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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Chromosomenumbauten fir die
Artbildung

Ein zentraler Vorgang in der Evolution ist die Artbildung (Speziation). Schon
Darwin (1859) betrachtete in seinem Buch ,,On The Origin of Species* die Evolution als
eine Folge von Artbildungsvorgingen. Eine wichtige Rolle bei dem Prozess der
Artbildung spielen sogenannte Isolationsmechanismen und Reproduktionsbarrieren, die
seit der Entwicklung des Spezies-Konzepts (Dobzhansky, 1937; Mayr, 1942), das die Art
als eine Fortpflanzungsgemeinschaft definiert, deren Angehorige sich potentiell
untereinander fortpflanzen konnen, aber von den Angehorigen anderer Arten reproduktiv
isoliert sind, intensiv studiert werden. Als eine der wichtigsten Isolationsmechanismen
gilt die geographische Trennung des Verbreitungsgebietes, man spricht hierbei von
allopatrischer Artbildung (Mayr, 1970). Daneben kennt man inzwischen eine Vielzahl
von Reproduktionsbarrieren, von denen Verdnderungen der Chromosomen eine
Moglichkeit darstellen (King, 1993).

Da jede Art eine charakteristische Konstitution und Anzahl von Chromosomen
besitzt (Karyotyp), werden Verdnderungen der Chromosomenzahl durch zum Beispiel
Fusionen oder Fissionen sowie andere chromosomale Umbauten wie zum Beispiel
Translokationen oder Inversionen schon seit ldingerem mit dem Prozess der Artbildung in
Verbindung gebracht (White, 1973; King, 1993). Bei dieser sogenannten stasipatrischen
Artbildung entsteht aufgrund der reduzierten Fruchtbarkeit der Heterozygoten eine
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Barriere zwischen Trégern der urspriinglichen Chromosomenanordnung und Triagern mit
der neuen Chromosomenverinderung (White, 1973). Das Problem besteht darin, wie
zumindest einmal dieses nachteilige, heterozygte Stadium iiberwunden werden kann (zur
Ubersicht siehe Elder und Hsu, 1988; Capanna und Castiglia, 2004). Es wird
angenommen, dass verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel eine kleine
PopulationsgroBe und Verpaarung mit nahen Verwandten (Inzucht), die Uberwindung
eines solchen Stadiums begiinstigen (Bush et al., 1977). Das Konzept der stasipatrischen
Artbildung ist jedoch umstritten, da Chromosomenumbauten auch erst nach der
Speziation erfolgen kdnnen und dann vollig unabhéngig von dem Prozess der Artbildung
wiren (zur Ubersicht siehe Ayala und Coluzzi, 2005). Im Nachhinein lisst sich nur
schwer feststellen, inwieweit die Chromosomenumbauten die Artbildung verursacht
haben oder inwieweit sie nur als Folgeerscheinung der Artbildung aufgetreten sind
(Gibson, 1984).

Um mehr {iber die Mechanismen von Chromosomenveridnderungen zu erfahren,
spielen Vergleiche zwischen verschiedenen Spezies und Gruppen eine grofle Rolle. So
sind schon seit ldingerem die Chromosomenzahlen von zahlreichen Sdugetieren bekannt
(zur Ubersicht sieche Matthey, 1973; Scherthan, 2003). Danach haben die meisten
Sdugetiere mittlere Chromosomenzahlen von 2n=36-60. Insgesamt variiert die
Chromosomenzahl zwischen 2n=6 im weiblichen indischen Muntjakhirsch (Muntiacus
muntjak vaginalis; Wurster und Benirschke, 1970) und 2n=102 in der roten Viscacharatte
(Tympanoctomys barrerae; Contreras et al., 1990).

Des weiteren haben Vergleiche der Chromosomenzahlen ergeben, dass in

manchen Gruppen, wie zum Beispiel bei den Felidae (Katzen), nahverwandte Arten
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gleiche oder sehr dhnliche Chromosomenzahlen aufweisen (Wurster-Hill und Gray, 1978;
Nash und O’Brien, 1982). Auf der anderen Seite existieren Taxa, wie zum Beispiel die
Cervidae (Hirsche) und die Rodentia (Nagetiere), die groBe Unterschieden in der
Chromosomenzahl besitzen und somit durch eine rasche Karyotypevolution

gekennzeichnet sind (zur Ubersicht siche Neitzel, 1987; Scherthan, 2003).

1.2 Chromosomenevolution der Muntjakhirsche

Die Gattung Muntiacus ist durch sehr unterschiedliche Chromosomenzahlen
gekennzeichnet, die von 2n=46 Chromosomen im chinesischen Muntjak (Muntiacus
reevesi) (Wurster und Benirschke, 1967) bis zu 2n=6 im weiblichen und 2n=7
Chromosomen im ménnlichen indischen Muntjak reichen. Dazwischen liegende
Chromosomenzahlen besitzt der schwarze Muntjak (M. crinifrons) und der Gongshan-
Muntjak (M. gongshanensis) mit jeweils 2n=82/93 Chromosomen (Shi, 1983; Shi und
Ma, 1988) sowie der Fea- bzw. Tenasserim-Muntjak (M. feae) mit 2n=132/14& (Soma et
al., 1983). Aullerdem kennt man einige weitere Muntjakarten, wie den Riesenmuntjak
(M. vuquangensis) (Schaller und Vrba, 1996), den Roosevelt-Muntjak (M.
rooseveltorum) (Wurster-Hill und Seidel, 1985), den Truong-Son-Muntjak (M.
truongsonensis) (Giao et al., 1998) und den Putao-Muntjak (M. putaoensis) (Datta et al.,
2003). Da letztere Muntjakarten zum Teil erst vor kurzem beschrieben wurden, ist ihre
Einordnung als eigenstindige Arten oder Unterarten noch umstritten und ihre

Chromosomenzahl nicht bekannt.
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Rind (Bos taurus, 2n=60)

Wasserreh (Hydropotes inermis, 2n=70)

— Chinesischer Muntjak (Muntiacus reevesi, 2n=46)

—— Riesenmuntjak (M. vuguangensis, 2n=?)
Fea-Muntjak (M. feae, 2n=14/13)
Gongshan-Muntjak (M. gongshanensis, 2n=_8/9)
_E Schwarzer Muntjak (M. crinifrons, 2n=8/9)
Indischer Muntjak (M. muntjak, 2n=6/7)

Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum der Gattung Muntiacus anhand mitochondrialer DNA-
Sequenzen (nach Wang und Lan, 2000). Bos taurus und Hydropotes inermis dienen als
AuBengruppen und in Klammern sind die diploiden Chromosomenzahlen von jeder Art
angegeben. Der erstellte Stammbaum unterstiitzt die Vorstellung, dass die Karyotypevolution
innerhalb der Gattung Muntiacus von einem vermeintlichen Vorfahren mit 2n=70 Chromosomen
iiber einen dem heutigen chinesischen Muntjak entsprechenden Karyotyp (2n=46) bis zu einem
dem heutigen Fea-Muntjak entsprechenden Karyotyp (2n=13/14) linear verlaufen ist. Allerdings
miisste nach diesem Stammbaum die Reduzierung der Chromosomenanzahl von einem dem Fea-
Muntjak entsprechenden Karyotyp zum Gongshan- und schwarzen Muntjak (2n=8/9) und der

zum indischen Muntjak (2n=6/7) unabhéngig voneinander verlaufen sein.

Kiirzlich haben Wang und Lan (2000) anhand von mitochondrialen DNA-
Fragmenten einen phylogenetischen Stammbaum der Gattung Muntiacus erstellt und
dabei ermittelt, dass der letzte gemeinsame Vorfahre aller heutigen Muntjakarten vor
etwa 1,9 - 3,7 Millionen Jahre lebte (siche Abb. 1). Beriicksichtigt man die drastischen
Veranderungen der Chromosomenzahl, ist dies eine relativ kurze evolutionire
Zeitspanne. Die enge Verwandtschaft zwischen den Muntjakarten wird auch in
Kreuzungsexperimenten zwischen einem mainnlichen indischen Muntjak und einem
weiblichen chinesischen Muntjak deutlich, die trotz der sehr unterschiedlichen

Chromosomenzahlen zu lebensfdhigen, aber unfruchtbaren Nachkommen fiihrten (Shi et
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al., 1980; Neitzel et al., 1986). Die Karyotypanalyse der Nachkommen ergab, dass
ménnliche F1-Hybriden 2n=27 und weibliche Hybriden 2n=26 Chromosomen besaflen.

Die Zahlen belegen eindeutig, dass der Karyotyp der Hybriden aus den zwei haploiden

Chromosomensitzen der Eltern besteht.

Y, (oder 3) X (oder
Y, / X+3)
l .
#2//
#2

e

F #1

#1

Abb. 2: Variation der Chromosomenanzahl innerhalb der Cervidae. Europdischer Rothirsch
(Cervus elaphus) (A) mit 2n=68 Chromosomen (D). Chinesischer Muntjak (Muntiacus reevesi)
(B) mit 2n=46 (E). Indischer Muntjak (Muntiacus muntjak vag.) (C) mit 2n=6 beim Weibchen
und 2n=7 beim Méannchen (F). Der Unterschied in der Chromosomenzahl zwischen Méannchen
und Weibchen beim indischen Muntjak resultiert aus einer Fusion des fritheren X-Chromosoms
mit dem Autosom 3 zum heutigen X-Chromosom bzw. X+3 Chromosom. Da Miannchen dieses
X+3 Chromosom nur einmal haben, besitzen sie zusétzlich das urspriingliche Chromosom 3

(auch Y, genannt) und das eigentliche kleine Y-Chromosom (Y>).

Die extremen Chromosomenverdnderungen werden besonders deutlich, wenn
man von einem urspriinglichen Karyotyp der Cervidae (Familie der Hirsche) von 2n=70

akrozentrischen Chromosomen ausgeht, dem wahrscheinlich der heutige Karyotyp von



Einleitung

Mazama gouazoubira (Brauner SpieBhirsch, 2n=70) und Hydropotes inermis (Wasserreh,
2n=70) am néchsten kommt (Neitzel, 1987). AuBerdem besitzen viele der heutigen
Hirscharten im Vergleich zu anderen Sdugetieren relativ hohe Chromosomenzahlen
(Fontana und Rubini, 1990). Daher wurde schon friih die Hypothese aufgestellt, dass der
heutige Karyotyp des indischen Muntjaks durch zahlreiche Chromosomenfusionen

entstanden ist (Abb. 2; Hsu et al., 1975).

1.3 Chromosomenfusionen

Fiir die Verdanderungen des Karyotyps und der Chromosomenanzahl einer Art
konnen verschiedene Mechanismen verantwortlich sein. Neben Chromosomenfusionen
und -fissionen spielen vor allem reziproke Translokationen, bei denen
Chromosomenabschnitte zwischen zwei nicht-homologen Chromosomen ausgetauscht
werden, und Inversionen eine wichtig Rolle (White, 1973; King, 1993). Bei Inversionen
wird zwischen einer parazentrischen Inversion, bei der die Orientierung eines Abschnitts
innerhalb eines Chromosomenarmes verdndert wird, und einer perizentrischen Inversion,
bei der der invertierte Chromosomenabschnitt das Centromer beinhaltet, unterschieden.

Bei Chromosomenfusionen unterscheidet man grundsitzlich drei Typen von
Chromosomenfusionen, die Centromer-Centromerfusion, die Centromer-Telomerfusion
und die Telomer-Telomerfusion, wobei sich die Begriffe Centromer und Telomer auf die
Orientierung der Chromosomen beziehen und nicht zwangsldufig die Involvierung dieser
Strukturen in dem Fusionsprozess bedeuten (Abb. 3; Elder und Hsu, 1988). Die

Centromer-Centromerfusion wird auch als zentrische oder Robertson’sche Translokation
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bzw. Fusion bezeichnet und beschreibt die Fusion von zwei akrocentrischen
Chromosomen zu einem zweiarmigen (metacentrischen oder submetacentrischen)
Chromosom (Abb. 3A). Voraussetzung hierfiir sind Briiche im Centromerbereich der
beiden akrozentrischen Chromosomen. Aullerdem muss nach der Fusion, wenn beide
Centromere noch intakt sind, ein Centromer inaktiviert werden. Dieser Vorgang kann
auch in umgekehrter Weise erfolgen und man spricht dann von einer zentrischen Fission.
Hierbei bricht ein meta- oder submetazentrisches Chromosom auseinander, so dass zwei
akrozentrische Chromosomen entstehen.

Fiir die Centromer-Telomerfusion, auch als Tandemfusion (oder Head-to-Tail
Fusion) bezeichnet, miissen Chromosomenbriiche im distalen Ende und im
Centromerbereich eines zweiten Chromosoms erfolgen (Abb. 3B). Nach der Fusion muss
das unterbrochene Centromer inaktiviert werden, um eine Weitergabe an Tochterzellen
zu gewdhrleisten.

Die Telomer-Telomerfusion (End-to-End Fusion) kann zwischen den Enden
unterschiedlicher Chromosomen erfolgen (Abb. 3C). Auch hierbei sind Briiche, zum
Beispiel in den Telomerregionen beider Chromosomen, erforderlich. Es entsteht in jedem
Fall ein dicentrisches Chromosom, in dem ein Centromer inaktiviert werden muss. So ist
zum Beispiel das humane Chromosom 2 das Ergebnis einer solchen Fusion, bei dem sich
ein inaktiviertes Centromer und interstitielle Telomersequenzen am vermeintlichen
Fusionsort nachweisen lassen (Yunis und Prakash, 1982; Azzalin et al., 2001).

Die Robertson’sche Fusion ist der hdufigste Fusionstyp in der Evolution der
Sdugetiere, was zahlreiche Beispiele in verschiedenen Taxa belegen (Fredga, 1977). Das

bekannteste Beispiel ist die Maus (Mus musculus), von der eine Vielzahl von
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Subpopulationen mit verschiedenen Chromosomenzahlen bekannt sind, die alle das
Ergebnis einer oder mehrerer Robertson’scher Fusionen sind (Capanna et al., 1976;
Garagna et al., 2001). Dagegen ist die Tandemfusion ein seltener Fusionstyp und das am

besten untersuchte Beispiel ist die Gattung Muntiacus.

Telomer 1 Centromer Chromosomenarm
A m + 82:8 IZ> _:8
akrocentrisch akrocentrisch (sub-) metacentrisch
Chromosomenarm Centromer

B 8:38+HE>8:I‘

Inaktiviertes
l Centromer Centromer

!
C Immemmg + —Or——3 ) IEEREETOITTTY

Abb. 3: Schematische Darstellung verschiedener evolutiondrer Fusionstypen von Chromosomen.
(A) Bei der Robertson’schen oder zentrischen Fusion fithren Briiche (Pfeile) in den
Centromerbereichen zur Fusion von zwei akrocentrischen Chromosomen. Das daraus
resultierende Chromosom ist zweiarmig, d. h. metacentrisch oder submetacentrisch. (B) Bei der
Tandemfusion sind ebenfalls Briiche (Pfeile) erforderlich und die Fusion ereignet sich zwischen
dem Centromerbereich eines akrocentrischen Chromosoms und dem distalen Ende eines anderen
Chromosoms. Daraus ergibt sich fiir das fusionierte Chromosom eine ,,Head-to-Tail“- oder
Tandem-Anordnung. (C) Bei der Telomer-Telomerfusion bzw. ,,End-to-End“-Fusion
verschmelzen die distalen Enden von zwei Chromosomen. Auch hier gehen der Fusion Briiche in
beiden Chromosomen, z. B. in den Telomerregionen, voraus und in jedem Fall muss hierbei eines

der Centromere inaktiviert werden (nach Scherthan, 2003).

Schon frith wurde die Theorie aufgestellt, dass die extreme Reduktion der

Chromosomenzahl beim indischen Muntjak das Ergebnis von zahlreichen
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Tandemfusionen und einigen Robertson’schen Fusionen ist (Hsu et al., 1975; Shi et al.,
1980). Seitdem wurde diese Theorie durch zahlreiche Untersuchungen mit Hilfe der
sogenannten Zoo-FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) -Technik, mit der homologe
Chromosomenabschnitte bei verschiedenen Sdugetieren miteinander verglichen werden
konnen (Scherthan et al., 1994), untermauert. So fiihrte die Hybridisierung von einzelnen
markierten Chromosomen des Menschen, des indischen Muntjaks, des chinesischen
Muntjaks und des braunen SpieBhirsches (Mazama gouazoubira) auf
Chromosomenpréiparate von verschiedenen Muntjakarten zu einer detaillierten
Vorstellung, wie der heutige Karyotyp des indischen Muntjaks im Verlauf der Evolution
entstanden ist (Yang et al., 1995; Fronicke und Scherthan, 1997; Yang et al., 1997a).
Neben zahlreichen Tandem- und wenigen Robertson’schen Fusionen miissen demnach
auch noch zusitzliche intrachromosomale Verédnderungen aufgetreten sein.

Weitere Hinweise fiir die Fusionstheorie resultieren aus der Hybridisierung von
repetitiven DNA-Sequenzen auf Metaphasechromosomen des indischen Muntjaks. So
kolokalisiert die C5 Satellitensonde (Lin et al., 1991), die aus repetitiver centromerischer
DNA (siehe auch 1.4) des chinesischen Muntjaks besteht, mit den Grenzen der
konservierten Chromosomensegmente (Fronicke und Scherthan, 1997; Yang et al.,
1997b). AuBlerdem wurden repetitive Telomer-DNA-Sequenzen (siehe 1.5) innerhalb der
indischen Muntjakchromosomen entdeckt (Lee et al., 1993; Scherthan, 1995; Zou et al.,
2002). Solche interstitiellen Telomersequenzen wurden schon in Chromosomen von
vielen verschiedenen Wirbeltieren gefunden und gelten oftmals als Relikte ehemaliger
Fusionspunkte, bei denen die Chromosomenenden involviert waren (Meyne et al., 1990;

Vermeesch et al., 1996; Metcalfe et al., 2002; Nanda et al., 2002; Santani et al., 2002).
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Ausgehend von diesen Beobachtungen wird vermutet, dass an den Tandemfusionen, die
zum heutigen indischen Muntjak Karyotyp gefiihrt haben, sowohl Satelliten- als auch
Telomer-DNA beteiligt war (Brinkley et al., 1984; Elder und Hsu, 1988). Die Fusionen
konnten durch illegitime Rekombination zwischen Satelliten- und Telomer-DNA
ausgelost worden sein, wenn sich diese in rdumlicher Nihe befanden, wie zum Beispiel

wihrend der Prophase der Meiose I (Scherthan, 1990).

1.4 Centromer- und Satelliten-DNA

Das Centromer stellt einen bestimmten Chromosomenabschnitt dar, dessen
Hauptaufgabe in der Segregation der Chromosomen wihrend der Zellteilung besteht.
Hierbei bildet das Centromer die Basis fiir das Kinetochor, das die Kontaktstelle fiir die
Mikrotubuli ist (Alberts et al., 2002). Des weiteren ist das Centromer an der Regulation
des Beginns der Anaphase und an der Erkennung von homologen Chromosomen
withrend der Prophase der Meiose I beteiligt (zur Ubersicht sieche Pluta et al., 1995;
McKee, 2004). Ein Charakteristikum der Centromere sind besondere repetitive DNA-
Sequenzen, die sogenannte Satelliten-DNA. Die klassische Satelliten-DNA besteht aus
verschiedenen tandemartig-angeordneten Sequenzblocken von meist mehreren hundert
Wiederholungseinheiten, die wiederum aus mehreren hundert Basenpaaren bestehen, die
hauptsichlich in den heterochromatischen Centromerbereichen vorkommen (Alberts et
al., 2002). AuBerhalb des Heterochromatins kennt man auch repetitive DNA, wie die
Mikro- und Minisatelliten sowie repetitive Elemente wie SINE- und LINE-DNA, die

verstreut im Genom vorliegen (zur Ubersicht siehe Jurka et al., 2003). AuBerdem
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bestehen die Chromosomenenden aus repetitiven DNA-Sequenzen; doch wiahrend die
Telomer-DNA (siehe 1.5) relativ konserviert ist, unterscheidet sich die Satelliten-DNA
der Centromere zwischen verschiedenen Taxa und teilweise sogar zwischen den
einzelnen Chromosomen innerhalb einer Spezies (Willard, 1990).

Die am besten untersuchte humane Satelliten-Sequenz ist die a-Satelliten-DNA,
die urspriinglich in der Griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) entdeckt wurde
(Maio, 1971) und die in den Centromerbereichen von allen humanen Chromosomen
nachgewiesen wurde. Die a-Satelliten-DNA besteht aus &dhnlichen, hintereinander
geschalteten Monomeren, die eine ungefidhre Linge von 171 Basenpaaren haben (zur
Ubersicht siche Lee et al., 1997). Die Reihenfolge von mehreren verschiedenen
Monomeren wiederholt sich ebenfalls und wird als Wiederholung héherer Ordnung
(Higher-Order Repeat) bezeichnet (Wevrick und Willard, 1989). Zusitzlich unterscheidet
sich die Reihenfolge in verschiedenen humanen Chromosomen (Choo et al., 1991).

Bei der Maus unterscheidet man Major und Minor Satelliten-DNA (Pardue und
Gall, 1970; Wong und Rattner, 1988). Die Major Satelliten-DNA besteht aus
tandemartigen Wiederholungen von etwa 234 Basenpaaren, liegt aber auBlerhalb des
zentralen Heterochromatins, das die Basis filir das Kinetochor bildet. Dagegen besteht die
Minor Satelliten-DNA aus Wiederholungen von etwa 120 Basenpaaren und wurde in
dem zentralen Heterochromatin lokalisiert (Wong et al., 1990; Choo, 1997; Garagna et
al., 2002).

Bei den Cerviden kennt man vier verschiedene Familien von Satelliten-DNA. Die
Satelliten-DNA I wurde erstmalig aus dem indischen Muntjak isoliert und besteht hier

aus Wiederholungen von 31 Basenpaaren, die zu Higher-Order Repeats von etwa 800
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Basenpaaren zusammengefasst sind (Bogenberger et al., 1982). Diese Satelliten-DNA des
indischen Muntjaks zeigte eine groBe Ahnlichkeit zu der Satelliten-DNA 1715 des
Rindes (Bos taurus) (Bogenberger et al., 1985) und konnte bei allen untersuchten
Hirscharten nachgewiesen werden (Bogenberger et al., 1987; Lin et al., 1991; Scherthan,
1991). Die Familie der Satelliten-DNA II wurde erstmalig aus dem Weisswedelhirsch
(Odocoileus virginianus) isoliert und besteht aus Wiederholungen von 700 Basenpaaren
(Qureshi und Blake, 1995). Inzwischen wurde sie auch im indischen Muntjak und in
anderen Hirscharten nachgewiesen (Vafa et al., 1999; Li et al., 2000b). Die Satelliten-
DNA III besteht aus Wiederholungseinheiten von 2200 Basenpaaren und wurde bis jetzt
nur im europdischen Reh (Capreolus capreolus) gefunden (Buntjer et al., 1998). Die
letzte bis jetzt in einigen Hirscharten nachgewiesene Satelliten-Familie ist die Satelliten-

DNA 1V, die aus Wiederholungen von etwa 1000 Basenpaaren besteht (Li et al., 2002).

1.5 Telomere

Die Telomere sind die natiirlichen Enden der Chromosomen und spielen eine
wichtige Rolle bei der Erhaltung und fiir den Schutz der Chromosomenstruktur (zur
Ubersicht siehe Blackburn, 2001). Die spiteren Nobelpreistriger Muller und McClintock
beschrieben schon 1938 und 1941 die schiitzende Funktion der Telomere in der Taufliege
(Drosophila melanogaster) und in der Maispflanze (Zea mays). Anhand von induzierten
Chromosomenbriichen konnten sie zeigen, dass diese im Gegensatz zu den natiirlichen
Chromosomenenden dazu neigen, miteinander zu verschmelzen (Muller, 1938;

McClintock, 1941). Neben dieser Schutzfunktion vor interchromosomalen Fusionen,
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verhindern die Telomere die Erkennung der Chromosomenenden  als
Doppelstrangbriiche, den Abbau der DNA-Enden durch Nukleasen und unterdriicken
illegitime Rekombination zwischen den Enden (zur Ubersicht sieche de Lange, 2002;
d'Adda di Fagagna et al., 2004). Eine weitere wichtige Funktion der Telomere besteht in
der Replikation der @uflersten Chromosomenenden und in der Aufrechterhaltung der
Telomerldnge. AuBerdem sind die Telomere am Aufbau der dreidimensionalen
Kerntopologie beteiligt, die zur Paarung der homologen Chromosomen wéahrend der
Meiose fiihrt (Scherthan, 2001).

Die Telomere bestehen aus einer speziellen repetitiven DNA-Sequenz und einer
Vielzahl von assoziierten Proteinen. Die DNA-Sequenz der meisten eukaryotischen
Telomere bildet eine lange Anordnung von sich wiederholenden kurzen Sequenzen
(Tandem Repeats), wobei ein DNA-Strang aus TG-reichen Wiederholungen besteht,
wihrend der komplementdre Strang CA-reich ist. Blackburn und Gall (1978) gelang es
erstmalig eine solche telomerische DNA-Sequenz, nidmlich (TTGGGG),, aus dem
Ciliaten Tetrahymena zu isolieren (Blackburn und Gall, 1978). Es zeigte sich, dass die
Telomersequenz verschiedener Eukaryoten relativ konserviert ist. So besitzt die
Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae die Telomersequenz (T(G),.3(TG)1.6)n (Shampay et
al., 1984), der Nematode Caenorhabditis elegans besitzt die Sequenzfolge (TTAGGC),
(Wicky et al., 1996) und die Bliitenpflanze Arabidopsis thaliana die Sequenz
(TTTAGGQG), (Richards und Ausubel, 1988). Moyzis et al. (1988) konnten erstmalig aus
humanen Telomeren die Sequenz (TTAGGG), identifizieren und es zeigte sich, dass
diese Sequenz bei allen bisher untersuchten Wirbeltieren konserviert ist (Moyzis et al.,

1988; Meyne et al., 1989). Allerdings gibt es auch Abweichungen von diesem DNA-
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Motiv. So bestehen z. B. die Telomere von Drosophila aus aneinander gereihten
Wiederholungen der beiden Retrotransposons HeT-A und TART, die sich mittels reverser
Transkriptase replizieren konnen (zur Ubersicht siche Pardue und DeBaryshe, 2003).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass einige monokotyle Pflanzenarten aus der Gruppe
Asparagales verschiedene telomerische Sequenzmotive in ihre Chromosomen einbauen
(Weiss und Scherthan, 2002; Weiss-Schneeweiss et al., 2004).

Beim Menschen hat die Telomer-DNA eine ungefdhre Linge von 3-20 kb und
endet in einem 50-200 Nukleotid (nt) langen einzelstriingigen 3'-Uberhang, der ebenfalls
aus (T2AG3;),-Wiederholungen besteht (zur Ubersicht siche Ouellette, 2003). Anhand von
elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dieser
Uberhang eine Schleife (T-Loop) bildet, indem er sich in die doppelstringige Telomer-
DNA einfiigt (Griffith et al., 1999). Der Einzelstrang fadelt sich dabei in den
Doppelstrang ein, verdriangt den G-reichen Strang und bildet mit dem komplementiren
C-reichen Strang Wasserstoffbriickenbindungen aus (siche Abb. 4). Diese Lassostruktur
tragt ganz wesentlich zur Stabilitdt und zum Schutz der Telomere bei (de Lange, 2004).

Eine weitere wichtige Funktion der Telomere besteht in der Replikation der
duBersten DNA-Enden und somit in der Erhaltung der Telomerldnge. Die &ufBersten
Enden eines linearen DNA-Molekiils koénnen nicht vollstindig mit Hilfe von DNA-

Polymerasen repliziert werden, da diese nur in 5°-3"-Richtung synthetisieren konnen und
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Abb. 4: Telomer-DNA und Telomerase. (A) Der einzelstringige 3'-Uberhang der Telomer-DNA
fiigt sich so in die doppelstringige Telomer-DNA, dass eine Schleife (T-loop) entsteht (aus
Oullette, 2003). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestitigen diese Vorstellung (aus
Griffith et al., 1999). (C). Die Verlingerung des einzelstrangigen 3'-Uberhangs erfolgt mit Hilfe
der Telomerase. Das Enzym besteht aus einer katalytischen Untereinheit (TERT) und einer RNA-
Untereinheit (TERC), die als Matrize fiir die korrekte Verlingerung des 3-Uberhangs dient (aus
http://www.bcbp.gu.se/simonsson/tsaging.html).

einen RNA-Primer fiir den Beginn der Synthese bendtigen. Normalerweise werden die
RNA-Primer abgebaut und durch DNA ersetzt. Das ist jedoch bei dem &uflersten RNA-

Primer nicht mdglich, so dass die Chromosomenenden ohne einen alternativen
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Mechanismus bei jeder Replikationsrunde kiirzer werden und es nach einer gewissen
Anzahl von Zellteilungen zum Verlust von genetischer Information kommen wiirde. Man
bezeichnet dieses Problem daher auch als das ,,Endreplikationsproblem® (Watson, 1972;
Olovnikov, 1973; Lingner et al., 1995).

In humanen Zellen und in Zellen der Maus konnte gezeigt werden, dass sich die
Telomer-DNA bei jeder Zellteilung um etwa 50-150 bp verkiirzt (Harley et al., 1990;
Blasco et al., 1997). Daraus entstand die Vorstellung, dass Zellen beim Erreichen einer
kritischen Telomerldnge das Wachstum einstellen und ein Stadium der zelluldren
Seneszenz erreichen (Bodnar et al, 1998). Primire Fibroblasten erreichen dieses
Stadium, das sogenannte Hayflick Limit, nach etwa 50-80 Teilungen (zur Ubersicht
siche Wright und Shay, 2002). Dabei stellt sich die Frage, wie dieser Verlust der
Telomer-DNA ausgeglichen werden kann. In den meisten Eukaryoten ist dieses Problem
durch ein spezielles Ribonukleoprotein geldst, das den einzelstringigen 3'-Uberhang der
Telomere verldngert (Abb. 4C). Dieses Enzym wurde erstmals in Tetrahymena
nachgewiesen und wird als Telomerase bezeichnet (Greider und Blackburn, 1985). Es
besteht aus einer RNA-Untereinheit (TR, TER oder TERC) und einer katalytischen
Untereinheit (TERT) (Greider und Blackburn, 1989). Wihrend letztere die Funktion einer
reversen Transkriptase erfiillt, enthdlt die RNA-Untereinheit bei Tetrahymena die
komplementire Sequenz 5'-CAACCCCAA-3" und dient damit als Matrize bei der
Verlidngerung des G-reichen 3"-Uberhangs (Abb. 4C). Blackburn und Kollegen konnten
dies durch eine Mutation in der RNA-Untereinheit zeigen, indem die Uberexpression
dieser mutierten RNA zu einer verdnderten Telomersequenz fiihrte (Yu et al., 1990).

Spéater wurde die Telomerase auch im Menschen und in der Maus nachgewiesen, die hier
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die Sequenz 5 -CUAACCCUAAC-3" enthélt, entsprechend der komplementiren
Telomersequenz (T,AGs), (Blasco et al., 1995; Feng et al., 1995; Nakamura et al., 1997).
Wihrend die humane RNA-Untereinheit hTERC konstitutiv in allen Geweben exprimiert
wird, ist die Expression der katalytischen Untereinheit TERT streng reguliert und
korreliert mit der Telomeraseaktivitit (Nakamura und Cech, 1998). Daher wird die
Expression von TERT als der limitierende Faktor fiir die Telomeraseaktivitit in
somatischen Zellen angesehen. In den meisten somatischen Zellen ist die TERT
Expression sehr niedrig oder fehlt (Masutomi et al., 2003), wohingegen sie in stark
proliferierenden Zellen wie z. B. in Keimzellen oder in etwa 85% aller untersuchten
Krebszellen erhéht ist (zur Ubersicht siehe Cech, 2004). Uberexpression von TERT in
primiren Fibroblasten fiihrt zu einer Erhohung der Telomeraseaktivitit und somit zu
einer Verldngerung der Telomere und Lebensdauer der Zellen (Bodnar et al., 1998).
Neben der Telomerase gibt es noch zahlreiche weitere Telomer-assoziierte
Proteine, die eine Rolle bei der Erhaltung der Telomere spielen (Abb. 5). Hierzu zédhlen
bei Sdugetieren die beiden Telomerproteine TRF1 und TRF2 (Telomeric Repeat Binding
Factors), die als Homodimere an doppelstrangige Telomer-DNA binden (Chong et al.,
1995; Bilaud et al., 1997; Broccoli et al., 1997b). Beide Proteine werden ubiquitér
exprimiert und sind wéhrend des gesamten Zellzyklus an die Telomere gebunden
(Bianchi et al., 1997). So besitzen sie an ihrem Carboxyl-Terminus eine Myb-dhnliche
Proteindoméine, die aus einem Helix-Turn-Helix-Motiv besteht und fiir die DNA-
Bindung verantwortlich ist (Broccoli et al., 1997a). Trotz einer weiteren Gemeinsamkeit
von TRF1 und -2, ndmlich einer zentralen Dimerisierungsdomine, findet man keine

Heterodimere, d. h. keine Dimerisierung zwischen TRF1 und —2. Die beiden Proteine
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unterscheiden sich jedoch in ihrem Amino-Terminus, TRF1 besitzt ein saures
Aminoende, wihrend das Aminoende von TRF2 basisch ist (zur Ubersicht siche de
Lange, 2002; Smogorzewska und de Lange, 2004).

TRF1 spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation der Telomerldnge. So
konnte in verschiedenen immortalisierten humanen Zelllinien gezeigt werden, dass die
Uberexpression von TRF1 zu einer Reduzierung der Telomerlinge fiihrt (van Steensel
und de Lange, 1997). AuBlerdem konnten de Lange und Mitarbeiter die Funktion von
TRF1 in Zellen ausschalten, indem sie TRF1 mit fehlender Myb-Domine (TRF1*M)
iiberexprimierten. Diese dominant-negative Variante von TRF1 dimerisierte mit Wildtyp-
TRF1, so dass dieses Heterodimer nicht mehr an Telomer-DNA binden konnte. Als
Ergebnis der Uberexpression von TRF1*M kam es zu einer Zunahme der Telomerlinge
(van Steensel und de Lange, 1997; Smogorzewska et al., 2000). TRF1 gilt daher als
negativer Regulator der Telomerldnge. Daneben lassen Untersuchungen an Knockout-
Maiusen (Terfl'/') weitere essentielle Funktionen von TRF1 vermuten, da die Miuse
unabhingig von ihrer Telomerldnge schon frith in der Embryonalentwicklung starben
(Karlseder et al., 2003).

TRF2 spielt ebenfalls eine Rolle fiir die Telomerlinge, da die Uberexpression von
Wildtyp-TRF2 zu einer Verringerung der Telomerlinge fiihrte (Smogorzewska et al.,
2000). Auf der anderen Seite verursachte das Ausschalten von funktionellem TRF2 mit
Hilfe der oben beschriebenen Methode eine Vielzahl von Phenotypen (zur Ubersicht
sieche Karlseder, 2003). In vielen humanen Zellen, wie in primiren Lymphozyten, 16st das
Fehlen von funktionellem TRF2 sofortige ATM/p53-abhingige Apoptose aus (Karlseder

et al., 1999), wihrend das Fehlen von TRF2 in anderen Zellen, wie z. B. in priméren
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Fibroblasten, zu p53/p21- und/oder p16/Rb-vermittelter Seneszenz fiihrt (Karlseder et al.,
2002; Smogorzewska und de Lange, 2002). Andere Konsequenzen von fehlendem TRF2
sind der Verlust des 3'-Uberhangs am 4uBersten Chromosomenende, die Auflésung der
T-Schleife und Telomer-Telomerfusionen (van Steensel et al., 1998). Mit anderen
Worten, das Fehlen von TRF2 fiihrt zu ungeschiitzten Chromosomenenden, die als
Doppelstrangbriiche erkannt werden und somit verschiedene Reaktionen auf DNA-
Schidigungen, wie DNA-Reparatur, Seneszenz oder Apoptose, ausldsen (zur Ubersicht
siche de Lange, 2002).

Neben TRF1, TRF2 und der Telomerase wurden in den letzten Jahren im
Menschen und in der Maus eine ganze Reihe weiterer Telomer-assoziierter Proteine
identifiziert, die fast immer iiber ecine Interaktion mit TRF1 oder TRF2 mit den
Telomeren verbunden sind (zur Ubersicht siche Smogorzewska und de Lange, 2004;
Wright und Shay, 2005). TRF1 interagiert mit der Tankyrase 1 und 2, TIN2, PINXI,
POT1 und PTOP/PIP1 (siche Abb. 5B). Die Tankyrase (TRF1-interacting ankyrin-related
ADP-ribose polymerase) besitzt eine Ankyrin-dhnliche Doméne und eine homologe
Doméne zur Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP), die die Synthese von ADP-
Ribosegruppen an Proteinen katalysiert (Smith et al., 1998). Die ADP-Ribosylierung von
TRF1 durch die Tankyrase verhindert in vitro die Bindung von TRF1 an die Telomer-
DNA, wodurch die Tankyrase eine potentielle, iiber TRF1-vermittelte Rolle bei der
Regulation der Telomerldange besitzt (Cook et al., 2002). Ein weiterer Interaktionspartner
von TRF1 ist TIN2, das ebenfalls die Telomerlédnge beeinflussen kann (Kim et al., 1999).
Es ist ein kleines Protein mit nur einer bekannten Doméne, nidmlich der TRFI-

Bindedomaéne. In vitro wird TRF1 durch TIN2 vor Modifizierungen durch die Tankyrase
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geschiitzt, wodurch TIN2 indirekt an der Regulation der Telomerlénge beteiligt ist (Ye
und de Lange, 2004). Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass TIN2 sowohl TRF1
als auch TRF2 binden kann, wodurch beide Telomerproteine miteinander verbunden
wiren (Ye et al., 2004a). Auch fiir das TRF1-assoziierte Protein PINX1 wird eine Rolle
bei der Regulation der Telomerldnge vermutet, allerdings kann PINX1 in vitro direkt die
Telomeraseaktivitdt unterdriicken und unterscheidet sich somit von der indirekten
Wirkungsweise der anderen TRF1-assoziierten Proteine (Zhou und Lu, 2001). Das
Protein POT1 wiederum reguliert die Telomerlinge, in dem es an den 3'-Uberhang der
Telomere bindet. Das humane POT1 (protection of telomeres) wurde aufgrund seiner
Ahnlichkeit zu Proteinen aus Ciliaten identifiziert, diec am Aminoende eine DNA-
Bindedoméne besitzen, mit der sie spezifisch an einzelstrangige Telomer-DNA binden
konnen (Baumann und Cech, 2001). Untersuchungen mit einer mutierten Form von
POTI1, bei der die DNA-Bindedoméne fehlte, flihrten zu einer Verldngerung der
Telomere (Loayza und De Lange, 2003). Durch das Fehlen von POT1 am
einzelstringigen 3'-Uberhang kann vermutlich die Telomerase den telomerischen 3°-
Uberhang ungehindert verlingern (Colgin et al., 2003). Allerdings war eine solche
mutierte POT1-Variante immer noch mit den Telomeren assoziiert. Inzwischen weil3
man, dass das erst kiirzlich von zwei Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander isolierte
Protein PTOP/PIP den TRF1-Komplex mit POT1 verbindet (Liu et al., 2004; Ye et al.,

2004b).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der meisten zur Zeit bekannten Telomer-assoziierten Proteine.
(A) Direkt an die Telomer-DNA binden nur die Proteine TRF1, TRF2 und POT1. Alle anderen
Faktoren sind durch Interaktion mit entweder TRF1 oder TRF2 mit den Telomeren verbunden.
(B) TRF2 interagiert mit RAP1, WRN, ERCC1/XPF und dem MRE11/RAD50/NBS1-Komplex.
(C) Dagegen interagiert TRF1 mit der Tankyrase 1 und 2, TIN2, PINX1, POT1 und PTOP/PIP1.
Der KU70/80/DNA-PKcs-Komplex interagiert sowohl mit TRF1 als auch mit TRF2 (nicht
gezeigt) (aus de Lange, 2004).

TRF?2 besitzt ebenfalls Interaktionspartner wie RAP1 und einige Proteine, die bei
der DNA-Reparatur und Rekombination eine Rolle spielen (Abb. 5B). Das humane
RAP1 wurde mit Hilfe einer Two-Hybrid-Suche als Interaktionspartner von TRF2
identifiziert und beeinflusst die Telomerldnge (Li et al., 2000a). Es ist ortholog zum Rap1
der Backerhefe, das dort direkt an die Telomer-DNA bindet. Im Unterschied dazu bindet

das RAP1 beim Menschen nicht direkt an die Telomer-DNA, sondern ist durch die

24



Einleitung

Interaktion mit TRF2 mit den Chromosomenenden assoziiert. Dies deutet auf eine
Veranderung der Funktion der einzelnen Telomerproteine im Lauf der Evolution hin (Li
et al., 2000a). Ein weiterer Interaktionspartner von TRF2 ist der MRE11/RADS50/NBS1-
Komplex, der eine Rolle bei der homologen Rekombination, bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen und bei der Erhaltung der Telomerlédnge spielt. Untersuchungen
mittels Immunfluoreszenz und Immunprézipitation haben gezeigt, dass ein kleiner Teil
des zelluliren MRE11/RADS50/NBS1-Komplexes an den TRF2/RAP1-Komplex bindet
(Zhu et al., 2000).

Des weiteren konnte fiir die Endonuklease ERCC1/XPF und die beiden RecQ-
Helikasen BLM und WRN eine Assoziation mit dem TRF2-Komplex nachgewiesen
werden (Opresko et al., 2002; Zhu et al, 2003). Wihrend ERCCI1/XPF den
ungeschiitzten 3'-Uberhang entfernen kann, haben letztere die Fihigkeit, die G-G
Basenpaarungen der Quadruplex-Strukturen aufzulosen, die durch die T,AGs-
Wiederholungen entstehen konnen (zur Ubersicht siehe Simonsson, 2001). Des weiteren
wurde vor kurzem gezeigt, dass PARP2 (Poly ADP-Ribose Polymerase 2), eine
Komponente der DNA-Reparatur, mit TRF2 interagiert und auf diese Weise die Bindung
von TRF2 zu telomerischer DNA beeinflusst (Dantzer et al., 2004). Dariiber hinaus ist
noch der heterotrimerische Komplex, bestehend aus KU70, KU80 und aus der
katalytischen Untereinheit der DNA-abhingigen Proteinkinase (DNA-PKcs) mit TRF2
assoziiert (Song et al., 2000). Dieses DNA-PK Holoenzym spielt eine zentrale Rolle bei
der DNA-Reparatur, vor allem bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen durch Non-
Homologous End-Joining, in dem es unabhéingig von der Sequenz an DNA-Enden bindet

(zur Ubersicht siche Downs und Jackson, 2004). Zusitzlich ist es noch an einer Reihe
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weiterer grundlegender zellulirer Mechanismen beteiligt, wie bei der V(D)J-
Rekombination von Immungenen, der Verlagerung von mobilen genetischen Elementen,
der Transkription, der Apoptose und dem Schutz der Telomere. Letztere Funktion zeigte
sich durch eine drastische Zunahme von Telomer-Telomerfusionen, nach dem Fehlen von
DNA-PK (Bailey et al., 1999). Neueste Untersuchungen lassen vermuten, dass nicht nur
viele Komponenten der DNA-Reparatur an der Stabilitdt der Telomere beteiligt sind,
sondern dass umgekehrt TRF2 auch eine wichtige Rolle bei der Erkennung von

Doppelstrangbriichen spielt (Bradshaw et al., 2005).

1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Der rezente Karyotyp des indischen Muntjaks ist durch zahlreiche
Chromosomenfusionen gekennzeichnet und stellt daher schon seit ldngerem einen
Modellorganismus fiir Fragestellungen zur Chromosomenstabilitdit und Chromosomen-
evolution dar. Um die Mechanismen solcher Chromosomenfusionen besser zu verstehen,
sollten in dieser Arbeit die konservierten Bruch- und Fusionspunkte des indischen
Muntjaks isoliert und charakterisiert werden.

Des weiteren sollten mogliche Faktoren untersucht werden, die eine Rolle bei den
Chromosomenfusionen gespielt haben konnten. Hierzu sollten die Telomere und
Telomer-assoziierte Proteine, die Schutz vor Chromosomenfusionen vermitteln, in
indischen und chinesischen Muntjakzellen untersucht werden. Insbesondere die Proteine

TRF1 und -2, die an telomerische (T,AG3),-DNA binden, sollten charakterisiert werden.
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Etwaige Funktionsdnderungen der TRF-Proteine in Muntjaks sollten durch Vergleiche
der Aminosduresequenzen mit anderen Saugern und mit Hilfe von in vivo Studien in

Muntjakzellen analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid/bis-Acrylamid (29:1)

Actinomycin D

Agar

Agarose

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxydisulfat)
Aqua ad iniectabilia (H,O reinst)

BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat)

Borsaure

Bradford-Reagenz

BrdU (5-Brom-2"-Desoxyuridin)
Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid

CHAPS (3-3-Cholamidopropyl-
dimethylammonio- 1-propansulfonat)

Chloroform

Colcemid

Coomassie Blau

DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindol)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Dextransulfat

DMEM (Dulbecco’s Minimum Eagle Medium)

DMF (Dimethylformamid)

Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
AppliChem, Roth
Sigma, Miinchen
Baxter, Unterschleiffheim
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma. Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
AppliChem, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

BioWhittaker, Verviers (Belgien)
Roth, Karlsruhe
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DMSO (Dimethylsulfoxid)
dNTPs

DTT (Dithiothreitol)
EDTA (Ethylendinitrotetraessigsdure)
EGTA (Titriplex VI)
EMEM (Essential Minimum Eagle Medium)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (Fotales Kidlberserum)
Formaldehyd

Formamid

Gelatine

Glucose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin

L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

MOPS

N-Lauroylsarcosin
Natriumacetat

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden / Bioline, Luckenwalde
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
BioWhittaker, Verviers (Belgien)
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Roth
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumthiocyanat

NBT (Nitroblau-tetrazoliumchlorid)
Nonidet P-40

PEG 6000 (Polyethylen Glykol)
Penicillin / Streptomycin
Phenol

PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluorid)
PIPES

Saccharose

Salzsdure

SDS (Natriumdodecalsulfat)
TEMED

Thymidin

TRIS

Tween 20

Trypanblau

Trypton

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galaktosid)

Xylencyanol

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
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2.1.2 Puffer und Losungen

2.1.2.1 Isolation und Analyse von Nukleinsauren

SE-Puffer

TE-Puffer (pH 7,5)

RNA-Lysepuffer (RLN-Puffer)

50x TAE-Puffer

6x Loading Dye
Ethidiumbromidlosung
DEPC-H,O

10x MOPS-Puffer (pH 7,0)

RNA-Ladepuffer

75 mM NaCl
25 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
140 mM NacCl

1,5 mM MgCl,

0,5% (v/v) Nonidet P-40

2 M Tris
50 mM EDTA (pH 8,0)
5,71% Eisessig

Fermentas, St. Leon-Rot (Deutschland)
10 mg/ml in H,O
0,1% (v/v) DEPC in H,O

200 mM 3-(N-Morpholin-)Propansulfonsiure
50 mM Natriumacetat (pH 7,0)

10 mM EDTA (pH 8,0)

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

1x MOPS-Puffer

2,2 M Formaldehyd
50% Formamid

0,1% Bromphenolblau

2.1.2.2 Northern Blot (NB) / Southern Blot (SB)

5x OLB-Puffer

0,1 mM dATP, dGTP, dTTP

1 M HEPES

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

25 mM MgCl,

250 mM Tris

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

31



Material und Methoden

20x SSC (pH 7,0)

NB-Waschlosung 1

NB-Waschlosung 2

SB-Denaturierungslosung

SB-Neutralisierungslosung

PEG-Hybridisierungslésung (SB)

SB-Hybridisierungspuffer

SB-Waschpuffer

2.1.2.3 Arbeiten mit E. coli

LB-Medium

LB-Platten

X-Gal

IPTG

3 M NaCl,
0,3 M Na-Citrat
mit HCI auf pH 7,0 einstellen

2x SSC
0,1% SDS in DEPC-H,O

0,1x SSC
0,1% SDS in DEPC-H,0O

0,5M NaOH
1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI (pH 7,5)
1,5 M NaCl

250 mM NaCl

125 mM Na,HPO,

1 mM EDTA

7% (w/v) SDS

10% (w/v) PEG 6000

5x SSC

2% Blockierungsreagenz (Roche)
0,1% N-Lauroylsarcosin

0,02% SDS

40 mM Na,HPO,
40 mM NaH2PO4
0,5% SDS

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

ad 1 1 H,O

1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium
50 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin

20 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galaktosid in Dimethylformamid

100 mM (n H,0)
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2.1.2.4 Arbeiten mit Zellen

Standard-Zellmedium EMEM (BioWhittaker)
10% FCS (Biochrom)
2 mM L-Glutamin (Sigma)
1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)

Einfriermedium DMEM (BioWhittaker)
20% FCS (Biochrom)
10% DMSO

Best-Medium DMEM (BioWhittaker)

20% Leibovitz’s L15-Medium (Invitrogen)
15% FCS (Biochrom)

2 mM L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

5 mM HEPES

50 mM Mercaptoethanol

2,5 pg/ml Insulin vom Rind

0,25 pg/ml Human Epidermal Growth Factor
0,01 pg/ml Human Fibroblast Growth Factor
0,25 nmol/100ml Natriumselenit

2,5 pg/ml Patrizin (Fungizid)

1x PBS (pH 7,4) 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10,1 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO4

Pen/Strep-Stammlsg. 10 000 U/ml / 10 mg/ml (Invitrogen)

PBS/EDTA-Puffer PBS
1% (w/v) EDTA

10x PEM (pH 7,0) 1 M PIPES
0,05 M EGTA
0,02 M MgCl,

PBTG-Puffer 1x PBS
0,1% BSA
0,05% Tween 20
0,5% Gelatine
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2.1.2.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Denaturierungslosung (pH 7,0)

Hybmix

AP1-Puffer (pH 7.5)

AP2-Puffer (pH 9,5)

NBT/BCIP-Férbelosung

BT-Puffer

BT-Block

2.1.2.6 TRAP-Assay

TRAP-Waschpuffer

TRAP-Lysepuffer

10x TBE (pH 8,3)

70% Formamid
2x SSC

50% deionisiertes Formamid
2x SSC
10% Dextransulfat

100 mM Tris-HC1
100 mM NaCl

100 mM Tris-HCI1
100 mM NacCl
50 mM MgCl,

1 Tablette Nitroblau Tetrazolium / 5-Brom-4-chlor-
3-indolyl-phosphat (Roche) in 10 ml H,O auflosen

150 mM NaHCO;
0,1% Tween 20

BT-Puffer
1% BSA (Rinderserumalbumin)

10 mM HEPES-KOH (pH 7,5)
1,5 mM MgCl,

10 mM KCl1

1 mM DTT

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM MgCl,

1 mM EGTA

0,1 mM PMSF

100-200 U/ml RNase OUT
5 mM B-Mercaptoethanol
0,5% (w/v) CHAPS

10% (v/v) Glycerin

0,9 M Tris

0,9 M Borsiure
0,2 M EDTA
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10x TRAP-Puffer 200 mM Tris-HCI (pH 8,3)
630 mM KClI
15 mM MgCl,
10 mM EGTA
0,5% Tween 20

11x Ladepuffer 50% Glycerin
25 mM Tris-HCI (pH 7,5)
25 mM EDTA
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

Polyacrylamidgel (13%) 40% Acrylamid/bis-Acrylamid (29:1; Roth)
Ix TBE

0,15% APS
2 ul/m! TEMED

2.1.3 Oligonukleotide (Primer)

Alle Primer stammten von der Firma Invitrogen (Karslruhe).

Primername Primersequenz (5°-3°)

Telomer-/Satellitenprimer

Telo-G GGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
Telo-C CCTAACCCTAACCCTAACC
MMV SatlA CCCCGCCGTAACTCG

Munt-2 TCGAGAGGAATCCTGAG

Sat IT fw GAGCTGCCTGACAGACTCG

Sat I rv CAGAGCCGACCTAGGATCAC
Sat IT modified fw GACTGATTTCCTGGGTTAAGAG
Sat II modified rv CACACAGAATGCTAGGAAATCC
TGM225 fw GTTAGGGCATCTCGGGGTC
TGMundsS rv CCTGGCTTCAAATCAAGAGG
TGS400 fw GTTAGGGTGGAGGCCGCAA
TCS165 fw CTAACCCTTTGACTGTGTGG
TCS165 rv CAGGTCTCGCCGCAACTAG
TERF-Primer

TRF1.1 fw GAGGCTATTATTCATGGAC
TRF1.2 rv CTTCTTCCCAAAGCCATG
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TRF2.2 fw

TRF2.2 rv

TRF1.3 fw

TRF1.3 rv

TRF2.3 fw

TRF2.3 rv

TRF2.4 fw

TRF2.4 rv

Race3Terfl

Race3Terf2

Race5 Terfl

RaceS5Terf2
Race3Terf2Extension fw
Race3Terf2Extension 1 rv
Race3Terf2Extension 3 rv
Race3Terfl Extension rv
Race3Terfl Extension fw
Terf2 Inverse fw 1

Terf2 Inverse fw 2

Terf2 Inverse fw 3

Mrev TRF2 TOPO GFP-N3 fw
Mrev TRF2 TOPO GFP-N3 rv

Mrev TerfF2 cDNA rv
TRF2-Kpnl fw
TRF2-Kpnl rv
TERF1 Intron 1 fw
TERF1 Intron 2 fw
TERF1 Intron 3 fw
TERF1 Intron 4 fw
TERF1 Intron 5 fw
TERF1 Intron 6 fw
TERF1 Intron 7 fw
TERF1 Intron 8 fw
TERF2 Intron 1 fw
TERF2 Intron 2 fw
TERF?2 Intron 3 fw
TERF2 Intron 4 fw
TERF?2 Intron 5 fw
TERF2 Intron 6 fw
TERF1 Intron 1 rv
TERF1 Intron 2 rv
TERF1 Intron 3 rv
TERF1 Intron 4 rv
TERF1 Intron 5 rv
TERF1 Intron 6 rv
TERF1 Intron 7 rv

GCTGGGTGCTCAAGTTC
ATCATCACAGCTGTTCGG
CAACACTTCAGCTACAACC
TACTTTTGCTGCTGCCTTC
AAACACATGTCCAAGGACC
CTTCTGCTGGAAGGTCTC
ATCACCAGCCCTCAAAAAC
CTCAGTACTCTGGCTGTC
GGAGAACAGTAGGCGAGCCACTGAAAG
AGCGAGTGGGTCAAGGCTGGAGTGC
GCCATTTTCCATGCAAACGGCTATAGCC
GACAAGCAAAGCCTGCATGATGTCCCG
CCCTTCTTTAGTGGTTTGC
ACCAGAACCAAAGTCAAATG
ATGGCAGGTTACAAAG
CAGGATCTTGCTTATTTACTA
GTTAGGAGCATTACCATCAT
ATCCGGGACATCATGCAG
TATGCAGTGTCTGTCGCG
CTGTTCCTTTGATATGGAAG
CACCATGGCGGGAGGAGGCGGGA
GTTCATGCCAAGTCTTTTCATG
GGAACTATGCTCCTGTGAAC
GCGGGTACCATGAAAAGACTTGGCATGAACTGA
CGCGGTACCGGTTGCACTGTCTTCATCTGG
TCCGACGACTTCCACCG
TGACAAGAATTGCAGCTGG
GAACATGACAAGCTTCATG
TGGTGACCCAAATTCTTAC
GTGAGTTGTGTGCTAAATG
GAAGCTAATTTGGATACAGG
GAGGAAAGAGTGGAAACTC
AAAGTCAGCCTGTAACTCC
ACGGGGACTTCAGGCAG
ATCCAGTAGAAAACTGGTC
CATGTCCAAGGACCCTAC
TGGAGAGTCACCTGGATG
TCCCTGGGGAGAAGAATC
GAAGAGGACGAACTGTTTC
TAGACTGGACAGTCCATG
GGTGTAATTCGTTCATCAC
CATTTTCCATGCAAACGGC
GGTTGTAGCTGAAGTGTTG
CCTGTATCCAAATTAGCTTC
CACGTTTCAACTTAGATAAG
TTTCAGTGGCTCGCCTAC
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TERF1 Intron 8 rv
TERF2 Intron 1 rv
TERF?2 Intron 2 rv
TERF2 Intron 3 rv
TERF?2 Intron 4 rv
TERF2 Intron 5 rv
TERF?2 Intron 6 rv

GACCAATTTCCCTCTCCG
CTCAGCTTCCATATCAAAG
GAAGCCTTTTCAAATTCTTTG
TCACGGATAATGTTTAGGAG
GAAAGCTGCTTTCAGAGTC
ATTAGAGCTGTTCCACTTG
CTTGACCCACTCGCTTTC

Primer von weiteren Telomer-assoziierten Genen

PRKDC fw neu
KU70 fw
ATM fw 3

P53 fw

H2AX fw
MREI11 fw
RADS50 fw neu
NBS1 fw
POT1 fw
RAPI1 fw

Terc fw
Tankyrase fw
TIN2 neu fw
LIG4 fw
PRKDC rv neu
KU70 rv
ATMrv 3

P53 rv

H2AX rv
MREI11 rv
RADS50 rv neu
NBSI rv

POT1 rv
RAPI1 rv

Terc rv
Tankyrase rv
TIN2 neu rv
LIG4 rv

TRAP-Pimer
TS-21
reverse primer_hum

GCAATTCGTCCTCAGATTG
ATGAGCATCCAGTGTATCC
CAGATACACAGTAAAGGTTC
GCCATGGCCATCTACAAG
AAGGCCAAGTCGCGCTC
CAGATGAAAGGCTCTATCG
ACCAGGGACAGACTTGCC
GTGCACTCATTTGTGGACG
AGGAACTGATTATTGCTCAG
AAGGACCGCTACCTCAAG
CGCTGTTTTTCTCGCTGAC
TGGATANTCTTGGTCAGAC
TTGGTTNGCTACCGGCACC
GAGTTTTGTGTTATGAGTGG
CCACTGGTTTAGAACATATTC
AAGAGGTTGGCACAGACC
CTGTTCGATCCTCATCAAG
GTCAGTCTGAGTCAGGCC
CTGGATGTTGGGCAGGACG
TTACACTCATGTTCATGGCC
TTGAGTTTATCTGGAGCAAG
AAAGGCTTGGTCCTGGAG
CCATCCCATACCTTTAGAAG
GGGTGGATCATCATCACAC
CAGXTCCCACAGCTCAGG
ACATCAGCTCCATGNTGTAG
CTTTCTCNAGCTGACACAAG
GTCGAAACATACTGAGAGG

GACAATCCGTCGAGCAGAGTT
TAACCCTAACCCTAACCCTAA
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2.1.4 DNA-Marker

HyperLadder I
GeneRuler 50 bp
Langenstandard I (Dig-markiert)

Lambda DNA / HindIII

2.1.5 Enzyme

Proteinase K (20 pg/ul)

Restriktionsenzyme (in der Regel 10 U/ul)
Apol, Apal, Avrll, BamHI, BssS1, Dral,
Eco01091, EcoRI, HindIII, Hpall, Mbol,
Mspl, Pstl, Rsal, Sacl, Smal, Sphl, Sspl,
Xbal

RNase A (10 pg/ul)

RNase OUT Inhibitor (40 U/pl)
S1 Nuklease (400 U/pl)

Taq DNA-Polymerase (5 U/pl)
Terminale Transferase (400 U/pul)
Terminale Transferase (20 U/pl)

T4 DNA-Ligase (3 U/ul)

Bioline, Luckenwalde
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Penzberg

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma, Miinchen

New England Biolabs, Schwalbach

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Penzberg

Qiagen, Hilden

Roche, Penzberg

New England Biolabs, Schwalbach

Promega, Heidelberg

38



Material und Methoden

2.1.6 Kommerzielle Kits

RNeasy Midi Kit

OneStep RT-PCR Kit

SMART RACE cDNA Amplification Kit
Advantage 2 PCR Enzyme System
Expand Long Template PCR System
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

pGEM-T Easy Vector System
pENTR/D-TOPO Vector Cloning Kit
pcDNA-DEST47 Gateway Vector Kit

ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit

DIG Luminescent Detection Kit
Biotin — Nick Translation Mix
DIG — Nick Translation Mix
BioPrime DNA Labeling System

Telomer PNA FISH Kit/FITC

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

BD Biosciences (Clontech), Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Roche, Penzberg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt

Roche, Penzberg
Roche, Penzberg
Roche, Penzberg
Invitrogen, Karlsruhe

Dako, Glostrup (Dénemark)

39



Material und Methoden

2.1.7 Antikorper und andere Detektionsreagenzien

Monoklonaler Antikdrper gegen humanes
TRF2 (Arbeitsverdiinnung 1:500)

Kaninchen-Antikorper gegen humanes
TRF1 (#371, Verdiinnung 1:1000)

CyS5-konjugierter anti-Kaninchen
Antikorper (infrarot, Verdiinnung 1:500)

Cy3-konjugierter anti-Maus Antikorper
(rot, Verdiinnung 1:1000)

Rhodamin-konjugierte anti-Dig-Fab-
Fragmente (rot, Verdiinnung 1:500)

ExtrAvidin Fluoresceinisothiocyanat
(FITC, griin, Verdiinnung 1:250)

Biotin-konjugierter anti-Avidin-Antikorper
(Verdiinnung 1:500)

Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP,
Verdiinnung 1:5000)

Anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragmente
(Verdiinnung 1:1000)

2.1.8 Zellen und Gewebeproben

Fibroblasten vom indischen Muntjak
(Muntiacus muntjak vag.)

Primére Fibroblasten vom indischen
Muntjak (MMV)

SV40-transformierte Fibroblasten vom
indischen Muntjak (MMV)

Imgenex, San Diego (USA)

van Steensel und de Lange, 1997

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Roche, Penzberg

Sigma, Miinchen

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Roche, Penzberg

Roche, Penzberg

Universitit Kaiserslautern
(Harry Scherthan)

University of Texas Medical Center (USA)
(Jerry Shay)

Charité Berlin
(Karl Sperling)
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Fibroblasten vom chineischen Muntjak
(M. reevesi)

Primare Fibroblasten vom chinesischen
Muntjak (MRE)
HeLa Zellen (Humane Krebszellen mit

verldngerten Telomeren)

Gewebe (Hoden, Leber und Muskel)
vom chinesischen Muntjak (MRE)

Universitit Kaiserslautern
(Harry Scherthan)

Mainnlicher chinesischer Muntjak aus dem
Berliner Zoo
Alter: 2 Jahre (9. 5. 2000 — 24. 7. 2002)

Rockefeller University New York (USA)
(Titia de Lange)

Minnlicher chinesischer Muntjak aus dem
Berliner Zoo
Alter: 2 Jahre (9. 5. 2000 — 24. 7. 2002)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Praparation von genomischer DNA

Die Préparation von genomischer DNA erfolgte entweder aus Fibroblasten oder
aus Lebergewebe, wobei zunichst die Zellen bzw. das Gewebe lysiert wurden, danach
Proteine und Lipide mittels Phenol und Chloroform extrahiert wurden und anschlieBend
die DNA mit Hilfe von Isopropanol gefillt wurde (Sambrook et al., 1989). 1-5 x 10’
Zellen (entspricht etwa 4-8 konfluent gewachsenen grofen (150 cm?®) Flaschen) oder
etwa 0,25-1 g Lebergewebe, das mit Skalpellklingen in moglichst kleine Stiicke
geschnitten wurde, wurden in 9 ml eiskaltem SE-Puffer aufgenommen und mit 1 ml SDS
(10%) und 100 pl Proteinase K (20 pg/ul) versetzt. Die Zellen bzw. Gewebestiicke
wurden fiir mindestens 4 Stunden oder iiber Nacht bei 56°C lysiert. Nach vollstdndiger
Lyse wurden 100 pl (1/10 Volumen) NaCl (5 M) und 10 ml Phenol (1 Volumen)
dazugegeben und fiir mindestens 20 min unter leichtem Schiitteln gemischt. Nach
Zentrifugation flir 10 min bei 2000 Rpm und RT wurde die wissrige (obere) Phase mit
einer weiten Pipette in ein neues Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, und die Extraktion
wurde mit gleichem Volumen Chloroform wiederholt. AnschlieBend wurde die DNA mit
10 ml Isopropanol gefillt und als Knduel mit einer Ose oder Pipettenspitze in ein

Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Die DNA wurde zweimal mit 70% Ethanol
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gewaschen, bei 50°C getrocknet und je nach DNA-Menge in 100-1000 pl TE-Puffer
resuspendiert. Noch vorhandene RNA wurde durch Zugabe von 1-10 pl (1/100 Volumen)
RNase A (10 pg/ul) fiir mindestens 1 Stunde bei 37 °C verdaut. Falls fiir nachfolgende
Reaktionen verkiirzte DNA-Fragmente (200-800 bp) erforderlich waren, wurde die
isolierte DNA bei 4 °C fiir einige Minuten mit einem Ultraschall Homogenisator

(Bandelin) beschallt.

2.2.1.2 Praparation von RNA aus Zellinien und Gewebe

Fiir die Préparation von RNA wurde nach Anleitung des RNeasy Midi Kit
(Qiagen) verfahren. Hierbei wird die RNA nach Aufschluss der Zellen bzw. des Gewebes
selektiv an eine Silikamembran gebunden. Nach mehreren Waschschritten wird die RNA
in destilliertem Wasser eluiert. Etwa 5 x 10’ Zellen wurden durch Inkubation fiir 5 min in
1 ml eiskaltem RNA-Lysepuffer aufgeschlossen, wiahrend Gewebeproben (ca. 250 mg) in
4 ml eiskaltem RLT-Puffer (Qiagen) mit Hilfe eines Homogenisators lysiert wurden. Die
lysierte Zellsuspension wurde noch fiir 5 min bei 1500 g und 4 °C zentrifugiert, wodurch
die DNA-enthaltenden Zellkerne und Zelldebris ein Pellet bildeten, wihrend sich die
cytoplasmatische RNA im Uberstand befand. Der Uberstand wurde mit 4 ml RLT-Puffer
vermischt und so wie das lysierte Gewebe auf jeweils ein Sédulchen gegeben. Die
folgenden Waschschritte erfolgten nach Anleitung des Herstellers. Zum Schluss wurde
die RNA in 150 pl destilliertem Wasser eluiert und mit 1 pl RNAse OUT Inhibitor (40

U/ul) versetzt. Die RNA-Losung wurde aliquotiert und sofort bei —80 °C eingefroren.

43



Material und Methoden

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren konnen aufgrund ihrer negativen Ladung durch Anlegen einer
elektrischen Spannung aufgetrennt werden. In Abhidngigkeit ihrer Grofe wandern sie
unterschiedlich schnell Richtung Anode (Sambrook et al., 1989). Zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten wurden je nach der zu erwartenden GroBe 0,8% - 2% Agarosegele
(0,8-2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer und 5 pl Ethidiumbromid (10 pg/ul))
hergestellt. Vor dem Auftragen wurde die DNA-L6sung mit dem Ladepuffer (Fermentas)
vermischt. Als Standard diente meist der A/HindIIl Marker (Fermentas) oder der
Hyperladder I Marker (Bioline). Die Auftrennung erfolgte in der Regel bei 120 V fiir
etwa 30 Minuten. Die Auswertung der Gele erfolgte mit einem UV-Transilluminator (302
nm) und einem Geldokumentationssystem (Herolab).

Zur Auftrennung von RNA wurde ein 1% denaturierendes Formaldehydgel
hergestellt. Dazu wurde 1 g Agarose in 72 ml DEPC-H,O und 10 ml 10x MOPS-Puffer
aufgekocht. Nach Abkiihlung auf etwa 60 °C wurden 18 ml 37% Formaldehyd
dazugegeben und das Gel in eine Gelkammer gegossen. Die RNA-Proben wurden mit
dem RNA-Ladepuffer vermischt und fiir 5 min auf 65 °C erhitzt. Die Auftrennung

erfolgte in 1x MOPS Puffer bei 60-90 V fiir mehrere Stunden.

2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die DNA-  bzw. RNA-Konzentration wurde zum einen  nach

gelelektrophoretischer Auftrennung durch Vergleich mit einem Marker (definierte
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Menge) abgeschidtzt und zum anderen wurde sie im Photometer bei 260 nm
(Absorptionsmaximum von Nukleinsduren) gemessen. Zusétzlich konnte die Reinheit der
Proben anhand des Quotienten aus 260 nm zu 280 nm (letzteres entspricht dem
Absorptionsmaximum von Proteinen) ermittelt werden. Der Quotient sollte moglichst
zwischen 1,5 und 2 liegen. Die Messungen erfolgten bei einer Verdiinnung von 1:100 in

einem Volumen von 100 pl.

2.2.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei dieser Methode werden spezifische DNA-Fragmente mit Hilfe kurzer
Oligonukleotide (Primer) und einer thermostabilen DNA-Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aquaticus (Taq) amplifiziert (Saiki et al., 1988). Als Matrize (Template) dient
meist doppelstringige DNA, die durch Erhitzen denaturiert wird. Im zweiten Schritt
binden die Primer bei der sogenannten Annealing-Temperatur an die Matrize. Die
Annealing-Temperatur liegt in der Regel zwischen 48 °C und 68 °C und kann fiir jeden
Primer anhand der Formel T,,= 2°C x (ns + nr) + 4°C x (n¢ + ng), wobei na die Anzahl
an Adenin, ny die Anzahl an Thymin, nc die Anzahl an Cytosin und ng die Anzahl an
Guanin im Primer angibt, abgeschitzt werden (Nelson und Brutlag, 1979). Im dritten
Schritt erfolgt die Amplifikation, d. h. die Synthese des komplementiren Stranges, bei 72
°C, dem Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Diese Temperaturabfolge (Zyklus)
wiederholt sich 25 bis 40 mal, so dass es zu einer exponentiellen Vermehrung der DNA-
Fragmente kommt. Die Auswahl der Primersequenzen erfolgte nach folgenden Kriterien:

Die Primer sollten eine Linge von 18-24 Basenpaaren haben, das Verhiltnis der
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Basenpaare Guanin/Cytosin zu Thymin/Adenin sollte moglichst ausgeglichen sein und
das letzte Nukleotid am 3'-Ende sollte ein Guanin oder Cytosin sein, um eine stabile

Basenpaarbindung (drei Wasserstoftbriicken) zu gewéhrleisten.

2.2.1.5.1 Standard-PCR

In der Regel wurde die PCR mit der Tag-Polymerase von Qiagen im

mitgelieferten Puffer und mit folgenden Reagenzien angesetzt.

Reagenz Volumen pro Reaktion  Endkonzentration

10x PCR-Puffer (inkl. MgCl,) Sul Ix

eventuell 5x Q-solution 10 pl Ix

dNTPs (10 mM je Nukleotid) 1 pl 200 puM je Nukleotid
Primer vorwirts (10 uM) Il 0,2 uM

Primer riickwirts (10 uM) 1 ul 0,2 uM
Template-DNA x ul etwa 100 ng pro Reaktion
Taqg-Polymerase (5 Units/pl) 0,2 ul 1 Einheit pro Reaktion
Aqua dest. x ul -
Gesamtvolumen 50 pl

Das folgende Schema zeigt die Temperaturabfolge einer typischen PCR:

Zeit Temperatur
1. Denaturierung 3 min 94 °C
25 —40 Zyklen: Denaturierung 30 sec 94 °C
Annealing 30 sec 48 °C-68 °C
Elongation 1 — 10 min 72 °C
Abschluss-Elongation 7 —20 min 72 °C
Kiihlen o0 4°C
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2.2.1.5.2 Nested PCR

Mit Hilfe einer verschachtelten (Nested) PCR kann die Empfindlichkeit und
Spezifitit der DNA-Amplifikation erheblich gesteigert werden. Hierzu wird eine zweite
PCR mit Primern, die innerhalb des ersten PCR-Produkts hybridisieren, durchgefiihrt
(Newton und Graham, 1994). Daher wurde oftmals nach Durchfiihrung einer Standard-
PCR 1 pl des Ansatzes in einer zweiten, verschachtelten PCR eingesetzt, die mit internen

Primern duchgefiihrt wurde.

2.2.1.5.3 Long-Range PCR

Zur Amplifikation langer DNA-Fragmente (5-10 kb) wurde das Expand Long
Template PCR System (Roche) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das System
basiert auf einer Mischung aus herkdmmlicher und ,,Proof-Reading* Taq-Polymerase,
wobei die Elongation bei 68 °C stattfindet und sich die Elongationszeit bei jedem PCR-

Zyklus um 20 sec verlidngert.

22154 RT-PCR

Das Umschreiben von RNA in ¢cDNA (Reverse Transkription, RT) und die
Amplifizierung spezifischer cDNA-Fragmente mittels PCR wurde in einem
Reaktionsansatz mit dem OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Den PCR-Zyklen

ging dabei eine 30-miniitige Phase bei 50 °C fiir die reverse Transkription und eine 15-
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miniitige Phase bei 95 °C zur Aktivierung der HotStar Taq-Polymerase voraus. Als
entscheidendes Kriterium stellte sich die RNA-Konzentration heraus, die moglichst

zwischen 250 und 500 ng pro Reaktion liegen sollte.

Reagenz Volumen pro Reaktion  Endkonzentration

5x OneStep RT-PCR Puffer 10 ul 1x

dNTPs (10 mM je Nukleotid) 2 ul 400 uM je Nukleotid
Primer vorwirts (10 uM) 3ul 0,6 uM

Primer riickwirts (10 uM) 3ul 0,6 uM
Template RNA x pul 250-500 ng pro Reaktion
Enzymmix 2 ul -
RNase-freies Aqua dest. x ul -
Gesamtvolumen 50 pl

2.2.1.5.5 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die 3'- und 5 -RACE-Experimente wurden mit dem SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech) durchgefiihrt. Fiir die cDNA-Synthese wurden jeweils 1 pg
Gesamt-RNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese sowie die Ansitze fiir die erste PCR und
die nachfolgende Nested PCR erfolgten exakt nach den Angaben des Herstellers. Die
Sequenzen der in den RACE-Experimenten eingesetzten Primer sind der Liste in 2.1.3 zu

entnehmen.
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2.2.1.5.6 Inverse PCR

Mit Hilfe der inversen PCR konnen unbekannte DNA-Bereiche, die eine bekannte
Sequenz flankieren, amplifiziert werden (Ochman et al., 1988). Voraussetzung hierfiir ist,
dass innerhalb der unbekannten DNA-Bereiche ein Restriktionsenzym schneidet und dass
die entstandenen Fragmente dann zu einem DNA-Ring geschlossen werden.
AnschlieBend kann der DNA-Ring, der die unbekannten DNA-Bereiche enthélt, mittels
PCR amplifiziert werden. Um die Chance einer Restriktionsschnittstelle in der
unbekannten DNA zu erhohen, wurden 14 verschiedene Restriktionsenzyme (Apo I, Apa
I, Avr II, BamH I, Dra I, Eco0109 I, EcoR I, Hind III, Pst I, Sac I, Sma I, Sph I, Ssp I,
Xba I), die im Durschschnitt alle 1-4 kb im Genom von Mensch und Maus schneiden
(New England Biolabs Katalog, 2003), getestet. Es wurden jeweils 1-5 pg genomische
Muntjak-DNA mit einem Restriktionsenzym nach Angaben des Herstellers (NEB) iiber
Nacht geschnitten. 500 ng der geschnittenen DNA wurde mit der T4 DNA-Ligase
(Promega) in einem 100 pl Volumen bei 12 °C iiber Nacht ligiert. Nach Ethanolféllung
der DNA und Resuspension in H,O dienten 100 ng der ligierten DNA als Matrize fiir

eine Long-Range PCR.
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2.2.1.6 Klonierung von PCR-Produkten

2.2.1.6.1 Aufreinigung und Ligation von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden entweder aus Agarose-Gelen ausgeschnitten und mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert oder direkt mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die Durchfiihrung erfolgte in beiden Féllen nach
Angaben des Herstellers. Alle PCR-Produkte wurden in 30 ul destilliertem Wasser eluiert
und bei —20 °C aufbewahrt.

Die Ligation von einem PCR-Produkt (Insert) in den pGEM-T Easy Vektor
(Promega) erfolgte mit der T4 DNA-Ligase (Promega) in einem Reaktionsvolumen von
10 pl. Das Mengenverhéltnis von Vektor zu Insert sollte etwa 1:3 betragen, wobei die
Insertmenge mit folgender Formel berechnet werden kann:

Insertmenge [ng] = 3 x Vektormenge [ng] x Insertlinge [kb] / Vektorldnge [kb]
Ein typischer Ligationsansatz enthielt 0,5 ul Vektor (50 ng/ul), 5 ul 2x Ligations-Puffer,
1 pl Ligase (3 U/ul), x pul Insert und x pl H,O. Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C

oder fir mehrere Stunden bei RT.

2.2.1.6.2 Transformation

Fiir die Transformation wurden kompetente E. coli-Bakterien vom Stamm DH5a
(Invitrogen) verwendet. 30 pl Bakteriensuspension wurden mit 5 pl Ligationsansatz

versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock von 45
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Sekunden bei 42 °C. Nach kurzem Kiihlen auf Eis wurde 600 pl LB-Medium
dazugegeben und die Bakterien wurden unter Schiitteln fiir eine Stunde bei 37 °C
kultiviert. AnschlieBend wurden 50 pl und 500 pl eines Ansatzes auf jeweils einer LB-
Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C
kultiviert. Zur Herstellung der LB-Platten wurde LB-Medium mit 1,5 % Agar (w/v)
versetzt und autoklaviert. Wenn sich der LB-Agar nach dem Autoklavieren auf ca. 60 °C
abgekiihlt hatte, wurde das entsprechende Antibiotikum (Endkonzentration 50 pg/ml)
dazugegeben und der LB-Agar wurde unter sterilen Bedingungen in Petrischalen
gegossen. Nach Aushdrtung des Agars konnten die Platten fiir 2-3 Wochen bei 4 °C
gelagert werden. Fiir die Blau-Weil3-Selektion wurden LB-Ampicillin-Platten verwendet,
die etwa eine Stunde vor Ausstreichen der Bakterienkultur mit IPTG und X-Gal (100 pl
LB-Medium, 10 pl IPTG (0,1M) und 40 pl X-Gal (4%) pro Platte) bestrichen wurden.
Weille Kolonien lassen daraufhin auf ein Plasmid mit Insert schlielen, wihrend blaue

Kolonien ein Plasmid ohne Insert anzeigen.

2.2.1.6.3 Préaparation von Plasmid-DNA

Die Plasmid-Priparation erfolgte mit dem Miniprep Kit nach Angaben des
Herstellers (Qiagen). Je eine E. coli-Kolonie wurde in 5 ml LB-Medium plus
entsprechendem Antibiotikum unter Schiitteln bei 37 °C und iiber Nacht kultiviert. Die
Bakterien wurden dann abzentrifugiert und mit Hilfe eines alkalischen SDS-Puffers
(Qiagen) lysiert. Zellpartikel und genomische DNA wurden prézipitiert und

abzentrifugiert, um anschlieBend den Uberstand auf ein Sdulchen mit einer Silikamatrix
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(Qiagen) zu iiberfithren, an der die Plasmid-DNA bindet. Nach einem Waschschritt zum
Beseitigen von Proteinen und RNA, wurde die Plasmid-DNA in destilliertem Wasser
eluiert. Um das Insert zu iberpriifen, wurde nach der Plasmidpréparation ein

Restriktionsverdau (im Fall des pGemT Easy Vektors mit EcoRI) durchgefiihrt.

2.2.1.6.4 Klonierung des TERF2-Gens vom chinesischen Muntjak

Die Klonierung des TERF2-Gens vom chinesichen Muntjak in den GFP-
Expressionsvektor pcDNA-DEST47 erfolgte nach Angaben des Herstellers (Invitrogen).
Dabei wurde die Gateway Technologie (Invitrogen) genutzt, die auf dem
Rekombinationsmechanismus des A-Phagen basiert (Hartley et al., 2000). Zunéchst
wurde das gewonnene PCR-Produkt in den pENTR-D-TOPO-Vektor (Invitrogen)
kloniert und mittels Sequenzierung tiberpriift (siche Klonierung von PCR-Produkten,
2.2.1.6). Danach wurde das Insert des TOPO-Vektors genau nach Angaben des
Herstellers in den GFP-Expressionsvektor umkloniert: 2 ul pPENTR-D-TOPO-Vektor (50
ng/ul), 1 ul pcDNA-DEST47 Expressionsvektor (150 ng/ul), 2 pul LR Clonase II
Enzymmix (Invitrogen) und 5 pl TE-Puffer (pH 8,0) wurden fiir eine Stunde bei 25 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pl Proteinase K (20 pg/ul) dazugegeben und der Ansatz
wurde fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Dann erfolgte die Ubertragung des
Expressionsvektors mit dem neuen Insert in kompetente E. coli-Bakterien vom Stamm
DH5a (sieche Transformation und Prdparation von Plasmid-DNA, 2.2.1.6.2 und

2.2.1.6.3).
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2.2.1.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde mit dem ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt und
erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Dabei wird
eine spezielle Mischung aus dNTPs und Didesoxynukleotiden (ddNTPs), wobei letztere
jeweils mit einem bestimmten Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, in einer
Polymerasekettenreaktion eingesetzt. Ohne die Hydroxylgruppe an den dNTPs ist eine
DNA-Verlidngerung durch eine DNA-Polymerase nicht moglich, und es kommt zum
Kettenabbruch. Da die ddNTPs zufillig eingebaut werden, bricht die DNA-Synthese an
verschiedenen Stellen ab. Die entstehenden Produkte werden in einem Kapillarsystem
aufgetrennt und durch einen Laserstrahl angeregt, wodurch die Fluoreszenzfarbstoffe der
eingebauten Didesoxynukleotide Licht verschiedener Wellenléngen entsenden.

Fiir die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde 1-3 ng DNA pro 100 bp und
fiir Plasmid-DNA 100 ng pro Reaktion eingesetzt. Dabei wurden 3 pl des BigDye
Terminator Mixes (bestehend aus Polymerase und markierten dNTPs), 1 pl des
jeweiligen Primers (10 uM) zusammen mit der DNA und H,O in einem 10 pl-Ansatz
verwendet. Das PCR-Programm bestand aus einer Denaturierungsphase von 1 min bei
96°C, gefolgt von 25 Zyklen mit je 10 sec bei 96°C, 5 sec mit der fiir den jeweiligen
Primer spezifischen Hybridisierungstemperatur und 4 min bei 60°C. Die Ansédtze wurden
mit Ethanol gefillt und getrocknet. Nach Resuspendierung in 30 pl H,O erfolgte die
Auftrennung in einer Kapillare und die Detektion der Fluoreszenzsignale in einem

hauseigenen 3130x/Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

53



Material und Methoden

2.2.1.8 Sequenzanalyse

Die Analyse und das Zusammensetzen der einzelnen Sequenzen erfolgte mit dem
in den Programmpackungen GCG und STADEN (Accelrys) enthaltenen Programm
Gap4. Ahnlichkeiten zu schon bekannten Sequenzen wurden mit dem Programm
BLASTn  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und mit dem Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu) untersucht. Repetitive Sequenzen wurden mit dem
RepeatMasker Programm  (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu) identifiziert. Alle
Vergleiche von Protein- und DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) durchgefiihrt und mit dem Programm Genedoc
(www.psc.edu/biomed/genedoc) graphisch dargestellt. Mit dem Programm 6-Frame
Translation (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu) wurden cDNA-Sequenzen in alle
moglichen Proteinsequenzen iibersetzt. Vorhersagen iiber Proteindoménen wurden mit
den Programmen Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) wund Prosite
(http://au.expasy.org/prosite) erstellt. Vorhersagen iiber mogliche sekundire RNA-

Strukturen erfolgten mit dem Programm Genebee (http://www.genebee.msu.su).

2.2.1.9 Northern Blot

Je etwa 10 pg RNA aus Muntjakzellen und -gewebe wurde mit Ladepuffer
versetzt und fiir 10 min bei 70 °C denaturiert. Die RNA wurde in einem denaturierenden
1% Agarosegel (siche Agarose-Gelelektrophorese, 2.2.1.3) iiber Nacht bei 30-40 V

aufgetrennt. Bevor die RNA auf eine Hybond N'-Nylonmembran (Amersham
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Biosciences) libertragen wurde, wurde das Gel fotografiert und zweimal in DEPC-H,O
fiir 10 min und zweimal in 10x SSC fiir 10 min gewaschen. Der Transfer der RNA
erfolgte liber Nacht, in dem das Gel auf eine Briicke aus Whatman-Filterpapier gelegt
wurde, deren Enden in den Transferpuffer (10x SSC) hingen, und mit der
Nylonmembran, drei Lagen Whatman-Papier, mehreren Lagen Zellstoff und einem
Gewicht luftblasenfrei bedeckt wurde. Die RNA wurde mit dem UV-Stratalinker
(Stratagene) auf der Nylonmembran fixiert.

Als Hybridisierungssonden wurden muntjakspezifische PCR-Produkte von
TERF1 (900 bp) und von TERF2 (1200 bp) verwendet, die nach der Methode der
degenerativen Hexanukleotidprimer (Feinberg und Vogelstein, 1983) radioaktiv markiert
wurden. Dazu wurden in einem 20-pul Volumen 4 pl 5x OLB-Puffer, 20 ng PCR-Produkt
und x pul H,O gemischt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend wurden 1 pl
Klenow-Fragment und 2 pl [a->*P]JdCTP (Amersham Biosciences) zugegeben und fiir
etwa 1 h bei 37°C inkubiert. Die markierte Sonde wurde aufgereinigt und kurz vor der
Hybridisierung noch einmal denaturiert (5 min bei 95 °C).

Die Hybridisierung erfolgte in einer Glasrohre mit dem Hybridisierungspuffer
ExpressHyb (Clontech) iiber Nacht bei 65 °C. Zuvor wurde die Membran in 15 ml
ExpressHyb mit 150 ul Heringsperma-DNA (10 pg/ul) versetzt und ebenfalls bei 65 °C
fiir 45-60 min vorbehandelt. Zum Waschen wurde die Membran zweimal 20 min in 2x
SSC/0,1% SDS-Puffer und zweimal 20 min in 0,1x SSC/0,1% SDS-Puffer geschwenkt.
Die Detektion erfolgte iiber Nacht in einer Phosphorlmager-Kassette (Molecular
Dynamics), die mit dem Phosphorlmager Storm 820 (Molecular Dynamics) gescannt

wurde und mit dem Programm ImageQuant ausgewertet wurde.
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2.2.1.10 Telomerlangenbestimmung mittels Southern Blot

Jeweils 20 pg genomische DNA wurden in einem 200 pl Volumen mit den
Restriktionsenzymen Rsal und Hpall bzw. mit Mbol und Mspl (je 50 U pro Reaktion)
iiber Nacht bei 37 °C verdaut. Die geschnittene DNA wurde geféllt und in 20 pl TE-
Puffer aufgenommen. Etwa 5 pg geschnittene DNA wurden in einem 0,7% Agarosegel
aufgetrennt und fotografiert. Das Gel wurde zur Depurinierung der DNA fiir 5 min mit
250 mM HCI-Lo6sung behandelt, danach kurz in H,O gespiilt und anschlieBend 2x 15 min
in Denaturierungslosung geschwenkt. Das Gel wurde dann noch fiir 2x 15 min mit der
Neutralisierungslosung behandelt. Der Blotaufbau und die Ubertragung der DNA auf
eine Nylonmembran erfolgte wie beim Northern Blot iiber Nacht mit 10x SSC. Als Sonde
diente ein Telomeroligonukleotid (T,AGs);, das mittels terminaler Transferase (New
England Biolabs) entweder mit Digoxigenin (siche Markierung von DNA-Sonden,
2.2.2.5.3) oder radioaktiv markiert wurde. Die radioaktive Tailing-Reaktion erfolgte bei
37 °C fiir 1 Stunde in einem 50 pl Ansatz: 5 pul 10x NEB-Puffer, 5 pl 2,5 mM CoCl,, 1 pl
(T2AG3)7 (15 ng/ul), 0,5 pl Terminale Transferase (20 U/ul), 36 pl H,O und 2,5 pl
dNTP-Mix, wobei der dNTP-Mix aus 7,5 pl H;O, 0,5 ul dGTP (2 mM) und 2 pl [a-
32P]dCTP (Amersham Biosciences) bestand. Nach Aufreinigung der Sonde in einem
Sephadex-Saulchen und Prahybridisierung der Nylonmembran in PEG-Hybridisierungs-
16sung (inkl. 1 pg/ml tRNA von E. coli) bei 65 °C fiir eine Stunde erfolgte die
Hybridisierung ebenfalls in PEG-Puffer (inkl. Telomersonde und tRNA) bei 65 °C iiber
Nacht. Die Membran wurde in Phosphatpuffer fiir eine Stunde bei 60-65 °C gewaschen
und in einer Phospholmager-Kassette iiber Nacht detektiert (siche Northern Blot,

2.2.1.10).
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Zur Hybridisierung der Dig-markierten Telomersonde wurde die Nylonmembran
in 5x SSC, 2% Blockierungsreagenz (Roche), 0,1% N-Lauroylsarcosin, 0,02% SDS, 1
pg/ml E. coli-tRNA fiir eine Stunde bei 55 °C prahybridisiert und anschlieBend im
gleichen Puffer inklusive Telomersonde (15 ng/ml) liber Nacht bei 55 °C inkubiert. Die
Stringenzwaschung erfolgte in 2x SSC, 0,1% SDS fiir 2x 15 min bei Raumtemperatur
und in 0,1x SSC, 0,1% SDS fiir 2x 15 min bei 42 °C. Die Detektion der hybridisierten
Telomersonde wurde mit dem DIG Luminescent Detection Kit (Roche) genau nach
Anleitung durchgefiihrt, wobei die hybridisierten Proben mit einem anti-DIG-Antikorper,
der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, immunologisch nachgewiesen wurden und
mit der chemilumineszenten Substanz CSPD sichtbar gemacht wurden. Die enzymatische
Dephosphorylierung von CSPD durch alkalische Phosphatase fiihrte zu einer

Lichtemission, die durch Auflegen eines Rontgenfilms fiir etwa 10 min detektiert wurde.

2.2.2 Cytologische und cytogenetische Methoden

2.2.2.1 Zellkultur

Alle Fibroblastenkulturen wurden in EMEM (BioWhittaker), das mit 10% FCS
(Biochrom), 1% L-Glutamin (Sigma) und 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)
angereichert war, bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Zum Einfrieren wurden etwa 5-10 x
10° Zellen aus je einer subkonfluenten mittleren (75 cm?®) Flasche trypsiniert, in PBS

gewaschen und bei 1000 Rpm, 5 min und RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1,5
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ml Einfriermedium (DMEM, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert und unverziiglich in
ein Kryotube iiberfiihrt. Dieses wurde in eine gekiihlte (4 °C) und von Isopropanol
umgebende Einfrierbox gestellt und darin zum kontrollierten Einfrieren flir mindestens
24 h bei —70 °C gelagert. Zur langfristigen Lagerung wurden die Kryotubes in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Da DMSO die Zellen schidigt, sollte das Auftauen so schnell wie moglich
erfolgen. Dazu wurden die Zellen unverziiglich nach dem Auftauen in 10 ml und 37 °C
warmen Medium verdiinnt. Danach wurden sie zentrifugiert (1000 Rpm, 5 min und RT)
und anschlieBend je nach GroBe des Zellpellets in kleine (25 cm?) oder mittlere (75 cm?)

Flaschen ausgesiit.

2.2.2.2 Isolierung von Fibroblasten aus Muntjak-Bindegewebe

Zur Etablierung einer primédren Muntjakfibroblastenzelllinie wurde ein Stiick
Bindegewebe aus dem Bauchinnenraum eines frisch getdteten, ménnlichen Muntjaks
(Muntiacus reevesi) entnommen. Das Gewebestiick (ca. 1 cm’) wurde unter sterilen
Bedingungen mit PBS gewaschen und mit zwei Skalpellklingen in kleine Stiickchen
geschnitten. Diese zerkleinerten Gewebestiickchen wurden in Trypsin getrdnkt und
anschlieBend in kleine (25 cm?®) Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Nachdem die
Gewebestlickchen am Flaschenboden angeheftet waren, wurde vorsichtig 5 ml Best-
Medium (siche Arbeiten mit Zellen, 2.1.2.4) zugegeben. Nach 3 Tagen bei 37 °C zeigten
sich die ersten Zellen am Rand der angehefteten Gewebestiickchen, und das Best-
Medium wurde gewechselt. Nach weiteren 7 Tagen und einem Mediumwechsel wurden
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die Gewebestiickchen entfernt, und die ausgewachsenen Fibroblasten wurden in mittlere
(75 cm?®) Flaschen umgesetzt. Nach weiteren 4 Tagen (14 Tage nach Entnahme der
Gewebeprobe) wurden die primdren Muntjakfibroblasten aus jeweils einer mittleren
Flasche in einem Kryotube eingefroren oder in Standard-Medium weiter kultiviert (siche

Zellkultur, 2.2.2.1).

2.2.2.3 Transfektion von Muntjakfibroblasten

Die Transfektion der Muntjakfibroblasten erfolgte in 6-Well Platten mittels
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Hierzu wurden am Tag vor der Transfektion unter
sterilen Bedingungen die Platten mit Deckgldsern (18 x 18 mm) versehen und jeweils 1-4
x 10° Zellen ausgesit, so dass die Platte zum Zeitpunkt der Transfektion 90-95%
konfluent war. Kurz vor der Transfektion wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen
und mit 1,5 ml frischem Medium (EMEM, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und ohne
Antibiotika) versetzt. Pro Deckglas wurden 4 pg Plasmid-DNA in 250 pl OptiMEM
(serumfreies Medium; Invitrogen) und 10 pl Lipofectamine in 250 pl OptiMEM
verdiinnt. Nach 5 min wurden beide Ansétze vereinigt und fiir 20 min inkubiert. Das
Gemisch wurde zu den Zellen gegeben und diese fiir 36 h bei 37 °C im Brutschrank
kultiviert. Danach wurden die Zellen fixiert, gegebenenfalls mit Antikdrpern behandelt
(siche Immunfiarbung, 2.2.2.4) und unter einem Fluoreszenzmikroskop auf die
Expression der Plasmide wuntersucht (siche Mikroskopische Auswertung und

Bildverarbeitung, 2.2.2.7).
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2.2.2.4 Immunfarbung

Um die Lokalisation von TRF2 in Muntjakfibroblasten zu untersuchen, wurden
diese auf Deckgldsern (18 x 18 mm) in 6-Well Platten ausgesét und gegebenenfalls mit
einem Plasmid transfiziert (siche Transfektion von Muntjakfibroblasten, 2.2.2.3). Einen
Tag nach dem Aussden bzw. 36 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit
1,2x PEM-Puffer gewaschen und fiir 10 min mit 3,7% Paraformaldehyd/1,2x PEM
fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit PBS/0,5% Triton X
fir 10 min permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation mit PBTG-Puffer fiir mind. 10 min geséttigt
(Scherthan et al., 2000). Als primirer Antikdrper wurde in der Regel der monoklonale
anti-TRF2 Antikorper (Imgenex) 1:500 in PBTG verdiinnt. Jedes Deckglas wurde mit 20
ul Antikorperlosung tiberschichtet, mit einem Stiick Parafilm bedeckt und iiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Deckgliser 3 x 5 min mit PBTG gewaschen
und mit dem sekunddren Antikorper, in diesem Fall mit einem Cy3-konjugierten anti-
Maus Antikorper (1:1000), fiir 30-45 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen
fiir 3 x 5 min in PBTG wurden die Deckgldser mit DAPI-haltigem VectaShield Medium
(1 pg/ml) versetzt und auf Objekttrager iiberfiihrt. Die Zellen wurden danach im
Fluoreszenzmikroskop  ausgewertet (siche = Mikroskopische = Auswertung und

Bildverarbeitung, 2.2.2.7).
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2.2.2.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung dient der Lokalisation spezifischer
Nukleinsiduresequenzen und wurde erstmalig 1969 von Gall und Pardue sowie von John
et al. beschrieben. Die zundchst verwendeten radioaktiv-markierten Sonden wurden ab
den 1980iger Jahren durch Biotin-markierte Sonden, die mit Hilfe von Avidin-
konjugierten Fluoreszenzfarbstoffen sichtbar gemacht werden, ersetzt (Manuelidis et al.,
1982; Pinkel et al., 1986). Heutzutage werden oftmals Biotin- oder Digoxigenin-
markierte Sonden oder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sonden
verwendet. Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) soll auf der einen Seite die
Struktur der Priparate, meist Metaphasechromosomen, mdoglichst gut erhalten bleiben
und auf der anderen Seite eine moglichst effiziente Hybridisierung gewihrleistet sein. In
der Regel besteht ein FISH-Protokoll daher aus der Préparation und Fixierung der
Chromosomen, der Herstellung und Markierung der Sonden, der Denaturierung von
Chromosomen und Sonden, der eigentlichen Hybridisierung und dem Nachweis der

hybridisierten Sondenmolekiile (Scherthan, 2002).

2.2.2.5.1 Praparation von Metaphasechromosomen

Um die Ausbeute an Metaphasechromosomen zu erhdhen, wurde zunéchst das
Wachstum der Zellen synchronisiert. Zu einer proliferierenden, 50-70% konfluenten
Zellkultur wurde Thymidin (Endkonz. 500 pg/ml) zugegeben, wodurch der Zellzyklus in

der Mitte der S-Phase angehalten wird (Dutrillaux und Couturier, 1983). Nach 12-20 h
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wurde das Thymidin durch mehrmaligen Mediumwechsel herausgewaschen.
Anschlieend wurde BrdU (Endkonz. 14 pg/ml) dazugegeben, um die spitere DAPI-
Bénderung zu verstérken (Fronicke und Scherthan, 1997). Sobald die ersten mitotischen
Zellen zu erkennen waren (nach etwa 4-6 h), wurde das Spindelgift Colcemid (Endkonz.
100 ng/ml) fiir 1-2 h zugegeben. Danach erfolgte das Abernten der mitotischen Zellen,
indem das Medium abgenommen und der Zellrasen fiir wenige Minuten mit PBS/1%
EDTA behandelt wurde. Mitotische Zellen wurden durch vorsichtiges Klopfen an der
Kulturflasche vom Boden gelost, wihrend die restlichen Zellen noch adhérent blieben.
Danach wurden die mitotischen Zellen mit dem PBS/EDTA-Puffer abpipettiert und mit
Medium aus dem Uberstand vereinigt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1000 Rpm, 5-
10 min, RT), mit PBS gewaschen und in einem 15-ml Zentrifugenréhrchen
zusammengefasst. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 50 mM KCI-Lésung
resuspendiert und fiir 15-20 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (1000
Rpm, 5 min, RT) wurde der Uberstand bis auf einen kleinen Rest (50-200 ul) verworfen
und das Zellpellet darin resuspendiert. Dann wurde frisches, eisgekiihltes Fixativ
(Methanol/Essigsdure 3:1) langsam dazugegeben und immer wieder griindlich
durchmischt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde die Zellsuspension
mindestens flinfmal mit kaltem Fixativ gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde
das Pellet entweder in 5 ml Fixativ zur Lagerung bei —20 °C aufgenommen oder es wurde
zum Auftropfen in 250-500 pl Fixativ supendiert. Hierzu wurden einige Tropfen auf
Ethanol-gereinigte, angehauchte OTs aufgetropft und sobald sich das Fixativ verfliichtigt
hatte, wurden die OTs fiir etwa 1 min tiber heiBem Wasserdampf getrocknet (Scherthan,

2002). Die Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte bei —20 °C.
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2.2.2.5.2 Herstellung von Cgt 1-DNA

Cot 1-DNA besteht vor allem aus hoch- und mittelrepetitiven DNA-Sequenzen
und wird bei Hybridisierungen zur Unterdriickung repetitiver Sequenzen eingesetzt. Die
Cot 1-DNA wurde wie von Kappler et al. (1998) beschrieben hergestellt. Dazu wurde
fragmentierte, genomische Muntjak-DNA auf eine Konzentration von 1 mg/ml in 0,3 M
NaCl eingestellt. Die DNA wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert, dann genau fiir 330 sec
bei 65 °C renaturiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Danach wurden die wenig
repetitiven Einzelstrdnge mit der S1-Nuklease (Roche) fiir 30 min bei 37 °C verdaut. Die
verbleibende doppelstringige DNA wurde mit Isopropanol gefillt, in TE-Puffer

aufgenommen und bei —20 °C aufbewabhrt.

2.2.2.5.3 Markierung von DNA-Sonden

Zur Markierung der DNA-Sonden wurden drei verschiedene Verfahren, nidmlich
die Nick-Translation (Rigby et al., 1977), das Random-Priming (Feinberg und
Vogelstein, 1983) und das End-Labeling (Roychoudhury et al., 1976) verwendet. Als
Template dienten PCR-Produkte, Plasmide oder Oligonukleotide, die entweder mit Biotin
oder Digoxigenin markiert wurden. Bei der Nick-Translation setzt die DNasel
Einzelstrangbriiche in die zu markierende DNA, die dann von der DNA-Polymerase | in
3°-5" Richtung abgebaut und mit markierten und nicht-markierten Nukleotiden wieder

aufgefiillt wird. Die Reaktion wurde mittels Biotin bzw. Digoxigenin Nick Translation
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Mix (Roche) durchgefiihrt. In der Regel wurden 1-2 pg Template-DNA in einem
Reaktionsansatz (20 pl) bei 15 °C fiir 3 h markiert.

Beim Random-Priming binden kurze Primer (Oktamere im Fall des Kit der Firma
Invitrogen) an denaturierte DNA, von wo aus das Klenow-Fragment beim Vorhandensein
von markierten Nukleotiden einen neuen, markierten Strang synthetisiert. Die Random-
Prime Reaktion wurde mit dem BioPrime DNA Labeling System (Invitrogen) nach
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Zur Herstellung einer Dig-markierten Sonde
wurde die INTP-Mischung des Kits durch folgende 10x dNTP-Mischung ersetzt: 0,2 mM
Digoxigenin-11-dUTP (Roche), 1 mM dTTP, 2 mM dATP, 2mM dCTP, 2 mM dTTP.

Fir die Markierung von kurzen DNA-Fragmenten (Oligonukleotide) wird die
End-Labeling Methode verwendet, bei der die Terminale Transferase eine Template
unabhingige Reaktion, ndmlich die Verkniipfung von dNTPs und dem 3°-Ende von
einzel- oder doppelstrangiger DNA, katalysiert. In dieser Arbeit wurden die Telomer-
Oligonukleotide (T,AG3); und (C3TA;);) mit Biotin bzw. Digoxigenin markiert
(Scherthan und Cremer, 1994). Die Reaktion wurde in einem 50 pl Volumen
folgendermallen angesetzt: 1 pl (T2AG3); oder (C3TA,); Oligo (160 ng/ul), 1,5 pl Biotin-
14-dUTP (1 mM), 2,15 ul dATP (1 mM), 10 pl 5x Reaktionspuffer, 0,5 ul CoCl,-Losung
(25 mM), 2,5 pl Terminale Transferase (25 U/ul; Roche) und 32,35 pl H,O. Zur
Herstellung einer Digoxigenin-markierten Telomersonde wurde der gleiche Ansatz, nur
mit verdnderten Nukleotiden (1 pl Dig-11-dUTP (1 mM) und 6 pl dATP (1 mM)),
angesetzt. Nach drei Stunden bei 37 °C wurde jeder Ansatz mit 20 ug tRNA von E. coli
versetzt und mit Ethanol gefdllt. AbschlieBend wurde jeder Ansatz in 16 pl H,O

suspendiert, so dass die Sondenkonzentration ungefdhr 10 ng/ul betrug. Die
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Konzentration und Markierungseffizienz aller Sonden wurde zum einen im Agarosegel

und zum anderen im sogenannten Dot-Blot Test tiberpriift.

2.2.25.4 Dot-Blot

Mit Hilfe des Dot-Blot-Tests, der auf einem antikoérpergekoppelten Enzym- und
Farbreaktionssystem beruht, wurde der Einbau der Biotin- bzw. Digoxigenin-markierten
Nukleotide in die DNA-Sonden iiberpriift (Scherthan und Cremer, 1994). Dazu wurde
eine Verdiinnungsreihe der markierten Sonde in 6x SSC auf eine Nylonmembran
aufgetragen und mittels UV-Licht auf der Membran fixiert. Dann wurde die Membran
mit AP1/1% BSA-Puffer gewaschen und mit Streptavidin-Alkalische Phosphatase
(Roche; Verdiinnung 1:5000 in AP1-Puffer) bzw. Anti-DIG-Alkalische Phosphatase
(Roche; 1:1000) fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Waschen mit AP2-Puffer wurde die
Membran mit einer NBT/BCIP-Férbelosung (Roche) fiir 10-30 min im Dunkeln
inkubiert. Bei einer guten Markierung sind die ersten zwei Punkte (Dots) der
Verdiinnungsreihe schon nach wenigen Minuten sichtbar und weitere Farbreaktionen der
Verdiinnungsreihe sollten am Ende der Inkubationszeit erkennbar sein. Wenn dies nicht

der Fall war, wurde die Sonde verworfen.

2.2.2.5.,5 Vorbehandlung der Sonden-DNA fur die in situ Hybridisierung

Um die nicht eingebauten Nukleotide von der Sonde zu trennen und um eine

definierte DNA-Menge bei der Hybridisierung einzusetzen, wurden die markierten
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Sonden zusammen mit gescherter E. coli-DNA oder muntjakspezifischer Cot-DNA
gefillt. Hierzu wurde der Ansatz (Sonde und Carrier- bzw. Cot-DNA) mit 1/10 Volumen
3 M NaAc (pH 5,5) und 2%4-3 Volumen absolutem Ethanol versetzt, durchmischt und fiir
15 min bei =70 °C oder iiber Nacht bei —20 °C inkubiert. Die gefdllte DNA wurde
zentrifugiert (14 000 Rpm, 30 min, 4 °C), mit 70% EtOH gewaschen und luftgetrocknet.
Die DNA wurde dann direkt in der Hybridisierungslésung (Hybmix) aufgenommen und
darin fiir 1-2 h bei 50 °C gelost. Die Konzentration der Sonde im Hybmix betrug in der
Regel 50 ng/pl und die Konzentration der Carrier- bzw. Cot-DNA 1pg/ul. Die DNA
wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und entweder direkt auf Eis gestellt oder zum
Abblocken repetitiver Sequenzen fiir 1-2 h bei 37 °C vorhybridisiert. Die Sonden waren

nun bereit fiir die in situ Hybridisierung.

2.2.2.5.6 Vorbehandlung der Chromosomen und in situ Hybridisierung

Die nédchsten Schritte dienten der Vorbereitung der Objekttrager fiir die FISH. Als
erstes wurden die Metaphasechromosomen zur Erhaltung der Struktur fiir 1 h bei 90 °C
gehiértet (Kappler et al., 1998). AnschlieBend wurde das Chromatin aufgelockert, um es
fiir Sonden zuginglicher zu machen. Hierzu wurde jeweils ein OT mit 100 pl
Natriumthiocyanat-Losung (1 M NaSCN) versetzt, mit einem Deckglas (24 x 60 mm)
bedeckt und fiir 15 min bei 90 °C inkubiert. Nach kurzem Waschen mit destilliertem
Wasser erfolgte die Denaturierung des Chromatins in 100 pl 70% Formamid/ 2x SSC
(pH 7,0) unter einem Deckglas (24 x 60 mm) fiir 2 min bei 68-72 °C. Die OTs wurden

wieder kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und luftgetrocknet. AnschlieBend wurde
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je 1,2 ul Hybmix (inkl. denaturierte Sonde und Carrier- bzw. Copt-DNA) auf zuvor
markierte Bereiche des OTs gegeben, mit einem runden Deckglas (& 10 mm) bedeckt
und mit Fixogum (Rubber Cement; Marabu) versiegelt. Die eigentliche Hybridisierung

erfolgte fiir 1-3 Tage in einer feuchten Kammer bei 37 °C.

2.2.25.7 Detektion

Bei der Detektion von Biotin-markierten DNA-Fragmenten wurde die hohe
Affinitdit von Biotin zu Avidin, das mit dem  Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC; griin) gekoppelt ist, ausgenutzt. Digoxigenin-markierte
DNA-Fragmente wurden mit Rhodamin-konjugierten anti-Dig-Fab-Antikorper-
fragmenten (rot) nachgewiesen. Nach der Hybridisierung wurden die OTs zunéchst 2 x 5
min in 0,05x SSC bei 42 °C gewaschen und dann zum Blocken unspezifischer
Bindungsstellen 3 x 5 min in BT/1% BSA bei 37 °C inkubiert. Je OT wurden 100 pl
Avidin-FITC  (Verdinnung 1:250 in BT-Puffer) und Rhodamin-anti-Dig
Antikorperlosung (1:500 in BT) aufgetragen und mit einem Deckglas (24 x 60 mm)
bedeckt. Die Inkubation erfolgte fiir 45 min bei 37 °C. Danach wurden die OTs 3 x 5 min
in BT-Puffer bei 37 °C gewaschen. Um die Fluoreszenzsignale von Biotin-markierten
Priaparaten zu verstirken, wurden die OTs mit einem Biotin-konjugierten anti-Avidin-
Antikorper (Verdiinnung 1:500 in BT) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die OTs wieder mit Avidin-FITC (1:500) fiir 30 min bei 37 °C versetzt
und danach gewaschen. AbschlieBend wurde jeder OT mit 18 pl DAPI-haltigem

VectaShield Medium (1 pg/ml) versetzt und eingedeckt. Um die DAPI-Bédnderung der
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Chromosomen zu verstidrken, wurde das VectaShield Medium mit Actinomycin D
(Endkonz. 10 pg/ml) versetzt und die DAPI-Konzentration auf 0,5 pg/ml (Endkonz.)
reduziert (Kappler et al., 1998). Die Préparate konnten nun im Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet werden (sieche Mikroskopische Auswertung und Bildverarbeitung, 2.2.2.7).

2.2.2.6 Fiber-FISH

Bei der Fiber-FISH werden Chromatinfasern auf einem Objekttrager gestreckt
und fixiert, um anschlieBend eine Hybridisierung mit in der Regel mindestens zwei
verschiedenen Sonden durchzufiihren. Muntjakfibroblasten aus jeweils einer grofen (150
cm®) Zellkulturflasche wurden hierzu abgeerntet, mit PBS gewaschen und mit einer
hypotonen KCI-Losung (0,05 M KCl) fiir 20 min bei 37 °C behandelt. Die
Zellsuspension wurde zentrifugiert (1000 Rpm, 10 min) und nach GréBe des Pellets in
etwa 1 ml 0,05 M KCI aufgenommen. 20 pl der Zellsuspension wurde auf Ethanol-
gereinigte Objekttrager gegeben und mit entweder 20 pl Lipsol (5%) oder mit 20 pl
NaOH (0,1 M) vermischt. Nach etwa einer Minute wurde ein Deckgldschen im schrigen
Winkel langsam und ohne zu starken Druck iiber den Objekttriger gezogen. Die so
gestreckten Chromatinfasern wurden kurz luftgetrocknet und dann fiir 2 x 5 min in
eiskaltem Fixativ (Methanol-Eisessig 3:1) fixiert. Des weiteren wurden die OTs noch mit
1 M NaSCN fiir 15 min bei 90 °C behandelt. Die Denaturierung der Chromatinfasern
erfolgte mit 70% Formamid/2x SSC fiir 4 min bei 72 °C, wihrend die biotinylierte
Telomersonde fiir 5 min bei 95 °C im Hybmix denaturiert wurde. Zur Hybridisierung
wurde die Telomersonde auf den OT mit den denaturierten Chromatinfasern iiberfiihrt
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und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die denaturierte Digoxigenin-
markierte TGS400-Sonde zur Hybridisierung mit den Chromatinfasern fiir 1-3 Tage in
einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Die Detektion erfolgte wie bei der

herkémmlichen FISH (siehe Detektion, 2.2.2.5.7).

2.2.2.7 Mikroskopische Auswertung und Bildverarbeitung

Die Auswertung der Priparate erfolgte an einem Zeiss Fluoreszenzmikroskop
(Axioskop I), das zur Darstellung blauer, griiner, roter und infraroter Fluoreszenzsignale
mit Einzelbandpassfiltern ausgestattet war. Des weiteren war ein Doppelbandpassfilter
installiert, der die simultane Aufnahme von roten und griinen Fluoreszenzen erlaubte. Die
Signale der verschiedenen Fluoreszenzen wurden mit einer gekiihlten CCD-
Monochromkamera (Hamamatsu) aufgenommen, mit Hilfe des Programms ISIS
(MetaSystems) verarbeitet und zu einem Bild zusammengesetzt. Aulerdem konnten mit
dem Programm DAPI-gefirbte Chromosomen als invertierte Schwarzweif3-Bilder
dargestellt werden. Die nachtrigliche Bildverarbeitung und das Erstellen der

Abbildungen erfolgte mit den Programmen Adobe Photoshop und Paintshop Pro.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 TRAP-Assay

Die verwendete Methode zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit (Telomerase
Repeat Amplification Protocol; TRAP) beruht auf dem Protokoll von Kim et al. (1994)
und wurde von der Firma Chemicon optimiert. Die Isolation der Proteine und
Bestimmung der Telomeraseaktivitit wurde daher genau nach dem Protokoll des
TRAPeze Telomerase Detection Kit (Chemicon) durchgefiihrt (http://www.chemicon.
com/webfiles/PDF/S7700.pdf). Dabei verlingert die Telomerase ein Oligonukleotid
(Substrat), das im zweiten Schritt mittels PCR amplifiziert und in einem Polyacrylamid-
Gel sichtbar gemacht wird. Aufgrund der repetitiven Telomersequenz entsteht ein
Leitermuster. Die Methode ist relativ anféllig gegeniiber Kontaminationen, weil zum
einen die RNA- und Proteinkomponente der Telomerase isoliert werden muss und zum
anderen der Nachweis mittels PCR erfolgt. Daher wurden nur RNase-freie Materialien
verwendet und Losungen zum Teil mit RNase OUT Inhibitor (Invitrogen) versetzt.
Auflerdem wurden bei jedem PCR-Ansatz verschiedene Negativ- und Positivkontrollen

mitgefiihrt.

2.2.3.1.1 Isolation von Proteinen

Proteinextrakte wurden aus Muntjakfibroblasten, HeLa-Zellen, Muntjak-

Testisgewebe und humanem Testisgewebe gewonnen. Hierzu wurden 1-2 x 10°
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Fibroblastenzellen trypsiniert, mit PBS gewaschen und in eiskaltem Waschpuffer
aufgenommen. Nach Uberfiihrung in Eppendorf-ReaktionsgefiBe wurden die Zellen bei
6000 Rpm, 6 min und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl eiskaltem
Lysepuffer durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Die Extraktion aus Testisgewebe erfolgte mit einem Homogenisator.
Hierzu wurde 1 g Gewebe in 1,5 ml eisgekiihltem Lysepuffer homogenisiert und
ebenfalls fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Zell- sowie der Gewebeextrakt
zentrifugiert (14 000 Rpm, 4 °C, 20 min), um grébere Zellpartikel zu sedimentieren. Der
Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und sofort auf Trockeneis eingefroren. Die

Aufbewahrung fand bei —70 °C statt.

2.2.3.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford dient der Ermittlung der
Proteinkonzentration (Bradford, 1976). Bei dieser Methode bildet der Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G (Bradford-Reagenz) einen Komplex mit vorhandenen
Proteinen und nimmt dabei eine blaue Farbe an. Die Intensitit der blauen Farbe wird im
Photometer bei einer Wellenlinge von 595 nm gemessen. Die Durchfiihrung der
Messung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Sigma) des Bradford-Reagenz. Hierzu
wurde zundchst eine Eichreihe pipettiert, wobei BSA in 1:1000 verdiinntem Probenpuffer
(hier Lysepuffer) auf Konzentrationen von 1; 2; 4; 5; 7,5 und 10 pg/ml eingestellt wurde.
Die Proben wurden 1:1000 in H,O verdiinnt. Jeweils 80 ul einer Probe bzw. einer BSA-

Verdiinnung wurden mit 20 pl Bradford-Reagenz vermischt, und nach einigen Minuten
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wurde die Absorption in einem Mikroplatten-Photometer (Anthos Mikrosysteme)
gemessen. Anhand der BSA-Verdiinnungen konnte eine Eichgerade erstellt werden und

die Proteinkonzentration der einzelnen Proben bestimmt werden.

2.2.3.1.3 Bestimmung der Telomeraseaktivitat

Die Messung der Telomeraseaktivitdt erfolgte nach dem Protokoll des TRAPeze
Telomerase Detection Kit (Chemicon). Hierzu wurden pro Reaktion Zell- oder
Gewebeextrakte mit einer Proteinmenge von 1-2 pg eingesetzt (siehe Isolation von
Proteinen, 2.2.3.1.1). Das Verldngern des Oligonukleotids beim Vorhandensein von
Telomerase und die anschlieBende Amplifizierung mittels PCR fand in einem 50-pl
Reaktionsansatz statt. Der Amplifizierung ging eine 45-miniitige Phase bei 30 °C voraus,
gefolgt von einer 3-miniitigen Denaturierung und 30-35 PCR-Zyklen (30 sec bei 94 °C,

30 sec bei 55 °C und 1 min bei 72 °C).

Reagenz Volumen pro Reaktion  Endkonzentration
10x TRAP-Puffer Sul 1x

dNTPs (10 mM je Nukleotid) 1l 200 pM je Nukleotid
TS-21 Primer (10 uM) 1 ul 0,2 uM
Telo-Primer rv (10 uM) 1 ul 0,2 uM
Proteinextrakt x ul 1-2 pg Protein
Tag-Polymerase (Qiagen) 0,4 pl 2 Units pro Reaktion
RNase-freies Aqua dest. x ul -
Gesamtvolumen 50 pl
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Zur Visualisierung der Reaktionen wurden alle PCR-Produkte mit Ethanol gefillt
und in 10 pl H»0 resuspendiert. Die Proben wurden mit 2 pl 11x Ladepuffer gemischt
und auf ein 13% Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Standard dienten 10 pl eines 50-bp
Markers (Fermentas). Die Herstellung eines Polyacrylamidgels (60 ml) erfolgte aus 20 ml
40% Acrylamid/bis-Acrylamid (29:1; Roth), 12 ml 5x TBE, 27,5 ml H,0, 420 ul 10%
APS und 30 pul TEMED. Dieses wurde zwischen zwei Glasplatten, die in einem
GieBgestell fixiert worden waren, gegossen und nach Aushértung in die Laufapparatur
eingespannt und mit TBE-Puffer {iberschichtet. Der Gellauf erfolgte bei 150 V fiir etwa
5-6 h. AnschlieBend wurde das Gel fiir 15-20 min in SybrGreen-Ldosung (Sigma;
Verdiinnung 1:10 000 in TBE) bei 4 °C gefarbt. AbschlieBend wurde das Gel mit dem
Fluorlmager 575 (Molecular Dynamics) eingescannt und mit dem Programm

ImageQuant ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Kombinierte Telomer-Satelliten PCR

Der indische Muntjak besitzt mit 6 (Q) bzw. 7 (&) Chromosomen die niedrigste
bekannte diploide Chromosomenzahl aller Sdugetiere (Wurster und Benirschke, 1970).
Es wird angenommen, dass die Reduktion der Chromosomenzahl durch zahlreiche
Chromosomenfusionen vom Typ der Tandem- und Robertson’schen Fusion im Laufe der
Evolution entstanden ist und dass bei den Tandemfusionen Briiche und anschlieBende
Reparatur zwischen Satelliten-DNA und Telomersequenzen eine wichtige Rolle gespielt
haben (zur Ubersicht siehe Elder und Hsu, 1988; Scherthan, 1995). Diese Reparatur
konnte durch illegitime Rekombination erfolgt sein und als Relikte miissten Satelliten-
und Telomersequenzen direkt nebeneinander zu finden sein (zur Ubersicht siehe
Scherthan, 1995). Um solche mutmallichen Fusionspunkte im indischen Muntjakgenom
aufzuspiiren, wurde mit Hilfe einer PCR-Strategie benachbarte Telomer- und Satelliten-
DNA isoliert und sequenziert. Des weiteren wurde das Vorhandensein von solchen
benachbarten Telomer- und Satellitensequenzen mit Hilfe von Fluoreszenz in situ
Hybridisierungen untersucht.

Die PCR-Strategie bestand aus unterschiedlichen Kombinationen von jeweils
einem Telomer- und einem Satellitenprimer, die in verschiedenen PCR-Ansédtzen mit
genomischer MMV-DNA getestet wurden. Wahrend die Telomerprimer aus der in allen
Wirbeltieren vorkommenden Telomersequenz (T>AG3), (TeloG-Primer) und der

komplementdren Sequenz (Cs;TA;), (TeloC-Primer) bestanden, wurden die
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Satellitenprimer fiir Muntjak-spezifische Satellitensequenzen ausgewihlt. So besteht der
SatIA-Primer aus Sequenzen der MMV Satelliten-DNA TA (Bogenberger et al., 1985) und
der Munt2-Primer aus MRE Satelliten-DNA I (Lin et al., 1991; Bayerer, 2000). Um nur
direkt benachbarte Sequenzen zu amplifizieren, wurde zuvor die genomische Muntjak-
DNA mittels Ultraschall zu einer GréB3e von etwa 200 bis 1000 bp fragmentiert. Da es
sich bei den Primersequenzen um repetitive Sequenzen handelte, wurde jeder der vier
Primer (TeloG, TeloC, SatlA und Munt2) auch einzeln getestet. Bis auf ein mit dem
SatIA-Primer amplifiziertes ca. 800-bp Produkt konnten keine Produkte amplifiziert
werden (Abb. 6A). Dieses 800-bp-Produkt zeigt, dass im MMV-Genom Wiederholungen
der SatlA-Sequenz mit entgegengesetzter Orientierung in naher Nachbarschaft
vorkommen miissen. Die Abwesenheit jeglicher PCR-Produkte bei den PCR-Reaktionen
mit einzelnen Telomerprimern deutet auf das Fehlen von Telomersequenzen in direkter
Nachbarschaft mit entgegengesetzter Orientierung hin, wie sie bei Telomer-
Telomerfusionen entstehen kdnnten (Ijdo et al., 1991). Dagegen fiihrte die Kombination
aus beiden Telomerprimern, wie aufgrund der repetitiven Struktur der Telomer-DNA zu
erwarten ist, zu der Amplifikation von Telomersequenzen mit unterschiedlicher Linge
(Abb. 6A). Die Kombinationen aus jeweils einem Telomer- und einem Satellitenprimer
filhrte in allen Reaktionen zu spezifischen PCR-Produkten (Abb. 6A). So ergab die
Kombination aus dem G-reichen Telomerprimer TeloG und dem Satellitenprimer SatlIA
ein 400-bp Produkt, im Folgenden als TGS400 bezeichnet, wihrend die Kombination aus
TeloG-Primer und der Satellitenprimer Munt2 zwei PCR-Produkte mit einer Grofle von
225 bp (TGM225) und 451 bp (TGM451) ergaben. Der C-reiche Telomerprimer TeloC

fiihrte in Kombination mit dem SatlA-Primer zu einem 165-bp Produkt (TCS165) und
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einem 349-bp Produkt (TCS349) sowie in Kombination mit Munt2 zu einem 431-bp
Produkt (TCM431). Alle hier beschriebenen Produkte wurden in mehrfach wiederholten
und mit DNA aus verschiedenen MMV-Zelllinien durchgefiihrten PCR-Reaktionen

bestitigt.

M K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M M 10 11 12

D

Abb. 6: PCR-Experimente mit verschiedenen Primerkombinationen und genomischer Muntjak-
DNA. (A) Reaktionen mit MMV-DNA und einzelnen Primern ergaben ein PCR-Produkt von ca.
800 bp mit dem Primer SatlA (Spur 3). Die Kombination aus beiden Telomerprimern fiihrte zu
einem erwarteten Schmier (Spur 5), wihrend die Kombinationen aus einem Telomer- und einem
Satellitenprimer zu einer Reihe von spezifischen Banden (Pfeile) fiihrten: Ein 400-bp Produkt in
Spur 6, ein 451-bp und ein 225-bp Produkt in Spur 7, ein 349-bp und ein 165-bp Produkt in Spur
8 und ein 421-bp Produkt in Spur 9. (B) Nested PCR mit MMV-DNA und Primern, die die
Fusionsstelle iiberspannen, bestétigten die Spezifitit der Produkte TGS400 (Spur 10), TGM225
(Spur 11) und TCS165 (Spur 12). (C) PCR mit MMV-DNA und verschiedenen Kombinationen
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aus je einem Telomer- und einem Satelliten-I1I-Primer. Insgesamt fiinf spezifische PCR-Produkte
(Pfeile) wurden in acht getesteten Kombinationen detektiert. (D) PCR mit MRE-DNA und
Primerkombinationen wie in A. Die Kombinationen aus beiden Telomerprimern resultierten
ebenfalls in einem Schmier (Spur 5), wihrend die Kombination aus einem Telomer- und einem
Satellitenprimer zu insgesamt drei Produkten fiihrte, nimlich zu zwei Produkten mit der
Kombination TeloG und Munt2 (Spur 7) und zu einem Produkt mit der Kombination TeloC und
SatlA (Spur 8). Primerkombinationen: 1: TeloG, 2: TeloC, 3: SatlA, 4: Munt2, 5: TeloG +
TeloC, 6: TeloG + SatlA, 7: TeloG + Munt2, 8 : TeloC + SatlA, 9: TeloC + Munt2, 10:
Nested TGS400 fw + Nested TGS400 rv, 11: Nested TGM225 fw + Nested TGM225 rv, 12:
Nested TCS165 fw + Nested TCS165 rv, 13: TeloG + Satll fw, 14: TeloG + Satll rv, 15: TeloG
+ Satll modified fw, 16: TeloG + Satll modified rv, 17: TeloC + Satll fw, 18: TeloC + Satll rv,
19: TeloC + Satll modified fw, 20: TeloC + Satll modified rv, M: Verschiedene DNA-Marker,

K: Kontrolle (negativ). Die GroBen der Markerbanden sind jeweils in kb angegeben.

Zum Vergleich wurden PCR-Reaktionen mit fragmentierter MRE-DNA und mit
den gleichen Primerkombinationen durchgefiihrt. Dabei entstanden bei den Reaktionen
mit einzelnen Primern keine Produkte, wihrend bei der Kombination beider
Telomerprimer der erwartete Schmier von Fragmenten unterschiedlicher Lénge entstand.
Die Kombination aus einem Telomer- und einem Satellitenprimer fithrte mit MRE-DNA
zu insgesamt drei PCR-Produkten. So konnte mit der Primerkombination TeloG und
Munt2 zwei Produkte mit GroBen von 223 bp und 448 bp und mit der Kombination aus
TeloC und SatIA ein Produkt von 276 bp amplifiziert werden (Abb. 6D).

In jlingster Zeit haben Li et al., (2000b, 2000c) weitere Satelliten-DNAs im
indischen Muntjak nachgewiesen und die Vermutung gedufert, dass die Satelliten-DNA
IT ebenfalls eine Rolle bei den Chromosomenfusionen gespielt hat. Um eine mogliche
rdumliche Nédhe zwischen der Satelliten-DNA II und interstitiellen Telomersequenzen

nachzuweisen, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Kombinationen aus
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einem Telomer- und einem Satelliten-II-Primer iiberpriift. Mehrere Wiederholungen der
PCR-Reaktionen mit DNA aus verschiedenen MMV-Zelllinien bestétigten hier insgesamt
fiinf spezifische Produkte, die im Folgenden aufgelistet sind: Mit der Primerkombination
TeloG/Satll fw wurde ein 380-bp Produkt amplifiziert, mit TeloG/SatIl rv ein 281-bp
Produkt, mit TeloG/Satll modified rv ein 696-bp Produkt, mit TeloC/Satllrv 333-bp
Produkt und mit TeloC/Satll modified rv wurde ein 923-Produkt amplifiziert (Abb. 6C).
Alle hier beschriebenen PCR-Produkte wurden zur weiteren Untersuchung nach
elektrophoretischer Auftrennung aufgereinigt, in den T/A-Uberhangsvektor pGEM-T

easy (Promega) kloniert und sequenziert.

3.2 Sequenzanalyse der isolierten PCR-Produkte

Die Sequenzen der amplifizierten und klonierten PCR-Produkte wurden mit dem
Programm BLASTn und ClustalW analysiert. Wiahrend ClustalW die beste
Ubereinstimmung zwischen zwei vorgegebenen Sequenzen sucht, gleicht BLASTn die
eingegebene Sequenz mit denen der Datenbanken GenBank/EMBL/DDBJ ab und
bestimmt dabei den Grad an Ubereinstimmung zwischen zwei Sequenzen in Prozent.
Weiterhin gibt es die Linge in Basenpaaren an, auf die sich die Ubereinstimmung
bezieht. Zunidchst wurden die mit je einem Telomer- und einem Satl-Primer aus dem
MMV-Genom isolierten PCR-Produkte mit der BLASTn-Methode analysiert. Drei der
sechs PCR-Produkte, nimlich TGS400, TGM225 und TCS165 wiesen ein hohes Mal} an
Ubereinstimmung zu der Satelliten-DNA I von verschiedenen Hirscharten auf (Tab. 1).

Hierbei wurden nur Sequenziibereinstimmungen von mehr als 50 bp beriicksichtigt.
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Ubereinstimmungen zu den verwendeten Primersequenzen von ungefahr 20 Basenpaaren

wurden zwar von dem Programm erkannt, dienten aber lediglich als Kontrolle.

Tabelle 1: BLASTn-Analyse der kombinierten Telomer-Satelliten PCR-Produkte

PCR- Primer- Lange des  Bekannte DNA-Sequenzen mit der hochsten
Produkt kombination PCR- Ubereinstimmung zu den Sequenzen der
Produkts isolierten PCR-Produkte

TGS400 TeloG + SatlA 400 bp 97% (211 bp) - Muntjak Satelliten-Sequenz IA (X02323.1)
94% (177 bp) - M. reevesi Repetitive DNA-Sequenz (X56823.1)

82% (343 bp) - Cervus elaphus canadensis Satelliten-DNA(U53516.1)

TGM451 TeloG + Munt2 451 bp -
TGM225 TeloG + Munt2 225 bp 93% (132 bp) - M. reevesi Repetitive DNA-Sequenz (X56823.1)
90% (155 bp) - Muntjak Satelliten-Sequenz IA (X02323.1)
90% (63 bp) - Alces alces Satelliten-DNA (U53518.1)
TCS349 TeloC + SatIA 349 bp 93% (114 bp) - Bos taurus Klon RP42-354B6 (AC091660.2)
94% (110 bp) - Bos taurus Klon rp42-158g13 (AC105306.13)
94% (118 bp) - Bos taurus Butyrophilin Gen (AF005497.1)
TCS165 TeloC + SatIA 165 bp 92% (116 bp) — Cervus elaphus canadensis Satelliten-DNA(U53516.1)
90% (122 bp) - Odocoileus hemionus Satelliten-DNA (U55814.1)
89% (117 bp) - Muntjak Satelliten-Sequenz IA (X02323.1)
TCM431 TeloC + Munt2 431 bp 90% (149 bp) - Bos taurus Kappa Casein Gen, Intron 2 (AY185364.1)

91% (132 bp) - Bos taurus Klon rp42-513g13 (AC107065.4)
90% (133 bp) - Bos taurus Klon RP42-518P7 (AC129959.6)

Die zu jedem PCR-Produkt drei dhnlichsten DNA-Sequenzen aus der Datenbank (GenBank,
Version vom Mai 2003) sind mit Namen und GenBank-Nummern aufgelistet. Der Grad der
Ubereinstimmung ist in Prozent angegeben und bezieht sich auf die Linge der untersuchten
Sequenz der PCR-Produkte. Beriicksichtigt wurden nur Sequenzen von mehr als 50 bp. Fiir das

PCR-Produkt TGM451 wurden keine Ahnlichkeiten zu Sequenzen aus der Datenbank gefunden.

So besitzt die Sequenz von TGS400 die groBte Ubereinstimmung mit der
Satelliten-DNA IA des indischen Muntjaks, TGM225 die groBte Ubereinstimmung zu der

Satelliten-DNA I vom chinesischen Muntjak und TCS165 mit der Satelliten-DNA des
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nordamerikanischen Rothirsches (Cervus elaphus canadensis). Das PCR-Produkt
TGM451 wies keine Ahnlichkeit zu bekannten DNA-Sequenzen aus der Datenbank auf,
wihrend die Produkte TCS349 und TCM431 einen hohen Grad an Ubereinstimmung zu
nicht-kodierenden Sequenzen verschiedener Rinder-DNA-Klone aufwiesen (Tabelle 1).
Bei letzteren identifizierte das Programm RepeatMasker dariiber hinaus verschiedene
repetitive Sequenzen. So besitzt TCM431 eine Ahnlichkeit zu dem humanen LINE-
Motiv, wihrend TCS349 eine kurze Sequenz enthielt, die der humanen tRNA-Sequenz
dhnlich ist.

Weitere Untersuchungen der Satelliten-dhnlichen PCR-Produkte zeigten, dass
diese Telomersequenzen enthielten, die direkt an die Satelliten-DNA angrenzten.
Darauthin wurden die mit dem G-reichen Telomerprimer und einem Satellitenprimer
amplifizierten PCR-Produkte TGS400 und TGM225 mit der Satelliten-DNA IA vom
indischen Muntjak (MMV SatIA) verglichen. Dieser Clustal W-Vergleich zeigte, dass die
Telomersequenzen der beiden PCR-Produkte mit dem gleichen DNA-Strang der MMV
SatIA-DNA fusioniert waren, wenn auch an unterschiedlichen Positionen (Abb. 7A). Im
Unterschied dazu war die Telomersequenz des mit dem C-reichen Telomerprimer und
SatIA-Primer amplifizierte PCR-Produkt TCS165 mit dem komplementéren und reversen
Strang der MMV SatlA-DNA verbunden, was sich im Vergleich der TCS165-Sequenz
mit der Satelitten-DNA IA zeigte (Abb. 7B).

Um die direkte Verbindung zwischen Telomer- und Satellitensequenzen in den
PCR-Produkten TGS400, TGM225 und TCS165 zu tiberpriifen, wurde eine sogenannte
Nested PCR durchgefiihrt. Hierzu wurden Primer erstellt, die genau den Ubergang

zwischen Telomer- und Satellitensequenzen tiberspannen. Die Primer wurden in PCR-
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A MMVsatlA TGAAATCCAGCTTGCACTCAAGTCACTGCAGGAATTCCGTCCTGATTTCGAGTCAGGGCA 240
TGS400 ———-——-GGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-- 20
TGM225 == e GGTTAGGGTTAGGGTTAGGGCA 22
MMVsatlA TCTCGGGGTCGATTCCACTGGAGGCCGCAAATTCAAACTTCCCTCAACCAGACCTACAGC 300
TGS400 e TGGAGGCCGCAAATTCAA-CCTCCCTCAACCAGACCTACAGC 61
TGM225 TCTCGGGGTCGATTCCAGTGGAGGCCATAAATTCAA-CGTCCCTCTCCCAGATGTACAGC 81

*
MMVsatlA TGCGAGAAGCCTCCTCTTGTGGTGCTTGTGGACAGTTGGCATTCCTCTTGATTTGAAGCC 360
TGS400 TGCGAGAAGCCTCCTCTTGTGGTGCTTGTGGACAGTTGGCATTCCTCTTGATTTGAAGCC 121
TGM225 TGCGAGAAGCCTCCTCTTGTGGTGCTTGTGGACAGTTGGCATTCCTCTTGATTTGAAGCC 141
MMVsatlA AGGAAATCAGCTCTCAGCTCGAGATGATTCGGAATACA-GGAGCTGTTTCTGGTTGGTGA 419
TGS400 AGGAAATCAGCTCTCACCTCGAGATGATTCGGAATACACGGAGCTGTTTCTGGTTGGTGA 181
TGM225 AGGAAATTCGCTCTCACTTCGAAATGATTGGGGGTACACGAAGCTCTTTCTGCTTCCTTC 201

FhAAAAK  KhEkAEkAEk Ak AA AAAAAE kA kAR A kA AkAk AAAAAA Ak X

MMVsatIA AGTGACTTT-AGGATACCTCTAGACTTGAGACAGTGTACCTGGGGTTTCTAAGGATGCCA 478
TGS400 AGTGACTTT-AGGATCCCTCTAGACTTGAGACAGTGTTCCTGGGGTTTCTCTGGA-———— 235
TGM225 AGTTACTCTCAGGATTCCTCTCOA- = —— = ——m oo 225
KAhAh Khhkkhk Kk AhAkkAh KhhkAkkh Kk
MMVsatIA TCTAAGGATGCCATCAAGGAAATCAAGGCTCCTTTCGGGTTTGATGGGGAGCAGGCAATT 538
TGS400  —memee- GTGCCATCAAGGAAATCAAGGTTCCATTCGGGTTTGACGGGGAGCACGGAATT 288
TOM225 e
MMVsatIA GCTCTGCATGCTGTGCAGTGAAATCGGGCCTCAACTCGCGGCGAGGGGGGAGTCTCATCG 598
TGS400 GCTCTGCCCGCAGTGCAACGGAATCGGGCTTCATCTCTCGGCGAGGTGG-AGTCTCATGG 347
TOGM225 e
MMVsatIA TTTTTCTCGAGTTGCGGCGGGAACCTGGGGTATATTCTCGAGTTACGGCGGGGATGGCCC 658
TGS400 TTTTTCTCGAGTTGCGTCGGGAACCTGGGATTTATTCTCGAGTTACGGCGGGG-—————— 400
TOM225 e
MMVsatiA TAAGGATGCCATCAAGGAAATCAAGGCTCCTTTCGGGTT--TGATGGGGAGCAGGCAATT 538
B TCS165  —mmmeeo CCTAACCCTAACCCTAACCCTTTGACTGTGTGGATGAAMAGGGGCACGGAATT 53
* * * *x *x * Kk Kk *k Khkk K Kkkk
MMVsatlA GCTCTGCATGCTGTGCAGTGAAATCGGGCCTCAACTCGCGGCGAGGGGGGAGTCTCATCG 598
TCS165 TCTCTGCACGCAGTGCAGGGGAATCGOGCTTCATCTCGCOGCGAGGGREGAGTCTCTTGE 113
E
MMVsatIA TTTTTCTCGAGTTGCGGCGGGAACCTGGGGTATATTCTCGAGTTACGGCGGGGATGGCCC 658
TCS165 TTTTTCTCTAGTTGCGGCGAGA-CCTGGGGTATATTCTCGAGTTACGGCGGGG-—————— 165

*x

Abb. 7: Sequenzvergleiche zwischen den PCR-Produkten TGS400 (GenBank-Nummer
AY322158), TGM225 (AY322159), TCS165 (AY322160) und der MMV SatIA-DNA (X02323).
Nukleotidiibereinstimmungen sind mit Sternchen gekennzeichnt und Telomersequenzen sind
fettgedruckt. (A) Die beiden mit dem G-reichen Telomerprimer TeloG und einem
Satellitenprimer isolerten PCR-Produkte zeigen eine groBe Ubereinstimmung mit der MMV
Satelliten-DNA 1. (B) Die mit dem C-reichen Telomer- und dem SatlA-Primer isolierte Sequenz
(TCS165) lésst sich mit der komplementéren und reversen MMV SatlA-Sequenz abgleichen.
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Reaktionen mit genomischer MMV-DNA eingesetzt und das Ergebnis waren spezifische
PCR-Produkte mit der erwarteten Linge (Abb. 6B). Auf diese Weise konnten die oben
beschriebenen Telomer-Satelliten-Ubergiéinge im MMV-Genom bestitigt werden und das
Vorhandensein von PCR-Artefakten ausgeschlossen werden.

Um die Vermutung zu testen, ob die erst kiirzlich entdeckte Satelliten-DNA 11
(Vafa et al., 1999; Li et al., 2000c) eine Rolle bei den Tandemfusionen gespielt hat und
inwieweit sie mit Telomersequenzen assoziiert ist, wurden auch die mit Telomer und
Satll-Primern isolierten PCR-Produkte mit dem BLASTn Programm analysiert. Hierbei
fand sich allerdings fiir keines der sechs sequenzierten PCR-Produkte eine Ahnlichkeit zu
schon bekannten DNA-Sequenzen. Auch die drei PCR-Produkte, die mit einem
Telomerprimer und einem Satl-Primer aus dem Genom des chinesischen Muntjaks

amplifiziert worden waren, zeigten keine Ahnlichkeiten zu anderen Sequenzen.

3.3 Chromosomale Lokalisation der PCR-Produkte

Die chromosomale Lokalisation der isolierten PCR-Produkte sollte mit Hilfe der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) untersucht werden. Hierzu wurden die PCR-
Produkte mit Digoxigenin markiert und anschlieBend auf Metaphasechromosomen vom
indischen Muntjak hybridisiert. Die Detektion erfolgte mit Rhodamin-konjugierten Fab-
Fragmenten. Die Hybridisierung der PCR-Produkte TGS400, TGM225 und TCS165,
deren Sequenzen eine hohe Ubereinstimmung mit Satelliten-DNA aufwiesen, resultierte
in spezifischen, interstitiellen Signalen auf den MMV-Chromosomen (Abb. 8A). Die

starksten Signale wurden im Centromerbereich des X-Chromosoms, an der Grenze
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zwischen Eu- und Heterochromatin, beobachtet. Die Centromere der Chromosomen 1
und 2 wiesen ebenfalls starke Signale auf. Zusitzlich zeigten sich insgesamt 27-29
interstitielle Signale von teilweise schwacher Intensitit auf allen Chromosomen auf3er auf
dem kleinen Y,-Chromosom. Dieses Hybridisierungsmuster stimmt weitgehend mit dem
Hybridisierungsmuster der aus MRE Satelliten-DNA I bestehenden C5-Sonde auf MMV-

Chromosomen iiberein (Lin et al., 1991; Fronicke und Scherthan, 1997).

Abb. 8: Hybridisierungsmuster der beiden PCR-Produkte TGS400 und TCS249. (A) Fluoreszenz
in situ Hybridisierung (FISH) des Satelliten-dhnlichen PCR-Produktes TGS400 generiert auf
MMV-Metaphasechromosomen zahlreiche intersitielle Signale (rot). Das stdrkste Signal befindet
sich im Bereich des langen Centromers des X-Chromosoms. Ebenfalls starke Signale kénnen an
den Centromeren der Chromosomen 1 und 2 beobachtet werden, wihrend die interstitiellen
Signale schwicher sind. Damit stimmt das Hybridisierungsmuster weitgehend mit der C5-Probe
iiberein, die aus MRE Satelliten-DNA besteht (Frohnicke et al., 1997) (Balken entspricht 10 pm).
(B) Dagegen markiert das PCR-Produkt TCS349, das eine groBe Ahnlichkeit mit verschiedenen
repetitiven Rindersequenzen hat, das gesamte Euchromatin der MMV-Chromosomen (Balken

entspricht 10 um). (C + D) Inverse DAPI-Bénderung der Chromosomen aus A und B.
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Im Gegensatz dazu erzeugten die PCR-Produkte TGM451 und TCM431 keine
spezifschen Signale auf den MMV-Chromosomen. Interessanterweise markierte jedoch
das PCR-Produkt TCS349, das eine hohe Ubereinstimmung mit verschieden repetitiven
Rindersequenzen aufwies, das gesamte Euchromatin der MMV-Chromosomen. Die
Centromerbereiche, vor allem des X-Chromosoms, aber auch von Chromosom 1 und 2
wurden nicht markiert (Abb. 8B). Ein solches Muster wurde schon frither nach
Hybridisierung einer aus einer Mikrodissektions-Bibliothek isolierten repetitiven MMV-
Sequenz beobachtet (H. Scherthan, personliche Mitteilung). Des weiteren wurden alle
mittels Telomerprimer und einem Primer aus Satelliten-DNA II amplifizierten PCR-
Produkte auf MMV-Chromosomen hybridisiert. In keinem Fall konnten spezifische
Signale festgestellt werden. Dieser Befund deutet darauf hin, dass zumindest mit den hier
gewidhlten Methoden keine direkte Verbindung zwischen Telomersequenzen und

Satelliten-DNA Il nachzuweisen ist.

3.4 Fiber-FISH mit Telomer- und Satellitensonden

Mit Hilfe der Fiber-FISH Methode, bei der markierte DNA-Sonden auf gestreckte
Chromatinfasern hybridisiert werden (siche Heng et al., 1992; Wiegant et al., 1992 und
2.2.2.6), sollten weitere Informationen iiber die rdumliche Anordnung von Telomer- und
Satelliten-DNA gewonnen werden. Dafiir wurde das Satelliten-dhnliche PCR-Produkt
TGS400 zusammen mit einer Telomersonde auf MMV-Chromatinfasern hybridisiert
(Abb. 9E). Die Telomersonde bestand aus einer Biotin-markierten T,AGs-Sequenz, die

mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC detektiert wurde, wiahrend das PCR-Produkt TGS400
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wie zuvor mit Digoxigenin markiert war und mit Rhodamin sichtbar gemacht wurde. Die
Auswertung dieser Zwei-Farben FISH-Experimente ergab, dass einige Chromatinfasern
kurze Telomersignale und direkt daran angrenzende Satellitensignale enthielten (Abb.
9E). Die Signale waren dabei typischerweise wie Perlen auf einer Kette angeordnet und
gelegentlich {iberlagerten sich dabei beide Farbsignale, was auf einen direkten Ubergang
von Telomer- zu Satellitensequenzen an dieser Stelle hinweist (Abb. 9E3). Beriicksichtigt
man die Auflosungsgrenze der Fiber-FISH von ungeféhr 1 kb (Florijn et al., 1995), ist es
ferner moglich, dass einige sehr kurze Telomersignale nicht detektiert werden konnten
und dadurch eine Reihe von moglichen Verbindungen zwischen Telomer- und

Satellitensequenzen nicht erfasst wurden.

3.5 Kolokalisation von Telomer- und Satelliten-DNA

Nach dem Nachweis einer direkten Verbindung von Telomersequenzen und
Satelliten-DNA I mittels PCR und Fiber-FISH, sollte im Folgenden untersucht werden,
inwieweit sich eine rdumliche Ndhe bzw. Kolokalisation dieser Sequenzen auch auf
Chromosomenebene nachweisen ldsst. Der Vorteil besteht darin, dass man hierbei
zusitzliche Informationen iiber die chromosomale Lokalisation erhilt. Hierzu wurde
wieder das PCR-Produkt TGS400 als Satellitensonde zusammen mit einer Telomersonde,
diesmal bestehend aus einer Fluorescein-konjugierten PNA-Sonde (Lansdorp et al.,
1996), auf MMV-Metaphasechromosomen hybridisiert. Nach Optimierung des

Hybridisierungsverfahrens wurden zunichst die denaturierten Chromosomen mit der
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Abb. 9: Zwei-Farben FISH mit dem Satelliten-dhnlichen PCR-Produkt TGS400 als Sonde (rot)
und einer Telomersonde (griin bzw. grau). (A) Das MMV-Chromosom 1 zeigt ein starkes (Pfeil)
und drei schwache (Pfeilkopfe) interstitielle Telomersignale, die mit den Satelliten-dhnlichen
Sequenzen des PCR-Produkts TGS400 kolokalisieren. Das Chromosomenende des p-Arms zeigt
starke Telomersignale, wihrend das Ende des g-Arms sehr schwache Telomersignale aufweist
(Balken entspricht 10 pm). (B) Chromosom 1 mit nur den Telomersignalen in grau. (C) Das
Chromosom 2 zeigt Telomersignale an beiden Chromosomenenden und auch ein starkes (Pfeil)
und drei schwache (Pfeilkopfe) interstitielle Telomersignale, die mit der TGS400-Sonde

kolokalisieren (Balken entspricht 10 um). (D) Chromosom 2 mit den Telomersignalen in grau.
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(E) Fiber-FISH mit einer Telomersonde (griin) und dem PCR-Produkt TGS400 als
Satellitensonde (rot) auf gestreckten MMV-Chromatinfasern. Telomersignale grenzen direkt an
Satellitensignale, wobei sich in E3 beide Signale (gelb) an einer Stelle iiberlagern (Pfeilkopf).
Balken entspricht 2 um.

Telomersonde versetzt, wihrend die denaturierte TGS400-Sonde vier Stunden spiter
dazuzugeben wurde. Die Auswertung dieser FISH-Experimente zeigte zum einen die
erwarteten Telomersignale an den MMV-Chromosomenenden, wobei das Ende des g-
Arms von Chromosom 1 teilweise keine bis sehr schwache Telomersignale aufwies, und
zum anderen eine Reihe von interstitiellen Telomersignalen, die mit den
Satellitensignalen der TGS400-Sonde kolokalisierten (Abb. 9). Drei dieser interstitiellen
Loci wurden auf dem p-Arm und einer auf dem g-Arm von Chromosom 1 detektiert
(Abb. 9A-B). Beim Chromosom 2 befanden sich alle vier nachgewiesen interstitiellen
Loci auf dem g-Arm (Abb. 9C-D). Damit konnte auch mit dem Ansatz der Zwei-Farben
FISH auf Metaphasechromosomen eine rdumliche Ndhe von Telomer-DNA und
Satelliten-DNA I gezeigt werden.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse auf der Ebene der DNA-Sequenz, auf der
Ebene der Chromatinfaser und auf der chromosomalen Ebene, dass Telomer- und
Satellitensequenzen direkt aneinander grenzen. Die Ergebnisse untermauern somit die
Hypothese, dass die untersuchten repetitiven DNA-Sequenzen an den

Chromosomenfusionen des indischen Muntjaks beteiligt waren (Scherthan, 1995).
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3.6 Isolation der Muntjak TERF-Gene

Da die bisherigen Ergebnisse die Beteiligung von Telomersequenzen an den
Chromosomenfusionen des indischen Muntjaks als sehr wahrscheinlich erscheinen
lassen, wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit die Telomere von sowohl MMV als
auch vom MRE genauer untersucht. In jlingster Zeit hat man eine ganze Reihe von
Proteinen gefunden, die mit der Telomer-DNA assoziiert sind und zum Erhalt und Schutz
der Telomere beitragen (zur Ubersicht siehe Einleitung, van Steensel et al., 1998; Ferreira
et al., 2004). Zwei wichtige Faktoren sind hierbei die beiden an telomerische DNA
bindenden Proteine TRF1 und TRF2 (de Lange, 2002). Im Folgenden sollten daher die
entsprechenden TERF-Gene des indischen und chinesischen Muntjaks isoliert und
charakterisiert werden.

Zunéchst wurden hierfiir die cDNA-Sequenzen der TERF-Gene von Mensch und
Maus mit Hilfe des Programms Clustal W miteinander verglichen. Dabei zeigten sich in
beiden Genen mehrere konservierte Regionen, in denen identische Sequenzabschnitte von
iiber 20 Basenpaaren vorkamen (Daten nicht gezeigt). Anhand dieser zwischen Mensch
und Maus konservierten Abschnitten wurden Primer erstellt, die in sogenannten One-Step
RT-PCR-Experimenten eingesetzt wurden. Als Matrize diente aus MMV- oder MRE-
Fibroblasten isolierte RNA, die mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben
und im gleichen Reaktionsansatz mit Hilfe einer HotStar Tag-Polymerase amplifiziert
wurde (Qiagen). Die Verwendung der TERF1-spezifischen Primer (TRF1.1 fw und
TRF1.2 rv, siche 2.1.2) resultierte in einem PCR-Produkt mit einer Ladnge von etwa 850
bp in MMV und MRE, wihrend TERF2-spezifische Primer (TRF2.2 fw und TRF2.2 rv) in

etwa 1300-bp-Produkt aus beiden Muntjakspezies isolierten. Die erhaltenen PCR-
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Produkte wurden aufgereinigt, in den pGEM-T easy Vektor (Promega) kloniert und
sequenziert. Vergleiche zwischen den gewonnen PCR-Produkten und den humanen
cDNA-Sequenzen von TERF1 und -2 bestitigten die Spezifitdt der Sequenzen. Diese
Vorgehensweise ermdglichte jedoch nicht die Isolation der vollstindigen Gensequenzen,
da die 5'- und 3'-Enden der cDNA geringer konserviert sind. Diese wurden daher mit
Hilfe der RACE-Methode (Rapid Amplification of cDNA Ends) isoliert, bei der beim
Umschreiben von RNA in ¢cDNA zunéchst ein Linker angehidngt wird, um anschlieBend
die gesuchten cDNA-Enden per PCR mit Linker- und Gen-spezifischen Primern zu
amplifizieren. Um die Ausbeute und die Spezifitit dieser Reaktionen zu erhdhen, folgte
eine Nested-PCR mit weiteren Linker- und Gen-spezifischen Primern. Die auf diese
Weise erhaltenen PCR-Produkte wurden ebenfalls kloniert und sequenziert. Im Fall von
TERF1 konnten alle Sequenzabschnitte mit Hilfe der Gap4 Software (Accelrys) zu einer
vollstindigen TERF1 cDNA-Sequenz von MMV und MRE zusammengesetzt werden
(Abb. 10). Dagegen lieB3 sich trotz mehrfacher Wiederholungen und Variation der RACE
Methode nur ein kurzes Fragment des 5-Endes von TERF2 isolieren. Wie sich im
Nachhinein zeigte, fithrte sehr wahrscheinlich der hohe GC-Gehalt (iiber 80%) dieser
Region und eine Haarnadelschleifenregion der mRNA, wie sie spédter vom Programm
GeneBee aufgezeigt wurde, zur Blockade der reversen Transkription. Letztendlich fiihrte
eine inverse PCR-Strategie, mit der unbekannte Sequenzen amplifiziert werden konnen,
wenn sie von bekannten DNA-Abschnitte flankiert werden (Ochman et al., 1988), zur
Isolation des 5'-Endes von TERF2 aus genomischer Muntjak-DNA. Nach Klonierung
und Sequenzierung dieses Endes konnten alle Abschnitte des TERF2-Gens von MMV und

MRE zusammengesetzt werden (Abb. 10).
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Offener Leseraster 2374 bp in Mmv
< 1314 bpin Mmv u. Mre —p 2354 bp in Mre

Terfl
cDNA
0 2626 bp in
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Offener Leseraster 2527 bp in Mmv
4—— 1500bpinMmv ——p 2425 bp in Mre
1503 bp in Mre
Terf2

0 2907 bp in
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Abb. 10: Schema zur Isolation der TERF-Gene aus MMV und MRE mittels PCR. Die humanen
cDNA-Sequenzen (schwarz) dienten dabei als Referenz. Zundchst wurden die konservierten
Genbereiche (griin) mit homologen Primern isoliert. Danach wurden die weniger konservierten
3"- und 5'-Enden (pink) mittels RACE und das 5°-Ende von TERF2 (orange) mittels inverser
PCR isoliert. Computerprogramme setzten die Sequenzabschnitte anhand von iiberlappenden

Bereichen (schraffiert) zusammen und identifizierten die offenen Leseraster.

3.7 Sequenzanalyse der Muntjak TERF-Gene

Die vollstindigen TERF1-cDNA-Sequenz des indischen Muntjaks hat eine Lénge
von 2374 bp (GenBank-Nummer AY606018), wihrend das TERF1-Gen des chinesichen
Muntjaks aus 2354 bp besteht (GenBank-Nummer AY606022). Mit Hilfe des
Ubersetzungsprogramms 6-Frame Translation (sieche Sequenzanalyse 2.2.1.9) wurden die
cDNA-Sequenzen in alle moglichen Aminosduresequenzen iibersetzt. Auf diese Weise
konnte ein offener Leseraster (ORF) von 1314 bp in beiden Muntjakspezies identifiziert

werden. Der Leseraster begann mit dem ersten ATG-Startcodon, das in eine Kozak-
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Konsensussequenz ([G/A][NNATGG) eingebettet war (Kozak, 1991), und endete mit dem
Stopcodon TGA. Die Ubersetzung des vollstindigen offenen Leseraster ergab fiir beide
Muntjakarten ein TRF1-Protein mit einer Lange von 438 Aminosduren (aa) (Abb. 14).
Das isolierte TERF2-Gen besteht aus einem genomischen Abschnitt (5'-Ende)
und einer cDNA-Sequenz. Aus diesem Grund beginnt die hier beschriebene TERF2-
Sequenz mit dem ersten ATG-Startcodon, das von einer Kozaksequenz umgeben war.
Die Lénge dieser TERF2-Sequenz betragt 2527 bp im indischen Muntjak (GenBank-
Nummer AY606026) und 2425 bp im chinesischen Muntjak (AY606028). Mit Hilfe des
Ubersetzungsprogramms konnte ein offener Leseraster von 1500 bp in MMV und von
1503 bp in MRE identifiziert werden. Die Leseraster codieren somit ein TRF2-Protein

von 500 aa in MMV und von 501 aa in MRE (Abb. 14).

3.8 Expressionsmuster von TERF1 und -2

Die Expression von TERF1 und —2 wurde mit Hilfe von Northern Blots und RT-
PCR-Experimenten untersucht. Fiir die Northern Blot Analyse wurde RNA aus Hoden-,
Muskel- und Lebergewebe des chinesichen Muntjaks sowie RNA aus indischen und
chinesischen Muntjakfibroblasten in einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran iibertragen. Als Sonde dienten Muntjak-spezifische PCR-Produkte des
TERF1-Gens und des TERF2-Gens, die mit [o->*P]dCTP radioaktiv markiert waren. Eine
solche TERF1-Sonde detektierte ein einziges Transkript in allen untersuchten Proben
(Abb. 11A). Das detektierte Transkript hat eine ungefdhre Lange von 2,3 kb, was im

Einklang mit der sequenzierten TERF1-cDNA von MMV und MRE (2354 bp und 2374
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bp) steht. Des weiteren zeigt der Northern Blot, dass TERF1 stark im MRE-Hoden,
mittelmdBig in den MMV und MRE Fibroblasten und nur schwach in MRE Leber- und
Muskelgewebe exprimiert wird. Dieses Expressionsmuster von TERF1 in
Muntjakgeweben entspricht Ergebnissen fritherer Expressionsstudien in humanen
Geweben (Broccoli et al., 1997a).

Die TERF2-Sonde detektiert ein ungefahr 2,4 kb langes Transkript (Abb. 11C),
das mit dem Léngenbereich des sequenzierten TERF2-Gens (2527 bp in MMV und 2425
bp in MRE) iibereinstimmt. Auch TERF2 wird am stirksten im Hodengewebe,
mittelméBig in den Fibroblasten und schwach in Leber- und Muskelgewebe exprimiert.
Auffillig ist eine zusidtzliche Bande im MRE-Hoden von ungefdhr 1,4 kb Lénge, die

allerdings nicht in RT-PCR Experimenten bestitigt werden konnte.

3.9 SpleiRvarianten von TERF1 und -2

Neben der Expressionsanalyse mittels Northern Blots sollte die Expression der
TERF-Gene auch mit Hilfe von RT-PCR untersucht werden. Hierzu wurden RT-PCR-
Experimente mit RNA aus MRE-Gewebe (Hoden, Muskel und Leber), mit RNA aus
MMV und MRE Fibroblasten sowie mit RNA aus Mausgewebe (Leber) und humanem
Gewebe (Hoden) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass sowohl TERF1- als auch TERF2-
spezifische Produkte in allen untersuchten MRE-Geweben, Muntjakzellen und in den
Kontrollen von Mensch und Maus vorhanden waren (Abb. 11B+D). Damit bestédtigen die

Ergebnisse das Expressionsmuster der Northern Blot Analyse.
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A B

12345 -
2,3kb P .»Qw' :

- s = W = '
oo [N\
-122nt  -60nt

C D

12345

2,4% P . . 5°
1,4 kb P . \ 1

oo <o T

+90nt

Abb. 11: Expressionsmuster und Splei3varianten von TERF1 (A,B + E) und von TERF2 (C + D)
mittels Northern Blot und RT-PCR.

1: Leber (MRE), 2: Muskel (MRE), 3: Hoden (MRE), 4: Fibroblasten (MRE), 5: Fibroblasten
(MMV), 6: Leber (Maus), 7: Hoden (human), 8: Fibroblasten (human), 9: Gehirn (human),
10: Leber (human), 11: Herz (human), 12: Hoden #1 (human), 13: Hoden #2 (human), 14:
Hoden #3 (human), M: Marker. In Northern Blot Analysen detektieren Muntjak-spezifische
TERF-Sonden ein TERF1-Transkript mit einer Lidnge von ca. 2,3 kb (A) und ein TERF2-
Transkript von ca. 2,4 kb (C) in allen untersuchten Muntjak-RNAs. Beide Gene sind am stérksten
in Hodengewebe exprimiert und die TERF2-Sonde detektiert hier eine zusitzlichen Bande von ca.
1,4 kb. Die 28S rRNA Bande zeigt die gleichméBige Beladung der Gele. RT-PCR-Experimente
bestdtigen, dass TERF1 (B) und TERF2 (D) ubiquitir exprimiert sind und decken vier
verschiedene TERF1-Transkriptvarianten und zwei TERF2-Varianten in allen untersuchten
Muntjakzellen und —geweben auf. TERF1-Variante #1 représentiert das vollstindige Transkript,
der Variante #2 fehlen 60 Nukleotide (nt), der Variante #3 fehlen 122 nt und der Variante #4
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fehlen die 60 und 122 nt. Die Varianten #1 und #2 besitzen einen intakten offenen Leseraster
(ORF), wihrend der ORF bei den Varianten #3 und #4 durch ein frithzeitiges Stopcodon
(schwarzer Pfeil) unterbrochen ist. Eine weitere TERF1-Variante (weiller Pfeil) mit zusétzlichen
90 nt und einem intakten ORF wurde ausschlieBlich in humanem Hodengewebe gefunden (E).
Die Amplifizierung von TERF2 (D) ergab eine Variante mit vollstindigem ORF und eine mit
unterbrochenem ORF, der 184 nt fehlen.

Zusitzlich deckten die RT-PCR Experimente eine Reihe von Transkriptvarianten
von TERF1 und -2 auf. Die Sequenzierung aller isolierten Varianten ldsst vermuten, dass
sie durch alternatives SpleiBen (zur Ubersicht siche Knippers, 2001) entstanden sind.
Insgesamt wurden vier Spleiflvarianten des TERF1-Gens und zwei Varianten des TERF2-
Gens in beiden Muntjakspezies gefunden. Die Spleilvariante #1 von TERF1 représentiert
den vollstindigen offenen Leseraster. Die Variante #2 enthélt ebenfalls einen offenen
Leseraster, jedoch fehlen ihr 60 Nukleotide. Sie ist ortholog zu der schon bekannten
Spleiflvariante PIN2 des Menschen (Shen et al., 1997). Die Transkriptvariante #3 ist
durch den Verlust von 122 Nukleotiden gekennzeichnet. Dadurch verschiebt sich der
Leseraster und es kommt zu einem friihzeitigen Stoppcodon. Der Variante #4 fehlen
sowohl die 60 als auch die 122 Nukleotide, was ebenfalls zu einer vorzeitigen
Unterbrechung des offenen Leserasters fiihrt (Abb. 11B).

Vom TERF2-Gen wurden zwei Spleiflvarianten in MMV und MRE identifiziert.
Variante #1 enthilt den vollstindigen Leseraster, wihrend der Variante #2 eine Sequenz
von 184 Nukleotiden fehlt. Daraus resultiert eine Leserasterverschiebung, die zu einem
vorzeitigen Stopcodon fiihrt (Abb. 11D). Es soll hier noch angemerkt werden, dass in
allen untersuchten Gewebe- und Zelltypen die PCR-Banden der Spleiflvarianten mit

unterbrochenem Leseraster (PCR-Produkte #3 und #4 von TERF1 und #2 von TERF2)
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deutlich schwiécher amplifiziert worden waren als die Spleivarianten mit intaktem
Leseraster. Auch wenn RT-PCR-Experimente dieser Art keine exakte Quantifizierung der
Expression zulassen, ldsst sich dennoch vermuten, dass die Spleilvarianten mit
unterbrochenem Leseraster auch deutlich schwécher exprimiert werden. Des weiteren
wurde die Spezifitit der Varianten #3 und #4 von TERF1 mit Primern tiberpriift, die die
SpleiBistelle iiberspannen. Dabei wurden zum einen beide Spleivarianten in Muntjaks
bestitigt und zum anderen wurden sie auch in den untersuchten Kontrollen von Mensch
und Maus nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Dariiber hinaus wurde eine weitere Spleilvariante von TERF1 in humanem
Hodengewebe gefunden (Abb. 11E), die eine zusitzliche Sequenz von 90 Nukleotiden
enthilt und einen vollstdndigen offenen Leseraster besitzt. Die Spleilvariante konnte aus
drei unabhéngigen humanen Hodenproben isoliert werden. Sie konnte jedoch nicht in
anderen humanen Gewebetypen oder in Hodengewebe der Maus oder des chinesischen
Muntjaks nachgewiesen werden, was auf eine mdgliche Bedeutung dieser Spleiflvariante

fiir die humane Spermatogenese hinweist.

3.10 Kartierung der TERF-Gene auf Muntjakchromosomen

Die Kartierung von TERF1 und -2 erfolgte mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung auf Metaphasechromosomen des indischen und chinesischen Muntjaks.
Als Sonden wurden die isolierten cDNAs mit einer ungefahren Linge von 2,5 kb und
genspezifische Intronsequenzen verwendet. Letztere wurden in Long-Range PCR-

Experimenten mit Primern, die stromaufwérts und —abwirts von konservierten Intron-
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Exon-Grenzen binden, isoliert. Auf diese Weise wurden sieben von acht mutmaflichen
Introns des TERF1-Gens mit einer Gesamtlinge von geschétzten 30,5 kb aus dem Genom
von MMV und MRE amplifiziert (Abb. 12A). Im Falle von TERF2 wurden flinf von sechs
mutmaBlichen Introns mit einer Gesamtlinge von etwa 9,5 kb aus beiden

Muntjakgenomen isoliert (Abb. 12B).

M123456 78KM M123456 KM

10 kb

4 kb

2 kb

1 kb

0,6 kb

Abb. 12: Long-Range PCR-Amplifikation der MRE-Intronsequenzen von TERF1 (A) und
TERF2 (B). Von 8 mutmalBlichen Introns des TERF1-Gens wurden bis auf Intron 1 alle
amplifiziert (A). Die Gesamtlédnge der amplifizierten Introns wurde auf 30,5 kb geschéitzt. Vom
TERF2-Gen wurden 5 von 6 mutmallichen Introns mit einer Gesamtldnge von etwa 9,5 kb
isoliert (B). Intron-Amplifizierung aus genomischer MMV-DNA ergab PCR-Produkte mit den
gleichen GrofBen. Spur 1: Intron 1, 2: Intron 2, 3: Intron 3, 4: Intron 4, 5: Intron 5, 6: Intron 6,
7: Intron 7, 8: Intron 8 (letztere nur bei TERF1), K: Kontrolle (negativ), M: Marker.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Positionen der Intron-Exon-Grenzen
relativ konserviert sein miissen, wohingegen die Ladnge der einzelnen Introns nur
zwischen den beiden Muntjakspezies, nicht aber zwischen Muntjak, Mensch und Maus,
konserviert ist. Fiir die Hybridisierung auf MMV-Chromosomen wurden nur MMV-

spezifische cDNA- und Intronsequenzen bzw. fiir MRE-Chromosomen nur MRE-
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spezifische Sonden verwendet. Zur Unterscheidung wurden die TERF1-spezifischen
cDNA- und Intronsequenzen mit Biotin und die TERF2-spezifischen Sequenzen mit
Digoxigenin markiert.

Nach Hybridisierung der TERF1-Sonde auf MMV-Metaphasezellen wurden 22
Zellkerne ausgewertet, von denen 7 Kerne spezifische Signale auf allen vier
Chromatiden, 9 Kerne Signale auf drei Chromatiden und 6 Kerne Signalen auf zwei
Chromatiden aufwiesen. Die Signale wurden auf dem p-Arm von Chromosom 1
lokalisiert und variierten zwischen Bande 31 und 33 (Abb. 13A). Die genaue Kartierung
der spezifischen Signale ergab, dass 9% der Signale mit der Bande 31 lokalisierten, 68%
der Signale mit Bande 32 und 23% mit Bande 33. Ausgehend von diesen Beobachtungen
wurde das TERF1-Gen beim indischen Muntjak auf Position 1p32 kartiert. Die MRE-
spezifische TERF1-Sonde ergab ebenfalls spezifische Signale auf einem MRE-
Chromosom, das aber zunichst nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte. Zwei-
Farben FISH-Experimente mit der TERF1-Sonde und einer fiir das MRE-Chromosom 12
spezifischen Sonde (Chromosome Paint) ergaben, dass die TERF1-Signale auf den g-
Arm von MRE-Chromosom 12 im Bereich der Banden 2 bis 4 lokalisierten. Insgesamt
wurden 33 Metaphase-Zellkerne ausgewertet, von denen 13 Kerne Signale auf allen vier
Chromatiden, 13 Kerne Signale auf drei Chromatiden und 7 Kerne Signale auf zwei
Chromatiden aufwiesen. 14% der Signale lokalisierten mit der Bande 12q2, 83% mit der
Bande 3 und 3% mit der Bande 4, so dass das TERF1-Gen auf MRE-Chromosom 12q3

kartiert wurde (Abb. 13B).

97



Ergebnisse

Mre TERF1

Mmv TERF1 Mre TERF1 -
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Abb. 13: Kartierung der TERF-Gene auf Metaphasechromosomen des indischen und
chinesischen Muntjaks mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Signale der TERF1-Sonde
(griin) wurden auf MMV-Chromosom 1p32 detektiert (A), wihrend beim chinesischen Muntjak
TERF1-Signale (griin) auf MRE-Chromosom 1293 nachgewiesen wurden (B1). Die Kartierung
auf Chromosom 12 wurde durch Kolokalisation der TERF1-Sonde (rot) mit einer MRE-
spezifischen Sonde fiir Chromosom 12 (griin) bestétigt (B2). Das TERF2-Gen (rot) kartiert
sowohl beim indischen Muntjak auf Chromosom 2q33 (C), als auch beim chinesischen Muntjak

auf Chromosom 2q33 (D).

Die Kartierung des TERF2-Gens beim indischen Muntjak ergab spezifische
Signale auf dem q-Arm von MMV-Chromosom 2 im Bereich der Banden 32 bis 34 (Abb.
13C). Insgesamt wurden 34 Metaphase-Kerne, davon 11 mit jeweils vier spezifischen

Signalen, 7 Kerne mit je drei Signalen, 13 Kerne mit je zwei Signalen und 3 Kerne mit je
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einem Signal, ausgewertet. 15% der Signale lokalisierten mit Bande 2q32, 70% der
Signale mit 2q33 und 15% mit 2q34. Die Hybridisierung der MRE-spezifischen TERF2-
Sonde auf MRE-Chromosomen ergab ebenfalls Signale auf dem groBen Arm des
Chromosoms 2 im Bereich der Banden 33 und 34 (Abb. 13D). Von 30 untersuchten
MRE-Kernen wiesen 9 Kerne jeweils vier spezifische Signale, 6 Kerne je drei Signale
und 15 Kerne jeweils zwei Signale auf. 85% der Signale lokalisierten mit Position 2q33
und 15% der Signale mit 2q34. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass das
TERF2-Gen sowohl bei MMV als auch bei MRE auf Position 2q33 kartiert. Die hier
beschriebenen Genloci stimmen mit Zoo-FISH Karten des indischen Muntjaks (Fronicke

und Scherthan, 1997) iiberein.

3.11 ClustalW-Vergleich der homologen cDNA- und

Proteinsequenzen

Vergleiche von Aminosduresequenzen liefern Informationen dariiber, inwieweit
Proteine konserviert sind und erlauben dadurch Riickschliisse iiber die Funktion von
Proteinen. Im Folgenden sollen die Aminosduresequenzen von TRF1 und —2 zwischen
MMV, MRE, Mensch und Maus mit Hilfe des Programms ClustalW verglichen werden.
Das Programm ermittelt dabei einen Wert fiir die Ubereinstimmung (,,Aligned Score®)
zweier Sequenzen, der dem Grad an Ubereinstimmung (,,Level of Identity) in Prozent
entspricht. Der hochste Grad an Ubereinstimmung, nimlich 98%, wurde beim Vergleich
der TRF1-Sequenzen sowie der TRF2-Sequenzen zwischen beiden Muntjakspezies
ermittelt (Tab. 2). Dagegen betrug die Ubereinstimmung der TRF1-Sequenz zwischen
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Muntjak und Mensch nur 81%, wihrend sie zwischen Muntjak und Maus mit 63% noch
geringer war. Letzteres ist vergleichbar mit 65% Ubereinstimmung von TRF1 zwischen
Mensch und Maus (Abb. 14A). Im Gegensatz dazu ist der Grad an Ubereinstimmung
beim TRF2-Protein insgesamt hoher als bei TRF1. So betrigt die Ubereinstimmung von
TRF2 zwischen MMV bzw. MRE und der humanen Sequenz 90% bzw. 91%, zwischen

Muntjak und Maus 82% bzw. 83% sowie zwischen Mensch und Maus 85% (Abb. 14C).

Tabelle 2: Sequenzvergleiche zwischen indischem Muntjak, chinesischem Muntjak, Mensch und

Maus

TERF1 TRF1 TERF2 TRF2

(cDNA) (Protein) (cDNA) (Protein)
MMV : MRE 98% 98% 98% 98%
MMV > Human 60% 81% 88% 90%
MMV : Maus 62% 63% 82% 82%
MRE > Human 60% 81% 90% 91%
MRE : Maus 62% 63% 82% 83%
Human : Maus 72% 65% 67% 85%

Vergleich der cDNA- und Aminosiduresequenzen von TRF1 und -2 zwischen MMV, MRE,

Mensch und Maus. Der Grad an Ubereinstimmung ist in Prozent angegeben.

Fiir beide TRF-Proteine gilt, dass die Ubereinstimmung zwischen Muntjak und
Mensch jeweils hoher ist als zwischen Muntjak und Maus und als zwischen Mensch und
Maus. Unterstiitzung finden diese Befunde durch Vergleiche der entsprechenden cDNA-
Sequenzen (Tab. 2). So ergeben sich beim Vergleich der TERF-Sequenzen sehr &hnliche
Werte wie bei den entsprechenden TRF-Vergleichen. Eine Ausnahme hiervon stellt die

geringe Ubereinstimmung der TERF1-Sequenz zwischen Muntjak und Mensch (60%) im
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Vergleich zur entsprechenden TRF1 Ubereinstimmung (81%) dar. Dies liegt vor allem
am relativ langen und wenig konservierten 5'-Ende der TERF1-Sequenz von Muntjak
und Mensch. Die TERF1-cDNA der Maus ist dagegen viel kiirzer, so dass hier cDNA-
und Proteinvergleiche zu dhnlichen Ubereinstimmungen fiihren (Tab. 2).

Als ndchstes wurden die Strukturen der mutmaBlichen TRF-Proteine der
Muntjaks mit Hilfe der Programme Prosite und Pfam (siehe 2.2.1.9) untersucht. Dabei
lieBen sich in Anlehnung an die humanen TRF-Proteine vier verschiedene
Proteindoméinen unterscheiden, ndmlich eine N-terminale saure bzw. basische Doméne,
eine filir die Dimerisierung verantwortliche TRF-spezifische Doméne, eine NLS (Nuclear
Localization Signal) enthaltende Doméne und eine DNA-Bindedoméne, die aus einem
Helix-Turn-Helix Motif bestehende Myb-Doméne. Ein Vergleich der einzelnen
Proteindominen zwischen MMV, MRE, Mensch und Maus zeigte, dass sie
unterschiedlich stark konserviert sind (Abb. 14B). Beim TRF1-Protein sind die Myb- und
die Dimerisierungsdoméne stirker konserviert als die saure N-terminale und die NLS-
enthaltende Doméne. So wurde zum Beispiel fir die Myb-Doméne eine
Ubereinstimmung von 100% zwischen MMV und MRE, 93% Ubereinstimmung zwischen
MMV und Mensch und 81% zwischen MMV und Maus gefunden. Demgegeniiber zeigt
die saure N-terminale Domine eine Ubereinstimmung von 98% zwischen MMV und

MRE, 59% zwischen MMV und Mensch und 26% zwischen MMV und Maus.
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Abb. 14: Vergleich der TRF-Proteine zwischen MMV, MRE, Mensch und Maus. (A) Vergleich
der Aminosiuresequenzen von TRF1 ergibt 98% Ubereinstimmung zwischen beiden
Muntjakarten, 81% Ubereinstimmung zwischen den Muntjaksequenzen und der humanen
Sequenz und 63% Ubereinstimmung zwischen den Muntjaks und dem Maus-TRF1. (B) TRF1
besitzt eine N-terminale saure Doméne, eine Dimerisierungsdomine, eine NLS-enthaltende
Doméne und eine DNA-Bindedoméne (Myb). Die oberen Zahlen geben die Grenzen der
Proteindoméinen mit der Position der Aminosdure an, wiahrend die Prozentwerte den Grad an
Ubereinstimmung der einzelnen Dominen in Bezug auf MMV angeben. (C) Die
Aminosiuresequenzen von TRF2 zeigen eine Ubereinstimmung von 98% zwischen MMV und
MRE, eine Ubereinstimmung von 90% bzw. 91% zwischen Muntjak und Mensch und eine
Ubereinstimmung von 82% bzw. 83% zwischen Muntjak und Maus. (D) TRF2 besitzt eine
dhnliche Proteinstruktur wie TRF1 auller dem Unterschied, dass die N-terminale Doméne bei

TRF2 hoher konserviert und basisch ist.

Beim Vergleich der TRF2-Dominen findet sich ein sehr dhnliches Muster wie bei
TRF1 (Abb. 14D). Einzige Ausnahme ist die basische N-terminale Doméne des TRF2-
Proteins, die viel starker konserviert ist als die saure Domane von TRF1. So reicht bei
TRF2 die Ubereinstimmung der basischen Domine von 95% zwischen beiden
Muntjakspezies bis zu 88% zwischen MMV und Mensch. Aus diesen Daten wird
ersichtlich, dass funktionell wichtige Doménen, wie z. B. die Dimerisierungsdoméine und
die Myb-Domine auch besonders stark konserviert sind. Des weiteren zeigen die
Vergleiche der Proteinsequenzen, dass die einzelnen Domédnen von TRF2 innerhalb der
untersuchten Arten stirker konserviert sind als die vergleichbaren TRFI-

Proteindoménen.
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3.12 Das mreTRF2-GFP-Protein lokalisiert an Telomere

Nachdem die vergleichende Untersuchung der TRF1- und TRF2-Sequenzen
darauf hinweist, dass beide Muntjakspezies funktionsfahige TRF-Proteine besitzen, sollte
im Folgenden die Funktionsfdhigkeit von TRF2 in vivo untersucht werden, da vor allem
TRF2 als Schutzfaktor vor Chromosomenfusionen angesehen wird (de Lange, 2002).
Hierzu sollte der offene Leseraster des TERF2-Gens des chinesischen Muntjaks in einen
GFP-Expressionsvektor kloniert und anschlieBend in Muntjakzellen iiberexprimiert
werden. Da der vollstindige, zusammenhingende Leseraster nicht amplifiziert werden
konnte (siehe Isolation der Muntjak TERF-Gene, 3.6), wurde das G/C-reiche 5'-Ende und
der restliche Teil von TERF2 in zwei unabhingigen PCR-Reaktionen amplifiziert.
Danach wurden beide PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym BssSI (New England
Biolabs), das im iiberlappenden Bereich beider PCR-Produkte schneidet, behandelt. Dann
wurden beide Produkte iiber die Schnittstelle miteinander verbunden, ohne dabei eine
Verschiebung des Leserasters zu verursachen. Als erfolgreiche Klonierungsstrategie
stellte sich die Gateway-Technologie von Invitrogen heraus, bei der das ligierte Produkt
zunéchst in einen sogenannten Entry-Vektor kloniert wurde und von dort aus in den
eigentlichen GFP-Expressionsvektor (pcDNA-DEST47) umkloniert wurde (siche
Klonierung des TERF2-Gens vom chinesischen Muntjaks, 2.2.1.6.4). Die Expression der
TERF2-Sequenz erfolgte hierbei in der Reihenfolge N-mreTRF2-GFP-C, was durch
Sequenzieren iiberpriift worden war.

Nach Transfektion von sowohl MMV- als auch MRE-Fibroblasten mit diesem
Vektor zeigte sich ein fiir Telomere typisches punktiertes Signalmuster in den Interphase-

Zellkernen der transfizierten Zellen. Zur Uberpriifung der Spezifitit und Lokalisation der
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GFP-Signale sollte in den transfizierten Zellen das TRF2 mittels Immunfirbung
nachgewiesen werden. Hierfiir wurde zunéchst ein monoklonaler Antikorper gegen das

humane TRF?2 in nicht-transfizierten MMV- und MRE-Zellen getestet. Es zeigte sich, dass

Alle Farbkanile

Alle Farbkanile

Alle
Farbkanile

Anti-TRF 1

Abb. 15: Der TRF2-Antikérper (rot) markiert die Telomere von MMV- und MRE-Chromosomen
(A + D). Uberexpression von chinesischem Muntjak TRF2-GFP in MMV- (B) und MRE- (E)
Fibroblasten erzeugt ein fiir Telomere typisches punktiertes Signalmuster (griin), das mit der
TRF2-Antikdrperfirbung (rot) kolokalisiert. Uberexpression einer dominant negativen Version
von MreTRF2, der die fiir die DNA-Bindung verantwortliche Myb-Doméne fehlt (mreTRF2AM—
GFP) generiert ein diffuses, den gesamten Zellkern ausfiillendes GFP- und anti-TRF2-Signal in
MMV- (C) und in MRE- (F) Zellen. (1) mreTRF2-GFP-Signale bzw. mreTRFZAM-GFP-Signale
(griin), (2) Anti-TRF2-Signale (rot), (3) Uberlagerung beider Farbkanile (gelb) bzw. anti-TRF1-
Signale (gelb). Chromosomen und Zellkerne sind mit DAPI gegengefarbt (blau).
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der Antikorper spezifische Signale an den Chromosomenenden generiert und somit zum
Nachweis von Muntjak-spezifischem TRF2 geeignet ist (Abb. 15A+D). Nach Anfiarben
der transfizierten Zellen mit dem Anti-TRF2 Antikorper zeigte sich eine deutliche
Kolokalisation der GFP-Signale und der TRF2-spezifischen Signale (Abb. 15B+E).
Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl von Chromosomenenden, ménnliche MMV-
Zellen haben 14 und MRE-Zellen haben 92 Telomere, weisen MMV-Zellkerne nur
wenige GFP-TRF2-Signale auf, wohingegen MRE-Zellkerne zahlreiche Signale
aufweisen. Des weiteren sollte ein trunkiertes TRF2-GFP-Protein, bei dem die fiir die
DNA-Bindung verantwortliche Myb-Doméne fehlt, hergestellt werden und dessen
Lokalisation untersucht werden. Hierzu wurde der gesamte mreTRF2-GFP-Vektor, auer
der Myb-Domine, in einer Long-Range PCR amplifiziert und anschlieBend wieder
ligiert, ohne dabei den Leseraster zu verdndern. Die Expression dieses mreTRF2*M-GFP-
Vektors in MMV- und MRE-Fibroblasten resultierte in einem diffusen GFP-Signal, das
den gesamten Zellkern ausfiillte (Abb. 15C+F). Immunfarbungen der transfizierten
Zellen gegen TRF2 zeigten ebenfalls ein diffuses TRF2-Signal in den Kernen, das mit
den mreTRF2“M-GFP-Signalen kolokalisierte. Dariiber hinaus zeigten TRFI-
Immunfiarbungen von MRE-Zellen, die mit dem mreTRF2*™-GFP-Vektor transfiziert
waren, das typische Punktemuster flir ein Telomer-assoziiertes Protein (Abb. 15F3). Die
Uberexpression des mreTRE2*M-GFP-Vektors fiihrt demnach zu keiner Dislokation von
TRFI.

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass auf der einen Seite die Myb-Domine
fiir die Lokalisation von TRF2 an die Telomere verantwortlich ist und dass auf der

anderen Seite durch die Uberexpression der trunkierten TRF2-Variante auch das
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endogene TRF2 von den Telomeren entfernt wird. Diese Ergebnisse stimmen mit
Beobachtungen in humanen Zellen iiberein, nach denen TRF-Proteine nur als intakte
Dimere an die Telomer-DNA binden konnen (van Steensel et al., 1998). Heterodimere,
die aus der trunkierten TRF2-Variante (dominant-negativ) und der funktionsfdhigen
Variante bestehen, konnen daher nicht an die Telomere binden. Die beschriebenen
Ergebnisse zeigen aullerdem, dass das klonierte TERF2-Gen des chinesischen Muntjaks

ein funktionelles TRF2-Protein codiert, das an die Telomere in Muntjakzellen bindet.

3.13 Expression weiterer Telomer-relevanter Gene

Da die bisherigen Ergebnisse den Schluss nahe legen, dass sowohl der indische
als auch der chinesische Muntjak vollstindige und funktionelle TRF-Proteine besitzen,
erscheint es fragwiirdig, ob diese Proteine eine Rolle bei der Chromosomenevolution
gespielt haben. Im Folgenden sollte daher die Expression von 15 weiteren Genen
untersucht werden, die wichtig fiir die Telomerstabilitit sind. Deshalb wurden folgende
Gene untersucht: ATM, H2AX, KU70, LIG4, MRE11, NBS1, P53, POT1, PRKDC,
RADS50, RAP1, TERC, TERT, TIN2 und TNKS2. Um mdégliche Muntjak-spezifische
Besonderheiten in der Expression dieser Gene zu analysieren, wurden anhand von
konservierten Bereichen fiir alle Gene PCR-Primer etabliert (sieche Oligonukleotide,
2.1.3), die in anschlieBenden RT-PCR-Experimenten mit RNA vom indischen und
chineischen Muntjak getestet wurden. Es zeigte sich, dass bis auf das TERT-Gen die

Expression aller Kandidatengene in MMV-Fibroblasten und MRE-Hodengewebe
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nachgewiesen werden konnte (Abb. 16). Die Spezifitit der PCR-Produkte wurde durch

Sequenzierung aller MMV-Produkte tiberpriift (GenBank-Nummern AY760063-76).

1 kb

(¥ )

0.5 kb 200 bppe

L

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 M

|

100 bp P

B

S0 bp P

M 1853 458 768 9 10 M

M 1 2 3 456 7 8 9 1011121314 M

Abb. 16: Expressionsanalyse von 15 Telomer-assoziierten Genen mittels RT-PCR (A+B) und
Analyse der Telomeraseaktivitdt mittels TRAP-Assay (C). Bis auf das TERT-Gen, das die
katalytische Untereinheit der Telomerase kodiert, wurde die Expression aller untersuchten Gene
sowohl in MMV-Fibroblasten (A) als auch in MRE-Hodengewebe (B) nachgewiesen. 1: PRKDC;
2: KU70; 3: ATM; 4: P53; 5: H2AX; 6: MRE11; 7: RAD50; 8: NBS1; 9: POT1; 10: RAPI1;
11: TERC; 12: TNKS2; 13: TIN2; 14: LIG4; M: Marker. Die Gene TNKS2 und TINZ2 sind durch
zwei Spleiflvarianten reprisentiert, die auch bei Mensch und Maus vorkommen. Die Spezifitit der
Produkte wurde zum einen durch Groflenvergleich mit den homologen Sequenzen von Mensch
und Maus und zum anderen durch Sequenzierung aller MMV-Produkte bestdtigt. (C) Die Analyse
mittels TRAP-Assay weist Telomeraseaktivitit in humanem und MRE-Hodengewebe sowie in
HeLa-Zellen nach. Keine signifikante Telomeraseaktivitit konnte in MMV- und MRE-
Fibroblasten sowie in verschiedenen Kontrollen nachgewiesen werden. 1: Hoden (MRE), 2:
Hoden (human), 3: Fibroblasten (MMV) 4: Fibroblasten (MRE), 5 + 6: HeLa-Zellen
(Positivkontrollen), 7-10: Negativkontrollen (erhitzter HeLa-Zellextrakt, mit RNase-behandelter
HeLa-Zellextrakt, Lysepufter und H,O), M: Marker.
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Tabelle 3: Liste von Telomer-relevanten Genen und Sequenzvergleiche zwischen indischem

Muntjak, Mensch und Maus

Gen- GenBank- MMV Grad an Uber-  Grad an Uber- Grad an Uber-

name Nummer Sequenz-  einstimmung einstimmung einstimmung

lainge in  zwischen MMV zwischen MMV zwischen Maus

bp und humanen und Maus und humanen

Gensequenzen Gensequenzen Gensequenzen
ATM AY760063 494 93 % 88 % 88 %
H2AX AY760064 300 94 % 92 % 93 %
KU70 AY760065 278 87 % 85 % 85 %
LIG4 AY760066 457 80 % 79 % 84 %
MRE11  AY760067 105 96 % 93 % 95 %
NBS1 AY760068 504 87 % 82 % 83 %
P53 AY760069 651 86 % 82 % 83 %
POT1 AY760070 364 92 % 79 % 80 %
PRKDC AY760071 668 77 % 75 % 83 %
RAD50  AY760072 371 90 % 87 % 89 %
RAP1 AY760073 290 90 % 80 % 85 %
TERC AY760074 321 87 % 72 % 73 %
TIN2 AY760075 340 88 % 83 % 84 %
TNKS2  AY760076 370 68 % 72 % 87 %

Partielle cDNA-Sequenzen von 14 verschiedenen Genen wurden mittels RT-PCR aus
Fibroblasten des indischen Muntjaks isoliert und sequenziert. Der Grad an Ubereinstimmung in
Prozent bezieht sich auf die MMV-Sequenzen und die entsprechenden Genabschnitte von Mensch
und Maus. Es gilt noch anzumerken, dass die genannten Prozentzahlen wahrscheinlich héher sind
als bei Vergleichen der vollstindigen Gensequenzen, da Primer vorzugsweise innerhalb

konservierter Regionen ausgewéhlt wurden.

Dariiber hinaus offenbarten ClustalW-Vergleiche zwischen den homologen
Genabschnitten von MMV, Mensch und Maus einen relativ hohen Grad an

Sequenzhomologie (Tab. 3). Die hdchste ermittelte Ubereinstimmung, nimlich 96%,
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zeigte die untersuchte Sequenz des MRE11-Gens zwischen MMV und Mensch, wihrend
die TNKS2-Sequenz nur zu 68% zwischen MMV und Mensch iibereinstimmte. Es gilt
allerdings anzumerken, dass die ermittelten Werte nur fiir die untersuchten Genabschnitte
gelten und dass die Ubereinstimmung der gesamten Gensequenzen geringer sein diirften,
da durch die Wahl der Primer konservierte Regionen bevorzugt wurden. Insgesamt macht
der Vergleich deutlich, dass die untersuchten Abschnitte dieser Telomer-relevanten Gene,
bis auf die TNKS2-Sequenz, hohere Homologie zwischen MMV und Mensch als zwischen

MMV und Maus zeigten (Tab. 3).

3.14 Testisgewebe vom chinesischen Muntjak zeigt

Telomeraseaktivitat

Da das TERC-Gen, das die RNA-Untereinheit der Telomerase kodiert, in MMV-
und MRE-RNA nachgewiesen wurde, war erwartet worden, dass auch das TERT-Gen, das
die katalytische Untereinheit der Telomerase kodiert, in Muntjakzellen exprimiert wird.
Das TERT-Gen lieB sich jedoch, trotz mehrfacher Versuche mit insgesamt zehn
verschiedenen Primerkombinationen, die alle anhand von konservierten Genabschnitten
ausgewdhlt worden waren, weder in RNA aus MMV-Fibroblasten noch in RNA aus
MRE-Hodengewebe nachweisen. Auch konnte das Gen nicht aus genomischer Muntjak-
DNA isoliert werden, obwohl alle verwendeten Primerkombinationen bei humaner DNA
zu TERT-spezifische PCR-Produkten fiihrten. Daher galt es die Frage zu kldren, ob das
TERT-Gen in Muntjaks nicht vorhanden ist oder ob es verdndert ist, da es mit
konservierten Primern nicht mehr aufzuspiliren war. Hierzu sollte die Aktivitit der
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Telomerase mit Hilfe des sogenannten TRAP-Assays nachgewiesen werden (Kim et al.,
1994). Es wurden Proteinextrakte aus Muntjakfibroblasten, HeLa-Zellen sowie aus in
Isopentan kryokonserviertem MRE- und humanem Hodengewebe gewonnen und auf
mogliche Telomeraseaktivitidt getestet (siche Bestimmung der Telomeraseaktivitit,
2.2.3.1.3). In den untersuchten Muntjakfibroblasten konnte keine Telomeraseaktivitit
nachgewiesen werden, was im Einklang mit Beobachtungen in humanen Fibroblasten
steht (Masutomi et al., 2003). Dagegen lie} sich im MRE-Hodengewebe sowie in den
verwendeten  Positivkontrollen  (humanes  Hodengewebe und  HeLa-Zellen)
Telomeraseaktivitit nachweisen (Abb. 16C). Das Ergebnis zeigt somit, dass die
Telomerase in Muntjakgewebe vorkommt und der fehlende Nachweis des TERT-Gens

mittels RT-PCR vermutlich die Folge von Unterschieden in der Gensequenz ist.

3.15 Bestimmung der Telomerlange

Um die Untersuchungen der Telomere beim indischen Muntjak zu
vervollstindigen, sollte die Telomerldnge von den in dieser Arbeit untersuchten MMV-
Zellinien bestimmt werden. Aus fritheren Untersuchungen von SV40-transformierten
Zelllinien des indischen Muntjaks mittels Telomer-FISH war bekannt, dass manche
Chromosomenenden, vor allem die der langen Chromosomenarme, schwache
Telomersignale aufwiesen (H. Scherthan, personliche Mitteilung). Um eine genauere
Vorstellung iiber die Telomerlinge zu erhalten, wurde verdaute MMV-DNA
gelelektrophoretisch aufgetrennt, mittels Southern Blot auf eine Nylonmembran

iibertragen, wo die Telomer-DNA nach Hybridisierung detektiert wurde (siehe 2.2.1.11).
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Als Sonde diente zum einen eine Digoxigenin-markierte Telomersonde (siche 2.2.2.5.3),
die mit dem DIG Luminescent Detection Kit (Roche) nachgewiesen wurde, und zum
anderen eine radioaktiv-markierte Telomersonde.

Der Vergleich der beiden Hybridisierungsergebnisse zeigte, dass beide
Experimente das gleiche Hybridisierungsmuster ergaben (Abb. 17). So wurde die
Telomerldnge der MMV-Fibroblasten (Scherthan, 1990) auf etwa 4-12 kb geschitzt,
wihrend die primdren MMV-Fibroblasten (Zou et al., 2002) eine ungefihre Telomerldnge
von 5-15 kb aufwiesen. Zusitzlich wurden in beiden MMV-Zelllinien Banden detektiert,
die interstitielle Telomersequenzen darstellen, da die Verwendung verschiedener
Restriktionsenzyme auch zu unterschiedlichen Bandenmustern fiihrte (Daten nicht
gezeigt). Dagegen detektierten die Southern-Hybridisierungen mit TTAGGG bei den
ebenfalls untersuchten SV40-transformierten MMV-Fibroblasten (Lee et al., 1994) ein
ganz anderes Bandenmuster. Dies konnte auf Telomersequenzverinderungen an
interstitiellen oder terminalen Loci zuriickzufiihren sein, die im Zuge der Transformation
mit SV40 aufgetreten sind (Ducray et al., 1999).

Diese vorldufigen Ergebnisse zeigen, dass die in dieser Arbeit hauptsidchlich
verwendeten MMV-Fibroblasten (Scherthan, 1990) eine Telomerlinge von mehreren
Kilobasen besitzen und somit funktionsfihige Telomerkomplexe bilden konnen.
Zusammen mit den anderen Telomeruntersuchungen sprechen alle Ergebnisse dafiir, dass

beide Muntjakspezies intakte Telomere besitzen.
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A B

Abb. 17: Bestimmung der Telomerlinge von drei verschiedenen MMV-Zelllinien und einer
HeLa-Zelllinie mittels Southern Blot. Hierzu wurde genomische DNA aus den Zellen isoliert, die
DNA mit den Restriktionsenzymen Mbol und Mspl verdaut und auf einem 0,7%igen Agarosegel
aufgetrennt. Telomer-DNA wurde mit einer Digoxigenin-markierten Telomersonde (A) und einer
radioaktiv-markierten Telomersonde (B) nachgewiesen. Die Telomerlinge der MMV-Fibroblasten
(Scherthan, 1990) wurde auf ca. 4-12 kb (Spur 2) und die Telomerlinge der primdren MMV-
Fibroblasten (Zou et al., 2002) auf ca. 5-15 kb (Spur 3) geschitzt. Die SV40-transfomierten
MMV-Zellen (Lee et al., 1994) zeigten distinkte Banden (schwarze Pfeile), die durch
Telomerverdnderungen nach der SV40-Transformation entstanden sein kénnen (Spur 4). Die in
allen MMV-Zellen detektierten Banden (gelbe Pfeile) reprisentieren vermutlich interstitielle
Telomersequenzen, da die Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme zu unterschiedlichen
Bandenmuster fiihrte (nicht gezeigt). Als Positivkontrolle dienten HeLa-Zellen mit verldngerten
Telomeren (Spur 1). M: Dig-markierter Marker (Lambda/HindIIl) 1: HeLa-Zellen mit langen
Telomeren (Positivekontrolle), 2: Fibroblasten (MMV), 3: Primédre Fibroblasten (MMV), 4: SV40-
tranformierte Fibroblasten (MMV).
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4 Diskussion

4.1 Chromosomenumbauten im Laufe der Evolution

Die Evolution von Chromosomen ist gekennzeichnet durch Verdnderungen wie
Modifikation, Anreicherung, Verlust und Umbau des genetischen Materials. Es ist daher
fiir das Verstindnis der Evolution von entscheidender Bedeutung, welche Kréifte und
Mechanismen das eukaryotische Genom beeinflusst und geformt haben (Eichler und
Sankoff, 2003). Um Antworten auf diese Fragen zu finden, werden seit langem
Chromosomen, und neuerdings auch die DNA-Sequenzen ganzer Genome, zwischen
nah- und fernverwandten Arten verglichen. Durch detaillierte Chromosomenvergleiche,
wie z. B. mittels genetischer Kartierung und in situ Methoden, lie3 sich zeigen, dass eine
Vielzahl von Chromosomenabschnitten (Segmente) zwischen verschiedenen Sdugetieren
konserviert ist (Scherthan et al., 1994; Hayes, 1995; Rettenberger et al., 1995; O'Brien et
al., 1999; Chowdhary und Raudsepp, 2001). Die Grenzen zwischen den konservierten
Chromosomensegmenten sind dabei von besonderem Interesse, weil hier Briiche in der
DNA und anschlieBende Fusionen stattgefunden haben miissen. Daher spielen
insbesondere die Analyse und der Vergleich der DNA-Sequenzen, die diesen Bruch- und
Fusionspunkten zugrunde liegen, eine Rolle fiir das molekulare Verstindnis solcher
Chromosomenumbauten (Eichler und Sankoff, 2003).

Mit der Verfligbarkeit der kompletten DNA-Sequenz des humanen Genoms

(Lander et al., 2001) und der Genomsequenzen von weiteren Sdugetieren wie Maus
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(Waterston et al., 2002), Ratte (Gibbs et al, 2004), Schimpanse
(http://www.genome.ucsc.edu, November 2003), Hund (http://www.genome.ucsc.edu,
Juli 2004) und Rind (http://www.genome.ucsc.edu, September 2004) ist eine umfassende
vergleichende Analyse der DNA-Sequenzen, die zwischen konservierten Segmenten
lokalisiert sind, moglich geworden. So konnten Vergleiche zwischen den
Genomsequenzen von Mensch und Maus zeigen, dass Chromosomenumbauten, wie z. B.
Briiche und anschlieende Fusionen, keinesfalls zufillig verteilt im Genom stattfinden,
wie von Nadeau und Taylor (1984) vorausgesagt, sondern in bestimmten Regionen
gehduft auftreten (Pevzner und Tesler, 2003; Bailey et al., 2004). Pevzner und Tesler
(2003) stellten daher dem herkommlichen ,Random Breakage Model“ der
Chromosomenevolution ein neues sogenanntes ,,Fragile Breakage Model*“ gegeniiber, das
von einer ,,Wiederverwendung® der ancestralen Bruchpunkte in Laufe der Evolution
ausgeht. Diese als Hotspots der Chromosomenevolution bezeichneten Regionen befinden
sich an der Grenze zwischen konservierten Chromosomensegmenten und korrelieren mit
dem gehduften Auftreten von Duplikationen und repetitiven Sequenzen (Bailey et al.,

2003; Bailey et al., 2004).

4.2 Die Rolle von repetitiven DNA-Sequenzen bei

Chromosomenumbauten

Laut Wichman et al. (1991) sind repetitive Sequenzen in besonderem Male fiir

chromosomale Umstrukturierungen pridestiniert, da durch Verédnderungen in repetitiven
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Regionen, im Gegensatz zu anderen Orten im Genom, kein Funktionsverlust von Genen
erfolgen kann. Ferner wiirden repetitive Sequenzen die Chromosomenevolution, wie zum
Beispiel bei den Equiden (Pferdeartigen), geradezu antreiben. Ein gut untersuchtes
Beispiel fiir die Beteiligung von repetitiver Satelliten-DNA an Chromosomenfusionen
stellt die Hausmaus dar. Hier konnte gezeigt werden, dass die in manchen
Subpopulationen zahlreich auftretenden Robertson’schen Fusionen sehr wahrscheinlich
durch illegitime Rekombination zwischen den Satelliten-DNAs zweier akrozentrischer
Chromosomen erfolgen (Garagna et al., 2001; Capanna und Castiglia, 2004).

Ein anderes Beispiel stellt der indische Muntjak dar, bei dem die Hybridisierung
von centromerischer Satelliten-DNA des chinesischen Muntjaks (C5-Sonde) bis zu 27
interstitielle Satelliten-Loci markierte (Lin et al., 1991). Diese Loci im indischen
Muntjakgenom kolokalisieren aulerdem mit den konservierten Grenzen homologer
Segmente, die in Zoo-FISH-Studien angefirbt wurden (Fronicke und Scherthan, 1997;
Yang et al., 1997b), was auf eine Beteiligung dieser Sequenzen an den Chromosomen-
fusionen des indischen Muntjaks hinweist.

Des weiteren gibt es zahlreiche Beispiele fiir interstitielle repetitive (ToAG3)n-
Sequenzen, die als molekulare Relikte von ancestralen Telomerfusionen gelten. So
wurden interstitielle Telomersequenzen in so unterschiedlichen Vertebraten wie im
Menschen (Azzalin et al., 2001), in Makakenaffen (Ruiz-Herrera et al., 2002), in
Lemuren (Go et al., 2000), in Equiden (Lear, 2001; Santani et al., 2002), in Schweinen
(de la Sena et al., 1995), in Méusen (Yen et al., 1997), in Waldlemmingen (Liu und
Fredga, 1999), in Hamsterartigen (Fagundes et al., 1997), in Giraffenartigen (Vermeesch

et al., 1996), in Wallabies (Mittelkdngurus) der Gattung Petrogale (Metcalfe et al., 2002),
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in verschiedenen Vogelarten (Nanda et al., 2002) und in Haien (Selachier) (Rocco et al.,
2001) nachgewiesen. Das molekular am besten charakterisierte Beispiel stellen die
interstitiellen Telomersequenzen des humanen Chromosoms 2q13 dar (Ijdo et al., 1991).
An diesem ancestralen Telomer-Telomerfusionspunkt sind nicht nur die
Telomersequenzen, sondern auch subtelomerische DNA-Sequenzen in entgegengesetzter
Orientierung angeordnet, die somit die Herkunft von den beiden fritheren
Einzelchromosomen noch deutlich erkennen lassen. Allerdings gibt es auch
Vermutungen, dass nicht alle interstitielle Telomersequenzen im humanen Genom das
Ergebnis von Chromosomenfusionen sind (Azzalin et al., 2001).

Ein anderer Aspekt von interstitiellen Telomersequenzen ist deren gehduftes
Vorkommen in Chromosomenregionen, die besonders anfillig fiir Chromosomenbriiche
sind. Ruiz-Herrera et al. (2005) konnten bei verschiedenen Primaten zeigen, dass
Aphidicolin-induzierte Bruchpunkte (Fragile Sites) mit interstitiellen Telomersequenzen

kolokalisieren.

4.3 Telomer- und Satellitensequenzen im indischen

Muntjakgenom

Auch im indischen Muntjak wurden interstitielle (T,AGs),-Telomersequenzen
gefunden, die als Relikte von Chromosomenfusionen angesehen werden (Lee et al., 1993;

Scherthan, 1995; Zou et al., 2002). AuBlerdem konnten Zou et al. (2002) spontane
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Chromosomenbriiche in indischen Muntjakfibroblasten beobachten, wobei ein Drittel
dieser ,,Fragile Sites* mit interstitiellen Telomer-Loci kolokalisierte.

Um die Orientierung und Anordnung von solchen interstitiellen repetitiven DNA-
Sequenzen im indischen Muntjak zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene PCR-Strategien verfolgt. Dabei fiihrte die Verwendung von jeweils einem
einzelnen Telomerprimer und genomischer indischer Muntjak-DNA zu keinen PCR-
Produkten (Abb. 6). Das weist darauf hin, dass im indischen Muntjakgenom keine
Telomersequenzen mit entgegengesetzter Orientierung (,,Head-to-Head*) angeordnet
sind, so wie es nach einer Telomer-Telomerfusion zu erwarten wire (Ijdo et al., 1991).
Die Verwendung von einzelnen muntjakspezifischen Satellitenprimern fiihrte zu einem
einzigen PCR-Produkt (Abb. 6), was darauf hinweist, dass Satellitensequenzen in
entgegengesetzter Orientierung vorliegen. Dies kann z. B. im langen Centromer des X-
Chromosoms vom indischen Muntjak der Fall sein, das aus Satelliten-DNA I besteht und
das bei einer Robertson’schen Fusion zwischen dem urspriinglichen X-Chromosom und
einem autosomalen Chromosom entstanden ist (Bogenberger et al., 1987).

Der iiberwiegende Teil aller Chromosomenfusionen, die zum rezenten Karyotyp
des indischen Muntjaks gefiihrt haben, sind jedoch Tandemfusionen (Hsu et al., 1975;
Shi et al., 1980). Die Theorie der multiplen Tandemfusionen wird durch Vergleiche der
G-Bianderung (Shi et al., 1980), DNA-Reassoziierungsexperimente (Johnston et al., 1982)
und verschiedene Zoo-FISH-Studien (Yang et al., 1995; Fronicke und Scherthan, 1997;
Yang et al., 1997a; Yang et al., 1997b) unterstiitzt. Bei der Tandemfusion gehen der
Fusion Briiche am distalen Ende des einen Chromosoms und im Centromerbereich des

anderen Chromosoms voraus (Brinkley et al., 1984; Elder und Hsu, 1988). Die Fusion
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kann dann durch illegitime Rekombination zwischen repetitiven Telomersequenzen des
distalen Endes und Satellitensequenzen des Centromers erfolgen. Diese Tandemfusionen
haben vermutlich wéhrend des Bouquetstadiums der Meiose stattgefunden, bei dem es zu
einer lokalen Konzentration von telomerischen und centromerischen Sequenzen kommt
(siche Abb. 18; Scherthan, 1990).

Um diese Theorie erstmalig auf der molekularen DNA-Ebene zu untersuchen,
wurde in dieser Arbeit eine direkte Nachbarschaft zwischen interstitiellen Telomer- und
Satellitensequenzen untersucht. Hierzu wurden PCR-Ansdtze mit verschiedenen
Kombinationen aus jeweils einem Telomer- und einem Satellitenprimer durchgefiihrt.
Dabei ergaben sich bei der Verwendung von indischer Muntjak-DNA insgesamt sechs
spezifische PCR-Produkte (Abb. 6). Die Kombination aus einem Satellitenprimer und
dem C-reichen Telomerprimer fithrte zu PCR-Produkten, deren Sequenzen eine grof3e
Ahnlichkeit zu repetitiven Rindersequenzen aufweisen (Tab. 1). FISH-Untersuchungen
mit diesen PCR-Produkten zeigten, dass die Sequenzen iiber das gesamte Euchromatin
des indischen Muntjaks verteilt sind (Abb. 8B). Die Verbreitung dieser Sequenzen konnte
daher mittels Transposition, dhnlich der Verbreitung von SINEs, LINEs (Short bzw.
Long Interspersed Nuclear Elements) oder anderen mobilen genetischen Elementen,
erfolgt sein (Jurka et al., 2003). Dagegen zeigten vor allem die PCR-Produkte, die mit
dem G-reichen Telomerprimer und einem Satellitenprimer isoliert wurden, eine hohe
Ubereinstimmung zu der Satelliten-DNA 1 der Cerviden (Tab. 1). Die Sequenzanalyse
der Produkte zeigte aullerdem, dass hier Telomersequenzen direkt mit

Satellitensequenzen verbunden sind. Mit diesen PCR-Produkten wurden distinkte, inter-
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Telomersequenzen
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Abb. 18: Modell zur Entstehung der indischen Muntjakchromosomen durch multiple
Tandemfusionen ([A] nach Scherthan, 1989 und [B] nach Lee et al., 1993). Die Chromosomen-
fusion erfolgt wéahrend der rdumlichen Konzentration von telomerischen und centromerischen
Sequenzen im Bouquetstadium der Meiose durch illegitime Rekombination (A). Je nach Position
der Bruchpunkte variiert der Anteil an interstiticllen Telomer- und Satellitensequenzen im

spateren fusionierten Chromosom (B).
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stitielle Loci innerhalb der indischen Muntjakchromosomen mittels FISH detektiert (Abb.
8). Dabei entsprach das Hybridisierungsmuster weitgehend dem Ergebnis fritherer FISH-
Untersuchungen mit der C5-Sonde (Lin et al., 1991), die mit den Grenzen konservierter
syntenischer Segmente und damit den ancestralen Bruch- und Fusionpunkten
kolokalisierte (Fronicke und Scherthan, 1997; Yang et al., 1997b). Durch weitere Zwei-
Farben FISH-Experimente mit dem hauptsdchlich aus Satelliten-DNA 1 bestehenden
PCR-Produkt TGS400 und einer TTAGGG-Sonde wurde eine Kolokalisation von
Satelliten- und Telomersequenzen an diesen interstitiellen Loci gezeigt (Abb. 9). Dariiber
hinaus konnte eine solche Kolokalisation auch auf ausgestreckten Chromatinfasern des
indischen Muntjaks nachgewiesen werden (Fiber-FISH). Die Auflosungsgrenze einer
Fiber-FISH ist dabei mit etwa 1 kb deutlich besser als die Auflosung einer
Chromosomen-FISH (Florijn et al., 1995).

Die gleiche PCR-Strategie mit verschiedenen Primerkombinationen wurde auch
mit DNA des chinesischen Muntjaks durchgefiihrt (Abb. 6D). Die Sequenzierung der
erhaltenen PCR-Produkte ergab keine Hinweise auf Ahnlichkeiten zu schon bekannten
DNA-Sequenzen oder auf eine direkte Verbindung zwischen Telomer- und
Satellitensequenzen im chinesischen Muntjakgenom.

Kiirzlich konnte auch gezeigt werden, dass die Satelliten-DNA II mit einigen der
interstitiellen Loci der Satelliten-DNA I im indischen Muntjakgenom kolokalisiert (Li et
al., 2000b; Li et al., 2000c). Daher schlugen Li et al. (2000c) die Anordnung Satelliten-
DNA I — Satelliten-DNA II — Telomer-DNA fiir die urspriinglichen akrocentrischen
Muntjakchromosomen vor und folgerten daraus, dass die Tandemfusionen des indischen

Muntjaks auch nach Briichen in der Satelliten-DNA II und der Telomer-DNA erfolgt sein
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konnten. Um die Hypothese von Li et al. (2000c) zu testen, wurden verschiedene PCR-
Ansitze mit Kombinationen aus jeweils einem Telomer- und einem Satelliten-DNA 1I-
Primer durchgefiihrt (Abb. 6C). Alle erhaltenen PCR-Produkte zeigten keine direkte
Verbindung zwischen Telomer- und Satelliten-DNA II, was eine Beteiligung der
Satelliten-DNA II an den Tandemfusionen unwahrscheinlich erscheinen ldsst. Das
Fehlen der mit den Centromeren assoziierten Satelliten-DNA II (Vafa et al., 1999) konnte
allerdings auch die Folge der Inaktivierung von einem der beiden Centromere nach einer
Chromosomenfusion sein.

Die Ergebnisse zeigen, dass die direkte Verbindung von Telomer-DNA und
Satelliten-DNA I, wie sie mittels PCR nachgewiesen wurde, fiir den indischen Muntjak
spezifisch ist und somit als Relikt von ancestralen Tandemfusionen angesehen werden
kann. Die Ergebnisse untermauern ferner die Vorstellung, dass der Mechanismus der
multiplen Tandemfusionen, die zum rezenten Karyotyp des indischen Muntjaks gefiihrt
haben, die illegitime Rekombination zwischen Telomer-DNA und centromerischer

Satelliten-DNA I ist (Scherthan, 1995).

4.4 Die Telomere schiutzten vor Chromosomenfusionen

Die Telomere stellen spezielle Nukleoproteinstrukturen dar, die aus einem
Doppelstrang repetitiver (T2AG3),-Wiederholungen, einem einzelstringigen 3'-Uberhang
und zahlreichen assoziierten Proteinen bestehen. Sie schiitzen die Chromosomenenden

vor der Erkennung als Doppelstangbriiche, vor dem Abbau durch Nukleasen, vor
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illegitimer Rekombination und vor chromosomalen Fusionen (Blackburn, 2001). Dabei
sind verschiedene Faktoren fiir die Stabilitit der Telomere verantwortlich und
Verdnderungen dieser Faktoren konnen zu Chromosomenfusionen fithren (de Lange,
2002; Karlseder, 2003; Cech, 2004). So spielt zum Beispiel eine ausreichende
Telomerldnge, die Verlingerung der Telomere durch Telomerase und das Vorhandensein
weiterer assoziierter Proteine eine ganz entscheidende Rolle fiir den Erhalt der Telomere
(McEachern et al., 2000; Ferreira et al., 2004). Von den assoziierten Proteinen kommt
den beiden TRF-Proteinen eine besondere Bedeutung fiir den Schutz der Telomere und
die Regulation der Telomerlidnge zu, da sie direkt an doppelstringige Telomer-DNA
binden. Auflerdem werden durch sie viele weitere Telomer-assoziierte Faktoren
rekrutiert, wie z. B. Tankyrase 2 (TNKS2), TIN2, POT1 und RAP1 (Smogorzewska und
de Lange, 2004). In jlingster Zeit wurden auch immer mehr Telomer-assoziierte Proteine
identifiziert, die urspriinglich als Reparaturfaktoren von DNA-Schiden, vor allem im
Zusammenhang mit der Erkennung und Reparatur von Dopelstrangbriichen, beschrieben
wurden (d'Adda di Fagagna et al., 2004). Hierzu zdhlen unter anderem der
MRE11/RAD50/NBS1-Komplex (Zhu et al., 2000), die DNA-abhéngige Proteinkinase
(PRKDC und KU70/80) (Song et al., 2000) und die ATM-Kinase (Karlseder et al., 2004).
Inzwischen wurde auch fiir TRF2 gezeigt, dass es nach kiirzester Zeit (zwei Sekunden) an
Laser-induzierten Doppelstrangbriichen auftritt und damit noch schneller an induzierten
Doppelstrangbriichen erscheint, als alle anderen bisher mit Doppelstrangbriichen
assoziierte Proteine wie ATM, NBS1 oder phosphoryliertes H2AX (Bradshaw et al.,
2005). Daher wird ein engerer Zusammenhang als bisher vermutet zwischen Telomer-

assoziierten Proteinen und an der Erkennung und Reparatur von DNA-
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Doppelstrangbriichen beteiligten Proteinen angenommen. Wright und Shay (2005)
vermuten sogar, dass einige urspriinglich generelle DNA-Reparaturfaktoren im Lauf der
Evolution Telomer-spezifische Funktionen iibernommen haben, aber ihre Beteiligung an

der DNA-Reparatur nie ganz aufgegeben haben.

4.5 Expression Telomer-assoziierter Gene

Um mogliche molekulare Mechanismen fiir das gehdufte Auftreten von
Chromosomenfusionen in der Evolution des indischen Muntjaks zu untersuchen, wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Telomere vom indischen und chinesischen
Muntjak genauer untersucht. Hierzu wurde zunéchst die Expression von 17 Genen in
Fibroblasten vom indischen Muntjak und im Hodengewebe des chinesischen Muntjaks
mittels RT-PCR {iberpriift. Die untersuchten Gene kodieren dabei fiir die folgenden
Proteine: TRF1, TRF2, POT1, RAPI1, TIN2, Tankyrase 2 (TNKS2), Telomerase (TERC
und TERT), die ATM-Kinase, das Histon H2AX, die DNA-abhéngige Proteinkinase
(PRKDC und KU70/80), der MRN-Komplex (MRE11, RADS50 und NBS1), die DNA-
Ligase IV (LIG4) und das Tumorsuppressorprotein p53.

Bis auf das TERT-Gen, das fiir die katalytische Untereinheit der Telomerase
kodiert, wurden alle untersuchten Gene sowohl in Fibroblasten vom indischen Muntjak
als auch im Hodengewebe des chinesischen Muntjaks exprimiert (Abb. 16A+B). Der
Sequenzvergleich der entsprechenden genspezifischen PCR-Produkte ergab eine hohe

Ubereinstimmung zwischen indischem Muntjak und Mensch und eine ebenfalls hohe,
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wenn auch etwas geringere Ubereinstimmung zwischen indischem Muntjak und Maus
(Tab. 3). Die hier nachgewiesene Expression der untersuchten Gene deutet daher mit
hoher Wahrscheinlichkeit darauf hin, dass auch die entsprechenden Proteine in beiden
Muntjakspezies vorhanden sind.

Von den beiden Telomerase-Genen wurde nur die Expression des TERC-Gens in
beiden Muntjaks nachgewiesen, wihrend das TERT-Gen trotz verschiedener
Primerkombinationen nicht amplifiziert werden konnte. Allerdings konnte mit Hilfe eines
TRAP-Assays aktive Telomerase im Hodengewebe des chinesischen Muntjaks
nachgewiesen werden (Abb. 16C). Da somit das TERT-Gen in diesem Gewebe exprimiert
sein sollte, konnte der Grund fiir den fehlenden Nachweis des Gens mittels RT-PCR eine
im Vergleich zu anderen Séiugern stark abweichende Nukleotidsequenz sein.
Bemerkenswerterweise gilt gerade die katalytische Untereinheit der Telomerase als
phylogenetisch sehr konserviert, wie Vergleiche zwischen so entfernt verwandten
Organismen wie Mensch und Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe) nahelegen
(Nakamura et al., 1997). Andererseits scheint die TERT-Untereinheit jedoch innerhalb
der Siuger nicht sehr konserviert zu sein, wenn man eine Ubereinstimmung von 64%
zwischen Mensch und Maus beriicksichtigt (Greenberg et al., 1998). Aus diesem Grund
wire es interessant, die orthologe Sequenz im Muntjak zu bestimmen und mdgliche

Unterschiede zu anderen Sdugern beziiglich der Telomerase zu analysieren.
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4.6 Die TERF-Gene der Muntjaks

Von entscheidender Bedeutung fiir den Schutz der Telomere und die Regulation
der Telomerldnge sind die beiden Proteine TRF1 und TRF2 (Smogorzewska und de
Lange, 2004). Besonders der Verlust von TRF2 fiihrt zu einer drastischen Zunahme von
Fusionen zwischen den Chromosomenenden (siehe Einleitung 1.5 und van Steensel et al.,
1998). Ferner werden beiden Proteinen noch weitere essentielle Funktionen
zugesprochen. So wurden zum Beispiel, im Gegensatz zu anderen Telomer-assoziierten
Proteinen, keine Krankheiten beim Menschen identifiziert, die auf einem
Funktionsverlust oder einer Mutation der beiden TERF-Gene beruhen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim, April 2005). Des weiteren schlug die Herstellung
von Knock-Out Miusen fehl, da homozygote Terf1” Mause bereits als Embryonen, d. h.
5-6 Tage nach der Befruchtung, starben (Karlseder et al., 2003). Da in den abgestorbenen
Embryonen keine Verkiirzung der Telomere und keine Fusionen der Chromosomenenden
zu beobachten waren, vermuten die Autoren zusidtzliche Funktionen fiir TRF1 in der
frithen Entwicklung (Karlseder et al., 2003).

Um die TRF-Proteine in Muntjaks zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit zundchst das TERF1- und TERF2-Gen aus dem indischen und chinesischen
Muntjak isoliert und charakterisiert. Es zeigte sich, dass die vollstindige cDNA-Sequenz
von TERF1 eine Léinge von 2374 bp im indischen Muntjak (GenBank-Nummer
AY606018) und eine Lange von 2354 bp im chinesischen Muntjak (AY606022) besitzt.

Diese Liangen sind vegleichbar mit der humanen TERF1-Sequenz von 2686 bp
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(GenBank-Nummer NM 017489; Chong et al., 1995), aber linger als die TERF1-
Sequenz (1679 bp) der Maus (NM_009352; Broccoli et al., 1997a).

Beim TERF2-Gen verhinderte eine sehr GC-reiche Region im 5°-Bereich der
cDNA die vollstindige Isolation des Gens, so dass die hier beschriebenen TERF2-
Sequenzen mit dem ersten ATG-Codon (Startcodon) des offenen Leserasters beginnen.
Die Linge der TERF2-Sequenz betrdgt 2527 bp im indischen Muntjak (AY606026) und
2425 bp im chinesischen Muntjak (AY606028). Der hohe GC-Gehalt im 5°-Bereich
stimmt mit der Untersuchung der TERF2-Sequenz des Huhns (Gallus gallus) iiberein

(Konrad et al., 1999).

4.7 Expression und Splei3varianten von TERF1 und -2

Die Expressionsanalyse der TERF-Gene mittels Northern Blot und RT-PCR
zeigte, dass diese ubiquitdr, d. h. in unterschiedlichen Muntjakzelllinien und in
verschiedenen Geweben eines zweijdhrigen chinesischen Muntjaks aus dem Berliner
Zoo, exprimiert wurden (Abb. 11). Besonders hoch war die Expression beider Gene im
Hodengewebe des chinesischen Muntjaks, was im Einklang mit fritheren
Expressionsuntersuchungen der TERF-Gene in Mensch und Maus steht (Broccoli et al.,
1997b). Zusitzlich deckte die Expressionsanalyse vier Splei3varianten des TERF1-Gens
und zwei Varianten des TERF2-Gens auf (Abb. 11). Wiahrend die Variante #2 von

TERF1 einen offenen Leseraster besitzt und schon im Menschen beschrieben wurde
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(Shen et al., 1997) sind die Varianten #3 und #4 von TERF1 und #2 von TERF2 durch
eine Leserasterverschiebung und ein vorzeitiges Stopcodon gekennzeichnet.

Interessanterweise wurden diese Spleilvarianten nicht nur in beiden
Muntjakspezies, sondern auch bei Mensch und Maus gefunden. Solche konservierten
Spleiflvarianten mit einem vorzeitigen Stopcodon wurden schon in anderen Sdugergenen
entdeckt und es wird vermutet, dass sie bei der posttranskriptionellen Regulation des
betreffenden Gens eine Rolle spielen (Lamba et al., 2003; Lareau et al., 2004). Diese
Vorstellung wird durch eine Studie von humanen Genen unterstiitzt, die zeigen konnte,
dass ein Drittel aller untersuchten Spleilvarianten ein vorzeitiges Stopcodon besitzen und
dass einige dieser Spleivarianten die Expression des betreffenden Gens beeinflussen
(Lewis et al., 2003). Hierbei spielt vermutlich der NMD-Mechanismus (,,Nonsense-
Mediated mRNA Decay*) eine Rolle, mit dessen Hilfe Spleilvarianten mit einem
vorzeitigen Stopcodon erkannt werden (Hentze und Kulozik, 1999).

AuBerdem sind seit kurzem weitere Splei3varianten des TERF1-Gens bekannt. So
beschrieben Lages et al. (2004) die Existenz einer humanen Spleivariante von TERF1
mit einer Insertion von 76 Nukleotiden, die ebenfalls eine Leserasterverschiebung und ein
vorzeitiges Stopcodon aufweist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine neue
humane TERF1-Spleiflvariante mit einer Insertion von 90 Nukleotiden isoliert werden
(Abb. 12E). Die Sequenzierung der Variante zeigte, dass sie einen vollstdndigen offenen
Leseraster enthélt und dass die zusétzlichen Nukleotide zwischen einer Exon-Intron-
Genze eingefiigt sind. Bemerkenswerterweise wurde die Spleivariante nur im humanen
Hodengewebe exprimiert und weder in anderen humanen Geweben noch im

Hodengewebe von Maus bzw. chinesischem Muntjak detektiert. Da die Telomere
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spezielle Funktionen in der Prophase der Meiose I annehmen (Scherthan, 2001; Bekaert
et al, 2004), konnte diese SpleiBvariante eine Rolle bei der menschlichen

Spermatogenese spielen.

4.8 Die TERF-Gene kartieren in Regionen konservierter

Syntenie

Die Kartierung der TERF-Gene mittels FISH auf Metaphasechromosomen des
indischen und chinesischen Muntjaks ergab, dass das TERF1-Gen auf MMV-Chromosom
1p32 und auf MRE-Chromosom 12q3, sowie das TERF2-Gen auf MMV-Chromosom
233 und MRE-Chromosom 2q33 lokalisiert sind (Abb. 13). Die Bestimmung der Gen-
Loci erfolgte dabei anhand von etablierten Ideogrammen und wurde durch existierende
Zoo-FISH-Karten bestétigt (Yang et al., 1995; Fronicke und Scherthan, 1997; Yang et al.,
1997b). Dariiber hinaus ergab die Amplifikation der Intronbereiche, dass die Positionen
der Intron-Exon-Grenzen zwischen Mensch, Maus und beiden Muntjakspezies
konserviert sind, die Lidnge der einzelnen Introns stimmte dagegen nur zwischen
indischem und chinesischem Muntjak iiberein, nicht jedoch zwischen Muntjak, Mensch
und Maus. Beim Vergleich der Gesamtgrofle der Gen-Loci fiel auf, dass der TERF1-
Locus mit einer Grofle von etwa 33 kb in beiden Muntjakspezies, 38 kb im Menschen
und 37 kb in der Maus sehr viel einheitlicher erscheint als der TERF2-Locus mit einer
GroBe von etwa 12 kb in beiden Muntjaks, 30 kb im Menschen und 26 kb in der Maus

(http://www.genome.ucsc.edu, Mai 2004).
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4.9 Die TRF-Proteine der Muntjaks sind hoch konserviert

Vergleiche der Aminosduresequenzen ergaben, dass sowohl TRF1 als auch TRF2
zwischen indischem und chinesischem Muntjak sehr stark (98%) konserviert sind (Tab.
2), wie es fiir nah verwandte Arten zu erwarten ist, deren letzter gemeinsamer Vorfahre
vor etwa 1,9 - 3,7 Millionen Jahren lebte (Wang und Lan, 2000). So ergaben zum
Beispiel Vergleiche der Proteine TRF1 und TIN2 zwischen den beiden nah verwandten
Mausspezies Mus musculus und Mus spretus ebenfalls eine Ubereinstimmung von >95%
(Kim et al., 2003). Die Ubereinstimmung von TRF1 zwischen indischem Muntjak und
Mensch betrug 81%, withrend die Ubereinstimmung zwischen indischem Muntjak und
Maus mit 63% deutlich geringer war (Tab. 2). Ein vergleichbarer Wert, ndmlich 67%,
wurde fiir die Ubereinstimmung zwischen Mensch und Maus ermittelt (Broccoli et al.,
1997a). Im Gegensatz dazu wies das TRF2-Protein insgesamt einen héheren Grad an
Ubereinstimmung auf. So betrug die Ubereinstimmung von TRF2 zwischen indischem
Muntjak und Mensch 90% und zwischen indischem Muntjak und Maus 80% (Tab. 2).
Vergleiche mit anderen Vertebraten, wie z. B. mit dem Huhn bestitigen, dass TRF2
hoher konserviert ist als TRF1 (Konrad et al., 1999).

Von den einzelnen Dominen der TRF-Proteine sind die Dimerisierungs- und
DNA-Bindedomine am stirksten konserviert (Abb. 14), was durch die Untersuchungen
der TRF-Proteine von Mensch, Maus und Huhn bestitigt wird (Broccoli et al., 1997a;
Konrad et al.,, 1999; Fairall et al., 2001). Die hier beschriebenen Sequenzen und

Vergleiche bestitigen allerdings nicht die TRF1-Sequenz vom chinesischen Hamster
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(Smilenov et al., 1998), die vermutlich humane Abschnitte enthilt und daher iiberpriift
werden sollte.

Eine weitere Auffilligkeit bei den Vergleichen ist, dass die Ubereinstimmung
zwischen Muntjak und Mensch in der Regel hoher ist als zwischen Muntjak und Maus
sowie zwischen Mensch und Maus. Diese Beobachtung wird von neueren
phylogenetischen Stammbédumen der Saugetiere unterstiitzt. So beschreiben die
Untersuchungen von Liu et al. (2001), die sowohl auf molekularen als auch auf
morphologischen Merkmalen beruhen, eine engere phylogenetische Verwandtschaft
zwischen der Gruppe der Artiodactyla (Paarhufer) und der Gruppe der Primaten
(Herrentiere) als zwischen Artiodactyla und Rodentia (Nagetiere). Trotzdem ist der
phylogenetische Stammbaum der verschiedenen Sdugergruppen noch nicht endgiiltig

geklirt und immer noch Gegenstand heftiger Diskussionen (Novacek, 2001).

4.10 Muntjakzellen exprimieren funktionelles TRF2

Nachdem die in silico Analyse der TRF-Sequenzen darauf schlieBen 14t, dass
beide Muntjakspezies funktionelle TRF-Proteine besitzen, wurde die isolierte cDNA
Sequenz des TERF2-Gens vom chinesischen Muntjak in einen GFP-Vektor kloniert und
in Muntjakzellen exprimiert (Abb. 15). Auf diese Weise wurde auch in vivo
nachgewiesen, dass TRF2 vom Muntjak (mreTRF2) an die (T,AGs),-Wiederholungen
der Muntjaktelomere bindet. Hierfiir ist die Myb-Domine verantwortlich, da Uber-

expression von mreTRF2*M, dem die Myb-Domine fehlt, nicht an die Muntjaktelomere
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lokalisiert. Es ist anzunehmen, dass sich hier Heterodimere zwischen der trunkierten
mreTRF2*™-Variante und dem endogenen TRF2 bilden, wodurch die Chromosomen-
enden ohne schiitzendes TRF2 vorliegen (siche Abb. 15C+F; van Steensel et al., 1998;
Karlseder et al., 1999). Dagegen bleibt das endogene TRF1 an den Telomeren gebunden
(Abb. 15F3).

Diese Ergebnisse und die hohe Ubereinstimmung zwischen Muntjak und
humanen TERF-Genen legen den Schluss nahe, dass beide Muntjakspezies iiber
funktionelle TRF-Proteine verfiigen und dass daher Verdnderungen dieser Proteine nicht
als Ausloser fiir die ancestralen Chromosomenfusionen in Frage kommen. Des weiteren
weist die Expression von zahlreichen weiteren Telomer-assoziierten Genen in beiden
Muntjakspezies auf das Vorhandensein der entsprechenden Proteine in Muntjaks hin.
Vermutlich waren daher andere Faktoren, oder zum Beispiel zeitlich begrenzte
Verdanderungen in der Genexpression, die sich heute nicht mehr nachweisen lassen, fiir

die ancestralen Chromosomenfusionen verantwortlich.

4.11 Ausblick

Die Expressionsanalysen der Telomer-assoziierten Gene im indischen und
chinesischen Muntjak zeigen, dass sich trotz zahlreicher Versuche die Expression des
TERT-Gens, das die katalytische Untereinheit der Telomerase kodiert, nicht nachweisen
lie. Daher wére es interessant, mehr iiber die Rolle und die Sequenz der Telomerase im

indischen Muntjak zu erfahren.
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Fiir das Verstindnis von Chromosomenumbauten sind vor allem die zugrunde
liegenden DNA-Sequenzen von grofler Bedeutung. In dieser Arbeit wurde durch den
Nachweis von direkt aneinander grenzenden Telomer- und Satellitensequenzen ein
Anfang fiir das molekulare Verstindnis der Chromosomenfusionen beim indischen
Muntjak gemacht. In Zukunft wird es darum gehen, noch mehr Fusionspunkte zu
isolieren und die beteiligten Sequenzen zu studieren. Mit Hilfe der vor kurzem etablierten
Genom-Bibliotheken des indischen und chinesischen Muntjaks (http://bacpac.chori.org)
konnen nicht nur die Fusionspunkte und deren Umgebung sequenziert werden, sondern
auch eine eindeutige Korrelation zwischen den DNA-Sequenzen und Chromosomenloci
hergestellt werden. Da in jlingster Zeit die Genome von immer mehr Séiugetieren
entschliisselt wurden (siche 4.1), konnten solche Genom-Bibliotheken auch als
Grundlage fiir die vollstindige Sequenzierung der Muntjakgenome dienen, was zu ganz

neuen Mdglichkeiten fiir die Untersuchung der Chromosomenumbauten fiihren wiirde.
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5 Zusammenfassung

Der indische Muntjak (Muntiacus muntjak vag.) stellt aufgrund seiner geringen
Chromosomenzahl von 2n=6/7 (Weibchen/Ménnchen) einen ausgezeichneten
Modellorganismus fiir Fragen zur Chromosomenstabilitdt und Telomerbiologie dar. Die
Reduktion der Chromosomenzahl erfolgte im Laufe der Evolution duch zahlreiche
chromosomale Tandemfusionen, wobei angenommen wird, dass diese Fusionen auf
illegitimer Rekombination zwischen telomerischen und centromerischen (Satelliten)
DNA-Sequenzen beruhen. Diese Hypothese konnte im Rahmen dieser Arbeit bestétigt
werden, indem mit Hilfe einer PCR-Strategie direkt aneinander grenzende Telomer- und
Satellitensequenzen aus dem indischen Muntjakgenom isoliert wurden. Dariiber hinaus
konnte eine Verbindung dieser Sequenzen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf
ausgestreckten Chromatinfasern (Fiber-FISH) und eine Kolokalisation von Telomer- und
Satelliten-DNA an interstitiellen Chromosomenloci (Metaphase-FISH) nachgewiesen
werden, wobei letztere mit den vermuteten ancestralen Bruch- und Fusionspunkten
iibereinstimmten.

Um mogliche Ursachen fiir das gehdufte Auftreten dieser Chromosomenfusionen
zu studieren, wurden die Telomere und Telomer-assoziierte Proteine, die eine wichtige
Rolle beim Schutz vor Chromosomenfusionen spielen, im indischen und chinesischen
Muntjak untersucht. So wurde die Expression und ein hohes MaB an Ubereinstimmung
fiir zahlreiche Telomer-relevante Gene in beiden Muntjakspezies nachgewiesen.
Insbesonders die Charakterisierung der direkt an die Telomer-DNA bindenden TRF-
Proteine, die als wichtige Schutzfaktoren gelten, ergab, dass TRF1 und in noch starkerem
MalBle TRF2 hoch konserviert zwischen Muntjak und Mensch sind. Aullerdem zeigten
Immunfirbungen und die Uberexpression von Muntjak-spezifischem TRF2, dass auch in
Muntjakzellen TRF2 an die Telomere bindet.

Die Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass beide Muntjakspezies funktionelle
Telomere besitzen und damit andere Faktoren als Ursache fiir die zahlreichen

Chromosomenfusionen des indischen Muntjaks in Betracht gezogen werden miissen.
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7 Abklrzungsverzeichnis

aa
Abb.
Ak
Amp
AP
APS

Aqua dest.

BAC

bp
BSA
°C

ca.

d. h.
DAPI
DIG
DMEM
DNA
DNase
dNTP
EMEM
FCS
FISH
FITC
g

GFP

h
IPTG
Kan
kb

1

LB
Lsg.
M

m

min
MMV
MRE
oT
PAGE
PBS
PCR

Aminosédure (Amino Acid)

Abbildung

Antikorper

Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxydisulfat

Destilliertes Wasser

Kiinstliches Bakterienchromosom (Bacterial Artificial
Chromosome)

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin, (Bovine Serum Albumin)
Grad Celsius

circa

das heif3t

4°,6-Diamidino-2-phenylindol

Digoxigenin

Zellmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic Acid)
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat

Zellmedium (Essential Minimum Eagle Medium)
Fotales Kilberserum (Fetal Calf Serum)
Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Fluoresceinisothiocyanat

gramm, Zentrifugalkraft

Griin-fluoreszierendes Protein

Stunde

Isopropyl-thio-B-D-Galactopyranosid
Kanamycin

Kilobasenpaare

Liter

Luria Bertani

Losung

Molar

Milli

Minute

Muntiacus muntjak vaginalis (Indischer Muntjak)
Muntiacus reevesi (Chinesicher Muntjak)
Objekttrager

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatpuftfer (Phosphate Buffered Saline)
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
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Pen
RNA
RNase
Rpm
RT
SDS
sec
SSC
Strep
Tab.
Taq
TERF1
TERF2
TRAP
TRF1
TRF2
TRIS

u. N.
Uuv

Vol
X-Gal
YAC
z. B.

Penicillin

Ribonukleinsdure (Ribonucleic Acid)
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (Rotation per Minute)
Raumtemperatur, Reverse Transkription
Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecylsulfate)
Sekunde

Natrium-Citrat-Puffer (Standard Saline Citrate)
Streptomycin

Tabelle

Thermus aquaticus

Telomeric Repeat Binding Factor 1 (Gen)
Telomeric Repeat Binding Factor 2 (Gen)
Telomerase Repeat Amplification Protocol
Telomeric Repeat Binding Factor 1 (Protein)
Telomeric Repeat Binding Factor 2 (Protein)
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
Einheit (Unit)

Mikro

iiber Nacht

Ultraviolett

Volt

Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galacto-pyranosid
Kiinstliches Hefechromosom (Yeast Artificial Chromosome)
zum Beispiel
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