durch NMD abgebaut
werden. Fir den Patienten bedeutet das, dal? hdchstwahrscheinlich kein
funktionelles FTSJ1 erzeugt wird und somit ein kompletter Funktionsverlust von
FTSJ1 vorliegen mul3.

3.2.3.8 Funktionelle Analyse der Mutation IVS2+1delG in Familie A3

Der Indexpatient der Familie A3 ist Trager einer Deletion von einem Nukleotid am
Ubergang von Exon 2 zu Intron 2. Ist das Nukleotid im Exon deletiert, dann wiirde
dies entweder zu einer Verschiebung des Leserasters fihren, was ein vorzeitiges
Stopkodon zur Folge haben kénnte, oder wie bei der Mutation in Familie MRX44
zu einem veranderten SpleilRen der mMRNA. Wirde die Deletion im Intronbereich
liegen, konnte dies zur Zerstérung der SpleiRdonorstelle fihren. Dies kann
ebenfalls zu einem abnormen SpleiRen der FTSJ1 mRNA beim Patienten flhren.

Um die Mutation genauer lokalisieren zu kénnen und ihren Effekt auf molekularer
Ebene zu untersuchen, wurden RT-PCR Experimente durchgefihrt. Mit je einem

spezifischen Primer fir Exon 2 und Exon 5 von FTSJ1 wurde auf cDNA des
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Patienten und auf cDNA von gesunden, mannlichen Kontrollen eine RT-PCR
durchgeftihrt, und die PCR Produkte anschlieend sequenziert. Die
Chromatogramme der Sequenzen zeigen, dal3 im Falle des RT-PCR Produktes
des Patienten 10 Nukleotide intronischer Sequenz in die mMRNA inkorporiert
werden (Abb.31). Des Weiteren kann man diesen Ergebnissen entnehmen, dal3
nicht das letzte Nukleotid im 3’ Bereich von Exon 2 von der Deletion betroffen ist
sondern das erste Nukleotid im 5’ Bereich von Intron 2. Diese Deletion fuhrt zur
Zerstorung der SpleilRdonorstelle und induziert dartiber hinaus die Aktivierung
einer kryptischen SpleiRdonorstelle in Intron 2. Kryptische Splei3stellen sind den
SpleiBkonsensusstellen sehr &hnlich, werden aber normalerweise vom
Spleildsystem nicht verwendet. Die Aufnahme von 10 intronischen Nukleotiden in
das mutierte FTSJ1 Transkript des Patienten flhrt zu einer Verschiebung des
Leserasters bei der Translation und zu einer veranderten Aminosauresequenz.
Durch diese Verschiebung entsteht ein vorzeitiges Stopkodon in Exon 3 bei
Nukleotid 147 der kodierenden Sequenz des mutierten FTSJ1 Transkriptes
(Accession Nr. AK024023).

Exon 2 Intron 2 Exon 3 Exon 2 Exon 3

CTTCCAAG|tecetgactgpCETEA CTTCCAAGGLC GTEA

Kontrolle

Abb.31:RT-PCR Analyse der Mutation 1VS2+1delG: Ausschnitt aus den Sequenzierungs-
chromatogrammen der RT-PCR Produkte des Indexpatienten und der Kontrollperson.
Dargestellt ist der Ubergang von Exon 2 zu Exon 3. In die cDNA des Indexpatienten sind
10 intronische Nukleotide inkorporiert. In der cDNA der Kontrollperson ist, wie erwartet,

Exon 2 mit Exon 3 verknipft.

Genau wie im Falle des Indexpatienten von Familie P48, stellt sich auch beim

Indexpatienten von Familie A3 die Frage, ob die mutierten FTSJ1 Transkripte
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stabil sind oder ob die Leserasterveschiebung und das daraus resultierende
vorzeitige Stopkodon in Exon 3, die Degradation des Transkriptes herbei fuhrt. Die
diesbeziiglich durchgefiihrten Northern Blot Analysen mit PolyA™ RNA des
Patienten und PolyA™ RNA von mannlichen gesunden Kontrollen ergaben, daR
auch in der Patienten-RNA die beiden representativen FTSJ1 Banden
nachweisbar sind. Allerdings war ihre Expressionsstarke merklich reduziert
(Abb.32). Die Reduktion der Transkriptmenge kommt héchstwahrscheinlich durch
NMD (s. Kapitel 3.2.3.9) zustande. Durch die Inkorporation von intronischer
Sequenz, die durch die Zerstérung der Spleil3donorstelle in Intron 2 verursacht
wird und eine kryptische Spleil3stelle aktiviert, kommt es konsequenterweise zur
Verwendung eines vorzeitigen Stopkodons in Exon 3. Durch dieses vorzeitige
Stopkodon wird das mutierte FTSJ1 Transkript als trunkiertes Transkript erkannt
und Uber den NMD Mechanismus degradiert. Deshalb kann man
zusammenfassend sagen, dalR auch bei dieser Mutation ein Funktionsverlust von
FTSJ1 vorliegt.

Abb.32: Northern Blot Analyse von PolyA™ RNA der Indexpatienten von Familie A3: PolyA"
RNA wurde aus lymphoblastoiden Zellinien des Indexpatienten von Familie A3 und von
zwei mannlichen Kontrollperson isoliert und auf eine Nylonmembran transferiert. Die
Membran wurde mit einer radioaktiv markierten Probe, spezifisch fur die Sequenz der
FTSJ1 mRNA von Exon 2 bis Exon 10, hybridisiert. In der ersten Spur, mit RNA des
Indexpatienten von Familie A3, sieht man zwei spezifische Banden fur FTSJ1, die auch in

den letzen beiden Spuren, in der die RNA einer mannlichen Kontrollperson vorhanden ist,
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nachweisbar sind. Die Hybridisierung mit einer B-Aktinprobe zeigt, dal3 in allen Spuren
RNA vorhanden ist und daf3 bei dem Indexpatienten der Familie A3 die Transkriptmenge

reduziert ist.

3.2.3.9 Komplementationsstudien in S. cerevisiae zur ldentifizierung des

Zielmolekils des humanen FTSJ1

Wie schon bei der Immunfluoreszenz von FTSJ1 beschrieben, sind drei zu FTSJ1
paraloge Proteine in S. cerevisiae bekannt (Kapitel 3.2.3.6).

Die Immunfluoreszenz-Ergebnisse hatten gezeigt, dall das humane Wildtyp
FTSJ1 Protein gleichmal3ig im Zytoplasma und im Zellkern verteilt ist (s. Kapitel
3.2.3.6). Somit konnten diese Ergebnisse keinen eindeutigen Hinweis auf eine
mdogliche Funktion von FTSJ1 geben. Deswegen sollte mit Hilfe von
Komplementationsstudien das von FTSJ1 methylierte Zielmolekil identifiziert
werden.

Es konnte bereits flr verschiedene humane Gene gezeigt werden, dal} der
Deletionsphénotyp des entsprechenden S. cerevisiae Stammes durch
Transformation mit dem humanen Ortholog komplementiert werden kann (Davey
and Beach, 1995; Longo et al., 1997; Udell et al., 1998; Loewith et al., 2000). Da
das humane FTSJ1 einen hohen Grad an Homologie in der S-Adenosyl-L-
Methionin Bindungsdoméane zu den paralogen Proteinen Spblp, Mrm2p und
Trm7p in S. cerevisia aufweist, wurden sogenannte Rescue Experimente
durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Experimente wurde versucht, den Phanotyp von
mrm2A, spblA und trm7A Stammen durch Transformation mit dem humanen
FTSJ1 zu komplementieren. Ziel dieser Komplementationsversuche war es, in den
entsprechenden Deletionsstammen, das bislang unbekannte Zielmolekil von
FTSJ1 zu ermitteln.

Dazu wurde die kodierende cDNA des Wildtyp FTSJ1 und die Patienten cDNA, bei
der Exon 9 fehlt (FTSJ1AExon9), in die Expressionsvektoren pYES2 und pAE
kloniert (s.Tabelle 28, 29 und 30).

Die Transkription der in den Vektor pYES2 klonierten Fragmente kann durch
Zugabe von Galaktose zum Medium induziert werden. Bei pAE war ein

konstitutiver Promotor dem Kklonierten Fragment vorgeschaltet, so dafR die
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Transkription  kontinuierlich, ohne Induktion stattfinden konnte. Die
Deletionsstamme waren neben weiteren Selektionsmarkern defizient fur Uracil
und Leucin. Da der Expressionsvektor pYES2 das Uracil Gen (URA3) und pAE
das Leucin Gen (Leu2) tragt, ist es mdoglich, eine erfolgreiche Transformation

durch Wachstum auf entsprechenden Selektionsmedien nachzuweisen.

3.2.3.9.1 Komplementationsstudien mit dem mrm2A Stamm

Der haploide MRM2 Deletionsstamm zeichnete sich durch ein verlangsamtes
Wachstum gegenuber einem Wildtypstamm gleichen genetischen Hintergrunds
aus. Dartber hinaus verliert der MRM2 Deletionsstamm mitochondriale DNA, die
zu einer Instabilitat der Mitochondrien fuhrt. Die Wachstumsverzogerung kann
durch Anzucht auf glyzerinhaltigem Medium und erhéhter Inkubationstemperatur
verstarkt werden (Pintard et al., 2002).

Der mrm2A Stamm wurde mit pYES2 transformiert, in den entweder die humane
cDNA des Wildtyp FTSJ1 oder die cDNA des Indexpatienten von Familie MRX44
(FTSJ1AExon9) kloniert war. Als Negativkontrolle diente der mit lerem Vektor
transformierte mrm2A Stamm. Als Positivkontrolle wurde ein Wildtypstamm
(YO0000) mit demselben genetischen Hintergrund wie der Deletionsstamm
verwendet, der ebenfalls mit dem leeren Vektor transformiert wurde (s. Tabelle
28).

Tabelle 28: Konstrukte fir mrm2A-Rescue-Experimente

Transformierter Vektor Insert Selektionsmarker Wachstumseffekt
Hefestamm
mrm2A pYES2 Wildtyp FTSJ1 URA3 Schlechtes Wachstum
(Y04503)
mrmz2A PYES2 FTSJ1AEX0N9 URA3 Schlechtes Wachstum
(Y04503)
mrm2A pYES2 leer URA3 Schlechtes Wachstum
(Y04503)
Wildtyp pYES2 leer URA3 Normales
Hefestamm Wachstum
(Y00000)
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Alle Transformanten wurden auf Medien ohne Uracil selektiert. Nur Hefezellen, die
den Vektor pYES2 mit oder ohne Insert aufgenommen haben, kénnen auf Uracil-
defizientem Medium wachsen. Deletierte Hefezellen, die mit dem leeren Vektor
transformiert wurden, zeigten auf allen Selektionsplatten ein erheblich
schlechteres Wachstumsverhalten als der mit leerem pYES2 transformierte
Wildtypstamm (Abb.33; Zeilen 3 und 4). Wie man deutlich erkennen kann, wachst
der mit dem leerem Vektor transformierte mrm2A Stamm auf dem
Selektionsmedium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle am schlechtesten
(Abb.33A; Zeile 3). Der mit dem Wildtyp FTSJ1 Konstrukt transformierte MRM2
Deletionsstamm wachst geringfiigig besser als der mit FTSJ1AExon9
transformierte. Dieser Wachstumsunterschied ist jedoch nicht signifikant
(Abb.33A; Zeile 1 und 2). Nach Induktion des Promotors von pYES2 durch Zugabe
von Galaktose als alleiniger Kohlenstoffquelle fand keine wesentliche
Verbesserung des Wachstumsverhaltens statt (Abb.33B). Die Transformation mit
dem humanen FTSJ1 fuhrte demnach nicht zu einem verbesserten Wachstum des
mrm2A Stammes (Abb.33B; Zeile 1 und 2). Es sind zwar im Vergleich zur
Negativkontrolle bei den mit Wildtyp FTSJ1 und FTSJ1AExon9 transformierten
Deletionsstammen mehr Kolonien gewachsen, allerdings war dieser Effekt erst
nach einer Woche Inkubationszeit sichtbar (Abb.33B).

Durch Zusatz von Glyzerin als einziger Kohlenstoffquelle kann der Effekt der
Wachstumsverzdgerung des Deletionsstammes verstarkt werden (Escribano und
Mazon, 2000). Glyzerin wird durch die Glukoneogenese zu Glukose umgewandelt.
Diese Umwandlung verbraucht Energie, und der Prozel findet teilweise an den
Mitochondrien statt. Bei dem mrm2A Stamm kann die Methylierung der 21S rRNA
nicht korrekt durchgefiihrt werden, so dal3 es zu einer Beeintrachtigung des
mitochondrialen Translationsapparates kommt (Myers et al., 1985; Fearon und
Mason, 1992). Dieses wiederum fuhrt dazu, daf} die MRM2 Deletionsmutante bei
der ATP Synthese durch die Atmungskette beeintrachtigt ist. Dieser Effekt wird
durch die Zugabe von Glyzerin verstarkt, da die Zelle zur Verstoffwechselung von
Glyzerin mehr Energie aufwenden muf}, als bei Glukose. Das bedeutet, dal3
sowohl die Glukoneogenese als auch die Energiegewinnung durch die
Atmungskette beeintrachtigt sind. Wenn nur Glyzerin dem Medium zugesetzt
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wurde, konnte lediglich der Wildtypstamm wachsen. Alle anderen Transformanten
zeigten auch nach einer Woche keine Kolonien (Abb.33C).

Gibt man jedoch zusatzlich neben Glyzerin als Kohlenstoffquelle Galaktose zum
Medium, dann kann man bei den mit pYES2 Wildtyp FTSJ1 und pYES2
FTSJ1AExon9 transformierten  Deletionsstdammen nach einer Woche
Inkubationszeit eine leichte Verbesserung des Wachstumsverhaltens beobachten
(Abb.33D). Dieses Experiment zeigt, dal3 anscheinend eine aul3erst geringflgige
funktionelle Komplementation zwischen dem Mrm2p der Hefe und dem humanen
FTSJ1 besteht. FTSJ1 ist nicht in der Lage, die Methylierungsfunktion von Mrm2p
in S. cerevisiae zu Ubernehmen. Aus diesem Grunde bleibt das Wachstumsdefizit

des mrm2A Stammes bestehen.

1 (mm24+WT ETSI) | & N1
2 (mrm24 + FTSJ1AExon9) = & 2
3 (mrm24 + pYES2) 3

4 (Y00000 + pYES2) . Q9 ds." 4

1 (mrm24 + WT FTSJ1) %

2 (mrm24 + FTSJ1AExon9) & & *
3 (mrm24 + pYES?2)

4 (Y00000 + pYES2) 908 > v

37°C

Abb.33:mrm2A-Rescue-Experimente: Der mrm2A Stamm wurde mit verschiedenen pYES2
Konstrukten transformiert. 1: mrm2A + WT FTSJ1 2: mrm2A + FTSJ1AExon9
3: mrm2A + pYES2 4: YO0000 (Hefewildtypstamm) + pYES2. Die Transformanten wurden
auf eine OD von 0,3 (bei 560 nm) eingestellt. Diese Ausgangsverdinnung ist in jeder
Reihe ganz links ausplattiert. Danach folgten Ausplattierungen jeweils 1:5,4 verdinnt.
Nach dem Ausplattieren der Hefesuspensionen wurden die Platten bei 30°C bzw. 37°C fiur
7 Tage inkubiert.
A: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten und Glukose-haltigen
Festndhrstoffodden ausplattiert. Bei 30°C wachsen alle transformierten mrm2A Stdmme
gleich schlecht. Der Wildtypstamm waéchst wie erwartet normal. Der Effekt wird bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C verstarkt, allerdings wachst der mit leerem Vektor
transformiert mrm2A Stamm am schlechtesten. Die mrm2A Stamme transformiert mit den
FTSJ1 Konstrukten wachsen etwas besser als der Deletionsstamm, jedoch erreichen sie

kein mit dem Wildtypstamm vergleichbares Wachstumsverhalten.
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B: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten und Galaktose-haltigen
Festnahrstoffodden ausplattiert. Durch die Zugabe von Galaktose wird der pYES2
Promotor induziert. Die mit den FTSJ1 Konstrukten transformierten mrm2A Stamme
wachsen etwas besser, wahrend der mrm2A Stamm sein Wachstum fast vollstandig
eingestellt hat. Der Wildtypstamm wachst unverandert gut.

C: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten und Glyzerin-haltigen
Festndhrstoffodden ausplattiert. Keiner der transformierten mrm2A Stdmme kann auf
diesem Medium wachsen. Nur der Wildtypstamm zeigt normales Wachstum.

D: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten, Glyzerin- und Galaktose-haltigen
Festnahrstoffodden ausplattiert. Die mit den FTSJ1 Konstrukten transformierten mrm2A
Stdmme konnen durch die Zugabe von Galaktose auf den Glyzerin-haltigen Nahstoffbéden

wachsen. Sie zeigen aber kein dem Wildtypstamm ensprechendes Wachstumsverhalten.

3.2.3.9.2 Komplementationsstudien mit dem spb1A/spb1 Stamm

Da die SPB1 Deletion im haploiden Stamm letal war, wurden die
Komplementationsstudien mit einem diploiden Hefestamm durchgefuhrt, bei dem
nur ein SPB1-Allel deletiert war. Der spblA/spbl Stamm sollte schon auf
Glukosemedium ein  deutlich gehemmtes Wachstum zeigen, diese
Wachtumsverzégerung war allerdings nicht signifikant. Der spblA/spbl
Deletionsstamm wurde mit verschiedenen Konstrukten transformiert (s.Tabelle
29), und die Selektion fand auf Uracil-defizientem Medium mit Galaktose als

Kohlenstoffquelle statt.

Tabelle 29: Konstrukte fiir SPB1-Rescue-Experimente

Transformierter Vektor Insert Selektionsmarker Wachstumseffekt
Hefestamm
spbl1A/spbl pYES2 Wildtyp FTSJ1 URA3 Normales Wachstum
(Y04503)
spbl1A/spbl pPYES2 leer URA3 Normales Wachstum
(Y04503)
Wildtyp Hefestamm pYES2 leer URA3 Normales Wachstum
(Y00000)
spb1A/spbl pAE Wildtyp FTSJ1 LEU2 Normales Wachstum
(Y04503)
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Transformierter Vektor Insert Selektionsmarker Wachstumseffekt
Hefestamm
spbl1A/spbl pPAE leer LEU2 Normales Wachstum
(Y04503)
Wildtyp Hefestamm pAE leer LEU2 Normales Wachstum
(Y00000)

Es konnte kein Wachstumsunterschied zwischen den untersuchten
Transformanten festgestellt werden (Abb.34A). Theoretisch kann die
Wachstumsverzdogerung durch eine Erniedrigung der Temperatur verstarkt
werden. Die Transformaten wuchsen zwar insgesamt schlechter, zeigten aber
keinen Unterschied im Wachstumsverhalten (Abb.34B). Um auszuschliel3en, daf3
dieses Phanomen auf den verwendeten Vektor zurliickzufihren ist, wurden exakt
dieselben Klonierungen in den Vektor pAE vorgenommen. Dieser Vektor tragt
einen konstitutiven Promotor und mul3 nicht induziert werden. Als
Selektionsmarker diente in diesem Falle Leucin, und die Transformanten wurden
auf Leucin defizientem Medium selektiert. Auch in diesem Falle konnte kein
Unterschied zwischen den mit dem FTSJ1 Wildtyp Konstrukt transformierten
spblA/spbl Stdmmen und dem Hefewildtypstamm nachgewiesen werden.
Darlber hinaus war es nicht méglich zu Uberprifen, ob der Stamm fur das eine
Allel von SPB1 tatsachlich deletiert war, da durch PCR Experimente auch das
intakte Allel amplifiziert werden wirde. Mittels semiquantitativer RT-PCR Analyse
ware eine Quantifizierung der Transkripte zwar moglich gewesen, diese wurde
jedoch auf Grund der positiven Ergebnisse fir bei der Komplementation des trm7A
Stammes nicht durchgefiihrt (s. Kapitel 3.2.3.9.3). Dartber hinaus deuten die
Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Experimente (s. Kapitel 3.2.3.6; Abb.29 und
Abb.30) darauf hin, da? FTSJ1lwahrscheinlich nicht das orthologe Protein von
Spblp.
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1 (spb1A/spb1 + WT FTSJ1)
2 (spb1A/spb1 + pYES2)
3 (Y00000 + pYES2)

1 (spb1A/spb1 + WT FTSJ1)

spb1A/spb1 + p
2 (spb1A/spb1 + pYES2)

3 (Y00000 + pYES2)

20°C

Abb.34:spb1A/spb1l-Rescue-Experimente: Der spblA/spbl Stamm wurde mit verschiedenen
pYES2 Konstrukten transformiert. 1 spb1A/spbl + WT FTSJ1 2: spblA/spbl + pYES2 3:
YO00000 (Hefewildtypstamm)+ pYES2. Die Hefesuspensionen wurden wie beim mrm2A-
Rescue-Experiment verdinnt. Nach dem Ausplattieren der Hefesuspensionen wurden die
Platten bei 20°C bzw. 30°C fur drei Tage inkubiert.

A: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten und Galaktose-haltigen
Festnahrstoffodden ausplattiert und bei 30°C inkubiert. Es ist kein unterschiedliches
Wachstum zwischen dem spb1A/spbl Stamm, dem spblA/spbl Stamm, transformiert mit
Wildtyp FTSJ1 und dem Hefewildtypstamm, erkennbar.

B: Die Transformanten wurden auf Uracil-defizienten und Galaktose-haltigen
Festnahrstoffodden ausplattiert und bei 20°C inkubiert. Das Wachstumsverhalten ist
insgesamt schlechter bei der niedrigeren Temperatur aber fur alle drei transformierten

Hefestamme gleich.

3.2.3.9.3 Komplementationsstudien mit dem trm7A Stamm

Der haploide trm7A Stamm zeigte ebenfalls ein verlangsamtes Wachstum.
Dennoch war auch in diesem Experiment die Wachstumsverzdgerung schon auf
Komplexmedium mit Glukose nicht sehr deutlich. Die Transformation mit dem
Wildtyp FTSJ1 und FTSJ1AExon9 pYES2- und pAE-Konstrukten (Tabelle 30)
brachte keine Verbesserung des Wachstumsverhaltens (Abb.35A). Deshalb wurde

aus den trm7A Stamm RNA isoliert, DNAse behandelt und mittels RT-PCR
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nachgewiesen, dafl} kein TRM7 Transkript existiert, wahrend im Wildtypstamm
eindeutig ein TRM7 Transkript vorhanden ist (Abb.35B). Die Qualitat der cDNA
wurde durch RT-PCR Amplifikation der Transkripte des Aktin Gens von S.
cerevisiae kontrolliert (Abb.35C).

Dariber hinaus wurde ebenfalls mittels RT-PCR Uberprift, ob die beiden
Transformanten, die die humane Wildtyp FTSJ1 und die FTSJ1AExon9 cDNA in
den Vektoren pYES2 und pAE transkribiert werden. Dafur wurden Primer
verwendet, die schon bei den RT-PCR Experimenten fur die Expressionsanalyse
von FTSJ1 bei Familie A3 eingesetzt wurden. Der vorwarts orientierte Primer
bindet spezifisch in Exon 2, und der rlickwarts orientierte Primer bindet spezifisch
in Exon 5 des humanen FTSJ1 Transkripts. Als Produkt der RT-PCR erhélt man
eine spezifische Bande von 238 Bp. Fur die beiden Konstrukte mit dem humanen
FTSJ1 ist diese spezifische Bande nachweisbar. Bei dem Wildtypstamm der Hefe
entsteht kein PCR-Produkt bei Verwendung der humanen FTSJ1 Primer
(Abb.35D).

Diese Experimente zeigen, dall TRM7 in den Deletionsstammen nicht exprimiert
wird. AuRBerdem ist der Nachweis gelungen, dal die humanen FTSJ1
Genkonstrukte in der Hefe transkribiert werden. TRM7 kodiert fur eine S-
Adenosyl-L-Methionin Methyltransferase, die zwei spezifische Basen in der
Antikodonschleife der Phenylalanin, Tryptophan und Leucin spezifischen tRNAs
methyliert. Diese Methylierungen sind fir eine effiziente Translation wichtig.
Unterbleiben diese Methylierungen, dann ist die Proteinsynthese eingeschréankt,
was letztendlich im TRM7 Deletionsstamm zu einer Wachstumsverzdgerung fihrt
(Pintard et al., 2002).

Tabelle 30: Konstrukte fir TRM7-Rescue-Experimente

Transformierter Vektor Insert Selektionsmarker Wachstumseffekt
Hefestamm
trm7A pYES2 Wildtyp FTSJ1 URA3 Fast normales
(Y03198) Wachstum
trm7A pPYES2 FTSJ1AExon9 URA3 Fast normales
(Y03198) Wachstum
trm7A pYES2 - URA3 Etwas schlechteres
(Y03198) Wachstum

130



Ergebnisse

Transformierter Vektor Insert Selektionsmarker Wachstumseffekt
Hefestamm
Wildtyp Hefestamm  pYES2 - URA3 Normales
(Y00000) Wachstum
trm7A pAE Wildtyp FTSJ1 LEU2 Normales
(Y03198) Wachstum
trm7A pAE - LEU2 Schlechtes
(Y03198) Wachstum
Wildtyp Hefestamm pAE - LEU2 Normales
(Y00000) Wachstum
A
1 @rm74+WT FTSJ1) 1
2 (trm74 + FTSJ1AEx0n9) 2
3 74+ TRM7 (Plasmid)f = 3
4 (trm74+ pYES?) @ 4
5 y00000 + pYES2 5
- URA - URA
+ Galaktose + Galaktose
+0,3 mg/mi

Paromomuvein

B C D

1 2 31 2 3 1 2 31 2 3 1 2 3 1 2 3
TRM7 B-Aktin FTSJ1
S.cerevisiae S.cerevisiae Homo sapiens
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Abb.35: TRM7-Rescue-Experimente:
A: Der TRM7 Deletionsstamm wurde mit verschiedenen pYES2 Konstrukten transformiert.
1: TRM7-/- + WT FTSJ1 2: TRM7-/- + FTSJ1AExon9 3: TRM7-/- + TRM7(Plasmid)
4: TRM7-/- 5: YO0000 (Hefewildtypstamm). Die Hefesuspensionen wurden wie bei den
anderen Rescue-Experimenten verdiinnt. Nach dem Ausplattieren der Hefesuspensionen
wurden die Platten bei 30°C fiir drei Tage inkubiert. Die Selektionsplatten waren alle
Uracil-defizient und enthielten als Kohlenstoffquelle Galaktose. Eine Selektionsplatte
(mittlere Abbildung) enthielt zusétzlich Paromomycin (Translationsinhibitor). AuRerdem
wurden alle verdiinnten Hefestdmme ebenfalls auf Vollmedium (YPD) ausplattiert. Der
TRM7-/- Stamm transformiert mit TRM7 zeigt wie erwartet ein Wachstumsverhalten, das
dem des Wildtypstammes (Y00000) vergleichbar ist. Alle anderen Transformanten zeigen
ein ahnlich schlechtes Wachstumsverhalten. Das Wachstum auf den YPD-Platten ist bei
allen Transformanten und dem Wildtypstamm gleich.
B: RT-PCR mit TRM7 spezifischen Primern. Aus dem TRM7-/- + WT FTSJ1 Stamm (1),
dem TRM7-/- + FTSJ1AExon9 (2) und dem Hefewildtypstamm Y00000 (3) wurde RNA
isoliert mit anschlieBender DNAse Behandlung. Von dieser RNA wurden cDNAs
synthetisiert. Die RT-PCR mit TRM7 spezifischen Primern fihrt nur im Hefewildtypstamm
zu einem spezifischen Produkt.
C: RT-PCR mit spezifischen Primern fur Aktin (S. cerevisiae). Fur diese RT-PCR wurde die
gleiche cDNA verwendet wie bei B. Fir alle Proben konnte eine spezifische Aktinbande

nachgewiesen werden.

Durch die Zugabe von Paromomycin zum Medium kann der Effekt der
Wachstumshemmung verstarkt werden, da Paromomycin zur Wirkstoffgruppe der
Aminoglykoside gehort, die eine vielfaltige Stérung der Proteinsynthese bewirken.
Die Verwendung von Paromomycin fihrte allerdings bei den Rescue

Experimenten zu keiner negativen Beeinflussung der Wachstums (Abb.35A).

Die Wiederholung dieser Experimente mit einem neu aus der Stammsammlung
isolierten trm7A Stamm, der freundlicherweise von Dr. Bruno Lapeyre zur
Verfligung gestellt wurde, fihrten zu einem anderen Ergebnis. Das Wachstum des
trm7A Stammes war bereits auf Vollmedium (YPD) erheblich schlechter verglichen
mit dem Hefewildtypstamm (Abb.36A). Dies war bei dem vorherigen trm7A Stamm
nicht der Fall. Die Transformation des neuen trm7A Stammes mit dem humanen

Wildtyp FTSJ1, Kkloniert in den pAE Vektor, fuhrte zu einer erheblichen
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Verbesserung des Wachstumsverhaltens (Abb.36). Der Deletionsstamm zeigte
nach der Transformation ein dem  Wildtypstamm  vergleichbares
Wachstumsverhalten. Die Transformation mit den pYES2-Konstrukten fihrte
allerdings zu keiner Verbesserung des Wachstumsverhaltens des trm7A
Stammes. Offensichtlich reicht die durch Galaktose induzierte Transkription des
humanen FTSJ1 nicht aus, um den Phanotyp des trm7A Stammes zu
komplementieren. Bei den pAE-Konstrukten findet eine Kkontinuierliche
Transkription des humanen FTSJ1 durch einen konstitutiven Promotor statt.
Dieser Vektor scheint fur diese Rescue-Experimente geeigneter zu sein, und eine
Wiederholung der Experimente fuhrt zu einer Bestétigung der Komplementation

des trm7A Stammes durch das humane FTSJ1.

A B
1 trm7A + WT FTSJ1 _ - \ 1tm7A+WTFTSJ1  © @ &
2 trm7A + pAE 2 trm7A + pAE
3Y00000 + pAE 0® & - - 3Y00000 + pAE O9®H .2 -
YPD -Leu
C

1trm7A+ WT FTSJ1 o is\‘

2 trm7A + pAE

3 Y00000 + pAE ®®un

-Leu + 0,2 mg/ml
Paromomycin

Abb.36:trm7A-Rescue-Experimente mit neuem Deletionsstamm und pAE-Konstrukten:

1:trm7A + WT FTSJ1, 2: trm7A + pAE 3: YO0000 (Hefewildtypstamm) + pAE.

Die Hefesuspensionen wurden wie bei den anderen Rescue-Experimenten verdinnt. Nach
dem Ausplattieren der Hefesuspensionen wurden die Platten bei 30°C fir drei Tage
inkubiert. Die Selektionsplatten waren alle Leucin-defizient und enthielten als
Kohlenstoffquelle Glukose. Eine Selektionsplatte (B) enthielt zuséatzlich Paromomycin
(Translationsinhibitor). AuRerdem wurden alle verdiinnten Hefestimme ebenfalls auf
Volimedium (YPD) ausplattiert (A) . A Auf YPD-Medium ist das Wachstum des mit dem
leerem pAE-Vektor transformierten Deletionsstammes wesentlich schlechter als das des
Wildtypstammes. Der mit dem humanen FTSJ1 transformierte Deletionsstamm zeigt

hingegen ein mit dem Hefewildtypstamm vergleichbares Wachstum. B Auf dem Leucin-
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defizienten Medium ist das Wachstumsverhalten mit dem Wachstum auf YPD-Platten (A)
vergleichbar. C Auf einem Medium ohne Leucin und mit 0,2 mg/ml Paromomycin wird

dieser Effekt noch verstarkt.
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3.2.4 Das Polyglutamin Bindeprotein 1 Gen (PQBP1)

3.2.4.1 Mutationen in PQBP1 fuhren zu syndromaler und nicht-syndromaler
geistiger Behinderung

Insgesamt wurden 3 unterschiedliche Mutationen im Exon 4 von PQBP1 bei 5
verschiedenen Familien mittels DHPLC Analyse gefunden. Alle Mutationen
betreffen einen Bereich in Exon 4, der fir den sogenannte DR/ER Repeat kodiert.
Bei den Mutationen handelt es sich um eine Duplikation von zwei Nukleotiden
(450_451Dup. AG), die bei zwei Familien gefunden worden ist (Familie N9 und
Familie SHS), eine Deletion von zwei Nukleotiden (450 451 Del. AG), die bei
einer Familie gefunden worden ist (Familie N40), und um die Deletion von vier
Nukleotiden (450_453 Del. AGAG), die bei zwei Familien gefunden worden ist
(Familie N45 und Familie MRX55) (Abb.37A). Alle Mutationen fihren zu einer
Verschiebung des Leserasters, die je nach Mutationstyp zu unterschiedlichen
vorzeitigen Stopkodons fihren. Demzufolge kommt es zu verschiedenen
vorhergesagbaren, trunkierten Proteinen mit unterschiedlich langen C-terminalen
Enden (Abb.37B).

A
450_453 Del AGAG (N45:MRX55)
450_451 Del AG (N40)
450_451 Dup AG (N9;SHS)
DEEJER
reéeat
NH, 4
ww PRD NLS C2
B
621
WT acagagagagagagcgagacagggaacgggatcgggacege.tga 285 AS

R E R E R D R E R D R D R

H9/SHS acagagagagagagagegagacagggaacgggategggacegeg..taa 194 AS
R E R E & E T G N G I G T A

H45 /MRX55 acagagagagcgagacagggaacgggatcgggaccegeg.taa 192 AS
R E § E T 66 N GG I 6 T A

H40 acagagagagagegagacagggaacgggatcecgggacecgegtga 164 AS
R E A R @ 6 " G 5 G P R V¥V
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Abb.37: Lokalisation der drei unterschiedlichen Mutationen in PQBP1
B: Schematische Darstellung des PQBP1 Proteins mit seinen funktionellen Doméanen. Die
in funf verschiedenen Familien gefundenen, unterschiedlichen Mutationen sind alle im
DR/ER Repeat lokalisiert.
A: Darstellung der nativen sowie der mutierten Nukleotidsequenz und der entsprechenden
Aminosauresequenzen. In der oberen Zeile ist die PQBP1 Wildtypsequenz dargestellt.
Darunter die verschiedenen Mutationstypen mit ihren abweichenden

Aminosauresequenzen und vorzeitigen Translationsterminationskodons.

Die Vorgehensweise bei dieser Mutationsanalyse war dieselbe wie fur FTSJ1
beschrieben. Nach der Detektion eines aberranten Elutionsprofiles bei den
Indexpatienten der unterschiedlichen Familien bei der DHPLC Analyse wurde
deren Exon 4 sequenziert. Nach der Bestatigung der Mutationen durch die
Sequenzierung wurde eine DHPLC-Analyse fir Exon 4, amplifiziert mit der DNA
von 400 mannlichen Kontrollpersonen, durchgefiihrt. Alle Kontrollpersonen waren
negativ fur diese Mutation, so dal3 ein Polymorphismus ausgeschlossen werden
kann. Daraufhin wurde die DNA der betroffenen mannlichen Familienmitglieder
und die der potentiellen und obligatorischen Tragerinnen auf das Vorhandensein
einer Mutation in Exon 4 mittels Sequenzierung untersucht. Dadurch konnte eine
Kosegregation der Mutation mit dem pathologischen Phanotyp gezeigt werden
(Abb.38).
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Abb.38: Darstellung der Stammbaume der Familien, bei denen Mutationen in PQBP1

gefunden wurden und Ausschnitte aus den Chromatogrammen von Exon 4 der
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Indexpatienten der jeweiligen Familie: Das oberste Chromatogramm reprasentiert einen
Ausschnitt der PQBP1 Wildtypsequenz von Exon 4 mit der Nukleotidabfolge, die fur den
DR/ER Repeat kodiert.

Die betroffenen méannlichen Mitglieder der verschiedenen Familien zeigen eine
gewisse Varianz hinsichtlich der pathologischen, phanotypischen Merkmale.
Ubereinstimmend ist bei allen betroffenen Familienmitgliedern die geistige
Behinderung (rot hervorgehoben in Tabelle 31). In den Familien N9, MRX55 und
N40 tritt bei den betroffenen, ménnlichen Mitgliedern Mikrozephalie auf (rosa
hervorgehoben in Tabelle 31), die bei den betroffenen, mannlichen Mitgliedern
der Familie MRX55 nicht vorhanden ist. Die betroffenen Patienten der Familien
N9, MRX55 und N40 haben zusétzlich eine geringe Korpergréf3e. Fir die anderen
pathologischen Merkmale ist phanotypische Variabilitat zu beobachten (Tab.31).
Die unterschiedlichen Mutationen fiihren in den unterschiedlichen Familien zu
verschiedenen pathologischen Phanotypen. Allerdings zeigen die
unterschiedlichen Familien mit den gleichen Mutationen auch abweichende,

pathologische Phanotypen.
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Tab.31: Phanotypische Merkmale der Familien mit Mutation in PQBP1

Familie Phanotyp Mutation Referenz
N9 Geistige Behinderung, AG Duplikation Kleefstra et al.,
Mikrozephalie, 2004
Wachstumsverzégerung,

gespaltenes Zapfchen,
einseitige Iris und
Gewebedefekt der Aderhaut

bei einem Patienten

SHS (MRXS3) Geistige Behinderung, AG Duplikation Sutherland et al.,
Mikrozephalie, 1988
Brachyzephalie, beidseitige
spastische Lahmung, kleine

Hoden und Analatresie

N45 Geistige Behinderung, Kleefstra et al.,
Mikrozephalie, 2004
Analatresie und Situs
Inversus
MRX55 Geistige Behinderung, Degagqi et al., 1998
Kleinwuchs bei einem
Patienten
N40 Geistige Behinderung, AG Deletion Hamel et al., 1994

Mikrozephalie,
Kleinwuchs, spastische
Lahmung, Herzfehler,
gespaltener oder hoher
Gaumen, andere Schéadel-

und Gesichtsauffalligkeiten.

3.2.4.2 In silico Analyse der humanen PQBP1 Transkripte und der daraus

resultierenden Proteine

PQBP1 ist auf dem X-chromosomalen Abschnitt Xp11.23 lokalisiert, und die

Verteilung der Exone erstreckt sich tUber eine genomische Region von annahernd
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9,5 Kb. Die genomische Sequenz, inklusive PQBP1, wird von dem BAC Klon
RP11-416B14 (Accession Nr. AQ551147) abgedeckt.

PQBP1 kodiert fir das Polyglutaminbindeprotein 1. Zur Zeit sind 11 verschiedene
Transkriptvarianten in der Human Genome Browser Datenbank aufgefihrt
(Version Mai 2004) (Abb.39). Die tiberwiegende Anzahl der Transkriptvarianten (7
von 11) tragt das Translationsstartkodon in Exon 1 und das Translationsstopkodon
in Exon 6 (Abb.39) Durch die Translation dieser Transkriptvarianten entsteht eine
Hauptvariante des PQBP1 Proteins bestehend aus 265 Aminosduren mit

charakteristischen Domé&nen.

i s
—— T o= T T 1{(CR593305)
TAG
- & - = —— = 4 2(CR615668)
_F' TJ?!G
i - e e e 3 (ABD16533)
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I :LI? s s 4 (BCO12358)
TAaG
i —f’ T = —w— T == 5(CR591501)
TaG
£ T TSI Rl B(AJ242829)
TAG
—" T o I 3 YT 7(AJO05893)
TAG
£ T oz T 8(ABO41833)
TAG
s T o s G (AB041834)
- TAG
+ o I T 10 (ABO41835)
TJ'-i\G
& = T 11(AB041836)

Abb.39: Schematische  Darstellung der  Transkriptvarianten von PQBP1 (nicht
malfstabsgerecht). Die Translationsstartpunkte sind durch Pfeile dargestellt, die jeweiligen

Translationsstopkodons sind ebenfalls fir jede Variante eingezeichnet.

Diese Transkripte unterscheiden sich hauptsachlich durch ein alternativ
gespleidtes 5’ und 3’ Ende. Die Transkriptvarianten 2 bis 7 kodieren alle fur die
gleiche Hauptvariante des vorhergesagten PQBP1 Proteins und unterscheiden
sich nur durch alternatives Spleifden im untranslatierten 5’ und 3’ Bereich ihrer
Transkripte. Dadurch entsteht eine am haufigsten vertretene Proteinvariante,
welche das langste PQBP1 Protein mit allen bisher beschriebenen Domanen

enthalt. Beginnend vom N-terminalen Ende des Proteins handelt es sich um die
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WW-Domane, die PRD-Domane, das DR/ER Repeat, ein vorhergesagtes
Kerntransportsignal und eine C,-Domane spezifisch fir PQBP1 (Abb.37A).

Die WW-Domane besteht aus den Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Prolin,
welche in konservierten Intervallen vorkommen. Diese Doméane dient als
Bindungstelle fir Interaktionspartner mit einem Prolin-reichen PY-Motiv (Bork und
Sudol, 1994; Sudol et al., 1995; Einbond und Sudol, 1996). Die darauffolgende
PRD-Domaéne (Prolin Rich Domain) besteht aus flinf sich wiederholenden Motiven
von sieben Aminosauren. Diese hauptsachlich sauren und basischen
Aminosauren sind spezifisch fur PQBP1 und bisher bei noch keinem anderen
Protein beschrieben. Das DR/ER Repeat liegt innerhalb der PRD-Doméne und
bindet an polyglutaminreiche Abschnitte anderer Proteine, wie z. B. Huntingtin
(Busch et al., 2003), Ataxin (Okazawa et al., 2002) und POU3F2 (Brn2) (Waragai
et al.,, 1999). Die C,-Doméane ist funktionell nicht verwandt mit anderen
beschriebenen C,-Doménen, bei denen nachgewiesen wurde, dal’ sie entweder
Kalziumabhéngig oder -unabhangig an Phospholipide binden (Rizo und Sudhof,
1998). Vielmehr ist diese C,-Domane einzigartig bei PQBP1 und bindet an U5-
15kD, das eine Komponente des SpleiRosoms ist (Okazawa et al., 2001).

Weitere Unterschiede sind beim Splei3en von Exon 4 vorhanden (Abb. 39). Bei
der Transkriptvariante 1 (Accession Nr. CR598805) ist das Exon 4 im 3' Ende um
133 Bp verkurzt. Dadurch wird ein Translationsstopkodon in Exon 5 an Position
449 (Referenzsequenz Accession Nr. AJ242829) benutzt. Die Translation dieser
Transkriptvariante fuhrt zu einem vorhergesagten Protein mit 149 Aminosauren,
dessen Sequenz unmittelbar nach dem DR/ER Repeat endet. Bei der
Transkriptvariante 8 (Accession Nr. AB041833) ist das 5 Ende von Exon 4 um 14
Nukleotide verlangert, dies fuhrt, im Vergleich zu den anderen Transkriptvarianten,
Zu einem veranderten Leseraster mit einem Translationsstopkodon in Exon 4 an
Position 384 (Referenzsequenz Accession Nr. AJ242829) und einem, verglichen
mit der am héaufigsten vorkommenden PQBP1 Proteinvariante (Accession Nr.
CAB44309), um 137 Aminosauren verkirzten, vorhergesagtes Protein. Diese
Anderung des C-terminalen Abschnittes des Proteins und dessen Verkirzung
fuhren dazu, dal3 nur noch die Aminosauresequenz der sogenannten WW-
Doméane vorhanden ist. Alle anderen funktionellen Domanen sind bei dieser

PQBP1 Proteinvariante nicht vorhanden.
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Bei der Transkriptvariante 9 (Accession Nr. AB041834) werden das Intron 4 und
das Intron 5 nicht herausgespleil3t und somit in die reife mMRNA integriert. Bei der
Transkriptvariante 10 (Accession Nr. AB041835) wird das Intron 4 nicht
herausgesplei3t und dessen intronische Sequenz in die mRNA integriert. Sowohl
bei Transkriptvariante 9 als auch bei Transkriptvariante 10 wird dasselbe
Translationsstopkodon verwendet, das in Intron 4 an Position 672
(Referenzsequenz Accession Nr. AJ242829) lokalisiert ist. Beide Varianten
resultieren dadurch in derselben vorhergesagten PQBP1 Proteinvariante, die sich
ab Aminosaureposition 117 von der Hauptvariante des PQBP1 Proteins
(Accession Nr. CAB44309) unterscheidet und insgesamt um 21 Aminosaurreste
verkirzt ist. Dementsprechend sind bis auf die C,-Doméne alle funktionellen
Doméanen enthalten. Bei der Transkriptvariante 11 (Accession Nr. AB041836) wird
das komplette Exon 4 herausgespleil3t. Dies fuhrt zu keiner Verschiebung des
Leserasters, aber alle Domanenbestandteile, die von Exon 4 kodiert werden,
fehlen letztendlich im resultierenden Protein. Dabei handelt es sich um die PRD-
Doméane, das DR/ER Repeat und das vorhergesagte Zellkernlokalisationssignal.
Die WW-Doméane und die C,-Doméne bleiben in diesem Falle erhalten. Die
Ubrigen Transkriptvarianten unterscheiden sich lediglich im nichttranslatierten 3’
und 5 Bereich der Transkripte. Das hat keinen Einflul3 auf den kodierenden
Bereich der Transkripte und verursacht somit keine Verdnderung bei der

Translation.

3.2.4.3 Untersuchung des X-Inaktivierungstatus von PQBP1

Die Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen in weiblichen Zellen dient
dem Ausgleich der Gen-Dosis im Vergleich zur mannlichen Zelle, die nur Uber ein
X-Chromosom verflgt (Lyon, 1961). Dabei wird im Blastozystenstadium nach dem
Zufallsprinzip in allen somatischen Zellen eines der beiden X-Chromosomen
inaktiviert. Die X-Inaktivierung wird durch das X-Inaktivierungszentrum (XIC)
gesteuert. Das XIC ist eine multifunktionelle Genregion auf dem X-Chromosom,
die zusammen mit anderen Genen sowohl die Initiierung als auch die Ausbreitung
der Inaktivierung uUber das gesamte Chromosom steuert. XIST (X-Chromosome

Inactivation Specific Transcript) ist ein Gen aus dieser Region, das nur im
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inaktiven X-Chromosom aktiv ist und dessen RNA-Produkt an das inaktive X-
Chromosom bindet. Reguliert wird die Aktivitdt von XIST Uber TSIX, dal3 das
Antisense-Produkt zu XIST ist.

Neben XIST ist eine Reihe von Genen bekannt, die am inaktivierten X-
Chromosom aktiv bleiben. Es handelt sich vor allem um solche Gene, die ein
funktionelles Homolog auf dem Y-Chromosom besitzen. Dadurch wird eine
aquivalente Gendosis in weiblichen und méannlichen somatischen Zellen
gewdhrleistet. Bei einem X-chromosomal-gekoppelten Erbgang besteht die
Moglichkeit, dal} die heterozygoten Tragerinnen der Mutation ebenfalls einen,
wenn auch milderen, Phanotyp aufweisen, wenn das betreffende Gen der X-
Inaktivierung entkommen kann. Dadurch wirden beide Kopien und somit auch die
mutierte Kopie des Gens exprimiert werden.

Um den X-Inaktivierungsstatus von PQBP1 zu dberprifen, wurden
Hamsterhybridzellen verwendet, die entweder ein aktives oder ein inaktives
menschliches X-Chromosom tragen. Aus diesen Zellinien wurde RNA isoliert und
cDNA hergestellt. Diese cDNA wurde fir RT-PCR Experimente verwendet, bei
denen unterschiedliche, introniberspannende Primer verwendet wurden. Das Gen
fur das Enzym Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) z.B. unterliegt der
X-Inaktivierung. Das X-chromosomal gekoppelte ribosomale Protein S4 (RPS4X)
hingegen entkommt der X-Inaktivierung (Fisher et al., 1990). Mittels RT-PCR
wurde die Expression dieser beiden Gene auf dem aktiven und auf dem inaktiven
X-Chromosom Uberpruft, wobei dies mit der Expression von PQBP1 verglichen
wurde. Wie zu erwarten war, wird PQBP1 auf dem inaktiven X-Chromosom nicht
exprimiert. PQBP1 unterliegt demnach der X-Inaktivierung (Abb.40).

Offensichtlich reicht die verbleibende Transkription des nicht mutierten PQBP1
aus, um keinen pathologischen Phanotyp zu verursachen. Allerdings wurden alle
X-Inaktivierungstudien in Hamsterzellen beziehungsweise in lymphoblastoiden
Zellinien durchgeflhrt, so daf’ keine Aussage uUber den X-Inaktivierungsstatus von
PQBP1 im Gehirn getroffen werden kann.
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Inaktives Alktives

H-Chromosom H-Chromosom

1 2 3 4 5 6 7 8

HFRT RP5x4 + HERT RPSx4 +
PLIBRPT PLIBFT

Abb.40: PCR-Analyse zur Feststellung des X-Inaktivierungsstatus von PQBP1. In der ersten
Spur ist kein PCR-Produkt sichtbar. Hier wurde ein Aliquot der PCR, die mit HPRT
spezifischen Primern, mit der cDNA gewonnen aus der Hamsterzellinie mit dem inaktiven
X-Chromosom, durchgefihrt wurde, aufgetragen. In der zweiten Spur ist die
Negativkontrolle dieser RT-PCR aufgetragen, bei der zu der Synthesereaktion der cDNA
keine reverse Transkriptase zugegeben wurde. In der dritten Spur ist nur ein PCR-Produkt
sichtbar, das durch Amplifikation mit RPS4X spezifischen Primern, mit der cDNA
gewonnen aus der Hamsterzellinie mit dem inaktiven X-Chromosom, produziert wurde. Die
ebenfalls in denselben Reaktionsmix zugegebenen PQBP1 spezifischen Primern fuhrten
zu keinem Amplifikat. In der vierten Spur ist die Negativkontrolle dieser RT-PCR
aufgetragen. Die selben RT-PCRs wurden mit cDNA gewonnen aus der Hamsterzellinie
mit dem aktiven X-Chromosom durchgefiihrt. In der flnften Spur ist ein spezifisches
Produkt fur HPRT zu sehen und in Spur sechs ist die Negativkontrolle dieser RT-PCR
aufgetragen. In der siebten Spur sind spezifische Produkte fur RPS4X und PQBP1
nachweisbar. In Spur acht ist die Negativkontrolle dieser RT-PCR aufgetragen.

3.2.4.4 Expressionanalysen der mutierten PQBP1 Transkripte

Bei Mutationen, die zu einer Leserasterverschiebung fuhren und letztendlich in
einem vorzeitigen Stopkodon resultieren, stellt sich die Frage nach der Stabilitat
des Transkriptes und dem Abbau des trunkierten Transkriptes Uber NMD
(vergleiche Kapitel 3.2.3.7). PQBP1 ist auf dem X-Chromosom lokalisiert,
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demnach wirden instabile Transkripte bei mannlichen Tragern der Mutation zu
einem Funktionsverlust von PQBP1 fuhren.

Um den Status der PQBP1 Transkripte in den betroffenen Patienten zu
analysieren, wurden PolyA™ Northern Blot-Analysen durchgefiinrt. Die RNA fir
diese Experimente stammte aus lymphoblastoiden Zellinen der Patienten und von
mannlichen gesunden Kontrollpersonen. Die Hybridisierung des Blots fand mit
einer flr Exon 4 spezifischen Probe statt, mit welcher alle Transkriptvarianten mit
Ausnahme von Transkriptvariante 11 (Accession Nr. AB041836) detektierbar sind.
Dabei zeigte sich, dal3 das PQBP1 Transkript, erkennbar als spezifische Bande
bei ca. 1,15 Kb, in den Patienten signifikant geringer exprimiert wird als in den
Kontrollen (Abb.41). Dartber hinaus scheint das PQBP1 Transkript bei dem
Indexpatienten der Familie N40 am starksten reduziert zu sein (Abb.41).

&£
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1,35—

B-Aktin SR

Abb.41:Northern Blot-Analyse mit Exon 4 spezifischer Probe: Ein PolyA™ Northern Blot mit
RNA der Patienten mit Mutationen in PQBP1 und zwei mannlichen Kontrollpersonen wurde
mit einer fir Exon 4 spezifischen Probe hybridisiert. Bei der RNA der Kontrollen ist eine
spezifische Bande bei ca. 1,15 Kb fir PQBP1 nachweisbar. Diese Bande ist bei den
Patienten stark reduziert. Die Hybridisierung mit einer B-Aktin Probe gewahrleistete, dafl

vergleichbare Mengen an PolyA™ RNA geblottet worden sind.

Es gibt jedoch zwei Transkriptvarianten, die Varianten 9 und 10 (siehe Abschnitt
3.2.4.2), die die intronischen Sequenzen von Intron 4 beziehungsweise von Intron

4 und 5 in die reife mRNA integrieren. Durch diese Tatsache konnte der
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Mechanismus des NMD eventuell umgangen werden, da das Spleiliosom bei der
Transkriptvariante 9 kein Intron zwischen dem neuen, vorzeitigen Stopkodon bei
der Patienten RNA und dem PolyA Signal detektiert. Dies kbnnte auch fir die
Transkriptvariante 10 gelten, obwohl das Intron 5 nicht in die reife mRNA integriert
wird. Es hat sich gezeigt, daf? auch solche Transkripte stabil sein kdnnen, bei
denen nach dem Stopkodon-tragenden Exon noch ein Intron vor dem letzten Exon
liegt.

Um festzustellen, ob die beiden PQBP1 Transkripte dem Abbau durch Nonsense
mediated mMRNA decay entkommen, wurden ebenfalls PolyA™ Northern Blots
durchgefiihrt. Diesmal wurde allerdings eine cDNA-Probe verwendet, welche
spezifisch an die PQBP1 RNA von Intron 4, Exon 5 und Intron 5 bindet. Diese
Probe sollte nur diese beiden Transkriptvarianten detektieren. Da Exon 5 mit 63
Bp sehr kurz ist, ist es relativ unwahrscheinlich, da3 auch noch die tbrigen
Transkripte detektiert werden konnen. Nach einer Woche Exposition des
Rontgenfilms bei —80°C waren Transkripte von einer Grof3e von 1,15 Kb
detektierbar (Abb.42). Dies entsprach derselben Grol3e wie fur die Northern Blots
hybridisiert mit der Exon 4 Probe (Abb.41). Der Vergleich der Patienten PQBP1
Transkripte mit denen der Kontrollen zeigt, dafd sie in ungefahr gleicher Intensitéat
nachweisbar waren. Diese Ergebnisse bestatigen die Annahme, dald diese beiden
Transkriptvarianten auch bei den Patienten nicht degradiert werden, da sie dem
NMD-Mechanismus entkommen. Des Weiteren kann man demzufolge daraus
schlieBen, dalR kein kompletter Funktionsverlust aller PQBP1 Proteinvarianten
vorliegt. Allerdings fuhrt die Translation dieser beiden Transkriptvarianten zu
einem veranderten C-terminalen Ende dieser Proteinvarianten, verglichen mit der
Hauptproteinvariante von PQBP1 (Accession Nr. CAB44309). Diesen beiden
Proteinvarianten fehlt die C,-Doméane. Es macht dartber hinaus den Anschein, als
waren diese beiden Transkriptvarianten in relativ geringen Mengen transkribiert,
da beide Northern Blots unter exakt den gleichen Bedingungen durchgefihrt
wurden. Der Northern Blot, der nur die Transkriptvarianten 9 und 10 detektiert
(Abb.41) mufite allerdings eine Woche mit einem Biomax Film exponiert werden,
wahrend der Northern Blot, der alle Transkriptvarianten, bis auf Transkriptvariante
11 detektiert, nur Uber Nacht mit einem Biomax Film exponiert wurde. Eine
Erklarung hierfir ware die Anzahl der gespleilsten ESTs fur die jeweiligen

Transkriptvarianten. So existiert fur die Transkriptvariante 9 nur ein gespleildtes
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EST (Accession Nr. BX452075) und flr die Transkriptvariante 10 existieren sechs
gespleildte ESTs (Accession Nummern BQ574264, AI951021, BU687458,
AI983503, BF739398 und AW843652) in der NCBI Datenbank (Version May
2004). Die zusatzlichen Banden auf dem Northern Blot kommen dadurch
zustande, dal3 ein Teil der radioaktiv markierten FTSJ1-Probe auch die

verbliebene ribosomale RNA detektiert.
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Abb.42:Northern Blot-Analyse mit einer spezifischen Probe die an Intron 4, Exon 5 und
Intron 5 bindet: Ein PolyA" Northern Blot mit RNA der Patienten mit Mutationen in
PQBP1(N45, N40 und N9) und drei mannlichen Kontrollpersonen (Kontrolle 1,2 und 3)
wurde mit einer fur Intron 4, Exon 5 und Intron 5 spezifischen Probe hybridisiert. In allen
Spuren ist eine PQBP1 spezifische Bande bei 1,15 Kb zu sehen. Die Hybridisierung mit
einer B-Aktin Probe gewahrleistete, daR vergleichbare Mengen an PolyA™ RNA geblottet

worden sind.

3.2.4.5 Zellulare Lokalisation der mutierten PQBP1 Proteine

Die oben beschriebenen Northern Blot Ergebnisse haben gezeigt, dal der
Uberwiegende Teil der mutierten PQBP1 Transkripte bei den Patienten durch
nonsense mediated mMRNA decay abgebaut werden. Es kann allerdings nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, dal3 auch trunkierte Proteine gebildet werden.

Durch Immunfluoreszenzexperimente sollte untersucht werden, ob die trunkierten
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Proteine der Patienten, die ein vorzeitiges Stopkodon tragen, eine veranderte
zellulare Lokalisation aufweisen als das Wildtyp PQBP1 Protein.

Die jeweiligen cDNAs der Patienten wurden leseraterkonform von ihrem
Translationsstartpunkt bis zum jeweiligen vorzeitigen Translationsstopkodon in
einen Expressionsvektor kloniert, in HeLa und U373MG transfiziert und
Uberexprimiert. Dieser Expressionsvektor tragt die Sequenz fur ein N-terminales c-
MYC Epitop. Die Translation der klonierten Sequenzen in diesem Vektor fihren zu
Fusionsproteine die N-terminal mit dem c-MYC Epitop markiert sind. Der
Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit einem primaren Antikérper gegen das
c-MYC Epitop und einem sekundaren, Cy3-markierten Antikérper (Abb.43).

Die Uberexprimierten, mutierten PQBP1 Proteine zeigen alle eine veranderte
zellulare Lokalisation im Vergleich zum PQBP1 Wildtyp Protein. Sie sind
gleichmafig im Zytoplasma und im Zellkern verteilt (Abb.43 c-f), wahrend das
PQBP1 Wildtyp Protein fast ausschlief3lich im Zellkern vorzufinden ist (Abb.43 b).
Moglicherweise ist diese veranderte, zellulare Lokalisation durch das Fehlen des
vorhergesagten Kerntransportsignals (NLS) verursacht. Durch vorzeitige
Stopkodons, die durch die Insertion oder Deletion von 2 bzw. 4 Nukleotiden im
DR/ER Repeat zustande kommen, entsteht ein trunkiertes Protein, dem sowohl
das NLS als auch die C,-Domane fehlen. Dadurch scheint der Transport in den
Zellkern gestort zu sein. Die Tatsache, dal3 trotzdem ein Teil der trunkierten
Proteine in den Zellkern gelangt, kbénnte daran liegen, dal3 NpwBP, ein Protein,
welches an die WW-Domane von PQBP1 bindet, drei Kernlokalisationssignale
trdgt und dadurch gebundenes PQBP1 zusammen mit NpwBP in den Zellkern
transportiert wird.

Durch die Immunfluoreszenzexperimente konnte gezeigt werden, dal3 die
mutierten PQBP1 Proteine eine veranderte, zellulare Lokalisation zeigen. Bei
diesem Stand der Ergebnisse kénnte der Phanotyp der Patienten entweder durch
die veranderte zellulare Lokalisation von PQBP1 verursacht werden, oder durch
das Fehlen der C-terminalen Domé&ne oder durch eine insgesamt gestorte

Proteinkonformation.

148



Ergebnisse

HEGE0E
_eloleisle
clelel

Abb.43: Zellulare Lokalisation des Wildtyp PQBP1 Proteins (rot) und der trunkierten,

mutierten PQBP1 Proteine (rot) : In der oberen Reihe ist das blaue Signal der

Zellkernfarbung mittels DAPI und das rote Signal der c-MYC-Fusionsproteine mittels Cy3
als Uberlappende Signale sichtbar. In der mittleren Reihe ist nur das rote Signal der c-
MYC-Fusionsproteine mittels Cy3 im Graukanal dargestellt. In der unteren Reihe ist die
DNA Farbung mittels DAPI im Graukanal dargestellt. In diesem Falle wurden HelLa Zellen
transfiziert. (a) Die Zellen sind mit dem leeren pCMVtag3A-Vektor transfiziert worden (b)
Die Zellen sind mit dem pCMVtag3A-Vektor, der die Wildtyp PQBP1 Sequenz enthalt
(Referenzsequenz Acc. Nr. AJ242829), transfiziert worden (c) Die Zellen sind mit dem
pCMVtag3A-Vektor, der die PQBP1 Sequenz mit der Duplikation AG enthalt, transfiziert
worden (N9) (d) Die Zellen sind mit dem pCMVtag3A-Vektor, der die Sequenz mit der
Deletion AGAG enthalt, transfiziert worden (N45) (e) Die Zellen sind mit dem pCMVtag3A-
Vektor, der die PQBP1 Sequenz mit der Deletion AGAG enthélt, transfiziert worden
(MRX55) (f) Die Zellen sind mit dem pCMVtag3A-Vektor, der die PQBP1 Sequenz mit der
Deletion AG enthalt, transfiziert worden (N40). Das Wildtyp PQBP1 Protein zeigt eine
Uberwiegend Zellkern-spezifische Lokalisation, wo hingegen die mutierten, trunkierten

Proteine gleichmafiig im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert sind.
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3.2.4.6 Zellulare Lokalisation von PQBP1 und POU3F2 (Brn2)

Mittels Yeast-Two-Hybrid Experimenten wurde PQBP1 als Interaktionspartner von
POU3F2 ermittelt. Dabei wurde gezeigt, dal’ der isolierte Poly-Glutamin-Abschnitt
von POU3F2 mit dem DR/ER Repeat von PQBP1 eine Bindung eingeht (Waragai
et al., 1999). POU3F2, auch als Brn2 bezeichnet, ist ein Transkriptionsaktivator
(Schreiber et al., 1993), der hauptsachlich im zentralen Nervensystem exprimiert
wird und eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Schwann'schen Zellen spielt
(Jaegle et al., 2003). Auf Grund der wichtigen Rolle im zentralen Nervensystem
und der gezeigten Interaktion mit PQBP1 erschien POU3F2 als ein idealer
Kandidat, der durch eine gestorte Interaktion mit PQBP1 in seiner Funktion als
neuronaler Transkriptionsfaktor beeintrachtigt sein kdnnte. Eine Stdrung der
Interaktion von PQBP1 und POU3F2 konnte zu einer funktionellen
Beeintrachtigung von POU3F2 fuhren, und als Konsequenz ware die Entwicklung
von kognitiven Defiziten denkbar.

Es stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob die mutierten und
trunkierten PQBP1 Proteine noch in der Lage sind, POU3F2 zu binden. Wéare dies
der Fall, kbnnte man vermuten, dal3 die mutierten PQBP1 Proteine POU3F2 im
Zytoplasma zuriickhalten wirden. Um diese Frage zu klaren, wurde ein
Expressionsvektor mit zwei Klonierungsstellen benutzt. Damit kann sichergestellt
werden, dafld nach einer erfolgreichen Transfektion beide Proteine in ein und
derselben Zelle exprimiert werden.

PQBP1 wurde in die Klonierungsstelle von pBudCE4 kloniert, die die Sequenz flur
ein  C-terminales c¢c-MYC-Epitop tragt. POU3F2 wurde in die zweite
Klonierungsstelle von pBudCE4 kloniert, die die Sequenz fur ein N-terminales V5-
Epitop tragt. Die klonierte POU3F2 cDNA fir diesen Versuch stammt aus Rattus
norvegicus. Diese cDNA wurde in Form eines Klons freundlicherweise von Dr.
McEvilly zur Verfugung gestellt. Es wurde der Rattus norvegicus Klon verwendet,
da auf Grund der GC-reichen Nukleotidsequenz die RT-PCR des humanen
POU3F2 nicht fehlerfrei funktioniert hat. Trotz Verwendung unterschiedlichester
PCR-Kits fehlten im RT-PCR Produkt des humanen POU3F2 grundsatzlich 18
Guanin- und Cytosinnukleotide, die fur einen Glutaminabschnitt kodieren. Das

humane POU3F2 und das der Ratte sind auf Aminosaureebene zu 99% identisch,
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dadurch ist anzunehmen, dal3 das humane PQBP1 auch mit dem POU3F2 der
Ratte interagiert.

Die Immunfluoreszenz Experimente haben gezeigt, dal3 die mutierten, trunkierten
PQBP1 Proteine wie erwartet gleichmafiig im Zellkern und im Zytoplasma verteilt
sind (Abb.44). Dagegen ist POU3F2, wie fur einen Transkriptionsfaktor zu
erwarten, in allen Fallen im Zellkern lokalisiert (Abb.44 a-e). Somit ist eine
Kolokalisation von PQBP1 und POU3F2 mittels Immunfluoreszenz nicht
nachweisbar. Diese Experimente zeigen aber, dal’ die mutierten PQBP1 Proteine
anscheinend nicht an POU3F2 binden und dieses dadurch auch nicht im
Zytoplasma zurlckhalten. Die a3t vermuten, dafd die mutierten PQBP1 Proteine

auf Grund der Mutation keine Bindung mit POU3F2 mehr eingehen kénnen.

a

b C d e
Merge . " I
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Abb.44:7ellulare Lokalisation des Wildtyp PQBP1 Proteins (rot), des Wildtyp POU3F2
Proteins (grin) und der mutierten, trunkierten PQBP1 Proteine (rot): In der oberen
Reihe ist das blaue Signal der Zellkernfarbung mittels DAPI, das rote Signal der c-MYC-
Fusionsproteine mittels Cy3 und das griine Signal der VV5-Fusionsproteine mittels FITC, als
Uberlappende Signale sichtbar. In diesem Falle wurden U373MG Zellen transfiziert (a) Die
Zellen sind mit dem leeren pBudCE4-Vektor transfiziert worden (b) Die Zellen sind mit dem
pBudCE4-Vektor, der die Wildtyp PQBP1 Sequenz enthalt (Referenzsequenz Acc. Nr.
AJ242829) und die Wildtyp POU3F2 Sequenz enthalt (Referenzsequenz Acc. Nr.
XM_345510), transfiziert worden (c) Die Zellen sind mit dem pBudCE4-Vektor, der die
mutierte PQBP1 Sequenz mit der Duplikation AG enthalt und die Wildtyp Sequenz von
POUSF2, transfiziert worden (d) Die Zellen sind mit dem pBudCE4-Vektor, der die mutierte
PQBP1 Sequenz mit der Duplikation AGAG enthalt und die Wildtyp Sequenz von POU3F2,
transfiziert worden (e) Die Zellen sind mit dem pBudCE4-Vektor, der die mutierte PQBP1
Sequenz mit der Deletion AG enthalt und die Wildtyp Sequenz von POU3F2, transfiziert

worden

3.2.4.7 Koimmunprazipitation von PQBP1 und POU3F2

Um eine genauere Aussage Uber den Status der Interaktion zwischen PQBP1 und
POU3F2 machen zu konnen, mul3 ein direkter Nachweis Uber
Koimmunprézipitation erbracht werden.

Fur die Koimmunprazipitation wurden HelLa Zellen und U373MG Zellen mit den
pBudCE4 PQBP1- und den POU3F2-Konstrukten transfiziert und tGberexprimiert.
Genau wie bei den Koimmunfluoreszenzen war es wichtig, dal3 die Expression
von PQBP1 und POUS3F2 in ein und derselben Zelle gewahrleistet ist. Deshalb
wurden dieselben Konstrukte wie bei der Immunfluoreszenz auch bei der
Koimmunprézipitation verwendet. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Zellen
abtrypsiniert und der Zellaufschluf3 erfolgte unter Verwendung einer 21 um Nadel.
Das Proteingemisch wurde anschlielend mit Protein-A-Agarose und einem
Antikdrper gegen das c-MYC-Epitop inkubiert. Dadurch wird die mit dem c-MYC-
Epitop fusionierte PQBP1 Protein Uber den Antikdrper an die Protein-A-Agarose
gebunden. POU3F2, der mdgliche Interaktionspartner von PQBP1, wirde durch
Bindung an diesen ebenfalls nach dem Waschen der Protein-A-Agarose in diesem
Komplex ubrig bleiben. Das so isolierte Proteingemisch wurde auf ein SDS Gel
geladen und geblottet. Der beim Western Blot verwendete Antikbrper war gegen

den V5-Tag gerichtet und sollte somit Uberexprimiertes POU3F2 detektieren, das
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zuvor bei der Aufreinigung an PQBP1 gebunden hatte. Dieser Versuch wurde
auch mit einer umgekehrten Anwendung der Antikdrper durchgefiihrt, so daf3
zuerst alle POU3F2 Proteine mit V5-Epitop an den Antikérper binden und nach
Waschung und Western Blot moglicherweise gebundenes PQBP1, durch
Verwendung eines Antikorpers gegen das c-MYC-Epitop, nachgewiesen werden
kann.

Entgegen der Literatur (Waragai et al, 1999) war es im vorliegenden Experiment
nicht moglich eine Interaktion zwischen POU3F2 und PQBP1 nachzuweisen.
Einerseits waren die Signale extrem schwach und andererseits war bei der Halfte
aller Experimente auch eine schwache Bande in der Negativkontrolle zu sehen
(Abb.45). Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur POU3F2 oder PQBP1
uberexprimierten. Auch eine Anderung der Zusammensetzung der verwendeten

Puffer konnte die Ergebnisse der Experimente nicht andern.

45 KD

Abb.45: Koimmunprazipitation von PQBP1 und POU3F2: PQBP1 WT und POU3F2 WT wurden
in den Expressionvektor pBudCE4 kloniert und in U373MG-Zellen transient Uberexprimiert. Aus
diesen Zellen wurde Gesamtprotein extrahiert und eine Koimmunprazipitation durchgefihrt. 1:
U373MG + PQBP1 WT; 2: U373MG + pBudCE4; 3: U373MG + PQBP1 WT und POU3F2 WT,; 4:
U373MG
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3.2.4.8 Zellulare Lokalisation der PQBP1 641insC Mutante

Klrzlich wurden zwei weitere Mutationen in PQBP1 beschrieben. Bei der einen
handelt es sich um eine Deletion von zwei Nukleotiden in Exon 4 (575_576delAG),
bei der anderen um eine Insertion von einem Nukleotid in Exon 5 (641insC)
(Lenski et al., 2004). Fur eine weitere funktionelle Analyse von PQBP1 war die
Insertionsmutation in Exon 5 besonders interessant. Diese Mutation resultiert in
einem vorzeitigen Translationsstopkodon an Position 226 der
Aminosauresequenz; das vorhergesagte Zellkerntransportsignal bleibt aber dabei
erhalten.

Mittels Mutagenese wurde die Mutation 641insC nachgebildet und in einen
Expressionsvektor kloniert mit einer N-terminalen Sequenz fir ein c-MYC-Epitop.
Durch Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dal3 das mutierte Protein genau
wie das Wildtyp PQBP1 ausschliel3lich im Zellkern lokalisiert ist (Abb.46). Dieses
Experiment zeigt, da3 das vorhergesagte Kernlokalisationssignal tatsachlich

funktionell ist.

Abb.46: Zellulare Lokalisation des mutierten, trunkierten PQBP1 Proteins (641insC) In der
linken Spalte ist das blaue Signal der Zellkernfarbung mittels DAPI und das rote Signal der
c-MYC-Fusionsproteine mittels Cy3 als Uberlappende Signale sichtbar. In der mittleren
Spalte ist nur das rote Signal der c-MYC-Fusionsproteine mittels Cy3 im Graukanal
dargestellt. In der rechten Spalte ist die DNA Farbung mittels DAPI im Graukanal
dargestellt. In diesem Falle wurden HelLa Zellen transfiziert. A Die Zellen sind mit dem
pCMVtag3A-Vektor, der die Wildtyp PQBP1 Sequenz enthalt (Referenzsequenz Acc. Nr.
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AJ242829), transfiziert worden B Die Zellen sind mit dem pCMVtag3A-Vektor, der die
PQBP1 Sequenz mit der Insertion 641C enthalt, transfiziert worden C Die Zellen sind mit

dem pCMVtag3A-Vektor ohne Insert transfiziert worden
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4 Diskussion

4.1 NTNG1 ein neues autosomales Kandidatengen fir Rett
Syndrom (RTT)

4.1.1 Eine Patientin mit RTT, die Tréagerin einer balancierten
reziproken Translokation t(1;7)(p13.3;931.3) ist

Das Rett-Syndrom (RTT) ist eine genetisch bedingte, progressiv verlaufende,
neurologische Entwicklungsstorung. Es ist eine der haufigsten Ursachen der
geistigen Behinderung bei Frauen (Armstrong, 1997). Fur die Diagnose des RTT
Syndroms miussen drei der Hauptkriterien und flnf der unterstitzenden Kriterien
nachgewiesen werden. Die Hauptkriterien sind: normales Wachstum und Geburt,
weitestgehend normale Entwicklung wahrend der ersten 6 bis 18 Monate,
normaler Kopfumfang bei Geburt, haufig eine Verminderung des
Schadelwachstums zwischen dem 1. und 4. Lebensjahr, der Verlust sozialer
Kontaktfahigkeit, eine Stérung der Sprachentwicklung und
Kommunikationsfahigkeit, mentale Retardierung unterschiedlichen Ausmalies,
Verlust von motorischen Fahigkeiten zwischen dem 1. und 4. Lebensjahr,
Handstereotypien und Stérungen im Gangbild. Als unterstitzende Kriterien gelten:
Atemregulationsstorungen, EEG-Abnormalitaten, epileptische Anfalle, Hypotonie
im Anfangsstadium, spater Spastizitdt oder Rigiditdt der Muskulatur, wenig
ausgepragte Muskulatur, Skoliose, schlecht durchblutete Fule,
Wachstumsretardation und Bruxismus (Hanefeld et al., 1985).

Neben dem klassischen RTT gibt es auch das so genannte atypische RTT
Syndrom. Patienten mit atypischem RTT zeigen zwar einige charakteristische
Merkmale des RTT, aber es werden nicht genigend der oben genannten
diagnostischen Kriterien erfullen (Kerr et al., 2001).

Bislang wurde RTT als eine monogene Erkrankung beschrieben, die durch
Mutationen im Methyl CpG Bindeprotein 2 (MECP2) Gen verursacht wird (Amir et
al.,, 1999 und Renieri et al., 2003). MeCP2 ist ein ubiquitar exprimierter
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Transkriptionsfaktor (Tate et al., 1996; Nan et al., 1997), der durch seine Bindung
an CpG Dinukleotiden die Transkription stromabwarts gelegener Gene inhibiert
(Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Ng und Bird, 1999). Momentan sind bei ca.
90% der Patienten mit klassischem RTT kausative Mutationen in MECP2
beschrieben worden. Bei den verbleibenden 10% der RTT Patienten ist die
genetische Ursache der Erkrankung jedoch noch nicht aufgeklart. Bei der
atypischen Form des RTT liegt die Anzahl der Patienten, bei denen keine
Mutationen in MECP2 gefunden wurden, bei 60-80 %.

Aus diesen Grinden ist es sehr wahrscheinlich, dal3 Mutationen in anderen,
bislang nicht identifizierten Genen ebenfalls zu RTT fuhren (Hanefeld 1985,
Goutiers und Aicardi, 1986; Hagberg und Skjeldal 1994). Erst kirzlich konnte
diese Annahme durch die Identifikation von Mutationen im CDKL5 Gen bei
Patienten mit atypischem RTT bestatigt werden (Tao et al., 2004; Weaving et al.,
2004). CDKLS5 ist eine Serin/Threonin Kinase mit zur Zeit unbekannter Funktion.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Tragerin der balancierten reziproken
Translokation t(1;7)(p13.3;931.3) erfullt die oben beschriebenen diagnostischen
Kriterien des klassischen RTT. Mutationen in allen bisher beschriebenen,
kodierenden Bereichen von MECP2 wurden ausgeschlossen, einschliel3lich der
neuesten beschriebenen MECP2 Transkriptvariante (Mnatzakanian et al., 2004).
Des weiteren wurden grof3ere Deletionen oder Duplikationen ausgeschlossen und
Mutationen im CDLK5 Gen. Die Ubereinstimmung des Phanotyps der Patientin mit
den Kriterien fur klassisches RTT und das Vorhandensein einer Translokation
zwischen Chromosom 1 und 7 waren daher ideale Ausgangspunkte fur die
Identifizierung eines neuen, autosomalen Kandidatengens fur das RTT.

4.1.2 Analyse des Bruchpunktbereiches auf Chromosom 1

Die Analyse der Chromosomenbruchpunktregionen und die Klonierung des
Bruchpunktes auf dem derivativen Chromosom 7 fuhrten zur ldentifizierung von
NTNG1 als Kandidatengen fir RTT. NTNG1 ist auf Chromosom 1 lokalisiert, und
der Translokationsbruchpunkt zerstort die transkriptionelle Einheit dieses Gens.
Bislang wurden zwei Transkriptvarianten fir das humane NTNG1 im Humann
Genome Browser (Version Mai 2004) vertffentlicht. Der hauptséchliche

Unterschied zwischen diesen beiden Varianten liegt einerseits in unterschiedlichen
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nicht translatierten Exonen im 5’ Bereich und andererseits in unterschiedlichen 3’
Exonen, die durch alternatives Splei3en generiert werden. Dieser Unterschied im
3’ Bereich der beiden Transkripte fuhrt zu unterschiedlichen C-terminalen Enden
der resultierenden Proteinvarianten. Durch RT-PCR Experimente konnte gezeigt
werden, dall durch das Translokationsereignis bei der Patientin nur eine
Transkriptvariante trunkiert wurde. Fur die andere Transkriptvariante war bei der
Patientin im Vergleich zu einer Kontrollpersonen kein Unterschied nachweisbar (s.
Kapitel 3.1.6). Dies weist darauf hin, dall vermutlich keine regulatorischen
Elemente  stromabwarts von der Transkriptvariante 1 durch das
Translokationsereignis vom Rest des Transkriptes getrennt werden. Die
Exressionsexperimente wurden allerdings mit RNA aus lymphoblastoiden Zellinien
und Fibroblasten durchgefiihrt, daher besteht die Mdglichkeit, dal’ die Expression
und Regulation der Transkription im Gehirn abweichend ist.

Die in silico Analyse des vorhergesagten Proteins der Transkriptvariante 2 ergab,
dal3 es eine Erkennungssequenz (w-Stelle) tragt, die fur die Anheftung eines
Glykosyl-Inositol-Ankers  (GPI-Anker) von Bedeutung ist (Udenfriend und
Kodukula, 1995). Demnach konnte auf Grund der chromosomalen
Umstrukturierung bei der Patientin diese NTNG1 Proteinvariante im Vergleich zu
Kontrollpersonen reduziert sein.

Uber diesen GPI Anker werden Proteine an der Plasmamembran befestigt und
sind dadurch vermutlich lokale Axonleitmolekile im Gegensatz zu den l6slichen
Axonleitmolekulen, die durch den Aufbau eines Gradienten die Leitung der Axone
vermitteln (Hinck, 2004). Das vorhergesagte Protein der anderen, nicht vom
Bruchpunkt auf Chromosom 1 betroffenen NTNG1 Transkriptvariante, tragt keine
solche Erkennungssequenz und ist somit hochstwahrscheinlich ein I6sliches
Protein.

4.1.3 Analyse des Bruchpunktbereiches auf Chromosom 7

Auf dem Chromosom 7 sind durch den Translokationsbruchpunkt keine bekannten
Gene direkt trunkiert. Das nadchste bekannte Gen zum Bruchpunktbereich auf
Chromosom 7 ist das Sperm Adhesion Molecule 1 (SPAM1), das ca. 160 Kb

proximal zum Bruchpunkt liegt. Distal vom Bruchpunkt ist das nachste bekannte
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Gen der G Protein-Coupled Receptor 37 (GPR37), welcher 614 Kb entfernt ist. In
diesem Falle kann man nicht vollig ausschlie3en, daf’ regulatorische Sequenzen
dieser oder anderer Gene in der Nahe des Bruchpunktes durch das
Translokationsereignis von der Transkriptionseinheit getrennt wurden.

Es wurden bereits nahezu 20 solcher Positionseffekte im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Krankheitsbildern beschrieben (Kleinjan und van Heyningen,
2005). So existiert beispielsweise ein regulatorisches Element, das Uber weite
Strecken die Transkription des Sonic Hedgehog Gens (SHH) kontrolliert. Die
Trunkierung dieses regulatorischen Elementes durch einen
Translokationsbruchpunkt, der 1000 Kb von SHH entfernt ist, beeinflul3t dessen
Expression negativ und fuhrt zu praaxialer Polydaktylie (Lettice et al., 2002).
Ungeachtet dieser Mdglichkeit ist es relativ unwahrscheinlich, dal3 eine
Fehlfunktion der oben beschriebenen Gene SPAM1 und GPR37 den
pathologischen Phéanotyp der Patientin verursachen. Das vom Sperm Adhesion
Molecule 1 (SPAM1) kodierte Protein ist sowohl an der Plasmamembran als auch
an der Membran des Akrosoms lokalisiert. SPAM1 hat eine Hyaluronidaseaktivitat,
und durch diese Aktivitat wird die Durchlassigkeit des Gewebes der Eizelle fur das
Spermium erhéht (Jones et al., 1995 und Lin et al., 1993).

Das andere Gen, der G Protein coupled Receptor 37 (GPR37), ist noch weiter
vom Bruchpunkt entfernt als SPAM1. GPR37 ist ein Transmembranprotein und
vermittelt den Transport von Hormonen, endogenen Peptiden und leitet Signale
von Neurotransmittern weiter. Es ist im Gehirn exprimiert (Marazziti et al., 1997)
und interagiert mit Parkin (PARK2), von dem es in vitro ubiquitiniert wird. Ist diese
Ubiquitinierung gestort, kommt es zur Ansammliung von GPR37 im Gehirn von
juvenilen Parkinson Patienten (Imai et al., 2001). Die ersten Symptome einer
juvenilen Parkinsonerkrankung werden meist um das dreiligste Lebensjahr
beobachtet, in Ausnahmefallen schon mit dem zwanzigsten Lebensjahr. Die
Parkinson Erkrankung ist eine degenerative Erkrankung, bei der die Dopamin
produzierenden Zellen nach und nach ihre Funktion einstellen (Barzilai und
Melamed, 2003). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit molekulargenetisch
analysierte Patientin zeigt eine Entwicklungsregression bereits im Alter von funf
Monaten. GPR37 kann dadurch nicht vollstandig als Kandidatengen

ausgeschlossen werden, aber es ist wesentlich wahrscheinlicher, daf3 der
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pathologische Phanotyp durch die Trunkierung einer NTNG1 Transkriptvariante
auf Chromosom 1 verursacht wir.

Direkt durch den Translokationsbruchpunkt auf Chromosom 7 ist ein Expressed
Sequence Tag (EST) unterbrochen, das aus adultem Gewebe unbekannter
Herkunft stammt. Der Bruchpunkt ist im Intron 2 lokalisiert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, die Expression dieses ESTs zu
bestatigen. RT-PCR Experimente mit RNAs aus unterschiedlichen Zelltypen
(inklusive fotalem Gehirn) durchgefuhrt wurden, fuhrten zu keinem Nachweis der
Expression dieses ESTs. Mdoglicherweise wird dieses EST gar nicht oder
zumindest nicht in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Geweben
exprimiert.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dal3 das EST wahrscheinlich nicht in
fotalem Gehirn exprimiert wird. Die fir den Expressionsnachweis eingesetzten
RNAs reprasentieren ein Gemisch von fotalen Gehirngeweben unterschiedlicher
Embryonalstadien. Man kann daraus schliel3en, dalR das EST anscheinend in
keinem fotalen Stadium exprimiert wird. Diese Ergebnisse kdénnen eine Funktion
dieses ESTs bei der embryonalen Entwicklung nicht ausschliel3en, aber vermutlich
spielt dieses Gen bei der embryonalen Entwicklung keine vorrangige Rolle. Auch
die in silico Translation der publizierten Sequenz dieses ESTs fuhrte zu keinem
langeren, offenen Leserahmen. Somit besteht einerseits die Mdglichkeit, dal’ es
sich bei diesem EST bisher nur um das 3’ Ende eines Gens handelt und eine
Verknipfung mit eventuell vorhandenen 5’ gelegenen ESTs mdoglich ware;
andererseits ware es auch denkbar, dal} dieses EST falsch vorhergesagt worden
ist. Bei der Evaluierung der Programme, die an Hand von Sequenzen
verschiedene Exone eines Gens voraussagen, hat man namlich festgestellt, dai3
mehr als 50% der Vorhersagen falsch sind (Burset und Guigo, 1996).

Auch unter Berucksichtigung der Mdglichkeit, dald dieses EST ein Teil eines bisher
unbekannten Gens ist, erscheint NTNG1, basierend auf der Proteinfunktion als
Axonleitmolekul, der ZNS spezifischen Expression (Nakashiba et al., 2000) und
der Expression in fotalem Gehirn (s. Kapitel 3.1.6), als das wahrscheinlichere

Kandidatengen fur den RTT Phanotyp der Patientin.
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4.1.4 Potentielle Funktionen der NTNG1 Isoformen

Basierend auf der Homologie der konservierten funktionellen Doméanen wurde das
NTNG1 Protein in die Familie der Netrine eingeordnet (Nakashiba et al., 2000).
Die klassischen Mitglieder der Netrin Familie sind sezernierte Axonleitmolekiile,
die phylogenetische mit den Lamininen verwandt sind. Diese phylogenetische
Verwandtschaft beruht auf dem Vorhandensein der fir Laminine typischen EGF
(Epidermal Growth Factor) ahnlichen Motive. Diese bestehen aus sogenannten LE
Repeats (Laminin Epidermal Growth Factor ahnliches Motiv) und sind konservierte
funktionelle Domaénen, die fur unterschiedliche Proteininteraktionen von
Bedeutung sind. Welche Proteine an diese LE Repeats binden, ist derzeit noch
nicht bekannt, aber offensichtlich existieren mehrere Interaktionspartner, da man
in C. elegans zeigen konnte, daR verschiedene Deletionen in den
unterschiedlichen LE Repeats zu abweichenden neuronalen Fehlbildungen fuhren
(Hedgecock et al., 1990; Wadsworth et al., 1996).

Grundsatzlich sind Netrine konservierte Proteine, die von C. elegans bis zu den
Vertebraten vorkommen (Serafini et al., 1994). Die Netrine der Wirbeltiere sind
verstarkt in der ventralen Mittellinie exprimiert, wo sie die kommissuralen Axone
anziehen, wahrend sie auf trochleare Axone eine abstol3ende Wirkung zeigen
(Colamarino und Tessier-Lavigne, 1995). Diese bifunktionelle Eigenschaft der
Netrine wird durch die Bindung an zwei unterschiedliche Rezeptoren vermittelt.
Die anziehenden Eigenschaften werden hauptsachlich Uber den Netrin Rezeptor
Deleted in Colorectal Cancer (DCC) vermittelt. Der Name DCC kommt dadurch
zustande, dal3 das entsprechende Protein bei kolorektalen Karzinomen und auch
bei anderen Karzinomarten merklich reduziert ist. Die Rezeptoren, die die
abstofenden Eigenschaften der Netrine vermitteln, gehdéren zur Unc-5 Familie.
Der Name Unc-5 ist ibernommen von dem Gennamen des homologen Proteins in
C. elegans. Unc ist die Bezeichnung eines Kreuzungsstammes von C. elegans
und bedeutet UNCoordinated.

Ursprunglich wurde Ntngl, auch bezeichnet als Laminet-1, in Mus musculus
identifiziert, wo es als hauptsachlich Uber einen GPI Anker an der
Plasmamembran verankertes Axonleitmolekil beschrieben wurde (Nakashiba et
al.,, 2000). Obwohl die Funktionen der humanen NTNG1 Proteine bislang
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unbekannt sind, kann man dennoch, basierend auf der starken Konservierung der
Aminosauresequenz (96% identische Aminosauren) zwischen dem Maus Ntngl
und dem humanen NTNG1, annehmen, dafl3 die humanen NTNG1 Proteine eine
vergleichbare Funktion wie die Maus Ntngl Proteine ausuben.

Auch wenn NTNGL1 in die Familie der Netrine einzuordnen ist, gibt es einige
Eigenschaften und Proteindomanen, die einzigartig fur NTNG1 sind. So sind flnf
von sechs in Mus musculus beschriebenen Ntngl Protein Varianten durch einen
Glykosylphosphatidyl (GPI) Anker an der Plasmamembran befestigt. Ein weiterer
wichtiger Unterschied ist, dal3 Ntngl nicht in der ventralen Mittellinie exprimiert
wird und somit vermutlich eine divergente Funktion im Vergleich zu den
klassischen Netrinen ausibt (Nakashiba et al., 2000; Yin et al., 2002). Daruber
hinaus ist NTNG1 nicht in der Lage, an die Rezeptoren DCC beziehungsweise an
Unc-5 zu binden, an die die klassischen Netrine binden.

Vermutlich sind die an der Plasmamembran verankerten Axonleitmolekile
bevorzugt an der Fuhrung axonaler Wachstumskegel Uber klrzere Strecken
beteiligt. Dem gegeniber stehen die sezernierten Proteine, die die axonalen
Wachstumskegel durch Aufbau eines Diffusionsgradienten tber langere Strecken
fuhren (Nakashiba et al., 2002). Expressionsstudien, die mittels Northern Blot
Analyse durchgefiihrt wurden, zeigten, dal? NTNG1 ausschliel3lich im zentralen
Nervensystem exprimiert wird, wobei die starkste Expression im Thalamus
nachweisbar war (Lin et al., 2003). Der Thalamus fungiert als subkortikale
Sammelstelle fur die Sinnessysteme (auf3er Geruchssinn) mit Umschaltung zur
Grol3hirnrinde und ist dadurch die Schaltstelle fur sensorische und motorische
Funktionen. Eine Fehlfunktion in diesem Bereich des Gehirns wird im Falle der in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin auf Grund eines ihrer
pathologischen Merkmale unterstiitzt. Durch eine EEG-Untersuchung, die eine
abnormale Aktivitat wahrend des Schlafens zeigte, wurde eine Epilepsie bei der
Patientin diagnsotiziert (s. Kapitel 3.1.1). Der Thalamus ist auRerdem malf3geblich
an der Entstehung der rhythmischen Schlafaktivitat des Gehirns beteiligt, und es
ist bekannt, daf3 krankhafte Formen dieser Prozesse eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der Epilepsie spielen (Kostopoulos, 2001).

Neuere experimentelle Daten haben gezeigt, daR Ntngl im Thalamus in den
thalamocorticalen und nicht corticothalamischen Axonen nachweisbar ist (Lin et

al., 2003). Der Unterschied zwischen diesen beiden Arten von Nervenzellen liegt
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in ihrer Ausrichtung und Signalweiterleitung. Bei den thalamocorticalen
Nervenzellen ist der Zellkern im Thalamus lokalisiert, und das Axon mit seinen
Dendriten stellt eine Verbindung zum Kortex her. Durch diese Nervenzellen
werden sensorische Reize, aber auch Emotionen an den Kortex weitergeleitet. Bei
den corticothalamischen Nervenzellen dagegen ist es genau umgekehrt: der
Zellkern ist im Kortex lokalisiert, und Axone und Dendriten stellen eine Verbindung
zum Thalamus her. Dementsprechend findet bei diesen Nervenzellen eine
Weiterleitung der Signale vom Kortex in den Thalamus statt. Uber diesen Weg
werden beispielsweise Signale weitergeleitet, die fur die Kontrolle von
Bewegungen (motor pathway) wichtig sind. Eine Verringerung der Proteinmenge
von NTNG1 wurde somit die Weiterleitung von sensorischen Reizen tbermittelt
durch die thalamocorticalen Axone vom Thalamus in den Kortex storen.

Des Weiteren konnte in einem anderen Zusammenhang gezeigt werden, dal3 eine
fehlerhafte Verschaltung von thalamocorticalen Axonen zu neurologischen
Erkrankungen wie beispielsweise Autismus fihrt. In diesem Falle wurde die
Funktionsstérung der thalamocorticalen Axone durch eine homozygote Deletion
des Monoamin Oxidase A Gens (Maoa) beziehungsweise des Serotonin
Transporters (Sert) in Mausen verursacht (Alvarez et al., 2002).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientin zeigt ebenfalls autistische
Verhaltensweisen. Da NTNG1 fur eine korrekte Funktion solcher thalamocorticaler
Axone wichtig ist, unterstltzt dieses phanotypische Merkmal die Anahme, dal3
eine Reduzierung des NTNG1 Proteins fur den pathologischen Phanotyp der
Patientin verantwortlich ist.

Durch die chromosomale Umstrukturierung bei der Patientin wird die NTNG1
Transkriptvariante, welche fur die Uber GPI-Anker befestigte Proteinvariante
kodiert, auf dem derivativen Chromosom zerstort. Das gerade diese verankerte
Form eine besondere Bedeutung hat, wird an Hand funktioneller Studien der
verankerten murinen Ntngl Proteinvarianten deutlich. Kirzlich wurde ein Ligand
fur Ntngl, das Protein NGL-1, beschrieben. Dieser Ligand stimuliert das
Wachstum von Neuronen, wenn er UUber einen Oberflachenrezeptor an
thalamocorticale Axone gebunden ist (Lin et al., 2003). Bei der Behandlung der
Zellen mit der Phosphatidylinositol spezifischen Phospholipase C (PC-PLC), die
Phosphatidylinositol in zwei Molekile spaltet, wird der GPI-Anker zerstért und das

verankerte Protein von der Plasmamembran abgelést (Sharom et al., 2002). Mit
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dieser Methode war es moglich zu beweisen, daf3 Ntngl ein Oberflachenrezeptor
fur NGL-1 ist und das Wachstum von Neuronen durch die Ablésung von der
Plasmamembran gestort wird. Durch eine Zugabe von l6slichem Ntngl im
UberschuR konnte der negative Effekt teilweise wieder aufgehoben werden (Lin et
al., 2003). Diese Untersuchung zeigt deutlich, dafl3 die Gber einen GPI Anker an
der Plasmamembran befestigten Ntngl Proteinvarianten fur die Interaktion mit
dem Liganden wichtig sind und fur eine korrekte Leitung der thalamocorticalen
Axone zustandig sind.

Zusammenfassend laRt sich festhalten, dal3 eine Reduzierung von NTNGL1,
verursacht durch die Bruchpunkt bedingte Unterbrechung von NTNG1, zu einer
Fehlfunktion thalamocorticaler Axone fihren konnte. Offensichtlich ist eine
optimale Regulierung der Proteinmenge fir die Funktion von NTNG1 von

Bedeutung.

4.1.5 Mogliche pathologische Auswirkungen einer gestdorten NTNG1

Expression

Durch die balancierte Translokation bei der Patientin zwischen Chromosom 1 und
Chromosom 7 wird die transkriptionelle Einheit der NTNG1 Variante 2 zerstort.
Diese Proteinvariante ist hdchstwahrscheinlich tber einen GPI-Anker an der
Plasmamembran befestigt. Die andere Proteinvariante, die nicht durch das
Translokationsereignis beeintrachtigt ist, ist hdchstwahrscheinlich 16slich.

Durch RT-PCR Analyse konnte nachgewiesen werden, daf} die Expression der
Variante 2 bei der Patientin deutlich reduziert ist (s. Kapitel 3.1.6). Demnach ist es
relativ wahrscheinlich, daf3 die durch einen GPI-Anker an der Plasamamembran
befestigte Proteinvariante von NTNG1 reduziert ist.

Die Bedeutung von GPI-verankerten Axonleitmolekilen fur die einwandfreie
Ausbildung des Nervensystems konnte durch Analysen des RGMa Proteins
gezeigt werden. RGMa ist ein Axonleitmolekdl, das eine absto3ende Wirkung auf
die Wachstumskegel von Axonen ausibt. Es Ubernimmt sowohl bei der korrekten
Nervenausbildung im Hippocampus als auch fur das Wachstum von entorhinalen
Axonen eine bedeutende Rolle. Durch Entfernung des GPI-Ankers mit PI-PLC

konnte gezeigt werden, dal? die normale Innervierung gestort wird. Das zeigt, daf}
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die Wachstumsleitung fur enthorinale Axone durch das an der Plasmamembran
verankerte RGMa fir eine korrekte Verschaltung der Neuronen wichtig ist (Brinks
et al., 2004). Somit sind durch GPI-Anker befestigte Proteinvarianten der
Axonleitmolekile wichtig fur die Ausbildung des Nervensystems. lhre Funktion
kann nur bedingt von anderen Axonleitmolekilen tbernommen werden.

In Abschnitt 4.1.4 wurde bereits erwahnt, dal} die an der Plasmamembran
verankerte Isoform von NTNG1 zusammen mit dem NGL-1 Liganden fur die
Wachstumsleitung von thalamocorticalen Axonen von Bedeutung ist (Lin et al.,
2003). Bei der Patientin liegt hoéchstwahrscheinlich eine Reduktion dieser
Proteinvariante vor, und offensichtlich ist die verbleibende NTNG1 Expression
vom intakten Chromosom 1 nicht ausreichend, um einen pathologischen Phanotyp
zu verhindern. Die CT und MRT Untersuchungen der Patientin zeigten keine
offensichtlichen Strukturveranderungen im Gehirn, so dall man zum jetzigen
Zeitpunkt nur vermuten kann, dal es womdglich zu einer Beeinflussung des
Langenwachstums und der Komplexitat der thalamocorticalen Axone kommt. Es
besteht aber auch die Méglichkeit, dal? NTNG1 neben der Wachstumsleitfunktion
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat spielt,
die bei einem heterozygoten Verlust einer funktionellen Kopie gestort ist, wahrend
die Ausrichtung der thalamocorticalen Axone davon nicht beeinflusst wird.
Dadurch, dal3 nur eine Kopie der Transkriptvariante 2 des NTNG1 Gens durch den
Bruchpunkt zerstort ist, kann man davon ausgehen, dafl} der pathologische
Phanotyp durch die so genannte Haploinsuffizienz verursacht wird. Bei einer
Haploinsuffizienz ist nur eine Kopie des Gens durch Mutation oder Translokation
zerstort, jedoch reicht die verbleibende Expression, die von der nicht betroffenen
Kopie resultiert, nicht aus, um eine normale Genfunktion auszuiben. Ein in
diesem Zusammenhang interessantes Gen ist Dyrk1A, das an der Differenzierung
von Neuronen beteiligt ist. Ein homozygoter Verlust dieser Protein Kinase,
untersucht in homozygoten Knockout Mausen, ist schon im Stadium der
Organogenese lethal. Ein heterozygoter Verlust von DyrklA dagegen fihrt zu
einem verlangsamten Wachstum der Neuronen und einem verkleinerten Gehirn.
Wird durch die Deletion eines Allels von Dyrk1A die notwendige Expression nicht
erreicht, so werden die Lange und die Komplexitat des Neuropils negativ
beeinflul3t. Als Neuropil bezeichnet man die gesamte Region in der Nervenzellen

die Verbindungen zu anderen Nervenzellen herstellt. Letztendlich fihrt ein
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heterozygoter Verlust von Dryk1lA zu einer Verkirzung der somatosensorischen
Neuronen im Kortex und im Thalamus (Fotaki et al., 2002). Somit wird deutlich,
daR oftmals nur eine intakte Kopie nicht ausreichend ist um die normale
Genfunktion aufrecht zu erhalten. Offensichtlich ist dies auch der Fall fiur die
Transkritvariante 2 des NTNG1 Gens.

Bislang existiert kein Mausmodell fur Ntngl, aber es ware denkbar, dal’ ein
kompletter Verlust von Ntngl schon wéhrend der Embryonalentwicklung letal ist.
Allerdings ware es auch mdglich, dal’ ein anderes Protein die Funktion von Ntngl
teilweise ersetzt. So kann beispielsweise der Axonleitdefekt, verursacht durch den
Funktionsverlust von JSAP-1, durch eine Uberexpression von JIP1 ausgeglichen
werden. Die resultierenden Proteine beider Gene interagieren mit C-jun N-
terminalen Kinasen (JNKs), und das gestdrte Wachstum der Axone im Corpus
callosum konnte durch die Uberexpression von JIP1 ausgeglichen werden (Ha et
al., 2005). Ein vergleichbarer Effekt bei NTNG1 wére theoretisch mdglich, doch bis
jetzt gibt es keine Hinweise auf ein Protein, das eine uberlappende Funktion mit
NTNG1 hat. Es existiert zwar ein zweites Protein zu NTNG1, das NTNG2, das
einen hohen Grad der Ubereinstimmung auf Aminosaureebene zeigt, aber die in
situ Expressionsanalysen beider RNAs in Maus (Ntngl und Ntng2) weisen ein
komplementéres Expressionsmuster dieser beiden Netrine auf (Nakashiba et al.,
2002). Dies spricht dafir, da3 Ntng2 einen Funktionsverlust von Ntngl nicht
ausgleichen kann.

Dennoch kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dal3 ein trunkiertes
NTNG1 Protein gebildet wird, das womdglich mit dem Wildtyp Protein oder einem
anderen Protein interagiert und dadurch ein dominant negativer Effekt entsteht.
Ein dominant negativer Effekt kann durch eine Bindung des trunkierten Proteins
mit dem Wildtyp Protein entstehen, dal3 wiederum zu einer veranderten Funktion

oder zu einer Aggregation der Proteine fuhrt.
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4.1.6 Zusammenfassung und Ausblick fiur NTNG1 als Kandidatengen
far RTT

Pathologische Untersuchungen der Gehirne von RTT Patientinnen haben gezeigt,
dal3 es bei dieser Krankheit weder zu umfangreichen Entwicklungsstérungen des
Gehirns noch zu einem Abbau der Neuronen kommt. Jedoch wurde bei RTT
Patienten nachgewiesen, dald die Neuronen verkirzt sind und enger beieinander
liegen. Neben den Neuronen sind auch die Dendriten verkurzt, und es liegt eine
allgemeine Reduzierung der dendritischen Verzweigungen vor (Armstrong et al.,
2002). Aktuelle Veroffentlichungen bestatigen, dafld es bei RTT Patienten nicht zu
Gehirnfehlbildungen kommt, sondern zu einer Anderung der neuronalen Plastizitat
und zu einer vorzeitigen Einstellung der neuronalen Entwicklung statt
umfangreicher Strukturveranderungen des Gehirns (Wenk et al., 1993; Baumann
et al., 1995; Armstrong et al., 2003; Johnston et al., 2004).

Bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin wurde im Alter von 7
Monaten bei einer CT und MRT Untersuchung eine leichte Atrophie des Gehirns
vermutet (s.a. Kapitel 3.1.1). Diese Atrophie stellte sich im Laufe der weiteren
Entwicklung des Kindes als ein verlangsamtes Wachstum des Gehirns und des
Kopfes heraus. Abgesehen davon hat die Tragerin der Translokation keine
offensichtlichen Gehirnfehlbildungen. Allerdings wird durch die Translokation eine
Transkriptvariante von NTNG1 zerstort und somit liegt héchstwahrscheinlich eine
Reduktion funktioneller NTNG1 Proteine vor. NTNG1 ist vermutlich an der
Wachstumsleitung von thalamocortikalen Axonen (TCAs) beteiligt, und
maoglicherweise reicht ein Dosiseffekt aus, um das Wachstum dieser Axone
negativ zu beeinfluf3en.

Wahrend der embryonalen Entwicklung breiten sich TCAs in ventraler Richtung
vom dorsalen Thalamus Uber die laterale Oberflache des ventralen Thalamus aus.
Wenn sie den Hypothalamus erreicht haben, machen sie eine laterale Wendung in
das ventrale Telencephalon und wachsen danach in dorsolateraler Richtung zum
endgultigen Ziel, dem Neokortex (Braisted et al., 1999; Tuttle et al., 1999).
Thalamocorticale Axone haben ihren Ursprung im dorsalen Thalamus und
Ubertragen sensorische Informationen aus der Peripherie in den Neokortex
(Molnar et al., 2003). Daruber hinaus sind TCAs wichtig fur die richtige
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Differenzierung der Cortex Schichten (Agmon et al., 1993). Der cerebrale Cortex,
auch als GroR3hirnrinde bezeichnet, ist zusammen mit dem Neocortex, der
einzigartig fur die Saugetiere ist, fur die hoheren kognitiven Fahigkeiten und
komplexen Verhaltensweisen verantwortlich.

Die Patientin zeigt autistische Verhaltensweisen, die ebenfalls charakteristisch fur
RTT sind. Mdglicherweise ist dies bedingt durch eine eingeschrankte Fahigkeit der
Aufnahme von sensorischen Umweltreizen. Die Ursache dafur kbnnten entweder
nicht korrekt ausgewachsene TCAs sein, oder aber die synaptische Plastizitat
zwischen verschiedenen TCAs kann nicht aufrechterhalten werden
beziehungsweise sie ist gestort. Eine solche Fehlfunktion kdnnte die gestérte
Interaktion der Patientin mit ihrer Umwelt mdglicherweise erklaren. Um diese
Vermutungen weiter zu untersuchen, kdnnte man heterozygote Knockout Mause
fur Ntngl erzeugen und durch Praparationen des Gehirns eventuelle
Verdanderungen des Wachstumsverhalten der TCAs im Vergleich zu Wildtyp
Gehirnpraparationen untersuchen. Unterstitzend kénnte man sogenannte Neurite
Outgrowth Assays durchfihren (Smit et al., 2003), um das Wachstumsverhalten
von TCAs in Bezug auf eine reduzierte Dosis der GPI-verankerten Ntngl zu
analysieren.

Die Ubereinstimmungen des Phanotyps bei RTT Patienten mit MECP2 Mutationen
mit dem Phanotyp der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin legen die
Vermutung nahe, dalR NTNG1 und MeCP2 moglicherweise beide in einer
Signalkaskade agieren.

Neben diesen Experimenten, die mdglicherweise zu einem besseren Verstandnis
der Funktion von NTNG1 beitragen und Rickschlisse auf mogliche pathologische
Folgen einer NTNG1 Fehlfunktion zulassen, ist es erforderlich, Mutationsanalysen
bei Patienten mit RTT durchzufihren, um die Relevanz von NTNG1 als

Krankheitsgen fur RTT zu bestimmen.
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4.2 Mutationen in FTSJ1 fuhren zu nicht-syndromaler geistiger

Behinderung

4.2.1 Funktionsverlust von FTSJ1 in Familie P48 und Familie A3

Die Familien P48 und A3 sind Familien, deren mannliche Trager mit Mutationen in
FTSJ1 an nicht-syndromaler, geistiger Behinderung leiden.

In der Familie P48 wurde bei allen erkrankten méannlichen Mitgliedern und allen
gesunden heterozygoten Konduktorinnen eine Nonsense-Mutation (196C—T) in
Exon 4 von FTSJ1 gefunden. Bei dieser Basensubstitution handelt es sich um
eine nichtsynonyme Substitution, bei der ein Kodon, spezifisch fir eine bestimmte
Aminosaure, durch ein Stopkodon ersetzt wird. Dadurch entsteht ein vorzeitiges
Terminationskodon in Exon 4.

Die in Familie A3 gefundene Mutation zerstért durch die Deletion eines Nukleotids
die Spleildonorstelle in Intron 2. Dadurch wird eine kryptische Spleil3stelle in
Intron 2 aktiviert, was dazu fihrt, dald intronische Sequenz nicht Leseraster
konform in die resultierende mutierte mMRNA integriert wird. Als Resultat dieser
Mutation entsteht in Exon 3 ebenfalls ein vorzeitiges Terminationskodon.

Bei beiden unterschiedlichen Mutationen konnte durch Northern Blot Analyse
nachgewiesen werden, dal3 die mutierten FTSJ1 Transkripte nicht stabil sind und
durch NMD abgebaut werden. Das man auf dem Northern Blot von A3 keinen
vollstdndigen Abbau der Transkripte sieht, liegt moglicherweise an einer anderen
Degradationsgeschwindigkeit. Es ist aber auch moéglich das auf Grund der Menge
an RNA noch schwache Banden fur FTSJ1 detektierbar sind (s. Kapitel 3.2.3.8).
Vorzeitige Stopkodons fuhren in der Regel zu einem Abbau des trunkierten
Transkriptes durch NMD. Eine allgemein akzeptierte Regel besagt, dald vorzeitige
Stopkodons, welche mehr als 50-55 Nukleotide stromaufwarts von der
Spleiverbindung der letzten beiden Exone liegen, durch den sogenannten NMD
Mechanismus degradiert werden (Hentze und Kulozik, 1999). Dies ist ein
Schutzmechanismus der Zelle, um die Anhaufung von trunkierten und
maoglicherweise toxischen Proteinen zu vermeiden (s. a. Kapitel 3.2.3.9 und
3.2.3.11) (Frischmeyer und Dietz, 1999; Hentze und Kulozik, 1999). Fur die
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mannlichen Trager der beschriebenen Mutationen bedeutet der Abbau der
trunkierten FTSJ1 ein Verlust des funktionellen FTSJ1-Genproduktes (loss of
function), da sie nur eine Kopie dieses Gens auf dem X-Chromosom besitzen.

Viele der bisher in der Literatur beschriebenen Mutationen in Genen, die auf dem
X-Chromosom lokalisiert sind und deren Fehlfunktionen zu geistiger Behinderung
fuhren, resultieren in trunkierten Transkripten und konsequenterweise in einem
Funktionsverlust des betroffenen Gens (Chelly et al., 1999). Dies gilt auch
beispielsweise fiur Mutationen, die in den Genen PAK3 und DLG3 detektiert
wurden (Bienvenu et al.,, 2000; Tarpey et al., 2004). PAK3 (p21-aktivierende
Kinase) gehdort zur Familie der PAK-Gene, deren Proteine eine Verbindung sowohl
zwischen den RHO-GTPasen und dem Aktinzytoskelett als auch zwischen den
MAP-Kinasen herstellen. Fir dieses Gen ist eine Nonsense-Mutation beschrieben
worden, die wahrscheinlich zu einem Abbau des trunkierten Transkript fuhrt (Allen
et al., 1998). DLG3 kodiert fir das Synapsen-assoziierte Protein 102 (SAP102),
das zur Familie der Membran-assoziierten Guanylat Kinasen gehort. Diese
Proteine spielen eine wichtige Rolle in neuronalen Zellen, wie beispielsweise bei
der gezielten Verteilung von Rezeptoren und lonenkanélen (Fujita und Kurachi,
2000). In der kodierenden Sequenz fir DLG3 wurde sowohl eine Nonsense-
Mutation, als auch eine Spleif3stellenmutation, die letztendlich in einem vorzeitigen
Stopkodon resultiert, identifiziert (Tarpey et al., 2004). Der Funktionsverlust dieser
beiden, auf dem X-Chromosom liegenden Gene, wie auch der Funktionsverlust

von FTSJ1, fuhrt jeweils zu nicht-syndromaler, geistiger Behinderung.

4.2.2 Abweichende Proteinkonformation von FTSJ1 in Familie MRX44

Einige Mitglieder der Familie MRX44 sind ebenfalls von nicht-syndromaler,
geistiger Behinderung betroffen. Anhand einer Mutationsanalyse wurde das Gen
FTSJ1 auf Besonderheiten untersucht und es konnte folgendes festgestellt
werden. Der Nukleotidaustausch des letzten 3’ gelegenen Nukleotids in Exon 9
von FTSJ1 fuhrt bei allen erkrankten mannlichen Mitgliedern und allen gesunden
heterozygoten Konduktorinnen der Familie MRX44 zu einem Leseraster
konformen Uberspringen von Exon 9. Eine Mutation im Bereich der Exon und

Intron Grenzen kann sich auf das Splei3verhalten des Spleidosoms auswirken
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und zu einer veranderten mRNA fihren, da die Nukleotide an diesen Grenzen
hochkonserviert sind (Burge et al., 1999). Insgesamt fihren annahernd 15% der
Nukleotidaustausche, die eine genetisch Erkrankung verursachen, zu einem
SpleiRdefekt, der in einer veranderten mRNA resultiert (Krawczak et al., 1992).

Bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mutation der Familie MRX44 an
der 3’ Spleil3stelle von Exon 9 liegt ein Austausch von Cytosin nach Adenosin vor.
Diese Mutation zerstort die Erkennungsstelle fir die Bindung von U1snRNP, eine
Komponente des Spleil3osoms.

Eine Erklarung fur das HerausspleiRen von Exon 9 ware, dald die Veranderung der
SpleiRdonorstelle von Exon 9 dazu fuhrt, daR das Exon als solches nicht mehr
erkannt wird. Das wirde dazu fuhren, dal3 dieses Exon als intronische Sequenz
gelten wurde. Dementsprechend binden die Komponenten, die fur die Erkennung
der Exon- und Introntbergange zustandig sind, an der Spleil3donorstelle von Exon
8 und an der SpleiRakzeptorstelle von Exon 10. Exon 9 wird dadurch mit der
restlichen, intronischen Sequenz Uber Lariatbildung herausgesplei3t. Es wird
jedoch kein trunkiertes Transkript gebildet, denn dieses HerausspleiRen geht
Leseraster konform von statten. Dies konnte durch die Northern Blot Ergebnisse
(s. Kapitel 3.2.3.6) bestatigt werden, da das Transkript ohne Exon 9 stabil zu sein
scheint und nicht tber NMD abgebaut wird.

Dennoch hat das Fehlen von Exon 9 in der mRNA bei der Translation
entsprechende Auswirkungen auf die Aminoséduresequenz von FTSJ1. Die durch
das Exon 9 kodierten 28 Aminosauren sind bei den Tragern der Mutation nicht in
die Proteinsequenz integriert.

Das homologe Protein von FTSJ1 in E. coli (Ftsj/Rrmj) wurde bereits mittels
Rontgenstrukturanalyse untersucht. Dabei konnte man feststellen, dal3 die
katalytisch aktive, funktionelle Domé&ne aus alternierenden o-Helices und -
Faltblattern konstruiert ist, die eine Vertiefung fur den Kofaktor S-Adenosyl-L-
Methionin bilden. Mit Hilfe dieses Kofaktors wird im Falle von Ftsj in E. coli die 23S
rRNA der 50S ribosomalen Untereinheit methyliert (Bugl et al., 2000).

Die in silico Analyse basierend auf einer Angleichung (alignment) der Ftsj und
FTSJ1 Aminosauresequenzen zeigte eine Ubereinstimmung der Proteine fiir diese
funktionelle Doméne von 35%. Auch wenn diese Konservierung nicht sehr hoch

ist, sind alle S-Adenosyl-L-Methionin abhéngigen Methyltransferasen beziiglich
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der Konstruktion ihrer funktionellen Doméanen aus alternierenden o-Helices und -
Faltblattern stark konserviert (Kagan und Clarke, 1994). Daher ist anzunehmen,
dal3 die S-Adenosyl-Bindedomane von FTSJ1 ebenfalls aus alternierenden o-
Helices und B-Faltblattern besteht. Auf Grund der Sequenzhomologien kann man
erwarten, dald die von Exon 9 kodierten Aminosauren hochstwahrscheinlich das
C-terminale Ende der funktionellen S-Adenosyl-L-Methionin Bindedomane
reprasentieren.

Unter der Annahme, dal3 ein solches mutiertes FTSJ1 Protein synthetisiert wird,
bestiinde die Mdoglichkeit, dal3 es eine veranderte Konformation hat und dadurch
die Methyltransferasefunktion nicht oder wenigstens schlechter austiben kann.
Allerdings kann man auch nicht ausschlie3en, dal3 diese Konformationsanderung
zu einem wesentlich aktiveren Protein fuhrt. Des Weiteren kann diese
mutationsbedingte Konformationsanderung aber auch zur Folge haben, dal3 das
ursprungliche Zielmolektl nicht mehr erkannt wird und eventuell ein anderes
Zielmolekul methyliert werden konnte.

Ein erster Hinweis auf eine veranderte Proteinkonformation konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durch Immunfluoreszenzexperimente erbracht werden. Die
Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dal’ das transient Uberexprimierte Wildtyp
FTSJ1 gleichmalig im Zellkern und im Zytoplasma verteilt ist. Dem gegenuber ist
das transient Uberexprimierte mutierte FTSJ1 (FTSJ1AExon9) vermehrt im
Zytoplasma lokalisiert (s. Kapitel 3.2.3.6). Eine Anderung der zellularen
Lokalisation kann ein Hinweis auf eine veranderte Proteinfunktion sein. So konnte
beispielsweise schon fur das ATP7A Gen, das fur eine Kupfer abhéngige ATPase
kodiert, gezeigt werden, dal3 ein Leseraster konformes Herausspleil3en eines
Exons zu einer verdnderten zellularen Lokalisation fuhrt (Qi und Byers, 1998). Aus
dieser veranderten zellularen Lokalisation war es ebenfalls mdglich zu
schluf3folgern, daf3 das Protein seine Funktion nicht mehr adaquat austiben kann.
Mutationen in ATP7A fuhren entweder zu Menkes-Syndrom oder zu
Okzipitalhorn-Syndrom (Qi und Byers, 1998). Diese Erkrankungen werden
verursacht durch eine Kupfertransportstorung, da auf Grund der
mutationsbedingten Verénderung des ATP7A dessen Kupferbindungsregion in
ihrer Funktionalitdt eingeschrankt ist. Menkes-Syndrom ist gegeniber dem

Okzipitalhorn-Syndrom die schwerwiegendere Erkrankung.
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Neben einer eingeschrankten oder veranderten Funktion kann es aber auch zu
einem kompletten Verlust des Proteins kommen, obwohl eine stabile mRNA
nachweisbar ist. Homozygote Mutationen z. B. im SMN1 Gen (Survival Motor
Neuron Gene) verursachen eine spinale Muskelatrophie. Ein Nukleotidaustausch
in diesem Gen fihrt zur Zerstérung einer exonischen Spleil3verstarkerstelle
(Exonic Splicing Enhancer), die zum Heraussplei3en eines Exons fuhrt. In diesem
Falle konnte gezeigt werden, dal3 das translatierte, mutierte Protein instabil ist und
degradiert wird (Monani et al., 1999). Auch dies wéare im Falle von FTSJ1 mdglich,
kann aber nur mit einem spezifischen Antikorper auf Proteinebene uUberpruft
werden.

Ob es im Falle von FTSJ1A9 zu einem Funktionsverlust, Funktionsgewinn oder
aber zu einer Methylierung eines anderen Zielmoleklls kommt, a3t sich beim
jetzigen Stand der Ergebnisse nicht eindeutig sagen. Eine Abweichung von der
normalen Funktion ist aber auf Grund der erwarteten, umfangreichen strukturellen

Veréanderungen des Proteins héchstwahrscheinlich.

4.2.3 Mogliche Zielmolekule, die von FTSJ1 methyliert werden kdnnten

FTSJ1 ist ein Mitglied der Familie der S-Adenosy-L-Methionin (AdoMet)
abhangigen Methyltransferasen. Wie bereits erwédhnt wurde, haben alle Mitglieder
dieser Familie eine charakteristische Methyltransferase-Bindedoméane, die aus
alternierenden o-Helices und B-Faltblattern aufgebaut ist (Cheng und Roberts
2001). Daruber hinaus benutzen alle dieser Familie zugehdrigen
Methyltransferasen S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) als Kofaktor (Cantoni,
1952). AdoMet abhéangige Methyltransferasen sind an vielen unterschiedlichen
biologischen Vorgédngen beteiligt, wie beispielsweise an der Signaltransduktion
(Djordjevic et al.,, 1999), Proteinreparatur (Ichikawa und Clarke, 1998), X-
Inaktivierung (Riggs und Pfeifer, 1992), Imprinting (Shemer et al., 1996),
Abschaltung von Genen (Bird et al., 1993) und an der Translation von Proteinen
(Holmes, 1999). Die Ubertragung der Methylgruppe auf das Zielmolekul findet
durch eine Alkylierungsreaktion statt. Das AdoMet ist dabei an der
Bindungsdoméne der jeweiligen Methyltransferase gebunden. Durch einen
nukleophilen Angriff auf die Methylgruppe des AdoMet wird diese abgespalten und

173



Diskussion

auf das entsprechende Zielmolekul Ubertragen. Dabei entsteht als Nebenprodukt
das S-Adenosylhomocystein (AdoHyc) (Coward et al., 1971 und Coward et al.,
1977) (Abb.44).

Methyltransferase

/\ /R\/ /R
Nuz +  CHy-S_ =~y NuCH, + S

N\g Nk

Methyliertes
Nukleophil AdoMet Zielmolekul AdoHcy

Abb.47: Chemischer Vorgang bei der Methylierung mittels AdoMet als Kofaktor

verschiedenster Methyltransferasen

Ftsj, auch als Rrmj beschrieben, wurde als erstes in E. coli beschrieben (Ogura et
al., 1991). Es ist Teil des ftsJ-ftsH Operons, das unter der Kontrolle eines
Hitzeschockpromotors steht, der flr eine verstarkte Transkription nach einer
Temperaturerhbhung verantwortlich ist (Hager et al., 2002). Neben diesen
Eigenschaften ist Ftsj eine AdoMet abhangige Methyltransferase, die spezifisch an
Position 2552 der 23S TrRNA ein 2'0O-Methyluridin  erzeugt. Diese
Methylierungsreaktion findet an der bereits gefalteten 23S rRNA statt, die
innerhalb der 50S Untereinheit des Ribosoms lokalisiert ist. Sie ist essentiell fur
die Zusammensetzung der ribosomalen Untereinheiten und fir die Stabilitat des
Ribosoms. Dadurch hat der Funktionsverlust von Ftsj auch einen erheblichen
Einflud auf das Wachstum der Bakterien. Ftsj Deletionsstdamme wuchsen in der
Tat erheblich schlechter als Wildtypstamme (Bugl et al., 2000).

Neben dem homologen Protein in E. coli existieren drei paraloge Proteine von
FTSJ1 in S. cerevisiae, deren Zielmolekile bereits publiziert sind (Kressler et al.,
1999; Pintard et al., 2002a; Pintard et al., 2002b). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde der Versuch unternommen, den Phanotyp der entsprechenden drei
Hefe Deletionsstamme mit dem humanen FTSJ1 Protein zu komplemetieren, um
so das Zielmolekil von FTSJ1 zu ermitteln. Es konnte bereits fiir andere humane
Gene gezeigt werden, dafl3 die Homologie zum entsprechenden Hefe Gen

ausreichend ist, um einen Deletionsphéanotyp in der Hefe zu komplemetieren
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(Davey and Beach, 1995; Longo et al., 1997; Udell et al., 1998; Loewith et al.,
2000). Diese funktionelle Redundanz lalt dann den Ruckschlu3 zu, dal3 die
gleichen Zielmolekile sowohl von der Hefe Methyltransferase als auch von der
humanen Methyltransferase methyliert werden kénnen.

Eines dieser Gene von S. cerevisiae ist MRM2. Es methyliert an Position 2791 die
21S rRNA des mitochondrialen Ribosoms, und eine Deletion von MRM2 fihrt zu
einer thermosensitiven Atmung und zu einem schnellen Verlust von
mitochondrialer DNA (Pintard et al., 2002a). Dieser Deletionsstamm zeigt
weiterhin eine Wachstumsverzégerung, die durch die Gabe von Glyzerin als
einziger Kohlenstoffquelle verstarkt werden kann. Glyzerin wird in einem
endothermen Prozeld durch die Glukoneogenese zu Glukose umgewandelt, der
teilweise an den Mitochondrien stattfindet. Die Methylierung der 21S rRNA kann
bei dem MRM2 Deletionsstamm nicht korrekt durchgefiihrt werden, was zu einer
Beeintrachtigung des mitochondralen Translationsapparates fuhrt (Myers et al.,
1985; Fearon und Mason, 1992). Dieses wiederum fuhrt dazu, da3 der mrm2A
Stamm bei der ATP Synthese durch die Atmungskette beeintrachtigt ist. Dieser
Effekt wird durch die Zugabe von Glyzerin verstarkt, da die Zelle mehr Energie
aufwenden muf3, um Glyzerin zu verstoffwechseln, als bei Glukose als
Kohlenstoffquelle. Das bedeutet, dald sowohl die Glukoneogenese als auch die
Energiegewinnung an sich durch die Atmungskette beeintrachtigt sind. Die
Transformation des mrm2A Stammes mit dem humanen FTSJ1 fuhrte zu keiner
signifikanten Verbesserung des Wachstumsverhaltens.

Bei einer phylogenetischen Einordnung von Mrm2p und anderen S-Adenosyl-L-
Methionin abhéangigen Methyltransferasen basierend auf ihrer
Aminosauresequenzen wird deutlich, dal? Mrm2p die phylogenetisch am weitesten
entfernte Methyltransferase der Hefe zu FTSJ1 ist (Ching et al., 2002). Eine
solche molekulare, phylogenetische Einordnung beruht auf der Annahme, daf3 die
evolutive Distanz zweier Taxa mit deren genetischer Distanz korreliert (Li und
Graur, 1991).

Dementsprechend war es nicht Gberraschend, daf das humane FTSJ1 nicht die
Funktion von Mrm2p ubernehmen kann und demzufolge kein funktionelles
Homolog ist. Die Ergebnisse der Rescue Versuche werden von den Ergebnissen

der Immunfluoreszenz unterstitzt, bei denen eine gleichmaiige Verteilung des
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humanen FTSJ1 im Zytoplasma und im Zellkern vorlag (s. Kapitel 3.2.3.6). Hatte
das humane FTSJ1 eine ahnliche Funktion wie Mrm2p, wirde man jedoch eine
verstarkte Lokalisation an den Mitochondrien erwarten.

Das zweite paraloge Gen zu FTSJ1 ist SPB1. Spblp ist involviert in die
Methylierung der 60S ribosomalen Untereinheit (Kressler et al., 1999). Wie schon
erwahnt, zeigten die Immunfluoreszenzergebnisse eine gleichmalige Verteilung
von FTSJ1 in allen Zellkompartimenten, mit Ausnahme der Nukleoli. Die
Ribosomen Biogenese und ihre Methylierung durch Methyltransferasen findet
jedoch in den Nukleoli statt (Tschochner und Hurt, 2003). Die
Immunfluoreszenzexperimente zeigten jedoch keine Lokalisierung des humanen
FTSJ1 innerhalb der Nukleoli (s. Kapitel 3.2.3.6). Deshalb war es relativ
unwahrscheinlich, dal3 das humane FTSJ1 das funktionelle Homolog von Spblp
ist und den entsprechenden Deletionsphédnotyp komplementieren kann. Die
Komplementationsstudien waren nicht aussagekraftig genug, da der
Deletionsstamm bereits ein vergleichbares Wachstum wie der Wildtypstamm
zeigte. Dariiber hinaus war eine Uberpriifung der genetischen Situation des
Deletionsstammes mit Hilfe von RT-PCR nicht méglich, da nur eine Kopie des
SPB1 deletiert ist, denn der homozygote Zustand ist letal. Es ist relativ
wahrscheinlich, daR FTSJ1 auf Grund der zellularen Lokalisation kein funktionelles
Homolog zu Spblp ist. Dennoch kann man dies erst vollig ausschliel3en, wenn
das von FTSJ1 methylierte Zielmolekul identifiziert ist.

Das dritte paraloge Gen zu FTSJ1 ist TRM7. Trm7p ist eine tRNA
Methyltransferase, welche die Antikodonschleife an Position 32 und 34 der tRNAs
spezifisch fur Leucin, Phenylalanin und Tryptophan methyliert (Pintard et al.,
2002b). Immunfluoreszenzexperimente in der Hefe zeigten bereits, da? Trm7p im
Zytoplasma lokalisiert ist (Pintard et al., 2002b). Die Ergebnisse der
Immunfluoreszenzexperimente, die mit dem humanen FTSJ1 durchgefihrt
wurden (s. Kapitel 3.2.3.6), ergaben sowohl eine zytoplasmatische Lokalisation als
auch eine nukleare Lokalisation von FTSJ1. Demnach ware es durchaus mdglich,
dalR FTSJ1 das funktionelle Homolog von Trm7p ist.

Auch mit dem trm7A Stamm wurden Rescue Experimente durchgefihrt. Diese
fuhrten jedoch zu keinem Ergebnis, da bereits der Deletionsstamm ebenfalls ein

dem Wildtypstamm vergleichbares Wachstumsverhalten zeigte. Die Uberpriifung
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des trm7A Stammes mittels RT-PCR beziiglich seines genetischen Status haben
ergeben, das TRM7 deletiert ist. Des Weiteren wurden RT-PCR Experimente
durchgefuihrt um nachzuweisen, dald das humane FTSJ1 in der Hefe exprimiert ist.
Auch diese Ergebnisse waren positiv, so dal? man zumindest davon ausgehen
kann, dalR ein FTSJ1 Transkript hergestellt wird (s. Kapitel 3.2.3.12). Da jedoch
kein Antikdrper fir das humane FTSJ1 verfugbar ist, war ein Nachweis auf
Proteinebene bisher nicht moglich.

Nach Ricksprache mit Dr. Lapeyre (Centre de Recherche de Biochimie
Macromoléculaire du CNRS, Montpellier, Frankreich) wurde ein neuer Stamm aus
der Stammsammlung isoliert, welcher verglichen mit dem Wildtypstamm
zumindest ein verzogertes Wachstum zeigte. Eine Wiederholung der Rescue
Experimente zeigten, dal3 das humane FTSJ1 den TRM7 Deletionsphanotyp
retten konnte. Demnach scheint das humane FTSJ1 ebenfalls eine tRNA
Methyltransferase zu sein, und die Homologie zwischen dem humanen FTSJ1 und
dem Trm7p der Hefe ist ausreichend um den Funktionsverlust von TRM7 bei dem
entsprechenden Deletionsstamm zu komplementieren. Unterstitzt werden diese
Rescue-Ergebnisse durch die Ergebnisse der zellularen Lokalisation von FTSJ1,
die dafir sprechen, dal3 FTSJ1 eine ahnliche Funktion wie TRM7 haben kdnnte
und mdoglicherweise dessen funktionelles Homolog ist.

Homologe AdoMet abhangige Methyltransferasen sind neben E. coli und S.
cerevisiae auch in D. melanogaster beschrieben worden. Bei der Analyse der von
AdoMet abhéngige Methyltransferasen verschiedenster Organismen konnte
gezeigt werden, dal3 es in D. melanogaster zwei homologe Methyltransferasen zu
Trm7p gibt, und je eine homologe Methyltransferase zu Mrm2p beziehungsweise
zu Spblp (Pintard et al., 2002 und Ching et al., 2002). Da D. melanogaster ein
phylogenetisch jingerer Organismus ist als S. cerevisiae, ist es durchaus moglich,
dalR neben FTSJ1 noch eine weitere Methyltransferase existiert, die in die
phylogenetische Gruppe von TRM7 eingeordnet werden kann.

Neben FTSJ1 existieren noch die humanen Methyltransferasen FTSJ2 und FTSJ3
(Accession Nr. BC017106 und Accession Nr. BC036710). Durch einen Vergleich
der Aminosauresequenz lafdt sich FTSJ3 in die phylogenetische Gruppe von SPB1
einordnen, wahrend FTSJ2 eine eigene Untergruppe mit homologen AdoMet

abhangigen Methyltransferasen aus C. elegans und D. melanogaster bildet (Ching
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et al.,, 2002). Wenn eine vierte humane AdoMet abhangige Methyltransferase
existiert, wie das fur D. melanogaster gezeigt werden konnte, so ist sie bisher
noch nicht beschrieben worden. Ware dies der Fall, dann kdnnte diese vierte
AdoMet abhangige Methyltransferse moglicherweise den Funktionsverlust von

FTSJ1 teilweise ausgleichen.

4.2.4 Zusammenfassung und Ausblick far FTSJ1

Die molekularbiologischen Untersuchungen der drei unterschiedlichen Mutationen
in FTSJ1 bei drei verschiedenen Familien haben gezeigt, dal3 bei Familie P48 und
Familie A3 ein Funktionsverlust von FTSJ1 vorliegt. Bei der dritten Mutation ist
eine eindeutige Aussage wesentlich schwieriger, da ein stabiles Transkript
hergestellt wird, bei dem das Exon 9 Leseraster konform herausgespleil3t wurde.
Dem entsprechend ist zu erwarten, dafl} dies zu Konsequenzen bei der Faltung
des nativen Proteins fihrt. Ob dieses Protein letztendlich stabil ist, bleibt unklar.
Moglicherweise ist die Funktion verdndert oder aber es kommt auch zu einem
Funktionsverlust.  Befurwortet  wird letzteres  Szenario wegen  der
Ubereinstimmenden, phanotypischen Eigenschaften der Patienten in allen drei
Familien.

Die grundlegende Frage ist allerdings, wie es zu nicht-syndromaler geistiger
Behinderung ohne weitere pathologische Merkmale kommen kann, da FTSJ1
ubiquitar exprimiert wird und wahrscheinlich eine fundamentale Rolle bei der
Translation spielt. Die Analysen der Deletionstamme fur die entsprechenden
paralogen Hefegenen zeigten, dal3 alle ein vermindertes Wachstum aufwiesen
(Kressler et al., 1999, Pintard et al., 2002a, Pintard et al., 2002b). Wie oben schon
erwahnt wurde, ist es eher unwahrscheinlich dal3 die mitochondriale 21S rRNA
das Zielmolekil von FTSJ1 ist. Es konnte sein, dall FTSJ1 durch seine
Methylierungsfunktion an der Biogenese der Ribosomen beteiligt ist. Wenn ein
Funktionsverlust eines solchen Gens vorliegen wirde, wirde man allerdings
erwarten, dal3 die Patienten wesentlich gravierendere, gesundheitliche Probleme
aufweisen oder aber dieser Funktionsverlust nicht mit dem Leben vereinbar ist.
Die Ribosomen sind komplexe Ribonukleoproteine an denen die Translation

samtlicher zellularen Proteine stattfindet. Eine Mutation, die dazu fuhrt, da3 keine
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funktionsfahigen Ribosomen gebildet werden, ist normalerweise letal, wie in der
Hefe fir homozygote Deletionen von SPB1 gezeigt werden konnte (Kressler et al.,
1999).

Im Falle von FTSJ1 fuhren zwei der Mutation in FTSJ1 héchstwahrscheinlich zu
einem kompletten Funktionsverlust, was dagegen spricht, das FTSJ1 an der
Zusammensetzung funktioneller Ribosomen beteiligt ist.

Es ist wesentlich wahrscheinlicher, dal3 FTSJ1 eine tRNA Methyltransferase ist.
Diese Annahme konnte auch durch die Rescue-Versuche mit den trm7A Stammen
untestitzt werden. Wenn noch ein weiteres humanes Homolog zu FTSJ1 existiert
(neben FTSJ2 und FTSJ3), wie es fur D. melanogaster gezeigt werden konnte
(Ching et al., 2002), wird vielleicht von diesem Protein der Funktionsverlust von
FTSJ1 teilweise kompensiert. Ein geringer Unterschied in der Metylierungsfunktion
konnte zu einer geringfiigigen Anderung der Translationseffizienz fiihren, die
wiederum sich hauptsachlich im ZNS und im Gehirn auswirkt. Neuronale Zellen
reagieren oftmals sensibler als andere Zellen des Koérpers auf geringfligige
Veranderungen der Expression verschiedener Proteine.

Ein Protein, das im ganzen Organismus exprimiert ist und in allen Organen eine
Funktion ausibt, aber nur einen ZNS und gehirnspezifischen Phéanotyp
verursacht, ist beispielsweise das MeCP2. Mutationen in MECP2 sind die
Hauptursache fir das Rett-Syndrom (s.a. Kapitel 4.1). Eine genauere Analyse der
Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien von Mensch und Maus hat
gezeigt, dall MeCP2 erst ab einem bestimmten Reifezustand der Neuronen in
reichlichen Mengen vorhanden ist (Shahbazian et al., 2002). MeCP2 ist in allen
Geweben exprimiert, aber die verstarkte Expression in Nervenzellen ab einem
bestimmten Entwicklungszustand impliziert eine besondere regulatorische Rolle
von MeCP2 in diesen Zellen. Ahnliches ware auch fiir FTSJ1 denkbar. Darlber
hinaus ware es auch moglich, dalR FTSJ1 durch gewebespezifische
Regulationsfaktoren post-transkriptionell reguliert wird. Dem entsprechend ware
eine Untersuchung der Verteilung des FTSJ1 Proteins sinnvoll. Moglicherweise
ergibt sich daraus ein Hinweis auf eine verstarkte Expression in neuronalen
Geweben und vielleicht ist auch die Expression von FTSJ1 in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien abweichend.
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Eine genaue Quantifizierung des Rescue-Effektes von FTSJ1 im trm7A Stamm
mittels FACS-Analyse ware ebenfalls sinnvoll.

Um die tRNA als Zielmolekil zu bestatigen, dal3 durch FTSJ1 methyliert wird,
miRte man mit den fir Trm7p spezifischen tRNAs in vitro Methylierungs-
untersuchungen durchfiihren, bei denen der Einbau radioaktiv markierter

Methylgruppen nachgewiesen wird (Jiang et al., 1997).

4.3 Mutationen in PQBP1 fuhren zu nicht-syndromaler und

spezifischer geistiger Behinderung

4.3.1 Mutationen in PQBP1 und ihre Auswirkungen auf

Transkriptionsebene

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei unterschiedliche Mutationen von
PQBP1 in funf verschiedenen Familien identifiziert. Alle Mutation sind in einer
kurzen Repeat Region in Exon 4 lokalisiert. Es handelt sich bei diesen Mutationen
um eine Insertion von zwei Nukleotiden bei den Tragern der Mutation in Familie
N9 sowie in Familie SHS (MRXS3), eine Deletion von zwei Nukleotiden bei den
Tragern der Mutation in Familie N40 und eine Deletion von vier Nukleotiden bei
den Tragern der Mutation in den Familien N45 und MRX55 (s.Kapitel 3.2.4.1). Alle
diese Mutationen fihren zu einer Verschiebung des Leseraster und resultieren in
Mutationstyp spezifischen, vorzeitigen Stopkodons. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dafR die Uberwiegende Anzahl der trunkierten
Transkripte durch NMD abgebaut werden (s. Kapitel 3.2.4.4). Eine Ausnahme
bildet die Transkriptvariante 9 und wahrscheinlich auch die Transkriptvariante 10.
Bei der Transkriptvariante 9 werden Intron 4 und Intron 5 nicht herausgespleif3t,
sondern in die reife mMRNA integriert. Die Transkriptvariante 10 beinhaltet nur
Intron 5. Durch entsprechende Northern Blot Experimente mit einer cDNA Probe,
die an Intron 4, Exon 5 und Intron 5 bindet, war es moglich, eine spezifische
Bande der erwarteten Grol3e reprasentativ fur das PQBP1 Transkript zu
detektieren (s. Kapitel 3.2.4.4). Eine Unterscheidung zwischen diesen beiden

Transkriptvarianten war mittels Northern Blot nicht mdglich, da die Hybridisierung
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von Proben, die spezifisch an Intron 4 beziehungsweise Intron 5 binden, auf
Grund der geringen GroR3e der Proben nicht durchfihrbar war. Somit ist es nicht
maoglich zu entscheiden, ob beide Varianten oder nur die Transkriptvariante 9
stabil exprimiert werden. Alle Ubrigen trunkierten PQBP1 Transkriptvarianten
werden Uber NMD abgebaut (s. Kapitel 3.2.4.4), mit Ausnahme der
Transkriptvariante 11, die kein Exon 4 und somit auch keine Mutation enthalten
kann.

An Hand dieser Ergebnisse konnte eindeutig nachgewiesen werden, dal3 kein
kompletter  Funktionsverlust aller PQBP1 Transkriptvarianten  vorliegt.
Hochstwahrscheinlich  werden die von Transkriptvariante 9 und 11 und
moglicherweise auch die von Transkriptvariante 10 kodierten PQBP1
Proteinvarianten in den Patienten hergestellt.

4.3.2 C-terminal trunkierte PQBP1 Proteinvarianten

Die Hauptisoform von PQBP1 wird von der Uberwiegenden Anzahl von
Transkriptvarianten kodiert und besteht aus vier charakteristischen funktionellen
Doméanen (lwamoto et al., 2000). Ausgehend vom N-terminalen Ende des Proteins
kommt zuerst die WW-Doméane. WW Doméanen bestehen aus 35-40 Aminosauren
mit zwei hochkonservierten Tryptophanen und binden an Peptide mit der
Konsensussequenz PPXY (Chen und Sudol, 1995). Es konnte gezeigt werden,
dalR die WW Doméne von PQBPL1 in der Lage ist, die Transkription durch eine
Bindung an Promotoren zu aktivieren, wenn zuvor eine Aktivierung von PQBP1
durch Bindung mit einem entsprechenden, zur Zeit noch nicht identifizierten
Interaktionspartner stattfindet (Komuro et al.,, 1999a). Ein madglicher
Interaktionspartner kénnte die RNA Polymerase Il (RNA Pol 1) sein, fur die bereits
gezeigt werden konnte, dal3 sie an die WW Domane verschiedener anderer
Proteine bindet (Gavva et al., 1997; Komuro et al., 1999b). Infolgedessen kdnnte
PQBP1 ein Gen-spezifischer Transkriptionsfaktor sein, der an der Initiation der
Transkription bestimmter Gene, und dadurch an der Kontrolle der Genexpression,
beteiligt ist. Die Kontrolle der Genexpression findet auf unterschiedlichen Stufen,
angefangen von der Organisation des Chromatins auf genomischer Ebene bis zur
letztendlichen Kontrolle der Proteinaktivitdt und -stabilitat, statt (Villard, 2004).
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Eine bedeutende Stellung nimmt bei diesen Kontrollmechanismen die Kontrolle
der Initiation der Genexpression ein (Mitchell et al., 1989). So verursachen
beispielsweise Mutationen im POU Domain Class 1 Transcription Factor
(POU1F1), der als Transkriptionsaktivator agiert, geistige Behinderung und einen
Hypophysen-Hormon-Mangel. POU1F1 hat, wie PQBP1, unterschiedliche
Funktionen, was dazu fuhrt, dal3 verschiedene Mutationen in POU1F1 zu einer
Variabilitat des pathologischen Phanotyps fuhrt. Das mutierte POU1F1 bindet in
der Promotorregion der Zielgene, kann aber deren Transkription nicht aktivieren.
DarlUber hinaus verhindert die Bindung des mutierten POU1F1 die Bindung des
Wildtyp POU1F1 (Andersen und Rosenfeld, 1994; Radovick et al., 1992). Ein
vergleichbarer Effekt ware fur die mutierten PQBP1 Proteine denkbar, die aus den
beiden stabilen, nicht von dem Abbau durch NMD betroffenen Varianten
resultieren, da sie alle noch die WW Domane enthalten. Wenn diese Doméne trotz
der zu erwartenden Konformationsanderungen, die durch die mutationsbedingten
Verdnderungen der Aminosduresequenzen der C-terminalen Ende der Proteine
verursacht werden konnen, noch zusammen mit der RNA Pol Il an die
Promotorregion von Zielgenen binden kann, bestiinde die Mdglichkeit, dal’ die
Transkription spezifischer Zielgene nicht mehr aktiviert werden kann. Die
Konformationsanderung des Proteins kann aber andererseits auch dazu fihren,
dall PQBP1 nicht mit der RNA Pol Il interagieren kann. Auch dies wirde die
Aktivierung der Transkription entsprechender Zielgene verhindern.

Die zweite Doméne von PQBP1, C-terminal von der WW Domaéane lokalisiert, ist
ein Bereich aus konservierten, alternierenden, sauren und basischen
Aminosauren, in dem ebenfalls der sogenannte DR/ER Repeat lokalisiert ist.
Diese Domaéne ist einzigartig fur PQBP1l, und es wurden verschiedene
Interaktionspartner beschrieben, die an diese Domane binden. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, daf} der Polyglutaminabschnitt von POU3F2, auch
Brn-2 genannt, an den DR/ER Repeat von PQBP1 bindet (Waragai et al., 1999).
POU3F2 ist ein neuronaler Transkriptionsfaktor, dessen Aktivitat die
Myelinisierung von Schwann’schen Zellen vermittelt (Jeagle et al., 2003). Des
weiteren bindet PQBP1 Uber den DR/ER Repeat an die Polyglutaminabschnitte
von Ataxin-1 (Okazawa et al., 2002) und Huntingtin (Waragai et al., 1999). Ebenso
wurde in diesen Veréffentlichungen beschrieben, dalR die Bindungsaffinitat positiv

mit einer Expansion des Polyglutaminabschnittes korreliert. Die Mutationen,
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welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei den Indexpatienten verschiedener
Familien identifiziert wurden, liegen alle in dem kodierenden Bereich flr den
DR/ER Repeat. Dennoch betrifft die mutationsbedingte Leserasterverschiebung
bei allen untersuchten Patienten nicht die Aminosauren, die den DR/ER Repeat
reprasentieren, sondern fuhrt zu einer Veranderung der C-terminalen
Aminosauren nach diesem Repeat. Trotzdem kann man nicht ausschliel3en, dal3
die allgemein zu erwartende Konformationsdnderung der mutierten Proteine die
Interaktion dieser Domane mit den oben beschriebenen Proteinen negativ
beeinflulRt beziehungsweise verhindert. Ob die Mutationen letztendlich die
Interaktion mit den polyglutaminhaltigen Interaktionspartnern negativ beeinfluRen,
wurde durch Koimmunprazipitation von PQBP1 und POU3F2 uberprift (s. Kapitel
4.3.3) und konnte entgegen der Literatur (Waragai et al., 1999) nicht bestatigt
werden.

Der nachste, C-terminal vom DR/ER Repeat lokalisierte Abschnitt ist ein
vorausgesagtes Kernlokalisationssignal (NLS: Nuclear Localisation Signal). Bei
allen in der vorliegenden Arbeit identifizierten Mutationen ist dieses NLS durch die
Anderung der Aminosauresequenz zerstort. Aus diesem Grunde lokalisierten alle
trunkierten Proteine, die mittels Immunfluoreszenz untersucht worden sind, sowohl
im Zellkern als auch im Zytoplasma. Dem gegenuber war bei dem Wildtyp PQBP1
eine fast ausschlie3liche Lokalisation im Zellkern detektiert worden (s. Kapitel
3.2.4.5). Dal} trotzdem noch ein erheblicher Anteil der mutierten PQBP1 Proteine
im Zellkern lokalisiert, liegt moglicherweise daran, dafd der Interaktionspartner von
PQBP1, das NpwBP, an dessen WW-Domane bindet (Komuro et al., 1999). Wenn
diese Interaktion trotz mdglicher Konformationsanderung des Proteins stattfindet,
dann kénnten beide Proteine im Zellkern lokalisieren, da das NpwBP drei
Kernlokalisationssignale tragt. Die Ubrigen mutierten PQBP1 Proteine, die im
Zytoplasma verbleiben, interagierten womdglich zu diesem Zeitpunkt des
Experiments nicht mit NpwBP.

Eine weitere Mutation in Exon 5, die ebenfalls zu einer Leserasterverschiebung
fuhrt (Lenski et al., 2004), wurde durch in vitro Mutagenese nachgebildet. Die
durch die Mutation verursachte Leserasterverschiebung und Anderung der
Aminosauresequenz fuhrt in diesem Fall nicht zu einer Zerstbérung des
vorhergesagten NLS. Die Untersuchung dieses mutierten Proteins zeigte, dald

dieses wie das Wildtyp PQBP1, hauptsachlich im Zellkern lokalisiert ist (s. Kapitel
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3.2.4.8). Durch dieses Experiment konnte bestatigt werden, dal3 es sich bei dieser
Domaéane tatséachlich um ein Kernlokalisationssignal handelt.

Die letzte, C-terminale Doméane ist die sogenannte C, Domane. Diese Doméne ist
ebenfalls einzigartig fur PQBP1 und steht in keinem funktionellen Zusammenhang
mit bereits publizierten kalziumabhéangigen C, Doméanen, die Phospholipide binden
(Nalefski und Falke, 1996). Die C, Domane von PQBP1 interagiert mit U5-15kD.
U5-15kD ist das humane Homolog zu Dimlp in S. cerevisiae (Waragai et al.,
2000). Dimlp ist eine Dimethylase, die die rRNA der kleinen Untereinheit des
Ribosoms methyliert. Ein Knockout dieses Gens verhindert die Prozessierung der
pra-rRNA und die Zelle bleibt in der G,-Phase arretiert (Berry und Gould, 1997).
Das humane Homolog US5-15kD zu Dimlp ist durch die Isolation von
Ribonukleotidpartikeln identifiziert worden und scheint deshalb ebenfalls in
SpleiBmechanismen involviert zu sein (Reuter et al., 1999). Dadurch ergibt sich
die Moglichkeit, das PQBP1 auf Grund dieser Interaktion an bestimmten
Spleilvorgdngen in der Zelle beteiligt ist. Die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten mutierten Protein besitzen alle keine C,-Domé&ne mehr. Demnach
liegt fur diese Domane ein fast vollstdndiger Funktionsverlust vor. Die einzige
Proteinvariante die wahrscheinlich stabil ist und eine C,-Doméne besitzt, wird von
der Transkriptvariante 11 translatiert (s. Kapitel 3.2.4.2). Die Wildtyp PQBP1
Proteine, die von den Transkriptvarianten 9 und 10 kodiert weden besitzen diese
C,-Doméane ebenfalls nicht. Dies impliziert, dal auch diese Wildtyp PQBP1
Proteinvarianten mdglicherweise eine abweichende Funktion von der PQBP1

Hauptproteinvariante ausuben.

4.3.3 Interaktion zwischen PQBP1 und POU3F2 (Brn2)

Wie schon im vorangegangen Kapitel beschrieben wurde, bindet der
Polyglutaminabschnitt von POU3F2 an den DR/ER Repeat von PQBP1 (Waragai
et al., 1999). Die mutierten Proteinvarianten von PQBP1 besitzen alle noch die
DR/ER Repeat-Doméane und verbleiben zu ca. 50% im Zytoplasma, wie mittels
Immunfluoreszenz Experimente nachgewiesen werden konnte (s. Kapitel 3.2.4.5).
Deshalb laRt sich die Hypothese aufstellen, dal3 mdglicherweise ein Teil des
POU3F2 durch das mutierte PQBP1 im Zellkern zurtickgehalten wird.
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Dadurch konnte es zu einer Einschréankung der Funktion von POU3F2 als
neuronalem Transkriptionsfaktor kommen. POU3F2 und POUS3F1 zeigen in den
spaten Vorlauferzellen und in den wachsenden Neuronen wahrend der
Entwicklung des Neokortex ein Uberlappendes Expressionsmuster. Ein Knockout
dieser beiden Gene in der Maus fuhrt zu einer abnormalen Bildung des Kortexes
und zu Migrationsstorungen der Neuronen (Sugitani et al., 2002). Ein Knockout
von POU3F2 fuhrt zusatzlich noch zu einem Verlust von Neuronen im Nucleus
supraopticus und im Nucleus paraventricularis (Nakai et al., 1995 und
Schonemann et al.,, 1995). Der Neokortex macht ungefahr 85% der gesamten
Gehirnmasse des Menschen aus und existiert nur bei Saugetieren. Er ist
verantwortlich fur hohere kognitive Fahigkeiten wie beispielsweise Sprache,
Lernfahigkeit, Gedachtnis und komplexe Gedankengéange.

Eine Fehlentwicklung der Neuronen im Neokortex, die durch eine gestorte
Interaktion zwischen PQBP1 und POU3F2 verursacht wird, ware eine viel
versprechende Hypothese, die die geistige Behinderung bei Patienten mit
Mutationen in PQBP1 erklaren kdnnte. Allerdings konnte eine Interaktion zwischen
beiden Proteinen weder durch Immunfluoreszenz noch durch
Koimmunprézipitation nachgewiesen werden (s. Kapitel 3.2.4.6 und Kapitel
3.2.4.7). Die bereits veroffentliche Interaktion zwischen beiden Proteinen beruht
darauf, dalR bei Yeast-two-Hybrid Experimenten der isolierte Polyglutaminabschnitt
von POU3F2 mit PQBP1 interagiert. Eine Koimmunprazipitation mit beiden
Proteinen war entgegen der Literatur nicht méglich (Waragai et al., 1999).

Es kann aber auch sein, daf in den verwendeten Zellinien keine Interaktion
stattfindet, die jedoch in Gehirnzellen in vivo vorhanden sein konnte. Zuletzt
besteht naturlich auch immer die Mdglichkeit, dafl3 die Versuchsbedingungen nicht

optimal waren und die Interaktion unter anderen Bedingungen nachweisbar ware.

4.3.4 Unterschiedliche Mutationen in PQBP1 fihren zu nicht-
syndromaler und syndromaler, X-chromosomal gekoppelter,

geistiger Behinderung

Die Ergebnisse haben gezeigt, dal3 es bei den hier untersuchten Mutationen von
PQBP1 zu keinem vollstandigen Funktionsverlust des Proteins kommt. Es konnte
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nachgewiesen werden, dal3 eine, eventuell auch zwei, entstehende, mutierte
Transkriptvarianten von PQBP1 stabil sind. Dennoch fuhrt die sich anschliel3ende
in silico Translation zu einem gegenuber der Wildtyp Variante veranderten Protein
mit abweichendem C-terminalen Ende. Bislang konnte nicht geklart werden,
welche Konformationsdnderungen auf Grund der veranderten
Aminosauresequenz entstehen und ob das einen EinfluR auf die Ubrigen
funktionellen Domanen hat. Da allerdings schon die Wildtyp Varianten von PQBP1
unterschiedliche C-terminale Enden besitzen, ist nicht auszuschlie3en, daf3 die
beiden verbleibenden Varianten auch mit der Wildtyp Aminoséuresequenz eine
andere Funktion als die Hauptvariante von PQBP1 austiben. Gegen einen
Funktionsverlust aller PQBP1 Proteinvarianten sprechen auch die verschiedenen,
pathologischen Phénotypen der Patienten, die sowohl unterschiedliche als auch
gleiche Mutationen in PQBP1 aufweisen (s. Tabelle 31, Kapitel 3.2.4.1).
AulRerdem existieren zwei weitere Mutationen in PQBP1, bei denen es sehr
unwahrscheinlich ist, dal3 es zu einem Abbau der mutierten Transkripte Gber den
NMD Mechanismus kommt. Die eine Mutation ist die insC-Mutation, die zwar zu
einer Leserasterverschiebung fuhrt, aber in einem vorzeitigen Stopkodon im
letzten kodierenden Exon resultiert (Lenski et al., 2004). Dadurch ist nicht zu
erwarten, dafld das trunkierte Transkript Uber NMD abgebaut wird. Die zweite
Mutation ist ein Nukleotidaustausch der zu einem Aminosaureaustausch an
Position 65 der PQBP1 Hauptproteinvariante fihrt. Durch diesen Austausch
kommt es zu einer Verdnderung des stak konservierten PPXY-Motivs der WW-
Domane (Abidi et al., 2004 Poster Nr. 2611 bei der ASHG Konferenz in Toronto,
Kanada). Beide Patienten zeigen neben phanotypischer Varianz dieselben
pathologischen Merkmale wie geistige Behinderung und Mikrozephalie, wie die
Ubrigen Patienten mit Mutationen in PQBP1. Diese Ubereinstimmung des
Phanotyps bei den unterschiedlichen Patienten legt nahe, dal3 es sich nicht um
einen Funktionsverlust von PQBP1 handeln kann.

DarlUber hinaus konnte gezeigt werden, dald Knockdown Mause, bei denen Pgbpl
mittels RNAI vollstdndig ausgeschaltet wurde, nicht entwicklungsfahig waren (Dr.
Walther, unpublizierte Ergebnisse). Allerdings sind bei der Maus bisher nur zwei
Transkriptvarianten beschrieben, welche sich in ihrer 5’ nichttranslatierten Region
unterscheiden. Fir die beiden humanen Transkriptvarianten, welche trotz ihrer

Mutationen hdchstwahrscheinlich stabil sind, sind bis jetzt keine homologen
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Transkriptvarianten in der Maus bekannt. Dadurch, daf} ein vollstandiger
Funktionsverlust von Pqgbpl in der Maus zu keinen Uberlebensfahigen
Nachkommen fuhrt, ist es sehr wahrscheinlich, dal} die beiden oder wenigstens
eine der beiden, trotz Mutation stabilen humanen Transkriptvarianten in eine
mutierte Proteinvariante translatiert wird. Hochstwahrscheinlich kdnnen diese
humanen mutierten Proteinvarianten immer noch eine oder mehrere
Uberlebenswichtige Funktionen ausiben und teilweise den Verlust der tbrigen
PQBP1 Proteinvarianten kompensieren.

Den zwei Transkriptvarianten in der Maus stehen elf unterschiedliche humane
Transkriptvarianten fur PQBP1 gegenuber. Offensichtlich ist es im Laufe der
Evolution zu einer Veranderung des PQBP1 Gens gekommen. Bestatigt wird dies
durch die Tatsache, dal3 fur den Chimpansen bisher drei verschiedene
Transkriptvarianten im Human Genome Browser beschrieben worden sind
(Accession Nr. NM_005710; NM_144494 und NM_144495). Genau wie bei dem
humanen PQBP1 gibt es dort eine Variante, bei der die Exons 4 bis 6 inklusive
intronischer Sequenzen zusammengespleil3t werden (Accession Nr. NM_144494),
diese entspricht der humanen Transkriptvariante, die basierend auf den Northern
Blot Resultaten bei den Patienten mit Mutationen in PQBP1 stabil ist.

Generell 183t sich zum jetzigen Zeitpunkt keine Aussage daruber treffen, ob die
einzelnen humanen Proteinvarianten, die durch die elf verschiedenen
Transkriptvarianten kodiert werden, unterschiedliche Funktionen ausiben. Da sie
aber teilweise abweichende C-terminale Enden besitzen, wére dies durchaus
maoglich. Darlber hinaus ware es denkbar, dall die eine oder andere
Proteinvariante einen besonderen EinfluR auf die Entwicklung von kognitiven
Fahigkeiten hat. Dartber hinaus kénnte das Vorhandensein der Transkriptvariante
NM_144494 im Chimpansen ein Hinweis darauf sein, dal3 moéglicherweise diese
Transkriptvariante, die bis jetzt nur im Chimpansen und im Menschen
nachgewiesen worden ist, eine Rolle bei der Entwicklung von kognitiven
Fahigkeiten spielt.

Bei den Tragern der Mutationen in PQBP1 kommt es zu keinem vollstdndigen
Funktionsverlust, aber es kommt zu einem Funktionsverlust der

Transkriptvarianten, die fur die Hauptproteinvariante von PQBP1 kodieren.
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Bei dem jetzigen Stand der Ergebnisse ist es nicht moéglich, auf Grund der
Mutation und den daraus in silico resultierenden, trunkierten PQBP1 Proteinen

generell einen Ruckschluld auf den pathologischen Phanotyp zu ziehen.

4.3.5 Zusammenfassung und Ausblick fir PQBP1

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei unterschiedliche Mutationen in
PQBP1 in funf verschiedenen Familien identifiziert. Alle mannlichen Trager der
Mutation zeigen neben anderen pathologischen Merkmalen eine geistige
Behinderung. Es konnte gezeigt werden, dal} alle Transkriptvarianten von PQBP1,
abgesehen von Transkriptvariante 9 und wahrscheinlich auch 10, Uber NMD
abgebaut werden. Es wurde zwar nicht experimentell bestatigt, aber die
Transkriptvariante 11, ohne Exon 4, sollte ebenfalls bei den Patienten stabil sein
und translatiert werden. Fur die dbrigen Transkriptvarianten liegt ein
Funktionsverlust vor, was dazu fiuhrt, daR die Hauptproteinvariante von PQBP1
bei den Patienten nicht mehr hergestellt wird. Die verbleibende Proteinvariante,
die durch Translation der mutierten Transkriptvarianten 9 und 10 entsteht, fehlt die
C,-Domane, die fur die Interaktion mit U5-15kD wichtig ist und wahrscheinlich eine
Rolle beim SpleiRen spezifischer mRNA spielt (Waragai et al., 2000)

Dennoch kann man nicht schluf3folgern, dald3 der pathologische Phanotyp der
Patienten lediglich durch den Verlust dieser Domane zustande kommt. Vielmehr
ist zu erwarten, daf3 sich die Proteinkonformation auf Grund der abweichenden C-
terminalen Aminoséuresequenz und dem vorzeitigen Stopkodon &ndert. Beim
derzeitigen Stand der Ergebnisse |3t sich deshalb nicht sagen, ob spezifische
Interaktionen gestort sind. Allerdings kann man vermuten, daf} immer noch
funktionelles PQBP1 in den Patienten synthetisiert wird, da ein vollstéandiger
Knockout von Pgbpl in Mausen letal ist. Transgene Mause hingegen, welche das
humane PQBP1 Uberexprimieren, zeigen einen neuronalen Phanotyp, der sich
allerdings erst ab einem Alter von 22 Monaten etwickelt. Es kommt bei diesen
Méausen zu einer Reduktion der Neuronen im anterioren Horn und im Cerebellum
(Okuda et al., 2003). Diese Ergebnisse stlitzen die Annahme, daf’ eine korrekte

PQBP1 Funktion von besonderer Bedeutung flr neuronale Zellen ist,
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insbesondere, da sonst keine anderen phanotypischen Auffalligkeiten vorhanden
sind.

Um ein besseres Verstandnis der Pathogenese der Patienten mit Mutationen in
PQBP1 und fur die generelle Funktion von PQBP1 zu erlangen, miften
Interaktionsstudien mit den mutierten Proteinen beispielsweise in Form von
Koimmunprézipitationen durchgefuhrt werden. An Hand dieser Studien kodnnte
man feststellen, ob bei den verschiedenen, mutierten Proteinen eine Interaktion
mit dem einen oder anderen Partner gestort ist. Dartber hinaus kénnte man Yeast
Two Hybrid Experimente durchfihren, um weitere Interaktionspartner zu
identifizieren. Da sich Knockout Mause als letal erwiesen haben, ware es sinnvoll,
transgene Mause herzustellen, die anstatt des murinen Pqgbpl die
Haupttranskriptvariante des mutierte humane PQBP1 exprimieren. Moglicherweise
fuhrt diese Uberexpression zu pathologischen Interaktionen mit anderen
Proteinen, die Rickschlisse auf die Pathogenese beim Menschen zulassen.
Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchung konnte
nachgewiesen werden, dald Mutationen in PQBP1 X-chromosomal vererbte
geistige Behinderung verursachen. Welche biologischen Prozesse durch eine

mutierte Form von PQBP1 gestotrt oder verandert sind, mul3 noch geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Geistige Behinderung ist eine aul3erst heterogene Erkrankung. Schwere Formen
dieser Erkrankung, charakterisiert durch einen 1Q geringer als 50, haben
hauptsachlich genetische Ursachen, wobei viele durch einen Defekt in einem
einzigen Gen verursacht werden. In letzter Zeit ist der Nachweis einiger dieser
genetischen Defekte, hauptsachlich auf dem X Chromosom, gelungen. Trotzdem
bleibt die molekulare Ursache von X-chromosomal gekoppelter geistiger
Behinderung (XLMR) in vielen Féllen immer noch ungeklart. Hingegen hat die
Identifizierung von autosomalen Genen, die eine Rolle bei der Entwicklung von
kognitiven Fahigkeiten spielen, gerade erst begonnen. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es einen Beitrag zur Erweiterung des Verstandnisses der
molekularbiologischen Ursachen von geistiger Behinderung zu leisten. Diese
Erkrankung ist immer noch eines der grol3ten ungeldsten Probleme der klinischen
Genetik und ein wichtiger Aspekt der Gesundheitsvorsorge.

Als Ursache fur X-chromosomale nicht-syndromale geistige Behinderung (NS-
XLMR) sind bereits mehrere Gene identifiziert worden. Dennoch legt die geringe
Mutationshaufigkeit in den bislang identifizierten Genen bei Familien mit NS-XLMR
nahe, dal3 ungefahr 30 bis 100 weitere NS-XLMR Gene existieren (Ropers et al.,
2003). Kiurzlich konnte durch die Analyse von Kopplungsdaten verschiedener
Familien gezeigt werden, dafR ungefahr 30% der genetischen Defekte auf dem
proximalen Arm des X-Chromosoms lokalisiert sind (Ropers et al., 2003). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine systematische Analyse von
gehirnspezifisch exprimierten Genen, die in dieser Region des X-Chromosoms
lokalisiert sind, durchgefuhrt. Diese Untersuchungen zeigten, dal3 Mutationen in
den X-chromosomalen Genen FTSJ1 und PQBP1 bei ménnlichen Patienten zu
geistiger Behinderung fuhren. Ebenso konnte gezeigt werden, dal3 die
unterschiedlichen Mutationen in den verschiedenen Familien mit der Erkrankung
kosegregiert.

Die Funktion des humanen FTSJ1 Proteins ist bislang nicht beschrieben worden.
Dennoch |al3t der Vergleich mit den entsprechenden paralogen Genen in der Hefe
und dem orthologen Gen in E. coli die Schlul3folgerung zu, dal3 das humane

FTSJ1 ebenfalls eine S-Adenosyl-L-Methionin abhangige Methyltransferase ist.
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Dariber hinaus konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels
Komplementationsstudien mit dem humanen FTSJ1 in den entsprechenden
Hefedeletionsstammen gezeigt werden, dal3 FTSJ1 eine tRNA-Methyltransferase
ist. Somit scheint FTSJ1 eine Rolle in dem fundamentalen Prozel3 der Translation
von Proteinen zu spielen. Im Gegensatz dazu ist der Phanotyp der Patienten mit
Mutationen in FTSJ1 relativ mild ausgepragt, und obwohl FTSJ1 ubiquitar
exprimiert wird, scheint die Expression wahrend der embryonalen Entwicklung des
Gehirns besonders kritisch zu sein. Diese Annahme wird durch eine verstarkte
Expression in fotalen Gehirngeweben unterstitzt. Darlber hinaus ist es
wahrscheinlich, dal3 das Gehirn auf Defekte in der Translationsmaschinerie
sensibler als andere Korperorgane reagiert. Eine weitere Mdglichkeit ware, daf3
ein anderes Protein teilweise die Funktion von FTSJ1 tbernehmen kdnnte. Eine in
vitro Untersuchung des Methylierungsstatus der entsprechenden tRNAs wére eine
Moglichkeit um diese Fragen zu klaren.

Das zweite X-chromosomale Gen, das in mutierter Form geistige Behinderung
verursacht und im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht worden ist, ist
PQBP1. Die molekularbiologische Analyse der RNA von Patienten mit Mutationen
in PQBP1 hat ergeben, dal3 die Uberwiegende Anzahl der Transkriptvarianten
Uber den sogenannten nonsense mediated mMRNA (NMD) Mechanismus abgebaut
werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 der pathologische Phanotyp
wahrscheinlich durch einen Funktionsverlust der Uberwiegenden Anzahl der
PQBP1 Proteinvarianten verursacht wird. Méglicherweise wird der pathologische
Phanotyp durch eine Kombination aus Funktionsverlust und modifizierter Funktion
der mutierten, stabilen PQBP1 Proteinvarianten verursacht. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde die zellulare Lokalisation der mutierten PQBP1 Proteine
im Vergleich zur zellularen Lokalisation der Wildtyp PQBP1 Hauptproteinvariante
untersucht. Die beobachtete, veranderte zellulare Lokalisation der mutierten
Proteine unterstitzt die Hypothese von einer veranderten Funktion verglichen mit
dem Wildtyp Protein. Mehrere Interaktionspartner sind bereits fur PQBP1
beschrieben worden, und einige dieser Interaktionspartner weisen auf eine Rolle
von PQBP1 beim SpleiRen von mRNA hin. Die prazise Aufgabe, die PQBP1 bei
diesem Prozeld Gbernimmt, ist jedoch noch nicht erforscht. Weitere Analysen der
unterschiedlichen Interaktionspartner von PQBP1 und deren Zusammenspiel mit

PQBP1 missen demnach noch eingehender untersucht werden. Des weiteren ist
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Zusammenfassung

es ziemlich wahrscheinlich, dafl3 die unterschiedlichen PQBP1 Proteinvarianten
verschiedene Aufgaben innerhalb der Zelle Ubernehmen, die entweder durch
dessen Funktionsverlust oder aber durch eine veranderte Funktion der mutierten
Proteinvarianten gestort werden. Weitere funktionelle Analysen sind notwendig,
um ein besseres Verstandnis der zellularen Prozesse zu erlangen, an denen
PQBP1 beteiligt ist.

Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag bei der ldentifizierung von
autosomalen Genen, die eine Rolle bei der Entwicklung von kognitiven
Fahigkeiten spielen. Die zytogenetische Analyse der DNA von Patienten mit
geistiger Behinderung, die Trager einer balancierten, reziproken Translokation
sind, kdnnen zur ldentifikation von Kandidatengenen fuhren, die im oder in der
N&he des chromosomalen Bruchpunktes liegen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine solche molekulare Untersuchung
der DNA einer weiblichen Patientin mit Rett Syndrom durchgefiihrt. Dabei wurde
NTNG1 als Kandidatengen identifiziert und mittels RT-PCR Experimenten gezeigt,
dall eine Transkriptvariante dieses Gens durch die chromosomale
Umstrukturierung unterbrochen wird und in reduzierter Menge vorliegt. Diese
Transkriptvariante kodiert fir eine Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankerte
Proteinvariante von NTNG1. Alle Proteinvarianten von NTNG1 agieren als
Axonleitmolekile und sind fir das Wachstum und die Ausrichtung von
thalamokortikalen Axonen (TCAs) wichtig. Die TCAs wiederum sind fur die
Weiterleitung von Signalen aus dem Thalamus in den Kortex verantwortlich. Die
Reduzierung einer NTNG1 Proteinvariante bei der Patientin fihrt mdglicherweise
zu einem verminderten Wachstum bzw. zu einer Fehlverschaltung solcher TCAs.
Eine solche Entwicklungsstérung ware eine magliche Erklarung fir die kognitiven
Defizite der Patientin, und wirde die Hypothese unterstitzen, da3 NTNG1 eine
Rolle bei der Pathogenese des Rett Syndroms spielen kdnnte. Weitere in vitro
Experimente mit neuronalen Zellen miuf3ten zeigen, dafld das Wachstum von TCAs,
verursacht durch Haploinsuffizienz einer Variante von NTNG1, gestort wird.
Dartiber hinaus konnte NTNG1, auf Grund der phanotypischen Uberlappung des
Rett Syndroms und der geistigen Behinderung, ein autosomales Kandidatengen
fur geistige Behinderung sein.

Zum Abschlu 1aRt sich festhalten, dafl im Rahmen der vorliegenden Arbeit

sowohl autosomale als auch X-chromosomale Gene mit unterschiedlichen
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Zusammenfassung

Funktionen in Zusammenhang mit geistiger Behinderung gebracht werden
konnten. Die ldentifizierung von zwei neuen Genen fur NS-XLMR, FTSJ1 und
PQBP1, bestatigen, dal3 es sich bei geistiger Behinderung um eine sehr
heterogene Erkrankung handelt. Keines der beiden Proteine interagiert mit bereits
beschriebenen Genprodukten, die in mutierter Form XLMR verusachen, oder
agiert in deren Signaltransduktionswegen.

Vorgange wie Axonleitung, vermittelt durch NTNG1, tRNA Methylierung, vermittelt
durch FTSJ1 und Spleien von mRNA, vermittelt durch PQBP1 scheinen wichtige
Prozesse bei der Entwicklung des Gehirns zu sein.

Die Identifizierung von Genen, die fur kognitive Fahigkeiten verantwortlich sind,
stellen somit einen guten Ausgangspunkt dar, um ein besseres Verstandnis der
molekularen Mechanismen zu erlangen, die der Funktion des Gehirns zu Grunde

liegen.
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6 Summary

Mental retardation is a very heterogeneous disorder. Severe forms, defined by an
IQ of <50, have predominantly genetic causes, and many are due to defects in
single genes. Recently progress has been made in the identification of the relevant
gene defects, most notably on the human X-chromosome. However, most of the
underlying molecular causes of X-linked mental retardation have still to be
identified, and the search for autosomal genes that play a role in mental
retardation is in its infancy. The aim of this study was to contribute to the molecular
understanding of mental retardation, which is the largest unsolved problem in
clinical genetics and a very important healthcare issue.

Several genes involved in nonspecific X-linked mental retardation (NS-XLMR)
have been identified by genetic analysis so far. However, the low mutation
frequency in these NS-XLMR genes in families with X-linked inheritance of MR
indicates that still 30-100 NS-XLMR genes have yet to be detected (Ropers et al.,
2003). Recently, it has been shown by analysis of linkage data from several
families that approximately 30% of these genetic defects cluster on the proximal
Xp (Ropers et al., 2003). Within the framework of this study, a systematic mutation
screen of brain-expressed genes from this region was designed and performed.
This analysis revealed that mutations in the X-chromosomal genes FTSJ1 and
PQBP1 definitively result in mental retardation in male patients. For each gene,
mutations cosegregated with the disorder in several families.

The function of human FTSJ1 has not been investigated; however, studies on
related yeast and E. coli proteins suggest that it functions as a S-Adenosyl-L-
Methionine-dependent methyltransferase. Within the framework of this study,
rescue experiments with human FTSJ1 in yeast deletion strains verified its role as
a methyltransferase. Moreover, these results suggested that FTSJ1 functions
specifically as a t-RNA methyltransferase. Which implies a role for FTSJ1 in
protein translation. Although FTSJ1 is ubiquitously expressed, the phenotype of
patients with mutations in this gene is relatively mild. Probably the activity of
FTSJ1 is most critical during brain development; this is supported by its high
expression in fetal brain. Moreover brain structures could be more sensitive than
other organs to defects in the translational machinery. Another possibility is that

another protein could partially compensate the loss of function of FTSJ1. Further
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functional studies, investigating the methylation sites of particular tRNAs might
help clarify these questions.

The second X-chromosomal gene involved in mental retardation and investigated
in this work is PQBP1. Molecular analysis of RNA derived from patients with
mutations in PQBP1 showed that the majority of normal splice variants of PQBP1
are degraded by NMD. Indicating that the disorder likely arises from a loss of
function of the majority of the PQBP1 proteins, perhaps together with a modified
PQBP1 function resulting from the remaining stable transcripts. These stable
mutant proteins were investigated within the framework of this study, and the fact
that they exhibit a modified cellular localization with respect to the wild type
proteins supports this hypothesis. Various interaction partners for PQBP1 have
been described, and it seems that PQBP1 is involved in RNA splicing. The precise
role of PQBP1 in this process is still unclear and has to be investigated by more
precise analysis of the relationships between PQBP1 and its interaction partners.
Furthermore, it is likely that the different PQBP1 proteins fulfill numerous different
functions that may be affected by the abnormal proteins present in affected
individuals. Further studies aim to explore these functional questions. The second
focus of this work was the identification of autosomal genes that might play a role
in cognitive function. The cytogenetic and subsequent molecular analysis of DNA
from mentally retarded patients carrying balanced chromosomal rearrangements
can lead to the identification of candidate disease genes lying at or near the
breakpoints.

In this study, through such molecular characterization of DNA from a female Rett
syndrome patient carrying a balanced translocation between chromosomes 1 and
7, the candidate gene NTNG1 was identified. One transcript variant of the NTNG1
gene is disrupted, and semi-quantitative RT-PCR experiments on a cell line from
the patient showed that transcripts from this particular variant are reduced
compared to controls. This transcript variant encodes a GPI anchored protein
variant of NTNG1. All protein variants of NTNG1 act as axon guidance cues and
are important for positioning thalamocortical axons (TCA). Thalamocortical axons
are critical for transducing signals from the thalamus to the cortex. A dosage-
dependent incorrect wiring of TCAs could explain the cognitive defects in this
patient and thereby supports a role for NTNG1 in Rett Syndrome. Moreover, given

the phenotypic overlap between this disorder and mental retardation, these results
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bring the NTNG1 gene to the forefront as an autosomal candidate mental
retardation gene. Taken together, the results of this work demonstrated the
presence of two novel NS-XLMR genes. Furthermore, detection of disease-
causing mutations in FTSJ1 and PQBP1 confirmed the genetic heterogeneity of
mental retardation in that neither one nor the other protein is involved in pathways
or interactions with previously described genes involved in XLMR. Interestingly,
both proteins are involved in basic cellular processes. FTSJ1 acts as a tRNA
methyltransferase involved in translation, and PQBP1 seems to participate in
MRNA splicing.

Finally, the identification of genes involved in cognitive function provides a starting
point for gaining a better understanding of the molecular mechanisms critical for
brain function. In this study, both autosomal and X-linked genes with diverse
functions could be linked to mental retardation, implicating processes including
axon guidance, RNA methylation, and regulation of mRNA splicing in the
development of the brain, and thereby providing novel insights into the molecular
aspects of cognition.
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Abb.
APS
AS
ATP
Bp
BSA
bzw.
°C
cDNA
Ci
Cpm
DABCO
DAPI
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DHPLC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT

E. coli
EDTA
EST
EtBr

HEPES
IPTG
Kb

Abbildung

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserum Albumin

beziehungsweise

Grad Celsius

complementary DNA (engl.), komplementadre DNA
Curie

counts per minute (engl.), Zahlungen pro Minute
1,4-diazobicyclo-2,2,2-octan
4i-6-Diamidino-2-phenylindol
desoxy-Adenosintriphosphat
desoxy-Cytidintriphosphat

Diethylpyrocarbonat

desoxy-Guanosintriphosphat

denaturing high-performance liquid chromatography
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid (engl.), Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosid-5i-triphosphat

Dithiothreithol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Expressed Sequence Tag

Ethidiumbromid

Gramm
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
Isopropyl-£]-D-Thiogalactopyranosid

Kilobasen
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kDa

LB

MOPS
MR
MRNA

NMD

NS-MRX

oD

oLB
PCR
RTT
RT-PCR
RNA

S.

S. cerevisiae
SDS
Tab.
Taq
tRNA
XLMR

ZNS

kilo Dalton

Liter

Luria-Bertani

milli

molar

mikro

3-Morpholinopropansulfonsaure

mental retardation (engl.) geistige Behinderung
messenger RNA (engl.), Boten-RNA

nano

nonsense mediated mMRNA decay (engl.), Nonsense
vermittelter mMRNA-Abbau

non-syndromic X-linked mental ratardation (engl.) nicht-
syndromale geistige Behinderung

optische Dichte

oligo labeling buffer (engl.), Oligo-Markierungspuffer
polymerase chain reaction (engl.), Polymerase-Kettenreaktion
Rett Syndrom

Reverse Transkriptions-PCR

ribonucleic acid (engl.), Ribonukleinséaure

siehe

Saccharomyces cerevisiae: Backerhefe

sodium dodecylsulfate (engl.), Natriumdodecylsulfat
Tabelle

Thermus aquaticus

transfer-RNA

X-linked mental retardation (engl.) X-chromosomal
gekopppelte geistige Behinderung

Zentrales Nervensystem
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