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A.1 Repetitive Sequenzen im menschlichen Genom

Eukaryontische Genome unterscheiden sich drastisch in ihrer GroB3e, ohne dall die Menge an
DNA dabei mit der Komplexitit eines Organismus zu korrelieren scheint (Mirsky und Ris,
1951; Thomas, 1971; Hartl, 2000). Die grundlegenden Beobachtungen zu diesem sogenannten
C-Wert-Paradox stammen noch aus Zeiten, in denen die Struktur der DNA unbekannt war.
Nach Experimenten zur Renaturierungskinetik von genomischer DNA wurde klar, dal DNA
repetitive Bereiche enthielt, und dal das Ausmal} dieser repetitiven Bereiche in verschiede-
nen, auch verwandten Organismen sehr unterschiedlich ausfiel (Britten und Kohne, 1968;
Bonner et al., 1973; Davidson et al., 1973). Die weitgehende Sequenzierung mehrerer eukary-
ontischer Genome macht es nun moglich, die Anteile kodierender DNA am Genom quantita-
tiv zu erfassen. Wahrend bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae etwa 70% des Genoms aus
proteinkodierenden offenen Leserastern (ORF) besteht (Goffeau et al., 1996), umfassen Struk-
turgene und regulatorische Bereiche nur etwa 5% des menschlichen Genoms (International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

Etwa die Hailfte des menschlichen Genoms 146t sich eindeutig verschiedenen Familien repeti-
tiver Elemente zuordnen, von denen die meisten von Transposons oder Retrotransposons ab-
geleitet sind (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Solche short oder
long interspersed elements (SINEs oder LINEs) weisen eine charakteristische Verteilung
innerhalb der bisher sequenzierten Genome von Mensch und Maus auf (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002).
Obwohl SINEs in beiden Spezies in den Regionen hoher Gendichte angereichert zu sein
scheinen, unterscheiden sich insgesamt jedoch die Zusammensetzung und der Anteil bestim-
mter repetitiver Elemente in beiden Genomen (Mouse Genome Sequencing Consortium,
2002).

Anfangs wurde vorgeschlagen, daBl es sich bei repetitiver DNA um Abfall (junk) (Ohno,
1972), oder um eigenniitzige (selfish) DNA (Doolittle und Sapienza, 1980; Orgel und Crick,
1980) handeln konnte. Angesichts des formenden Einflusses von repetitiven Elementen auf
Genome erscheint diese Interpretation nun als voreilig. Die Rekombination von verstreut
liegenden repetitiven Elementen ist wahrscheinlich an der Neuverkniipfung genetischer

Information beteiligt. Die sich durch reverse Transkription und Transposition vermehrenden
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repetitiven Elemente waren aufgrund ihrer Mobilitdt vermutlich auch bei der Schaffung von
neuen Genen, oder der Neuorganisation von Genen bzw. Proteindoménen, beteiligt (Inter-
national Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

SINEs und LINEs gehoren zu den iiber das gesamte Genom verteilten repetitiven Sequenzen,
die fiir die Evolution von Genomen zwar moglicherweise von Bedeutung waren, denen per se
jedoch keine Funktion zugeordnet werden kann. Im Genom werden aber auch funktionelle
Regionen mehrfach wiederholt: Die rRNA-Gene liegen in tandem-artiger Wiederholung auf
den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 und bilden die
die Nukleoli organisierenden Zentren (Wellauer und Dawid, 1979). Die sogenannte Satelliten-
DNA an den Telomeren und den Centromeren eukaryontischer Chromosomen besteht aus
Wiederholungen kurzer DNA-Sequenzen, die fiir die Struktur und Stabilitit von Chromoso-
men von grofler Bedeutung sind (Blackburn, 1990). Auf eine bestimmte Klasse repetitiver

DNA, namlich die der Mikrosatelliten, soll im folgenden genauer eingegangen werden.

A.2 Mikrosatelliten

Bei Wiederholungen von einer Sequenzeinheit zwischen 1 bis 6 Basen spricht man von Mi-
krosatelliten oder von einfachen Sequenz-Wiederholungen (simple sequence repeat, SSR)
(Té6th et al., 2000; Katti et al., 2001; International Human Genome Sequencing Consortium,
2001; Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Sie kommen in allen bisher untersuch-
ten eukaryontischen und — zu einem geringeren Anteil — auch in prokaryontischen Genomen
vor (Tautz et al., 1986; Richard et al., 1999). SSRs machen allein etwa 3% des menschlichen
Genoms aus (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Im Genom der
Maus treten sie bis zu viermal hdufiger auf und die Einheiten werden z.T. auch o6fter wieder-
holt als im menschlichen Genom (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002; Love et al.,
1990; Beckmann und Weber, 1992).

Die Haufigkeit bestimmter SSRs hingt von der Lénge der wiederholten Einheit und ihrer
Sequenzzusammensetzung ab (Toth et al., 2000). Man beobachtet auBlerdem, daBl sich die
Haufigkeit des Auftretens bestimmter SSRs in verschiedenen Spezies unterscheidet
(Beckmann und Weber, 1992; Tautz und Schldtterer, 1994; Lagercrantz et al., 1993). SSRs
sind je nach Sequenz und Lénge der wiederholten Einheit in Bezug auf ihre Position in Exons,
Introns, intergenischen Regionen und auch Chromosomen ungleich verteilt (Katti et al.,
2001). Die meisten Mikrosatelliten befinden sich in Positionen, in denen Lidngenverinde-
rungen wahrscheinlich keine funktionalen Folgen haben (Cox und Mirkin, 1997; Metzgar et

al., 2000). Wenn SSR in proteinkodierenden Exons auftreten, so sind Trinukleotid-Wieder-
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holungen, gefolgt von Hexanukleotid-Wiederholungen, am hdufigsten (T6th et al., 2000), was
angesichts der Anforderungen des Leseraster nicht erstaunlich ist. CGG/CCG-Trinukleotide
scheinen bei Vertebraten in Exons, vor allem aber in intergenischen Regionen angereichert zu
sein (Toth et al., 2000). Moglicherweise treten sie bevorzugt am 5'-Ende von Genen auf
(Debrauwere et al., 1997). Die Position von SSRs in kodierenden Regionen ist hdufig bei
verschiedenen Spezies konserviert, so dafl ihnen in diesen Féllen eventuell eine wichtige
Rolle bei der Proteinfunktion zugeschrieben werden kann (Ubersicht in Kiinzler et al., 1995;

Djian et al., 1995; Rubinsztein et al., 1995a; Eichler et al., 1995).

A.2.1 Polymorphismus von Mikrosatelliten

Eine charakteristische Eigenschaft von SSRs erleichterte Kartierungsprojekte und das DNA
fingerprinting, das in der Forensik oder bei Vaterschaftstests von groer Bedeutung ist (Tautz,
1989; Weissenbach, 1993; Jeffreys et al., 1991). Die Mutationsrate von SSRs liegt bei 107 pro
Generation und Genlocus (Weber und Wong, 1993; Brinkmann et al., 1998). SSRs sind des-
halb in der Bevolkerung polymorph und daher als Marker sehr gut geeignet. Meist werden bei
einer Mutationen nur eine oder wenige Einheiten an die bestehende Wiederholung addiert
bzw. deletiert (zur Ubersicht Ellegren, 2000). Man geht davon aus, daB diese Lingenéinderung
von SSRs auf DNA slippage beruht (Kornberg et al., 1964; Streisinger et al., 1966). Ein
Strang der DNA dissoziiert dabei wihrend der DNA-Replikation oder der DNA-Reparatur
von seinem Gegensstrang und lagert sich anschlieend, um eine oder wenige Einheiten ver-
setzt, wieder an. In einer enzym- und sequenzspezifischen Reaktion lieBen sich sowohl Di- als
auch Trinukleotid-Sequenzen auf diese Art in vitro verlingern (Schlotterer und Tautz, 1992;
Behn-Krappa und Doerfler, 1994). Ein ungleiches crossing over wiahrend der Rekombination
gilt als der andere mogliche Mechanismus, aufgrund dessen die Linge von SSRs variieren
konnte (Smith, 1974; Levinson und Gutman, 1987). Bei der Mutation von Minisatelliten
findet auch Genkonversion statt, die auch bei der Ausdehnung von Mikrosatelliten eine Rolle

spielen konnte (Jeffreys et al., 1994).

A.2.2 Instabilitat von Mikrosatelliten in Tumoren

In einigen spontan auftretenden Tumoren sowie in erblichen Nicht-polyposen Kolonkarzino-
men (HNPCC) beobachtet man genomweite Instabilitdten von Mikrosatelliten (Thibodeau et
al., 1993; Ionov et al., 1993; Sturzeneker et al., 2000). Diese erhohte Mutationsrate beruht
wahrscheinlich auf Funktionsverlusten von DNA-Reparaturenzymen (Duval und Hamelin,

2002a). Tumore mit Instabilititen von Mikrosatelliten konnen von denen, in denen Mikrosa-
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telliten stabil bleiben, durch ihre klinisch-pathologischen Eigenschaften unterschieden werden
(Duval und Hamelin, 2002b). Die genomweiten Verdnderungen der Linge von Mikrosatel-
liten gehen wahrscheinlich mit weiteren inaktivierenden Mutationen in anderen Genen einher,

durch die der Tumorverlauf beeinflullt werden kann.

A.2.3 Mogliche Folgen der Instabilitat von Mikrosatelliten

Je nach Anzahl der Wiederholungen von SSR innerhalb von translatierten Exons entstehen
verschieden lange Aminosdure-Ketten. Vor allem von einigen Transkriptionsfaktoren ist be-
kannt, dal sie Polyglutamin- oder Polyprolin-Ketten enthalten. Die Aktivierung der durch
diese Transkriptionsfaktoren regulierten Gene wird durch die Verdnderung der Anzahl dieser
Aminoséduren beeinfluBt (Gerber et al., 1994; Ubersicht in Kiinzler et al., 1995). DNA
slippage tragt moglicherweise auch zu der Erweiterung des Antikorper-Repertoires bei, da
Trinukleotid-Wiederholungen in den variablen Regionen der schweren Immunoglobulin-
Ketten angereichert sind (Lantto und Ohlin, 2002).

In Promotoren konnen SSRs in Abhdngigkeit ihrer Linge die Aktivitit dieser Promotoren be-
einflussen (Hamada et al., 1984; Ubersichten in Kashi et al., 1997; Rockman und Wray, 2002;
Borrmann et al., 2003). So reprimiert z.B. eine 5'-d(CTG),s-3'-Folge den Metallothionein-III-
Promotor der Maus (Imagawa et al., 1995), wihrend eine 5'-(TC),-3'-Wiederholung die
Expression des HMGAZ2-Promotors in menschlichen Zellinien verstirkt (Borrman et al.,
2003). SSRs konnen als Bindungsstellen fiir Proteine dienen und so die Zusammensetzung
von Transkriptionsfaktoren an Promotoren verdndern. Die Bindung von Proteinen konnte
dabei sequenzspezifisch oder strukturspezifisch erfolgen, da einige SSRs DNA-Strukturen
ausbilden konnen, die von der B-DNA-Struktur deutlich abweichen (Taillandier et al., 1984;
Sinden, 1994; Cox und Mirkin, 1997). Zudem verdndern einige SSRs die lokale Chromatin-
struktur, da bei repetitiver DNA z.B. die Affinitdt zu Nukleosomen DNA stark sequenz-
abhéngig ist (Wang und Griffith, 1995; Godde et al., 1996). Die Transkriptionsrate eines
benachbarten Gens konnte durch diese strukturellen Effekte moduliert werden (zur Ubersicht

in Brahmachari et al., 1995).

A.3 Fragile Stellen

Eine starke Ausdehnung von SSRs kann unter bestimmten Zellkulturbedingungen zur Ausbil-
dung von lichtmikroskopisch sichtbaren, nicht anfarbbaren Bereichen auf Chromosomen, den
sogenannten fragilen Stellen, fithren (Sutherland und Richards, 1995). Man unterscheidet hiu-

fige und seltene fragile Stellen, die zudem anhand der Stoffe, die sie auslésen, weiter klassifi-



A Einleitung

ziert werden. Die molekulare Ursache der hdufigen fragilen Stellen ist bisher nicht bekannt
(Sutherland und Richards, 1999). Fragile Stellen scheinen Regionen genomischer Instabilitit
aufzuzeigen, da sie mit erhohten Raten von Schwesterchromatid-Austauschen, mit Verlusten
der Heterozygotie in Tumoren oder mit viralen Integrationen assoziiert sind (zur Ubersicht
Glover, 1998; Sutherland und Baker, 2000; Sutherland und Richards, 1999).

Die bisher klonierten seltenen, durch Folatmangel induzierten, fragilen Stellen beruhen auf
der starken Amplifikation und Methylierung von CGG-Wiederholungen. So fiihrt die fragile
Stelle A auf dem X-Chromosom zum Fragilen-X-Syndrom, von dem spédter noch die Rede
sein wird (A.5.1.). Die seltene, CGG-induzierte fragile Stelle B auf Chromosom 11 (Abb. 1)
wird mit Chromosomenbriichen im Jacobsen-Syndrom in Verbindung gebracht (Jones et al.,

1995).

A.4 Amplifikation von Mikrosatelliten bei Erbkrankheiten des Menschen

Die Amplifikation bestimmter Mikrosatelliten kann beim Menschen eine Reihe von
Erbkrankheiten auslosen. Bislang sind mehrere Loci bekannt, in denen die Verlangerung einer
repetitiver DNA-Folge ein Genprodukt bzw. dessen Expression beeintrichtigt (Ubersicht in
Margolis und Ross, 2001; Margolis et al., 1999; Ranum und Day, 2002; Cummings und
Zoghbi, 2000). Meist handelt es sich beim amplifizierten Element um Trinukleotid-
Wiederholungen. Es gibt jedoch auch Erkrankungen, die mit der Amplifikation von Tetra-
und Pentanukleotidwiederholungen sowie einer Dodecamer-Wiederholung assoziiert sind
(Abb. 1). Im Vergleich zur der genomweiten Instabilitit von Mikrosatelliten in Tumoren
(A.2.2) ist bei den pathogenen Amplifikationen von Mikrosatelliten in einem Gen-Locus eine
drastische Zunahme der Anzahl der wiederholten einfachen Sequenzeinheit die Regel (Wells,
1996).

In einigen Proteinen beobachtet man eine geringfiigige Verldngerung oder auch Verkiirzung
von Polyalanin- oder Polyaspartat-Folgen (Mundlos et al., 1997; Muragaki et al., 1996; Brais
et al., 1998; Délot et al., 1999; Utsch et al., 2002; Nakamoto et al., 2002). Da diese
Krankheiten wahrscheinlich nicht zu den Amplifikations-Krankheiten gehoren, wird hier

nicht weiter auf sie eingegangen.
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ATG Stop

(CCCCG)CG CGG CAG CC CCTG GAA CAG CTG A T CTG
GIn { 2 |
1 | 1 | |

EPM1 FraxA FraxE DM2 FA HD HDL-2* DM
Jacobsen-S.* DRPLA SCA8*
SCA12* SSC?A'\qg SCA10*
SCAG*
SCA7
SCA17*

Abbildung 1 Position und Sequenz der pathogenen Mikrosatelliten und der kodierten Aminosiiuren
in einem schematisierten menschlichen Gen.

Die nicht-translatierten Regionen der Exons (Rechtecke) sind schwarz, die translatierten Bereiche grau
gekennzeichnet. Dreieckige Verbindungslinien zwischen den Exons deuten auf Spleiflien hin. Die Kon-
sequenz der Amplifikation der 5'-d(CTG).-3'-Wiederholung bei der HDL-2 ist bislang aufgrund der Lage
des Mikrosatelliten in einem alternativ gespleiten Exon, das nur bedingt translatiert wird, ungeklart
(Ranum und Day, 2002). Bei den mit Stern gekennzeichnete Krankheiten sind Amplifikationen bislang nur
sehr selten als pathogene Ursache festgestellt worden (Margolis und Ross, 2001). Die Abkiirzungen der
Amplifikations-Krankheiten sind unterhalb der Sequenz des Mikrosatelliten eingetragen. DM Myotone
Dystrophie; DRPLA Dentatorubrale pallidoluysische Atrophie; EPM1 progressive myoklone Epilepsie Typ
1; FraXA/E Fragiles-X-Syndrom Typ A oder E; FA Friedreichsche Ataxie; HD Huntingtonsche Krankeit;
HDL-2 HD-dhnliche Erkrankung Typ 2; SBMA Spinobulbidre Muskelatrophie; SCA Spinozerebelldre
Ataxie. (Abbildung veréndert nach Sinden et al., 2002)

A.4.1 Amplifikation von Polyglutamin-Ketten

Man unterscheidet je nach Position der repetitiven DNA innerhalb eines Gens zwei Klassen
von Amplifikations-Krankheiten (Paulson und Fischbeck, 1996). Bei den Krankheiten des
Typs I liegen die amplifizierten Trinukleotide, meist CAG, im translatierten Bereich des Gens
und fithren zu einem verdnderten Protein. Neben der Entdeckung, daB eine instabile 5'-
d(CAG),-3'-Wiederholung fiir Chorea Huntington (The Huntington's Disease Collaborative
Research Group, 1993) verantwortlich ist, wurden &dhnlich instabile Trinukleotide als ur-
sdchlich fiir die Spinobulbire Muskelatrophie (SBMA; La Spada et al., 1992), die Dentato-
rubrale Pallidoluysische Atrophie (DPRLA; Koide et al., 1994) und mehrere Subtypen der
Spinozerebelldren Ataxie (SCA) beschrieben. Von insgesamt 17 Subtypen solcher Ataxien
wurden SCA1 (Orr et al., 1993); SCA2 (Imbert et al., 1996); SCA3 (Kawaguchi et al., 1994),
SCAG6 (Zhuchenko et al., 1997), SCA7 (David et al., 1997) und wahrscheinlich auch SCA17
(Nakamura et al., 2001) mit 5'-d(CAG),-3'-Wiederholungen in Verbindung gebracht. Eine
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sehr seltene Ausdehnung einer 5'-d(CTG),-3'-Wiederholung im Junctophilin-Gen 3 bewirkt
wahrscheinlich nur bei Menschen afrikanischer Abstammung einen Huntington-dhnlichen
Phinotyp (Huntington disease-like 2; HDL-2) (Holmes et al., 2001; Bauer et al., 2002).

Neben der Trinukleotid-Wiederholung 5'-d(CAG),-3', die fiir Polyglutamin kodiert, weisen
die betroffenen Proteine keine Ahnlichkeiten auf (Cummings und Zoghbi, 2000). Dennoch
gleichen sich die ausgeldsten Symptome, so dal man eine gemeinsame Pathogenese vermutet.
Bei allen Polyglutamin-Erkrankungen beobachtet man eine Neurodegeneration, die typischer-
weise erst spater im Verlauf des Lebens beginnt (Koshy und Zoghbi, 1997). Je 6fter Glutamin
wiederholt ist, desto jiinger sind die Betroffenen bei den ersten Symptomen (Rubinsztein et
al., 1993). Zudem korreliert die Schwere der Symptome mit der Linge der Polyglutamin-
Kette. Die Krankheiten der Klasse I werden vermutlich nicht durch den Verlust der jeweiligen
Proteinfunktion ausgelost, sondern beruhen wahrscheinlich auf einer durch die Amplifikation
der Polyglutamin-Folge erworbenen zytotoxischen Eigenschaft der verdnderten Proteine

(gain-of-function-Mutation) (Zoghbi und Orr, 1999; Margolis und Ross, 2001).

A.4.2 Amplifikation von Mikrosatelliten in nicht-translatierten Regionen von
Genen

Die Amplifikations-Erkrankungen der Klasse II sind heterogener als die der Klasse 1. Neben
den verschiedenen Atiologien unterscheiden sich die amplifizierten Mikrosatelliten in ihrer
Sequenz, in der Lange der wiederholten Einheit und in ihrer Position innerhalb des betrof-
fenen Gens (Abb. 1). Zunichst wurde die Amplifikation einer 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung
mit dem Fragilen-X-Syndrom (FraXA) in Verbindung gebracht (Fu et al., 1991; Verkerk et
al., 1991). Es handelt sich dabei um ein Syndrom, das wie das FraXE-Syndrom auch (Knight
et al., 1993), mit geistiger Behinderung der Betroffenen einher geht. Des weiteren gehoren die
Myotonen Dystrophien 1 und 2 (Brook et al., 1992; Liquori et al., 2001), die Friedreichsche
Ataxie (Campuzano et al., 1996), die Spinozerebelldren Ataxien des Typs 8 und 12 (Koob et
al., 1999; Holmes et al., 1999) und die Progressive Myoklonische Epilepsie Typ 1 (La
Freniere et al., 1997) zu dieser Klasse von Amplifikations-Erkrankungen.

Allen Klasse II-Erkrankungen ist gemeinsam, daf3 das vom betroffenen Gen kodierte Protein
nicht von der Amplifikation der Tri-, Tetra-, Penta- und Dodecamernukleotid-Wieder-
holungen betroffen ist (Margolis et al., 1999; Ranum und Day, 2002). Zudem resultieren
krankheitsauslosende Mutationen aus Amplifikationen von sogenannten Prdmutationen, die
bereits im Vergleich zu den normalen Allelen amplifiziert vorliegen, jedoch nicht die

Symptome einer starken Expansion nach sich ziehen (Cummings und Zoghbi, 2000). In der
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Regel werden bei den Amplifikationskrankheiten der Klasse II die Sequenz-Wiederholungen
starker amplifiziert, als bei den Polyglutamin-Erkrankungen (La Spada, 1997; Margolis et al.,
1999).

Die Folgen der Amplifikation fiir das betroffene Gen unterscheiden sich ebenfalls bei allen
Klasse II-Erkrankungen. Im Falle der Fragilen-X-Syndrome A und E beobachtet man eine
Hypermethylierung der Promotorregionen der Gene FMR1 und FMR2 (fragile X mental
retardation gene 1 und 2) und einen Verlust der Genexpression (Oberlé et al., 1991; Sutcliffe
et al., 1992). Bei der Friedreichschen Ataxie beeintrachtigt eine 5'-d(GAA),-3'-Wiederholung
im Intron des Frataxin-Gens die Elongation bei der Transkription (zur Ubersicht Grabczyk et
al., 2001). Die Amplifikation bei beiden Typen der Myotonen Dystrophie scheint die Prozes-
sierung des Primdrtranskriptes zu beeintrdchtigen oder sogar die normale Interaktion von
RNA-bindenden Proteinen mit ihren Ziel-RNAs dominant-negativ zu verdndern (Davis et al.,
1997; Tapscott et al., 1998; zur Ubersicht Ranum und Day, 2002). Man spricht hierbei von
einem gain-of-function-Effekt auf RNA-Ebene, einem bislang unbekannten pathogenen
Mechanismus bei Erbkrankheiten des Menschen (Galvao et al., 2001). Bei der Myotonen
Dystrophie Typ 1 konnte es sich zudem um eine Storung der Expression mehrerer benach-
barter Gene handeln (Harris et al., 1996). Ahnliche toxische RNA-Effekte und eine gleich-
zeitige Storung der Expression der betroffenen Gene werden auch bei den Spinozerebelldren

Ataxien SCA Typ 8, 10 und 12 vermutet (Ranum und Day, 2002).

A.4.3 Dynamische Mutation pathogener Mikrosatelliten

Mutationen verdndern die genomische Information eines Organismus. Im Falle einer Mutation
in der Keimbahn wird die Mutation an die nichste Generation weitergegeben. In der Regel
sind Mutationen statisch, d.h. die DNA einer Zelle, die eine Mutation tragt, mutiert mit der
gleichen Wahrscheinlichkeit wie die DNA der Zelle, von der sie abstammt. Bei den krank-
heitsrelevanten Mikrosatelliten erhoht sich dagegen die Wahrscheinlichkeit einer weiteren
Amplifikation drastisch, sobald die normale Lénge eines Allels iiberschritten ist. Es wurde
daher der Begriff der dynamischen Mutation fiir die Ausdehnung der pathogenen Mi-
krosatelliten gepréagt (Richards et al., 1992; Richards und Sutherland, 1992).

Schon bei der Vererbung von nicht-pathogenen Mikrosatelliten beobachtet man eine zuneh-
mende Mutationsanfilligkeit von solchen Allelen, in denen die Einheit oft wiederholt wird
(Wierdl et al., 1997; Brinkmann et al., 1998). Das unbegrenzte Wachstum der meisten Mikro-
satelliten wird offenbar verhindert durch eine mit der Lange der Wiederholung zunehmenden

Wahrscheinlichkeit der Kontraktion des Allels (Xu et al., 2000; Ellegren, 2000; Harr und
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Schlétterer, 2000). Es ist bisher nicht bekannt, was die pathogenen Mikrosatelliten von ande-
ren Mikrosatelliten unterscheidet und warum der Prozef3 der Amplifikation bei thnen weiter
fortschreitet.

Die Zunahme der Anzahl der wiederholten Einheiten lieferte die Erklarung fiir das Phanomen
der Antizipation, das typisch ist fiir viele der oben beschriebenen Amplifikations-Erkrankun-
gen. Vor allem bei den Erkrankungen des Typs I nimmt das Manifestationsalter in der Folge
der Generationen ab und die Schwere der Erkrankung zu (Rubinsztein et al., 1993; Cummings
und Zoghbi, 2000; Zoghbi und Orr, 1999; Ashley und Warren, 1995).

Bei dem Fragilen-X-Syndrom (A.5.1.) gibt es keine vergleichbare Genotyp/Phénotyp-
Korrelation. Diese X-chromosomal vererbte Erkrankung zeichnet sich jedoch durch einen
ungewohnlichen Vererbungsmodus (Sherman et al., 1984; 1985) aus, der als Sherman-
Paradox bezeichnet wurde (Opitz et al., 1986). Vom Fragilen-X-Syndrom selbst nicht
betroffene Ubertriger vererben die krankheitsauslosende Mutation ausschlieBlich iiber ihre
Tochter an ihre Enkel. Bei diesen Ubertrigern liegt die polymorphe 5'-d(CGG),-3'-
Wiederholung bereits iiber einen Schwellenwert hinaus verldngert, also pramutiert, vor (Fu et
al., 1991). Nach der Passage in der weiblichen Keimbahn (A.5.1.8.1.) wird eine Primutation
meistens wiederum iiber einen Schwellenwert hinaus verlidngert, so daB3 in der folgenden
Generation das Krankheitsbild des Fragilen-X-Syndroms manifest wird (Verkerk et al., 1991).
Auf die Mutation dieser 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung wird in den folgenden Kapiteln genauer
eingegangen (A.5.1.).

A.5 Amplifikation von 5'-d(CGG).-3'-Trinukleotid-Folgen

Auf dem X-Chromosom sind drei durch Folatmangel induzierte fragile Stellen (A, E und F)
bekannt, die auf der Amplifikation von 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen beruhen. Vor der
Entdeckung der molekularen Ursache des Fragilen-X-Syndroms (Verkerk et al., 1991) diente
die fragile Stelle A als diagnostischer Marker fiir das Syndrom (Turner et al., 1978). Wahrend
die fragile Stelle E mit einer milden Form der geistigen Behinderung assoziiert ist (Knight et
al., 1993), wurde die fragile Stelle F bisher mit keiner Erbkrankheit in Verbindung gebracht
(Parrish et al., 1994; Ritchie et al., 1994). Weitere Expansionen von 5'-d(CGG),-3' liegen auf
den Chromosomen 11 und 16. Das Jacobsen-Syndrom (Fral1B) héngt moglicherweise mit
einer schweren Form der geistigen Behinderung zusammen (Jones et al., 1995). Negative
Folgen der Fral6A sind nicht bekannt (Nancarrow et al., 1994). Im folgenden soll das Fragile-
X-Syndrom exemplarisch fiir eine pathogene Amplifikation von 5'-d(CGG).-3'-Wieder-

holungen vorgestellt werden.
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A.5.1 Das Fragile-X-Syndrom oder Martin-Bell-Syndrom

A.5.1.1 Vorkommen und Symptome

Das Fragile-X-Syndrom (FraXA) war die erste Erbkrankheit beim Menschen, bei der eine
massive Amplifikation einer Trinukleotid-Folge beobachtet wurde (Fu et al., 1991; Verkerk et
al., 1991). Es tritt bei 1:4000 Méannern und 1:7000 Frauen auf und zdhlt zu den haufigsten
Ursachen fiir vererbte geistige Behinderung bei Ménnern (Crawford et al., 2001). Weitere
Symptome sind Makroorchidie und eine charakteristische Physiognomie mit einem schmalen
Gesicht, groBen Ohren und einer vorstehenden Stirn (Martin und Bell, 1943;zur Ubersicht
O'Donnell und Warren, 2002).

A.5.1.2 Eine polymorphe 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung in der 5'-nicht-translatierten
Region

In der 5'-nicht-translatierten Region (5'-UTR) des FMRI1-Gens liegt eine polymorphe
5'-d(CGG),-3'-Trinukleotid-Folge (Ashley et al., 1993). Man kennt vier Allel-Klassen des
FMR1-Gens: Normale Allele weisen zwischen 5 und etwa 44 (Maddalena et al., 2001), inter-
medidre FMR1-Allele zwischen 45 und 60 5'-d(CGG)-3'-Einheiten auf (Nolin et al., 2003).
Die Klasse der Pramutations-Allele umfafit etwa 55 bis 200 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen.
Intermedidre und primutierte Allele konnen erst anhand ihres Verhaltens bei der Vererbung
unterschieden werden. Wihrend Primutations-Allele bei der Ubertragung iiber die weibliche
Keimbahn sehr instabil sind (A.5.1.8.1), bleiben intermediédre Allele in der Regel stabil (Nolin
et al., 2003). Vollmutations-Allele weisen iiber 200 Trinukleotid-Einheiten auf. Die Léinge
dieser Triplett-Wiederholung kann sich in den verschiedenen Zellen und Geweben eines
Individuums unterscheiden (Nolin et al., 1994; zur Ubersicht Brown, 2002). Wihrend in
Spermien von Vollmutationstragern fast immer nur die Pramutation vorkommt (Reyniers,
1993), sind die Gewebe von etwa 40% der Vollmutationstriger Mosaike aus Zellen mit
unterschiedlich langen Trinukleotid-Wiederholungen (,,Lingenmosaizismus®) (zur Ubersicht

Brown, 2002).

A.5.1.3 Inaktivierung des FMR1-Gens

In den meisten Vollmutationstragern ist das FMR1-Gen komplett methyliert (Pieretti et al.,
1991; Sutcliffe et al., 1992), das umgebende Chromatin liegt in einer inaktiven Konformation
vor (Coffee et al., 1999; 2002) und das Gen wird nicht mehr transkribiert (Pieretti et al.,
1991). In einigen Patienten wird noch FMR1-mRNA gebildet, jedoch in einem geringeren
Maf als bei Normalpersonen (Tassone 2000a; 2000b; 2001). Die Transkripte werden bei den

10
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Patienten nicht translatiert, wahrscheinlich weil die lange Trinukleotid-Folge in der 5'-UTR
die Translation des Transkriptes verhindert (Feng et al., 1995). Deletionen des FMR1-Gens
oder Punktmutationen im offenen Leseraster (ORF) fiihren ebenfalls zum Fragilen-X-
Syndrom, so daB3 davon ausgegangen wird, dall der Verlust des FMR1-Proteins ursichlich fiir
die Erkrankung ist (DeBoulle et al., 1993; Hammond et al., 1997). Eine knock-out-Maus des
murinen fmrl-Gens zeigt zudem einige Aspekte der Symptome des Fragilen-X-Syndroms

(The Dutch-Belgian Fragile X-Consortium, 1994; Kooy, 2003).

A.5.1.4 Methylierung des FMR1-Gens

Bislang ist nicht geklart, wie die Amplifikation der 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung mit der Inak-
tivierung des FMR1-Gens zusammenhdngt. Wihrend bei fast allen Vollmutationstrdgern das
FMR1-Gen methyliert vorliegt und keine Proteinexpression stattfindet (Oberlé et al., 1991;
Hornstra et al., 1993), sind auch Vollmutationstridger bekannt, die nicht geistig behindert sind
(Smeets et al., 1995; zur Ubersicht Hagerman, 2002). Bei diesen sogenannten high
functioning males ist das FMR1-Gen nicht methyliert, es wird transkribiert und das Transkript
wird auch translatiert (Hagermann et al., 1994; Tassone 1999). Zusitzlich zu dem
Mosaizismus der Langen der 5'-d(CGG).-3'-Wiederholung in verschiedenen Geweben beob-
achtet man auch einen Methylierungsmosaizismus, d.h. das FMR1-Gen ist nicht in allen
Zellen komplett oder im gleichen Muster methyliert (Stoger et al., 1997; Geng et al., 2000;
Tassone et al., 2002). Die Amplifikation der 5'-d(CGG),-3'-Folge reicht also alleine als Signal
fiir eine komplette Methylierung, bzw. Inaktivierung des Gens nicht aus. Analysen mit in-
vitro-methylierten Promotorkonstrukten bzw. Reaktivierungsversuche mit demethylierenden
Agenzien zeigten, dal die Methylierung der Promotorregion das FMR1-Gen inaktiviert
(Sutcliffe et al., 1992; Geng et al., 2000; Chiurazzi und Neri, 2001). Die Assoziation des
FMR1-Gens mit deacetylierten Nukleosomen (Chiurazzi et al., 1999; Coftfee et al., 1999;
2002) bestétigt den transkriptionell inaktiven Zustand des FMR1-Gens in Vollmutations-
tragern (El-Osta und Wolffe, 2000).

Ungeklart ist bislang, was die Methylierung des FMR1-Gens auslosen konnte. Es wird disku-
tiert, daB die DNA-Methyltransferasen eine hohe Affinitdt zu Haarnadelstrukturen besitzen
konnten, wie sie von einzelstrangigen 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen angenommen werden
konnen (Smith et al., 1994; Chen et al., 1995; Chen et al., 1998, Bacolla et al., 2001).
Moglicherweise wird die amplifizierte Trinukleotid-Folge auch als fremd erkannt und deshalb

de novo methyliert (Doerfler, 1996; Doerfler et al., 2001).

11
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A.5.1.5 Funktionen des FMR1-Proteins

Das FMR1-Protein (FMRP) enthélt mehrere RNA-bindende Doménen und bindet bevorzugt
an RNAs, die eine Sekundirstruktur aus vier Guanosinen ausbilden, das sogenannte G-
Quartett (Verheij et al., 1993; Siomi et al., 1993; 1994, Darnell et al., 2001; zur Ubersicht
Sung et al., 2000). FMRP ist mit aktiv translatierenden Polyribosomen assoziiert (Corbin et
al., 1997). Da es zudem eine Kernlokalisationssequenz sowie ein Kernexportsignal enthélt,
schreibt man FMRP Aufgaben beim Transport bestimmter RNAs aus dem Zellkern und bei
der Regulation der Translation dieser Transkripte zu (zur Ubersicht Bardoni und Mandel,

2002).

A.5.1.6 Auswirkungen einer Pramutation im FMR1-Gen

Eine Pramutation des FMR 1-Gens fiihrt zwar nicht zum Fragilen-X-Syndrom, ist jedoch nicht
bei allen Trigern asymptomatisch (zur Ubersicht Hagerman und Hagerman, 2002). Bei etwa
20% der Pramutationstrigerinnen wird z. B. eine verfriiht einsetzende Menopause diagnosti-
ziert (Allingham-Hawkins et al., 1999). In Abhéngigkeit der Linge der Triplett-Wiederholung
beobachtet man zudem eine verstirkte Transkription des FMR1-Gens (Tassone et al., 2000c).
Das Transkript wird dabei jedoch weniger effizient translatiert (Tassone et al., 2000c;
Kenneson et al., 2001; Primerano et al., 2002), so dall insgesamt nicht mehr Protein
exprimiert wird als Zellen mit normalen Allelen. Man vermutet wegen der verstirkten
Transkription des Gens und wegen intranukledrer Einschliisse, die in einer Gruppe von
Primutationstrigern mit neurodegenerativen Symptomen beobachtet wurden (Hagerman et
al., 2001; Greco, 2002; Primerano et al., 2002), bei der Primutation einen toxischen RNA-
Effekt (A.4.2) (zur Ubersicht Bardoni und Mandel, 2002; Hagerman und Hagerman, 2002).
Ein Dosiseffekt des FMRPs ist angesichts der nicht iiberlappenden Symptome bei Primuta-

tionstragern und Vollmutationstrdgern unwahrscheinlich.

A.5.1.7 Zeitpunkt der Amplifikation

Vollmutationen gehen fast immer auf eine Primutation in der Mutter zuriick (zur Ubersicht
Maddalena et al., 2001). Es stellt sich die Frage, wann die Amplifikation des Pramutations-
Allels stattfindet: wihrend der meiotischen Teilung in der Oogenese oder bei den mitotischen
Zellteilungen im Embryo. Ein Mosaik aus Zellen mit unterschiedlich langen Trinukleotid-
Folgen am FMRI1-Gen (A.5.1.2.) konnte sowohl auf mehreren Amplifikationen eines
Pramutations-Allels, als auch auf mehreren Kontraktionen eines bereits amplifizierten

Vollmutations-Allels beruhen (Nolin et al., 1994; Nelson und Warren, 1993). Zur
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Beantwortung dieser Frage miiiten Oozyten von Primutationstragerinnen untersucht werden.
Zur Zeit gelten sowohl eine meiotische Instabilitdt wihrend der Oogenese als auch eine
zeitlich begrenzte mitotische Instabilitit wahrend der Embryogenese als wahrscheinlich

(Reyniers et al., 1993, Wohrle et al., 1993; Malter et al., 1997; Moutou et al., 1997).

A.5.1.8 Faktoren der Instabilitat von 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen im Fragilen-X-
Syndrom

Seit der Entdeckung der molekularen Ursache des Fragilen-X-Syndroms im Jahr 1991 wurden
stabile sowie instabile Transmissionen dieser Trinukleotid-Wiederholung auf GesetzmafBig-
keiten hin untersucht. Im folgenden Kapitel {iber die bisher identifizierten Parameter liegt der
Schwerpunkt auf der Amplifikation der 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung im FMR1-Gen. Erkennt-
nisse aus den Studien anderer instabiler Mikrosatelliten werden nur zur Verdeutlichung be-

stimmter Konzepte erwihnt.

A.5.1.8.1 Keimbahnpassage

Bei der Ubertragung eines Priamutations-Allels von der Mutter auf ihre Kinder finden fast aus-
schlieBlich Expansionen der 5'-d(CGQG),-3'-Wiederholung statt (Nolin et al., 1996; Ashley-
Koch et al, 1998). In den meisten Féllen amplifiziert eine Prdmutation dabei zur
Vollmutation (A.4.2). Im Gegensatz dazu kann eine vergleichbar lange Trinukleotid-Folge bei
der Vererbung durch den Vater geringfiigig expandieren, kontrahieren oder unverindert
weitergegeben werden (Nolin et al., 1996). Eine genomische Pragung der FMR1-Allele wird
derzeit diskutiert (Sullivan et al., 2002; Nolin et al., 2003; Hundscheid et al., 2000).

In einigen Polyglutamin-Erkrankungen, z.B. bei der Spinozerebelldren Ataxie 1, treten krank-
heitsauslosende Zunahmen der AllelgroBen verstirkt bei der Vererbung durch den Vater auf
(Orr et al., 1993). Eine generelle Aussage iiber eine hohere Stabilitdt von Mikrosatelliten in

der maternalen oder paternalen Keimbahn sind somit nicht moglich (La Spada, 1997).

A.5.1.8.2 Lange der Repetition

Je ldnger die 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung am FMR1-Locus ist, desto instabiler verhélt sie
sich wihrend der Transmission (Snow et al., 1993; Fisch et al., 1995; Nolin et al., 1996;
Ashley-Koch et al., 1998). Dabei sind Kontraktionen der 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung seltene
Ausnahmen (Brown et al., 1996; Nolin et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit einer Ampli-
fikation zu einer Vollmutation liegt bei Pramutations-Allelen mit 59 Trinukleotid-Wieder-
holungen noch bei 4%, wihrend sie bei Pramutations-Allelen mit mehr als 80 Trinukleotiden

auf 60% ansteigt. Allele mit mehr als 140 repetierten Einheiten amplifizieren immer zu einer
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Vollmutation (Nolin et al., 2003). Die kleinste Pramutation, die sich bisher innerhalb einer
Generation zu einer Vollmutation entwickelte, wies 59 ununterbrochene 5'-d(CGG),-3'-
Wiederholungen auf (Nolin et al., 2003). Der Ubergang von einem normalen Allel zu einem
Pramutations-Allel wurde noch nie beobachtet (Nolin et al., 2003).

Die Abhingigkeit der Instabilitdt von der Anzahl der wiederholten Einheit trifft auch fiir die
anderen Amplifikations-Krankheiten zu. Der Schwellenwert zur Instabilitidt und die Zahl der
pathogenen Wiederholungen ist bei allen bisher bekannten Amplifikations-Erkrankungen un-

terschiedlich (zur Ubersicht Margolis et al., 1999).

A.5.1.8.3 Unterbrechungen der Repetition

Die Anzahl der Trinukleotide ist aber nicht alleine fiir die Instabilitit einer 5'-d(CGG),-3'-
Wiederholung verantwortlich. Sequenzunterbrechungen innerhalb der Trinukleotid-Folge gel-
ten als wichtigstes Stabilititskriterium (Eichler et al., 1994; Hirst, 1995; Kunst und Warren,
1994). Ein 5'-d(AGG)-3'-Trinukleotid unterbricht die 5'-d(CGG),-3'-Folge meist nach jedem
9. oder 10. Triplett. Die Anzahl der Unterbrechungen und ihre Position(en) innerhalb der
Trinukleotid-Folge trigt zu der hohen Polymorphie des FMRI1-Gens bei (zur Ubersicht
Sherman, 2002). Intermedidre Allele (~46 < n < 60) werden meist stabil vererbt, sobald je-
doch 34 bis 50 Trinukleotide ohne Unterbrechung tandem-artig wiederholt vorliegen, kann
man bei Transmission durch beide Elternteile bereits Verdnderungen um wenige Einheiten
beobachten (Eichler et al., 1994; Nolin et al., 1996). Die Unterbrechung der reinen
5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen durch 5'-d(AGG)-3' scheint somit einen stabilisierenden
EinfluB auf die Trinukleotid-Folge auszuiiben. Ahnliche stabilisierende Unterbrechungen der
repetierten Einheit finden sich auch bei anderen Amplifikations-Erkrankungen, z.B. bei den

Spinozerebelldren Ataxien Typ 1 und 2 (zur Ubersicht La Spada, 1997).

A.5.1.8.4 Cis- und trans-aktive Faktoren

Aus Kopplungsanalysen beim Fragilen-X-Syndrom ergeben sich Hinweise auf eine
Anreicherung amplifizierter Allele in bestimmten Haplotypen, die bei gesunden Kontrollper-
sonen seltener vorkommen (Gunter et al., 1998; Crawford et al., 2000). Die Natur des deshalb
vermuteten cis-aktiven Faktors auf die Instabilitdt ist noch nicht gekldrt. AuBBerdem unter-
scheidet sich das Ausmal} der Instabilitdt bei Familienangehdrigen weniger als bei nicht ver-
wandten Personen (Nolin et al., 1996; Burman et al., 2000). Ein ebenfalls noch nicht

identifizierter trans-aktiver Faktor konnte dafiir verantwortlich sein.
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Der Vergleich von flankierenden Sequenzen mehrerer instabiler 5'-d(CAG),-3'-Loci deutet
auf einen Zusammenhang zwischen Instabilitit und dem GC-Gehalt der flankierenden
Sequenzen hin (Brock et al, 1999). Die Instabilitit der 5'-d(CAG),-3'-Folge bei der
Huntingtonschen Erkrankung ist mdglicherweise durch die der Repetition direkt benachbarten
Sequenz beeinflufit (Rubinsztein et al., 1993). Die amplifizierten Allele der Myotonen
Dystrophie Typ 1 sind auerdem alle mit einem spezifischen Haplotypen assoziiert (Imbert et
al., 1993; Neville et al., 1994), so dal} ein dort cis-aktiver Einflul flankierender Sequenzen
auf die Instabilitdt wahrscheinlich ist (Mirkin und Smirnova, 2002).

A.5.1.8.5 DNA-Methylierung

Der Einflul des Methylierungszustandes auf die Stabilitdt von amplifizierten 5'-d(CGG),-3'-
Wiederholungen wurde in priméiren Fibroblasten und in Zellhybriden untersucht. Methylierte,
amplifizierte Allele des FMR1-Locus waren wihrend ihrer Kultur in vitro hiufig — aber nicht
immer (Burman et al., 1999) — stabiler als nicht methylierte Allele (Wohrle et al., 1993;
Glaser et al., 1999; Salat et al., 2000; Nichol und Pearson, 2002).

A.6 Uberlegungen zum Mechanismus der pathogenen Amplifikation von
Mikrosatelliten

Der Mechanismus der Amplifikation von pathogenen Mikrosatelliten ist bis heute nicht ge-
klart. In Méausen wurden vergleichbare Amplifikationen von Trinukleotid-Wiederholungen
bei ihrer Vererbung meist nicht beobachtet (Bontekoe et al., 1997; Lavedan et al., 1997; van
den Broek et al., 2002; Mangiarini et al., 1997; Sato et al., 1999). Nach ihrer Transmission
weisen selbst sehr lange Allele nur eine geringe Anderung der AllelgroBen auf. Der
Schwellenwert zur Instabilitdt scheint bei Mé&usen wesentlich hoher zu sein als beim
Menschen (Bontekoe et al., 2001; Lorenzetti et al., 2000; Fortune et al., 2000).

Die Replikation von einigen Trinukleotid-Wiederholungen in vitro, in Bakterien oder in
Hefen lieferten jedoch Hinweise auf mogliche Faktoren, die die meiotische bzw. mitotische

Instabilitit von Trinukleotiden beeinflussen kdnnten.

A.6.1 DNA slippage und Sekundarstrukturen

Die massive Amplifikation repetitiver Elemente wurde erst nach der Entdeckung des
Fragilen-X-Syndroms als neuer Mutationsmechanismus erkannt. Sie war in einfachen
Modellsystemen bis dahin nicht beobachtet worden (zur Ubersicht Sinden et al., 2002). als
wahrscheinlichster Mechanismus fiir die Zunahme an repetierten FEinheiten gilt ein

Verrutschen eines DNA-Stranges wihrend der Replikation, der Reparatur oder
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Rekombination (DNA slippage, A.2.1) (Kornberg et al., 1964: 1965; Streisinger et al., 1966).
Beim Menschen haben die pathogenen Mikrosatelliten eine starke Neigung zur Expansion.
Bei Bakterien oder Hefen werden vergleichbare Sequenzen héufiger deletiert als amplifiziert
(La Spada et al., 1997; Jin und Warren, 2000).

Die Héufigkeit und Richtung der Lingenidnderungen von Trinukleotid-Folgen ist abhédngig
von der Orientierung der Repetition in Relation zum Replikationsursprung. Daraus wurde auf
Unterschiede in der Stabilitdt zwischen der kontinuierlichen und der diskontinuierlichen
DNA-Synthese geschlossen (Shimizu et al., 1996; Hirst und White, 1998; Iyer und Wells,
1999). Die meisten repetitiven Elemente, deren Amplifikation beim Menschen zu Erbkrank-
heiten fiihrt, konnen alternative DNA-Strukturen annehmen, wie z.B. Haarnadelstrukturen
oder Tripel- und Tetra-Helices (zur Ubersicht Sinden et al., 2002; Darlow und Leach, 1998;
Mitas, 1997; Fry und Loeb, 1994). Haufig unterscheidet sich bei den Einzelstringen einer
repetitiven Sequenz die Tendenz, eine alternative DNA-Struktur auszubilden, was die
Abhingigkeit von der Orientierung zum Replikationsursprung erkléren konnte (Wells, 1996).
In in-vitro- und in in-vivo-Replikations-Experimenten blockieren bzw. behindern solche
Sekundérstrukturen die DNA-Polymerisation (Kang et al., 1995; Usdin und Woodford, 1995;
Samadashwily et al., 1997). Ein Pausieren der DNA-Polymerase an repetitiver DNA und ein
mehrfaches Wiederaufnehmen der Polymerisation konnte auch eine Vervielfachung der An-
zahl der wiederholten Einheiten durch DNA slippage erklédren, die in einem Schritt nur zu
einer Verdopplung der Anzahl der repetierten Einheit fiihren kann (Sinden et al., 1002;
McMurray, 1995; 1999).

In neueren Experimenten zur Instabilitit von 5'-d(CAG),-3'-Wiederholungen in Sdugerzellen
spielte zudem der Abstand der repetitiven Sequenz vom Replikationsursprung eine Rolle
(Cleary et al., 2002). Diese Tatsache stellt einen Ansatz fiir die Erklarung der unterschiedli-
chen Stabilitdt von repetitiven DNA-Elementen in der Keimbahn und in Korperzellen dar.
Durch den Gebrauch von verschiedenen Replikationsurspriingen in Keimbahn- oder Somazel-
len konnte sich die Lage eines Okazaki-Fragments relativ zur repetitiven DNA verdndern
(Mirkin und Smirnova, 2002).

In Saccharomyces cerevisiae fiihren Mutationen in Proteinen, die bei dem Prozessieren von
Okazaki-Fragmenten eine Rolle spielen, zu einer Destabilisierung von repetitiver DNA
(Gordenin et al., 1997; White et al., 1999; Spiro et al., 1999). Repetitive DNA wird durch
Mutationen in Enzymen fiir die DNA-Reparatur oder DNA-Replikation in Hefe und Bakterien
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abhingig von ihrer Sequenz ebenfalls destabilisiert (zur Ubersicht Jin und Warren, 2000;
Rolfsmeier et al., 2001; Pelletier et al., 2003). Methylierung stabilisiert 5'-d(CGG),-3'-
Elemente in Bakterien (Nichol und Pearson, 2002).

A.6.2 Interaktionen von Proteinen mit repetitiver DNA

Die Analyse von Proteinen, die repetitive Elemente binden, konnte zur Aufkldrung der
Funktion von repetitiven Elementen und ihrer (in)stabilen Vererbung beitragen. In unserem
Labor wurde deshalb ein 5'-d(CGG),-3'-bindendes Protein (CGGBP1) gereinigt und charakte-
risiert (Deissler et al., 1996; 1997; Miiller-Hartmann et al., 2000; Naumann et al., 2001).
Proteine, die andere repetitive Elemente binden, sind ebenfalls beschrieben worden (Richards
et al., 1993; Yano-Yanagisawa et al., 1995; Epplen et al., 1996; Miueler et al., 1999). Ein im
Zellkern lokalisiertes Protein bindet an 5'-d(GAA),-3'-Wiederholungen, die bei der
Friedreichschen Ataxie amplifiziert vorliegen (Méueler et al., 2001). AuBerdem erkennt das
Fehlpaarungs-Reparaturprotein MSH2 Haarnadelstrukturen, die von 5'-d(CTG),-3'-Elementen
eingenommen werden (Pearson et al., 1997).

Fiir das Verstindnis eines toxischen RNA-Effektes (A.4.2) liefert die Analyse von RNA-
bindenden Proteinen einen Ansatz. Die identifizierten 5'-(CUG),-3'-bindenden Proteine 1 und
2 werden durch die amplifizierte Trinukleotid-Wiederholung bei der Myotonen Dystrophie
moglicherweise weggefangen oder in ihrer subzelluldren Lokalisation gestort (Bhagwati et al.,
1996; Timchenko, 1999). RNA-bindende 5'-(CAG),-3'- oder 5'-(CGG),-3'-spezifische
Proteine sind ebenfalls bekannt (McLaughlin et al., 1996; Rosser et al., 2002).

A.7 Das 5'-d(CGG),-3'-bindende Protein CGGBP1

A.7.1 Reinigung des Proteins und Klonierung des CGGBP1-Gens

In Gelretardations-Experimenten (electrophoretic mobility shift assays; EMSA) wurde eine
5'-d(CGG),-3'-bindende Aktivitdt in Kernextrakten von Zellinien verschiedener Sdugetiere
sowie in primdren menschlichen Zellen nachgewiesen (Deissler et al., 1996). Aufgrund der
hohen Sequenzspezifitit der Bindung wurde das Protein mittels DNA-Affinitéts-
chromatographie gereinigt und p20 oder CGGBP1 genannt (Deissler et al., 1996). South-
Western-Experimente zeigten, dafl das 20 kDa grof3e Protein allein an der Komplexbildung
mit der repetitiven DNA beteiligt war (Deissler et al., 1997). Tryptische Peptide des
aufgereinigten Proteins wurden durch Tandem-Massenspektroskopie sequenziert und die so
bestimmte Sequenz fiir Datenbankrecherchen eingesetzt. Es wurde ein expressed sequence

tag (EST) Klon (Boguski et al., 1993) identifiziert, der alle drei Peptide in einem Leseraster
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enthielt. Die Expression in E. coli und die anschlieBende Analyse der Bindungseigenschaften
zeigte, daB3 der isolierte EST-Klon 269133 (siehe I.1) tatsdchlich fiir das 5'-d(CGG),-3'-
bindende Protein CGGBP1 kodierte (Deissler et al., 1997).

A.7.2 Eigenschaften der Bindungssequenz von CGGBP1

CGGBP1 erkennt und bindet sequenzspezifisch die Triplett-Folge 5'-(CGG),-3' in doppel-
stringiger DNA. Im Uberschul3 angebotene Trinukleotide anderer Sequenz oder andere GC-
reiche Sequenzen verhindern den Komplex aus DNA und Protein nicht. Das Protein toleriert
nur wenige spezielle Verdnderung seiner repetitiven Zielsequenz (Tab. 1). Der Austausch
jedes zweiten Desoxycytidins durch ein Desoxythymidin oder eine 5'-d(AGG)-3'-Unter-
brechung nach jedem 9. Triplett fiihren im Gegensatz zu anderen Abweichungen weiterhin zu
spezifischen Komplexen zwischen CGGBP1 und **P-markierten Oligodesoxyribonukleotiden
(Deissler et al., 1996; 1997). Die biologische Funktion der Komplexbildung wurde {iberpriift,
indem die Trinukleotid-Folge im genomischen Sequenzzusammenhang des FMR1-Gens in
EMSA als Sonde eingesetzt wurde (Deissler et al., 1996).

Der Verlust der oft im FMR1-Gen vorhandenen 5'-d(AGG)-3'-Unterbrechungen gilt als ein
Schritt bei der pathogenen Amplifikation der Trinukleotid-Wiederholung (Eichler et al., 1994;
Kunst und Warren, 1994; Dombrowski et al., 2002). Bei einer Analyse des Einflusses von
verschiedenen Basenfehlpaarungen auf die Bindung durch CGGBP1 stellte sich heraus, da3
CGGBPI einzig eine A/G-Basenfehlpaarung in jedem zweiten Triplett duldete (Deissler et al.,
1997).

Um die Héufigkeit der Bindungssequenz im menschlichen Genom zu demonstrieren, wurden
Metaphasechromosomen mit einem Fusionsprotein aus CGGBP1 und dem griin fluoreszieren-
den Protein (GFP) inkubiert (Miiller-Hartmann et al., 2000). Eine Lokalisation des
Fusionsproteins wurde durch das Bestrahlen der Metaphasechromosomen mit Licht der
Wellenldnge von 475 nm visualisiert. Daraus ergab sich, dal Bindungssequenzen fiir
CGGBP1 auf allen Chromosomen vorhanden waren. Das Fusionsprotein lagerte sich jedoch
bevorzugt an die 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen der tandem-artig wiederholten 28 S rRNA-
Gene auf den akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 an.

Bei dem Fragilen-X-Syndrom sind amplifizierte 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen in der Regel
methyliert (Oberlé¢ et al., 1991), weshalb auch die Methylierungssensitivitit von CGGBP1 un-
tersucht wurde. Es wurde keine Komplexbildung mit methylierter DNA beobachtet, wenn

gereinigtes CGGBP1 verwendet wurde (Deissler et al., 1996). Zudem lieen sich spezifische
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Komplexe des Proteins mit einem **P-markierten 5'-d(CGG);7-3'-Oligodesoxyribonukleotid
als Sonde nicht durch einen UberschuB an vollstindig methylierter DNA beeinflussen. Partiell
methylierte DNA wurde durch CGGBP1 jedoch gebunden.

Die nicht unterbrochenen 5'-d(CGG)n-3'-Wiederholungen
5'-(CGG CGG)4-3'

(CGG)s 3'-(GCC GCC)s-5'
5'-(CGG CGG)e-3'
(CGG)r2 3'.(GCC GCC)s-5'
5'-(CGG CGG)s-CGG-3'
(CCG)y 3'-(GCC GCC)e-GCC-3'
Die unterbrochenen 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen
5'-(CGG TGG)s-CGG-3'
CGG8Tds 3'.(GCC ACC)s-GCC-5'
5'-(CGG)sAGG(CGG)AGG(CGG)s-3'
CGG10AGGds 31 (GCC),TCC(GCC)TCC(GCC)s5'
Sequenz der methylierten Oligodesoxyribonukleotide
5'-(CGG "CGG)sCGG-3'
8MCGGds 3'.(GCC G"CC)s-GCC-5'
5'-(CGG)s("CGG)4(CGG);-3'
AMCGGds 3'.(GCC)s(G"CC)s(GCC);-5'
Sequenz der Oligodesoxyribonukleotide mit Basenfehlpaarung
CGG8A/ 5'-(CGG AGG)s-CGG-3'
(CGG)y7 3'-(GCC GCC)s-GCC-5'
CGG10AGG 5'-(CGG);AGG(CGG)AGG(CGG)s-3'
(CGG)r 3'-(GCC);GCC(GCC)GCC(GCC)s-5'

5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen im genomischen Kontext

5'-CGT GCG GCA GCG (CGG)1s CTG GGC CTC GAG-3'

3'-GCA CGC CGA CGC (GCC)1s GAC CCG GAG CTC-5'

5-CGT GTG GTG TGC GTC GGA GGG (CGG); GGG TGT GGG GTC CTT

28S rRNA-(CGG); CCC-3'

3-GCA CAC CAC ACG CAG CCA CCC (GCC); CCC ACA CCC CAG GAA GGG-5'

Tabelle 1 Spezifische Bindung von CGGBP1 an Oligodesoxyribonukleotide.

FMR1-(CGG)1s

A.7.3 Eigenschaften des CGGBP1

Die Primirsequenz gab keinen Hinweis auf die mdgliche Funktion(en) des CGGBP1. Bei
Datenbankrecherchen wurde nur eine mogliche Kernlokalisationssequenz gefunden. Analysen
mit Deletionsmutanten belegten die Funktionalitdt dieses Signals in Zellkultur (Miiller-
Hartmann et al., 2000). Deletionen sowie bestimmte Aminosdureaustausche im Bereich dieser
basischen Region im Protein beeintrdchtigten zudem die DNA-Bindung des Proteins (siche

E3.1).
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Bei der repetitiven Natur der Bindungssequenz und der geringen Grof3e des CGGBP1 war es
denkbar, dall mehrere CGGBP1-Molekiile nebeneinander an DNA banden. In EMSA wurde
die Grofle des DNA-Protein-Komplexes bestimmt (Miiller-Hartmann et al., 2000). Es wurden
dabei bei zu vier CGGBP1-Molekiilen pro 5'-d(CGG),7-3'-Wiederholung gefunden.

A.7.4 Mogliche Funktion von CGGBP1

Die Uberexpression von CGGBP1 inhibiert den FMRI1-Promotor in HeLa-Zellen (Miiller-
Hartmann et al., 2000). Bei Cotransfektion eines CGGBP1-Expressionsplasmids mit
Promotortest-Vektoren, die das Reportergen Luciferase unter der Kontrolle des FMRI-
Promotors exprimierten, wurde die Luciferase-Expression reprimiert, wenn das Testkonstrukt
eine 16fache 5'-d(CGG)-3'-Wiederholungen enthielt. Wihrend das Hinzufligen einer 160-
fachen 5'-d(CGG)-3'-Wiederholung die Repression verstirkte, war der Promotor nach der
Deletion der endogenen Trinukleotid-Wiederholung weniger empfindlich gegeniiber der
Uberexpression von CGGBP1 (Miiller-Hartmann et al., 2000). Bisher ist nicht bekannt,
wieviele andere zelluldre Gene, die mit 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen assoziiert sind, durch
CGGBP1 reguliert werden.

Bei der Sequenzierung des offenen Leserasters des CGGBP1-Gens bei Trigern der Pri- oder
Vollmutation des Fragilen-X-Syndroms wurden keine Mutationen festgestellt. Das CGGBP1
wurde in peripheren weillen Blutzellen von Patienten auch unverdndert exprimiert. Eine
auslosende Rolle des CGGBP1 bei der Pathogenese des Fragilen-X-Syndroms ist somit

unwahrscheinlich.
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A.8 Ziel dieser Arbeit

In einer Reihe von menschlichen Krankheiten beobachtet man die pathogene Verlingerung
bestimmter repetitiver Trinukleotid-Sequenzen. Der Mechanismus dieser Verldngerung ist
noch weitgehend ungeklart. Die Untersuchung von Proteinen, die diese Sequenz spezifisch er-
kennen, kdnnte zum Verstidndnis der Replikation und Variabilitdt dieser instabilen Elemente
beitragen. Deshalb wurde in unserem Labor ein CGG-bindendes Protein (CGGBP1) aus
Kernextrakten gereinigt und teilweise charakterisiert, das in HeLa-Zellen bei Uberexpression
den FMR 1-Promotor inhibiert (Deissler et al., 1996 und 1997; Miiller-Hartmann et al., 2000).

In der vorliegenden Studie sollte die genomische Organisation des CGGBPI1-Gens bei
Mensch und Maus aufgeklirt werden. Den genomischen Klon des menschlichen Gens hatte
ich bereits wihrend der Diplomarbeit isoliert (Naumann, 1998). Die Klonierung des
CGGBP1-Gens der Maus war Thema dieser Arbeit. Die Expression des CGGBP1-Gens in
menschlichen Zellen und Geweben und wihrend der Embryonalentwicklung der Maus sollte
mittels RNA-Transfer- und RT-PCR-Experimenten untersucht werden. Der Promotor des
menschlichen Gens sollte in Transfektionsstudien identifiziert und seine Methylierungs-
sensitivitdt analysiert werden. Durch die Bisulfit-Methode des genomischen Sequenzierens
sollte dann der Methylierungszustand des CGGBP1-Gens in der DNA aus Leukozyten und
aus HeLa-Zellen ermittelt werden. Um zukiinftig die Erforschung der Funktion des cggbpl-
Gens durch Geninaktivierungs-Experimente in der Maus zu ermdglichen, sollte eine Strategie
fiir seine konditionale Inaktivierung entworfen und der Geninaktivierungs-Vektor konstruiert
werden. Aullerdem sollte gekldrt werden, ob CGGBP1 an kurze und von Trinukleotiden ande-
rer Sequenz unterbrochene 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen bindet, wie sie in den FMR1- und
CGGBPI1-Genen des Menschen und der Maus vorkommen.
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B Material

B.1 Chemikalien

Wahrend der hier beschriebenen Arbeit wurden einige Firmen von anderen Firmen aufgekauft und

haben somit ihren Namen gewechselt. Hier werden die Firmen genannt, von denen die Chemikalien

erworben wurden, auch wenn die Firmen mittlerweile anders heil3en.

Acrylamid/Bisacrylamid (19:1) 40%
Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Bacto-Tryptone

Borsaure

Bromphenolblau (BPB)
Calciumchlorid

Caesiumchlorid
Chromatographiewasser
Desoxyribonukleosid-5'-triphosphate

Dextransulfat

N, N’-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
D,L-Dithiothreitol (DTT)

DNA aus Heringspermien
Dodecylsulfat, Na-Salz (SDS, ultrarein)
EDTA (TitriplexIll)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid (p.a.)

Formaldehyd

Glukose (wasserfrei)

Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs, CH

Seakem, Biozym Diagnostik, Hameln
Life Technologies, Paisley, Schottland

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Grinenthal, Stolberg

Difco, Detroit, MI, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Baker, Deventer, Niederlande
KMF Laborchemie, St. Augustin
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Biomol Feinchemikalien, Hamburg

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs SG, Schweiz
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Glycerin, 87%

Groflenmarker fir DNA-Fragmente
GréRenmarker fur RNA-Molekule
Harnstoff

HEPES
Hexa-Oligodesoxyribonukleotide
Hydrochinon
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Isoamylalkohol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kanamycin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol
Magermilchpulver

Mineraldl

MOPS 3-[N-morpholino]-2-
Hydroxypropansulfonsaure

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Natriumhydroxid (Platzchen)
Natrium-N-lauroylsarcosinat
NZ-Amine

Penicillin

Phenol

PolydAdT
2-Propanol

Protein Assay
Rinderserumalbumin
RNA-GréRenmarker

Saccharose (ultrarein)

Merck, Darmstadt

Fermentas MBI, Vilnius, Litauen
Promega, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Boehringer Mannheim, Mannheim
Sigma, Steinheim

Diagnostics Chemicals, Charlottetown, Kanada
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Nestlé, Frankfurt am Main

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, CH

Otto Aldag, Hamburg
Hoechst, Frankfurt am Main

J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Roth; Karlsruhe

Pharmacia

Merck, Darmstadt

Biorad, Hercules, CA, USA

New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Promega, Madison, WI, USA

ICN Biomedicals Inc., Cleveland, Ohio, USA
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S-Adenosyl-Methionin (SAM)
Salzsaure (rauchend)

Select-Yeast Extract

Sephadex G-50

Spermidin

Streptomycin

TEMED (N,N,N,N’-Tetra-Methyl-ethylendiamin)
Tetracyclin

Trichlormethan
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100

X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
-o-D-galactopyranosid)

Xylencyanol

B.2 Radioisotope

Desoxyribonucleosid-5'-[a-**P]-Triphosphate
spezifische Aktivitat > 3000 Ci/mmol

Desoxyribonucleosid-5'-[y-**P]-Triphosphate
spezifische Aktivitat > 3000 Ci/mmol

B.3 Plasmide

easyflox
EST-Klon 269133 (CGGBP1)
g20-143
g20-66

pBSII KS (-)
pEGFP-C1
pGEM-T Vektor
pGL2basic
pGL2control
pGL2-Derivate
pCMV-p20

New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Sigma, Steinheim

Hoechst, Frankfurt am Main

Biorad, Hercules, CA, USA

Sigma Steinheim

Riedel-de Haén, Seelze

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Biomol Feinchemikalien, Hamburg

Fluka, Buchs SG, Basel, Schweiz

DuPont NEN, Boston, MA, USA

DuPont NEN, Boston, MA, USA

war ein Geschenk von Manolis Pasparakis
war ein Geschenk von Heidrun Deissler
Naumann, 1998

Naumann, 1998

war ein Geschenk von Dr. Jennifer Hertz
Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

diese Arbeit

Herbert MillerHartmann, 2000
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B.4 Lambda-DNA

g20-2
A-DASH I

B.5 Oligodesoxyribonukleotide

Naumann, 1998
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Alle Desoxyribonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden bei Gibco BRL, MWG

Biotech und Sigma-ARK synthetisiert und in Chromatographiewasser gelost.

B.6 Nukleinsauren (DNA)

genomische DNA von HelLa und PWBZ
behandelt mit Bisulfit

genomische DNA von C57BL/6
B-Aktin
B.7 Bakterienstamme

XL-1 Blue MRA (P2)
XL-1 Blue MRF'
JM110

B.8 Enzyme

B.9 Restriktionsenzyme

war ein Geschenk von Dr. Ralph Remus

war ein Geschenk von Dr. Jennifer Hertz

Clontech, Palo Alto, CA, USA

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Stratagene, La Jolla, CA, USA

war ein Geschenk von Prof. Muller-Hill

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme stammen von folgenden Firmen:
Boehringer Mannheim, Mannheim; New England Biolabs, Beverly, MA, USA, Roche, Mannheim,
Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Schottland und Fermentas MBI, Vilnius, Litauen. Die

Restriktionen wurden mit den von den Firmen gelieferten Puffern gemal der angegebenen

Bedingungen durchgeflihrt.

B.10 Sonstige Enzyme

Alkalische Phosphatase*

DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)

DNasel*
Exonuclease III*
Lysozym

Methylasen (Hhal-M; Hpall-M, Sssl-M)*

Roche, Mannheim

Boehringer Mannheim, Mannheim
Fermentas MBI, Vilnius, Litauen
Promega, Madison, WI, USA

Fermentas MBI, Vilnius, Litauen
Calbiochem, La Jolla, CA, USA

New England Biolabs, Beverly, MA, USA
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Proteinase K
Pwo-DNA Polymerase*
Pfu-DNA Polymerase*

*

Reverse Transkriptasen

RNase A
T4 DNA-Ligase *

T4-5-Polynukleotidkinase *

T4-DNA-Polymerase*
S1-Nuklease*

Shrimp Alkaline Phosphatase*

Trypsin 1-300 (aus Schweinepankreas)

Taq DNA Polymerase *

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Promega, Madison, WI, USA
Qiagen, Hilden

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Sigma, Steinheim

New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Promega, Madison, WI, USA

Fermentas MBI, Vilnius, Litauen

New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Promega, Madison, WI, USA

New England Biolabs, Beverly, MA, USA

Fermentas MBI, Vilnius, Litauen
New England Biolabs, Beverly, MA, USA

United States Biochemical Corporation,
Cleveland, OH, USA

United States Biochemical Corporation,
Cleveland, OH, USA

Promega, Madison, WI, USA
Sigma, Steinheim
Qiagen, Hilden

* Bei diesen Enzymen wurde der vom Hersteller mitgelieferte Puffer fir die Reaktionen verwendet

B.11 Kits

ABI PRISM Big Dye Terminator

Sequencing Kit
RT-PCR-Kits

Exolll/S1 Deletion Kit

Gelextraktion

Luciferase Assay System

mRNA Isolierung

Nucleofection Kit R

PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Promega, Madison, WI, USA
Qiagen, Hilden

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Fermentas MBI, Vilnius, Litauen
Macherey-Nagel, Diren
Qiagen, Hilden

Promega, Madison, WI, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
Macherey-Nagel, Diren

amaxa, Koln
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NucleoSpin RNA L
pGEM-T Vektor System

Plasmidpraparations-Kits

B.12 Gewebe

Organe von Mausen (C57BL/6; 129)

B.13 Zellen

3T3 (Maus)
ES-Zellen (C57BL/6) Bruce 4

CHO 8/24 720 LIF D(.1)

primare embryonale Fibroblasten (EF)

EF-neo Mausstamm

HEK293

Hela

KB

Macherey-Nagel, Diiren
Promega, Madison, WI, USA

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Qiagen, Hilden

wurden von Maria Palka-Santini zur Verfiigung
gestellt

(Todaro et al., 1963) ATCC CCL-92

(Kbntgen et al., 1993)
Geschenk von Prof. Rajewsky, ehemals Institut
fur Genetik, Koln

Genetics Institute Cambridge, Mas. USA
Geschenk von Prof. Rajewsky, ehemals Institut
fur Genetik, KdIn

Geschenk von Prof. Rajewsky, ehemals Institut
fur Genetik, KIn

(Mller et al., 1991)

menschliche Zellen in Kultur mit einem
Fragment von Adenovirus 5 transformiert
(Graham et al., 1977)

ATCC CRL-1573

Zellen eines menschlichen
Gebarmutterkarzinoms;

American Type Culture Collection
(ATCC)Rockville, USA Nummer ATCC CCL2

Zellen eines menschlichen
Mundschleimhautkarzinoms;

American Type Culture Collection (ATCC)
Rockville, USA Nummer ATCC CCL17

B.14 Lésungen und Medien fur die Zellkultur

B.14.1 Allgemeine Zellkultur

Dulbecco modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

Bablanian et al., 1965
Lagerung bei 4°C
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Einfriermedium fir Zellinien (Stamml&sung)

Fotales Kalberserum (FCS)
Kulturmedium (Zellinien)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

PBS-d

Tris-Saline

Trypsin Losung

B.14.2 ES-Zellkultur

Kulturmedium mit
20% FCS

10% Glycerin
Lagerung bei -20°C

Cytogen, Berlin
Dulbecco oder Eagles mit 10% FCS

140 mM NaCl

3 mM KClI

8 mM NazHPO4X 2 Hzo
1 mM KH2P04

1 mM MgCl, x 6 H,O

1 mM CaCl; x 2 H,0O
pH auf 7,4 eingestellt

PBS ohne CaCl, und MgCl,

14 mM NacCl

5 mM KCI

0,3 mM Na;HPO,

25 mM Tris-HCI pH 7,4
0,1% Glukose (w/v)
0,03% Penicillin (w/v)
0,02% Streptomycin (w/v)

0,25% Trypsin in PBS-d
1,35 mM EDTA

0,03% Penicillin (w/v)
0,02% Streptomycin (w/v)

Die Medien und die Zusatze fir die ES-Zellkultur wurden, wenn nicht anders aufgefiihrt, bei Gibco

BRL, Life Technologies, Paisley, Schottland bezogen.

DMEM fiir ES-Zellen

500 ml DMEM (4500 mg Glukose, ohne
Natriumpyruvat) dem folgende Mengen weiterer
Produkte von Gibco zugesetzt wurde

75-90 ml FCS (vorher getestet, hitzeinaktiviert)
6 ml 100 mM Natriumpyruvat

6 ml 200 mM Glutamin

6 ml nicht essentielle Aminosauren (100x)

1,2 ml 50 mM B-Mercaptoethanol

6 ml Penicillin/Streptomycin

1,5-3 ml "LIF"
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DMEM fiir EF-Zellen

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Einfriermedium fir ES/EF-Zellen (1x)
Fotales Kalberserum (FCS)

Fotales Kalberserum, dialysiert

Huhnerserum
Gancyclovir
Geneticin (G418)
Gelatine

L-Glutamin

LIF-Medium fir CHO 8/24 720 LIF D(.1)

"LIF" (Leuk@mie inhibierender Faktor)

2-Mercaptoethanol

Methotrexat
Mineraldl (auf Embryos getestet)
Mitomycin C

Mitomycin C-Stammldsung

Natriumpyruvat (100 mM)
Penicillin/Streptomycin 100x
PBS ohne Calcium und Magnesium

Trypsin-EDTA (10x)

500 ml DMEM (Glutamax-1) 4500 mg Glukose,
ohne Natriumpyruvat

60 ml FCS (hitzeinaktiviert)

6 ml 100 mM Natriumpyruvat

6 ml Penicillin/Streptomycin

Sigma, Steinheim
Kulturmedium mit 10% DMSO
PAN, Stdafrika

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Life Technologies, Paisley, Schottland
Cymeven®, Syntex

Life Technologies, Paisley, Schottland
Sigma, Steinheim

Life Technologies, Paisley, Schottland

500 ml o-MEM ohne Nukleoside /
Desoxynucleoside

50 ml FCS, dialysiert, hitzeinaktiviert
5 ml Penicillin/Streptomycin (100x)
5 ml 100 mM Natriumpyruvat

Uberstand der LIF-produzierenden Zellinie CHO
8/24 720 LIF D(.1)

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

1 mg/ml in PBS mit 5% DMSO fur die Zellkultur
Lagerung bei -20°C, lichtempfindlich

Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
PAA, Linz, Osterreich

Gibco, Life Technologies, Paisley, Schottland
10x mit PBS auf 1x verdiinnen und fir den
Einsatz bei ES-Zellen mit 2% Hihnerserum
versetzen. Lagerung bei 4°C
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B.15 Loésungen und Puffer

CsCl-Losung (A-DNA-Praparation)

Chloroform zur DNA-Extraktion

DNA-Ladepuffer

Elutionspuffer (PAGE)

ES-Zell-Lysispuffer

ES-Restriktionspuffer

Ethidiumbromidlésung

Glukoseldsung (Elektroporation)

10x Hexanukleotidpuffer

HNDG (Deissler et al., 1996)

Hybridisierungslésung (Southern)

3M,4M,5Mund 7,2 M CsClin
10 mM MgSO,

10 mM Tris-HCI pH 8

0,1 mM EDTA

Chloroform und Isoamylalkohol
im Verhaltnis 24:1

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Gilycerin in H,O

0,3 M NaAc,pH 7,5-7,8
2 mM EDTA

10 mM Tris/HCI pH 7,5

10 mM NacCl

10 mM EDTA

0,5% Sarcosyl

0,4 — 1 mg Proteinase K (frisch zusetzen)

1x Restriktionspuffer

100 pg/ml Rinderserumalbumin
1mMDTT

50 pg/ml RNase A

1 mM Spermidin

50 U Enzym pro Ansatz

2ug/ml in H,O

36,04 g Glukose in 100 ml H;0
sterilfiltieren, Lagerung bei 4°C

62,5 Az U/ml Hexanukleotide
2 mg/ml BSA

0,5 M Tris-HCI pH 7,5

0,1 M MgCl,

1mMDTT

Lagerung bei -20°C

20mM HEPES pH 7,9
50 mM NaCl
0,5mMDTT
10% Glyzerin

2x SSC

1% SDS

0,5% Milchpulver (fettarm)

0,5 mg/ml Heringsspermien-DNA
10% Dextransulfat

Lagerung bei 4°C
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Isopropylthio-B-D-galactosid (IPTG)

Ladepuffer fir Retardierungsgele 5x

Lambda-Verdinnungspuffer

LB Medium (pro Liter)

LB Agar (pro Liter)
Luciferase-Puffer

Lysis Reagenz 5x (Zellkultur)

Lysispuffer (Alkalische Lyse)

Lysispuffer (Zahnstocher Methode)

Lysozymlésung

2M Mg?** Lésung (Elektroporation)

MOPS-Puffer 5x

NZY Medium (pro Liter)

NZY-Agar (pro Liter)
NZY-Top Agarose
Phenol

Prahybridisierungslosung (Southern)

100 mM in H,O
(sterilfiltriert, Lagerung in Aliquots bei -20°C)

0,5x TE
50% Glycerin
1% (w/v) Bromphenolblau

10 mM MgSO,
10 mM Tris-HCI pH 7,5

10 g Bacto-Tryptone
5 g Select-Yeast Extract
10 g NaCl

LB Medium mit 20 g Bacto-Agar
Promega, Madison, WI, USA

125 mM Tris pH 7.8 mit H;PO4; 10 mM CDTA,
10 mM DTT, 50% Glycerin, 5% Triton X-100
(Promega, Madison, WI, USA)

0,2 N NaOH, 1% SDS; frisch ansetzen
wobei Ausganglésungen auch nicht alter als 1-2
Monate sein dirfen

50 mM NaOH, 5 mM EDTA, 0,5% SDS, loading
buffer (final 2x). Lagerung bei —20°C.

10 mg/ml in STET-Puffer (frisch angesetzt)

20,33 g MgCl;x 6 H,0
24,65 g MgSO4 x 7 H,0
mit H.0 auf 100 ml aufflillen, autoklavieren

0,2 M MOPS pH 7
0,05 M Natriumacetat
0,005 M EDTA

5 g NaCl

2gMgSO, x 7 H0

5 g Select-Yeast Extract
10 g NZ-Amine

NZY Medium mit 20 g Bacto-Agar
NZY Medium mit 0,7% Agarose

0,1% 8-Hydroxyquinolin
gesattigt mit 0,1 M Tris-HCI pH 7,5

2x SSC

1% SDS

0,5% fettarmes Milchpulver

0,5 mg/ml Heringsspermien DNA
Lagerung bei 4°C
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Proteinase K Stammldsung

Proteinase K Puffer

RNase A (Stammlésung)

RNA-Ladepuffer

RNA-Probenpuffer

Saccharose in TE

SM Puffer (pro Liter)

SOB Medium (pro Liter)

SOC Medium

1x SSC (Standard Saline Citrate)

STET-Puffer

TE

Waschpuffer | (Southern)

Waschpuffer Il (Southern)

WB (Elektroporation)

10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI pH 8,0
Lagerung bei -20°C

100 mM Tris-HCI pH 8,5
5 mM EDTA

0,2% SDS

200 mM NaCl

10 mg/ml in H.O

nach Ldsung 15 min kochen,

bei Raumtemperatur abkuhlen lassen, Lagerung
bei -20°C

50% Glycerin
1 mM EDTA
0,4% Bromphenolblau

10 ml deionisiertes Formamid
3,5 ml 37% Formaldehyd
2 ml MOPS 5x

10% (10 g in 100 ml)
40% (40 g in 100 ml)

5,8 g NaCl

2 g MgSO, x 7 H,O

50 mM Tris-HCI pH 7,5
5 ml 2% Gelatine

20 g Bacto-Tryptone
5 g Select-Yeast Extract
0,5 g NaCl

SOB mit 20 mM Glukose und
20 mM Mg?* Lésung
vor Gebrauch frisch ansetzen

150 mM NaCl
15 mM Na-Citrat
mit 1 M Zitronensaure auf pH 7,0 einstellen

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM EDTA

8% Saccharose

0,5% Triton X-100
Lagerung bei 4°C

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA pH 8.0

2x SSC
0,1% SDS

0,1x SSC
0,1% SDS

10% Glycerin (v/v) in ddH,O
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X-Gal

(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid)

2x YT-Agar (pro Liter)

2x YT-Agar (pro Liter)

B.16 Datenverarbeitung

20 mg/ml in Dimethylformamid
(Lagerung bei -20°C)

2 xYT-Medium
18 g Agar

5 g NaCl
10 g Hefe-Extrakt
16 g Bacto-Trypton

Folgende Programme wurden fir Sequenzanalysen verwendet. Wisconsin Sequence Analysis

Package der Genetic Computer Group (GCG) Version 10.x, Genedoc (Nicholas K.B., Nocholas H. B.

Jr.,1997) Clonemanager. Fir die Literaturrecherche wurde vor allem die PubMed-Datenbank am NCBI

genutzt.

B.17 Sonstiges Labormaterial

Bakterieninkubator

Blaukappréhrchen, 50 ml

Blaukapprdéhrchen, 15 ml

Cryordhrchen (1,8 ml)
Dialyseschlauche
Einweg-Halbmikrokuvetten Nr. 1201
Einwegspritzen
Einwegkandlen
Elektroporationsklvetten
Entwicklermaschine Curix 60
Fotozubehor

Frischhaltefolie

Gel Blotting Papier GB003
Geneamp PCR-System 9600
Gene pulser
Gewebekulturflaschen
Glaskapillaren
Hybridisierungsréhren

Inkubator Cytoperm Typ 8080

Memmert, Schwabach

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA

Greiner, Frickenhausen

Medicell, London, Grof3britannien
Ratiolab, Dreieich,

Braun, Melsungen

Terumo, Leuven, Belgien

Invitrogen

Agfa-Gavaert, Mortsel, Belgien

Hama, Monheim

Melitta, Minchen

Schleicher und Schuell, Dassel

Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Becton Dickinson (Falcon), Oxnard, CA, USA
Brand, Wertheim

Bachofer, Reutlingen

Heraeus, Disseldorf
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Kieselgel mit Fluoreszenz-Indikator UVs4
Luminometer Lumat LB9501

Nylonmembran (positiv geladen und amyphoter)

Oak Ridge-Rdéhrchen, 35 mi
Packaging extract Gigapack Il

PCR Reaktionsgefalle
Microamp (200 ul, 8er Streifen)

Petrischalen

pH-Indikatorstabchen, nicht blutend
Photometer DU640

Pipetten

0-10 pl, 10-100 pl

1-20ul, 10-200pl

50-250, 250-1000

Pipettierhilfe pipump

Pipettierpumpe Fortuna Labopet 240
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

Pulse controller

Reaktionsgefale (1,5 ml und 2 ml)

Roéntgenfilme

Roéntgenfilmkassetten (Suprema) zur
Autoradiographie mit zwei Verstarkerfolien

Sequenziergerat (ABl Prism® 377)
Spektrophotometer Ultrospec 2000
Sterilbank

Sterilfilter-Einmalfilterhalter

Szintillationszahler LS 1801
Whatman-Blotting Papier
Vortex Genie 2

Macherey und Nagel, Diiren
Berthold, Bad Wildbad

Roche, Mannheim
PALL

Nalgene, Rochester, NY, USA
Stratagene, La Jolla, CA, USA
PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sarstedt, Nimbrecht
Merck, Darmstadt

Beckman

Eppendorf, Hamburg

Gilson, medical electronics, Villiers-le-Bel,
Frankreich

Brand, Wertheim

Glasfirm, GieRRen

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

SLG, Gauting

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA
X-OMAT AR5

Dr. Goos

PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Bio Gard ;Hood Baker Company, Sanford, CT,
USA
Antair BSK, Anthos Mikrosysteme, KoéIn

Schleicher & Schuell, Dassel
(0,22 ym und 0,45 pm Porengréfie)

Beckman, Palo Alto, CA, USA
Schleicher&Schiill

Bender&Hobein, Zirich, Schweiz

34



B Material

Zahlkammer (Neubauer)

Zellkulturinkubatoren

Zentrifugen

Laborzentrifugen

Ultrazentrifugen

Vakuumzentrifuge

Zentrifugenrohrchen, Ultra-Clear (SW 60)

Brand, Wertheim

Steri-Cult 200; Forma Scientific, Marietta, OH,
USA

Cytoperm; Heraeus Instruments, Dusseldorf

Cryofuge 5000; Heraeus, Dusseldorf
Doctor Wifug, Stockholm, Schweden
Labofuge GL; Heraeus Sepatech, Hanau
Medifuge; Heraeus Sepatech, Hanau

MC 12 V; RC5B; TC6; Sorvall Instruments, Du
Pont, Bad Homburg

L7 55; L8 55 M; L8 70; Beckman Instruments
Inc., Palo Alto, CA, US

Speed Vac Concentrator; Eppendorf, Hamburg

Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA
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C Methoden

Einige in diesem Kapitel aufgefiihrte Techniken sind aus meiner Diplomarbeit aus dem Jahr
1998 entnommen und wurden fiir diese Arbeit z. T. modifiziert.

C.1 Zellkultur

Es wurde immer unter einer Sterilbank (Antair BSK) gearbeitet. Das bei 4°C gelagerte
Medium und der Waschpuffer wurden auf 37°C, das Serum und die Trypsinlosung auf Raum-
temperatur (RT) vorgewirmt.

C.1.1 Allgemeine Techniken

C.1.1.1 Zahlen von Zellen

Die Anzahl von Zellen wurde mittels einer Zdhlkammer nach Neubauer (Freshney, 1987)
bestimmt. Vor der Verwendung der Zahlkammer wurde darauf geachtet, dafl an den Kontakt-
stellen zwischen dem Spezialdeckglas und der Neubauer-Zédhlkammer Newtonsche Ringe zu
erkennen waren. Die Zellsuspension (trypsinisierte Zellen in Kulturmedium) wurde gut durch-
mischt, bevor mit einer 200-ul-Pipette soviel Zellsuspension entnommen wurde, um einen
Tropfen am Rand der Zahlkammer zu bilden. Der Tropfen wurde durch Kapillarkraft in die
Zihlkammer gesogen. Es wurden 4 grofe Quadrate ausgezéhlt, der Mittelwert bestimmt und
schlieBlich mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten.

C.1.1.2 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden noch nicht konfluent gewachsene Zellen verwendet. Trypsinisierte
Zellen wurden in Wachstumsmedium bei 1.000 U.p.m. (Labofuge GL) bei 4°C 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend entfernt. Das Zellsediment wurde in frischem,
kaltem Kulturmedium mit 10% Glycerin (HeLa) bzw. 10% DMSO (ES- und EF-Zellen)
resuspendiert (Endvolumen 1,8 ml). Nach vorsichtigem Homogenisieren wurde die Zellsus-
pension in ein Kryordhrchen iiberfiihrt, das in einem Styroporbehilter bei -80°C eingefroren
wurde, bevor es in fliissigem Stickstoff gelagert wurde.

C.1.1.3 Auftauen von Zellen

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Cryordhrchen wurden direkt in ein mit 37°C warmem
Wasser gefiilltes Becherglas iiberfiihrt. Die Zellen wurden nach dem Auftauen in 10 ml auf
37°C vorgewidrmtes Kulturmedium mit 10%—-15% FCS aufgenommen und durch mehrfaches
Invertieren des Gefdfles gut durchmischt. Die Losung wurde 5 Minuten bei 1.000 U.p.m.
(Labofuge GL) zentrifugiert, bevor das Zellsediment in frischem, 10%—15% FCS enthalten-
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dem Medium resuspendiert und in einer Gewebekulturflasche ausgesdt wurde. Das Medium
wurde nach dem Anwachsen der Zellen, spiatestens am nichsten Tag, erneuert.

C.1.2 Kultur transformierter Zellinien ,Monolayer-Kulturen®

Die Zellen wurden in Kunststoff-Gewebekulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?) als
Einzelzellschicht-Kultur gehalten. Die 25-cm?-Flaschen wurden fiir frisch aufgetaute Zellen
verwendet, die 75-cm?- und 175-cm?-Flaschen dienten dem Heranzichen der Zellen fiir
Praparationen. Dem Kulturmedium (10, 35 bzw. 70 ml fiir die verschiedenen Flaschengrof3en)
wurde 10% fotales Rinderserum (FCS) zugesetzt.

C.1.2.1 Passage und Ernte

Zur Ernte bzw. Passage von konfluent gewachsenen Zellen (nach 3 bis 4 Tagen) wurde
zunichst das verbrauchte Medium abgegossen und die Zellen zweimal mit einigen ml PBS-d
gewaschen. Es wurde so lange mit 2—4 ml Trypsinldsung inkubiert, bis man unter dem
Mikroskop das Ablosen der Zellen beobachten konnte. Dann wurde das 2,5-fache an Wachs-
tumsmedium mit 10% FCS zugegeben, um die Reaktion von Trypsin zu stoppen. Die Zellen
wurden durch vorsichtiges Aspirieren vereinzelt und im Falle einer Passage wurde die
gewiinschte Menge in frische Gewebekulturflaschen mit vorgelegtem Medium iiberfiihrt. Die
Zellen wurden im Inkubator in 5%iger CO,-Atmosphére bei 37°C und 80% Luftfeuchtigkeit
gehalten.

C.1.2.2 Transfektion transformierter Zellinien — Nukleofektion™

Bei der Transfektion von Zellen nach dem von der Firma amaxa entwickelten Verfahren der
Nukleofektion werden Zellen in einem speziellen Puffer einem kurzen starken elektrosta-
tischen Feld ausgesetzt. Weder die Zusammensetzung der Puffer noch die elektrischen
Parameter wurden bislang verdffentlicht. Weitere Angaben zur Nukleofektion von Zellen
stehen auch unter der Internetadresse http://www.amaxa.com/products/protocols zur Verflig-

ung.

Pro Transfektion wurden 1x10° Zellen aus einer etwa 70% konfluenten Gewebekulturschale
verwendet. Die Zellkulturen wurden am Tag vor der Transfektion expandiert. Nach der Ernte
wurde die Zellkonzentration nach der Trypsinisierung in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die bendtigte Zellmenge wurde dann bei 150 g 7 bis 10 min bei RT zentrifugiert
und der Uberstand danach vollstindig entfernt. Die sedimentierten Zellen wurden durch
vorsichtiges Schnippen am Rohrchens im nicht entfernbaren minimalen Restvolumen resus-
pendiert. AnschlieBend wurden 100 pl der auf RT erwédrmten Nukleofector Solution R pro
Transfektionsansatz geméd3 den Herstellerangaben zugegeben. Da eine ldngere Inkubation
(mehr als 20 min) der Zellen in der Nucleofector Solution R zu geringerer Transfektions-
effizienz und stirkerem Zellsterben gefiihrt hitte, waren vor der eigentlichen Transfektion
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einige Vorbereitungen ndtig. Pro Transfektion wurden jeweils 0,5 ml Medium mit 10% FCS
in einem 1,5 ml Zentrifugenréhrchen auf 37°C angewédrmt. Auflerdem wurde pro Transfektion
je eine Vertiefung einer 6-Lochplatte mit 1 ml Medium mit 10% FCS gefiillt und die Platten
im CO,-Inkubator auftbewahrt. Auch die zu transfizierende DNA-Losung (1-20 ug DNA) war
in 5 pl TE in 1,5 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt. SchlieBlich wurden 100 pl der gut
durchmischten Zellsuspension mit der DNA-Losung durch einmaliges Auf- und Abpipettieren
vermischt, in die Elektroporationskiivette {iberfiihrt und das Programm A28 gestartet. Mit den
vorbereiteten 0,5 ml Medium wurden die Zellsuspension in den Kiivetten sofort nach der
Transfektion verdiinnt und die verdiinnte Losung mittels einer Plastikpipette aus den Kiivetten
entfernt. Eine rasche Entfernung der Zellsuspension aus den Kiivetten war mafgeblich fiir
eine erfolgreiche Transfektion. Bis zum Ausplattieren in jeweils einer Vertiefung einer 6-
Lochplatte wurde die Zellsuspension in den 1,5 ml Zentrifugenréhrchen im 37°C Heizblock
aufbewahrt. Die Zellen wurden dann in 5%iger CO,-Atmosphire mit 80% Luftfeuchtigkeit
bis zur Ernte im Inkubator belassen.

C.1.3 Embryonale Stammzellkultur

Embryonale Stamm- (ES-) Zellen sind pluripotente Zellen, die aus Blastocysten gewonnen
und in Zellkultur iiberfiihrt worden sind (Evans und Kaufmann, 1981). In Kultur kénnen sie
manipuliert und selektioniert werden (Gossler et al., 1986; Robertson et al., 1986) und
anschlieBend in eine Blastocyste injiziert oder mit einer Morula aggregiert werden (D.5.1).
Bei der Zellkultur miissen Bedingungen eingehalten werden, die eine Differenzierung der ES-
Zellen verhindern und im folgenden genauer beschrieben werden. Hier wurden die Kolonien
der ES-Zellen auf einer Einzellschicht teilungsunfiahiger embryonaler Fibroblasten gehalten
und tdglich mit einem Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Dem Wachstumsmedium, das
taglich gewechselt wurde, wurde das Cytokin LIF (Leukédmie inhibierender Faktor) (Smith et
al., 1992) beigefiigt.

Die hier aufgefiihrten Techniken wurden dem Buch Laboratory Protocols for Conditional
Gene Targeting (Torres und Kiihn, 1998) entnommen und fiir diese Arbeit leicht verdndert
(Angela Egert und Manolis Pasparakis, ehemalige Mitarbeiter der Abteilung von Prof.
Rajewsky, personliche Mitteilung). Fiir die ES-Zellkultur wurden ausschlieBlich Chemikalien
und Losungen verwendet, die in der Arbeitsgruppe Rajewsky optimiert worden waren. Sie
sind im Kapitel Material gesondert aufgefiihrt. Alle im folgenden Abschnitt genannten Zell-
typen wurden in einem Inkubator mit 9%iger CO,-Atmosphire bei 37°C und 95% Luft-
feuchtigkeit kultiviert.

C.1.3.1 Gewinnung des LIF-Proteins

Das Cytokin LIF inhibiert die Differenzierung embryonaler Stammzellen wihrend ihrer
Kultivierung in vitro. Das Wachstumsmedium einer LIF-produzierenden CHO-Zellinie (CHO
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8/24 720 LIF D(.1)) wurde hier anstelle des gereinigten Proteins verwendet. In dieser
transgenen Zellinie wird das LIF Protein exprimiert und in das Wachstumsmedium sezerniert.
Zellen, die das LIF-Protein in besonders hohem Malle produzieren, werden durch Methotrexat
selektioniert. Die CHO-Zellen wurden wie in C.1.1.2 beschrieben aufgetaut und bis zur
Konfluenz kultiviert. Fiir die Selektion mit Methotrexat wurde es dem Medium in einer
Endkonzentration von 1 uM beigefiigt. Nach Erreichen der Konfluenz (2—-3 Tage) wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um das Methotrexat zu entfernen. Nach einer
zweistiindigen Inkubation in frischem Medium ohne Methotrexat wurden die Zellen fiinfmal
mit PBS gewaschen, trypsinisiert und auf einer doppelt so groBen Oberfliche ausgesit. Der
Uberstand, der dann das LIF-Protein enthielt, wurde nach 48 bis 66 Stunden abgenommen.
Zelltrimmer wurden vor dem Sterilfiltrieren aus diesem Wachstumsmedium durch
Zentrifugation abgetrennt. Vor dem Einsatz in der ES-Zellkultur wurde der Uberstand auf ES-
Zellen getestet, um die bendtigte Menge zu bestimmen, die eine Differenzierung der ES-
Zellen verhindert. Dieser Titer der so hergestellten Losung wurde freundlicherweise von
Angela Egert aus der Abteilung Prof. Rajewsky, ehemals Universitdt zu Koln, bestimmt.

C.1.3.2 Kultur von embryonalen Fibroblasten (EF)

C.1.3.2.1 Gewinnung und Expansion

ES-Zellen, v.a. die des Mausstammes C57BL/6, neigen bei Kontakt mit Gewebekulturschalen
zur Differenzierung. Deshalb wurden embryonalen Stammzellen auf einer Einzellschicht von
teilungsunfiahigen embryonalen Fibroblasten (EF) kultiviert. Die EF-Zellen waren resistent
gegen das bei Geninaktivierungs-Experimenten eingesetzte Geneticin. Primire embryonale
Fibroblasten wurden freundlicherweise von Angela Egert aus transgenen Mauseembryonen
gemifl Torres und Kiihn (1997) pripariert und zur Verfiigung gestellt. Sie wurden mit 1x10°
Zellen pro 10 cm Schale ausgesit und bei 37°C im CO,-Inkubator bis zum Erreichen der
Konfluenz inkubiert. Ab dem zweiten Tag nach dem Auftauen wurde das Medium tédglich
gewechselt. Vor der Behandlung der Zellen mit 4 ml Trypsin pro 10-cm-Schale wurden die
Zellen mit etwa 5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Trypsin etwa 2—3 min bei 37°C
inkubiert und die Reaktion anschlieBend mit 7 ml EF-Medium gestoppt. Die Zellen wurden
durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden gezdhlt und anschlieBend 5 min
bei 150 g zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen entweder in ihrem Kulturmedium mit
10% DMSO eingefroren oder passagiert.

C.1.3.2.2 Mitomycin C Behandlung

Bevor ES-Zellen auf der EF-Zellschicht ausgesdt werden konnen, miissen die EF-Zellen
mitotisch inaktiv sein. Dafiir behandelt man die Zellen mit dem Zytostatikum Mitomycin C.
Eine konfluente Schicht von EF-Zellen wurde mit 4 ml Medium {iberschichtet, das 10 pg
Mitomycin C/ml enthielt und 2—6 Stunden im Inkubator belassen. AnschlieBend wurde das
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Mitomycin C griindlich entfernt. Die Zellen wurden vor der Behandlung mit 4 ml Trypsin
mindestens 3 mal mit 5-10 ml PBS gewaschen. Trypsin wurde durch Zugabe von Medium
gestoppt, die Zellzahl der Suspension bestimmt und die Zellen zu 5,2-5,7x10* Zellen/cm? in
gelatinierten Gewebekulturschalen ausplattiert. Zur Gelatinisierung wurde eine sterile 10%ige
Gelatinelosung auf den Gefilboden der Gewebekulturschalen pipettiert, die dann mehrere
Stunden im Inkubator belassen wurde. Die willirige Losung wurde vor dem Ausplattieren der
Zellen entfernt. Nach einer Inkubation {iN in frischem EF-Medium wurden diese EF-Zellen
dann fiir die ES-Zellkultur verwendet.

C.1.3.3 Arbeiten mit embryonalen Stammzellen

ES-Zellen wurden téglich im inversen Phasenkontrastmikroskop betrachtet und bei zu hoher
Zellkoloniedichte passagiert. Undifferenzierte ES-Zellen wachsen als ovale Kolonie mit
scharfen, im Phasenkontrast hell erscheinenden Rindern. Bei Kontakt mit dem Gefial3boden
von Gewebekulturschalen neigen embryonale Stammzellen zur Differenzierung. Deshalb
wurden embryonale Stammzellen auf embryonalen Fibroblasten in gelatinisierten runden
Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10 oder 15 cm oder gelatinisierten 96-
Loch-Platten gehalten. Da ES-Zellen gegeniiber Trypsin sehr empfindlich sind, wurde der
Trypsinlosung vor ithrem Einsatz in der ES-Zellkultur 2% Hiihnerserum zugesetzt. Der
Proteingehalt des Hithnerserums hemmt kompetitiv das Trypsin, enthilt aber im Gegensatz zu
Serum von Saugetieren keinen Trypsininhibitor. Vor einer Trypsinisierung wurde 2—4
Stunden vorher das Wachstumsmedium gewechselt. ES-Zellen wurden immer mit einer
minimalen Dichte von 1x10° Zellen pro Gewebekulturschale von 10 cm ausgesét. Bevor die
Kolonien sich beriihren konnten, wurden die Zellen umgesetzt oder eingefroren. ES-Zellen
wurden immer bei RT und 5 bis 7 min lang bei maximal 150 g zentrifugiert.

C.1.3.3.1 Einfrieren und Auftauen ES-Zellen

C.1.3.3.1.1 Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 6 cm

Das Einfrieren und Auftauen von ES-Zellen entspricht bis auf die verwendeten Medien und
Gewebekulturschalen den oben aufgefiihrten Protokollen (C.1.1.2;C.1.1.2). Trypsinisierte ES-
Zellen wurden nach der Zentrifugation zu je 3x10° Zellen direkt in auf 4°C gekiihltes ES-
Einfriermedium mit 10% DMSO aufgenommen. Ein Ansatz wurde nach dem Auftauen in
einer Gewebekulturschale von 10 cm Durchmesser ausgest.

C.1.3.3.1.2 Einfrieren in 96-Loch Platten

Zum FEinfrieren wurden die auf EF-Zellen gewachsenen ES-Zellen zunédchst trypsinisiert.
Dafiir wurden das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 100 ul PBS gewaschen. Pro
Vertiefung wurde 50 pl Trypsin-Losung zugegeben und 3—5 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurden 50 pl 2x Einfriermedium hinzugefiigt und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren
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vereinzelt. Die Suspension wurde mit 100 pl sterilem Mineraldl iiberschichtet, die Platte mit
Parafilm abgedichtet, in eine Styroporbox gegeben und bei -80°C eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Platten in 38—40°C warmes, steriles Wasser getaucht, wobei das
Wasser nicht zu den Zellen in den Vertiefungen gelangen durfte. Die aufgetauten Klone
wurden dann vollstdndig in 2 ml Medium {iberfithrt und 5 min (150 g) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 0,5-1 ml ES-Medium in vorbereitete
Vertiefungen einer 24- oder 48-Loch-Platte iiberfiihrt.

C.1.3.3.2 Expansion von ES-Zellen

Vor der Expansion wurden die ES-Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen und anschlielend
3-5 min bei 37°C mit 3 ml 1x Trypsinlosung mit 2% Hiihnerserum inkubiert. Die
Enzymreaktion wurde durch die Zugabe des zweifachen Volumens an ES-Medium gestoppt
und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren in einer 5-ml-Pipette verein und anschlieBend
gezahlt (C.1.1.1). Nach einer Zentrifugation wurden die Zellen in frischem ES-Medium
aufgenommen und mit 0,8-1x10° Zellen pro 10 cm Platte auf EF-Zellen ausgesit. Nach 2-3
Tagen bei tdglichem Mediumwechsel erreichten diese dann die Dichte fiir eine weitere
Passage. Sollte im folgenden aus den ES-Zellen DNA prépariert werden, wurden die Zellen
auf gelatinisierten Platten (C.1.3.2.2) ausgesit, um eine Verunreinigung der ES-DNA durch
EF-DNA zu vermeiden.

C.1.3.3.3 Transfektion embryonaler Stammzellen mit einem Geninaktivierungs-
Vektor

C.1.3.3.3.1 Vorbereitung des Geninaktivierungs-Vektors

Fiir die Transfektion von ES-Zellen mit dem Geninaktivierungs-Vektor wurden 25-30 pg
Vektor mit dem Restriktionsenzym Sacll linearisiert, anschlieBend mit Phenol/Chloroform
extrahiert, mit Ethanol prizipitiert und in 70%igem Ethanol bei -20°C gelagert. Am Tag der
Transfektion wurde das Prézipitat unter sterilen Bedingungen an der Luft getrocknet und in
PBS in einer Konzentration von 0,5 pg/ul geldst.

C.1.3.3.3.2 Elektroporation von embryonalen Stammzellen

ES-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion passagiert und mit einer héheren Dichte (1,5
x10° Zellen/10 ¢m Gewebekulturschale) ausplattiert. Drei bis vier Stunden vor der
Elektroporation wurde das Medium der subkonfluenten ES-Zellen erneuert. Zu Beginn der
Transfektion wurden die Platten zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieend mit 4
ml 1x Trypsin 3-5 min bei 37°C inkubiert. Fiir den Erfolg der Elektroporation ist
entscheidend, daB die Zellen in einer Einzellsuspension vorliegen. Hierzu wurden die Zellen
durch Auf- und Abpipettieren nach Zugabe von 8 ml Medium vereinzelt. Die Zellen wurden
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gezéhlt und das Trypsin enthaltende Medium wurde durch eine Zentrifugation abgetrennt.
Nach Resuspension der Zellen in 10 ml PBS pro 10 cm Schale wurde nochmals die Zellzahl
bestimmt, Zellen fiir die unten beschriebenen Kontrollen abgezweigt und erneut zentrifugiert.
SchlieBlich wurden die Zellen zu 1,25x10” Zellen/ml in 0,8 ml PBS resuspendiert und mit den
50-60 pl des geldsten Geninaktivierungs-Vektors vermischt. Nach 5 min bei RT wurde die
Suspension in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt und mit einem einzigen Puls bei 230 V
und 500 pF elektroporiert. Die Zellen wurden anschliefend durch Aufschlagen der Kiivette
auf einen harten Untergrund aufgewirbelt und 5 min bei RT stehen gelassen. Der Inhalt einer
Elektroporationskiivette wurde auf drei bis fiinf 10 cm Schalen und den Kontrollplatten
verteilt, die mit EF-Zellen bewachsen waren und frisches ES-Medium enthielten.

Kontrollen:

A 5x10° nicht-transfizierter Zellen wurden auf einer 10 c¢cm Schale ausgesdt und mit
Geneticin-haltigem Medium kultiviert. Diese Platte dient der Kontrolle der Stringenz der
Posititvselektion mit Geneticin (D.5.1), dabei diirfen keine Zellkolonien iiberleben.

B 10° nicht-transfizierte Zellen wurden auf einer 6 cm Platte ausgesét und die Koloniezahl
nach einer Woche mit derjenigen von Kontrolle C verglichen, um die Uberlebensrate nach
der Elektroporation zu bestimmen.

C 10° transfizierte Zellen in einer 6 cm Platte

D 10° transfizierte Zellen wurden auf einer 10 ¢cm Platte ausgesit und nur in Anwesenheit
von Geneticin kultiviert. Diese Platte diente der Berechnung der Anreicherung durch die
Negativselektion durch Ganciclovir (D.5.1).

C.1.3.3.3.3 Selektion von ES-Zellen (Mansour et al., 1988)

24 Stunden nach der Elektroporation wurden die Zellen mit Ausnahme der Kontrollen B und
C in Anwesenheit von Geneticin (153 pg/ml) kultiviert. Die negative Selektion mit Ganci-
clovir mit einer Endkonzentration von 2x10° M erfolgte an den Tagen 5 bis 8 nach der
Transfektion. Das Medium der Zellen wurde taglich gewechselt. Resistente Kolonien waren
nach 7-8 Tagen nach der Transfektion sichtbar.

C.1.3.3.3.4 Isolierung von ES-Zellkolonien

Die fiir Geneticin und Ganciclovir resistenten ES-Zellkolonien wurden am Tag 11 nach der
Transfektion isoliert. Dazu wurde das Medium entfernt und die Platte zunidchst mit PBS
gewaschen und die Zellen anschliefend damit bedeckt. An einer Horizontalstrom-Sterilbank
wurden einzelne Kolonien, die einen undifferenzierten Phénotyp zeigten, mittels eines
Stereomikroskops identifiziert. Die Kolonien wurden dann mit einem kleinen Volumen (5-15
ul) PBS von der EF-Schicht gelost und in 25 pl der 1x Trypsin-Losung mit 2% Hiihnerserum
iiberfiihrt und maximal 20 bei RT belassen bis fir 3—5 min bei 37°C inkubiert wurde.
AnschlieBend wurden 110 pl ES-Zellmedium auf die trypsinisierten Zellen gegeben und die
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Zellen durch energisches Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die Vertiefungen einer 96-Loch-
Platte, die mit EF-Zellen bedeckt war, wurden mit jeweils 110ul frischem ES-Zellmedium
beschickt. Die trypsinisierten Zellen wurden nun mit einer Mehrkanalpipette in diese 96-
Loch-Platte iiberfiihrt und die Zellsuspension gut durchmischt. Um eine Replikaplatte
herzustellen, wurde nun die Hélfte der entstandenen Zellsuspension in eine weitere 96-Loch-
Platte mit mitotisch inaktiven EF-Zellen {iberfiihrt. Die Zellen wuchsen dann 2-3 Tage lang
bei tiglichem Mediumwechsel im Inkubator. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Klone aus je einer 96-Loch-Platte auf drei 96-Loch-Platten iibertragen. Von diesen Platten
wurden zwei im subkonfluenten Stadium eingefroren. Die Zellen aus der letzten Platte
wurden auf drei gelatinisierte 96-Loch-Platten ohne EF-Zellen iibertragen, aus denen im
folgenden DNA pripariert wurde.

C.1.3.3.4 DNA-Schnellpraparation aus embryonalen Stammzellen (modifiziert nach
Ramirez-Solis et al., 1992)

ES-Zell-DNA wurde konfluent gewachsenen ES-Zellkolonien in 96-Loch-Platten prapariert.
Hierzu wurde zunichst das Medium entfernt und die Zellen mit 100 pul PBS gewaschen.
Danach wurden je 50 pl ES-Zell-Lysis-Puffer mit frisch hinzugefiigter Proteinase K (0,4-1
mg/ml) in alle Vertiefungen gegeben und die Platten iiN bei 55°C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach Abkiihlung der Platten auf RT wurde die genomische DNA durch Zugabe von
100 pl absolutem Ethanol geféllt und 1 bis 2 Stunden bei RT belassen. Der Uberstand wurde
dann durch vorsichtiges Invertieren der Platte abgegossen und die DNA dreimal mit 70%igem
Ethanol gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Ethanol weitgehend entfernt
und die DNA bei RT 15-20 min an der Luft getrocknet. Fiir die sich direkt anschlieende
Restriktion wurde die DNA in 35 ul ES-Restriktionspuffer gelost und iiN bei 37°C inkubiert.

C.2 Arbeiten mit Proteinen
C.2.1 Proteinextraktion aus transfizierten Zellen

C.2.1.1 Erntezeitpunkt

Transfizierte Zellen wurden zum Zeitpunkt der hochsten Aktivitdt geerntet. Der Verlauf der
Aktivititszunahme der transfizierten Eigenschaft wurde in Vorversuchen bestimmt. Bei
Transfektionen mit einem fiir Luciferase kodierenden Plasmid wurde demnach nach 7
Stunden geerntet, bei Uberexpression von CGGBP1 nach 24 Stunden.

C.2.1.2 Rohextrakte aus Zellen aus Gewebekulturschalen (& 10 cm)

Zunichst wurde das Medium der adhdrent wachsenden Zellen entfernt. Nach zweimaligen
Waschen mit PBSd wurden die Zellen mit einem Gummischaber in 1,5 ml PBSd vom
Gefafboden gelost und die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen pipettiert. Nach einer
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fiinfmintitigen Zentrifugation bei 2000 U.p.m. (MC 12 V) bei RT wurden die Zellen erneut
mit PBSd gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt und die
Zellen in dem minimalen Restvolumen resuspendiert. AnschlieBend wurden 10-50 pl 1x
Lysispuffer zugegeben und 15 sec gevortext. Nach zehnminiitiger Inkubation bei RT wurden
das Lysat 10 min bei RT und 12.000 U.p.m. (MC 12 V) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
sofort bei -20°C oder -80°C eingefroren.

C.2.1.3 Lyse der Zellen in der Gewebekulturschale (& 3 cm)

Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitat wurden die Zellen direkt in der Gewebekulturschale
lysiert. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zweimal mit etwa 10 ml PBSd
gewaschen. Der Waschpuffer wurde vollstindig entfernt und die Zellen in situ in 150 bis 200
ul 1x Lysispuffer 10 min bei RT inkubiert. Das Lysat wurde dann mittels eines Gummi-
schabers vom GefaBboden geldst. Nach 15 sekiindigem Vortexen wurden die Ansétze 15 sec
bei maximaler Geschwindigkeit (MC 12 V) bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei
-80°C gelagert.

C.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976)

Die Proteinkonzentration wurde mit Coomassie Brilliant Blue G-250 nach Bradford (1976)
bestimmt. Das Absorptionsmaximum dieses Farbstoffes verschiebt sich von A=495 nm auf
A=595 nm nach Bindung an Proteine. Hierzu wurde die Coomassie Protein Assay-Losung
(Biorad) nach Vorschrift verdiinnt. Fiir jede neue Verdiinnung wurden Eichkurven mit
Rinderserumalbumin erstellt. Da das im Lysispuffer enthaltene Triton X-100 eine Eigen-
extinktion bei 595 nm aufweist, die abhédngig von der Triton X-100-Konzentration ist, wurden
Eichkurven mit Rinderserumalbumin und dem entsprechenden zur Messung eingesetzten
Volumen Lysispuffer erstellt. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zell-
extrakten wurden zwischen 5 und 20 pl der fraglichen Proteinlésung mit 1 ml der verdiinnten
Coomassie-Protein-Assay-Losung versetzt. Nach griindlichem Durchmischen und mindestens
5 min Inkubation bei RT wurde die optische Dichte bei 595 nm gemessen. Als Nullprobe
diente das selbe Volumen des Puffers ohne Protein. Zur Proteinquantifizierung wurden nur
MeBwerte beriicksichtigt, die im linearen Bereich der Eichkurve lagen.

C.2.3 Luciferase-Aktivitatsbestimmungen

Das Luciferasegen wurde in Transfektionsanalysen als Reportergen verwendet. Luciferase
(luc) aus Photinus pyralis wandelt in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff, ATP und
Magnesium Luciferin in Oxyluciferin und CO, um. Bei dieser Reaktion wird Licht von einer
Wellenldnge von 562 nm emittiert, das in einem Luminometer gemessen werden kann. Von
der gemessenen Lichtmenge kann man indirekt auf die Transkriptionsrate des Luciferase-
Reportergens und somit auf die Starke eines Promotors schlieBen. Lyophilisiertes Substrat aus
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dem Luciferase Assay System der Firma Promega wurde gemiB Herstellerangaben im
mitgelieferten Puffer geldst und bei -80°C gelagert. Nach der Transfektion von HeLa-Zellen
mit dem Plasmid pGL2basic (Promega) und dessen Derivaten wurden Rohextrakte hergestellt
(C.2.1) und 20 pl davon mit Hilfe des Luminometers LB 9501 analysiert. Nach dem Auftauen
der Proben auf Eis wurden 20 pl in MeBrohrchen vorgelegt und mindestens 20 min auf RT
dquilibriert. Die Schlduche im Luminometer wurden vor der Messung erst mit Wasser und
anschlieBend mindestens zweimal mit Substratpuffer, der ebenfalls RT hatte, gespiilt. Im Roh-
datenzyklus des Luminometers wurden 100 pl Substratpuffer automatisch zu den vorgelegten
20 pl Proteinlosung gegeben und die Lichtemission 10 sec lang gemessen. Als Kontrollen
dienten Rohextrakte von mock-transfizierten Zellen bzw. Rohextrakte von Zellen, die mit
dem pGL2basic oder dem pGL2control-Plasmid transfiziert worden waren. Das pGL2control
Plasmid tragt das luc-Gen unter der Kontrolle des SV40 immediate early Promotors, wihrend
der pGL2basic Vektor keinen eukaryontischen Promotor enthilt.

C.2.4 Gelretardation

Protein-DNA-Interaktionen wurden mittels der Gelretardations-Technik (electrophoretic
mobility shift assay; EMSA) dokumentiert. Protein-DNA-Komplexe weisen im elektrischen
Feld eine geringere Mobilitdt auf, als freie DNA, von der sie dann gut unterschieden werden
konnen. Reaktionsansdtze von 5 bis 10 fmol radioaktiv markierten doppelstringigen
synthetischer Oligodesoxyribonukleotide und 1 pg PolydAdT wurden mit 5 bis 10 pg
Zellrohextrakten in 1x HDNG-Puffer inkubiert (nach Deissler et al., 1996). In Kompetitions-
Experimenten wurde nicht markierte doppelstringige DNA in 30-300fachem molaren
UberschuB zugegeben. Der Ansatz enthielt direkt den Ladepuffer. Die Ansétze wurden auf ein
3 bis 5%iges Polyacrylamidgel mit 0,5x TBE geladen, das bei 150-300 V bereits mindestens
30 min gelaufen war. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf 3MM-Blot Papier
aufgezogen und unter Vakuum bei 80°C getrocknet. AnschlieBend wurde ein Rontgenfilm mit
dem Gel bei Raumtemperatur exponiert.

C.3 Praparation von Nukleinsauren
C.3.1 Praparation von genomischer DNA

C.3.1.1 Praparation von genomischer DNA aus kultivierten Zellinien

Zellen, die in Gewebekulturflaschen bis zur Konfluenz gewachsen waren, wurden zweimal
mit wenigen ml Tris-Saline gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 3 bis 5 ml 37°C
warmer Tris-Saline, die 2 mM EDTA enthielt, inkubiert. Man 16ste die Zellen durch Klopfen
von der GefiBwand und iberfiihrte sie in ein 13 ml-Reaktionsgefil (Weilkapp).
Verbleibende Zellen wurden mit weiteren 5 ml Tris-Saline aus der Gewebekulturflasche
gespiilt und mit der zuerst entnommenen Zellsuspension vereinigt. Nach Zentrifugation
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(Heraeus Labofuge GL, 2.500 U.p.m., 4°C, 10 min) wurde das Zellsediment in frischer Tris-
Saline aufgenommen und erneut zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in Proteinase-K-Puffer
resuspendiert und entweder bei -20°C gelagert oder direkt mit 1/10 des Volumens an
Proteinase-K-Stammldsung (10 mg/ml) versetzt. Mit Proteinase K wurde mindestens 3
Stunden unter Rotieren bei 50°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinase K durch 20-
miniitiges Erhitzen auf 68°C inaktiviert, da RNA im folgenden Schritt durch eine 20 miniitige
Inkubation mit RNase A (200 pg/ml) bei 37°C abgebaut wurde. Die DNA wurde durch eine
Phenol/ Chloroform- und eine Chloroform-Extraktion gereinigt (C.3.1.3) und mit Ethanol
prézipitiert (C.3.4). Die prézipitierte genomische DNA wurde auf eine zugeschmolzene Glas-
kapillare aufgespult, in 70%igem Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Danach
wurde die DNA bei 37°C in einem angemessenen Volumen TE (50-200ul) geldst und bei 4°C
gelagert.

C.3.1.2 Praparation von DNA aus Organen

Die verwendeten Gewebe muliten direkt nach Entnahme in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert werden, da die genomische DNA sonst degradierte.
Die tiefgefrorenen Gewebe wurden mit einem Skalpell in Wiirfel geschnitten und in Protein-
ase-K-Puffer mit frisch zugesetztem Enzym tiberfiihrt (C.3.1.1). AnschlieBend inkubierte man
die Ansétze 16 bis 18 Stunden unter Rotieren bei 50°C. Die Aufreinigung der DNA ist in
Abschnitt 3 beschrieben (C.3.1.3), auBler dal in diesem Falle der Phenol/Chloroform-
Extraktion ein reiner Phenolschritt vorausging, und — je nach Intensitdt der Interphase — die
Phenol/Chloroform Extraktion zweimal wiederholt wurde.

C.3.1.3 Reinigung von DNA mit Phenol/Chloroform

Die Phenol/Chloroform-Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen und Lipiden von der
DNA. Dazu wurde die DNA-L6sung mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol (25:24:1) versetzt und 10 Minuten im Rotator vermischt. Die Phasen wurden durch
eine Zentrifugation bei 3.000 U.p.m (Medifuge, 10 Minuten, Raumtemperatur) getrennt. Die
DNA-haltige Oberphase wurde ohne die Protein-haltige Interphase abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefdl liberfiihrt. Auf die gleiche Weise wurde mit einem Volumen Chloro-
form extrahiert, wobei Reste von Phenol aus der wiBrigen Phase entfernt wurden.

C.3.2 Praparation von Plasmid-DNA

Bakterien wurden in dYT oder LB geziichtet. Entsprechend der vom jeweiligen Plasmid
vermittelten Resistenz wurden dem Medium 100 pg Ampicillin oder 30 pg Kanamycin pro ml
beigefiigt. Die Bakterienkulturen wurden immer von einer Einzelkolonie ausgehend
angeziichtet.
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C.3.2.1 Schnellpraparation von Plasmid-DNA

Die folgenden Methoden zur Schnellprdparation von Plasmid-DNA wurden hauptséchlich
verwendet. In einigen Féllen, v.a. wenn die Plasmide anschlieBend mit salzempfindlichen
Enzymen behandelt werden sollten, wurde das Qiaprep Spin Miniprep Kit gemill den
Herstellerangaben verwendet.

C.3.2.1.1 Zahnstocher-Methode (Jennifer Hertz, persdnliche Mitteilung)

Bei einem deutlichen GroBenunterschied der rekombinanten DNA vom selbstligierten Vektor
konnte zur schnellen Uberpriifung transformierter Bakterien die Zahnstocher-Methode
verwendet werden. Sie diente vor allem der Anreicherung von positiven Klonen vor einer der
im Folgenden beschriebenen Priparationsmethoden. Superspiralisierte Plasmid-DNA wurde
aus einer Einzelkolonie préipariert, die mindestens eine Grofie von 1 mm?* aufweisen muBte.
Die Zellen wurden mit einem Zahnstocher an der Wand eines 0,5 ml Gefidfles abgestrichen,
wobei der gleiche Zahnstocher dazu verwendet wurde, die Kolonie auf einer neuen Platte zu
rekultivieren oder Medium anzuimpfen. Durch Vortexen wurden die Zellen in 10 pl
Lysispuffer resuspendiert und 15 min bei 65°C erhitzt. Anschliefend wurden die Proben kurz
zentrifugiert. und auf ein Agarosegel aufgetragen, das erst nach einem kurzen Vorlauf mit
Laufpuffer liberschichtet wurde. Negative Klone liefen auf der gleichen Hohe wie der als
Referenz aufgetragene Vektor ohne Insert.

C.3.2.1.2 Kochlyse (modifiziert nach Holmes und Quigley, 1981)

Eine Ubernachtkultur (1,5 ml) wurde kurz bei 12.000 U.p.m bei Raumtemperatur zentrifugiert
(MC 12V). Nach vollstidndiger Entfernung des Mediums wurden die Bakterien mit 0,5 ml
STET-Puffer und 40 pl Lysozym-Losung versetzt und mittels eines Vortex-Mischers
vollstindig resuspendiert. Nach 90 sec Inkubation in einem kochenden Wasserbad wurden die
Ansidtze 10 min bei Raumtemperatur bei 12.000 U.p.m. (MC 12 V) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die darin enthaltene DNA mit 40
ul 3 M Na-Acetat und 0,5 ml Isopropanol prizipitiert und 12 min bei 12.000 U.p.m.
(Medifuge 13000) pelletiert. Das DNA-Préizipitat wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 30 pl Chromatographiewasser gelost, dem jeweils 10 pg RNase beigefiigt
waren. Davon reichten iiblicherweise 1-3 pl fiir eine Restriktionsanalyse und eine
Sequenzreaktion aus.

C.3.2.1.3 Alkalische Lyse (Indrikis Muiznieks, personliche Mitteilung)

Eine Ubernachtkultur (1,5 ml) wurde kurz bei 12.000 U.p.m zentrifugiert (MC 12V) und das
Medium vollstindig entfernt. Das Sediment wurde in 200 pul 10 mM EDTA, pH 8
aufgenommen und durch Pipettieren resuspendiert. AnschlieBend wurde das gleiche Volumen
an frisch angesetztem Lysispuffer beigemengt, die Suspension durch vorsichtiges Invertieren
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der Gefdle durchmischt und 2 min bei RT inkubiert. Mit 0,2 ml 3 M NaAcetat pH 4,5-5
wurden die Ansdtze neutralisiert und dann 10—15 min auf Eis gelagert. Anschlieend wurden
die Proben (Plasmide < 7 kb) fiir 2 min bei 72°C erhitzt. Nach Zugabe von 0,2 ml 6 M
KAcetat pH 8,0 wurden die Proben bei -20°C 1 bis 1,5 Stunden oder fiir 20-30 min bei -80°C
eingefroren. Danach wurde 15-20 min bei 12.000 U.p.m. (MC 12V) zentrifugiert, wobei die
Proben auftauten. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, in dem 0,7 ml
Isopropanol vorgelegt worden war. Direkt danach wurde 10-15 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach vollstindiger Entfernung des Uberstandes wurde das
DNA-Prizipitat mit 70%igem FEthanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl
Chromatographiewasser geldst. Fiir eine Restriktionsanalyse mit gleichzeitiger RNase A
Behandlung wurden iiblicherweise 5 pl eingesetzt.

C.3.2.2 Praparation groRerer Mengen von Plasmid-DNA

Zur Praparation groflerer Mengen von Plasmid-DNA wurden die Plasmid MIDI oder MAXI-
Kits der Firmen Gibco Life Technologies oder Qiagen verwendet. Es wurden die vom
Hersteller empfohlenen Mengen an Ubernachtkultur eingesetzt. Das Protokoll beruht auf der
Lyse der Bakterien unter alkalischen Bedingungen mit SDS. Unlosliche Zellbestandteile der
neutralisierten Lysate wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand wurde
anschlieend auf eine Sdule mit einem Anionenaustauscherharz aufgetragen. Nach Bindung
der Plasmid-DNA wurden Verunreinigungen durch Waschschritte entfernt. Zur Prézipitation
der DNA wurde abweichend vom angegebenen Protokoll das Eluat in 50 ml Réhrchen bei
5000 U. p. m. 1 Stunde lang bei 4°C zentrifugiert. Der Geninaktivierungs-Vektor fiir die
Transfektion embryonaler Stammzellen wurde nach der CsCl-Methode (Sambrook und
Russel, 2001) prépariert. Dies wurde freundlicherweise von Doris Renz durchgefiihrt.

C.3.2.3 Synthetische Oligodesoxyribonukleotide

Synthetische DNA-Einzelstrainge wurden von den Firmen Gibco BRL, MWG Biotech und
Sigma-ARK hergestellt und bei Bedarf 5'-phosphoryliert. Sie wurden in Chromatographie-
wasser rekonstituiert und bei -20°C gelagert. Manche Oligodesoxyribonukleotide wurden mit
threm komplementidren Gegenstrang hybridisiert, damit sie als Doppelstrang z.B. bei
Klonierungen oder bei Gelretardierungs-Experimenten (C.2.4) eingesetzt werden konnten.
Fir Klonierungszwecke wurden komplementire Einzelstringe im gleichen molaren
Verhiltnis aufgekocht, wonach die Fliissigkeit langsam auf RT abkiihlte. Oligodesoxyribo-
nukleotide, die in Gelretardierungs-Experimenten verwendet wurden, wurden wie in Deissler
et al., 1996 beschrieben, hybridisiert. Nachdem in einem Teil des Ansatzes die Hybridisierung
mittels 5%iger NuSieve-Agarosegele kontrolliert worden war, wurden die Doppelstringe aus
einem Polyacrylamidgel gereinigt (C.3.2.4.2). Die hybridisierten Oligodesoxyribonukleotide
wurden bei -20°C gelagert.

48



C Methoden

C.3.2.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Gelen

C.3.2.4.1 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu eluierende DNA wurde auf ein préparatives Agarosegel aufgetragen, um etwaige
Nebenprodukte, wie Primer oder DNA-Fragmente anderer Groflen abzutrennen. Die DNA
wurde mit Ethidiumbromid angefirbt und die gewiinschten Banden mit jeweils neuen
Skalpellklingen ausgeschnitten. Die Agarosestiicke wurden entweder bei -20°C gelagert oder
direkt mit einem Gelextraktionskit weiterverarbeitet. Zur Aufreinigung von DNA wurde das
Qiaquick Gelextraktionskit (Qiagen) oder das NucleoSpin Extract (Macherey und Nagel) den
Herstellerangaben folgend verwendet. Meist wurde mit dem geringsten moglichen Volumen
an 10 mM Tris, pH 8.5 oder Chromatographiewasser eluiert.

C.3.2.4.2 Isolation von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamidgelen und
UV-Shadowing

Mit dieser Technik wurden 51 bp lange doppelstringige Oligodesoxyribonukleotide aufge-
reinigt. In 1-2 cm breiten Geltaschen wurden 8 bis 15 pg der hybridisierten Oligodesoxyribo-
nukleotide aufgetragen und eine Elektrophorese mit einem 5%igen Polyacrylamidgel (1 mm
Dicke) in 1x TBE bei ca. 200 V durchgefiihrt. Die Doppelstringe wurden durch UV-
Shadowing visualisiert. Das Polyacrylamidgel wurde dabei auf eine mit einem Fluoreszenz-
indikator beschichtete Kieselgelplatte (Macherey und Nagel) gelegt, die von oben durch eine
kurzwelligen UV-Lampe angestrahlt wurde und dann griin leuchtete. Der DNA-Doppelstrang
absorbierte die UV-Strahlung, und die Kieselgelplatte darunter erschien dunkelrot. Mit einer
Skalpellklinge wurde das entsprechende Polyacrylamidstiick ausgeschnitten (ca. 0,5-1 cm?)
und in 1,5 ml EppendorfgefiBBen mit ca. 500 ul Elutionspuffer iN bei 25°C eluiert. Zur
Prazipitation wurde das zweifache Volumen an absolutem Ethanol zugegeben und iGN bei
-80°C inkubiert. Nach Waschen in 70%igem Ethanol wurden die aufgereinigten DNA-
Fragmente in Wasser gelost.

C.3.3 Praparation von RNA

C.3.3.1 Praparation von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen

Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde unter Verwendung des NucleoSpin-RNA-L-Kits
der Firma Macherey und Nagel gemid3 den Herstellerangaben gereinigt. Die Qualitét der
erhaltenen RNA wurde auf einem Agarosegel auf Degradation (C.6.1.2) und in RT-PCR-
Experimenten (C.5.9) ohne Zusatz von Reverser Transkriptase auf Kontaminationen durch
genomische DNA hin kontrolliert.

Sollte RNA aus undifferenzierten ES-Zellen prépariert werden (C.1.3.3), muflten die ES-
Zellen von den EF-Zellen getrennt werden. Nachdem die Zellen trypsinisiert worden waren,
wurde die ES/EF-Zellsuspension in Wachstumsmedium dreimal 35 min lang in einer
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Zellkulturschale inkubiert. EF-Zellen haften innerhalb von etwa 20 min am Gefdf3boden,
wihrend ES-Zellen sich erst nach etwa 45 min absetzen. Der Anteil von EF-Zellen konnte
somit in der ES-Zellsuspension stark verringert werden.

C.3.3.2 Praparation von mRNA aus RNA-Praparationen

mRNA wurde unter Verwendung von mRNA-Isolationskits der Firmen Roche und Macherey
und Nagel aus isolierter Gesamt-RNA angereichert. Beide Kits beruhen auf der Bindung von
Oligo-dT-Primern an die polyadenylierten mRNAs, wodurch eine Abtrennung von den den
anderen RNA-Spezies ermdglicht wird. Mit beiden Kits konnte bei Durchfiihrung des
Standard-Protokolls keine deutliche Anreicherung von mRNA erreicht werden.

C.3.4 Ethanolprazipitation von Nukleinsauren

DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAcetat (pH 5,2) und dem 2,5-fachen
Volumen an absolutem, -20°C kalten Ethanol prazipitiert. Bei RNA wurde dafiir 2 M
NaAcetat pH 4,2 verwendet (Endkonzentration 0,3 M). Alternativ wurde DNA auch mit
NHsAcetat (Endkonzentration 2,5 M) und Ethanol préazipitiert, v.a. wenn salzempfindliche
Reaktionen folgen sollten. Je nach Menge der DNA wurde sofort oder erst nach einer
Inkubation bei -20°C (30 Minuten bis {iN) bei 4°C, 12.000 U.p.m (MC 12V) mindestens 30
Minuten zentrifugiert. Die DNA wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und unter Vakuum
oder an der Luft getrocknet. Je nach der sich anschlieBenden Reaktion wurde die DNA in
Chromatographiewasser oder in 10 mM Tris/HCI pH 8-8,5 gelost, andernfalls in TE. RNA
wurde in RNase-freiem Wasser geldst.

C.3.5 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

C.3.5.1 Photometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration (Kaiser und
Hogness, 1960)

Die Konzentration von Nukleinsduren in wiBriger Losung wurde photometrisch durch
Messung der Absorption bei einer Wellenldange von A=260 nm (OD,s) und A=280 nm (ODs0)
in Quarzkiivetten bestimmt. Eine OD,s von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pug/ml
doppelstrangiger DNA, 27-35 pg/ml einzelstringiger DNA und 40 pg/ml reine
einzelstringige RNA. Der Reinheitsgrad einer Losung kann durch den Quotienten
OD160/OD2g ermittelt werden. Reine DNA-Prédparationen ergeben einen Wert von 1,8, reine
RNA-Préparationen einen Wert von 2,0. Der Wert verringert sich bei Kontamination durch
Proteine oder Phenol.

50



C Methoden

C.3.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration durch ein Tupfelgel

Zur Bestimmung der Konzentration von geringkonzentrierten DNA-Ldsungen wurden 1-3 pl
der gereinigten DNA mit einer DNA bekannter Konzentration entweder auf ein Agarosegel
aufgetragen und einer Elektrophorese unterzogen oder auf ein Tiipfelgel (1,5% TBE-Agarose
mit etwa 330 ng/ml Ethidiumbromid) pipettiert und die Konzentration aufgrund der
Fluoreszenz-Intensitdt nach UV-Licht-Bestrahlung abgeschitzt.

C.4 Genomisches Sequenzieren nach der Bisulfit-Methode (Frommer et al.,
1992; Clark et al., 1994)

Die Technik des genomischen Sequenzierens nach der Bisulfit-Methode ermdglicht es, jedes
Desoxycytidin eines DNA-Stranges auf seinen Methylierungszustand hin zu untersuchen. Nur
unmethylierte Desoxycytidine werden durch Bisulfit in Desoxyuridine umgewandelt, wéhrend
5-Methyl-Desoxycytidine die Behandlung unverdndert {iberstehen. Somit kann auch die
liberwiegende Mehrheit von Desoxycytidinen untersucht werden, die nicht in einer
Erkennungssequenz einer 5-Methyl-Desoxycytidin-sensitiven Restriktionsendonuklease
liegen.

Genomische DNA aus peripheren Blutzellen und HeLa, die bereits nach dem folgenden
Protokoll mit Bisulfit umgesetzt worden war, wurde freundlicherweise von Ralph Remus zur
Verfligung gestellt.

C.4.1 Behandlung der DNA mit Bisulfit (entnommen aus Remus, 2000)

5 ng genomische DNA wurde mit Chromatographiewasser auf ein Gesamtvolumen von 64 pl
aufgefiillt. Nach Zugabe von 2 pl 10 M NaOH (Endkonzentration 0,3 M) wurde die DNA
zuerst 15 min bei 37°C inkubiert und dann zwei Minuten im kochenden Wasserbad
vollstdndig denaturiert. Nach sofortigem Abkiihlen in Eiswasser wurden 1,2 ml Bisulfit-
Losung (8,5 g NaHSOs in 16 ml entgastem Chromatographiewasser gelost, 1 ml 40 mM
Hydrochinon zugesetzt und mit 0,6 ml 10 M NaOH auf pH 5 eingestellt; jeweils frisch ange-
setzt und mit N, begast), das Reaktionsgemisch mit Mineraldl iiberschichtet und das
Reaktionsgefdl mit Parafilm versiegelt. Es folgte eine 16-stiindige Inkubation bei 55°C in
einem Wasserbad mit geschlossenem Deckel. Nach Entfernen des Mineral6ls wurde die DNA
mittels 5 pl Glasmilch (Geneclean II, Bio 101) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
Das getrocknete Glasmilch-Sediment wurde in 100 pl Chromatographiewasser resuspendiert
und zur Freisetzung der DNA 5 min bei 55°C. Nach einminiitiger Zentrifugation (12.000 x g)
wurde der Uberstand ohne Reste von Glasmilch in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Zum
Beenden der Bisulfit-Behandlung wurden 3 pl 10 M NaOH zugegeben (Endkonzentration 0,3
M) und 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde die umgesetzte DNA mit 100 ul 6 M
NH4OAc und 400 pl eiskaltem Ethanol (absolut) prizipitiert und einige Stunden bei -70°C
inkubiert. Nach einer halbstiindigen Zentrifugation (13.000 x g, 4°C) wurde das Sediment mit
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0,5 ml 70% Ethanol versetzt, zentrifugiert (15 min, 13.000 x g, 4°C) und bei Raumtemperatur
getrocknet. Dann wurde es in 20 pul Chromatographiewasser gelost und bei -20°C gelagert.
Fiir eine anschlieBende PCR-Reaktion wurde 1 ul dieser DNA-Losung (entsprechend 250 ng
der eingesetzten DNA) verwendet. Diese teilweise recht drastischen Reaktionsbedingungen
fiihrten zu einer Degradation von schitzungsweise 99% der eingesetzten DNA.

C.4.2 PCR im Rahmen des genomischen Sequenzierens (modifiziert nach
Remus, 2000)

Die mit Bisultfit behandelte DNA wurde in einer PCR eingesetzt. Aufgrund der starken
Degradation der genomischen DNA nach der Behandlung mit Bisulfit wurden fiir die zu
amplifizierenden Abschnitte je zwei Primerpaare ausgewdhlt, wobei das eine Paar die innere
Region des anderen Paares amplifizierte (nested PCR). Diese Strategie erhoht die Ausbeute
und Spezifitdt einer PCR-Reaktion. Es wurde 1 pl der mit Bisulfit behandelten DNA in der
ersten PCR-Reaktion eingesetzt, die den 1x Puffer der jeweiligen Tag-Polymerase enthielt
(Sigma, Qiagen). Alle Reaktionen wurden mit 1,7 mM MgCl, und 0,1 mM der dNTPs
angesetzt. Fiir die Amplifikation einiger Framgente war es notig, den Zusatz Q-Solution der
Firma Qiagen zu verwenden, der die Ausbeute der PCR deutlich erhohte. Die
Zusammensetzung der Q-Solution ist nicht bekannt. Von der ersten PCR-Reaktion wurde
dann 1 pl zur Amplifikation der inneren Region unter fast identischen Bedingungen
eingesetzt. Die beiden aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen unterschieden sich nur in der
Temperatur zur Anlagerung der Primer. In der ersten PCR erfolgte dieser Schritt bei 53°C, in
der zweiten PCR bei 57°C. Das PCR-Programm fiir alle Regionen verlief wie folgt:

Denaturierung 94°C 2 min

35 Zyklen 94°C 15 sec Denaturieren
5x°C 15 sec Anlagerung der Primer
72°C 30 sec Elongation

Elongation 72°C 5 min

Abkiihlen auf 4°C

Der gesamte PCR-Ansatz wurde danach auf ein 1-1,5%iges Agarosegel aufgetragen und
Produkte mit der erwarteten Grof3e wurden mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten und aus
dem Gel extrahiert.

Die Produkte wurden anschlieBend mit dem pGEM-T-Vektor ligiert (C.11.1.2) und XL1blue
MRF' Zellen damit transformiert (C.11.3). Durch eine Subklonierung der PCR-Produkte war
es moglich, den Methylierungszustand einzelner Molekiile zu bestimmen. Aus Einzelkolonien
wurde schlieBlich DNA pripariert (C.3.2), deren Sequenz unter Verwendung des ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction-Kits bestimmt wurde (C.5.8).
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C.5 Enzymatische Reaktionen mit Nukleinsauren

Soweit nicht anders angegeben wurden DNA-modifizierende Enzyme (Restriktionsenzyme,
DNA-Polymerasen, Ligase, Phosphatase, Nuklease und 5'-Polynukleotidkinase) unter den bei
den verschiedenen Herstellern angegebenen Bedingungen eingesetzt.

C.5.1 Restriktionsspaltung von DNA (Nathans und Smith, 1975)

DNA wurden mit der angemessenen Menge Enzym (3—-5 U/ug fiir Plasmid- bzw. 5-10 U/pug
fiir genomische DNA, entsprechend 1-1,5 U /ul) unter den von den Herstellern angegebenen
Bedingungen inkubiert. Das Volumen der Ansétze entsprach mindestens dem Zehnfachen der
eingesetzten Enzymlosung. Die Reaktionen wurden nach mindestens 3 Stunden (oder 16 bis
18 Stunden) bei genomischer DNA bzw. nach mindestens 30 Minuten bei Plasmid-DNA
beendet. Die Reaktionsansdtze mit genomischer DNA wurden durch Zugabe von 1/10
Volumen NaAcetat und 2,5-fachen Volumen Ethanol prézipitiert, andere Reaktionen wurden
durch Zugabe von 1/6 des Volumens an Stoppuffer beendet.

C.5.2 Polymerase Kettenreaktion (Saiki et al., 1988)

Fir die Amplifizierung von DNA mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR; polymerase
chain reaction) wurden ca. 200 ng genomische DNA, 25-50 pg Plasmid-DNA oder 150 pg A-
DNA mit je 50 ng der jeweiligen Primer in einem Endvolumen von 25 pl eingesetzt. Die
Primer waren zwischen 18 und 24 nt lang mit einem GC-Gehalt zwischen 42 bis 70%. Der
Reaktionsansatz enthielt jeweils den 1x Puffer des jeweiligen Hersteller (Promega, Sigma,
Qiagen) und 0,2 mM der dNTPs. Die optimale MgCl,-Konzentration wurde fiir jedes
Primerpaar individuell bestimmt. Bei Regionen mit hohem GC-Gehalt wurde der Reaktion bei
Bedarf 5% DMSO oder Q-Solution (Qiagen) zugesetzt.

Die Amplifikation erfolgte in 30—40 Zyklen des im folgenden beschriebenen PCR-Protokoll
in der PCR-Maschine Geneamp PCR System 9600 (Perkin Elmer). Die Anlagerungs-
temperatur der jeweiligen Primerpaare wurde fiir diese optimiert. Die Elongationszeit wurde
der GroBle des zu amplifizierenden Fragmentes angeglichen (ca. 1 min/kb).

Denaturierung 94°C 2 min

35 Zyklen 94°C 30 sec Denaturieren
5x°C-63°C 30 sec Anlagerung der Primer
72°C 30 sec -4 min  Elongation

Elongation 72°C 5 min

Abkiihlen auf 4°C
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C.5.3 In-vitro-Methylierung von DNA (Vardimon et al., 1982)

Zur in-vitro-Methylierung wurde Plasmid-DNA mit 2,5 U der eingesetzten Methylase pro pg
DNA in dem vom Hersteller mitgeliefertem Puffer mit der bendtigten Menge S-Adenosyl-
Methionin (SAM) UN inkubiert. Aufgrund der geringen Halbwertszeit des SAM bei 37°C,
wurde den Reaktionen nach 4 Stunden frisches SAM zugesetzt. Eine parallel angesetzte
Reaktion ohne SAM diente als Negativkontrolle (mock-Methylierung). AnschlieBend wurden
die Reaktionen mit Phenol/Chloroform mit einer Riickextraktion gereinigt (C.3.1.3). Die
DNA wurde dann prézipitiert (C.3.4), in TE resuspendiert und bei 4°C gelagert. Der Erfolg
der in-vitro-Methylierung wurde in Restriktionsanalysen mit methylierungssensitiven
Restriktionsendonukleasen tiberpriift. Jeweils 500 ng der Plasmide wurden hierzu 2 bis 4 h bei
37°C mit den entsprechenden methylierungssensitiven Restriktasen inkubiert (C.5.1). Die
Hhal- bzw. Hpall-methylierten Plasmide wurden mit dem jeweils entsprechenden Restrik-
tionsenzym behandelt. Es gibt kein zu Sssl dquivalentes Restriktionsenzym, da die Erken-
nungssequenz der Methylase nur aus dem Dinukleotid CpG besteht. Sssl-methylierte
Plasmide wurden hier dann mit Hhal und Hpall gespalten, um nédherungsweise den
Methylierungszustand zu tiberpriifen. Ein Teil der Ansétze wurde dann auf 1 ng/pl verdiinnt.
Beide Ansdtze wurden anschlieBend auf verschiedene 1,5%ige Agarosegele aufgetragen. In
der ersten Kontrolle wurde das eine Gel mit Ethidiumbromid gefdrbt und unter UV-Licht
dokumentiert. Um kleinste Mengen nicht methylierten Plasmids auszuschlieBen, wurde das
Gel mit den 1 ng /ul Ansdtzen in einer DNA-Transfer-Analyse verwendet. Die mock-
methylierten Ansétze dienten jeweils als nicht methylierte Referenz.

C.5.4 Modifikation von DNA-Enden

Um nicht kompatible DNA-Enden klonieren zu kdnnen, war es notwendig, "stumpfe" DNA-
Enden zu generieren. Durch die Modifikation von DNA-Enden konnten auch neue Restrik-
tionsschnittstellen hergestellt werden. Alle folgenden Reaktionen wurden unter denen vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen (Puffer, U/ug DNA, Inkubationsdauer und -temperatur)
vorgenommen. Ein 5'-Uberhang wurde entweder mit DNA-Polymerase 1 (Klenowfragment)
oder der T4-DNA-Polymerase aufgefiillt. Ein 3'-Uberhang wurde durch die 3'-5'-
Exonuklease-Aktivitdit der T4-DNA-Polymerase in ein stumpfes Ende umgewandelt.
Alternativ dazu wurden beide Uberhinge mit der S1-Nuklease entfernt.

C.5.5 Einfuhren von fortlaufenden Deletionen

Exonuklease III greift bevorzugt 5'-Uberhinge an DNA-Enden an, wihrend 3'-Uberhinge
weitgehend unverdndert bleiben. Diese Eigenschaft der Exonuklease III (Exolll) wurde
ausgenutzt, als fortlaufende Deletionen in ein DNA Molekiil eingefiihrt werden sollten.
Gemil den Angaben der Herstellers des Exolll/S1 Deletion Kits (Fermentas MBI) wurde das
Ausgangsplasmid mit Kpnl und Xhol behandelt, wobei der zu erhaltende Bereich mit dem 3'-
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Uberhang von Kpnl geschiitzt wurde und der zu deletierende Bereich von dem 5'-Uberhang
von Xhol flankiert wurde. Nach der Linearisierung wurde das Plasmid durch eine Phenol-
Chloroform Extraktion aufgereinigt (C.3.1.3) und mit Ethanol préazipitiert (C.3.4). Mit
Exonuklease III im Restriktionspuffer 2 von NEB (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl, und 1 mM DTT) wurde bei 25°C, 30°C und 37°C bis zu 25 min inkubiert. In
Vorversuchen waren geeignete Intervalle bestimmt worden, in denen dann alle 15 sec ein
Aliquot aus der Reaktion entnommen wurde. Da die Exonuklease III nur einen Strang des
doppelstrangigen DNA-Molekiils angreift, wurde der verbliebene Einzelstrang mit Hilfe der
Nuklease S1 innerhalb von 30 min bei RT abgebaut. Beide Enzyme wurden schlieSlich 10
min bei 70°C inaktiviert. 7 pl der 10 pl Reaktionsansidtze wurden einer Gelelektrophorese
unterzogen. Im Vergleich zum linearisierten Ausgangsplasmid und dem linearisierten Vektor
ohne Insert wurden fiir eine Ligation geeignete Plasmide ausgewdhlt. Die Ligation mit den
verbliebenen 3 pl erfolgte gemdll den Angaben des Herstellers in den mitgelieferten Puffern.
Die Halfte der Ligation wurde zur Transformation in E. coli eingesetzt. Nach Préparation der
Plasmid-DNA und Bestimmung der ungefdahren GroBe der eingefiihrten Deletionen wurden
schlieBlich nach Sequenzierung die Plasmide mit geeigneten Deletionen fiir eine Transfektion
in eukaryontische Zellen ausgewéhlt.

C.5.6 Dephosphorylierung

Um eine Religation einfach geschnittener Vektoren zu vermeiden, wurden, wenn nicht anders
beschrieben, Vektoren nach dem entsprechenden Restriktionsansatz im selben Puffer mit 1 U
alkalischer Posphatase/ug DNA fiir 1 h bei 37°C inkubiert. In einer Ligation kann ein Insert
mit seinem 5'-Phosphat immer noch mit dem dephosphorylierten Vektor verkniipft werden.
Die verbleibenden nicht verkniipften Enden wurden nach erfolgreicher Transformation dann
durch bakterielle Enzyme geschlossen. Die alkalische Phosphatase wurde anschlieend durch
20 min Inkubation bei 65°C inaktiviert. Der Vektor wurde in einer folgenden Gelextraktion
isoliert.

C.5.7 Radioaktive Markierung von DNA

C.5.7.1 Oligo-Markierung (Feinberg und Vogelstein, 1983)

Vor der radioaktiven Markierung wurden 50 ng doppelstrangige DNA in einem Volumen von
10 pl durch fiinfminiitiges Kochen denaturiert und direkt danach in einem Ethanol-Eisbad
(-80°C) abgekiihlt. Wahrend das Reaktionsgefdall auf Eis gelagert wurde, wurden 2 pl 10x
Hexanukleotidpuffer, 1 ul einer Stammldsung der drei nicht radioaktiv markierter Desoxy-
ribonukleotidtriphosphate, 1 pl BSA Losung (1 mg/ml), 5 pl (50 puCi) des radioaktiv
markierten o—""P-dNTP und 1 pl Klenowfragment der DNA-Polymerase I (2 U/ul) dazuge-
geben. Fiir die Markierung mit o-*’P-dCTP enthielt die Stammlosung der dNTPs jeweils 10
mM dTTP, dGTP und dATP. Der Ansatz wurde mindestens 2 h bis iN bei 37°C inkubiert.
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Nicht eingebaute dNTPs wurden durch eine Séulenausschluchromatographie (Sephadex
G-50 in TE) von der markierten Sonde getrennt. Dafiir wurde eine 1 ml Spritze mit etwas
Aquariumsfilterwatte gestopft, mit gequollener, autoklavierter Sephadex G-50-Suspension
gefilllt und 5 Minuten bei 3.500 U.p.m (TC 6) zentrifugiert. Das Volumen des
Reaktionsansatzes wurde vor dem Auftragen auf die Sdule mit TE auf 100 pl erhdht. Nach
einer Zentrifugation (Wifug Doctor, 7.000 U.p.m, 5 Minuten bei Raumtemperatur) wurde das
Eluat entweder in ein Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt oder direkt in die Hybridisierungs-
16sung pipettiert. Von 1 pl des Eluats oder 100 pl der Hybridisierungslosung wurde die
Zerfallsrate im Szintillationszdhler (Cerenkov-Zahlung; Haberer, 1966) bestimmt. Es wurde
nur mit solchen Sonden hybridisiert, die mindestens 2x10* Zerfille pro Minute und pg DNA
aufwiesen.

C.5.7.2 Kinasierung von DNA-Enden

Zur radioaktiven Markierung von doppelstringigen DNA-Fragmenten fiir Gelretardierungs-
Experimente (C.2.4) wurden ca. 500 fmol doppelstringige DNA mit 10 U der T4-5'-Poly-
nukleotidkinase (NEB) mit bis zu 40 puCi y-*P-ATP in vom Hersteller gelieferten Puffer 30
min bis 1 h bei 37°C phosphoryliert. Anschlieend wurde die DNA von den freien Nukleo-
tiden durch Gelfiltration gereinigt (C.5.7.1). Die DNA wurde in ca. 100 pl TE eluiert
(Endvolumen) und direkt verwendet oder bis zu 14 Tage bei -20°C gelagert.

C.5.8 Sequenzierung von DNA mit der Kettenabbruchstechnik (Sanger, 1977)
mit fluoreszenzmarkierten Didesoxyribonukleotiden

Plasmid-DNA, die mittels Alkalischer Lyse oder Kochlyse pripariert wurde (C.3.2), mufite
vor der Sequenzierung weiter aufgereinigt und denaturiert werden. Zum gesamten Ansatz
wurde dafiir 1 ul RNase A zugesetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluf3 wurde 1 pl
10 N NaOH zugegeben und exakt 15 min bei RT inkubiert. Um die nach der RNase-A-
Behandlung vorhandenen Ribonukleotide abzutrennen, wurden die Proben mit Ammonium-
acetat und Ethanol gefallt und einige Stunden bei -20°C gelagert. Nach einer mindestens 20
miniitigen Zentrifugation bei 13.000 U.p.m. und 4°C wurde die prézipitierte DNA mit 70%
igem Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Bei Plasmid-DNA, die mit
Anionenaustauschersidulen aufgereinigt worden war, konnten diese Schritte ausgelassen
werden.

Die Sequenz von DNA-Fragmenten wurde durch die Kettenabbruchstechnik (Sanger, 1977)
bestimmt. Die hier angewandten, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten ddNTPs aus dem
ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction-Kit wurden in einem
automatisierten Applied Biosystems DNA Sequenzierer Typ 377 detektiert.

Gewohnlich wurde, je nach Molekulargewicht der DNA, 1-3 ug A- oder Plasmid-DNA bzw.
150 ng bis 200 ng PCR-Produkte als Matrize und 50 ng spezifisches Oligodesoxyribonukleo-
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tid als Primer eingesetzt. Im Falle eines sehr hohen GC-Gehaltes wurde der Reaktion 5%
DMSO zugesetzt, um Sekundérstrukturen der DNA aufzulosen. Die Reaktionen wurde auf ein
Volumen von 12 pl aufgefiillt. Nach Zugabe von 4 pl des Big Dye Terminator Ready
Reaction-Mixes wurde die Reaktion mit Mineral6l iiberschichtet und die Sequenzreaktion in
einem DNA-Thermocycler 480 mit folgendem Programm gestartet:

Denaturierung: 5 min 96°C

25 Zyklen 30 sec 96°C Denaturieren
15 sec 50°C-60°C Anlagerung des Primers
60°C 4 min Elongation

Abkiihlen auf 4°C

Danach wurden die Proben gemiB der Herstellerangaben aufgereinigt und auf dem
Sequenziergerdt getrennt. Die PCR-Reaktionen, das Aufreinigen und Auftragen der Proben
auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel wurden freundlicherweise von Birgit Schmitz,
Gudrun Schell oder Sabrina Auerochs tibernommen.

C.5.9 RT-PCR

Die RT-PCR Analyse von 100-300 ng DNasel-behandelter Gesamt-RNA wurde in Ein-
Gefidl-Reaktionen unter Verwendung von RT-PCR Kits verschiedener Hersteller (Promega,
Qiagen, Life Technologies) durchgefiihrt. Primer wurden, wenn moglich, so ausgewéhlt, da3
sie in verschiedenen Exons lagen. Optimale Bedingungen fiir die Hybridisierung der
spezifischen Oligodesoxyribonukleotide an die RNA wurde fiir jedes Primerpaar neu
bestimmt, die restlichen Bedingungen entsprachen den Herstellerangaben.

C.6 Elektrophoretische Trennung von Nukleinsauren (McDonell et al., 1977)
C.6.1 Agarosegele

C.6.1.1 Elektrophoretische Trennung von DNA in Agarosegelen

Mit Restriktionsendonukleasen gespaltene genomische DNA (C.3.1.1) wurden 14 bis 18
Stunden bei 1,5-2 V pro cm in 0,8-1,5%igen Agarosegelen (20 x 20 x 0,75 cm) ihrer GroBBe
nach getrennt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE verwendet. Nach der Elektrophorese wurden die
Gele in einer Ethidiumbromidlosung (2ug/ml) angefdarbt und anschlieBend mit Wasser
abgespiilt. Die entstandenen Ethidiumbromid-Nukleinsdure-Komplexe wurden durch UV-
Licht sichtbar gemacht und mittels einer Videokamera photographiert. Zur Auftrennung von
PCR-Reaktionen oder Plasmid DNA wurden Mini- und Midigele (mit 15 V oder 8 V pro cm)
verwendet.
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C.6.1.2 Qualitatskontrolle von RNA in Agarosegelen

Zur Kontrolle der Qualitit priparierter RNA wurden 0,5-1 pug RNA mit dem doppelten
Volumen an RNA-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 65°C erhitzt. Nach Abkiihlung auf Eis
wurden 2 pl RNA-Ladepuffer dazugegeben und die Proben auf ein 1%iges Agaroseminigel in
0,5x TBE aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 35 mA bis der Indikator
Bromphenolblau etwa 2/3 der Laufstrecke erreicht hatte. AnschlieBend wurde das Gel mit
Ethidiumbromid gefarbt und photographiert. Intakte RNA war an den Banden der 28 S und
18S rRNA zu erkennen, wobei die 28S-rRNA Bande etwa doppelt so intensiv sein muflite wie
die 18S rRNA. mRNA war nur als leichter Schimmer im Hintergrund zu erkennen.

C.6.2 Elektrophoretische Trennung von DNA in Polyacrylamidgelen

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten, die kleiner als 100 bp waren, und fiir
Protein/DNA-Komplexe wurde eine Elektrophorese in Polyacrylamidgelen (PAGE) vorge-
nommen. Polyacrylamidgele (PAA-Gele) weisen eine wesentlich hohere Ladekapazitdt als
Agarosegele auf, was bei der Aufreinigung doppelstrangiger Oligodesoxyribonukleotide
ausgenutzt wurde. Acrylamidmonomere kopolymerisierten mit dem Vernetzer N,N'-
Methylenbisacrylamid, nachdem diese Kettenreaktion durch Ammoniumpersulfat und
TEMED gestartet wurde.

Losung fiir die Herstellung von nativen Polyacrylamidgelen:
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (19:1), 40% 3,5-5ml (12,5 ml = 10%)

TBE 10x 2,5ml
Wasser auf 50 ml
APS (10% (w/v)) 0,32 ml
TEMED 0,05 ml

Die so vorbereitete Acrylamidlésung wurde nach Zugabe von TEMED zwischen zwei
sorgfiltig gereinigte Glasplatten gegossen, die an drei Seiten durch Abstandshalter mit einer
Dickevon0,75 bis 2 mm voneinander getrennt waren. Ein geeigneter Kamm wurde dann an
der vierten Seite zwischen die Glasplatten geschoben und erst nach der vollstindigen
Polymerisierung des Gels entfernt. Die Gele wurden entweder am gleichen Tag (frithestens 3
Stunden nach dem GieBlen) verwendet oder bis zu 3 Tage im Kaltraum gelagert. Die Glas-
platten wurden in die entsprechende Vorrichtung eingespannt, die Geltaschen mit
Elektrophoresepuffer gespiilt und vorhandene Luftblasen zwischen den Glasplatten mittels
einer Spritze entfernt. Vor dem Auftragen der Proben wurde das Gel mindestens 30 min in
0,5x TBE bei 200-300 V eingefahren. Nach der Gelelektrophorese wurden die Glasplatten
entfernt und entweder die gewiinschten Fragmente ausgeschnitten und eluiert, oder das Gel
auf Whatman-Papier aufgezogen.
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C.7 DNA-Transfer-Hybridisierung ,Southern Blot* (Southern, 1975;
Chomczynski, 1992; Koetsier et al., 1993)

Nach einer Elektrophorese in Agarosegelen wurden DNA-Fragmente nach der Methode von
Southern (1975), variiert durch Chomczynski (1992) und Koetsier et al. (1993) auf Nylon-
membranen iibertragen. Die Gele wurden im Anschluf3 an das Photographieren in 0,25 M HCI
bis zum Farbumschlag des Bromphenolblaumarkers von blau nach gelb inkubiert und dabei
depuriniert (max. 20 min). Nach der folgenden Neutralisierung mit 0,4 M NaOH wies der
Bromphenolblaumarker seine urspriingliche Farbe auf. Zwei auf Gelgrofe zugeschnittene
Filterstiicke (GB003) wurden auf einen Stapel Papierhandtiicher gelegt. Ein in 0,4 M NaOH
getrinktes Filterstiick und die mit 0,4 M NaOH angefeuchtete Nylonmembran wurden
ebenfalls auf dem Papierstapel plaziert. Die Geltaschen wurden entfernt, bevor das Gel auf die
Membran gelegt und mit zwei weiteren getridnkten Filterstiicken bedeckt wurde. Den
AbschluB bildeten zwei seitlich ldngere Filterstiicke, die die Verbindung zur Transferlésung
(0,4 M NaOH) herstellten. Der Aufbau wurde mit Plastikfolie bedeckt, um ein Austrocknen
zu verhindern. Nach dem Transfer (mindestens 2,5 Stunden) wurde die Membran kurz in 2x
SSC neutralisiert und anschlieBend erhitzt (Membranen von Qiagen 2 Stunden bei 80°C, von
Boehringer Mannheim 30 Minuten bei 120°C). Danach konnte die Membran prahybridisiert
werden.

C.8 RNA-Transfer-Hybridisierung ,Northern Blot"

Zunichst wurde RNA in einem 1%igen Agarosegel in 1x MOPS-Puffer aufgetrennt. Dazu
wurde die Agarose in MOPS-Puffer aufgekocht, und nach Abkiihlen auf 55°C wurde 37%iges
Formaldehyd hinzugefiigt (6,6% Endkonzentration). Die RNA-Proben (bis zu 20 ug Gesamt-
RNA bzw. 3 pg fir mRNA angereicherte RNA-Priparationen) wurden mit dem doppelten
Volumen an RNA-Probenpuffer versetzt, auf 65°C erwarmt und auf Eis abgekiihlt. Die
Proben wurden mit 2 ul RNA-Ladepuffer versetzt und nach einem zehnminiitigen Vorlauf des
Gels in 1x MOPS Puffer bei 4-5V/cm aufgetrennt. Die Gelelektrophorese wurde frithestens
gestoppt, wenn der Indikator Bromphenolblau 10 cm in das Gel eingelaufen war.
Ethidiumbromid verschlechtert den Transfer von RNA auf eine Nylonmembran, weshalb eine
Dokumentation des zu transferierenden Geles nicht moglich war. Um trotzdem eine Aussage
iiber die Grofe der RNAs treffen zu konnen, wurden 2 pug eines RNA-GroBenstandards
(Promega) zusammen mit einer doppelt aufgetragenen Gesamt-RNA-Probe am Rand des
Geles aufgetragen, nach der Gelelektrophorese abgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.
Um einzelne Banden des Gréenmarkers nach der intensiven Anfarbung des Formaldehydgels
sichtbar zu machen mufite das Gel N in Wasser entfiarbt werden, bevor es unter UV-Licht
photographiert wurde. Der Rest des Gels wurde direkt nach der Gelelektrophorese zunéchst
griindlich mit Wasser gespiilt, um das Formaldehyd zu entfernen. Anschliefend wurde es 20
min in 0,05 N NaOH inkubiert und danach mit reinem Wasser abgespiilt. Vor dem Transfer,
der analog zum DNA-Transfer erfolgte (C.7), wurde das Gel 40 min in 20x SSC belassen. Als
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Transferlosung wurde 20x SSC verwendet und immer iN auf die Membran {ibertragen. Die
Membran wurde danach 5 min lang in 5x SSC inkubiert, dann 5 min in Whatman-Papier
gehillt bei RT getrocknet und abschlieBend 2 Stunden bei 80°C gebacken. Die Membran
wurde bis zur Hybridisierung trocken bei RT gelagert.

C.9 Hybridisierung radioaktiv markierter DNA-Sonden an membran-
gebundene Nukleinsauren

C.9.1 Hybridisierung der membrangebundenen DNA-Fragmente

Zum Nachweis spezifischer Nukleinsduren auf Nylonmembranen durch Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten DNA-Sonde wurde die Membran zunéchst 1-4 Stunden bei 68°C
priainkubiert. Dazu wurde zunéchst die Priahybridisierungslosung 10 Minuten auf 100°C
erhitzt, kurz auf Eis gekiihlt und auf die Membran gegeben. Vor der mindestens 14-stiindigen
Hybridisierung wurde die Prihybridisierungslosung entfernt. Die Hybridisierungslosung mit
der radioaktiv markierten Sonde wurde ebenfalls aufgekocht und vor der Hybridisierung bei
Rotation in einem Ofen und kurz gekiihlt.

Um unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen, wurde die Hybridisierungsréhre einmal mit
Waschlosung 1 ausgespiilt, nachdem die Hybridisierungslosung in ein 50 ml Blaukapp-
rohrchen abgegossen wurde. Sie konnte je nach spezifischer Aktivitit wiederverwendet
werden. AnschlieBend lieB man Waschlosung I zweimal 10 Minuten bei 68°C einwirken,
Waschlosung II entsprechend der Stirke des zu erwartenden Signals ein- bis zweimal 20
Minuten. Die hybridisierten Membranen wurden in Plastikfolie eingeschweilit und in Film-
kassetten mit zwei Verstdrkerfolien auf Rontgenfilmen (Kodak X-OMAT ARS) autoradio-
graphiert.

C.9.2 Entfernen radioaktiver Sonden von hybridisierten Membranen

Vor einer Hybridisierung mit einer weiteren Sonde wurde eine Membran 20 bis 30 Minuten in
Waschlosung II gekocht. Um sicherzugehen, dall die Sonde vollstindig entfernt worden war,
wurde die Membran iiber Nacht autoradiographiert.

C.10 Herstellung einer subgenomischen Bibliothek

C.10.1 Groélkenselektion durch Zonenzentrifugation im Saccharosegradienten

Genomische DNA, die vollstindig mit Sacl fragmentiert worden ist, besteht aus einer
Population von DNA-Molekiilen zwischen einigen 100 Basenpaaren (bp) bis iiber 100
Kilobasenpaaren (kb) Lédnge. Um den Anteil der Grofenklasse, in der das gesuchte Gen lag,
vor der Herstellung einer subgenomischen Bibliothek anzureichern, wurden die DNA-
Fragmente durch Zonensedimentation in einem Saccharosedichtegradienten fraktioniert. Ein
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linearer 10% bis 40%iger Saccharosegradient wurde in SW-41 Zentrifugenrdhrchen (Ultra-
Clear, Beckman) mittels eines Gradientenmischers hergestellt. Die Vollstdndigkeit der
endonukleolytischen Reaktion mit Sacl wurde zunichst durch eine DNA-Transfer-Analyse
nachgewiesen. Erst dann wurde das Enzym durch Erhitzen inaktiviert (68°C fiir 20 Minuten).
Vor dem Auftragen des Restriktionsansatzes auf den Gradienten (200 pg als maximale Menge
an genomischer DNA) wurden moglicherweise entstandene DNA-Aggregate durch
fiinfmintitiges Erwdrmen auf 65°C aufgelost. Der beladene Gradient wurde 20,5 Stunden bei
27.000 U.p.m und 20°C (L7 55) zentrifugiert. AnschlieBend wurde ein Loch in den
GefaBBboden eingefiihrt, durch das der Gradient austropfen konnte. Die Losung wurde in einer
Mikrotiterplatte aufgefangen (etwa 500 ul proVertiefung). Um die Fraktionen zu identifi-
zieren, die das gewiinschte 14 kbp Fragment enthielten, wurde jeweils 1/16 des Volumens auf
einem 0,8%igem TBE-Agarosegel elektrophoretisch getrennt und, eine Membran iibertragen,
die schlieflich in einer DNA-Transfer-Analyse eingesetzt wurde (C.7). Die positiven
Fraktionen wurden anschlieBend dreimal mindestens 4 Stunden bei 4°C gegen TE dialysiert,
mit Ethanol préazipitiert (C.3.4) und in 30ul 1x shrimp-alkaline-Phosphatase-Puffer (SAP)
gelost.

C.10.2 Praparation der zu klonierenden DNA-Fragmente

Um den Einbau von mehreren genomischen DNA-Fragmenten in ein Vektormolekiil zu
verhindern, wurden die DNA-Fragmente gemil3 den Angaben des Herstellers dephosphory-
liert und die Phosphatase durch Erhitzen inaktiviert (68°C, 20 Minuten). Die mit
Natriumacetat und Ethanol prizipitierte DNA (C.3.4) wurde in 3,5 pul 10 mM Tris-HCI pH 8,5
resuspendiert.

C.10.3 Praparation des Vektors A-DASH Il (Stratagene)

Bei dem Vektor A-DASH II handelt es sich um einen Substitutions-Vektor, bei dem auf zwei
Arten auf rekombinierte Phagen selektioniert wird: zum einen durch die Grofe der zu
verpackenden A-DNA (GroBe der Fremd-DNA 9-23 kbp), zum anderen durch den Verlust des
Spi+-Phénotyps (sensitive to P2 interference). Das Fragment zwischen den beiden
Klonierungsstellen enthidlt die red und gam Gene, aufgrund derer A-Phagen keine E. coli-
Bakterien infizieren konnen, die lysogen fiir den Phagen P2 sind. Nach Ersetzen dieses
Fragmentes gegen fremde DNA kann der rekombinierte Phage dann auf solchen E. coli-
Stimmen wachsen.

Der Vektor A-DASH II-DNA (5ug) wurde gemdBl den Empfehlungen des Herstellers 3
Stunden mit 15 U Sacl und Xhol inkubiert. Durch den Einsatz von zwei in der multiplen
Klonierungsstelle schneidenden Enzymen wird der Anteil an religierten Phagen verringert.
Nach Hitzeinaktivierung der Enzyme wurde die A-DNA durch Zugabe eines halben Volumen

61



C Methoden

8 M Ammoniumacetat und der 2,5-fachen Menge an absolutem Ethanol (Raumtemperatur)
prazipitiert (C.3.4) und in 5 ul TE pH 7,5 resuspendiert.

C.10.4 Ligation und Verpackung (Stratagene)

Ein Teil der A-DASH II-DNA (1pg) wurde mit 2,5 pg DNA aus der 14 kbp Fraktion des
Saccharosegradienten (C.10.1) in einem Gesamtvolumen von 5 pl mit 0,5 pl 10x
Ligationspuffer (ATP enthaltend) und 2 Weiss Einheiten T4 Ligase 16 Stunden bei 4°C
ligasiert.

Fiir die Verpackung der DNA in Phagenpartikel mit Stratagenes Gigapack II Plus Ver-
packungsextrakt wurde gemall den Angaben die Hélfte des Ligationsansatzes eingesetzt. Der
Titer der subgenomischen Bibliothek sollte mindestens 1x10° pfu/ml, nach der Amplifikation
1x10° pfu/ml betragen (plaque forming units). War dies der Fall, wurde mit der Durch-
musterung der genomischen Bank begonnen. (6,7x10° vor und 3,8x10° nach der Amplifi-
kation)

C.10.5 Analyse der subgenomischen Bank — Plaquehybridisierung

Zum Durchsuchen der Genbibliothek (screening) wurde das Protokoll von Stratagene
verwendet. Plaques wurden dabei durch Auflegen von ungeladener Nylonmembran auf diese
ibertragen und schafften dort ein prizises Abbild des Plaquemusters auf der Platte. Phagen-
proteine wurden alkalisch denaturiert und Phagen-DNA nach einer Neutralisierung durch
zweistlindiges Erhitzen der Membranen auf 80°C an der Filteroberfliche gebunden.
AnschlieBend wurden die Filter mit einer Losung inkubiert, die eine radioaktiv markierte
Sonde enthielt. Signale konnten nach einer Autoradiographie aufgrund ihrer Position auf dem
Film bzw. der Platte einem Plaque zugeordnet werden. Aus diesem Plaque wurden Phagen
isoliert, deren Plaques erneut mit einer Plaquehybridisierung analysiert wurden. In
dreimaligen Isolierungen von einzelnen Plaques (C.10.6.2) wurde die Reinheit der Phagen-
population mittels Plaquehybridisierung iiberpriift. Dabei wurde kontrolliert, ob auch jeder
Plaque dieser Population nach der Autoradiographie zu einem Signal auf dem Rontgenfilm
fiihrte.

Die einzige Abweichung zum Protokoll von Stratagene bestand in der Verwendung der auch
bei DNA-Transfer-Analysen eingesetzten Prahybridisierungs- und Hybridisierungsldsung.

C.10.6 Arbeiten mit A-DASH II

C.10.6.1 Praparation der Wirtsbakterien XL1 blue MRA (P2) (Stratagene)

Eine Einzelkolonie XL1 blue MRA (P2) wuchs in 2,5 ml LB Medium mit 0,2% Maltose und
10 mM MgSO, 12 bis 14 Stunden im Schiittelinkubator bei 30°C. 200 pl dieser
Ubernachtkultur wurden in eine 25 ml Tageskultur {iberimpft, die zu einer optischen Dichte
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ODsoo von maximal 0,9 herangeziichtet wurde. Da Phagen sich auch an tote Bakterien
anheften, war es wichtig, eine Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase einzusetzen. Die
Zellen wurden durch eine zehnminiitige Zentrifugation bei 2.500 U.p.m. (TC 6) sedimentiert
und mit sterilem 10 mM MgSO, auf eine ODgyo von 0,5 eingestellt. Die Zellen konnten
maximal 2 bis 4 Tage verwendet werden, wenn sie bei 4°C gelagert worden waren.

C.10.6.2 lIsolierung einzelner Plaques

Aus einem mit einer Pasteurpipette aus der Agaroseplatte ausgestochenem Plaque wurden
Phagen 16 Stunden in 0,5 ml SM-Puffer mit 0,3% Chloroform eluiert. Vor einem erneuten
Ausplattieren wurde der Titer nach dem Protokoll von Stratagene bestimmt. Dazu wurden
600 ul E. coli XL1 blue MRA (P2) mit einer Verdiinnungsreihe der Phagensuspension
versetzt. Die Verdiinnungschritte waren 1:10, 1:100 und 1:1.000 in maximal 300 pl SM-
Puffer. Die Bakterien wurden zur Erstinfektion 15 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Vor dem
Ausplattieren auf NZY-Agarplatten wurden 7,5 ml Topagarose (48°C) unter leichtem
Schiitteln zu den infizierten Bakterien gegeben. Die Platten wurden 16 Stunden bei 37°C
inkubiert. Am nichsten Tag konnte der Titer der Ausgangslosung durch Auszdhlen der
Plaques bei den verschiedenen Verdiinnungsschritten bestimmt werden.

C.10.6.3 Praparation von A-DNA

Fiir die Préparation von A-DNA wurden 35 NZY-Agarose Platten (150 mm Durchmesser)
eingesetzt. Mit 4x10° infektiosen Einheiten A-DASH II Phagen infizierte XL1 blue MR (P2)
Bakterien wurden mit 8,5 ml NZY-Top-Agarose ausplattiert. Nach einer 16-stiindigen Inku-
bation bei 37°C war der Bakterienrasen vollstidndig lysiert. Die Platten wurden hiernach mit
12,5 ml A-Verdiinnungspuffer iiberschichtet, mit dem die Phagen 16 Stunden bei 4°C auf
einem Schiittelgerit eluiert wurden. Das Eluat wurde mit der Waschlosung (5 ml A-Verdiin-
nungspuffer pro Platte) vereinigt. Dann wurde diese Suspension mit Chloroform (5%)
versetzt. Die Losung wurde 20 Minuten auf einem Rotator bewegt und schlieflich wurden die
Bakterientriimmer durch eine 15-miniitige Zentrifugation bei 10.000 U.p.m (Sorvall RC5B)
und 4°C abgetrennt. Die Phagen wurden durch eine 16-stiindige Zentrifugation bei 10.000
U.p.m. und 4°C sedimentiert. Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das Phagensediment in
4 ml 4 M CsCl-Losung resuspendiert und in Ultra-Clear-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt.
AnschlieBend wurde bis zum Gleichgewicht 22 Stunden lang in einem SW-60 Rotor bei
30.000 U.p.m. (Beckman L7 55) bei 20°C zentrifugiert. Mit einer 1 ml Spritze (Kaniile 20 G x
11/2") wurden 0,6-0,7 ml der gut als Bande sichtbaren Phagen abgenommen und jeweils 0,4
ml davon auf den GefdBBboden eines neuen Ultra-Clear-Zentrifugenrdhrchens plaziert. Zur
Entfernung von Bakterien-DNA und RNA folgte nun ein von oben nach unten dichter
werdender Blockgradient: Uber die 0,4 ml Phagen in Schwebedichte-CsCl Losung gab man
zunichst 0,4 ml gesittigte 7,2 M CsCl Losung, die wiederum mit 2,4 ml 5 M CsCl
iiberschichtet wurde. Den Abschlufl bildeten 0,8 ml 3 M CsCl. Der Gradient wurde 1 Stunde
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bei 30.000 U.p.m. (Beckman L7 55) und 20°C ohne Bremse in einem SW-60 Rotor
zentrifugiert. Die Phagen (0,42 ml) wurden wie oben beschrieben aus dem Gradienten
entnommen und 1:1 mit A-Verdinnungspuffer versetzt. Um Proteine abzutrennen, wurde die
Richtung des Gradienten umgekehrt, weshalb 0,8 ml 5 M CsCl auf dem GefiaB3boden plaziert
und mit 2,4 ml 3 M CsCl Losung {iberschichtet wurden. Diesmal bildete die
Phagensuspension den Abschlul des Gradienten, der wiederum bei 30.000 U.p.m 1 Stunde
bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde. Die isolierten Phagen wurden schlieSlich dreimal
mindestens 4 Stunden gegen A-Verdiinnungspuffer bei 4°C dialysiert. Dann wurde die DNA
iiber eine Phenol/Chloroform Behandlung (C.3.1.3) gereinigt, wobei die Losungen 30
Minuten lang auf dem Rotator vermischt wurden.

C.11 Klonierungstechniken
C.11.1 Ligation (Dugaiczyk et al., 1975)

C.11.1.1 Praparation und Ligation der Vektor- und Fremd-DNA

Die Vektor-DNA wurde mit dem ausgewéhlten Enzym gemall den Angaben der Hersteller
gespalten, mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und elektrophoretisch getrennt. Die
Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit einem Gelextraktionskit (Qiagen)
aus dem Gel extrahiert. Die zu klonierende DNA wurde wie der Vektor mit Restriktionsendo-
nukleasen behandelt, aber soweit nicht anders angegeben, nicht dephosphoryliert. Nach einer
Gelelektrophorese wurde die gewiinschte Bande anhand eines DNA-GroBenstandards
identifiziert und wie oben gereinigt.

Zur Ligation wurden Vektor (mindestens 20 ng) und zu klonierende DNA in einem Gesamt-
volumen von 8 pl meist in einem molaren Verhiltnis von 1:3 vermischt. Es wurde 1 pl 10x
Ligationspuffer (ATP enthaltend) und 1 pl T4-DNA Ligase (5 Weiss Einheiten) beigemengt
und der Ansatz gemif den Herstellerangaben oder bei 4°C iiN inkubiert.

C.11.1.2 Ligation von PCR-Produkten in den pGEM-T-Vektor

Die mit der Tag-DNA-Polymerase synthetisierten PCR-Produkte wurden unter Verwendung
des pGEM-T-Vektor Kits der Firma Promega den Herstellerangaben folgend kloniert. Die
Taqg-Polymerase besitzt eine terminale Transferaseaktvitit, mit der sie jedes PCR-Produkt am
3'-Ende mit einem zusidtzlichen Desoxyadenin versieht. Dies ermdglichte die Ligation in
einen T-Uberhangs-Vektor wie dem pGEM-T. In rekombinanten Molekiilen ist das offene
Leseraster der B-Galactosidase unterbrochen, so dal Blau-Wei-Selektion (C.11.4) nach der
Transformation moglich war.
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C.11.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fiir die Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 5 ml SOB-Medium mit einer
Einzelkolonie des gewiinschten Bakterienstammes inokuliert und 12 bis 14 Stunden bei 37°C
im Schiittelinkubator herangezogen. Ein Teil dieser Ubernacht-Kultur (0,5 ml) wurde in 500
ml SOB {iberimpft und bis zu einer ODeo von 0,7 bis 0,8 unter kraftigem Schiitteln bei 37°C
wachsen gelassen (2 bis 5 Stunden). AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension 10 bis 20
Minuten auf Eis gekiihlt. Die Zellen wurden durch eine zehnminiitige Zentrifugation bei
4.500 U.p.m. (JA-10 Rotor) und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde so schnell wie mdglich
mit einer Saugpumpe entfernt. Das Zellsediment wurde in 50 ml WB-Losung durch kréftiges,
kreisformiges Schwenken der Zentrifugenbecher resuspendiert, bevor das Volumen auf 500
ml mit WB aufgefiillt wurde. Dieser Zentrifugations- und Resuspensionsschritt zum Entsalzen
der Bakteriensuspension wurde einmal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurden
die Zellen in insgesamt 2 ml WB aufgenommen (entspricht 3x10'° Zellen/ml). Fraktionen von
40 pl wurden in einem Ethanol-Trockeneisbad tiefgefroren und konnten bei -80°C bis zu
sechs Monate gelagert werden. Die Transformationseffizienz wurde mit 50 pg
superspiralisierter Plasmid-DNA getestet und in Kolonien pro ng DNA bestimmt.

C.11.3 Transformation von Bakterien

C.11.3.1 Elektroporation

Ein Ligationsansatz wurde vor der Elektroporation mit Ammoniumacetat und Ethanol gefillt,
wobei 20 pg tRNA (Transfer-RNA) als Triger-Nukleinsdure hinzugefiigt wurden. Der Ansatz
wurde vor der halbstiindigen Zentrifugation 10 Minuten bei -80°C gelagert. Nach dem
Waschen mit 70%igem Ethanol wurde die DNA fiir die Elektroporation in 10 pl deionisiertem
Wasser oder einem salzarmen Puffer gelost. Pro Ligationsansatz wurden 40 pl einer
elektrokompetenten Bakteriensuspension (-80°C) bei Raumtemperatur aufgetaut, mit 1 bis
3 ul der Ligationsreaktion griindlich vermischt und 1 Minute auf Eis gelagert. Die
DNA/Zellsuspension wurde in auf 4°C gekiihlte, sterile Elektroporationskiivetten iiberfiihrt
und durch Schiitteln luftblasenfrei auf den Kiivettenboden gebracht. Die auflen trockenen
Kiivetten wurden in den -20°C kalten Halter {iberfiihrt. Die Bakterien wurden bei 25 puF, 200
Q, 1,5 bis 1,8 kV und einer Pulsdauer von etwa 4,5 bis 5 Millisekunden elektroporiert. Die
Zellsuspension wurde nun so rasch wie moglich in 1 ml SOC Medium aufgenommen und
maximal 1 Stunde bei 37°C ohne Antibiotikum in einem Inkubator geschiittelt. AnschlieBend
wurden 20 pl, 200 pl und der Rest der Bakterienkultur auf Selektionsmedium ausplattiert.

C.11.3.2 Transformation durch Hitzeschock (Hanahan, 1983)

Alternativ zum oben genannten Protokoll wurden kompetente Bakterien bei der Firma
Stratagene bezogen. Fiir die Transformation der ,,subcloning grade competent XL1 blue
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MRF’* wurde etwa die Hélfte eines Ligationsansatzes gemifl den Herstellerangaben trans-
formiert. Abweichend vom Protokoll wurden im Rahmen des genomischen Sequenzierens die
transformierten Zellen vor dem Ausplattieren nicht bei 37°C wachsen gelassen, da durch das
Wachstum der Bakterien eine Verschiebung der Haufigkeiten bestimmter Methylierungs-
muster, die durch Bakterienklone repriasentiert wurden, hétte auftreten konnen.

C.11.4 Identifizierung rekombinierter Bakterienkolonien ,Blau-Weil3-Selektion®

Bei Verwendung geeigneter Bakterienstimme und Vektoren konnten rekombinante
Bakterienkolonien aufgrund ihrer Farbe von nicht rekombinanten unterschieden werden. Die
Bakterien mufliten dafiir das lacZ-Gen ohne das a-Peptid enthalten, wéhrend das Plasmid ein
offenes Leseraster fiir das o-Peptid der B-Galaktosidase beinhaltete. So waren die Bakterien
durch die sogenannte oi-Komplementation in der Lage, eine funktionsfahige B-Galaktosidase
zu bilden. Wurde das offene Leseraster auf dem Plasmid durch die Aufnahme eines DNA-
Fragmentes bei der Klonierung unterbrochen, konnte keine B-Galaktosidase gebildet werden.
Die Agarplatten enthielten hierfiir 0,5 mM IPTG (zur Induktion der B-Galaktosidase) und 40
pg/ml X-Gal. X-Gal wurde durch das Enzym zu einem blauen Reaktionsprodukt umgesetzt.
Da rekombinierte Bakterien X-Gal nicht umsetzen konnten, blieben die Kolonien weilf3.

C.11.5 Identifizierung rekombinanter Bakterienkolonien durch Kolonie-
Hybridisierung

Bakterienkolonien wurden auf ungeladene Nylonmembranen iibertragen, indem die Membran
auf die bewachsene Platten gelegt wurde, wobei die Orientierung der Membran gekenn-
zeichnet wurde. Nach Entfernung der Membran wurden die Platten mindestens 3 Stunden im
Inkubator belassen. Zur Lyse der Bakterien wurde die Membranen mit den Kolonien auf der
Oberseite 5 min auf mit 2x SSC und 5% SDS getrénkte Blotting-Papiere gelegt. AnschlieSend
wurden die Filter in einer Mikrowelle bei etwa 750 W fiir 2 min erhitzt und danach auf RT
abgekiihlt.Nach dem 30-miniitigen Préhybridisieren der Membranen in 20 ml 1% Sarcosyl
und 5x SSC bei 65°C, wurde die Hybridisierungslosung mit 100 ug Heringspermien-DNA
und der entsprechende Sonde versetzt und 10 min aufgekocht. Nach einer Hybridiserung iiN
wurden die Filter nach Entfernung der Hybridisierungslosung zunéchst 15 min bei 65°C in 2x
SSC und 0,5% Sarcosyl unter Rotation gewaschen. Anschlieend wurden die Filter in eine
Schale mit 0,5x SSC und 0,5% Sarcosyl iiberfiihrt und dort 15 bis 30 min bei 65°C inkubiert.
Nach der Exposition der Filter auf Rontgenfilmen konnten positive Bakterienkolonien anhand
ithrer Position identifiziert werden.

C.12 Sequenzvergleiche in Datenbanken mit dem BLAST Programm

Das Programm BLAST (Altschul et al., 1997) findet innerhalb einer ausgewihlten Datenbank
Bereiche, die zu Regionen der Suchsequenz dhnlich sind. Es arbeitet hierbei mit einem
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statistischen Ansatz, bei dem der Ahnlichkeitswert (score) oberhalb der statistischen Erwar-
tung fiir den Vergleich zweier nicht verwandter Sequenzbereiche liegen mufl. Dies kann man
am E-Wert erkennen. Dieser Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein paarweiser
Sequenzvergleich mit seinem score bei der gegebenen GroBe der Datenbank und der gege-
benen Linge der Sequenzhomologie (Anzahl der Basen bzw. Aminosduren) per Zufall
gefunden werden konnte. Ein E-Wert von 1 bedeutet also, dafl dieses Paar von miteinander
verglichenen Sequenzen auch per Zufall entstehen konnte. Hier wurde eine Sequenz-
homologie als statistisch signifikant angesehen, wenn sie einen E-Wert von < 8¢~ aufwies.
Bei der Analyse von Proteindatenbanken mit dem Programm BLASTX kann die Sequenz-
dhnlichkeit jedoch trotz eines groen E-Wertes Bedeutung haben, da es hier hdufig auf die
Position von bestimmten Aminosduren ankommt. BLASTX iibersetzt eine Nukleotidsequenz
in allen sechs Leserastern und vergleicht die Aminosduresequenz mit einer Proteindatenbank.
TBLASTN iibersetzt eine Nukleotiddatenbank in allen Leserastern, so dal man sie mit einer
Proteinsequenz durchsuchen kann. Meistens wurde das Programm BLAST online am

National Center for Biotechnology Information genutzt.
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D Ergebnisse

D.1 Vorarbeiten

D.1.1 Der genomische Klon des CGGBP1-Gens des Menschen

Nach der biochemischen Reinigung und partiellen Sequenzierung des CGGBP1 war der EST-
Klon 269133 (Zugriffsnummer AJ000258, siehe 1.1) durch eine Datenbankrecherche anhand
der abgeleiteten Nukleotidsequenz identifiziert worden (Deissler et al., 1997). Diese partielle
cDNA wurde fiir die Klonierung des menschlichen CGGBP1-Gens verwendet. Dazu wurde
eine subgenomische Bank in A-Phagen aus HeLa-DNA angelegt. Der isolierte und anschlie-
Bend vollstdndig sequenzierte A-Klon war 19.839 nt lang (Zugriffsnummer AF094481) und
enthielt im zentralen Bereich das Gen fiir CGGBP1 (Abb. 2). Das offene Leseraster (ORF)
des CGGBP1-Gens war im Gegensatz zum 5'-UTR nicht durch Introns unterbrochen. Die
genaue Exon/Intron-Struktur des CGGBP1-Gens des Menschen, der Maus und der Ratte ist
inzwischen geklirt (D.4.3).

G20-2 (19.839 bp)

Notl

No

: Kpnl 1 kb
i Notl

Sacl Kpnl Kpnl Sall i Xhol Sacl.
| | | |

Exon I 1l v

CGGBP1 cDNA (EST-Klon 269133) (779 bp)

Abbildung 2 Ubersichtskarte des genomischen Klons g20-2 des CGGBP1-Gens aus HeLa-
DNA.

Die Position der fiir die Klonierung verwendete Sonde, der EST-Klon 269133 wurde in den
genomische Klon eingetragen. Der EST-Klon enthilt neben dem gesamten ORF des CGGBP1-
Gens zwei Exons der 5'-UTR.
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D.1.2 Das CGGBP1-Gen in anderen Spezies

Genomische DNA von verschiedenen Spezies wurde unter stringenten Bedingungen mit der
partiellen cDNA des CGGBP1-Gens des Menschen hybridisiert (Abb. 3). Es zeigte sich, dal3
das CGGBP1-Gen bei verschiedenen Sdugetieren und beim Huhn hoch konserviert war. Erst
nach dem Absenken der Hybridisierungstemperatur um 10°C wurde ein Signal in
genomischer DNA aus Fischen detektiert.

Es blieb ungeklért, ob es sich dabei um ein fiir das CGGBPI1-Gen spezifisches Signal
handelte. Bei Datenbankrecherchen bis Mirz 2003 in den weitgehend sequenzierten Genomen
von Fischen (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/; http://www.fugu-sg.org/) wurde
keine CGGBP1-dhnliche Nukleotidsequenz gefunden. Moglicherweise ist die entsprechende

chromosomale Region bisher nicht sequenziert.
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Hybridisierung bei 68°C Hybridisierung bei 58°C

Abbildung 3 Hybridisierung von genomischer DNA verschiedener Spezies mit der Sonde fiir die
¢DNA des menschlichen CGGBP1-Gens.

Jeweils 15 ng genomische DNA wurde mit HindIII gespalten, auf einem 0,8 %igen Agarosegel elektro-
phoretisch getrennt und auf eine Membran iibertragen. Die verwendeten DNAs wurde entweder aus
Zellinien (Mensch HelLa, Hamster BHK21, Hund MDCK, Fisch FHM) oder aus Geweben (Frosch-
leber, Rattenniere, Fliegenembryonen) prapariert. Die DNA wurde bei 68°C oder 58°C mit der *?P-
markierten partiellen cDNA des CGGBP1-Gens des Menschen hybridisiert und stringent gewaschen.
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D.1.3 Chromosomale Lokalisation des CGGBP1-Gens

Schlielich wurde das CGGBP1-Gen mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf dem
menschlichen Chromosom 3p in der Ndhe des Zentromers lokalisiert (Abb. 4). Als Sonden
dienten hierbei der genomische Klon des CGGBP1-Gens und eine kommerziell erhéltliche
Sonde fiir die cytogenetische Bande 3p21. In der aktuellen Version der Sequenz des Genoms
des Menschen (http://www.ensembl.org/Homo sapiens/ Version 11.31.1 vom 27.2.2003;
Hubbard et al., 2002) liegt das CGGBP1-Gen auf dem langen Arm von Chromosom 3.

Abbildung 4 Chromosomale
Lokalisation des CGGBP1-Gens des
Menschen auf dem kurzen Arm von
Chromosom 3(cen).

Die Chromosomen aus einer Metaphase
eines Lymphocyten (46, XX) wurden mit
dem biotinylierten genomischen Klon des
CGGBP1-Gens des Menschen hybridisiert
und mit DAPI (blau) gegengefarbt. Biotin
wurde durch ein Avidin-Cy3-Konjugat
(rot) detektiert. Fiir die chromosomale
Kartierung des CGGBP1-Gens wurde eine
fir Chromosom 3p21 spezifische Sonde
digoxygeniert (Oncor) und mittels FITC-

markierten  Antikérpern  (griin) nach-

gewiesen

Ein GrofBteil der in Kapitel 1 vorgestellten Ergebnisse hatte ich im Rahmen der Diplomarbeit
(Naumann et al., 1998; Deissler et al., 1997; Miiller-Hartmann et al., 2000) erarbeitet.

D.2 Klonierung des cggbp1-Gens des Mausstamms C57BL/6

Das CGGBP1-Gen ist bei Sdugetieren hochkonserviert (D.1.2). Deshalb wire es moglich, dal3
mit einem Geninaktivierungs-Experiment in der Maus (knock out) auch Erkenntnisse liber die
Funktion des CGGBP1-Gens des Menschen erbracht werden kénnten. Mit der Klonierung des
Gens der Maus wurde die Voraussetzung fiir ein solches Geninaktivierungs-Experiment ge-
schaffen. Die Sequenz des genomischen Klons der Maus sollte auerdem mit der des Men-
schen und anderen, in Datenbanken zugénglichen Sequenzen weiterer Spezies verglichen

werden, um bei hoher Sequenzdhnlichkeit Hinweise auf biologisch wichtige Regionen zu
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erhalten. Im folgenden wird der genomische Klon des Menschen als g20-2, der der Maus als

m20 bezeichnet. Zur leichteren Unterscheidung vom menschlichen Gen CGGBP1 wird das

Gen der Maus klein geschrieben (cggbpl).

D.2.1 Herstellung und Durchsuchen einer genomischen Bank

Vor der Erstellung der genomischen Bank muf3te
die

Klonierung des cggbpl-Gens gefunden werden.

eine passende Restriktionsstrategie fiir
Dafiir wurde genomische DNA des Mausstamms
C57BL/6 mit verschiedenen Restriktionsendo-
nukleasen gespalten und mittels einer Southern-
Transfer-Hybridisierung analysiert (Abb. 5).

Aus fritheren eigenen Studien mit heterologen
Hybridisierungen war bekannt, dafl die mensch-
liche ¢cDNA auch mit DNA aus Maiusen zu
einem spezifischen Signal fiihrte (Abb. 3). Fiir
der

Vektor A-DASH®-II gewihlt, der Fragmente

die Klonierung wurde A-Substitutions-

zwischen 9 bis max. 23 kb aufnehmen kann.
Daher eignete sich das Enzym Sacl, bei dem das
cggbpl-Gen auf einem etwa 14 kb groBlen
Fragment lag. In der subgenomischen Bank
wurde die GroBenklasse der 14 kb-Fragmente
angereichert (C.10.1).

Insgesamt wurden 1x10° Plaques analysiert und
positive Plaques durch drei Isolierungsschritte
gereinigt (C.10.6.). Die Reinheit einer Phagenpo-
pulation wurde durch Filterhybridisierung kon-
trolliert. Nur wenn jeder der auf dem

Bakterienrasen sichtbaren Plaques nach der

Hybridisierung mit der CGGBP1-cDNA ein

E C57B/6
x f _ —
X E T T 3
N © o = ©
o M L T n
19,8 -
6,2 -
Sonde: CGGBP1-cDNA

Abbildung 5 Restriktionsanalyse von
C57BL/6 DNA

Jeweils 15 pg genomische DNA des
Mausstamms C57BL/6 wurden mit den
Die
Fragmente wurden in einem 0,8 %igen

angegebenen Enzymen gespalten.

TBE-Agarosegel elektrophoretisch getrennt
und auf eine Membran iibertragen. Zum
der
genomische Klon g20-2 des Menschen
(19.839 bp) Als
Hybridisierungssonde in der DNA-Transfer-
Analyse diente die partielle cDNA des
menschlichen CGGBP1-Gens.

GroBenvergleich  wurde auch

aufgetragen.

Signal zeigte, wurde DNA aus den Phagen pripariert und mit verschiedenen Restriktions-

endonukleasen gespalten. Da vier unabhingig voneinander isolierte Phagen das gleiche
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Restriktionsmuster aufwiesen (Daten nicht gezeigt), konnten grofe Umlagerungen ausge-

schlossen werden, so dafl mit einem Klon (m20-1.1) weitergearbeitet wurde. Das Sacl-

Fragment des A-Klons m20-1.1 wurde in den Vektor pBSII subkloniert. In Abhéngigkeit von

der Orientierung des cggbpl-Gens im Plasmid wurde die Subklone als m20-9 bzw. m20-10

bezeichnet (siche Plasmidkarten 1.4).

D.2.2 PCR-Klonierung der 5'-flankierenden Sequenz des cggbp1-Gens

Das erste Exon des cggbpl-Gens war nur unvollstindig
im genomischen Klon enthalten, und es fehlte 5'-
flankierende Sequenz (D.2.4). Im Rahmen des Projektes
zur Bestimmung der Genomsequenz der Maus war vor
der eigentlichen Verdffentlichung im Jahr 2002 (Mouse
Genome Sequencing Consortium, 2002) bereits im
November 2000 eine Sequenz auf der Datenbank
GenBank (Benson, 1998) zuginglich, die als vorldufig
bezeichnet worden war (contig c078902648). Da die zu
EST-Klonen des cggbpl-Gens dhnliche Sequenz das
Ende dieses contigs darstellte, und Fehler bei der
Zusammensetzung von Sequenzen hdufig am Ende
passieren (Mouse Genome Sequencing Consortium,
2002), muflte die Colinearitit des verdffentlichten contigs
mit dem hier klonierten Gen nachgewiesen werden. Eine
PCR auf genomischer DNA des Mausstammes C57BL/6
zeigte, dall die publizierte Sequenz tatsdchlich der 5'-
flankierenden Sequenz entsprach, da ein spezifisches
Produkt von 902 bp gebildet wurde (Abb. 6). Die
anschlieBende Sequenzierung des PCR-Produkts be-

statigte zudem die publizierte Sequenz.
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Abbildung 6 Kontrolle der S'-
flankierenden Sequenz

In einer PCR mit genomischer
Maus-DNA wurde ein spezifisches
Produkt gebildet (a). Die Lage der
Primer ist in dem Schema eingetra-
gen (b). Die publizierte Sequenz
wird durch ein diinne Linie gekenn-
zeichnet, die hier klonierte Sequenz
mit einer dicken Linie.

72



D Ergebnisse

D.2.3 Kontrolle des isolierten cggbp1-Gens aus C57BL/6-DNA

Um sicherzustellen, daf3 es sich bei dem identifizierten A-
Klon auch tatsdchlich um das cggbp1-Gen handelte, wurde
das gesamte Sacl-Fragment von m20-1.1 als Sonde in einer
DNA-Transfer-Hybridisierung eingesetzt (Abb. 7). Die
Hybridisierung der menschlichen cDNA und PCR-amplifi-
zierter Exons der Maus mit dem isolierten A-Klon erbrachte
spezifische Signale. Die Primer fiir die Amplifizierung der
Exons aus genomischer Maus-DNA waren zuvor aus EST-
Klonen der Maus abgeleitet worden.

Bei der DNA-Transfer-Analyse von genomischer DNA mit
dem A-Klon m20-1.1 wurde die gesamte Spur abgebildet,
d.h. der Klon enthielt repetitve Sequenzen. Die klonierten
DNA-Fragmente und genomische DNA wurden mit den
gleichen Restriktionsendonukleasen gespalten. Die result-
ierenden Fragmente wurden nebeneinander auf ein Gel
aufgetragen und mit einer DNA-Transfer-Hybridisierung
analysiert, um Umlagerungen der genomischen Sequenz
bei den vorgenommenen Klonierungsschritten auszu-
schlieBen. Nach der Hybridisierung mit der partiellen

menschlichen cDNA stimmte das Bandenmuster der Klone
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Sonde: m20-1.1

Abbildung 7 Riickhybridisierung
DNA-Transfer-Analyse von je etwa
200 pg der partiellen cDNA des
CGGBPI1-Gens und PCR-amplifi-
zierten Exons des cggbpl-Gens.
Als Hybridisierungssonde diente
der A-Klon des
m20-1.1.

cggbpl-Gens

mit dem der genomischen DNA iiberein (Abb. 8). Somit waren Umlagerungen, zumindest im

Bereich des ORF des cggbpl-Gens, unwahrscheinlich. Nach diesen Kontrollen des isolierten

genomischen Klons m20 konnte mit der Sequenzierung begonnen werden (D.2.4).
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Abbildung 8 DNA-Transfer-Analyse von genomischer Maus-
DNA und den klonierten Fragmenten m20-1.1 und m20-9.
Jeweils 300 pg des A-Klons m20-1.1 und des Plasmids m20-9
bzw. 10 pg genomische Maus-DNA wurden mit den angegebenen
Restriktionsendonukleasen gespalten, die Fragmente wurden in
einem 0,8%igen TBE-Agarosegel elektrophoretisch getrennt und
auf eine Membran iibertragen. Als Hybridisierungssonde im

DNA-Transfer-Experiment diente die menschliche ¢cDNA des
CGGBP1-Gens.
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D.2.4 Restriktionskartierung des genomischen Klons

Die Klone m20-9 und m20-10 wurden mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen
gespalten (Abb. 9). Es erleichterte die Restriktionskartierung, dal die genomischen
Fragmente in unterschiedlicher Orientierung in das Plasmid pBSII kloniert worden waren
(siche Abb.42; 1.4). Bis zur vollstindigen Sequenzierung des genomischen Klons beruhte die
Strategie zur Herstellung des Geninaktivierungs-Vektors auf der so erstellten Restriktions-

karte (D.5).

BamHI Hindlll

Abbildung 9 BamHI Hindlll Hindlll EcoRV EcoRV

Restriktionskartierung des x

. m20-9 © m20-9 ©m20-9 © m20-9 ©m20-9 S =
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Jeweils 750 ng der Plasmide m20-9
und m20-10 wurden mit den ange-
gebenen Restriktionsendonukleasen
gespalten. Die genaue Grofie der
Fragmente, die am 5'- oder am 3'-
Ende des Klons lagen, wurde durch

die zusdtzliche Spaltung des
m20-9-Klons mit Sacl ermittelt.

D.2.5 Sequenzierung des isolierten cggbp1-Gens

Die Sequenz des Klons m20-9 des cggbpl-Gens wurde mit der Kettenabbruchstechnik
(Sanger et al., 1977) nach dem Prinzip des primer walking bestimmt. Dabei wurde je nach
Qualitédt der im vorhergehenden Schritt bestimmten Sequenz ein neuer Primer im Abstand von
400 bis 600 Nukleotiden ausgewéhlt (I.1). Die ersten Oligodesoxyribonukleotide waren die
zum Plasmid pBSII komplementéren T3 und T7 Primer. Auflerdem wurden Oligodesoxyribo-
nukleotide auf der Basis von EST-Klonen entworfen. Beide Stringe wurden komplett
sequenziert, womit Fehler bei der Sequenzierung weitgehend ausgeschlossen wurden. Die
Sequenzierung bestitigte die Restriktionskartierung des genomischen Klons und die
Anwesenheit von repetitiven Elementen (Abb. 7 und 10). Die mit Stern versehenen EcoRI-
/BamHI Fragmente (Abb. 10) wurden in das Plasmid pBSII subkloniert, um die repetitive
Region stromabwirts des cggbpl-Gens vollstindig sequenzieren zu konnen. Im Plasmid
m20-9 lagerten Primer aus dieser Region mehrmals an verschiedenen Stellen an, so dal} die

daraus resultierenden Sequenzreaktionen nicht lesbar waren.
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Die gesamte Sequenz von m20-9 wurde zusammen mit der der PCR-klonierten 5'-flankieren-
den Sequenz (14.530 bp; siehe 1.3) bei der Datenbank GenBank (Benson et al., 1998) unter
der Zugriffsnummer AY 189895 verdffentlicht.

Pst| Pstl
. SnaBlI EcoRV Pst| EcoRV
EcoRl SnaBl EcoRI* EcoRI*
j EcoRl . Hindlll Hindlll i
Sacl Echo RI Hind!ll BamHI* BamH
. Sacl ' . Hindll L . Sacl
' - — L9 T - |
B1 ORF B1 B1 B1  B1B1
B2
cggbp1 B3 B3
L1 L1 L1L1 L1_MM
MTC
(CTA), (T),
m20 (14530 bps)

Abbildung 10 Restriktionskarte der genomischen Sequenz

In der schematischen Ubersicht sind Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen und verschiedene
Klassen von repetitiven Elementen eingetragen. Das offene Leseraster des cggbpl-Gens wurde mit einem
schwarzen Rechteck gekennzeichnet. Die fett gedruckten Sacl-Schnittstellen entsprechen den Klonierungs-
stellen des Klons m20-1.1. Die kursiv gedruckten und mit Sternchen versehenen EcoRI und BamHI-
Schnittstellen kennzeichnen die subklonierten Fragmente. Die repetitiven Elemente wurden mit Hilfe des
Programms Repeatmasker (Smit und Green) identifiziert und sind je nach Familienzugehdrigkeit
unterschiedlich farbig markiert: die SINE-Elemente B1-B3 (Orange) (short interspersed elements), die
LINE-Elemente L1 und die Maus-spezifische L1-Familie L1-MM (griin) (long interspersed elements) und
das zur LTR-Familie gehdrige MTC-Element (gelb) (long terminal repeats) (zur Ubersicht Jurka, 1998).

D.3 Expressionsanalysen von CGGBP1 und cggbp1

Das Expressionsmuster eines Gens in einem multizelldren Organismus ist eine grundlegende
Eigenschaft und kann zur Aufkldrung der Funktion beitragen. Deshalb wurde RNA aus
verschiedenen menschlichen Zellen und Geweben mit dem **P-markierten offenen Leseraster
(ORF) des CGGBP1-Gens hybridisiert. Es wurden in allen getesteten Geweben und Zellinien
mindestens zwei spezifische Signale nachgewiesen: ein starkes Signal von 4,5 kb und eine
meist schwichere, alternativ polyadenylierte mRNA von 1,2 kb. Die Hinweise auf die
alternative Polyadenylierung werden im Kapitel tiber die Genstruktur (D.4.3.2.2) besprochen.
Im folgenden wird das Auftreten der beiden Transkripte im Zusammenhang der untersuchten

Gewebe beschrieben.
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D.3.1 Expression von CGGBP1 und cggbp1 in Zellinien

Bei einer Transfer-Hybridisierung von Gesamt-RNA, die aus den menschlichen Zellen in
Kultur HeLa, HEK293 und KB isoliert worden war, wurden mit einer Sonde fiir das ORF des
CGGBP1-Gens zwei Transkripte identifiziert. Das gleiche galt auch fiir RNA aus embryo-
nalen Stammzellen der Maus und fiir RNA aus der transformierten Mauszellinie 3T3 (Abb.
11a).
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Menschen und der
Maus.

a) Hybridisierung von jeweils 15 pg Gesamt-RNA bzw. 2 pg mRNA der angegebenen Zelllinien mit dem
32P-markierten ORF des CGGBP1-Gens. RNA aus embryonalen Stammzellen (ES) der Maus wurde aus
Zellen, die unter verschiedenen Bedingungen kultiviert worden waren, isoliert. So waren ES D und ES G
bereits differenziert. ES-F ging ebenfalls auf differenzierte ES-Zellen zuriick, die aulerdem mit EF-Zellen
verunreinigt waren. ES (undiff.) waren undifferenzierte ES-Zellen, die vorher von EF-Zellen getrennt
worden waren. (b) Kontrolle der mRNA-Anreicherung

Das 1,2 kb grofBe Transkript war bereits in einer anderen RNA-Transfer-Hybridisierung
nachgewiesen worden. In jenem Experiment war jedoch das Signal bei 4,5 kb nicht
aufgetreten (Deissler et al., 1997). Die Auflésung bei der elektrophoretischen Trennung von
RNA im Agarosegel reichte hier nicht aus, die 28S rRNA-Gene des Menschen (5 kb) und der
Maus (4,7 kb) von den beobachteten Signalen bei etwa 4,5 kb zu unterscheiden. Deshalb
mulfite iiberpriift werden, ob es sich bei dem Signal um eine Kreuzhybridisierung mit der 28S
rRNA handelte. Dazu wurde Gesamt-RNA von Maus und Mensch neben fiir mRNA
angereicherte Proben aufgetragen und die Stdrke der Signale in den verschiedenen RNA-
Priparationen verglichen (C.3.3.2). Das Signals bei 4,5 kb wurde in den Ansétzen intensiver,
die fir mRNA angereichert worden waren. Bei der Kontrolle der mRNA-Anreicherung auf
einem Agarosegel hatte die 28S rRNA-Bande in Relation zur mRNA-Fraktion jedoch
abgenommen (Abb. 11b). Vom CGGBP1-Gen des Menschen und der Maus wurden in

Zellinien somit zwei Transkripte von etwa 4,5 kb und 1,2 kb abgelesen.
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D.3.2 Expression von CGGBP1 in Geweben

D.3.2.1 Expression von CGGBP1 in adulten Geweben

Die Transkription des menschlichen CGGBP1-Gens in verschiedenen adulten Geweben
wurde unter Verwendung von kommerziell erhdltlichen RNA-Filtern (Clontech) untersucht.
Die RNA wurde dafiir aus verschiedenen, gesunden Geweben von einem bis 110 Individuen,
die zwischen 8 und 78 Jahre alt waren, extrahiert und vereinigt (siche Quellinformationen der
Firma Clontech 1.6). In der Regel wurde RNA als Gemisch von RNA aus mehr als 10
Spendern verwendet. Bei einer groBeren Anzahl von Spendern war ein EinfluB von
individueller Variation unwahrscheinlich. Es war nicht bekannt, ob mit einem Filter RNA aus
verschiedenen Geweben eines Spenders analysiert wurde.

Beide Transkripte des CGGBP1-Gens wurden in allen untersuchten Geweben nachgewiesen,
wobei das Signal der mRNA von etwa 4,5 kb immer stirker war als das der 1,2 kb groB3en
mRNA (Abb. 12). In einigen Geweben war zusétzlich ein Signal bei etwa 7 kb sichtbar. Dabei
konnte es sich um noch ungespleifite Priméartranskripte handeln, die die 2,6 kb des ersten und

zweiten Introns enthielten.

Abbildung 12
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(a) nur einmal vorher verwendet worden war, und die RNA auf dem Filter in (b) bereits zum dritten Mal
mit einer Sonde hybridisiert wurde. Im Falle der B-Aktin-Sonde unterschieden sich zudem die
Expositionszeiten. Das CGGBP1-spezifische Signal in RNA aus Leber (b) war sehr schwach. Da dies
auch fur das B-Aktin-spezifische Signal galt, war es moglich, dal diese RNA degradiert war.

:
!:

2.2+ o

wahrscheinlich darauf,
dal3 der Filter des RNA-
Transfer-Experimentes in
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Das Signal der 4,5 kb groBen mRNA war nach der RNA-Transfer-Hybridisierung immer

stirker als das Signal der 1,2 kb groBen mRNA. In einigen Geweben korrelierte die Intensitit

des Signals bei 4,5 kb mit der des 1,2 kb groflen Transkriptes, so z.B. in der Bauchspeichel-

driise, im Nebennierenmark und im Skelettmuskel. Ein starkes Signal bei 1,2 kb bedingte

jedoch nicht immer ein starkes Signal bei 4,5 kb. So entsprach das Signal bei 1,2 kb in der

Spur mit mRNA aus Hoden dem stirksten bisher beobachteten. Die Menge des 4,5 kb grof3en

Transkriptes war in Hoden jedoch mit der in der Nachbarspur aufgetragenen RNA aus der

Nebennierenrinde vergleichbar. Betrachtet man das Verhéltnis der Signale der 4,5 kb-mRNA

zu dem der 1,2 kb-mRNA, so ist es in Plazenta und Hoden am kleinsten.

D.3.2.2 Expression von CGGBP1 in verschiedenen Gehirnregionen

In einer weiteren RNA-Transfer-Hybridi-
sierung wurde die Expression des
CGGBPI1-Gens in einzelnen Gehirn-
regionen des Menschen analysiert (Abb.
13). Die 1,2 kb grole mRNA war in allen
hier aufgetragenen Hirnregionen vorhan-
den. In der GroBhirnrinde, in der das
Signal der 4,5 kb groBBen mRNA deutlich
intensiver war als in den anderen Gehirn-
regionen, war die 1,2 kb groBe mRNA im
Vergleich zu den anderen Geweben je-
doch quantitativ schwécher ausgeprégt.
Die RNA aus der GroBhirnrinde ging je-
doch nur auf eine Spenderin zuriick, so
dal es sich hier um die individuelle
Eigenschaft einer Person handeln konnte.
Die RNA-Probe aus Riickenmark diente
als weiteres Beispiel fiir die Unabhingig-
keit des Vorkommens der 1,2 kb groflen
mRNA von der starken Transkription der
4,5 kb groBen mRNA. Die Menge der
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Abbildung 13 Hybridisierung von RNA aus
verschiedenen Gehirnregionen des Menschen

Je 3 pg mRNA aus verschiedenen Gehirnregionen
wurde mit dem ORF des CGGBP1-Gens (oben) bzw.
mit -Aktin (unten) hybridisiert. Die RNA-Probe aus
Kleinhirn zeigt das stirkste Signal aller bisher unter-
suchten Gewebe. Die Hintergrundsignale in der
gesamten Spur deuten jedoch auf eine Degradation der
RNA-Probe hin, deshalb konnte hier die Stiarke der 1,2
kb mRNA nicht ausgewertet werden.
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4,5kb groBen mRNA war im Riickenmark im Vergleich zu den verschiedenen Gehirnregionen
reduziert, wihrend die geringe Intensitdt des Signals der 1,2 kb grolen mRNA mit denen

anderer Gehirnregionen vergleichbar war.

D.3.2.3 Expression von CGGBP1 in fotalen Geweben des Menschen

Die Hybridisierung von mRNA aus fOtalen ftale Gewebe
Geweben des Menschen mit einer Sonde fiir das
offene Leseraster des CGGBP1-Gens zeigte, dal3 kb

das CGGBPI1-Gen in fotaler Niere und fotalem

Niere
Lunge
Leber
Gehirn

7.5

Gehirn im Vergleich zu fotaler Lunge und Leber 44 “* CGGBP1
starker abgelesen wurde (Abb. 14). Im fotalen

22
Gehirn war die Transkription der 1,2 kb grofen
mRNA in Relation zur 4,5 kb groBen mRNA ver- 1.3 7
ringert. Neben gewebespezifischen Eigenschaften 29

eece U

konnte es sich hier auch um Variationen aufgrund

unterschiedlicher Entwicklungsstadien handeln.
Abbildung 14 Hybridisierung von RNA

aus fotalen menschlichen Geweben
dlteren Embryonen als die mRNAs aus Lunge und  Je 3 ug RNA aus den angegebenen Geweben

Leber (Siehe Quellinformation 1.6). Zudem war ein ~ Wurde mit einer Sonde fiir das ORF des
CGGBPI1-Gens (oben) oder fiur P-Aktin

(unten) hybridisiert.

Die mRNAs aus Niere und Gehirns stammten aus

EinfluB von individuellen Eigenschaften nicht aus-

zuschlieBen.

D.3.3 Alternatives Spleifen von CGGBP1-Transkripten

Mit CGGBP1-spezifischen Primern wurden zwei Fragmente amplifiziert, wenn Gesamt-RNA
aus peripheren weiflen Blutzellen (PWBZ) und verschiedenen Zellinien in RT-PCR-Experi-
menten eingesetzt worden war (Abb. 15a). Die Fragmente wurden aus dem Gel extrahiert,
subkloniert und sequenziert. Das PCR-Produkt von 612 bp GroB3e enthielt im Unterschied zu
dem von 502 bp das Exon III des CGGBP1-Gens. Die 5'-UTR des CGGBP1-Gens wurde also
alternativ gespleifit. Beide Spleiflvarianten kamen in allen getesteten Geweben gleichzeitig
vor. In RNA-Transfer-Experimenten konnten Transkripte, die das Exon III enthielten, nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Offenbar war das Exon III in den meisten Fillen

nicht im CGGBP1-Transkript enthalten.
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Um zu analysieren, ob das cggbpl-Gen der Maus ebenfalls alternativ gespleit wurde, wurde
Gesamt-RNA aus priméren embryonalen Zellen und aus der transformierten Zellinie 3T3 in
einer RT-PCR eingesetzt (Abb. 15b). Dabei wurde nur ein Fragment von 770 bp amplifiziert.
Das cggbpl-Gen wurde demnach u. a. in embryonalen Stammzellen der Maus transkribiert,
aber nicht alternativ gespleifit. Bei Sequenzanalysen wurde zudem keine dem Exon III

dhnliche Sequenz gefunden.

+Exon Il

Aktin 1 Aktin
RNA (Mensch) RNA (Maus)
atg f PolyA t
atg th loy aa‘fg PolyA
1]
Exon | Il 1154 ORF Exon | Il B1 ORF

A A

> < 1kb > < 1kb

Abbildung 15 Alternatives Spleifien in der 5'-UTR des CGGBP1-Gens.

RT-PCR mit 300 ng cytoplasmatischer oder Gesamt-RNA mit CGGBP1- bzw. cggbpl-spezifischen
Primern. Die Lage der Primer sind aus den schematischen Karten ersichtlich. a) In transformierten
Zellinien von Patienten mit dem Fragilen-X-Syndrom (5106 und TR42), in peripheren weillen
Blutzellen (PWBZ) eines ménnlichen Probanden (M) und einer weiblichen Probandin (F) und in den
menschlichen Zellinien HeLa, CHP und KB wurden zwei Transkriptvarianten amplifiziert. b) In der
murinen Zellinie 3T3, in embryonalen Stammzellen (ES) und in embryonalen Fibroblasten (EF) der
Maus wurde ein Signal von 770 bp nachgewiesen. Das cggbpl-Gen wurde unter allen getesteten
Bedingungen transkribiert. So wuchsen ES (-LIF) in Abwesenheit des LIF-Proteins (C.1.3.1), und ES
(Gel.) auf Gelatine ohne eine Schicht embryonaler Fibroblasten. Die ES-Zellen differenzierten unter
beiden Kulturbedingungen. Die undifferenzierten ES (+EF) Zellen waren noch mit EF-Zellen
verunreinigt, bevor RNA prépariert wurde, wahrend ES (undiff.) vorher von EF-Zellen getrennt
worden waren. In EF-Zellen wurde das cggbp1-Gen ebenfalls transkribiert.
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D.3.4 Transkription des cggbp1-Gens wahrend der Embryonalentwicklung

Das cggbpl-Gen wurde in embryonalen Stammzellen
transkribiert (D.3.1; Abb. 11). Bei RNA-Transfer-
Experimenten mit RNA aus Mausembryonen, wurden
cggbpl-spezifische Signale in allen vier analysierten
Entwicklungsstadien nachgewiesen (Abb. 16). In der
Maus wurden — wie beim Menschen auch — zwei
Transkripte von 1,2 kb und 4,5 kb gebildet. Es wurden
weder Verdnderungen der Signalintensititen der
beiden Transkripte in den verschiedenen Entwick-
lungsstadien, noch im Verhiltnis der 4,5 kb zur 1,2 kb
mRNA beobachtet. Aufgrund der grolen Anzahl von
Mausembryonen (sieche Quellinformation 1.6) war hier
auszuschlieBen, da eine Abweichung in einem

einzelnen Individuum dieses Ergebnis verfélschte.
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Abbildung 16 Hybridisierung von

RNA aus Mausembryonen
unterschiedlicher Entwicklungsstadien
Je 3 ug RNA aus Mausembryonen wurde
mit einer *P-markierten Sonde fiir das
ORF des CGGBP1-Gens (oben) oder fiir
B-Aktin (unten) in einem RNA-Transfer-
Experiment hybridisiert.
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D.4 Struktur und Konservierung des CGGBP1-Gens

Die Genstrukturen der hier klonierten CGGBP1-Gene des Menschen und der Maus wurden
aus RNA-Transfer- und RT-PCR-Analysen abgeleitet (Abb. 11-16). Die aus 19 EST-Klonen
abgeleitete Genstruktur fiir das CGGBP1-Gen (Diplomarbeit Naumann, 1998) konnte ergénzt
werden. Die genomische Sequenz des CGGBP1-Gens der Ratte (r-cggbpl) wurde hier in der
vom Rattengenomprojekt (I.7) bisher veroffentlichten Sequenz iiber Datenbankrecherchen
identifiziert und mit den Sequenzen des CGGBPI- und des cggbpl-Gens verglichen. Zur
Aufkldarung der genomischen Organisation der drei Gene wurden auch EST-Klone
hinzugezogen (Boguski et al., 1993; Schuler et al., 1997). EST-Klone anderer Spezies, die
eine hohe Sequenzidentitidt im Vergleich zum CGGBP1-Gen aufwiesen, wurden ebenfalls

analysiert. Die Zugriffsnummern der verwendeten EST-Klone sind im Anhang aufgefiihrt

(L5).

D.4.1 ldentifizierung von CGGBP1-Genen in anderen Spezies

Als das Humane Genomprojekt entworfen wurde, war die Zielsetzung, neben der Sequenz des
menschlichen Genoms, auch die Genomsequenz anderer Spezies, sogenannter Modell-
organismen, zu bestimmen (Watson und Cook-Deegan, 1991; International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001). So wurden u. a. bisher die Genome der Hefe Saccharomyces
cerevisiae (Goffeau et al., 1996); des Nematoden Caenorhabditis elegans (The C.elegans
Sequencing Consortium, 1998) und der Maus Mus musculus C57BL/6] (Mouse Genome
Sequencing Consortium, 2002) weitgehend sequenziert. AuBerdem wurden im Rahmen
verschiedener EST-Klon-Projekte (Adams et al., 1991; Okubo et al., 1992; Aaronson et al.,
1996; Hillier et al., 1996; Schuler et al., 1997; Strausberg et al., 1999) zufillig ausgewdihlte
cDNAs sequenziert, um eine Ubersicht iiber den transkribierten Teil des Genoms zu
gewinnen. Bei der Analyse von EST-Klonen ist jedoch Vorsicht geboten, da sie von einzelnen
Molekiilen abgeleitet werden, deren biologische Relevanz unbekannt ist. Aulerdem werden
die meisten EST-Klonsequenzen nicht editiert, so dal mogliche Fehler v.a. bei lingeren
Sequenzen oft nicht zu beurteilen sind.

Da die genomischen Sequenzen der Modellorganismen sowie die EST-Klone in den
offentlichen Datenbanken zugénglich waren, und der Vergleich der Gensequenzen oder
Genstrukturen zur Aufklarung biologisch wichtiger Regionen im CGGBP1-Gen hitte
beitragen konnen, wurden alle am National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(I.7) verfligbaren Datenbanken wie im Methodenteil beschrieben nach CGGBP1-dhnlichen

Sequenzen durchsucht. In den anderen eukaryontischen Genomsequenzen, die bis Mirz 2003
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am NCBI zuginglich waren (z. B. Fische, Nematoden, Hefen) (genomic BLAST pages @
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), wurden keine dem CGGBP1-Gen dhnlichen Sequen-

zen entdeckt.

D.4.1.1 Identifizierung des CGGBP1-Gen der Ratte — r-cggbp1

Eine dem ORF des CGGBPI1-Gens dhnliche Sequenz wurde unter Verwendung des BLAST-
Programmes (Altschul et al., 1997) in einer genomischen Sequenz der Ratte identifiziert.
Unter der Zugangsnummer AC128161 waren in der Datenbank am NCBI insgesamt 205.274
bp aus dem Rattengenom abgelegt (Rat Genome Sequencing Consortium). Die Sequenz war
nach den Angaben im Datenbankeintrag liickenhaft, was durch eine Folge des Buchstabens N
gekennzeichnet worden war. Zudem war die Reihenfolge einzelner durchgingig sequenzierter
Fragmente noch nicht bekannt war. Deshalb wurde aus der insgesamt 205.274 bp langen
Sequenz ab Nukleotid 111970 ein 12084 bp langer Abschnitt entnommen und mit den
genomischen Sequenzen des CGGBP1-Gens des Menschen und der Maus verglichen. In den
ausgewdhlten 12.084 bp war eine Folge von 50 Ns enthalten, die auf fehlende Sequenz
hinwies (siche Unterbrechung der durchgezogenen Linie in Abb. 17 c). Der Vergleich der
genomischen Sequenzen des Menschen, der Maus und der Ratte zeigte, daB3 diese Liicke in
der Sequenz der Ratte von Sequenzen flankiert war, die v. a. dem Gen der Maus sehr dhnlich
waren (Abb. 18). Anhand von EST-Klonen und dem Vergleich zu den CGGBP1-Genen des
Menschen und der Maus wurde eine Genstruktur des r-cggbpl postuliert. Die Liicke in der
genomischen Sequenz lag somit im ersten Intron. Es war nicht auszuschlieBen, dafl das Gen

der Ratte dort zusétzliche Sequenz enthielt.
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Abbildung 17 Genomische Organisation des CGGBP1-Gens des Menschen (a) und der Maus (b).
In der schematischen Darstellung sind Exons des CGGBP1-Gens als grof3e und repetitive Elemente als
kleine Rechtecke gekennzeichnet. Aufgrund von Ahnlichkeiten der Sequenz und EST-Analysen wurde
die gezeigte Genstruktur der Ratte (c) postuliert. Zusétzliche, wahrscheinlich nicht funktionelle,
Startcodons in der 5'-UTR wurden durch ,,atg™ aufgefiihrt. Graue Bereiche in den UTRs der Gene der
Maus und Ratte zeigen Sequenzidentititen zwischen 78 und 95 % zu der entsprechenden Region des
menschlichen Gens auf. Das ORF der Gene ist als schwarzes Rechteck dargestellt und das alternativ
gespleifite Exon III ist rot markiert. (d) In der Datenbank dbEST (Boguski et al., 1993) abgelegte EST-
Klone anderer Spezies wurden gemiB ihrer Ahnlichkeit zum CGGBPI1-Gen eingetragen. Dabei
bedeutete eine durchgezogene Linie zwischen zwei Rechtecken, daB3 die Sequenz zwischen diesen
Rechtecken durchgehend war, was wahrscheinlich auf gespleiite Transkripte zuriickging. Bei
gepunkteten Linien fehlten weitere Sequenzinformationen. Eine Schraffierung in (d) besagt, dall eine
hohe Sequenzidentitit zur genomischen Sequenz der Introns bestand. Ein weifles Rechteck in (d) zeigt
an, daf eine EST-Sequenz bekannt, jedoch zum CGGBP1-Gen nicht dhnlich war.
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Um die Bedeutung von hohen Sequenzidentitdten innerhalb von Exons beurteilen zu koénnen,
sollten — wenn moglich — zu dem Gen benachbarte Sequenzen untersucht werden, die
wahrscheinlich keinem oder einem geringen Selektionsdruck unterliegen. Damit erhdlt man
einen Eindruck iiber die Substitutionsraten, die in dieser chromosomalen Region herrschen.
Zwei EST-Sequenzen aus Rindern waren zu den Sequenzen des menschlichen Introns I und
[T sehr dhnlich (Abb. 17d). Bisher — und méglicherweise voreilig — geht man davon aus, daf3
Introns wenig funktionelle Elemente enthalten und deshalb Nukleotidaustausche geduldet
werden. Allein aus der Konservierung der Exons des CGGBPI1-Gens in Sequenzen von
Rinder-ESTs konnte somit nicht auf einen negativen Selektionsdruck auf die translatierte
Region geschlossen werden. Um einen Uberblick iiber die Verteilung konservierter Regionen
in den untersuchten genomischen Sequenzen zu erhalten, wurden die genomischen Sequenzen
des Menschen, der Maus und der Ratte untereinander mit Hilfe der Programme Compare und
Dotplot aus dem GCG-Programmpaket untersucht (Abb.18).

Die genomischen Sequenzen war zwischen Mensch und Maus (Abb. 18a) und Mensch und
Ratte (Abb. 18b) jeweils in den Exons, in den die Exons direkt flankierenden Intronsequenzen
und in den Promotorregionen hoch konserviert, wihrend die genomischen Sequenzen
zwischen Maus und Ratte insgesamt sehr dhnlich waren (Abb. 18c). Die Abweichungen im 3'-
Bereich der genomischen Sequenz von Maus und Ratte beruhten entweder auf Fehler oder
moglicherweise darauf, dafl die Sequenzierung der chromosomalen Region der Ratte noch
nicht abgeschlossen war und der Datenbankeintrag als vorldufige Sequenz zu betrachten war.
Auflerdem handelte es sich bei den zwischen Ratte und Maus nicht iibereinstimmenden
Bereichen um repetitive Elemente. Die Aufklidrung der Reihenfolge hochrepetitiver DNA-
Abschnitte gestaltet sich generell schwierig (International Human Genome Consortium,

2001).
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Abbildung 18 Ahnlichkeiten in den genomischen Sequenzen.
Die genomischen Sequenzen des Klons fiir das CGGBP1-Gen des Menschen (AF094481), der Maus
(AY189895) und der Ratte (entnommen aus AC128161) wurden untereinander mit Hilfe des
Programms Compare verglichen und mit dem Programm Dotplot dargestellt. Die window size wurde
auf 40 und die stringency auf 30 eingestellt, d.h. dal die Sequenz mit einem 40 bp-Raster abgesucht
wurde, in dem 30 bp iibereinstimmen mufiten, damit ein Punkt in einem Diagramm durch das
Programm Dotplot gezeichnet wurde. Viele Punkte, also Ubereinstimmungen, ergeben eine Linie. Zur
Orientierung wurde neben den Diagrammen die genomische Organisation der Gene analog der Abb. 17

aufgefiihrt.
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D.4.1.2 EST-Klone des CGGBP1-Gens anderer Spezies

Mit Hilfe des BLAST-Programms (Altschul et al., 1997) in der Datenbank fiir EST-Klone
(Boguski et al., 1993) wurden auch EST-Klone von anderen Saugetieren (Ratte, Schwein,
Rind, Hund, Pferd, Rhesusaffe, Schimpanse) und von Hiihnern gefunden, die der Nukleotid-
sequenz des offenen Leserasters des CGGBP1-Gens sehr dhnlich waren. Die Datenbankzu-
griffsnummern der EST-Klone sind im Anhang 1.5 aufgefiihrt. Die Suche nach zur
Proteinsequenz dhnlichen Sequenzen erbrachte keine zusétzliche Information. Da die EST-
Klone hidufig miteinander iiberlappten, wurden Consensussequenzen aus den vorhandenen
Sequenzen gebildet, die die sonst in EST-Klonen vorhandene Fehlerquote von etwa 3%

verringerten (Hillier et al., 1996).

D.4.2 ldenfizierung von Domanen in der Aminosauresequenz des CGGBP1

Wurde der nicht redundante Teil von Genbank (Benson et al., 1998) mit dem BLAST
Programm (Altschul et al., 1997) durchsucht, wurde mit dem genomischen Klon keine hohe
Ahnlichkeit zu einer bereits charakterisierten Sequenz gefunden. Mit der Proteinsequenz des
CGGBP1 wurde bei der Durchsuchung verschiedener Gen- und Proteindatenbanken ebenfalls
keine {iberzeugende Ahnlichkeit zu anderen Proteinen gefunden. Eventuell vorhandene
Proteindoméanen oder Sequenzmotive sollten hier mit Hilfe der Datenbank Interpro (Mulder et
al., 2003) identifiziert werden. Die Kernlokalisationssequenz, deren Funktionalitit experi-
mentell nachgewiesen worden war (Miiller-Hartmann et al., 2000), wurde bei dieser Sequenz-
basierten Recherche erkannt.

Besonders auffillig war eine Ahnlichkeit mit einer Unterklasse von Zink-Finger-Proteinen,
den Ul-dhnlichen Zinkfingerproteinen (Nelissen et al., 1991; Matsushima et al., 1997;
Bedford et al., 1998). Einige der Proteine, aus denen dieses Motiv abgeleitet worden war,
binden RNA und scheinen eine Rolle beim Spleifien zu spielen. Diese Unterklasse der Zink-
Finger-Proteine weist abweichend zu DNA-bindenden Zink-Finger-Proteinen einen anderen
Abstand zwischen den das Zink-lon komplexierenden Cystein- und Histidinresten auf
(http://www.expasy.org/cgi-bin/ft_aligner?psa=PS50171). AuBBerdem wird es N-terminal von
aromatischen Aminosduren und C-terminal von positiv geladenen Aminosduren flankiert. Im
CGGP1 finden sich die charakteristischen Abstinde sowie die flankierenden Aminosiduren
wieder (Abb. 19).
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Abbildung 19 Sequenzvergleich von CGGBP1 (Aminosiure 41-91) mit dem C2H2-
Zinkfingermotiv der Ul-dhnlichen Zinkfingerproteine (Matrin-Typ).

Der Sequenzvergleich der 14 Proteine aus Mensch, Maus, Ratte, Frosch und Hefe, die das Ul-
dhnliche Zinkfingermotiv aufweisen, wurde der Adresse http://www.expasy.org/cgi-bin/ft aligner?
psa=PS50171 entnommen und durch die Sequenz von CGGBP1 erweitert. Die Zugriffsnummern der
Proteine sind im Anhang 1.8 aufgelistet. Die das Zink-lon komplexierenden Reste sind auf
schwarzem Hintergrund gedruckt. Eine graue Hinterlegung weist auf Sequenzidentititen zwischen
CGGBP1 und den aufgefiihrten Proteinen hin. Unter Beriicksichtigung von Aminosdureeigen-
schaften wire die Ahnlichkeit zwischen der Sequenz aus CGGBP1 und der die Cystein- und

Histidinreste flankierenden Sequenz noch grofer.

D.4.3 Allgemeine Struktur der CGGBP1- und cggbp1-Gene

Die Strukturen der CGGBP1-Gene des Menschen, der Maus und der Ratte waren einander
sehr dhnlich (Abb. 17). Die Ergebnisse von RNA-Transfer- und RT-PCR-Experimenten
wurden durch Sequenzanalysen bestétigt. Die hier entworfenen Genstrukturen wurden durch
die nachgewiesenen Spleifl- und Polyadenylierungssignale belegt (D.4.3.2.2), die mit den
hochkonservierten Consensussequenzen iibereinstimmten (Dibb, 1993; International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001). So begannen alle Introns der CGGBP1-Gene immer

mit GT und endeten mit AG.

D.4.3.1 Das offene Leseraster der CGGBP1-Gene

Das offene Leseraster (ORF) des menschlichen CGGBP1-Gens war durch die partielle
Sequenzierung des 5'-(CGG),-3'-bindenden Proteins 1 festgelegt worden (Deissler et al.,
1997). So war es direkt moglich, die transkribierte Region in translatierte und in nicht-
translatierte Regionen (UTR) zu unterteilen. Die Nukleotidsequenz des ORF war zwischen

dem menschlichen Gen und den Genen von Maus und Ratte mit 91% hoch konserviert. Diese
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Sequenzihnlichkeit bestétigte frilhere Beobachtungen aus heterologen Hybridisierungs-
Experimenten (Abb. 3). Das ORF war nicht durch Introns unterbrochen, wenn man die
genomischen Sequenzen des Menschen, der Maus und der Ratte analysierte. Nur drei
Sequenzabweichungen in der kodierenden Region fiihrten zu Austauschen von Aminoséuren
im 167 Aminoséduren langen Protein der Maus: Mensch — Maus Threonin 95 —Prolin, Valin
101—Alanin, Asparagin 163—Serin (Abb. 20). Die Proteinsequenz des CGGBP1-Gens der
anderen hier analysierten Spezies wurde meist aus Consensussequenzen von EST-Klonen
abgeleitet. Das CGGBP1 war in Schweinen und Rindern im Vergleich zum menschlichen

Protein identisch.

[ofele)z) N R EVVTAPEARNRSKTALYVTELDRVTEFGG & 1 56
Jeln 38 M ERFVVTAPEARN ALYVTPLDRVTEF CTSC HET
Ratte HAMERFVVTAPEARNRSKTALYVTPLDRVTEFGG S( # : 56
Rind HAMEREVVTAPEARN ALYVTPLDRVTEFGG ( # : 56
Maus HEMEREVVTAPEARNRSKTALYVTPLDRVTEF! { SC # : 56
Hund* : -
Huhn* -
60 * 80 * 100 *
CGGBP1 : SDISLKSK 5 STAQTEEVSVI it ;112
Schwein : SDHLK {RE. RPLTASLQCNSTRQTEEVSVI {MCLI
Ratte : S { PLTASLQCNSTRQTEEVSVI : 112
Rind : SDHLE ( REQ ICNSTRAQTEEVSVI ! : 112
Maus A TSD QNVRKEQRPLTASLQCNSEAQTEHISVI 4 1 112
Hund* : PLTASLQCNSTAQTERVSVI 32
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Maus : 167
Hund* 87
Huhn* 90

Abbildung 20 Aminosiuresequenz des CGGBP1-Gens in verschiedenen Spezies.

Die Proteinsequenzen des Menschen, der Maus und der Ratte wurden aus genomischen Sequenzen
abgeleitet. Vor der Ableitung der Proteinsequenz des CGGBP1-Gens bei Schweinen und Rindern
wurde eine Consensussequenz - soweit moglich - aus mindestens 4 EST-Klonen gebildet. Ein 60 bp
langer Abschnitt am N-Terminus der Sequenz aus Schweinen beruht jedoch nur auf einem EST-
Klon. Die mit Stern gekennzeichneten Proteinsequenzen beruhen z. T. auf nur einem EST-Klon und
enthalten moglicherweise deswegen mehr Sequenzabweichungen als die anderen Sequenzen. Bei
Ubereinstimmungen mit der menschlichen Proteinsequenz (erste Zeile) sind die Aminosiuren auf
schwarzem Grund abgebildet. Abweichende Aminosduren, die den chemischen Charakter des
Proteins wahrscheinlich nicht wesentlich verdndern, sind auf grauem Grund gedruckt. Die Kern-

lokalisationssequenz ist mit griiner, das potentielle Zinkfinger-Motiv mit gelber Farbe hinterlegt.
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Am Verhéltnis von Mutationen, die zu einem Austausch einer Aminosédure fiihren (nicht
synonyme Mutation), zu Mutationen, die die kodierte Proteinsequenz nicht verdndern (stille
Mutation), kann die Richtung und die Stirke des an diesem Genlocus herrschenden
Selektionsdruckes abgelesen werden. Mit dem dN-Wert wird die Mutationsrate in nicht
synonymen Positionen berechnet (Mutationen/Anzahl der nicht-synonymen Positionen)
(Yang und Nielson, 2000). dS gibt die Mutationsrate in synonymen Codons an. Im
allgemeinen geht man davon aus, dal Aminosédureaustausche negativer Selektion unterliegen,
wihrend stille Mutationen eher als neutral anzusehen sind (sieche aber auch Akashi, 1995;
Duan et al., 2003). Der dN/dS-Wert spiegelt das Verhéltnis dieser Mutationsraten wider und
liegt bei orthologen Paaren von Genen meist unter 0,05. Die dN/dS-Werte fiir das CGGBP1
des Menschen und und vier Sdugern wurden unter Verwendung des Programms PAML

(Yang, 1997) nach der Methode von Yang und Nielson (2000) berechnet (Tab. 2).

dN/dS Mensch Maus Ratte Rind Schwein
Mensch -

Maus 0,0181 -

Ratte 0,0010 0,0326 -

Rind 0,0010 0,0212 0,0010 -

Schwein 0,0010 0,0169 0,0010 0,0010 -

Tabelle 2 dAN/dS-Werte.

Die dN/dS-Werte wurden nach der Methode von Yang und Nielson, 2000 aus genomischer Sequenz
(Mensch, Maus, Ratte) oder aus Consensus-Sequenzen aus EST-Klonen (siche Legende Abb. 20)
berechnet . Diese Sequenzen aus Hunden und aus Hithnern wurden in der Berechnung der dN/dS-Werte
nicht beriicksichtigt, da sie unvollstdndig waren und hauptsichlich auf nur einem EST-Klon beruhten.

D.4.3.2 Die nicht-translatierten Regionen der CGGBP1-Gene

D.4.3.2.1 Die 5'-nicht-translatierte Region (5'-UTR)

Diese Region der CGGBP1-Gene wurde durch EST-Klon-Analysen definiert und beim
Menschen und der Maus durch RT-PCR-Experimente bestdtigt (Abb. 15). Die Sequenzen der
5'-UTR waren zwischen Mensch, Maus und den zur Verfiigung stehenden Sequenzen aus
Ratte, Rind und Schwein mit Sequenzidentitdten von mindestens 78 % (Mensch-Ratte) bis zu
91 % (Mensch-Rind) hoch konserviert (Abb. 21). Die Exons des Maus- und Rattengens waren
etwas langer, als die des menschlichen Gens. Die zusitzliche Sequenz stimmte im Falle des
3'-Endes des ersten Exons zu 70% mit der menschlichen Intronsequenzen {iiberein. Fiir die
Existenz eines dritten Exons in den verfiigbaren genomischen oder EST-Sequenzen der

anderen Sdugetiere gab es keine Hinweise.

91



D Ergebnisse

Mensch
Maus
Ratte
Schwein* :
Rind*

Mensch
Maus
Ratte
Schwein* :
Rind*

;194
: 235
: 250
99

Mensch
Maus
Ratte
Schwein®*
Rind*

P GGTCCCGRAGRGCTGGGRARGGCGEAR
e CGTCCCGRAGAGCTGAGRRGGCEER

: 253
: 319
r 334
- 1358

23

i

Mensch
Maus
Ratte
Schwein#* : {
Rind* e ettt (

N M e

: 337
: 404
;418
: 242

: 107

Mensch
Maus

Ratte
Schwein* :
Rind*

5 e e e

: 420
: 488
: 502
: 325
: 1490

Mensch
Maus

Ratte
Schwein* :
Rind*

Mensch : A0 : 4a2
Maus : BCRRRCRARCARRRACCCHE ARZ ( : I : 547
Ratte : BRRRACEL RLE i - I : 551
Schwein* : I : 360

Rind* : 228

Abbildung 21 Die 5'-UTR der CGGBP1-GeneSequenzvergleiche der 5'-UTR des menschlichen
CGGBP1-Gens mit derjenigen der Maus, Ratte, Schwein und Rind. Die Sequenz aus HeLa-Zellen
(Mensch) ist in der obersten Zeile angegeben. Als 5'-Ende der 5'-UTR des menschlichen Gens
wurde hier das 5'-Ende des am weitesten 5'-gelegenen EST-Klons gewahlt (BI601953). Nukleotide
der anderen Sequenzen, die mit der Sequenz des Menschen iibereinstimmen, sind auf schwarzem
Grund dargestellt. Abweichungen von der menschlichen Sequenz (weiller Hintergrund), die in mehr
als einer Sequenz zu finden waren, wurden durch eine graue Schattierung gekennzeichnet. Die mit
Stern versehenen Sequenzen aus Schwein und Rind stammten von EST-Klonen ab, so daf3
Exon/Exon Grenzen (blaue Farbe) nicht angegeben werden konnten. Sie waren am 5'-Ende zudem
nicht vollstindig. Die zusétzlichen ATGs in der 5-UTR sind griin, die Stopcodons der
dazugehorenden Minicistrons rot unterlegt. Um diese Abbildung mit der Abb. 24 vergleichen zu
konnen, wurde zur Orientierung die NotI-Schnittstelle im ersten Exon mit gelber Schrift auf grauem
Grund eingetragen. Die Zahlen beziehen sich auf die Lénge der gespleiiten 5'-UTR-Sequenzen.
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Die 5'-UTR der CGGBP1-Gene wiesen Merkmale auf, die bei der posttranskriptionellen
Regulation eine Rolle spielen konnten. Die 5'-UTR der CGGBP1-Gene des Menschen und der
Nagetiere waren mit ~450 bp etwa doppelt so lang, wie durchschnittliche 5'-UTRs
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Mouse Genome Sequencing
Consortium, 2002). Es wurde postuliert, dal Sekundirstrukturen in der 5'-UTR die
Translation verringern konnten (Kozak, 1991). Das erste Exon des CGGBP1-Gens war GC-
reich, so dal} sich Sekundirstrukturen hoher Stabilitit bilden konnten. Im zweiten Exon der 5'-
UTR begannen in allen untersuchten Sequenzen zwei sogenannte uORFs (upstream ORF's)
(Kozak, 1996). Es handelt sich dabei um stromaufwérts vom eigentlichen Startcodon des
produzierten Proteins gelegene kurze ORFs. Diese Minicistrons werden ebenfalls im Rahmen
von posttranskriptionaler Regulation der Genexpression diskutiert (zur Ubersicht Meijer und
Thomas, 2002). Alle zusétzlichen ATGs in der 5-UTR waren nicht im Leseraster des
CGGBPI1. Die Sequenzumgebung dieser ATGs wurde mit der Consensussequenz (Kozak,
1987) fiir ein funktionelles Startcodon verglichen (Tab. 3). Die Sequenzumgebung der ATGs
wichen z. T. stark von der Kozak-Sequenz ab. Das dritte Exon des menschlichen CGGBP1-
Gens enthielt drei weitere solcher Minicistrons (Tab. 3). Uber Sequenzvergleiche mit der
spezialisierten Datenbank fliir UTR-Sequenzen (Pesole et al., 2002) wurden keine

signifikanten Ahnlichkeiten zu den UTR anderer Gene gefunden.
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Abstand [nt] vom ORF (Codons)
ATG (+1) in der
5'-UTR -9 -6 -3 +1  +4
Consensus GCCGCCRCCATG G
Mensch -323/-221 agtaaaGgcCATG ¢ 25(+-Exonll)
-198/-96 cag@GatttgATG c 22(+-Exonll)
-113/ ttCtgtGgaAlG t 7
- 93 tCtGgatCCATG a 3
- 44 agaGagttcCATGt 19*
+1 agaGtCAgaATG G 167
Maus -242 agtaaaGadcCATG a 25
-115 tCgGattggATG a 13
+1 agaGaCAaaAlATG G 167
Ratte -228 agtaaatGgCATG a 25
-102 tagGattggAIG c 3
+1 agaeGacCAaaAlAIG G 167
Schwein -214 cgtaaaGgcCATG a 25
-89 cagGattttATG c 22
+1 ttCatcCAgaATG G 167
Rind -227 agtaaaGgCATG a 25
-102 cag@GatttaAlG c 35*%*
+1 aaatGtCAgaATG G 167

Tabelle 3 Sequenzumgebung der Startcodons in den CGGBP1-Genen in fiinf Sidugetierspezies.
Vergleich der Consensussequenz eines funktionellen Startcodons (,,Kozak-Sequenz) mit allen auf den
CGGBPI1-Transkripten verschiedener Spezies vorkommenden moglichen Startcodons. Positionen, die
innerhalb der Consensussequenz fiir die Stérke des Initiationscodons entscheidend sind, sind unterstrichen.
Beim Purin (R) in Position —3 handelt es sich bei funktionellen Startcodons haufiger um Adenin als um
Guanosin. Die Sequenzen des Menschen und der Maus wurden den in dieser Arbeit klonierten DNA-
Sequenzen entnommen (g20 und m20), wihrend der Sequenz der Ratte der Datenbankeintrag AC128161
aus dem Rattengenomprojekt zu Grunde lag. Die Startcodons von Schwein und Rind wurden aus einer
Consensussequenz, die aus mehreren EST-Klonen bestand, abgeleitet. Die Positionen der ATGs werden
relativ. zum eigentlichen ATG (+1) in Nukleotiden angegeben. Mit Kleinbuchstaben werden
Abweichungen von der Consensussequenz dargestellt, wihrend GroBbuchstaben auf Ubereinstimmungen
hinweisen. Mit Sternchen versehene ORFs iiberlappten mit dem eigentlichen ORF des CGGBP1-Gens
(Fettdruck).

Ubersetzt man die Nukleotidsequenz der Minicistrons in eine Aminosiuresequenz, weist das
zweite Minicistron nur in Schweinen die gleiche Lange wie beim Menschen auf (Tab. 3). Das
erste Minicistron war jedoch in allen Spezies gleich lang. Die Peptidsequenz war, wie die ihr
zugrundeliegende DNA- bzw. RNA-Sequenz, im ersten Minicistron in allen untersuchten
Sequenzen sehr dhnlich (Abb. 22). Nur die Hélfte aller Mutationen auf DNA-Ebene fiihrten in

diesem uORF zu Aminosdureaustauschen.
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Abbildung 22 Sequenzvergleich der Peptid- und Nukleotidsequenzen im ersten Minicistron der
CGGBP1-Gene.

Die Peptidsequenz des ersten uORFs des CGGBP1-Gens des Menschen ist in der ersten Zeile angegeben.
Aminosduren der Peptidsequenzen der vier Sdugetierspezies (Zeile 2-5), die mit der Sequenz des
Menschen iibereinstimmt, wurden auf schwarzem Grund dargestellt. Aminosduren, die in mehreren Spezies
von der Peptidsequenz des Menschen abwichen, wurden grau schattiert. Analog dazu wurde die uORF-
Nukleotidsequenz des Menschen mit der der anderen Spezies in den Zeilen 6-10 verglichen.

D.4.3.2.2 Die 3'-nicht-translatierte Region — alternative Polyadenylierung der
CGGBP1-Gene

In RNA-Transfer-Experimenten wurden Transkripte der CGGBP1- und cggbpl-Gene von
etwa 4,5 kb detektiert (Abb. 11-14; 16). Bei einem ORF von 504 bp, einer 5'-UTR von etwa
450 bp und einem Poly-A-Fortsatz von etwa 100-200 bp (Sheets et al., 1990) war die 3'-UTR
somit bis zu 3,4 kb lang.

Die Sequenz stromabwirts des Stopcodons des offenen Leserasters wurde nach moglichen
Polyadenylierungssignalen durchsucht. Auf ein Polyadenylierungssignal mit der Consensus-
sequenz 5'-AAUAAA-3' folgen stromabwirts meist eine GU, bzw. U-reiche Region (Sheets et
al., 1990; Chen et al., 1995), deren Sequenz nicht genauer definiert werden kann. Die von der
Lage und der Sequenz wahrscheinlichsten Polyadenylierungssignale sind in der Tabelle (Tab.
. 4) aufgefiihrt.

In der EST-Datenbank waren fiir alle drei Polyadenylierungssignale EST-Klone verfiigbar,
deren Sequenz einen Poly-A-Fortsatz aufwies. In den EST-Sequenzen waren dann auch die
Polyadenylierungssignale enthalten, so dafl der Abstand zwischen Signal und Poly-A-Fortsatz
bestimmt werden konnte. Der Abstand entsprach mit 18-23 Nukleotiden Beobachtungen bei
75 % der Vertebraten RNAs (Sheets et al., 1990).

Das Polyadenylierungssignal ab Nukleotid 14.315 der menschlichen Sequenz, bzw. ab
Nukleotid 8.140 der Sequenz der Maus, entsprach der Consensussequenz 5'-AAUAAA-3'

(Sheets et al., 1990). Eine Polyadenylierung an dieser Stelle flihrte rein rechnerisch zu einem
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Transkript von 4,4 kb, wenn man das alternativ gesplei3te dritte Exon des Menschen ausliel3
(D.3.3). Das stiarkste Signal nach RNA-Transfer-Hybridisierungen lag bei etwa 4,5 kb, was
einem Poly-A-Fortsatz von etwa 100 Basen gleichkam.

Die anderen Signale entsprachen einer der hiufigsten, noch funktionalen Abweichung des
Polyadenylierungssignals 5'-AUUAAA-3' (Sheets et al., 1990). Wenn man einen Poly-A-
Fortsatz von ungefidhr 100 Basen annahm, ergab sich nach dem ersten Polyadenylierungs-
signal mit einer 3'-UTR von nur 43 Basen ein Transkript von 1,2 kb, was ebenfalls in einer
RNA-Transfer-Analyse beobachtet wurde. Da die zwei Polyadenylierungssignale, die zu der
langen Form der 3'-UTR fiihrten, nur ca. 110 Basen voneinander entfernt waren, war es nicht
moglich, in RNA-Transfer-Experimenten zwischen diesen Transkripten zu unterscheiden. In
der genomischen Sequenz des cggbpl-Gens der Ratte wurden in vergleichbaren Abstéinden
zum ORF dieselben Polyadenylierungssignale gefunden (Tab. 4).

Wihrend die 450 bp der 5'-UTR insgesamt Sequenzidentititen von mindestens 78% zwischen
Mensch und den anderen Spezies aufwies, war die 3'-UTR zwischen Mensch und Nagetieren
nur in isolierten Regionen hoch konserviert (graue Schattierung in Abb. 17). Die kurze 3'-
UTR von 43 Basen vor dem ersten Polyadenylierungssignal in der menschlichen Sequenz war
bei allen Spezies, selbst bei Hithnern, zu 89 % identisch zu der entsprechenden Region des
menschlichen CGGBP1-Gens. In der Sequenz von Hiithnern konnte jedoch dort kein Poly-

adenylierungssignal identifiziert werden.
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Polyadenylierungssignale in EST-Klonsequenzen der CGGBP1-Gene

Position EST-Klon  Sequenz

1.Im genomischen Klon des Menschen (AF094481)

10928 AJ00258 AUUAAAGUUAUGUGUUGA UUGUGUGGUUCAUUUUUGUAUUUAUUUCAUUUAAA
14206 BQ030241 AUUAAAAUUUUACUAUUUCA UUUUUGUAUUCUGUGCUUAUUUUUUUUGCUCAC
14301 BQO006755 AAUAAAUUUCAGAAAAAUUGUUU CAAAAGAUUUUGAAAGCACAUUUUGUUUUG

2. Im genomischen Klon der Maus (AY189895)

4789 BE135158 AUUAAAGUUAAUGUGUUGAU UGUGUGGUUCAUUUUUAUAUUUAUUUUAAAUCA
8028 BMO055548 AUUAAAAUUUUAUUAUGUU AAUUUUCGUACUCCUGUGCUUCUUUUUUACUUUU
8140 BGO072415 AAUAAAUUUCAAAAAAGUUUC UAAAGUUUUUGAAAUCAUAUUUUGUUUUGUGA

3. In der genomischen Sequenz der Ratte (AC128161)
116277  BQI195795 AUUAAAGUUAAUGUGUUGA UUGUGUGGUUCAUUUUUAUAUUUAUUUCAUUUUA
119511  AA956676 AUUAAAAUUUUACUAUGUUA AUUUUCGUACUCCUGUGCUUAUUUUUUAUUUUU

119623  CA504656 AAUAAAUUGCAAAAAAAAAUUCA AAAGUUUUUGAAAUCCUAUUUUGUUUUUCA
Tabelle 4 Mogliche Polyadenylierungssignale in CGGBP1 des Menschen, der Maus und der Ratte.
In der rechten Spalte sind die genomischen Sequenzen um die moglichen Polyadenylierungssignale in
RNA iibersetzt aufgefiihrt. Neben der Position in der genannten genomischen Sequenz, wurde jeweils auch
ein EST-Klon aufgefiihrt, dessen publizierte Sequenz eine Poly-A-Folge enthielt. Sie begann dabei an der
Position der Leerstelle in der im rechten Teil aufgefiihrten Sequenz

D.4.4 Analyse des CGGBP1-Promotors in Transfektions-Experimenten

Die 5'-flankierende Sequenz des menschlichen CGGBP1-Gens wurde in den Promotortest-
Vektor pGL2basic (Abb. 23a) kloniert, um den Promotor, also die fiir die Regulation der
Expression verantwortlichen cis-aktiven DNA-Sequenzen zu lokalisieren. Die hier ver-
wendeten Konstrukte enthielten zwischen 50 bp und 7,4 kb 5'-flankierende DNA. Die hoch
konservierte, alternativ gespleilite 5'-UTR wurde ebenfalls in das Testplasmid kloniert.

Das pGL2basic-Plasmid enthdlt keinen eukaryontischen Promotor, so dal3 das Reportergen
Luciferase aus Photinus pyralis nur dann exprimiert wird, wenn die in das Plasmid einge-
brachte Sequenz eukaryontische Promotoreigenschaften aufweist. Der Promotortest-Vektor
wurde nach der Methode der Nukleofektion in HeLa-Zellen transfiziert. Das Luciferase-
Protein katalysiert eine Biolumineszenz-Reaktion, die nach der Transfektion in den Zellysaten
nachgewiesen und quantifiziert wurde. Uber die Luciferase-Aktivitit wurde indirekt die

Transkriptionsrate des Gens bestimmt.
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D.4.4.1 Herstellung der Reportergenkonstrukte

D.4.4.1.1 Ableitung des Transkriptionsstartpunktes

Reportergenkonstrukte sollten den Transkriptionsstart enthalten. Hier wurde als 3'-Ende der
zu analysierenden genomischen Sequenz die Notl-Schnittstelle im ersten Exon des CGGBP1-
Gens gewdhlt, die in mehr als 20 EST-Klonen vorhanden war und somit stromabwirts des
Transkriptionsstartpunkts liegen mufite. Da EST-Klone von mit Poly-dT-Primern gestarteten
cDNAs abstammen, sind sie aufgrund der mangelnden Prozessivitit der meisten Reversen
Transkriptasen am 5'-Ende hdufig unvollstindig. Auflerdem wird bei der Produktion von
EST-Klonen hédufig in Notl-Schnittstellen kloniert, so dal3 eventuell vollstindige cDNAs, die
Notl-Schnittstellen enthalten, durch die Restriktion vor der Klonierung verkiirzt werden. Da
die meisten EST-Klone, die die Notl-Schnittstelle enthielten, auf korrekt gespleilite Trans-
kripte zurlickgingen, konnten sie nicht auf einer Kontamination durch genomische DNA

beruhen.

D.4.4.1.2 Klonierung

Fiir die Klonierung der Promotortestplasmide wurden geeignete Restriktionsschnittstellen im
genomischen Klon des CGGBP1-Gens ausgewihlt und die DNA-Fragmente nach der ndtigen
Modifizierung der DNA-Enden in den Promotortest-Vektor pGL2bas kloniert. Die hoch
konservierte 5'-UTR wurde durch RT-PCR und PCR amplifiziert, um ihren Einflufl auf die
Expression des Reportergens zu testen. Die Restriktionsstrategie wird im folgenden genau
beschrieben (Abb. 23).

Das Promotortestplasmid pGL2bas (Abb. 23a) wurde mit HindIIl gespalten und die
iiberhdngenden Enden durch das Auffiillen mit dem Klenowfragment der DNA-Polymerase I
in stumpfe Enden iberfiihrt. Um das Konstrukt cl herzustellen, wurde das Sacl-Notl-
Fragment des genomischen Klons (Abb. 2) nach der Modifizierung der Enden mit dem
linearisierten pGL2bas Plasmid ligiert. Das Kpnl-Fragment aus dem g20-143 Plasmid (Abb.
23b) wurde in die Kpnl-Schnittstelle des pGL2bas eingefiigt und der Klon als Kpnl-Kpnl-
pGL2 bezeichnet. Das Notl-Kpnl-Fragment entsprach dem Exon 1, das ausgeschnitten wurde,
um Konstrukt c¢2 zu bilden. Um das Konstrukt c6 herzustellen, wurde aus c¢2 das Smal-
Fragment entfernt. Fiir die Klonierung der zwei Spleiliformen der 5-UTR wurde der 5'-UTR
mit den Primern 5'-UTR-T und 5'-UTR-B durch eine PCR amplifiziert. Gelextrahierte RT-
PCR-Produkte, von denen eines das alternativ gespleite Exon III enthielt (D.3.3), dienten
hierbei als Matrize. Der Primer 5-UTR-T lag im ersten Exon des CGGBP1-Gens und
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Abbildung 23 Klonierung der Reportergenkonstrukte

Das Promotortestplasmid pGL2basic (a) wurde mit HindIIl oder Kpnl gespalten. In diese Schnittstellen
wurden dann die im Text beschriebenen Fragmente eingefiigt, die meist aus dem Plasmid g20-143 (b)
stammten. Die Primer, die fir die Klonierung der 5'-UTR verwendet wurden, sind durch schwarze
Dreiecke in (b) gekennzeichnet. In (c) sind einige Promotortestkonstrukte mit den verwendeten
Restriktionsendonukleasen aufgefiihrt. Das ORF des Luciferasegens (luc) (graues Rechteck) sowie die
(GCC)5-Wiederholung (Ellipse) aus dem CGGBP1-Promotor sind schematisch eingetragen. Die weiflen
Rechtecke in (c) stehen fiir die Exons I und II der 5'-UTR des CGGBP1-Gens, wihrend das alternativ
gespleiite Exon III schwarz dargestellt ist. In das Konstrukt c2 wurden mit der Exonuklease III
fortlaufende Deletionen eingefiihrt. In (d) ist ein exemplarisches Agarosegel der verwendeten Konstrukte
abgebildet. Die Plasmide wurden mit der Restriktionsendonuklease Bgll gespalten und die DNA-
Fragmente auf einem 1%iges Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Das Konstrukt d12 hatte bei der
Ligation ein zusétzliches DNA-Fragment integriert und wurde in den nachfolgenden Analysen nicht
verwendet.
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beinhaltete die dort vorkommende Sacll-Schnittstelle (Abb. 23b). Der Primer 5-UTR-B lag
im nicht-translatierten Bereich von Exon IV und endete unmittelbar vor dem Startcodon des
CGGBPI1. Fiir Klonierungszwecke wurde in diesen Primer eine HindIII-Schnittstelle
eingefiigt (Abb. 23b). Die PCR-Produkte wurden zunichst in den pGEM-T-Vektor kloniert,
der durch Blau-Weil3-Selektion eine Anreicherung an positiven Klonen erlaubte. Durch
Sequenzierung wurden Klone indentifiziert, die keine Tag-induzierten Mutationen enthielten.
Anschlieend wurde das Sacll-HindIII Fragment ausgeschnitten und das KpnI-KpnI-Plasmid
ligiert, aus dem das erste Exon des CGGBPI1-Gens vorher entfernt worden war. Das

Konstrukt, das die 5'-UTR ohne Exon III enthielt, wurde als c3, das mit Exon III als c4

bezeichnet. Das genomische Aquivalent der 5-UTR wurde mittels PCR aus dem A-Klon
g20-2 (Naumann, 1998) amplifiziert. Das 3,5 kb grof8e PCR-Produkt wurde wieder zunichst
im den pGEM-T-Vektor kloniert und durch Sequenzieren auf Mutationen in den
amplifizierten Exons hin untersucht. Da das genomische Fragment eine HindIII-Schnittstelle
im ersten Intron des CGGBPI1-Gens enthielt, erfolgte die Klonierung in zwei Schritten.
Zunichst wurde das HindIll-Fragment des genomischen 5'-UTR in das mit HindIII
linearisierte Kpn-Kpnl-pGL2 Plasmid eingefiigt. Das NotI-NotI-Fragment des resultierenden
Klons wurde dann mit dem Notl-Notl-Fragment aus g20-143 ausgetauscht, so dal die im
Genom vorkommende Sequenz hergestellt wurde (c5) (Abb. 23c).

Zur Feinkartierung der cis-aktiven DNA-Sequenzen in den 600 bp stromaufwérts des ersten
Exons wurden fortlaufende Deletionen durch die Exonuklease III in das Konstrukt c2 (Abb.
23d) eingefiihrt, das das Kpnl-Notl-Fragment aus g20-143 (Abb. 23 b) enthielt. Durch
Sequenzierung wurde die genaue Position der eingefiihrten Deletion bestimmt und sicher-
gestellt, dal wihrend der Klonierung keine Mutationen eingefiihrt worden waren. Die in den

Konstrukten dO1 bis d13 enthaltenen Sequenzen sind in Abbildung 24 eingetragen.
D.4.4.2 Eigenschaften der Reportergenkonstrukte

D.4.4.2.1 Eigenschaften der Reportergenkonstrukte mit der 5'-flankierenden
Sequenz des CGGBP1-Gens

Mit dem Konstrukt ¢l wurden 7,4 kb der stromaufwirts des CGGBP1-Gens gelegenen
genomischen Sequenz auf Promotor- oder Enhancer-Aktivitit untersucht. Die Konstrukte c2
bis c5 enthielten jeweils 1,5 kb der 5'-flankierenden Sequenz des CGGBP1-Gens, im Kon-
strukt ¢c6 waren 0,6 kb davon enthalten. Die 5'-flankierenden Sequenzen der CGGBP1-Gene
des Menschen, der Maus und der Ratte war iiber 600 bp zu iiber 81% identisch (Abb. 24). Mit

der Exonuklease I1I wurde die hochkonservierte Region in den Promotortestplasmiden dO1 bis
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d13 schrittweise verkiirzt. Das erste Nukleotid stromabwérts der Deletionen wurde in dem
Sequenzvergleich zwischen der Promotorregion des Menschen mit der der Maus und der
Ratte eingetragen (Abb. 24).

Eine 5'-d(GCC)s-3'-Wiederholung etwa 150 bp stromaufwérts der Notl-Schnittstelle in der
menschlichen Sequenz (Abb. 24) war auch in den Sequenzen aus Maus und Ratte enthalten
und im Vergleich zur menschlichen Sequenz verlidngert. Die 5'-d(GCC)y-3' der Maus und die
5'-d(GCC)6-3' der Ratte waren jedoch jeweils einmal vom Trinukleotid 5'-d(GCT)-3' unter-
brochen. Der Einflull der Trinukleotid-Folge auf die Promotor-Aktivitit wurde mit den Kon-
strukten d03 bis d06 genauer untersucht. Das Konstrukt dO3 enthielt die Trinukleotid-Folge
mit 33 nt der 5'-flankierenden Sequenz, wihrend sie im Konstrukt d04 das 5'-Ende der
untersuchten genomischen Sequenz darstellte. Im Konstrukt dO5 waren nur noch drei 5'-
d(CCQG)-3'-Einheiten enthalten, die durch die Exonuklease III im Konstrukt d06 vollstindig
entfernt worden waren.

In den weiteren Konstrukten d07 bis d13 wurde der Promotor schrittweise durch die
Exonuklease I1I jeweils um 16 bis 88 Nukleotide verkiirzt. Der menschliche Promotor enthielt
eine mogliche TATA-Box (Bucher et al., 1990), die in den Nagetiersequenzen jedoch nicht
konserviert war. Die TATA-Box-dhnliche Sequenz 5'-GATAAA-3"' befand sich 26 bp
stromaufwérts von dem am weitesten stromaufwirts gelegenen EST-Klon (Zugriffsnummer
BI1601953) (Abb. 24). Die Positionen von Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren, die
durch das Programm PromoterInspector (http://www.genomatix.de/) detektiert worden waren,
sind aus Abb. 24 ersichtlich. Das Programm vergleicht die eingegebene Sequenz mit der
Datenbank TransFac (Matys et al., 2003), in der experimentell bestimmte Transkriptions-
faktorbindungsstellen eingetragen sind. Alle hier eingetragenen Bindungsstellen wurden von
dem Programm als signifikante Treffer bewertet. Die Vorhersage einer biologischen Funktion
der identifizierten Bindungsstellen ist aufgrund der Primédrsequenz eines Promotors jedoch

noch nicht moéglich.
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Sequenzvergleich der Promotorregionen der CGGBP1-Gene

c6 Spl
6791 CCAGGAGACGCAGAGAGGCCCAGGACCCEGGTGACAAGTCGGGGCGGCCA 6840 Mensch
CECEEE E PP e T T T
71 CCAGGAGCCACGCAGAGGCCCGGGAGCCCAGTGACAAGTCGGAGCGGCCG 120 Maus
CEVEEEE T PP T LT LT
112039 CCAGGAGCCACGCAGAGGCCCAGGAGCCCGGTGACAAGTCGGAGCGGCCG 112088 Ratte

6841 ACGGACGCCTCACCTGACAGAAGCGTCGGCAGTAATCCCGACTGCTGATT 6890

121 ACGGGCGCCTCACCTGACAGAAGCGTCGGCAGTAATCCCGGCTGCTGATC 170
LUV TP e e fery
112089 ACGGGCGCCTCACCTGACAGAAGCGTCGGCAGTAATCCCGGCTGCTGATC 112138
Adf-1 Zmhoxla
6891 CCGACGCCGCCGCCGCAGTTGCCGCTGCCAGCGCCGCCTCTGCCGTCGCC 6940

171 CCGACGCCGCCGCCACAGCCGCCGCCGCCEGCCCCCCCTCTGCCETCGCC 220
NN S N A N A A A A A NN NN
112139 CCGACGCCGCCGCCAGAGCCGCTGCCGCTGECTCCCCCTCTGCCGTCGCC 112188
do1
6941 CGCAGCTCTAAGCCCCACAGGGCCEAGCGGGGACTCCACAATGGCCACAA 6990

221 CGCAGCTAGGAGCCCCACTGGGCCCGGGGGGGACTCCACAATGGCCACGA 270
CUTEECTE PEEEEEEr Tt e e |
112189 GGCAGCTCTGAGCCCCACTGGGCCCGGGGGGGACTCCACAATGGCCACGA 112238
402
6991 GCTCTTCTCCGAGECETRCGECCTCTTCETCGCTCTCTTCCTCCGCCATE 7040

271 GCTCTTCTCCGAGGCGCTCGGCCTCTTGGTCGCTCTCTTCCTCCGCCATG 320
NRRRRARR RN RN AN R R AR R R E AR R RR AR RN RRRNARRANAEE
112239 GCTCTTCTCCGAGGCGTTCGGCCTCTTGGTCGCTCTCTTCCTCCGCCATG 112288
dos . . do4 . 405 .
7041 AGGETCTCGCCGCCCAgege cGTA. CCAGCCCCTogeceecfdceeeeace 7083

321 AGGCTCTCGCCGCCCAGCGCGTACCCAGCCCCTGCGCCGCCGCCGCCGCC 370
EELEETTECEEE L FE ey 1
112289 AGGCTCTCGCCGCCCAGCGCGTACCCAGCCCCTGCGCCGCCGCCGCTECC 112338
. .do6 . do7.
7084 ...t TAGATGCETAGGCTAACCTCCTCRTCCT . CTCTAGTT 7126

371 GCCGCTGCCGCCGCCGCTGCCTCAGCTAACCTCCTCCTCCTCCTCTAGTT 420
| [ LEEEE TEEEEEEEEr e T
112339 GCCGCC. . ....... GCTGCCTCAGCTAACCTCCTCCTCCTCCTCTAGTT 112390
Spl . dos
7127 CCCTECEEE . TTECETECTCCCTAGE ggACAGGGGCCTCTCGGCTGGGC 7175

421 CCCTCCCCCTTTCCCTCCGCCCCAGCCGGACA . GGGCTACTCGCCTGGGC 469
NN N R RN N e N A N A
112380 CCCTCCTCCTTTCCCTCCGCCCGAGCCGGACA . GGGCCACTCCACTGGGC 112428
Spl  do9 CAAT-Box
7176 TCTACTTCCEGOTCEEERCACEEACGCCCCCAGTTTTTATIGEARGACGC 7225

470 TCTACTTCCGGCTCCGCCCACCCACGCCCCCAGTTTTCACTGGAGGAAGG 519

112429 TCTACTTCCGGCTCCGCCCACCCACGCCCCCAGTTTTCACTGGAAGAAGG 112478
CAAT-Box d10 . Spl dll CAAT-Box
7226 AAGCTGCCAATCHTGTTCATGCCCGCCTTECCACTACTATTGGTGAAATC 7275

520 ACACCGCCAATCATAGGCATGCCCGCCCTACC.TTCCTATTGGTTACACT 568

112479 AAACCGCCAATCATAGGCATGCCCGCC.CTACACTCCTATTGGTTAAACT 112527
* Spl
7276 GACAGTCTGTTTGATAAACcggCCGTCTGTTGGTCAATGCTGCTCGGCGG 7325

569 AGCCGTCTGTTTGCCAGGCCTGCCATCTGTTGGTCCACACTACTCGGCGG 618

112528 AACCGTCTGTTTGACAGCCCTGCCATCTGTTGGTCAACACTACTCGGCGG 112577
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: di3 : : :
7326 TTGCTGGGGACCGCCTACEGGCTCTGCCATAGGCGGTGCAGGCGGACGEE 7375 Mensch
AR N RN R A A N
619 TTGCTGAGGACCGCCTACGAGCCCTGCCATAGGGCGCGCCGGAGGACGGG 668 Maus

112578 TTGCTGAGGACCGCCTACGAGCTTTGCCATAGGGCGCGCCGGAGGACGGG 112627 Ratte
. NotI . . .
7376 gcgcGGCGGGGGACACGGCGGCEGCCGCGGGGCTCGATCGGGCAACGGCG 7425

669 GCGCGGCAGGGGACACGGCGGCCGCGGCGGAGCTCGCTCGGGCGGCGGCG 718

112628 GCGCGGCGGGGGACACGGCGGCCGCAGCGGGGTTCGCTCGGGCGGCGGCG 112677

7426 GCGACGGCGGCAGCG 7440

719 ACGGCGGTGGCAGCG 733

112678 GCGGCGGCGGCGGCG 112692

Abbildung 24 Sequenzvergleich der Promotorregion des CGGBP1-Gens

Die 5'-flankierende Sequenz des CGGBP1-Gens des Menschen (obere Zeile) wurde mit der der Maus
(mittlere Zeile) und der der Ratte (untere Zeile) verglichen. Die Zahlen beziehen sich auf die jeweilige
Position in den genomischen Sequenzen, die unter den Zugriffsnummern AF094481 (Mensch), AY 189895
(Maus) und AC128161 (Ratte) zuginglich sind. Ein senkrechter Strich als Zeichen fiir eine Uberein-
stimmung zwischen zwei Sequenzen bezieht sich hier immer auf eine Ubereinstimmung mit der
menschlichen Sequenz. Sequenzabweichungen zwischen Maus und Ratte erkennt man somit an einem
unterschiedlichen Strichmuster. Einige Transkriptionsfaktorbindungsstellen, die durch eine Sequenzver-
gleich mit der TRANSFAC-Datenbank (Matys et al., 2003) durch das Programm PromoterInspector
(http://www.genomatix.de) identfiziert worden waren, sind auf grauem Hintergrund gedruckt. Eine
mogliche TATA-Box (ab nt 7289) wurde mit grauer Schrift dargestellt und fett unterstrichen. Die fiir die
Klonierung verwendete Notl-Schnittstelle ist kursiv geschrieben und das letzte im Konstrukt enthaltene
Nukleotid wird mit einer schwarzen Box gekennzeichnet. Das 5'-Ende des am meisten 5'-gelegenen EST-
Klons (D.4.4.1.1) des CGGBP1-Gens ist durch ein Sternchen markiert. Die Enden der durch die
Exonuklease IIl verkiirzten Konstrukte, die in Transfektions-Experimenten verwendet wurden, sind
invertiert auf dunkelgrauem Hintergrund eingetragen und mit dO1, d02 etc. benannt. Alle CpG-
Dinukleotide, die in vitro methyliert wurden (D.4.5), sind fett gedruckt. Hpall (5'-CCGG-3') und Hhal-
Schnittstellen (5'-GCGC-3") wurden klein gedruckt und unterstrichen.

D.4.4.2.2 Eigenschaften der Reportergenkonstrukte mit der 5'-UTR des CGGBP1-
Gens

Die Konstrukte c3 bis ¢5 dienten der Analyse des Einflusses der hoch konservierten 5'-UTR
auf die Translation des Reportergens. In RT-PCR-Experimenten wurde festgestellt, da3 die 5'-
UTR des CGGBP1-Gens in HeLa-Zellen alternativ gespleifit wurde (Abb. 15). Sequenz-
analysen legten auBBerdem nahe, dal bei der Expression des CGGBPI1-Gens posttranskrip-
tionale Regulation eine Rolle spielen konnte (E.4). Deshalb wurde die 5'-UTR des CGGBP1-
Gens in drei Varianten vor das offene Leseraster der Luciferase kloniert (Abb. 23b). Im

Konstrukt ¢3 waren die beiden ersten Exons der 5'-UTR enthalten, wihrend das Konstrukt c4
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alle drei Exons der 5'-UTR aufwies. Mit den beiden genannten Konstrukten sollte der Einfluf3
der alternativ gespleiiten 5'-UTRs isoliert betrachtet werden konnen. Da in HeLa-Zellen
normalerweise beide Spleilvarianten vorkamen (D.3.3; Abb. 15), wurde auch das genomische
Aquivalent der 5'-UTR kloniert, aus dem die 5'-UTR dann in dem natiirlich vorkommenden

Verhiltnis der Varianten gespleif3t werden sollte.

D.4.4.3 Nukleofektion der Promotortestplasmide in HeLa-Zellen

Die Plasmide wurden durch die von der Firma amaxa entwickelte Methode der Nukleofektion
in HelLa-Zellen eingebracht. Dabei werden Zellen in einem fiir sie entwickelten Puffer
aufgenommen und — dhnlich wie bei der Elektroporation (Potter et al., 1984) — kurzen
elektrischen Impulsen hoher Feldstirke ausgesetzt. Die Zusammensetzung der Puffer ist nicht
bekannt. Der Vorteil dieser Methode lag vor allem in einer reproduzierbar hohen

Transfektionseffizienz und der schnell einsetzenden Expression der transfizierten Eigenschaft.

D.4.4.3.1 Etablierung der Transfektionsmethode der Nukleofektion

Die Transfektionseffizienz wurde hier zundchst durch eine Transfektion mit einem fiir das
griin-fluoreszierende Protein (GFP) kodierenden Plasmid (pEGFP-C1) kontrolliert. Sie war
abhingig von der Menge transfizierter DNA. Da grole DNA-Mengen toxisch auf Zellen
wirkten, wurden schlielich als Kompromif3 zwischen Transfektionseffizienz und Toxizitét 5
ug DNA pro Transfektion eingesetzt. Bei Bestrahlung der transfizierten Zellen mit Licht einer
Wellenlidnge von 488 nm leuchteten 24 Stunden nach der Transfektion immer zwischen 70 %
und 95 % der Zellen griin. Die Kinetik der Expression des GFP war mit der der Luciferase
jedoch nicht vergleichbar. Wéahrend das GFP noch bis zu 3 Tage nach der Transfektion
nachweisbar war, wurde Luciferase nur wenige Stunden lang exprimiert. Um den Zeitpunkt
der hochsten Aktivitidt zu bestimmen, wurden Zellen bis zu 24 Stunden nach der Transfektion
geerntet und die Luciferase-Aktivitit dann in den Zellysaten gemessen (Abb. 25). Als Zeit-
punkt der Ernte eignete sich 7 Stunden nach der Transfektion, da die Luciferase zu diesem

Zeitpunkt bereits stark exprimiert war.

104



D Ergebnisse

Abbild 25 Besti d
lldung estimmung des Bestimmung des Erntezeitpunktes

Erntezeitpunktes
Exemplarischer ~ Verlauf der 5000
Luciferase-Aktivitit nach der £ 4000 T
Transfektion. Die Aktivitdt der ‘g 7 % ~
Luciferase (Relative Lichtein- gt 3000 + ‘i‘ +
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fizierten Ansdtzen nach den 0
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angegebenen Stunden nach der

Transfektion gemessen und Stunden nach Transfektion

gemittelt.

D.4.4.4 Der minimale Promotor des CGGBP1-Gens

Der minimale Promotor des CGGBP1-Gens wurde durch Transfektions-Experimente mit den
oben beschriebenen Plasmiden definiert. Das Reportergen Luciferase war dort unter der
Kontrolle von unterschiedlich langen Fragmenten der 5'-flankierenden Sequenz des CGGBP1-
Gens. Fiir die Lokalisierung des CGGBP1-Promotors wurden 1x10° HeLa-Zellen mittels der
Nukleofektion mit 5 pg Plasmid transfiziert. Nach 7 Stunden wurden die Zellen geerntet,
lysiert und die Luciferase-Aktivitét in den Lysaten gemessen (Abb. 26).

Der Einflul der 5'-UTR auf die Reportergen-Aktivitit wurde mit den Konstrukten c3 bis ¢5
untersucht. Die hoch konservierte 5'-UTR mit oder ohne Exon III wurde in die Konstrukte c4
bzw. c3 eingefiigt. Im Konstrukt c¢5 waren auflerdem die insgesamt 3,5 kb der Introns der
alternativ gespleifiten 5'-UTR enthalten. Die zwischen Mensch und Nagetieren konservierte
Region wurde in allen weiteren Konstrukte durch die Exonuklease III schrittweise verkiirzt.
Der CGGBP1-Promotor mit 1,5 kb bis 235 bp genomischer Sequenz war etwa 10-fach
schwicher als der zum Vergleich transfizierte virale Promotor (SV40), der in dem
Kontrollplasmid pGL2con vorhanden war (Abb. 26). Die Luciferase-Aktivitit unterschied
sich nur gering, wenn Plasmide mit 1,5 kb bis 235 bp humaner Sequenz in HeLa-Zellen
transfiziert worden waren (c2—d08). Die Trinukleotidfolge beeinflulte die Stirke der
Expression des Reportergens nicht. Den starksten Einflufl auf die Reportergen-Aktivitdt {ibten
die 30 Nukleotide aus, die dem Konstrukt d10 im Vergleich zum Konstrukt d09 fehlten.
Gemail der Analyse der Promotorsequenz enthielt diese Region zwei CCAAT-Boxen, die als

Bindungsstellen fiir eine Reihe verschiedener Transkriptionsfaktor dienen konnten.
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Die Promotor-Aktivitidt von kleineren Fragmenten nahm stark ab, bis sie bei einem 54 nt
langen Fragment (d13) nur gering iiber der Hintergrund-Aktivitit des pGL2bas ohne
Promotor lag. Unter Beriicksichtigung der unter D.4.4.1.1 beschriebenen EST-Klone enthielt
dieses Konstrukt jedoch wahrscheinlich nicht den Transkriptionsstart des CGGBP1-Gens.

Die schwichere Luciferase-Aktivitit bei dem Konstrukt c1 (Abb. 26) konnte auf einem Effekt
der Kopienzahl oder der hoheren Toxizitét des groBeren DNA-Molekiils beruhen. AuBlerdem
sinkt mit groBeren DNA-Molekiilen die Transfektionseffizienz. Das Konstrukt c1 war mehr
als doppelt so groB3 wie das Konstrukt c6, zudem starben mehr Zellen nach einer Transfektion

des grofleren Plasmids als bei den anderen Transfektionen.
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Abbildung 26 Funktionale Analyse des CGGBP1-Promotors in HeLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden mit den auf der linken Seite schematisch abgebildeten Konstrukten wie
beschrieben nukleofiziert. Vor dem offenen Leseraster der Luciferase (graues Rechteck) enthielt das
Konstrukt ¢l 7,4 kb der 5'-flankierenden genomischen Sequenz des CGGBP1-Gens, die Konstrukte
c2 bis c5 jeweils 1,35 kb. Die 5'-d(GCC)5-3'-Wiederholung ist durch eine Ellipse dargestellt. Die
hoch konservierte 5'-UTR mit oder ohne Exon III wurde in die Konstrukte c4 bzw. c3 eingefiigt
(weiBle Rechtecke). Im Konstrukt ¢5 waren neben den drei Exons insgesamt 3,5 kb der Introns der
alternativ gespleifiten 5'-UTR enthalten. Die zwischen Mensch und den Nagetieren konservierte
Region wurde in allen weiteren Konstrukten durch die Exonuklease III schrittweise verkiirzt. Die im
Luminometer gemessenen relativen Lichteinheiten (RLU) wurden pro pg Protein und pg
transfizierter DNA berechnet. Das Konstrukt c6 enthielt 0,6 kb genomische Sequenz und diente als
Referenz. Zum Vergleich wurde die relative Aktivitidt des SV40-Promotors (con) und des Vektors
ohne eukaryontischen Promotor (bas) eingetragen (weille Balken).
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D.4.5 Methylierungssensitivitat des CGGBP1-Promotors

Die Konstrukte d09 und d03 (D.4.4.1.2) enthielten jeweils 18 bzw. 32 CpG-Dinukleotide. Im

Konstrukt d09 waren zwei in jeweils einer Hpall und einer Hhal-Erkennungssequenz ent-

halten. Beim Konstrukt d03 lagen insgesamt 6 CpG-Dinukleotide in jeweils drei Hpall und

drei Hhal-Erkennungssequenzen (Abb. 24 und 30). Bei einer in-vitro-Methylierung durch die

Methylasen M-Hhal bzw. M-Hpall wurden in Anwesenheit des Methylgruppen-Donors S-

Adenosyl-Methionin (SAM) nur die Desoxycytidine methyliert, die in der jeweiligen palin-

dromischen Erkennungssequenz lagen, wihrend die anderen CpGs unmethyliert blieben.

Damit war es mdglich, den Einflul einer
bzw. dreier Methylgruppen in der 5'-flankie-
renden Sequenz auf die Promotor-Aktivitét
zu testen. Die Konstrukte d03 und d09
wurden in vitro mit den Methylasen M-Hhal
und M-Hpal methyliert. Im Falle des Kon-
struktes dO3 wurden in der Promotorregion
des CGGBP1-Gens also jeweils drei CpG-
Dinukleotide methyliert, im Konstrukt d09
nur jeweils ein Dinukleotid. Nach einer
Behandlung mit der Sssl-Methylase waren
alle vorhandenen 18 bzw. 32 CpG-Di-
nukleotide im Konstrukt d09 bzw. d03
methyliert.

Alle hier verwendeteten Methylasen modifi-
zierten auch alle im Vektor vorhandenen
CpG-Dinukleotide, die in ihrer Erkennungs-
sequenz lagen. Eine Restriktionsanalyse der
in-vitro-methylierten Plasmide mit den
methylierungssensitiven  Restriktionsendo-
nukleasen Hhal und Hpall gab dann
Aufschlul dariiber, da die jeweiligen

Erkennungssequenzen vollstindig methyl-

M-Hhal M-Sssl M-Hpall M-Sssl
* mock mock mock Hpall
I x _ _ . xE — —
€E ® ® ® ® ® 29 ® ® S
©  C c c n o Q o o
m/ T/ T/ T/ T/ T =2T/T /T E

Abbildung 27 Uberpriifung der in-vitro-
Methylierung

Nach der Inkubation des Plasmids d09 mit den
angegebenen Methyltransferasen und Restriktions-
enzymen wurde ein Aliquot von 1 ng in einer DNA-
Transfer-Analyse eingesetzt. Hier wird exemplarisch
die Uberpriifung der in-vitro-Methylierung des Kon-
struktes d09 gezeigt. Als Hybridisierungssonde
diente das Plasmid d09. Die mit Sternchen ver-
sehenen Ansdtze gingen auf unbehandeltes Plasmid
zuriick. Mit BamHI wurde das Konstrukt linearisiert.

iert worden waren (Abb. 27). Zur Sssl-Methylase gab es kein korrespondierendes

Restriktionsenzym. Um einen Anhaltspunkt iiber das Ausmall der Methylierung durch die
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SssI-Methylase zu erhalten, wurde ein Sssl-methyliertes Konstrukt mit Hpall und Hhal

inkubiert und nur dann eingesetzt, wenn beide Restriktionsenzyme das Plasmid nicht mehr

spalten konnten. Die Restriktionen wurden anschlieBend mittels eines DNA-Transfer-

Experimentes auf nicht methyliertes Plasmid hin untersucht (Abb. 27). In parallelen Ansdtzen

wurde der Methylgruppen-Donors SAM weggelassen (mock-Methylierung). Diese Ansétze

dienten als Referenz in den
Restriktionsanalysen, in denen
die Vollstindigkeit der
Methylierung iiberpriift wurde.
Bei der Bestimmung der
Reportergen-Aktivitit ~ wurden
in-vitro-methylierte mit mock-
methylierten Konstrukten
verglichen(Abb. 28).

Zur Untersuchung der Empfind-
lichkeit des CGGBP1-Promotors
gegeniiber Methylierung wurden
HeLa-Zellen schlieBlich jeweils
mit der gleichen Menge an in-
vitro- bzw. mock-methylierter
DNA transfiziert. Die Aktivitdt
der Luciferase wurde in Protein-
extrakten der  transfizierten
Zellen gemessen, die nach 7
Stunden nach Transfektion ge-

erntet worden waren (Abb. 28).
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Abbildung 28 Methylierungssensititit des CGGBP1-
Promotors

Die Mittelwerte der Luciferase-Aktivitdt aus drei Experimenten
wurden in transfizierten HeLa-Zellen bestimmt und auf ug DNA
und pg Protein standardisiert. Die verwendeten Konstrukte,
Methylasen und die Anwesenheit des Methylgruppen-Donors
SAM wurden in das Balkendiagramm eingetragen.

Der CGGBP1-Promotor wurde durch eine Methylierung aller 18 bzw. 32 CpG-Dinukleotide

inaktiviert, wihrend eine Hhal- bzw. Hpall-Methylierung die Aktivitit kaum beeinflufite. Es

konnte nicht ausgeschlossen werden, dal die Methylierung eines speziellen CpG-

Dinukleotids den CGGBP1-Promotor nach SssI-Methylierung inaktivierte.
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D.4.6 Methylierungsstatus des CGGBP1-Gens

D.4.6.1 Lokalisierung von CpG-Dinukleotiden im genomischen Klon des CGGBP1-
Gens

Das Dinukleotid CpG kommt im Genom seltener vor, als man aufgrund der Basenzusammen-
setzung erwarten wiirde (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Dies
driickt sich in einem durchschnittlichen CpG/GpC-Verhéltnis von 0,2 aus (Antequera und
Bird, 1993). Das Verhiltnis liegt im Bereich um das erste Exon des CGGBP1-Gens jedoch
durchschnittlich bei 0,85. Zwischen 50 und 80 % der im menschlichen Genom vorkom-
menden CpG-Dinukleotide sind methyliert. Eine Vorhersage des meist gewebespezifischen
Methylierungsstatus ist bisher nicht moglich. Also wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Methylierungszustand der 5'-flankierenden Region des CGGBP1-Gens in zwei Zelltypen
durch die Bisulfit-Methode des genomischen Sequenzierens bestimmt (Frommer et al., 1992;

Clark et al., 1994).

D.4.6.2 Genomisches Sequenzieren nach der Bisulfitmethode

Ahnlich wie bei der basenspezifischen chemischen Spaltung von DNA (Church und Gilbert,
1984) wird bei der Bisulfit-Methode der Methylierungszustand aller Desoxycytidine
unabhingig von der umgebenden Sequenz untersucht. Somit werden CpG-Dinukleotide sowie
Desoxycytidine in anderen Nukleotidkombinationen erfafit. Bei einer DNA-Transfer-Analyse
mit methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen ist man bei der Detektion der Methyl-
ierung auf die in den Erkennungssequenzen vorkommenden Desoxycytidine beschrinkt.
Diese machen hédufig nur einen geringen Prozentsatz der insgesamt vorkommenden

Desoxycytidine aus.
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Das
mit Bisulfit beruht auf der kata-

genomische Sequenzieren

lytischen Wirkung von Bisulfit,
Desoxycytidine in einzelstring-
iger DNA hydrolytisch zu Des-
oxyuracilen zu desaminieren
(Abb. 29). 5-Methyl-Desoxy-
cytidin reagiert unter den ge-
wihlten Bedingungen nicht mit
Bisulfit und bleibt somit
unverdndert. Die mit Bisulfit be-
handelte DNA wird dann in einer
PCR eingesetzt, bei der das ent-
standene Desoxyuracil mit Des-
oxyadenin paart und schlieBlich
in Desoxythymidin iiberschrie-
ben wird. Die in der Sequenz

verbliebenen Desoxycytidine

a
NH2  schritt 1: NH
® Bisulfit-Addition ® H
P S
o N o N sd;
R R

Desoxycytosin 5,6-Dihydrodesoxy-
cytidin-6-sulphonat
Schritt 2: H.O
DHydroI.ytllsche NH4+ 2
esaminierung

O (o]

H
j\ | -HSOy HN H
OoH )\ H

o N N™ s

Schritt 3: O I
Alkalische
R Desulphonierung R
Desoxyuridin 5,6-Dihydrodesoxy-
uridin-6-sulphonat

CATCGTA™CGACT

l Bisulfit-Behandlung

UATUGTA"CGAUT

l PCR-Reaktion
l Klonierung

l Sequenzierung

TATTGTA CGATT

Abbildung 29 Genomisches Sequenzieren nach der Bisulfit-

Methode

(a) Chemie der Bisulfit-Behandlung (modifiziert nach Hayatsu,
1976; Abb. 12) (b) Abfolge der Arbeitsschritte und Angabe der
exemplarischen Nukleotidsequenz mit zwei CpG-Dinukleotiden

(fett), von denen das zweite methyliert ist. Alle nicht methylierten

Desoxycytidine werden in Desoxythymidine umgewandelt, 5-

Methyl-Desoxycytidine erscheinen nach der

PCR als als

Desoxycytidine. (Abbildung iibernommen aus Remus, 2000)

gehen, bis auf eine Fehlerquote von maximal 3,3 % (Zeschnigk et al., 1997), auf methylierte

Desoxycytidine zuriick. Mit dem Sequenzieren von subklonierten PCR-Produkten wird der

Methylierungszustand einzelner Allele analysiert.

D.4.6.3 Keine CpG-Methylierung im CGGBP1-Gen in primaren Zellen und

transformierten Zellinien

Der Methylierungszustand der 5'-flankierenden Region und des Exon I des CGGBP1-Gens
wurde in DNA aus HeLa-Zellen und peripheren weilen Blutzellen (PWBZ) mit der Bisulfit-

Methode des genomischen Sequenzierens untersucht. Die im ersten Intron I vorkommenden

CpG-Dinukleotide wurden ausschlieBlich in PWBZ analysiert. Hierzu wurde der kodierende

Strang der Region um das erste Exon des CGGBP1-Gens mit vier Primerpaaren amplifiziert

(Tab. 5 und Abb. 30). PCR-Produkte wurden subkloniert, und in der Regel 10 Klone pro

analysierter DNA sequenziert.
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Primerpaar Grolle des PCR- . Bereich CpG GC-Gehalt Verhaltnis
Produktes (bp) (ntin AF094481) n % CpG/GpC
p20 A 678 6141-6818 27 54 0,79
p20 B 530 6815-7344 49 65 0,8
p20 C1 211 7333-7543 29 69 0,93
Bestimmung des Methylierungsstatus mit p20 A-C1:  ¥=102*
p20 C2 584 7333-7916 68 73 0,94

Bestimmung des Methylierungsstatus mit p20 A-C2:  ¥=141*

Tabelle 5 Genomisches Sequenzieren nach der Bisulfit-Methode: Primer und amplifizierte Regionen
Lage der Primer und Eigenschaften der amplifizierten Regionen bei der Untersuchung der Methylierung im
Promotorbereich des CGGBP1-Gens (frither als p20 bezeichnet). Die Sequenzen der Primer sind im
Anhang (I.1) aufgefiihrt. *Da die PCR-Produkte an ihren Enden {iberlappten, war die Summe der insgesamt
analysierten CpG-Dinukleotide kleiner, als die Summe der Anzahl der CpG-Dinukleotide in den einzelnen
PCR-Fragmenten. Die 29 CpG Dinukleotide des PCR-Produktes p20 C1 sind alle auch im PCR-Produkt C2
enthalten (siche Abb. 30)

Insgesamt wurde der Methylierungstatus in 72 subklonierten PCR-Produkten bestimmt. In
lediglich 20 Klonen wurden Desoxycytidine gefunden, die aus einem CpG-Dinukleotid der
Originalsequenz stammten (Abb. 30). Die ermittelte Gesamtmethylierung lag somit bei 0,8 %.
Keines der potentiell methylierten Desoxycytidine kam in zwei Klonen an der gleichen Stelle
vor. Desgleichen traten 22 Desoxycytidine in den PCR-Produkten auf, die in der Original-
sequenz nicht zu einem Desoxyguanosin benachbart gewesen waren (0,7 % aller
Desoxycytidine). In zwei von 24 Klonen kam ein solches nicht in Desoxythymidin {iber-
schriebenes Desoxycytidin an der gleichen Stelle in einem CCC-Trinukleotid auf. Diese
aulerhalb eines CpG-Dinukleotids befindlichen Desoxycytidine konnten zwar auf eine in der
Zelle vorhandene Methylierung hinweisen, bei den beobachteten geringen Prozentsitzen und
dem Vorkommen (in der gleichen Position) in maximal zwei von 72 sequenzierten Klonen,
handelt es sich wahrscheinlich um Artefakte der Methode. So kdnnte die Umsetzung mit
Bisulfit in Einzelfdllen unvollstindig geblieben sein. Aullerdem waren auch Mutationen
denkbar, die durch die Taqg-Polymerase eingefiihrt worden sein kdnnten, da sie {iber keine
3'-5'-Exonuklease-Aktivitit verfiigte. Deshalb enthielten die PCR-Produkte vereinzelt auch
andere Abweichungen von der Originalsequenz.

Die 141 CpG-Dinukleotide in den Bereichen A, B, Cl1 und C2 waren demnach in allen
Zelltypen nicht methyliert (Abb. 30). Da das Methylierungsmuster in PWBZ einer Probandin
in den exemplarisch untersuchten Regionene B und C2 dem des Probanden entsprach, wurde
auf eine Analyse des A-Fragmentes verzichtet. In KB-DNA wurde nur der Region ClI

untersucht, in der ebenfalls alle CpG-Dinukleotide komplett unmethyliert vorlagen.
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Genomisches Sequenzieren des CGGBP1-Promotors

do3
Konstrukte dos
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@ Hhal <« Hpall 1 CpG o nicht methyliertes CpG 1 methyliertes CpG

Abbildung 30 Genomisches Sequenzieren nach der Bisulfit-Methode: Karte des
CGGBP1-Promotors

In der schematischen Karte wurde die Verteilung der CpG-Dinukleotide in der untersuchten
Region eingetragen und ihre Position in Erkennungssequenzen von methylierungs-
sensititven Restriktionsendonukleasen Hhal wund Hpall angegeben (Legende der
verwendeten Symbole in der Abbildung). Die Lage der Konstrukte, die in Transfektions-
Experimenten verwendet worden waren (D.4.5), wurden durch Striche iiber der Karte
gekennzeichnet. Pfeile weisen auf die Position der verwendeten Primer hin (Tab. 5) Die
Quellen der analysierten DNA wurde links in der Abbildung genannt: periphere weille
Blutzellen (PWBZ) eines Probanden (m) und einer Probandin (w) sowie die transformierte
menschlichen Zellinien HeLa und KB. Die Rechtecke stellen jeweils ein CpG-Dinukleotid
dar, das sich nach der PCR als unmethyliert (leeres Rechteck) oder methyliert (schwarz)
erwiesen hatte. Die Blocke aus Rechtecken wurden unterhalb der verwendeten Primerpaare

angeordnet.
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D.5 Gezielte Geninaktivierung des cggbp1 Gens

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Strategie zur Inaktivierung des cggbpl-Gens entwickelt
werden. Der Geninaktivierungs-Vektor wurde hier fertiggestellt, und mit der Transfektion von
embryonalen Stammzellen der Maus wurde begonnen. Die technischen Grundlagen von
Geninaktivierungs-Experimenten wurden hier auch unter Beriicksichtigung der geplanten
Tierexperimente vorgestellt, da sie fiir die Entwicklung der Strategie von groBer Bedeutung

waren.
D.5.1 Technische Grundlagen

D.5.1.1 Konventionelle Geninaktivierung

Die gezielte Inaktivierung eines Gens in der Maus kann zur Aufkldrung seiner Funktion
beitragen. Diese 1987 entwickelte Methode beruht auf homologer Rekombination, bei der ein
Gen durch einen sogenannten Geninaktivierungs-Vektor ausgetauscht wird (Thomas und
Capecchi, 1987). Der Geninaktivierungs-Vektor enthdlt dabei das Zielgen, das in vitro
ausgeschaltet oder anderweitig modifiziert worden ist. Um die Voraussetzungen fiir einen
sequenz-spezifischen Austausch zu schaffen, mu3 der Geninaktivierungs-Vektor zusétzlich
mehr als 1,3 kb unverdnderte Sequenz vom Genlocus des Zielgens enthalten (Hasty et al.,
1991).

Nach einer Transfektion in pluripotente embryonale Stammzellen (ES-Zellen) (Evans und
Kaufman, 1981; C.1.3.3) miissen diejenigen seltenen Klone identifiziert werden, die das
Zielgen gegen den Geninaktivierungs-Vektor durch homologe Rekombination ausgetauscht
haben. Mit Hilfe einer Positiv/Negativ-Selektion werden homologe Rekombinanten
angereichert (Mansour et al., 1988). Bei der positiven Selektion {iberleben nur Zellen, die den
Vektor aufgenommen und ins Genom integriert haben, da im Vektor das entsprechende
Resistenzgen vorliegt. Der Selektionsmarker im Geninaktivierungs-Vektor muf3 auf beiden
Seiten von genomischer DNA flankiert sein, die die homologe Rekombination in das Genom
vermitteln kann.

Die Mehrheit der Klone, die die Positivselektion iiberleben, haben den Vektor jedoch durch
illegitime Rekombination zufillig in das Genom integriert. Da fiir eine illegitime
Rekombination keine hohe Sequenzédhnlichkeit zwischen Integrationsort und der integrierten
DNA bestehen muf3, geschieht es hédufig, da der Geninaktivierungs-Vektor dabei samt der
Plasmidsequenz in das Genom aufgenommen wird. Diese Beobachtung liefert die Grundlage

fiir eine Anreicherung homologer Rekombinanten durch eine Negativselektion. Dafiir trigt
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der Geninaktivierungs-Vektor einen negativen Selektionsmarker, meist die Thymidinkinase
(TK) des Herpes simplex-Virus. Transfizierte Zellen werden unter selektionierendem Agens
kultiviert, der Tod derjenigen Zellen vermittelt, die den negativen Selektionsmarker an einer
zufdlligen Stelle in ihr Genom integriert haben. Bei Anwesenheit des TK-Gens kann das
Guanosin-Analogon Ganciclovir zum Monophosphat phosphoryliert werden. Zelleigene
Enzyme wandeln es in ein Triphosphat um, welches anstelle von Guanosin bei der Replika-
tion in die DNA eingebaut wird, durch seine azyklische Seitenkette aber dann zum Abbruch
der Polymerase-Reaktion fiihrt. Fiir eine zufdllige Integration darf der negative Selektions-
marker nicht auf beiden Seiten von genomischer DNA flankiert werden. Der Genin-
aktivierungs-Vektor wird also mit einer geeigneten Restriktionsendonuklease so linearisiert,
daf} der negative Selektionsmarker nur auf einer Seite an endogene DNA des Zielgens grenzt
(Abb 34e). Somit ist er von einer homologen Rekombination ausgeschlossen, da diese nur bei
hoher Sequenzéhnlichkeit der zu rekombinierenden DNA-Molekiile stattfindet.

Homologe Rekombinanten sind doppelt-resistent und {iiberleben beide Selektionen. Die
genetische Verdnderung der Klone wird durch geeignete molekularbiologische Methoden wie
Southern-Transfer-Analysen oder PCR nachgewiesen. Zur Generation von Méusen, in denen
das Zielgen ausgeschaltet worden ist (knock-out-Maus) werden zunédchst doppeltresistente,
undifferenzierte ES-Zellen in Wildtyp-Blastozysten injiziert, die anschlieBend in eine
scheinwangere Maus implantiert werden. Bei den entstehenden Miusen handelt es sich um
Chiméren, deren Gewebe sich teilweise von Wildtyp- und teilweise von manipulierten ES-
Zellen ableiten. Um eine transgene Mauslinie zu erhalten, die die eingefiihrte Modifikation
gemill den Mendelschen Regeln an ihre Nachkommen weitergibt, werden die Chiméiren mit
Wildtyp-Méausen verpaart. Bei geeigneter Wahl des Mausstamms, aus denen die
Empfangerblastozysten entnommen worden waren, und des Mausstamms der manipulierten
ES-Zellen kann man z. B. anhand der Fellfarbe leicht jene Nachkommen identifizieren, die
von den manipulierten ES-Zellen abstammen. Man spricht dann von einer Keimbahntrans-
mission des Geninaktivierungs-Vektors (Schwartzenberg et al., 1989).

Die Folgen des Verlustes des Zielgens konnen dann im Zusammenhang des gesamten Orga-
nismus im hetero- sowie homozygoten Zustand studiert werden. Das Fehlen oder die
Mutation des Zielgens kommt in homozygoten Tieren vom Zeitpunkt der Befruchtung an zum

Tragen und ist wihrend der gesamten Ontogenese in allen Zellen der Mutanten ausgepragt.
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D.5.1.2 Konditionale Geninaktivierung

Unter Umsténden kann der Verlust eines Gens nach der in D.5.1.1 beschriebenen Methode zu
starken Entwicklungsstérungen bis zum Absterben des Embryos fiihren (z. B. Brandon, et al.,
1995a-c). Die konditionale Geninaktivierung ermdglicht es, die in vitro eingefiihrte Mutation
auf bestimmten Zelltypen und/oder Zeitpunkte wihrend der Entwicklung zu beschrianken (zur
Ubersicht Gossen und Bujard, 2002). Sie beruht auf dem Cre/LoxP-Rekombinationssystem
aus dem Bakteriophagen P1 (Gu et al., 1994; Kiihn et al., 1995). Die 38 kDa grof3e Cre-
Rekombinase vermittelt die basenpaargenaue Rekombination zwischen zwei LoxP-Ziel-
sequenzen (Sternberg und Hamilton, 1981; Sauer und Henderson, 1989; zur Ubersicht Kilby
et al., 1993). Bei tandem-artiger Orientierung der 34 bp langen, asymmetrischen Zielsequenz
wird das DNA-Fragment, das von den Zielsequenzen flankiert wird, ausgeschnitten, bei
entgegengesetzter Orientierung wird es invertiert.

Fiir die konditionale Geninaktivierung in der Maus wird eine funktionell wichtige Region des
Zielgens im Geninaktivierungs-Vektor mit LoxP-Zielsequenzen flankiert. Nach der oben
beschriebenen Transfektion und Selektion der transfizierten ES-Zellen muf3 kontrolliert
werden, ob diese LoxP-Zielsequenzen beim Austausch des Zielgens zusammen mit dem
Geninaktivierungs-Vektor in das Genom tiibertragen wurden.

Selektionsmarker besitzen hdufig einen eigenen Promotor, der das Expressionsmuster des
Zielgens und benachbarter Gene beeinflussen kann (Pham et al., 1996). Daher wird der
positive Selektionsmarker ebenfalls mit zwei LoxP-Sequenzen versehen. Die Cre-Rekombi-
nase wird dann in ES-Zellen transient exprimiert, um den positiven Selektionsmarker vor der
Injektion doppelt-resistenter Klone in Blastozysten zu entfernen (Gu et al., 1993). Mit
Klonen, in denen die Cre-Rekombinase neben dem Selektionsmarker auch das Zielgen
deletiert, kann mit einem konditionalen Geninaktivierungs-Vektor das Zielgen auch
konventionell (D.5.1.1) ausgeschaltet werden. Als Alternative zu dieser in-vitro-Deletion
kreuzt man Méuse, die den Geninkativierungs-Vektor aufgenommen haben, auch mit der
,Deleter-Maus, die die Cre-Rekombinase bereits in Keimzellen exprimiert (Schwenk et al.,
1995).

Eine groBe Auswahl an Cre-transgenen Miusen erlaubt die zell- oder gewebespezifische
und/oder induzierte Expression der Cre-Rekombinase (Nagy und Mar, 2001). Aus einer
Kreuzung entstehen Nachkommen, in denen die Rekombination zwischen den LoxP-
Sequenzen auf die Zelltypen beschriankt ist, in denen das Transgen Cre ausgepragt wird

(Kiihn et al., 1995; Kiihn und Schwenk, 1997).
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Nach der Rekombination durch die Cre-Rekombinase verbleiben am modifizierten Genlocus
nur die 34 bp einer LoxP-Sequenz. Durch die konditionale Mutagenese eines Gens kann die
Funktion eines Gens also in einem bestimmten Zelltyp oder ab einem bestimmten Zeitpunkt

untersucht werden (zur Ubersicht Lewandoski, 2001).

D.5.2 Grundlegende Uberlegungen zur gezielten Geninaktivierung des
cggbp1-Gens

D.5.2.1 Art der Geninaktivierung

Fiir die gezielte Inaktivierung des cggbp1-Gens war die konventionelle sowie die konditionale
Geninaktivierung denkbar. Bei der hohen Konservierung des cggbp1-Gens in Sdugetieren und
Vogeln bestand jedoch die Moglichkeit, dafl das cggbpl-Gen eine grundlegende Rolle, z. B.
wihrend der Entwicklung, spielte. Dafiir sprach auch die Expression von cggbpl in ES-Zellen
(Abb. 11) und wéhrend der Embryonalentwicklung der Maus (Abb. 16). Deshalb wurde hier
die konditionale Strategie der Geninaktivierung gewdéhlt, um im Falle eines letalen Phianotyps,
der nach einer konventionellen cggbp1-Inaktivierung hitte auftreten konnen, die Effekte eines

auf bestimme Zelltypen beschrinkten Funktionsverlustes analysieren zu koénnen.

D.5.2.2 Art der Mutation

In Geninaktivierungs-Experimenten muf3 sichergestellt werden, dal3 die eingefiihrte Mutation
zu einem vollstandigen Funktionsverlust des Zielgens fiihrt. Im Falle des cggbp1-Gens war es
moglich, das gesamte offene Leseraster, weil es nicht durch Introns unterbrochen war, zu
entfernen. So war keine Hintergrund-Aktivitit des Gens mehr zu erwarten. Bei der kondi-
tionellen Geninaktivierung muf3 gleichzeitig die normale Funktion des Gens in Anwesenheit
der LoxP-Zielsequenzen gewéhrleistet sein. Wie unten beschrieben, lag die 5'-liegende LoxP-
Sequenz 0,4 kb stromaufwirts des ORF im zweiten Intron des cggbpl-Gens. Die 3'-liegende
LoxP-Sequenz wurde 0,2 kb stromabwirts des ersten Polyadenylierungssignals eingefiigt.
Diese beiden Regionen wurden gewéhlt, da die der Insertion benachbarten Sequenzen
zwischen Maus und Mensch nicht konserviert und somit moglicherweise nicht von funktio-

neller Bedeutung fiir die Expression des Gens sind.
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D.5.3 Strategie der Geninaktivierung des cggbp1-Gens

Als Strategie eines Geninaktivierungs-Experiments bezeichnet man die Abstimmung des
technischen Nachweises von homologen Rekombinanten auf die in das Zielgen einzufiihren-
den Modifikationen. So muf3 das endogene Allel von dem modifizierten Allel in homologen
Rekombinanten unterschieden werden konnen. Entscheidend fiir den Entwurf des Gen-
inaktivierungs-Vektors ist dabei die Methode, mit der homologe Rekombinanten identifiziert
werden sollen. Nach der basengenauen Rekombination durch die Cre-Rekombinase kdnnen in
Abhingigkeit der Reihenfolge und der Vollstandigkeit der Rekombination verschiedene
Allele entstehen, die ebenfalls voneinander unterschieden werden miissen. Die Strategie
beruht also auf der Kenntnis des zu veridndernden Genortes und bezieht verschiedene Aspekte

des Geninaktivierungs-Experimentes mit ein.

D.5.3.1 Wahl der Screening-Methode flr die gezielte Inaktivierung des cggbp1-
Gens

Fir die Inaktivierung des cggbpl-Gens sollten transfizierte ES-Zellklone durch eine
Southern-Transfer-Analyse liberpriift werden. Dabei fallen erfahrungsgemif weniger falsch-
negative Ergebnisse an, als bei der auch iiblichen PCR-Methode (Manolis Pasparakis,
personliche Mitteilung). Somit steigt die Wahrscheinlichkeit, dal homologe Rekombinanten
entdeckt werden. Vor der Konstruktion des Geninaktivierungs-Vektors miissen geeignete
Restriktionsendonukleasen identifiziert werden. Nach einer Restriktion genomischer DNA
miissen in einer DNA-Transfer-Hybridisierung alle moglichen Allele — das Wildtypallel, das
Allel homologer Rekombinanten und alle durch die Cre-Rekombinase verdnderten Allele —

voneinander unterschieden werden konnen.

D.5.3.2 Nachweis von Rekombinanten im cggbp1-Genlokus

Die Strategie alle auftretenden Allele nachzuweisen, basierte auf einer Restriktionskarte (Abb
31a). Gemil der Strategie verdnderte sich der Genlocus nach dem Austausch des endogenen
cggbpl-Gens mit dem Geninaktivierungs-Vektor (Abb. 31b). Der positive Selektionsmarker
fiir die Geneticinresistens (neo) und das offene Leseraster des cggbpl-Gens sollten durch je
zwel LoxP-Sequenzen flankiert werden. Im Ausgangsplasmid fiir die Klonierung (easyflox)
wurde dies so gelost, daBl stromabwirts vom positiven Selektionsmarker zwei LoxP-
Sequenzen vorlagen, denen jeweils fiir die Klonierung von DNA geeignete Schnittstellen
folgten (Abb. 34a). Es wurden im Geninaktivierungs-Vektor fiir das cggbpl-Gen insgesamt

drei LoxP-Sequenzen (A-C) verwendet, von denen zwei den positiven Selektionsmarker
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Strategie der Geninaktivierung

Das cggbp1 Gen der Maus (C57B/6, Wildtyp)
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Abbildung 31 Strategie der Geninaktivierung

Schematische Darstellung der Restriktionskarte des Wildtyp-Allels des cggbpl-Gens in C57BL/6-Mausen
vor (a) und nach (b) der homologen Rekombination mit dem Gen-Inaktivierungs-Vektor. Die ORF des
cggbpl-Gens wurde durch schwarze Rechtecke und die drei LoxP-Sequenzen A, B und C durch Dreiecke
gekennzeichnet. Die grauen Boxen in der 5'- und 3'-UTR des cggbp1-Gens zeigen hohe Sequenzidentitét
zum menschlichen Gen an. Der Selektionsmarker der Geneticinresistenz wurde als weiles Rechteck (neo)
dargestellt. Die Genstruktur des cggbpl-Gens wurde mit den fiir das Geninaktivierungs-Experiment
relevanten Restriktionsschnittstellen angegeben. Die gesamte, dem chromosomalen Gen entsprechende
Region des Geninaktivierungs-Vektors ist an der dicken Linie in der unteren Karte erkennbar. Den gezielt
verdnderten Genlokus kennzeichnen neu eingefiihrte Restriktionsschnittstellen, die mit einem Stern
markiert wurden. Diejenigen Restriktionsschnittstellen, mit denen der Austausch mit dem Genin-
aktivierungs-Vektor nachgewiesen werden sollte, sind fett gedruckt. Die dritte LoxP-Sequenz wurde in
eine weniger stark konservierte Region eingefiigt.

flankierten (A und B) (Abb. 31). Die mittlere LoxP-Sequenz (B) lag dann zwischen dem
Selektionsmarker und dem offenen Leseraster. Stromabwiérts des offenen Leserasters befand

sich eine dritte LoxP-Sequenz (C), auf deren Anwesenheit durch die oben beschriebene
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Positiv-Negativselektion nicht selektioniert wurde. Deshalb mufite ihre Anwesenheit nach der
Identifizierung von doppelt-resistenten Klonen gesondert iiberpriift werden (D.5.3.3.1).

Der Austausch des endogenen cggbpl-Gens gegen den Geninaktivierungs-Vektor sollte unter
Verwendung von drei Sonden nachgewiesen werden. Um homologe Rekombinanten von
Klonen zu unterscheiden, die den Geninaktivierungs-Vektor zufillig ins Genom integriert
hatten, wurde eine Sonde gewihlt, die auBerhalb der vom Geninaktivierungs-Vektor abge-
deckten Region lag (5'-externe Sonde). Die resultierenden Allele aus einer sequenzspezifi-
schen Rekombination durch die Cre-Rekombinase wurden mit den innerhalb des
Geninaktivierungs-Vektors gelegenen 5'- und 3'-internen Sonden nachgewiesen. Mit allen
Sonden konnte die Anwesenheit der LoxP-Sequenz C iiberpriift werden. Die Tauglichkeit der
Sonden wurde im Vorfeld auf genomischer DNA von Wildtyp-Mé&usen getestet (Abb. 32). Bei
der 5'-internen Sonde handelt es sich um das ORF des CGGBP1-Gens, mit dem das cggbpl-
Gen kloniert worden war (Abb. 5). Somit war bereits bekannt, dal3 die Sonde keine repetitiven

Elemente enthielt.

Abbildung 32 Southern-
Transfer-Analyse mit C57BL/6
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D.5.3.3 Detektion von homologen Rekombinanten nach der Transfektion von ES-
Zellen

Die im Wildtypallel im zweiten Intron des CGGBP1-Gens vorkommende Pstl-Schnittstelle
wurde im Geninaktivierungs-Vektor durch eine BamHI-Schnittstelle ersetzt. Aufgrund des
verdanderten Restriktionsmusters kann dann der Austausch des endogenen cggbpl-Gens
iiberpriift werden. Nach Hybridisierung mit der stromaufwirts liegenden 5'-externen Sonde
wiirde im rekombinanten Allel im Vergleich zum Wildtyp-Allel ein groferes Fragment
nachgewiesen werden (Tab. 6). Da das Notl-Sacll-Fragment der 5'-externen Sonde auflerhalb
des Geninaktivierungs-Vektors lag, wiirden zufillig ins Genom integrierte Geninaktivierungs-
Vektoren nicht gefunden werden. Alternativ zu einer Restriktion mit Pstl dienten auch
Restriktionen mit BamHI und Sacl dem Nachweis von homologen Rekombinanten, da sich
auch hier die FragmentgroBen nach einer Hybridisierung mit der 5'-externe Sonde deutlich
unterschieden (Tab. 6). Bei einer Restriktion mit Sacl konnte zusétzlich die Anwesenheit der
LoxP-Sequenz C {iiberpriift werden, da diese im Geninaktivierungs-Vektor mit einer Sacl-

Schnittstelle versehen worden war.

Nachweis fiir homologe Rekombinanten mit der 5'-externen Sonde

Restriktionsenzym Gezielt verandertes Allel Wildtyp-Allel
Pstl 4,1 kb 3,6 kb
Sacl 6,5 bk 13,8 kb
BamHI 17 bk >23 kb

Tabelle 6 Nachweis fiir homologe Rekombinanten mit der 5'-externen Sonde.
GroBen der in DNA-Transfer-Experimenten abgebildeten Fragmente des Allels nach homologer
Rekombination des Geninaktivierungs-Vektors (gezielt verandert) und des Wildtyp-Allels.

D.5.3.3.1 Detektion der LoxP-Sequenz C

In einem gezielt verdnderten cggbpl-Allel befinden sich drei LoxP-Sequenzen in tandem-
artiger Orientierung. Da zwei davon den positiven Selektionsmarker flankieren, kann bei
Vorliegen der Geneticinresistenz davon ausgegangen werden, dafl die LoxP-Sequenzen A und
B vorhanden sind. Die dritte LoxP-Sequenz lag 1,3 kb stromabwiérts des Selektionsmarkers
der Geneticinresistenz. Bei der homologen Rekombination des Geninaktivierungs-Vektors mit
dem endogenen Gen konnte die LoxP-Sequenz durch ein stromaufwirts aufgeldstes cross-
over ausgeschlossen werden. Es wurde stromaufwirts der LoxP-Sequenz C eine Sacl-
Schnittstelle eingefiihrt, um die Anwesenheit dieser LoxP-Sequenz iiberpriifen zu konnen.
Eine DNA-Transfer-Analyse von homologen Rekombinanten nach einer Restriktion mit Sacl

ergibe ein mit allen drei Sonden vom Wildtyp klar unterscheidbares Bandenmuster (Tab. 7).
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Nachweis fiir LoxP Cmit allen Sonden
Restriktionsenzym Gezielt verandertes Allel Wildtyp-Allel
Sacl 6,5 kb 13,8 kb

Tabelle 7 Nachweis fiir LoxP C mit allen Sonden
Grofle des Wildtyp-Allels (wt) und des Allels nach homologer Rekombination des Geninaktivierungs-
Vektors (gezielt verdndert) nach DNA-Transfer-Hybridisierung mit jeder der drei Testsonden.

D.5.3.3.2 Klassifizierung der Allele nach der Rekombination durch die Cre-
Rekombinase

Nach der Rekombination durch die Cre-Rekombinase miissen drei Allele voneinander unter-
schieden werden konnen: das unverdnderte, mit LoxP-Sequenzen versehene Allel (neo+,
floxed) und die Allele, in denen die LoxP-Sequenz A entweder mit der LoxP-Sequenz B oder
mit C rekombiniert. Die Rekombination A-B fithrt zum alleinigen Verlust des Selektions-

markers der Geneticinresistenz (Aneo). Bei der Rekombination A-C werden das Neo-

Resistenzgen und das LoxP-flankierte Zielgen gleichzeitig entfernt (Atotal). In beiden Fallen
werden rekombinante ES-Zellklone anhand ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Neomycin
erkannt. Ein Zellklon, in dem die LoxP-Sequenz B mit der LoxP-Sequenz C rekombiniert
(Aorf), wird aufgrund der weiterhin vorhandenen Neomycinresistenz erst gar nicht untersucht.
Die 3'-interne Sonde dient der Analyse der moglichen resultierenden Allele nach der
Rekombination durch die Cre-Rekombinase. Eine Restriktion mit Pstl oder BamHI und

HindIII fiihrt dabei jeweils zu DNA-Fragmenten verschiedener Grof3e (Tab. 8).

Nachweis der Allele nach Rekombination durch Cre mit der 3'-internen Sonde

Restriktionsenzym Gezielt verandertes Allel Grolde (kb)

Pstl (wt 5,1 kb) Unverandertes Allel mit LoxP 6,6

Aneo 8,7

Atotal 7,5

(AORF 5,3)
BamHI/Hindlll (wt 7 kb)  Unverandertes Allel mit LoxP 4
Aneo 2

Atotal 5,7

(AORF 2,7)

Tabelle 8 Nachweis der Allele nach Rekombination durch Cre mit der 3'-internen Sonde.
Grofen der mit der 3'-internen Sonde in Southern-Transfer-Experimenten abgebildeten Fragmente des
Allels nach homologer Rekombination des Geninaktivierungs-Vektors und des Wildtyp-Allels (wt).
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D.5.3.4 Anwendbarkeit der Strategie im Maustamm 129

Die entwickelte Strategie sollte auch in ES-Zellen des 129 Mausstamms angewendet werden
konnen, da ES-Zellen des 129 Stamms einfacher zu handhaben sind als die des C57BL/6-
Stamms. Um Polymorphismen in den strategisch wichtigen Schnittstellen zu detektieren,
wurde genomische DNA aus Miusen von zwei 129-Substimmen mit den fiir die Geninakti-
vierungsstrategie entscheidenden Restriktionsendonukleasen gespalten und mit den
verschiedenen Sonden hybridisiert (Abb. 33). Bis auf einen Polymorphismus in einer Sacl-
Schnittstelle waren die Fragmentgrof3en zwischen C57BL/6- und 129-Médusen identisch. Da
das polymorphe Allel von 129/SvJ-Miusen groBer war als das von C57BL/6 und der
Nachweis der dritten LoxP-Sequenz auf einer Verkleinerung eines Sacl-Fragmentes beruhte,

konnte die entwickelte Strategie auch in Mausen des 129Sv-Stamms angewendet werden.

BamHl Sacl Pstl BamHI Sacl Pstl
Hindlll Hindlll

kb cJpP CJP CUJIP c p J C P J C P J kb

13.8 - -t:x.‘ “‘ - 13,8
e — et -~ wlf)

7 —

3,6 - { { ' o . adlsy

B [t

5’-externe Sonde 3’-interne Sonde

Abbildung 33 DNA-Transfer-Hybridisierung von DNA des Mausstamms 129Sv.

Genomische DNA von Wildtyp-Mausen der Stimme C57BL/6 (C), 129Sv-Pasteur (P) und 129SvJ (J)
wurden mit den angegeben Restriktionsendonukleasen gespalten, auf einem 0,8%igen Agarosegel elektro-
phoretisch getrennt und auf eine Membran {ibertragen. AnschlieBend wurde die DNA mit der 5'-externen
(a) oder der 3'-internen Sonde (b) hybridisiert.
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D.5.4 Klonierung des Geninaktivierungs-Vektors

D.5.4.1 Der Ausgangsplasmid easyflox

Fiir die Klonierung des Geninaktivierungs-Vektors wurde der Vektor easyflox (Manolis
Pasparakis) verwendet. Er enthielt bereits die drei LoxP-Sequenzen A, B und C in gleicher
Orientierung (Abb. 34a). Die Geneticinresistenz (Neomycinphosphotransferasegen) unter der
Kontrolle des Phosphoglycerat-Promotors wurde von den LoxP-Sequenzen A und B flankiert.
Der 3' vom Selektionsmarker gelegenen LoxP-Zielsequenz B folgte nach zwei fiir die
Klonierung geeigneten Schnittstellen Xbal und Sall die LoxP-Sequenz C. Stromabwirts
dieser LoxP-Sequenz ermdglichten die Schnittstellen HindIIl und Xhol die Insertion eines
weiteren DNA-Fragmentes. Das Plasmid kodierte auch fiir den negativen Selektionsmarker
der Thymidinkinase (tk) aus Herpes simplex und die Ampicillinresistenz (amp-r) fiir die

Vermehrung des Plasmids in Bakterien.

D.5.4.2 Klonierung des offenen Leserasters des cggbp1-Gens in easyflox (EF-I)

Das Pstl-SnaBl-Fragment des cggbpl-Gens, das das offene Leseraster des cggbpl-Gens
enthielt und gemal der entwickelten Strategie von LoxP-Sequenzen flankiert werden sollte,
wurde durch PCR amplifiziert. Der 3'-gelegene Primer enthielt dabei eine partielle Sacl-
Schnittstelle 5'-AGCTC-3'. Nach der Spaltung des easyflox-Vektors mit Sall (5'-
G'TCGAC-3") und Xbal (5-T'CTAGA-3") wurden die entstandenen Uberhiinge durch die S1-
Nuklease abgebaut. Bei korrekter Orientierung des klonierten PCR-Produktes wurde die
partielle Sacl-Schnittstelle des Primers im Plasmid EF-I (Abb. 34b) durch das verbliebene
Desoxyguanosin der Sall-Schnittstelle vervollstindigt (5'-GAGCTC-3").

D.5.4.3 Klonierung des Sacll/Pstl-Fragmentes in EF-I (EF-Il und II1)

Die Effizienz der homologen Rekombination steigt bei zunehmender Lénge der zur
Verfligung stehenden chromosomalen DNA im Geninaktivierungs-Vektor (Thomas und
Capecchi, 1987; Deng und Capecchi, 1992; Hasty et al., 1991). Der Geninaktivierungs-Vektor
fiir das cggbpl-Gen enthielt insgesamt 10 kb genomische Maus-DNA. Ist der positive
Selektionsmarker von den DNA-Enden des fiir die Transfektion linearisierten Genin-
aktivierungs-Vektors nicht weit genug entfernt, kann dies den Anteil an illegitimer Rekom-
bination erhohen (Thomas et al., 1992; Berinstein et al., 1992). Deshalb wurden 2,4 kb
genomischer DNA zwischen dem DNA-Ende des Vektors und dem 5'-Ende des positiven
Selektionsmarker eingefiigt (Abb. 34c). Dafiir wurde zunichst das Pstl-Fragment aus dem
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Abbildung 34 Klonierung des Gen-Inaktivierungs-Vektors.

Schematische Darstellung der Klonierung des Geninaktivierungs-Vektors. Die einzelnen Komponenten
wurden wie in Abb. dargestellt. (a) Das Ausgangsplasmid easyflox (gestrichelte, graue Linie), in dem drei
LoxP-Sequenzen und alle benotigten Selektionsmarker (neo und tk und amp-r) enthalten waren. (b)—(e)
Die vier Klonierungsschritte fiir die Konstruktion des Geninaktivierungs-Vektors. Dabei wurden die
Positionen der Primer (horizontale Pfeile) fiir die Amplifikation des offenen Leserasters des cggbp1-Gens
sowie die verwendeten Fragmente des genomischen Klons (m20-9) angegeben. Die jeweiligen Produkte
sind hier so dargestellt, als ob sie mit dem Enzym gespalten worden sind (Fettdruck), in dessen
Schnittstelle das neben dem Pfeil (Ligation) aufgefiihrte Fragment eingefiigt, bzw. dessen Fragment

entfernt wird.
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Plasmid m20-9 {iiber Adaptoren, die die Pstl-Schnittstelle zerstérten und eine BamHI-
Schnittstelle enthielten, in einen mit BamHI vorbereiteten pBS II KS(-) ligiert. Mit diesem
Vektor konnten positive Klone durch eine Blau-Wei3-Selektion angereichert werden. Da die
BamHI und die Sacll-Schnittstelle im easyflox-Vektor so eng benachbart waren, da3 der
Vektor nicht mit beiden Enyzmen gleichzeitig gespalten werde konnte, wurde zunichst das
gesamte BamHI-Fragment in die BamHI-Schnittstelle von EF-I kloniert, wobei das Plasmid
EF-II entstand. AnschlieBend wurde das Sacll-Fragment entfernt und das Plasmid als EF-III
bezeichnet (Abb. 34d).

D.5.4.4 Klonierung des SnaBl/BamHI-Fragmentes in EF-Ill (EF-IV)

SchlieBlich wurde der BamHI-Uberhang des
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. — =

SnaBI/BamHI-Fragmentes des  genomischen § E
Klons des cggbpl-Gens mit Hilfe des Klenow- I (Q.u x
== =
fragments der DNA-Polymerase I aufgefiillt und :'E: SEE _=575 24
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mit der ebenfalls in stumpfe Enden iiberfiihrten
HindIII-Schnittstelle des EF-III-Plasmids ligasiert
(Abb. 34e). Das resultierende EF-IV-Plasmid
konnte mit Sacll oder Notl linearisiert werden. Im
linearisierten  Plasmid war der negative

Selektionsmarker der Thymidinkinase nun von

—
-
-
0
-
e
ok

beiden Enden her vor einem exonukleolytischen
Abbau geschiitzt. Das resultierende EF-1V-
Plasmid wurde zur Kontrolle der Klonierung mit
verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten und

auf ein Agarosegel aufgetragen (Abb. 35). Die

LoxP-Sequenzen und die enthaltenen Exons EF-IV

wurden durch Sequenzierung auf Mutationen
Abbildung 35 Restriktionsanalyse des

Geninaktivierungs-Vektors EF-IV.
DNA des EF-IV-Plasmids fiir die Transfektion Jeweils 0,5 pug des EF-IV-Plasmids wurden

vorbereitet (C.1.3.3.3.1). Die Vollstindigkeit der ™Mt den angegebenen Restriktionsenzymen
gespalten und die Fragmente wurden in

tiberpriift. AnschlieBend wurde CsCl-gereinigte

Linearisierung mit dem Enzym Sacll wurde durch ;. 0.8%igen  Agarosegel  elektro-

eine Gelelektrophorese kontrolliert. phoretisch getrennt.
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D.5.5 Transfektion des LoxP-flankierten cggbp1-Gens in ES-Zellen

D.5.5.1 Transfektion in C57BL/6 ES-Zellen

In zwei Ansétzen wurden je 30 pg linearisierter Geninaktivierungs-Vektor in 1x10” ES-Zellen
des Mausstamms C57BL/6 durch Elektroporation eingebracht. Etwa 2% der Zellen iiberlebten
die Elektroporation und nur 54 Klone die Doppelselektion mit Geneticin und Ganciclovir.
Nach der Positivselektion mit Geneticin wurden insgesamt 54 ES-Zellkolonien darauthin
untersucht, ob sie das in vitro modifizierte cggbpl-Gen durch homologe Rekombination
ausgetauscht hatten. Die Negativselektion mit Ganciclovir flihrte zu keiner Anreicherung der
Geneticin-resistenten ES-Zellkolonien. Keiner der einer Analyse zuginglichen Klone hatte

das endogene cggbpl-Gen mit dem des Geninaktivierungs-Vektors ausgetauscht (Abb. 36).

kb

C57BL/6-DBA2

m20-9 Hindlll
C57BL/6

Abbildung 36 DNA-Transfer-Hybridisierung mit DNA aus transfizierten ES-
Zellen des C57BL/6-Mausstamms.

Genomische DNA von doppelt-resistenten ES-Zellkolonien wurde mit Pstl
gespalten, die Fragmente wurden in einem 0,8%igen Agarosegel -elektro-
phoretisch getrennt und auf eine Membran {iibertragen. Die Abbildung zeigt
exemplarisch eine Hybridisierung der DNAs von 13 ES-Klonen mit der 5'-
externen Sonde. Sie wurden geméf ihrer Position in 96-Loch-Platten benannt.
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D.5.5.2 Transfektion in 129-ES-Zellen (Ulrich Muller, Friedrich Miescher Institut,
Basel)

Da Zellen des Maustamms 129Sv leichter zu handhaben sind und das Labor von Ulrich
Miiller mehr Erfahrung in der Transfektion von ES-Zellen hatte, wurde in einer Kollaboration
mit seiner Arbeitsgruppe der linearisierte Geninaktivierungs-Vektor zweimal in ES-Zellen des
Mausstamms 129Sv eingebracht. Auch hier iiberlebte nur ein sehr geringer Prozentsatz der
transfizierten Zellen die Doppelselektion. Vor der Analyse differenzierten zudem alle ES-

Zellkolonien, so daB} sie auch nicht auf homologe Rekombinanten hin untersucht wurden.

D.5.6 Modifizierung des Geninaktivierungs-Vektors

Die wiederholt gemachte Beobachtung in zwei verschiedenen Laboren, dal nur sehr wenige
ES-Zellklone die Doppelselektion {iiberlebten, konnte dadurch begriindet sein, dal3 der
Geninaktivierungs-Vektor ausschlieflich zufdllig ins Mausgenom integrierte. Da eine
Resistenz gegen die Selektion durch Ganciclovir auch auf einem Funktionsverlust der
Thymidinkinase (z.B. durch Punktmutationen) vor oder wihrend eines Integrationsprozesses
beruhen konnte, miissen doppelt-resistente Klone nicht auf homologe Rekombinanten
zuriickgehen.

Die Sequenz des SnaBl-BamHI-Fragmentes war zum Zeitpunkt der Klonierung des Genin-
aktivierungs-Vektors nicht vollstindig bekannt. Es stellte sich nach der Bestimmung der
Sequenz heraus, dal 1,65 kb am 3'-Ende des langen Armes durchgehend aus LINE- und
SINE-Elementen bestand (Abb. 37). Diese repetitiven Elemente machen mehr als 20% des
Mausgenoms aus (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Es war denkbar, daf3 diese
ausgedehnte Region von hochrepetitiver DNA die homologe Rekombination mit dem cggbp1-
Locus beeintrichtigte, d. h. zur homologen Rekombination an anderen, nicht relevanten Loci
gefiihrt haben konnte. Anhand der bestimmten Sequenz des gesamten genomischen Klons
m20-9 wurde das Enzym Sdal identifiziert, das das EF-IV-Plasmid linearisierte. Nach einer
zusitzlichen Restriktion mit der ebenfalls nur einmal stromaufwérts der Thymidinkinase
schneidenden Restriktionsendonuklease Xhol wurde ein 1,7 kb DNA-Fragment mit den
ununterbrochenen repetitiven Sequenzen aus dem Geninaktivierungs-Vektor entfernt (Abb.
37). Die verbleibenden repetitiven Elemente im Geninaktivierungs-Vektor EF-V waren

maximal 260 bp lang.
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§da| Sacl
Pstl ?Psﬂ Xg(s);l Pstl Sacl gggn EF-IV
I—-3 ik —-@mpT———i
I B1 B1 B3 B1 L1
MTC L1
L1 B1

Entfernen des Sdal-Xhol-Fragmentes

EF-V

Abbildung 37 Modifizierung des Geninaktivierungs-Vektors.

Der Geninaktivierungs-Vektor mit allen funktionellen Elementen (LoxP, neo, tk, amp-r) und der
vollstindigen Genstruktur des cggbpl-Gens. Das offene Leseraster des cggbpl-Gens ist als schwarzes
Rechteck gekennzeichnet. Graue Rechtecke in den UTR weisen auf eine Sequenzidentitit von mindestens
78% zwischen dem CGGBP1- Gen des Menschen und der Maus hin. Enthaltene repetitive Elemente sind
analog zur Abb. 10 eingetragen und klassifiziert.

Der modifizierte Vektor EFIV-77 wurde

_B\

mit verschiedenen Restriktionsendonuklea- % — é

sen gespalten und auf ein Agarosegel é :cc% E::o) E = 3 g
aufgetragen (Abb. 38). Mutationen in allen ko =2 a W L o © o kb
LoxP-Sequenzen und Exons wurden durch 19.8

Sequenzierung ausgeschlossen. Die Trans- 6,2

fektion des modifzierten 35

Geninaktivierungs-Vektors in ES-Zellen 19

steht aufgrund des Umzugs der Arbeits- | 11
gruppe Miiller im Januar 2003 an das 05

Scripps Research Institut in San Diego noch

aus.

EF-V

Abbildung 38 Restriktionsanalyse des
Geninaktivierungs-Vektors EF-V.

Jeweils 0,5 pg zweier Klone des EF-V-Plasmids
wurden mit den angegebenen Restriktionsendo-
nukleasen gespalten und die Fragmente wurden in
einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch
getrennt.
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D.6 Charakterisierung der Bindungssequenz von CGGBP1

D.6.1 Bindung an 5'-d(CGG),-3' (n < 8)

Die im menschlichen Genom vorkommenden 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen sind héufig
kiirzer als n = 8 (To6th et al, 2000). Bei der bisherigen Charakterisierung der
Bindungssequenz von CGGBP1 wurden meist Oligodesoxyribonukleotide eingesetzt (Tab. 1),
die reine 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen mit n > 8§ enthielten (Deissler et al., 1996 und 1997).
Die 5'-d(CGQG),-3'-Einheiten waren in den Oligodesoxyribonukleotiden ohne flankierende
Sequenz eingesetzt worden, weshalb die DNA-Fragmente mit weniger 5'-d(CGGQG)-3'-
Wiederholungen gleichsam an Lénge verloren. Deshalb bestand die Mdoglichkeit, daf3
CGGBP1 auch an kiirzere Wiederholungen binden konnte, dafiir aber flankierende Sequenz
bendtigte. So band CGGBP1 sehr gut an die strukturelle 28S rRNA Sequenz ab Nukleotid
2119, in der eine 5'-d(CGG);-3'-Wiederholung auf beiden Seiten von nicht 5'-d(CGG),-3'-
haltiger DNA flankiert wurde (Miiller-Hartmann et al., 2000; Tab. 1). An ein
Oligodesoxyribonukleotid, in dem die vom FraXF-Locus stammende 5'-d(CGG)s-3'-
Wiederholung am 3'-Ende des Molekiils lag, band CGGBP1 dagegen nicht (Deissler et al.,
1996).

Name Sequenz eines Stranges 5'-3'
FMRI1-5 AGG GGG CGT GCG GCA GCG (CGG)sCTG GGC CTC GAG CGC CCca
FMR1-8 CGT GCG GCAGCG (CGG)sCTG GGC CTC GAG CGC
FMR1-12 GCG GCA GCG (CGG); CTG GGC
mfmrl GGG GGG CGT GCG GTA ACG (CGG)s CGA (CGG), CTG GGC
CGGBP1-5 CAG CGC GTA CCA GCC CCT GC (GCC)sGTA GAT GCCTAG GCT A
mcggbpl CCA GCC CCT GC (GCC)s GCT (GCO); GCT GCCTCA G
(CGG)1y (CGG)1y

Tabelle 9 Sequenz der in EMSA verwendeten doppelstringigen Oligodesoxyribonukleotide
Es wurden die Bezeichnung der Oligodesoxyribonukleotide und die Sequenz des oberen Stranges
angegeben. Die CGG-Wiederholung ist fett gedruckt.

Es wurden hier natiirlich vorkommende kiirzere Varianten von 5'-d(CGG)-3'-Wiederholungen
als Sonde in Gelretardations-Experimenten (Abb. 40) oder in Kompetitions-Experimenten
(Abb. 39) eingesetzt, um den Einflul von flankierender Sequenz auf die Komplexbildung zu

testen. Die 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung im 5'-UTR des FMRI1-Gens des Menschen wird
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mindestens fiinfmal wiederholt (Maddalena et al., 2001). Deshalb wurden hier 51 bp lange
Oligodesoxyribonukleotide ausgewéhlt, deren zentrale 5'-d(CGG)-3'-Folge aus 5, 8 oder 12
Einheiten bestand (FMR1-5, FMRI1-8 und FMRI1-12) und von genomischer DNA des
menschlichen FMR1-Gens flankiert wurde (Tab. 9).

HelLa HelLa-CGGBP1 HelLa Extrakte
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Abbildung 39 Kompetitions-Experimente

Zellextrakte aus CGGBP1-iiberexprimierenden HelLa-Zellen (HeLa-CGGBP1) wurden mit der (CGG)17-
Sonde inkubiert und mit den angegebenen nicht radioaktiv markierten Oligodesoxyribonukleotiden (Tab.
9) kompetiert, die in 100- und 300-fachen molaren UberschuB} zugegeben worden waren. Die Protein-
DNA-Komplexe wurden auf ein 3,5%ige PAA-Gel aufgetragen.

AuBerdem wurde der Teil des CGGBP1-Promotors verwendet, in dem eine 5'-d(CCG)s-3'-
Folge lag (CGGBP1-5). Hierzu wurden die radioaktiv markierten doppelstrangigen Oligodes-
oxyribonukleotide mit Zellextrakten von CGGBP1-iiberexprimierenden Zellen inkubiert und
auf ein 3,5 %iges PAA-Gel aufgetragen (Abb. 39-40). Der zu beobachtende Protein-DNA-
Komplex wurde mit einem im UberschuB angebotenen, nicht radioaktiv markierten 5'-
d(CGQG),7-3' Oligodesoxyribonukleotid kompetiert (Abb. 40). Im Vergleich zum Komplex aus
CGGBP1 und dem FMRI1-12-Oligodesoxyribonukleotid war die Bindung an flinf 5'-
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d(CGG)-3'-Wiederholungen wesentlich schwicher. Die Stirke des CGG-spezifischen
Komplex aus CGGBP1 und FMR1-8 lag zwischen der der Komplexe mit FMR1-5 und
FMRI1-12. Analog dazu kompetierten CGGBP1-5 und FMRI1-5 die Bildung des Komplexes
aus CGGBP1 und der Sonde 5'-d(CGG);»-3" selbst bei einem 300-fachen molaren Uberschuf}
nur schwach (Abb. 39). Die Kompetition von FMRI1-8 war mit der von 5'-d(CGG),;-3'
vergleichbar.

CGGPPI band somit auch an 5'-CGG,-3'-Folgen, wenn das Trinukleotid weniger als acht mal
wiederholt wurde. Eine Bindung an ein 5'-d(CGQG)s-3'-Oligodesoxyribonukleotid war
unabhingig von der es flankierenden Sequenz im Vergleich zur Bindung an 5'-d(CGG)s-3'

deutlich schwicher.

D.6.2 Bindung an unterbrochene 5'-d(CGG),-3'-Trinukleotid-Folgen

Um die Toleranz von CGGBP1 gegeniiber Unterbrechung einer 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung
mit davon abweichenden Sequenzen zu testen, wurden natiirlich vorkommende unterbrochene
5'-(CGG),-3'-Wiederholungen wie oben beschrieben in Gelretardations-Experimenten einge-
setzt (Tab. 9 und Abb. 39-40). Die reine Wiederholung von 5'-(CGG)-3' wurde in bisherigen
Experimenten nach neun tandem-artig wiederholten 5'-(CGG)-3'-Trinukleotiden mit 5'-
(AGG)-3' unterbrochen (Deissler et al., 1997). Diese Unterbrechung, und ein nach sieben 5'-
(CGG)-3' plaziertes 5'-(TGG)-3' beeintrichtigte die Komplexbildung mit CGGBP1 nicht
(Miiller-Hartmann et al., 2000). Allerdings hatte sich ein Oligodesoxyribonukleotid, in dem
5'-(CGG)-3' mit 5'-(TGG)-3' alterniert, schon in anderen Experimenten als schwacher
Kompetitor erwiesen, so dal man bei der Unterbrechung mit 5'-(TGG)-3' nicht von einer die

Bindung stérenden Unterbrechung sprechen konnte (Deissler et al., 1996).
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Abbildung 40 Gelretardation mit CGGBP1

Zellextrakte aus CGGBP1-iliberexprimierenden HeLa-Zellen (HeLa-
CGGBP1) mit den angegebenen Sonden (Tab. 9), die jeweils einmal
ohne Zellextrakte auf das 3,5%ige PAA-Gel aufgetragen worden
waren. Die DNA-Komplexe wurden durch Zugabe eines 100-fachen
molaren Uberschusses von nicht radioaktiv markiertem (CGG)17
kompetiert. Zellextrakte von nicht transfizierten Zellen (HeLa)
wurden zum Vergleich mit CGGBP1-iiberexprimierenden HeLa-
Zellen mit der (CGG)17-Sonde inkubiert.

Im fmrl-Gen des BALB/c Mausstammes ist die 5'-(CGG)s-3'-Folge nach sechs 5'-(CGG)-3'
Wiederholungen durch das Trinukleotid 5'-(CGA)-3' unterbrochen (Ashley et al., 1993). Ein
51 bp langes Oligodesoxyribonukleotid wurde danach ausgewdhlt und als mfmr bezeichnet.
Die 5'-(GCC)s-3'-Folge im Promotor des menschlichen CGGBP1 Gens war in der Maus-
sequenz konserviert (Abb. 24). Im C57BL/6-Stamm wurde 5'-(GCC)-3' insgesamt neun mal
mit einer Unterbrechung durch das Trinukleotid 5'-d(CGA)-3' wiederholt (mcggbpl; Tab. 9).
Beide Oligodesoxyribonukleotide bildeten einen starken Komplex mit CGGBP1, der sich in
seinen Kompetitionseigenschaften nicht von dem mit 5'-(CGG);7-3' unterschied. Demzufolge
tolerierte CGGBP1 Unterbrechungen schon nach sechs 5'-(CGG)-3'-Wiederholungen. Es ist
hier allerdings nicht auszuschlieBen, daf} eine starke Komplexbildung mit CGGBP1 schon ab

einem Schwellenwert von sechs Wiederholungen von 5'-(CGG)-3' erfolgte.
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E Diskussion

Die Amplifikation bestimmter Mikrosatelliten fiihrt beim Menschen zu einer Reihe von
genetischen Krankheiten (Cummings und Zoghbi, 2000; Margolis und Ross, 2001). Die
Funktionen der betroffenen Gene, die molekulare Pathogenese und der Mechanismus solcher
Amplifikationen sind von grundsitzlichem Interesse. Die Analyse von Proteinen, die
repetitive Sequenzen erkennen, konnte zur Aufklarung der Funktion(en) von Mikrosatelliten
beitragen. Es ist moglich, daB3 solche Proteine auch eine Rolle bei der stabilen Vererbung
dieser Sequenz-Wiederholungen spielen. Es wurde deshalb in unserem Labor ein 5'-
d(CGG),-3'-bindendes Protein (CGGBP1) gereinigt und teilweise charakterisiert (Deissler et
al., 1996 und 1997; Miiller-Hartmann et al., 2000).

Thema dieser Dissertation war die Aufkldrung der Genstrukturen und der Expression der
CGGBPI1-Gene des Menschen und der Maus. Es wurde zudem beim menschlichen Gen die
Promotorregion definiert und der Methylierungsstatus in zwei Zelltypen bestimmt. Aulerdem
wurde eine Strategie zur konditionalen Inaktivierung des cggbpl-Gens der Maus entworfen.
In Gelretardations-Experimenten (EMSA) wurde die DNA-Bindung von CGGBP1 an weitere
natiirlich vorkommende 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen getestet. Dabei wurde untersucht, ob
5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen mit weniger als 8 Einheiten als Bindungssequenzen fiir
CGGBP1 dienten. Auflerdem wurde der EinfluB von Unterbrechungen in der perfekten
Wiederholung von 5'-d(CGG),-3'-Trinukleotiden analysiert.

E.1 Der genomische Klon des cggbp1-Gens

Ein 13.828 bp groBes DNA-Fragment wurde aus einer Bank aus genomischer DNA des
C57BL/6-Mausstamms isoliert und komplett sequenziert. Es enthielt die drei Exons des
cggbpl-Gens der Maus. Der genomische Klon des CGGBP1-Gens des Menschen war bereits
im Rahmen meiner Diplomarbeit isoliert worden (Naumann, 1998). Bei Datenbankrecherchen
wurde hier auch das cggbpl-Gen der Ratte identifiziert und in vergleichende
Sequenzanalysen mit einbezogen. Die Genstrukturen der CGGBP1-Gene der beiden
Nagetiere waren identisch, wihrend das menschliche Gen ein zusétzliches Exon in der 5'-
UTR enthielt. Das offene Leseraster dieses Gens in den drei Spezies war nicht durch Introns
unterbrochen. Da die 5'-UTR jedoch mindestens zwei Introns aufwies, wurde ausgeschlossen,
daf} es sich bei den klonierten Sequenzen um prozessierte Pseudogene handelte.

Die genomischen Sequenzen, die die CGGBPI1-Gene flankierten, enthielten verschiedene
repetitive Elemente, z. B. auch die der short und long intersprersed elements (SINEs bzw.

LINEs). Das Muster der meisten repetitiven Elemente unterschied sich bei allen drei
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untersuchten genomischen Sequenzen. Die Position einiger SINE-Elemente der B1-Familie
waren zwischen Maus und Ratte jedoch identisch. Stromabwirts des cggbpl-Gens traten
mehr LINE-Elemente auf als im genomischen Klon des Menschen. Moglicherweise beruht die
hohere Anzahl von LINE-Elemente im genomischen Klon der Maus auf ihrer im Vergleich
zum menschlichen Genom hoéheren Aktivitdt im Mausgenom (Mouse Genome Sequencing
Consortium, 2002).

E.2 Zur Expression des CGGBP1-Gens

Das CGGBP1-Gen scheint eine grundlegende Rolle in der Physiologie der Zellen zu spielen,
da es nach bisherigen Untersuchungen in allen untersuchten Geweben des Menschen, sowie
wihrend der Embryonalentwicklung der Maus transkribiert wird. Aufgrund der ubiquitdren
Transkription in menschlichen Geweben konnten die moglichen Funktionen des CGGBP1-
Gens jedoch nicht eingegrenzt werden.

Das CGGBP1-Gen wird oft in Geweben abgelesen, in denen auch das FMRI1-Gen stark
transkribiert wird, z. B. im Gehirn und in Hoden (Hinds et al., 1993). In HeLa-Zellen war der
FMR 1-Promotor jedoch durch eine Uberexpression von CGGBP1 inhibiert worden (Miiller-
Hartmann et al., 2000). Die Expression des FMR1-Gens war dabei in Abhingigkeit der Lange
einer 5'-d(CGG)-3'-Wiederholung durch CGGBP1 verringert worden. Das FMR1-Gen wird in
Blutzellen von Tragern der Pramutation, bei der die 5'-(CGG)-3'-Wiederholung in der 5'-UTR
im FMR1-Gen iiber 50 Einheiten aufweist, jedoch stirker transkribiert als von einem Allel
mit weniger als 50 Einheiten (Tassone, 2000c). Die Inhibition des FMR1-Promotors durch
CGGBP1 in HeLa-Zellen konnte auf zelltyp-spezifischen Interaktionspartnern von CGGBP1
beruhen.

Andererseits ist auch nicht auszuschlieBen, daB die in RNA-Transfer-Hybridisierungen
nachgewiesene mRNA-Menge des CGGBP1-Gens nicht mit der Proteinmenge korreliert. Sehr
lange und in Sdugetieren hoch konservierte nicht-translatierte Regionen im CGGBPI1-Gen
lieBen eine komplexe posttranskriptionale Kontrolle vermuten. Moglicherweise sind den
konservierten Sequenzen Funktionen zugeordnet, die fiir die zeitgerechte und gewebe-

spezifische Expression des CGGBP1-Gens in vivo notwendig sind.
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E.3 Das 5'-d(CGG).-3'-bindende Protein

E.3.1 Eigenschaften des offenen Leserasters

Das CGGBP1 war bei verschiedenen Sdugetieren, und in der verfiigbaren C-terminalen Hélfte
der Proteinsequenz bei Hithnern, hoch konserviert. Die Primdrsequenz scheint also fiir die
Tertidrstruktur des 167 Aminosduren langen Proteins sehr wichtig zu sein. So entsprechen die
sehr niedrigen dN/dS-Werte (Yang und Nielsen, 2000) zwischen Maus und Mensch den
Werten, die bei orthologen Doméinen, v.a. von nukleédr lokalisierten Proteinen beobachtet
werden (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Ahnlich groB angelegte Studien wie
die des Mouse Genome Sequencing Consortiums zu dN/dS-Werten zwischen den anderen
genannten Spezies liegen noch nicht vor. Die dN/dS-Werte zwischen Maus und Ratte
entsprechen in etwa den Ergebnissen einer kleineren Studie (Wolfe und Sharp, 1993).

Das CGGBP1-Protein ist ein Kernprotein und enthélt gemi3 dem Vergleich mit der Daten-
bank Interpro (Mulder et al., 2003) zwei Doménen bzw. Motive: eine zweiteilige
Kernlokalisationssequenz und ein Zink-Finger-Motiv mit zwei Cystein- und zwei
Histidinresten. Die Funktionalitit des zweiteiligen Kernlokalisationssignals war durch
Deletionsmutanten bewiesen worden (Miiller-Hartmann et al., 2000). Die modifizierten
Proteine sollten dabei auch dazu verwendet werden, die DNA-Bindungsdomine zu
lokalisieren. Sie schien mit der Kernlokalisationssequenz zu iiberlappen. Eine Rolle des
identifizierten Zink-Finger-Motivs fiir die DNA-Bindung konnte in den Studien von Miiller-
Hartmann et al. nicht ausgeschlossen werden. Angesichts der hohen Konservierung der
Sequenz in verschiedenen Spezies ist es nun wahrscheinlich, da3 die eingefiihrten Deletionen
das Protein so stark verdndern, daf3 es seine Funktion nicht mehr wahrnehmen konnte. Dafiir
spricht auch, dal eine C-terminale Deletionsmutante zwar noch in den Kern transportiert
worden war, jedoch nicht mehr an DNA band (Miiller-Hartmann et al., 2000), obwohl sowohl
das Zink-Finger-Motiv als auch die basische Region des Kernlokalisationssignals im Protein
erhalten waren (Abb.41).

Durch den Sequenzvergleich von CGGBP1 mit Zink-Finger-Motiven aus DNA-bindenden
Proteinen lielen sich wenig Anhaltspunkte fiir ein moglicherweise funktionelles Zink-Finger-
Motiv in CGGBP1 finden (Miiller-Hartmann, 2000). So enthalten alle beschriebenen DNA-
bindenden Zink-Finger-Proteine mindestens drei dieser Bindungsdoménen, im Gegensatz zu
einer in CGGBP1 (Iuchi, 2001). Hier wurde die Ahnlichkeit des Zink-Finger-Motivs von
CGGBPI1 mit dem der Unterklasse der RNA-bindenden Ul-dhnlichen oder Matrin-dhnlichen
Zink-Finger-Proteinen aufgezeigt (Nelissen et al., 1991; Matsushima et al., 1997; Bedford et
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Abbildung 41 In-vitro-Mutationen von CGGBP1

Proteinsequenz von CGGBP1 unter Angabe der eingefiihrten kleinen Deletionen (A). Der grau hinterlegte
Bereich fehlte in der "N-terminalen"-Deletion. Mit Ausnahme der Deletion der Aminosduren 80-84 band
keine der Mutanten an DNA. Vier Aminoséduren wurden in vier verschiedenen Mutanten in Methionin
umgewandelt. Die DNA-Bindung der Mutanten K69M, und R70M war im Vergleich zum Wildtyp leicht
eingeschriankt, die DNA-Bindung der anderen Mutanten war unverandert (Miiller-Hartmann, 2000).

al., 1998). Die bisher beschriebenen Proteine der Unterklasse der Ul-dhnlichen Zink-Finger-
Proteine enthalten maximal zwei Zink-Finger-Motive (Eintrag in der PROSITE-Datenbank
(Hofman et al., 1999) http://www.expasy.org/cgi-bin/prosite-search-ac?PS50171).

E.3.2 Funktionelle Uberlegungen

Bisher hatten wir uns auf die doppelstringigen DNA-Bindungseigenschaften des CGGBP1
konzentriert, da CGGBP1 in EMSA nicht an einzelstrangige DNA band (Heidrun Deissler,
persdnliche Mitteilung). Die Ahnlichkeit des Zink-Finger-Motivs in CGGBP1 mit dem von
RNA-bindenden Proteinen konnte ein Hinweis auf eine mdgliche RNA-Bindung durch
CGGBP1 sein. Es sind weitere Experimente notig, um eine solche Bindung des CGGBP1 an
RNA zu diskutieren. Der hier aufgezeigte Anhaltspunkt flir eine mdgliche RNA-Bindung
durch CGGBPI ist in Hinblick auf den mittlerweile entdeckten Phanotyp von einigen Trigern
der Pramutation der 5'-(CGG)-3'-Wiederholung im FMR1-Gen interessant (Hagerman und
Hagerman, 2002). Das FMR1-Gen wird in Abhéngigkeit der Linge der 5'-(CGG)-3'-Wieder-
holung stirker transkribiert, wobei das Transkript jedoch weniger effizient translatiert wird
(Tassone et al., 2000c; Kenneson et al., 2001; Primerano et al., 2002). Konnte ein kern-
lokalisiertes, hypothetisch RNA-bindendes CGGBP1 die effiziente Translation z. B. durch

Beeinflussung des mRNA-Transports beeintrachtigen? Nach einer mdglichen Etablierung von
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RNA-bindenden Eigenschaften von CGGBP1 durch EMSA oder North-Western-Experimente
konnte dieser Frage mittels RNA-in situ-Hybridisierung von Zellen von Pramutations-Tragern
nachgegangen werden.

Bei einigen Individuen mit Primutations-Allelen am FMRI1-Locus, die ein
neurodegeneratives Syndrom entwickelten (Hagerman et al., 2001), wurden in bestimmten
Gehirnarealen intranukledre Einschliisse bisher ungekldrter Zusammensetzung beobachtet
(Greco et al., 2002). Es wird vermutet, dafl diese Einschliisse auf der erhéhten FMR1-RNA-
Menge in Pramutations-Trdgern beruhen. In einer Kooperation mit Ben Oostras Labor

(Rotterdam) wird nun untersucht, ob das CGGBP1 Bestandteil dieser Einschliisse ist.

E.4 Eigenschaften der 5'-nicht translatierten Regionen der CGGBP1-Gene

Die 5-UTR war beim menschlichen Gen aus drei Exons aufgebaut, von denen das dritte
alternativ gespleif3t wurde. Das alternativ gespleifite Exon III wurde als zusitzliche mRNA-
Population in allen untersuchten Zelltypen gefunden. Wahrscheinlich werden zwischen 40 -
60% der bisher bekannten menschlichen Gene alternativ gespleiit (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Ubersicht in Modrek und Lee, 2002). Wihrend das
alternative Spleilen innerhalb der translatierten Region zu Proteinen unterschiedlicher
Funktion fiihren kann, ist das ebenfalls weit verbreitete alternative Spleiflen in der 5'-UTR
weniger gut verstanden (Mironov et al., 1999).

Die nicht-translatierten Regionen konnen Elemente enthalten, denen experimentell wichtige
Aufgaben bei der posttranskriptionalen Kontrolle der Genexpression zugewiesen wurden
(Ubersichten in Kozak, 1996; Gray und Hentze, 1994; Curtis et al., 1995: Meijer und Thomas,
2002). Es wurde vorgeschlagen, da3 Sekundérstrukturen oder zusédtzliche Startcodons in der
5'-UTR die Translation des eigentlichen ORFs verringern konnen (Kozak, 1991). Gemif3 des
Scanning-Modells der Translation werden Ribosomen durch solche Elemente behindert, wenn
sie die mRNA von der Cap-Struktur am 5'-Ende aus nach dem Startcodon fiir das kodierte
Protein absuchen (Kozak, 1989). Bei der statistischen Auswertung von 5'-UTR Sequenzen
von hoch bzw. niedrig exprimierten Proteinen beobachtet man, da sich die 5-UTR
Sequenzen hinsichtlich der Lange, des GC-Gehalts und der Hiufigkeit von uORFs signifikant
unterscheiden (Kozak, 1987; 1996; Kochetov et al., 1998).

Frither wurde angenommen, dall FElemente wie potentielle Sekundérstrukturen oder
Startcodons nur in einem geringem Prozentsatz (10 %) von mRNAs vorkamen (Kozak 1987),
in denen wachstums-regulierende Gene angereichert waren. Mittlerweile steigt mit

zunehmender Menge der zur Verfiigung stehenden Sequenzinformationen auch der Anteil an
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mRNAs, die diese Elemente enthalten (Suzuki et al., 2000, Pesole et al., 2000). Da es sich
bisher meist um auf Sequenzeigenschaften basierenden Studien handelte, steht der experimen-
telle Nachweis fiir die posttranskriptionale Kontrolle fiir die meisten Transkripte noch aus.
Man geht mittlerweile davon aus, daB3 es sich bei der posttranskriptionalen Kontrolle der
Genexpression eher um eine Modulation, als — wie bisher angenommen — um eine Inhibition
der Translation handelt (Meijer und Thomas, 2002).

Die 5'-UTR aller untersuchten CGGBP1-Gene wiesen Eigenschaften auf, durch die die
Translationseffizienz moduliert werden konnte. In Transfektions-Experimenten, in denen die
5'-UTR des CGGBP1-Gens mit dem Reportergen Luciferase verbunden worden war, wurde
jedoch kein EinfluBB der 5'-UTR auf die Reportergen-Aktivitdt festgestellt. Dieses Ergebnis
war unerwartet angesichts der hoch konservierten 5-UTR Sequenzen in mehreren Sduge-
tieren.

So war die 5'-UTR doppelt so lang wie durchschnittliche 5'-UTR (Internation Human Genome
Sequencing Consortium, 2001, Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Das erste
Exon war zudem sehr GC-reich, so da} sich wahrscheinlich stabile Sekundarstrukturen
ausbilden konnen. Im menschlichen Gen waren fiinf und in den CGGBP1-Genen der anderen
Sdugetiere zwei zusétzliche Startcodons in der 5'-UTR enthalten. Meist entsprach die
Sequenzumgebung dieser Startcodons jedoch nicht der Consensussequenz fiir funktionelle
Startcodons (Kozak, 1987).

Das erste ATG, das zudem weniger als die anderen von der Kozak-Sequenz abwich, fiihrte in
allen untersuchten Spezies zu einem 25 Aminosduren langen Peptid. Die Peptidsequenz war
in den untersuchten Sdugetieren zu mindestens 88% konserviert, da die Hélfte der
Nukleotidaustausche innerhalb dieses uORFs synonyme Positionen betraf. Die hohe
Konservierung der Peptidsequenz konnte darauf beruhen, da3 Proteine sequenzspezifisch die
zugrundeliegende RNA-Sequenz binden, so dal mehr oder davon abweichende
Nukleotidaustausche nicht toleriert wiirden. Die translationsregulierende Wirkung von in der
5-UTR liegenden Minicistrons hing bei anderen Genen auch von der kodierten
Peptidsequenzen (zur Ubersicht Meijer und Thomas, 2002; Mize 1998; Wang et al., 1998).
Die posttranskriptionale Kontrolle der Genexpression spielt eine entscheidende Rolle bei der
Genexpression in Abwesenheit von Transkription, so z. B. nach der Befruchtung und im
frithen Embryo (Meijer und Thomas, 2002; Curtis et al., 1995). Ob ein Transkript in Protein
tibersetzt wird, hingt neben globalen Effekten, wie der Verfiigbarkeit von Translations-
faktoren auch hdufig von zelltypspezifischen (Ruan et al., 1994) oder von physiologischen

Bedingungen ab, wie es z. B. fiir die Ferritin-mRNA gezeigt worden ist (Ubersicht in

138



E Diskussion

Klausner et al., 1993). Der fehlende EinfluB des 5'-UTRs des CGGBP1-Gens auf die
Expression des Reportergens in HelLa konnte also auf zelltyp-spezifischen Einfliissen
beruhen. Aullerdem ist es moglich, dafl die 5'-UTR nur die Stabilitit des Transkriptes erhohte,
was aufgrund der Analyse nur eines Zeitpunktes nach der Transfektion nicht nachgewiesen

werden konnte.

E.5 Alternative Polyadenylierung im CGGBP1-Gen

Die CGGBP1-mRNA wurde alternativ polyadenyliert, so da3 in RNA-Transfer-Experimenten
mindestens zwei Transkripte detektiert wurden. Das Protein wurde durch die alternative
Polyadenylierung nicht verdndert, wéhrend sich die Lange der 3'-UTR um etwa 3,4 kb
veranderte. In 3'-UTR sind hdufig Elemente enthalten, die die Stabilitit der mRNA oder die
Effizienz, mit der die mRNA translatiert wird, beeinflussen (Jackson, 1993; Mitchell und
Tollervey, 2001). Auerdem kann die 3'-UTR die Lokalisation der mRNA innerhalb der Zelle
beeinfluBen (Lipshitz und Smibert, 2000; Jansen, 2001).

Ahnlich wie beim alternativen SpleiBen werden in zumindest teilweise auf Datenbanken
basierenden Projekten immer mehr Transkripte bei Mensch und Maus entdeckt, die alternativ
polyadenyliert werden (Gautheret et al., 1998; Pauws et al., 2001; Iseli et al., 2002). In einer
Ubersicht iiber experimentell nachgewiesenes alternatives Polyadenylieren fiel — wie auch im
Falle des CGGBP1-Gens — die Wahl des Polyadenylierungssignals in Hoden héufig anders
aus, als in anderen Geweben (Edwalds-Gilbert et al., 1997).

E.6 Der Promotor des CGGBP1-Gens

Die stromaufwirts des CGGBPI1-Gens gelegenen Sequenzen waren &dhnlich den nicht-
translatierten Regionen der CGGBPI1-Gene zwischen Mensch, Maus und Ratte hoch
konserviert. Regulatorische Regionen von Genen kdnnen sich so stark unterscheiden, dall man
funktionell entscheidende Signale durch das sogenannte phylogenetische footprinting
identifizieren kann (Gumucio et al., 1996; Duret und Bucher, 1997). Im Vergleich des
menschlichen Genoms und des Mausgenoms waren durchschnittlich 200 bp stromaufwiérts
der Transkriptionsstartpunkte zu 73,9% konserviert (Mouse Genome Sequencing Consortium,
2002). In Transfektions-Experimenten in HeLa-Zellen hatte sich eine 235 bp groBe Region
der 5'-flankierenden Sequenz des CGGBP1-Gens als ausreichend fiir eine Promotorfunktion

erwiesen.
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Moglicherweise geben Transfektionsstudien in der Tumorzellinie HeLa jedoch nicht alle in
vivo herrschenden Verhéltnisse wieder. Die regulatorischen Elemente fiir die Expression des
Gens wihrend der Embryonalentwicklung wéren ein Beispiel. So waren bei Mensch, Maus
und Ratte insgesamt 600 bp stromaufwérts des Exon I zu mindestens 85 % konserviert und
nicht nur die etwa 200 bp grofe Region, die fiir eine starke Expression in HeLa-Zellen
bendtigt worden war. Da sich weiter stromaufwérts gelegene Sequenz oder auch die Sequenz
des zweiten Introns zwischen Mensch und beiden Sdugetieren stark unterschied, war davon
auszugehen, daB3 Verdnderungen in der konservierten Region nicht toleriert wurden, da sie
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Genexpression des CGGBPI1-Gens erfiillten
(Duret et al., 1993).

Die teilweise konservierte Sequenz im ersten Intron kdnnten darauf hinweisen, dal3 dieses
Intron, wie in anderen Genen hiufig beobachtet, weitere regulatorische Signale oder einen
zweiten Promotor enthielt (Majewski und Ott, 2002). Die Verwendung von alternativen
Promotoren ist, wie die posttranskriptionale Kontrolle auch, ein hiufiges Mittel, die

Genexpression flexibler zu gestalten (Ayoubi und van den Wen, 1996).

E.7 Zur Methylierung des CGGBP1-Gens

In Sdugetiergenomen wird fast ausschlieBlich das Desoxycytidin im Dinukleotid CpG am C-5
Atom des Pyrimidinrings methyliert, wobei die Desoxycytidinreste beider Stringe modifiziert
werden (Riggs und Jones, 1983; Doerfler 1981, 1983). Das Methylierungsmuster bestimmter
Regionen des menschlichen Genoms kann sich in verschiedenen Gewebe- oder Zelltypen
unterscheiden, wobei das zelltyp-spezifische Muster zwischen verschiedenen Individuen
oftmals tibereinstimmt (Kochanek et al., 1990; 1991; Doerfler et al., 1990, Behn-Krappa et
al., 1991; Achten et al., 1991). Das Dinukleotid CpG ist in verschiedenen Genomen statistisch
gesehen unterreprisentiert (Subak-Sharpe et al., 1966; Russel et al.,, 1976; International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Die meisten CpG-Dinukleotide treten im
menschlichen Genom gehduft in repetitiven Elementen, v.a. in Alu-Elementen, und in so
genannten CpG-Inseln auf (Bird et al.,, 1986; International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). Zunédchst sah es danach aus, daf v.a. ,,Haushaltsgene* mit CpG-Inseln
assoziiert waren (Antequera und Bird, 1993). Mittlerweile werden jedoch immer mehr Gene
entdeckt, die dieser Klassifizierung nicht entsprechen (Suzuki et al.; 2002, Shiota und

Yanigamachi, 2002).
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Das Ausmal} der Methylierung im gesamten Genom variiert wiahrend der Entwicklung (Razin
und Shemer, 1995). So beobachtet man z. B. nach der Befruchtung eine starke
Demethylierung des Genoms, das durch eine folgende de-novo-Methylierung in weiten Teilen
ein neues oder das alte Methylierungsmuster erhdlt. Methylierung dndert sich auch mit
verschiedenen physiologischen Zustinden, z.B. veréndert sich das Methylierungsmuster in
Krebszellen oder im Alter (Ubersicht in Jaenisch und Bird, 2003). Es besteht ein gut
dokumentierter Zusammenhang zwischen Methylierung und Promotor-Aktivitét; eine Vorher-
sage des Methylierungsstatus und seine Auswirkungen auf die Promotor-Aktivitét ist jedoch
nicht moglich (Ubersichten in Munnes und Doerfler, 1997; Shiota und Yanagimachi, 2002).
Methylierung stellt somit wahrscheinlich ein wichtiges Element bei der Organisation des
Genoms dar. Es werden deshalb Anstrengungen unternommen, nach der Bestimmung der
Sequenz des Menschen nun auch das - man verzeihe diesen Neologismus - ,,Methylom* zu
untersuchen (Feinberg, 2001; Novik et al., 2002).

Es gibt verschiedene Ansétze um zu erkliren, wie Methylierung die Aktivitét eines Promotors
reguliert. Methylierung kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren verhindern oder die
Zusammensetzung der Proteine, die an einen bestimmten Promotor binden, verdndern
(Ubersicht in Bird und Wolffe, 1999). Ein weiterer Zusammenhang besteht zwischen dem
Methylierungsstatus und der Chromatinstruktur eines Gens, die fiir die Transkription eines
Gens ebenfalls eine Rolle spielt (El-Osta und Wolffe, 2000). Werden Promotorsequenzen in
vitro methyliert, hiangt die Auswirkung auf die Promotor-Aktivitit vom Muster der
Methylgruppen in der Promotorsequenz ab, und nicht von der Menge der methylierten CpG-
Dinukleotide (Munnes et al., 1998; Muiznieks und Doerfler, 1994).

Der Promotor des CGGBP1-Gens war in weilen Blutzellen von mannlichen und weiblichen
Probanden, in HeLa-Zellen und — soweit analysiert — in KB-Zellen nicht methyliert. Der
Methylierungsstatus wurde hier mit der Bisulfit-Methode des genomischen Sequenzierens
bestimmt, mit der alle methylierten Desoxycytidine unabhdngig von ihrem
Sequenzzusammenhang erfait werden konnen. Mit isoschizomeren Restriktions-
endonukleasen, die sich in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Methylierung unterscheiden,
hitte nur Auskunft iiber 18 % der hier analysierten CpG-Dinukleotide gewonnen werden
kdnnen.

Die Beobachtung, daB der Methylierungszustand in HeLa- und KB-Zellen mit dem von
primdren Zellen {bereinstimmte, war insofern bemerkenswert, weil sich das

Methylierungsmuster in Zellinien in Kultur sonst hdufig unterscheidet (Doerfler, 1993; Behn-
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Krappa et al., 1991; Achten et al., 1991; Antequera et al., 1990). In RNA-Transfer
Hybridisierungen und RT-PCR-Experimenten wurde nachgewiesen, dal das CGGBP1-Gen
auch tatsédchlich in allen untersuchten Zelltypen transkribiert wurde.

In Transfektions-Experimenten wurde die Empfindlichkeit des CGGBP1-Promotors auf in-
vitro-Methylierung untersucht. Die zwei Konstrukte d03 und d09, die in der CGGBP1-
Promotorregion jeweils 32 bzw. 18 CpG-Dinukleotide trugen, wurden mit den Methylasen M-
Hhal, M-Hpall und M-Sssl behandelt. Im Konstrukt d03 wurden dabei jeweils drei Hhal bzw.
Hpall-Erkennungssequenzen methyliert, wihrend die gleichen Methylasen im Konstrukt d09
nur jeweils ein CpG-Dinukleotid modifizierten. Durch die vollstdndige Methylierung aller 18
bzw. 32 CpG-Dinukleotide durch die M-Sssl wurde der CGGBP1-Promotor inaktiviert. Die
Methylierung von nur einem oder drei CpG-Dinukleotiden verringerte die Promotor-Aktivitat
nur geringfligig. Es ist nicht auszuschlieBen, da3 der CGGBP1-Promotors nur durch bestimm-
te der 18 bzw. 32 CpG-Dinukleotide inaktiviert wurde. Die in-vitro-Methylierung von CpG-
Dinukleotiden, die au8erhalb von Erkennungssequenzen von Methylasen liegen, ist technisch

jedoch sehr aufwendig und war nicht Gegenstand dieser Studie.

E.8 Zur konditionalen Inaktivierung des cggbp1-Gens

Das cggbpl-Gen wurde im Rahmen dieser Arbeit kloniert, um zukiinftig die Inaktivierung
dieses Gens in der Maus zu ermoglichen. Geninaktivierungs-Experimente (knock-out-Méause)
konnen zur Aufklarung der Funktion eines Gens beitragen (Capecchi, 1989). Ein Genin-
aktivierungs-Vektor, in dem das cggbpl-Gen von LoxP-Zielsequenzen (Sternberg und
Hamilton, 1981) flankiert wurde, ist fertiggestellt worden. Die Strategie kann in zwei
Mausstimmen, dem C57BL/6 sowie dem 129-Mausstamm angewendet werden. Mit der
Transfektion des Vektors in ES-Zellen wurde begonnen, bisher sind jedoch keine homologen
Rekombinanten entdeckt worden. Die Effizienz der homologen Rekombination von
Geninaktivierungs-Vektoren mit dem endogenen Gen ist abhéngig vom Genlocus und kann
selbst innerhalb eines Genlocus bei Verwendung unterschiedlicher DNA-Abschnitte stark
variieren (Joyner, 1993). Es ist moglich, dafl der Geninaktivierungs-Vektor, der zunachst auch
einen 1,65 kb langen, ununterbrochenen repetitiven Abschnitt enthielt, die Identifizierung
homologer Rekombinanten verhinderte. Deshalb wurde dieser Bereich aus dem
Geninaktivierungs-Vektor entfernt. Die Transfektion in ES-Zellen im Labor von Ulrich

Miiller ist in Planung.
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Es ist meist nicht moglich, den Phénotyp einer knock-out-Maus vorherzusagen (Bradley,
2002). Je nach beobachtetem Phénotyp konnen viele verschiedene Parameter untersucht
werden, die zur Aufkldrung der Funktion von cggbpl beitragen konnten. Da CGGBP1 nach
Uberexpression den menschlichen FMR1-Promotor, der eine 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung
enthélt (Verkerk et al., 1991), inhibierte (Miiller-Hartmann et al., 2000), wére ein Aspekt, der
in knock-out-Méusen untersucht werden konnte, das zellulire Expressionsmuster. Des
weiteren konnte die Stabilitit von 5'-(CGG),-3'-Wiederholungen in somatischen Geweben
sowie bei der Vererbung verfolgt werden.

Es wurden bei Datenbankrecherchen neben dem Zink-Finger-Motiv (Matsushima et al, 1997)
keine dem cggbpl-Protein &hnlichen Proteine entdeckt. Trotzdem besteht die Mdglichkeit,
daf} das cggbpl-Gen eine redundante Funktion erfiillt, die im Falle des cggbpl-Verlustes von
einem anderen Protein libernommen wird, so daB3 eine knock-out-Maus des cggpl-Gens
keinen sichtbaren Phinotyp entwickelt (Ubersicht in Miiller, 1999). Eine embryonal-letale
Konsequenz des Verlustes des cggbpl-Gens ist im Vorfeld auch nicht auszuschlieen. Das
Gen ist in vielen Sédugetieren sehr hoch konserviert, was fiir eine starke negative Selektion
gegen einen Funktionsverlustes des cggbpl-Gens fiir den Organismus spricht. Da das Gen
zudem in embryonalen Stammzellen und wéhrend der Entwicklung transkribiert wird, konnte
es eine wichtige Rolle wihrend der Entwicklung spielen. Mit der hier angewendeten
konditionalen Strategie zur Ausschaltung des cggbpl konnten die Mutanten auch bei
schweren Entwicklungsstorungen oder bei einem letalen Phénotyp untersucht werden
(Ubersicht in Rajewsky et a. 1996; Kithn und Schwenk, 1997; Sauer, 1998). Durch
Einkreuzen von transgenen Mausstimmen, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle von
gewebespezifischen oder induzierbaren Promotoren exprimieren (Nagy und Mar, 2001), wird
es moglich sein, das cggbpl-Gen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und spezifisch in
verschiedenen Geweben auszuschalten.

Die Zielsequenz LoxP ist nur 34 bp lang, und die Spezifitit der Cre-Rekombinase ist nicht
absolut (Hoess et al., 1986; Sauer, 1996). Pseudo-LoxP-Sequenzen treten auch im
Saugetiergenom auf, die durch die Cre-Rekombinase auch rekombiniert werden konnen
(Thyagarajan et al., 2000). In Zellkultur beobachtet man eine zeit- und dosisabhingige
Schéddigung der Zellen durch die Cre-Rekombinase (Loonstra et al., 2001). Bei einer Cre-
transgenen Mauslinie wurde auch von Chromosomen-Rearrangierung berichtet (Schmidt et
al., 2000). Neben Wildtyp-Mausen mul3 deshalb der Phinotyp der knock-out-Méuse unbedingt
auch mit dem der allein Cre-transgenen Miuse verglichen werden. Die Mdglichkeit eines

Einflusses der Expression der Cre-Rekombinase auf den beobachteten Phianotyp einer knock-
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out-Maus kann allerdings nie ganz ausgeschlossen werden. AuBlerdem diirfen mogliche
Konsequenzen der Manipulation der ES-Zellen in Kultur, oder das Einbringen fremder DNA
ins Mausgenom, z .B. auf das zellulire Methylierungsmuster nicht vernachldssigt werden

(Remus et al., 1999; Hertz et al., 1999; Miiller et al., 2001; Doerfler et al., 2001).

E.9 Die Bindung von CGGBP1 an kurze und unterbrochene 5-(CGG).-3'-
Wiederholungen

In Gelretardations-Experimenten band CGGBP1 hier an kiirzere 5'-(CGG)-3'-Wieder-
holungen, als bisher beschrieben (Deissler et al., 1996 und 1997; Miiller-Hartmann et al.,
2000). Dies beruhte wahrscheinlich darauf, daB3 hier die CGG-Wiederholung von zusitzlichen
Sequenzen flankiert wurde. Zudem tolerierte CGGBP1 Unterbrechungen in der Bindungsse-
quenz, wie sie in natiirlich vorkommenden Wiederholungen hiufig auftreten (Katti et al.,
2001, Toth et al., 2000; Mangel et al., 1998). Damit wird das Spektrum moglicher Bindungs-
stellen fiir CGGBP1 erweitert und damit die Anzahl der Gene, deren Expression durch
CGGBPI reguliert werden kénnte. Nach Uberexpression oder Ausschalten des CGGBPI-
Gens konnte diese These mit Hilfe der DNA-Array-Technologie geklédrt werden. Entsprechen-

de Experimente sind bereits in Planung.

E.10 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Aspekte zur Genstruktur und Expression des CGGBP1-
Gens wurden durchgefiihrt, um eine solide Grundlage fiir die weitere Erforschung der
Funktion des CGGBP1-Gens zu schaffen. Zu den spannendsten Aspekten zéhlt dabei, wie
viele Gene in ihrer Expression durch das CGGBPI-Gen reguliert werden. Neben der
transkriptionsregulierenden Eigenschaft konnte auch den Hinweisen auf eine mogliche RNA-
Bindung — und ihrer Konsequenz fiir die Translation des gebundenen Transkripts — von
CGGBP1 nachgegangen werden. Nach einer weiteren Verfeinerung der Anforderungen an die
Bindungssequenz des CGGBP1 konnten potentielle Zielgene eventuell auch durch Sequenz-
abgleich in der bisher ermittelten Genomsequenz des Menschen identifiziert werden.

Es wire auch interessant zu wissen, ob das CGGBP1 wihrend des Zellzyklus gleichmifig
exprimiert wird, oder ob es zu bestimmten Zeitpunkten (oder durch extrazelluldre Signale)
induziert werden kann. Aufgrund der Hinweise auf posttranskriptionale Regulation der
Expression sollte hierbei eher auf die Anwesenheit des Proteins und nicht auf die der mRNA

geachtet werden.
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Molekulare Interaktionspartner des CGGBP1-Gens konnten durch biochemische Analysen
wie z. B. die Immunoprazipitation identifiziert werden. Des weiteren sind one- oder two-
hybrid-Experimente denkbar. Wenn die Funktion der Interaktionspartner bekannt wire,
konnte dies eventuell Riickschliisse auf die Rolle des CGGBP1 erlauben.

Die Analyse des Phénotyps der knock-out-Maus des cggbpl-Gens wird vielleicht weitere
Ansatzpunkte fiir die Funktion des cggbpl-Gens und damit moglicherweise auch des
CGGBP1-Gens des Menschen liefern.
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Die Amplifikation von repetitiven Elementen in oder in der Ndhe von Strukturgenen gilt als
neuer Mutationsmechanismus bei Erbkrankheiten des Menschen. Das Fragile-X-Syndrom,
eine der hdufigsten Ursachen fiir erbliche geistige Behinderung, ist mit der Amplifikation
einer 5'-d(CGG),-3'-Wiederholung in der 5'-nicht translatierten Region des FMRI1-Gens
(fragile X mental retardation gene 1) assoziiert (Verkerk et al., 1991; Fu et al., 1991). Bei den
meisten Patienten ist das FMR1-Gen komplett methyliert und das FMR1-Protein wird nicht
exprimiert (Pieretti et al., 1991; Sutcliffe et al., 1992).

Die Funktion von kurzen Sequenz-Wiederholungen, die im Genom weit verbreitet und bei
Sdugetieren oft konserviert sind, ist nicht geklart. Auch werden die genetischen
Mechanismen, die zur ihrer pathogenen Amplifikation fithren, noch untersucht. Das
Verrutschen eines DNA-Stranges (DNA slippage) wihrend der Replikation, der
Rekombination und/oder der Reparatur wurde als moglicher Mechanismus vorgeschlagen, da
nur homogene Folgen der repetierten Einheit, die in vitro anomale DNA-Strukturen

annehmen konnen (Sinden et al., 2002), instabil vererbt werden.

Die Analyse von Proteinen, die sequenzspezifisch an 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen binden,
konnte moglicherweise zur Aufkldrung der Funktion und/oder Vererbung dieser instabilen
Trinukleotid-Wiederholung beitragen. Ein 5'-d(CGG),-3'-bindendes Protein (CGGBP1) wurde
in unserem Labor gereinigt und charakterisiert (Deissler et al., 1996; 1997). Funktionelle
Studien zeigten, dal das CGGBP1 den FMR1-Promotor inhibiert, wenn es in HeLa-Zellen
iiberexprimiert wird (Miiller-Hartmann et al., 2000).

In dieser Dissertation wurde die genomische Organisation und Expression des CGGBP1-Gens
untersucht. Das menschliche Gen bestand aus 4 Exons und lag auf dem kurzen Arm von
Chromosom 3 in der Ndhe des Centromers. Das CGGBP1-Gen der Maus wurde hier isoliert
und das 14 kb groBe Fragment genomischer DNA wurde komplett sequenziert. Die Struktur
des Maus-Gens wurde aus Sequenzéhnlichkeiten zum menschlichen Gen abgeleitet und durch
EST-Klon- und RNA-Analysen belegt. Die translatierten und grofle Bereiche der nicht-
translatierten Regionen (UTR) des CGGBP1-Gens waren zwischen Mensch und Maus hoch
konserviert. Die Proteinsequenz des CGGBP1 der Maus stimmte bis auf drei Aminosduren
mit der des menschlichen Proteins iiberein. EST-Klon-Sequenzen des CGGBP1-Gens von
anderen Sédugetieren und von Hiithnern sowie die genomische Sequenz des CGGBP1-Gens der
Ratte waren in Datenbanken zugénglich und wiesen ebenfalls einen hohen Grad an
Ahnlichkeit zum menschlichen Gen auf. Bei drei Siugetieren (Ratte, Schwein und Rind) war
die abgeleitete Aminosduresequenz zu der Aminosduresequenz des menschlichen CGGBP1

sogar identisch.
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Die translatierte Region der CGGBP1-Gene des Menschen, der Maus und der Ratte war nicht
durch Introns unterbrochen. Die 5'-UTR im Menschen bestand aus drei Exons, die der beiden
Nagetiere aus je zwei Exons. RT-PCR-Experimente zeigten, da3 das Exon in der 5'-UTR des
Menschen, zu dem keine Entsprechung im CGGBP1-Gen der Maus oder der Ratte festgestellt
wurde, in menschlichen Zellen alternativ gespleiit wurde. GemidB RNA-Transfer-
Experimenten wurden vom ubiquitir exprimierten CGGBP1-Gen des Menschen und der
Maus mRNAs von etwa 4,5 und 1,2 kb Lange gebildet. Das CGGBP1-Gen der Maus wurde in
embryonalen Stammzellen sowie wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert. Das
Verhiltnis der Mengen der beiden Transkripte fiel in adulten und fotalen Geweben des
Menschen oft unterschiedlich aus. EST-Klon-Analysen deuteten auf eine alternative

Polyadenylierung der Transkripte hin.

Der CGGBP1-Promotor wurde durch das Einfithren von fortlaufenden Deletionen in die 5'-
flankierende Sequenz des menschlichen Gens lokalisiert. Promotortest-Konstrukte mit dem
Reportergen Luciferase enthielten zwischen 52 bp und 7,4 kb der 5'-flankierenden
genomischen Sequenz des CGGBPI1-Gens und wurden in HeLa-Zellen transfiziert. Die
Promotorregion der CGGBP1-Gene von Mensch, Maus und Ratte waren mit 87% Sequenz-
identitdt innerhalb einer 600 bp langen Region hoch konserviert. In HeLa-Zellen reichte
davon eine 235 bp groBBe Region fiir eine hohe Promotor-Aktivitidt aus. Die Reportergen-
Aktivitdt verdnderte sich nicht, wenn die Promotortest-Konstrukte die hoch konservierte 5'-
UTR enthielten.

In Transfektions-Experimenten war der Promotor nur gegeniiber der Methylierung aller CpG-
Dinukleotide empfindlich. Wéhrend die Methylierung von einzelnen Hpall- und Hhal-
Erkennungssequenzen die Promotor-Aktivitit kaum beeinflulte, inaktivierte eine Sssl-
Methylierung den CGGP1-Promotor vollstindig. Der Methylierungsstatus von 141 CpG-
Dinukleotiden in der 5'-Region des CGGBP1-Gens wurde mittels der Bisulfit-Methode des
genomischen Sequenzierens bestimmt. In mononukledren Blutzellen sowie in HeLa-Zellen
lag das CGGBP1-Gen komplett unmethyliert vor.

In Gelretardierungs-Experimenten (EMSA) wurde die Bindung von CGGBP1 an solchen
5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen getestet, die auch in den menschlichen und murinen
Sequenzen der FMRI1- und CGGBP1-Gene vorkommen. Dabei stellte sich heraus, daf
CGGBPI auch an kiirzere 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen (n = 5) als bisher beschrieben (n >
8) (Deissler et al., 1996; 1997) binden konnte. Trinukleotid-Folgen aus den murinen FMR1-
und CGGBPI1-Genen, die durch Trinukleotide anderer Sequenz unterbrochen werden,

erwiesen sich als starke Bindungsstellen fiir das CGGBP1.
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Das CGGBP1-Gen ist bei Sdugetieren und Vogeln hoch konserviert. Die Transkription des
Maus-Gens wihrend der Embryonalentwicklung konnte ebenfalls auf eine wichtige Funktion
des CGGBPI1 hinweisen. Deshalb wurde hier, basierend auf dem Cre/LoxP-System, eine
Strategie entworfen, mit der das CGGBP1-Gen der Maus konditional ausgeschaltet werden
kann. Damit wurde die Voraussetzung fiir die Erforschung des CGGBP1-Gens durch
Geninaktivierungs-Experimente geschaffen. Der Geninaktivierungs-Vektor wurde fertig-
gestellt und mit den Transfektionen in embryonale Stammzellen wurde begonnen. Bisher

wurden keine homologen Rekombinanten identifiziert.

Die detaillierten strukturellen Analysen des CGGBP1-Gens des Menschen und der Maus
wurden durchgefiihrt, um eine solide Grundlage fiir die weitere Erforschung der biologischen
Funktion(en) des CGGBP1-Gens zu schaffen. CGGBP1 kdnnte eine Rolle bei der Regulation
von Genen spielen, die 5'-d(CGGQG),-3'-Wiederholungen in ihren Promotor- oder 5'-nicht-
translatierten Regionen tragen. In knock-out-Miausen konnte zudem eine mogliche Rolle von
CGGBP1 bei der stabilen Vererbung von 5'-d(CGG),-3'-Wiederholungen iiberpriift werden.
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The amplification of repetitive elements which are located within or close to genes has been
recognized as a new mutational mechanism in human disease. Fragile X Syndrome, one of the
most frequent causes of heritable mental retardation in humans, is associated with an
expanded 5'-(CGG),-3' repeat in the 5'-untranslated region of the FMR1 (fragile X mental
retardation) gene (Verkerk et al., 1991; Fu et al., 1991). In affected individuals, the gene is
completely methylated such that a normal level of the encoded protein is not produced
(Pieretti et al., 1991; Sutcliffe et al., 1992).

The function of simple sequence repeats which are common in eukaryotic genomes and
frequently conserved among mammals is still unknown. The genetic mechanisms leading to
the pathogenic expansions are still under investigation. Strand slippage during replication,
repair or recombination has been proposed as a possible mechanism of amplification, because
only homogenous repeats are unstable, which can adopt unusual DNA structures in vitro
(Sinden et al., 2002).

The analysis of proteins which specifically interact with 5'-(CGG),-3' repeats might contribute
to the elucidation of the function and/or the inheritance of this unstable trinucleotide repeat. A
5'-(CGG),-3'-binding protein (CGGBP1) had been purified and cloned in our laboratory
(Deissler et al. 1996; 1997). Functional studies showed that CGGBPI inhibits the FMR1

promoter when it is overexpressed in HeLa cells (Miiller-Hartmann et al., 2000).

Here, the genomic organization and expression of the human and the murine CGGBP1 genes
were analyzed. The human gene of CGGBP1 consists of 4 exons and had been mapped to
chromosome 3p close to the centromere. During this study, a 14 kbp DNA fragment with the
murine CGGBP1 gene was isolated from a subgenomic library and the complete nucleotide
sequence was determined. The murine gene structure was deduced from sequence similarity
to the human gene and was verified by EST clone and RNA analyses. The translated regions
as well as large parts of the untranslated regions were highly conserved between the human
and the murine genes. Only three amino acids in the murine protein differed from the human
sequence. EST clones of the CGGBP1 gene of other mammalian species and the genomic
sequence of the CGGBPI1 gene of rat were available in GenBank and demonstrated a high
degree of sequence similarity to the human gene as well. The translated region of the
CGGBPI1 genes of human, mouse and rat were not interrupted by introns. The 5'-untranslated
region (UTR) of the two rodent genes contained two exons instead of three exons present in
the human gene. RT-PCR experiments revealed that the exon of the human gene which did
not have an equivalent in the genes of mouse and rat was alternatively spliced in human cells.
According to RNA transfer experiments, mRNAs of 1.2 and 4.5 kb were transcribed from the

ubiquitously expressed human and murine CGGBP1 genes. The murine gene was transcribed
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in embryonic stem cells and during embryonic devolopment. The relative amount of the two
transcripts varied in different adult as well as fetal human tissues. EST clone analyses

suggested alternative polyadenylation.

The promoter of the human CGGBP1 gene was defined by deletion mapping. Constructs
containing DNA-fragments of 7.4 kb to 52 bp from the 5'-flanking region of the CGGBP1
gene upstream of the luciferase gene were transfected into HeLa cells. A region of 600 bp
upstream of exon I displayed 87% sequence identity between the human and the two rodent
genes. Of this upstream region, a fragment of 235 bp was sufficient for strong promoter
activity in HeLa cells. Inclusion of the highly conserved 5'-UTR into the promoter constructs

did not influence reporter gene activity.

The promoter was sensitive only to complete CpG methylation. Whereas in vitro methylation
of Hhal and Hpall sites did not alter the promoter activity, SssI methylation completely
inactivated the promoter. The methylation status of 141 CpG dinucleotides in the 5'-region of
the CGGBP1 gene was determined by the bisulfit protocol of genomic sequencing. In
mononuclear blood cells as well as in HeLa cells, the CGGBP1 gene was completely

unmethylated.

Testing short and interrupted 5'-d(CGG),-3'-repeats from the human and murine FMR1 and
CGGBP1 gene loci in electrophoretic mobility shift assays revealed that CGGBP1 bound to
shorter repeats (n = 5) than previously reported (n >7) (Deissler et al., 1996; 1997; Miiller-
Hartmann et al., 1997). The murine sequences of the FMR1 and CGGBP1 genes, harboring
short interrupted 5'-(CGQG),-3' repeats were identified as strong binding sites.

The CGGBPI1 gene is highly conserved among mammals and birds. Expression during
embryonic development might also hint at an important function of the CGGBP1. Therefore,
a conditional strategy of gene inactivation based on the Cre/LoxP recombination system was
then developed in order to prepare a future gene targeting experiment in mice. The
appropriate targeting construct was completed. First transfection experiments did not yield

homologous recombinants.

The detailed structural analyses described here were performed to obtain a solid base for
further work on the elucidation of the biological function of the CGGBP1 gene. CGGBP1
might be of interest when studying the transcriptional control of genes harboring
5'-d(CGG),-3'-repeats in their promoter and 5'-untranslated regions. A CGGBP1 knock out
mouse will provide a means to test a possible role of CGGBPI in the stable inheritance of the

trinucleotide repeat.
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I Anhang

[.1 Datenbankeintrag von CGGBP1 - Zugriffsnummer AJ000258

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
NID
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

Hominidae;

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
F.,

TITLE
unstable

JOURNAL

MEDLINE

COMMENT
FEATURES

source

gene

CDS

HSCGGBP 779 bp RNA PRI 22-JUL-1997
Homo sapiens trinucleotide repeat 5-d(CGG)n-3ds binding protein
p20-CGGBP.

AJ000258

92274963

CGGBP gene; DNA binding protein;
human.

Homo sapiens

trinucleotide repeat.

Eukaryotae; mitochondrial eukaryotes; Metazoa; Chordata;
Vertebrata; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini;
Homo.

1 (bases 1 to 779)
Deissler,H.

Direct Submission
Submitted (15-JUL-1997)
Genetics and Virology,

Deissler H., Department for Medical
Institute of Genetics, University of

Cologne, Weyertal 121, NRW, D-50931 Cologne, GERMANY
2 (bases 1 to 779)
Deissler,H., Wilm,M., Genc,B., Schmitz,B., Ternes,T., Naumann,

Mann,M. and Doerfler,W.
Rapid protein sequencing by tandem mass spectrometry and cDNA
cloning of p20-CGGBP. A novel protein that binds to the

triplet repeat 5'-d(cgg)n-3'
J. Biol. Chem. 272 (27), 16761-16768
87347474
EST clone ID269133 genbank accession no. N36676 and N24697.

Location/Qualifiers

1..779

/organism="Homo sapiens"

/plasmid="pT7T3D"

/db_xref="taxon:9606"

/cell type="melanocytes"

/chromosome="3"

/clone lib="soares melanocytes 2NbHM"

/lab host="DH10B"

/sex="male"

in the human fmrl gene
(1997)

197..759
/gene="CGGBP"
197..700

/gene="CGGBP"

/function="DNA binding protein"

/note="p20-CGGBP binds highly sequence-specific to the
double-stranded triplet repeat 5-d(CGG)n-3. Binding is
severely inhibited by cytosine-specific DNA-methylation.
p20-CGGBP was isolated from human HeLa cells, three
internal peptides were sequenced that were completely
contained in the corrected sequence of EST cloneID269133
(genbank acc.-No: N36676, N24697). The derived aa sequence
lacks any overall homology to any known protein. p20-CGGBP
RNA is expressed in a variety of human tissues. The
cDNA-sequence of p20-CGGBP is highly conserved among
mammals. Sequenced Peptides: peptidel: aa 4 to 12
FVVTAPPAR peptide2: aa 19 to 21 LYV peptide3: aa 101 to
104 VSVIQ putative nuclear localization signal: aa 69 to
84"
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polyA s
polyA s

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

//

/codon_start=1
/evidence=experimental
/product="p20-CGGBP"
/db_xref:"PID:e329707"
/db_xref="PID:g2274964"
/translation="MERFVVTAPPARNRSKTALYVTPLDRVTEFGGELHEDGGKLFCT
SCNVVLNHVRKSATISDHLKSKTHTKRKAEFEEQNVRKKQRPLTASLQCNSTAQTEKVS
VIQDFVKMCLEANIPLEKADHPAVRAFLSRHVKNGGSIPKSDQLRRAYLPDGYENENQ

LLNS
729.
/gen
759

/gen
242 a

ignal

ite

ggcacgaggg
aaactaatcc

tggcaattta
tttatttaga
taagactgct
tgaagatgga
gtctgccatt
agagcagaat
tgcgcaaaca
catcccactt
gaatggaggc
tgagaatgag
tgatcaagat

QDC™
.732
e="CGGBP"

e="CGGBP"
161 c

tttcgctctg
gaatttctgt
aagtcctttt
gtcagaatgg
ttgtatgtga
ggaaaactct
agtgaccacc
gtgagaaaga
gagaaagtca
gagaaggctg
tccataccta
aatcaactcc
aaatgtggag

175 g

gagaccattc
ggaatgttta
gaaagagagt
agcgatttgt
ctcccctgga
tctgcacttc
tcaagtcaaa
agcagaggcc
gtgttatcca
atcacccagc
agtcagacca
tcaactcaca
tattaaagtt

201 t

cctgctaagt
atcttctgga
tcatgttacc
agtaacagca
tcgagtcact
ttgcaatgtg
gactcatacc
cctaactgca
ggactttgtg
agtccgtgcet
gctacggagg
agattgttga
atgtgttgaa

atcaagacga
tccatgactg
cagctattct
ccacctgctc
gagtttggag
gttctgaatc
aagaggaagg
tctcttcagt
aaaatgtgcc
ttcctatctce
gcatatcttc
ctaggaggtt
aaaaaaaaaa

aaaaaactgg
tctgatacgt
ctaaaccata
gaaaccgttc
gtgagctgca
atgttcgcaa
cagaatttga
gcaacagtac
tggaagccaa
gccatgtgaa
ctgatggata
accaccattg
aaaaaaact
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[.2 Verwendete Oligodesoxyribonukleotide

[.2.1 Sequenzierung von m20-9

Name Position in Sequenz 5'-3'

AY189895 (nt)
M5prime 1 1-21 TTC CCA GAC TCC CTC TCC GTC
ml-t5' 788-808 CCT TCA TCC CGT TGC TCT GCC
ml-t 884-903 AAG AGC TGG GAA GGC GGA AG
ml-b 902-882 TTC CGC CTT CCC AGC TCT TCG
m1t-2 1002-1021 AGC CTG ACA GCG ACG GCC TC
ml-t3 1314-1333 CTG GCT GGA GCT TCG GGA TC
m2-b3-2 1325-1308 AGC TCC AGC CAG CCC CAC
m2b2 1333-1314 GAT CCC GAA GCT CCA GCC AG
ml|-t5' 1468-1487 AAG ACA TGA CTT CCC GGC GC
mll-b5' 1489-1472 TGG CGC CGG GAA GTC ATG TC
mll-b 1611-1592 CCA CAG ACG CAT CCA ATC CG
mll-t 1673-1692 CCC GAC TGG AAA TTA AGC TG
mll-b3' 1692-1673 CAG CTT AAT TTC CAG TCG GG
m2t5-2 2062-2081 TGC AGA CAT TTG CAG TGA GG
m2t5-r1 2119-2097 CAG ACA TCA TGA TGA ATC CCA CC
m2ts-3 2551-1571 ATC TTG GGT TTC CAG TGC TTG
m2-t5-r2 2573-2553 TAC AAG CAC TGG AAA CCC AAG
m2t5-4 2770-2792 CTG TGA TGT GAT CCC TGC CAT TC
m4-bS-4 2799-2779 TTG TCC TGA ATG GCA GGG ATC
m2t5-5 3067-3087 ACA TCA AGT TGT GCC CAG CAC
m485-3 3099-3077 AGT GCC CAA TAT GTG CTG GGC AC
m485-r2 3277-3297 TCT ACA TAG TGA GAC TCT GTC
m4b5-2 3660-3640 CTA ACC TTG CCC AAC TTA GAC
m4b5-r1 3789-3808 TAG TAG GGC CGT GTG CTT CC
mlV-t 4229-4247 TCA GAG ACA AAA TGG AAC G
mlV-b5' 4248-4230 TCG TTC CAT TTT GTC TCT G
m4-t2 4732-4751 CAA GAT TGT TGA CGA GGC AG
mlV-b3' 4764-4744 CAA TGG TCA TTA ACT GCC TCG
m4-t3 5155-5177 CTC TCA CAG GAC CTT AAA GAA GC
m4-t2-r1 5177-5155 GCT TCT TTA AGG TCC TGT GAG AG
m4-t4 5547-5567 ACA CTG TGG TTC TGT TTT CTC
m4t2-r2 5603-5583 GTT GTC AGC CAA AAA GTA ACC
m4-t5 5852-5872 ACA CCT CAC TCT TCT GTA AGC
m4t2-r3 6045-6025 AAT CAG GGC ATC TTG CCA CTG
m4-t6 6342-6362 GGT TGT CAA AGT GAC CAC TTG
m4t2-r4 6595-6577 GAT ATC CTA CCA TCT TAG G
m4-t7 6718-6738 TCA ACA TGG CAG AAC AGC TTC
m4t2-r5 7132-7112 AGT TCA CTT TGC CTC TCT CAC
m4-t8 7189-7206 GAC CAA TAG CAG CTC CTG
m4-t9 7653-7673 CCA GAT TCC CAA GCT AAA ACC
GO-SN-bw 7666-7646 GCT TGG GAA TCT GGC CAA TTG
m4-t8-r 7774-7751 ATC CAA TGA AAA CTT GTT TCT AGC

181



| Anhang

G1-SN-fw
m4t9-r
G3-SN-bw
G2-SN-fw
G6-SN-bw
G4-SN-fw
G5-SN-bw
G9-SN-bw
G8-SN-bw
G7-SN-fw
G11-SN-bw
G10-SN-fw
G15-SN-fw
G13-SN-bw
G19-bw
G16-fw
G17-bw
G18-fw

G14-base-bw

G14-base-fw
m18-t7-2
K8-fw
m18-t7-3
K6-SN-fw
K8-SN-bw
K7-SN-fw
K9-SN-fw
K1-SN-fw
K2-SN-fw
K3-SN-fw
K5-SN-fw
m18-t7-4
K4-SN-fw
KO-SN-bw

8185-8205

8212-8189

8713-8692

8765-8788

8999-8980

9260-9281

9454-9435

9456-9435

9770-9749

9850-9872

10230-10210
10245-10265
10578-10604
10660-10639
10959-10934
11125-11146
11146-11125
11265-11288
11432-11409
11459-11481
12028-12048
12065-12045
12482-12503
12527-12505
12561-12584
12624-12603
12704-12678
12747-12724
12786-12766
12803-12783
12953-12931
12960-12980
13007-12984
13176-13197

TTT
ATA
TTG
GTT
CTT
TAT
CTG
ACT
AAG
CTG
CCA
CTG
CCT
CcCAa
CAT
CAG
GAC
TCT
CAA
GGA
CCA
GAA
GAG
AAG
TAC
TAA
AGA
AAC
TTG
ATC
CAA
ATG
AAMG
CTG

TGT
AAA
CAC
CTT
GGC
CAT
ACC
GAG
TTG
ACT
GGG
AAG
GAC
CCA
GAA
ATA
ATC
ACA
GAC
GAA
CTG
TGG
ACA
TGA
CTG
TAC
GAA
CTG
GGA
TTT
GAT
GTT
GTC
TTC

GAG
TGT
AAA
AGG
TGG
AAC
ATC
CCA
ACA
GAT
ATG
CAC
ACA
TGC
AGC
GGC
TGC
AAT
AGG
GAT
TGC
CTA
GGG
GTT
CCT
TAG
ACT
GGC
GGC
AAT
CTG
GTG
CAG
ATA

CCAa
CAG
CGT
AAT
TAG
CCA
TCT
TCT
CAA
GGA
TCC
AAG
AAA
ATG
TTC
CTA
CTA
CTA
GTT
ACT
CAT
CTC
TTT
TCA
TTG
GTG
CTG
TAC
AGA
CccC
ACG
AGC
AGT
ACC

GTG
TCA
GAG
CAA
CAA
AGC
CAG
CTC
GAC
GGT
AGT
AAG
CAT
GCT
TTG
GGC
GGC
GCC
TCT
AAA
CTC
CAG
CTC
GGA
CCT
GGC
TCA
AGG
GGC
AGC
CCA
CAC
TCA
CAG

ACT
CTG
TGG
CCcC
GTC
CTC
CCT
AGC
TGT
CcccC
GCT
GTG
CCA
CAA
TGT
AGA
CTA
CTA
CTG
AGG
TCC
AGG
TGT
CAG
CCT
ATG
TGA
GTG
AGG
ACT
TCT
CAT
AAT
AAC

GAC
GCT
AGG
ATA
TC

TGG
CcC

CTC
CTC
AGT
TGC
ACC
AGA
TTC
GTT
TGT
TCT
CAG
TAT
AGA
AGC
CTG
ATA
CCT
GAG
GTG
ACA
AGT
TGG
TGG
TCT
GTG
CccC
TTC

CAC

CTG

(@)

ccC

AAT CGC

TAC AG

ANG
AGC
AT

G

GG

TGC

G

CCC TGG
TCC

GG

AGC
c

Primer mit der Bezeichnung "SN" wurden von Sebastian Neubert im Rahmen eines

Praktikums ausgesucht und fiir die Sequenzierung von m20-9 verwendet.

[.2.2 Oligodesoxyribonukleotide zur Sequenzierung/Klonierung des
Geninaktivierungs-Vektors

Name Position in Sequenz 5'-3'

AY189895
NEO 3' easyflox CCT CTG TTC CAC ATA CAC TTC
TK&' easyflox AAA ACC ACA CTG CTC GAG GTG
flox-orf-top 3834-3853 GTG TGT ATC TAT AAT CCC AG
flox-orf-bottom  5099-5080 AGC TCG TAA CCT CAC AAG AAA AAA
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[.2.3 Oligodesoxyribonukleotide fur RT-PCR und Klonierung/Sequenzierung
der Promotortestkonstrukte von g20

Name

p20-3utr
p20-|
p20-I1
p20-ORF
UTR-T
UTR-B
GLA1

Position in
AF094481

10904-10885

7456-7475
8285-8304

10834-10814

7400-7422

10383-10362

pGL2bas

Sequenz 5'-3'

ATG
CccC
CTC
AGA
TTT
CcCcC
TGT

GTG
TTA
TGG
TAT
CCcC
ANG
ATC

GTA
TTC
AGA
GCC
GCG
CTT
TTA

ACC
CCT
CCA
CTC
GGG
TCT
TGG

TCC
TGC
TTC
CGT
CTC
GAC
TAC

TAG
TCC
CCT
AGC
GAT
TCT
TGT

TC
TC
GC
TGG

CGG GCA ACG
AAA TAA ATA TGG

AAC

TG

[.2.4 Oligodesoxyribonukleotide fur das genomische Sequenzieren nach der
Bisulfit-Methode

Name

p20-C5-L2
P20-A5-K
P20-A3-K
p20-A5-L
P20-A3-L
p20 B5-L
p20-B5-K
p20-B3-K
P20-B3-L
p20-C5-K
P20-C3-K
P20-C3-L
p20-C3-K2
p20-C3-L2

Position

AF094481
7261-7288
6118-6140
6845-6819
5932-5961
6897-6868
6696-6720
6814-6789
7345-7370
7569-7544
7307-7332
7939-7917
7984-7960
7553-7578
7579-7606

in Sequenz 5'-3'

TTA
ATA
TCC
TTA
ACR
TTA
GAT
CCR
CTC
GGT
CAC
TAA
TCR
CCR

TTA
TTG
RTT
TAA
TCR
AGT
TAG
CCT
RAC
TAA
CTC
CAC
CCR
AAC

TTG
AAG
AAC
ATG
AAA
YGG
GAG
ACA
CTC
TGT
CTC
TTC
CCR
CCA

GTG
GAT
CRC
TAG
TCA
ATA
AYG
CCR
CCT
TGT
CAA
CCcC
TTA

GAG
CcccC
GTA
ACA
AGT
TAG
CCT
AAC
TYG
CTC
TCC
ccc
CCcC

TCT
GGG

GAT
ATC
GGA
AGA
ATA
TCC
GYG
ccc
TAA
RAT
RCA

GAT
GGT
TTA
GAG

GGA
GGT
ACA
TTA
GTT

ATC
CRA
CCA

AGT
TGG
TCA
AAT
ATT
GGG
TTA

ATA
GTT
cc

CTC
ACC
ACR

TTG TTT G
TG

ccC

GTA GAG
ACT ACC
AG

GG

CcC

cc

GG

C

ATC
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.3 Sequenz — Zugriffsnummer AY 189895

Sequenz von m20-9 und des 5'-flankierenden PCR-Produktes

I'INA SEQUENCE 1.0

m20final
1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801

.seg Length:

TTCCCAGACT
CAgAGACCTG
GTGACAAGTC
AGTAATCCCG
GCcceeeeTe
GGACTcCACA
CGCTCTcTTC
CcTGCGCCGC
CTCCTCCTCC
CAGGGCTACT
AGTTTTcAcCT
ctTccTATTG
GTcCACACTA
GGCGCGCCGG
CTCGCTCGGG
AGCAGCGGCG
GCTCTGCCCT
TTCCCCTAAC
AAGGEGGGCT
GGCGAGGGAa
CAGCCTGACA
ACAgCCACGG
GGGCGGCTGG
GCGGCGCCgG
ACGTCCGGCG
CTGCGGAGCG
AGCTGGcGTG
AGAGACAGAC
CCTGCGCeeT
TTTTGTGTTT
GGGtGCAAGC
GTCGAAGGCG
TGCGTCTGtG
AAaaCAAACa
TTCGACTTGA
TTTTGTTCCC
TCTGACTTCT
AGGtGGELTAT
GATCAGGAAA
CTGTAAGTTT
TAACAGCTTT
CTTGTGGAAG
GGATTCATCA
AACAGTATCT
AATCCaCAGA
AATTTTCATG
AATACAGacCC
ATGCAGTGGG
TTCAGaACAT
CAGTATAGTA
GCATAGAAgA
ATCTTGGGTT
AATTTTCAGA
AACaCTGAGT
AgaACACAGG
CAGGTATGCT
ATTGAAagCC

14530
CCCTCTCCGT
GGCCAGCAGG
GGAGCGGCCG
GCTGCTGATC
TGCCGTCGCC
ATGGCCACGA
CTCCgCCALG
CGCCGeCGCC
TcCTCTAGTT
CGCCTGGGCT
GGAGGAAGGA
GTTACACTAG
CtCGGCGGTT
AGgACGGGGC
CGGCGGCGAC
GAAGCAGCGG
TTCTTCCTCC
GGCGGCCCGC
tGGCCGLTGG
CCGGGGGCGG
GCgACGGCCT
AGTCGGCGGC
GACGCGGCCT
GGCGCCACCT
GcCCGCGCCC
CGCGGGCCGC
gGGCTGGCTG
ACCTGTGTGC
GCCTTTCCCG
TACAGTAAAG
CCAGGAACTG
TCTCCGGGGT
GTTTTGCATC
AACAAACAAA
AAACTCAGTT
TGGGTGCTCT
GGAAACACTT
TTTCATTGGC
GTTCAGGCTT
GCAGTCAAAG
AATtGTTACT
TTGCAGACAT
TGATGTCTGT
CACACGTAAC
AATTAAGCAT
AATTGCTAAG
AAAGTTGAAA
ATACTCCATG
ACTTGAAGTA
GTATCTgATG
GTAAGTCTTG
TCCAGtGCTt
AGTTTGGGGG
TAGTCCaTGa
TGCTCACACA
GGCACATGTC
CGCTGGACAA

July 18,

2002
CCCGCCGGAG
CCAGGAGCCA
ACGGGCGCCT
CCGACGCCGC
CGCAGCTAGG
GCTCTTCTCC
AGGCcTcTCGc
GCCGcTGcCG
cceTececeeT
CTACTTccGG
CACCGCcCAAT
CcGTCTGTTT
GcTgAGGacCC
GCGGCAGGGG
GGCGGEGGCA
CGGCCGCAAC
TCTCTTCCTT
TCCTACGGTC
TGCGGgCGGc
GGCCGGagGT
CGGCCGGCGC
GGTGCGGCGG
CGGCCCCGGC
CGGCCGGCGC
GCCTTCCCCG
CGGGCCACCcC
GAGCTTCGGG
AGAGCGLGGC
CCCCTCCACC
ACATGACTTC
TTTCCCCACC
CTGAACGAAC
CAGAAAACTG
AACCCGACTG
TACTTTTGCT
ATCTTAACTT
TTACACGTAA
AGTATCAAGA
CACGTGGCAC
AAAAATTCTA
AGAATGGTTT
TTGCAGTGAG
CTTTTCTGCC
CCTTGAGELGT
GTGAAATTCT
TCCTACTTTG
TAATCTTGGt
CTTTGTAATG
TTTCTTCAAC
TCTTGAtTAT
CTAATCLTTt
GTAATTTEtAT
CCTAGTGAAG
AACCaCTGTC
TTTAGaCTTC
TGTgATGTGA
CAGGGTTGTT

10:35
GAcCGGTCcCC
CGCAGAGGCC
CACCTGACAG
CGcCACAGCC
AGCCCCACTG
gAGGCGCTCG
CGcCCAGCGC
cCGcCGCTGc
TTcCCTCCGC
CTcCGCCCAC
CATAGGCATG
GCCAGgCCTG
GCCTACGAGC
ACACGGCGgC
GCGGCAGGAG
GGGATCTCCT
CCTGGCGAGG
CCGAAGAGCT
GAGCCCAGGC
GGAGGAGGAA
CcgCCgcCcCcC
ACTTCTCCGG
CCCGGCceeae
GGCGGGAGGA
CCCCCACCGG
GCcCCGgGGC
ATCGCGCACG
CCGAGCCGCT
ATCTTCCCTT
CCGGCGCCacl
ACCaCCTGTT
GcGAAGTCGC
TCaCTACTTA
GAAATTAAGC
GTAGTAAATG
CCTCATTTGT
CCAACCTCCT
ATAGaCCTTT
AAGAATTGCA
ACTGCACCCC
TATTTcATAG
gATTTGCTGA
ATGAAAAACC
CAAAGATGEG
AGACATTTTG
AGTTCATAGA
GTTGCCCAGC
ttACTTATAA
ATGTTTTTAA
TATAAAAAGT
GTTATCAAAG
ATAGCTGATA
TGACTTTGAG
CTCAGCTCCA
TGTAAGAAGT
TCCCTGCCAT
CTTGGTGTTT

Type:

GGACACGACG
CGGGAGCCCA
AAGCGTCGGC
GCCGCCGCCG
GGCCCGGGGG
GCCTCTTGGT
GTACCCAGCC
CTCAGCTAAC
CCCAGCCGGA
CCACGCccce
CCCGCCCTAC
cCATcTGTTG
CCTGCCATAG
CGCGGCGGAG
CAGCGGCTGA
TCATCCCGTT
GCTCGTGCAC
GGGAAGGCGG
CTTCGGGCCG
GGAGCCGGgC
CTCcCCGGGG
GGCCCTCCGA
AGGCGGGGTC
GGCTGTCcTAG
AGCCTCGGGC
GTGCGAgCCG
gAAGgCGGAg
CTGCCGCGGG
TCTGTTTGTT
CGGGAAAATA
GAAAAACTGA
TCGGATtGGA
ATATCAAGGA
TGGtGAGTAT
GCTGTTTCGC
TTAAAATATT
CGCCTCTATG
CAAGAGAAAA
GATCCCATTT
TAGTTTTTCA
GTGTAGAGTA
GTATTAGGTG
TATGCCCTAA
GtGGGGTGGA
tGCCTTAGAG
TTTTGCTCAA
AAGTAGaCTA
AAaCGAATTC
CAAAATTATT
TAAATCaCAG
TATATTTATT
GTCCGTTGAT
AGTCACTAaC
AACATGTGCC
AAGACACGGC
TCAGGACAAC
TGAGTTTTGT

N Check:

9207
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2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951

TGTTAGGCTA
TAAATGGTTA
GTTTGTTTCA
TTTAGCTCAT
CATTTACTTT
TGTtAAGGGA
TAAAGAACAT
ATGTTAATAT
CAGGAGGTGa
GTTTTTGGTT
TGTCCTGGAA
CTGGGATTAA
GTAGTACTTA
AAATAGTTAG
TTTGGAAAGT
ATCGCTTTCC
GCAAGGtTAG
TAAACGATAG
TTATTTGTCA
GTGCTTCCTG
CAGTTCTGGG
ATAGGCAGTA
GCTGCTGATT
AAgACATGTG
ATCACTGAAT
TTATTGTTTT
TTTATTAATG
TCTTTCTCTT
TGTTGTAACA
TAACCCCTCT
GGAGGCAAAC
CAAGTCTGCC
AGGCAGAATT
GCATCGCTTC
CCAGGACTTT
CCGATCATCC
GGGTCCATAC
CTACGAGAAT
GTTAATGACC
GTGTTGATTG
GAATAGTTTT
CTGCAAAACT
TACCTATGGA
CTCATGGATG
TGTAGCCCTG
AATGATTTGG
ATACCTCTCA
AGTAGGCCGG
t TCAAATTAC
CTTGTGGLCG
AGACTAAAAT
AGtGATGAGA
TTTTCATGTT
ATTAAGACTA
TGTGGTTCTG
AACAAATAAG
TAAGAGTTTA
CTTTACTGCT
CAGTGCAGAA
GAGTCAGGAA
TACACCTCAC
TCCTCTTCAT
ACTTAGATTA

AATTTAGTGT
TGGGGGGGTC
TTTtTGTTTt
GCTAAGCAGT
TTATAAACAT
AATAAAAATT
ATTGCCTTCT
TTTTCCAGAC
CAAAGATAGG
AGCTGGTTTT
CTCaCTTCAT
AGGCATGTAC
TTGt CAACTA
GCATGCTTTA
AAGTCTTACT
CATCAAGAAG
TATTTTTAGT
AGACATTTAG
TAAAAAACAA
TGCAAGTGTG
GTCAGTTAGA
CCACATACAC
TGCTTTAGTT
ACCTATAAAT
TAAGTTTGTT
TTTTTTAAAT
TTAATCACTT
GTCTTAGAAG
GCACCACCTG
GGATCGAGTC
TCTTCTGCAC
ATTAGTGACC
TGAAGAGCAA
AGTGCAACAG
GTGAAAATGT
CGCAGTGCGA
CTAAGTCAGA
GAAAATCAGC
ATTGTGATCA
TGTGGTTCAT
GCAATGTGTA
TACTGCTAAT
GTGTATTAGG
tTCTCCTGAA
TTGCCATGTA
ATTGAGAACT
CAGGACCTTA
AAATGTTCTT
ATTCTACTTG
CTTTTAAAGA
CTCTCTTAGT
TTTTAGTCTT
AAGTAGCATC
TTAAGACAGT
TTTTCTCTTT
AAAATTGCTT
TTTAGGTAAA
TTGCCTCTGG
AACGAGGCAA
ATAATCAGCT
TCTTCTGTAA
CAAATCCGGA
GAGCTTTAAT

TAAACTGCTT
GTTATTTGAA
TGTTTTTGAt
EGTTCTGCCT
CAAGTTGTGC
AGTCTTCAAT
CTTGATTATC
ATGGTGTCAT
TCTCTGTCTA
CTAGACTGGA
AGAACAGGCC
CaCTAGGCAT
TATGTAGGCC
TGGTTETTTT
ACCAGATTTT
CTCTTTAACT
ACTATGAATG
AATACTTTAA
GGTATTGGGA
TGGACTCTCT
GAAGCTGTTC
ACACACGTCA
TTGTTTTCCT
TGAACTAAAA
TTTCCTGTTG
CTACCCTTAC
CTAGAATGAA
AACCTTATTC
CTCGAAATCG
ACTGAATTTG
CTCTTGCAAT
ACCTCAAGTC
AATGTGAGAA
TCCTGCGCAA
GCCTGgAAGC
GCGTTCCTGT
CCAGCTGAGG
TCCTCAGCTC
AGATAAATAA
TTTTATATTT
TATAGTTTTA
TTTAAGTCAC
CTATCTGAAA
ATGTTTGTGC
TGGTTTTTGT
AGCCTAGAAA
AAGAAGCTCA
AGAGCTTGAG
TATGTGAAAT
CATATTTAGT
GTCTTTGACA
CAACTATGAA
CTGGATTTGC
CTTGTAGTCT
TTACAGGGAA
TCTATACATT
TAGACTAGAA
TGATGCAGGT
GAACTTTATA
CTGTCAAAGG
GCTTATTAGG
TTATATTTTT
ATTAAAAAAA

CTAAATTATA
TTTGGCTTTT
TGCTGAGGTC
CTAGTGGACA
CCAGCACATA
GGAAATTGGA
AACTTTTTAG
ACAGTTTCAG
CATAGTGAGA
TTTCTCTGLG
TGCCTCTGCC
TGAGGTCCTG
TCAGGTtGtA
AGTTtTTACT
TGCACAGTTG
TGAACACATG
CTGCTGTGAT
TATTTCTTCA
AGTTGGATTA
GCAGTGTGTA
AAAAACAACA
AGGAATGGAC
TGAATATGTC
GTGTTTGTGG
TTGTTTTGGA
AAAAGCACTT
CTATTATCAT
AGAGACAAAA
TTCTAAGACT
GAGGTGAGCT
GTGGTGCTGA
AAAGACTCAT
AGAAGCAGAG
ACAGAGAAAG
CAACATCCCC
CCCGGCATGT
CGAGCATATC
ACAAGATTGT
TGTGGAGTAT
ATTTTAAATC
GGCAAAAGAA
CGATGGTGTA
CCCGGTGGTT
ATGGAAGAAC
TTTtTCTTGT
ACTGAAGCTG
CATTCTTTTC
ATCTCTAGGA
AATTGCTTAA
AGCAGCTTCA
AAAGCCATGG
CAAAAATTTT
AAACTLTTTT
TAATTTAAAT
TTGGTTACTT
AATTTTTCCA
ATGAGTTTTA
TTTAAAACTT
GTAAAATAAA
TCAACCGTGT
AGTCATTTAG
TAAAAGTTTA
AATCAAATAG

TGGGTTTTGA
TTTTTTTCCT
AAACCTAGAA
CCCAGCTGTT
TTGGGCACTA
AACCaAATGT
AGAAATACAT
CCTCAGAATT
CTCTGTCTTT
TAACCCTGGC
TTCCCAAGTG
TCTTAAATAA
ATGTTATtGt
TGTTTTTCTT
AATTCTCAaA
TCTAAGTTGG
TGtGATTTTC
GGGGTCTGAT
GTAGGGCCGt
TCTATAATCC
AGGTGTGCAC
CTAGCTGGAT
AGATGTTTAG
GATACGGAGG
GGGGGTGTAT
ATAACTACTT
AATACTAACA
TGGAACGATT
GCTTTGTACG
TCATGAGGAT
ATCATGTTCG
ACAAAGAGGA
GCCCCTGACT
CCAGTGTTAT
CTGGAGAAGG
GAAGAACGGA
TGCCTGATGG
TGACGAGGCA
TAAAGTTAAT
ATGTGATACA
AGAAACCTCA
AAGTAAAACT
ATCGTTAAAA
TTCCTTGCAT
GAGGTTACGT
CTGCCAGGCT
AAAGTGGAAT
GAAATGACTG
CCTTCACTTC
AGTGACTAAA
GGGATTTTGC
CaAACCATAG
ATGTCTTGGT
TTAAATACAC
TTTGGCTGAC
TAAGATTTTA
AAAGTTTCAC
GGATGCTAAA
GCAGGATGCT
TTAGGTTTTC
CTCAgAGAAG
GTAACTGAAG
TTGAAAACAT
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6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101

TGAAGTTATA
TtGGAGTTAT
CAAAGTTAAT
CCCCCGTCAC
AGAGGCTAGC
TTAATGGCGT
TCTTGTCTTA
AGTGACCACT
ATaGtTCTCA
TGTAGCACAT
ACACAGACCA
ATTTGCGGGC
AACTAAAATA
TTTAATTTTC
ACTATATGCG
AACATGTTGG
AGTTATTACT
GGCTTATTTT
CATGTCCTTA
TGTTTCTTCA
TCTCGTAAAT
TTTGCaAAAC
GCGCGTGCTA
ATCCTCCTtA
CTCCTGTTAA
TATAAACTGC
TAgGATGTCT
TTGTTGAATT
AAANGATAAT
TTGTGTATGA
TTCTAATATT
CTGAATTTTA
ATACAGTAAG
GGCCAGATTC
GTTAACAAGT
GCTAGAAACA
TTGACTTACC
TGATTTACCT
TTTGGTCGGC
TCTCAGCCCC
TGCTATTCTC
TTCGTACTCC
ATGAATGTGT
AAAMAGTTTC
CTGACATTTT
CCAATCATTT
CTTCAAACTG
TTCAGTCAAC
GGGCTAGGAT
AGAGGATCTG
TATAAATTCA
ATCAGTTGAT
CCTCTTGTTT
AAGATTATCT
CACGTTTGTG
AAAATGTTAG
TTAGAGAACT
GTAATTACTA
CCCCTCAGTA
TTcTAAGCTA
TCTTGTCCAG
AATATcTGCA
TAGAATATTG

TTTCTATTCT
CTTTGAGGTC
AGAAAATAAT
AGGGTGTTTC
CTCAAGACCC
GTACTATCAC
TGGGTCTTAC
TGTTTTTATT
AAANATTGCAG
AAATGCCTAG
GCAGCAAAGL
AACCATGTTT
ATTGAGTTTT
CAAGATTCCT
CTGTCAGTCA
ACGGTGCACT
GATTTCACCG
TGAATCTCTA
GAATGAGGTT
CCGATTATGA
AATAaCAGTG
TATGATTGGC
TGTGAGAGAG
TATAGTGGTA
TTAGTTGGAT
CTTCAGCACA
TCCAGACTCT
TCCTGCTTAT
TGTAATCATT
AAGCCTATAG
ATTTAGTAAG
AGGGAACAGa
TTTGTCTGAT
CCAAGCTAAA
ACAGGAAAGC
AGTTTTCATT
TCAACTGCCA
GGAAGGGTAG
ACTGATGAAA
TACTCCCAGA
CTTGTATCCA
TGTGCTTCTT
TGCTTTTTTA
TAAAGTTTTT
ATAATTTCAA
ATTTGTAGTG
CCCTGTTTGA
ATTTTAATGG
GTAGCTTAGT
ATACTCTTAA
CACAGGCACA
CACAAGCAGG
ACCTCTTAAT
GCTAAATTAT
CAAGAGAACA
AAAAGTTCTT
GTCTGGGTTT
AGCAATGAGC
CCCAAGTACA
AACTATAAGC
ATCCTCAAAA
GAAATGTACC
CTTTCAGATT

AAATCAGTGG
ATTGTGCCAC
TTGTGGGTTT
TACATAGCCC
ACCTGCCTCT
GCCCAGCAAT
AGATTTAACA
TTAAAAGCCT
TTTCTATTtT
ACTAGTTGTT
AAACAATGAT
AAATTGCCTA
GTACCACTAT
TGTGATTCGG
ACATGGCAGA
AGGAATATAA
TTACTTAGTT
GGGGCAGAGT
TCCGTCCCCT
ACATTTGTTT
GTTATAGTAG
ATGTTAGATA
GCAAAGTGAA
GTTGATGCTT
GCATTATCAC
TGCGTACCTG
CACTGTATCC
TTTTCATTAT
TTTTTTTCTT
TTATTTTATC
TGTTCCTTCC
CAACTTTTAA
TGGGAATGTT
ACCTTGGCCT
AAATTAAACT
GGATTCTTAG
TTGAGTGAGG
TTGTAGTTTC
TGTGAAGTGG
CTGCTGAGGT
GAACACTATT
TTTTACTTTT
AAAGTTTGTG
GAAATCATAT
GGTTTTACCT
TTAACCTTTT
AGTCTTCCAA
GAACATTGTA
GGTTACCCTG
GGATTTCTCA
CATAAACAAA
ACTGATCGTT
TTGTTTTCAA
TACATGGCTT
TTGAATTATA
AGGAATCAAC
TCTAAAGAAC
CTCTCCAATA
ATGGCATGCT
ATTTCTCATG
AGACTTGTTT
TTTTAgAAAT
AAAATCTATC

CAAGATGCCC
AAATTTCCAT
TGTGCTTTGA
TGGCAGTCCT
TTCCCTCGTG
AATTTGTGTT
TTCCCAATTC
GCTATGGAAT
CTCACGTTTG
TACTAACTGC
TGCTTCCACT
AGATGGTAGG
TTTCAGAAGA
GCTATTCCCT
ACAGCTTCTA
TTCACCTTTG
CCTCTAGAAC
GCATTCTGTT
TGAGGGAAAG
CTTGGAACTG
CCTGTGCAAA
ACAAATGAGA
CTTATGTACA
TACTATTGGA
AAGCTTTGTA
TTAATGtTTT
TGCCAGTAAA
CTGTGGCATA
TTACAGAGTG
CATTATCTTT
AGTTAATGCC
GAAATAAACC
CTGAAGTTGG
GAAAGGCTGT
TAAGGtGACC
TCTTTGTAAG
GTAAATCACC
CATCCTTAGC
CTATTCTAGA
AACTACAGTC
AAAATTTTAT
GCTCATGCAC
ATATTTAGAA
TTTGTTTTGT
GCTGAATTTT
AAGCTACTGT
AACACTAGCC
CTTCTACAAG
CAACCTATAA
GGCACCAGCA
TCTTCAGAAA
CTAAAATATA
AACTCTCCAA
GGCATGTCTC
GTGTTTTATT
CCATACTGTT
CTCAGTTTAT
TATATATAAC
GCAAGAAGAT
AGACTTGCTA
TTTTAAACCT
CTGGTATTCT
ATGCAGTGAC

TGATTGTGAC
TAAACAAAGC
TTTTTTTTTT
GGAACTCACT
AGTGCTGGGA
TTTAAGAACA
AGGTTGTCAA
TTAAAAAAAA
GtTATATTCA
AATTGGTAAA
TCCTTAAGGA
ATATCTAAGC
AAAACGATCA
ATTGTCTGGG
GCAGTCgGAGT
CCTTTCTTAC
TGTTTTTCCA
AGGGTTGTAT
TTAGTAGTAA
GTTAAATTTG
CTgGTAAAGA
AGTGTCTAAG
GAAGCTTTCA
CCAATAGCAG
ATGTTTCATT
CTCAGTGTCG
TAGTTCTAGC
TAGCAAGCCT
AGAAGTTAGA
GATTAAGGCT
TGTGGCCCTA
TTACTGTTTT
ACATACAATT
GTACATGAAT
TAAAACAAAG
GGCTTTCTGT
TTAAAATGAC
TTGCTTTTGC
CCTTGGTTGA
CGTTACCTAG
TATGTTAATT
GTATTTTAGT
ATAAATTTCA
GAGCCAGTGA
GATTTTTCTA
GACATCTAGG
AGTGGGTAAG
TCTTATGAAA
CTTCAGCTCC
TGCAAGTGCA
TGTCATGAAC
TATATATTTA
CTGAGACAAT
TGCCTCCACT
TTCTGAAACC
CAGTTCTATG
TACAACTACA
AGAAATGCCT
ATGGCTTTGT
CCAGCCAAGT
GCAAAAATTG
ATATCACCTA
ATTGAAATCC
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9151

9201

9251

9301

9351

9401

9451

9501

9551

9601

9651

9701

9751

9801

9851

9901

9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10951
11001
11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251

TTGCAAAGAA
ACACTTATTT
ATTAATCATT
AAATGCTCAA
ACTcTGTctT
TGCTACTTAA
CTCAGTGTTT
AGCATCCAAA
TGACCATCAC
ACATGCATAA
CTAGTAAATT
GTAAAATATA
AGACAGTCTT
GGAAACTGAG
TGACTGATGG
TGGGCTTCAG
CAGCAGAGGA
AGCCATGTCT
TCCATAGCTC
TCAGTCAACA
AATCAATCAG
CTATAGCAAG
CACAAGAAGG
TGAAGAAACT
GTTGACGGAA
GTAATAAAGA
AGAACAGGAA
AGAGAGAATC
TCTAAGAAAA
TCGCTAACAA
tGCaTGGTGG
cgGATTTCTG
AGCCAGGGCT
AAAAAAaCaA
GAAgATTCCC
AGAAAATTTC
GCTTTCATGC
ATAATAGAAT
AGGGGAAAGG
TACTTCTCAA
AAAACCTGAG
TTCAGTCATC
TTAAACTATA
AGGCTTGGTG
GGAGATTTCT
CAGCCAGGGC
GGAGGGGGGG
CAGcTCTCAa
aGGAAGGaaA
cTaCTACTGC
AAAAGAACAg
TGGACTCAAT
AACAGGATCC
TCAGAATAAA
CAAGTTGGAG
ATACACTGTA
TACAGATAGT
CTCTGGAAGA
CTGGAGTAGC
ATCAAAACAT
TGAAGATGAC
CACAGTTGTA
ACACAGAAAT

CCTGCTATAA
GACTCTTCAG
ATCATAACCC
AAGTTTTcTA
GcTTCCTCCT
TACCTATTCA
ACAAGCACTT
ATACACATAA
AAGCTCTGCA
GAACAAAATT
CCCCCTTTTG
TGTAAAAGGA
GTGTCAACTT
AAAATGCCTT
AGGTCCCAGT
TTCTATAAGA
AAGCTGCACA
GCCTTCCCAA
TGTCTGCCTT
ACAGGGACAA
AGCCAGGACA
CAAGCACTGG
TGACCTTAAA
ATAAATCCCT
ATGAATAAAG
GAaCAATGAA
CTATAGATGC
TCAGGCATAG
GTTAAATCTA
TATGAAAAGA
CACATGCCTT
AGTTCaAGGC
ATACAGAGAA
aaAAAAAAAA
ATCCTTAAGG
CCCAACATAA
ACCAAATAGA
ACTAAATCTA
CCAAGTAACA
CAGAGACTCT
ACCaCAGATG
ACAGATGGAG
TTTATCTACA
GCACATGCCT
GAGTTCCAGG
TATACAGAGA
AGAAGATACT
GGAAACAaaG
ACACACACAC
TaCTGCTACT
AAATTAACAA
TCCCCAATTA
ATACAAGAAA
GGGCTGGAAA
TAGCCATTTT
GCTGTCTTCA
TGTGAGCTAC
GCAGTCAGTG
CATTCTAATA
ATGGGGAAGA
ATcTTAATTC
GAAGGTAAAT
CGCTGTGGAA

GAATTTTAAC
TATGAAAGAC
AAGCCTCTGG
cTTAAGTATG
CTCCAACCCC
ATAATAATAA
GCTCTTGCAG
CTCCAGTTCC
TGTACAGGGT
TAAAGTACAA
GAGTGTATCC
GGCATTTGTG
GATTACAAAC
CATAAGATCC
CCATTGTGAG
AAGCAGACTG
CTATCCTTTC
AAAGGCCTGC
CCTCGGGAGT
CCAGATGGCT
ATAAGGGACC
ACATCCCTGG
TTGAGGATGA
TAAAGAAATA
CTGTTTAAGA
GGAACCCTGG
AAGCATCACT
AAGGTAATAT
AAAAGTTCCT
CCAAACTTAA
TAATCCtAGC
CAGCCTGGTC
ACCCTGTCTC
AAaAaAaGAA
cCTAGAAAAT
GAAAAGACTA
TTGGACCAGA
CACAACAAAG
GATAAAAGCA
AAGACAGATA
TCAGTCCAGA
AAAACAAGAT
AATCTAGCCC
TTAATCCCAG
ACAGCCTGGT
AACCCTGTCT
AaAAGGAaAa
GTAaTGAATC
ACACACaCAC
GCcTACTACTA
TCGTTGGTAA
AAAAATACAg
CACACCTAAG
AAGATTTTCC
TTTAAAGATC
GACACACCAA
CAAGTGGTTG
TTcTTAACCA
TCTTATAAAA
ACATTTCATA
TGAACATCTA
TACTAAAGGT
ACTTAAGCTG

AAATTGTGCA
aCAAGTGTAT
GTTTATATGT
AAAGCAGTGC
CACCCCAcCcC
TGATGGAGGC
AAGACTAAAG
TGGAACCCAT
GTACACACAG
TGTTATATAT
TATGAATGCA
GTGGGGAAAG
TAGAGTTGAT
AGCTGTAAAG
TGGTTACATC
TCTGCCTGGT
GTCTCCATCA
AGGCCCCAAA
CCTGTCAGCA
TAAAGCCAGC
ACCAGAGCAC
ATACTCTAAC
TACAGGCCTT
CAGGAAAGTA
ACTGAAAAAT
GTCTGGAAAA
AATAGAATAT
TGAAGAAATC
GACACAAAAC
GAATAATAGG
ACTCaGGAGg
TACAgAGTGA
GAAAAAACAA
TAATaGGAAT
AGTTCCAACA
TGCCTGTAAA
AAAGAAAAAC
AAAGAATATT
GACCTATCAG
GGCCTAGGCA
CTACTATTCC
ATTCCATGGC
TACAGAAGAT
CACTCGGGAG
CTACAaAGTG
TGAAAAAAAC
TTCCAACCCa
ACCTcaCACC
aCACACACAC
CTACTACtGC
TTAATATCTC
GCTAACAgAA
CAACAAAGAT
AAGCAAACAG
TATTTATTTT
AAGAGGACAT
TTGGAAATTG
CTGTGCCATC
TAGACTTTCA
CTCATCAAAG
TACCCAAAAT
TAAATCATAT
AATAAACCCT

CAAAAGGCAA
GTAGACAAAT
ATATCATAAT
TTTACTcTGC
CCGTTAACCA
TGAGAGATGG
TTTAATTCCC
CGCACTGTTT
AAAAGCAGTC
TACTTTTAAT
AATAGCAAGT
GAGAAGGGGG
CTGAATGGAG
AATTCTTAAC
TCCTGGACTG
CCACCTGGAG
TCTGGCCCAC
AACATCCAGG
TTAGGAACAT
ATGAGAACAT
AGCTATCCTA
ACAGCTGAAG
TAAAGACCAT
AAATCAAACA
GGAAATTGAA
CTTAGGGAAG
AAGAGATGGA
GATATATCTG
ATCCAAGAAA
AATTgAGCCA
CAGAGGCAGG
GTTCCAGGAC
AAAACAaAAa
AGAaAATGGA
AAATCACAGA
CACACAAgAA
CTCCCTTCAC
GAAAGTGGCA
AACTATACCC
GATGTCTTCT
CAGAAAAACT
AAAAGTAAAT
ACTAGAAGCC
TCAgAGACAG
AGTTCCAGGA
CcAAgAgGGGG
AAGAGGTGAA
AGCaaACCaa
ACTCACACTA
TACTACCATC
TTAACATCAA
TGGGTGAgAA
AGACATTATC
ACCCAAGAAG
ATCTATAGGA
TGGGTCCCAC
AACTCAGGAT
TCTCCAGCCT
ACTAAAATTA
AAAAACTACA
CAAGTACACC
ATTGAGCCCC
TTCCTCCAAC
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12301
12351
12401
12451
12501
12551
12601
12651
12701
12751
12801
12851
12901
12951
13001
13051
13101
13151
13201
13251
13301
13351
13401
13451
13501
13551
13601
13651
13701
13751
13801
13851
13901
13951
14001
14051
14101
14151
14201
14251
14301
14351
14401
14451
14501

ATGAAGTAAT
AAGAATAACA
AtTGGTTTTT
TTTTTTtTTT
TAGCCCAGGC
CTCAGAAATC
TGCCACCATG
TTTGTATTAT
CTCTGTgTAG
CTTGAACTCA
GATGTGGGCC
TATCTGTAAA
GTAAGTACAC
TTGTTACAGA
GGACCTTCAG
AGCCCCTCTG
AAGCCTTTAT
CAAATTTATC
TGTTTACAGT
CCAaCAGAAG
TGAAAATTAA
CTTTATAACT
CAAGAAGCTG
TACAGAGCTA
AGCACCTGAA
AAAACAACCC
AAATTTAGGT
TCCTCCATTG
GTCTGGTGGT
AGCAATACCT
AGAACACATG
AGCTGGAAAG
GTGGTACATT
TTATGAAATT
GAGATAACCC
TGAATATTAG
CATGAAACTC
TTAGAATAGG
GGAGCTgAGA
CCCaCCCGGG
CATATGCCAG
TGAGGCTCTG
CTATtGGATG
GAAAGTACCC
AATGTGaACT

TTATTAAAAC
aGTTACATAA
TTTGLtTTGTT
TTTTEEtTGG
TGTCCTGAAA
TACCTGCCTT
CCCACCTAGT
aAAATCTTTT
CCCTGGCTGT
GAAATCCACC
ACCACTGCCC
CATTTCTTTT
TGTAGCTGTC
TGGTTGTGAG
AAGAGCAGTC
TAAACATTTC
TGCTCAAGTT
TTTAGACTTG
ACTTGTATAG
TTGAACCACT
TAGAAACAAG
TGCGATAACT
AACTCCAGAA
AACAAAGAAT
AAAATGTTCA
TGAGATTCCA
GACAGCAGAT
TTGGTGGGAT
TCCTGGTTCT
CTCCTGGGCA
TTCCaCTATG
ANACCCAGCTG
TACATAATGG
CTTAGGCAAA
AATCACAAAA
CCCAGAAACT
AAGAAGAAGG
GAACAAAATG
CGGAAGGAAG
GATCCATCCC
CAAGACTTTG
CCAGTGCCTG
GAACaCAGTA
AAGGAGCTGA
AACCAGTacCC

CAGTTTGCAT
TTCATCCTCT
EGTTTTGLTG
TTTTTTTTTT
CTCACTTTTG
TGCCTCCTGA
ATTAAACATT
GGGGGAGCCA
CCTGGAACTC
TGCCTCTGCC
AGCATATTAC
TTTTTTTAAA
TTCAGACACT
CCACCATGTG
GGGTGCTCTT
TATACAATTT
ATAATTAAAT
TTATTCTGTT
TAGTCTAAAA
GCTAAAGCCT
ATGAATGTCA
TCTATAAATA
AAATCAAATA
TCTCAACTGA
ACATCCTTAA
CCTCACACCA
GCTGGCAAGG
TGCAGGCTTG
GGTGGTGGAC
TATATCCAGA
TTCATAGCAG
TCCCTCAACA
AGTACTACTC
TGGATGTATC
GAACACACaT
TAGAATACCC
AAGACCAAAG
CCCATGGAGG
GATCATCCAG
ATAAaCAGCC
CTGACAGGaC
GCAAATACAg
TAAaaCAGGG
AGGGGTcTGC
CCCAGAGCTC

GACCATGCTA
TTATTATAGA
TTTTGGGGLT
TGAGACAGGG
TAGACCAGGC
GTGCTGGGAT
GTATATATTT
GggTgTTCAt
ACCCTGTAGC
TCCCAAGTGC
AAAATCTTAA
GATTTATTTA
CCAGAAGATG
GTTGCTGGGA
ATCCaCTGAG
AGTTACACAT
AGGTAAAGGG
CATAACCCAG
TAATTCAGTG
TAGAGACACA
CACAATACCA
TCCAATATAT
ACCCCATTAA
GAAATACCAA
TCATCAGGGA
GCCAGAATGG
ATGTGGTGAA
TACAACCACT
ATAGTACTAC
AGATGTTCCA
CCTTATTTAT
GAGGAATGGA
AGCTATTAAA
TGGAGGATAT
GATATGCACT
aAGATACAAT
TGTGGATACT
GAATTACAGA
TGACTACCCC
aCCaAACCCA
CATGATATAG
AAGTGGATGC
CCCCCAATGG
AACCCTATAG

TCCAAATAAA
AATATTAAAC
GGGETGTTTt
TTTCTCTGTA
TGGCCTTGAA
TAAAGTCGTA
AATTTGTTAA
GACAGaGTTT
CCAGGTTGGC
TGGGATTAAA
TTGACAAAAA
TTTATTATAT
GCGTCAGATC
TTTGAACTCT
CCATCTCACC
TTGTAAAGTT
GAGTCAATTT
AACTTCCAAT
GTTCTTATAA
TTTTAAAATC
TTGAATAATT
ACAAAGAACT
AAAAATGGTG
ATGGCTGAAA
CATGCAAATC
CTAAGATCAA
AGAGGAAAAC
CTGGAAATTA
CGGAAGATCC
ACTTGTAATA
AATAGCCAGA
TACAGAAAAT
AACAATGAAT
CATCCTAAGT
CACTGATAAG
TTGCAAAACA
TTGTTCCTCC
GACAAAGTTT
CcCcCCacCacC
GACaCTATTG
CTGtCTCTTG
TCaCAGTCAT
AGGAGCTAGA
GAGGAaCAaC
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|.4 Plasmidkarten m20-9 und m20-10

.EcoRI
Sacl.. .EcoRI
BamHI. Pstl

EcoRV.. .SnaBl

EcoRI.. o
m20-9 oRF
16788 bp NS S
" Hindlll
BamHI EsoRY
Hindill” % Hindll

T Hindlll
Pstl :
EcoRI Pstl

Sacl.

_EcoRI

.EcoRI
Pstl

.SnaBI

EcoRlI -
m20-10 oRF
16788 bp (c9gbP") - g
“Hindlll
BamH "EcoRV
Hindill % Hindlll
Hindlll

Pstl’ ;
EcoRl Pstl

Abbildung 42 Plasmidkarten m20-9 und m20-10
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.5 EST-Klone

Ratte
aa818700
aa956676
ail13032
ai705483
ai709726
ai043734
Rind
aw655036
aw660355
be486362
bf045147
bf072994
bf600319
Schwein
aw354157
bf193334
Huhn
bul09329
Pferd
bm781074
Hund
bu745953
Rhesusaffe
cb228654

at006274
bel16174
bf556503
bg668182
bg373237
at006274

bf601211
bf601520
bf601819

bf605085
bi681464

bf710955
bf711880

bu234304

bu745954

cb309042

ai234918
bg672621
bi299882
bi302853
2i602770

bm434423
bm445532
bm446344
bm433721
aw356324

bi337251
bm659775

bu751134

cb230595

aw141947
bq193203
bq195795
5q202932
h32354

bg692301
bf041197
b039502
bi681463
aw487673

bf193335
bi186614
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[.6 Quellinformation der Northern Blots der Firma Clontech

Die Quellinformation der Northern Blots wurde, soweit verfiigbar, hier aufgelistet. Es wurden

nur gesunde Gewebe verwendet.

Gewebe Geschlecht Alter Ethnischer Todesursache Anzahl der
(Jahre) Hintergrund Individuen
Bauchspeicheldriise ménnlich 19-75 kaukasisch plotzlicher Tod 9
Nebennierenmark " 17-68 " " 65
Schilddriise " 8-78 " Unfall 19
Nebennierenrinde " 22-67 ! " 25
Hoden " 17-61 " " 19
Thymus " 19-35 " " 26
Diinndarm " 25+30 " plotzlicher Tod
Magen " 23-61 " !
Kleinhirn ménnlich/ 16-70 ! 24
weiblich
GroBhirnrinde weiblich 35 " ! 1
Stammbhirn ménnlich/ 16-75 " ! 110
weiblich
Riickenmark " 15-66 " " 49
Okzipitallappen " 22-70 " " 15
Frontallappen " 16-75 " " 26
Temporallappen " " " " 26
Putamen " " " ! 110
Alter
(Woche)
fotales Gehirn ménnlich 21-30 " spontaner Abort 10
fotale Lunge " 20-27 " ! 38
fotale Leber " 1824 " " 32
fotale Niere " 21-30 " " 7
Mausembryonen = Mausstamm Gewebe Anzahl der Miiuse

Tag 7 BALB/c ganze Embryonen mehrere Tausend

Tag 11 " " "

Tag 15 " " "

Tag 17 " " 200
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|.7 Liste der zitierten Internetseiten

http://www.amaxa.com/products/protocols
http://www.expasy.org/cgi-bin/ft_aligner?psa=PS50171 (Interpro-Datenbank)
http://www. ensembl.org
http://www.fugu-sg.org/
http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/rat/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.genomatix.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://repeatmasker.genome.washington.edu
http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/

[.8 Zugriffsnummern der zitierten U1-Zink-Finger-Proteine

Unter cross reference sind die Links zu den beschriebenen Proteinen angegeben.

http://www.expasy.org/cgi-bin/prosite-search-ac?PS50171

CIZ1 HUMAN (Q9ULV3), MAT3 HUMAN (P43243), MAT3 RAT  (P43244),
RU1C_HUMAN (P09234), RU1C MOUSE (Q62241), RU1C_XENLA (Q03369),
RU1C_YEAST (Q05900), S3A2 HUMAN (Q15428), S3A2 MOUSE (Q62203),
S3A3 HUMAN (Q12874), S3A3 MOUSE (Q9D554), PR09 YEAST (P19736)
Der Sequenzvergleich der Zink-Finger-Proteine wurde folgender Internetseite entommen:

http://www.expasy.org/cgi-bin/ft aligner?psa=PS50171
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1.9 Kurzzusammenfassung

Das kernlokalisierte 5'-(CGG),-3'-bindende Protein (CGGBP1 oder p20) aus menschlichen
Zellen inhibierte den Promotor des FMR1 (fragile X mental retardation gene 1) Gens indem
es spezifisch mit der 5'-(CGG),-3'-Wiederholung in der 5'-nicht-translatierten Region des
FMRI1-Gens interagierte. Es wurde hier die genomische Organisation und die Expression der
CGGBP1-Gene des Menschen und der Maus untersucht. Das menschliche Gen bestand aus 4
Exons. Ein 14 kb grofles DNA-Fragment mit den 3 Exons des CGGBP1-Gens der Maus
wurde isoliert und komplett sequenziert. Das offene Leseraster der CGGBP1-Gene war nicht
durch Introns unterbrochen. Aufgrund von alternativer Polyadenylierung wurden zwei
Transkripte von 1,2 und 4,5 kb in allen bisher untersuchten adulten und fotalen Geweben des
Menschen und in embryonalen Zellen der Maus abgelesen. Das Mengenverhiltnis der beiden
Transkripte variierte in adulten und fotalen Geweben des Menschen.

Die CGGBP1-Gene des Menschen und der Maus waren hochkonserviert und wiesen
Sequenzidentitdten zwischen 78 und 99% sowohl in den translatierten als auch in den nicht-
translatierten Regionen des Gens und im Promotor auf. Die Nukleotidsequenzen von anderen
Sdugetieren und von Hithnern waren in Datenbanken zuginglich und im Vergleich zum
menschlichen Gen ebenfalls hoch konserviert. In Transfektionsstudien erwies sich eine 235
bp lange Region der 5'-flankierenden Sequenz des CGGBP1-Gens des Menschen als
ausreichend flir eine starke Promotoraktivitit. Eine in-vitro-Methylierung aller CpG-
Dinukleotide inaktivierte den CGGBP1-Promotor, der in mononukledren Blutzellen und in
HeLa-Zellen komplett unmethyliert war. Aulerdem wurde hier gezeigt, dal CGGBPI an
kurze und unterbrochene 5'-(CGG),-3'-Wiederholungen (n>5) bindet. Um zukiinftig die
Erforschung der Funktion des CGGBP1-Gens durch Geninaktivierungs-Experimente in der
Maus zu ermdglichen, wurden zudem eine Strategie zur konditionalen Inaktivierung des Gens

entworfen und der benotigte Geninaktivierungs-Vektor fertiggestellt.
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.10 Abstract

The nuclear 5'-(CGG),-3'-binding protein (CGGBP1 or p20) from human cells had been
shown to influence the expression of the FMRI1 (fragile X mental retardation) gene by
specifically interacting with the 5’-(CGG),-s-3” repeat in its 5’-untranslated region. Here, the
genomic and mRNA organizations of the human and murine 5'-(CGG)n-3'-binding protein 1
(CGGBP1) genes were studied to explore the regulation of the CGGBP1 gene. The human
gene consists of 4 exons. A 14 kb fragment of genomic DNA with the 3 exons of the murine
CGGBP1 gene was isolated and the complete nucleotide sequence was determined. The open
reading frames of the human and the murine genes were not interrupted by introns. Due to
alternative polyadenylation, mRNAs of approximately 1.2 and 4.5 kilobases were transcribed
at varying ratios in human and murine cells as well as in embryonic, fetal and adult tissues.
The human and the murine genes, including promoters and large parts of the untranslated
regions exhibit 78% to 99% identity. Nucleotide sequences from other mammalian species
and of birds were available from GenBank and displayed a high percentage of sequence
identity as well. A sequence of about 200 nucleotides upstream of the gene was essential for
promoter activity in transfection experiments in HeLa cells. The in vitro methylation of 18
CpG dinucleotides inactivated the promoter which was unmethylated in human peripheral
white blood and HelLa cells as shown by bisulfite genomic sequencing. Furthermore,
CGGBP1 was shown to bind to 5'-(CGG),-3'-repeats with n = 5 and to interrupted repeats. For
future analysis of a CGGBP1 knock out mouse, a conditional gene targeting strategy was

developed and the appropriate targeting construct was completed.
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[.12 Erklarung

Ich versichere, dal ich die von mir vorgelegte Dissertation selbstindig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstindig angegeben und die Stellen der Arbeit -
einschlieBlich der Tabellen, Karten und Abbildungen - , die anderen Werken im Wortlaut oder
dem Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe;
dal3 diese Dissertation noch keiner anderen Fakultdt oder Universitit zur Priifung vorgelegen
hat; daB sie - abgesehen von unten angegebenen Teilpublikationen - noch nicht verdffentlicht
worden ist sowie, daB3 ich eine solche Veroffentlichung vor Abschlufl des Promotions-
verfahrens nicht vornehmen werde. Die Bestimmungen der Promotionsordnung sind mir
bekannt. Die von mir vorgelegte Dissertation ist von Prof. Dr. Walter Doerfler betreut
worden.

Teilpublikationen:

Gene structure and expression of the 5'-(CGG),-3"-binding protein (CGGBPI)

Frauke Naumann, Ralph Remus, Birgit Schmitz und Walter Doerfler

Genomics, 2003, in press

Ich versichere, daf3 ich alle Angaben wahrheitsgeméf nach dem besten Wissen und Gewissen
gemacht habe und verpflichte mich, jedmdgliche, die obrigen Angaben betreffenden Verdnde-

rungen, dem Dekanat unverziiglich mitzuteilen.

Kéln, 5.8.03
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