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1. EINLEITUNG

1.1 Genetische Krankheiten mit fazialen Abnormalitaten

Das Gesicht ist das wohl wichtigste Merkmal jedes Menschen. Von jeher hat es eine grol3e
Faszination auf den Menschen ausgeiibt. In der Mythologie findet man viele Beispiele,
Janus mit seinem doppelten Gesicht, der in die Zukunft wie in die Vergangenheit blickte,
oder Cyclops, der Homer’'s Odysseus plagte. Das Gesicht kann uns etwas Uber die
Vergangenheit, die Gegenwart und die Zukunft des Menschen sagen. Uber die
Krankheiten, die man gehabt hat, welche man mit sich tragt und welche mdglicherweise in

die néchste Generation Ubertragen werden.

Die craniofaziale Region neigt zu angeborenen Abnormalitaten (Gorlin et al., 1990). Die
Dysmorphien kénnen durch teratogene und genetische Faktoren verursacht werden. Durch
die Klarung der morphogenetischen Signawege kann man die normae
Gesichtsentwicklung und die durch die Umwelt und genetische Faktoren verursachten

Modifikationen besser verstehen (Whiting, 1997).

Die Entwicklung des Gesichts in Vertebraten ist ein dynamischer und komplexer Prozess.
Der Prozess beginnt mit der Bildung von Zellen der Neuraleiste in dem sich
entwickelnden Gehirn und ihrer Migration, um mit den mesodermalen Zellen die
Gesichtsprimordia zu entwickeln. Die Interaktion von Signalmolekilen koordiniert die
Entwicklung der Gesichtsprimordien von undifferenziertem Mesenchym zu einer Serie von
Knochen und Knorpeln, die zusammen mit den anderen Geweben das adulte Gesicht
bilden. Manche dieser Molekile sind durch Analyse von Mausmutanten, craniofazialen
Syndromen bel Menschen und Expressionsstudien wahrend der Gesichtsentwicklung
identifiziert worden (Francis-West et al., 1998).

Das Gesicht entwickelt sich aus 5 Fortsétzen: der frontonasalen Erhebung (prominence)
und zwel maxillaren und zwei mandibuldren Erhebungen. Beim Menschen beginnt der
Prozess etwa in der vierten Woche der Entwicklung und in der achten Woche ist ein

erkennbares Gesicht zu sehen.

Klinische Dysmorphologie ist die Studie der abnormalen Entwicklung des Menschen, mit
dem Schwerpunkt seltene Syndrome und die Fehlbildungen im Korper. Viele Syndrome

sind mit mentaler Retardierung assoziiert. Dies weist darauf hin, dal3 die Gene, die die
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korperliche Entwicklung beeinflussen, auch fir die Entwicklung des zentralen

Nervensystems wichtig sind (Winter, 1996).

Faziale Abnormalitdten konnen durch Mutation in Genen verursacht werden. Es ist aber
unklar, welche Gewebe in welchem Stadium der Gesichtsentwicklung betroffen sind. Da
die Gesichts- und Gehirnentwicklung entweder durch direkte Interaktionen oder durch
sekundére Effekte in Gehirn und Schadel miteinander verbunden sind, ist es nicht immer
erkennbar, ob die durch eine Mutation in einem Gen verursachte Gesichtsabnormalitét ein
direkter Effekt auf die Gesichtsentwicklung gewesen ist oder ob ein sekundérer Effekt
durch die abnormale Gehirnentwicklung vorliegt (Francis-West et al., 1998; Opitz und
Gilbert, 1982; Couly und Le Dourain, 1985, 1987).

Man kennt viele Beispiele von Fehlbildungserkrankungen, bei denen Gesicht und
Gliedmal3en betroffen sind. Klassische Beispidle sind Craniosynostosen wie
Craniosynostose Typ Boston, Pfeiffer-Syndrom, Apert-Syndrom, Smith-Lemli-Opitz-
Syndrom und Greig-Cephal opolysyndaktylie. Im Grunde ist die Entwicklung von Gesicht
und Gliedmalden sehr ahnlich. Die beiden Strukturen beginnen als undifferenzierte
mesenchymale Zellen, die von epithelialen Zellen umgeben sind. Das Wachstum dieser
Organe wird durch die Interaktion zwischen Mesenchym und Epithelium kontrolliert
(Wedden et al., 1988; Tickle und Eichele, 1994). Wie die Gesichtsentwicklung mit
frontonasalen-, maxillaren- und mandibul dren-Fortsétzen anfangt, beginnt die Entwicklung
der Gliedmal’en vom paraxidlen Mesoderm (Cohn et a., 1995). Kurz nachdem
Gliedknospen zu sehen sind, wird ein Bereich, bekannt als apicale ectodermale Leiste
(AER, Apical Ectodermal Ridge), entlang der Apex gebildet. Zur gleichen Zeit erwirbt eine
Region im posterioren Bereich des Mesenchyms die Fahigkeit, anteroposterior die Bildung
der Finger zu regulieren. Diese Geweberegion ist die Zone der polarisierenden Aktivitat
(ZPA, Zone of Polarizing Activity) (Schneider et a., 1999). Es scheint, dal3 das
craniofaziale Primordium eine ZPA hat, die aquivalent zur ZPA in Gliedmalien ist (Helms
et a., 1997). In Gliedmal3en ist ZPA eine Region des posterioren Mesenchyms, welche die
anteroposteriore Achse in dem sich entwickelnden Gliedmalien spezifiziert. Obwohl
Gesicht und Gliedmal3en grundsétzlich zwel verschiedene Strukturen sind, fragt man sich,
ob ihre Entwicklung durch den gleichen Mechanismus verlauft (Schneider et al., 1999).

Studien genetischer Syndrome, bei denen Gesicht und Gliedmal3en betroffen sind, sind der
beste Weg, um diese Frage beantworten zu kénnen. Das Greig-Cephal opolysyndaktilie
Syndrom (GCPS, MIM 175700) ist eine autosomal dominanterbliche Krankheit, bei der



Einleitung 3

GliedmalRen und die craniofaziale Entwicklung betroffen sind. Die betroffenen Patienten
zeichnen sich durch die postaxiale Polydaktylie der Hande, preaxiade Polydaktylie der
Fule, Macrocephalie mit einer prominenten Stirn, Hypertelorismus und eine breite Nase
aus (Semenza, 1999). Als Lokus fur dieses Syndrom wurde das GLI3 Gen auf 7pl3
identifiziert (Vortkamp et a., 1991, 1995). GLI3 kodiert flr einen Transkriptionsfaktor der
Familie GLI-Krlppel Proteine, charakterisiert durch seine 5 Zinkfinger (Ruppert et a.,
1988). AuRRer GCPS sind 4 weitere autosomal dominanterbliche Erkrankungen mit GLI3
Mutationen assoziiert: Pallister-Hall Syndrom (PHS, MIM 146510) (Kang et a., 1997),
postaxiale Polydaktylie Typ A (PAP-A, MIM 147200) (Radhakrishna et al., 1997),
postaxiale Polydaktylie Typ A und B (PAP-A/B) (Kucheria et al., 1981), und preaxiae
Polydaktylie Typ-IV (PPD-1V, MIM 174700) (Baraitser et al., 1983). Da keine Genotyp-
Phanotyp Korrelation zwischen Mutationen im GLI3 Gen und Phanotypen der
obengenannten Syndrome und keine klare Grenzen zwischen den Phanotypen existiert,
werden alle GLI3 Mutationen “GLI3 Morphopathien, genannt (Radhakrishnaet a., 1999).

Craniosynostose, die frihzeitige Verschlul3 einer oder mehrerer Schadelnéhte, die zu
abnormaler Schadelform fuhrt, ist eine Erkrankung mit extrem heterogener Atiologie und
einer Haufigkeit von etwa 1 in 3000 Neugeborenen (Gorlin et al., 1990). Die bekannten
Craniosynostose-Syndrome sind Craniosynostose Typ Boston (MIM 604757), Pfeiffer-
Syndrom (MIM 101600), Apert-Syndrom (MIM 101200), Crouzone-Syndrom (MIM
123500), Jackson-Weiss-Syndrom (MIM 123150), Beare-Stevenson-Syndrom (MIM
123790), Muenke-Craniosynostose (MIM 134394), Shprinzen-Goldberg-Syndrom (MIM
182212) und Saethre-Chotzen-Syndrom (MIM 101400) (Wilkie, 1997). Die obengenannten
Syndrome werden durch Mutationen in einem von 6 Genen, MSX2, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, FBN1 bzw. TWIST verursacht. Die klinische Beobachtung zeigte, dal} viele
Craniosynostosen von Gliederabnormalitéten begleitet werden. Dadurch &% sich
vermuten, dald die craniofazide und die Gliederentwicklung gemeinsame Signalwege

benutzen.

Die Suche nach der Ursache genetischer Krankheiten und die Klarung der Mechanismen
der menschlichen Entwicklung ist durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms
erheblich beschleunigt worden. Eine Konsensus Sequenz von 2,91 Milliarden Basenpaaren
des euchromatischen Humangenoms wurde mit verschiedenen Gen-Vorhersage

Programmen analysiert und die Anzahl der Gene wurde zwischen 26000 und 38000
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geschétzt, bedeutend weniger ist als die vorher geschétzten 50000 bis 100000 (Venter et
al., 2001; Fields et ., 1994).

1.2 Die Trichorhinophalangealen Syndrome Typ |, Typ Il und Typ 111

Die wichtigsten Merkmale der Trichorhinophalangealen-Syndrome Typ | (TRPS I, MIM
190350), Typ Il (TRPS I, MIM 150230) und TRPS III (TRPS I, MIM 190351) sind
craniofaziale Dysmorphien und Skelettanomalien. Die Merkmale, die alle drei Typen
gemeinsam haben, sind diinnes, langsam wachsendes Kopfhaar, medial buschige, lateral
ausgedinnte Augenbrauen, eine knollige, birnenférmige Nase, ein langes, flaches Philtrum,
ein fliehendes Kinn, eine schmale Oberlippe und abstehende Ohren. Die Patienten mit
TRPS haben zapfenformige Epiphysen an den Phalangen und sind von kleiner Statur.
Giedion hat 1966 als erster das Trichorhinophalangeale (TRP)-Syndrom beschrieben
(Giedion, 1966). Langer beschrieb in 1969 eine thoraco-pelvic-phalangeale Dystrophie, die
aulBer den Symptomen von TRPS, mentale Retardierung und multiple kartilagindre
Exostosen aufwies (Langer, 1969). Die Erkrankung wurde Langer-Giedion-Syndrom
(LGS) oder TRPS I genannt und die zuerst beschriebene wurde TRPS | genannt (Hall et
a., 1974). TRPS1 und Il werden autosomal dominant vererbt und es gibt wenige Félle von
TRPS | Patienten mit zytogenetisch sichtbare Deletionen. Bel diesen Deletionen handelt es
sich nur um TRPSL Gen. TRPS 1l ist ein Gengruppensyndrom, bei dem das TRPS1- und
das EXT1-Gen betroffen sind. Alle TRPS Il Patienten haben eine zytogenetisch sichtbare
Deletion in der Region 8924 die das TRPS1L Gen und EXT Gen einschlief3en (Buhler und
Malik, 1984). Im Gegensatz zu TRPS |, bel dem familidre Falle auftreten, gibt es bei dem
TRPS Il nur sporadische Félle. Patienten mit einem typischen TRPS | Gesicht und
schwererer Brachydaktylie, Wachstumsretardierung, aber ohne mentale Retardierung,
wurden berichtet (Sugio und Kagjii, 1984; Niikawa und Kamei, 1986). Die Patienten hatten
keine multiplen kartilagindren Exostosen. Niikawa und Kamei (1986) schlugen vor, das
dieses Form als TRPS Ill zu bezeichnen. Es sind andere Féle von TRPS Ill Patienten
berichtet worden mit genereller Verkirzung aller Phalangen und Metakarpalen ohne
mentale Retardierung und multiple Exostosen (Nagai et al., 1994; Itin et al., 1996; Vilain et
al., 1999).
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Abbildung 1.1: Ein familiarer
Fal von TRPS | mit drei
Patientengenerationen. Der
Indexpatient (Mitte), die Mutter
(links) und die miitterliche
Grol3muitter (rechts).

1.3 Feinkartierung der TRPS| Chromosomenr egion

Fur die Bestimmung der chromosomalen Region des Langer-Giedion-Syndroms (LGCR),
wurde ein komplettes Y AC-Contig fur 8924.1 konstruiert. Es wurde festgestellt, dal3 TRPS
I ein Gengruppen-Syndrom ist und dal3 das TRPSL Gen proxima zum EXT1 Gen liegt
(Hou et al., 1995; Ludecke et al., 1995). Die Klonierung von EXT1 bewies, dal3 TRPS Il
ein Gengruppen-Syndrom ist, bel dem das EXT1 und das TRPS Gen betroffen sind (Ahn et
a., 1995). Multiple kartilagindre Exostosen kénnen auch isoliert, autosomal dominant
vererbt werden. Die Deletions-SRO (shortest region of deletion overlap) von TRPS Il
wurde auf 2 Mb in 8924.1 geschétzt (Ludecke et al., 1991). Der Inversionsbruchpunkt von
Patientin HB11480 mit TRPS I, (Ludecke et al., 1995) und der Trans okationsbruchpunkt
von dem Patienten EA (Hou et a., 1995) definierten die proximalen und distalen Enden
der minimalen TRPS | Genregion, die mit der TRPS Il Deletions-SRO Uberlappt und auf
etwa 900 kb geschétzt wurde (Abb. 1.2). Die Patientin HB11480 ist eine TRPS | Patientin
mit einer parazentrischen Inversion inv(8), die urspringlich als 46,XX inv(8)(p21g22)
beschrieben war. Die YACs A3B7 und A33F4 Uberspannen den 8q Inversionsbruchpunkt
in dieser Patientin. Der Inversionsbruchpunkt von Patientin HB11480 liegt etwa 35-55 kb
proximal vom Translokationsbruchpunkt der Patientin KS2166, der auch durch die YACs
A3B7 und A33F4 abgedeckt wird. Der Inversionsbruchpunkt von der Patientin HB11480
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wurde als das proximale Ende der minimalen TRPSL Genregion betrachtet. Die distalen
Deletionsbruchpunkte der Patienten JL1386 und CR5568 kartieren in YAC 340B11
(LUdecke et al., 1995; Brandt et al., 1997). Patient NS hat TRPS | und eine parazentrische
Inversion, assoziiert mit einer 4 Mb interstitiellen Deletion auf dem langen Arm von
Chromosom 8. Der distale Deletionsbruchpunkt von diesem Patienten und der
Insertionsbruchpunkt von Patient JS1380 kartiert zwischen YACs A3B7 und 30C3 (Sasaki
et a., 1997; Ludecke et al.,1995). Die Patientin JJ14227 hat den typischen TRPS Phanotyp
ohne Exostosen (TRPS ). Sie hat eine submikroskopische interstitielle Deletion in YAC
A3B7. Bruchpunkte der Patienten mit TRPS | sind auf eine grof3e Region verteilt und
konnten deshalb nur mit YAC Klonen abgedeckt werden. Die minimale TRPSL Genregion
ist mehrmals durch die YAC Klone reprasentiert, aber die gesamte Region wird durch den
1,6 Mb CEPH MEGA YAC 919G10, der sich weit Uber das proximale Ende der minimalen
TRPSL Genregion streckt, abgedeckt. Um die TRPS kritische Region nach dem Gen zu
durchsuchen, wurde ein PAC Contig, das die Region uberspannt, von Dr. Schmidt aus
unserem Labor, konstruiert. Die PAC Klone 8 und 9 wurden mit LE1.3 (distales Ende von
YAC A3B7) isoliert. Die PAC Klone 5 und 7 wurden mit YL2.2 (proximales Ende von
YAC 340B11) isoliert. PAC 11 wurde mit dem SP6 Ende von PAC 9 isoliert und PAC 13
mit dem PAC 5T7 Ende. Der PAC Contig beinhaltet sechs tberlappende Klone: PACS,
PAC9, PAC11, PAC13, PAC5, PAC7. PAC8BSP6 prasentiert das proximale Ende des
Contigs und PAC7SP6 prasentiert das distale Ende.
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Abbildung 1.2: Die TRPS |

Bruchpunkte in Patienten mit TRPS | und die DNA Marker (Ludecke et al., 1999).
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1.3 Zieleder Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit waren in der Region keine EST (Expressed Sequence Tagged,
exprimierten Sequenzen) Klone bekannt. Das PAC-Contig (Abb. 1.2) sollte sowohl in
proximaler as auch in distaler Richtung ausgedehnt werden, um die proximalen
Bruchpunkte von den Patienten HB11480 und KS2166 und die distale Bruchpunkte vom
Patient EA abzudecken. Das PAC-Contig sollte as Grundlage dienen, um mittels
positionalen Klonierung das TRPSL Gens zu identifizieren. Die PAC Klone sollten in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fur molekulare Biotechnologie in Jena, im Rahmen des
Humangenomprojekts, vollstandig sequenziert werden. Die Sequenzen sollten durch die
computergestitze Analyse nach Exons durchsucht werden. Die vorhergesagten Exons
sollten mit konventionellen Methoden wie Durchmustern von cDNA-Bibliotheken isoliert
und analysiert werden. Die Regionen, die als Positionskandidaten fur das TRPSL Gen
gehandelt werden, sollten bei den Patienten mit TRPS | nach Mutationen durchsucht
werden. Nach der Isolierung und Charakterisierung des menschlichen Gens sollte das
Mausgen isoliert werden. Diesist die Voraussetzung, um ein Mausmodell zu konstruieren.

Die Tiermodelle helfen im Allgemeinen bel der Klérung der Pathogenese von Krankheiten.
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MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefihrt, von den Firmen Boehringer
Mannheim, Merck (Darmstadt), Sigma (Heidelberg), Serva (Heidelberg) und GibcoBRL

(Eggenstein) in pro analysis Qualitét bezogen. Die Radiochemikalien wurden von den

Firmen DuPont/NEN (Bad Homburg) und Amersham Pharmacia (Freiburg) bezogen.

2.1.2 Standard-L 6sungen und -Medien

Standard| 6sungen:

CES:
Denhardts:
10xLadepuffer:
PBS:

SM:

SSC:

SSPE:

STE:
TAE-Puffer:
TE:

TBE:
MMTB:

1 M Sorbitol, 100 MM NaCitrat, 50 mM EDTA pH 8.0

0.02% Ficoll, 0.02% Polyvinylpyrrolidon, 0.02% BSA

0.25% Bromphenolblau oder Xylenblau, 15% Ficoll, 10 mM EDTA
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM NaHPO,, 1.4 mM KH,PO,
50 mM Tris-HCI pH 7.8, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,

150 mM NaCl, 15 mM Nag-Citrat

180 mM NaCl, 10 mM NaH,;PO,4, 1 mM EDTA pH 7.4

0.1 M NaCl, 10 mM Tris/HCl pH 8.0, ImM EDTA pH 8

40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI pH 7.8, 1 mM EDTA

50 mM Tris-Borat, 4 mM EDTA pH 8.3

50 mM TrispH 8.0, 80 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.5% SDS

Standardmedien:

AHC-Medium:

LB-Medium:
LB-Platten:

LM-Medium:
NZY -Medium:

0.17% Yeast Nitrogen Base (Difco), 0.5% (NH,)>SO,, 1% Casein Hydro-

lysate Acid (USB), 20 pg/ml Adeninhemisulfat, 2% Glucose
1% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 1% NaCl

LB-Medium, 1.2% Bacto-Agar (Difco), 100 ug/ml Ampicillin, 16 pg/ml

X-Ga
1% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 0.5% NaCl

0.5% NaCl, 0.2% MgSOsx7H20, 0.5% Hefeextrakt, 1% NZ-Amin (ICN),

pH 7.5 (mit NaOH)



Material und Methoden 10

NZY-Platten:  NZY-Medium, 1.5% Bacto-Agar (Difco)

2.1.3 Vektoren

pET32 (Stratagene)
PPNT (Stratagene)
pT7T3 (Pharmacia)

pBluescript Il KS+  (Stratagene)
2.1.4 Enzyme
Restriktionsenzyme:

Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer Mannheim, New England

BioLabs, GibcoBRL und Pharmacia bezogen.

weitere Enzyme:

Alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim)
AmpliTag-Polymerase (Perkin Elmer)
Desoxyribonuklease | (Boehringer Mannheim)

DNA-Polymerase |, Klenow-Fragment  (Boehringer Mannheim)
Plasmid-Safe ATP-Dependent Dnase  (Epicentre Technologies)

Proteinase K (Boehringer Mannheim)

reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim, GibcoBRL)
Ribonuklease A (Boehringer Mannheim)
Ribonuklease T, (Boehringer Mannheim)
T,-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim)

Terminale Transferase (Boehringer Mannheim, GibcoBRL)
Yeast Lysate Enzyme (YLE) (ISN)

2.1.5 Bakterienstamme

E.coli DH5[: endAl, hsdR17, supE44, thi-1, 117, recA, gyrA96, relAl

E.coli XL1-Blue: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
[F proAB, lacl9Z0M15, Tn10 (Tet")]

E. coli XL1-BlueMRA:  A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44,
thi-1, gyrA96, relAl, lac

E.coliXL1-BlueMRA(P2): A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thil,
gyrA96, relAl, lac (P2)
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2.1.6 Klone

Tabelle 2.1: Verwendete Klone
ESTs IMAGE V ektor InsertgroRe | Gewebe
AA662457 |1218102 PT7T3D-Pac 313 normale Prostata
H53479 202658 PT7T3D-Pac 2255 fotale Leber und Milz
H53854
AA596249 | 1052206 PT7T3D-Pac 428 Maus Darm
AA755979 |1180313 PT7T3D-Pac Maus Myotuben
PACs* Name V ektor InsertgrofRe | Bibliothek
PAC5 M05168Q13 |PCYPAC-2 120 kb LLNLP704M05168Q13
PAC7 L1937Q13 PCYPAC-2 180 kb LLNLP704L1937Q13
PACS8 M1557Q13 PCYPAC-2 160 kb LLNLP704M1557Q13
PAC9 J0846Q13 PCYPAC-2 140 kb LLNLP704J0846Q13
PAC11 H1437Q13 PCYPAC-2 180 kb LLNLP704H1437Q13
PAC13 10653Q13 PCYPAC-2 150 kb LLNLP70410653Q13
PAC22 H08136 PCYPAC-2 107 kb RPCIP704H08136
PAC24 N08994 PCYPAC-2 160,5 kb RPCIP704N08999
PAC30 B08825Q2 PCYPAC-2 116,69 kb RPCIPB08825Q2

* Die PAC-Klone wurden Uber das RessourcenZentrunyPrimér Datenbank (RZPD), Berlin,

bezogen.

2.1.7 Bibliotheken

2.1.7.1 cDNA-Bibliotheken

Gewebe Vektor | Wirtsstamm (E. coli) |Herstellungsmethode | Bezugsguelle
Craniofaziales |\ ZAP I | XL1 Blue oligo(dT)/random- Stadler et 4.,
Gewebe primed 1992

Fotales A gtl0 | C600 hfl oligo(dT)-primed Clontech
Gehirn HL1010b
Maus 17-Tage |A gt10 | C600 hfl oligo(dT)/random- Clontech

alte Embryo primed ML5000a
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2.1.7.2 genomische Bibliotheken

Spezies Vektor | Wirtsstamm (E. coli) Gewebe Bezugsquelle
Maus A FIX 11 | XL1Blue MRA Leber Stratagene
Maus PPAC4 |DH10B Milz RPCI21
2.1.8 cDNA

QUICK-Screen™ Human cDNA Library Panel, K 1003-1, Lot # 6040232, Clontech
Mouse 17-day Embryo Marathon cDNA, Cat # 74-60-1, Lot # , Clontech

Human Fetal Brain Marathon-Ready™ cDNA, Cat # 7402-1, Lot # 9010717, Clontech

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von DNA

2.2.1.1 Praparation von genomischer DNA aus Blut

Zur Praparation von genomischer DNA aus Blut wurde das Nucleon BACC2-Kit der Firma
Amersham Pharmacia verwendet. Dabel wurden 2-5 ml EDTA-BIlut, das entweder frisch
abgenommen war, oder bei -20°C lagerte, mit 40 ml Reagenz A fur 4 min bel RT gemischt.
Die Zellkerne wurden zentrifugiert (4 min 3500 rpm) und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 2 ml des Reagenz B gel0st und nach Zugabe von 500 pl Sodium-Perchlorat
wurde die Losung fur 20 min bel 65 °C im Schittelbad gemischt. Anschlief3end wurden 2
ml kaltes Chloroform zugegeben, der Ansatz fir 10 min bei RT gemischt und fir 1 min bei
3000 rpm zentrifugiert. Von der Nucleon Silica-Suspension wurden 300 ul vorsichtig
zugegeben und for 3 min bel 3500 rpm zentrifugiert. Die Phase Uber der Silica
Suspensionsschicht enthielt die DNA und wurde in ein neues Gefal3 tberfihrt. Nach einer
Zentrifugation (3 min bei 3500 rpm) wurde der Uberstand in ein neues Rohrchen gefiillt
und zur Fallung der DNA mit 4 ml 100% Ethanol versetzt. Die DNA wurde mit einer
zugeschmol zenen Pasteurpipette aus dem Ansatz gefischt, in 70% Ethanol gewaschen, 15

min an  der Luft getrocknet und in 300 ul TE  geost.
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2.2.1.2 Praparation von Hefe-DNA

Die Praparation von hochmolekularer Hefe-DNA erfolgte nach einer Methode von Carle
und Olson (1984). 10 ml AHC-Medium wurden mit dem jeweiligen Hefestamm angei mpft
und 3 Tage im Schittelinkubator bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Die Hefezellen wurden
bei 500 g abzentrifugiert, zweimal mit 10 ml 50 mM EDTA pH 8.0 gewaschen, in 1ml
CES resuspendiert und 5 min bel Raumtemperatur stehengelassen. Nach weiterer Zugabe
von 1 ml CES mit 70 mM DTT, 280 U/YLE (yeast lysate enzyme, Hefe lysierende Enzym)
wurden die Hefezellen 2 h bei 37°C und 50 rpm inkubiert. Die Spharoblasten wurden 10
min bei 500 g abzentrifugiert, Uberstand in 0.7 ml frischem Lysepuffer (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0, 1% Sarkosyl, 1 mg/ml Proteinase K) resuspendiert und 2 h
bei 50 °C lysiert. Zum Abbau der RNA wurden 70 mg/ml RNase A und 1ul RNase T,
zugegeben und 2 h bel 37°C und 50 rpm inkubiert. Nach einer Extraktion mit dem
gleichen Volumen Phenol-Chloroform (1:1) und zweimal mit dem gleichen Volumen
Chloroform wurde die DNA mit dem 0.8 fachen VVolumen Isopropanol geféllt und 20 min
bei 13800 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen,

getrocknet und in H,O aufgenommen.

2.2.1.3 Praparation von Phagen-DNA

Der Wirtsstamm wurde in 5 ml LM-Medium mit 10 mM MgSO, und 0.2% Maltose
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die phagensensitiven
Bakterien wurden 15 min bei 850 g und 4 °C pelletiert und in 0.4fachem Volumen 10 mM
MgSO,-L6sung resuspendiert. 350 pl der Zellen wurden mit 350 pl Ca?*/Mg?*-Lésung
(jeweils 10 mM CaCl, und MgCl,) gemischt und die Phagenmenge zugegeben (10°-10°
pfu). Nach Inkubation von 15 min bei 37 °C wurde das Bakterien/Phagengemisch in 350
ml LM-Medium, 10 mM MgSO,, 0.2% Maltose Uberfuhrt und tber Nacht bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde 0.7 ml Chloroform hinzugegeben und die
Kultur fir 10 min bel 37 °C und 300 rpm geschittelt. Anschlief3end wurden die Zellen
pelletiert (15 min bei 7500 rpm und 4 °C). Der Uberstand wurde mit 21 g NaCl und 24.5 g
PEG (MW 8000) gemischt, der Ansatz 1 h auf Eis inkubiert und anschlief3end 30 min bei
17700 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml ®80-Puffer (100 mM Tris-HCI
pH 7.4, 100 mM NaCl, 10 mM MgS0,) geldst und mit demselben Volumen Chloroform
extrahiert. Die bakterielle DNA und RNA wurden durch Zugabe von 2 ug/ml DNasel, 2
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mg/ml RNaseA und 40 U/ml RNaseT; und Inkubation tber Nacht bei 37 °C abgebaut. Um
die Phagenkopfe zu zerstéren, wurde 1.4 ml SDS-Mix (2.5% SDS, 250 mM EDTA, 500
mM TrissHCI pH 8.0) zugegeben und 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Losung wurde
einmal mit dem gleichen Volumen Phenol, einmal mit Phenol-Chloroform (1:1) und
einma mit Chloroform extrahiert. Die Phagen-DNA wurde durch Zugabe von 310 ul 5 M
NaCl und 15.5 ml Ethanol gefdlt. Schliefdlich wurde die DNA mit 70% Ethanol
gewaschen, pelletiert, getrocknet und in 100 pl RNase-Losung (50 pg/ml RNaseA, 80

Units/ml RNaseT;) aufgenommen.

2.2.1.4 Praparation von Plasmid- und PAC-DNA

Die Bakterien wurden in dem jewelligen Flissigmedium (Plasmide: LB-Medium mit 100
pg/ml Ampicillin; PACs. LB-Medium mit 40 pg/ml Kanamycin) Uber Nacht im
Schittelinkubator (New Brunswick Scientific G26) bel 37 °C und 275 rpm kultiviert. Die
Praparation erfolgte bis auf wenige Modifikationen nach dem Protokoll der Firma Qiagen,
das auf der Methode von Birnboim und Doly (1979) beruht. Die Zusammensetzung der
Puffer 1-3 ist in den Pr&parationsprotokollen fur die analytische Praparation und die
Pr&paration im grof3en Mal3stab identisch.

Fur die analytische Prdparation wurde eine Bakterienkolonie Uber Nacht in 5 ml
geeignetem Medium inkubiert. 1.5 ml der UNK wurden 5 min bei 15000 g zentrifugiert
und das Pellet wurde in 300 ul Puffer 1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0,
100 pg/ml RNase A) aufgenommen. Nach einer Zugabe von 300 pl Puffer 2 (200 mM
NaOH, 1% SDS) wurde 3 min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurden 300 ul des Puffer 3
(3 M KOACc pH 5.5) zugegeben und 15 min bei 115009 und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, 500 pl Ethanol hinzugegeben und die DNA wurde durch
Zentrifugation (20 min bel Raumtemperatur und 11500 g) pelletiert. Das Pellet wurde mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl RNase-Losung (50 pg/ml RNaseA, 20

Units RNAse T in H,0O) aufgenommen.

Um im grof3en Mal3stab Plasmid- bzw. PAC-DNA zu gewinnen, wurden 500 ml Medium
mit 5 ml einer UNK angeimpft und tiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert (10
min bei 9950 g und 4 °C), in 20 ml Puffer 1 resuspendiert und 5 min bel Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 20 ml Puffer 2 zugegeben und 3 min bei RT inkubiert. Die
Suspension wurde mit 20ml vorgekuhlte Puffer 3 versetzt und 20 min auf Eis gestellt. Die
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Zéellreste wurden durch Zentrifugation (20 min bel 4 °C und 17700 g) pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, erneut zentrifugiert (15 min bei 4 °C und 13800 g) und auf
eine Qiagen 500 lonenaustauschsaule gegeben, die zuvor mit 10 ml QBT (750 mM NaCl,
50 mM MOPS pH 7.0, 15% Ethanol, 0.15% Triton X-100) aquilibriert wurde. Die an das
Saulenmaterial gebundene DNA wurde mit 30 ml QC-Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS
pH 7.0, 15% Ethanol) gewaschen und anschlief3end mit 5 ml bei 55 °C erwarmte QF-Puffer
(.25 M NaCl, 50mM TrissHCI pH 8.5, 15% Ethanol) eluiert. Die Fallung der DNA
erfolgte durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol und Zentrifugation (20 min bei 14000 g und
RT). Die DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pl RNase-

Ldsung aufgenommen.

2.2.1.5 Bestimmung der DNA-K onzentration

Fur die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die DNA in Wasser verdinnt und die
Absorption bel 260 und 280 nm in dem Spektralphotometer Ultrospec |11 von Pharmacia
gemessen. Die optische Dichte (OD) von 1 bel 260 nm entspricht 50 pg/ml doppel-
strangiger DNA, beziehungsweise 33 pg/ml einzelstrangiger DNA. Bel proteinfreier DNA
betragt der Quotient aus der OD bel 260 nm und der OD bel 280 nm 1.8.

Alternativ wurde die DNA-Konzentration durch Auftragung eines Aliquots neben 12 pl
AHindllI-GroRenstandard auf einem Agarosegel und anschlief3endem Vergleich der
Intensitdten der Banden abgeschétzt. Dabel entsprach das 23 kb grof3e Fragment des
AHindlI1-GroRenstandards einer DNA-Menge von 140 ng.

2.2.2 Restriktionsspaltung von DNA

Pro Restriktionsspaltung wurden 2 pg hochmolekulare DNA (genomische DNA, Hefe-,
PAC- und Phagen-DNA) beziehungsweise 0.8 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Die DNA
wurde mit 10 bis 20 Units des jewelligen Restriktionsenzyms und dem erforderlichen
Restriktionspuffer in eéinem Reaktionsvolumen von 20 pl gemischt. Durch Zugabe von 0.1
png/ul BSA wurden die Restriktionsenzyme stabilisiert. Die Restriktion von genomischer
DNA und Hefe-DNA erfolgte fir mindestens 6 h bei der empfohlenen Imkubations-
temperatur des Enzyms; PAC-, Phagen- und Plasmid-DNA wurden fUr 1 bis 2 h inkubiert.
Beim Schneiden der DNA durch zwei verschiedene Restriktionsenzyme mufite jeweils die

optimale Salzkonzentration berlcksichtigt werden: Zuerst wurde mit dem Enzym
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geschnitten, das eine niedrigere Salzkonzentration benétigte, anschlief3end wurde die
hohere Salzkonzentration in einem Reaktionsvolumen von 40 pl eingestellt, und das zweite

Enzym zugegeben.

2.2.3 Gelelektrophorese

Doppel stréngige DNA-Fragmente wurden in Abhangigkeit ihrer Grof3e in einem 0.5%igen
bis 2%igen Agarosegel aufgetrennt. Die Agarose wurde in IXTAE-Puffer geldst und mit
0.5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Als Laufpuffer diente IXTAE-Puffer mit 0.5 pg/mi
Ethidiumbromid. Die Elektrophoresekammern stammten von der Firma BRL, Modelle H5
und H6. Die restringierte DNA wurde mit 1/10 Volumen 10x Ladepuffer versetzt und
aufgetragen. Phagen-DNA wurde vor dem Auftragen 10 min bei 65 °C inkubiert, um
Konkatemere zu zerstoren. Pro Spur wurden 20 bis 40 pl DNA-L6sung bei 50 bis 100 Volt
aufgetrennt. Als GroRRenstandard dienten die 1 kb Leiter (GibcoBRL), Mspl-gespaltene
pUC19 DNA (MBI) und Hindlll-geschnittene Lambda-DNA (Boehringer). Die Gele
wurden auf einem Transilluminator unter UV-Licht (302 nm) mit einer Belichtungszeit von

1 sec und der Blende von 5.6 fotografiert.

2.2.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, die aus einer Restriktionsspaltung oder PCR stammten, wurden fir die
Sequenzierung und Subklonierung von unspezifischen DNA-Fragmenten, Nukleotiden,
Primern, Proteinen und sonstigen Verunreinigungen befreit. Die Aufreinigung erfolgte

nach einer der folgenden Methoden.

2.2.4.1 Millipore-M ethode

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurden diese zunachst
ausgeschnitten, in ein Filtergefal , Ultrafree-MC 0.45 um* der Firma Millipore Uberfhrt.
Die DNA-Fragmente wurden mindestens 1 h bei —70 °C inkubiert, 20 min bei 37 °C
aufgetaut und 20 min bei 5600 g zentrifugiert. Nach Zugabe von 20 pl H,0 wurde erneut 20
min bel 5600 g zentrifugiert. Die Agarose verblieb im Filter, und die DNA-Fragmente

gelangen ins Filtrat und konnten fr Subklonierungen eingesetzt werden.
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2.2.4.2 Microcon-M ethode

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten fur Sequenzierreaktionen wurde das Volumen der
PCR-Reaktion mit Merck H,O auf 500 ul erhoéht und in einen Filtereinsatz eines
»Microcon-100 Mikrokonzentrators® (Amicon) pipettiert. Nach Zentrifugation (15 min bei
500 g) wurde das Eluat, das Salze, Primer und Nukleotide enthdlt, verworfen, 500 pl H,O
zugegeben und wieder zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Der
Filtereinsatz wurde umgedreht, in ein neues Gefald Gberfihrt und 2 min bel 500 g

zentrifugiert. Danach liegen die DNA-Fragmente in einem Volumen von ca. 20 ul vor.

2.2.4.3 QIAquick-Methode

Zur Praparation DNA aus dem Agarosegel wurde das QIAquick Spin Kit der Firma
QIAGEN verwendet. Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel
wurden diese zun&chst ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt. Nach
der Zugabe des dreifaches Volumen Puffer QC (z.B. 300 pl Puffer auf 100 mg Gel), wurde
das Gefal3 bei 50°C fur 10 min inkubiert bis das Gel sich gel6st hatte. Nach der Zugabe von
1 Gelvolumen Isopropanol wurde die Lésung auf ein QIAquick-Saule pipettiert. Nach
Zentrifugation (1 min bei 10000 g) wurde mit 500 pul Puffer QC und danach mit 750 pl
Puffer PE gewaschen. Das Eluat, das Salze, Agarose und Isopropanol enthélt, wurde
verworfen. Anschlief3end wurde 50 pl H,O oder Puffer EB auf den Filter pipettiert und fir
1 min inkubiert. Die Saule wurde in ein neues Gefald Gberfihrt und 1 min bei 10000 g

zentrifugiert. Danach lagen die DNA-Fragmente in einem Volumen von ca. 30 pl vor.

2.2.5 Subklonierung von DNA-Fragmenten

2.2.5.1. Vektor-DNA

Bel der Subklonierung von DNA-Fragmenten, die durch Restriktionsspaltung gewonnen
wurden, dienten die Plasmide pT7/T3 (Pharmacia), pBluescript (pKS', Stratagene) oder
PET32 (Stratagene) as Vektoren. Bei einer symmetrischen Klonierung wurde der Vektor
mit dem gewunschten Restriktionsenzym gespalten und anschlief3end, um die Religation
des Vektors zu vermeiden, an den 5"-Enden mittels alkalischer Phosphatase (Calf Intestine
Phosphatase (CIP), Boehringer) dephosphoryliert. Die Vektor-DNA wurde durch Phenol-
Chloroform-Extraktion gereinigt, mit 100% Ethanol gefdlt, in 90 yul 10 mM Tris-HCI pH
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8.3 und 10 pl 10x CIP-Puffer (500 mM Tris-HCI pH 8.5, 1 mM EDTA) aufgenommen und
1 Unit CIP pro pmol V ektorenden zugegeben. Dieser Ansatz wurde 30 min bei 37°C sowie
15 min bel 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl H,O, 8 pl STE (100 mM NaCl, 10 mM
TrissHCl pH 8, 1 mM EDTA) und 4 pl 10%igem SDS wurde 15 min bei 68 °C inkubiert
und die Vektor-DNA anschliefend durch  Phenol-Chloroform-Extraktion und
Ethanolfallung gereinigt.

Zur Subklonierung von PCR-Produkten wurde ein Vektor generiert, der an seinen 3'-
Enden ein Uberhdngendes ddT enthdlt (ddT-Vektor). Die Tag-Polymerase héngt bel der
PCR-Reaktion unspezifisch einzelne dATPs an das 3'-Ende von Produkten an. Diese
konnen daher in den ddT-Vektor kloniert werden. In einer Methode von Holton und
Graham (1991) wurden zur Herstellung des Vektors 6 pg pBluescript mit EcoRV
geschnitten, das Enzym hitzeinaktiviert, die DNA gefdlt und mit 100 Units Terminaler
Transferase in 40 pl 25 mM Tris-HCI pH 6.6, 200 mM KCacodylat, 250 pg/ml BSA, 1.5
mM CoCl,, 10 uM ddTTP 1 h bel 37 °C inkubiert. Die Reaktionsldsungen stammten aus
dem ,Terminde Transferase Kit* (Boehringer). Anschlief?end wurde der Vektor
aufgereingt.

Fur eine gerichtete Klonierung wurde die Vektor-DNA mit zwel gewlnschten
Restriktionsenzymen geschnitten. Die Aufreinigung von Vektor-DNA bzw. den zu
klonierenden DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Millipore- oder Microcon-Methode
(2.26.1,2.2.6.2).

2.2.5.2 Insert-DNA

Die DNA-Fragmente, die fur die Subklonierung eingesetzt wurden, wurden mit Hilfe der
Millipore- (2.2.6.1) oder der Microcon-Methode (2.2.6.2) aufgereinigt.

2.2.5.3 Ligation

Bel der symmetrischen Klonierung wurden 10 ng Vektor-DNA und der 100fache molare
UberschuR an Insert-DNA eingesetzt. Bei einer gerichteten Klonierung reicht ein dreifacher
molarer Uberschul an Insert-DNA aus. Die Ligationen wurden mit 5 Units T4-DNA-Ligase
in 20 pl 1 x Ligasepuffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl;, 10 mM DTT, 1 mM
ATP) angesetzt und Uber Nacht bei 16 °C oder 4 Stunden bel Raumtemperatur inkubiert.
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2.2.5.4 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Bakterienzellen, die DNA aus der sie umgebenden Ldsung aufnehmen kdnnen (kompetente
Z€llen), wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der Rubidiumchlorid-Methode
(Maniatis et al., 1982) gewonnen. Eine Bakterienkolonie des E. coli-Stammes DH5a
wurde in 10 ml ¢a-Medium (fir 1 Liter: 5 g Hefe-Extrakt, 20 g Trypton, 5 g MgSO,,
pH 7.6 [mit KOH]) bel 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis die Kultur eine ODssp von 0.3
erreicht hatte. Von der Kultur wurden 5 ml in 100 ml ¢a-Medium Uberfihrt und bei 37 °C
inkubiert. Bei Erreichen eines ODsso-Wertes von 0.48 wurden je 25 ml der Kultur in
vorgekuhlte 50 ml Falcon-Roéhrchen tberfihrt, die Zellen fir 15 min bei 1250 g und 4 °C
abzentrifugiert und das Pellet vorsichtig in 10 ml katem Thbfl-Puffer (30 mM KOAcC,
100 mM RbCI, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15% Glyzerin, pH 5.8 [mit 0.2 M HACc])
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min auf Eis wurden die Zellen 15 min bei
1250 g und 4 °C zentrifugiert und in 1 ml kaltem Tfbll-Puffer (10 mM MOPS, 75 mM
CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glyzerin, pH 6.5 [ mit KOH]) gel6st. Die Bakteriensuspension
wurde mit vorgekuhlten Pipettenspitzen in 100 pl-Aliquots in eiskalte Eppendorfgefalie
gegeben, in einem Ethanol/Trockeneisbad schockgefroren und bis zur Verwendung bei —70
°C gelagert.

Fur eine Transformation wurden 50 pl der kompetenten DH5a-Zellen mit 4-5 pl Ligations-
ansatz gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (2 min bel 42 °C)
wurde der Ansatz kurz auf Eis gestellt, mit 450 pl LB-Medium gemischt und 1 h bei 37 °C
und 225 rpm inkubiert. Danach wurden je 50 ul, 150 pl und 300 pl der Kultur auf LB-
Indikatorplatten (100 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml X-Gal) vertellt, die eine Blauw/Well3-
Selektion nach Sambrook et al. (1989) ermdglichen. Nach Inkubation der Platten Uber
Nacht bei 37 °C waren well3e (mit Insertion von DNA in den Vektor) und blaue Kolonien
(ohne Insertion von DNA in den Vektor) sichtbar. Von den weil3en Kolonien wurde die
DNA prapariert (2.2.1.5), mit geeigneten Restriktionsenzymen gespalten und mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Von den rekombinanten Klonen wurden Stammkulturen

(500 pl der UNK mit 500 pl sterilem Glyzerin) angelegt und bei —70 °C gel agert.
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2.2.6 Southern-Blot-Analyse

2.2.6.1 Southern-Blot

Um DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran zu transferieren, wurde das Gel
zur Denaturierung der DNA 30 min in Denaturierungslésung (0.25 M NaOH, 0.6 M NaCl)
geschwenkt. Die einzelstrangige DNA wurde nach der Methode von Southern (1975) auf
eine Nylonmembran (Biodyne A, Pall) Ubertragen. Dazu wurde das Gel auf zwei Lagen
10 x SSC-getrankten Filterpapiers (3MM, Whatman) gelegt, deren Uberhdngende Enden in
ein Pufferreservoir von 500 ml 10x SSC eintauchten. Auf das Gel wurde einein 2 x SSC
getrankte Nylonmembran gelegt und darauf zwel in 2x SSC getrankte Filterpapiere sowie
ein Stapel saugfdhiges Zellstoffpapier. Die Konstruktion wurde mit einem Gewicht
beschwert. Am néchsten Tag wurde die Nylonmembran kurz in 2 x SSC geschwenkt,
getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung von 4 min bei 302 nm auf der Membran

fixiert.

2.2.6.2 Radioaktive Markierung von DNA

Die DNA, die as Sonde fur eine radioaktive Hybridisierung verwendet werden sollte,
wurde mit der random-oligo-priming-Methode von Feinberg und Vogelstein (1983, 1984)
markiert. Bel dieser Methode werden Hexanukleotide mit allen mdglichen
Nukleotidsequenzen (random oligos) as Primer fur die Klenow-Polymerase eingesetzt.
Letztere synthetisiert an der einzelstréngigen DNA-Sonde den komplementéren Strang und
baut dabei radioaktive Nukleotide ein. Die DNA wurde auf eine Konzentration von 1 ng/pl
mit H,O verdinnt und 15 ng der Sonde wurden mit 5 pul OLB (Oligo Labelling Buffer)
vermischt, 5 min gekocht, auf Eis gestellt und 1 Unit Klenow-Polymerase sowie 25 uCi
[a®2P]dCTP [10 pCi/pl] zugegeben. Die Reaktion wurde entweder 4 h bei 37 °C oder tiber
Nacht bei RT inkubiert. Anschlief?end wurden die nicht eingebauten Nukleotide mittels
Dialyse von der radioaktiven Sonde getrennt. Dazu wurde der Ansatz mit 25 pl 10 mM
EDTA vermischt, auf Mikrofilter einer Porengréf3e von 0.5 um pipettiert und 30 min gegen
H.O dialysiert. Anschlief3end wurde die Sonde abgenommen, der Filter mit 50 pl 10 mM
EDTA gewaschen und der radioaktive Einbau durch Messung eines 5 pl-Aliquots im

Szintillationszahler (nach Cerenkov) gemessen.
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OLB: 50 pl Loésung A + 125 pl Lésung B + 75 pl Losung C

LosungA:  0.5ml 1.25 M Tris-HCI pH 8.0, 0.125 M MgCl;, + 9 ul R-Mercaptoethanol
+je25ul 0.1 M dATP, dGTP, dCTP

LésungB: 0.2 M HEPES pH 6.6

LosungC: 50 OD pd(N)es (Pharmacia) + 550 ul TE

2.2.6.3 Hybridisierung

Der Southern-Blot (2.2.8.1) wurde in einem 50 ml-Falconréhrchen mit 4 ml Hybridi-
sierungsldsung (4 x SSPE, 6% PEG M, 15000-20000 SIGMA P2263, 2 x Denhardts-
Losung, 0.5% SDS, 100 pug/ml denaturierte Lachssperma-DNA) fur 2 h bel 65 °C im
Rotationsofen (Firma Bachofer) inkubiert. Danach wurden von der hitzedenaturierten
Sonde 0.5 x 10° bis 1.5 x 10° cpm pro ml Hybridisierungslésung zugegeben und der
Southern-Blot Uber Nacht im Rotationsofen bei 65 °C hybridisiert. Am néchsten Tag
wurde der Southern-Blot viermal bel RT mit 2 x SSC, 0.1% SDS gewaschen. Die
Stringenz der  anschlief3enden  Waschschritte  richtete  sich  nach  dem
Hybridisierungsverhalten der radioaktiven Sonde (ca. 30 min bei 65 °C mit 2xSSC bzw.
0.1% SDS bis 0.1 x SSC bzw. 0.1% SDS). Zur Wiederverwendung eines hybridisierten
Southern-Blot wurde die radioaktiv markierte Sonde durch Inkubation fir 30 min in
kochender 0.1% SDS-Losung abgewaschen, der Blot getrocknet, in Frischhatefolie
verpackt und bei 4 °C gelagert.

2.2.6.4 Autoradiographie

Nach einer Hybridisierung wurden die gewaschenen Southern-Blots kurz getrocknet, auf
eine Plastikunterlage gelegt, in Frischhaltefolie gepackt und in eine Filmkassette mit
Verstarkerfolie (Dupont Cronex lightning plus) gelegt. Die verwendeten Rontgenfilme
(Fuji Xray RX) wurden auf die Southern-Blots gelegt. Die Exposition erfolgte je nach
Signalstérke fur 1 h bis 14 Tage bei —70 °C.

2.2.7 Northern-Blot-Analyse

Die verwendeten Northern-Blots wurden bei der Firma CLONTECH bezogen (Human
Multiple Tissue Northern (MTN) Blot , Human Fetal Multiple Tissue Northern (MTN) Blot
I, Mouse embryo Multiple Tissue (MTN™ ) Northern, Mouse RNA Master Blot™, Human
RNA Master Blot™). Die Hybridisierung erfolgte mit 1.5 x 10° bis 3 x 10° cpm der
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hitzedenaturierten Sonde und einer Hybridisierungslésung aus 5 x SSPE, 10 x Denhardts-
Losung, 2% SDS, 100 pg/ml denaturierter Lachssperma-DNA und 50% deionisiertem
Formamid. Die Maus- und Human-RNA Master Blots wurden in der vorgewarmten
Express Hyb Ldsung (Clontech) mit 100 pg/ml denaturierter Lachssperma-DNA 30 min
bei 42 °C préhybridisiert. Die Préhybridisierungslésung wurde abgeschittet und die
Hybridisierung erfolgte in 5 ml Express Hyb Losung, 5-10 x 10° cpm/ml firr 4h. Die
Northern-Blots wurden zunéchst bei RT gewaschen und danach, wie die Southern-Blots, je
nach der verwendeten Sonde 30-45 min bel 50 °C im Schittelwasserbad gewaschen (2 x
SSC, 0.1% SDS). Die Expositionszeiten betrugen 1 h (3-Aktin) bzw. 24 h (hpl).

2.2.8 I solierung von Phagenklonen aus genomischen und cDNA-Bibliotheken

2.2.8.1 Bestimmung des Phagentiters

Zur Bestimmung des Phagentiters wurde von einem Aliquot der Phagenbibliothek eine
Verdiinnungsreihe von 10™ bis 107 hergestellt. Die Wirtsstamme XL1-Blue MRA (P2),
XL1-Blue  MRA oder C600hfl wurden wie unter 2.2.1.4 beschrieben fur eine
Phageninfektion vorbereitet, und je 10 pl einer Verdinnung wurden mit 100 pl der
phagensensitiven Zellensuspension 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml
50 °C warmem Softtop (NZY-Medium, 0.7% Agarose) wurden die Gemische auf kleinen
NZY -Platten verteilt und diese Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Anzahl der plaque
forming units (pfu) wurde am néchsten Tag gezahlt und der Titer (pfu/pl) bestimmit.

2.2.8.2 Ausplattieren, Filterabziige und Hybridisierung der Phagenbibliothek

Aus der Phagenbibliothek wurden insgesamt 250.000 Phagenklone auf insgesamt funf
300 ml NZY -Platten ausplattiert. Dabel wurde pro Platte 1 ml der phagensensitiven XL1-
Blue MRA (P2)-Bakterienzellen mit 2000 pfu Phagen vermischt, 15 min bel 37 °C
inkubiert, 40 ml 50 °C warmer Softtop hinzugegeben und das Gemisch auf der vorge-
warmten Platte verteilt. Nach der Inkubation tUber Nacht bei 37 °C wurden die Platten
mindestens 3 h bei 4 °C gekihlt, um den Agar fir das Abziehen der Filter mdglichst hart
werden zu lassen. Auf jede der gekiihlten Platten wurden 4 Nylonfilter (Biodyn A, Pall) der
GroRe 105 x 10.5 cm aufgelegt. Diese wurden mit einer tintegetrankten Kanile

durchstochen, um die Position der Filter auf den Platten zu markieren. Der erste Filtersatz
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wurde nach 2 min abgezogen, und nacheinander je 5 min auf Filterpapier (Whatman,
3MM) gelegt, das mit Denaturierungsdosung (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) bzw.
Neutralisierungsl6ésung (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.0) getrankt war. Es wurden drei
weitere Filtersétze abgezogen, die jeweils fiur 3, 4 und 5 min auf die Platten gelegt wurden.
Die Filter wurden mit 3 x SSC gewaschen, um anhaftende Bakterien und Agarosereste zu
entfernen, anschlief3end getrocknet und zur Fixierung der DNA fr 2 h bei 80 °C gebacken.
Die Hybridiserung der Filterabzige der Phagenbibliothek erfolgte wie in 2.2.8.3
beschrieben, allerdings enthielt die Hybridisierungsosung kein PEG und aufgrund der
Grole der Filter wurde in Haushaltsdosen aus Kunststoff hybridisiert. Vor der
Prahybridisierung wurden die Filter 1 h mit 4 x SSC, 0.5% SDS be 65 °C im
Schittelwasserbad gewaschen, um etwaige Agarosereste abzuwaschen. Je nach Anzahl der
zu hybridisierenden Filter wurden zwischen 100 und 300 ml Hybridisierungsldsung
verwendet und die entsprechende Menge an radioaktiv markierter Sonde. Die
Autoradiogramme wurden mit den NZY-Platten verglichen und die Plagues, die en
positives Hybridisierungssignal zeigten, wurden identifiziert und mit einer Pasteurpipette
ausgestochen. Das Agarosestiick wurde in 1 ml SM, 10 ul Chloroform tberfihrt und bei 4
°C gelagert. Lagen die Plagues nicht sichtbar einzeln vor, wurden Verdinnungen der
Phagensuspension auf 25 ml NZY-Platten ausplattiert, neue Filterabziige (Rundfilter
Biodyn A, Pal) hergestellt und mit derselben Sonde hybridisiert. Die positiven
vereinzelten Plagues wurden anschlief3end isoliert.

Zur langfristigen Lagerung der vereinzelten Phagen wurden Stammkulturen hergestellt.
Dabei wurden mit 20 pl der Phagensuspension 100 ul des Bakterienstammes XL1-Blue
MRA vermengt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden 5 ml LM-Medium
mit 10 mM MgSO, und 0.2% Maltose zugegeben und das Gemisch Uber Nacht bel
250 rpm und 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 20 ul Chloroform zugegeben, die
Kultur 10 min geschttelt (275 rpm) und die Bakterien 15 min bei 850 g pelletiert. 1 ml des
Uberstandes wurde mit 50 pl Chloroform vermischt und bei 4 °C gelagert.

2.2.8.3 Geordnetes Ausplattieren von Phagenklonen

Etwa 100 ul einer phagensensitiven Bakteriensuspension des Wirtsstamms (XL1-Blue
MRA) wurden mit 4 ml Softtop vermischt und auf kleine NZY -Platten verteilt. Aus den
Phagen-Stammkulturen wurden Phagen mit einem Zahnstocher auf die Platte Gbertragen.

So wurden etwa 60 verschiedene Phagen auf eine NZY -Platte geordnet Ubertragen. Nach
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der Inkubation Uber Nacht bei 37 °C waren Phagenplagues auf dem Bakterienrasen
sichtbar. Von den Platten wurden jewells vier Filterabziige hergestellt (2.2.10.4) und diese

fUr weitere Hybridisierungen verwendet.

2.2.9 cDNA- und genomische-Bibliotheken

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei cDNA-Bibliotheken aus menschlichem fotalem Hirn
der Firma Clontech, Craniofazial und eine genomische-Bibliothek aus Lebern 8 Wochen
alter Mause der Firma Stratagene verwendet. In der cDNA-Bibliothek von Clontech liegen
die cDNA-Inserts in dem Phagenvektor Agtl0 vor und als Wirtsstamm wurde LE392
verwendet. In der genomischen-Bibliothek von Stratagene liegen die Inserts im Lambda
FIX 11 Vektor vor und als Wirtsstamm wurde XL1-Blue MRA verwendet. Das Vorgehen
entsprach der fur die Phagenbibliothek in 2.2.10.4. beschriebenen Methode.

2.2.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von PCR-Produkten, Plasmid-DNA und PAC-DNA wurde von Diane
von Holtum, Stephanie Grof3, Martina Klutz und mir selbst an dem ,,A377 Sequencer” der
Firma Applied Biosystems (ABI) durchgefuhrt. Dabei wurden fluoreszenzmarkierte
Terminatoren im Prism™ Bigdye™ TerminatorCycle Sequencing ReadyReactionKit von
ABI nach den Angaben des Herstellers verwendet. Plasmid-Inserts wurden mit den
jeweiligen vektorspezifischen Primern M 13 sequencing 17mer, M13 reverse 17mer, M13
reverse 24mer (Boehringer); T3 17mer und T7 17mer (Stratagene) bei einer Annealing-
Temperatur von 45 °C sequenziert.

In einer 20 pl Sequenzreaktion wurden 8ul Terminator Ready Reaktion Mix BigDye,
3.2pmol Primer, und as Template 200-500ng PAC-, Phagen-DNA eingesetzt. Die PCR-
Produkte und Plasmid Klone wurden in 10ul Reaktionen mit 2ul BigDye, 5pmol Primer,
und 30-90 ng PCR-Produkt oder 50-100ng Plasmid-DNA angesetzt. Die Reaktionszeiten
waren wie folgt: Nach einer initialen Denaturierung von 5 min bel 94 °C folgten 35 Zyklen
aus je 15 sec Denaturierung bei 95 °C, 15 sec Annealing und 30 sec Elongation bei 72 °C
und anschliefend eine verlangerte Syntheseperiode von 7 min bel 72 °C. Die
Annealingtemperatur richtete sich nach der Zusammensetzung der in einer PCR-Reaktion
kombinierten Primer. Die PCR-Reaktionen wurden mit ultrareinem Wasser (Merck) auf

100ul verdunnt, nach der Zugabe von 2ul Dextranblau (20mg/ml), 10ul 3M Natriumacetat,
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und 250ul Ethanol abs. wurde kurz gevortext und 15min bei 14000 g zentrifugiert. Das
Pellet wurde 3 ma mit 70% Ethanol gewaschen und im Dunkeln getrocknet.
Anschliessend wurden die Proben in 4ul (PACsinl.5ul) Ladepuffer (fir 36 Proben, 200ul
Formamid, 40ul 25mM EDTA) aufgenommen, fur 2min bel 90 °C erhitzt und bis zum
Auftragen auf Eis gestellt.

Die Sequenzierreaktionen fur die Sequenzen bis 500 bp wurden auf kurze Gele (36 cm),
und fir Sequenzen bis 750bp auf lange Gele (48cm) aufgetragen. Die 36cm langen
Sequenziergele wurden aus 18g Harnstoff, 7.5ml 30% Acrylamid Lésung, 6ml 10xTBE
und 23ml dd H,O zusammengesetzt und die 48cm lange Sequenziergele aus 21g Harnsoff,
7.1ml 30% Acrylamid Lésung, 6ml 10xTBE und 21ml dd- H,O. Nach der Entgasung der
Losung wurde 20pul TEMED und 350ul 10%-ige Ammoniumpersulfat zugegeben und
zwischen 2zwel Gelplatten gegossen. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem
Sequenzanal yseprogramm MICROGENIE Version 7.0 (Beckman) und mit dem Programm
DNAStar. Die Sequenzadhnlichkeiten wurden mit dem Programm DNAStar bestimmt. Die
Suche nach Segquenzhomologien erfolgte in DNA- und Proteindatenbanken (EMBL-
GenBank).

2.2.11 SSCP (Single-Strand Confor mation-Polymor phism) Analyse

Einzelstrangige DNA (ssDNA) bildet unter renaturierenden Bedingungen nicht
vorhersehbare, intramolekulare Sekundarstrukturen, die durch die Sequenz festgelegt
werden. Da in einem mutiertem Allel eine andere Sequenz vorliegt, wird dieses Allel bei
der Renaturierung auch eine andere Konformation einnehmen. Bei der SSCP-Analyse wird
daher das PCR-Produkt nach Amplifikation denaturiert und sofort auf ein renaturierendes
Gel aufgetragen. Die mutanten Allele machen sich durch einen Band-Shift bemerkbar. Die
Mutationen bzw. Polymorphismen werden dadurch erkannt, aber nicht charakterisiert. Die
renaturierenden Polyacrylamidgele setzten sich aus 9% Polyacrylamid ( 49/1), 0.6x TBE
Puffer, 10% (v/v) Glycerol (Merck) oder 10% (w/w) Sucrose zusammen (fir 4 Gele: 56.25
ml Acrylamid 40%, 22.5 ml Bisacrylamid 2%, 15.0 ml TBE, 28.7 ml Glycerol 87%, ad 250
ml Ampuwa, 1500 pl Ammoniumpersulfat, 150ul Temed) und wurden senkrecht zwischen
Glassplatten der Firma Pharmacia Biotech (2x Glassplatten 18x24 cm Code Nr. 80-6190-
01, 1x Trennplatte 18x24 Code Nr. 80-6190-20) gegossen. Zu 3ul PCR Produkt wurde 3ul
Denaturierungpuffer (deionisiertes Formamid, 0.025% Xylene Cyanol) gegeben und kurz

vor dem Laden 2 min bel 90 °C denaturiert und sofort auf Trockeneis/Isopropanol
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abgekihlt. Nachdem die Proben auf das Gel geladen sind, wird die Elektrophorese in einer
Kammer mit 0.6x TBE, zuerst 30 min bei 50V, dann bei 200-300V mindestens 16h bei 4
°C durchgefuhrt. Die Gele werden 2x in 10% (v/v) Ethanol, 0.5% (v/v) Essigsaure
gewaschen mit deionisiertem Wasser gespult und fur 20 min in 0.2% (w/v)AgNOs gefarbt.
Zuletzt werden die Gele in 1.5% (w/v) NaOH, 0.4% (v/v) Formaldehyd entwickelt und
schlief3dlich fotogrefiert.

2.2.12 DNA-Amplifikation durch Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1985)
wird fur die Verviefadltigung (Amplifikation) von spezifischen DNA-Fragmenten einge-
setzt. Ausgehend von einer geringen Menge an DNA konnen hohe Konzentrationen der
Ziel-DNA produziert werden. Die Reaktionen wurden mit Hilfe der thermostabilen
AmpliTag-Polymerase von Perkin EImer in dem ,,PCR 9600 System® oder ,, PCR 2400 und
9700 System® derselben Firma durchgefihrt. Aufgrund der unterschiedlichen Komplexitét
wurden von genomischer DNA 100 ng, von Hefe-DNA 50 ng und von Phagen- und
Plasmid-DNA je 1 pg in einer 50 pl-Reaktion eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt
aulerdem 2,5 Units AmpliTag-Polymerase, je 0,2 bis 1 uM Primer, 200 uM dNTPsund 1 x
Reaktionspuffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1,5 mM M(Cl5, 0,001% Gelatine).
Die Reaktionszeiten waren wie folgt: Nach einer initialen Denaturierung von 5 min bei 94
°C folgten 35 Zyklen aus je 15 sec Denaturierung bel 95 °C, 15 sec Annealing und 30 sec
Elongation bel 72 °C und anschliefiend eine verlangerte Syntheseperiode von 7 min bei 72
°C. Die Annealingtemperatur richtete sich nach der Zusammensetzung der in einer PCR-

Reaktion kombinierten Primer.

2.2.12.1 Reverse Transkription und Amplifikation der cDNA (RT-PCR)

Die RNA aus verschiedenen menschlichen Geweben wurde mit Hilfe von random
Hexameren revers transkribiert und die enstandene cDNA mit den jeweiligen spezifischen
Primern amplifiziert (Wang et al., 1989). Die verwendeten Reagenzien stammten aus dem
»GeneAmp RNA PCR Kit" der Firma Perkin Elmer. Die RNA aus fotalem Gehirn wurde
von der Firma Clontech bezogen. Die RNA von Maus ES Zellen wurde von Holger
Karzunki (Abt. Zellbiologie, Universitétsklinikum Essen) zur Verfigung gestellt. Die RNA
aus peripheren Leukozyten oder lymphoblastoiden Zelllinien von TRPS-Patienten, hat Dr.
H. J. Ludecke prapariert.
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Der Reaktionsansatz fur die Transkription war in einem Endvolumen von 20 pl
folgendermalien: 125 ng RNA, 5 mM MgCl,, je 1 mM dNTPs, 1 Unit/ul RNase Inhibitor,
2.5 Units/ul reverse Transkriptase, 2.5 UM random Hexamere, 1 x PCR-Puffer (50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.3). Der Ansatz wurde 10 min bei Raumtemperatur stehen-
gelassen und die RNA anschlie?end im PCR System 9700 in drel Schritten revers
transkribiert: 15 min 42 °C, 5 min 99 °C und 5 min 5 °C. Zu dem Ansatz wurden 4 pl
25 mM M(Cly, 8 ul 10x PCR-Puffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.3), 5 Units
AmpliTag-Polymerase, je 0,2 uM der spezifischen Primer (Tab. 2.3) und H,O bis zu einem
Endvolumen von 100 pl hinzugegeben und die cDNA im PCR System 9700 amplifiziert.
Die Resktionszeiten waren wie unter 2.2.14 beschrieben. Zur Kontrolle auf eine
Kontamination der RNA mit genomischer DNA wurde ein Reaktionsansatz ohne reverse
Transkriptase durchgefiihrt und zur Kontrolle auf eine Kontamination der Reaktions-

|6sungen wurde ein zweiter Ansatz ohne RNA und reverse Transkriptase durchgefihrt.

2.2.12.2 Amplifikation von 3" und 5" cDNA-Enden (3'- bzw. 5"- RACE)

Bel der Methode der RACE (rapid amplification of cDNA ends) werden an einer mRNA
die Sequenzabschnitte zwischen der bekannten internen Sequenz und dem unbekannten 5
bzw. 3" Ende amplifiziert (Frohnmann et al., 1988; Ohara et a., 1989; Loh et al., 1989).
Zunéchst wird die mRNA in cDNA umgeschrieben und an die Enden jeweils eine Adapter-
sequenz angehangt. Dadurch kénnen die Enden der mRNA in einer PCR mit einem
spezifischen Primer fir den Adapter und einem genspezifischen Primer amplifiziert
werden. Fiir die beide 3'- und 5-RACE wurde ein (Marathon-Ready™ cDNA) der Firma
Clontech verwendet. Dieses beinhaltete humane cDNA (Marathon-Ready™ cDNA), die an
RNA aus fétalem Hirn hergestellt wurde. Nach dem Protokoll der Hersteller setzte sich ein
Reaktionsansatz von 50 pl wie folgt zusammen: 5 pl der Marathon-Ready™ cDNA (0.1
ng/ul), 1 pl des Adapter-Primers AP (10 uM), 1 ul des genspezifischen Primers (10 uM), 1
pl dNTP-Mix (10 mM), 1 pl Advantage cDNA Polymerase Mix (50fach; enthélt KlenTag-
1 DNA Polymerase, eine Polymerase fir die 3'>5" Proofreading Aktivitét und TagStart
Antikorper fur HotStart PCR)(Advantage cDNA PCR Kit, Cat # K1905-y, Lot #9040738
oder Advantage-GC cDNA PCR Kit, Cat # K1907-y, Lot # 9030515, Clontech), 5 ul 10 x
cDNA PCR-Puffer und 36 pl H»O. Nach einer initialen Denaturierung (30 sec 94 °C)
folgten 5 Zyklen aus je 5 sec Denaturierung bei 94 °C und 4 min Annealing und Synthese
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bei 72 °C; 5 Zyklen aus je 5 sec Denaturierung bel 94 °C und 4 min Annealing und
Synthese bel 70 °C und 25 Zyklen aus je 5 sec Denaturierung bei 94 °C und 4 min
Annealing und Synthese bei 68 °C. Als Kontrolle wurde eine Reaktion in Abwesenheit des
AP-Primers durchgefuihrt. Dadurch sollte festgestellt werden, ob der AP-Primer
unspezifisch an die cONA bindet.

2.2.13 Primer fur spezifische Amplifikationen

Die Primer wurden mit Hilfe des Oligo™-Programms (version 4.1, National Bioscience)
oder des on-line Programms PRIMER3 (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3-www.cgi/) ausgesucht. Sie sollten hochspezifisch fur die Zielsequenz

sein und keine Dimere mit sich und mit dem anderen PCR-Primer bilden.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Transkriptein der minimalen TRPS Region

Das Contig mit den PAC Klonen 8-7 (Abb.1.2) wurde in Jena vollstéandig sequenziert.
Erste Computeranalysen der PAC Sequenzen deuteten darauf hin, dal3 das 600 kb Contig
eine geringe Anzahl vorhergesagter Exons beinhaltet bzw. die Region sehr genarm ist. Der
PAC8 Klon, der am proximalen Ende des Contigs liegt, wurde aus folgenden Griinden
genauer analysiert: 1) der 145,388 kb Klon beinhaltete 107 vorhergesagte Exons, funf
davon sind von mehreren Computerprogrammen vorhergesagt worden, 2) PAC8 beinhaltet
3 CpG Inseln, 3) Ein Tell der Deletion der Patientin JJist auf PAC 8 lokalisiert.

3.1.1 Charakterisierung der putativen Exonsin PAC 8

Die 145,388 kb Sequenz von PAC 8 wurde uns fur die Analyse zur Verfligung gestellt. Die
Sequenz wurde mit dem RUMMAGE-DP Programmpaket (Glockner et al., 1998)
analysiert (Abb. 3.1). Das RUMMAGE-DP Programm beinhaltet 26 Programme, die zur
V orhersage von repetetiven Elementen, Exons, Proteinmotiven und der Homologiesuche in
Datenbanken dienen. Von 107 vorhergesagten Exons wurden 31 ausfuhrlich analysiert. Die
ausgesuchten putativen Exons lagen nicht in Alu- oder anderen Repeat-Regionen und
sollten mdglichst von mehreren Programmen vorhergesagt worden sein, zu einer
Gengruppe (Cluster) gehdren und Proteinmotive beinhalten (Abb. 3.1). Fur die 31 Exons
wurden jeweils Primerpaare aus den flankierenden Introns ausgesucht (Tabelle 7.1). Um
fUr jedes Exon eine Sonde zu entwickeln, wurde mit diesen Primern an der PAC8-DNA
PCRs durchgefihrt. Die Qualitét der Sonden wurde auf Southern Blots getestet, die mit
EcoRI und HindllI restringierte menschliche genomische DNA enthielten.

3.1.1.1 Untersuchung der evolutionaren Konservierung von PAC8 Exons

Exprimierte oder regulatorische DNA-Sequenzen sind héufig zwischen verschiedenen

Spezies homolog, d.h. sie sind evolutiondr konserviert. Die 31 PAC8-Sonden wurden mit
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Abb. 3.1: Die grafische Darstellung der RUMMAGE Anayse des PAC 8 Contigs. Das
obere und untere Teil zeigen plus und minus Strang. Das mittlere Teil stellt die Strang-
unabhéngigen Parameter wie CpG Inseln dar. Jeder Strang wird mit den entsprechenden
Such-Programmen nach Repeat-, Promotor- und Exonstrukturen gesucht. Auf3erdem wird
in der Datenbank nach ESTs und bekannten Motiven gesucht. Die Treffer jedes
Suchprogramms werden in Form von einem Viereck dargestellt.

Southern Blots hybridisiert, die mit Hindlll bzw. EcoRI restringierte DNA verschiedener

Sauger enthielten (Zoo Blots). Die evolutionare Konservierung von PAC8-Exon8 und

PACS8-Exon9 ist auf

der Abbildung 3.2 zu sehen. EIf Exons waren in 5 verschiedenen

Spezies konserviert (Tabelle 3.1).
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Abb. 3.2: Evolutionédre Konservierung der Einzel-Kopie-Exons 8 und 9 , die 517 bp von
einander entfernt sind. Die DNA verschiedener Saugetiere (Maus, Kalb, Schwein, Ratte,
Hund und Mensch) wurde mit Hindlll (A) bzw. EcoRI (B) restringiert, auf 0.7%igen
Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembran immobilisiert und mit den Sonden Exon 8
und Exon 9 aus dem PAC 8 hybridisiert. A) PAC8-Exon8 B) PAC8-Exon9. Blots wurden
mit einer Stringenz von 2 x SSC/0.1% SDS fur 15 min bei 65 °C gewaschen. Als
Grolenstandard diente 1 kb DNA Leiter.

Tabelle 3.1: (siehe nachste Seite) PAC8 Exons Analyse. Fir jedes Exon wurde ein
Amplimer entwickelt, das gegen Blots mit EcoRI- bzw. Hindlll-verdauter menschlicher
genomischer DNA und Hindlll-verdaute Zooblots hybridisiert wurde. Im Fall von Exon 9
konnte nur mit EcoRI-verdaute DNA ein Signal detektiert werden. Die Grofe der
hybridisierenden Fragmente ist in der Spate, Southern Blot Fragment, angegeben.
Zugehorigkeit zu einem Gengruppe und die Unterscheidung der Exonstérke, bezieht sich
auf die Computer Analyse. Ein Minuszeichen in der Northern Blot Spalte deutet darauf hin,
dal3 keine Signale auf dem Blot zu erkennen waren. rep.: repetitive.
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Tabelle 3.1: Analyse putativer Exons aus PAC8
Exon | Primer [ Fragment | Exon Lange stark/ Gen- Southern Blot Northern Blot EST
Léangelbp] [bp] schwach | gruppe | Fragment [Kb]
2 PM59 258 78 schwach | - Hund: 35
PM60 Mensch:
Hindlll 5
EcoRI 12
3 PM57 248 66 schwach | + Mensch:
PM58 Hindlll 44
EcoRl 23
8 PM13 298 204 stark + Maus: 9,6 | Human adult AA 958752
PM14 Kalb: 14 | Herz, Plazenta, Lunge, | Maus Brustdriise
Schwein: 2,2 Ld:)e’, skel. M Ug(d,
Ratte: 6.6 Niere, Pankreas 5 kb
Hund: 5 Mausembryo -
Mensch:
Hindlll 9,5
9 PM31 323 150 schwach | + Mause: 5,5 | Human adult
PM32 . Herz, Hirn, Plazenta,
Kalb: . 8 Lunge, Leber, skel.
Schwein:  7/5 Muskel, Niere,
Ratte: 6 | Pankreas2,5/ 5/ 7/ 7,5/
Hund: 6 |95/ 12kb
Mensch: 10
14 PM35 288 92 schwach | + Maus: 9 | Human adult - AA 763386
PM36 Rat: 6,6 | Mausembryo - Maus Brustdriise
Hund: 25
Mensch:
Hindlll 6,6/ 23
17 PM37 278 68 schwach | + Ratte: 8
PM38 Hund: 23
Mensch:
Hindlll 8
18 PM1 238 58 schwach | + Mensch:
PM2 Hindlll 12
19 PM39 174 stark + Ratte : 3,2
PM40 Hund: 1.8
Mensch:
Hindlll 10
22 PM41 171 76 schwach | + Mensch:
PM42 Hindlll 8
EcoRI 9,6/ 2,8
23 PM21 230 139 schwach | + Mensch:
PM 22 Hindlll 9,6
24 PM43 201 63 schwach | + Mensch:
PM44 Hindlll 7
27 PM3 253 153 schwach | + Mensch:
PM4 Hindlll 29
31 PM23 216 139 schwach | + Mensch:
PM24 Hindlll 3
EcoRl 6,6
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Tabelle 3.1: (Fortsetzung) Analyse putativer Exons aus PAC8

Exon | Primer | Fragment | Exon Lange stark/ Gen- | Southern Blot Northern Blot EST
Lange[bp] [bp] schwach | gruppe | Fragment [Kb]
34 PM5 273 133 stark + Mensch:
PM6 Hindlll 2,3
EcoRI 3
45 PM15 372 197 schwach | - Hund: 1,6
PM16 Mensch:
Hindlll 35
48 PM17 379 260 schwach | - Maus. 9,6/2,3 [ Human adult -
PM18 Kalb: 4 Mausembryo -
Schwein: 6,6
Ratte: 2,3
Hund: 35
Mensch:
Hindlll 3,5
49 PM45 326 189 schwach | + Maus: rep
PM46 Kalb: 4
Schwein: 5
Ratte: rep
Hund: rep
Mensch:
Hindlll 22/3,5
EcoRI 23
59 PM47 231 57 schwach | + Mensch:
PM48 Hindlll 9,6/ 5
60- | PM25 527 67+195 schwach | + Mensch:
61 | PM26 Hindll15,5/1,3
EcoRI 3
64- PM9 658 93+184 schwach | - Maus., Ratte:
65 PM10 Hund: rep.
Mensch:
Hindlll 4.4
68 PM49 155 89 schwach | + Mensch:
PM50 Hindlll 45
EcoRI 23
75 PM11 256 137 stark - Mensch:
PM12 Hindlll 6,6
78- | PM27 652 137+168 schwach | + Maus: 9,6 | Human adult -
79 | pvm28 Schwein: 3 | Mausembryo -
Hund: 4.4
Mensch:
Hindlll 55
EcoRI 25
87 PM51 289 184 schwach | + Mensch: AA 721004
PM52 Hindlll 48 NCI-CGAP-SS1
EcoRI 35 Homo sapiens cDNA




Ergebnisse 34

Tabelle 3.1: (Fortsetzung) Analyse putativer Exons aus PAC8

Exon | Primer | Fragment | Exon Lénge stark/ Gen- Southern Blot Northern Blot EST
Langefbp] [bp] schwach | gruppe | Fragment [kb]
90 | PM53 343 241 schwach | + Kalb: 6 | Human adult -
PM53 Ratte: 4 | Mausembryo -
Mensch:
Hindlll 4
93- | PM29 797 131 schwach | + Maus: 15 [ Human adult - AA 893238
94- - i
o PM30 :25283 Kalb: | 4 Mausembryo Ratten Niere
Schwein: 4,5
Ratte: 6,5
Hund: 6,5
Mensch:
Hindlll 5

3.1.1.2 Expressionsanalyse von PAC 8 Exons mit Northern Blot und RT-PCR

Um zu Uberprifen, ob die elf evolutiondr konservierten Sequenzen tatsachlich exprimierte
Exons sind, wurden sie mit handel stiblichen Northern Blots der Firma Clontech, die RNA
aus multiplen menschlichen fétalen und adulten Geweben und embryonalen Maus-
Geweben représentieren, hybridisiert. Dabei wurde bel Exon 8 ein 5 kb Transkript
ausschliefdlich in RNA aus adulten Gewebe identifiziert (Abb. 3.3 A). Bei Exon 9 zeigte
sich ein komplexes Muster von multiplen Banden, darunter auch ein 5 kb Transkript wie
bei Exon8 (Abb. 3.3 B). Die Exons konnten nicht durch PCR an cDNA aus verschiedenen
Geweben (siehe 2.1.8 QUICK-screen human cDNA library) miteinander verbunden
werden.

Durch PCR am cDNA-Panel der Firma Clontech (Material 2.1.8), wurde versucht, die
Exons, die vermutlich zu einem Gen gehdren, miteinander zu verbinden (Tabelle 7.2). PCR
an Plazenta cDNA mit den Primern B4F7L107 in Exon 19 und PM6E34nesL in Exon 34
ergab ein 232 bp umfassendes PCR Produkt. Die Primer PM1E18U und PM6E34nesL
amplifizierten an Plazenta cDNA ein 365 bp PCR Produkt. Durch Reamplifikationen und
weitere Untersuchungen wie Southern Blot-Analyse und Sequenzierung stellten sich die
Produkte als Artefakt heraus. Die Untersuchung der PAC8 Exons wurde in diesem Stadium
nicht weiter verfolgt, weil die Datenbankanalyse der Sequenzen von proximal gelegenen
PAC-Klonen (PACs 22 und 24) diese als bessere Kandidaten fir das TRPSL Gen auswies.



Ergebnisse 35

cC
o
3
>
E%%m% o§
N = T 5 =
Tgf583 2%
B I
95 __
75 ¢
44
24 __
135 —

Abb. 3.3: Expressionsmuster der PAC8 Exons. Northern Blots der Firma Clontech mit
RNA aus den adulten Geweben wurden mit den PAC8Exon8 (A) und PAC8Exon9 (B)
Sonden hybridisiert. Die Blots wurden bei einer Stringenz von 3x SSC/0.1% SDS, fur 10
min bel 50°C gewaschen und 11 (A) bzw. 9 (B) Tage exponiert.

3.1.2 Identifizierung des TRPS1-Gens

Da der Translokationsbruchpunkt und der Inversionsbruchpunkt von zwel Patientinnen mit
TRPS| , KS2166 und HB11480 (Abb. 3.10) proximal vom PAC8-7 Contig liegen, wurde
diese Region in die Gensuche einbezogen. Zunéchst wurde PAC-Klon 24 mit dem
proximalen PAC 8 Ende isoliert. PAC22 wurde mit Hilfe des Markers D8S98 isoliert. Die
L iicke zwischen PAC22 und PAC24 wurde mit PAC30 geschl ossen.

3.1.2.1 Isolierung eines 1059 bp L eserahmensin PAC 22

BlastX Datenbank Homologiesuche mit einem Contig von PAC22 Sequenz ergab einen
offenen Leserahmen (ORF) von 1059 bp, der fur zwel Zinkfinger-Doménen vom C,H,-Typ
kodiert, die am Ende des ORFs liegen. Der ORF beginnt nach einem Spleil3-Akzeptor und
endet mit drei in Leseraster liegenden Stop Kodons ohne Splei3-Donor Stelle am 3"Ende.
Die Zinkfinger-Domane hatte 285 Treffer in BlastX Homologiesuche in Datenbank, mit
hochster Ahnlichkeit zur C-terminalen Zinkfinger Domane der IKAROS Transkriptions
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Faktor Familie, die eine Protein bindende Funktion haben (Momeni et al., 2000). Die
Zinkfinger Doméanen des ORFs haben 52% Identitét mit den Zinkfingern des menschlichen
IKAROS und 38% mit denen der Maus (Abb. 3.4). AuRerdem beinhaltet die
Aminosiuresequenz ein basisches Motiv, RRRTRKR, das hohe Ahnlichkeit zu einem
Kernlokalisierungssignal (NLS, Nuclear Localization Sgnal) hat (Boulikas, 1994). Fur die
Bestimmung der Transkriptgrofie wurden zwei Sonden entwickelt, die Sonde PM63-62 an
der 5 Seite der Zinkfinger Doméne und PM67-66, die Zinkfinger-kodierende Region
beinhaltet (Tabelle 7.3). Hybridisierung mit den Northern Blots aus fétalen Geweben
zeigten zwel Transkripte von 7 und 10,5 kb in Gehirn, Lunge und Niere, aber nicht in
Leber (Abb. 3.6 A). Zur Kontrolle der Qualitdt und Mengenverhéltnisse der RNA-Spuren
wurden die Blots mit der Sonde HERC2 (Ji Y. et al, 1999) hybridisiert (Abb. 3.6 C).

Haufigste aa CEHCRYVLFLDHYVHYTIHMGCHGFRDFE
T T

TRPSL1 H. sapiens

Trpsl M. musculus
IKAROS H. Sapiens
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helios R. eglanteria
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hunchback D. melanogaster
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Abb. 3.4: Legende siehe néchste Seite.
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Abb. 3.4: Sequenzvergleich der zwei C, H, Zinkfinger Domanen des 1059 bp ORFs von
Mensch und Maus, mit Zinkfinger Doménen aus 13 bekannten Proteinen aus der
Datenbank.

3.1.2.2 Isolierung von 123 bp ORF in PAC22

BlastX Datenbank Homologiesuche mit einer Teilsequenz von PAC22 Sequenz ergab
einen 123 bp groRen ORF mit einer Zinkfinger-Domane vom C,C, Typ. Dieser ORF ist
von Spleil3-Akzeptor und -Donor Stellen flankiert. Die Zinkfinger-Doméane hat 170 Treffer
in BlastX Homologiesuche in Datenbank gezeigt mit der hochsten Ahnlichkeit zur DNA-
bindenden Doméne der GATA-Transkriptionsfaktorfamilie (Abb.3.5). Um das
Expressionsmuster des ORFs zu bestimmen, wurde die Sonde PM64-65 (Tabelle 7.3)
entwickelt. Hybridisierung von Northern Blots aus fétalen Geweben zeigten zwel
Transkripte von 7 und 10,5 kb in Gehirn, Lunge und Niere, aber nicht in Leber (Abb.3.6).
Die beiden Sonden, PM67-66, aus dem 1059 bp ORF, und PM65-64 erkennen gleich grol3e

Transkripte in den gleichen Geweben.

Haufigste aa CANCQTTTTTLWRERNALMANGD FVCENALC
T T
10

TRPS1 H. sapiens o I P e -

Trpsl M. musculus
GATA-2 H. sapiens
GATA-3 H. sapiens
GATA-4 H. sapiens
GATA-6 H. sapiens
GATA-2 M. musculus
GATA-4 M. musculus
XGATA- 2 X. laevis
XGATA-3 X. laevis
GATA-2 G. gallus
GATA-4 G. gallus
GATA-C D. melanogaster
GATA S. pombe

O =Tl =T T S S S S Sy =

Abb. 3.5: Sequenzvergleich der zwei C,C, Zinkfinger Domanen des 123 bp ORFs von
Mensch und Maus, mit den Zinkfinger Doméanen aus 12 bekannten Proteinen aus der
Datenbank.
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Abb. 3.6: Expressionsmuster der 1059 bp und 123 bp umfassenden ORFs. Northern Blots
der Firma Clontech, die 2ug poly(A)*-RNA aus 4 fotalen Geweben enthalten, wurden mit
den radioaktiv markierten Sonden PM67-66 aus dem ORF 1059 bp (A) und PM65-64 aus
dem ORF 123 bp (B) Uber Nacht bei 42°C hybridisiert. Es wurde mit einer Stringenz von
3xSSC/ 0.1% SDS, 50°C fur 10 min gewaschen. Die Blots wurden 2 Tage (A) bzw. 4 Tage
(B) exponiert. Zur Kontrolle der RNA-Qualitat und -Quantitét wurden die Blots mit der
Sonde HERC2 (Ji, Y ., 1999)(Abschnitt C) und (-actin (Abschnitt D) rehybridisiert.

3.1.2.3 RT-PCR mit den Primern PM 72 und PM 73

Die oben genannten ORFs stammen aus zwel verschiedenen PAC 22-Tellsequenzen. Um
zu kléren, ob noch weitere ORFs dazwischen liegen, wurde eine RT-PCR mit PM72 (123
bp ORF) und PM73 (1059 bp ORF) (Tabelle 7.4) an RNA aus fotaem Gehirn
durchgefihrt. Das Produkt war 163 bp grof3 (Abb.3.7). Das wies darauf hin, dal3 es
zwischen den beiden Exons keine weiteren Exon gibt. Die Verbindung der beiden Exons
wurde durch die Sequenzierung des PCR-Produkts bestétigt.

Abb. 3.7: (n&chste Seite) RT-PCR Analyse an RNA aus fotalem Gehirn mit den
spezifischen Primern PM72 und PM73. Ein spezifisches Produkt von 163 bp wurde
amplifiziert. M) Als GroRenstandard diente Mspl gespaltene pUC19 DNA. 1)
RNA+Reverse Transkriptase, 2) Reverse Transkriptase ohne RNA, 3) RNA ohne Reverse
Transkriptase.



Ergebnisse 39

bp

501/489
404
331

242
190

147
111/110

Abb. 3.7: Legende siehe vorherige Seite.

3.1.2.4 | dentifizierung der 5"Exons des Transkripts

Um die weitere cDNA Sequenz des Transkriptes bzw. Exons 5° von den identifizieren
Exons zu isolieren, wurde eine cDNA Bibliothek aus fétalem Gehirn der Firma Clontech
durchgemustert. Auf sechs 21x21 cm NZY Platten wurden insgesamt 1,5x 10° Phagen
ausplattiert. Die Filter wurden mit der Sonde PM67-66 hybridisiert. Ein positiver Klon
wurde isoliert und aufgereinigt. Durch die Hybridisierung mit den Sonden PM67-66 und
PM65-64 wurde festgestellt, dal? beide vorher identifizierten ORFs in dem Klon vorhanden
sind (Abb. 3.9, C2). PCR mit den Vektor spezifischen Primern Agt-10 U-L am Phagen-
Eluat ergab ein 1,43 kb Fragment. Die Sequenz des Klons enthielt 977 bp des 1059 bp
ORFs, den kompletten 123 bp-ORF und 247 bp eines neuen ORFs. Es wurden Primer-
paare in die neue Sequenz gelegt und an den PAC Klonen 22 und 24 PCR gemacht. Die
PCR war fur den PAC24 positiv. Das Gen Uberspannt damit den Inversionsbruchpunkt und
den Trandokationsbruchpunkt. Deshalb haben wir weitere Tellsequenz aus PAC24
untersucht. Die unbekannte 247 bp Sequenz gehdrte zu einem 604 bp ORF mit
konservierten Spleif-Donor- und Spleif>-Akzeptor-Stellen. In den gesamten Sequenzen
haben wir noch zwei weitere ORFs von 1130 bp und 929 bp mit konservierten Spleil3-
Donor- und Spleil3-Akzeptor-Stellen gefunden. Evolutiondre Konservierung der 1130 bp
und 929 bp Exons wurde durch die Zooblots untersucht (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Evolutiondre Konservierung der Einzelkopie-ORFs mit 929 und 1130 bp.
Die DNA verschiedener Saugetiere (Maus, Kalb, Schwein, Ratte, Hund und Mensch)
wurde mit Hindlll bzw. EcoRI restringiert, auf 0.8%igen Agarosegelen aufgetrennt, auf
Nylonmembran immobilisiert und mit den Sonden PM89-88 fir den 929 bp ORF und
PM104-105 fur den 1130 bp ORF aus dem PAC 24 hybridisiert. A) PM89-88 B) PM 104-
105. Blots wurden mit einer Stringenz von 2 x SSC/0.1% SDS fur 15 min bel 65°C
gewaschen. Als GrolRenstandard diente 1 kb DNA Leiter.

3.1.2.5 Identifizierung des 5’ Endes des Transkripts

Die cDNA Bibliothek aus fotalem Gehirn wurde mit der Sonde PM94-91 aus dem 929 bp
ORF hybridisiert. Der 1478 bp umfassende isolierte Klon beinhaltete 161 bp des 1130 bp
ORFs, den kompletten 929 bp ORF und 377 bp einer unbekannten Sequenz. Ein
Sequenzvergleich mit der vorhandenen genomischen Sequenz zeigte konservierte Spleifl3-
Donor- aber kein Spleil3-Akzeptor-Stellen und keinen ORF. Upstream der Spleif3-Donor
Stelle befindet sich ein CG reiche Region, die vermutlich eine CpG Insdl ist. Die CpG
Inseln sind Bereiche des Genoms mit Uber 50% G+C Gehalt und einer Lange von mehr als
200 bp (Gardiner-Garden und Frommer, 1987). Etwa 50% des Genoms der Genpromotoren
von Saugern enthaten CpG-Inseln (Antequera und Bird, 1993). Aus oben genannten
Grunden kann man annehmen, dal es sich um das erste Exon des Gens handelt. 5’RACE
mit dem AP1-Primer fir die 5-Adaptor-Sequenz der ,Marathon-ready“ cDNA und dem
3" Primer PM129 fur den 929 bp ORF ergab multiple Banden, die nicht zu der Isolierung
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des kompletten Exons 1 fuhren konnten. Um das putative Exon 1 mit dem 929 bp ORF zu
verbinden, wurde eine RT-PCR mit den spezifischen Primern PM144 und PM145 im
Exonl und PM129 im 929 bp ORF an ,Marathon-ready” cDNA aus fétalem Gehirn
durchgefiihrt. RT-PCR mit den Primern PM 144 und PM 129 ergab zwel Produkte von 884
bp (Abb. 3.8, RT1a) und 726 bp (Abb. 3.9, RT1b). Bei der RT-PCR mit den Primern
PM145 und PM129 wurden zwel Produkte von 735 bp (RT2a) und 577 bp (RT2b)
amplifiziert. Die einzelnen PCR-Produkte wurden isoliert und sequenziert. Die PCR-
Produkte RT1a und RT1b, ebenso wie RT2a und RT2b (Abb. 3.9) unterscheiden sich in
158 bp zwischen Exon 1 und dem 929 bp ORF. In RT1b und RT2b fehlt das 158 bp grol3e
Fragment. Die Marathon-cDNA beinhaltet zwel Populationen des Transkripts. Das 158 bp
Exon wird von Splei3-Akzeptor und -Donor Stellen flankiert. Exon 2 enthalt ein putatives

Startcodon, allerdings mit geringer Ahnlichkeit zur Kozak-Consensus-Sequenz (Kozak,

1999). Dadurch wiirden 13 Aminosauren am N-Terminus angehangt.

— N
= = NN m o<

kb

2,036
1,635

1,018

0,516/0,506
0,394

Abb. 3.9: RT-PCR Analyse an Marathon cDNA aus fétalem Gehirn mit den Primern
PM144/129 (Spuren 1 und 2) und Primern PM145/129 (Spuren 3 und 4). In Spur 1
Leerkontrolle fur RT1, Spur 2 RT1-a 884 bp, RT1-b 726 bp. In Spur 3 Leerkontrolle fir
RT2, Spur 4 RT2-a 735 bp und RT2-b 577 bp. Als Grolenstandard dienten die 1 kb DNA
Leiter (M1) und der A-Hind (M2) Marker.
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3.1.2.6 Verbindung der Exons

Um die Reihenfolge der Sequenzen zu bestimmen, habe ich Exon-verbindende PCRs
durchgefihrt. Mit den Primern PM101 in dem 1130 bp ORF und PM83 in dem ORF
isoliert aus dem cDNA Klon C2, wurde ein RT-PCR an der RNA aus dem fotalem Gehirn
durchgefiihrt. Das 469 bp lange Produkt RT10 (Abb. 3.10) wies darauf hin, dald 1)
zwischen den Exons kein anderes Exon liegt , 2) die konservierten Spleil3-Stellen bestétigt
wurden, 3) das Exon, aus dem Primer PM83 stammt, 604 bp lang ist. Eine weitere RT-
PCR wurde mit den Primern PM97 (im 929 bp ORF) und PM121 (im 1130 bp ORF)
durchgefiihrt (RT3, Abb. 3.10), mit der Reihenfolge der Exons bestimmt werden konnte.
Der 1,43 kb umfassende DNA Klon C1 (Abb 3.10) enthielt 152 bp von 1130 bp ORF, den
gesamten 929 bp ORF und 277 bp des 478 bp grofRen Exons. Flankierend zu diesem Exon,
das am 5" Seite des 929 bp ORFs liegt, wurde keine Spleil3-Akzeptor Stelle gefunden. Mit
den Primern PM97 und PM 121 wurde eine RT-PCR an fotalen Gehirn RNA durchgefhrt.
Die Sequenzierung des 239 bp Produkts (RT3) bestétigte die Verbindung zwischen den
ORFs 929 bp und 478 bp. Die Reihenfolge der Exons und ihren flankierende Spleil3-
Stellen sind in der Tabelle 3.2 préasentiert.

Tabelle 3.2: TRPS1 Gen Exon/ Intron Ubergénge

Exon Sequenz der Exon/ Intron Ubergange Intron
Nr. GroRebp | 3'-SpleiRakzeptor 5’-SpleiRdonor Nr. Grofie [bp]

1 >478 AACAG gtaagt 1 44973

2 158 ttttgcag | ATGTA | TACAA | gtagt 2 3543

3 929 ctitgcag | ATATG | TGCAG otttgt 3 14130

4 1130 | ttctccag | GTGAC | TACAG | gtgagg 4 16268

5 604 ttctccag | GAGAG | TACGG | gtagga 5 168548
6 123 tgtitcag | AGGCG | ACTCG | gtaaga 6 3245

7 6589 ctctgcag | ACTCC

K onsensussequenz yyyyncag |G AG gtragt

Intronsequenz wurde mit Kleinbuchstaben und Exonsequenz wurde mit Grof3buchstaben

gezeigt. r = Purinbase, y = Pyrimidinbase, n = Purin- oder Pyrimidinbase
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3.1.2.7 Isolierung der 3" nicht-trandatierten Region (3’UTR)

Die EST-Datenbank-Suche mit 5530 kb genomischer Sequenz 3" der ORFs ergab 4 EST
Cluster. Reprasentativ fur das erste EST-Cluster (EC1, Abb.3.10) sind die EST-Klone
AA662457 IMAGE Klon 1218102 aus den Geweben Brust Tumor, Magen
Adenocarcinoma, gesamt Embryo und Kopf. EC1 Uberlappt mit dem ORF. Das nicht-
klassische Poly Adenylierungssignal ATTAAA (4504-4509) konnte zu der Isolierung der
EST-Klone in EC1 gefuhrt haben. EC2 présentiert EST Klone isoliert aus dem gesamten
Embryo, Prostata, fétalen Herz und Melanozyten. Die H53479/H53854, IMAGE Klon
202658, und R83254/H50546 sind fur die EST-Klone in EC2 reprasentativ. Das EST-
Cluster 3, reprasentiert durch AA470941/AA470973 und IMAGE Klon 771530, beinhaltet
EST Klone aus Kolontumor, Prostata, Gehirn, Uterus, fétalen Herz und gesamten Embryo.
Am 3" Ende des Clusters, in genomische DNA befindet sich ein Bereich aus 13 A’s der
vermutlich durch die Anlegerung des Oligo (dT) Primers zur Isolierung dieser EST Klone
gefuhrt haben. EC4 beinhatet EST Klone aus Ovarialtumor und Gehirn, repréasentiert
durch R54192/R54193 und IMAGE Klon 41822. Die EST Klone in EC2 und EC4
benutzen das konservierte Polyadenylierungssigna AATAAA (Abb.3.10). Die 4 EST-
Cluster zeigen komplette Kolinearitdt mit der genomischen Sequenz. Um die gesamte
cDNA zu isolieren, habe ich durch die Long Range PCR die Licken in der Sequenz
geschlossen. In diesem Experiment wurden mit Hilfe des Advantage Polymerase Mix an
»Marathon-ready“ cDNA aus fétalem Gehirn als Matrize lange Fragmente amplifiziert
(Abb. 3.10, RT15-16-18). Mit den Primern PM148 im Exon 5 und PM154 in der 3'UTR,
an der 5" Seite des EC4s, wurde ein 5707 kb umfassendes Fragment (RT 15) amplifiziert.
Durch die Sequenzierung dieses Fragmentes, konnte die gesamte 5530 bp 3'UTR ermittelt
werden. Die 3'UTR weist 3 unter Einhaltung des Leserasters Stop Kodons nach dem Ende
des ORFs auf. Die 3'nicht trandatierte Region benhaltet 5 Kkonservierte
Polyadenylierungssignale AATAAA. In Hinblick auf die zu identifizierenden Transkripte
durch Northern Blot von 7 und 10,5 kb, werden wahrscheinlich nur die zweite (nt 6190-
6195) und die flnfte (nt 9348-9353) benutzt. Die EST-Cluster EC2 und EC4 (Abb. 3.10)
bestétigen diese Annahme. Die 3'UTR beinhaltet 16 Kopien eines AUUUA Motivs. Dieses
Motiv ist die Erkennungsstelle fir die mRNA-Degradierung durch die proteosomale
Endonuklease Aktivitét (Jarrousse et al., 1999). In Tabelle 3.3 sind die RT-PCR Produkte
RT 1-18 ausgestellt.
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Tabelle 3.3: TRPSL RT-PCR Produkte
Name des 5 Primer 3"Primer Grofe des
Fragments T San Name Exon Produkts [bp]
RT1lab PM144 1 PM129 3 884+726
RT2ab PM 145 1 PM129 3 735+577
RT3 PM121 2 PM97 3 239
RT4 PM108 3 PM109 3 399
RT5 PM90 3 PM101 4 1078
RT6 PM89 3 PM83 5 1790
RT7 PM 89 3 PM81 5 1937
RTS8 PM109 3 PM83 5 1971
RT9 PM 106 4 PM 107 4 447
RT10 PM101 4 PM83 5 535
RT11 PM 104 4 PM83 5 1001
RT12 PM101 4 PM73 7 1067
RT13 PM101 4 PM61 7 1242
RT14 PM 148 5 PM147 7,3UTR 3495
RT15 PM 148 5 PM154 7, 3UTR 5707
RT16 PM149 5-6 PM154 7,3UTR 5506
RT17 PM72 6 PM73 7 163
RT18 PM 146 7 PM147 7, 3UTR 2699

Abb. 3.10: (néchste Seite) A) Genomische Struktur des TRPSL Gens. Die PAC Klone 24,
30 und 22 Uberlappen das TRPSL Gen. Die senkrechten Linien zeigen die etwaige
Position der chromosomalen Bruchpunkte der Patienten KS2166 und HB11480. Die 7
Exons sind as schwarze Balken dargestellt. B) Struktur der TRPSL cDNA. Die offenen
Boxen reprasentieren die Exons. Die Start und Stop Kodons, sowie 3 Polyadenylierungs
Signale und ein Poly (A) Schwanz in der 3'UTR sind gezeigt. Ein vermutlich nicht
genutztes Start Kodon ist in Klammern gezeigt. Die ¢cDNA wird durch RT-PCR

Produkte

(RT), die cDNA Klone (C) und EST Cluster (EC) prasentiert. Der dinne Strich in RT1-a,
TR2-aund C1 demonstriert die Abwesenheit des alternativen Exons 2.
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Abb 3.10: Legende siehe vorherige Seite.
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3.1.2.8 TRPS1 Protein

Das TRPSL Gen uberspannt 260,500 bp genomischer DNA. Das Gen besteht aus 7 Exons,
davon 5 kodierend (3-7) und 2 nicht kodierend (1 und 2). Die Spleif3-Donor- und Spleil3-
Akzeptor-Stellen sind konserviert (Tabelle 3.2) (Shapiro und Senapathy, 1987). Die 5 nicht
trandatierte Region umfaldt mindestens 480 bp ohne Exon 2 und 638 bp mit Exon 2. Die
cDNA ist 10011 bp mit 3,843 bp ORF und 5,530 bp 3" nicht trandatierte Region (Abb.
3.10). Das Gen kodiert fur en 1281 aa Polypeptid mit einem errechneten
Molekulargewicht von 141580 Dalton und einem leicht basischen pl von 7,495. TRPS 1
hat 9 Zinkfinger von 4 verschiedenen Typen in Exons 3 bis 7. Die ersten drei Zinkfinger-
Motiven (Zf 1: 224-247 in Exon 3, Zf 2: 335-358 und Zf 3: 436-459 in Exon 4) sind vom
C,H; Typ und haben eine Konsensussequenz von C,X14H, ohne @hnliche Sequenzen in der
Proteindatenbank. Die néchsten drei Zinkfinger-Motive (Zf 4: 616-637 in Exon 4, Zf 5:
668-689 in Exon 4-5, Zf 6. 694-715 in Exon 5) entsprechen dem C,H,.Typ mit der
K onsensussequenz C,X1,H, . Die Zinkfinger Doméanen 4 und 6 haben Ahnlichkeiten mit
einigen Proteine. Der Zinkfinger 7 in Exon 6 (Zf 7: 896-920) gehort der C,C, Gruppe mit
der Konsensussequenz CXNCX17CNXC an. Diese Zinkfinger-Domane hat 164 Treffer in
der Proteindatenbank, die ausschliefdlich GATA DNA-bindende Transkriptionsfaktoren
betreffen (Abb. 3.5). Die Zinkfinger Doménen 8 und 9 (Zf 8: 1217-1237 und Zf 9: 1245-
1267) sind vom C,H, Typ mit 285 dhnlichen Zinkfinger-Proteinen in der Proteindatenbank
und haben die hochste Ahnlichkeit zu den zwei C-terminalen Zinkfingern von IKAROS
Transkriptionsfaktoren. Die C-terminale TRPS1 Zinkfinger-Domane zeigt aul3erdem
Ahnlichkeit zu Drosophila melanogaster Proteinen wie Hunchback, Kriippel und Spalt-
Major (Abb. 3.4). Der putative GATA-bindende C,C, Zinkfinger in Exon 6 wird von zwei
Kernlokalisierungssignalen (NLS, Nuclear Localization Sgnals) flankiert. Das erste Signal
(LRRRRG) ist in Exons 5 und 6 in Position 886-891 und das zweite Motiv (RRRTRKR)
liegt in Exon 7 in der Position 946-952. Diese Hexa- bzw. Heptapeptide sind basische
Motive, die typisch fir grof3e nukledre Transkriptionsfaktoren sind (Boulikas , 1994). Die
Anayse des TRPS Proteins 183 vermuten, dal3 es ein Transkriptionsfaktor ist, der 9
Zinkfinger von unterschiedlichen Typen hat. Die gesamte TRPSL cDNA- und Aminosaure-
Sequenz wird in Abb. 3.11 prasentiert.
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TTCCTCCGCGAAGGCTCCTTTGATATTAATAGIGTTGG
TGTCTTGAAACT GACGT AAT GCGCGGAGACT GAGGT CCT GACAAGCGATAACAT TTCTGATAAAGACCCGAT CTTACTGCAATCTCTAGCGT CCTCTTTTTTGGTGCTGCTGGT TTCTCC
AGACCTCGCGT CCTCTCGATTGCTCTCTCGCCTTCCTATTTCTTTTTTTTTTTTTTAAACAAAAAACAACACCCCCT CCCCTCTCCCACCCGECACCGGEGCACATCCTTGCTCTATTTCC
TTTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTTAATAAGGGT GGCGCAGEGAAAGCGEGEEEGAGECAGEAAAGACCT TTTTCTCTCCCCCCCGCAAT AAT CCAAGAT CAACT CTGCAAACA
ACAGAAGACGGT TCATGGECT TTGECCGCCGCGCCACCAT CTTTCGEGCTGCCGAGGEGT GT TCT TGACGAT TAATCAACAGATGTACAGAT CAGCTCTCAAAATGT CTTCTGTGTCTTCTG
AGCGTCTTCTAAGACAATTGCATTAGCCTCCTGCTAGI TGACTAATAGAATTAATAATTGT AAAAAGCACT CTAAAGCCACAT GCCT TATGAAGT CAAT GCTGGGTATGATTTTACAAAT
ATGGTCCGGAAAAAGAACCCCCCT CTGAGAAACGT TGCAAGT GAAGGCGAGGGECCAGAT CCTGGAGCCTATAGGT ACAGAAAGCAAGGT AT CT GGAAAGAACAAAGAAT TCTCTGCAGAT
MV RKKNPPLRNVASEGEGOQI L EPI GTESIKVSGKNIKETFSATD
CAGATGT CAGAAAATACGGAT CAGAGT GATGCT GCAGAACT AAAT CATAAGGAGGAACATAGCT TGCAT GT TCAAGAT CCATCTTCTAGCAGT AAGAAGGACT TGAAAAGCGCAGI TCTG
QMSENTDO QSDAAELNHIKEEHSLHYVY QDZPSSS S KIKDTILIKSAWVL
AGTGAGAAGGCTGGCTTCAAT TAT GAAAGCCCCAGT AAGGGAGGAAACT TTCCCTCCTT TCCGCAT GATGAGGT GACAGACAGAAATATGT TGGCT TTCTCAT TTCCAGCTGCT GGGEGEA
S EKAGFNYESPSKGGNFPSFPHDEVTUDRNMLAFSFPAAGSG
GT CTGTGAGCCCT TGAAGT CTCCGCAAAGAGCAGAGGCAGAT GACCCT CAAGATAT GGCCTGCACCCCCT CAGGGGACT CACT GGAGACAAAGGAAGAT CAGAAGAT GT CACCAAAGGCT
VCEPLKSPQRAEADDP QDMACTUPSGD SLETIKEDU QKMSPKA
ACAGAGGAAACAGGGCAAGCACAGAGT GGT CAAGCCAAT TGT CAAGGT TTGAGCCCAGT TTCAGT GGCCT CAAAAAACCCACAAGT GCCT TCAGAT GGGGGT GTAAGACT GAATAAATCC
T EETGQAQSGQANCOQGLSPVSVASKNPQVPSDG GGV RLNTKSS
AAAACT GACT TACTGGT GAAT GACAACCCAGACCCGGCACCT CTGT CTCCAGAGCT TCAGGACT TTAAAT GCAATAT CTGT GGATAT GGT TACTACGGCAACGACCCCACAGATCTGATT
K T DLLVNDNPDZPAPLSPELI QDTFI KT CNI CGY GYYGNUDUPTDL I
AAGCACTTCCGAAAGTATCACT TAGGACT GCATAACCGCACCAGGCAAGAT GCT GAGCT GGACAGCAAAAT CTTGGCCCT TCATAACAT GGT GCAGT TCAGCCAT TCCAAAGACT TCCAG
KHFRKYHLGLHNRTROQDAETLUDS SI KI L ALHNMMYVQFSHSKDEFEAQ
AAGGTCAACCGTTCTGTGT TTTCTGGTGI GCTGCAGGACATCAATTCT TCAAGGCCT GT TTTACTAAATGGGACCTATGAT GT GCAGGT GACT TCAGGT GGAACATTCATTGGCATTGGA
K VNRSVFSGVLQDI NSSRPVLLNGTYDVQVTSGGTEFI GI1 G
CGGAAAACACCAGAT TGCCAAGGGAACACCAAGT ATTTCCGCTGTAAAT TCTGCAAT TTCACT TATAT GGGCAACT CATCCACCGAAT TAGAACAACAT TTTCTTCAGACT CACCCAAAC
R KTPDCQGNTIKYFRCKFUCNFTYMGNSSTETLEU QHTEFLOQTHUPN
AAAATAAAAGCT TCTCTCCCCTCCTCTGAGGT TGCAAAACCT TCAGAGAAAAACT CTAACAAGT CCAT CCCT GCACT TCAATCCAGT GAT TCTGGAGACT TGGGAAAAT GGCAGGACAAG
K1 KASLUPSSEVAKPSEIKNSNKSI PAL QSSDSGDILGKMWQD K
ATAACAGT CAAAGCAGGAGAT GACACT CCTGT TGGGT ACT CAGT GCCCATAAAGCCCCT CGATTCCTCTAGACAAAAT GGTACAGAGGCCACCAGT TACTACTGGTGTAAATTTTGTAGT
I TVKAGDDTWPVGY SVPI KPLDSSRQNGTEAT SYYWCKTFTCS
TTCAGCTGTGAGT CATCTAGCT CACT TAAACT GCTAGAACAT TATGGCAAGCAGCACGGAGCAGT GCAGT CAGGCGGCCT TAATCCAGAGT TAAAT GATAAGCT TTCCAGGGGCTCTGTC
FSCESSSSLKLLEHYGKQHGAVYQSGGLNPETLNDIKILSRGS SV
ATTAATCAGAATGATCTAGCCAAAAGT TCAGAAGGAGAGACAAT GACCAAGACAGACAAGAGCT CGAGT GGGECTAAAAAGAAGGACT TCTCCAGCAAGGGAGCCGAGGATAATAT GGTA
I NQNDULAKSSEGETMT KTDI KSSSGAKIKIKDTFSSKGAEUDNMYV
ACGAGCTATAATTGT CAGT TCTGT GACT TCCGATATTCCAAAAGCCAT GGCCCTGAT GT AATTGT AGT GGGGCCACT TCTCCGT CATTAT CAACAGCTCCATAACATTCACAAGT GTACC
TSYNCQFCDFRYSKSHGPDVI VVGPLLRHYQQLHNIHKTCT
ATTAAACACTGT CCATTCTGT CCCAGAGGACT TTGCAGCCCAGAAAAGCACCT TGGAGAAATTACT TATCCGT TTGCT TGTAGAAAAAGT AATTGT TCCCACTGTGCACTCTTGCTTCTG
I KHCPFCPRGLZCSPEIKHLGEI TYPFACRIKSNCSHTCATLL L L
CACTTGT CTCCT GEEECGECT GGAAGCT CGCGAGT CAAACAT CAGT GCCAT CAGT GT TCATTCACCACCCCTGACGT AGATGTACT CCTCT TTCACTAT GAAAGT GT GCATGAGT CCCAA
HL SPGAAGSSRVKHQCHQCSFTTWPDVDVLLFHYESVHESNAQ
GCATCGGAT GT CAAACAAGAAGCAAAT CACCT GCAAGGAT CGGAT GGGCAGCAGT CTGT CAAGGAAAGCAAAGAACACT CATGTACCAAAT GT GATTT TATTACCCAAGT GGAAGAAGAG
A S DV KQEANHLQGSDGQQSYV KESIKEHSTCTI KT CDTFI T QVEEE
ATTTCCCGACACT ACAGGAGAGCACACAGCT GCTACAAAT GCCGT CAGT GCAGT TTTACAGCT GCCGATACT CAGT CACTACT GGAGCACT TCAACACT GT TCACT GCCAGGAACAGGAC
I S RHYRRAHSCYIKCRQCSFTAADTA QSLILEHFNTVHTCOQEU QD
ATCACTACAGCCAACGGCGAAGAGGACGGT CATGCCATAT CCACCAT CAAAGAGGAGCCCAAAAT TGACT TCAGSGT CTACAATCTGCTAACT CCAGACT CTAAAAT GGGAGAGCCAGT T
I T T ANGETEDGHAI STI KEEPKI DFRVYNLILTWPDSIKMGEPV
TCTGAGAGT GT GGT GAAGAGAGAGAAGCT GGAAGAGAAGGACGGEGCT CAAAGAGAAAGT TTGGACCGAGAGT TCCAGT GATGACCT TCGCAAT GT GACT TGGAGAGGGGCAGACATCCTG
S ESVVKREIKLEEIKDGLIKEIKVWTESSSDDLRNVTWRGATUDII L
CGGGGGAGT CCGT CATACACCCAAGCAAGCCT GEEECT GCTGACGCCTGT GTCTGECACCCAAGAGCAGACAAAGACT CTAAGGGATAGT CCCAAT GT GGAGGCCGCCCAT CTGGCGCGA
R GSPSYTOQASLGLLTPVSGTQE QT IKTILIRDSPNVEAAMHLAR

T
ESQSLLRRRRGSGVFCANTCLTTI KTS SLWREKNANGGYVCNAC
GGOCTCTACCAGAAGCT TCACTCGACT CCCAGROCT TTAAACAT CATTAAACAAAACAACGGT GAGCAGAT TAT TAGGAGGAGAACAAGAAAGOGCCT TAACCCAGAGGCACT TCAGECT
GLYQKLUHSTPRPLANIIJKQNNGET QI I RRRTREKRLINPEA.L A
GAGCAGCTCAACAAACAGCAGAGGGGECAGCAAT GAGGAGCAAGT CAAT GGAAGCCCGT TAGAGAGGAGGT CAGAAGATCATCT AACT GAAAGT CACCAGAGAGAAAT TCCACTCOCCAGE
EQLNKO QOQQRGSNETEI QVNGSZPLERRSTETDIHLTESHOQRTEITPLTPS
CTAAGTAAATACGAAGOCCAGRGTTCATTGACT AAAAGCCAT TCTGCT CAGCAGOCAGT CCT GGT CAGOCAAACT CTGGATAT TCACAAAAGGAT GCAACCT TTGCACATTCAGATAAAA
L SKYEAQGSLTHKSHSAQQPVLVYSQTLDI HKRMQPLHI QI K
AGTCCTCAGGAAAGT ACT GGAGAT CCAGGAAAT AGT TCAT CCGTAT CTGAAGEGAAAGGAAGT TCT GAGAGAGGCAGT CCTATAGAAAAGT ACAT GAGACCT GOGAAACACCCAAAT TAT
S PQESTGDPGNSSSVSEGKGSS SERGSPI EKYMRPATEKHTPN.Y
TCACCACCAGGCAGOCCTATTGAAAAGT ACCAGTACCCACT TTTTGGACT TCOCT TTGTACAT AAT GACT TOCAGAGT GAAGCT GATTGGCT GCGGT TCTGGAGT AAATATAAGCTCTCC
SPPGSPI EKYQYPLFGLPFVHNDTFO QSEADMWLTRFWSZKYHKTLS
GTTCCTGGGAATCOGCACT ACTTGAGT CACGT GOCT GGCCT ACCAAAT OCTTGCCAAAACT ATGTGCCT TATCCCACCT TCAATCTGCCT OCTCATTTTTCAGCTGT TGGATCAGACAAT
VPGNPHYLSHVYPGLPNPCQNYVPYPTTFNLTPPHFSAVGSTDN
GACATTOCTCTAGATTTGGBOGAT CAAGCAT TCCAGACCT GGGCCAACT GCAAACGGT GOCT CCAAGGAGAAAACGAAGGCACCACCAAAT GTAAAAAAT GAAGGT COCTTGAATGTAGTA
DI PLDLAI KHSRPGPTA ANGASZKTET KT KAPPNVEKNETGPTLNUVYV
AAAACAGAGAAAGT TGATAGAAGT ACTCAAGAT GAACT TTCAACAAAAT GTGT GCACT GT GGCATTGT CTTTCT GGATGAAGT GATGT ATGCTTTGCATAT GAGT TGCCATGGTGACAGT
K TEKVDRST QDETLSTHKCVHCGI VFLDEVYVMYALUHMSTCHTGTOD S
GGACCTTTCCAGT GCAGCATATGOCAGCAT CTTTGCACGGACAAAT AT GACT T CACAACACATAT CCAGAGGGGCCT GCATAGGAACAAT GCACAAGT GGAAAAAAATGGAAAACCT AAA
GPFQCSI CQHLCTDIKGYDFTTHI QRGLHRNNAQVTETKTNGEKFPK
GAGTAAAACCT TAGCACTTAGCACAAT TAAATAGAAATAGGT TTTCTTGATGGGAATTCAATAGCTTGTAATGT CTTATGAAGACCTAT TAAAAAAATACT TCATAGAGCCTGOCTTATC

E
CAACATGAAATTCCCTTCTTTTGI TATTCTTTCTTTTGATGAGTAGGT TACCAAGAT TAAAAAGT GAGATAAAT GGT CAATGAGAAAGAAT GGAAGAT GGTAAACAATCACTTTTTAAAA
CCTGT TAAGT CAAAACCATCTTGGCTAATAT GT ACT GGGGAAAT AAT CCAT AAGAGAT AT CACCAGACT AGAAT TAATATAT TTATAAAGAAAGAGACCAAAACTGTCTAGAATTTGAAA
GGGTTTACATATTATTATACTAAAGCAGT ACT GGACT GGCCATTGGACCAT TTGT TCCAAAACCCATAAAT TGT TGCCTAAATTTATAAT GAT CATGAAACCCT AGGCAGAGGAGGAGAA
ATTGAAGGT CCAGGGCAAT GAAAGAAAAAT GGCGCCCTCTCAATTTAGT CTTCTCTCAT TGECCATGT TTCAGATTTTGACCTAGAAATGCGAGCT GT GGT TAGGCT TGGT TAGAGT GCA
GCAAGCAACAT GACAGAT GGTGECACGCT GT TTTTACCCAGCCCT GCCT GTACATACACATGCACACCCTCTCTGATATTTTTGTCCTTTAGATGI TCAAATACTCAGTAGTCCTTTTGT
TTGCGGITTAGATTCATTTTGT CCACACATGTACCCATTTTAAAAAACAATGT CCTCGATGCTTCTGTAGTGATTTCATTTTAGCCAGGTATTTCTTTCTTGT GT GT GATGAACCAGTAT
GGATTTGCTTTTCTAAGCCT CCTGT TGGT TACTAATCT CACT TGGCACAT TATAACT AAAGGAAT CCCCTCAATTCAAAAGCATAGAT GGATACAAAT GTCAGACCGT GGGTTTAATTTG
TTTAGAACACATGGCATTTCTTCACAAGGTAACCT GCTGTATTTATTTATTTTCTTTTGGT TAAATATAATTTCCAAACT TTGT GGT CAGGCAGCGT CTAAGGT TACGT TACCACAGACT
GACAGT TGGTATATGTACCAGCCAATCCCTTCATTAAATGTATACAGAT TTAGT TAAGTAGCAT TAAATAGGAT TCT TAGAAGT ATGT CCTCATAGAACT TTTAATACTTAAGGCTTTGT
AAAAACTAT CCAT GAAGGGAAAGCT CCT CAGCATAACT GCT CAGGGAAAT AGGGCTAAATAACT GAACAT TAAATAAT T GGT TAAAGGT GCT GT TAGT CGAGCCT CAATGCT TGCTACAA
GGATGTATGTACAAGGACTGACTTTAATAATTTGCATTATAT TGT CCCAACCAGTAGT TTATTT TTTGCCACGGAGAT GTAGAAGATAT TACAAGCTACT GGATGCACT GTCAGATTAAC
TTATTTCATTAAAGAAGT TGGGAGAACAAATAGGAAAAAAAAAACT TATTTTTCTAGTAAATAT TAATGT AT TACAT TTCAAATAATGGT GCCTGACATATTGAATAATTATTTTCTACA
GT GTACGTATGCAACAAAGATATTCCATCATGCAT TAGAGT CAGT TCTGGCTCTGCCTAGCT GT TTACATTTGCAAAT GTAGCAAACAAGGTAAT GAAGCAACTAT TTCTATTGCAGTAG
ATATCCTTTTGIGITGTGI GT GT GT GCAT TAAAGT TGT AAACGGT AACATGAAACAAATGAAAGT TCTTGCTATAAT GGT ATGGAAAACAAGAAGGAAAT GAAAATATTTTTATGCCTACT
TAGGAAAAAAAGGGTAGCACT TATTCAT TCCAAGTACTTTTTTTTTTTTAATTTTTAAGCT CTTAACT CACATTGT TATGCTTAAGATGATAAACATATATCCTCTTTTTATTGCTTTGT
CTATGITTCATATGAAACATTTCAGAAATTATTTTGATAAGT GT TGCTGGAAT CTGCAACGCTGATTTTTTTTTGCATTCTGTAGT CGCATTTGCACTCCATTTTTACATTAATTCGCAG
TTGCTTTGTATCATTGTTTTGT TTGGGT TTTGT TTCTTTTTCACAGI GCCGGGT CTTCGT TTCT TAAAGT TGGAT GECAGGT AGAGT TCAACCAGT TCGT GACTGT TGTAGCGAAT GAAG
TTAAAAAAATGTCTTTCTGATGITGTGT TGTCATTTTCATTTTTGCATTTTTTTGI TTGCATAT TAAAAAAAGAGAAAAGAGAAAGCAAGAGACAGAAATCAGGACTAAGTCCTCTGCTT
CAGTTTCATTGT TAACGGGCCT TATTCTGATCTCACCT GT CGCGTAGCT CTAATATTCACAT AAACT GAAATAAAGAAGT GGAATGAGGAGCT TTGACAT TCAAAT TATGT GATGTAATT
TATCTTCCTTAGGAAT TTTGATGGATGCATCT CAAAAT GTATAGCCAGACT TGAGAGGT GACAAT TAAAGAT CT AAAAAAGAGAGGAGAT TCCCCCAAACAACAATATTTAATTTTCTTA
GTAAAAAGAAT AACAGAAT GCAT CGT GGCAAT CCT TAAGCAACATTATCTATGT GGACT GCT TAAAT CAGCAAAACACCAGAAGT TTGGT TAACT TGEGCAATATGACAAGTATTACTTT
TTGGGCAAAACTACT CATTAAGCAATTTCTCTAGT GT GT CGGACACAAATAGGT TCTTTATTTTTGGCATGTATGCCTTTTTATTTTCATTCAATTTTTTTTTTTTCTCAGACAGACATA
GTAGTATCAACTAGCATTGGAAAATACATATCACTATTCT TGGAATATTTATGGT CAGTCTACT TTTTAGT AAAATATTTTTGGATAGCGT TGACACGATAGATCTTATTCCATACTTCT
TTATTATTGATAATTTTATTTTCATTTTTTGCTTTCATTATTATACATAT TTTGGT GGAGAAGAGGT TGGGECTTTTTTGAAAGAGACAAAAATTTATTATAACACTAAACACTCCTTTTT
TGACATATTAAAGCCTTTATTCCATCTCTCAAGATATAT TATAAAATTTATTTTTTTAATTTAAGATTTCTGAATTATTTTATCTTAAATTGT GAT TTTAAACGAGCTATTATGGTACGG
AACTTTTTTTAATGAGGAATTTCATGATGATTTAGGAAT TTTCTCT CT TGGAAAAGGCT TCCCCT GTGAT GAAAAT GAT GT GCCAGCT AAAAT T GT GT GCCATTTAAAAACT GAAAATAT
TTTAAAATTATTTGT CTATATTCTAAATTGAGCT T TGGATCAAACT TTAGECCAGGACCAGCTCATGCGT TCTCATTCTTCCTTTTCTCACTCTTTCTCTCATCACTCACCTCTGTATTC
ATTCTGITGI TTGGGATAGAAAAAT CATAAAGAGCCAACCCAT CTCAGAACGT TGT GGAT T GAGAGAGACACT ACAT GACT CCAAGT ATATGAGAAAAGGACAGAGCT CTAATTGATAAC
TCTGTAGT TCAAAAGGAAAAGAGT ATGCCCAATTCTCTCTACATGACATATTGAGATTTTTTTTAATCAACT TTTAAGATAGT GATGT TCTGI TCTAAACTGT TCTGT TTTAGT GAAGGT
AGATTTTTATAAAACAAGCAT GGCGATTCT TTTCTAAGGTAATATTAATGAGAAGGGAAAAAAGT ATCTTTAACAGCTCTTTGT TGAAGCCT GT GGTAGCACATTATGT TTATAATTGCA
CATGTGCACATAATCTAT TATGAT CCAAT GCAAATACAGCTCCAAAAATAT TAAATGTATATATAT TTTAAAATGCCT GAGGAAATACAT TTTTCTTAATAAACTGAAGAGT CTCAGTAT
GGCTATTAAAATAATTAT TAGCCT CCTGT TGT GT GGCT GCAAAACAT CACAAAGT GACCGGT CTTGAGACCTGT GAACT GCTGCCCTGT TTAGTAAATAAAATTAATGCATTTCTAGAGG
GGGAATATCTGCCAT CCAGT GGT GGAAAT GT GGAGT AAAGAAGCT GGTGGT CTGCT TCTGTGCTGTATGCCAGCCT TTTGCCT TAAGT TGAGAGGAGGT CAACTTTAGCTACTGTCTTTG
GT TTGAGAGCCAT GGCAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAGAT CAAGT CGT CT T TGGT GAGCCAGT AAGGT GAAAGCT TGCT GACT GT CCAAGGCACAAGAGAAAAT TGAGGAATTGAAATGC
AACCTGAGTATCAAACTAAATATTCTAATCAAAGGTAGGTACT GT TAGGT GGAAT TCTAT CAGCAGGCAACT GCAAAT GAGAAGAAGATAGAAGGACGCCCGT CGEGACT TTGGAGSGCA
TTGTTATTTTCCCAAAGAAAGACGGCCAAGGEGCAGAGGCAT GGATTCT TTGCAGAGCACTTCCTTTTGGT TTTTCAGTACT GT TTCATAGACAGT GGGCTCACATGT TCCTGATAGT GCT
GCAGT TGCT TAGAAAGCAT CCCAGT TAAT TGCAGT AAT TAGAACT TCTGGAAT AT GCTAGGGCAGAAGT AT GT CAAGT AT GT CACATGAAGAAAAT GT GAAATTCAAGAGT AATCCACAC
GTGAGAAACTAGACAATGTACATTCATGT GT TCT CT TGAAAGGAAAGGGAGAGCT GTAAGCT TCACT CT GT CCTACACCGGAGAAAAGCAGGAAT AACT TTACCGT GGAAATAATGT TTA
GCTTTTATCAGAGAAAATTGT CCTTCTAGAGCATAGAGT CCCAAAACTCAATTCTGGT TTTCCCCTGITTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCAACATATGAACT GCAGCATATCACTTTTTC
TTTTTGIGCCTCAGGT TCCTCACCTGTAAAATTGAAAAATATAT GTAT TAATAATAT TATTAATAATAAT AATGGTAAT GTAGTACTTGT TTGTAAAGCACTTTGAGATCCT TGGT TGAA
AGGCACCATAGGAGT GCCAAGTAT TATTAT GT GGCCAAGGGGGT TATTTAAACT GT CAGT TCCCAAAGGCCAGGAAAGGT TGGGGT CATTTTTCT TAAAGACGAGCT GTAAATATCAACT
AGGCAGCCAATAGT GT TGACTATGAAGATGCAAAACT AT TACTAGGCT GATAAAAT CATAGT TTCT TAAT GGCTACCAATAAGGCAAATAT CACAATAAT AAACGCCAAATTCCTTAGGG
CGGACTATTTGACAACCACAT GGAAAACT TTGGGEGGAGGCAT GAGGGEGGEGAACAT CTCAAAATGCCAAT GT AAAATTTAACT TACAGCAAT AT TCACCAGCAGAAAATGTCTTTCATATG
GAATGATTTCATGT TGCTAAGAAAAAGAATTCAATTTGTAGT CCTGATTTGAATACTAGAAT GT TGECTATAATAGT TCTGT TCTTACAACACATGAAATTTTTTCGT TTTATTTTATTT

aa

40
80
120
160
200
240
280
320
360
400
440
480
520
560
600
640
680
720
760
800
840
880
920
960
1000
1040
1080
1120
1160
1200
1240
1280
1281
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TGITTTCATAGTGCATGI TCATTTCTACTCACAAACATGT TCTTGGTGTATTTCT TATGCAAACAAT CTTCAGGCAGCAAAGATGT CTGT TACATCTAAACTTGAATAATAAAGT TTTAC
CACCAGTTACACA

Abb. 3.11: Sequenz des TRPS 1 Gens (10011 bp). Die Basen-Nummerierung der 638 bp
umfassenden 5"UTR erfolgte mit negative Zahlen. Der 3843 bp ORF beginnt ab der dritten
Base des Exon 3 und kodiert fur 1281 Aminosauren. Die 9 Zinkfinger Doménen sind grau
schattiert und die NLS sind eingerahmt. In 3'UTR (Nr. 3844-9373) sind die
Polyadenylierungsignale fettgedruckt und die mRNA Degradierungs-Signale sind
unterstrichen.

3.2 Diemolekulare Analyse von Patienten mit TRPS|

3.21 Sequenzierungder Patienten DNA

Fur die Mutationsuche wurden 15 Uberlappende Amplimere entwickelt, die die gesamte
kodierende Region und flankierende Intronbereiche jedes Exons beinhalten (Tabelle 7.5).
DNA von 10 TRPS | Patienten mit normalen Chromosomen, die mit Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH) mit YAC A3B7 untersucht worden waren (Ludecke et a. 1995),
wurde sequenziert. Es wurden insgesamt 6 Mutationen, 3 familidre Félle und 3 sporadische
Faleidentifiziert (Tabelle 3.4) (Momeni et al., 2000). Die Stammbaume von 4 Patienten in
dem die Mutationen isoliert sind sowie die Elektropherogramme der Sequenzierung der

Indexpatienten ist in der Abb. 3.12 prasentiert.

9360
9373
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Tabelle 3.4: TRPSI Mutation

N. | Familidr |Exon |Mutation aa Austausch Primer Anmerkung*

1 + 4 1014C-A C338X PM139/140 +Apol

2 + 4 1831 C-T R611X PM 106/107 -Nrul

3 + 5 2406-2407insG Leseraster-Verschiebung | PM80/81

4 - 5 2441-2442insT Leseraster-Verschiebung | PM80/81

5 - 5 2518C-T R840X PM87/86 -Bstul

6 - 7 | 3360-3361insGGAG | Leseraster-Verschiebung | PM76/77 +BspEl
* Die letzte Spalte zeigt eine Restriktionsschnittstelle, die durch die jeweilige Mutation entweder entstanden
ist (+) oder verloren wurde (-).

TCTOCOISa O BTECOTE L= U ERL TL R S LT LA 3 ETL
TECTOCOBIAOAAG S EEIE To

TLL TGN OUCr G UT L L T L e o P UL I U U RERELETT EUEI TEL T SOOGS0 FTCAT L TOOC B I L Lag |

|
llll r |‘l |I|||'| ! rl a Jui Ill 'llll | Iﬂlll rl m ' | ['Iﬁ I'l

Abb. 3.12 Stammbaum und Mutationsanalyse von 4 TRPS | Patienten. Die oberen Kéasten
unter jedem Stammbaum zeigen die Elektropherogramme der Sequenzierung der
Amplimere der Indexpatienten (mit Pfeil gezeigt). Die unteren Kasten zeigen die gleiche
DNA-Region bel Normalpersonen. Die Abschnitte A-D entsprechen den Mutationen 3, 2,
6und 5in Tabelle 3.4.

3.2.2 Mutationskontrolle

Nachdem die Mutationen in 6 TRPS | Patienten durch die Sequenzierung identifiziert

wurden, sollte kontrolliert werden, ob es sich dabei um einen neutralen Polymorphismus
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handelt oder um eine Mutation, die nur bel den Patienten auftritt. Fir jede Mutation
wurden 80 Chromosomen aus 40 Normalpersonen untersucht. Die Mutation 1014 C- A
wurde durch Sequenzierung kontrolliert. Da die Sequenzierung eine aufwendige Methode
ist, wurden die Mutationen Nr. 2, 5 und 6 durch die erworbene bzw. die verlorene
Enzymschnittstellen verifiziert. Die Mutationen Nr. 3 und 4 wurden durch SSCP-Analyse

kontrolliert.

3.2.2.1 Apol Schnittstelle (Mutation Nr. 1)

Durch die Mutation Nr. 1 (Tabelle 3.4) C- A wurde die Wildtypsequenz CAATTT zu
AAATTT geandert, was zur Entstehung der Apol Schnittstelle R AATT Y fihrt. 15 Basen
5 von der durch die Mutation neu kreierten Apol Schnittstelle ist eine andere Apol
Schnittstelle, die die Verifizierung der Mutation durch die Schnittstelle verhindert (die 15
Basen sind nicht auf dem Agarosegel sichtbar). Zur Kontrolle wurde an der DNA der
Patientin und 40 Normalpersonen mit den Primern PM139-140 PCR durchgefihrt. Die
PCR-Produkte wurden vollstandig sequenziert. In keiner der Normalpersonen wurde die

Mutation gefunden.

3.2.2.2 Nrul Schnittstelle (Mutation Nr. 2)

Die Mutation Nr.2 C- T im 447 bp Amplimer PM106/107 éndert die Nrul Schnittstelle
TCGCGA zu TCGTGA, wodurch die Schnittstelle verloren geht. Als Kontrolle wurden 40
PM106/107 Amplimere von Normal personen und von der Index-Patientin mit Nrul verdaut
(Abb. 3.13 ). Bel den Normalpersonen wurde das 447 bp Amplimer an der Position 341
geschnitten. Dadurch wurde zwei Fragmente von 341 bp und 106 bp sichtbar. Da die
Patientin fur die Mutation heterozygot ist, hat sie ein Wildtypallel, das mit Nrul geschnitten
werden kann und ein mutantes Allel, das die Schnittstelle verloren hat (Abb.3.14: 447 bp
Bande).

Abb. 3.13: (siehe ndchste Seite) Nrul Restriktionsverdauung des PM139/140 Amplimers
von 40 Normalpersonen und der Indexpatientin (Tabelle 3.4 Nr.2) auf einem 2%igen
Agarosegel. Die 447 bp Bande représentiert das mutante Allel und die 341 bp und 106 bp
Banden stellen die restringierten Wildtypallele dar. pUC19 Marker diente as
Grolenstandard. NP: Normal person, P: Patient.
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Abb. 3.13: Legende siehe vorherige Seite.
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3.2.2.3 BstUl Schnittstelle (Mutation Nr. 5)

Die Mutation Nr. 5 C- T, im PCR-Produkt PM87/86 éndert die BstUl Erkennungssequenz
CGCG zu CGTG und dadurch geht die Schnittstelle verloren. Das Enzyme BstUI schneidet
den 355 bp umfassenden Amplimer an Position 162 mit zwei Restriktionsprodukten von
162 und 193 bp. Da die Patientin fur die Mutation heterozygot ist, ergibt der
Restriktionsverdauung drei Banden, 162 und 193 bp Banden fur das Wildtypallel und die
355 bp Bande fur das mutante Allel, auf dem die BstUI Schnittstelle verloren gegangen ist.

Abb. 3.14. (Seite 53) BstUl Restriktionsverdauung vom PM87/86 Amplimer von 38
Normalpersonen und der Indexpatientin (Tabelle 3.4 Nr. 5) auf einem 2%igem Agarosegel.
Die 355 bp Bande in Spur P reprasentiert das mutante Allel und die 162 und 193 bp
Banden das Wildtypallel. Als GrofRenstandard diente PUC19 Marker. NP: Normal person,
P: Patient, M: Marker.

3.2.2.4 BspEl Schnittstelle (Mutation Nr. 6)

Die Mutation Nr. 6 (Tabelle 3.4) ist eine 4 Basen Insertion an cDNA Position 3360-3361.
Die Insertion fuhrt zu einer Leseraster-Verschiebung, die in einem friihzeitigem Stopkodon
resultiert. Durch die Insertion von GGAG entsteht die BspEl Schnittstelle TCCGGA.
Durch diese Schnittstelle lassen sich die mutante Allele vom Wildtypallele unterscheiden.
Das 564 bp PM76/77 Amplimer wird im mutanten Allel an Position 364 geschnitten und

das mutante Allel bleibt ungeschnitten.

Abb. 3.15. (Seite 54) BspEl Restriktionsverdauung des PM76/77 Amplimers von 40
Normalpersonen und des Indexpatienten (Tabelle 3.4 Nr. 6) auf einem 2%igen Agarosegel.
Die 564 bp Bande in der P-Spur zeigt das Wildtypallal und die 364 und 204 bp Banden das
mutante Allel. Als Grofdenstandard diente PUC19 Marker. NP: Normalperson, P: Patient.
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3.2.2.5 SSCP-Analyse (Mutationen Nr. 3 und Nr. 4)

Die Mutationen Nr. 3 und Nr. 4 wurden im Amplimer PM80-81 identifiziert. Beide
Mutationen sind ein-Basenpaar-Insertionen, die zur Leseraster-Verschiebung flhret. Die
PM80/81 PCR-Produkte von 38 Normalpersonen und des Patienten wurden durch SSCP-
Anayse (2.2.15) untersucht. Beide  Mutationen  konnten  durch  die
Konformationsanderungen auf dem SSCP Gel, im Vergleich mit den Normalpersonen,

verifiziert werden.

Abb. 3.16: Die PCR-Produkte PM80-81 von 50 Normal personen und die beiden Patienten
(Tabelle 3.4, Nr. 3-4) wurden wie im Abschnitt 2.2.13 beschrieben, vorbereitet und auf das
Gel aufgetragen. Die Patienten DNA zeigen Bandenmuster, die sich von denen der
Normal personen unterscheiden. NP: Normal person, P1: Patient Nr. 3, P2: Patient Nr. 4.
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3.2.2.6 Verifizierung einer Spleil3-Mutation durch RT-PCR

Die Spleifdmutation, die von Dr. Ludecke identifiziert worden ist (LUdecke et a., 2001), ist
eine Basensubstitution, IVS6+1G- T, die die Splei3-Donor-Stelle andert und zum
Uberspringen von Exon 6 fiihrt. RT-PCR an RNA aus Leukozyten der Patientin mit den
Primern PM101 (Exon 4) und PM73 (Exon 7) ergab ein Produkt von 1067 bp, das in
normalen Allel zu erwarten ist, und weiterhin ein 944 bp Produkt, in dem die 123 bp von
Exon 6 fehlen. Dies wurde durch Sequenzierung der PCR-Produkte mit Primer PM85
(Exon 5) bestétigt.

kb

3,054

1,635
1,018

516/506

Abb. 3.17: RT-PCR an Patienten-RNA mit den Primern PM101 und PM73 auf einem
1%igen Agarosegel. Die 1067 bp grof3e Bande stammt von dem Wildtypallel und die 944
bp Bande von dem mutierten Allel, bei dem Exon 6 fehlt. M,1 kb DNA Leiter, 1) Patient
mit der Mutation 2755G - A, 4) Patient mit der Mutation 2681T — A, 7) Patient mit der
SpleiR-Mutation (Ludecke et a., 2001). Die Kontroll-Spuren 2, 4 und 8 enthielten Reverse-
Transkriptase ohne RNA. Die Kontroll-Spuren 3,6 und 9 enthielten RNA aus jeweiligem
Patient, ohne Reverse-Transkriptase. Die Kontroll-Spuren dienten als Kontrollen fur die
Kontamination.



Ergebnisse 57

3.3 Isolierung und Charakterisierung desmurines Trps 1

3.3.1 Isolierungder cDNA

Eine Bibliothek aus cDNA von ener 17 Tage alten Maus (Clontech; Material und
Methoden Tabelle 2.1.7.1) wurde mit den menschlichen Hybridisierungssonden PM94-91
aus Exon 3 und PM67-66 aus Exon 7 hybridisiert. Dabei wurden 7 Klone isoliert (Abb.
3.18, mC1-7). Die Klone wurden mittels vektorspezifischen Primern und internen Primern
durchsequenziert. Wie auf der Abbildung zu sehen ist, wurde in keinem cDNA-Klon das
Ortholog zum menschlichen Exon 2 gefunden. Eine 5’RACE an cDNA eine 17 Tage aten
Maus-Embryos (Marathon-ready cDNA; Material und Methoden, 2.1.8) mit den Primern
M20U226 (5CCAAGATCAACTCTGCAAACS) und M20L 369
(5 CTAGCAACGTTTCTCAGAGG 3) ergab ein Fragment (Abb. 3.18, mRT1-5 RACE)
von 144 bp, in dem ebenfals das TRPSL Exon 2 fehlte. Sequenzsuche mit der
menschlichen TRPS 1 3'UTR in einem murinen EST-Datenbank ergab EST-Klone, mit
deren Hilfe Primer m3"UTR1-6 entworfen wurden (Tabelle 3.5; Tabelle7 .6). Long-Range-
PCR an murine Marathon-ready cDNA ergab 5 Produkte die in der Tabelle 3.5 prasentiert
werden (Abb. 3.18; mRT2-6).

Abb. 3.18: (néchste Seite) Ein Vergleich zwischen dem menschlichen TRPSL Gen und
dem murinen Trpsl Gen. Die Exons sind durch schwarze Balken dargestellt worden. Die
grauen Baken zeigen die Kernlokaliserungssignale und die gestreiften Baken die
Zinkfinger. Die isolierten cDNA Klone sind mit mC1-7 gezeigt worden. Die PCR-
Produkte sind mit mRT1-6 gezeigt worden. Die V-férmigen Linien bei mC1-3 und mRT1
deuten darauf hin, dal3 das menschliche Exon 2 bei diesen Fragmenten fehlte. Die Maus
EST-Klone sind in drei Clustern zusammen gefal3t.
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Abb. 3.18: Legende siehe vorherige Seite.
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Tabelle 3.5: Trpsl RT-PCR Produkte

Name des 5 Primer 3"Primer Grofe des
Fragments Produkts [bp]
Name Position Name Position

mRT1 M20U226 Exonl M?20L 369 Exon2 144
mRT2 3 UTR1 Exon 6 3 UTR4 3JUTR 2388
mRT3 3'UTR2 Exon 6 3UTR4 3JUTR 2261
mRT4 3'UTR3 3JUTR 3'UTR5 3JUTR 3521
mRT5 3'UTR2 Exon 6 3'UTR6 3JUTR 5525
mRT6 3'UTR1 Exon 6 3'UTR5S 3JUTR 5708

Die Sequenzierung der RT-PCR Produkte fuhrte zur Vervollstandigung der Trpsl cDNA
Sequenz. Die cDNA umfaldt 9671 bp und beinhaltet einen ORF von 3843 bp und eine
3'UTR von 5530 bp. Durch den cDNA Klon mC1, RT-PCR Produkt mRT1 und PAC-
Sequenzierung, konnten 328 bp ermittelt werden. Die 5’RACE mit dem AP Primer ergab
kein Produkt. Der offene Leserrahmen (ORF) beginnt mit der dritten Base des Exons 2.
Das Startkodon ATG ist in Ubereinstimmung mit Kozak Konsensus-Sequenz (Kozak
1999). Der ORF endet mit zwei Stop-Kodons (TAA, 3846-3848, 3870-3872). Das Gen
kodiert fur ein 1281 aa Polypeptid mit 9 Zinkfinger-Motiven (Abb. 3.19). Die Zinkfinger-
Motive sind nahezu in Anzahl und Struktur identisch, unterscheiden sich nur durch zwei
Basen-Austausche in Zinkfinger 4, TS aa 622, und S— T aa 635. Es gibt zwel NLS
Signale in dem Protein. Das erste wird in Exon 4 und 5 kodiert und hat das Motiv
(LRRRRG) und das zweite Signal hat das Motiv (RRRTRKR) (946-952) und wird in Exon
6 kodiert. Das Protein hat ein errechnetes Molekulargewicht von 140952 Dalton und einen
leicht basischen pl von 7,56. Der 5500 bp lange ORF hat 5 klassische (AATAAA) und ein
nicht-klassisches (ATTAAA) Polyadenylierungssignal, von denen zwei (6642-6647 und
9644-9649) konserviert sind. Da die zwel konservierten Polyadenylierungssignale benutzt
werden, ergeben sich zwei Transkripte, die beim menschlichen TRPSL etwa 7 und 10,5 kb
gro3 sind (siehe 3.3.3). Die Trps 1 3'UTR beinhatet 11 AUUUA Motive. Diese Protein-
Motive sind mit Degradation der mRNA Molekile durch die proteosomale Aktivitéat in

Zusammenhang zu bringen (Jarrousse et a., 1999). Maus-EST Datenbanksuche mit der
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kompletten Trps 1 Sequenz ergibt 3 EST-Cluster mit 140 Treffer (Abb. 3.20, mEC1-3).
Der mEC1 beinhaltet 25 EST Klone, die 4540 bp des Trps 1 cDNA, einschliefdich den
gesamten ORF, Uberspannen. Die EST Klone stammen aus Geweben wie Brust (Maus),
Darm (Maus), Lungentumor (Maus), fertiliserten enzellige Maus Embryonen,
Basalganglien. Der mEC2 umfalét 29 Uberlappende EST-Klone die 1699 bp von der 3'UTR
beinhalten. Die MEC2 EST Klone stammen aus Brust, Milz, Gehirn (Cerebellum, Cortex),
Lunge und einem 9 Tage alte Embryo. Der mEC3 beinhaltet 46 EST Klone aus Geweben
wie Brust, Darm, embryonalen Kopf, Aorta und Venen. Der mEC3 Uberspannt 3412 bp.
Der Vergleich zwischen TRPS 1 und Trps 1 wird in der Tabelle 3.6 Zusammengefalit.

Tabelle 3.6
TRPS1 Trps1
Transkript Grof3e [kb] 7-105 7-10,5
Anzahl der Exons 7 6
Lénge des ORFs [bp] 3843 3843
| dentitét 91,3%
3'UTR Lange [bp] 5530 5500
3'UTR Identitét 31%
5'UTR Lange [bp] > 478 >328
5'UTR ldentitét * 97,3%
Aminosaure Anzahl [aa] 1281 1281
Aminosaure | dentitét 93,1%

* Die Ahnlichkeit bezieht sich auf die 108 bp am 3'Ende der 5’UTR.
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aa nt
gatctcattgcaatctccagcgtggetctttttcget get gct cggt gget ccggacct cgegt cct cct gatcgetctctcegecttt -241
gectattttttttttttaaacaacaacaacaacaacaaaaaaccccaacaacaccccct ccecttttcccacccggcaccgggeacatcctagetctatttectttctetttctctcgeg -121
ctcccccccccaat aat ccaagat caact ct gcaaacaacagaagacggt t cat ggct ct ggccgecgegecaccat ¢ttt cggget gcggagggt gt t cct gacgat t aat caacagat -1
at ggt ccggaaaaagaacccccct ct gagaaacgt t gct agt gaaggcgagggt caaaccct ggagccaacagct acagagagcaaggt at ct gggaagaacaaagaat t gt ct gcagat 120
MV RKIKNPPLIRNVASEGETGQQTLEPTATESIKVSGKNIKETLSATD 40
cagat gt cagaaaat acagat cagagt gat gt t gcagagt t gaact cgaaggaggaacacagcacgcat ggccaagagccat ct t ccagcggt aagaaggact t gcaaat ct caggcct g 240
ENTDOQSDVAETLNSIKEEHSTHG G QQEZPSSSGKI KDL QI S GL 80
agt gagaaggct ggct t caat t at gaaagccccagt aagggagggagcct t gt ct cctt cccacat gat gaggt aacagacagaaat at gt t ggct t t ct cat ct ccaget gct ggggga 360
S E K A G F N P S K GG S L V FPHDEVTIDRNMMLAFSSPAAGSGEG 120
gt ct gcgagecct t gaagt ct cct caaagagcagaggcagat gaccct caagat at ggcct gcaccccat caggggat t cat t ggagacaaaggaagagcat aaaat gt caccaaaggcc 480
vV C E P L S PQRAEADDP QQDMACTUPSGDS SLETI KEEHIKMSPKA 160
act gaggaaacagggccagt gcagagt ggt caagccaat t gt caaggt t t gagt ccagt t t ccgt ggcct caaaaaacccacaagt gcct t cagat gggggt gt cagact gagt aaaccce 600
T E TGPV QS G Q Q GLSPVSVASKNPQQVZPSDG GSGVRL SKP 200
aaaggt gact t act ggt gaat gacaacccagacccggcacct ct gt ct ccagagct t caggact t t aaat gcaat at ct gt ggat acggt t act at ggcaat gaccccacagat ct gat t 720
K G D L L E C C GY GYY GND T D L | 240
aagcact t ccgaaagt at cact t aggact gcat aat cgcaccaggcaggat gct gagct ggacagcaaaat ct t ggccct t cat aacat ggt gcagt t cagccat t ccaaagact t ccag 840
KKHFRKYHLGLHNRTRQDAETLUDSIKI L ALHNMYVYQFSHSIKDTFAQ 280
aaggt caaccgttctgtgctttctggegt gct gcaggat at caget ctt cacggect getttact aaacggaacct at gat gt acaggt cact t caggaggaactttcattggcattgga 960
R S VLS GVL QDI s Y DV Q T S G T F | I G 320
cggaaaact ccagat t gccaaggcaacaccaagt attt ccgct gcaaat t ct gcaat t t cact t at at gggaaact cct caact gaact agagcaacattttcttcagacgcacccgaat 1080
N FRCKFCNFTYMGNSSTETLEI QHTFLQTHTPN 360
aaaat caaagt gt ct ct cccgt cct ccgagggt gt gaaacct t cagagaaaaact ct aacaaat ccat ccct gcget t cgagccagt gact ct ggggat gt gggaaagt ggcaggacaaa 1200
K1 KV SLPSSEGVI KPS SEIKNSNIKSI PALRASDS SGDVGIKWQDK 400
at gacagt caaagct ggagat gacacccct gt cggct act cagt gcccat caagcccct cgat t cct cacgacaaaat ggt acagaggccaccagtt attact ggt gt aaatttt gt agt 1320
M TVKAGDUDTWPVGY SVPI KPLDSSRQNG GTEATSYYWECKTETCS 440
tt cagct gt gagt cat ccaget ccct t aaget gect agaacat t at ggcaagcagcacggagcagt gcagt cgggeggcct t aat ccagagt t gaat gacaagcet t cccaggggcet ct gt c 1440
EEENCHEREES L K'L'LEHY GKQHGAVQSGGLNPETLNDZIKLUPRGS SV 480
at t aat cagaat gat ct agccaaaagt gt agaaggagagccat t gaccaagccagaaaagggct t gagt ggggct aaaaagaaggact t ccccagcaagggagcagaggat aat at ggt a 1560
I NQNDLAKSVEGEHZPLTI KPEIKG GLSGAKI KI KDTFPSIKGAEUDNMYV 520
acgagct at aact gt cagt t ct gt gact t t agat at t ccaaaagccat ggccct gat gt gat t gt agt gggt ccact t ct ccgt cat t at cagcaact ccat aacat ccacaagt gt acc 1680
Y NCQF CDF P vV I VvV V R HY QQL HNI HKZCT 560
at taagcact gt ccat t ct gt cccagaggcct t t gcagcccagaaaagcacct t ggagagat t act tat ccgt tt gct t gt agaaaaagt aatt gtt cccact gt gcactgttgetgttg 1800
I KHCPFCPRGLTCSPEIKHLGEI TYPFACRIKSNT CSHTCALILTLL 600
cactt gt ct cct ggggt ggccggaagt t cgagagt caaacaccaat gccaccagt gttccttct ct acccccgat gt agat gt gct cctcttt cact at gagaccgt gcat gagt cccaa 1920
HLSPGVAGSS SRVKHQECHQCSFSTPDVDVLLFHYETWVHTESNAQ 640
gcat cggat gt caaacaggaggccanccacct gct aggat ct gacgggcagcaggct gt cagggacagcaaggagcact cgt gcaccaaat gcgat t t t at aacccaggt ggaagaagag 2040
A S DV K Q H G S DGQQAYV DS KEHSCT CDFI T QV EEE 680
at ct cgagacact acaggagagcacacagct gct at aaat gt cgt cagt gcagt t t cacagct gct gacact cagt cact at t ggagcact t caacacagt t cact gccaggaacaggaa 2160
I SRHYRRAHSTCYKCROQQCSFTAADTA QSLLEHEFNTVHTCAOQEQE 720
at cact act gct aat ggcgaagagggt ggccat gccat acccaccat caaagaagagcccaaaat t gacct caaggt ct acagt ct gct aaacccagact ct aaaat gggagaaacagt t 2280
I T TANGEEGGHAI PTI KEEPKI DLKVYSLLNPIDSIKMGETV 760
cccgagagcat agt caagagagagaaact t gat gacaaggaagggct gaaagat aaaat ct ggact gagagt t caact gat gacct t cgt ggt gt ggct t ggagaggggcagacat cct a 2400
[IEAY) E K D KEGL KD w S R GV A WRGAUDII L 800
cggggt agt ccat cct acact caagcaagct t aggggt ct t gacgcect gt gt ccaget cccaagagcagacaaagact ct gagggacagccccaat gt t gaagct gcccacct ggcacga 2520
R G S P TQASLGVLTPVSSSQEQTI KTILRIDSPNVEAAHLA AR 840
cctat gt at ggct t ggcagt agat accaagggct t cct gcaaggggcet cct gct ggcagcgagaagt ct gcat ct ct t acccagcagt at cct gcct ccggagagagcaagaccaaggat 2640
PMY GLAVDT K GFLOQGAPAGSEIKSASLTOQQQYUPASGESIKTIKTD 880
gaat cccagt cgct gt t acggaggcgaagaggat ct ggt gttt ttt gt gccaat t gcct gaccacaaagacct ct ct ct ggcgaaagaat gcaaat ggcggat at gt at gcaat gcat gt 2760
ESQSLSGVFQANQLTTKTSLWRKNANGGYVQNAQ 920
ggt ct ct accagaaact t cact cgact cccaggcect t t aaacat cat t aaacaaaacaacggcgagcagat t at t agaagacggacaagaaagcgcct t aacccagaggcact t caggcet 2880
GLYQKLHSTPRPLNIIKQNNGEQIILNPEALQA 960
gagcagct caacaaacagcagaggggaagt ggggaggagcaggt caat ggaagcccct t agagaggaggt cagaagat cact t aagt gaaagt cat ccgagagaaat t ccact t ccgage 3000
QL NKQQRGSGEEQVNGSPLIERRSEDHLSESHPRETILI PL PS 1000
ct gagt aaat acgaagcccagggt t cat t gact aaaagccat t ct gct cagcagccagt cct ggt cagccaagct ct ggat at ccacaaaaggat gcagect tt gcacat t cagat aaaa 3120
EAQGS LT HS AQQPVLVSQALUDI HKRMOQPLHI QI K 1040
agt cct caggaaagt act ggagat ccaggaaat agt t cat ccgt at ct gat gggaaaggaagt t ct gaaagaggcagccccat cgaaaagt acat gagacct gcaaaacaccccaact at 3240
S PQESTGDPGNSSSVSDGKG GSSERGSZPI EKYMRPAKUHPNY 1080
t ct ccaccaggcagccccat cgaaaagt accaat acccgetttttggagttcctttt gt acat aat gactt ccagagt gaagcet gatt ggct acggt t ct ggagt aaat at aagct ct cc 3360
S K'Y QYPLFGVPFVHNIDTFIOQSEADWLIRTFWSIKYKTL S 1120
gttcctgggaat ccgecact act t gagt cat gt gcct ggct t accaaat cctt gccaaaact at gt gccttat cccacctt caat ct gecctcctcatttct caget gt t ggat cagacaat 3480
\Y G H V P P CQNYVPYPTFNLPPHFSAVGSDN 1160
gacattcctctagatttggcgat caagcatt ccagacct gggccaact gcaaat ggt gcct ccaaggagaaaaccaaggcaccaccaact gt aaaaaat gaaggt ccct t gaat gt agt t 3600
DI PLDLAI KHSRPGPTANGASIKEIKTI KAPPTVIKNEGPLNVYV 1200
aagacggagaaagt t gacagaagcact caagat gaact t t caacgaaat gt gt gcact gt ggcatt gt t t t t ct ggat gaagt gat gt at gct t t gcat at gagt t gccat ggt gacagt 3720
K T E K V D ELSTKCVHCGI VFLDEVMYALUHMSTCHTGEGT DS 1240
ggacct tt ccagt gcagcat at gccagceat ct t t gcacggacaaat at gact t cacaacacat at ccagaggggcct gcat aggaacaat gcacaagcagaaaaaaat ggaaaacct aaa 3840
G P F QC S C L K Y F'T T HI QR GLHRNNAQAEIKNGKPK 1280
gagt aaaaccttagcact t agcacaat t aaat agaaat aggt t tt ctt gat gggaat t caat agct t gt aat gt ct t at gaagacct at t aaaaaaat aat t cat agagcct gccttatc 3960
E * 1281
caacataaaattccttttttttttaatttctttcttttgatgagtaggttaccaagattttaaaat gaaacat at ggt cagt gagaaagaat gaaat t aat agat aat t aaaaaaaaaga 4080
aaaaaaggaaat at agagt gaaaact at ctt acct aat gt at act gcggaat ct ct at acagaggt ccaccaaattatagttattttgtttgtaaagaat gctctctagaattcgaaaga 4200
gtttacatactatcatat gacagcagt at t aggct ggct at t ggcccat ccat t cagaaacct gcaat aggt t gt ct acat ct aaaact at cat aaaat t ct agccaaat gagaagaaaa 4320
t gaat ct ccagggcaat ggaagaaaaaaaaaat ggcacct ct caaatt agt ct cct ct catt gaccat gttt cagatttagacct caaaat gt gaact gt ggtt aggctt gtt gaacgag 4440
cagt aagaat cgt gacagt t ggt ggcacaat gttt t t t gggccagccct gcct gt acat acacat acacaccctctttgatatttttgtcctttagatgttccagtacttggtagtcatt 4560
ttgttcgcagtttagattcattttgttcaaatatattcattcttaaaacaatgtcctcagtgcttatgtagtaactttattttagccagatatttctttcttgttgatgatgaaccggtt 4680
tggaattttttaaacctcctgttggtcactaatctcacttggcacattgtaactaaagcaatcccttcacttcaaaagact agat aaatacaaat gtcaggccatggctttaatttgetg 4800
agaacacat ggtatttctctacaaggtaacctgctgtatttatttattttcttttggttaaatataatgtccaaactttgtggtcaggcagcat gcaaggttacgttaccacagactgac 4920
agttggt at at gt accaat caat cccttcattagatttatacagatttagttaagtagcattaagtaggcttcttanaagtatgtcttcatagtccttttaatacttaaggcetttgtaaa 5040
aact at ccat gaagggagagct cct cggcat aact gct cagggaaat agggct aaat aat t gaacat t aaat aat t ggt t t aaggt gct gt t agt cgagcct caat gctt gct acaagga 5160
t gt at gt acaaggact gact tt aat aattt gcattatatt gt cccaaccagtagtttattttttgccacggagat gt agaagat at t acaagct act ggat gcact gt cagattaactta 5280
tttcattaaagaagtt gggagaacaaat aggaaaaaaaaacttatttttctagtaaatattaatgtattacatttcaaataatggtgcctgacatattgaataattattttctacagtgt 5400
acgt at gcaacaaagat at t ccat cat gcat t agagt cagt t ct ggct ctt gcct agct gttt acat t t gcaaat gt agcaaacaaggt aat gaagcaact atttctatt gcagt aggta 5520
tctctagt gt gt at gt gt gcgt gt gt gt at gt gt gccat t aaagt t gt aaacggt aacat gaaacaaaggaagt t ct cagt gt aat ggt gt ggaaaacaagaaggaaat gaaaat atttt 5640
tat gcctact t aggat acaagggt agcactattcattccaagtactttttttttttttaattttaagct cttaactcccattgttatgettaagat gataaacatatattctctttttat 5760
tgctttgtctgtitcagat gaaacatttcagaaattattttgatatgtgttgct ggaat ccgcagcacggatgttcttattgcattctgtagtggegtttgeactccagttttacattaa 5880
ttcgcagttgcttttgtattgttttgttgggttggggttggcttctttctcagatgcgggagtctcattgcttagagtttggatggcaggtagagttaaccagtctgtgactgttccagc 6000
aaat gaagtt caaattaccttcctgatgctatgttgtcctcatcttcattcttgeatttttitttgtttattttcatgttt gaaaag gaagat 6120
cgagagaaagaaaat caggact aaggcctctgctttggtttcattgttaaaggaccctgttttaatctcacct gt ct gt ggcataget caaat gt t cacaagaacggaaat aaagaggt g 6240
gaat gaggagct tt gacatt caaat gacttgatataatttatctttcttaggattttggtggct gcat ct cagaat aaagagggcaat ct gagaggagt caaagat ct gaaaaggaaat t 6360
tcccaaacaacat atttaacttccttagtaacacgaat at caaagt gcact gt act gat cct caaggct cat t at gt gt ggact gcccaat t caacaacat gccagaaat t t gat caact 6480
tgggcaat at t gcacat t acat ctt t gat at cct t at gcaat gt ct t cagt gt gt t agacacaagt agagttttcattgttggcatgtatgecttttgtttittcattccattttttttc 6600
t cagt cagacat agt agcaat gat t agcat t gaaaat acat at cact gt gct t ggaat at t t at ggt cagt ct act t t cagt agat t at ct t t t ggat agcat t ggcgt att agat ctta 6720
ttccgtattcctttattagtaattacttttattttcctgtttgtttat gttatgcatattttggttgagaaaagttgggccttaaaaaat gat ggacatttat aat aacact aaaat act 6840
catttttttgatgacctaaagttttgattccatgtttcaaaat gtattacaaaaatgagttatatttttaaaggcatttgaagacttttgtcttaaattgtgaaggattttaattgaggt 6960
atttaggtacttaacctttttcgaaggactttcaagatgattttgaaacttttctctcttggaaaagtcttctggagataccaactaaagtactgtgccatttcaaccctgecattcttc 7080
tcaagttatttgtcacttctatactgagctttggcttcaacactgggccagagt caact catgcacgtccttcecttttcctacatctctctcaccttctctcacccccaggaaagtactg 7200
ttgtttgggat at aaaaccat aaggagccagcccacct cagagcat t gt ggcct gggagacact acacgact ct aagt acat gagaacgggaaggagct cacagagtt aatatattctct 7320
ctgttgtttagacgacaaagagttggcccgttctctctacat gacatattgagatgggtttttttttttgtttgttigtttgttttgttaaatccacttttaagatagtgatgttctgtt 7440
ctaaactgttctcttttagtaaaggtagagtttaggaaacaagcat gggggattcttttctaagttaat aaggggggagaaaaacagt ggattattcttcaagagctttttgtgggaage 7560
ctgggggt agcacat cct gttt tat gaat t acaccat ggt gcacat aat cttatt at gat ct aat gcaaat acagct cccaaaacat t aaat gt acatacatatattttaattgcct ggg 7680
gaaat gt ttttcttaat aaact aaagat gat ccat at t gct at caaaat aaat at t accct ct t gcct t gt ggct gt aaaacat cacaaagt gacct gt ctt gagactttt gt act gt ct 7800
gcctacct agt t aacaaacat t aacat cttttat aagt gggaat at ct gccct ct ggaggt ggaact at ggagagact at gct ggt agt ct ggt ggt cat gct gt ct ct aggccat agt ¢ 7920
cagcctcttacccat actt gagat caattacactctttgggttgagggct gcaccaaaaaat act at gt gacatctttgtttagct ggtaggttaaaggctttctgactttgctagataa 8040
gt ggggct gaggaact gt acacct t gaat at gaaact aaat gt act aaccaaagaaacgt acggt t aagt gt accaggct act gagt at t aact aacagt t aat ggt ggt t agaaat aga 8160
cgcat ggagagcagagct ct catt gat tt ggccagt gct aagat at att ggcttcttgcagggtgtttccttgtggttgttgettgetagttcggagtgttctcatgtgtttctgatcat 8280
agt gcaacagtttctcaagcatttcccacttacatagattcattgggccct ct ggaagat gccagggcagagat gt accaaggcagggat gaagaagaggt aaaaat ccacaacaat cca 8400
cctagtt caat ggat aaagt at gct cacat att ct ct caaaagaaat gt t agcat ggt gagct t at gct gt cct gcacccgagcaaagcaaggat aacaaccat aaaaaacaat gct t aa 8520
cctttctcagacccacaagt cccaaacct ggat cccagttttatcccataatttcttcaat acaacaact gcaaagt agaactctttctttctgecgect caggttcctcaget gt aaaat 8640
ggaaagt at at t aat aat aat aat aat at t aaaaat aat aat ggt aat gt agt actt gt t t gt aacgcact t t gagat cct t ggt t ggagggcaccat aagagt gt caagtattattatg 8760
tggccaagggggt t at t t aaaact ct ggt t cccacgggccgagaaagt ttggcatcatttttattaaagat gaget gt aaatatcttttctaagcagect at agt gt t ggct at gaagag 8880
gcaagact at aaccaggct gat aagaccat agt tt t t t aat ggct accaaaaaggcacgt gt cacaat aacaaat gct gaatt ct tt agggt gt aat at t t gacaacat gat t gat ct gg 9000
gggaggggat gggt ggaaaaaaacat ct caaaat gccaat gt aaaact aacagcaat at t caccagcagaaaat gt ct t t cat at ggaat gat t t cat gt t gat aagaaaaagcat t caa 9120
tttgtagtcctgatttgaacaccagact gt ggggt ataatagttctgtttttacaacacatggaatttitttttcattttatttcattttgttttcatagtgcatgttcatttcgactca 9240

caacatgttcttggtgtatttcttatgcaaacaatcttcaggcagcaaagat gtctgttacatctaaacttgaataataaagttttaccaccagtta 9571
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Abb. 3.19: (siehe vorherige Seite) Sequenz von Trps 1 (9671 bp). Die 328 bp der 5UTR
wurde in negativen Zahlen numeriert. Der 3843 bp umfassende ORF beginnt ab der dritten
Base des Exons 3 und kodiert fir 1281 Aminosauren. Die 9 Zinkfinger Doménen sind grau
markiert und die NLS sind eingerahmt. In 3'UTR (n 3844-9371) sind die
Polyadenylierungsignale fettgedruckt und die mRNA Degradierungs-Signale sind
unterstrichen.

3.3.2 Bestimmung der Exon-Intron Ubergange

Fir die Bestimmung der Exon-Intron Ubergédnge des Trpsl Gens hat Dr. O. Schmidt aus
unserem Labor eine genomische murine PAC Bibliothek durchgemustert. Mit den
menschlichen Primern PM94-91 und PM67-66 wurden die PAC-Klone B18382 und
G13122 isoliert. Der Klon B18382 beinhaltet Exons 1-4 und Klon G13122 beinhaltet
Exons 5 und 6. Die PAC Klone tberlappen nicht. Fir die Sequenzierung der Exon/Intron
Ubergange wurden passende menschliche Primer oder mausspezifische Primer benutzt, die
mit Hilfe der cDNA Sequenz gelegt worden (Tabelle 7.7). Die Ubergange sind in
Ubereinstimmung mit der GT-AG Regel (Shapiro und Senapathy, 1987) und stimmen mit
denen von TRPSL Uberein. Die Exongrof3en bleiben ebenfalls identisch, nur ein Ortholog
fur das menschliche Exon 2 konnte nicht identifiziert werden. Das Ergebnis ist in der
Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Tabelle 3.7: Trpsl Gen Exor/ Intron Ubergange

Exon Sequenz der Exon/ Intron Ubergange
Nr. Grofe bp 3'-SpleiR-Akzeptor 5’-Spleil3-Donor
1 >328 AACAG gtaagy
2 929 gttcacg ATATG TACAG gtttgt
3 1130 cactgcag GTCAC TACAG gtaagg
4 604 ccttecag GAGAG TACGG gtagga
5 123 catttcag AGGCG ACTCG taaga
6 6559 cccaacag ACTCC
Spleil3 Konsensussequenz yyyyncag AG gtragt
Intronsequenz wurde mit Kleinbuchstaben und Exonsequenz wurde mit Grof¥puchstaben gezeigt. r =
Purinbase, y = Pyrimidinbase, n = Purin- oder Pyrimidinbase
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3.3.3 Bestimmung des Expressionsmusters

Um das Expressionsmuster des Trpsl Gens zu bestimmen, wurde ein Northern Blot mit
Gesamt-RNA aus Maus fotalem Gewebe mit der radioaktiv markierten Sonde PM67-66
(Tabelle 7.4) hybridisiert. Wie beim Mensch konnten zwei Transkripte von 7 und 10,5 kb
auf der Exposition des Northern Blots detektiert werden (Abb. 3.20). Die Expression
wurde in den fotalen Stadien E11, E15 und E17 festgestellt, aber nicht in E7. Am elften
Tag ist das 7 kb Transkript prominent und am 17. Tag Gberwiegend das 10,5 kb Transkript.

ADbb. 3.20: (A) Expressionsmuster des Trpsl Gens. Ein Northern Blot der Firma Clontech,
der 2ug poly(A)*-RNA aus fétalem Mausgewebe enthielt, wurde mit der radioaktiv
markierten menschlichen Sonde PM67-66 aus dem Exon 7 hybridisiert. Der Blot wurde
Uber Nacht bei 42°C hybridisiert und mit einer Stringenz von 3xSSC/ 0.1% SDS, 50°C fur
10 min gewaschen. Der Blot wurde 36 Tage exponiert. Zur Kontrolle der RNA-Qualitét
und -Quantitat wurde der Blot mit der 3-Actin Sonde rehybridisiert (B).
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3.4 Erstellung eines Mausmodells

Um die Genotyp-Phénotyp Korrelation und Pathogenese bel TRPS | und 1l genauer zu
untersuchen, begann ich mit der Generierung von Maus-Modellen. Angesicht der Trpsl
Struktur wurden aus folgenden Grunden die Maus Exons 5 und 6 fur die Erstellung der
Konstrukte gewdahit: 1) In der DNA-Sequenz gibt es 14 ATG (Start) Kodons, von denen 5
konserviert sind. Die Startkodons kénnten im Fall einer 5"Mutation bzw. Deletion benutzt
werden, ohne dai3 ein Effekt des geénderten Allels bemerkbar wird, 2) Die Exons 5 und 6
beinhalten die GATA-Bindedoméne und die lkaros-dhnliche Zinkfinger Doméne mit
DNA- bzw. Protein-Bindungsfunktion. Die Funktion der anderen Zinkfinger ist noch nicht
bekannt, 3) Die Missense-Mutationen, deren Tréger schwerer as TRPS | Patienten
betroffen sind, werden ausschliefdlich in Exon 6 gefunden (Lidecke et al., 2001). Das
Konzept, auf dem das Maus Knock-in Konstrukt basiert, war die Missense-Mutation
2701A - C (T901P) die eine schwere Auspragung der Krankheitsmerkmale bei einem
Patienten verursacht hat. In den Knock-out Konstrukten sollen die Zinkfinger-Motive in

Exons 5 und 6 einzeln und zusammen del etiert werden.

3.4.1 Isolierungund Kartierung des M aus genomische A-Phagen Klons

Ein A-Phagen Klon (Phage Nr. 4), der Exons 5 und 6 enthielt, wurde aus einer
genomischen Maus Bibliothek (siehe Material und Methoden 2.1.7.2) isoliert. Das Insert,
das mit Notl aus dem Phagenvektor geschnitten wurde, ist 17 kb lang. Um eine
physikalische Karte herzustellen und die geeigneten Fragmente subzuklonieren, wurde die
Phagen-DNA fir die folgende Restriktionsschnittstellen kartiert: EcoRI, BamHI, Sacl,
Xbal, Hindlll, Bglll, EcoRV, Xholl, Ncol. Dazu wurde die Phagen-DNA mit den genannten
Restriktionsenzymen einzeln und in verschiedenen Kombinationen geschnitten. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurden die Fragmentgrof3en bestimmt, das Gel geblottet
und hybridisiert mit den menschlichen Sonden PM65-64 aus Exon 6 und PM67-66 aus
Exon 7 und der Maus Sonde 3'UTR2+6 aus dem 3'UTR des Trpsl (Tabelle 7.8). Die
genaue Kartierung wurde nur fir die Bereiche gemacht, die fur die Konstrukte eine Rolle
spielen (Abb. 3.21). Zwei BamHI Fragmente (B1 und B2) ebenso wie drei EcoRI
Fragmente (E1, E2, E3) wurden in den pT3T7-Vektor subkloniert. Die Klone E1, E2, E3
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wurden in pBluescript 1l KS+ umkloniert, um die Schnittstellen in  der
Polyklonierungsstelle nachher fur die Klonierung in den Targeting-Vektor nutzen zu
konnen. Das 4 kb grof3e Insert von E1 wurde mit ECoRI restringiert und isoliert.
Restriktionsverdau vom E1 Insert mit BamHI ergibt zwel Banden von 2,5 und 1,5 kb. Die
2,5 kb Bande (E1-C) (Abb. 3.23), die Exon 5 beinhaltet, hat am 5 Ende die EcoRI
Schnittstelle und am 3"'Ende die BamHI Schnittstelle. Bei der Isolierung der E2 und E3
Fragmente fur die Klonierung in pPNT-Vektor, wurden die Fragmente aus pBluescript 11
KS+ ( siehe Abb. 7.3) mit den Vektor Schnittstellen , Xhol am 5 Ende und Notl am
3"Ende, herausgeschnitten. Fur die Isolierung des 2 kb Xbal (X1) Fragments, wurden eine
interne Schnittstelle in dem B1 Klon und eine Xbal Schnittstelle in dem pT3T7 Vektor
(siehe Abb. 7.2), die direkt neben der BamHI Schnittstelle liegt, benutzt. Das Fragment

wurde zunachst in pBluescript [1 KS+ kloniert.

Abb. 3.21: (siehe néchste Seite) Restriktionskarte des genomischen Maus Phagen 4. Die
Struktur der genomischen DNA und der Phagen DNA wurde in den Linien 1 und 2
dargestellt. Die Restriktionsstellen von BamHI, EcoRl, Sacl, Xbal, Bglll, Hindlll, EcoRV,
Xholl und Ncol wurden in dem Bereich, wo die Fragmente fur die Knock-out und Knock-in
Konstrukte benutzt worden, bestimmt. Die starken Linien stellen die klonierten Fragmente
dar.
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3.4.2 Klonierung der Mauskonstrukte

Homologe Rekombination zwischen der DNA Sequenz eines Chromosoms und einer
eingefuhrten klonierten DNA Sequenz (gene targeting) ermdglicht den Transfer jeder
beliebigen modifizierten DNA-Sequenz in das Genom einer |ebenden Zelle (Capecchi,
1989). Ein Targeting Vektor dient als ein Vehikel, um die homologe DNA in die Zelle zu
bringen, zu rekombinieren und einen spezifischen Chromosomenlokus zu mutieren. Fir die
Erstellung der geplanten Knock-out und Knock-in Konstrukte wurde der Vektor pPNT
(Sequenz 7.1) verwendet. Der pPNT ist ein sogenannter replacement Vektor. Ein
Replacement Targeting Vektor beinhaltet drei fundamentale Komponenten: 1) Sequenzen,
die homolog zu dem Ziellokus sind, 2) einen positiven und einen negativen
Selektionsmarker, um die rekombinierten Produkte besser isolieren zu koénnen, und 3)
einen bakteriellen Plasmidvektor. Die Rekombination durch den replacement Vektor ist in
der Abb. 3.22 schematisch dargestellt worden. Im Prinzip werden die Fragmente, die zur
Rekombination benutzt werden (homologe Sequenzen), flankierend zum Neomycin Gen
(neo), einem positiven Selektions-Marker, kloniert. Der Vektor beinhaltet einen negativen
Selektionsmarker, HSV (herpes simplex virus) tk (thymidine kinase) Gen. Der negative
Selektionsmarker hilft zwischen homologer rekombination und einfacher Integration zu
unterscheiden. Die neo und HSV tk Gene werden durch dem PGK-1 Promoter und
Terminator flankiert. Die neo-Kassette besteht aus dem neo-Gen und dem flankierenden
PGK-1 Promoter und Terminator. Das bakterielle Plasmid hat Ampicillin-Resistenz. Das
5"’homologe Fragment wird in die Polylinkerstelle einkloniert, die die Restriktionsstellen
von EcoRlI, Apol, Kpnl, Asp718, BamHI und Xbal beinhaltet. Das 3"homologe Fragment
wird in Xhol und Notl Schnittstellen kloniert (Abb. 7.1 Vektor). Die einzige Notl

Schnittstelle dient aulRerdem zur Linearisierung des Vektors vor der Transfizierung.



Ergebnisse 68

] ;

3)

Abb. 3.22: Rekombination von einem Replacement Vektor. 1) Der Vektor wird vor der
Transfizierung auRerhalb der homologen Region linearisiert. Die diunne Linie stellt das
bakterielle Plasmid dar und die starke Linie die homologe Region. Das graue Quadrat ist
ein Exon, das Quadrat mit + ist der positive Marker und das mit — Zeichen ist der negative
Marker. 2) X prasentiert Cross-over und die mittelstarke Linie prasentiert den Ziel-Lokus
in dem Chromosom mit dem Exon. 3) Durch das Gen-Replacement wird das homologe
Fragment im Chromosom durch das homologe Fragment aus dem Vektor ersetzt.

3.4.2.1 Knock-out Konstrukt 1

Ziel der Erstellung dieses Konstruktes ist es, ein Null-Allel zu kreieren, das durch das
Deletieren der Exons 5 und 6, die den DNA-bindenden und zwei putative Protein-bindende
Zinkfinger kodieren, redlisiert wird. Nonsense-mediated mMRNA-decay Mechanismus
konnte Degradation des trunkierten mRNASs verursachen. Da in diesem Fall die Zellen nur
die Hélfte des Proteins beinhalten, konnte ein Effekt von Haploinsuffizienz zu erwarten
sein. Durch die Deletion dieser Exons wird ein Protein synthetisiert, das weder an die DNA
binden kann, noch an andere Proteine. AuRerdem fehlen dem Protein die
Kernlokalisierungssignale (NLS). Falls das trunkierte Protein exprimiert wird, kann es
nicht in den Kern transportiert werden. Die homozygoten Knock-out Mause werden
vermutlich einen schweren Phanotyp zeigen oder gar nicht Uberlebensfahig sein.

Am 5Ende dieses Konstrukts wird das Xbal-Fragment X1 mit den Schnittstellen Xbal-
Xbal in pPNT kloniert (Abb. 3.23). Am 3'Ende wurde das E2 Fragment mit der Xhol
Schnittstelle an der 5"Seite und Notl Schnittstelle an der 3"Seite, kloniert. Um die korrekte

Klonierung verifizieren zu kénnen, wurden das Xbal-Fragment mit 7 Primer (Tabelle 7.9),
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die neo-Kassette mit 4 Primern (Tabelle 7.10) und das E2 Fragment mit den Primern aus
der Tabelle 7.6 sequenziert. Der Abstand zwischen X1- und E2 Fragment bzw. die Grole
der deletierten Region ist etwa 9,5 kb. Diese wird durch 1,8 kb neo-Kassette ersetzt. Im
Fall einer homologen Rekombination ist das mutierte Allel 8 kb kirzer as das
Wildtypallel. Zum Durchmustern der ES Zellen mul3 die DNA mit einem Enzym
restringiert werden, das mindestens eine Schnittstelle au3erhalb der homologen Region hat.
Wie es aus der Kartierung des Phagen Nr. 4 und Hybridisierung der Sonden PM242-243,
PM 65-64, PM67-66 hervorgeht, liegen die drei Sonden auf einen 15 kb Sacl Fragment,
dessen 3'Ende im E2 Fragment liegt (Abb. 3.21). Eine homologe Rekombination mit dem
Knock-out Konstrukt 1 zum Beispiel wirde nach Sacl-Verdauung und Hybridisierung mit
Sonde PM242-243 durch eine 8 kb Bande neben der 15 kb Wildtypbande angezeigt. Bis
jetzt sind Gber 200 ES Klone untersucht worden und keine rekombinante Bande wurde
erkannt (Abb. 3.24).
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Abb. 3.23: Schematische Darstellung der 3 Knock-out Konstrukte und 1 Knock-in
Konstrukt. A) Darstellung von 17 kb 3" Ende der genomische Struktur von Trps 1 und der
klonierten Fragmente. X1: Xbal Fragment 2 kb. E1-A: E1 EcoRI/Ncol Fragment 1,8 kb.
E1-B: PM215-216 Ncol/BamHI Fragment 625 bp. E1-C: E1 EcoRI/BamHI Fragment 2,5
kb. E1-C*: das Ligationsprodukt von E1-A und E1-B, EcoRI/BamHI Fragment. E3: E3

Fragment Xhol/Notl 2,5 kb. E2: E2 Fragment Xhol/Notl 5kb.
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Abb. 3.24: Sacl restringierte ES-Zellen DNA von Knock-out 1 Klonen 1-10 wurden auf
einem 0.8%igen Agarosegel getrennt, geblottet und mit der Sonde PM242-243 hybridisiert.
Die Wildtypbande ist 15 kb. Es wurde keine rekombinante Bande von 8 kb gefunden.

3.4.2.2 Knock-out Konstrukt 2

Ziel der Erstellung dieses Konstrukts ist die Deletion von Exon 6 mit den Ikaros-8hnlichen
Zinkfingern mit vermeintlich Protein-bindender Funktion (Abb. 3.23). In Knock-out
Konstrukt 2 wurde das Fragment E1-C Fragment EcoRI- BamHI-verdaut und in pPNT, 5
Seite der neo-Kassette kloniert. Das E1-C Fragment wurde mit Primern, (Tabelle 7.13)
teilweise sequenziert. Im zweiten Schritt sollte das E2 Fragment an die 3" Seite der neo-
Kassette, wie es bei dem Knock-out 1 beschrieben ist, kloniert werden. Der Abstand
zwischen E1-C Fragment und E2 Fragment auf genomischer Ebene ist etwa 4,2 kb. Dieser
Bereich wird in Knock-out Konstrukt 2 durch das 1,8 kb grof3e neo-Kassette ersetzt. Eine
homol oge Rekombination mit dem Knock-out Konstrukt 2 zum Beispiel wirde nach Sacl-
Verdauung und hybridisierung mit Sonde PM242-243 durch eine 12,5 kb Bande neben der
15 kb Wildtypbande angezeigt. Der zweite Klonierungsschritt, in dem E2 Fragment

kloniert werden sollte, war nicht im Zeitraum dieser Arbeit moglich.
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3.4.2.3 Knock-out Konstrukt 3

Ziel der Erstellung von Knock-out Konstrukt 3 ist das Deletieren von Exon 5, das den
GATA Zinkfinger (Abb. 3.23C) beinhaltet. Im Fall einer homologen Rekombination wird
aus dem mutanten Allel ein Protein gemacht, das durch den Ikaros-8hnlichen Zinkfinger in
Exon 6, an ein anderes Protein bindet, ohne an die DNA binden zu konnen. Dieses
Konstrukt représentiert die Spleidmutation (IVS6+1G-T), die bel ener Patientin mit
TRPS | gefunden wurde (siehe 3.2.4.1). Dadurch wird auf3erdem eine NLS zerstort. In
diesem Konstrukt wurde das Xbal-Fragment X1 wie in Knock-out Konstrukt 1 an die
5Seite der neo-Kassette kloniert. An der 3'Seite der neo-Kassette wurde das 2,5 kb
umfassende EcoRI Klon, E3, der in pBluescript Il KS+ kloniert ist, durch eine Xhol-
Schnittstelle am 5°-Bereich des Polylinkers und eine Notl Schnittstelle im 3"-Bereich
herausgeschnitten, aufgereinigt und kloniert. Korrekte Klonierung wurde durch die
Sequenzierung von dem X1 Fragment mit 7 Primern (Tabelle 7.9), der neo-Kassette mit 4
Primern (Tabelle 7.10) und dem E3-Fragment mit 6 Primern (Tabelle 7.12), verifiziert. Fur
das Durchmustern potentieller rekombinanter ES-Zellen wurden die beiden Sacl
Schnittstellen auf3erhalb des Konstrukts genutzt. Der genomische Abstand zwischen X1
und E3 Fragment ist etwa 9,5 kb. Wenn das Konstrukt nach der Transfizierung in ES
Zellen in dem Chromosom rekombiniert wird, ist das mutante Allel 7,7 kb kleiner als das
Wildtypallel. Das bedeutet, da3 die Sonde PM242-243 in einem rekombinanten ES-
Zellklon zwei Banden von 15 kb ( Wildtypallel) und 7,3 kb (mutantes Allel) erkennen

wurde. Bis jetzt wurden keine rekombinante ES-Zellklone gefunden.

3.4.2.4 Knock-in Konstr ukt

In dem Knock-in Konstrukt wurde die Missense-Mutation des am schwersten betroffenen
TRPS |1l Patienten (Vilain et a., 1999; Ludecke et al., 2001) eingefthrt. Die Mutation
T901P andert Threonin, eine polare Aminosaure, zu Prolin, einer ungeladenen Iminosaure,
diein der Sekundéarstruktur eines Polypeptids eine Biegung verursacht. Um die Mutation in
einem Fragment einzufihren wurden 4 PCR Primer, PM201, 202, 203 und 204,
ausgesucht. Das PCR-Produkt PM201-202 beinhaltet eine Ncol-Schnittstelle in dem
Fragment und eine Xholl-Schnittstelle in dem Primer. Der Primer PM203 beinhaltet eine
Xholl-Schnittstelle und die Basensubstitution 2701A — C. Primer PM204 beinhaltet eine
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BamHI Schnittstelle (Abb. 3.25). Die PCR-Produkte PM201-202 und PM203-204 wurden
mit Xholl restringiert. Die Produkte wurden in Microcon-Rdéhrchen aufgereinigt und die
Fragmente wurden miteinander ligiert. Da das Ligationsprodukt nicht aus dem Gel isoliert
werden konnte, wurde mit den Primern PM215 und PM216 eine PCR an dem
Ligationsansatz durchgefiihrt. Das PCR-Produkt PM215-216 wurde sequenziert, um die
Einflgung der Mutation und Erhaltung des Leserasters zu kontrollieren (fur die Primer
Sequenzen siehe Tabelle 7.13). Anschlieffend wurde das Produkt E1-B (Abb. 3.23) mit
Ncol und BamHI restringiert und um das Fragment zu propagieren, wurde es in den pET-
32b Vektor kloniert (siehe Abb. 7.4). Da die Wahrscheinlichkeit einer homologen
Rekombination bei solch kurzen Fragmenten wie PM215-216 (E1-B) zu gering ist, wurde
das Fragment durch die Ligation mit dem E1-A Fragment (Abb. 3.23) auf 2,5 kb
verlangert. Das 2,5 kb grofie Ligationsprodukt E1-C* mit EcoRI und BamHI Enden wurde
anschlief3end in den pPNT Vektor kloniert. Im Zeitraum dieser Arbeit, konnte ich nicht das
E3 Fragment in den pPNT Vektor, der E1-A+E1-B* (E1-C*) enthélt, klonieren.
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TTTCTGATTTCCTAATCACAAGEGAAGCACCGEGACAGECCATCTTGTATTCTCCTAATA
PM201

CTTTCGTTACAGGAAT GGCATACAAAAGGT AACCAGT CTGGATTCACGT TAAACGATTCE
Ncol

GATEET GAACTGCT CTAACCCACATTTAAAGT CTCAGGTAGCATATCCCCAGCTACTTCC
_  »

PM215
AACATCTTGCCCCTGTGCTGIGI TTTTTAGI TTTGTTTTGACACTTTTAAAAGGTATGITT

TAGGGT TGAGCATTTAGGAGCCAT CATTAAAGCCATGCAACCCAAAGT TCAAAAAGT TAA

AGCTGTTTCTGI GAAAAGCCTTTGGT GI TCCACACACCTCATCCATCACTGTAGGGI TAA

TTATAATGAAAAT CAGCGGT GCCTATTAAACACAAT TGAACCTGACCTCATTATGGGECAG

TGTGGI TTTATACTGICATTGI TGGGAGT CTAAAGACAAAACTCCTTGGT TGATTTGGAC

TTACTCTCTGGATCATGT GACTCACCTCTGACCTTGTTTCTTTTTTTTTCTCOCTCCCAT
PM202
TTCAGAGGOGAAGABBATGT GGTGT TTTTTGT GOCAATTGCCT GUCCACAAAGACCTCTC
Xhol| PM203 ]

TCTGGCGAAAGAAT GCAAAT GGCGGATATGTATGCAAT GCATGT GGT CTCTACCAGAAAC

TTCACTCGGTAAGAACTTATCCTAGCCCT TTAGGGGAAGCT TACACAGATGAGCT GGEC_T
PM216

GACCACGATEEATEEGT CCTCTTCCATTGCTTCTGCTGTCTGTCTTTGCAGGGCTGGGTA

BamHI PM204
GTACAGTTATTTTGAGTGCACATGTGATTTATGA

Abb. 3.25: Trpsl Exon 5 und flankiernde Introns. Ncol, Xholl und BamHI-Schnittstellen
sind grau schattiert. Die Primerpositionen sind durch Pfeile markiert. Anfang und Ende des
Exons werden ebenfalls durch die Pfeile gekennzeichnet. Der Basenaustausch A - C ist

fettgedruckt.



Diskussion 75

4. Diskussion

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war die TRPS | minimale Region definiert (LUdecke et
al., 1995) und ein Contig aus PAC Klonen (PAC 8-7 Contig, Abb. 1.2) erstellt worden.
Anhand der Sequenzen des PAC-Contigs wurde versucht, Exons zu isolieren und
miteinander zu verbinden. Da das TRPSL Gen nicht in dem Contig enthalten war, wurden
drei PAC Klone proxima zu dem vorhandenen Contig isoliert, die aufRerdem den
Trand okationsbruchpunkt bzw. Inversionsbruchpunkt der Patienten KS2166 und HB11480
Uberspannten (Momeni et a., 2000). Computeranalyse und Datenbanksuche erméglichten
die Bestimmung von ORFs. RT-PCR und das Durchmustern einer cDNA Bibliothek aus
dem fotalen Gehirn trugen zur Isolierung der Exons und Bestimmung der Genstruktur bei.
Die Identifizierung der Mutationen in der DNA der TRPS | Patienten bewies, dal} das
isolierte Gen TRPSL ist. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Isolierung des

Maus Trpsl Gens und der Erstellung eines Mausmodells.
4.1 Analysevon PAC 8

Der 160 kb grofRe Klon PAC 8, am proximalen Ende von Contig PAC 8-7 gelegen, wurde
ausfuhrlich analysiert (siehe 3.1.1). Das Computerprogramm RUMMAGE hatte aufgrund
der vorgegebenen Parameter Strukturen wie Promotor, Repeats, Exons, Gencluster,
Proteinmotive und CpG-Inseln vorhergesagt (Abb. 3.1). Anhand der Computeranalyse
wurde versucht, die Daten experimentell zu bestétigen und die Exons zu isolieren und als
eine cDNA miteinander zu verbinden, alerdings ohne Erfolg. Aus den 107 vorhergesagten
Exons wurden 31 analysiert, die in keinem Repeat lagen und zu einem Gencluster
gehdrten. Durchgefuihrte Versuche zeigten, dal3 einige der putativen Exons auf dem
Southernblot ein repetetives Muster zeigten, obwohl sie laut Computeranalyse in keinem
Repeat lagen. Viele dieser Sequenzen waren nicht in anderen Sdugetieren konserviert. Von
den 31 Exons zeigten zwei Signale auf dem Northernblot, die auf eine Expression
hinwiesen. Andere Verfahren wie RT-PCR und Durchmustern von cDNA-Bibliotheken
wurden durchgeftihrt, um die Exons miteinander zu verbinden, was aber zu keinem

positiven Ergebnis fuhrte.
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4.2 Das Expressionspr ofil des TRPS1 Gens

Die 7 Exons des TRPSL Gens sind auf 310 kb genomische Sequenz verteilt. Obwohl die
Promotorstruktur des Gens noch nicht vollstandig untersucht worden ist, kann man eine
GC-reiche Region in dem 800 bp Bereich upstream des Exonl erkennen. In Saugetieren
kommen die GC-reichen Regionen, die sogenannten CpG-lnseln, in
Transkriptionsstartstellen bei etwa 50% der Gene vor (Antequera und Bird, 1999). Die
CpG Inseln sind haufig mit house keeping Genen assoziiert. Obwohl die CpG Dinukleotide
Ziel der Methylierung sind, sind CpG Inseln unmethyliert. Dadurch werden die house
keeping Gene in einem transkriptionell-aktiven Zustand gehalten. In dem GC-reichen 5'-
Bereich des TRPSL Gens befindet sich auRerdem eine Spl-Bindungstelle. Die Spl-
Bindungstellen liegen mitten in CpG-Inseln und sind fir den unmethylierten Zustand der
CpG-Inseln erforderlich (Brandeis et al., 1994). Diese Struktur an der 5UTR des Gens
deutet daraufhin, dal3 TRPSL ubiquitdr exprimiert wird.

In den Expressionsanalysen, die ich im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemacht habe,
konnte ich die Expression nur in fotalem Gehirn, Lunge und Niere nachweisen (Abb. 3.6).
Auf dem Northernblot mit verschiedenen adulten Geweben, die mit TRPSL Sonden
hybridisiert wurden, waren keine Signale zu sehen. Das kann aber auf die geringe
Expression des Gens in adulten Geweben oder die schlechte Qualitét der Blots zurlick zu

fuhren sain.

In einer unabhangigen Studie wurde das TRPSL Gen aus einer Prostata cDNA-Bibliothek
isoliert (Chang et al., 2000). Um die Expression des Gens zu bestimmen, haben Chang et
a. einen Dot-Blot, der RNA aus verschiedenen menschlichen Geweben beinhaltet, mit
einer Gen-spezifischen Sonde hybridisiert. Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen konnte
man Expression bei adulten Geweben nachweisen. Die Expression in fotalen Geweben war

allerdings niedriger als in adulten Geweben.

In einer funktionellen Studie Uber das TRPSL Gen haben Malik et al. die Expression des
Gens durch Northernblot Analyse und in situ-Hybridisierung in der Maus untersucht
(Malik et a., 2001). In Mausembryonen wurde die TRPSL mRNA vor E 7,5 detektiert, mit
der hochsten Expression bel E11,5. Northernblot Analyse zeigte die hochste Expression bel
E13,5 im Gesicht und Gliedmalden, die aber spéter drastisch abnimmt. Die in Situ-

Hybridisierungs Experimente haben intensive Expression bei E12,5 in Maxille, Mandibel
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und Schnauze, so wie eine hohe Expression bel E12,5 und E13,5 in kinftigen Phalangen,
femoralem Kopf und zu entwickelnder Hufte gezeigt. Aul3erdem wird die TRPSL mRNA,
in Haarfollikeln hoch exprimiert (Maik et a., 2001). Dieses Expressionsprofil, mit
hochster Expression in fétalen Geweben, weist darauf hin, dal3 der TRPS Phanotyp durch
die Expression des defekten Gens in embryonalen Stadien verursacht wird. Da die
Knochenfehlbildungen, bei den Patienten mit TRPS | und I11, erst mit dem zunehmenden
Alter nachweisbar werden, ist die Rolle der TRPS1-Expression in fétalen und adulten

Geweben noch nicht vollkommen klar.

Eine Suche in der EST Datenbank mit der TRPSL Sequenz ergibt 138 Treffer, die in der
Abbildung 3.9 in vier Cluster zusammengefaldt sind. EST-Klone aus den adulten Geweben
wie Prostata, Magen, Brust, sowie in Gehirn von Kleinkind zeigen, dal} eine Expression
auch in adulten und kindlichen Geweben stattfindet, obwohl sie wahrscheinlich so gering
ist, dal3 sie auf dem Northernblot mit adulten Geweben nicht nachweisbar war. Es war
nicht mdglich, Erkenntnisse tber die Hohe der Expression in verschiedenen Geweben zu
erhalten, weil die EST-Bibliotheken durch den Prozess der Normalisierung die
Konzentration mancher mRNAs nivellieren (Beaudoing et a., 2000).

Der 5500 bp grofe 3'UTR des TRPSL Transkripts beinhaltet 16 Kopien von AUUUA
Signalen. Die AUUUA Motive, bekannt als die mRNA Degradationssignale, sind Ziele
von Endonukleasen (Jarrousse et al., 1999). Die Degradation der mRNA Molekile ist eine
wichtige Posttrankriptionskontrolle, die das mMRNA-Niveau bzw. Protein-Niveau reguliert.
Die entwicklungsregulierenden mRNAs der Proteine wie Transkriptionsfaktoren werden

unter préziser Wahl des richtigen Zeitpunktes exprimiert und degradiert.

Der 3UTR des TRPSL Transkripts hat 6 Polyadenylierungssignale. Das erste Signal,
AUUAAA, ist en nicht klassisches Signal, das 81 bp hinter dem Stopkodon liegt. Zwel
Polyadenylierungssignale, die an den Positionen 9348-9353 und 6190-6195 liegen (Abb.
3.10) sind konserviert und sind in Ubereinstimmung mit der GroRe der zwei Transkripte
auf dem Northernblot (Abb. 3.6). In 77,7% der mRNAS gibt es ein Polyadenylierungssignal
und 22,3% haben zwei oder mehr Signale (Gautheret et al., 1998). Die AAUAA Signae
sind in 58,2% und die AUUAAA Signale in 14,9% der mRNASs vorhanden. Zusammen
stellen sie die am haufigsten benutzten Signale dar (Beaudoing et al., 2000). Die Auswahl
der Polyadenylierungsstellen beeinfludt die Stabilitét, Trandationseffizienz, oder
Lokalisierung der mRNA in einer Gewebe- oder Krankheitsspezifischen Art (Edwards-
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Gilbert et al., 1997). Auf dem Northernblot (Abb. 3.6) konnte man Kkeinen
Expressionsunterschied zwischen den zwei Transkripten in einzelnen Geweben feststellen.
Eine Studie Uber die alternativen Polyadenylierungsstellen in verschiedenen menschlichen
Genen zeigt, dai3 die am 3"-Ende gelegenen AAUAAA Signale am haufigsten genommen
werden (Beaudoing et al., 2000), aber die 10,5 kb TRPS1L RNA beinhaltet 16 Kopien des
AUUUA Signals gegentiber 6 Signalen beim 7 kb Transkript die zu einer htheren Labilitéat

des langen Transkripts fihren kdnnen.

4.3 Das TRPS1 Protein

Die Struktur des TRPS1 Proteins |a3t vermuten, dal? es sich um einen Transkriptionsfaktor
mit multiplen Zinkfingermotiven handelt. Transkriptionsfaktoren haben zwel Funktionen:
1) Bindung an eine DNA-Sequenz, die sogenannten cis-acting Elemente, 2) Bindung an
RNA Polymerase und andere Protein Cofaktoren. Die Transkriptionsfaktoren sind
zweiteilige (bipartite) Molekile, die DNA-bindende und Protein-bindende Doméanen haben
(Semenza, 1999). Der Zinkfinger ist ein Motiv mit vier Aminosauren, meist zwei Cysteine
und zwei Histidine, oder vier Cysteine, die Zn** chelatisieren. Die Zinkfinger-Doménen
haben vermutlich sowohl DNA-bindende Funktion (GATA Familie) als auch Protein-
bindende Funktion (IKAROS Familie).

Das TRPS1 Protein beinhaltet 9 Zinkfinger aus vier verschiedenen Klassen. Die ersten drei
Zinkfinger haben die Konsensussequenz CoXi4H, ohne Ahnlichkeit in  der
Proteindatenbank. Die Zinkfinger 4-6 haben die Konsensussequenz C;XiH,. Die
Zinkfinger 4 und 6 zeigen Ahnlichkeit zu Zinkfingern aus der Proteindatenbank. Zinkfinger
vier zeigt Ahnlichkeit zu einem humanen Zinkfinger Protein ZHX1 und Maus Zhx1
(Barthelemy et a., 1996). Zinkfinger 6 hat Ahnlichkeit zu W04B5.2, einem hypothetischen
Protein aus Caenorhabditis elegans und CG18353, ein Genprodukt aus Drosophila
melanogaster (Adams et al., 2000). Der Zinkfinger 7 hat eine Cys-X,-Cys-X17-Cys-X»-Cys
Struktur mit 238 Treffern in der Proteindatenbanksuche die ausschliefdlich zur GATA-
bindenden Familie gehdren. Die GATA Familie der Transkriptionsfaktoren hat 6
Mitglieder, GATA-1, -2, -3, -4, -5, -6 (Orkin, 1992; Weiss und Orkin, 1995), die dle eine
Cys-X,-Cys-X17-Cys-X,-Cys Topologie und eine hohe Affinitét zu der DNA-Sequenz
(A/IT)GATA(A/G) haben (Orkin, 1992; Weiss und Orkin, 1995). GATA-1, -2, -3 bilden
eine Subgruppe, die im hamatopoetischen System stark exprimiert wird, GATA-4, -5, -6

bilden die zweite Subgruppe, die in Herz und Darm exprimiert wird. GATA-1 wird in
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Erythrozyten Vorlauferzellen exprimiert und die gezielte Unterbrechung des Gens fuhrt zur
Hinderung der Hamatopoese in Proerythroblasten (Pevny et al., 1995; Weiss et a., 1994).
GATA-2 wird ebenfalls in hamatopoetischen Stammzellen exprimiert und auch dessen
Deaktivierung inhibiert die normale Hamatopoese (Tsai et a., 1994). Durch das Fehlen von
GATA-3 wird die Hamatopoese beeintréchtigt (Pandolfi et al., 1995). Das GATA-4
Transkript wird in prékardialen Zellen und in fétalem und postnatalem Herzen, sowie
adultem Herz und Gonaden detektiert (Grépin et al., 1994). Das Expressionsmuster von
GATA-4 im Myokardium des sich entwickelnden Herzens tberlappt mit dem von GATA-
6. GATA-6 wird Uberwiegend in Magen und Dinndarm von Voégeln, Amphibien und
Saugetieren exprimiert (Jiang und Evans 1996; Laverriere et a., 1994; Tamura et al.,
1993). Im Embryo befinden sich die GATA-5 Transkripte Uberwiegend im Herzen,
nehmen aber im postnatalen Herz drastisch ab. Die Expression von GATA-5 nimmt
wahrend der Entwicklung der postnatalen Lunge und Darm zu (Nemer et a., 1999). Die
GATA-ahnliche Zinkfinger Domane, wird vom TRPS1 Exon 6 kodiert und hat die grofdte
Ahnlichkeit mit dem menschlichen GATA-3 Transkriptionsfaktor (Abb. 3.5). TRPS1
unterscheidet sich von allen anderen Vertebraten GATA-Proteinen dadurch, dal3 das
Protein einen einzigen GATA-dhnlichen Zinkfinger hat. Die Gel Mobility Shift Assays
haben gezeigt, dal3 TRPS1 durch den GATA-ahnlichen Zinkfinger, sequenzspezifisch an
GATA Sequenzen binden kann. Anderungen in diesem Zinkfinger verhindern die DNA-
Bindung (Malik et al., 2001).

Flankierend zu dem GATA-bindenden Zinkfinger befinden sich zwei potenzielle NLS
Motive. Der erste, (LRRRRG) befindet sich an Position 886-891 und der zweite,
(RRRTRKR), an Position 946-952 (siehe Abb. 3.10). Die NLS sind hoch basische
Hexa/Heptapeptide, die an die speziellen Transportermolekile, die im Zytoplasma
vorhanden sind binden. Durch ihre Wechselwirkung mit den Kernporen werden grofse
Proteine wie Transkriptionsfaktoren, durch aktiven Transport in den Kern befGrdert
(Boulikas 1994). Malik et al. haben in ihrer Studie gezeigt, dal} das TRPS1 Protein
hauptséchlich im Kern lokalisiert ist (Malik et a., 2001)

Die in Exon7 kodierten Zinkfinger 8 und 9 sind vom CX,CX1,HX3H Typ und befinden
sich sieben Aminosauren voneinander entfernt. Die beiden Zinkfinger haben 1241 Treffer
in der Proteindatenbanksuche. Die groRte Ahnlichkeit besteht zu dem C-terminalen
Zinkfinger des IKAROS Transkriptionsfaktors. Das Ikaros Gen ist ein wichtiger Regulator

fur die Differenzierung der Lymphozyten, es besitzt verschiedene Spleif3-1soformen, dessen
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Krippel-ahnliche Zinkfinger zwei Doménen bilden (Sun et a., 1996). Die Anzahl der N-
terminalen Domanen, die an das DNA-Motiv GGGA binden, unterscheiden sich in
verschiedene Isoformen. Im Gegensatz dazu sind die zwei C-terminalen Zinkfinger, die
eine Proteinbindungsfunktion haben, in allen Ikaros Isoformen gleich (Sun et al., 1996).
Ikaros bildet Homo- und Heterodimere zwischen verschiedenen Isoformen die ihre
Affinitét zu DNA und infolge die Transkriptionsaktivitét steigert (Sun et al., 1996).

Ikaros ist en lymphoid-assoziierter Faktor, der an bestimmten Positionen im
zentromerischen Heterochromatin lokalisiert ist. Es gibt eine starke Korrelation zwischen
diesen Positionen im zentromerischen Heterochromatin und transkriptionell-inaktiven
Genen im Kern der Saugezellen (Brown et a., 1997). Das beweist, dai die physikalische
Interaktion von einem Gen mit dem zentromerischen Heterochromatin, die Transkription
reprimieren kann. Da die Ikaros-Bindungstellen in zentromerischen Sequenzen der Maus
selten sind, konnte die zentromerische Lokalisierung durch die Protein-Cofaktoren, die
direkt an die DNA binden, vermittelt werden. Es sind zwel Polycomb-Gruppen Proteine,
die in Maus Lymphozyten mit lkaros interagieren. Die Tatsache, da3 Polycomb in
Verbindung mit Heterochromatin-&hnlichen Doméanen wie Ultrabiothorax und abdominal-
A Gen (Strutt et al., 1997) mit GAGA Faktor interagieren kann, ist ein Hinweis darauf, dal3
Ikaros Proteine moglicherweise in zentromerischen Doméanen lokalisiert sind. Die hohe
Ahnlichkeit zwischen Ikaros und Hunchback (Georgopoulos et al., 1992; Hahm et al.,
1994), ein Protein das eine Rolle bei der Rekrutierung von Polycomb und Etablierung von
repressorischen Komplexen (silencing complexes) spielt, bestétigt diese Theorie (Brown et
al., 1997). Die komplexe Stérung der Lymphoidenentwicklung in Ikaros-targeted Méausen
(Georgopoulos et a., 1994; Wang et al., 1996), kdnnte an unzureichender Repression bzw.
Derepression der Gene liegen die normalerweise inaktiv sind. Der dominante Effekt der
Mutationen in hemizygoten Méausen kann in der Anhaufung der mutierten Ikaros Proteine,
die nicht an die DNA binden konnen und zentromerische Rekrutierung stéren,

zurtckzufihren sein (Winwandy et al., 1995).

TRPS1 ist das einzige Vertebraten GATA Protein, das statt Transkriptionsaktievator, ein
sequenzspezifischer ~ Transkriptionsrepressor it (Maik et a., 2001). Co-
Transfektionsexperimente mit Maus- und Xenopus-TRPS1 haben gezeigt, dal3 diese
Proteine die Expression der Gene die durch GATA4 aktiviert werden, reprimieren und
zwar ist die Represson abhdngig von der Menge des Proteins. Die

Transkriptionsrepression durch TRPS1 kann sich nur mit einem intakten GATA Zinkfinger
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und im Kontext von GATA Cis-Elementen ereignen. Die Bindung des Proteins an die
DNA wird durch den GATA Zinkfinger erzielt. Da die Deletion der ersten 800
Aminosauren des Proteins wahrscheinlich keine Rolle spielt, wurde die
Repressionsfunktion an die zwel C-terminalen Zinkfingern, die Ikaros-@hnlichen
Zinkfinger, zugeschrieben. Die Experimente kénnen beweisen, da? TRPS1 ohne Ikaros-
ahnlichen Zinkfinger an die DNA binden kann, kann aber nicht die Repression des
Zielgensin Gang setzen (Malik et al., 2001).

Solche Strukturen mit multiplen Zinkfingern sind schon bel anderen Proteinen wie CTCF
berichtet worden (Baniahmad et al., 1990). CTCF ist ein DNA-bindendes Protein mit elf
Zinkfingern und regulatorischer Funktion. CTCF hat transkriptionelle Aktivitét wenn es an
den Promotor des Amyloid 3 Protein Vorlaufers bindet (Vostrov und Quitschke 1997) und
eine Repressionsaktivitét, wenn es an Stellen im c-myc Oncogen bindet (Filippova et al.,
1996).

4.4 Mutationsanalyse der Patienten mit TRPS

Im Rahmen meiner Arbeit, wie im Abschnitt 3.2.3 beschrieben, wurden die DNA-Proben
von 10 Patienten untersucht und sechs Mutationen isoliert (Momeni et a., 2000). In
unserem Institut wurde von Dr. Ludecke eine umfassende Untersuchung der TRPS | und 111
Patienten durchgefihrt. In dieser Arbeit wurden 57 Patienten einschliefdich der 10
Patienten der vorliegenden Arbeit vorgestellt. Die kodierende Region des Gens, Exon 3 bis
7, wurde sequenziert. Im Fall von Missense-Mutationen wurde auf3erdem das nicht
kodierende Exon 2 sequenziert. Die Patienten wurden nach der Untersuchung der
molekularen Auffdligkeit in 5 Gruppen getellt: 1) TRPSL Gen-Deletion oder
Unterbrechung (6 Féalle), 2) Nonsense-Mutation (35 Fale), 3) SpleiR-Mutation mit der
Erhatung des Leserasters (1 Fal), 4) Missense-Mutationen (8 Fdle), 5) ohne
identifizierbare Auffaligkeit (7 Félle). Die Mutationsfinderate betrégt 88% Unter den 44
identifizierten Mutationen befinden sich 35 verschiedene. Von 29 Leseraster-Mutationen
sind 13 Einzelbasen-Substitutionen, die zu einem friihzeitigen Stopkodon fihren (Abb. 4.1,
obere Pfeile), 9 Deletionen und 7 Insertionen (Abb. 4.1, untere Pfeile). Die Basen-
Substitution 1VS6+1G>T andert die Spleiliddonor Stelle im Intron 6 (siehe 3.2.4.1). Finf
Basen-Substitutionen sind Missense-Mutationen, die ausschliefdlich in Exon 6 sind.
Anhand der Genotyp-Phénotyp Korrelation der Art der Mutation und Korpergrosse sowie
der Lange der Rohrenknochen der Hande (Lidecke et a., 2001), wurde gezeigt, dal3 die
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Patienten mit Missense-Mutationen eine schwerere Krankheitsauspragung haben as die

mit Nonsense-M utation.

Abb. 4.1. Eine schematische Darstellung des TRPS1 Proteins und die Positionen der
Mutationen. Die Basensubstitutionen sind durch Dreiecke oberhab des Proteinschemas
dargestellt. Insertionen und Deletionen, die das Leseraster verdndern, wurden mit
Dreiecken unterhalb des Proteinschemas gezeigt. Die Nonsense-Mutationen wurden durch
ein dunkles Dreieck und die Missense-Mutationen durch ein helles Dreieck dargestellt. Die
hellen Streifen stellen die Exongrenzen dar. Die 9 gelben Streifen mit dunklem Rand
reprasentieren die Zinkfinger und die 2 roten Streifen (mit dunklem Rand) repréasentieren
die Kernlokalisierungssignale (NLS).

Eine Mutationsfinderate von 88% ( 50 Mutationen bei 57 Patienten) zeigt, das TRPSL der
Hauptlokus, wenn nicht der einzige, fur TRPS | und TRPS Il ist. Die Auswertung der
klinischen Merkmale bei den Patienten zeigte ein breites Spektrum. Eine milde mentae
Retardierung kann nicht mit einer bestimmten Mutation in TRPS1 korrelieren, und die
starke mentale Retardierung von einem Patient wurde durch die grosse zytogenetische
Deletion verursacht (Hamers et al., 1990; Ludecke et al., 1995). Alle Leseraster
(frameshift) Mutationen werden fur loss-of-function Mutationen gehalten. Falls die
mutanten Proteine Uberhaupt synthetisiert werden, kénnen sie nur im Falle der drei
Patienten 2875C - T, 3012C -G und 3360-3361insGGAG (Momeni et al., 2000; Lidecke
et a., 2001) in den Kern beférdert werden, in allen anderen Fallen ist das NLS abwesend
oder zerrissen. Aul3er der Spleil3-Mutation, beinhaltet keins der mutanten Proteine die zwel
C-terminalen Ikaros-ghnlichen Zinkfinger. Die doppelten Zinkfinger von Ikaros vermitteln
die Proteinbindung des Proteins (Sun et al., 1996). Aul%erdem sind diese beiden Zinkfinger
von TRPSL1 fir die Repressions-Funktion des Proteins erforderlich (Malik et al., 2001). Die

Identifizierung einer Mutation bei dem TRPS | Patienten mit der 4 Basen Insertion
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360-3361insGGAG (Momeni et al., 2000), wodurch die 160 C-terminalen Aminosauren
deletiert sind, ist noch ein Hinweis fur die wichtige Rolle dieser Zinkfinger. Wie es durch
die RT-PCR gezeigt (siehe 3.2.2.6), fuhrt die SpleilR-Mutation IVS6+1G T (Ludecke et
al., 2001) zu einem stabilen Transkript. Dem mutierten Protein fehlt der GATA-bindende
Zinkfinger und das an der 5 -Seite gelegene NLS ist trunkiert. Deshalb vermutet man, daf

das Protein nicht in den Kern transportiert wird.

Der Phéanotyp der Mehrheit der Patienten mit einer Nonsense-Mutation oder Spleil3-
Mutation liegt in dem Spektrum von TRPS | und ist dem der Patienten mit Deletion oder
Disruption im TRPSL &hnlich. Mit der Annahme, dal3 TRPSL biallelisch exprimiert wird,
kann man postulieren, dal3 alle Nonsense-Mutationen und die Splei3-Mutation sich in
einem heterozygoten Zustand befinden, die die Dosis des TRPS1 Proteins zur Hélfte
reduziert, wie im Fall einer kompletten Deletion oder Disruption des Gens. Dies kann
darauf hinweisen, dal3 TRPS | durch die Haploinsuffizienz des TRPSL verursacht wird.
Haploinsuffizienz wurde bei anderen Transkriptionsregulatoren wie PAX6 bei Aniridie und
GLI3 bei Greig Syndrom als Ursache der Krankheit postuliert (Fisher et al., 1994).

Malik et a. schlagen einen alternativen Mechanismus as Ursache dieser Krankheit vor
(Malik et al., 2001). Durch die Expression vier mutanter Transkripte von TRPS1, die
Mutationen von TRPS | Patienten trugen, konnten sie keine Transaktivierung oder
Repression fest stellen. Durch die Co-Expression des Wildtypproteins zusammen mit dem
mutierten Protein, wurde die durch das TRPS1 vermittelte Repression teilweise
wiederbelebt. In dieser Arbeit wird vorgeschlagen, dal die trunkierenden Mutationen
(siehe 3.2.1), assoziiert mit TRPS |, die repressive Aktivitdt des TRPS1 Proteins in einer
dominanten Art inhibieren kénnen. Sogar die kleinste mutierte Form vom TRPS1 Protein,
das nur 338 aa lang ist (C338X), spielt eine dominante inhibierende Rolle. Dadurch wird
angenommen, dald die limitierenden Komponenten des transkriptionell regulatorischen
Signalwegs mdglicherweise mit dem N-Terminus von TRPSL interagieren (Malik et al.,
2001). Die Autoren haben aber die Wahrscheinlichkeit, dal’ das mutante Transkript instabil
ist und durch den mRNA nonsense mediated decay Mechanismus degradiert wird, nicht

berticksichtigt. In diesem Fall wird die Krankheit durch die Hapl oinsuffizienz verursacht.

Alle 8 Missense-Mutationen sind bisher in Exon 6 lokalisiert worden. Die Abbildung 4.2
zeigt eine schematische Darstellung der Missense-Mutationen in Exon 6. Die erste
Mutation ist V894D, N-terminal vom Zinkfinger gelegen, in dem Valin, eine neutrale

Aminosaure durch die saure Aspartinsaure ersetzt wird. Der Indexpatient ist homozygot
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und die Mutter des Patienten ist heterozygot fur die gleiche Mutation. Durch die
Sequenzierung des RT-PCR Produktes der Leukozyten RNA des Patienten und quantitative
Southernblot-Hybridisierung wurde bewiesen, dald der Indexpatient zwei Allele fur das
Gen hat. Aul¥erdem ist der Patient fur die drei Polymorphismen in TRPSL homozygot. Die
schwere Krankheitsauspragung des Patienten, der wie ein schwerbetroffener TRPS 111
aussieht, ist durch die Homozygotie entstanden und ist ein Bewels daftr, da3 eine
homozygote TRPSL Mutation nicht letal ist.

Ein Patient mit TRPS 111 (Vilain et a., 1999) ist der Trager der zweiten Missense-M utation
TOO01P. Er ist der am schwersten betroffene heterozygote Patient. Die Mutation ersetzt
Threonin durch Prolin, die wahrscheinlich durch einen Knick im (-Faltblatt die Struktur

des Zinkfingers éndert.

An der Position 908 an der Spitze des Zinkfingers wurden zwel Mutationen in drel
Patienten identifiziert. Die erste ist eine R908Q-Mutation und wurde in zwe nicht
verwandten Patienten identifiziert. Der erste Patient zeigt eine mentale Retardierung und
zapfenformige Epiphysen. Der zweite Fall dieser Mutation wurde in einer Patientin mit
normaler Intelligenz, kleiner Grof3e und schwerer Brachydaktylie isoliert. Bei einem
japanischen Patienten mit TRPS [11 (Nagai et a., 1994) wurde die zweite Mutation, R908P,
gefunden.

Die letzte Missense-Mutation in Exon 6 ist A919T. Sie befindet sich zwischen den
Cysteinen 3 und 4. Die Mutation ersetzt Alanin, eine ungeladene Aminosdure durch
Threonin, ein geladene Aminosdure. Diese Mutation kann vermutlich die Zinkverbindung
destabilisieren. Die Mutation wurde dreifach isoliert, in einem familidren Fall (Kgjii et al.,
1994) der bereits als TRPS Il diagnostiert war und in zwei sporadischen Félen. In allen

drei Féllen sind die Patienten mittelmaliig klein und haben extrem kurze Hande.

Die Missense-Mutationen im TRPSL Gen andern die GATA-ahnliche DNA-bindende
Doméne und dadurch die Affinitét dieses Zinkfingers zur DNA. Das trunkierte Protein
kann durch die NLS in den Zellkern gelangen und durch die intakte Ikaros-ghnliche
Protein-bindende Doméne an den Bindepartner binden, aber mit einer geringen Affinitét
zur DNA. Das kann einen dominant-negativen Effekt auf die Funktion dieses

multimerischen Proteinkomplexes haben.

Die Mutationen im TRPSL Gen fiihren zu einem breiten Spektrum von Phanotypen. An der

einen Seite des Spektrums liegen die Patienten mit Nonsense-Mutation, die einen typischen
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TRPS | Phanotyp zeigen und auf der anderen Seite die Patienten mit Missense-Mutationen
im DNA-bindenden Zinkfinger, die den TRPS Ill Phénotyp zeigen. Am schwersten sind
die Patienten betroffen, welche die T901P und R908P Mutationen tragen (Lldecke et al.,
2001). Man kann annehmen, dal3 die DNA-Bindung einen sehr grof3en Einfluld auf die
Funktion des Transkriptionsfaktors hat.

Das TRPSL ist der Hauptlokus, wenn nicht der einzige Lokus, fur TRPS | und I11. Bel den
Patienten, bei denen man keine Mutation identifiziert hat, konnte es sich entweder um eine
Mutation im Intronbereich oder im nicht vollsténdig definierten Promotorbereich handeln,

oder aber auch in eéinem anderen Gen, das als ein zweiter Lokus fur TRPS dient.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Exon6 Zinkfingers und der Missense-M utationen.
Die (B-Fatblatt Strukturen sind durch weil3e Pfeile und die a-Helix Struktur durch den
grauen Balken reprasentiert. Die Basenaustausche sind an ihren Positionen durch einen
Pfeil gekennzeichnet. Die Anzahl der mehrfach auftretenden Mutationen ist jeweils in
Klammern angegeben.
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Der Gedanke, dal3 das Gesicht und die Gliedmal3en in ihrer Entwicklung viele gemeinsame
Regulatoren und morphogenetische Signalwege besitzen, ist zunéchst schwer zu verstehen.
Kopf und Gliedmal3en sind evolutiondr unabhangig voneinander entstanden: Gliedmal3en
sind Millionen Jahre nachdem der anteriore Teil des Vertebratenkdrpers cephalisiert
worden war erschienen (Schneider et al., 1999). Embryonaer Ursprung der beiden sind
zwei verschiedene Zellpopulationen, Neuralleistenzellen beim Gesicht und Mesoderm bel
den GliedmalRen. AulRerdem haben die beiden keine Gemeinsamkeit in ihrer postnatalen
Anatomie. Dennoch gibt es konservierte Signale wie Sonic Hedgehog und Retinoic Acid,
die an der Entwicklung der beiden Teile beteiligt sind.

Bel Patienten mit TRPS sind aufer Knochen und Knorpel auch Haare betroffen.
Expression von Ta (Tabby) wurde in formierenden Gesichtsdriisen wie serésen nasalen
Drisen und in sich entwickelnden Knochen und Knorpel nachgewiesen (Tucker et a.,
2000). Die Tabby Knock-out Maus hat abnormale oder fehlende Zahne (Grinberg, 1965),
fehlende Schwel [3driisen und manche Haartypen fehlen (Sundberg, 1994).

Eine Funktionsstudie Uber die Funktion des TRPSL Gens wurde angesichts seiner Rolle
beim Prostatakrebs durchgeftihrt (Chang et a., 2000). In dieser Studie wurde die
Expression von TRPSL in den Androgen-abhangigen und —unabhéangigen menschlichen
Prostatakrebszellen untersucht. In der Arbeit wurde nachgewiesen, daf3 durch den
Rickgang des Androgen-Niveaus bel kastrierten Ratten die Expression von TRPSL
hochreguliert wird. Wahrend der Antiandrogen-Therapie oder nach der Kastration wird
vermutlich in der normalen wie in der malignen Prostata Apoptose in Gang gesetzt
(Kyprianou et al., 1988, 1990). Die Ubereinstimmung der beiden Ereignisse a3t vermuten,
da3 TRPSL die Apoptose in normalen Androgen-abhangigen epitheliden Zellen in
Rattenprostatadriisen in Gang setzen kann (Chang et al., 2000).

Uber die Funktion des TRPSL1 kann nur spekuliert werden, bis durch Hefe-2-Hybrid (Yeast-
Two-Hybrid) Experimente die potentiellen Bindepartner identifiziert und charakterisiert
worden sind, so dal3 man eventuelle morphogenetische Signalwege erkennen kann. Dartiber
hinaus kénnen in situ-Hybridisierungen das Expressionsmuster des Gens erkennen, das
wiederum Informationen Uber beteiligte Faktoren liefern kann. Da durch die Mutationen in
TRPSL verschiedene Gewebe wie Knorpel, Haare und Knochen betroffen sind, kann man

die Expression des Gens bereits in friiheren embryonalen Stadien mit Gewissheit erkennen.
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4.5 Das Maus Trpsl-Gen

Nach der Sequenzierung des menschlichen Genoms ist die Erforschung des
Transkriptionsregulatorischen Netzwerkes (Kadonaga 1998) eine grof3e Herausforderung.
Technische Fortschritte haben die Isolierung und Identifizierung eniger
Transkriptionsfaktoren in multizellul&ren Organismen ermoglicht (Orkin et a., 1995, Qin
et a., 1998, Yuh et al., 1998 ), die wiederum durch den Interspezies-Sequenzvergleich zu
der Isolierung deren Orthologen im Menschen gefihrt hat (Aparicio et al., 1997, Brickner
et a., 1999, Hardison et a., 1997). Die Maus ist das fuhrende Tiermodell fir die
Untersuchung normaler und durch Mutationen gestérter biologischer Prozesse
(Mechanismen) in Saugetieren. Das Mausgenom mit seinem genetisch gut charakterisierten
System bietet uns 1) hunderte von bekannten Mutanten, 2) definierte geziichtete Stamme,
3) Zugang zur Transgen-Technologie, 4) Zugang zur Knockout-Technologie von grof3en
Regionen im Genom und die Moglichkeit der direkten Anwendung bei Uber 200 erblichen
Erkrankungen des Menschen, die schon in Mausgenom Kkartiert sind (Searle et al., 1994).
Wegen der hohen Biologie- und Sequenzadhnlichkeit zwischen Maus und Mensch kommt
das Mausgenom mehr und mehr as ein Werkzeug fir den interspezies-Vergleich in
Betracht (Battey et al., 1999).

Als einen ersten Schritt zum Verstandnis der Pathogenese von TRPS | haben wir das
gesamte Trpsl isoliert. Die hohe Ahnlichkeit zwischen menschlichem und Maus TRPSL
(Tabelle 3.6) und die komplette Konservierung der GATA-aghnlichen und Ikaros-&hnlichen
Zinkfinger hat es uns ermoglicht, Konzepte zur Erstellung der Mausmodelle zu entwickeln.
Bei den Mausmodellen handelt es sich um Anderungen der drei C-terminalen Zinkfinger.
Bei den Mausmodellen habe ich versucht die Situationen die wir in vivo bei unsere

Patienten vorgefunden haben wiederherzustellen.

Bel dem Knock-out Konstrukt 1 wird versucht eine 9,5 kb Region zu deletieren, die das
Exon 5 und den ORF von Exon 6 beinhaltet. Dieses Konstrukt reflektiert die Situation in
den Patienten mit Leseraster-Mutationen die in den menschlichen Exons 3 bis 5
vorkommen und zu einem frihzeitigen Stopkodon fuhren. In diesen Fallen hat das mutante

Protein diedrei C-terminalen Zinkfinger und die beiden NLS Motive verloren.

In dem Knock-out Konstrukt 2 wird der ORF von Exon 6 deletiert. Dieses Konstrukt

rekonstruiert die Situation in den Patienten mit den Leseraster Mutationen im
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menschlichen Exon 7. Das mutante Protein verliert die Ikaros-ghnlichen Zinkfinger und die

beiden ersten Mutationen in Exon 7 fihren zum Verlust des NLS Motivs.

Im Knock-out Konstrukt 3 wird das Maus Exon 5 deletiert. Dieses Konstrukt spiegelt die
Situation in der Patientin mit der SpleiR-Mutation (IVS6+1G-T) wider. Das mutante
Protein verliert die putative DNA-bindende Doméne und dabei wird auf3erdem ein NLS

Motiv unterbrochen.

In dem Knock-in Targetingkonstrukt wurde die Missense-Mutation des TRPS 111 Patienten
2701A - C rekonstruiert. Da diese Mutation bei dem Patienten zu einer schweren
Krankheitsauspragung gefihrt hat, ist es wahrscheinlicher, dal3d man bei den Mausen die die
Mutation tragen, eine beachtliche Veranderung der Knochen findet.

Durch die Untersuchung der Knock-out und Knock-in Mause mit in situ Hybridisierungen
kann man die genaue temporale und spatiale Expression des Gens erkennen. Durch
Bestimmung der gewebespezifischen Expression kénnte eventuell die Wechselwirkung des
TRPS Gens mit bekannten Genen, die Rolle des Gens bel der Entwicklung sowie
letzendlich die Wege die zu TRPS fihren geklart werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Tricho-rhino-phalangeale Syndrom Typ | (TRPS I) ist eine autosoma dominante
Erkrankung mit craniofaziale und Skelettanomalien. Das Gen fir TRPS | wurde in 8g24.1
kartiert und ein Contig von PAC-Klonen in der minimalen TRPS-Region erstellt. Die
PAC-Klone wurden in Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Abteilung Genomanalyse im
Institut fir Molekulare Biotechnologie in Jena vollsténdig sequenziert.

Um das vorhandene PAC-Contig (Abb. 1.2) am proximalen Ende zu erweitern und die
Bruchpunkte von zwei TRPS | Patienten HB2166 und KS11480, die proxima zu dem
PAC-Contig liegen abzudecken, wurden die drei PAC-Klone 22, 24 und 30 isoliert. Die
neue PAC-Klone wurden nach der Sequenzierung mit der Hilfe des Computer-Programms
analysiert. Das Durchmustern von genomischen Bibliotheken und die Computer-Analyse
offenbarte ein Gen mit 7 Exons. Durch die Anwendung verschiedener Verfahren wie RT-
PCR und Durchmustern einer cDNA-Bibliothek aus dem fétalen Gehirn konnte ein
Transkript von 10011 bp isoliert werden. Das offene Leseraster ist 3843 bp lang und
kodiert fUr ein 1281 aa Polypeptid mit 141,580 kD Molekulargewicht. Es beginnt an der
dritten Base von Exon 3 und endet im Exon 7. Das Polypeptid beinhaltet 9 putative
Zinkfinger-Motive. Der Zinkfinger von Exon 6 hat eine hohe Ahnlichkeit zu dem DNA-
bindenden Zinkfinger von GATA-bindenden Transkriptionsfaktoren. Die zwei Zinkfinger
von Exon 7 haben eine hohe Ahnlichkeit zu der Protein-bindenden Zinkfinger C-
terminalen Zinkfingerdomane von Ikaros-Transkriptionsfaktoren. Der Zinkfinger von Exon
6 wird von zwei Kern-lokalisierungssignalen flankiert. Die 5™ nicht trandatierte Region ist
mindestens 638 bp und die 3" nicht trandatierte Region ist 5530 bp lang. Die 3'nicht
trandatierte Region beinhaltet 6 Polyadenylierungssignale, 1 nicht-klassischesATTAAA, 5
klassische AATAAA von denen 2 benutzt werden. AulBerdem beinhaltet die 3'nicht
trandatierte  Region 16 Kopien von mRNA Degradierungsssignalen. Die
Expressionsanalyse des Gens offenbarte zwei Transkripte von 7 und 10,5 kb.
Zusammengefaldt zeigt die Struktur des TRPSL Proteins, dal3 es sich vermutlich um einen
Transkriptionsfaktor handelt.

Das Gen ist in verschiedenen Sdugetieren konserviert. Um ein Mausmodell fir diese
Krankheit zu generieren, wurde das Mausgen mit Hilfe der menschlichen Sonden aus einer
cDNA Bibliothek aus 17 Tage alten Mausembryonen isoliert. Das Mausgen besteht nur aus
6 Exons, aber das ORF und die Aminsauresequenz haben sehr hohe Identitdt zum



Zusammenfassung 90

menschlichen Gen bzw. Protein. Fir das Mausmodell wurden 3 Knock-out und ein Knock-
in Konstrukt geplant. Davon konnten zwel Knock-out Konstrukte im Verlaufe der
vorliegenden Arbeit fertiggestellt werden. Bisher konnte jedoch unter mehr as 400

transfizierten ES-Zellen kein rekombinanter Klon gefunden werden.
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Tabelle7.1

PAC 8 Amplimere fir Hybridisierungssonden

Name der Sonde Name der Sequenz der Primer Grole
Primer
[bp]
PM 114-115E7 PM114 CTGCAATCGCATTCAATTCT 152
PM115 TTTTCCAGTGACCCTTCTGC
PACB8E93-95 PM29 ACAATTTGGATTCAGAGTTGC 797
PM30 TCTGTCTGTCTGGATTTTGTTC
PACSE90 PM53 TTTCCCTGCTCAATCTTTTC 343
PM54 TCATACATGGTCTTTCACAGTTTC
PACB8ES87 PM51 AGGTAAGTAGTAGGGGATTCACAG 289
PM52 TGCAGACTCATGGTTTCAG
PACBE78-79 PM27 AAGTTGTTTGTGGTACGAGTGG 652
PM28 GTCACAAATATGAACCAAACCAG
PACBE75 PM11 GCTTGGCTAAGTTTTACATCTGA 256
PM12 GAAATAACCCAGCAACTTAACAA
PACBEGS PM49 CAAGATTACGGGAACTCAGAGA 155
PM50 AAGCCATTGTTGTTATCTTGTC
PAC8E64-65 PM9 GAAATCCTCATATTAGTGGCATTA 658
PM10 ATCTCCTGCAGCACTAATGG
PACBEG0-61 PM25 ATAATCCAGTGTGCCAGTTTTC 527
PM26 GGGTGTGAAGTGTGGATTG
PACSES59 PM47 ACCAGTGTTGCCTCCATAG 231
PM48 ACCTCATCTGAAACCTTAGAATC
PACSES0 PM7 GTCTTCACAAAAACCCATACTCA 335
PM8 CACTGTCTGGCACTCCCTAGT
PACB8E49 PM45 ATACATCCTGGCCAAATTCC 326
PM46 TGTATTGTGTAGAGTCCATCATCC
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Tabelle 7.1 (Fortsetzung)

PAC 8 Amplimere fir Hybridisierungssonden

PM36

AACACCAGCCATCTCAAGG

Name der Sonde Name der Sequenz der Primer Grole
Primer
[bp]
PACB8E48 PM17 TTTTTTTCCCTCCCTCCTCTG 379
PM18 TGCTTTCATGATGTTTGTGCTG
PACB8E45 PM15 AATTCTTGGAAGCTCAAAACTTG 372
PM16 TGTTTCTGAGTGTTAGCAATTGAC
PACSE34 PM5 GCAACCTGATTTTCCTCCTATT 273
PM6 GAAGCAAGATATCTGTGGAAGTAA
PACSE31 PM23 AATTTGGCCATTTGTACTCTG 216
PM24 TTTTACTAGGGTGTGACACTTTG
PAC8E27 PM3 GAACTCAAGATGTGACGTTTGTA 253
PM4 CTGGCCCACTTTATGAATCT
PAC8E24 PM43 ACGGCTGGTGTTTTGTAAATAC 201
PM44 ATCTGTGCTTCGTCATTTAATG
PAC8E23 PM21 TCTCTCTTCCTTGGCAATAGC 230
PM22 AATGTGTACGCTCTGCTTTCTC
PAC8E22 PM41 TGGCAGTGGTTTTCTTTTC 171
PM42 TTCACAGACATTTGGATGATTC
PACSE19 PM39 TAGTGGATGCTCTACATACTTCG 396
PM40 TTATCAGAAAAGCTCAGGTGTC
PACSE18 PM1 CATGAGCATCTGGCAAATG 238
PM2 CAGAGTGAGAATGTGGAAAGTG
PACSE17 PM37 AGCCTGTATCTGGTATTCAAACTC 278
PM38 TGGATAGTATATGGTTGGACATTC
PAC8E14 PM35 ACTGCTGAAGCTGGTATCTAACTG 288
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Tabelle 7.1 (Fortsetzung)

PAC 8 Amplimere fir Hybridisierungssonden
Name der Sonde Name der Sequenz der Primer Grole
Primer
[bp]
PACBSE9 PM31 AAATCAGCCAGAAAGAGACAGC 323
PM32 AGTGTGCAGAAAGCCAAGC
PACBSES PM13 AGTTATTTGGAGGGACAGCGATG 298
PM14 CTCAGAGCGGCTCAGGACA
PACBE3 PM57 TATGCTATATCTAAGGGGGACTC 248
PM58 TGCTGATGATAACTGCTAATACC
PACBE2 PM59 AGGAAGAGAACACTAGCACAAATC 258
PM60 TACAGGCAGCTCTTTTTTTCTTAC
Tabelle7.2
PAC 8 RT-PCR Primer
Nr. Name Sequenz Ann. T [°C]
1 PACB8437u1965 AGTACATCCAGACAAGTTGA 56
2 B4F7L107 CTGTCCTCTGTAGCAAGTAT 56
3 B4F7U GAGCTGTCTCCAGAGTCT 56
4 B4F7L CTGTCCTCTGTAGCAAGTAT 58
5 PM1PAC8E18U CATGAGCATCTGGCAAATG 56
6 PM5PAC8SE34U GCAACCTGATTTTCCTCCTATT 56
7 PM6PACBE34L GAAGCAAGATATCTGTGGAAGTAA 56

Die Primer Nr. 2, 3 und 4 wurden von O. Schmidt entworfen (O. Schmidt, 1998).
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Tabelle7.3
TRPS 1 Amplimere
Name Exon GroRe [bp]
PM 94-91 3 689
PM65-64 6 315
PM63-62 7 552
PM67-66 7 578
Tabelle7. 4
Primer fur die TRPS| RT-PCR
Name des Name Sequenz 5> 3 Exon | Ann. | Grole des
Produktes der T | Produktes
Primer [°C] [bp]
PM 91-94 PM 91 | GGCTGAACTGCACCATGTTAT 3 56 689
PM 94 | TACGGATCAGAGTGATGCTG 3
PM 67-66 PM67 | GCCTTATCCCACCTTCAAT 7 58 578
PM66 |CTCATCAAAAGAAAGAATAACAAA 7
PM 72-73 PM72 | GAATGCAAATGGCGGATA 6 56 173
PM73 | GAGCTGCTCAGCCTGAAGT 7
RT1 PM144 | TTCCTCCGCGAAGGCTCCTTTGATATT 1 68 726
PM129 | CTCACTCAAAACTGCGCTTTTCAAGTCCTTC 3
RT2 PM145 | GGTTTCTCCAGACCTCGCGTCCTC 1 68 577
PM129 | CTCACTCAAAACTGCGCTTTTCAAGTCCTTC 3
RT3 PM 104 | GAACATTATGGCAAGCAGCA 4 56 1001
PM 83 | CTGGAACTCTCGGTCCAAAC 5
RT4 PM148 | CCTGTGTCTGGCACCCAAGAGCAG 5 68 5707
PM154 | AAAGTCCCGACGGGCGTCCTTCTAT 7
RT5 PM101 | GAAGCTCGCGAGTCAAACAT 4 56 1242
PM61 |CCAGGACTGGCTGCTGAGC 7
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Tabelle7.5
PCR-Primer fir die Mutationsanalyse
Exon | 5Primer Sequenz des 5 Primers 5> 3 Ann. T [°C] GrofRe
3 Primer Sequenz des 3" Primers 5> 3 [bp]

3 PM120 | TTTTTCCTAGAGGAAGCATTTGA 58 389
PM119 | TTGAAGCCAGCCTTCTCACT

3 PM118 | GAACTAAATCATAAGGAGGAACAT 56 343
PM117 |CTTGCCCTGTTTCCTCTGTA

3 PM109 |AAGAGCAGAGGCAGATGACC 58 399
PM108 |CTGTCCAGCTCAGCATCTTG

3 PM89 | CCTTCAGATGGGGGTGTAAG 56 454
PM88 | Tggtactgggaccttggttt

4 PM139 | Gcagagggcccattgaatta 56 381
PM140 | GGCACTGAGTACCCAACAGG

4 PM102 | GCAACTCATCCACCGAATTA 56 415
PM103 | TTAATGACAGAGCCCCTGGA

4 PM104 | GAACATTATGGCAAGCAGCA 56 383
PM105 | TCTCCAAGGTGCTTTTCTGG

4 PM106 | GACAGACAAGAGCTCGAGTGG 56 447
PM107 | TGTTTGACATCCGATGCTTG

4 PM101 | GAAGCTCGCGAGTCAAACAT 56 351
PM100 | Aacttccccaagtcattggaa

5 PM80 | Cccttcagaacgctgtcttt 56 493
PM81 | GCCTCCACATTGGGACTATC

5 PM87 | GTGATGACCTTCGCAATGTG 56 355
PM86 | Ccttttgcccttcaaaacaa

6 PM65 | Catgtgactcacctctgacct 56 315
PM64 | Cataaatcacatgtgcactcaa
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Tabelle 7.5 (Fortsetzung)
PCR-Primer fir die Mutationsanalyse
Exon | 5Primer Sequenz des 5 Primers 5> 3 Ann. T [°C] GrofRe
3 Primer Sequenz des 3" Primers 5> 3 [bp]
7 PM70 | Cttaagcatggtttatatttgtga 60 439
PM71 | CCTGAGGACTTTTTATCTGAATGT
7 PM76 | CCAGCCAAAGAAAATACGA 56 564
PM77 |CCTTCGTTTTCTCCTTGGA
7 PM67 GCCTTATCCCACCTTCAAT 58 578
PM66 Ctcatcaaaagaaagaataacaaa
Tabelle7.6
Sequenzierungsprimer fir Trps 3'UTR
Name Sequenz 5'>3 Ann. T [°C]
PM179 CCGAGAAAGTTTGGCATCAT 56
PM182 GTGACACGTGCCTTTTTGG 56
PM190a GGCGCAGAAAGAAAGAGTTC 56
PM191 CCGAGCAAAGCAAGGATAAC 56
PM192 GGCGCAGAAAGAAAGAGTTCAT 56
PM193 CTATTGGCCCATCCATTCAG 56
PM194 TGAAACATGGTCAATGAGAGG 56
PM195 CCCATCCATTCAGAAACCTG 56
PM196 GGTGGAATGAGGAGCTTTGA 56
PM197 CCTCTCAGATTGGCCCTCTT 56
PM198 CAAATGTTCACAAGAACGGAAA 56
PM199 TGGTGTGGAAAACAAGAAGG 56
PM200 TTTCATCTGAAACAGACAAAGCA 56

PM205

TTTTTGATGACCTAAAGTTTTGATT

56
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Tabelle 7.6 (Fortsetzung)

Sequenzierungsprimer fir Trps 3'UTR

Name Sequenz 5">3 Ann. T [°C]
PM206 GCAAAGTCAGAAAGCCTTTAACC 56
PM207 TTTGCTGAGAACACATGGTATTT 56
PM208 CATGCATGTGGTTTGGTTTC 56
PM211 GCCTGAAGAACGAGATCAGC 56
PM212 GCCAGAGGCCACTTGTGTAG 56
PM222 TGGTTGGGACAATATAATGCAA 56
PM228 AGGCAGCAACAGAAGCTACG 56
PM229 GGGGGAATCCTGAAATTACG 56
PM233 GGACTGCCCAATTCAACAAC 56
PM234 AAAGGCATTTGAAGACTTTTGTC 56
PM235 AGCATGGGGGATTCTTTTCT 56
PM236 TGCTGTCTCTAGGCCATAGTCC 56
PM237 TCCACCTAGTTCAATGGATAAAG 56
PM250 AGGAGAGGATGTGGGGAGAT 56
3UTR1 CATGCTGTGGCATTGTTTTTCTGGATG 72
3'UTR2 TTCCTATGCAGGCCCCTCTGGATATGT 72
3'UTR3 TTGCATTCTGTAGTGGCGTTTGCACTC 72
3UTR4 AGGCCCACCATAGCATCAGGAAGGTAA 72
3'UTR5 AACCATACCAAAGCCGTCATGGATAACT 72

JUTR6

GATGTAACAGACATCTTTGCTGCCTGA

72
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Tabelle 7.7

Sequenzierungsprimer fur die Trps Exon/Intron Ubergénge

Name Sequenz 5°>3° Exon Ann. T [°C]
M20u226 CCAAGATCAACTCTGCAAAC 1 56
M201427 CTTCCCAGATACCTTGCTCT 2 56

Exon3411562 TGTCATCTCCAGCTTTGACT 2 56
Exon34/1823 TCAATGGCTCTCCTTCTACA 3 56
Exon45u706 CCACTTCTCCGTCATTATCA 3 56
Exon4511302 GTCAATTTTGGGCTCTTCTT 4 56
Exon56u334 AGACATCCTACGGGGTAGTC 4 58
Exon561717 TTCTGGTAGAGACCACATGC 5 56

PM71 CCTGAGGACTTTTTATCTGAATGT 6 58

Tabelle7.8

Trpsl Amplimere fur Hybridisierungssonden

Name der Name der Primer Sequenz des Primers 5> 3° GroRe [bp]
Sonde
PM175-176 PM175 GCTCAGGTTTGGGGAATAGA 203

PM176 GCTGGGGATATGCTACCTGA

PM 177-178 PM177 GCTTCACCTAGGCAGCAATG 203

PM178 TGGGTTAGAGCAGTTCACCA

PM 180-181 PM180 CATTGCGTTTTCCACCACTA 528

PM181 TTCATCTCAATGTCTAGGCAAAA

PM 242-243 PM242 CAGAGCAAGGATGAGCCATT 211

PM243 CCCGGGATAAAAACAGACCT

PM244A-245 PM244A TTTGACAACATGATTGATCTGG 178

PM245 TACCCCACAGTCTGGTGTTC
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Tabelle 7.8 (Fortsetzung)
Trpsl Amplimere fur Hybridisierungssonden
Name der Name der Primer Sequenz des Primers 5> 3° GroRe [bp]
Sonde
PM246-247 PM246 CCTGATTTGAACACCAGACTGT 169
PM247 CAGACATCTTTGCTGCCTGA
PM248-249 PM248 CAAACAATCTTCAGGCAGCA 193
PM249 AGGTGACCTGGTTTCAGTTTT
Tabelle7.9
Sequenzierungsprimer fir das Xbal Fragment
Name Sequenz 5 >3 Ann. T [°C]
PM 217 TAAGAATGTACAATTCCCATATGTTAG 56
PM 218 GATAATAGCTGGCCCATGAAAC 56
PM219 CCATTTTTATCTTGGGAAGCTG 56
PM223 TCAATTGCCAAACTTAAGGGTA 56
PM224 CATATGCACACTGAACCTGGA 56
PM 251 TGGATCTCGTAGGTGAACATCA 56
Tabelle 7.10
Sequenzierungsprimer fiir das Neo-Gen
Name Sequenz 5 >3 Ann. T [°C]
PM 238 GCTTGGGTGGAGAGGCTATT 56
PM 239 CTCGTCCTGCAGTTCATTCA 56
PM 240 GCCGAATATCATGGTGGAAA 56
PM241 GCGATACCGTAAAGCACGAG 56
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Tabelle 7.11
Sequenzierungsprimer fur das Trps Knock-out Elc Fragment

Name Sequenz 5> 3 Ann. T [°C]

PM 209 AGACCATCTTGCCTTTGCAG 56

PM 230 CATAATTTGGCTGAGGAGCA 56

PM 257 ACAGATGAGCTGGCCTGAC 56

PM261 GACTGAGTGCTCCCTGGATT 56
Tabelle 7.12

Sequenzierungsprimer fur das Trps E3 Fragment

Name Sequenz 5 >3 Ann. T [°C]

PM 67 GCCTTATCCCACCTTCAAT 56

PM 71 CCTGAGGACTTTTTATCTGAATGT 56

PM 73 GAGCTGCTCAGCCTGAAGT 56

PM 254 CGTATATTTACCTTTGCAATTCTTT 56

PM 255 AAAACCCTGCTTGCAGAAGA 56

PM 258 GCTGCAACCTAGGTCTAAAACA 56

PM 259 AAGTGAAAGTCATCCGAGAGAAA 56

PM 260 GTGCCTTGGTTTTCTCCTTG 56
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Tab.7.13
Primer fur Trps Knock-in
Name Sequenz 5">3 Ann. T [°C]
PM 201 TGAATTCCTAATCACAAGGGAAG 56
PM 202 AAAAACACCAGATCCTCTTCG 56
PM 203 GAAGAGGATCTGGTGTTTTTTGTGCCAATTGCCTGCCCACAAAGA 72
PM204 AGACAGCAGAAGCAATGGAAGAGGACGGATCCATCGTGGTCAGG 72
PM 215 GATTGCCATGGTGAACTGC 56
PM 216 GGACGGATCCATCGTGGT 56
PM225 CTTCCAACATCTTGCCCTGT 56
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T3 Promoter
Notl
Xhol neo-Start
‘i Sse8387
BSpLUll.“ i :
PGK-1 Promoter
v neo
Ahdl.. 7000 ~Reill neo-Stop
s Clal”
1000 "
Amp' 6000 PGK-1 Terminator
p P N T Xbal
2000 B BamHI
7348 bps - Asp718
5000 Kpnl
Sspl _ PGK-1 Promoter époll?l
CcOo
3000
4000 \
Ndel P -..Hincll
PGK-1 Terminator ul™
Hindll . Spll tk-Start
L L Accl
tk  SnaBl
; Nrul
BstEIl ; - BspEl
Eco47-3 ‘Nsil
PpulOl
PshAl
tk-Stop

Abb. 7.1: pPNT Vektor. Position der Referenzpunkte in bp: 7-23 T3 Promoter in
pBluescript SK(+), 54-61 Notl Schnittstelle in pPNT, 600-602 neo Startkodon, 1401-1403

neo Stopkodon, 1914-1919 EcoRI Schnittstelle, 2519-2521 tk Startkodon, 3647-3649 tk
Stopkodon, 4714-7348 pUC18/Bluescript SK+ Vektor.
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Pst |
Sal |
Acc | BamH |
Hinc Il Xma | Sac |
Hind Il Sph | Xba | Smal Kpnl EcoR |

AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC

TTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAG

Abb. 7.2: Die multiple Klonierungstelle von pT3T7.

4l |
Acc | EcoR W
Kpnl  Apal Hhol Hine |l Clal Hind Il EcoR |
AATTAACCC TCACTAAAGGGAACAARA GU TG GTACCGGEUCCCCCCTCFAGGTCGACGETATCGATAAGCTTEATATC GAAT

TTAATTGGEAGTGATTTCCCTTGTTTT CGACC CATGGC CCGEGEGEEAGE TCCAGC THGCCATAGC TA TTC CAACTATAGC TTA

Pstl BamH | Xbal Mot | sac |
TCCTGCAGC COGGGGGATC CAC TAGTT CTAGAGUGGC CGCCACC GCGGTE GAGCTC CAATTC GO CTATAGTGAGTC GTATTA

AGGACGTCGEECCCCCTAGGTGATCARA GATCTCHCCGGCEETEEC G CAC CTCGAGGTTAAGCGGGA TATCACTCAGCATAAT

Abb. 7.3: Die multiple Klonirungstelle von pBluescript 11 KS plus.
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Sspl.,
Sspl. :
; Xbal
'/ Clal
© Drall
. Eco0109

Xmnl,
Dral .
Scal

Pvul
Pstl .

amp 5000
_.BstXIl

pPET-32b
5899 bps

_.BstXl

Dral .- NNl
Dral BstXI

“Apal

. BssHIl
.. Hincll
Pvull

Afllll Pull

Accl

Puull’ | ‘Drall
Xmnl Eco0109

Abb.7.4: Die Restriktionskarte und multiple Klonierungstelle von pET32b.

Xhol
Notl
Eagl
Hindlll
Accl
Hincll
Sall
Sacl
EcoRl
BamHl
EcoRV
Ncol
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Sequenz 7.1: pPNT Vektor

7-23T3 Promotor in pBluescript SK(+)
54-61 single Notl Stellein pPNT
71-78 single Sse83871 Stellein pPNT
81-587  EcoRI(zerstort)-Tagl Fragment von PGK-1 Promotor
589-1418 Pstl-Hincll (zerstort) neo-Gen beinhaltet ein Fragment aus pK JldeltaB
(entstanden aus pKJ1 der von pMC1lneo entstanden ist).
600-602  neo-Startkodon
1401-1403 neo-Stopkodon
1419-1883 Pwull (vernichtet)-Hindlll (gefillt) Fragment von PGK-1 Terminator
1914-1919 single EcoRI Stellein pPNT
1914-2421 EcoRI-Tagl Fragment aus dem PGK-1 promotor
2423-4253 Pstl-Pwvull (zerstort) Fragment von HSV-1 beinhaltet tk-Gen.
2519-2521 tk-Startkodon
3647-3649 tk-Stopkodon
4257-4714 Pstl-Hindlll Fragment aus dem PGK-1 Terminator
4714-7348 pUC18/Bluescript SK+ Vektor backbone
GCTCGAAATTAACCCT CACTAAAGGGAACAAAAGCT GGAGCT CCACCECEGET GECEECCEC
TCGAGGGECCCCT GCAGGT CAATTCTACCGGEGT AGGEGAGGCGECTTTTCCCAAGGCAGICTG
GAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGECACT TGECGECTACACAAGT GECCTCTGECCTCGC
ACACATTCCACATCCACCGGTAGCGCCAACCGECTCCGITCTTTGGT GECCCCT TCGECGCC
ACCTTCTACTCCTCCCCTAGT CAGGAAGT TCCCCCCCECCCCGCAGCT CGCGT CGTGCAGG
ACGTGACAAAT GGAAGT AGCACGT CTCACTAGT CTCGT GCAGAT GGACAGCACCGCTGAGC
AATGGAAGCGGGTAGGECCT TTGEEGECAGCGEECCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTG
GCCTCAGAGGCT GGGAAGGEGT GEGT CCEEEEECEEECT CAGEEECEEECT CAGGEECEEG
GCGGEECGCGAAGGT CCTCCCGAGGCCCGECATTCTCGCACGCT TCAAAAGCGCACGTCTGC
CGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGECCT TTCGACCT GCAGCCAATATGGGATCGEC
CATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGT TCTCCGECCGCT TGEGTGGAGAGGCTATTCGEC
TATGACT GGGCACAACAGACAAT CGECTGCTCTGATGCCGCCGT GT TCCGECTGTCAGCGC
AGGGGECECCCGGTTCTTTTTGT CAAGACCGACCT GT CCGGT GCCCTGAATGAACT GCAGGA
CGAGGCAGCGCGGCTAT CGT GECT GGCCACGACGEECGT TCCTTGCGCAGCTGT GCTCGAC
GI'TGTCACT GAAGCGCGAAGGGACT GECTGCTAT TGEGECGAAGT GCCGGEEECAGGATCTCC
TGTCATCTCACCT TGCTCCTGCCGAGAAAGT ATCCAT CAT GGCTGATGCAAT GCGGCGCECT
GCATACGCTTGATCCGGECTACCT GCCCATTCGACCACCAAGCGAAACAT CGCATCGAGCCGA
GCACGT ACTCGGATGGAAGCCGGT CTTGT CGAT CAGGAT GAT CT GGACGAAGAGCATCAGG
GGCTCGCECCAGCCGAACT GT TCGECCAGGECT CAAGGECGECGCAT GCCCGACGECGATGATCT
CGT CGT GACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATAT CATGGT GGAAAATGGCCGCTTTTCT
GGATTCATCGACT GT GECCGGCT GGGT GT GECGGACCGECTAT CAGGACATAGCGT TGGCTA
CCCGTGATATTGCT GAAGAGCT TGECGECGAAT GGECTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGAT TCECAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGI TCTTCTGA
GGGGATCGATCCGT CCTGTAAGT CTGCAGAAATTGATGATCTATTAAACAATAAAGATGTC
CACTAAAATGGAAGT TTTTCCTGTCATACTTTGT TAAGAAGGGT GAGAACAGAGTACCTAC
ATTTTGAATGGAAGGAT TGGAGCT ACGEGEGEGT GGGEGGT GGGEGT GGGATTAGATAAAT GCCT
GCTCTTTACTGAAGECTCTTTACTATTGCTTTATGATAATGT TTCATAGT TGGATATCATA
ATTTAAACAAGCAAAACCAAATTAAGGGECCAGCTCATTCCTCCCACTCATGATCTATAGAT
CTATAGATCTCTCGTGGGATCATTGITTTTCTCTTGATTCCCACTTTGTGGT TCTAAGTAC
TGTGGTTTCCAAATGTGTCAGT TTCATAGCCT GAAGAACGAGATCAGCAGCCTCTGI TCCA
CATACACTTCATTCTCAGTATTGI TTTGCCAAGTTCTAATTCCATCAGAAGCTGACTCTAG
AGGAT CCCCGGGTACCGAGCT CGAATTCTACCGEGT AGGGGAGGECGCTTTTCCCAAGGCAG
TCTGGAGCATGCCCTTTAGCAGCCCCGCTGECACT TGECECTACACAAGTGECCTCTGECC
TCGCACACATTCCACATCCACCGGT AGCGCCAACCGECTCCGTTCTTTGGTGECCCCTTCG
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CGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGT CAGGAAGT TCCCCCCCECCCCECAGCTCECGTCGT G
CAGGACGT GACAAAT GGAAGT AGCACGT CTCACTAGT CTCGT GCAGAT GGACAGCACCGCT
GAGCAATGGAAGCGEGTAGECCT T TGEEECAGCGEECCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGECTT
TCTGEECT CAGAGECT GEGAAGEEGET GEGT CCEEEGEECEEECT CAGEEECEEECT CAGEEG
CGGEEECEEECECGAAGGT CCTCCCGAGECCCGEECAT TCTCGCACGCT TCAAAAGCGCACGT
CTGCCGCECTGI TCTCCTCTTCCTCATCTCCGEGECCT TTCGACCT GCAGCGACCCGCTTAA
CAGCGT CAACAGCGT GCCGCAGATCT TGGT GECGT GAAACT CCCGCACCT CTTCGGECCAGC
GCCTTGTAGAAGCGCGTATGECT TCGTACCCCT GCCAT CAACACGCGT CTGCGT TCGACCA
GGCTGCECGT TCT CGCGEECCATAACAACCGACGT ACGECGT TECGECCCTCECCEECAACAA
AAAGCCACGGAAGT CCGCCT GGAGCAGAAAAT GCCCACGCTACT GCGGGT TTATATAGACG
GI'CCCCACGGEGAT GGGGAAAACCACCACCACGCAACT GCTGGT GECCCTGEEGT TCECGECEA
CGATATCGI CTACGT ACCCGAGCCGAT GACT TACT GECGEGT GT TGEEEECT TCCGAGACA
ATCGCGAACAT CTACACCACACAACACCGCCT CGACCAGEGT GAGATAT CGECCEEEGACG
CGGECGGT GGTAAT GACAAGCGCCCAGAT AACAAT GEGECATGCCT TATGCCGT GACCGACGC
CGTTCTGGECTCCT CATAT CGEEGEEEGAGECT GGGAGCT CACAT GCCCCECCCCCGEECCLCTC
ACCCTCATCTTCGACCGCCAT CCCATCGCCGCCCT CCTGT GCTACCCGGCCGCGCGATACC
TTATGGEGECAGCAT GACCCCCCAGECCGT GCTGECGT TCGT GECCCTCATCCCGCCGACCT T
GCCCGGCACAAACAT CGT GT TGEEGEECCCT TCCGGAGGACAGACACAT CGACCGCCTGECC
AAACGCCAGCGECCCCEECEAGCCGECT TGACCTGECTATGCTGECCECEATTCECCECGT TT
ATGGGECTGCCTTGCCAATACGGT GCGGT AT CTGCAGEECEECEEGT CGT GECCEGAGGAT TG
GGGACACGCT TTCGGEEEECEECCET GCCECCCCAGEGT GCCCGAGCCCCAGAGCAACGCGEEEC
CCACGACCCCATATCGGEGGACACGT TATTTACCCTGI' TTCGEECCCCCGAGT TGCTGECCC
CCAACGCECGACCTGTATAACGT GT TTGCCTGEECT TTGGACGT CTTGECCAAACGCCTCCG
TCCCATGCATGICTTTATCCTGGAT TACGACCAAT CGCCCGCCGECT GCCGEGACGCCCT G
CTGCAACTTACCT CCGGEGATGGT CCAGACCCACGT CACCACCCCAGGCTCCATACCGACGA
TCTGCGACCT GECGCGCACGT TTGCCCGGGAGAT GGEEGAGECT AACT GAAACACGGAAGG
AGACAATACCGGAAGGAACCCGECGECTATGACGECAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGG
GIGITGEGTCGT TTGI TCATAAACGCGEEGET TCGGT CCCAGGECTGECACTCTGTCGATAC
CCCACCGAGACCCCATTGEGACCAATACGCCCCCGTITTCTTCCTTT TCCCCACCCCAACCC
CCAAGT TCGGEGT GAAGGECCCAGEECT CGCAGCCAACGT CEGEEGECEECAAGCCCTGCCATAG
CCACGEECCCCET GEGT TAGEGACGEEGT CCCCCATGEEEAATGGT TTATGGT TCGT GGG
GITATTATTTTGGGECGT TGCGT GEGGT CAGGT CCACGACT GGACT GAGCAGACAGACCCAT
GGTTTTTGGATGECCTGEECAT GGACCGCATGTACT GECGCGACACGAACACCGEEECGT CT
GTI'GGECTGCCAAACACCCCCGACCCCCAAAAACCACCGCGCGGATTTCTGECECCGECCGGAC
GAACTAAACCTGACTACGECATCTCTGCCCCTTCT TCGECTGGTACGAGGAGCCCTTTTGT T
TTGIATTGGT CACCACGGECCGAGT TTCCGCGEGACCCCCECCAGGACCT GCAGAAATTGAT
GATCTATTAAACAATAAAGATGTCCACTAAAATGGAAGT TTTTCCTGTCATACTTTGI TAA
GAAGGGT GAGAACAGAGTACCTACATTTTGAAT GGAAGGAT TGGAGCT ACGEEEGET GEEGEG
TGEEGTGGGAT TAGATAAATGCCTCCTCT TTACTGAAGECTCTTTACTATTGCTTTATGAT
AATGTTTCATAGI TGGATATCATAATTTAAACAAGCAAAACCAAAT TAAGGGCCAGCTCAT
TCCTCCCACTCATGATCTATAGATCTATAGATCTCTCGTGGGATCATTGITTTTCTCTTGA
TTCCCACTTTGTGGTTCTAAGTACTGIGGT TTCCAAATGT GTCAGT TTCATAGCCTGAAGA
ACGAGATCAGCAGCCTCTGI TCCACATACACTTCATTCTCAGTATTGI TTTGCCAAGI TCT
AATTCCATCAGAAGCT TGGCACTGECCGTI CGT TTTACAACGT CGTGACT GGGAAAACCCT G
GCGT TACCCAACT TAATCGCCT TGCAGCACAT CCCCCTTTCGCCAGCT GECGTAATAGCGA
AGAGGCCCGCACCGAT CGCCCT TCCCAACAGT TGCGCAGCCT GAATGGCGAATGECGCCTG
ATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCA
GIACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT TAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGECTGA
CGCGCCCTGACGEECTTGT CTGCT CCCEECAT CCGCT TACAGACAAGCTGIGACCGT CTCC
GGGAGCTGCATGT GT CAGAGGT TTTCACCGT CATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGEECC
TCGTGATACGCCTATTTTTATAGGT TAATGT CATGATAATAATGGT TTCTTAGACGT CAGG
TGGCACTTTTCGEEGAAAT GT GCGCGGAACCCCTATTTGT TTATTTTTCTAAATACATTCA
AATATGTATCCGCCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAT TGAAAAAGGA
AGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCECCCTTATTCCCTTTTTTGCGECATTTTGCCT
TCCTGITTTTGCT CACCCAGAAACCCT GGTGAAAGT AAAAGATGCTGAAGATCAGTI TGEGT
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GCACGAGT GEGT TACATCGAACT GGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGT TTTCGCC
CCGAAGAACGT TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGI TCTGCTATGT GECGCGGTATTATC
CCGTATTGACGCCGGEECAAGAGCAACT CGGT CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACT TG
GITGAGTACTCACCAGT CACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCAT GAGT GATAACACT GCGGCCAACT TACT TCTGACAACGATCGG
AGGACCGAAGGAGCTAACCCCT TTTTTGCACAACAT GGGGGATCATGTAACTCGCCTTGAT
CGT TGEGAACCGGAGCT GAAT GAAGCCATACCAAACGACGAGCGT GACACCACGATCGCCTG
TAGCAATGGCAACAACGT TGCGCAAACTAT TAACT GGCGAACTACT TACTCTAGCT TCCCG
GCAACAATTAATAGACT CGGAT GGAGGECGGATAAAGT TGCAGGACCACT TCTGECGECTCGEECC
CTTCCGECTGECTGGT TTATTGCTGATAAAT CT GGAGCCGGT GAGCGT GEGT CTCGCGGTA
TCATTGCAGCACT GEGECCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGT TATCTACACGACGGEG
GAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT AGACAGAT CECTGAGATAGGT GCCTCACTGATT
AAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTC
ATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGI TTTCGT TCCACT GAGCGT CAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAAT CTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG
CGGTGGTTTGI TTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGECTTCAG
CAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGT GTAGCCGTAGI TAGGCCACCACTTCAAG
AACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGI TACCAGT GGCTGCTGCCA
GIGECGATAAGT CGT GT CT TACCGGEGT TGGACT CAAGACGATAGT TACCGGATAAGGECGCA
GCGGTCEEECT GAACGCEEEEGET TCGT GCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGACCTACACC
GAACTGAGATACCT ACAGCGT GAGCTAT GAGAAAGCGCCACGCT TCCCGAAGGGAGAAAGG
CGGACAGGTATCCGGT AAGCGECAGEGT CGGAACAGGAGAGCGECACGAGEGAGCT TCCAGG
GGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT CCTGI CGGGT TTCGCCACCT CTGACT TGAGCGT CGA
TTTTTGIGATGCT CGI CAGGGEEEECEGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGECCTTTT
TACGGT TCCTGECCTTTTGCTGECCTTTTGCTCACATGI TCTTTCCTGCGT TATCCCCTGA
TTCTGIGGATAACCGT AT TACCGCCT TTGAGT GAGCT GATACCGCT CGCCGCAGCCGAACG
ACCGAGCGCAGCGAGT CAGT GAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTC
TCCCCGECGCGT TGECCGATTCATTAATGCAGCT GGCACGACAGGT TTCCCGACT GGAAAGC
GGGECAGT GAGCGCAACGCAATTAATGT GAGT TAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGECTTTA
CACTTTATGCTTCCGECTCGTATGT TGT GT GGAAT TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG
GAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAA



116
Danksagung

Herrn Prof. Dr. Bernhard Horsthemke danke ich fir die Uberlassung des Themas und die
wissenschaftliche Betreuung.

Herrn Dr. Hermann-Josef Ludecke danke ich fur die intensive und geduldige Betreuung,
seine fachkundige Ratschlége, seine standige Diskussionsbereitschaft und seine unzahlige
Anregungen haben mal3geblich zur Entstehung dieser Arbeit beigetragen.

Herrn Prof. Dr. Passarge mochte ich fir sein Interesse am Fortgang meiner Arbeit und die
fortwahrende Unterstiitzung danken.

Frau Dr. Karin Buiting und Herrn Dr. Olaf Schmidt danke ich besonderes fir die
zahlreichen Hilfestellungen und interessanten, wissenschaftlichen Diskussionen. lhnen,
Frau Diane von Holtum, Herrn Frank Kaiser, Herrn Frank Tschentscher und Frau Maren
Runte mochte ich herzlich fur die gute enge und freundschaftliche Zusammenarbeit
danken.

Herrn Frank Tschentscher und Frau Maren Runte moéchte ich ganz herzlich fur die
sprachliche Korrektur dieses Manuskriptes bedanken. Herrn Frank Kaiser mdchte ich fir
die zahlreiche Hilfestellungen bei den Computerfragen bedanken.

Fur die hervorragenden Sequenzierungen mochte ich Frau Diane von Holtum, Frau
Stephanie Grof3, Frau Martina Klutz und Frau Bianca Beyer danken. Frau Christina Lich
und Frau Birgit Brandt danke ich fir die DNA-Extraktion aus Patientenbl ut.

Herrn Dr. Michael Zeschnigk, Herrn Dr. Dietmar Lohmann und Frau Dr. Claudia Farber
danke ich fur das Interesse an meiner Arbeit und die angenehme und freundliche
Zusammenarbeit. Dies gilt auch fir alle Mitarbeiter des Instituts fir Humangenetik, die in
irgendeiner Form zum gelingen der Arbeit beigetragen haben.

Herrn Dr. Gernot Glockner und Herrn Prof. Dr. Andre Rosenthal (Abteilung der
Genomanalyse, Institut fur molekulare Biotechnologie, Jena) danke ich fur die
Sequenzierung und Computeranalyse der PAC-Klone. Herrn Prof. Dr. Tarik Mordy und
Frau Beate Fra3 (Ingtitut fir Zellbiologie und Tumorforschung, Universitétsklinikum
Essen) danke ich fir die Zusammenarbeit bei der geplanten Herstellung eines
Mausmodells.

Allen Arzten, die uns Material von Patienten zur Verfligung gestellt haben, mochte ich
herzlich danken.

Frau Kum-Sun Shin dankeich fir die fotografischen Arbeiten.

Personlich danke ich meiner Tochter Pardis und meinem Mann Parviz fur die
immerwdahrende Unterstiitzung und Anteilnahme. Meinen Eltern, meinen Schwestern und
ihren Familien danke ich fur das Interesse und ihrer Unterstiitzung am Verlauf meiner
Arbeit.



117

L ebendauf

personliche Daten

Name Parastoo Momeni

Geburtsdatum 13. Juni 1964

Geburtsort Iran

Schulausbildung

1970-1975 Grundschule

1976-1978 Orientierungsschule

1978-1982 Gymnasium ,,22 Bahman* (Tehran)
Juli 1982 Abitur

Berufsausbildung

1985-1992 Biologiestudium an der Tehran-Universitat

1993 - 1994 Besuch von Kursen zur Erlernung der deutschen Sprache,
PNdS (Prifung zum Nachweis deutscher Sprachkenntnisse)

1994-1997 Biologiestdium an der Gesamt-Hochschule Kassel GHK

1997-1998 Diplomarbeit in der Genetikabteilung der

Gesamthochschule Universitdt Kassel bei  Prof. Dr.
Wolfgang Nellen mit dem Thema: ,,Isolierung von Genen
fir dsRNasen aus Arabidopsis thaliana und Dictyostelium
discoideum®.

15. Mai 1998 Beginn der Promotion as wissenschaftliche Mitarbeiterin
am Ingtitut fir Humangenetik der Universitét GH Essen bei
Prof. Dr. Bernhard Horsthemke



118

Erkl&rung:

Hiermit erklére ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 7 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 bis
9 zur Erlangung des Dr. rer. nat., dald3 ich das Arbeitsgebiet, dem das Thema
»ldentifizierung und Charakterisierung des menschlichen TRPS1-Gens* zuzuordnen ist, in
Forschung und Lehre vertrete und den Antrag von Frau Parastoo Momeni befirworte.
Essen, den 29.5.2001

(Prof. Dr. Bernhard Horsthemke)

Erkl&rung:

Hiermit erklére ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 6 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 bis
9 zur Erlangung des Dr. rer. nat., dal3 ich die vorliegende Dissertation selbststéndig verfalit
und mich keiner anderen als der angegebenen Hilfsmittel bedient habe.

Essen, den 29.5.2001

(Parastoo Momeni)

Erkl&rung:

Hiermit erklére ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 8 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 bis
9 zur Erlangung des Dr. rer. nat., dal ich keine anderen Promotionen bzw.
Promotionsversuche in der Vergangenheit durchgefiihrt habe und dald diese Arbeit von
keiner anderen Fakultét abgelehnt worden ist.

Essen, den 29.5.2001

(Parastoo Momeni)



	Universität Essen
	Parastoo Momeni
	
	
	
	
	Tag der mündlichen Prüfung: 17. Oktober 2001
	Fötales



	Leber
	
	Tabelle 7.9
	Tabelle 7.10
	Tabelle 7.11
	Tabelle 7.12
	Tab. 7.13




	Danksagung
	Schulausbildung
	Berufsausbildung

