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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Humane Motoneuronerkrankungen kann man aufgrund ihrer Atiologie (sporadisch, familiar), dem
Auftreten von klinischen Zeichen und Progressivitat der jeweiligen Erkrankung klassifizieren. Je
nach den beobachtbaren Krankheitsbildern unterscheidet man Erkrankungen des ersten
Motoneurons (z.B. Spastische Spinalparalysen), des zweiten Motoneurons (z.B. Spinale
Muskelatrophien) und Erkrankungen unter Beteiligung beider Systeme (z.B. Amyotrophe
Lateralsklerose). Einen Einblick in die beteiligten Pathomechanismen dieser Erkrankungen hat
man durch die Identifizierung von krankheitsauslésenden Genen in eher seltenen vererbbaren
Formen gewonnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstandnis der
Motoneuronerkrankungen zu leisten und das krankheitsverursachende Gen in einem Mausmodell
fir humane Spinale Muskelatrophien und der Amyotrophen Lateralsklerose zu identifizieren.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Mausmodell handelt es sich um die rezessive Wobbler-
Mutation (Gensymbol: wr), die 1956 zuerst beschrieben und 1992 auf Chromosom 11 kartiert
worden ist. Homozygote Wobbler-Mause zeigen einen Tremor in den vorderen Extremitaten und
einen wackligen Gang. In Riickenmark und Hirnstamm ist eine Degeneration der Motoneurone zu
beobachten, die zu einer Muskelatrophie im Schulter- und Halsbereich dieser Tiere flhrt. Bedingt
durch den progressiven Charakter dieser Erkrankung kénnen Wobbler-Tiere spatestens im Alter
von sechs Wochen nicht mehr greifen. Weiter weisen Wobbler-Mannchen einen Spermatogenese-
Defekt auf und sind steril.

Durch die detaillierte Analyse des wr-kritischen Intervalls konnten neue Kandidaten fir wr
identifiziert und charakterisiert werden. Tmem17 kodiert fur ein intrazellular lokalisiertes
Transmembranprotein, das evolutionar hoch konserviert ist. NM_ 172792 ist eine putative
Serin/Threonin-Kinase ohne humanes Ortholog. Beide Gene konnten aufgrund von Sequenz- und
Expressionsanalysen als Kandidaten ausgeschlossen werden. Weiterhin konnte in dieser Arbeit
der wr-kritische Bereich reduziert werden, so dass sechs Gene in der Kandidatenregion verblieben
sind. Die Entdeckung einer Punktmutation in Vps54 fiihrte schlief3lich zum Durchbruch. Durch das
Einkreuzen eines Vps54-tragenden BACs konnte der Wobbler-Phanotyp kompensiert werden. Das
Ergebnis dieses Versuches hat die Identitdt von wr bewiesen. Mittels des Yeast Two-Hybrid
Systems konnten mdgliche Interaktionspartner fir Vps54 identifiziert werden, die mehrheitlich
Funktionen beim intrazellularen Vesikeltransport austben kdénnen. Weitere Untersuchungen
zeigten, dass die Punktmutation in Vps54 die Bindung der Interaktionspartner negativ beeinflusst.
Genomweite Transkriptomanalysen konnten viele Gene identifizieren, die in diesem Mausmodell
an der Auspragung der Erkrankung beteiligt sind.

Die Identifizierung von Vps54 als das krankheitsverursachende Wobbler-Gen verbindet einen
moglichen gestorten intrazellularen Vesikeltransport mit Motoneuronerkrankungen und kdnnte zur
Aufklarung der beteiligten Pathomechanismen in humanen Erkrankungen beitragen.
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1 Einleitung

1.1 Humane neurodegenerative Erkrankungen

Viele neurodegenerative Erkrankungen manifestieren sich erst in einem erhdhten Alter der
Patienten, meist jenseits des sechzigsten Lebensjahrs. Aufgrund der allgemein
zunehmenden Lebenserwartung steigt somit der Anteil der Patienten mit neurologischen
Erkrankungen an der Gesamtbevolkerung standig an. Fur die meisten dieser
Erkrankungen sind die zellularen Prozesse, die fur die fortschreitenden Symptome
verantwortlich sind, weitgehend unbekannt. Einteilen lassen sich neurodegenerative
Erkrankungen in drei gro3e Gruppen. Zum einen der immer wichtiger werdende Komplex
der Demenz-Erkrankungen, wie etwa Morbus Alzheimer (Alzheimer-Syndrom, engl.
Alzheimer’s disease, AD), zum anderen bilden entzindliche Erkrankungen des zentralen
Nervensystems, wie zum Beispiel Multiple Sklerose (MS) eine zweite Gruppe. Die dritte
grolke Gruppe der Neurodegenerationen beschreibt Erkrankungen, die den Verfall des
motorischen Systems umfassen. Hierzu gehdren Degenerationen von verschiedenen
Strukturen des zentralen Nervensystems, wie sie zum Beispiel bei Morbus Parkinson
(Parkinson-Syndrom, engl. Parkinson’s disease, PD) beobachtet werden kdénnen, oder
aber die Gruppe der Motoneuronerkrankungen, wie etwa die Spinale Muskelatrophie
(engl. Spinal muscular atrophy, SMA) oder die Amyotrophe Lateralsklerose (engl.
Amyotrophic lateral sclerosis, ALS). Teilweise sind Krankheitsbilder beschrieben, die
durch einen flieRenden Ubergang zwischen den einzelnen Gruppen gekennzeichnet sind.
So koénnen zum Beispiel Degenerationen des motorischen Systems mit Demenz-
Erkrankungen kombiniert auftreten.

Insgesamt ist das Gebiet der neurodegenerativen Erkrankungen ein stark beforschtes Feld
in der modernen Biomedizin. Vergleicht man die die Anzahl der Publikationen in der
Literatur-Datenbank PubMed (National Library of Medicine, http://www.ncbi.nim.nih.gov/
entrez/query.fcgi?db=PubMed), die sich mit neurodegenerativen Erkrankungen
beschaftigen untereinander, so fallt auf, dass die Gruppe der Demenz-Erkrankungen, wie
etwa AD, den groRten Anteil ausmachen (Abb. 1.1). Aber auch Erkrankungen des
motorischen Systems, wie etwa PD, und die Motoneuronerkrankungen, wie ALS und SMA,

werden intensiv untersucht.




1 Einleitung

140000 -
120000 | 114695
100000 -
79132
80000 -

60000 -

35213

Anzahl der PubMed-Eintrdage

20000 -
8098
5773 3247 2403 2314

0 - . . , . ---—

Neuro- Dementia Alzheimer's Multiple Parkinson's ~ Amyotrohic  Huntington's Motoneuron Spinal HIV dementia
degenerative disease sclerosis disease lateral disease disease muscular
disease sclerosis atrophy

Abb. 1.1: Anzahl der PubMed-Eintrage, die ausgewahlte Stichworter neurodegenerativer Erkrankungen
enthalten (Stand: Marz 2005).

Trotz der immensen Ressourcen, die pro Jahr fur die Forschung an den
neurodegenerativen Erkrankungen aufgewendet werden, fehlen flr die meisten dieser
Erkrankungen noch immer wirkungsvolle, klinisch anwendbare Therapien (Ley und
Herdegen, 2004). Diese Diskrepanz liegt wahrscheinlich an der Heterogenitat der
Pathomechanismen der unterschiedlichen Erkrankungen. So beschranken sich moderne
Therapien hauptsachlich auf eine Medikation mit neuroprotektiven Substanzen, die
bestenfalls die Lebenserwartung nur geringfugig positiv beeinflussen konnen. Um bessere
Therapieformen entwickeln zu koénnen ist es daher wunablassig die genauen
Pathomechanismen einzelner neurodegenerativer Erkrankungen genau zu definieren (Ley
und Herdegen, 2004).

Derzeit diskutierte Theorien zu den Ursachen verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen umfassen unter anderem Entzindungsreaktionen, Exzitotoxitat,
Fehlfaltungen von Proteinen die in Proteinakkumulationen muanden, mitochondriale
Fehlfunktionen, Apoptose, oxidativer Stress und Depletion von trophischen Faktoren. Im
Folgenden werden die derzeit diskutierten molekularen Pathomechanismen von
ausgewahlten Beispielen einiger neurodegenerativer Erkrankungen exemplarisch
besprochen. So hat die Identifizierung von krankheitsausldsenden Mutationen, bei eher
seltenen vererbbaren Formen, einen Einblick in die gestorten zellularen Vorgange

geliefert, die bei einer Vielzahl von neurodegenerativen Krankheiten involviert sind.
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1.1.1 Alzheimer-Syndrom

Mit einer Pravalenz von 3% bei der Altersgruppe der 64- bis 74-jahrigen und 50% bei Uber
85-jahrigen ist das Alzheimer-Syndrom (OMIM-Nummer: 104300) die haufigste
neurodegenerative Erkrankung weltweit (Ley und Herdegen, 2004). Allein in den
Vereinigten Staaten von Amerika leiden derzeit Uber 4,5 Millionen Menschen an dieser
progressiven Demenzerkrankung (Bossy-Wetzel et al., 2004). AD ist histologisch
einerseits durch die Ausbildung von sogenannten NFTs (engl. neurofibrillary tangle), die
hauptsachlich aus Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau-Protein in den Perikaria
und Axonen der betroffenen Neuronen bestehen, und andererseits durch die
extrazellularen fibrillaren Ablagerungen des ApB-Peptids innerhalb der senilen oder
amyloiden Plaques (SPs) in pathologischen Regionen im zerebralen Kortex
gekennzeichnet. Das AB-Peptid entsteht durch endoproteolytische Spaltung des Amyloid
Precursor Proteins (APP). Die durch NFTs und SPs verursachten neuronalen Schaden
fuhren zu einem massiven Verlust von Nervenzellen im zerebralen Kortex und zu einer
zerebralen Atrophie (Zekanowski et al., 2004). Der Verlust von hdoheren kognitiven
Fahigkeiten und Gedachtnis wahrend des Verlaufs der Demenzerkrankung, wird dieser
zunehmenden Atrophierung des Gehirns zugeschrieben und fuhrt bei AD-Patienten nach
etwa zehn Jahren zum Tode (Bertoli-Avella et al., 2004).

Kopplungsanalysen in Familien mit eher seltenen autosomal dominant vererbbaren
Formen von AD, fihrten zur Entdeckung von ursachlichen Mutationen in drei
unterschiedlichen Genen. Diese drei Gene umfassen das Amyloid Precursor Protein
(APP), Presenilin1 (PSEN1) und Presenilin2 (PSENZ2). Mutationen in diesen drei Genen
wurden bei etwa 30 bis 50% aller vererbbaren Formen der AD gefunden (Tabelle 1.1 und
Campion et al., 1999).

Grundlegend fur die Entdeckung des ersten Alzheimer-Gens war die Beobachtung, dass
altere Patienten mit Down-Syndrom (Trisomie 21) gewodhnlich an AD leiden. Dies fuhrte
zur Schlussfolgerung, dass ein Gen auf Chromosom 21 in die AD-Pathologie involviert
sein kdnnte. Spater wurde durch Kopplungsanalysen ein AD-Lokus (AD1, Tabelle 1.1) in
die Nahe des APP Gens auf Chromosom 21q kartiert (St George-Hyslop et al., 1987).
Kurze Zeit spater wurden dann die ersten Punktmutationen im APP Gen identifiziert
(Goate et al, 1991 und Chartier-Harlin et al., 1991). APP ist ein Typ-I
Transmembranprotein unbekannter Funktion, mit einer gro3en extrazellularen Region und
einem kurzen cytoplasmatischen Schwanz. Es wird im Verlauf seiner Prozessierung

mehrfach endoproteolytisch geschnitten. So schneidet die plasmamembranassozierte
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a-Sekretase APP zwischen den Positionen 687 und 688 in der Mitte der AB-Domane, so
dass die Bildung des pathogenen AB-Peptids verhindert wird. Die B-Sekretase dagegen
schneidet APP zwischen den Positionen 671 und 672, so dass das N-terminale Ende des
AB-Peptids entsteht. Der y-Sekretase Proteinkomplex schneidet APP innerhalb der
Transmembranregion. So entstehen zusammen mit der Spaltung durch B-Sekretase die
pathogenen und neurotoxischen AB-Peptide AB1.20 AB1-42 AB1-43 (Zekonowski et al., 2004).
Einige der detektierten pathogenen Mutationen im Amyloid Precursor Protein befinden
sich in der Nahe der B-Sekretase Schnittstelle und flhren zu einer erhohten AB-Peptid-
Produktion (Bossy-Wetzel et al., 2004). Die genaue Zusammensetzung des y-Sekretase
Komplexes ist noch nicht vollstandig verstanden, aber Presenilin1, Nicastrin, Aph-1 und
Pen-2 scheinen involviert zu sein. Presenilin1 ist eine Aspartylprotease, die
hochstwahrscheinlich das APP schneidet und somit fur die AB-Peptid Produktion
verantwortlich ist. Mehr als 150 Mutationen hat man bislang in den Presenilin-Genen
identifiziert (AD Mutation Database, http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).

Es ist immer noch nicht vollstandig verstanden, wie die AB-Fibrillen Neurodegeneration
verursachen. Die Theorien reichen von der Aktivierung von Mikroglia, die eine
inflammatorische Reaktion und Freisetzung von neurotoxischen Substanzen bewirken,
Uber Exzitotoxitat durch AB-Fibrill-stimulierte Freisetzung von Glutamat in Gliazellen und
daraus resultierendem oxidativen Stress, bis zu gestérten axonalen Transportprozessen
(Bossy-Wetzel et al., 2004). So wurde gezeigt, dass APP und Presenilin an Kinesin |
binden kdnnen und somit den vesikularen Transport regulieren (Kamal et al., 2000, Kamal
et al., 2001). Mutationen im Presenilin1-Gen ziehen eine Erhéhung der Glykogen-
Synthase-Kinase-3B8 nach sich, die den Kinesin-vermittelten anterograden axonalen
Transport beeintrachtigt (Pigino et al., 2003). Denkbar ware auch eine physikalische
Barriere der AB-Fibrillen in Axonen, die dann zu einem blockierten Transport fuhren
konnten (Bossy-Wetzel et al., 2004).

Neben den drei Genen mit ursachlichen Mutationen wurde ein Allel eines Gens
identifiziert, das als Risikofaktor fur die Entwicklung einer frihen Form der sporadischen
AD gilt. Es handelt sich hierbei um das Apolipoprotein E (Tabelle 1.1). Der ApoE4
Haplotyp lasst sich signifikant ofter in sporadischen AD-Patienten finden, als in der
Kontrollgruppe (Zekanowski et al., 2004). ApoE ist ein Serumprotein, das mit dem
Cholesteroltransport assoziiert ist. Im Zentralen Nervensystem wird ApoE von Astrozyten
und Mikroglia produziert und konnte in Neurone eindringen oder wird selbst von diesen

produziert (Beffert et al., 1998). Im Gehirn ist ApoE mit der Entwicklung des




1 Einleitung

Nervensystems und regenerativen Prozessen nach einem Trauma assoziiert (Seitz et al.,
2003). Die Ausbildung der pathologischen AB-Fibrillen findet in Gegenwart von ApoE4
schneller statt, als in Gegenwart von ApoE3 (Esler et al., 2002).

Obwohl die NFTs, die aus Ablagerungen von hyperphosphoryliertem Tau-Protein
bestehen, ein deutliches histologisches Merkmal der AD sind, wurden bei AD-Patienten
bislang noch keine Mutationen in dem MAPT-Gen gefunden, welches das Tau-Protein
kodiert. Dagegen wurden bei Patienten mit FTDP (Frontotemporale Demenz mit
Parkinsonismus) einige Mutation im MAPT-Gen identifiziert (Hutton et al., 1998 und
Tabelle 1.1). Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches die Mikrotubuli
stabilisiert, die Polymerisierung der Untereinheiten fordert und somit wichtige Funktionen

beim axonalen Transport wahrnimmt (Billingsley und Kincaid, 1997).

Chromosomale Betroffenes

OMIM-Nummer Lokus Position Protein Vererbungsmuster
104760 AD1 21921 APP autosomal dominant
104310 AD2* 19913.2 APOE autosomal dominant
607822 AD3 14924.3 PSEN1 autosomal dominant
606889 AD4 1931-q42 PSEN2 autosomal dominant
602096 AD5 12p11.23-913.12 ?

605526 AD6 10924 ?
606187 AD7 10p13 ?
607116 AD8 20p ?
608907 AD9 19p13.2 ?
600274 FTD** 17921.1 MAPT autosomal dominant

Tabelle 1.1: Identifizierte Loci, die in vererbbaren Formen der Demenzerkrankungen involviert sind. AD =
Alzheimer-Disease Lokus, *AD2 reprasentiert ein bestimmtes Allel (APOE4), das als Pradisposition fiir friih
auftretende Formen der AD identifiziert worden ist. **Zumindest einige Formen der erblichen FTD kdnnen
auf Punktmutation im TAU-Protein (MAPT) zurlickgefihrt werden. - Hierbei ist der Erbgang unbekannt.
Teilweise wurden Patienten mit familiarer Haufung fiir Kopplungsanalysen eingesetzt. (Tabelle verandert
nach Bertoli-Avella et al., 2004).

Neben den vier identifizierten Genen, die in die Alzheimer Pathologie involviert sind,
existieren noch weitere AD-Loci (Tabelle 1.1), bei denen die Entdeckung des
verursachenden Gens noch aussteht (AD5-9, Online Mendelian Inheritance in Man;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM).  Durch die Identifizierung

weiterer AD-Gene konnte mehr Licht in die Pathomechanismen der AD gebracht werden.
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1.1.2 Parkinson-Syndrom

Nach dem Alzheimer-Syndrom ist das Parkinson-Syndrom (engl. Parkinson’s disease, PD)
die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung mit einer weltweiten Pravalenz von 60
bis 340 und einer jahrlichen Inzidenz von 5 bis 25 pro 100000 Einwohner. Sie betrifft
Uberwiegend altere Menschen, meist zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr. Die
Erkrankungshaufigkeit nimmt mit dem Lebensalter deutlich zu (Forman et al., 2004). Als
Faustregel kann man sagen, dass etwa 1% der Uber 60-jahrigen, 2% der Uber 70-jahrigen
und bis zu 5% der Uber 85-jahrigen am Parkinson-Syndrom leiden. Bis zu 10% der
Patienten sind bei Erstdiagnose junger als 40 Jahre.

Fur PD ist ein fortschreitender Verlust von dopaminergen Nervenzellen in der Substantia
nigra (schwarze Substanz), einer der Kernkomplexe des Hirnstamms, charakteristisch.
Weiterhin sind aber auch in anderen Hirnarealen Nervenzellverluste zu beobachten. Von
der Substantia nigra ziehen Nervenfasern zum Striatum (Streifenkorper), wo
Bewegungsimpulse Uber den Neurotransmitter Dopamin weitergeleitet werden. Bei
Dopaminmangel werden die Nervenzellen im Striatum nicht ausreichend stimuliert. Die
daraus resultierende Hypokinese (Bewegungsverlangsamung) kann bis zu einer Akinese
(Bewegungslosigkeit) der Parkinson-Patienten fuhren. Der Dopaminmangel hat weiterhin
zur Folge, dass ein Ubergewicht von anderen Neurotransmittern entsteht. So werden der
Tremor und die Muskelsteifheit (Rigor) der Patienten auf cholinerges Ubergewicht
zurlckgefuhrt. Das Parkinson-Syndrom ist eine Multisystemerkrankung, die auch
adrenerge, serotonerge und cholinerge Neurone betreffen kann. Histologisch lassen sich
bei Parkinson-Patienten in betroffenen Hirnarealen haufig Nervenzellen mit sogenannten
Lewy-Kdrperchen identifizieren. Hierbei handelt es sich um kugelférmige cytoplasmatische
Einschlisse, die oft in der Nahe des Nukleus von Nervenzellen lokalisiert sind und
hauptsachlich aus Protein-Aggregaten des a-Synuklein-Proteins bestehen. Weitere
Bestandteile der Ablagerungen sind Parkin, Synphilin, Neurofilamente und synaptische
Vesikelproteine (Polymeropoulos et al., 1996, Ross und Poirier, 2004, Ley und Herdegen,
2004, Bossy-Wetzel et al., 2004). Moderne Therapieformen, wie etwa die Medikation mit
L-DOPA, behandeln nur die Symptome und koénnen den progressiven Verlust von
Neuronen bestenfalls verzdgern, nicht aber aufhalten (Bossy-Wetzel et al., 2004).

Haufig tritt PD als spontane Erkrankung auf. Ungefahr 15-20% der Patienten haben eine
positive Familienanamnese, so dass hier genetische Faktoren ursachlich sein konnen. Bis
heute sind insgesamt 11 Loci identifiziert worden (PARK1-11, Online Mendelian

Inheritance in Man), die krankheitsverursachende oder Pradispositions-Gene flur die
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Parkinson-Erkrankung reprasentieren (Tabelle 1.2). Die

Charakterisierungen von sechs dieser Gene, welche die seltenen vererbbaren Parkinson-

Identifizierungen und

Erkrankungen auslésen konnen, haben in den letzten Jahren neue Einsichten in die

generellen Pathomechanismen von Morbus Parkinson gebracht (Kruger 2004).

Chromosomale

Betroffenes

OMIM-Nummer Lokus Position Protein Vererbungsmuster
168601 PARK1 4921 a-Synuklein autosomal dominant
600116 PARK2 6925-q27 Parkin autosomal rezessiv
602404 PARK3 2p13 ? autosomal dominant
605543 PARK4* 4p15 T;iPSIi;:ltjiglgiiis autosomal dominant
191342 PARKS5 4p14 UCH-L1 autosomal dominant
605909 PARKG6 1p36 PINK1 autosomal rezessiv
606324 PARK?7 1p36 DJ-1 autosomal rezessiv
607060 PARKS8 12912 Dardarin autosomal dominant
606693 PARK9 1p36 ? autosomal rezessiv
606852 PARK10** 1p32 ? autosomal dominant
607688 PARK11 2q36-q37 ? autosomal dominant

Tabelle 1.2: Identifizierte Loci, die in die Pathogenese der Parkinson-Erkrankungen involviert sind. *Hierbei
handelt es sich wahrscheinlich um eine PARK1-Variante (Triplikation), fir die eine falsche Kartierung erstellt
worden ist (Singleton et al., 2003). **PARK10 ist ein Pradispositionslokus fiir die gemeine idiopathische
Parkinson-Erkrankung (Hicks et al., 2002). Genkopplungen aller anderen aufgefihrten Loci wurden bei
frihen Formen der familidren Erkrankung gefunden (Tabelle verandert nach Vila und Przedborski, 2004).

Das erste identifizierte Gen, welches das Parkinson-Syndrom auslésen kann, ist das
a-Synuklein (PARK1, Polymeropoulos et al., 1997). Durch Kopplungsanalysen in grof3en
italienischen Familien mit autosomal dominant vererbter PD, wurde eine A53T Mutation im
a-Synuklein-Protein  gefunden. wurden zwei weitere Punktmutationen im
a-Synuklein-Gen (A30P, Kruger et al., 1998; E46K, Zarranz et al., 2004) identifiziert, die

ebenfalls zu einer idiopathischen Parkinson-Erkrankung fuhren. Die Variabilitat des

Spater

Krankheitsbildes ist relativ gro®. So entwickeln Trager der A53T Mutation eine fruh
ausbrechende, rapid-progressive Form der PD. Patienten mit der E46K Mutation dagegen
entwickeln eher eine PD mit friher Demenz und ausgepragter Akkumulation von Lewy-
Korperchen (Zarranz et al., 2004). Bei sporadischen Formen der PD wurden keinerlei

Mutationen im a-Synuklein-Gen gefunden (Vaughan et al., 1998). Allerdings konnte ein
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Dinukleotid-repeat Polymorphismus in der Promoterregion des a-Synuklein-Gens
detektiert werden, der mit der Auspragung der sporadischen PD assoziiert ist und somit
einen Risikofaktor darstellt (Kriger 2004). Weiterhin fand man in Patienten mit einer
Triplikation des Wildtyp a-Synuklein-Gens ein zweifach erhohtes Expressionsniveau.
Diese Uberexpression von a-Synuklein 18st ein klinisch heterogenes Krankheitsbild von
idiopathischer PD bis Demenz mit Lewy-Kdrperchen aus (Miller et al., 2004). Somit scheint
die Uberexpression von Wildtyp a-Synuklein oder die Expression von mutiertem
a-Synuklein einen toxischen Effekt auf die dopaminergen Nervenzellen zu haben. Die
Frage, warum mutiertes a-Synuklein toxisch ist, kann zurzeit noch nicht befriedigend
beantwortet werden, da die biologische Funktion des Proteins noch nicht vollstandig
verstanden ist (Vila und Przedborski, 2004).

Mutationen im Parkin-Gen (PARK2, Lucking et al., 2000) sind die haufigste Ursache fur,
sowohl 49% der familiaren, als auch 19% der sporadischen frih ausbrechenden
Parkinson-Falle (Ausbruch der Krankheit unter 45 Jahren). Das Parkin-Gen kodiert flr
eine Ubiquitin E3 Ligase mit zwei RING-Domanen (Shimura et al., 2000) und liefert so
eine Verbindung zwischen Neurodegeneration und gestortem Protein-Abbau, bzw.
Akkumulation von defekten Proteinen.

Weiterhin konnte in einer deutschen Familie eine 193M Substitution in dem Protein der
Ubiquitin C-terminale Hydrolase L1 (UCH-L1) identifiziert werden (PARKS5). Phanotypisch
resultiert diese Mutation in eine idiopathische Parkinson-Erkrankung mit Lewy-Korperchen
(Leroy et al.,, 1998). Funktionale Studien konnten zeigen, dass UCH-L1 sowohl als
Ubiquitin-Hydrolase, als auch als Ubiquitin-Ligase funktionieren kann. Die 193M Mutation
verandert die Funktion des Wildtyp-UCH-L1 von der durch die Hydrolase-Aktivitat
vermittelten vorherrschenden Rolle im Proteinabbau, zu einer erhohten Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat, die zu einer Proteinakkumulation fuhrt (Liu et al., 2002).

Mutationen im PARK6-Gen, die fir die Serin-Threonin-Kinase PINK1 (PTEN-induced
kinase 1) kodiert, konnten im Jahre 2004 von Valente et al. identifiziert werden. Die
detektierten Mutationen scheinen die Kinase-Aktivitat des Enzyms zu zerstoren. Erste
funktionale Untersuchen lassen vermuten, dass das PINK1-Protein Zellen vor oxidativem
Stress schutzt (Valente et al., 2004).

DJ-1 (PARK7, Bonifati et al., 2003) ist ein multifunktionales ubiquitar exprimiertes Protein,
das mit autosomal rezessiven Formen der PD in Verbindung gebracht wird. Bei Parkinson-
Patienten entdeckte Mutationen im DJ-1-Gen beinhalten Punktmutationen, Spleifl3stellen-

Mutationen, gréRere Deletionen innerhalb des Gens und Mutationen, die zu einem
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vorzeitigen Translationsstopp fuhren (Abou-Sleiman et al., 2003). Funktionen, die DJ-1 in
der Zelle Ubernehmen kann, umfassen unter anderem die Vermittlung von Antworten auf
oxidativen Stress, Antioxidation, Chaperone-Aktivitaten und die Sortierung von mRNA.
Welche dieser Funktionen von DJ-1 in Parkinson-Patienten beeintrachtig ist, ist derzeit
Gegenstand der aktuellen Forschung (Vila und Przedborski, 2004, Bossy-Wetzel et al.,
2004).

Dardarin (PARKS8, Paisan-Ruiz et al., 2004), auch LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2)
genannt, ist das derzeit letzte Gen, in dem Punktmutationen bei Parkinson-Patienten
gefunden worden sind (Kachergus et al., 2005). Allerdings sind noch keine funktionalen
Untersuchungen zu Dardarin publiziert.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Untersuchungen der mutierten Gene
bei der PD einen Einblick in mogliche Pathomechanismen gebracht haben. So konnten die
gefundenen Mutationen im a-Synuklein- und DJ-1-Protein abnormale
Proteinkonformationen bedingen, welche die zellularen Proteindegradationsmechanismen,
sowohl die proteasomalen, als auch die lysosomalen Mechanismen, Uberfordern, und so
zu Akkumulationen fihren. Mutationen im Parkin- und UCH-L1-Protein scheinen die
Mdglichkeit der Zelle fehlgefaltete oder degradierte Proteine zu erkennen, stark zu
beeintrachtigen und flihrt so zur ungewollten Proteinakkumulation. Mitochondriale
Fehlfunktionen und oxidativer Stress konnten durch DJ-1- oder PINK1-Mutationen
ausgelost werden, die ebenfalls Uber Proteinakkumulationen letztendlich zum

Neuronentod fuhren kénnten (Vila und Przedborski, 2004).

1.1.3 Huntington- und andere Polyglutamin-Erkrankungen

Die bekannteste Polyglutamin-Erkrankung ist Chorea Huntington (CH). Die Pravalenz der
Huntington-Krankheit wird mit 5 bis 10 auf 100000 Menschen angegeben. Sie gehort
damit zu den weltweit haufigsten genetisch bedingten neurologischen Erkrankungen und
fuhrt zu einem progressiven Verlust der motorischen Kontrolle, den charakteristischen
hyperkinetisch-hypotonen Bewegungstérungen (,Veitztanz®), zu allgemeinen Demenz-
Erscheinungen, psychischen Auffalligkeiten und Depression. CH tritt meist in der vierten
und funften Lebensdekade auf und fuhrt in der Regel nach 10 bis 15 Jahren zum Tode.
Sie ist gekennzeichnet durch die Degeneration von Nervenzellen, insbesondere in den

Stammganglien und der Hirnrinde (Ley und Herdegen, 2004).
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Chromosomale

Betroffenes

OMIM-Nummer Krankheit e i Vererbungsmuster
Position Protein
143100 HChgrea 4p16.3 Huntingtin autosomal dominant
untington
606438 HDL2 16924.3 Junctophilin-3 autosomal dominant
164400 Sca1 6p23 Ataxin-1 autosomal dominant
183090 Sca2 12924 Ataxin-2 autosomal dominant
109150 Scad/Machado- 14924.3-931 Ataxin-3 autosomal dominant
Joseph
CACNA1A/
183086 Scab 19p13 Calcium Kanal autosomal dominant
a1A Untereinheit
164500 Sca7 3p21.1-p12 Ataxin-7 autosomal dominant
607136 Sca17 6q27 TBP, TATA-Box autosomal dominant
Bindeprotein
125370 DRPLA/Haw- 12p13.31 DRPLA/ autosomal dominant
River Atrophin-1
313200 SBMA/Kennedy Xq11-q12 ARndrogen X-chromosomal rezessiv
ezeptor

Tabelle 1.3: Krankheiten, die durch Gberlange Polyglutaminbereiche ausgelést werden. Andere Trinukleotid-
Erkrankungen, die nicht die kodierenden Bereiche von Genen betreffen, sind nicht betrachtet. HDL2 =
Huntington disease-like 2; Sca = Spinocerebelldre Ataxien; DRPLA = Dentatorubrale-Pallidolysiane Atrophie;
SBMA = Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy (Tabelle verandert nach Taroni und DiDonato, 2004).

Verursacht wird die CH durch die Ausdehnung von CAG-Trinukleotid Wiederholungen im
HD-Gen auf Chromosom 4 (Tabelle 1.3), die zu langen Polyglutaminbereichen im N-
terminalen Bereich des Huntingtin-Proteins fuhren. Die Lange der Wiederholungen
korreliert mit der Starke des Krankheitsbildes und dem Zeitpunkt des Krankheitsausbruchs
(Andrew et al., 1993). In der Regel haben Huntington-Patienten zwischen 40 und 60 CAG-
Wiederholungen in der kodierenden Sequenz von Exon 1 des HD-Gens. Im Gegensatz
dazu sind weniger als 35 CAG-Wiederholungen, meist zwischen 11 und 34 bei gesunden
Individuen, nicht pathologisch (Ross und Poirier, 2004). Huntingtin ist ein groRes Protein
von 3141 Aminosauren, das ubiquitar exprimiert wird. Es wurde in Membranen, Cytosol,
Nukleus und den Mitochondrien nachgewiesen. Die ausgedehnten Polyglutamin-Bereiche
scheinen eine Konformationsanderung von Huntingtin zu bewirken, die dann zu
Proteinaggregaten in den Dendriten und dem Nukleus flihren (Cornett et al., 2005).
Studien mit unterschiedlichen Modellen zeigten einen gestdrten axonalen Transport fur

pathologische Polyglutamin-Proteine (Feany und La Spada, 2003).
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Die Funktion des Wildtyp Huntingtin-Proteins ist noch nicht vollstandig verstanden (Bossy-
Wetzel et al.,, 2004). Die Suchen nach Interaktionspartnern flr das Huntingtin-Protein
identifizierten eine Vielzahl von Proteinen, die in die Pathologie involviert sein kénnten. So
wurden sieben Proteine als Bindepartner identifiziert, die Funktionen in der
transkriptionalen Regulation ausuben. Weitere sechs Interaktionspartner nehmen eine
Rolle in der Endocytose, dem intrazellularen Transport oder der Organisation des
Cytoskeletts ein (Singaraja et al., 2002, La Spada und Taylor, 2003). Bei funktionalen
Untersuchungen der identifizierten Interaktionspartner, wurden Unterschiede in der
Bindungsstarke von mutiertem Huntingtin- zu nicht pathologischem Huntingtin-Protein
detektiert (Singaraja et al., 2002). Ob der Mechanismus der Neurodegeneration in CH
mehr ein toxischer gain of function des aggregierenden Polyglutamin-reichen Huntingtin-
Proteins im Nukleus und in den Dendriten ist, oder mehr ein loss of function der normalen
Funktion des Proteins in der Auspragung der Erkrankung im Vordergrund steht, wird noch
immer scharf diskutiert (Li und Li, 2004).

Neben der CH sind noch weitere Erkrankungen beschrieben, die auf einer Expansion von
Polyglutaminbereichen in unterschiedlichen Proteinen beruhen. So wurden erhdhte CAG-
Wiederholungen innerhalb eines alternativen Exons des Junctophilin-3 Gens in einer
afrikanischen Subpopulation identifiziert, die einen Huntington-ahnlichen Phanotyp (HDL2,
Tabelle 1.3) bei den betroffenen Patienten verursacht (Holmes et al., 2001).

Autosomal dominante Spinocerebellare Ataxien, die zum Teil ebenfalls durch Triplett-
Wiederholungen verursacht werden kénnen, kommen mit einer Pravalenz von etwa 1 auf
100000 Menschen vor und sind durch charakteristische Koordinationsstérungen des
Bewegungsapparates (Gangataxie) gekennzeichnet, die durch den selektiven Untergang
von Nervenzellen, einer Ruckbildung und Verkleinerung (Atrophie), vor allem im Kleinhirn
(Cerebellum) oder Rickenmark (Medulla spinalis), verursacht werden. Unter den 25
pathologisch unterscheidbaren Spinocerebellaren Ataxien (SCA) wurden sieben
identifiziert, die auf Expansionen von Polyglutaminbereichen beruhen. So wurden CAG-
Expansionen sowohl bei Ataxin-Proteinen (Sca1, Sca2, Sca3, Sca7), einer Protein-Familie
unbekannter Funktion, als auch im TBP (TATA-Box Bindeptotein) und in einer Untereinheit
eines Calciumkanals (CACNA1A) gefunden (Everett und Wood, 2004, Tabelle 1.3). Bei
den autosomal dominanten SCAs lassen sich sogenannte neuronale intranukleare
Einschlisse (engl. neuronal intranuclear inclusions, NIl) nachweisen, die auf einen
toxischen gain of function der mutierten Proteine zurlckgefuhrt werden.

Interessanterweise wurden SCAs identifiziert, die auf anderen Trinukleotid-Expansionen
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beruhen. So wird SCA12 zum Beispiel durch eine Expansion von CAG-Wiederholungen im
5’'UTR einer regulatorischen Untereinheit der Proteinphosphatase 2 verursacht (SCA12,
OMIM: 604326, PPP2R2B, Holmes et al., 1999). Hierbei scheinen andere
krankheitsauslosende Mechanismen eine Rolle zu spielen. Es wird vermutet, dass die
CAG-Expansionen die Expression des PPP2R2D-Gens in SCA12-Patienten beeinflussen,
und so die charakteristische SCA12-Erkrankung auslésen (Holmes et al., 2003).

Bei autosomal rezessiven Formen der SCA, wie zum Beispiel die Friedreich Ataxie
(FRDA), die durch intronische GAA-Expansionen verusacht wird, oder der
Spinocerebellaren Ataxie mit axonaler Neuropathie (SCAN), verursacht durch
Punktmutationen im TDP1-Protein (Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase1), scheinen eher loss
of function Effekte der mutierten Proteine eine Rolle zu spielen (Taroni und DiDonato,
2004).

Die Dentatorubrale-Pallidolysiane Atrophie (DRPLA, Tabelle 1.3) ist durch Polyglutamin-
Expansionen im Atrophin-1 Gen molekular charakterisiert, die ebenfalls, wie bei anderen
Polyglutamin-Krankheiten, zu intranuklearen Einschlissen in degenerierenden Neuronen
fuhren (Everett und Wood, 2004). Als Bindepartner fur das Atrophin-1-Protein wurde unter
anderem die Glyceralaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase identifiziert, die auch Huntingtin
binden kann (Burke et al., 1996).

Das Krankheitsbild bei der Spinobulbaren Muskelatrophie Typ Kennedy (SBMA, Tabelle
1.3) unterscheidet sich deutlich von den Ataxien oder CH. Hierbei kommt es zu einem
selektiven Verlust von Motoneuronen im Hirnstamm und Ruckenmark. Verursacht wird
SBMA durch eine Polyglutamin-Expansion im Androgen Rezeptor (Tabelle 1.3, La Spada
et al., 1991).

Zusammenfassend lassen sich die CH und einige der SCAs und DRPLA als Krankheiten
klassifizieren, die zu neuronalen intranuklearen und oder cytoplasmatischen Einschlissen
in den betroffenen Zellen fuhren. Die deutlich heterogenen Krankheitsbilder kénnten sich
auf zelltypspezifische Expression der mutierten Proteine und dem damit verbundenen
sekundaren Funktionsverlust von normalen Zellfunktionen durch die Akkumulationen
zuruckfihren lassen, oder aber durch einen partiellen loss of function der mutierten

Proteine bei ihren normalen zellularen Aufgaben bedingt werden (Forman et al., 2004).

12



1 Einleitung

1.1.4 Motoneuronerkrankungen

Die Motoneuronerkrankungen beinhalten sowohl spontane als auch hereditare
Krankheitsbilder, bei denen das erste und oder das zweite Motoneuron in die Pathologie
involviert ist. Diese Erkrankungen sind meist durch eine selektive Degeneration dieser
beiden neuronalen Systeme gekennzeichnet. Klinische Klassifikationen orientieren sich an
der Progression der Erkrankung, an den Hinweisen auf die Atiologie (sporadisch, familiar),
an molekulargenetischen Befunden, sowie an den neuropathologischen und klinischen
Zeichen fur die Degenerationen des ersten bzw. zweiten Motoneurons.

Einteilen lassen sich die Motoneuronerkrankungen aufgrund des Untergangs des ersten
bzw. zweiten Motoneurons in drei Untergruppen. Zum einen die spinalen Muskelatrophien
(SMAs), die eine klinisch heterogene, oftmals autosomal-rezessiv auftretende Gruppe von
Motoneuronerkrankungen, mit sehr unterschiedlichen Progressionsraten umfasst. Bei den
spinalen Muskelatrophien bleibt der selektive Untergang motorischer Neurone auf das
Vorderhorn des Ruckenmarks und den Hirnstamm beschrankt und ist somit eine
Erkrankung des zweiten Motoneurons. Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) sind
beide Motoneurone betroffen. So kommt es zu einer rasch fortschreitenden Degeneration
der Axone der Betz-Riesenzellen in Motorkortex, Pyramidenbahn (,Lateralsklerose®),
bulbaren Hirnnervenkernen sowie motorischen Vorderhornzellen mit anschlie3ender
Atrophie der Zielmuskeln (,Amyotrophie®). Zur dritten Gruppe gehoéren spastische
Spinalparalysen. Bei diesen zumeist autosomal-dominant vererbten Erkrankungen
(hereditare spastische Paraparese, HSP) kommt es zum alleinigen Untergang der Zellen
des ersten Motoneurons (Motorkortex und Pyramidenbahn) mit anschlieRender deutlicher
Spastik der Beine. Das klinische Bild ist symmetrisch ausgepragt (Winter und Ludolph,
2004). Neben diesen deutlich zu unterscheidenden Entitaten, existiert eine Vielzahl von
klinischen Bildern, die Uberschneidungen dieser Gruppen darstellen, oder kombiniert mit
Demenz oder Parkinson-ahnlichen Symptomen auftreten (Rowland und Shneider, 2001,
Suter und Scherer, 2003, Winter und Ludolph, 2004).

1.1.4.1 Spinale Muskelatrophie

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist mit einem Fall pro 10000 Lebendgeburten eine der
haufigsten autosomal rezessiven Erkrankungen (Ogino und Wilson, 2002). Die Krankheit
ist charakterisiert durch den selektiven Untergang von Motoneuronen in Hirnstamm und

Rickenmark (Gendron und MacKenzie, 1999). Verursacht wird die spinale Muskelatrophie
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durch Mutationen oder Deletionen der telomeren Kopie des survival motor neuron-Gens
(SMN), die zu einem fast vollstandigen Verlust des SMN-Proteins fuhren. Aufgrund von
klinischen Befunden und Erkrankungsalter werden autosomal rezessive Formen der
proximalen SMA im Wesentlichen in vier Typen klassifiziert (Tabelle 1.4, Winter und
Ludolph, 2004). So ist SMA Typl (OMIM: 253300), auch als Werdnig-Hoffmann Syndrom
bekannt, die aggressivste SMA Variante mit einem Erkrankungsbeginn in den ersten
Lebensmonaten Neugeborener. Der Tod tritt in Regel nach etwa zwei Jahren ein, bedingt
durch respiratorische Insuffizienz. Immerhin 8% der Patienten erreichen aber das zehnte
Lebensjahr. Patienten mit der intermediaren SMA Typll Form (OMIM: 253550), zeigen
einen Krankheitsbeginn bis zum 18. Monat. Fast 90% der Patienten Uberleben das zehnte
Lebensjahr. Die Typlll SMA, oder Kugelberg-Welander Erkrankung (OMIM: 253400), ist
durch einen Krankheitsbeginn bis zum zweiten Lebensjahr charkterisiert und verlauft
weniger aggressiv als Typl und Typll. Die Lebenserwartung ist allenfalls minimal reduziert.
Deutlich gutartiger verlauft die SMA TyplV Variante (OMIM: 271150). Der
Krankheitsbeginn liegt nach dem 30. Lebensjahr, die Lebenserwartung ist nicht reduziert
und verlauft weniger progredient (Ogino und Wilson, 2004).

Molekulargenetisch sind die rezessiven SMAs durch homozygote Deletionen oder
Mutationen in einer Region auf Chromosom 5q13 charakterisiert. Innerhalb eines etwa
500kb grofien invertierten repeats befinden sich die telomere und zentromere Kopie des
SMN-Gens (SMN1 und SMN2). Es zeigte sich, dass sich bei nahezu allen SMA-Patienten
(Typl - llIl) Deletionen oder Mutation im SMN1-Gen finden lassen (Lefebvre et al., 1995,
Ogino und Wilson, 2004). Die kodierende Sequenz des aus neun Exons bestehenden
SMN2-Gens unterscheidet sich von der SMN1-Sequenz durch eine Transversion an der
Position 840 im Exon 7 (Burglen et al., 1996). Es wurde gezeigt, dass die Transversion in
SMN2, obwohl translational still, nicht zu einer vollstandigen Kompensation des SMN1-
Gens fuhrt. Zurlckgefuhrt wird dieses Ergebnis auf eine durch die Transversion
verminderte Aktivitat eines exonischen Spleil3-Enhancers, die zu einer reduzierten Bildung
von full length Transkripten und somit zu einer geringeren Menge des funktionalen SMN-
Proteins fuhrt (Lorson et al., 1999). SMN ist ein ubiquitar exprimiertes 38kDa Protein mit
294 Aminosauren. Es nimmt Funktionen beim SpleiRen der pra-mRNA war (Paushkin et
al., 2002). AulRer den beiden SMN-Genen befinden sich noch weitere Gene in der SMA-
kritischen Region. Das neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP)-Gen und das small
edrk-rich factor 1A (Serf1)-Gen werden als modifizierende (modifier) Gene diskutiert. Es ist

noch nicht ganz klar, ob der Verlust beider Gene mit der Aggressivitat des Verlaufs der
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SMA assoziiert ist (Scharf et al., 1998), oder ob der Verlust beider SMN-Gene ursachlich
fur den Krankheitsverlauf ist. Es scheint aber gesichert, dass die Groélke der 5q13
Deletionen mit der klinischen Einteilung der SMA in die Typenl - Il direkt korreliert (Ogino
und Wilson, 2004). Bei den TyplV SMAs stellt sich die molekulargenetische
Charakterisierung schwieriger dar. So kann man Patienten identifizieren, die keine
offensichtlichen homozygoten Deletionen im SMN1-Gen aufweisen (Zerres et al., 1995).
Bei diesen Patienten konnte es sich entweder um nicht detektierte intronische Mutationen
im SMN1 Gen handeln, oder um andere von 5913 unabhangige Mutationen (Ogino und
Wilson, 2004).

Neben den SMAs Typl - IV, existieren noch so genannte SMA-plus-Formen (Winter und
Ludolph, 2004), die zum Teil molekular charakterisiert worden sind und von der SMN-
Genregion unabhangig sind. So wurden bei der SMA mit initialer respiratorischer
Insuffizienz (engl. spinal muscular atrophy with respiratory distress, SMARD1,
OMIM:604320) Mutationen im immunoglobulin mu-binding protein 2 (IGHMBP2)-Gen
identifiziert (Tabelle 1.4, Grohmann et al., 2001). In dem Mausmodell fur SMARD1, der
neuromuscular degeneration (nmd)-Maus (Cox et al., 1998), lasst sich eine deutlich
reduzierte IGHMBP-2 Expression nachweisen (Grohmann et al., 2004). Bei der X-
chromosomal gekoppelten spinalen und bulbaren Muskelatrophie (SBMA, auch als
Kennedy Erkrankung bekannt, OMIM: 313200) lassen sich CAG-Expansionen im
Androgen-Rezeptor finden (siehe 1.1.3 und LaSpada et al., 1991). Nishimura et al. (2004)
konnten bei Patienten mit einer autosomal dominanten spinalen Muskelatrophie (Finkel-
Typ, OMIM: 182980) Mutationen im VAPB-Gen identifizieren (Tabelle 1.4). Hierbei handelt
es sich um ein Vesikel-assoziiertes Membranprotein. Die gleiche Mutation wurde auch bei
Patienten mit einer atypischen Form der Amyotrophen Lateralsklerose identifiziert (Lokus
ALS8). Somit scheinen zumindest diese Formen der Motoneuronerkrankungen mit einem
gestorten Vesikeltransport zusammenzuhangen (Nishimura et al., 2004).

Die Identifizierung von Mutationen im Dynactin-1-Gen in einer Familie mit einer autosomal
dominanten Form einer Motoneuronerkrankung, ruckte den gestorten axonalen Transport
als mogliche primare Ursache der Muskelatrophie in den Vordergrund (Puls et al., 2003).
Dieses wurde durch die Entdeckung von Mausmutanten mit Mutationen im Gen fur die
cytoplasmatische schwere Kette von Dynein (Dnchc1) noch unterstitzt. Diese Tiere
zeigen eine progressive Motoneurondegeneration mit Lewy-Korperchen (Hafezparast et
al., 2003). Auch die Uberexpression des Dynamitin-Gens, welches den Dynein/Dynactin-

Komplex inhibiert, verursacht eine progressive Motoneurondegeneration (LaMonte et al.,
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2002). Ebenso scheint die Uberexpression von mutiertem SOD1 (superoxide dismutase 1)
den Dynein/Dynactin-Komplex zu behindern. Hierbei lasst sich Dynein mit SOD1 in

Proteinaggregaten nachweisen (Ligon et al., 2005).

OMIM-Nummer Krankheit Chromc_vs_omale Betroffe_nes Vererbungsmuster
Position Protein
SMA Typl
253300 (Werdnig- 5913 SMN* autosomal rezessiv
Hoffmann)
SMA Typll
253550 (intermediare 5913 SMN* autosomal rezessiv
Form)
SMA Typlll
253400 (Kugelberg- 5913 SMN* autosomal rezessiv
Welander)
271150 SMA TyplV 5q13, + SMN*, ? autosomal rezessiv
604320 SMARD1 11913 IGHMBP-2 autosomal rezessiv
313200 SBMA/Kennedy Xq11-q12 Androgen X-chromosomal rezessiv
ezeptor
182980 SMATS;';‘ke" 20q13.2 VABP autosomal dominant
; 11p13 Seipin (BSCL2)
600794 dBt_?.le \S/MA autosomal dominant
yp 7p15 GARS
158590 dHMN2 12924 HSPB8 autosomal dominant
607088 distale SMA** 11913 ? autosomal rezessiv

Tabelle 1.4: Ausgewahlte spinale Muskelatrophien (SMAs). SMARD = Spinal muscular atrophy with
respiratory distress; SBMA = Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy; dHMN2 = Distale heriditare
Motorneuropathie Typ2. + Bei einigen Patienten konnten keine Mutationen in der SMN Region gefunden
werden, so dass wahrscheinlich eine andere chromosomale Region involviert ist. “Neben dem SMN Protein
kénnten noch mehrere andere Gene in der Region involviert sein. **Bei dieser distalen SMA wurden
Mutationen im IGHMBP-2-Gen (siehe SMARD1) ausgeschlossen.

Bei den phanotypisch mehr distalen spinalen Muskelatrophien (TypV, OMIM: 600794)
wurden Mutationen in Genen, die fur eine Glycyl-tRNA-Synthetase (GARS, Antonellis et
al., 2003) und integrale ER-Membranproteine kodieren (BSCL2, Windpassinger et al.,
2004), entdeckt. Eine andere distale SMA, ist die autosomal dominante Typll hereditare
Motor Neuropathie (dHMN2, OMIM: 158590), bei der Mutationen in einem 22kDa
Hitzeschock-Protein identifiziert (HSPBS8, Irobi et al., 2004) worden sind. Weitere Loci
wurden identifiziert, die zu distalen spinalen Muskelatrophien fuhren kénnen. So wurde

zum Beispiel die Kopplung einer autosomal rezessiven Form mit dem 11q13-Lokus
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identifiziert (Tabelle 1.4, OMIM: 607088). Neben den distalen spinalen Muskelatrophien
existieren noch weitere klinisch heterogene Gruppen von peripheren Neuropathien,
darunter die Charcot-Marie-Tooth (CMT) Erkrankungen, fir die zum Teil die
krankheitsauslosenden Gene identifiziert worden sind (Suter und Scherer, 2003). Eine
aktuelle Zusammenstellung von Mutationen lasst sich im Internet abrufen
(http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Vielzahl von Genen und Mechanismen
in die Pathologie der spinalen Muskelatrophien involviert sein kdnnen. Neben
Fehlfunktionen beim Spleilen und axonalem Transport (Bassell und Kelic, 2004,
Holzbaur, 2004), werden Proteinakkumulation, wie bei der SBMA, und defekter
intrazellularer Vesikeltransport, wie zum Beispiel bei der SMA vom Finkel-Typ, sowie

diversen anderen Pathomechanismen mit SMAs in Verbindung gebracht.

1.1.4.2 Amyotrophe Lateralsklerose

Die haufigste Motoneuronerkrankung bei erwachsenen Patienten ist die Amyotrophe
Lateralsklerose (ALS) mit einer Inzidenz von etwa 2,5 in 100000 Einwohnern (Piemonte
und Valle d’Aosta, 2001). Bei der ALS kommt es zu einer rasch fortschreitenden
Degeneration der Axone der Betz-Riesenzellen in Motorkortex (erstes Motoneuron),
Pyramidenbahn, bulbaren Hirnnervenkernen sowie motorischen Vorderhornzellen (zweites
Motoneuron) mit anschlieBender Atrophie der Zielmuskeln (Winter und Ludolph, 2004).
Histologisch lassen sich haufig Ubiquitin-positive Einschllisse und Ablagerungen aus
Neurofilamenten, SOD1 und Hitzeschock-Proteinen in Neuronen beobachten (Bossy-
Wetzel et al., 2004, Forman et al.,, 2004). Bis zu 10% der ALS-Patienten weisen eine
positive Familienanamnese auf (fALS), wahrend 90% der Patienten an der sporadischen
Form leiden (sALS). Das Haupterkrankungsalter der sALS-Patienten liegt zwischen dem
50. und 70. Lebensjahr, im Mittel bei 56 bis 58 Jahren. Die jungsten Patienten erkranken
im Alter von 15 bis 30 Jahren. Bei der fALS liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 46
Jahren. Die durchschnittliche Lebenserwartung beider Formen wird mit etwa 5 Jahren
nach Diagnosestellung angegeben. Die Patienten sterben in der Regel an respiratorischer
Insuffizienz (Winter und Ludolph, 2004).

Ein Meilenstein flr das Verstandnis der ALS war die Entdeckung von Mutationen im Gen
der Superoxid Dismutase 1 (SOD1) als krankheitsauslosendes Gen bei der familiaren ALS

(Rosen et al., 1993). Etwa 20% der fALS Falle mit autosomal dominantem Erbgang
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beruhen auf Punktmutationen im SOD1-Gen. Bis heute sind Uber 100 Mutationen im
SOD1-Gen beschrieben (ALS online database, http://alsod1.iop.kcl.ac.uk). Der genaue
pathogene Mechanismus bei SOD1-Mutationen ist immer noch Gegenstand aktueller
Forschung. Es scheint aber gesichert, dass wahrscheinlich ein toxischer gain of function
von mutiertem SOD1 zu Fehlfaltungen und Proteinaggregaten, sowie sekundar zu
defektem axonalen Transport, mitochondrialen Dysfunktionen und Exzitotoxitat durch
verminderte Aufnahme von Glutamat durch Gliazellen, fihrt (Bossy-Wetzel et al., 2004).
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Motoneurondegeneration in mutierten
SOD1 exprimierenden Neuronen durch umliegende nicht neuronale Wildtypzellen gerettet
werden konnen, so dass die SOD1-Toxizitat durch umliegende Gliazellen mitvermittelt
wird (Clement et al., 2003).

Kopplungsanalysen und Sequenzierungen in einer grof3en tunesischen Familie mit einer
juvenilen langsam progredienten ALS-Form (ALS2, Tabelle 1.5), haben Mutationen im
Alsin-Gen identifiziert (Yang et al., 2001, Hadano et al., 2001). Hierbei handelt es sich um
ein 184kDa Protein mit drei guanine-nucleotide-exchange factor (GEF)-Domanen,
darunter eine VPS9-Domane, das peripher an endosomalen Membranen gebunden und
hauptsachlich in Neuronen exprimiert ist. GEF-Domanen katalysieren die Dissoziation von
GDP von kleinen G-Proteinen, die wiederum als Schalter in der Zelle fungieren. Topp et al.
(2004) konnten zeigen, dass Alsin als GEF flir Rab5 und Rac1 wirkt und mit kleinen
punktierten Membranvesikeln assoziert ist. Somit konnte Alsin an endocytotischen
Prozessen in Neuronen beteiligt sein.

Eine andere juvenile autosomal dominante Form der ALS (ALS4, Tabelle 1.5) wird durch
Mutationen im Senataxin-Gen verursacht. Hierbei handelt es sich um ein 302kDa Protein
mit einer DNA/RNA Helikase-Doméane, die hohe Homologien zum IGHMBP2-Gen (siehe
1.1.4.1, SMARD1) aufweist. Die genaue Funktion von Senataxin ist noch nicht untersucht.
In einer grolden brasilianischen Familie mit 28 betroffenen Mitgliedern, die an einer
langsam progredienten autosomal dominanten ALS leiden (ALS8, Tabelle 1.5), wurde eine
Punktmutationen im Gen fur das (VAMP)/synaptobrevin-associated membrane protein B
(VAPB) identifiziert (Nishimura et al., 2004). Funktionale Daten zu VAPB fehlen noch,
allerdings scheint die Punktmutation die normale zellulare Lokalisation des Proteins zu
beeinflussen und flhrt zu Proteinaggregaten (Nishimura et al., 2004).

Neben den klassischen ALS-Erkrankungen, existieren noch eine Vielzahl von

Erkrankungen, die in Kombination mit anderen klinischen Zeichen auftreten. So kann zum
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Beispiel ALS mit Frontotemporaler Demenz zusammen auftreten. Auch hier wurde eine
genetische Kopplung zu einem Lokus festgestellt (ALS/FTD, Tabelle 1.5).

Aufgrund der Beobachtung, dass in Neuronen von ALS-Patienten haufig Neurofilament
Ablagerungen zu beobachten sind, wurden auch die Neurofilament-Gene bei ALS-
Patienten untersucht. Hierbei zeigten sich mehrere Mutationen, die als Risikofaktoren flr
sALS diskutiert werden (Cleveland und Rothstein, 2001). Interessant ist auch die
Tatsache, das Mutationen im Neurofilament-Gen NFL autosomal dominante periphere
Neuropathie vom Charcot-Marie-Tooth Typ2 auslésen konnen (De Jonghe et al., 2001).
Zusammenfassend lassen sich die involvierten Pathomechanismen bei ALS-Erkrankungen
entweder auf gestorten axonalen Transport, defekten intrazellularen Vesikeltransport, oder
auf Proteinaggregationen mit sekundaren Defekten, wie zum Beispiel mitochondriale
Dysfunktionen oder oxidativen Stress zuruckfuhren (Cleveland und Rothstein, 2001, Bruijn
et al., 2004).

Chromosomale Betroffenes

OMIM-Nummer Lokus Position Protein Vererbungsmuster
105400 ALS1 219221 SOD1 autosomal dominant
205100 ALS2 2p33 Alsin autosomal rezessiv
606640 ALS3 18921 ? autosomal dominant
602433 ALS4 9q34 Senataxin autosomal dominant
602099 ALS5 15915.1-g21.1 ? autosomal rezessiv
608030 ALS6 16912 ? autosomal dominant
608031 ALS7 20p13 ? autosomal dominant
608627 ALS8 20913.33 VAPB autosomal dominant
105550 ALS-FTD 9921-922 ? autosomal dominant

Tabelle 1.5: Identifizierte Loci, die in die Pathogenese der ALS involviert sind. ALS-FTD = ALS mit einer
frontotemporalen Demenz.

1.2 Die Wobbler-Maus

Im Jahre 1955 trat spontan in der Zucht eines C57BL/Fa Mausstammes am Institute of
Animal Genetics in Edingburgh eine autosomal rezessive Mutante auf, die von Falconer
(1956) erstmals beschrieben worden ist (Tabelle 1.6). Von der Mutation betroffene Tiere
zeigen einen Tremor in den vorderen Extremitaten und einen wackligen Gang, der

namensgebend fur die Mutante war (engl. to wobble = wackeln; Gensymbol wr). Spater
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wurden die Ursachen dieses Phanotyps naher erforscht. Es zeigte sich, dass im
Ruackenmark und Hirnstamm dieser Tiere eine Degeneration der Motoneurone zu
beobachten ist, die zu einer Muskelatrophie im Schulter- und Halsbereich fuhrt (Duchen
und Strich, 1968). Bedingt durch den progressiven Charakter dieser Erkrankung kdnnen
betroffene Tiere spatestens im Alter von sechs Wochen nicht mehr mit den Vorderpfoten
greifen und zeigen ein deutlich reduziertes Gewicht gegentiber den Wurfgeschwistern. Im
héheren Alter der Tiere sind die Hinterlaufe ebenfalls betroffen. Ultrastrukturelle
Untersuchungen zeigten eine deutliche Vakuolisierung degenerierender Motoneurone im
Ruckenmark (Andrews und Maxwell, 1967, Duchen und Strich, 1968, Mitsumoto und
Bradley, 1982, Rathke-Hartlieb et al., 1999), die von einer massiven Astrogliose begleitet
wird (Laage et al., 1988). Es wird allgemein angenommen, dass die primare Ursache der
Wobbler-Erkrankung in der Motoneurondegeneration zu suchen ist, und daher die
beobachtete Astro- und Mikrogliose als sekundare Zeichen zu werten sind (Rathke-
Hartlieb et al., 1999, Boillee et al., 2003). So kann man im Verlauf der Wobbler-
Erkrankung die ersten morphologischen Veranderungen in den Perikarien der
Motoneurone erkennen (Andrew und Maxwell, 1967, Duchen 1978, Mitsumoto und
Bradley, 1982, Boillee et al., 2003), so dass die Wobbler-Erkrankung eher als
Neuronopathie eingestuft wird, und die beobachteten axonalen Transportdefekte
(Axonopathie) sekundar gewertet werden (Mitsumoto und Bradley, 1982, Boille et al.,
2003). Ausfuhrliche Beweise hierfur stehen allerdings noch aus.

Die Wobbler-Maus ist aufgrund ihres neurologischen Phanotyps ein gut untersuchtes
Modell fir humane neurodegenerative Erkrankungen. So wird in der Wobbler-Maus durch
die selektive Motoneurondegeneration im Hirnstamm und Ruckenmark das klinische Bild
der humanen spinalen Muskelatrophie gut abgebildet. Neuere Untersuchungen lassen
aber auch Abnormalitdten in Bereichen des ersten Motoneurons erkennen, so dass die
Wobbler-Maus auch als Modell fur konkrete Fragestellungen beziglich der Amyotrophen
Lateralsklerose heran gezogen wird (Boillee et al., 2003).

Theorien zu den in der Wobbler-Erkrankung beteiligten Pathomechanismen gibt es viele.
So lassen sich, ahnlich wie bei humanen ALS-Patienten, Ubiquitin-positive Einschlisse in
betroffenen Neuronen nachweisen, die auf Defekte des proteasomalen Proteinabbau-
Systems, Defekte von Chaperonen oder auf Proteinakkumulation hindeuten (Andrews
1975, Mitsumoto und Bradley, 1982, Boillee et al., 2003). Auch lassen sich bei Wobbler-
Tieren vielfach Ablagerungen von Neurofilamenten beobachten, die ebenfalls bei einigen

ALS-Patienten gefunden werden kdnnen (Boillee et al., 2003). Mitochondriale Defekte, die
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im Motorkortex und Rickenmark von Wobbler-Tieren gefunden worden sind, deuten auf
oxidativen Stress als eine mdgliche Ursache fir den Untergang von Motoneuronen hin
(Dave et al., 2003, Dave et al.,, 2005). Exzitotoxitdt scheint dagegen eine eher

unwahrscheinliche Ursache der Wobbler-Erkrankung zu sein (Boillee et al., 2003).

Jahr Entdeckung Referenz

1955 Entdeckt als autosomal rezessive Spontanmutante (Falconer, 1956)

1968 Detaillierte Beschreibung des neurologischen Phanotyps (Duchen und Strich, 1968)

1980 Aberante Spermien Morphologie: Mikrotubuli-Defekt (Leetsma und Szepsenwol, 1980)

Wobbler ist primar eine Erkrankung der Perikarien von

1982 degenerierenden Motoneuronen (Mitsumoto und Bradley, 1982)
1988 Massive Astrogliose im Riickemark (Laage et al., 1988)

1991 Defekte Akrosomfusion (Heimann et al., 1991)

1992 Wobbler-Gen Kartierung auf Mauschromosom 11 (Kaupmann et al., 1992)

1997 Zellautonome Wirkung des Wobbler-Gens (Augustin et al., 1997)

2002 Detailierte physikalische Karte des Kandidatengenbereichs (Fuchs et al., 2002)

Tabelle 1.6: Die Geschichte der Wobbler-Maus: Willkirliche Auswahl von wichtigen Ver6ffentlichungen.

Neben dem neurologischen Phanotyp zeigen Wobbler-Mannchen noch eine abnormale
Spermienmorphologie. Im Gegensatz zu den sichelformigen Kopfen der Spermien von
Wildtyp-Mausen, sind Wobbler-Spermien deutlich abgerundet. Ultrastrukturell lassen sich
bei Wobbler-Spermatozoen keine funktionalen Akrosomstrukturen feststellen, die
gewohnlich als Kappe am Nukleus lokalisiert sind. Es lassen sich nur einzelne akrosomale
Vesikel finden, die nicht fusioniert sind (Heimann et al., 1991). Leetsma und Szepsenwol
(1980) konnten einen weiteren Spermien-Defekt beobachten. So fehlen ein bis vier der
aulleren Mikrotubuli-Doubletts der Flagellen. Wobbler-Mannchen sind durch die
Spermatogenesedefekte nicht fertil. Durch eine Reihe von Experimenten mit chimaren
Tieren konnten Augustin et al. (1997) die gewebeautonome Wirkung der Wobbler-
Mutation, sowohl im Testis, als auch im Rickenmark zeigen. Weiterhin konnten durch
Untersuchungen an in Kultur genommenen Rickenmarksschnitten Hinweise auf eine
zellautonome Wirkung der Wobbler-Mutation im Rickenmark erhalten werden (Boillee et
al., 2003). Somit scheint die Wobbler-Mutation direkt auf die betroffenen Zelltypen zu

wirken.
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Im Jahre 1992 konnten Kaupmann et al. durch interspezies Ruckkreuzungen zwischen
den Mausstammen C57BL/6 und SEG, die Wobbler Mutation auf das proximale
Mauschromosom 11  kartieren. Bei weiteren Ruckkreuzungen wurde das
Kandidatengenintervall sukzessive durch neue Rekombinationsereignisse reduziert. Um
alle Gene in der Kandidatengenregion zu identifizieren wurde eine physikalische Karte mit
genomischen Klonen generiert, die nahezu den gesamten wr-kritischen Bereich
Uberspannte (Resch et al., 1998, Fuchs 2001, Fuchs et al., 2002). So konnte der wr-
kritische Bereich zwischen dem Marker BAC147N22rev und dem Gen Murr1 Kartiert
werden (Fuchs 2001). In dieser Kandidatengenregion wurden insgesamt acht Gene (Peli1,
Hce8, Ugp2, Mor2, Homoloc13, Otx1, Homoloc2 und Kiaa0903) identifiziert.
Sequenzierungen und Expressionsuntersuchungen zwischen Wobbler- und Wildtyp-Tieren
zeigten keinerlei Unterschiede (Fuchs et al., 2002). Weiterhin wurde eine Inversion
gegenuber der syntdnen humanen Region auf Chromosom 2p13-14 detektiert, die genau

dem wr-kritischen Bereich entsprach (Fuchs et al., 2002).

1.3 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es einen Beitrag zum Verstandnis der Wobbler-
Erkrankung zu leisten und das verursachende Gen zu identifizieren. Man kann sich von
der ldentifizierung der krankheitsverursachenden Mutation einen weiteren Einblick in die
generellen Pathomechanismen der Motoneuronerkrankungen erhoffen. Durch die
Aufdeckung der Mutation kdnnten auch Gene, beziehungsweise zellulare Mechanismen in
den Fokus der Forschung gerlckt werden, die bei humanen neurodegenerativen
Krankheiten bislang noch nicht betrachtet worden sind, diesen aber ursachlich zugrunde
liegen konnten.

Zu Beginn meiner Arbeit sind neue Mausgenomsequenzen in oOffentlichen
Sequenzdatenbanken abgelegt worden. Meine Aufgabe bestand am Anfang des Projektes
darin, in diesen neuen, den wr-kritischen Bereich Uberspannenden Sequenzcontigs, neue
Gene zu identifizieren und zu charakterisieren.

Eine weitere Aufgabe umfasste die Suche nach neuen genetischen Markern, die helfen
sollten, das wr-kritische Intervall durch Auswertung von Rekombinationsereignissen, die
wahrend des Rekombinations-Screenings detektiert worden sind, zu verkleinern.

Die Entdeckung einer Punktmutation in einem der Kandidatengene fuhrte schlieBlich zum

Durchbruch. Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte die molekulargenetische
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1 Einleitung

Charakterisierung vorangetrieben werden und erste Hinweise auf eine Funktion durch
Interaktionsuntersuchungen mittels des Yeast Two-Hybrid Systems gewonnen werden.

Unter Verwendung der Microarray-Technologie wurden in einer Kooperation genomweite
Transkriptomanalysen der Wobbler-Tiere durchgeflhrt, die in dieser Arbeit evaluiert
werden sollten. Diese Experimente sollten Gene identifizieren, die wahrend der Wobbler-
Erkrankung differentiell exprimiert werden, und so einen tieferen Einblick in die
ursachlichen Pathomechanismen der Motoneuronerkrankung bei der Wobbler-Maus

geben sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Escherichia coli XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F' proAB lacZAM15
Tn10(Tet®))) Sambrock et al., 1989

Escherichia coli TOP10F’ (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG), TOPO Manual, 2002, Invitrogen

Escherichia coli JQ101 (F-, thi-1, hsdS20 (rB-, mB-), supE44, recA13, ara-14, leuB6, proA2, lacY1,
galk2, rpsL20 (StrR), (RifR), xyl-5, mti-1)

Escherichia coli JM109 (endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (r,,, my’) relA1 supE44 A(lac-proAB) [F*
traD36 proAB lacl®ZAM15]), Chemisch kompetente Zellen, Promega

Escherichia coli DH10B (F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),®80dlacZ AM15, AlacX74, endA1, recAt,
deoR, A(ara, leu)7697, araD139, galU, galK, nupG, rpsL, k

Escherichia coli Bl21 (F ompT HsdSg (rs” mg’) gal dcm (DE3))

Escherichia coli DH5a (F end A1 hsd R17 (r, m,) sup E44 thi-1 A" rec A1 gyr A96 rel A1 A(arg F lac
ZYA) U 169 y80d lacZAM15)

2.1.2 Hefestamme

Saccharomyces cervisiae AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gal4D, gal80D,
LYS2::GAL1 UAS'GAL1TATA'H|S3, GAL2UA3-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS—MEL1TATA-|aCZ, MEL1) BD
Bioscience Clontech, Palo Alto, USA

Saccharomyces cervisiae Y187 (MAT a, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4D,
gal80D, met-, URA3::GAL1asGAL11ata-lacZ, MEL1) BD Bioscience Clontech, Palo Alto, USA
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2.1.3 Mausstamme und Embryonale Stammzellen

Mus musculus laboratorius C57BI/6J: Labor-Inzuchtstamm, urspringlich am Jackson
Laboratory, Bar Habor, USA etabliert.

Mus musculus laboratorius C57/Bl6-wr: Labor-Inzuchtstamm, der die Wobbler-Mutation

tragt. Zuerst beschrieben von Falconer (1956).

Mus musculus castaneus: Labor-Inzuchtstamm, im Jackson Laboratory etabliert und seit
1971 als Inzuchtstamm Cast/Ei gezlchtet. Von dort wurden 1996 einige Tiere bezogen
und eine eigene Zucht am Lehrstuhl fur Entwicklungsbiologie und Molekulare Pathologie in
Bielefeld aufgebaut. Von Zeit zu Zeit werden Tiere kommerziell bezogen und eingekreuzt.
Dieser Stamm wurde fiur die Rekombinationskreuzung zur Einengung des

Kandidatengenbereichs flr die Wobbler-Mutation verwendet.

Mus musculus laboratorius 129SVJ: ES-Zellllinie in der die Versuche zur homologen

Rekombination mittels Targeting-Vektoren (,gene targeting“) durchgeflihrt worden sind.

2.1.4 DNA-Vektoren

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle

pCR4-TOPO Klonierungen Invitrogen, Karlsruhe (D)

pBluescript SK Klonierungen Stratagene, Heidelberg (D)

pTV-0O Neomycin-Kassette Birchmeier, MDC Berlin (D)

pTarget Expressionsvektor Promega, Mannheim (D)

pGBT9 Yeast-2-Hybrid BD Bioscience Clontech, Palo Alto (USA)
pACT2 Yeast-2-Hybrid BD Bioscience Clontech, Palo Alto (USA)
pPGEX-4T1 GST-Fusion Expression Amersham Bioscience, Freiburg (D)
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2.1.5 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5 — 3’) Produkt TA°C Referenz
Tmem17
Y2H-N-Tmem17_a GAATTCGGCATGGAGCTGCCGGA
CCCTGTT o . .
162bp 62°C diese Arbeit
VIH-N-Tmem17 b GTCGACTTCATAAAGGGACATCTG
- CAAGG
Y2H-C-Tmem17_a GAATTCACCCTAAAGAAAATGGTC
AAC 120bp  62°C  diese Arbeit
Y2H-C-Tmem17 b GTCGACTTAGAGCTCTTCCGTGCA
- TTGTCTTAC
LC1-Tmem17_a TCATTGTGGTTACTGTCGTC ° : .
LC1-Tmem17 b AAAGGCAACTGCAGTAGAAG 13%bp  60°C diese Arbeit
LC2-Tmem17_a CCGATAATGAAATGGTCTCC 156bp 60°C  diese Arbeit
LC2-Tmem17_b TGACGACAGTAACCACAATG
Seqg-Tmem17-5UTR_a TGGTGTGAGAGCTCCTTGTG 502bp 60°C  diese Arbeit
Seqg-Tmem17-5UTR_b GGAGCAGCCATCTTTCACC
Seqg-Tmem17-3'UTR _a CCTCCAGGACTTTGATCAGC 704bp 60°C  diese Arbeit
Seq-Tmem17-3'UTR _a CCCAAACAATCCCATAAACCC
E GGCATGGAGCTGCCGGACCCTGT
xp-Tmem17_a T
ATCAGATCTCCTGAGGCTTAAACT 631bp 62°C diese Arbeit
Exp-Tmem17_bipro_b GAGGGAAGGAGAGCTCTTCCGTG
CATTGTCTTAC
Gal4-BD _a TCATCGGAAGAGAGTAG BD
Gal4-BD_b CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC ~ Yarapel  64°C Bloscience
5AD LD ins CTATTCGATGATGAAGATACCCCA BD
- CCAAACC Variabel 66°C Bioscience
3'AD LD ins GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTA Clontech
- = TCTACGA
BD
Gal4_AD_seq TAATACCACTACAATGGATGA Seq. 60°C Bioscience
Clontech
Christiane
pGAD5'sh gACTACAATGGATGATGTATATAA Seq 60°C  Siligan, pers.
Mitteilung
NM 172792
LC_Kinase11_a GGAGCCTCATCATCTTGGTC 0 . .
LC_Kinase11 b GCCTGGCAAGGTCTTCTTAAT 141bp  61°C  diese Arbeit
LC_Kinase17_a GTGACGCTGATTGAGTCTGG 154bp 61°C  diese Arbeit
LC_Kinase17_b GGAGTGTCATTTTCAGGGATG
RT Kinase 1 8 a ACTTATACGGGTGGCTGTCAAG 1803bp 59°C  diese Arbeit
RT _Kinase_ 1 8 b GGCAAGGTCTTCTTAATTTTCC
KinsegA CACTGGGCTGTCTGAAAGAGGA Seq. 60°C diese Arbeit
KinseqC CATGGACTGGTTGCCACAAAAG Seq. 60°C diese Arbeit
KinseqE TGCCCTATTCAGATGACCCAGT Seq. 60°C diese Arbeit
KinseqF CAAAGGGCGAAAGAGACACAGA Seq. 60°C diese Arbeit
North_Kin1_a CTATGGGGACAGCCATCAAC 408bp 66°C diese Arbeit
North_Kin1_b CGCTTCCAAACTGTGAGTGA
kinase_ex1_a GGGTTTTGCAGAGCTGTCAT o ; .
kinase_ex1_b CCACCAAATGCCAAAAGTCT 267bp  60°C  diese Arbeit
kinase ex2 a GGAGCATCATTGGGTTGTTT o . .
kinase_ex2 b TCCTCTCCTGCCACATTCTC 419%p  63°C  diese Arbeit
kinase_ex4_a TGTAGAGGCCCTGCTCTGAT 461 60°C  diese Arbeit
kinase_ex4 b ACCTGGAATGTGTCCTGGAA
kinase ex9 a CGTGCATTGTGTAGCGATCT 571bp 66°C diese Arbeit
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Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’) Produkt Ta°C Referenz
kinase_ex9 b TCCCACAGCATCTGGGTATC
Neoseq1 CGCAGGCCTCTCTAGACCTC Seq. 60°C diese Arbeit
Neoseq2 TGAATGAACTGCAGGACGAG Seq. 60°C diese Arbeit
Neoseq3 CATACGCTTGATCCGGCTAC Seq. 60°C  diese Arbeit
Neoseq4 AGCCAACGCTATGTCCTGAT Seq. 60°C  diese Arbeit
AGCTTATAACTTCGTATAGCATACA
Linker P_a TTATACGAAGTTATGCTAGCACTA
GTGTTTAAACGGGCC . .
CGTTTAAACACTAGTGCTAGCATA  20PP Hyb.  diese Arbsit
Linker P_b ACTTCGTATAATGTATGCTATACGA
AGTTATA
. GGGCCCAGTTTGTTGGTGGGAGA
Kin_up_a GCATTT o .
Kin_up. b GCTAGCCCCGTATAAGTGTGGGAA 520%p  66°C  diese Arbeit
_up_ GATGG
Kin down @ S/i:/i;gTCACCiCTGGGTTGGAAGAGAC
Kin down b CCGCGGCCAGGATGAACAAGTTT — 3201bp  66°C  diese Arbeit
_down_ CTGTGG
Kin S2 a ATCCCATGAAGGAATGGACA o .
Kin_S2 b CCTCTTGGGCATCAATTCTG 448bp  S8°C  diese Arbeit
Polymorphe Marker
BAC147N22rev_a GAAGCTGCTGTGTCCTTGTCG 513bp/ 65°C Ullbrich, pers
BAC147N22rev_b CAGGTCAGAATGAGCAAGTAC Alul Mitteilung
Mor int2_a GAACAGCCTCTCCCTTCTCA 153300/ geoc  diose Arbeit
Mor_Int2_b GTGAGCCAAAAAGGTGGACT Xbal
BAC123J24for_a AGCTGCCTAGTGGCTTTAGAGAT ~ 1518bp/ g0 Ullbrich, pers.
BAC123J24for b GCTGGCTGAATGCTTAGCTAGTA  Haelll Mitteilung
KiaaS5_a AGAAGGCGGCAAAAATTACA ss6bp  Go°c  Switek, pers.
KiaaS3_b AAATGGAGCCAAAGGAGACA Mitteilung
Murr1_d ACCATGGGTGGCAAGTCCCTGA 630D/ cion  Fuchs 2001
Murr1_e ACAAGGGTCTCACCACATT Haelll
Homint10_a TCCCTGCCACTTCTTACCTG 148160 ggoc  diose Arbeit
Homint10_b TTGCCTACACTGCCCTCTCT Alul
Homint14_e CCCTGATACTGTCCTCTGCTC o .
Homint14_f CACTGGTCATCCCTTTCCTG 304bp  64°C  diese Arbeit
Homint17_a GTGACAGTAGCCCAAATCCA 15240 cooc giose Arbeit
Homint17 b CATTACCTCCCAAGTGCTGA Alul

Vps54

Vps54_Sonde_Ex24_a TTCACTACCACTGTTATGTCACTG

GGTAA
545bp  66°C  Hahn 2004
Vpssd_Sonde. Ex24. b gCACAAGATTAGGCACTCTGACAG
Vps54_LC1_a TCACATCACAAAGGATTACCA o .
Vps54_LC1 b GAAGGAACAGGAGCTTTCAC 120bp  60°C  diese Arbeit
Vps54_LC2 a ATACTGCTGGTGGGAAAGG o .
Vps54_LC2 b CCTGGGTAGTTTTCTTGAGG 185bp  60°C  diese Arbeit
Vps54_LC3 a ACATTCGACCTGTGCAGTCA 11 50°C  diese Arbet
Vps54_LC3 b CACAAAGTCCAATCCCCAAG P
Vps54_LCA4_a GCTTGCAGATCAAATGAGAA o .
Vps54_LC4 b GTCTGTGTCCAAGGAGCTGT 219bp  60°C  diese Arbeit
T7 TAATACGACTCACTATAGGG o .
BAC115_T7 AGAAAATGAAGCAAAGTGTATGTG o94bp  58°C  diese Arbeit
SP6 CCGTCGACATTTAGGTGACA o .
BAC115_SP6 TCATTTTCTCCCAGGCAAAC 4%0bp  58°C  diese Arbeit
lacZ-F2 GAATTATTTTTGATGGCGTT 854bp 56°C Bose, pers.
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Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’) Produkt T,°C Referenz
lacZR1 ATTCATTGGCACCATGCC NieTung
PCR TrapWT Allel a  TCCTTAGAGAGTGATCGTGAGAA
PCR_WT Allél_b CTCCCAGTAGAGCCAACAAG 413bp  60°C  diese Arbeit
PCR_Trap_Allel b GCCTGCTCAAACCTGAACC 324bp
Trap_Neu_2a ATGGTCTTGGTCCTTGGTG o .
PCR_Mut_5b GCTCTGTCCTCCAGTCTCCT 974bp  66°C  diese Arbeit
Trap_S1_a GAGGATTGCCCACTGAAAGA - .
Trap_S2_b CAACAAAGCAGACCCAACAG 505bp  63°C  diese Arbeit
V2H-C-Vps54_a GAATTCAAAAACTTGGCCCTCTCT

TCAC 526bp  68°C  diese Arbeit

GTCGACCTGTCATCACCTCTTCTG
Y2H-C-Vps54_b gTes
Vps54 C_t 2 —gAATTCCCCGAAGAACAAACACAG 238bp  63°C  diese Arbeit
Vps54 C_t 3 AG—CA:ATTCCCTCAAAATGGGTTGGTC 135bp  63°C  diese Arbeit
gRT-PCR
beta-actin_a AGATTACTGCTCTGGCTCCT 1400 60 dicse Arbait
beta-actin_b GGACTCATCGTACTCCTGCT P
App_a CTTTTGGGGTGGACTCTGT . .
App_b CTCTTCCGTCTTGATGTTTGT 128bp 60 diese Arbeit
INOS._a GAACTTGAGCGAGGAGCA J620 60 diese Arbit
INOS_b GCTGGAACTCTGGGCTGT P
Vimentin_a AAGACGGTTGAGACCAGAGA 162b 60 diese Arbeit
Vimentin_b TGCAGTAAAGGCACTTGAAA P
CD_68_a TCTGCTGTGGAAATGCAAG 1546 60 diese Atbet
CD_68_b ATGATGAGAGGCAGCAAGAG P
Nfm_a GTCATTTGCGAGAATACCAG \64b 60 dicse Arbait
Nfm_b TATTGTGACTGAGGGCTGTC P
Ppp2r5d_a CGCCCTCTACTACTGGAACA . .
Ppp2r5d_b ACAGCTTCTGGTTCATCTCC 179bp 60 diese Arbeit
Serf2 a CAAACGAGAAGAAGGAGGAA - 60 diese Arbait
Serf2 b TGGGACCTGTGAGCACTAC P
Comp2_C3_a CTGATGAACAAACTGGAGGAAC o 60 diese Arbit
Comp2_C3_b AGGAGGGCGTAGGATGTG P
Nfl_a GGACGAGGTGTCGGAAAG . .
Nfl b GCTCATTCTCCAGTTTGTTG 167bp 60 diese Arbeit
Pkp 4 a CCTCGCTCTGAATACGATAGC - .
Pkp_4 b TTCCTGGTGGAGTCATCTTG 197bp  60°C  diese Arbeit
Prss11 a CAAAGCCAAAGAGCTGAAGG . .
Prss11 b GTCCGTTGATGCTGATGATG 140bp  60°C  diese Arbeit
Cntn2. a CCATCCCTACACACCCTTTG o~ .
Cntn2 b GCTCCCAGCTTACGTTCATC 170bp  60°C  diese Arbeit
Pip1_a GAATCGCCTCCTTTTTCTTC . .
Pip1 b GCCACTCCCAGCACATAG 160bp  60°C  diese Arbeit
Mpz_a CGGACATAGTGGGCAAGAC - .
Mpz b AAGAGCAACAGCAGCAACAG 130bp  60°C  diese Arbeit
ApoE._a TGCGAAGATGAAGGCTCTG o .
ApoE_b CCAGGGTTGGTTGCTTTG 15p  60°C  diese Arbeit
Ctsd_a CTGGCTCCTCTAACCTGTGG - .
Ctsd b GATACCTCTTGCCTTTGACTGG 218op  60°C  diese Arbeit
Sparc_a CGACTCTTCCTGCCACTTCT . .
Sparc_b GGTTGTTGCCCTCATCTCTC 203bp  60°C  diese Arbeit
NM_146247 a GCCGAAGTGTTCTACGATGATG o 60°C  diese Arbeit
NM_ 146247 b AGGGAGGCACGGAAGTGA P
CD63 a TGGAAGGAGGAATGAAGTGTG 149bp  60°C  diese Arbeit
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Bezeichnung Sequenz (5’ — 3’) Produkt T,°C Referenz
CD63_b CAGCGAGCCAGCAGTAGTC

[ICCICTACOCTOONCA a6 s aben
IOSCACTORONCMNTON o7y 50 s
Proe b COTTTOTTGCCOTTOARG 1570p  60°C  diese Are
th2 30 ATOCGTCCTGTAGTCOTTCT 1230 60°C dieso A
N D TTGACTTITATGTGCGTGGA 1200 60°C diese Avvei
o GOTTOTCCTTAGAGCAGAG 1290 60°C  diese Arbeit
Gapd3 b TOTTTACCOTCATCCTOTOG 1900 60°C diese A
Ghat s COAAGCGOATCACAGAAG 105p  60°C  diese At
Northern-Blots

b_actin_North_a AGGGTGTGATGGTGGGAATG 406bp 66°C diese Arbeit
b_actin_North_b AGGATGGCGTGAGGGAGAG

Vim-North b TOTTGOGOTOCTOAAAAAGT 4660  60°C  diese Avvei
Nefm-North b TGAGCAAGGACTOOTGTOAG 5060 68°C diese Arvei
TN SCMCTIOCCICTIOONT. s oG deseAven
weENons CASMGCSCCTACCIOIST w6 deso nvel
Prdx6_North_a TCCACATCTGCTCTCTGGTG 520bp 62°C  diese Arbeit
Prdx6_North_b CCTTCCTAATGTTGCGGTGA

Ve North 5 GGOGAAGGAGGAGTAGAAGA 4200 62°C diese Arbeit
2.1.6 Enzyme

Enzym Bezugsquelle

Restriktionsendonukleasen

T4 DNA-Ligase
Taq-DNA Polymerase

Proof-Start DNA-Polymerase

Omniscript RT-Polymerase

Schwalbach (D)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D), New England Biolabs,

MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D), Invitrogen, Karlsruhe (D)

Qiagen, Hilden (D)
Qiagen, Hilden (D)
Qiagen, Hilden (D)

Expand Long-Template Kit

Transcriptor RT-Polymerase

Roche, Mannheim (D)
Roche, Mannheim (D)
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Superscript lll RT-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe (D)

Sybr Green PCR-Kit Qiagen, Hilden (D)

Shrimp Alkaline Phosphatase Amersham Pharmacia; Freiburg

Polynukleotid-Kinase MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D)

Klenow-Fragment DNA-Polymerase = MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D), Ambion, Austin (USA)
RNase A Roth, Karlsruhe (D)

Lysozym Roth, Karlsruhe (D)

Proteinase K Sigma, Deisenhofen (D)

Trypsin/EDTA PAA, Linz (A)

2.1.7 Fragmentlangenstandards

Bezeichnung Fragmentldngen Bezugsquelle
Gene Ruler 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
DNA Ladder 1031, 1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D)
Mix 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 (bp)
DNA 100bp- 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, ,
X MBBL, Bielefeld (D
Leiter 900, 1000 (bp) . Bielefeld (D)
DNA 100bp- 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
Leiter 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, MBBL, Bielefeld (D)
(erweitert) 5000 (bp)
DNA Low-range 0.13, 0.56, 2.03, 2.32, 4.36, 6.55, 9.42, 23.1, New England Biolabs,
PFGE ladder 48.5,97.0 145.5, 194.0 (kb) Schwalbach (D)
RNA ladder 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000 (bp) MBI Fermentas, St. Leon-Rot (D)
high-range
Mark12 Protein- 200, 116.3, 97.4, 66.3, 55.4, 36.5, 31.0, 21.5, Invitrogen, Karlsruhe (D)
ladder 14.4, 6.0, 3.5, 2.5 (kDa) gen,

2.1.8 Nahrmedien

3.1.8.1 Bakterienkulturmedien

Luria-Bertani (LB): 10 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Terrific Broth (TB): 12 g/l Trypton
24 g/l Hefeextrakt
4 ml/l Glycerin
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nach dem Autoklavieren zusetzen:
100 ml 0,17 M KH2PO4/ 0,72 M K2HPO4 (steril)

SOC: 20 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl

10 ml/l 250 mM KCI

nach dem Autoklavieren zusetzen:
5 ml/l 2 M MgCI2 (steril), 20 ml/l 1 M Glucose (steril)

Far das GieRen von Petri-Schalen wurden 15g/l Agar zugesetzt. Antibiotika wurden erst nach
Abkulhlen auf ca. 50°C hinzugeflgt.Fur Blau/Weil} Selektion wurde 0,16ml 1M IPTG und 1,6ml X-gal
(20mg/ml) zugesetzt.

M9-Minimalmedium 20 g Agar in 600 ml H20 autoklavieren,
(Speziell fir JQ101): ;04 Abkiihlung auf 55°C steril zusetzen:

200 ml 5x M9 Salz*

100 ml —Leu Dropout (siehe Hefekulturmedien)
10 ml 40% Glucose

1 ml 1 M Thiamine HCI

4 ml Prolin (10 mg/ml)

2ml 1M MgSO4

0,1 ml 1 M CaCl2

1 ml Ampicillin (50 mg/ml)

* 5x M9 Salz: 64 g/l Na2HPO4*7 H20
15 g/l KH2PO4
2,5 g/l NaCl
5,0 g/l NH4CI

2.1.8.2 Hefekulturmedien

YPD: 20 g Pepton
10 g Hefeextrakt

YPDA: 20 g Pepton
10 g Hefeextrakt
15 ml 0,2% Adeninhemisulfat
(Nach Abkuhlung auf 55°C zusetzen)

SD 6,7 g Hefestickstoffbasis (ohne AS)

nach dem Autoklavieren zusetzen:
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*40x Dropout (DO) Lésung:

50 ml 40% Glucose (steril)
100 ml 10x DO* (steril)

200 mg/l L-Adeninhemisulfat
200 mg/I L-Arginin HCI

200 mg/I L-Histidin HCI
300 mg/I L-Isoleucin
1000 mg/I L-Leucin
300 mg/I L-Lysin HCI
200 mg/l L-Methionin
500 mg/l L-Phenylalanin
2000 mg/l L-Threonin
200 mg/l L-Tryptophan
300 mg/l L-Tyrosin
200 mg/I L-Uracil

1500 mg/l L-Valin

Fir die Herstellung der Dropout-Lésungen wurden die entsprechenden Aminosauren nicht zugesetzt.

Fir die Herstellung von Platten wurden den Medien jeweils 20 g/l Agar vor dem Autoklavieren

zugesetzt.

2.1.8.3 Zellkulturmedien

Feeder Medium (FM):

Complete Medium (CM):

50 ml FCS
5 ml 100 x Penstrep (10000 U)

5 ml L-Glutamin
5 ml B-Mercaptoethanol*
400 ml DMEM

75 ml FCS

5 ml 100 x Penstrep (10000 U)

5 ml L-Glutamin

5 ml Na-Pyruvat

5 ml Nicht essentielle Aminosduren

5 ml B-Mercaptoethanol*

400 ml DMEM

1000U/ml LIF (Leukemia inhibitory factor)

*Verdinnung von 7 pl Stammml&sung in 10 ml Wasser

2x Freezing Medium:

20% FCS
20% DMSO
60% DMEM
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Medium fiir COS7-Zellen DMEM 1x High Glucose (E15-810, PAA, Pasching)
1% Nicht essentielle Aminosauren (M11-003, PAA, Pasching)
1% N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamine (200mM, Biochrom AG, Berlin)
10% FCS (Biochrom AG, Berlin)

Medium fiir CHO-Zellen DMEM 1x High Glucose (E15-810, PAA, Pasching (D))

1% Nicht essentielle Aminosauren (M11-003, PAA, Pasching (D)
1% N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamine (200mM, Biochrom AG, Berlin

(D)

10% FCS (Biochrom AG, Berlin (D))
HT-Supp. (50x, 20ml/l, FO493, Biochrom AG, Berlin (D))
Prolin (50x, 15mM, 20mi/I)

2.1.9 Antibiotika

Antibiotikum Konzentration der Stammlésung Arbeitskonzentration
Ampicillin 150mg/ml in Wasser 25-150ug/ml
Tetracyclin 50mg/ml in Ethanol 10-15ug/mli
Kanamycin 20mg/ml in Wasser 20ug/ml

Geneticin (G418) 50mg/ml in Wasser 100-800ug/ml

2.1.10 Verwendete Kits

Kit

Bezugsquelle

QIAGEN Plasmid Purification Kits (div. GroRen)
Nucleobond Plasmid Purification Kits
Nucleo-Spin Extract Kits

QlAquick Gel Extraction Kits

TOPO-TA Cloning Kit

Expand Long-Template Kit

Prime-It RmT Random Primer Labeling Kit
Pretransformed MATCHMAKER Library
Taq-PCR Mastermix

Qiagen, Hilden (D)
Macherey-Nagel, Diren (D)
Macherey-Nagel, Diren (D)
Qiagen, Hilden (D)

Invitrogen, Karlsruhe (D)
Roche, Mannheim (D)
Stratagene, Heidelberg (D)

BD Bioscience, Palo Alto (USA)
Qiagen, Hilden (D)
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2.1.11 In silico-Ressourcen

Name

Adresse

BLAST

Mouse Genome Informatics
Ensembl Genome Browser
Golden Path Genome Browser
PubMed

OMIM

NCBI Geo

BCM Searchlauncher
RepeatMasker

Protein Tools

VISTA

Webcutter

Primer3

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.informatics.jax.org/

http://www.ensembl.org/

http://genome.ucsc.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=0OMIM
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2 Material und Methoden

2.2 DNA-Methoden

2.2.1 Handhabung rekombinanter Bakterien

Fur die Anzucht von Bakterien wurde in der Regel Luria-Bertani Medium (LB-Medium)
verwendet. Sollte eine groRere Plasmidausbeute erreicht werden, ist Terrific-Broth (TB-
Medium) verwendet worden. In Flussigkultur wurde dem Medium das entsprechende
Antibiotikum zugesetzt. Um eine Reinkultur zu gewahrleisten, wurden bei Bedarf die
Kolonien auf Platte zur Vereinzelung ausgestrichen. Fur Platten wurden dem Medium
15g/l Agar zugesetzt. Medien wurden generell autoklaviert, um eine Verunreinigung mit
anderen Mikroorganismen zu vermeiden. Fur die Blau-Weil} Selektion wurden dem Agar-
Medium X-gal und IPTG zugesetzt. Rekombinante Klone wurden auf Platten bis zu vier
Wochen gehalten. Fur langere Lagerungen wurden Agar-stabs verwendet. Hierzu wurde
ein 1,5ml Plastikgefal® mit Schraubverschluss zu zwei Dritteln mit sterilem stab-Agar (LB-
Medium mit 0,6% (w/v) Agar, optional kann 10mg Cystein pro Liter zugegeben werden)
geflllt. Die gewlnschte Kolonie wurde mit einem Zahnstocher gepickt und durch stof3en in
den Agar angeimpft. Der stab wurde flr 8h bei 37°C inkubiert und trocken bei
Raumtemperatur fest verschlossen gelagert. Flr langerfristige Lagerung (bis zu mehreren
Jahren) wurden Glycerinkulturen (Kultur in 20% Glycerin) angelegt. Hierzu wurden 200ul
100% Glycerin in einem Eppendorfgefal} vorgelegt und 800ul frische Bakterienkultur
dazugegeben. Nach Vortexen wurde die Suspension in flissigem Stickstoff

schockgefroren und anschliel3end bei -70°C aufbewahrt.

2.2.2 Transformation von Bakterien

Fir die Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen wurden One Shot " Zellen
(Top10F') der Firma Invitrogen, JM109 der Firma Promega, JQ101 oder DH5a verwendet.
Hierzu wurden die Zellen auf Eis angetaut, und 2ul Ligationsansatz oder Plasmidlésung
(5ng/pl oder mehr) zugegeben und mit der Pipettenspitze umgerihrt. Nach 30 Minuten
Inkubation auf Eis wurde das Gefald mit den Zellen 30-50 Sekunden lang in ein 42°C
Wasserbad uberfuhrt und danach sofort fur 2 Minuten auf Eis gestellt. Anschlielend
wurden 250-800ul SOC-Medium zugefugt. Die Zellen erholten sich bei 37°C fur eine
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Stunde im Schuttler. Von diesem Ansatz wurden 50 und 200ul auf Selektionsplatten
(Ampicillin) ausplattiert.

Fir die Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen wurde der Gene Pulser  der
Firma BIO-RAD verwendet. Hierzu wurden am Gerat eine Spannung von 2,5kV, ein
Widerstand von 400Q und eine Kapazitat von 25uF eingestellt. Die elektrokompetenten
XL1-Blue Zellen wurden auf Eis angetaut. 2-5ul des zu transformierenden
Ligationsansatzes wurde zu den Zellen pipettiert und fur eine Minute auf Eis inkubiert.
Eine vorgekuhlte Elektroklvette wurde mit dem Ansatz beladen und in den Schlitten
gestellt. Dabei war darauf zu achten, dass die Kuvette von aul3en keine Restfeuchtigkeit
aufweist. Nach dem Einschieben des Kontaktgebers wurden die beiden Knépfe am Gene
Pulser” solange gleichzeitig gedriickt bis ein Signal erténte. Sofort danach wurden 0,8ml
SOC-Medium zu den Zellen pipettiert und der Ansatz in ein Eppendorfgefal® tberfuhrt.
Nach 90mindtiger Erholung der Zellen in dem 37°C Schuttler wurden die Zellen auf

Selektionsplatten ausplattiert.

2.2.3 Plasmidisolierung aus Bakterien

Fur die Plasmidisolierung aus Bakterien stehen verschiedene Praparationsmethoden zur
Verfugung, die sich hinsichtlich der Reinheit der DNA und des Arbeitsaufwandes

unterscheiden.

2.2.3.1 Easy-Prap

Eine sehr einfache und schnelle Methode, um Plasmid-DNA zu gewinnen, ist die von
Berghammer und Auer (1993) beschriebene Methode "Easy-Prap". Diese Methode eignet
sich gut, um eine groRere Anzahl von Bakterienklonen auf eine erfolgreiche
Transformation zu testen. Ein Nachteil ist die geringe Reinheit, da hier auf den
Phenolisierungsschritt verzichtet wird. Die Reinheit ist aber fir schnelle Tests durchaus
ausreichend. Durchfuihrbar ist die Easy-Prap allerdings nur fir endA-Stamme, da die
Endonuklease A nicht durch Hitze inaktivierbar ist und die DNA abbauen wurde.

Hierzu fullt man 1ml Medium (LB- bzw. TB-Medium) in ein Eppendorfgefal}, sticht mehrere
Locher in den Deckel, und inkubiert die Kultur iber Nacht bei 37°C im Schattler. Nach 30-
60 Sekunden in der Eppifuge (13000rpm, RT) wurde der Uberstand abgesaugt und das
Pellet in 50ul Lysispuffer (10mM Tris pH8.0, 1mM EDTA, 15% Sucrose, 0,4mg/ml RNAse
A, 2mg/ml Lysozym, 0,1mg/ml BSA) gelést. Nach 5 Minuten im Schittler bei
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Raumtemperatur wurde das Eppendorfgefal® in ein 100°C Wasserbad fur 30 Sekunden
gegeben, was zur Lyse der Bakterien fuhrte. Anschlielend wurde fur 60 Sekunden auf Eis
inkubiert. Nach 20 Minuten Zentrifugation bei Raumtemperatur in der Eppifuge, wurden bis
zu 5yl des Uberstandes fir eine Testspaltung und  anschlieRender

Agarosegelelektrophorese eingesetzt.

2.2.3.2 Alkalische Lyse

Mit Hilfe dieser Methode lassen sich high-copy wie auch low-copy Plasmide, die nur in
einer geringeren Anzahl in der Zelle vorliegen, in einer hdheren Konzentration isolieren.
Eine 1ml Ubernachtkultur wurde in einem EppendorfgefaR (mit Léchern versehen)
angeimpft. Das Medium wurde abgesaugt und das Pellet in 300ul eiskalter Lésung 1
gelost (50mM Glucose, 25mM Tris-Cl (pH8.0), 10mM EDTA (pH8), 100ug/ml RNAse A).
Die Zugabe von 300ul Lésung 2 (0,2N NaOH, 1% SDS, frisch ansetzen) bewirkt durch die
Erhéhung des pH-Wertes ein denaturieren der chromosomalen DNA. Das SDS ermdglicht
das Ablosen DNA-assoziierter Proteine. Das Eppendorfgefal® wurde 5-9mal invertiert, und
fur 5 Minuten auf Eis inkubiert. Mit 300ul Losung 3 (3M Kaliumacetat mit Eisessig pH4.8
einstellen) wurden chromosomale DNA und Proteine gefallt. Das Eppendorfgefald wurde
solange invertiert, bis sich eine homogene Suspension gebildet hat und fir 5 Minuten auf
Eis inkubiert.

Nach 5minitiger Zentrifugation (13000rpm in der Eppifuge 4°C) wurde der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt. Mit einem Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Gemisch wurden letzte in Losung befindliche Proteine extrahiert. Dazu wurden 600ul
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben und vorsichtig invertiert. Nach
kurzem Zentrifugieren (fur 2 Minuten) wurde von den sich bildenden Phasen die obere
(wassrige) Phase vorsichtig in ein neues Gefald tberfuhrt. Zur Fallung der Plasmid-DNA
wurden zu dieser Lésung 700ul Isopropanol gegeben und vorsichtig invertiert. Nach
2minutiger Inkubation wurde anschlieRend 6 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach AbgieRen des Uberstandes, wurde das Pellet mit 300ul eiskaltem 70% Ethanol
gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Nachdem der Alkohol komplett
abgesaugt wurde, wurde das Pellet in 30-50ul TE pH8.0 oder H2Opigest aufgenommen. Bis

zu 3ul wurden fur Testspaltungen eingesetzt.
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2.2.3.3 DNA-Plasmid Praparation mittels lonenaustauschersaulen

Fir die Praparation von hochreiner Plasmid-DNA oder von Plasmiden mit geringer
Kopienzahl empfiehlt sich die Verwendung eines Kits. Diese basieren ebenfalls auf der
alkalischen Lyse, nur wird hier keine Aufreinigung der DNA mit Phenol/Chloroform
vorgenommen. Durch die Herstellung optimaler Salzkonzentrationen und pH-Werte wird
die Plasmid-DNA in einer equilibrierten lonenaustauscher-Saule gebunden, gereinigt und
anschlieBend von ihr eluiert. Auf diese Weise kdonnen degradierte RNA, zellulére und
nukleinsaureassoziierte Proteine von der Plasmid-DNA entfernt werden. Die Fallung
erfolgt mit Isopropanol.

Nachfolgend ist ein Protokoll zur Verwendung der Nucleobond AX Saulen exemplarisch
angegeben. Protokolle anderer Anbieter (z.B. Qiagen) unterscheiden sich nur geringfugig.
Bei Verwendung anderer Saulen (AX100 oder AX500) andern sich die eingesetzten
Losungsmengen.

Die Zellen wurden geerntet, indem sie bei 4°C fur 5-10 Minuten zentrifugiert wurden (Rotor
GSA 6000rpm). Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet in 12ml S1 Puffer
resuspendiert. Wenn alles geldst war, wurde 12ml S2 Puffer zugeben, achtmal invertiert
und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 12ml Puffer S3
zugeben, 8mal invertiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer mindestens
40mindtigen Zentrifugation bei 12000g, wurde der Uberstand tber einen angefeuchteten
Faltenfilter in ein 50ml Rdhrchen (Greiner ,Bluecap®) filtriert. Eine Nucleobond AX 500
Saule wurde mit 6ml N2 Lésung equilibriert. Der filtrierte Uberstand wurde zweimal Gber
die Saule gegeben und anschlieend dreimal mit 12ml N3 Lésung gewaschen. Die so
gereinigte Saule wurde mit 7ml Elutionspuffer N5 (vorgewarmt auf 50°C) in ein Greiner
Roéhrchen eluiert. Pro Roéhrchen wurde 0,7-faches Volumen (5ml) an Isopropanol
zugegeben und mit Parafilm abgedeckt, invertiert und fir 30 Minuten zentrifugiert (SS34
Rotor 12000rpm). Die entstehenden Pellets wurden mit einem Filzstift markiert, der
Uberstand verworfen und ca. 3ml 70% Ethanol (-20°C) vorsichtig auf den
gegenuberliegenden Rand pipettiert. Nach 15minatiger Zentrifugation im SS34 Rotor bei
12000rpm wurde der Uberstand verworfen. Verbleibende Tropfen wurden mit der
Wassserstrahlpumpe abgesaugt und die Réhrchen fir ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um restliches Ethanol abzudampfen. Das Pellet wurde sorgfaltig in 50-200ul
Wasser (pH 8.0 mit NaOH eingestellt) resuspendiert, in Eppendorfgefale uberfuhrt und
bei 37°C in den Schuttler fir mindestens 5 Minuten gestellt, um restliche Plasmide zu

6sen.
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2.2.4 Plasmidisolierung aus Hefen

1ml einer Gber Nacht Kultur wurde fiir 30 Sekunden zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 200ul Breaking-buffer (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM
NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA) resuspendiert. Dann wurden etwa gleiches
Volumen (ca. 200ul) 0,25-0,5 mm Glasperlen (Roth, Karlsruhe) zugegeben, die zuvor in
konzentrierter HCI gewaschen und solange mit Wasser gespult worden waren, bis der pH-
Wert 7 erreicht war. 200ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurden zugesetzt.
Die Suspension wurde 2 Minuten gevortext und anschliel3end fur 5 Minuten zentrifugiert.
Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® Uberflihrt. Die DNA-Fallung
erfolgte mit Natriumacetat und Ethanol. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde in 10ul Wasser

resuspendiert.

2.2.5 DNA-Isolierung aus Gewebe

Nach der Praparation des Gewebes (maximal 400mg pro Ansatz) aus der Maus wurde die
Gewebeprobe schnell in flissigem N, schockgefroren, um eine Degradierung der DNA
durch nukleolytischen Abbau der Enzyme zu verhindern. AnschlieBend wurde das
Gewebe in einer vorgekuhlten Reibschale in flissigem N2 zu feinem Pulver gemahlen, in
12ml Greinerrohrchen Uberfuhrt und in 4ml DNA-Gewebe-Extraktionspuffer (100mM NaCl,
25mM EDTA, 0,5% SDS, 10mM Tris-Cl pH 8,0, 0,1mg/ml Proteinase K (kurz vor
Gebrauch zusetzen)) resuspendiert und Uber Nacht bei 55°C geschuttelt. Dem Ansatz
wurden 3ml Phenol zugegeben, um dann 2 Stunden bei 4°C zu schuitteln und
anschlieBend 10 Minuten zu zentrifugieren (Hettich Rotanta/S Tuttlingen 75%). Hiernach
wurde ausschlieBlich die obere wassrige Phase entnommen und mit 4ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt und 1,5 Stunden bei 4°C invertiert.
Der Ansatz wurde erneut fir 10 Minuten zentrifugiert (Hettich Rotanta/S Tuttlingen 75%),
die obere wassrige Phase wurde in ein neues Greinerrdhrchen uberfuhrt und mit 4ml
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) 30 Minuten bei 4°C invertiert. Es erfolgte ein weiterer
10minutiger Zentrifugationsschritt (Hettich Rotanta/S Tuttlingen 75%), und die obere
wassrige Phase wurde mit 2ml Ammoniumacetat (7,5M) und 10ml 100% Ethanol (bei
-20°C vorgekuhlt) in ein neues Reaktionsgefal® Uberflihrt und Uber Nacht bei 4°C gefallt.
Nach dem Pelletieren wurde noch mit 2ml 70% Ethanol (bei -20°C vorgekuhlt) gewaschen.

Es erfolgte eine erneute Zentrifugation und das Pellet wurde unter dem Abzug getrocknet.
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Hiernach wurde die DNA in 2ml TE-Puffer resuspendiert, und die Konzentration durch UV-

Absorptionsspektrometrie bestimmt.

2.2.6 Schnellpraparation von DNA aus Mausschwanzspitzen

FuUr eine Diagnostik der zu untersuchenden Maus-Genotypen wurde eine DNA-Probe der
einzelnen Tiere benodtigt. Diese wurde aus einem ca. 3mm langen Stick Schwanzspitze
gewonnen, die den Mausen nach dem Entwohnen vom Muttertier abgenommen wurde.
Die Spitze wurde in 300ul Pufferlosung (10mM Tris pH 8, 50mM KCI, 0,045% Tween20
und 0,045% NP40) =zerkleinert und nach Zusatz von Proteinase K in einer
Endkonzentration von 10ug/ml fir mindestens 2 Stunden bei 55°C im Schuttler inkubiert.
Das Enzym wurde anschlieBend fiir 10 Minuten bei 95°C denaturiert und der Uberstand
nach einer kurzen Zentrifugation in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefaly tberfuhrt. Fir

eine PCR-Diagnostik wurden 1-2 ul dieser Praparation eingesetzt.

2.2.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Wird zum Beispiel nach einer Restriktionsspaltung nur ein bestimmtes Fragment fir
weitere Arbeiten bendtigt, so ist es mdglich, die verdaute DNA Uber ein Agarosegel
aufzutrennen. Nach dem Farben mit Ethidiumbromid werden auf einem Transilluminator
die Grollen der einzelnen Banden bestimmt und das gewlinschte Fragment mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Fir die DNA-Extraktion aus Agarose wurde das QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma QIAGEN oder das Nucleospin Extract Kit (Macherey-Nagel)
verwendet. Beispielhaft ist das Protokoll der Firma QIAGEN angegeben. Hierbei wurde
das isolierte Agarosebléckchen gewogen und in dem 3fachen Volumen QG Puffer bei
50°C ca. 10 Minuten gel6st. Der Ansatz wurde anschlieBend auf eine mitgelieferte
Minisaule gegeben und durch Zentrifugation fur 1 Minute in einer Tischzentrifuge an das
Saulenmaterial gebunden. Nach dem Waschen mit 750ul PE-Puffer wurde die Saule durch
wiederholtes Zentrifugieren getrocknet und die DNA mit 30ul Elutionspuffer (10mM Tris-Cl
pH 8.0) eluiert. Die Konzentration wurde anschliel3end in einem Agarosegel abgeschatzt,

oder photometrisch bestimmt.
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2.2.8 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Da die DNA meist nur in sehr kleinen Mengen und Volumina zur Verfigung steht, wurde
die Konzentration in einer Verdunnungen festgestellt. 2ul DNA wurden mit 58ul 10mmol
Tris pH 8.0 versetzt und die Absorption bei 260nm gemessen. Eine Az von 1,0 entspricht
dabei 50ug/ml dsDNA bzw. 40ug/ml ssDNA. Die Messung der Azgo und das Errechnen des
Quotienten von Agzso und Aggp gibt Auskunft Uber die Reinheit der DNA. Wird dabei ein
Verhaltnis von 1,8-2,0 erreicht, so nimmt man eine reine Praparation an.

Eine weitere Methode der Konzentrationsbestimmung ist das Abschatzen der Fluoreszenz
von gebundenen Ethidiumbromid. Dazu wird die DNA-Probe gegen einen
Fragmentlangenstandard bekannter Konzentration auf ein Agarosegel aufgetragen, im
elektrischen Feld aufgetrennt und anschlieBend im Ethidiumbromidbad gefarbt. Dabei
interkaliert der Farbstoff in die DNA. Beim Bestrahlen mit UV-Licht fluoresziert
Ethidiumbromid orange. Hierbei kann ein Mengenverhaltnis zwischen eingesetztem

Marker (bekannter Konzentration) und Probe abgeschatzt werden.

2.2.9 Restriktionsspaltungen von DNA

Je nach Menge der zu spaltenden DNA wurde das Gesamtvolumen des
Restriktionsansatzes bestimmt. Fir Testspaltungen wurde das Gesamtvolumen des
Ansatzes mit 20ul angesetzt. Hierbei wurden 0,5ug DNA, ca. 0,5ul Restriktionsenzyme
(Menge ist abhangig von der Konzentration, bzw. der spezifischen Aktivitat der Enzyme)
und 2ul 10-fach Puffer in ein Reaktionsgefald gegeben und mit Wasser auf 20ul aufgefulit.
Bei Restriktionsspaltungen groflerer DNA-Mengen, z.B. fur nachfolgende Ligationen,
wurde ein Volumen von 50-100ul eingesetzt. Hierbei wurden 5-10ug DNA, 2pul
Restriktionsenzym, Spl (10)ul 10-fach Puffer mit Wasser bis auf 50ul (100ul) aufgefullt,
angesetzt.

Optional wurde BSA (Rinderserumalbumin) in einer Endkonzentration von 0,1ug/ul dem
Spaltungsansatz zugegeben. BSA kann bei schwierigen Restriktionsspaltungen die
Spaltungsrate durch eine Stabilisierung der Restriktionsenzyme erhdhen. Weiterhin war
noch darauf zu achten, dass das Volumen der Restriktionsenzyme nicht hoher als 10%
des Gesamtvolumens lag, da diese in einem glycerinhaltigen Puffer vorgelegt werden und
viele Enzyme bei zu hohen Glycerinkonzentrationen Staraktivitat zeigen. Die Ansatze
wurden bei 37°C (oder einer anderen fur das jeweilige Enzym spezifischen Temperatur) 3

Stunden bis tber Nacht inkubiert (je nach Verwendung).
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2.2.10 DNA-Ligationen

Flhrt man Ligationen mit einem Vektor durch, der nur mit einem Restriktionsenzym
geschnitten ist, kann man die Rate der Religierungen des linearen Vektors ohne Insert
durch den Einsatz von alkalischer Shrimp Phosphatase verringern. Dazu werden in den
Restriktionsansatz des Vektors zusatzlich 1ul Shrimp Phosphatase gegeben und diese
nach 37°C Inkubation durch kurzes Erhitzen (15 Minuten bei 65°C) inaktiviert. Die Wirkung
ist eine Dephosphorylierung der 5-DNA-Enden. Beim Einsatz mit zwei
Restriktionsenzymen kann auf den Dephosphorylierungsschritt verzichtet werden. Die T4-
Ligase (Gibco BRL oder MBI Fermentas) wird mit einem 5-fachen Reaktionspuffer
geliefert. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betragt 20ul, das Mengenverhaltnis zwischen
Vektor und Insert betragt 1:5. Setzt man standardmafig 25ng Vektor ein, so kann man

nach folgender Formel die Fragmentmenge flr die Ligation berechnen (Muhlhardt, 2000):
MasseFragment [ng] =125 [ng] X LéngeFragment [bp] / LéngeVektor [bp]

Fir eine Ligation mit kohasiven Enden wurden 0,5 bis 1 Weiss-Unit (entspricht 0,5-1ul) an
T4 Ligase eingesetzt. Die Ligationstemperatur betragt 16°C und erfolgte Uber Nacht. Der
Ligationsansatz enthalt 4ul 5-fach Puffer, der Rest des Volumens wurde mit
autoklaviertem Aquapiqest aufgefulit.

Will man in einen Vektor eine kurze DNA-Sequenz integrieren, um z.B.
Restriktionsschnittstellen einzufligen, kann ein Adapter hergestellt werden, indem zwei
Oligonukleotide konstruiert werden, die diese Schnittstellen beinhalten und zu sich selbst
komplementar sind. Diese werden dann zusammen hybridisiert und anschlief3end durch
eine Ligation in den gewunschten Vektor integriert. Zunachst mussten die Oligonukleotide
durch eine Kinase phosphoryliert werden, um eine spatere Ligation durchfihren zu
konnen. Der Reaktionsansatz stellte sich fur jedes Oligonukleotid wie folgt dar: 2ul des
Oligonukleotides (1pmol/ul), 2ul 5x Forward Reaction Buffer (Gibco BRL), 1pl ATP
(10mM), 1ul T4 Polynukleotidkinase (10 U/ul; Gibco BRL) und 4ul H2Opigest. Die Reaktion
wurde fur 30 Minuten bei 37°C durchgeflhrt, anschlieend wurden beide phosphorylierten
Oligonukleotide vermischt. Danach wurde die Suspension in einem Wasserbad oder
Thermoschuttler auf 95°C erhitzt und die Kinase durch eine 15minitige Inkubation bei
dieser Temperatur deaktiviert. Anschlieend wurde der Ansatz langsam auf RT abgekuhlt,
wodurch die beiden komplementaren Nukleinsauren spezifisch hybridisierten und ein

doppelstrangiger Adapter entstand. Danach konnte der Adapter mit einem entsprechend
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geoffneten und dephosphorylierten Vektor ligiert werden (70ng Vektor und 1,5l der
Oligohybridisierungsreaktion).

2.2.11 Fallung der DNA

Um den bei der Ligation eingesetzten Puffer aus dem Ansatz zu entfernen oder DNA
anzukonzentrieren, bietet sich eine Fallung an. Zu mindestens 100ul Ligationsansatz (bei
Bedarf mit Wasser aufflllen) wurde 1/10 Volumen (10ul) 3M Natriumacetat pH5.2, und 2,5
Volumen (250ul) 100% Ethanol -20°C gegeben. Die Losung wurde mehrmals invertiert
und bei -80°C fur 10-20 Minuten inkubiert. Nach 30 Minuten zentrifugieren bei 13000rpm
und Raumtemperatur wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 0,5ml
eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und fir 10-15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in Aquapiqest (autoklaviert) resuspendiert (5ul). Falls die
Menge der DNA gering ist (< 250ng/ul), so kann noch ein carrier, wie etwa t-RNA oder
Glykogen, zugegeben werden, um die Fallung zu unterstutzen und eine bessere Ausbeute

zU erhalten.

2.2.12 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, die DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach
auftrennt und durch die Einlagerung eines Farbstoffs, wie z.B. Ethidiumbromid, sichtbar
macht. In einem Gleichspannungsfeld wandert die DNA in Richtung der Anode. Zur
Herstellung der Gele wurde eine entsprechende Menge Agarose (0,8 - 4,0%) in 1x TBE-
Puffer (0,089M TrisCl pH 8.0; 0,089M Borsaure; 20mM EDTA), oder 1x TAE-Puffer (0,04M
TrisAcetat; 1mM EDTA pH 8.0), eingewogen und in der Mikrowelle kurz aufgekocht und
auf einen Ruhrer gestellt (um Luftblaschen aus der Losung zu bekommen). Daraufhin
wurde das Gel in der gewunschten Groflze (Minigel 7 x 10cm; Grolkes Gel 13 x 15cm)
gegossen und ein Gelkamm eingesteckt. Nach dem Ausharten des Gels wurde es mit 1 x
TBE (bzw. TAE) Uberschichtet und der Kamm gezogen. In die Geltaschen wurde die zu
analysierende Nukleinsaure pipettiert, nachdem diese mit Probenpuffer (0,25%
Bromphenolblau, 0,25% Xylenxyanol und 30% Glycerin) gemischt worden ist. Als
Vergleich wurde ein Fragmentlangenstandard aufgetragen. Mit einer Spannung von 5V/cm
bis 10V/cm wurden die Fragmente aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel in einem
Ethidiumbromidbad (1pug/ml Ethidiumbromid in 1x TBE, bzw. TAE) fir 15-20 Minuten

geschuttelt. Durch UV-Bestrahlung auf einem Transilluminator (302nm) fluoresziert der
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interkalierte Farbstoff orange und gibt somit die Lage der einzelnen DNA- bzw. RNA-
Fragmente wieder. Mithilfe einer fotografischen Dokumentationsanlage (Digitalkamera und

Thermoprinter) wurde das Ergebnis festgehalten.

2.2.13 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Zur GroRRenbestimmung von BACs und deren Restriktionsfragmenten wurde die PFGE
eingesetzt. Diese Methode beruht auf dem Wechsel der Polaritat der elektrischen Felder
zwischen unterschiedlichen Elektroden, so dass sich die aufzutrennende DNA im Gel nach
jedem Wechsel neu ausrichten muss. Klrzere Fragmente richten sich schneller in dem
veranderten Feld aus als langere DNA-Molekule. Diese Methode erlaubt so die
Auftrennung von Fragmenten, die in einer normalen Agarosegelelektrophorese nicht zu
erreichen ware. So kann man DNA-Moleklile bis zu einer Grofde von ganzen
Chromosomen auftrennen. Verwendet wurde die BIO-RAD Apparatur, die eine
hexagonale Elektrodenanordnung aufweist.

Fir ein Gel wurden rund 100ml 1% .,fast lane” Agarose (in 0,5x TBE) bendtigt. Als
Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Der Puffer wurde durch eine Kuhlvorrichtung auf
einer Temperatur von 14°C gehalten. Die Parameter des Laufes wurden den jeweiligen
Versuchen, bzw. den aufzutrennenden GroRen angepasst. Hier beispielhaft zwei haufig

verwendete Programme:

Auftrennungsbereich 3-250kb 3-55kb
runtime 8,3h 7,5h
initial switch 0,2s 0,2s
final switch 21,8s 2,5s
Viem 6,0V 6,0V

2.2.14 Elektroelution

Wenn man groRere Fragmente (z.B. BACs) aus einer Gelmatrix schonend herausldsen
mochte, bietet sich das Verfahren der Elektroelution an. Hierzu wurde die Elutionskammer
Biotrap (Schleicher & Schuell) mit den jeweils zwei unterschiedlichen Membranen BT1
(undurchlassig fur Makromolekule) und BT2 (durchlassig fur Makromolekule)
zusammengebaut und der kleinste Abstand zwischen den Membranen in der Falle
eingestellt, was einem Volumen von 200ul entsprach. Anschliefiend wurde die Apparatur

in eine mit 1x TAE Puffer geflllte groe horizontale Elektrophoresekammer gestellt. Das
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Gelstuck wurde in die Zentralkammer kurz vor die BT2 Membran gelegt und die Kammer
ebenfalls mit 1x TAE gefullt. Eine Spannung von 40V wurde fur 20 Stunden angelegt und
die DNA wanderte auf der Anodenseite in die Falle zwischen der BT1 und der BT2
Membran. Um die an der BT1 Membran haftende DNA abzulésen wurden anschlieend
die Pole der Kammer getauscht und fur 30 Sekunden eine Spannung von 80V angelegt.

Das Eluat wurde nun mit einer Pipette zwischen der BT1 und BT2 Membran abgesaugt.

2.2.15 Transfer von DNA auf Membranen (Southern-Blot)

Fir den Transfer wurden verschiedene Membranen, z.B. von Pall, Millipore oder
Schleicher und Schuell, mit Porengréf3en von 0,45um verwendet. Hierzu wurden die DNA-
Fragmente im Gel durch Inkubation mit 0,25N HCI fir 20 Minuten partiell depuriniert. Die
so generierten Strangbriuche sollten den Transfer auf die Membran erleichtern.
AnschlieRend wurde das Gel mit Wasser gespult, um die restliche Saure zu entfernen. Die
Denaturierung wurde mit 0,5N NaOH und 1,5M NacCl fur 30 Minuten durchgefluhrt.

FUr den Blot-Aufbau wurde eine Schale zur Halfte mit 20x SSC gefullt und eine Glasplatte
quer daruber gelegt. Eine Flussigkeitsbricke wurde erzeugt, indem man 3MM-Whatman
Papier Uber die Glasplatte gelegt und die uUberstehenden Enden in die SSC Ldsung
eintauchen liel3. Das Gel wurde umgekehrt auf die Flussigkeitsbricke positioniert. Ein
zurechtgeschnittenes passendes Stiuck Membran und drei weitere Lagen Whatman Papier
wurden luftblasenfrei darliber gelegt. Anschlieend wurde ein Stapel saugfahiges Papier
(mindestens 10cm) aufgelegt. Eine kleine Glasplatte und ein mindestens 300g schweres
Gewicht komplettierten den Aufbau. Zusatzlich wurde zwischen dem unteren Whatman
Papier und den saugfahigen oberen Papieren an Uberstehenden Enden Parafiim gelegt.
Der Transfer erfolgte tGber Nacht. Die Membran wurde fir 60 Minuten im 80°C Schrank
getrocknet und die DNA somit fixiert. Zusatzlich wurde eine UV-Fixierung (0,8J/cm?)

durchgefuhrt. Die Membran wurde anschliel3end trocken bis zur Verwendung gelagert.

2.2.16 Herstellung von radioaktiven Sonden (Random Priming)

Die verwendeten zu markierenden DNA-Sonden wurden entweder durch eine PCR-
Reaktion oder durch Restriktionsspaltungen und Gelaufreinigung von klonierten
Fragmenten hergestellt und anschlieBend mit dem PCR Purification Kit (Qiagen)
aufgereinigt und mit dem Prime-It® RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene) oder

mit Klenow-Polymerase (MBI Fermentas) markiert. Beide Labeling-Reaktionen sind sehr
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ahnlich. Beim Stratagene Kit wurden die mitgelieferten Reaktionsgefalle kurz
anzentrifugiert, um den Inhalt am Boden des Gefal3es zu konzentrieren (Microspheres mit
random Primer (Nonamere), Nukleotide, Puffer und Kofaktoren). Ungefahr 50ng
Aufgereinigtes PCR-Produkt wurden zugegeben und das Volumen mit Aquapigest auf 42l
aufgeflllt. Um die DNA zu denaturieren, wurde fur 5 Minuten in kochendem Wasser erhitzt
und das Reaktionsgefall kurz anzentrifugiert. Bei Raumtemperatur wurden 5ul des
Radionukleotids ([o-*?P]JdCTP mit 3000Ci/mmol) zugegeben. Mit der Pipette wurde die
Probe gut durchmischt. AnschlieRend wurden 3ul der Magenta DNA Polymerase (4U/ul) in
den Ansatz gegeben und wieder mit der Pipette durchmischt. Nach Inkubation in einem
Wasserbad bei 37°C fur 10 Minuten und Zugabe von 2ul Stop-Solution ist die Labeling-
Reaktion abgeschlossen. Bei der Markierung mit Klenow-Polymerase wurden zunachst
25ng der Sonde mit Aquapigest auf ein Gesamtvolumen von 9ul aufgeflllt, 10 Minuten
gekocht und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurden dann 2ul Hexanukleotide in
10x Reaktionspuffer (Roche), 1ul Klenow-Enzym (MBI Fermentas), 5ul [a->?P]dCTP
(3000Ci/mmol) und 3ul einer ATG-Losung (je Nukleotid 0,5mM; MBI Fermentas)
zugegeben. Nachdem der Ansatz gut gemischt und kurz anzentrifugiert worden war,
erfolgte die Labeling-Reaktion flr 30-40 Minuten bei 37°C.

Um die nicht eingebauten Nukleotide aus dem Ansatz zu entfernen wurden die
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (Amersham) verwendet. Diese wurden kurz gevortext
und fur eine Minute bei 735g (2500rpm) zentrifugiert um die Equilibrierungslésung aus der
Saule zu entfernen. Die Saule wurde in ein neues 1,5ml Eppendorfgefald gestellt und die
Labeling-Reaktion tropfenweise auf die Sdule gegeben. Eine Zentrifugation fur 2 Minuten
bei 735g konzentrierte die markierte Sonde am Boden des Eppendorfgefalies, die nicht
eingebauten Nukleotide wurden in der Saule zurlckgehalten. Um Einzelstrange zu
erhalten wurde die so aufgereinigte Sonde fur 5 Minuten aufgekocht, kurz anzentrifugiert

und fir 5 Minuten auf Eis inkubiert.

2.2.17 Hybridisierung und Detektion

Die zu hybridisierenden Blots wurden in eine Hybridisierungsrohre passender Groflde
Uberfiihrt. Vorgewarmter (60°C) Hybridisierungpuffer Perfecthyb ™ Plus (Sigma) wurde in
die Roéhre gegeben (0,125ml/cm?). Um unspezifische Bindungen abzusattigen, wurde
denaturierte Heringssperma-DNA, in einer Endkonzentration von 100ug/ml zugegeben.

Nach einer Inkubation von mindestens 30 Minuten bei 68°C wurde die frisch markierte
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Sonde in die Prahybridisierungslosung gegeben. Hierbei war darauf zu achten, dass man
nicht die Membran beruhrt. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 68°C. Um eine hohe
Stringenz zu erreichen, wurde die Membran einmal fur 20 Minuten in Low Stringency-
Puffer (2x SSC, 0,1% SDS) und einmal in Ultra-high Stringency-Puffer (0,1x SSC, 0,1%
SDS) gewaschen. Die gewaschenen Blots wurden nun in Haushaltsfolie verpackt und mit
einem Rontgenfilm in einer Expositionskassette bei —70°C Uber Nacht inkubiert. Der
Roéntgenfilm wurde anschliel3end in der Dunkelkammer wie folgt entwickelt: Inkubation fr
5 Minuten in Rdntgenentwickler (1:5 Verdinnung), 1 Minute im Stoppbad (H,O mit
wenigen Tropfen Essigsaure) und anschlieBender funfmindtiger Fixierung (1:5
Verdlinnung der Fixierungslosung). Nachdem der Film gewassert wurde, ist er an der Luft

getrocknet worden.

2.2.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine einfach zu handhabende Methode, um DNA
selektiv zu amplifizieren. Hierbei muss man allerdings Uber Sequenzinformationen der
flankierenden Bereiche des zu vervielfaltigen Stlckes verfugen. Fur diese Bereiche
werden Oligonukleotid-Primer synthetisiert, so dass sie in gegenlaufiger Richtung an den
komplementaren DNA-Strang binden kénnen und so die Ziel-DNA einrahmen. Nach einer
Hitze-Denaturierung werden die angelagerten Primer (Annealing) von einer hitzestabilen
DNA-Polymerase verlangert (Elongation). Dieser Vorgang (Denaturierung, Annealing,
Elongation) wird bis zu 35-mal wiederholt. Das bei jedem Zyklus entstehende Fragment
dient im nachsten als Matrize, so dass eine exponentielle Amplifikation stattfindet.

Essentiell fur diese Reaktion ist eine hitzestabile Polymerase, da die Denaturierung der
Template-DNA bei 92-94°C stattfindet. Verwendung findet in der Regel die Tag-
Polymerase aus dem Organismus Thermus aquaticus, die ein Temperaturoptimum von
72°C besitzt. Nach Beenden der Reaktionen werden die PCR-Ergebnisse in der Regel auf

ein Agarosegel aufgetragen (5-10ul).

2.2.18.1 Standard-PCR

Bei der Auswahl eines Primerpaares haben sich folgende Regeln bewahrt (QIAGEN,
Critical Factors for Successful PCR): Folgen von 3 oder mehr G oder C am 3' Ende
wurden genau wie ein T am 3' Ende vermieden. Aullerdem wurden komplementare

Sequenzen innerhalb des Primers oder zwischen den eingesetzten Primern nicht
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zugelassen. Die Lange des Primers lag zwischen 18-30 Nukleotiden, da kleinere Primer
zu unspezifischen Nebenreaktionen fuhren konnten. Der GC-Gehalt lag zwischen 40-60%.
Die Annealing Temperatur T, wurde nach der 2 + 4-Regel abgeschatzt. Hierbei rechnet
man fur jede A+T Paarung 2°C und fir G+C 4°C. Als Ausgangspunkt flr
Optimierungsversuche wurde die Annealing Temperatur 5°C unter dem abgeschatzten T,
Wert gewahlt. Die Primer-Konzentration sollte im Bereich von 0,1 bis 0,5uM liegen. Bei
hoher Primer-Konzentration ist die Gefahr einer unspezifischen Reaktion groRer. Die
Anzahl der PCR-Zyklen uberstieg in der Regel nicht die 35-Zyklen Grenze, da sonst
eventuell zunehmende unspezifische Reaktionen Uberbewertet wirden. Die Aktivitat der
DNA-Polymerase nimmt mit jedem weiteren Zyklus ab. Je nach Primerpaar und Template
muss das Thermocycler-Programm angepasst werden. Hier ein Standard-Programm als
Ausgangspunkt fur Optimierungen: |Initiale Denaturierung 94°C fur 2 Minuten.
AnschlieBend fur 35 Zyklen je 94°C fur 30 Sekunden, primerspezifische Annealing-
Temperatur fir 30 Sekunden und Elongation flr 1 Minute/kb ProduktgroRe bei 72°C. Die
finale Elongation bei 72°C und 10 Minuten komplettiert das Programm. Die Zeiten fur die
Denaturierung sind generell so gering wie mdglich zu halten, um die Polymerase nicht
unndtig zu beanspruchen. Die Elongationszeit richtet sich nach der Lange des
Amplifikates. Die finale Elongation diente der eventuell notwendigen Vervollstandigung der
Produkte. Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes variiert mit der Verwendung von
Tag-Polymerasen unterschiedlicher Anbieter. Hier ein Beispiel fur einen 20ul Ansatz unter

der Verwendung von Tag-Polymerase (,MasterMix“) der Firma QIAGEN:

Ausgangskonzentration Einsatz pl
MasterMix 2x 10
upstream-Primer 50pmol/pl 0,4
downstream-Primer | 50pmol/pl 0,4
Wasser 8,2
DNA-Template 10-100ng/pl 1

2.2.18.2 Gradienten-PCR

Um unterschiedliche Annealing Temperaturen fur ein Primerpaar zu testen, besitzt der
Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf eine Zusatzfunktion, mit der es maoglich ist,

PCRs verschiedener Temperaturen mit einer Spanne von bis zu 20°C gleichzeitig
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durchzufuhren. Auf diese Weise lasst sich leicht die optimale Temperatur fur eine
moglichst hohe Spezifitdt eines Primerpaares feststellen. Hierzu wurden 8 oder 12
identische Ansatze pipettiert und der gewinschte Gradient eingestellt. Nach der PCR

konnte im Agarosegel die beste Annealing-Temperatur abgeschatzt werden.

2.2.18.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine Methode, mit der eine schnelle Analyse rekombinanter Bakterien
moglich ist. Hierbei wurde ein Ansatz wie bei einer Standard-PCR zusammengestellt
(siehe oben), nur wurde auf die Zugabe von Template-DNA verzichtet. Das fehlende
Volumen wurde durch Wasser ersetzt. Mit einer Pipettenspitze wurde dann die zu
untersuchende Bakterienkolonie vorsichtig auf der Platte angepickt, auf einer zweiten
Platte kurz ausgestrichen und in den PCR-Ansatz unter leichten Drehungen abgestreift.
Hierbei war darauf zu achten, dass kein Medium von der Platte mitgenommen wird. Die
Parameter der PCR wurden, bis auf eine langere initiale Denaturierung (10 Minuten),

gegenuber einer Standardreaktion nicht geandert.

2.2.18.4 Verwendung einer Proofreading-Polymerase

Um ein Produkt zu erhalten, das keine oder nur wenige Punktmutationen enthalt, kann
man eine Polymerase mit einer Proofreading Aktivitat (3-5° Exonuklease Aktivitat)
verwenden. Die bei einer Standard-PCR verwendete Tag-Polymerase besitzt keine
Korrekturaktivitat und ist daher fur bestimmte Anwendungen, bei denen es auf eine
korrekte Sequenz ankommt (z.B. Klonierungen von Genen oder Promotoren), ungeeignet.
Verwendet wurden: Proof-Start-Polymerase (QIAGEN), Pwo-Polymerase (Roche),
ThermoZyme Polymerase (Mix aus Taq und einer nicht naher bezeichneten Proofreading
Polymerase, Invitrogen) oder, um besonders lange Fragmente zu erzeugen, Expand Long-
Template Polymerase (Mix aus Taq und Tgo, Roche). Die Polymerasen wurden nach den

Anleitungen der Hersteller verwendet.

2.2.18.5 Klonierung von PCR-Produken

Fir die Klonierung von PCR-Produkten wurde das TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)
verwendet. Der linearisierte TOPO TA Vektor besitzt die Topoisomerasel, die kovalent an

einen Thymin Uberhang gebunden ist, was eine effizientere Klonierung von Fragmenten
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mit Adenosin Uberhangen, die von der Taqg Polymerase erzeugt werden, erlaubt. Die
Effizienz der A-Addition hangt von der 5-Base des komplementaren Primers ab. So sollte
man hier ein Adenosin oder Guanin wahlen (Muhlhardt, 2000).

Moéchte man PCR-Produkte klonieren, die mit einer Proofreading Polymerase hergestellt
worden sind, so wurden durch Inkubation des Fragmentes mit Taq Polymerase und dATP
fir 10 Minuten bei 72°C die gewilinschten A-Uberhange erzeugt. AnschlieRend wurden die
in den Vektor pCR4-TOPO-ligierten Produkte in OneShot® TOP10-Zellen transformiert
(Handbuch TOPO-Cloning, Invitrogen).

2.3 RNA-Methoden

2.3.1 RNA-Isolierung (total-RNA Praparation)

200 bis 400mg Gewebe wurden mit Flussigstickstoff in einer vorgekuhlten Reibschale
zerrieben und in 4ml Denaturierungslosung (4M Guanidium-Thiocyanat, 25mM Na-Citrat
pH7.0, 0,5% Na-Sarcosyl (v/v), 0,1M B-Mercaptoethanol) in ein 12ml Greinerrohrchen
Uberfuhrt und auf Eis gelagert. Anschlie®Bend wurden 4ml Phenol, 0,8ml
CHCl3/Isoamylalkohol (49:1) und 0,4ml 2M Na-Acetat pH4.0 zugegeben und kurz
geschuttelt. Bei 10000rpm wurde 20 Minuten in der Sorvall RC5b Kuhlzentrifuge (4°C)
zentrifugiert und die obere, wassrige Phase in ein neues Greinerréhrchen Uberfuhrt. Um
die RNA zu fallen, wurde ein Volumen Isopropanol hinzugegeben und fur mindestens 20
Minuten (bei —80°C) inkubiert. Die RNA wurde abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in Denaturierungslosung aufgenommen, in Eppendorfgefalie
Uberfuhrt und durch Zugabe von Isopropanol gefallt. Bei Raumtemperatur wurde die RNA
in der Eppendorfzentrifuge (13000rpm) pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
mit 0,5ml 70% Ethanol gewaschen. Nachdem der Uberstand vollstandig abgesaugt
worden ist, wurde das Sediment luftgetrocknet. Anschlie®end wurde die RNA in 200ul
DEPC-H,O (0,1% DEPC in HyO, uber Nacht inkubieren und zweimal autoklavieren)

aufgenommen und fur 10min bei 65°C im Thermoschuttler resuspendiert.

2.3.2 Praparation von mRNA mittels Dynabeads

75ug total-RNA wurden in 100ul DEPC-H20 fur mindestens 2 Minuten im Thermoschuttler

bei 65°C erhitzt, um Sekundarstrukturen aufzulésen. 200ul der Dynabeadssuspension
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(hierbei handelte es sich um superparamagnetische Polystyrol-Kugelchen mit 25-meren
polyT-Ketten) wurden in ein 1,5ml Eppendorfgefal® gegeben und in den Magnetstander
gestellt. Nach 30 Sekunden wurde der Uberstand abgezogen, und mit 100ul Binding
Buffer (20mM Tris-Cl pH7.5, 1M LiCl und 2mM EDTA) gewaschen. Anschlieend wurden
die Dynabeads in 100ul 2x Binding Buffer aufgenommen. Das gleiche Volumen RNA-
Lésung wurde hinzugegeben und unter Schutteln fur 5 Minuten inkubiert. Anschliel3end
wurden die Dynabeads mit dem magnetischen Stander vom Puffer getrennt und zweimal
mit Washing Buffer (10mM Tris-Cl pH 7.5, 0.15M LiCl, 1mM EDTA) gewaschen. Eluiert
wurde mit 10 bis 20ul Elution Buffer (10mM Tris-Cl pH7.5) oder DEPC-H,O durch
Inkubation bei 65°C fur mindestens 2 Minuten. Das Eppendorfgefald wurde wieder in den
magnetischen Stander gestellt und das Eluat abgenommen. Die mRNA konnte bei —70°C
gelagert werden. Die Konzentration wurde mit dem Photometer und durch Vergleich mit

einer bekannten Konzentration im RNA-Minigel bestimmt.

2.3.3 RNA-Agarosegele

Um RNAsen zu entfernen, wurden die Gelkammern flir mindestens eine halbe Stunde mit
3% H20, behandelt und mit DEPC-H,0 gespult. Anschlieliend wurde fir ein 1%-Minigel
0,3g Agarose in 3ml 10x MOPS Buffer (0,2M 3-N-Morpholino-Propansulfonsaure pH7.0,
50mM Natriumacetat, 10mM EDTA pH7.0) und 27ml DEPC-H,0 kurz aufgekocht. Fir ein
groRes denaturierendes Gel wurden 1,25g Agarose in 12,5ml 10x MOPS und 106ml
DEPC-H,0O eingewogen und durch Aufkochen geldst. Nach AbklUhlung auf 50°C wurden
6,5ml Formaldehyd hinzugegeben. Nach ca. 30 Minuten wurde das erstarrte Gel mit 1x
MOPS Buffer Uberschichtet. Je nach Anwendung wurden 1-30ug lyophilisierte RNA in 9
oder 18ul RNA-Probenpuffer (50% Formamid, 10% 10x MOPS, 0,45% Formaldehyd, 7%
Glycerin, 0,5% (w/v) Bromphenolblau) und 1 oder 2ul Ethidiumbromid (1mg/ml) gegeben
und fur mindestens 15 Minuten bei 65°C inkubiert, um Sekundarstrukturen aufzuldsen.
Nach 5 Minuten auf Eis wurde die Probe direkt aufgetragen. Nach dem Lauf (bei 10V/cm)

wurde das Gel direkt dokumentiert, oder weiterprozessiert.
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2.3.4 Transfer von RNA auf Membranen (Northern-Blot), Hybridisierung

und Detektion

Fur das Northern-Blotting wurde ein Kapillarblot-Verfahren durchgefuhrt. Nach dem Lauf
wurde das Gel fur eine halbe Stunde in RNAse-freiem Wasser gespult und danach der
Blot (siehe 2.2.15) aufgebaut. Nach dem Transfer Uber Nacht erfolgte die Fixierung fur
eine halbe Stunde bei 80°C und anschlieRender UV-Fixierung. Der Blot konnte trocken
gelagert werden. Die Labeling-Reaktion erfolgte wie in Kapitel 2.2.16 beschrieben.
Gewaschen wurde der Blot fur 20min bei der Hybridisierungstemperatur von 65°C in Low
Stringency Buffer (2x SSC, 0,1% SDS in RNase freiem H;Opigest), 20 Minuten bei 65°C in
High Stringency (0,5x SSC, 0,1% SDS in RNase freiem H2Opiqest) Und bei Bedarf bei
Raumtemperatur in Ultra High Stringency Buffer (0,1x SSC, 0,1% SDS in RNAse-freiem
Aquapigest). AnschlieRend wurden die Blots in Haushaltsfolie eingewickelt und entweder ein
Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt, wie unter 2.2.17 beschrieben, oder Uber den
Phosphor-lmager Typhoon (Amersham) die Banden detektiert.

2.3.5 Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

Bei der Reversen Transkription (RT) stellt man mittels einer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase (Reverse Transkriptase) aus RNA copy-DNA (cDNA) her. Diese wurde in
einer nachfolgenden PCR-Reaktion auf bestimmte Transkripte qualitativ untersucht oder
durch gqRT-PCR im Lightcycler (siehe 2.3.7) quantitativ betrachtet. FUr die RT-Reaktion
wurden verschiedene Reverse Transkriptasen verwendet. Neben der Transcriptor RT
(Roche) und der AMV RT (Invitrogen), fand das Omniscript RT Kit (Qiagen) haufig
Verwendung. Die verschiedenen Reversen Transkriptasen unterscheiden sich in der
Reaktionstemperatur. So kann man z.B. die Transcriptor RT bei 55°C inkubieren, was im
Falle von sehr GC-reichen mRNAs grol3e Vorteile hat, da weniger Sekundarstrukturen die
Reaktion behindern. Beispielhaft sei hier die Reaktion fur die QIAGEN Omniscript RT
angegeben. Fur eine Reaktion nimmt man 2ug Gesamt-RNA in 10yl DEPC-H20 und gibt
10ul des folgenden Mastermixes hinzu: 1yl RNasin, 1:4 verdinnt (Promega), 0,5ul polyT-
Primer (0,5ug/ul), 2ul RT-Puffer, 2ul dNTPs (5uM), 1yl Omniscript RT, und 3,5ul DEPC-
H,0. Danach erfolgte eine Inkubation bei 37°C fur 60 bis 90 Minuten. Anschlie3end wurde
eine Hitzedenaturierung der RT bei 95°C fur 15 Minuten durchgefuhrt. Falls sehr lange

Produkte erwinscht waren, wurde dieser Schritt Ubersprungen. FUur qualitative
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Betrachtungen wurde in der Regel 1ul des RT-Reaktionsgemisches fur eine nachfolgende

PCR eingesetzt.

2.3.6 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Wenn man an dem genauen Transkriptionsstart eines Gens interessiert ist, bietet sich die
Methode der 5'RACE an, wobei spezifisch das 5-Ende einer bestimmten mRNA
amplifiziert wird. Verwendet wurde das GeneRacer Kit (Invitrogen). Hierbei wurde
entweder mit 5ug total-RNA (siehe 2.3.1) oder 250ng aufgereinigter mRNA (siehe 2.3.2)
als Ausgangsmaterial begonnen.

In einem ersten Schritt wurden die 5-Enden der rRNA und unvollstandigen mRNA
dephosphoryliert, was diese von den weiteren Reaktionen ausschloss. Diese Reaktion
hatte keinen Effekt auf vollstdndige mRNA, da diese durch die 5-Cap Struktur geschuitzt
waren. Hierzu wurden mRNA (oder total-RNA) in einem 1,5ml Eppendorfgefald zu 1ul 10x
CIP Buffer (0,5M Tris-HCI, pH8.5 (20°C) und 1mM EDTA), 1ul RNaseOut", 1ul Calf
Intestinal Phosphatase gegeben und mit DEPC-H,O auf 10ul aufgefullt. Nach kurzem
Vortexen und Anzentrifugieren wurde fir 1 Stunde bei 50°C inkubiert. AnschlielRend wurde
die RNA Lésung mit 100ul Phenol:Chloroform und 90ul DEPC-H,O versetzt, fur 30
Sekunden gevortext und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und 13000rpm zentrifugiert.
Die obere wassrige Phase wurde in ein neues 1,5ml Eppendorfgefal® gegeben. 2ul
10mg/ml Muschel Glykogen, 10ul 3M Na-Acetat, pH5.2 wurden in den Ansatz gegeben,
gevortext und 220ul 95% Ethanol zugesetzt. Die Fallung erfolgte bei —80°C fur 10min.
Durch Zentrifugation fur 20min bei 4°C in der Eppifuge wurde die RNA pelletiert, der
Uberstand abgezogen und mit 500ul 70% Ethanol gewaschen. Nach 2 Minuten
Zentrifugieren und Abnehmen des Uberstandes wurde das Pellet an der Luft fiir 1 bis 2
Minuten getrocknet und in 7ul DEPC-H,0O aufgenommen.

Der zweite Reaktionsschritt entfernte die 5-Cap Struktur der intakten mRNA. Hierzu wurde
zu der in DEPC-H,O suspendierten RNA 1ul 10x TAP Buffer (0,5M Na-Acetat, pH6.0,
10mM EDTA, 1% pB-Mercaptoethanol und 0,1% Triton X-100), 1ul RNaseOut" und 1pl
Tobacco Acid Pyrophosphatase gegeben und bei 37°C fir 1 Stunde inkubiert.
Anschlieliend wurde die RNA wie oben angegeben gefallt.

Anschlielend wurde der mitgelieferte RNA-Oligo an das verbleibende 5-Phosphat der

vollstandigen mRNAs ligiert. Die 7ul der resuspendierten Fallung wurden in das Gefald mit
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den lyophilisierten GeneRacer™ RNA Oligos (250ng) gegeben und 1ul 10x Ligase Buffer
(330mM Tris-Acetat, pH7.8 (25°C), 660mM K-Acetat, 100mM Mg-Acetat, 5mM DTT), 1ul
10mM ATP, 1ul RNaseOut" und 1ul T4 RNA-Ligase zugesetzt. Nach Inkubation bei 37°C
fur 1 Stunde erfolgte die Fallung der RNA wie oben beschrieben, und das Pellet wurde in
10ul DEPC-H20 resuspendiert.

Fur die Reverse Transkription der mRNA wurden nun zu den 10ul mRNA 2ul 10x RT
Buffer (250mM Tris-HCI, pH8.3 (25°C), 50mM MgCl,, 500mM KCI, 20mM DTT), 1ul AMV-
RT (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase) 4ul steriles H;O, und 1pl
RNaseOut", 1ul dNTP Mix (25mM je dNTP) und 1ul des Random-Primers gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde gemischt, fir 10 Minuten bei 25°C inkubiert, damit die Primer
hybridisieren konnten und fur 1 Stunde bei 42°C die Reverse Transkription durchgefuhrt.
Um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren, wurde fir 15 Minuten bei 85°C inkubiert,
kurz zentrifugiert und die RT Reaktion bei —20°C gelagert.

Es folgte die Amplifizierung der cDNA-Enden mit einer Polymerase mit Proofreading
Aktivitat. Hierzu wurde der GeneRacer™ 5‘Primer und ein genspezifischer reverse-Primer
verwendet. Fur die PCR wurden 1ul einer 1:5 Verdiunnung der RT-Reaktion eingesetzt.
Das PCR-Produkt wurde iiber ein Gel aufgereinigt und iiber die S.N.A.P." Séaulen aus
dem Gel befreit. Die Zentrifugation erfolgte bei Raumtemperatur fur 1 Minute und
13000rpm. Das Eluat wurde in den pCR4-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert. Nach
Identifizierung von insert-tragenden Klonen wurden diese Angezogen und die DNA zur

Sequenzierung vorbereitet.

2.3.7 Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)

Mit Hilfe des LightCycler-Systems (Roche) wurde eine Quantifizierung von
Transkriptmengen in der online-PCR von Transkriptmengen unter Verwendung des
Farbstoffs SYBR Green | (QIAGEN) durchgefiihrt. Der Farbstoff interkaliert in
doppelstrangige DNA und die Menge des PCR-Produktes konnte dber die
Fluoreszenzzunahme bei 521nm bestimmt werden. Hierzu wurde der Wendepunkt
(crossing point) in der log-Phase der sigmoiden Fluoreszenzkurve jeder Probe bestimmt.
Die ideale Produktgroe in der online-PCR liegt zwischen 150 und 200bp. Beim
Primerdesign ist, wenn moglich, auf dieses Kriterium geachtet worden. Die Ansatze
wurden immer als Doppelbestimmung (Technisches Replikat) durchgefihrt um

Pipettierfehler und andere Schwankungen zu minimieren. Der verwendete Standard-
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Ansatz sah folgendermalden aus: 20ul Sybr Green MasterMix, je 0,4ul Primer (50umol/ul),
17,2ul H,O und 2ul Template (Standard RT-Ansatz, siehe 2.3.5). Von diesen 40yl sind je
18,5ul in eine fur den Lightcycler vorgesehene Glaskapillare (Roche) gegeben worden.
Nach schlielien und zentrifugieren bei 1000g fur 1 Minute wurde das Gerat (bis zu 32
Proben) beladen und gestartet. LightCycler-PCRs wurden nach folgendem Standard-
Programm durchgefuhrt. Wahrend einer initialen Denaturierung von 95°C fur 15 Minuten
wurde die Polymerase aktiviert. Es schlossen sich bis zu 70 Zyklen mit 20 Sekunden und
94°C Denaturierung, 20 Sekunden 58°C Annealing und 15 Sekunden 72°C Elongation an.
Im Anschlufd an die letzte Elongationsphase fuhrte das Gerat eine Schmelzkurvenanalyse
durch, so dass Ergebnisse ohne Nebenprodukte identifiziert und ausgewertet werden
konnten. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte gegenuber einem internen Standard.
Verwendet wurde ein Primerpaar spezifisch fur B-actin. Hiermit wurde die Transkriptmenge
normalisiert. Es wurden generell Ansatze von drei biologischen mit je zwei technischen
Replikaten gemessen. Zur Berechnung der normalisierten Transkriptmenge von Wildtyp

und Mutante wurde folgende Formel verwendet:
ACr = Ct (Gen A in Gewebe X) — Ct (Gen N in Gewebe X)

Die ACt Werte (certain threshold level) wurden so aus den Messungen fur B-actin (Gen N)
und das zu untersuchende Gen (Gen A) ermittelt. Die drei Messwerte fir den Wildtyp
wurden gemittelt und genau wie die drei Wobbler Messwerte nach folgender Formel in

relative Transkriptmengen (X) umgerechnet:
X = ¢t

Die relativen Transkriptmengen der Mutante wurden anschlieRend durch die Werte des

Wildtyps geteilt und so zueinander in Verhaltnis gesetzt.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Kultivierung von mit Expressionsplasmiden transfizierten E. coli BL21 erfolgte bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die Induktion der Expression des Fusionsproteins wurde
mit 0,17mM bis 1mM IPTG durchgeflihrt. Die pelletierten Kulturen wurden in MicroSpin PBS
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(Amersham) resuspendiert und durch Einfrieren und Auftauen in Flussigstickstoff die
Zellen aufgebrochen. Nicht aufgeschlossene Zellen wurden mit einem Zentrifugierschritt
fir 30 Sekunden bei 13000rpm pelletiert. Der Uberstand wurde auf eine MicroSpin Séule
(Amersham) geladen und fir mindestens 1 Stunde bei 4°C geschwenkt. Ein
anschlieender Zentrifugierschritt und Waschschritt mit PBS trennte nicht gebundene
Proteine ab. Eluiert wurde von der Saule mit reduziertem Glutathion (Amersham). Eine

anschliellende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese trennte die eluierten Proteine auf.

2.4.2 Praparationen von Zellmembranen

Die Praparationen von Zellmembranen erfolgten mit kleinen Anderungen wie in Wang und
Brautigan (2002) beschrieben. Mit Expressionsplasmiden transfizierte COS7-Zellen (10cm
Schalen) wurden fur 24 Stunden inkubiert und zweimal mit PBS gewaschen, um
Mediumreste zu entfernen. Anschlielend wurden die Zellen in 1ml eiskaltem Puffer
(10mM Tris/Cl, pH 8,0, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 1mM Dithiothreitol und einer geldsten
Preotease-Inhibitor Cocktail Tablette (Roche)) durch kratzen mit einem Zellschaber
uberfuhrt. Durch ca. zwanzig Stolde mit einem Dounce-Homogenisator wurden die Zellen
homogenisiert. Das Homogenisat wurde bei 1000g und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert,
um groRReren Zelldebris und nicht zerstorte Zellen zu pelletieren. Die Pellets wurden noch
mal mit dem Dounce-Homogenisator behandelt und ebenfalls zentrifugiert. Die gepoolten
Uberstande wurden anschlieend bei 4000g und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die
Uberstande wurden mit dem gleichen Volumen des oben genannten Puffers, der
allerdings zusatzlich noch 0,25M Sukrose enthielt, versetzt und bei 100000g und 4°C flr 1
Stunde zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in neue Ro6hrchen Uberfihrt und mit
Centricon Saulchen (Millipore) ankonzentriert. Die Membranpellets wurden durch den
oben genannten Puffer, versetzt mit 1% Nonidet P-40, gel6st. Proben der einzelnen

Fraktionen wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und aufgetrennt.

2.4.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung eines Zellextraktes wurde mit der Bicinchoninsaure (BCA)-
Methode bestimmt. 20ul des Zellextraktes wurden mit 30ul H,O verdinnt und mit 1ml
BCA-Reagenz (1 Teil CuSO4 x 5H,0, 50 Teile BCA-Ldsung, Pierce) fur 30min bei 37°C

inkubiert (Komplexbildung). Die Extinktion der Proben wurde bei einer Wellenlange von
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562nm am Spektralphotometer gemessen. Als Referenz diente ein Ansatz mit H,O und
BCA-Reagenz.

2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode mit der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden kénnen. Hierzu wurden
die Zellextrakte oder Lysate mit einem SDS-haltigem diskontinuierlichen HCI/Tris-Glycin-
Puffersystem nach Ld&mmli (1970) aufgetrennt. Uber dem Trenngel mit pH 8,8 befand sich

ein Sammelgel mit pH 6,8. Die Trenn- und Sammelgele setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel Sammelgel

10% 15% 3,75%
Acrylamid-Mix mit 30% AA, 0,8% BisAA 675ul 1ml 250ul
(Rotiphorese Gel 30, Roth)
3M Tris, pH 8,8 500pl 500pl -
1M Tris, pH 6,8 - - 190ul
Hzobidest 2,7ml 2,4ml 650“'
60% Saccharose - - 375l
10% SDS 40ul 40ul 15l
10% APS 40ul 40ul 15ul
TEMED 4l 4ul 1,5ul

Die Polymerisation startet durch Zugabe von TEMED und dem Katalysator APS, welche
deshalb unmittelbar vor dem GielRen der Gele zugegeben worden sind. Zur Ausbildung
einer glatten Gelkante wurden die Trenngele bei der Polymerisation mit Isopropanol
Uberschichtet. Erst nach der Polymerisation der Trenngele wurden die Sammelgele
gegossen. In die Sammelgele wurden vor der Polymerisation die Gelkamme
hineingesteckt. Nach Zusammenbau der Gelkammer wurde die Apparatur mit 1 x SDS-
Laufpuffer (10 x SDS-Laufpuffer: 250mM Tris, 2,5M Glycin, pH 8,3, 1% SDS) gefullt. Zur
Denaturierung der Proteine wurden die aufzutragenden Proben mit SDS-Probenpuffer (5 x
Probenpuffer: 250mM Tris-HCI, pH6,8, 50mM Dithiothreitol, 50% Glycerin, 10% SDS,
0,5% Bromphenolblau) versetzt und fur mindestens 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die
Proteinproben liefen nach beladen der Gele bei einer konstanten Spannung von 80V in die
Sammelgele ein. Anschlie®Bend wurde die Spannung auf 100V erhoht. Als

Molekulargewichtsstandard wurde Mark12 (Invitrogen) mitgefihrt.
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2.4.5 Farben von Proteingelen

Proteine wurden entweder mit Coomassie-Blue oder durch eine Silberfarbung in SDS-
Polyacrylamidgelen sichtbar gemacht. Bei der Coomassie-Blue-Farbung wurden Gele mit
Wasser kurz gespult und anschlieRend fur 15 Minuten in Coomassie-Lésung gefarbt.
Anschlieend wurden die Gele durch Inkubation in Essigsaure entfarbt. Die
Zuruckbleibenden blauen Banden geben die Molekulargewichte der Proteine an. Dieses
Verfahren ist weniger sensitiv als die Silberfarbung. Die Silberfarbung ist nur in Fallen
eingesetzt worden, bei denen auch kleinste Proteinmengen in den Gelen detektiert werden

sollten.

2.4.6 Immunblot (Semidry-Elektroblot, Westernblot)

Mochte man Proteine durch Antikdrper detektieren, so mussen diese vom SDS-
Polyacrylamidgel auf eine Membran ubertragen werden. Hierzu wurde das Semidry-
Elektroblot Verfahren durchgeflihrt, bei dem zwei Graphitplatten als Anode und Kathode
dienen. Zuerst wurden zwei Filterpapiere (GB002, 190g/cm?, Schleicher und Schuell) in
300mM Tris, 20% Methanol getrankt und auf die Anode gelegt. Ein weiteres Filterpapier,
getrankt in 30mM Tris, 20% Methanol, wurde daruber platziert. Anschliefend wurde eine
in Aquagest angefeuchte Membran (Protran BA85, Porengrdfie 0,45um, Schleicher und
Schuell) gelegt. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde luftblasenfrei, dass durch vorsichtiges
Rollen mit einer Glaspipette erreicht wurde, auf die Membran gelegt und mit drei
Filterpapieren, die in 25mM Tris, 20% Methanol und 40mM B-Aminocapronsaure getrankt
worden sind, abgedeckt. Die als Kathode dienende Graphitplatte komplettierte den
Aufbau. Zur Kihlung und als Gewicht wurden ein 51 Plastikgefal® mit Eis geflllt und auf die
Apparatur gestellt. Generell war darauf zu achten, dass die Membran und das Gel gleich
groRR waren und so méglichst gleich ibereinander lagen. Das Ubertragen der Proteine aus
dem Gel auf die Membran erfolgte fur 60 Minuten mit einer Stromstarke von 100mA je Gel.
Nach dem Blotten wurde eine Kontrollfarbung mit PonceauS durchgefihrt. Hierzu wurde
die Membran in eine Schale mit PonceauS-Losung (0,1% PonceauS (Sigma), 5%
Essigsaure) gegeben. Die so sichtbar gemachten Marker-Banden wurden mit Bleistift
markiert und durch Schitteln in TBS-Puffer (10x TBS: 100mM Tris-Cl, pH 7,3, 1,37M
NaCl) wieder entfarbt.
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2.4.7 Enzym-vermittelte Chemilumineszenz (ECL)

Um freie Bindungsstellen der Proteine auf der Nitrocellulosemembran abzusattigen, wurde
der Blot fir 4 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C in Blocking-Solution (5%
Magermilchpulver in TBS oder 3% BSA in PBS) geschuttelt. Es folgte die Inkubation der
Erstantikdrperverdinnung bei Raumtemperatur flir 4 Stunden. Nach dreimaligem
Waschen mit TTBS (0,05% Tween20 in TBS) fur 10min wurde der Peroxidase-markierte
Sekundarantikdrper fur 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert.
AnschlieRend wurde noch dreimal mit TTBS gewaschen und die ECL-Detektion wurde
durchgefuhrt.

Die Durchfuhrung der ECL-Reaktion erfolgte in der Dunkelkammer. Die Membran wurde
auf eine Klarsichtfolie gelegt und das LumiLightPLUS-Reagenz (Roche, 1:1 Gemisch
beider Losungen) gleichmalig auf der Membran verteilt und eine zweite Klarsichtfolie
aufgelegt. Nach einminutiger Inkubationszeit wurde das Reagenz seitlich mit einem
Papiertuch abgesaugt und ein Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak) in einer Expositionskassette
Uber der Membran platziert. Je nach Intensitat der Reaktion wurden die Filme nach
unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen und entwickelt. Zur Entwicklung wurde der Film
in ein Entwicklerbad flr mindestens 1 Minute gelegt, die Reaktion in Essigsaurehaltigem
H,O abgestoppt und anschlieend der Film in einem separaten Bad fixiert. Nach

mindestens 3 Minuten wassern lielen sich die Filme trocknen.

2.5 Zellkultur-Methoden

Glasflaschen und Puffer wurden vor Gebrauch autoklaviert. Gestopfte Pipetten wurden im
Sterilisator fur 4 Stunden bei 160°C hitzsterilisiert. Zellkulturschalen, Kryoréhrchen und
andere Plastikware, sowie Pipettenspitzen wurden als sterile Einmalplastikware
verwendet. Alle Medienzusatze (FCS, nichtessentielle Aminosauren, Glutamin,
Trypsin/EDTA) wurden als sterile Flussigprodukte vom Hersteller bezogen. Alle

Zellkulturarbeiten wurden in einer Klassell-Reinraumwerkbank durchgefihrt.
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2.5.1 ES-Zellkultur

2.5.1.1 Auftauen von Feeder-Zellen

In der Regel wurden fir die Arbeiten mit murinen ES-Zellen Feeder-Zellen ausgesat.
Hierzu wurde ein Kryorohrchen mit Feeder-Zellen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und
schnell mit 9ml ES-Zellmedium in einem 15ml Falcon-Rdhrchen verdinnt. Anschlielend
wurden die Zellen fiir 3 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, und
die Zellen in 3ml Medium resuspendiert. Zum Aussaen der Zellen wurden drei 100mm
Zellkulturschalen mit 9 ml Complete Zellkulturmedium vorbereitet, dann traufelte man 1mi
der Fibroblastensuspension in die Schalen und schwenkte diese vorsichtig ca. 10-mal
kreuzférmig, um eine gleichmalige Verteilung der Zellen zu erreichen. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens 1h bei 37°C hatten sich die Zellen auf den Schalenboden
festgesetzt und konnten so eingesetzt werden.

Um Feeder-Zellen auf 96-well Schalen auszusaen, wurde das Kryorohrchen wie oben
aufgetaut und zentrifugiert. Das Resuspendieren erfolgte in 5ml Complete Medium.
Anschlielend wurde mit einer 8-Kanal Pipette jedes Well mit 50ul dieser Suspension
befullt und wieder mindestens fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Im Rahmen dieser Arbeit
mussten keine neuen Feeder-Zellen prapariert werden, da diese in ausreichender Zahl in

Flussigstickstoff tiefgefroren vorlagen.

2.5.1.2 Kultur von ES-Zellen

Beim Auftauen von ES-Zellen wurde ahnlich verfahren wie beim Auftauen von Feeder-
Zellen. Hier wurden die Zellen nach der Zentrifugation jedoch nur in 1ml Medium
resuspendiert und diese dann auf mit Feeder-Zellen vorbereitete 100mm Zellkulturschalen
getraufelt. AnschlieRend wurden die Zellen einen Tag bei 37°C inkubiert. Danach wurden
die Zellen trypsinisiert, indem zunachst das Medium abgesaugt, dann mit 10ml PBS/EDTA
gewaschen und die Zellen mit 3ml Trypsin (PAA) fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert
wurden. Hiernach wurde die Reaktion gestoppt, indem 5ml Medium dazugegeben wurden.
Danach wurden die Zellen geerntet, indem die Schalen mehrmals mit dem Medium
gespult wurden (Glaspipette). Anschliellend wurde die Suspension in ein 15ml Falcon-
Réhrchen Uberfiihrt und 3 Minuten bei 1800rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen wurden mit einer 5ml Glaspipette in 4ml Medium resuspendiert

und vereinzelt, indem die Suspension 20-mal auf und ab pipettiert wurde. Anschliel3end
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wurde je 1ml der Zellen auf eine mit Feeder-Zellen vorbereitete 100mm Zellkulturschale
getraufelt, diese ca. 10mal kreuzférmig geschwenkt, um die Zellen gleichmaRig zu
verteilen und die Zellen flir 1-2 Tage bei 37°C inkubiert, wobei taglich das Medium
gewechselt wurde. Die Zellen sind so dicht genug angewachsen und konnten fir eine

Elektroporation eingesetzt werden.

2.5.1.3 Vorbereitung des Targeting-Vektors

3x30ng des Targeting-Vektors ~ wurden Uber Nacht mit mindestens je 20U des
entsprechenden Enzyms verdaut. Die Reinigung der DNA erfolgte uUber eine
Phenol/Chloroform- und eine Chloroform-Extraktion. Nach einer Fallung der DNA mit 3M
NaAcetat und dem 2,5-fachen Volumen 100%igem Ethanol, sowie zwei Waschschritten
mit 70%igem Ethanol (je Waschschritt: 10 Minuten Zentrifugation bei 13000rpm in der
Tischzentrifuge), wurde die DNA unter der Sterilbank luftgetrocknet und in je 20ul TE-
Puffer resuspendiert. Die DNA-Konzentration verschiedener Verdinnungen wurde im

Agarosegel abgeschatzt. Optimal war eine DNA-Konzentration von 1ug/ul.

2.5.1.4 Elektroporation von ES-Zellen

Eine mit ES-Zellen dicht aber nicht konfluent bewachsene 100mm Schale wurde mit
Trypsin wie oben beschrieben behandelt, wobei gro3er Wert darauf gelegt wurde, dass die
Zellen vollstandig vereinzelt vorlagen. Das Resuspendieren der abzentrifugierten Zellen
erfolgte in 10ml ES-Medium. Fur die Bestimmung des Zelltiters wurden 20ul der
Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und mehrmals Blocke von 4x4
Feldern gezahlt. AnschlieRend wurde das arithmetische Mittel solcher 16er-Blocke
ermittelt und mit dem Faktor 10* multipliziert, um den Zelltiter (Anzahl Zellen/ml) zu
bestimmen. Fiir Elektroporationen sollten 1,2x10” Zellen eingesetzt werden. Ein diese
Anzahl an Zellen enthaltendes Volumen der Suspension wurde in ein Falcon-Rdhrchen
Uberfuhrt und fur 3 Minuten bei 1800rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 800ul PBS
resuspendiert und mit 20ug des linearisierten Vektors versetzt. Die Zellen und der Vektor
wurden in eine Elektroporationskivette mit 4mm Elektrodenabstand (Biorad) gegeben und
die Elektroporation wurde im Gene Pulser (Biorad) bei einer Spannung von 230V, einer
Kapazitat von 500uFD und einem Parallelwiderstand von 400Q durchgefuhrt. Je 200ul der
elektroporierten Zellen wurden auf eine 100mm Zellkulturschale mit Feeder-Zellen

gegeben, durch kreuzférmiges schwenken verteilt und bei 37°C inkubiert.
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2.5.1.5 Selektion und picken Antibiotika-resistenter Klone

Nach der Elektroporation wurde den Zellen eine Regeneration fur 24 Stunden ermoglicht.
Zudem konnten die Zellen in dieser Zeit mit der Expression des Gens fur die
Neomycinresistenz beginnen. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und das
Antibiotikum Neomycin zugesetzt (Endkonzentration= 400ug/ml, Sigma). Diese Selektion
wurde flr 4 Tage durchgefuhrt, wobei taglich das Medium mit zugesetztem Antibiotikum
gewechselt wurde. AnschlieRend wurden resistente ES-Zellklone gepicki.

Zunachst wurden die Zellkulturschalen mit 10ml PBS/EDTA gewaschen und mit 15ml
PBS/EDTA gefullt. Anschlieend wurde unter dem Stereomikroskop nach geeigneten ES-
Zellklonen gesucht und diese mit 15ul PBS/EDTA mithilfe einer Pippette in ein Well einer
96er-Well-Platte transferiert. Bei der Auswahl der Klone war darauf zu achten, dass diese
eine kugelige Form hatten und hell, mit einem scharfen Rand, erschienen. Klone mit
unregelmafiger Randstruktur, die zudem eher dunkel erschienen und flach waren, fanden
bei der Isolierung keine Beachtung, da diese Eigenschaften Merkmale fur eine beginnende
Differenzierung sind. Nach dem Picken von 96 Klonen wurde jedes Well auf einen
vorliegenden Klon kontrolliert und gegebenenfalls ein neuer Klon gepickt. Diese Kontrolle
war notig, da es moglich war, dass ein Klon in der Pipettenspitze verblieb, und somit nicht
in das Well transferiert wurde. AnschlieRend wurden zu jedem Klon 25ul Trypsin gegeben
und fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Trypsinisierung wurde durch die Zugabe von
90ul Complete Medium gestoppt und die Zellen danach vereinzelt, indem die Suspension
in jedem Well 20-mal auf und ab pipettiert wurde. Es erfolgte ein Transfer der
Suspensionen auf eine mit Feeder-Zellen vorinkubierte 96er-Well-Platte. Die Proliferation
der Zellen erfolgte bis zu ca. 4 Tagen, bis die Zellen gut, jedoch nicht konfluent
angewachsen waren, wobei taglich 150ul Complete Medium gewechselt wurde. Fur eine
weitere Anreicherung der Klone wurden die Klone anschliel3end auf zwei neue Feeder-96-
well-Platten aufgesplittet, wobei die Zellen der einen Platte der spateren DNA-Isolierung
dienen sollte (DNA-Platte) und die Zellen der anderen Platte fiur spatere Experimente

gedacht waren (Master-Platte).

2.5.1.6 Splitten und Einfrieren von ES-Zellen auf einer 96er-Well-Platte
Zunachst wurde das Medium abgesaugt und nachfolgend mit 150ul PBS/EDTA

gewaschen. Die Klone wurden durch eine Zugabe 30ul Trypsin/Well, eine 10minutige

Inkubation bei 37°C und einem Abbruch der Reaktion mit 100ul Complete Medium
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trypsinisiert. Anschlielend wurden die Zellen durch 30-maligem auf und ab pipettieren der
Suspension vereinzelt. Die Aufteilung der Zellen erfolgte in zwei 96er-Well-Platten mit
Feeder-Zellen. In jedes Well der Master-Platte wurden 55ul der Suspension gegeben, das
verbleibende Volumen wurde in ein Well der DNA-Platte gegeben. Die Zellen der
Masterplatte wurden fur ca. 2-4 Tage inkubiert, wobei taglich das Medium gewechselt
wurde. Danach konnten die Zellen zur Lagerung weggefroren werden. Die Zellen der
DNA-Platte wurden solange inkubiert, bis die Zellen konfluent gewachsen waren (ca. 1
Woche), wobei das taglich gewechselte Medium kein LIF enthielt. Danach konnten die
DNA aus den Zellen isoliert werden.

Zum Einfrieren wurde das Medium der Master-Platte abgesaugt, um die Zellen mit 150pl
PBS/EDTA zu waschen, und anschlieRend durch eine Trypsinisierung zu vereinzeln (25ul
Trypsin/well; 10min 37°C; 30-mal auf und ab pipettieren). Nachfolgend wurden die Zellen
fir 2-3 Minuten auf Eis gekihlt und mit 75pl Freezing-Medium (12,5% Vol DMSO, 62,5%
Vol FCS und 25% Vol Feeder oder Complete Medium) versetzt. Die 96er-Well-Platten
wurden mit Parafilm abgedichtet und in 2-3 Lagen Zellstoff fur 10-30 Minuten auf -20°C
inkubiert, und anschlie3end bei -80°C fur ca. 6-12 Monate gelagert.

2.5.1.7 DNA-Isolierung aus ES-Zellen

Fir die DNA-Isolierung in der 96er-Well-Platte wurde zunachst das Medium abgesaugt,
um die Zellen anschlielend zweimal mit 150ul PBS zu waschen. Danach wurde in jedes
Well 50l Lysispuffer (10mM Tris, pH 7,5, 10mM EDTA, pH8,0, 10mM NaCl, 0,5% N-
Lauroylsarcosine, 1mg/ml Proteinase K) gegeben, die Platte mit Parafilm abgedichtet und
Uber Nacht bei 60°C in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieRend wurden 100yl
eiskalter Ethanol-Mix (1,5ul 5M NaCl; 100ul 100% Ethanol) in jedes Well hinzugegeben
und die Reaktion fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach flinfminatiger
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5810; 4000rpm) wurde der Uberstand durch
vorsichtiges Invertieren auf einem Zellstofftuch verworfen. Es erfolgte ein Waschschritt mit
100ul 70% Ethanol (bei -20°C vorgekuhlt), wonach die Platten erneut fur 5 Minuten bei
4000rpm zentrifugiert wurden. Letztlich wurde der Ethanol abgegossen und die DNA fur
ca. 20 Minuten luftgetrocknet und dann bei -20°C gelagert.

Bei der Isolierung von DNA aus ES-Zellen in 100mm Schalen wurde zunachst der
gewunschten ES-Zell-Klon auf einer 100 mm Schale ausgesat (ohne Feeder-Zellen) und

solange inkubiert, bis die Zellen konfluent gewachsen waren. Anschlielfend wurde das
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Medium abgesaugt, die Schalen einmal mit ca. 10ml PBS gewaschen und die Zellen fur
10 Minuten mit 3ml Trypsin (PAA) behandelt. Anschlieend wurden die Zellen in ein 12ml
Falconréhrchen uberfuhrt, die Zellen bei 1800rpm abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge
5810) und diese mit 5ml Lysispuffer (10mM Tris, pH7,5, 10mM EDTA, pH8,0, 10mM NacCl,
0,5% N-Lauroylsarcosine, 1mg/ml Proteinase K) tber Nacht bei 60°C inkubiert. Es erfolgte
zweimal eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol- (25:24:1) und eine Chloroform-Extraktion
mit jeweils dem einfachen Volumen der Suspension. Anschlieiend wurde die DNA mit 2,5
Vol 70% eiskaltem Ethanol gemischt, so dass die DNA in sichtbaren Faden ausfiel. Die
DNA konnte dann mit einem gebogenen Glasstabchen enthommen werden und wurde fur
ca. 10 min luftgetrocknet. Zur Lagerung wurde die chromosomale DNA in ca. 500ul TE-
Puffer resuspendiert, mit 5ul RNase A-Losung (20mg/ml) versetzt um evtl. vorliegende

RNA zu degradieren und anschliel3end bei 4°C gelagert.

2.5.1.8 Southern-Blot und Hybridisierung

Nachdem die DNA isoliert wurde, konnte eine Restriktionsspaltung in einem
Gesamtvolumen von 35l durchgefihrt werden. Hierzu wurden 3,5u1  10x
Restriktionspuffer, 10 Units von dem entsprechenden Enzym, 50ug/ml RNase A und ein
entsprechendes Volumen H,Oyiqest €ingesetzt. Die Platten wurden mit Parafilm abgedichtet
und mit angefeuchtetem Zellstoffpapier eingewickelt und in einer Tute verschweilt,
anschlie3end Uber Nacht bei einer fur das Enzym optimalen Temperatur inkubiert.

Nach der Spaltung wurden 4ul 6x Probenpuffer in jedes Well gegeben und die
Probentaschen eines 1%igen Agarosegels (1 x TAE; groRe Gelkammer) wurden mit dem
maximal maoglichen Volumen (ca. 30ul) befullt. Fur die Elektrophorese wurde fur ca. 14
Stunden eine Spannung von 2-3 V/cm angelegt, und das Gel anschlieBend gefarbt, mit
einem Lineal dokumentiert. Es folgte der Southern-Blot und die Hybridisierung wie oben
beschrieben (2.2.15, 2.2.16, 2.2.17).

2.5.2 Kultur von COS7- und CHO-Zellen

2.5.2.1 Ablosen adharenter Zellen

Um adharente Zellen in neue Kulturgefalle zu uberfuhren und die Zelldichte zu
bestimmen, wurden diese in Suspension gebracht. Das Medium wurde abgesaugt und die

Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurde, je nach Kulturgefald 0,5 — 3ml
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Trypsin/EDTA in PBS hinzugegeben und bei 37°C 5 Minuten inkubiert. Nach erfolgter

Trypsinierung wurden die Zellen in dem jeweiligen Kulturmedium resuspendiert.

2.5.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur die Lagerung von Zellen in Flussigstickstoff, wurden diese zunachst resuspendiert und
abzentrifugiert. Das hierbei entstehende Pellet wurde auf Eis in Cell Culture Freezing
Medium (Invitrogen) oder dem jeweiligen Zellkulturmedium, versetzt mit 10% DMSO,
resuspendiert und in vorgekiihlte Kryordhrchen zu 1ml Portionen (1 x 10° Zellen/ml)
abgeflllt. Die Kryoréhrchen wurden in einem Metallblock zunachst bei -20°C gelagert und
anschlielend nach 24 Stunden in den Flussigstickstofftank Gberfuhrt.

Zum Auftauen von Zellen wurden die Kryorohrchen aus dem Stickstoff in ein 37°C
Wasserbad gegeben und in 10ml des entsprechenden vorgewarmten Kulturmediums
Uberfuhrt. Nach Abzentrifugieren bei 500g, wurde das Zellpellet in vorgewarmtem

Kulturmedium resuspendiert und in einer Kulturflasche ausgesat.

2.5.2.3 Transfektion von Plasmid-DNA in kultivierten Zellen

Die zu transfizierenden Zellen wurde je nach Anwendung auf 30mm, 60mm oder 100mm
Zellkulturschalen ausgesat. Sind die Zellen fur die Immunfluoreszenz eingesetzt worden,
sind zusatzlich runde Deckglaschen mit Kollagen beschichtet worden und die Zellen
darauf ausgesat worden. Zur Transfektion wurde Lipofectamine und Plus Reagenz
(Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Die transient transfizierten

Zellen wurden 24 bzw. 48 Stunden nach Transfektion weiter analysiert.

2.5.2.4 Immunfluoreszenz

Mochte man Proteine in einer Zelle lokalisieren, bietet sich die Immunfluoreszenz an.
Hierbei ist es allerdings notwendig, dass ein passender Antikorper gegen das gewunschte
Protein verfugbar ist. Alternativ kann man ein Protein Uber ein Expressionsplasmid
rekombinant und mit einer kurzen Aminosauresequenz, gegen die ein Antikorper verfugbar
ist, in den Zellen exprimieren und nachweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden COS7- und CHO-Zellen verwendet. Es wurden je drei
kollagenisierte Deckglaser in einer 30mm Kulturschale vorgelegt. Die Anzahl der

ausgeséten Zellen variierte zwischen 2 x 10° und 4 x 10° Zellen. In der Regel wurde ein
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Expressionsplasmid transient in die Zellen eingebracht (siehe 2.5.2.3). Vor der
Immunfluoreszenzfarbung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit CMF-
PBS (10 x CMF-PBS: 136mM NaCl, 3mM KCI, 8mM Na;HPOsx 2H,0, 1,5mM KH;PO4)
gewaschen. Die einzelnen Deckglaser wurden in Wells von 6er-Well-Platten gelegt und
die weiteren Schritte hierin ausgefuhrt. Die Zellen wurden fixiert durch eine Inkubation von
10 Minuten bei Raumtemperatur mit 3,7% Paraformaldehyd in CMF-PBS. Nach
zweimaligen Spulen mit CMF-PBS folgte die Permeabilisierung mit 0,2% TritonX100 fur 5
Minuten bei Raumtemperatur. Nach Spulen mit CMF-PBS wurde in einigen Fallen mit 2%
BSA in CMF-PBS fur 30 Minuten bei Raumtemperatur ein Blocking-Step durchgefuhrt. Es
folgte die Inkubation von 200ul der Erstantikdrperverdiinnung in 0,5% BSA in CMF-PBS
fur bis zu 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach dreimaligen waschen mit CMF-PBS fiur 5
Minuten wurde die fluoreszenzmarkierte Zweitantikorperverdinnung fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur auf die Deckglaschen gegeben. Nach weiteren Waschschritten wurden
die Deckglaschen mit Elvanol auf Objekttragern eingedeckt (10g Mowiol 4-88 wurden
unter Ruhren in 40ml 50mM Tris geldst (24 Stunden, Raumtemperatur). Nach Hinzufigen
von 20ml Glycerol, wurde die Loésung weitere 24 Stunden bei 4°C gerUhrt und
anschlielend flr 1 Stunde bei 15000rpm zentrifugiert. Das Eindeckmittel konnte bei 4°C
gelagert werden. Anschliellend konnten die Deckglaschen im Fluoreszenzmikroskop
(Axiophot, Zeiss) oder mithilfe eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskops (TCS SP2,

Leica) betrachtet werden.

2.6 Hefe-Methoden

Mit dem Yeast Two-Hybrid System ist es moglich, Interaktionen zwischen zwei Proteinen
zu untersuchen. In einem auf Gal4 basierenden Yeast Two-Hybrid System wird ein
,Koder* (bait)-Protein mit der Gal4-DNA-Bindedomane (DNA-BD) fusioniert, wahrend ein
anderes Protein in Fusion mit der Gal4-Aktivierungsdomane (AD) vorliegt. Das Gal4-
Protein ist ein Transkriptionsfaktor in Hefen, der normalerweise die Transkription von
Genen des Galaktose-Metabolismus kontrolliert. Im Fall einer Interaktion der beiden
Proteine werden DNA-BD und AD in rdumliche Nahe zueinander gebracht und kénnen an
einer upstream activating sequence (UAS) binden, so dass sie die Transkription von vier
Reportergenen initiieren konnen. Als Folge verandert sich der Phanotyp des verwendeten
Hefestammes. Obwohl die DNA-BD allein an der UAS binden kann, ist es nicht mdglich,

dass dadurch die Transkription aktiviert wird, dafur bedarf es erst der Gal4-AD. Als

66



2 Material und Methoden

Reportergene werden in den Hefestdmmen AH109 und Y187, die fir das mating benutzt
wurden, ADE2, HIS3, lacZ und MEL1 verwendet. LacZ und MEL1 kodieren fur die a- bzw.
die B—Galaktosidase.

Fur das Auffinden von Interaktionspartnern der N- und C-terminalen Fragmente von
Tmem17, sowie die C-terminale Domane von Vps54, wurde eine pratransformierte
MATCHMAKER Bibliothek (BD Bioscience Clontech) verwendet. Es handelte sich dabei
um klonierte cDNAs aus adulten MausgroRhirnen, die in das Plasmid pACT2 gebracht
wurden und in den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae Y187 transformiert worden

sind.

2.6.1 Vorbereitungen und Kontrolimating

Bevor die einzelnen Hefestamme fur die jeweiligen Versuche eingesetzt wurden, ist ihr
Phanotyp kontrolliert worden. Dazu wurden die Stamme AH109, AH109[pGBKT7-53],
Y187[pTD1-1] und ein diploider Kontrollstamm auf SD-Selektionsmedien ausgestrichen,
bei 30°C inkubiert und das Wachstum nach 3-5 Tagen kontrolliert.

Vor dem Screening der cDNA-Bibliothek wurde ein Mating der mitgelieferten
Kontrollstamme AH109[pGBKT7-53] und Y187[pTD1-1] durchgeflhrt. pGBKT7-53 kodiert
die GAL4 DNA-Bindedomane (BD), die mit dem murinen p53 fusioniert ist. pTD1-1 kodiert
die GAL4 DNA-Aktivierungsdomane, die mit dem SV40 T-Antigen fusioniert ist. Die beiden
Proteine sind bekannt daftur im Yeast Two-Hybrid Assay zu interagieren (Li und Fields,
1993; Iwabuchi et al, 1993). Fur das Kontrolimating wurde von jedem Hefestamm eine
grolde, frische Kolonie gepickt und in ein 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefals mit 0,5ml 2x
YPDA Uuberfuhrt. Um die Zellen komplett zu resuspendieren, wurden sie fur eine Minute
gevortext. Um die Mating-Effizienz bestimmen zu konnen, wurden auf dieselbe Weise
Kulturen von den Einzelstammen angelegt. Nach einer Inkubation bei 30°C mit 200rpm
uber Nacht wurden 100ul Aliquots einer 1:10 und 1:100 Verdunnung mit 0,5x YPDA der
Mating-Kultur auf folgende Selektionsplatten ausgebracht: SD/-Leu/-Trp; SD/-His/-Leu/-
Trp; SD/-Ade/-Leu/-Trp und SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (fUr die Berechnung der Effizienz auch
auf SD/-Leu oder SD/-Trp). 100ul Aliquots einer 1:100 und 1:1000 Verdinnung der
Kontrollkulturen wurden auf SD/-Leu und SD/-Trp ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C
fur 3-5 Tage inkubiert. Die diploiden Zellkolonien wurden ausgezahlt und die Mating-

Effizienz berechnet.
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2.6.2 Schnelltransformation von Hefen

Eine Kultur des zu transformierenden Hefestammes wurde Uber Nacht angezogen. 1ml
dieser Kultur wurde bei 6000rpm 3 Minuten in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und der
Uberstand vollstandig abgezogen. Die Zellen wurden mit sterilem Wasser gewaschen und
erneut pelletiert. Nach dem Resuspendieren in 10yl einzelstrangiger Heringssperma-DNA-
L6sung (10mg/ml) wurden Sul Plasmid-DNA (ca. 1-5ug) und 100ul Transformationspuffer
(2ml-Ansatz: 1,3ml 60% PEG4000, 0,4ml 1M Liciumacetat, 0,3ml Wasser) zugesetzt.
Danach erfolgte ein Hitzeschock flr 45 Minuten bei 45°C. Die transformierten Hefen

wurden auf Selektionsplatten ausgebracht und fir ca. 2-3 Tage bei 30°C inkubiert.

2.6.3 Vortests und 3-AT-Test

Bevor das ,Koder“-Plasmid fur das Screening der cDNA-Bibliothek verwendet werden
konnte, musste die Transkriptionsaktivitat des ,Kdder“-Proteins Uberpruft werden. Eine
Transkription der Reportergene darf erst im Fall einer Interaktion erfolgen, nicht autonom
durch das ,Koder“-Protein. Deshalb wurde der Stamm AH109[pGBT9-Kdder] auf
folgenden Selektionsplatten ausgestrichen: SD/-His/-Trp und SD/-Ade/-Trp. Sie wurden flur
ca. 5 Tage bei 30°C inkubiert und anschlieBend das Wachstum kontrolliert. AuRerdem
wurde ein B-Gal-Test durchgefuhrt. Bei diesen Versuchen wurden stets eine Positiv- und
eine Negativkontrolle mitgefihrt. Hefen des Stammes AH109 zeigen eine grundlegende
schwache HIS3-Expression, die auf den Aufbau des Promotors zurtuckzufuhren ist. Durch
die Zugabe von 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol) zum Medium, einem kompetetiven Inhibitor
des HIS3 Proteins in Hefen, lasst sich ein Hintergrundwachstum auf SD-Medium ohne
Histidin unterbinden. Um die optimale 3-AT-Konzentration zu ermitteln, wurde der mit dem
jeweiligen ,Koder“-Plasmid transformierte AH109 Stamm auf SD/-Trp/-His Platten
ausgebracht, die eine unterschiedliche Menge an 3-AT enthielten. Es wurde die
Konzentration gewahlt, bei der nach einer Woche Inkubation bei 30°C gerade kein

Hintergrundwachstum zu erkennen war.

2.6.4 Screenen der Bibliothek
Eine grole, frische Kolonie des ,Koder‘-Stammes AH109 wurde in 50ml SD/-Trp bei 30°C

und ca. 250rpm uber Nacht (16-24 Stunden) angezogen. Am nachsten Tag wurde der
ODeggo-Wert bestimmt, der Uber 0,8 liegen sollte. Die Zellen wurden bei 1000g far 5

Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde im RickfluR (ca. 5ml)
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resuspendiert. Ein Aliquot der gefrorenen Bibliothekskultur wurde im Wasserbad auf
Raumtemperatur erwarmt und vorsichtig gemixt. 10ul der Kultur wurden in ein separates
Eppendorf Reaktionsgefaly Uberfihrt und auf Eis bis zur spateren Titerbestimmung
gelagert. Beide Hefekulturen wurden in einem sterilen 5I-Erlenmeyerkolben vereint und
45ml 2x YPDA/Kan hinzugefugt. Dieser Mating-Ansatz wurde uUber Nacht (20-24 Stunden)
bei 30°C mit maximal 50rpm vorsichtig geschuttelt. Hohere Geschwindigkeiten hatten die
Mating-Effizienz drastisch reduziert. Zum Abzentrifugieren bei 1000g fur 10 Minuten wurde
der Ansatz in ein 50ml Greiner-Réhrchen Uberfuhrt. Der Erlenmeyerkolben wurde zweimal
mit 2x YPDA/Kan (je ca. 25ml) gereinigt und dieses Medium zum Resuspendieren des
Hefepellets verwendet. Die Zellen wurden ein weiteres Mal bei 1000g fur 10 Minuten
zentrifugiert und anschliel3end in 10ml 0,5x YPDA/Kan resuspendiert. Die Gesamtmenge
an Zellen und Medium wurden gemessen. Der Mating-Ansatz wurde wie folgt ausplattiert:
100ul einer 1:10.000, 1:1.000, 1:100 und 1:10 Verdinnung wurden auf SD/-Leu, SD/-Trp
und SD/-Leu/-Trp fur die Bestimmung der Mating-Effinzienz ausgebracht. Die
verbleibenden Zellen wurden in 200ul Aliquots auf 150mm Platten ausplattiert. Es empfahl
sich, die einen Teil des Ansatzes auf ein stringentes Selektionsmedium, SD/-Ade/-His/-
Leu/-Trp (QDO), und die andere Halfte auf ein weniger stringentes Selektionsmedium,
SD/-His/-Leu/-Trp (TDO), auszuplattieren. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert. Nach 8
Tagen wurden die Kolonien auf dem TDO-Medium, nach bis zu 21 Tagen die Kolonien auf
dem QDO Medium ausgezahlt und auf eine frische Platte umgeimpft.

Berechnung des Bibliothek-Titers, der Mating-Effizienz und der Anzahl der getesteten
Klone wurde durch das Auszahlen der Kolonien auf den SD/-Leu, SD/-Trp und SD/-Leu/-
Trp Platten durchgefuhrt. Dafur wurden die Platten verwendet, auf denen zwischen 30 und
300 Kolonien wuchsen. Die Berechnungen erfolgten nach den Angaben der
MATCHMAKER Bedienungsanleitung der Firma BD Bioscience Clontech.

2.6.5 B-Gal Test

Um zu verifizieren, ob es sich bei den diploiden Klonen, um tatsachlich positive Klone
handelte, wurde die Transkription eines weiteren Reportergens, lacZ, uberpruft. Daflr
wurden die diploiden Kolonien auf SD/-Leu/-Trp/-His Platten ausgestrichen und fur ca. 2
Tage bei 30°C inkubiert. Steriles 3mm Whatman-Papier wurde angefeuchtet und die
angezogenen Hefekolonien wurden anschlie®Bend mit einem sterilen Zahnstocher

ausgestrichen oder durch Abrollen des Filterpapiers Ubertragen und einem dreimaligen
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Einfrier-/Auftauzyklus in flissigem Stickstoff unterzogen, um die Hefen aufzuschlieRRen.
Danach wurde der Filter in eine entsprechend grol3e Petrischale mit 2,5ml Z-Puffer (16,1
g/l Na;HPO4 x 7 H20, 5,5 g/l NaH,PO4 x H,0, 0,75 g/l KCI, 0,246 g/l MgSO4 x 7 H30,
pH7,0, autoklavieren) + X-Gal (10ml Z-Puffer, 27ul p-Mercaptoethanol, 167ul X-Gal
(20mg/ml)) far maximal 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Bei einer positiven
Interaktion stellte sich in dieser Zeit eine Blaufarbung ein. Der Filter konnte anschlieend

getrocknet und gelagert werden.

2.6.6 Plasmidisolierung aus Hefen

1ml einer Uber Nacht angewachsenen Kultur wurde fir 30 Sekunden abzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 200ul Breaking Buffer (2% Triton X-100, 1%
SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA) resuspendiert. Dann wurden etwa
das gleiche Volumen 0,25-0,5mm Glasperlen (Roth) zugegeben, die zuvor in
konzentrierter HCI gewaschen und solange mit Wasser gespult worden waren, bis der pH-
Wert 7 erreicht war. AnschlieBend wurden 200ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) zugesetzt. Die Suspension wurde 2 Minuten gevortext und anschlieend fur 5
Minuten zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt.
Die DNA-Fallung erfolgte mit Natriumacetat und Ethanol. Die erhaltene Plasmid-DNA
wurde in 10yl Wasser resuspendiert und konnte fur die Transformation von E. coli

eingesetzt werden.

2.6.7 Transformation von E. coli JQ101

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli wurden 35ml einer Kultur JQ101-Zellen mit
einer ODgpo von 0,5-0,6 flr ca. 30 Minuten auf Eis gekuhlt und anschlieRend 6 Minuten bei
6000rpm in einer Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10ml 100mM
CaCl, geldst und die Suspension fur 20 Minuten auf Eis gelagert. Die Zellen wurden nach
einer weiteren Zentrifugation in 1,7ml 100mM CaCl; resuspendiert und in Aliquots von 70-
100ul fur ca. 36 Stunden auf Eis geklhlt. Nach dieser Zeit wurden sie direkt fur eine
Transformation verwendet.

Hierzu wurde zu einem Aliquot chemisch kompetenter Zellen 5ul resuspendierte Plasmid-
DNA aus Hefe gegeben. Dieses Gemisch wurde fur 30-60 Minuten auf Eis gelagert und
anschliellend fur 90 Sekunden einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt. Die Zellen
wurden danach sofort mit 500yl SOC-Medium bei 37°C fur 45-60 Minuten geschuttelt.
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Ausplattiert wurde der gesamte Ansatz auf M9-Medium ohne die Aminosaure Leucin und
fur 2 Tage bei 37°C inkubiert. Aus den so gewonnen Kolonien konnten die Bibliotheks-

Plasmide isoliert werden und in XL1-Blue-Zellen gebracht und sequenziert werden.

2.6.8 Interaktionsassay

Um positive Interaktionen naher zu charakterisieren, wurden Kotransformationen in AH109
durchgefuhrt. Hierzu wurde das zu testende ,Koder‘-Plasmid zusammen mit dem
Bibliotheks-Plasmid gemischt und mittels Schnelltransformation (siehe 2.6.2) in den Hefe-
Stamm AH109 gebracht. Der Transformationsansatz wurde auf SD-Leu/-Trp ausplattiert.
Bis zu drei unabhangige Kolonien wurden pro Transformation gepickt und Fllssigkulturen,
die Uber Nacht inkubiert worden sind, angelegt. 15pl dieser Kulturen wurden auf SD-Leu/-
Trp, SD-Leu/-Trp/-His und SD-Leu/-Trp/-His/-Ade aufgetropft. Nach bis zu drei Tagen
Inkubationszeit bei 30°C wurden die Wachstumseigenschaften der kotransformierten
Hefen bewertet.

Um die Bindestarke zweier Konstrukte miteinander zu vergleichen, wurden je drei
unabhangige Kolonien pro Konstrukt Uber Nacht in 5ml Flussigmedium (SD-Leu/-Trp)
angezogen und mittels dem kunstlichen Substrat ONPG die Interaktion, wie in der BD
Bioscience Clontech Benutzungsanleitung angegeben, quantifiziert. Es wurden pro

Kolonie drei technische Replikate gemessen und die Werte gemittelt.
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3.1 wr-Kandidatengenregion

Zu Beginn meiner Arbeit standen mir die Informationen Uber die Kandidatengenregion, wie
in Fuchs et al. (2002) beschrieben, zur Verfugung. Der wr-kritische Bereich war durch die
beiden polymorphen Marker BAC147N22rev und Murr1 definiert und Gberspannte zu der
Zeit einen genomischen Bereich von etwa 0,41cM % 0,23cM, was ca. 0,8Mb entsprach
(Fuchs, 2001). Durch die fortschreitenden Sequenzierungen des Mausgenomprojektes
(Gregory et al., 2002) wurden in der Zwischenzeit mehr genomische Sequenzen generiert
und in offentlichen Datenbanken abgelegt (http://www.ensembl.org). Durch das Annotieren
des wr-kritischen Bereichs, und flankierender Regionen (pos. 20597539-23402347 des
Mauschromosoms 11, NCBI Build 30, MGSC Version3, www.pre.ensembl.org, spater als
Feb 2003 Freeze annotiert) wurde festgestellt, dass die Annahme alle Gene im fraglichen
Intervall identifiziert zu haben (Fuchs et al., 2002) nicht zutraf. Auch stellte sich der
Bereich deutlich groRer als vermutet dar. So wurde der wr-kritische Bereich zwischen den
beiden oben genannten Markern mit 2,02Mb bestimmt. Weiterhin konnten mehrere BAC-
Klone identifiziert werden (Daten nicht gezeigt), die sowohl den Marker BAC147N22rev,
als auch Peli1 Uberspannen, so dass die zuvor angenommene Inversion gegenuber der
humanen Sequenz (Fuchs et al., 2002) ausgeschlossen werden konnte.

Um alle Gene in diesem neuen Kandidatengeninterval zu identifizieren, wurde die
genomischen Sequenz mit ESTs und cDNAs aus den offentlichen Datenbanken
verglichen. Hierzu wurden die Programme Gene2EST (http://woody.embl-heidelberg.de/
gene2est/), E2G (Krlger et al., 2004) und BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/)
verwendet. So konnten zwei bisher unbekannte und ein bekanntes Gen, das zuvor nicht in
den wr-kritischen Bereich kartiert worden ist, identifiziert werden (Abb. 3.1A). Bei dem
bekannten Gen handelt es sich um B3Gnt, welches fur eine 397 Aminosauren grolde
Beta1,3-Galactosyltransferase kodiert, die am Golgi-Apparat lokalisiert ist (Egan et al.,
2000). Somit stellte sich sowohl der Geninhalt als auch die Genabfolge in der wr-kritischen
Region gegenuber dem humanen Bereich als konserviert dar. Zuerst ist mit der
Charakterisierung der beiden unbekannten Gene in der wr-kritischen Region begonnen

worden.
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C 1 TCCATTTCCCTCARGARATGETGCACCAATTTTGCAGAGGAATTGC TATGG TG TGAGAGC TCC TTGTGGCTCAGCCCAGG
81  TCCGRATGGCTTATTACTTGTGATCATCTTAAGACGACGCGGECTTTAARGCAAGACGEAGGAACCCGCCATTTTCAGCAG

161 CACTAGGCCACGTTAGGCTGCGGGCCCETEECCC TEGCTCGCC TCTCCARGGGGARAGCCTCTGGAGGATTCTGTAGCGTT

241 CGGGEARGCCCAGGTACCAGGTCCCTAGGGGCCCCECACTGCCCGETTECCAAGGGARCCGCCACGCGCCGCTETGOCCE

321 CCGACTAGCGGGTGTGTGAGAGGCCAGCGGGCAGECCAGGCATEGAGCTECCGGACCCTGTTCGCCAGCGOCTGAGCART
-M-=E-~L-=P==D==P-=Y==R-=Q--R-~L-~§-~ N~

401 CTCAGCCTcnccGTGTTCGGCGACchm;cCGCACCGGGCCAGAGTCCAGTGATGCGGCCQ!ATMTGMATGGT\:TCCAG
14  -L--§--L--T--V--F--G--D--§--§--R--T--G-- P--E--§--§--D--A-—-A--D--N--E--M--V--5--§

481 CCTGGCCTTGCAGATETCCCTTTATTTTRACTCTTACTITTTCCCACTETGETGEETEGAGC TECATTGTGATGCTGCACC
41  -—-L--A--L--Q--M--§--L--Y--F--N--5--¥--F--F--P--L-~U--W--V--§-—C-~T--V--M--L-—H-—

561 TGAAGTATTCCATCTTGCCTGACTACTACAAATTCATTGTGETTACTGTCGTCATCCTCATAACCTTGATTGAAGCGATC
67 L--K--Y--§--I--L--P--D--Y--Y--K--F--I--¥--V--T--V--V--I--L--I--T--L--I--E--A--I-

641 CGGTTATACCTGGGCTGCATGGGTAACCTTCAGGAGAAGE TTCC TGAGC TAGC TGGCTTTTGGC TTCTGAGCCTTCTACT
94  -R--L--Y--L--G--C--M--G--N--L--Q--E--K--V--P--E--L--A--G--F--W--L--L--§--L--L--L

721  GCAGTTGCCTTTAATCCTTTTCTTGC TCCTTAATGATGEC C TAAGGAATC TGCCCC TEGAGARRGCARTACATATCATCT
121 ==Q-=L==P==L-=I-=-L-=F==L-=L-=L==N=-=D==G==L==R==N-=L==P==L-=E-=K==A-=I-=H-=I-=I-=

801 TCACCATCTTTCTTACTTTCCAAGTCATCTCAGCATTTC TGACCCTARAGARAATGETCARCCAGCTGGCAGCCCGTTTC
147 F=-T-=I==F==L-=T==F==Q==V==I==§==A==F-=L==T==L==K=-=K==M=-=-V==N-=Q==L=-=~A==-A-~-R--F~

881 CACCTCCAGEACTTTGATCAGCTGTCTTCARGCAGTGCAGCTETARGGAGGETARGACARTGCACGGRAAGAGCTCTGACT
174 -H--L--Q--D--F--D--Q--L--§--§--§--§--A--A--V--R--R--V--R--Q--C--T--E--E--L-

961 ACCTGCTGACCATATGCTGAGTGGTGARCGACAGAARGATGATACARGAGGACCAGGRAGTGAGAGAGTGACAGGACATC
1041 TGAGTCGGGCCCGAGARAGGGEACATACGTGCTGEGETSTETCCTCCAGC TCTGARATCCCCATGGAGGCAATGCCAAGG
1121 CTCACTCATRTCARCCCTGCAGCTGAGGGGATATTCCTGATGTTGGATGAGTC TGTTGGCAGTTTCATACCACCGTTTCT
1201 ATAATATTTCTGATTATAATCTGTGACAAGARATGTATEGCACTTCAGACGARATTGCTTTGTTCAGTGGARTCTCACCA
1281 AGTGTGACAARCACCCTCCAGGACATGTCCTAGCTCAGGEGGAGTCAGCTAATATAARATGAACTCCSTGGTATTCTIGTG
1361 GACTTTTTGTTTTATTTIGCTTTGGTTTTIGGCATTTC TETC TTATTATTARAGAGTARARAGATCGAGATGGAGTTGEGRA
1441 AGGGGAAARACATGAARAATATATGGTATGAAGAARAGAATTARTAGAAGGCCATARAACATAAGCTATTGATATTARAAT
1521 ATCCACARARCATGT

Abbildung 3.1: Identifizierung von neuen Genen im wr-kritischen Intervall. A) Vergleich des
Geninhaltes und der Genabfolge zwischen Mensch auf Chromosom 2p14-15 und Maus auf Chromosom
11A3. Der wr-kritische Bereich zwischen den Markern BAC147N22 und Murr1 ist tlrkis eingefarbt. Die drei
neu identifizierten Gene sind rot markiert. B) Genstruktur von Tmem17 und Sequenzahnlichkeiten zwischen
Maus, Mensch, Ratte und Schimpanse. Exons sind blau, konservierte nichtkodierende Bereiche rosa
dargestellt. Rotes Oval: Bereich hoher Konservierung stromaufwarts des Transkriptionsstarts. Visualisierung
des Alignments durch vista. C) Assemblierte cDNA aus ESTs fir Maus Tmem17. Spleif3stellen sind durch
schwarze Pfeile gekennzeichnet. Die Ubersetzung der cDNA in eine Aminosduresequenz ergab eine
hypothetische GréRRe von 198 Aminosauren fir Tmem17.
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3 Ergebnisse

3.1.1 Tmem17

3.1.1.1 Genstruktur

In der intergenischen Region zwischen B3Gnt und Kiaa0903 (jetzt umbenannt in Ehbp1,
Guilherme et al., 2004) konnten mehrere einander Uberlappende ESTs identifiziert werden
(Abb. 3.1A). Detaillierte Untersuchungen mittels BLAST ergaben, dass 23 Maus ESTs
Treffer in einem Bereich von etwa 7kb ergaben. Die Gruppierung der ESTs zeigte die
Genstruktur des neuen Gens (Abb. 3.1B). Die 4 zugehorigen proteinkodierenden Exons,
inklusive des 5’UTRs und 3'UTRs, ergaben eine Lange von 1533bp (Abb. 3.1C). Das
Ubersetzen der cDNA-Sequenz in eine Aminosauresequenz ergab ein Protein von 198
Aminosauren Lange. Aus der Sequenz lassen sich ein Molekulargewicht von 22,6kDa und
ein isoelektrischer Punkt von 5,89 ableiten. Spater wurde eben diese cDNA durch eine
automatisierte Computervorhersage assembliert, in der Genbank abgelegt und bekam den
Namen Tmem17.

Um mehr Informationen Uber diesen genomischen Bereich zu erhalten, wurden noch
zusatzliche Sequenzen in die Analyse miteinbezogen. Zu diesem Zeitpunkt lie3en sich

noch genomische Schimpansen- und Ratten-Sequenzen in o6ffentlichen Datenbanken

Spezies Exon Nr. SpleiR-Akzeptor Exonlange SpleiR-Donor
Maus 1 - 100bp CGGCCGgtgagtgacyg
Ratte 1 - 100bp CCGCGGgtgagtggca

Mensch 1 - 100bp GTCCGGgtgagtgacc

Schimpanse 1 - 100bp GTCCGGgtgagtgacc
Maus 2 gtccctgcagATAATG 104kbp CTGRAGgtgagtctcc
Ratte 2 gtccctgcagATARCG 104bp CTGAAGgtgagtcect

Mensch 2 ccttctgtagABRARTG 104bp ATGALAGgtaaatctaa

Schimpanse 2 ccttctgtagABRARTG 104bp ATGALAGgtaaaatcta
Maus 3 ttctttttagTATTCC 114bp GAGRAGgtgggttcct
Ratte 3 ttcttttcagTATTCG 114bp GRGAAGgtgggttcct

Mensch 3 tttcttttagTATTCA 114bp GAGRAGgtaagctctt

Schimpanse 3 tttcttttagTATTCA 114bp GRAGARGgtaagctctt
Maus 4 gtcactgcagGTTCCT 276bp -

Ratte 4 gtgtctgcagGTTCCC 276bp -

Mensch 4 gtcattgcagGTTCCT 276bp -

Schimpanse 4 gtcattgcagGTTCCT 276bp -

Tabelle 3.1: Konservierte SpleiBstellen fiir Tmem17. Im Vergleich der vier betrachteten Spezies zeigen
sich die Spleil3stellen sowohl der Donor- als auch der Akzeptor-Spleil3stellen sehr konserviert. Die
Exonlange ist fir die proteinkodierenden Bereiche angegeben, UTRs sind nicht betrachtet.
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(http://www.ensembl.org) aus diesem Bereich finden. Die Sequenzvergleiche der vier
Organismen  wurden mittels vista (Mayor et al, 2002, http://www-
gsd.lbl.gov/vista/index.shtml), einem Alignment-Programm basierend auf dem AVID-
Algorithmus (Bray et al., 2003), durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.1B zu
sehen. Zwischen den Organismen zeigen sich die hochsten Sequenzkonservierungen in
den blau markierten Bereichen, in denen die Exons annotiert sind. Interessanterweise
befindet sich etwa 4kb stromaufwarts des ersten Exons ein Bereich, markiert durch ein
rotes Oval, der bei den hier betrachteten Organismen eine erhdhte Konservierung und
keine EST-Treffer aufweist. Zudem existiert noch ein weiterer hoch konservierter Bereich
etwa 14kb stromaufwarts des Transkriptionsstarts (Daten nicht gezeigt). Diese evolutionar
konservierten Bereiche koénnten Bindestellen flr Transkriptionsfaktoren oder andere
regulatorische Faktoren darstellen (Loots et al., 2000).

Die Splei3stellen und flankierenden Bereiche sind bei den vier betrachteten Organismen
hoch konserviert und folgen ausnahmslos der GT/AG-Regel. Auch die Lange der Exons in
den vier betrachteten Organismen ist gleich (Tab. 3.1). Ubersetzt man die vorhergesagten
Gene in die zugehdrige Aminosauresequenz, so lasst sich eine hohe Homologie
feststellen (Abb. 3.2). So ergab ein Sequenzvergleich mittels BLASTP fur Maus und Ratte
91% Sequenzidentitat und 96% Sequenzahnlichkeit (hier bezieht man konservative
Aminosaureaustausche mit ein). Bei den Sequenzvergleichen Maus zu Mensch bzw.
Schimpanse ergeben sich jeweils 79% Sequenzidentitdt und 89% bzw. 90%
Sequenzahnlichkeit. Durch fortschreitende Genomsequenzierungen sind immer mehr
Speziessequenzen in Datenbanken abgelegt worden und Tmem17-Orthologe kdnnen
eindeutig Uber BLAST identifiziert werden. So lasst sich Tmem17 noch bei Gallus gallus,
Fugu rubripes, Danio rerio und Canis familiaris finden. Auch in diesen Organismen kann
man hohe Sequenzhomologien feststellen (Abb. 3.2). Diese hohe Sequenzahnlichkeit und
weite Speziesverbreitung spricht fir eine wichtige Funktion dieses Gens zumindest fur die
hier genannten Organismen. Auch kann man durch die konservierte Verbreitung auf eine

korrekte ldentifizierung der Genstruktur schlie3en.
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Abbildung 3.2: Alignment der Aminosduresequenzen fiir Tmem17. Clustalw-Alignment der
Tmem17-Sequenzen. Genomische Sequenzen der verschiedenen Organismen wurden durch BLAST
identifiziert und in Aminosauresequenzen Ubersetzt und zeigen eine hohe Konservierung.
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3 Ergebnisse

3.1.1.2 Expressionsmuster von Tmem17

Um die Expression von Tmem17 zu untersuchen, wurde total-RNA aus verschiedenen
adulten (5 Monate alten) und embryonalen (E13,5) CD1-Mausgeweben isoliert. Die total-
RNA wurde mit Standardmethoden in  cDNA umgeschriecben und mit
introniberspannenden Primern  (Primerpaar: Y2H-N-Tmem17_a/Y2H-N-Tmem17_Db)
semiquantitativ getestet. Hierbei zeigte sich das Vorhandensein des Tmem17-Transkripts
in allen getesteten Geweben (Abb. 3.3A). Die intensivsten Signale zeigen sich im
Ruckenmark, dem Testis, sowie den embryonalen Geweben Kopf und Rumpf. Durch ein
Northern-Blot-Experiment liel3 sich eine einzelne Bande von etwa 1,5kb nachweisen, was
gut zu der assemblierten cDNA-Sequenz von Tmem17 entspricht (Abb. 3.3B). Schaut man
sich die Herkunft der fir die Assemblierung des Gens verwendeten ESTs an, so findet
man verschiedenste Gewebe, aus denen diese ESTs generiert worden sind. Zwei ESTs

stammen aus einer fétalen Bibliothek, andere stammen aus dem Herzen, Gehirn, Auge

AL L

Abbildung 3.3: Expressionsmuster von Tmem17. A) RT-PCR-Experimente mit Erststrang-cDNA
generiert aus verschiedenen Mausgeweben. Das Primerpaar fir Tmem17 liefert ein Produkt von 160bp. Das
L7-Primerpaar dient als Ladekontrolle. B) Der Northern-Blot von verschiedenen Wobbler- und
Wildtypgeweben wurde mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde, die spezifisch flir den
proteinkodierenden Bereich fliir Tmem17 war, hybridisiert. Als Ladekontrolle wurde der Blot ein zweites Mal
mit einer B-actin-spezifischen Sonde hybridisiert.
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und Magen. Interessanterweise wurde ein EST gefunden, der wahrend eines EST-
Projektes kloniert worden ist, das differentiell exprimierte Transkripte in PC12-Zellen nach
NGF-Behandlung identifizierte (Lee et al., 1995).

3.1.1.3 Evaluierung von Tmem17 als Kandidat fuir wobbler

Aufgrund der genomischen Lage im wr-kritischen Intervall und der deutlichen Expression
in Testis und Ruckenmark, den pathologischen Geweben der Wobbler-Maus, wurde
Tmem17 hinsichtlich der Detektion von Unterschieden in der genomischen Sequenz und
im Expressionsniveau untersucht.

Es wurden sowohl die proteinkodierenden Bereiche von der cDNA (Primerpaar: Y2H-N-
Tmem17_al/Y2H-C-Tmem17_Db), als auch die untranslatierten Bereiche von genomischer
DNA  (Primerpaare: Seq-Tmem17_5UTR_a/Seq-Tmem17_5UTR b und  Seg-
Tmem17_3’'UTR_a/Seq-Tmem17_3’'UTR_b) von C57BI6 (wr/wr) und C57BI6 (+/+) Tieren
amplifiziert und sequenziert. Hierbei wurden keinerlei Unterschiede festgestellt (Daten
nicht gezeigt).

Quantitative-RT-PCRs mit dem Roche-Lightcycler-System (Primerpaare: LC1-Tmem17_a/
LC1-Tmem17_b und LC2-Tmem17_a/LC2-Tmem17_b) zeigten keinerlei Unterschiede in
der Expressionshohe im Testis und Ruckenmark zwischen Wildtyp- und Wobbler-Tieren
(Daten nicht gezeigt). Beim Hybridisieren eines Northern-Blots mit der proteinkodierenden
Sequenz als Sonde (insert ausgeschnitten und aufgereinigt aus Tmem17-
Expressionsvektor, siehe unten), zeigten sich weder in der Intensitat noch in der
TranskriptgrofRe Unterschiede zwischen Wobbler- und Wildtyp-Mausen (Abb. 3.3B).

3.1.1.4 Subzellulare Lokalisation von Tmem17

Untersucht man die Aminosauresequenz von Tmem17 auf bekannte Domanen bzw.
Motive (InterProScan, http://www.ebi.ac.uk/InterProScan), so lassen sich bis auf vier
Transmembranregionen, die mit sehr guten Signifikanzwerten prognostiziert werden (Abb.
3.4A), keine identifizieren. Dieses lasst sich auch fur Tmem17 aus anderen Organismen
zeigen (Daten nicht gezeigt).

Zur Herstellung von rekombinantem Tmem17 ist dieses zusammen mit einer kurzen C-
terminalen Aminoauresequenz (Sequenzfragment aus Birkenpollen-Profilin), gegen die ein
monoklonaler Antikdrper vorlag, mittels PCR amplifiziert (Primerpaare: Exp-

Tmem17_a/Exp-Tmem17_bipro_b) und in einen Expressionsvektor (pTarget, Promega)
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kloniert worden. CHO-Zellen sind mit diesem Bipro-Tmem17-Plasmid transfiziert worden
und total-Proteinextrakte Uber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt worden. Hierbei
lieBen sich in einem Western-Blot-Experiment mit dem Anti-Bipro-Erstantikérper (1:25
Verdinnung in 0,5% BSA/PBS) und Anti-Maus-Zweitantikdrper (1:4000 Verdinnung in
0,5% BSA/PBS) vier Banden nachweisen (Abb. 3.4B). Das theoretische Molekulargewicht
von Maus Tmem17 von 22,6kDa wird durch die 10 Aminosauren der Bipro-Tag-Sequenz
auf 23,8kDa erhdht. Es zeigte sich eine deutliche Doppelbande bei etwa 24-25kDa und
eine weitere schwachere bei etwa 27kDa. Die beiden zusatzlichen Banden konnten durch
posttranslationale Modifikationen verursacht werden. Die schwache Bande bei etwa
17kDa konnte von einer beginnenden Degradation des in der Zelle hochexprimierten
Proteins herrihren (Abb. 3.4B).
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Abbildung 3.4: Intrazelluldre Lokalisation von Tmem17. A) Topologievorhersage fir Maus-Tmem17.
Vorhersage mit TM-Pred (Hofmann und Stoffel, 1993). Die Transmembranregionen sind durch rote
Kastchen in der Schemadarstellung markiert. B) Western-Blot von total-Zelllysaten aus CHO-Zellen wurden
mit Tmem17-Expressionsvektor und Leervektor als Kontrolle transfiziert. C) Western-Blot der Fraktionierung
von Lysaten aus COS7-Zellen, transfiziert mit Tmem17-Expressionsvektor und Leervektor als Kontrolle. Zur
Uberprifung der Qualitat der Fraktionierung wurde der Western-Blot mit Anti-Calnexin-Antikérper (ER-
Marker) und Anti-Actin-Antikorper (cytosolischer Marker) inkubiert. D) Immunfluoreszenzaufnahme von
CHO-Zellen, transfiziert mit Tmem17-Expressionsvektor. Mit Anti-Bipro-Erstantikérper und anti-Maus-Cy3-
Zweitantikdrper inkubiert. Aufnahme von Dr. Ralf Palmisano, Universitat Bielefeld.
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Um die Computervorhersage der Transmembranregionen zu Uberprifen wurde eine
Fraktionierung von Tmem17 exprimierenden Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurden COS7-
Zellen mit dem Bipro-Tmem17-Konstrukt transfiziert. Nach 48 Stunden Inkubationsdauer
wurden die Zellen geerntet und die Fraktionierung, wie in Wang und Brautigan (2002)
beschrieben, durchgefuhrt. Als Kontrolle diente der Leervektor. Tmem17 liel3 sich hierbei
im Western-Blot-Experiment nicht in der I6slichen S100 Fraktion nachweisen, wohl aber in
der P100 Membranfraktion (Abb. 3.4C). Als Kontrollen fur die Qualitat der Fraktionierung
wurde mit Anti-Calnexin-Antikdrper (ER-Marker, 1:2000 Verdinnung in 5% Milch/PBS)
und Anti-Actin-Antikorper (cytosolischer Marker, 1:2000 Verdunnung in 5% Milch/PBS)
gearbeitet. Durch diesen Versuch wurde nachgewiesen, dass Tmem17 membranassoziert
ist.

Um festzustellen, ob Tmem17 in der Plasmamembran lokalisiert ist, wurden CHO-Zellen
auf Deckglaschen ausgesat, und mit dem Bipro-Tmem17-Konstrukt transfiziert. Nach
Fixieren mit Paraformaldehyd und Inkubation mit Anti-Bipro-Antikorper (Serum
unverdinnt) und Cy3-Anti-Maus-Zweitantikdrper (1:500 Verdinnung in 0,5% BSA/PBS),
zeigten sich im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica) keinerlei Signale an der
Plasmamembran. Ein starkes Signal konnte dagegen intrazellular erhalten werden (Abb.
3.4D).

3.1.1.5 Interaktionspartner von Tmem17

Um nach Interaktionspartnern von Tmem17 zu suchen, ist ein Yeast Two-Hybrid
Screening durchgefihrt worden. Hierzu ist die proteinkodierende cDNA-Sequenz von
Tmem17 mit chimaren Primern, die am 5-Ende Erkennungssequenzen fur
Restriktionsendonukleasen besalden (Primerpaar: Y2H-N-Tmem17_a/Y2H-C-Tmem17_Db),
mittels PCR amplifiziert worden und in den Vektor pGBT9 (BD Bioscience Clontech)
kloniert worden. Das korrekte Vektorkonstrukt ist durch Sequenzieren verifiziert worden
(Primer: Gal4-BD_a und Gal4-BD_b). Von diesem Vektor konnte somit ein Fusionsprotein
exprimiert werden, das aus der Gal4-Bindedomane und Tmem17 bestand. Der
Hefestamm AH109 ist mit diesem Plasmid transformiert worden und mit dem
pratransformierten Stamm Y187, der eine adulte Maushirn Matchmaker cDNA Bibliothek
trug (BD Bioscience Clontech), basierend auf dem pACT2-Plasmid mit Gal4-
Aktivierungsdomane, fusioniert worden. Weder auf SD-Leu/-Trp/-His-, noch auf SD-Leu/-

Trp/-His/-Ade-Selektionsplatten sind diploide Kolonien gewachsen (Daten nicht gezeigt).
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Dieses negative Ergebnis konnte an den hydrophoben Transmembranregionen in
Tmem17 liegen, da diese den Import in den Kern verhindern und somit die Aktivierung der
Reportergene unterbinden kdnnten.

Fur den nachsten Ansatz sind daher nur Fragmente von Tmem17 ohne die
Transmembrandomanen fur den Yeast Two-Hybrid Screen eingesetzt worden. Sowohl das
N-terminale Fragment (Aminosduren 1 bis 40, Primerpaar Y2H-N-Tmem17_a/Y2H-N-
Tmem17_b), als auch das C-terminale Fragment (Aminosauren 160 bis 198, Primerpaar:
Y2H-C-Tmem17_a/Y2H-C-Tmem17_b) sind mittels PCR amplifiziert, in den pGBT9-Vektor
kloniert und in zwei separaten Screening-Ansatzen analysiert worden (Abb. 3.5A). Fur das
N-terminale Fragment sind 47 Kolonien erhalten worden, fur das C-terminale Fragment
insgesamt 210. Nach a-Gal und B-Gal Filter Lift Assays (Hefe Protokoll Handbuch, BD
Bioscience Clontech) sind 14 C-terminale und 18 N-terminale positive Interaktionen
festgestellt worden (Daten nicht gezeigt). Plasmide sind aus den diploiden Kolonien
isoliert, der E. coli Stamm JQ101 (auxotroph fur Leucin) mit den Plasmidextrakten
transformiert und auf Selektionsplatten ausgebracht worden. Restriktionsspaltungen und
Kolonie-PCRs (Primerpaar: 5’AD_LD_ins/3’AD_LD ins) identifizierten Bibliotheksplasmid
tragende Kolonien. Aus den Bakterien wurden die Bibliotheksplasmide isoliert und
sequenziert (Primer: Gal4_AD_seq). Sequenzen sind aus insgesamt 14 Kolonien erhalten
worden (Abb. 3.5B).

Es handelte sich dabei um vier unabhangig festgestellte Interaktionen mit Ppm1e, vier
Interaktionen mit Cops5, drei Interaktionen mit Ranbp9 und je eine festgestellte Interaktion
mit Fem1b, Abcd4 und einem Fragment einer unbekannten viralen Transkriptase, die
wahrscheinlich durch ein exprimiertes LINE (engl. long interspersed nuclear elements) in
die Bibliothek gelangt ist (Sequenzen reprasentativer Klone im Anhang).

Um die Interaktionen naher zu untersuchen, wurden im Hefestamm AH109
Kotransformationen der Interaktionspartner zusammen mit pGBT9-Konstrukten mit
entweder dem N-terminalen Fragment, dem C-terminalen Fragment, der gesamten
Tmem17-Sequenz oder dem Leervektor pGBT9 durchgeflihrt. Alle Kotransformanden, die
mit dem pGBT9-Tmem17-Gesamtsequenz-Konstrukt erhalten worden sind, zeigten kein
Wachstum auf SD-Leu/-Trp/-His/-Ade-Selektionsplatten (Daten nicht gezeigt),
wahrscheinlich aufgrund der hydrophoben Bereiche des Proteins (siehe oben). Im Falle
von Ppm1e zeigte sich eine Interaktion nur fir das C-terminalen Fragment, genauso fur
Fem1b (Abb. 3.5C). Hier erschien die Interaktion im direkten Vergleich deutlich

schwacher. Ranbp9 zeigte Interaktionen sowohl fur den N-Terminus und den C-Terminus,
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3 Ergebnisse

als auch deutlich schwacher fur den Leervektor pGBT9. Fur Cops5 und Abcd4 zeigten
sich starke Signale fur das N-terminale Fragment.

Zusatzlich wurde mit Hefezellen von der DDO-Kontrollplatte (SD-Leu/-Trp) ein B-gal Filter
lift assay (Hefe Protokoll Handbuch, BD Biosciences Clontech) durchgeflihrt. Hierbei

A N- I -C

1 48 160 198
Accession Gen Beschreibung/Synonyme Interaktion mit Interaktion mit
Nummer N-terminus C-terminus
AK122434 Ppmie Protein phosphatase 1E; NG C2, C66, C33
partner of PIX 1, POPX1
AF064448 Femih fern-1 homolog b; FEM-1- C64
like death receptor binding
protein; FEM-1 (C. efegans)
homolog
NM_019930 Ranbp9 IBAP-1, RanBPM (p75ntr- N13 C41, C49
binding)
AF065386 Copsd Kic2, Jab1, Mov34, Cop9 N15, N18, N19,
N34
NM_008992 Abcd4 Pxnp11, PT0R N38
AACB4415 Virale reverse transkriptase N14
C DDO QDO B-gal
N-t Ct GBT9 N+ Ct GBT9 N-t Ct GBTS
Ppmie
Fem1b
Ranbp9
Cops5
T
Abcd4
e - B

Abbildung 3.5: Interaktionsscreening fiir Tmem17. A) Schema der Domanenstruktur von Tmem17. DNA-
Sequenzen fir die N-terminalen (1-40), blau markiert, und C-terminalen Aminosduren (160-198), rot
markiert, sind in den pGBT9-Vektor kloniert worden und zwei separate Yeast Two-Hybrid Screens
durchgefiihrt worden. B) Klonliste der Interaktionspartner. Insgesamt konnten Sequenzen von sechs
verschiedenen Interaktionspartnern erhalten werden. C) Interaktionsassay. Kotransformanden wurden auf
Selektionsplatten ausgebracht und (-gal Filter lift assays durchgefiihrt. (DDO = SD-Leu/-Trp, QDO = SD-
Leu/-Trp/-His/-Ade).
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zeigte sich ein deutliches Signal in der Negativkontrolle fir Ranbp9 und Cops5, so dass es
sich bei den festgestellten Interaktionen um falsch positive Signale handeln kénnte (Abb.

3.5C). Ppm1e und Abcd4 sind somit gute Kandidaten flr eine starke Interaktion mit
Tmem17 in vivo.
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3 Ergebnisse

3.1.2 NM_172792

Durch die Suche nach weiteren kodierenden Sequenzen in der wr-kritischen Region,
wurde in der intergenischen Region zwischen Ugp2 und Mdh1 ein weiteres neues Gen
identifiziert (Abb. 3.6A). Spater wurde dieses Gen falschlicherweise als Ein-Exon-Gen in
der Ensembl-Datenbank annotiert und erhielt den Namen NM_172792. Diese

Bezeichnung wurde im Folgenden beibehalten.

3.1.2.1 Genstruktur

Es lieBen sich Uber BLAST-Sequenzvergleiche zwei cDNA-Klone finden, die einen
signifikanten Treffer in der Maussequenz erzielten. Es handelte sich dabei um den Klon
AKO030001 (3062bp), der zu 100% identisch zur genomischen Sequenz war, und den Klon
AKO030017 (3064bp), der zu 91% sequenzidentisch zur wr-kritischen Region war. Diese
beiden Sequenzen erzielten keine Treffer in der humanen Sequenz (Abb. 3.6A). Der Klon
AKO030017 erzielte mittels BLAST bessere Treffer (99-100%) auf Mauschromosom 17.
Sequenzvergleiche beider Klone untereinander zeigten bis auf kleinere Insertionen und
Deletionen eine sehr groRe Ubereinstimmung. Um mehr Informationen Uber diese cDNAs
zu bekommen, wurden Sequenzsuchen in oOffentlichen Datenbanken durchgefuhrt.
Hierdurch lie® sich noch eine hypothetische Sequenz aus der Ratte mit hoher Homologie
identifizieren (XM_236813). BLAST-Analysen dieser Sequenz auf genomischer Ebene
(www.ensembl.org) zeigten, dass die Sequenz auf dem Rattenchromosom 9 lokalisiert ist.
Das Rattenchromosom lag allerdings noch nicht als fertige Sequenz, sondern als ,draft"
Sequenz vor, in der noch Licken in der genomischen Sequenz existierten. Es wurden die
relevanten genomischen Regionen des Mauschromosoms 17 (ebenfalls ,draft®) und
Rattenchromosoms 9 heruntergeladen und mit der wr-kritischen Region auf
Mauschromosom 11 mittels vista verglichen (Abb. 3.6B). Hierbei zeigte sich die
Genstruktur des neuen Gens. Es handelt sich um neun Exons, wobei die Splei3stellen,
analysiert mit S1M4 (Florea et al., 1998), der GT/AG Regel folgen (Daten nicht gezeigt).

Interessant ist hierbei die Anordnung und Abfolge der Repeats, die in der Visualisierung
der Sequenzvergleiche als kleine farbige Kastchen dargestellt sind (Abb. 3.6B). Direkt
stromaufwarts des ersten Exons und stromabwarts des letzten Exons befinden sich lange

ausgedehnte Bereiche von LINE (engl. long interspersed nuclear elements) Repeats (rote
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Pfeile Abb. 3.6B). Desweiteren lassen sich noch viele LTRs (engl. long terminal repeats)
vor und hinter dem Gen identifizieren (rosa Balken).
Das Ubersetzen der Nukleotidsequenz in eine Aminosduresequenz (blaue Balken, Abb.

3.6C) ergab 226 Aminosauren fur die Chromosom11- und 405 Aminosauren fiur die

A &

S 3 3 A 3 S &
Mensch Q$\> & OGQ'L v&db VOCP O'd. 62@ 4\\“6‘\ %‘be ‘Q}@ &
1
[ o 4 | o Tep—— | | | |
64,4 64,2 64,0 63,8 63,6 63,4 63,2 63,0 62,8 62,6 62,4 62,2 62,0
VU e E T R B O G
AV & & )
maus & P @ o O <« &

Maus Chr11/Maus Chr17

Maus Chr11/Ratte Chr9

Maus Chr17/Ratte Chr9

‘] AK030001 (auf Maus Chr11)

.....
,,,,,,,

I AK030017 (auf Maus Chr17)

2i 1

[ ] XM_236813 und CV115663 (auf Ratten Chr9)
512 AS
CV115663 — —
XM_236813 ——

Abbildung 3.6: Identifizierung und Lokalisation von NM_172792. A) Lokalisation der anonymen cDNA
AKO030001 (rot markiert) im wr-kritischen Bereich der Maus. Das Gen fehlt in der humanen Sequenz. B)
Genstruktur von NM_172792 und Sequenzvergleiche der genomischen Sequenzen. Genomische
Sequenzen wurden mittels Vista verglichen. Identifizierte Repeats sind Uber den Alignments angegeben.
Konservierte nichtkodierende Bereiche sind durch rosa, Exons durch blaue Schattierungen markiert.
Positionen von zwei ausgedehnten LINE-Bereichen sind durch rote Pfeile markiert. C) Vergleich der
Genstrukturen. Die cDNA wurden mittels S1M4 mit der genomischen Sequenz aligniert. Die
proteinkodierenden Bereiche sind durch blaue Balken markiert.
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3 Ergebnisse

Chromosom17-Variante. Es zeigte sich, dass die Chromosom11-Variante, im Vergleich
zur Chromosom17-Variante, durch eine Punktmutation ein frihzeitiges Stopp-Codon
enthalt, welches zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation und somit zu einem C-
terminal trunkierten Protein flhrt. Im Falle der Rattensequenz lieRen sich die
hypothetische Sequenz XM_236813 durch einen gespleilten EST CV115663 verlangern
und lieferte eine Aminosauresequenz von 512 Aminosauren (Abb. 3.6C).

Vergleicht man die flankierenden Gene fir das Mauschromosom 17 und
Rattenchromosom 9 so fallt auf, dass es sich in beiden Fallen um die jeweils orthologen
Gene handelt. So findet man stromaufwarts eine noch uncharakterisierte Sulfotransferase
(Sult1c2) und stromabwarts das Shugoshin-1-like Gen (Daten nicht gezeigt), ein
Kinetochorprotein mit Funktionen in der Mitose (Salic et al., 2004) und der Meiose
(Kitajima et al., 2004). Weiterhin handelt es sich bei den Mauschromosom17- und
Rattenchromosom 9-Regionen um gréfRere syntane Bereiche (Daten nicht gezeigt). Wenn
man die cDNA-Sequenzen mit der jeweiligen genomischen Sequenz vergleicht, findet man
deutliche Ubereinstimmungen in der Genstruktur zwischen der Mauschromosom11- und
17-Variante (Abb. 3.6C). Zur Ratten-Variante kann man aufgrund geringer
Sequenzabdeckungen in den 5- und 3'UTR Bereichen nicht viel Uber die weitere
Genstruktur aussagen.

Ubersetzt und aligniert man die Aminoséauresequenzen der drei Varianten, so findet man
deutliche Ubereinstimmungen (Abb. 3.7). Eine Uberpriifung der Sequenzen auf Kinase-
Domanen mittels KinG (Krupa et al., 2004) lieferte hohe Homologien zur Familie der
Serin/Threonin-Kinasen (SMART: e-value = 2,5e-80). Der Bereich der Homologie zur
katalytischen Domane ist in der Abbildung 3.7 rot dargestellt. Hierbei fallt auf, dass bei den
Maus-Varianten N-terminal Sequenzen im Vergleich zur Ratten-Variante fehlen. Auch
lasst sich fur die Ratten-Variante ein glyzinreicher Loop (blau, Abb. 3.7) identifizieren.
glyzinreiche Loops binden ATP und sind somit eine wichtige Komponente fur eine
katalytisch aktive Kinase (Krupa et al., 2004). Die beiden Maus-Varianten besitzen diesen
Loop nicht. Die fur eine katalytisch aktive Kinase charakteristische Aminosaure ist ein
Aspartatrest, welches meist mit einem Arginin zusammen als RD-Motiv vorkommt. Uber
diese Motive wird die katalytische Aktivitat der RD-Kinasen reguliert (Johnson et al., 1996).
Die beiden Maus-Varianten besitzen dieses Motiv, im Gegensatz zur Ratten-Variante,
nicht (Abb. 3.7). In der Sequenz, die sich an die Kinase-Domane anschliel3t, lieen sich

keine bekannten Domanen identifizieren (Daten nicht gezeigt).
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Maus_AK030001
Maus_AK030017

Ratte_XM_236813+ MAGRTEVNILEKDFRILLSLGSGSYGEVKLACHLPTGTEVAVKVLDKNIN 50
Maus_AKDBDDDl ————————————————————————— MIDTLTTTYVIMENVAGEDLEKYLR 25
Maus_AKDBDDl? ————————————————————————— MIDTLTTTYVIMEYVPGEDLEKYLR 25
Ratte_XM_236813+ SVADITLEVELLQSLEHENIVRFFHMIDTLTASFIIMEYVAGEDLESCLE 100
1(1(1(1(1(1(: o :1(1(1( 1(_1(1(1(1(1(_ i
Maus_AKDBDDDl RLGCLKEEEARPVEQOVVSAVHF LHQRHIAHENIKLES ILVDARGNAKLC 75
Maus_AKDBDDl? RLGCLEKEEEARPVEQOVVSAVYFLOOQRHIAHRNIKLENILVDARRNAKLS 75
Ratte_XM_236813+ SLGCMKEEERRPIFQOVVSAVHFLHORRIERHRDIKLENILVDARGNAKLC 150
:1(1(1(:ttttttt:tttttttt:tt:tt:tttt:tttt_tttttt 1(1(1(1(_
Maus_AKDBDDDl DEGMATKTTEGOMLEETCGSLLYRAPEILARKPYDGLAVIMWSLGIVLYY 125
Maus_AKDBDDl? DEGMATKTTEGOMLEETCDSLLYRAPEILARKPYDGLAVIMWSLGIVLYY 125
Ratte_XM_236813+ DEGMATKITEGOMLEEICGSLLYWAPEILARKPYDGLAGIMWSLGIVLYY 200
EEEAAEE AEEEAAAES 1(_1(1(1(1( FEEAAEEAAAEAAL AAAEEAALEESL
Maus_AKDBDDDl LVTGHF PYVEATIEDMHRY ITTTVCPIPYHLSFPCHIIIAWLLGYVEPTWHR 175
Maus_AKDBDDl? LVTGHF PYVEATIEDMHRIITTTMCPIPYHLSFPCHIIIARLLGYVEPTWER 175
Ratte_XM_236813+ LVTGHF PYLEATTEDMHRLITTTMCPIPYHLSKPCHIIIARLLMVETWYR 250
1(1(1(1(1(1(1(1(:1(1(1( ttttt:tttt:tttttttt TEEEAAEE A 1(1(1(1(_1(
Maus_AKDBDDDl MTIHOLVERPWLGHIQDHGLVATKEILPRIVNTMCTIGYTCEEIVSSLTN 225
Maus_AKDBDDl? MTIHOLVERPWLGHIQDHGLVATKEILPRIINTMCTIGYTCEEIVSSLTN 225
Ratte_XM_236813+ LTIYQLVERPWLGPIQEHRLIATKGILPRIVNTMCTIGYTCEEIVSSLTH 200
:1(1(:1(1(1(1(1(1(1(1(1( 1(1(:1( 1(:1(1(1( 1(1(1(1(1(:tttttttttttttttttt:
Maus_AK030001 R m e e e 226
Maus_AKDBDDl? RRLEDEVMATFNILKYQLSYGDSHOOVEK PWANNSLSGVLIPFPHLERRR 275
Ratte_XM_236813+ ROVKGEVMATFNILKYQLNCGDSHOOWVEK PWANS S PAGRLSLLPALKRRER 350
#*
Maus_AK030001 @ -
Maus_AK030017 SESTFSTCIEARKSHFQDENIERRSKSCINS PILTQN-CPERMPNSDDEV 324
Ratte_XM_236813+ SEPVPSTRIEAGKSHFQEDGVEERGESCRREYPMLTKYSSVDLMPCSDDEY 400
Maus_AK030001 @ -
Maus_AKDBDDl? PESDALTADVTNSATGDIVVNIDSTDCMPGEPVSPVSIDY —--—-—-——-—— 363
Ratte_XM_236813+ PEGYSLAVNITNTATED IAVNENSMDSLRGEHF S PLSAQDGTATGEVNMG 450
Maus_AK030001 @ -
Maus_AKDBDDl? —————————————————— VGPTASKSRESLTWVWRRISRALK--ALCCCCCC 393
Ratte_XM_236813+ FFEEEPSPELDISRDQPOVGPIASASREPLRGWKLMKKRIFRFLEACCCCC 500

Maus_AK030001
Maus_AK030017
Ratte XM 236813+

CLPSPRGETEMD 405
CLPSPCGETEMN 512

Abbildung 3.7: Alignment der Mauschromosom 11- und 17-, sowie der Ratten-Variante von
NM_172792. Bereich der Homologie zur katalytischen Kinase-Domane ist rot dargestellt. Der ATP-bindende
glyzinreiche Loop ist blau, das RD-Motiv ist griin markiert. Die hypothetische Rattensequenz XM 236813
konnte durch einen gespleildten EST (CV115663) um neun Aminosauren verlangert werden, hier braun
dargestellt.

Aus diesen Daten lasst sich eine Hypothese zur Evolution der Chromosom11-Variante
erstellen. So durfte der gemeinsame Vorfahre von Ratte und Maus ein aktives Kinasegen
Durch

Punktmutationen in der Mauslinie wurde die noch aktive Kinase N-terminal trunkiert und

zwischen Shugoshin1-like und der Sulfotransferase besessen haben.
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das RD-Motiv ging verloren. Durch die flankierenden LINE-ahnlichen Elemente kdnnte die
Mauschromosom 17-Variante mobil geworden sein und in den wr-kritischen Bereich
integriert sein. In einer genomweiten Untersuchung von Kinasen wurden ahnliche LINEs
flankierend von MARKSs (engl. microtubule affinity regulating kinases) gefunden, einer
Familie von schnell evolvierenden Kinasen, deren Mitglieder sich in der Mauslinie sehr
weit verbreitet haben (Caenepeel et al., 2004). In der Maus haben sich noch weitere
kleinere Insertionen, Deletionen und Punktmutation angehauft, inklusive des vorzeitigen
Stopp-Codons in der Chromosom11-Variante, die zur heutigen Struktur des Gens

beitragen.

3.1.2.2 Evaluierung von NM_172792 als Kandidat fur wobbler

Ein Teil der cDNA von NM_172792 wurde von (wr/wr)-Testis-Erststrang-cDNA amplifiziert
(Primerpaar: RT_Kinase 1 8 a/RT _Kinase_1 8 b, Abb. 3.8A, rot markiert). Der
Rickprimer (RT_Kinase 1 _8b) ist so gewahlt worden, dass dieser in einer kleinen
Insertionsregion im Vergleich zur Chromosom17-Variante bindet (Position 2035-2056 in
AK030001) und somit nur die Chromosom11-Variante spezifisch amplifiziert wurde. Das
erwartete PCR-Produkt von 1,8kb konnte weder von Ruckenmark noch von Hirnstamm
Erststrang-cDNA amplifiziert werden. Das Testis-Produkt, generiert von (wr/wr) und (+/+)
Tieren, ist in den pCR4-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert und je ein Klon mittels
Primerwalking (Primer: M13uni, M13rev, KinsegA, KinseqC, KinseqE und KinseqF)
komplett sequenziert worden. Bei festgestellten Abweichungen in der Sequenz wurde ein
zweiter unabhangiger (wr/wr) und (+/+) Klon sequenziert und die Sequenz mit CAP3
(Huang und Madan, 1999) assembliert (Assemblierung im Anhang 6.2.1). Hierbei lie3en
sich keinerlei Mutationen in dem 226 Aminosauren grof3en offenen Leseraster feststellen.
Im 3'UTR der Wildtyp-Kontrolle konnten zwei Transversionen Adenin—Guanin an den
Positionen 1414 und 1691 (Referenz cDNA AK030001) festgestellt werden (Positionen
markiert mit einem Sternchen in Abb. 3.8A und Anhang 6.2.1, grauer Kasten). Da weder in
der genomischen Sequenz, noch in der cDNA AKO030001 ein Guanin an den
entsprechenden Positionen gefunden werden konnte, sind die festgestellten
Transversionen offensichtlich spezifisch fur den in unserer Arbeitsgruppe verwendeten
C57/BL6-Substamm und daher fur die weitere Betrachtung irrelevant.

Weiterhin wurden die mit der ersten Amplifikation nicht abgedeckten Exons amplifiziert

und sequenziert. Es wurden Primer generiert, die flankierend zu den Exons lagen und so
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mittels PCR von (wr/wr) und (+/+) genomischer DNA PCR-Produkte amplifiziert. Nach
Aufreinigung der PCR-Produkte wurden diese mit den gleichen Primern sequenziert. So
konnten fur Exon 1 (Primerpaar: kinase_ex1_a/kinase _ex1_b), Exon 2 (Primerpaar:
kinase_ex2_a/kinase_ex2 b), Exon 4 (Primerpaar: kinase ex4 alkinase ex4 b) und
Exon 9 (Primerpaar: kinase_ex9 a/kinase_ex9 b) spezifische Sequenzen generiert
werden, die keinerlei Mutationen aufwiesen (Sequenzen im Anhang 6.2.2). Diese Strategie
konnte nicht fur die verbleibenden Exons 5, 6, 7 und 8 angewandt werden. Hier ist es nicht
gelungen, trotz mehrmaliger Sequenzierversuche und Klonierungen der PCR-Produkte,
auswertbare Sequenzen zu erhalten. Dieses lasst sich zum Teil auf die stark repetitiven
genomischen Abschnitte in diesem Teil des Genoms zuruckfuhren. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass zwischen (wr/wr)- und (+/+)-Tieren in den untersuchten Exons
(grine Balken, Abb. 3.8A), bis auf zwei unbedeutende Transversionen in Kontrolltieren,
keine Mutationen festgestellt werden konnten.

Um zu Uberprufen, ob das Expressionsniveau oder die Transkriptgro3e von NM_172792 in
(wrlwr) Tieren verandert ist, wurde ein Northern-Blot-Experiment mit Testis und
Ruckenmark total-RNA von (wr/wr)- und (+/+)-Tieren durchgefuhrt. Die verwendete Sonde
wurde mittels PCR amplifiziert (Primerpaar: North_Kin1_a/ North_Kin1_b, Position 1103-
1510 in AKO30001, Abb. 3.8A oranger Balken) und radioaktiv markiert. Hierbei lieRen sich
nur im Testis Signale erhalten (Abb. 3.8B). Es zeigte sich eine intensive Bande bei etwa
3kb, die gut mit der Grolke der beiden cDNA-Klone (AK030001 und AK030017) korreliert.
Weiterhin konnte eine deutlich schwachere Bande von etwa 4,5kb detektiert werden.
BLAST-Sequenzsuchen mit der Sondensequenz lieferte keinerlei Hinweise auf ein
mogliches alternatives Transkript, welches mit dieser Sonde kreuzhybridisieren kénnte.

Da mit dieser Sonde aufgrund von Sequenzhomologien im Northern-Blot-Experiment nicht
zwischen der Mauschromosom 11- und 17-Variante diskriminiert werden konnte, wurde
ein NM_172792 spezifisches Primerpaar fur ein RT-PCR-Experiment generiert. Hierbei
befand sich einer der beiden Primer in einer Insertionsregion im Vergleich zur Chromosom
17-Variante (Primerpaar: LC_Kinase11_a/LC_Kinase11_b, Abb. 3.8A braune Pfeile). Es
zeigte sich ein schwaches aber deutliches Signal in der RT-PCR fur die Testis-Gewebe
von (wr/wr)- und (+/+)-Tieren (Abb.3.8C).

Um die Transkriptmengen relativ zueinander zu quantifizieren, wurde ein qRT-PCR-
Experiment mit dem gleichen Primerpaar durchgefuhrt. Hierbei wurden Testis-Erststrang-

cDNAs verwendet, die aus einem Pool von je drei (wr/wr)- und drei (+/+)-Tieren generiert
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worden sind. In diesem Versuch zeigte sich nach Normalisierung mit B-actin eine um 1,94
10,17 (n=3) erhohte Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.8D).

B LC_Kinase_11_a

4 RT_Kinase_1 8 _a

RT_Kinase_1 8 b

-
LC_Kinase_11_b

(+/+) (wriwr)
& &
& &
£ £
& & & & NM_172792
—6,0kb
@ iat . L7
— 4.0kb
— 3,0kb 25 (+/4)  (wriwn)
2 0kb E.z ‘
7=
L 1.5kb 13
ChA
L 1,0kb ="

NM_172792

Abbildung 3.8: Vergleichende Sequenzierung und Detektion von erhohtem Expressionsniveau fir
NM_172792. A) Genstruktur von NM_172792. Griin unterlegte Bereiche sind vergleichend sequenziert
worden. Sternchen markieren die beiden, in den Kontrolltieren gefundenen, Transversion A—G (Position
1414 und 1691 in AK030001). Der orange Balken bezeichnet die Position der fiir die Northern-Blots
eingesetzten Sonde (Position 1103-1510 in AK030001). Bindestellen fir die RT_Kinase-Primer sind rot,
LC_Kinase-Primer braun dargestellt. B) Northern-Blot-Experiment. 20ug total-RNA wurden Uber ein 1%
Agarose/Formaldehyd-Gel aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen. Das DNA-Fragment wurde Uber
PCR generiert und mit **P markiert. Die Detektion erfolgte iber Rontgenfilm. C) RT-PCR Experiment mit
NM_172792 spezifischen Primern (LC_Kinase 11_a/LC_Kinase _11_b). Der L7-Ansatz diente als
Ladekontrolle. D) gRT-PCR-Experiment mit Testis-Erststrang-cDNA von (wr/wr)- und (+/+)-Tieren (gleiches
Primerpaar wie in C) verwendet). Mit B-actin normalisierter Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen
(1,94 +£0,17).
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3.1.2.3 Gene-Targeting von NM_172792

Die hier vorliegenden Ergebnisse der Sequenzierungen und Expressionstudien konnen
NM_172792 nicht als Wobbler-Kandidat ausschlieBen. Die fehlende Detektion der
Expression im Ruckenmark, dem pathologischen Gewebe des neuronalen Phanotyps,
konnte ein Problem der in diesem Gewebe zu geringen Transkriptabundanz sein, oder der
pleiotrope Wobbler-Phanotyp konnte durch zwei unterschiedliche Gene verursacht

werden, wobei NM_ 172792 fur den Testis-Phanotyp verantwortlich sein konnte.

3.1.2.3.1 Vektorkonstruktion

Um aufzuklaren, ob NM_172792 an der Wobbler-Pathogenese beteiligt ist, wurde ein
Vektor fur ein Gene-Targeting-Experiment konstruiert, mit dem Ziel, NM_172792-
defiziente Mause zu erzeugen. Mit der hier gewahlten Strategie soll gleichzeitig eine LacZ-
Reporterkassette das offene Leseraster ersetzen, um einen Monitor fur die Expression von
NM_172792 in Geweben von (+/NM_172792%) oder (NM_172792-3% INM_172792%)
Mausen zu haben. Es wurde ein kombinierter Ansatz aus drei loxP-Elementen, einer
Resistenzkassette und dem LacZ-Reportergen gewahlt. Die loxP-Elemente konnen von
der lokusspezifischen Cre-Rekombinase erkannt werden. Die 34bp langen loxP-Elemente
bestehen aus zwei 13bp langen inverted repeats, die durch eine 8bp lange spacer
Sequenz voneinander getrennt werden. Der spacer gibt die Orientierung des loxP-
Elementes an. Sind nun zwei loxP-Elemente gleicher Orientierung chromosomal
lokalisiert, so katalysiert Cre den Rekombinationsprozess zwischen den beiden Elementen
und das Ergebnis ist die Deletion der zwischen den beiden loxP-Elementen liegenden
Sequenz. Durch die Kombination von drei Elementen in der Reihenfolge loxP-LacZ-loxP-
neo-loxP konnen so drei verschiedene Allele erzeugt werden: loxP-LacZ-loxP, loxP und
loxP-neo-loxP. Hierbei kann man entweder in ES-Zellen transient die Cre-Rekombinase
exprimieren lassen und detektiert den gewulnschten Allelstatus, oder man kreuzt die aus
den ES-Zellen resultierende Maus mit einer Cre-exprimierenden Maus und Uberprift die
Nachkommen auf ihren Allelstatus und verwendet die gewunschte Kombination fur weitere
Experimente.

Da kein geeignetes Vektorriuckgrat fur dieses Experiment zur Verflgung stand, wurde
dieses zuerst hergestellt. Zunachst wurde aus dem pRSV-LacZll-Vektor (Hall et al., 1983)
das LacZ-Gen uber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und BamHI ausgeschnitten und in

den zuvor mit den gleichen Enzymen geodffneten Kloniervektor pBluescript (Stratagene)
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ligiert. Hierbei entstand der als pBS-LacZ bezeichnete Vektor. Aus dem pTV-0 Vektor (C.
Birchmeier, MDC Berlin) wurde uber die Restriktionsschnittstellen BamH| und Notl die
Neomycin-Resistenzkassette, die von zwei loxP-Elementen flankiert war, ausgeschnitten
und in den zuvor mit den gleichen Enzymen gedffneten pBS-LacZ ligiert. Die Neomycin-
Resistenzkassette wurde komplett sequenziert (Primer: Neoseq1, Neoseq2, Neoseq3 und
Neoseqg4) und wies keinerlei Mutationen auf (Daten nicht gezeigt). Um das dritte loxP-
Element einzufigen ist ein Oligonukleotidlinker verwendet worden. Es wurden zwei
komplementare Oligonukleotide konstruiert, die sowohl das loxP-Element, als auch
zusatzliche Schnittstellen, die spatere Klonierungen erleichtern sollten, enthielten
(Linker_P_a/Linker_P_b). Nach Hybridisierung beider Oligonukleotide und Inkubation mit
der Polynukleotidkinase entstanden passende Uberhéange, die die Klonierung in den pBS-
LacZ-neo-Vektor erlaubten. So konnte dieser Uber Apal und Hindlll gedffnet werden und
der Linker in den Vektor ligiert werden. Durch Sequenzieren wurde das korrekte
Ligationsereignis verifiziert (Abb. 3.9A). Die komplette Sequenz des entstandenen pBS-
LacZ-neo-link-Vektors befindet sich im Anhang 6.2.3.

Um den Targeting-Vektor fertig zu stellen, wurden die beiden flankierenden homologen
Arme eingefugt. Hierzu wurde zunachst stromaufwarts und stromabwarts des Exon2 mit
chimaren Primern, die Restriktionsschnittstellen enthielten, zwei genomische Bereiche
mittels PCR amplifiziert und in den pCR4-TOPO Vektor kloniert. Das stromaufwarts
gelegene Fragment besall eine Lange von 3509bp und enthielt flankierend die
Schnittstellen fir Apal und Nhel (Primerpaar: Kin_up_a/Kin_up_b). Das stromabwarts
gelegene Fragment erstreckte sich Uber 3501bp (Primerpaar: Kin_down_a/Kin_down_b)
und enthielt die Schnittstellen fur Notl und Sacll (Abb. 3.9b, oben). Da auch in den zu
Exon2 homologen Bereichen auf Mauschromosom 17 eine hohe
Sequenzibereinstimmung zu den hier amplifizierten Sequenzen zu beobachten war, und
die verwendeten Primer auch Chromosom17 Fragmente amplifizieren konnten, wurden
Chromosom 11 tragende Klone Uber Restriktionsschnittstellen identifiziert.
Sequenzanalysen mit dem Webcutter (http:/rna.lundberg.gu.se/cutter2/index.html)
zeigten Unterschiede in der Abfolge der Restriktionsschnittstellen gegentber der
Chromosom 17-Sequenz, so dass eine ldentifikation Uber das Spaltmuster moglich war
(Daten nicht gezeigt). Die zur Chromosom 11-Region homologen Klone wurden Uber die
mitgebrachten Restriktionsschnittstellen aus dem pCR4-TOPO Vektor ausgeschnitten und
nacheinander in das oben beschriebene Vektorrickgrat kloniert. Somit ergab sich der

fertige Targeting-Vektor wie in Abbildung 3.9B Mitte beschrieben.
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Abbildung 3.9: Vektorkonstruktion und Targeting-Strategie fiir NM_172792 in ES-Zellen. A)
Konstruktion des Vektorriickgrates. Die LacZ-Kassette ist blau, die Neomycin-Resitenzkassette grin
dargestellt. Braune Pfeile markieren Position und Orientierung der loxP-Elemente. Die Richtung der offenen
Leseraster der Kassetten ist durch schwarze Pfeile dargestellt. B) Der Wildtyp-Lokus ist oben, der
Targeting-Vektor in der Mitte und der modifizierte Lokus ist unten dargestellt. Lage und Orientierung der
verwendeten Primer sind durch schwarze Pfeile markiert. Relevante Restriktionsschnittstellen sind
eingezeichnet. Der schwarze Kasten unterhalb der Region gibt die Lage der als Sonde S2 verwendeten
DNA-Sequenz an. C) Entstehende Fragmentgrofien bei Verwendung der Sonde S2 und unterschiedlicher
Restriktionsenzyme fir die Detektion des Allelstatus. D) Reprasentatives Southern-Blot-Experiment mit Ndel
gespaltener genomischer DNA aus ES-Zellen nach Elektroporation des Targeting-Vektors und Selektion auf
G418. Neben der Wildtyp-Bande von 7,5kb sind noch Nebenbanden zu beobachten. Das gewlinschte
Targeting-Ereignis konnte nicht detektiert werden.
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Um spater im Southern-Blot-Experiment das richtige Rekombinationsereignis detektieren
zu kénnen, musste noch eine spezifische Sonde etabliert werden. Mit der DNA-Sonde S2
(schwarzer Kasten, Abb. 3.9B, unten) konnte eine Sequenz identifiziert werden, die im
Southern-Blot-Experiment nach Spaltung mit dem Restriktionsenzym Ndel die Wildtyp-
Bande von 7,5kb (Abb. 3.9C) detektieren konnte. Die beobachteten Nebenbanden (Abb.
3.9d) von etwa 10kb, 9kb 4kb und 3kb konnten durch Sequenz- und
Restriktionsschnittstellenvergleiche repetitiven Sequenzen auf dem Mauschromosom 17
(NCBI Build33, May 2004 Assembly) zugeordnet werden. Fur diesen Versuch liel3 sich
keine spezifischere Sondensequenz oder Schnittstellenkombination finden, so dass bei
Hybridisierungen stets auch die Nebenbanden entstehen. Dennoch kann man davon
ausgehen ein positives Integrationsereignis aufgrund des Bandenmusters detektieren zu

kdbnnen.

3.1.2.3.2 Einbringen des Targeting Vektors in ES-Zellen

Der Targeting-Vektor wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Apal und Sacll gespalten
und je 20ug aufgereinigter Spaltungsansatz mehrfach in 1-2x10” ES-Zellen (TBV 129)
elektroporiert. Nach Selektion mit dem Antibiotikum G418 wurden insgesamt 768 Klone
gepickt. Nach dem Splitten wurde die DNA aus den ES-Zellen extrahiert und mit dem
Restriktionsenzym Ndel gespalten. Die gespaltene DNA wurde uber ein 1% Agarosegel
aufgetrennt und die Fragmente mit dem Kapillarblot-Verfahren auf eine Membran
Ubertragen. Die Southern-Blots wurden mit der radioaktiv markierten S2-Sonde inkubiert
und anschlieBend gewaschen. Nach Exposition auf einem Rdntgenfilm konnten die
markierten Banden sichtbar gemacht werden. Unter den 768 getesteten Klonen konnte
kein Rekombinationsereignis, was einer Bandengrof3e von 12,8kb entspricht, detektiert
werden (Abb. 3.9D).
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3.1.3 Einengung des wr-kritischen Bereichs

Durch das in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrte Rekombinations-Screening konnte der
wr-kritische Bereich zwischen den beiden Markern 7147N22rev und Murr1 lokalisiert
werden (Fuchs 2001). Hierfir wurden heterozygote C57BL6/J (wr/+)-Mause mit Mus
musculus castaneus Wildtyp-Tieren verpaart. Heterozygote Trager des wr-Allels wurden
durch Diagnostik und Testverpaarungen fur das weitere Screening ausgesucht und
miteinander verpaart. Die F2-Nachkommen wurden anschliefiend mittels polymorphen
genetischen Markern auf ihren Allelstatus getestet und der Phanotyp bezlglich der
wobbler-Mutation ausgewertet und gegebenenfalls mit F1- oder F2-Tieren gekreuzt. So
konnten sowohl phanotypisch gesunde, als auch kranke Tiere analysiert werden. Durch
diese als F2F3-Rekombinations-Screening bezeichnete Strategie, konnen bei
verhaltnismassig geringem Tierverbrauch Rekombinationsereignisse identifiziert werden,
die den wr-kritischen Bereich weiter einengen kénnen (Schmitt-John et al., 1999).

In der von Melanie Kuhlmann betreuten Rekombinations-Zucht sind mehrere
rekombinante Tiere auffallig geworden. Im Rahmen dieser Arbeit sind neue polymorphe
Marker zwischen dem Stamm Mus musculus C57BL6/J und Mus musculus castaneus
generiert und rekombinante Tiere ausgewertet worden.

Durch den Einsatz von etablierten und neu identifizierten polymorphen Markern, wurden
die DNAs rekombinanter Tiere untersucht. Es konnten zwei Rekombinationsbruchpunkte
zwischen den Markern BAC147N22rev und D11Ing53 (Martin Augustin, Ingenium
Pharmaceuticals, pers. Mitteilung) bestimmt werden (Abb. 3.10D, grau schattiert). Trotz
mehrerer Versuche lieRen sich die Bruchpunkte nicht genauer auflosen. Der Marker
BAC147N22rev bleibt deshalb als proximal flankierender Marker flr das wr-kritische
Intervall bestehen (Abb. 3.10D).

Auf der distalen Seite konnten mehrere rekombinante Tiere fur den Marker Murr1
identifiziert werden. So konnten fur sechs Tiere die Rekombinationsbruchpunkte zwischen
den Markern KiaaS3/S5 und Murr1 bestimmt werden. Ein Tier wurde gefunden dessen
Rekombinationsbruchpunkt zwischen den Markern Mor_int2 und BAC123J24for lag. Um
den Bruchpunkt héher aufzulésen mussten neue polymorphe Marker etabliert werden.
Hierzu wurden Primerpaare in intronischen Bereichen flankierend von Repeatregionen
gelegt und DNA-Fragmente von C57BL6/J und Cast/Ei amplifiziert. Die resultierenden

PCR-Produkte wurden mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen inkubiert und die
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Spaltmuster beider Produkte verglichen. So konnte im Intron10 von Homoloc13 ein
1481bp groRes Fragment (Position: 21611010-21612489, NCBI33 Assembly, May2004;
Primerpaar: Homint10_a/Homint10_b) von beiden Stammen amplifiziert werden, das nach
einer Spaltung mit dem Restriktionsenzym Alul Unterschiede im Spaltmuster aufwies. So
lieRen sich im Agarosegel Banden von ca. 500bp, 400bp und eine weitere kleinere Bande,
die im Falle des Cast/Ei Stammes eine GrofRe von 270bp und im C57BI6 Stamm 240bp
aufwies, detektieren (Abb. 3.10A). Ein weiterer Restriktionsfragmentlangen-
Polymorphismus (RFLP) konnte im Intron17 von Homoloc13 gefunden werden (Position:
21791726-21793249, NCBI33 Assembly, May2004; Primerpaar:
Homint17_a/Homint17_b). Das 1524bp grole PCR-Produkt lie sich mit dem
Restriktionsenzym Alul in ein ca. 800bp, 400bp und weitere kleinere Fragmente spalten.
Das von Cast/Ei amplifizierte und Alul-gespaltene PCR-Produkt zeigte im Vergleich zur
C57BL6/J Bande von 400bp ein um etwa 30bp langeres Fragment (Abb. 3.10B). Im
Intron14 von Homoloc13 konnte ein 304bp Fragment amplifiziert werden (Position:
21720649-21720952, NCBI33 Assembly, May2004; Primerpaar: Homint14_e/Homint14_f),
welches nach Sequenzierung amplifizierter Fragmente von beiden Stammen Unterschiede
aufwies. So lieen sich zwei Transversionen (137T—C und 244A—G) durch den Vergleich
beider Sequenzen identifizieren (Abb. 3.10C).

Durch die drei hier etablierten polymorphen Markern konnte der distale Bruchpunkt
zwischen Intron10 und 14 im Gen Homoloc13 kartiert werden (Abb. 3.10D, grau
schattiert). Somit ergibt sich ein neues wr-kritisches Intervall fir die flankierenden Marker
BAC147N22rev und Homint14 von 867651bp (NCBI33 Assembly, May2004), gegenuber
der zuvor festgestellten Kandidatengenregion von 2024505bp (siehe 3.1 und Fuchs 2001).
Die neu generierten Marker wurden unter den Namen D11HJK26-30 in der Mouse
Genome Database abgelegt (http://www.informatics.jax.org/mgihome//submissions/

submit.shtml).
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Abbildung 3.10: Neue polymorphe Marker und Einengung des wr-kritischen Intervalls. A) RFLP in
Intron10 von Homoloc13. Ein PCR-Produkt von 1481bp wurde mit dem Primerpaar Homint10_a/Homint10_b
generiert. Nach Alul Spaltung ergab sich zwischen beiden Stammen fiir ein Fragment eine Differenz von ca.
30bp. B). RFLP in Intron17 von Homoloc13. Ein PCR-Produkt von 1524bp wurde mit dem Primerpaar
Homint17_a/Homint17_b generiert. Nach Alul Spaltung ergab sich zwischen beiden Stdmmen fir ein
Fragment eine Differenz von ca. 30bp. C) SNPs in Intron14 von Homoloc13. Ein PCR-Produkt von 304bp
wurde mit dem Primerpaar Homint14_e/Homint14_f generiert. Nach Sequenzieren lieken sich zwei
Transversionen (137T—C und 244A—G) zwischen beiden Stammen detektieren. D) Einengung des wr-
kritischen Intervalls. Durch die Auswertung der rekombinanten Tiere konnte der wr-kritische Bereich auf
867651bp reduziert werden. Graue Schattierungen geben die Lokalisation von nicht weiter aufgelésten
Rekombinationsbruchpunkten an, der hellblaue Pfeil gibt die Kandidatenregion vor dieser Arbeit an, der rote
Pfeil den Bereich nach dieser Arbeit.
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3.2 Vpsb54

In einer in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten Diplomarbeit wurde eine Punktmutation
in der kodierenden Region von Vps54 durch vergleichende Sequenzierungen detektiert
(Hahn  2004). Es handelt sich hierbei um einen  wobbler-spezifischen
Aminosaureaustausch von Glutamin zu Leucin (Abb. 3.11B) im letzten Exon (Exon24,
Stern in Abb. 3.11A) der langsten Spleillisoform (Vps54-1). Betrachtet man Sequenzen
von Vps54 aus verschiedenen Organismen, so fallt auf dass das Leucin an der
entsprechenden Position evolutionar bis zu Caenorhabditis elegans hochkonserviert
vorliegt (Hahn 2004). In der Hefe fehlt der C-terminale Teil, in dem sich die bei der
Wobbler-Maus mutierte Aminosaure befindet. Vps54 ist zumindest in der Hefe fur
Funktionen im retrograden Vesikeltransport beteiligt ist (Conibear und Stevens, 2000). Es
liegt im sogenannten Garp-Komplex mit Vps53, und Vps52, sowie assoziiert mit Vps51
und dem t-SNARE TIg1 vor (Conibear et al.,, 2003). Dieser Komplex ist in hdheren
Organismen noch vollig uncharakterisiert. Vps54 ist bisher in der Ratte lediglich
chromosomal lokalisiert und die cDNA-Sequenz bestimmt worden (Walter et al., 2002). Im
weiteren Verlauf sind Untersuchungen durchgefuhrt worden, um die Punktmutation in

Vpsb4 als Ursache fur den Wobbler-Phanotyp zu evaluieren.

3.2.1 Expression von Vps54

In der oben genannten Diplomarbeit ist die Genstruktur von Vps54 bestimmt worden. Das
Gen besitzt 24 Exons, wobei 22 proteinkodierend sind (Abb. 3.11A). Es sind mehrere
SpleiBisoformen detektiert worden. So kann das untranslatierte Exon2 alternativ
eingespleif3t werden und ein alternativer SpleilRakzeptor im Exon4 benutzt werden, der zu
einem geringflugig kurzeren Protein fuhrt (965 Aminosauren, Vps54-2, Abb. 3.11B).
Weiterhin wurden alternative Transkriptionsstarts gefunden, die mit Exon 20b, entspricht
der Spleilisoform Vps54-3, bzw. 20c, entspricht der SpleilRisoform Vps54-4, beginnen
(Abb. 3.11B und Hahn 2004). Mitels RT-PCR konnten alle vier Vps54-Transkripte in allen
untersuchten Geweben nachgewiesen werden (Hahn 2004).

Um das Expressionsniveau von Vps54 zwischen (wr/wr) und (+/+) C57BL6-Tieren zu
vergleichen, sind Northern-Blot-Experimente durchgeflhrt worden. Hierzu wurde total-
RNA von je drei Tieren aus dem Ruckenmark und dem Testis isoliert, vereinigt, Uber ein

Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und mittels Kapillarblot auf eine Membran
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ubertragen. Mittels PCR ist aus dem 3’'UTR von Vps54 (blauer Balken in Abb. 3.11A) eine
545bp grolRe Sonde amplifiziert (Primerpaar: Vps54 Sonde Ex24 a/Vps54
Sonde_Ex24 b) und mit *?P-radioaktiv markiert worden. Nach Hybridisierung und
Detektion liel3 sich eine Bande von etwa 4,5kb feststellen (Abb. 3.11C). Diese GroRe
entspricht den beiden grof3ten SpleilRisoformen Vps54-1 und Vps54-2. Die kleineren
Banden wurden nicht detektiert. Auch zeigten sich in den Bandenintensitaten deutliche
Unterschiede zwischen (+/+)- und (wr/wr)-Tieren. So lieRen sich deutlich hdhere
Signalstarken fir Vps54, sowohl im Rickenmark, als auch im Testis aus Wobbler-Tieren
im Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhalten (Abb. 3.11C). Trotz mehrerer Versuche mit
unterschiedlicher RNA-Konzentration liel3 sich im Northern-Blot-Experiment die kleineren
Spleilisoformen in keinem untersuchten Gewebe nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Um weitere Informationen Uber Expressionsunterschiede von Vps54 zwischen Wobbler-
und Wildtyp-Tieren zu bekommen, wurden qRT-PCR-Experimente durchgeflhrt. Es
konnten keine fur die SpleilRisoformen Vps54-3 und Vps54-4 spezifischen Primer generiert
werden, so dass mit dem Primerpaar Vps54 LC1a_b alle Isoformen und mit den
Primerpaaren Vps54 LC2a b, Vps54 LC3a b und Vps54 LC4a b nur spezifisch die
langen Spleilisoformen detektiert werden konnten. Generell lie} sich im Vergleich zur
Normalisierungskontrolle B-actin ein deutlich hoherer Act-Wert feststellen (Daten nicht
gezeigt), was auf ein sehr niedrig exprimiertes Transkript hindeutet. Es zeigte sich mit dem
Primerpaar Vps54 LC1a_b im Riuckenmark (B-actin normalisiert und relativ zum Wildtyp-
Expressionsniveau) eine Erhéhung fir alle Spleillisoformen um einen Faktor von
2,1410,23 (Abb. 3.11D). Auch die Experimente mit den fur die langen SpleiRisoformen
spezifischen Primerpaaren lieRen eine deutliche Erhdhung feststellen (Vps54_LC2a_b:
1,961£0,28; Vps54 LC3a_b: 1,15+0,07 und Vps54_LC4a_b: 2,24+0,75). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich der Schlul ziehen, dass die gemessene Gesamterhéhung flr alle
Transkripte offensichtlich auf einer Erhéhung der langen SpleilRisoformen zurlckzufuhren
ist, da zumindest mit den Primerpaaren Vps54_LC2 und Vps54 LC4 ein ahnlich hohes
Expressionsniveau wie fur Vps54 LC1a_b bestimmt worden ist. Die gleichen Experimente
wurden auch mit Testis-Erststrang-cDNA durchgefihrt. Hierbei lieken sich auswertbare
Signale nur fur die Primerpaare Vps54 LC3a_b und Vps54 LC4a_ b erhalten. Fur die
Primerpaare, die spezifisch flr die langen Isoformen waren, konnten so Erhéhungen von
1,15+0,16 (Vps54_LC3a_b) und 1,44+0,045 (Vps54 LC4a_b) gemessen werden (Abb.
3.11D). Durch die fehlenden Daten lassen sich hier keinerlei Aussagen Uber die kurzen

SpleiRisoformen machen.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass zumindest fur die langen Spleillisoformen eine
Erhohung der Transkriptmenge in den pathologisch interessanten Geweben der Wobbler-

Maus mit zwei unabhangigen Methoden festgestellt worden ist.
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Abbildung 3.11: Genstruktur, SpleiBisoformen und Expressionsunterschiede. A) Schematische
Darstellung der Genstruktur von Vps54. Kodierende Bereiche sind grau, untranslatierte Bereiche sind
durch helle Kasten symbolisiert. Ein Stern markiert die Position der in Hahn (2004) gefundenen
Punktmutation, ein blauer Balken zeigt die Lokalisation der fir die Northern-Blot-Experimente
verwendeten DNA-Sonde. Kleine schwarze Pfeile geben die Lage und Orientierung der verwendeten
Primerpaare an. B) Schematische Darstellung der vier méglichen Spleiisoformen. In rot ist die jeweilige
Position der Punktmutation fir jede Isoform angegeben. C) Northern-Blot-Experiment mit den
pathologischen Geweben der Wobbler-Maus. 15ug total-RNA aus Rickenmark- und Testis-Geweben von
je drei (wriwr)- und drei (+/+)-Tieren wurden Uber ein 1% Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Membran Ubertragen und mit einer ¥p_markierten fur Vps54-spezifischen DNA-Sonde hybridisiert. Die
Hybridisierung mit einer (B-actin-spezifischen Sonde dient als Ladekontrolle. D) gRT-PCR-Experiment mit
Erststrang-cDNA von je drei (wr/wr)- und drei (+/+)-Tieren aus Rickenmark und Testis. Der (3-actin-
normalisierte Mittelwert aus je drei unabhangigen Versuchsreihen ist relativ zum Wildtyp angegeben.
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3.2.2 Transgenic Rescue

Um den Nachweis zu erbringen, dass Vps54 in der Wobbler-Pathologie eine Rolle spielt,
kann man in (wr/wr)-Tieren die Wildtyp Vps54-Variante exprimieren. Bei einer Rettung des
Wobbler-Phanotyps kénnte man so den Beweis liefern, dass wr und Vps54 allelisch sind.
Diese Strategie ist in der Literatur haufig angewendet worden. Erst kirzlich konnte so im
Falle der mnd2-Maus (motoneuron degeneration 2) die Allelie von Omi, einer
mitochondrialen Protease, und mnd2 gezeigt werden (Jones et al., 2003). Hierbei sind
mittels eines Omi-tragenden BACs (bacterial artificial chromosome) transgene Tiere
erzeugt worden, die in den mnd2-Stamm eingekreuzt worden sind und so der Phanotyp
der mnd2-Tiere kompensiert werden konnte. Fur diese Art von Versuchen benutzt man
grolRere genomische Klone, in der Regel BACs, da die Wahrscheinlichkeit, dass alle fur
die Regulation des untersuchten Gens nétigen Elemente vorhanden sind wesentlich
groler ist, als bei kleineren genomischen Klonen oder cDNAs mit einem definiertem
Promotor (Heintz 2001). Da es sich bei Vps54 um ein Gen handelt, bei dem die Regulation
unbekannt ist, wurde hier ebenfalls die Strategie der BAC-transgenen Tiere zur Rettung

des Wobbler-Phanotyps gewahit.

3.2.2.1 Genomische Sequenzvergleiche des Vps54-Lokus

Um die genomische Region, die flr dieses Experiment eingesetzt werden sollte naher zu
charakterisieren, wurden zuerst Sequenzvergleiche durchgefuhrt. Es wurden genomische
Sequenzen von Maus (NCBI Assembly33, Assembly May 2004, Chr11 Position 210376438-
21313905), Mensch (NCBI Assembly35, Assembly May 2004, Chr2 Position 63952223-
64236958), Opossum (monDom1 Broad Institute assembly, scaffold15175 Position
1700811-1964183), Hund (canFam1 Broad Institute whole genome shotgun (WGS)
assembly v1.0, Assembly July 2004, Chr10 Position 66944245-67130333), Huhn (galGal2
draft assembly Genome Sequencing Center at Washington University School of Medicine,
Assembly February 2004, Chr3 Position 7548087-7653130), und Frosch (xenTro1 DOE
Joint Genome Institute (JGI) whole genome shotgun october 2004 Assembly version 3.0,
scaffold321 Position 797045-943969) mittels vISTA (Mayor et al., 2000) verglichen (Abb.
3.12B). Diese genomischen Bereiche enthielten jeweils die Sequenzen zwischen Peli1
und Ugp2. Die annotierten Exons (hellblaue Bereiche in Abb. 3.12B) stellten sich in den
hier untersuchten Organismen als sehr konserviert dar. Stromaufwarts des ersten Vps54-

Exons gibt es einen Bereich erhdhter Konservierung von etwa 10kb (blaues Oval, Abb.
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Abbildung 3.12: Genomische Sequenzvergleiche der Vps54-Region. A) Schematische Darstellung der
Kandidatengenregion. Sechs Gene befinden sich im wr-kritischen Intervall (rot dargestellt). B)
Interspezies-Vergleiche von genomischen Sequenzen der Region zwischen Peli1 und Ugp2. VISTA-
Alignment-Darstellungen der Vergleiche zwischen Maus (Mus musculus) und je Mensch (Homo sapiens),
Hund (Canis familiaris), Opossum (Monodelphis domestica), Frosch (Xenopus tropicalis) und Huhn
(Gallus gallus). Sequenzahnlichkeiten zwischen 30 und 100% sind dargestellt. Exonische Bereiche sind
hellblau, konservierte nichtkodierende Bereiche rosa eingeférbt. Das blaue Oval gibt die Region mit
erhohter Konservierung stromaufwarts des ersten Exons von Vps54 an. Die beiden roten Pfeile geben die
Positionen der BAC-End-Sequenzen an.
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3.11B). Neben den Regionen direkt stromaufwarts des ersten Exons, die wahrscheinlich
dem Kernpromotor entsprechen, ist dieser Bereich ein guter Kandidatenbereich fur
etwaige regulative Elemente. Man kann haufig in solchen nicht-proteinkodierenden
konservierten Regionen regulatorische Elemente identifizieren (Loots et al., 2000,
Hardison et al., 1997).

Um einen geeigneten genomischen BAC-Klon zu identifizieren, sind BLAST-
Sequenzsuchen in o6ffentlichen Datenbanken durchgefuhrt worden. Hierbei lie3en sich
zwei BAC-End-Sequenzen fir den RPCI24-BAC115F6 identifizieren, die einen
entsprechenden genomischen Bereich uUberspannten. Das T7-Ende (Genbank Accession
AZ750172) ergab einen Treffer in der genomischen Mauschromosom11-Sequenz
zwischen den Positionen 21071322bp und 21072060bp, das SP6-Ende (Genbank
Accession AZ750166) entsprach der Sequenz zwischen den Positionen 21233942bp und
21234526bp (Abb. 3.12B, rote Pfeile). Der genomische Klon RPCI24-BAC115F6 sollte
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daher einen Bereich von 163204bp uberspannen und die vollstandige genomische

Sequenz von Vps54 enthalten.

3.2.2.2 Charakterisierung des BAC115F6
Der oben beschriebene genomische Klon RPCI24-BAC115F6 ist Uber das Children’s

Hospital Oakland Research Institute, USA bezogen worden. Kolonien wurden vereinzelt
und die BAC-DNA aus zwei unabhangigen Bakterienkolonien isoliert. Die BAC-End-
Sequenzen sind bestimmt worden und zeigten eine vollstdndige Ubereinstimmung zu den
in den offentlichen Datenbanken befindlichen Sequenzen AZ750172 und AZ750166
(Daten nicht gezeigt). Zur Herstellung von transgenen Tieren verwendet man in der Regel
linearisierte DNA-Fragmente. Um Restriktionsenzyme zu identifizieren, die fur die
Linearisierung geeignet sind, wurde die Sequenz des Vektorriuckgrates pTARBAC
(Accession AY487252) und der genomischen Sequenz zwischen den beiden Enden
zusammengesetzt, und die Restriktionsschnittstellen virtuell mit WEBCUTTER
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/index.html) bestimmt. Hierbei konnte ein
Restriktionsenzym (Pvul) identifiziert werden, das ausschlieRlich im Vektorriickgrat an den
Positionen 4055 und 8560 schneidet (3.13A) und nicht im genomischen insert. Dieses
Enzym eignete sich fur die Linearisierung des BAC155F6. Um festzustellen, ob das
BAC115F6 vollstandig ist, oder vielleicht groRere interne Deletionen tragt, wurde es mit
verschiedenen Restriktionsendonukleasen inkubiert und die resultierenden Fragmente
Uber ein Pulsfeldgel elektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei zeigten sich die erwarteten
Grofden (Abb. 3.13B). So liel3 sich bei einer Spaltung mit dem Restriktionsenzym Pvul eine
Fragmentgrofle von ca. 170kb flr das genomische insert sowie ein Fragment von etwa
4,5kb, welches dem Vektorrickgrat-Fragment entspricht, ermitteln (Abb. 3.13B Pfeil).
Spaltungen mit den Enzymen Notl, EcoRl und BamHI| ergaben die erwarteten
Bandengrofen, so dass man davon ausgehen kann, dass das BAC115F6 vollstandig und
ohne groRere Deletionen den Vps54-Lokus beinhaltet.

Um spater transgene Tiere identifizieren zu kdnnen, musste eine PCR-Diagnostik etabliert
werden. Hierzu wurde jeweils ein Primer in die Vektorsequenz gelegt, der entsprechende
Ruckprimer war komplementar zu der genomischen Sequenz im insert (Abb. 3.13A). So
konnte fur die SP6-Seite des BAC115F6 ein Primerpaar (SP6/BAC115_SP6) etabliert
werden, das in Gegenwart des BAC115F6 eine FragmentgrofRe von 490bp ergab (Abb.
3.13C, oben).
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Ebenso konnte fur das zweite BAC-Ende eine Diagnostik etabliert werden. Das T7-Ende
konnte mit dem Primerpaar T7/BAC115_T7 detektiert werden (Abb. 3.13C, unten). Hier
gab es keine Kreuzreaktionen mit genomischer DNA. Da nun eine PCR-Diagnostik zu
Verfligung stand, und mit Pvul eine Restriktionsendonuklease gefunden werden konnte,
die das BAC115F6 nur im Vektorrickgrat schneidet und somit der Vps54-Lokus
vollstandig erhalten bleibt, konnte dieser genomische Klon fur die Erzeugung von

transgenen Tieren eingesetzt werden.
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Abbildung 3.13: Charakterisierung des BAC115F6. A) Schematische Darstellung des BAC115F6. Der
Vpsb4-Lokus ist mit 163kb reprasentiert, davon 63kb stromaufwarts- und 18kb stromabwarts-Sequenzen.
Relevante Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Kleine schwarze Pfeile geben die Positionen der
verwendeten Primer an. B) Gelelektrophoretische Auftrennung von BAC115F6-Fragmenten. 5ug BAC-
DNA wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym tber Nacht inkubiert und die Fragmente Uber ein
1%FastLane Agarose/0,5xTBE Gel in der Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt. Der Pfeil gibt das
Vektorrickgrat-Fragment bei einer Spaltung mit Pvul an. C) PCR-Diagnostik fur die BAC-Enden des
BAC115F6. PCRs wurden bei 58°C Annealing-Temperatur unter Standardbedingungen durchgefihrt.
SP6-Diagnostik (Primerpaar: SP6/BAC115_SP6) und T7-Diagnostik (Primerpaar: T7/BAC115_T7) zeigten
nur in Gegenwart des BAC115F6 die gewunschte Bande. Die ,Klnstliche Transgene® ist eine Mischung
von 100ng SJL-genomischer DNA und 6pg BAC115F6 DNA, was einem single-copy transgen entspricht.
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3.2.2.3 Rettung des Wobbler-Phanotyps

Das BAC115F6 ist zu unseren Kooperationspartnern (Dr. M. Meisler, Institute of Human
Genetics, Ann Arbor, Michigan, USA) geschickt worden. Dort wurde die DNA aus den
Bakterien isoliert, mit Pvul gespalten und nach Gelaufreinigung in die Vorkerne
befruchteter Eizellen von miteinander verpaarten Mausen der Stamme SJL und C57BL6
injiziert. Die Nachkommen wurden mit der unter 3.2.2.2 etablierten Diagnostik getestet und
funf Mannchen wurden ausgewahlt, die positiv fur beide BAC-Enden waren. Die
anschliefenden Verpaarungen der Tiere erfolgten in Bielefeld. Die BAC115F6-transgenen
Tiere wurden mit heterozygoten (wr/+)-Weibchen verpaart. Unter den F1-Nachkommen
wurden die Tiere ausgesucht, die sowohl beide BAC-Enden trugen, als auch heterozygot
fur das wr-Allel waren. Diese wurden anschlie®end miteinander verpaart. In der F2-
Generation wurde dann nach BAC115F6-tragenden (wr/wr)-Tieren gesucht und im
Vergleich zu den Wurfgeschwistern und Wildtypen analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die
BAC115F6-transgenen Wobbler-Tiere phanotypisch dem Wildtyp entsprachen (Abb. 3.14).
Es zeigten sich weder die Wobbler-typischen neurologischen Defekte, noch die
Rundkopfspermien (Mussmann, laufende Dissertation). Zusammengenommen lasst sich

sagen, dass der BAC115F6 beide Phanotypen der Wobbler-Maus kompensieren kann und

Abbildung 3.14: BAC-transgene Rettung des Wobbler-Phianotyps Das (wr/wr)-Tier ohne den Vps54-
BAC115F6 (links) zeigt die Wobbler-typischen Symptome und kann sich nicht auf dem Gitter halten. Das
(wrlwr)-Tier mit dem BAC115F6 (unten) ist phanotypisch ein Wildtyp (oben).
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somit der formale Beweis erbracht worden ist, dass der Wobbler-Vps54-Lokus ursachlich
fur die Wobbler-Pathologie ist.

3.2.3 Charakterisierung der BayGenomics Vps54-Trap-Linie

Einer unserer Kooperationspartner (Dr. Andreas Lengeling, Abteilung flr Infektionsgenetik,
GBF Braunschweig) konnte die ES-Zelllinie RRI497 (Stamm129/Ola) in der BayGenomics
Datenbank (BayGenomics, San Francisco, USA; (Stryke et al. 2003)) mittels der vollen
cDNA Sequenz von Vpsb4 identifizieren. Diese Zelllinie tragt einen f-geo gene-trap
Vektor, der in den Vps54-Lokus (Vps54 91PET10)2841Ucdy in das Intron5, zwischen Exon5 und
6 integriert ist. Die RRI497-ES-Zelllinie wurde von BayGenomics bezogen und an der GBF
expandiert. Durch Mikroinjektion von diesen ES-Zellen in CB20-Blastozysten und Transfer
in pseudo-schwangere Tiere, wurden chimare Mause erzeugt. Nur Mause mit einem
hohen Chimaritatsgrad, identifiziert durch die Fellfarbe, wurden in Bielefeld weiter
bearbeitet. In Bielefeld wurde mit der Zucht dieser chimaren Tiere mit C57BL/6J und (wr/+)
Weibchen begonnen (MuRmann, laufende Dissertation). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Insertionsstelle der Trap-Kassette kloniert und eine Diagnostik fur die laufende
Mauszucht etabliert.

Mittels LacZ-spezifischer Primer (Primerpaar lacZ-F2/lacZ-R1) wurde aus der laufenden
Zucht ein Tier ausgewahlt, welches den integrierten gene-trap Vektor trug. Aus diesem
Tier wurde genomische DNA extrahiert. Da von BayGenomics die genaue Insertionstelle
generell nicht chatakterisiert wird, sondern Uber eine RACE-Reaktion die korrekten
Spleil’ereignisse und die stromaufwarts gelegenden Exon-Sequenzen bestimmt werden,
wurde versucht die Insertionsstelle in der genomischen Sequenz Uber PCR-Produkte zu
klonieren. Mit den Primern Trap_Neu_2a/PCR_Mut_5b (Abb. 3.15A, schwarze Pfeile)
konnte ein Primerpaar etabliert werden, welches ein ca. 950bp grof3es Fragment
amplifizierte, das die Insertionsstelle Uberspannte. Das PCR-Produkt wurde in den pCR4-
TOPO-Vektor (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Eine Analyse der resultierenden
Sequenzen zeigte die genaue Insertionsstelle. 369bp stromabwarts des flunften Exons ist
der Trap-Vektor pGTOIxf integriert. Die ersten 21bp der von BayGenomics gelieferten
Vektor-Sequenz fehlen im Vps54-Lokus (genaue Sequenz des Insertionsereignisses im

Anhang).
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Abbildung 3.15: Charakterisierung des BayGenomics Vps54°9¢°-Allels und Entwicklung einer
Diagnostik. A) Der Wildtyp ist oben und der Vps54°9°°-Lokus ist unten dargestellt. Die Regionen
zwischen Exon3 und Exon7 (graue Kasten) sind schematisch gezeigt. Die Positionen von verwendeten
Primern sind durch schwarze Pfeile, die Positionen der DNA-Sonden durch schwarze Kasten markiert. Die
B-geo-Kassette (ca. 8650bp) und die Exons sind nicht mafstabsgetreu dargestellt (En2 entspricht Enolase
Intron). B) Southern-Blot-Diagnostik zur Detektion des Vp354B'ge°-AIIeIs. 10ug genomische DNA sind mit
dem entsprechenden Restriktionsenzym (ber Nacht inkubiert und Uber ein 1% Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt worden. Nach Transfer auf eine Membran wurde mit der p radioaktiv
markierten Sonde S1 inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen Rontgenfilm. Unten sind die erwarteten
FragmentgréRen aufgelistet. C) Die pGTOIxf-Trap-Kassette ist nur einmal im Genom vorhanden. Gleicher
Southern-Blot wie unter B), inkubiert mit der radioaktiv markierten Sonde S2. Unten sind die erwarteten
FragmentgréRen aufgelistet. D) PCR-Diagnostik des Wildtyp- und Vp354ﬁ'ge°—AIIeIs unter Verwendung der
Primer PCR_TrapWT_Allel_a/PCR_WT_Allel_b/PCR_Trap_Allel_b aus der laufenden Zucht.
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Die genomischen Sequenzen wurden mit dem WEBCUTTER (http://rna.lundberg.gu.se/
cutter2/index.html) auf Restriktionsschnittstellen  untersucht. Drei  Restriktions-
endonukleasen konnten identifiziert werden, die bei Verwendung der DNA-Sonde S1
(Primerpaar: Trap_S1_a/Trap_S1_b) im Southern-Blot-Experiment deutliche Unterschiede
zwischen Wildtyp- und Vps54°9%°-Allel ergaben (Abb. 3.15B). So eignen sich sowohl
BamH| und Eco81l, als auch Van91l zu Diagnose des Vps54°9°-Allels im Southern-Blot-
Experiment.

Da es maoglich war, dass mehr als eine Trap-Vektor-Kassette in das Genom integriert war,
wurde ein Southern-Blot-Experiment mit der Sonde S2 (Primerpaar: lacZ-F2/lacZ-R1)
durchgefuhrt. Diese DNA-Sonde war spezifisch fur die LacZ-Kassette des Trap-Vektors.
Hierbei zeigten sich die erwarteten FragmentgroRen (Abb. 3.15C, unten) flr das
Vps54P9°_Allel.  Da  jeweils nur eine  FragmentgroRe in  allen  drei
Restriktionspaltungsansatzen detektiert worden ist, kann man davon ausgehen, dass nur
eine Trap-Kassette ins Genom der RRI497-Zelllinie integriert ist.

Desweiteren konnte eine PCR mit drei Primern etabliert werden, die zwischen beiden
Allelen diskriminieren kann. Der erste Primer (PCR_TrapWT_Allel_a) ist stromaufarts des
Exon5 im Intron4 lokalisiert. Der Ruckprimer fur das Wildtyp-Allel (PCR_WT _Allel_b) liegt
im Intron5, der flr das Trap-Allel spezifische Ruckprimer (PCR_Trap_Allel_b) bindet am
Anfang des Trap-Vektors (Abb. 3.15A, unten). So amplifiziert das Paar
PCR_TrapWT_Allel_a/PCR_WT _Allel_b ein 413bp grof’es Fragment in Gegenwart des
Wildtyp-Allels. Die Kombination PCR_TrapWT_Allel_a/PCR_Trap_Allel_b amplifiziert
dagegen ein 324bp grolRes Fragment. In der Abbildung 3.15D ist als Beispiel der Einsatz
dieser Diagnostik in der laufenden Zucht gezeigt. Die detaillierte Charakterisierung der

resultierenden Mause wird in der laufenden Dissertation von Anke Mussmann bearbeitet.

3.2.4 Interaktionspartner von Vps54

Um die Richtung einer funktionalen Analyse der detektierten Punktmutation
einzuschlagen, bietet es sich an nach Interaktionspartnern zu suchen, die eventuell an der
Wobbler-Pathogenese Dbeteiligt sein konnten. Es ware denkbar, dass der
Aminosaureaustausch ein noch unbekanntes Bindemotiv beeinflusst oder zerstort, so dass
in vivo eine in der Spermiogenese oder in neuronalen Geweben wichtige Interaktion von
Vps54 mit einem Interaktionspartner mit einer geringeren Effizienz im Vergleich zum
Wildtyp-Fall stattfindet.
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3.2.4.1 Yeast Two-Hybrid Screening

Um diese Hypothese zu uberprufen, wurde zuerst nach mdoglichen Interaktionspartnern
von Vps54 gesucht. Interspezies Sequenzanalysen der Aminosauresequenz von Vps54
zeigten eine konservierte coiled-coil-Domane (Abb. 3.16A, gruner Kasten) und ein
Dileucin-Motiv (Abb.3.16A, schwarzer Balken). Neben diesen beiden Charakteristika
konnten keine weiteren konservierten Domanen oder Motive mit SMART und PFAM
bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). Fur ein Yeast Two-Hybrid Screening ist die
vollstandige cDNA-Sequenz von Vps54 zu lang. Aullerdem wiarde man durch die coiled-
coil-Domane, als Proteininteraktionsdomane, eine Vielzahl von Proteinen identifizieren, die
ebenfalls eine coiled-coil Domane besitzen, aber wahrscheinlich in der Wobbler-
Pathologie keine Rolle spielen. Es wurde daher nur der fir die Wobbler-Mutation relevante
C-terminale Teil von Vps54 fur den Yeast Two-Hybrid Screen eingesetzt.

Hierzu ist ein Teil der proteinkodierenden Wildtyp-cDNA-Sequenz von Vps54, welcher den
Aminosaureposition 805-977 entspricht, mit chimaren Primern, die am 5-Ende
Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen besal’en (Primerpaar: Y2H-C-
Vps54_alY2H-C-Vps54_b), mittels PCR amplifiziet und Uber die mitgebrachten
Schnittstellen in den Vektor pGBT9 (BD Bioscience Clontech) kloniert worden. Das
korrekte Vektorkonstrukt ist durch Sequenzieren verifiziert worden (Primer: Gal4-BD_a
und Gal4-BD_b). Von diesem Vektor konnte somit ein Fusionsprotein exprimiert werden,
das aus der Gal4-Bindedomane und dem C-terminalen Teil von Vps54 bestand. Der
Hefestamm AH109 ist mit diesem Plasmid transformiert worden und mit dem
pratransformierten Stamm Y187, der eine adulte Maushirn Matchmaker cDNA Bibliothek
trug (BD Bioscience Clontech), basierend auf dem pACT2-Plasmid mit Gal4-
Aktivierungsdomane, fusioniert worden. Ein Teil des Fusionsansatzes wurde auf QDO-
Selektionsplatten (je 200yl pro Platte), der Rest auf TDO-Selektionsplatten ausplattiert. 11
Kolonien konnten auf QDO-Platten und mehrere hundert Kolonien auf TDO-Platten
erhalten werden. Nach Uberimpfen der 11 auf QDO- und 122 der gréten TDO-Kolonien
auf frische QDO-Platten, wurden (3-Gal Filter Lift Assays (Hefe Protokoll Handbuch, BD
Bioscience Clontech) durchgefuhrt. Von den 11 QDO-Kolonien zeigten 10 eine positive
Interaktion, fur die 122 TDO-Kolonien konnten 56 deutlich positive Interaktionen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Plasmide wurden aus den diploiden Kolonien
isoliert, anschlieBend der E. coli Stamm JQ101 (auxotroph fur Leucin) mit den
Plasmidextrakten transformiert und auf Selektionsplatten ausgebracht.
Restriktionsspaltungen und Kolonie-PCRs (Primerpaar: 5AD_LD_ins/3’AD_LD ins)
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identifizierten Kolonien, die ein Bibliotheksplasmid trugen. Aus den Bakterien wurden die
Bibliotheksplasmide isoliert und sequenziert (Primer: Gal4_AD_seq). Sequenzen sind aus
insgesamt 41 Kolonien erhalten worden (Abb. 3.16B).

Die  Sequenzierungen identifizieten 17 unabhangige Gene als mogliche

Interaktionspartner fur Vps54 (Abb. 3.16B). Von den 17 Interaktionspartnern sind elf

A

Le67Q
1 805 977
Vps54-1
Accession Gen Beschreibung/Synonyme Chr. Position Klon-Nummem
Nummer
BC004592 Plipd Plakophilind 2 / s9.2 1
BCO5B623 Dnm Dynamini 2/ 32.2 7,107
BCOBB172 Bfsp2 Phakinin, intermediate filament 9 / 103.3 16
AWN07703, weakly similar to
BCO48718 QBOZAO heavy chain myosin nonmuscle 9 / 102.5 80, 17
AF408398 2f zhangfei transcriptionsfactor, 21 e BEEDw
HCF-1 92, 112,11, 120
G protein-coupled receptor
XM_142154 QBBUYSE associated sorting protein 2 X [/ 125.8 12
BC053000 Golgad tGolgin-1, Golgin-245 9 / 118.5 2
BCO16867 Dab2 Disabled homolog 2 (DOC-2) 15 /6.1 29
AKDE2817 NS 175245 hypothetical 79aa arginine-rich 14/ 91.3 q1, g9, 31,46, 104,
- protein ’ 1
ATP binding cassette CFTR
NM_013790 Abech sub-family G (CFTRIMRP) 16 / 20.1 4
MM_021494 Rabbip1 RabB interacting protein 1 7/ 97.2 B
DMA methytransferase 1-
AKD12055 DOmap1 associated protein 1 4 / 116.0 ql1
RAS protein-specific guanine
NM_011245 Rasgif1 nucleotide-releasing factor &/ 887 62
Dickkopf related protein-3
NM_015814 Okk3 precursor 7 / 99.4 q7
COP3 (constitutive
MM_011991 Cops3 photomorphogenic), subunit 3 11/ 59.4 81,13
Alpha-internexin (Alpha-Inx) (66
27220 fna kDa neurofilament protein) 19/ 46.4 105,110
MM _024225 S Sorting nexin 5 2 / 144.0 23

Abbildung 3.16: Yeast Two-Hybrid Screening fir den C-terminalen Teil von Vps54. A)
Domanenstruktur der langsten Spleillisoform von Vps54 (Vps54-1). In griin ist die Position der coiled-coil
Domaéne, in schwarz die Position des Dileucin-Motivs dargestellt. In rot ist die Domane mit den letzten 173
Aminosauren markiert, die fir den Yeast Two-Hybrid Screen eingesetzt worden ist. B) Klonliste der
Interaktionspartner. Neben der Genbank Accession Nummer, der offiziellen Ensembl Gen-Bezeichnung
und einer Kurzbeschreibung aus Ensembl- oder Genbank-Eintragen, ist die chromosomale Lokalisation im
Mausgenom im Format Chromosom/Position in Mb, angeben.
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(Pkp4, Bfsp2, Q8BUYS8, Golga4, Dab2, Abccb, Rab6ip1, Dmap1, Rasgrf1, Dkk3, Snx5) nur
einmal gefunden worden. Zweimal sind Dnm, Q80ZMO0, Cops3 und Ina als Bindepartner
identifiziert worden. Deutlich 6fter sind Interaktionen mit NM_175245 (sechs) und Zf (16)

festgestellt worden (Sequenzen reprasentativer Klone im Anhang 6.5).

3.2.4.2 Kartierungen der Bindedomane in Vps54

Um festzustellen in welchem Bereich der jeweilige Interaktionspartner in der C-terminalen
Domane des Vps54-Proteins bindet, wurde eine Strategie mit Deletionskonstrukten
gewahlt. Hierzu wurden DNA-Fragmente kloniert, die den letzten 72 Aminosauren
(Primerpaar: Vps54 C t 2/Y2H-C-Vps54 b) und den letzten 38 Aminosauren
(Primerpaar: Vps54_C_t 3/Y2H-C-Vps54_b) des Vpsb54-Proteins entsprachen (Abb.
3.17A). Die Fragmente wurden von Erstrang-cDNA aus (+/+)- und (wr/wr)-Tieren
amplifiziert und uber die mitgebrachten Erkennungsstellen far die
Restriktionsendonukleasen EcoRl und Sall in den pGBT9-Vektor (BD Bioscience
Clontech) kloniert. Die Vektorkonstrukte wurden Uber Sequenzierungen verifiziert. Von den
entsprechenden Plasmiden konnten so Fusionsproteine bestehend aus der Gal4-DNA-
Bindedomane und den Wildtyp-, beziehungsweise den Wobbler-Vps54-Fragmenten
exprimiert werden.

Die Plasmidsuspensionen (ca. 5ug Gesamtplasmid) aus dem jeweiligen Vps54-Konstrukt
(173WT, 173WR, 72WT, 72WR, 38WT, 38WR und pGBT9-Leervektor) und je einem
Interaktionspartner (siehe 3.2.4.1) wurden in den Hefestamm AH109 kotransformiert und
auf SD-Leu/-Trp-Selektionsplatten (DDO) ausgebracht. Einzelkolonien wurden in DDO-
Flassigmedium uber Nacht inkubiert und je 15ul der Kultur auf DDO-, TDO- und QDO-
Selektionsplatten aufgetropft. Nach zwei Tagen Inkubationsdauer bei 30°C wurde das
Wachstum der Hefen bewertet (Abb. 3.17B). Das Bibliotheksplasmid komplementiert die
Leucin-Auxotrophie, das Kdderplasmid die Tryptophan-Auxotrophie des AH109-Stamms.
Bei Interaktionen der beiden Fusionsproteine, dem Koder- und dem Bibliotheksprotein,
konnte, je nach Interaktionsstarke der beiden Fusionsproteine, Wachstum auf TDO (SD-
Leu/-Trp/-His) und QDO (SD-Leu/-Trp/-His/-Ade) beobachtet werden.

Hierbei zeigte sich auf den DDO-Kontrollplatten (Abb. 3.17B) deutliches Wachstum bei
allen Kombinationen, so dass man davon ausgehen konnte, dass alle fur diesen Versuch

eingesetzten Kolonien beide Plasmide trugen (Rohdaten im Anhang 6.6).
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Starke Interaktionen konnten fur alle Bindepartner mit dem 173WT-Konstrukt festgestellt
werden. Hier liely sich Wachstum sowohl auf TDO-, als auch auf QDO-Selektionsplatten
fur alle Interaktionspartner, bis auf Dnm, feststellen. Die Kombination 173WT/Dnm konnte
nicht auf QDO-Selektionsplatten wachsen (Abb. 3.17B).

A L967Q
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—————

805 I
Vps54-Ct-72
06 |
Vps54-C-t-38
940 a77
B

DDO TDO QDO
3 3 33 8 883 333 g8 Bld I ae g B
$£:33 35955535535 658/[5555535535°¢

Dnm B s T R = I - - - + +
Pkp4 4+ +HE FEE R S S IR 2 o - - ++ ++ - +++
stp2 +++ +HE FEE R e el I = - - ++ + - ++
QSOZMO 4 +HE FEE LR S el e - - - ++ - - ++
mangfei 4+ +HE FEE 4 L S e e - - - ++ ++ - 4
Q8sBUYS 44 FHE FEE e R e - - ++ + - 44
G°|ga4 44 FHE EE s LS L ad e + - - e + - ++
Dab2 Ex 3 L N L EX=3 LR e Exd e - - ET * - Exd *
NM_175245 EXd L LR EX LR e Eaad ae - - £ * - L2 *
Abccs L2 e - EE TS - EE TS e LR - - - - - * LR
Rabsip1 LR 2l - e LR 2S LRy LR 2S rE LR 2l - - - e - * LR 2l
Dmap1 B e Y o B L s i I - - -+ - - e
Rasgrﬂ B e B e e +* - - ah ++ - et
Dkk3 +t FHE EEE L e e + - - ++ + - 4+
Snx5 B s T S T e - - 4+ ++ - B +
Ina B s = S T T S = B 4+ ++ = R +

Copss e I L = s + - - +4+ ++ = 4+

Abbildung 3.17: Kartierung der Bindedomane in Vps54 fiir die identifizierten Interaktionspartner. A)
Domanenstruktur der langsten SpleiRisoform von Vps54 (Vps54-1). In grin ist die Position der coiled-coil
Domane, in schwarz die Position des Dileucin-Motivs dargestellt. In rot sind die C-terminalen
Deletionskonstrukte dargestellt. B) Interaktionsstarke der Vps54-Deletionen mit den identifizierten
Interaktionspartnern. Kotransformationen der Vps54-Deletionskonstrukte und der Interaktionspartner
wurden auf Selektionsplatten ausgebracht und das Wachstum bewertet. (+++ sehr starke Interaktion, ++
starke Interaktion, + geringe Interaktion, - keine Interaktion)
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Acht Kombinationen der Kotransformationen des 173-WR-Konstruktes mit den jeweiligen
Interaktionspartnern konnten auf TDO-Selektionsplatten wachsen (Pkp4, Bfsp2, Q8BUYS,
Dab2, NM_175245, Dmap1, Snx5 und Ina). Vier Kombinationen mit 173WR zeigten auf
TDO-Selektionsplatten schwachere Interaktionen (Golga4, Rasgrf1, Dkk3, Cops3), und fur
funf weitere Bindepartner konnte kein Wachstum festgestellt werden (Dnm, Q80ZMO,
Zhangfei, Abbc5, Rab6ip1). Auf QDO-Selektionsplatten war ein schwaches Wachstum fur
Hefen mit 173WR und je Dab2, NM_175245, Snx5 und Ina zu beobachten. Alle anderen
173WR Kotransformanten zeigten kein Wachstum auf den stringenten QDO-
Selektionsplatten (Abb. 3.17B).

FUr die Kombinationen 72WT- bzw. 72WR-Kdderplasmid mit allen Interaktionspartnern
konnte kein Wachstum auf TDO- oder QDO-Selektionsplatten festgestellt werden. Fur die
kleinsten Fragmente, 38WT bzw. 38WR liel sich Wachstum nur auf TDO-
Selektionsplatten feststellen. Je nach Bindepartner ergab sich eine unterschiedliche
Starke in der Interaktion der 38WT- und 38WR-Konstrukte. Generell war die Interaktion im
Fall des 38WR-Konstruktes auf TDO-Selektionsplatten deutlich schlechter im Vergleich
zum Wildtyp-Konstrukt (Abb. 3.17B).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass offensichtlich fir eine starke Interaktion das
komplette C-terminale Fragment von 173 Aminosauren notig ist, da kein Wachstum der 38
Aminosauren-Deletionskonstrukte auf QDO-Selektionsplatten beobachtet worden ist. Das
fenlende Wachstum der 72WT- und 72WR-Konstrukte koénnte an einer madglichen

Fehlfaltung des Fusionsproteins liegen.

3.2.4.3 Vergleich der Bindungsstarke von Wobbler- und Wildtyp-Vps54

Um die deutlich schwachere Interaktionsstarke der Wobbler-Vps54-Variante mit den
potentiellen Bindepartnern gegenuber dem Wildtyp zu quantifizieren, wurden Flulssig-B-
Galactosidase Assays mit dem kinstlichen Substrat ONPG (o-nitrophenyl [3-D-
galactopyranoside) durchgefuhrt (Hefe Protokoll Handbuch, BD Bioscience Clontech).
Hierbei misst man den Umsatz des Substrats ONPGs zu o-nitrophenol (gelb) und D-
galactose photometrisch bei 420nm und kalkuliert die Miller-Einheit, die als die -
Galactosidase-Aktivitat definiert ist, welche 1umol ONPG zu o-nitrophenol und D-
galactose pro Minute und pro Zelle umsetzt (Hefe Protokoll Handbuch, BD Bioscience

Clontech). Diese Reaktion wird durch die B-Galactosidase katalysiert, deren Expression
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nur bei Interaktionen der beiden Bindepartner im Yeast Two-Hybrid Versuch stattfindet.
Die Miller-Einheiten stellen somit ein Mal} der Interaktionsstarke dar.

Fur diesen Versuch wurden sechs Interaktionspartner ausgewahlt (Snx5, Dnm, Ina,
Zhangfei, Golga4 und Q8BUY8). Kotransformationen wurden in dem Hefestamm AH109
mit je der Wobbler- und Wildtyp-Variante (173WR und 173WT) durchgefuhrt und auf DDO-
Selektionsplatten ausgebracht. Je drei Einzelkolonien wurden pro Ansatz Uber Nacht in
SD-Leu/-Trp Flussigmedium inkubiert und auf Selektionsplatten aufgetropft und das
Wachstum bewertet (Abb. 3.18A). Pro FlUssigkulturansatz wurden drei technische
Replikate, wie beschrieben (Hefe Protokoll Handbuch, BD Bioscience Clontech), fur das
Flussig-B-Galactosidase Assay prozessiert. Nach Messung der OD4z0 wurden die Miller-
Einheiten fur jeden Ansatz bestimmt und die Mittelwerte der Replikate ermittelt (Abb.
3.18B). Hierbei liessen sich die beobachteten Tendenzen aus den Wachstumstests (Abb.
3.18A) reproduzieren. Die Wobbler-Vps54-Variante mit den jeweiligen Interaktionspartnern
zeigte gegenuber der Wildtyp-Variante deutlich schwachere Werte (Abb. 3.18B). Unter
den sechs hier getesteten Interaktionen ergaben sich die deutlichsten Unterschiede fur Ina
(ca. 3,75-fach hohere Werte fur 173WT im Vergleich zu 173WR), Zhangfei (ca. 3,00-fach),
und Snx5 (ca. 2,20-fach). Weniger deutliche Unterschiede ergaben sich fur Golga4 (ca.
1,66-fach), Q8BUY8 (ca. 1,50-fach) und Dnm (ca. 1,35-fach).

Durch die hier durchgefuhrte Versuchsreihe konnten mogliche Interaktionspartner von
Vps54 identifiziert werden, die zumindest im Yeast Two-Hybrid System, durch Auswertung
von Wachstumstests und kolorimetrischer Quantifizierung, deutliche Unterschiede in der
Interaktionsstarke der Wobbler- und der Wildtyp-Variante des C-terminalen Teils von

Vps54 mit den jeweiligen Bindepartnern gezeigt haben.
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Abbildung 3.18: Vergleich der Interaktionsstiarke des Wobbler- und Wildtyp-Vps54-C-terminalen
Fragmentes mit ausgewadhlten potentiellen Interaktionspartnern. A) Wachstum der Hefen mit Vps54
und den potentiellen Interaktionspartnern im Yeast Two-Hybrid System. Der AH109 Hefestamm wurde mit
den 173WT- oder 173WR-Konstrukten und den Interaktionspartnern kotransformiert, auf Selektionsplatten
ausgebracht und das Wachstum bewertet. (+++ sehr starke Interaktion, ++ starke Interaktion, + geringe
Interaktion, - keine Interaktion). B) Quantifizierung der Interaktionsstarke im Yeast Two-Hybrid System.
ONPG Flussig-Assays wurden fir je drei unabhangige Klone und je drei technische Replikate
durchgefiihrt und die Mittelwerte bestimmt. Messwerte sind in Miller-Einheiten (B-Galactosidase-Aktivitat
pro Minute und Zelle) angegeben. Die Faktoren geben das Verhaltnis der Miller-Einheiten der 173WT- zu
den 173WR-Konstrukten fiir die gemessenen Interaktionsstarken an.

115



3 Ergebnisse

3.3 Vergleichende Transkriptomanalyse zwischen Wildtyp- und
Wobbler-Tieren

Um mehr Uber die molekularen Ursachen der Neurodegeneration bei Wobbler-Tieren zu
lernen, wurden Expressionsuntersuchungen durchgefuhrt. Hierbei koénnen Gene
identifiziert werden, die in der Wobbler-Pathologie eventuell eine Rolle spielen. Diese
Untersuchungen kénnen helfen den Einfluss der in Vps54 detektierten Punktmutation auf

die progressiv verlaufende Erkrankung des Nervensystems zu verstehen.

3.3.1 Expressionsuntersuchungen mittels Microarray

In einem ersten Ansatz wurden Microarray-Untersuchungen durchgefuhrt. Hierzu wurde
Ruckenmark aus je zehn ca. 49 Tage alten (3 Tage) (wr/wr)- und (+/+)-Tieren prapariert.
Die total-RNA wurde aus dem Ruckenmark extrahiert und lyophilisiert. Die Proben wurden
anschlieRend an unseren Kooperationspartner fur die Durchfiihrung des Microarray-
Experimentes geschickt.

An der GSF am Institut fur Experimentelle Genetik in Neuherberg, wurden diese Versuche
in der Gruppe von Dr. Johannes Beckers durch Marion Horsch durchgeflhrt. Hierbei
wurden die Hybridisierungen auf einem in der Arbeitsgruppe entwickelten Chip
durchgefuhrt. Es handelte sich um ein Microarray, das die gespotteten PCR-Produkte des
arrayTAG 20k clone sets (Lion Bioscience) enthielt (Drobyshev et al., 2003). Von den
Proben sind Mischungen der zehn (+/+)-total-RNAs, was dem Referenz-Ansatz entspricht,
und je vier total-RNAs aus (wr/wr)-Tieren, was den beiden Proben-Ansatzen (wr-pool1 und
wr-pool2) entspricht, hergestellt worden. Je 20ug der Mischungen wurden fur die Reverse
Transkription und Markierung mit Cy3 und Cy5 Fluoreszenz-Farbstoff nach dem TIGR-
Protokoll (The Institute for Genomic Research, Hedge et al., 2000) fur ein dual-colour-
Experiment eingesetzt. Hybridisierungen, Waschschritte und Datenaufnahme wurden wie
in Beckers et al. (2005) beschrieben, durchgeflhrt.

Es wurden zwei Hybridisierungen mit dem wr-pool1 und zwei mit dem wr-pool2 gegen den
Referenz-Ansatz, sowie Wiederholungen mit vertauschten Fluoreszenz-Farbstoffen
durchgefuhrt. Insgesamt konnten so acht Hybridisierungen ausgewertet werden. Unter den
acht Hybridisierungen wurden 4627 Gene detektiert, die in allen Hybridisierungen
auswertbare Signale (Uber einer Schwelle von 500 scanner-definierten Einheiten) lieferten.

Die so erhaltenen Werte wurden auf signifikante Unterschiede zwischen (wr/wr)- und
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(+/+)-Tieren untersucht. Hierbei wurden 54 hoch- und 42 herunterregulierte Gene (p(chance)
<1%) identifiziert (Beckers, personliche Mitteilung).

Durch die Hinzunahme einer stringenteren statistischen Methode (siehe Anhang 6.7,
Beckers et al.,, 2005 und Seltmann et al., 2005), wurde die Anzahl der als reguliert
detektierten Gene reduziert. Die Auswertung des Microarray-Experiments fur den
Vergleich von (wr/wr)- zu (+/+)-Tieren ergab, dass von den 38 signifikantesten differentiell
exprimierten Genen, 26 hoch- und 12 herunterreguliert waren (Rangfolge im Anhang 6.7).
Anhand der Sequenzen der von Lion Bioscience sequenzierten und in Datenbanken
abgelegten Klone, konnten den meisten regulierten Spots des Microarrays durch BLAST-
Sequenzsuchen Gene zugeordnet werden (Anhang 6.7). Unter den hochregulierten
Genen wurden so zum Beispiel je zwei Spots fur die Gene ApoE (Rang 7 und 8) und
Sparc (Rang 20 und 26) identifiziert. Drei Spots konnten dem Gen Prdx6,
beziehungsweise dem Paralog Prdx5 (Rang 13, 15 und 16) zugeordnet werden. Drei
weiteren Spots konnten keine Gene zugeordnet werden (Rang 4, 22 und 24); hierbei
ergaben die Sequenzsuchen Treffer fur kleinere Fragmente der Spotsequenz auf
unterschiedlichen genomischen Loci, jedoch befand sich unter diesen keine
proteinkodierende Sequenz. Ein Spot (Rang 1) erzielte einen deutlichen Treffer auf
Chromosom 3, allerdings sind in dieser Region keine Gene annotiert. Flr einen Spot
(Rang 6) gab es einen Treffer auf Chromosom 17. Es zeigte sich, dass die Spotsequenz
zu zwei unterschiedlichen Genen gehort (Mea? und Ppp2r5d), deren 3'UTR teilweise
Uberlappt (Ohinata et al., 2002). Somit ware es mdglich, dass nur eines oder beide Gene
differentiell in (wr/wr)-Tieren reguliert sind. Insgesamt ergab sich so eine bereinigte Liste,
der in (wr/wr)-Tieren im Vergleich zu (+/+)-Tieren regulierten Gene, von 19 hoch- und 11

herunterregulierten Genen (Tabelle 3.2).
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Hochregulierte Gene

Spot Accession  Gen Name, Beschreibung Chr. Position  Verhiltnis
MG-8-17110 M26251 Vim Vimentin 2 / 13.53Mb 3.1
MG-8-11n18 BC034341 Itih2 inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 2 / 10.04Mb 32

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO

MG-8-118d15 AF354051 Atp5h " 11 /115.08Mb 2.6
complex, subunit d
o g0 protein phosphatase 2, regulatory subunit B
MG-6-92j19 BC010716 Ppp2r5d (B56), delta isoform 17/ 44.08Mb 2.1
MG-6-92j19 BC013344 Mea1 male enhanced antigen 1 17/ 44.08Mb 21
MG-8-46e22 NP_033826 ApoE apolipoprotein E 7 | 41.14Mb 1.8
MG-14-120f7 AK028745 2310043N10Rik mKiaa0256, ribosomal L7 similar 19/ 5.63Mb 21
Cd63 antigen, Lamp-3 (Lysosome-associated
MG-13-128j16 D16432 Cd63 membrane glycoprotein 3), (Ocular melanoma- 10 /129.04Mb 1.8
associated antigen) (OMA81H) (Granulophysin)
MG-15-2p22 M86736 Gmn granulin 11/102.11Mb 1.6
MG-3-53016 BC003930 Dhrs1 ?ehydr°ge”ase”ed“°‘ase (SDR family) member 4,/ 47 74mp 17
MG-6-88g23 BC061181 Prdx5/6 peroxiredoxin 5 oder 6 1 /161.25Mb 1.5
MG-6-27j9 BC054758 Ctsd cathepsin D 7 /130.08Mb 1.6
MG-8-96d13 AK008900 2210411K11Rik  JIKEN cDNA 2210411K11, unbekanntes Prolin- 7,46 55 18
reiches Protein
Growth associated protein 43, Neuromodulin
™ (Axonal membrane protein GAP-43) (PP46) (B-
MG-6-3a5 BC028288 Gap43 50) (Protein F) (Calmodulin-binding protein P- 16/ 42.12Mb 14
57).
MG-6-43d9 AK032170 Lxn latexin 3 / 67.77Mb 1.5
MG-15-79e15 BC004638 Sparc secreted acidic cysteine rich glycoprotein 11/ 55.03Mb 1.4
clusterin, ApoJ, Apolipoprotein J, Cli, complement
YT lysis inhibitor, D14Ucla3, Sgp-2, Sgp2, sgp2, SP-
MG-14-54i3 570244 Clu 40, Sugp-2, testosterone repressed prostate 14/ 57.67Mb 4
message
o sorting nexin associated golgi protein 1, mouse
MG-8-79a16 AF408408 Snag1 sorting nexin 18 13/110.54Mb 1.8
MG-15-261m9 AK089212 NM_146247 CDNA sequence BC024814, S-adenosyl-L- 16/ 8.18Mb 14
methionine-dep methyltransferase
Herunterregulierte Gene
Spot Accession Gen Name, Beschreibung Chr. Position Verhiltnis
MG-6-46019 BC027010 Pip1 proteolipid protein (myelin) 1 X 1126.84Mb 0.6
MG-15-109119 NM_008623 Mpz myelin protein zero 1 /171.23Mb 0.5
MG-12-168p11 NM_010271 Gpd1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble) 15/ 100.19Mb 0.6
MG-6-75h19 AK028057 Mobp myelin-associated oligodendrocytic basic protein 9 /120.16Mb 0.7
MG-8-1107 AK007422 L0C328023 FIKEN GDNA 181001024 gene, unbekanntes 11/ 106.70Mb 07
MG-6-55b9 BC053033 Cntn2 contactin 2 1 /132.39Mb 0.7
MG-3-18m8 BC022919 Tbb2 RIKEN cDNA 4930542G03 gene 2/ 25.18Mb 0.7
Probe liegt im
MG-15-163m24 Intron des Trp53inp2 tumor protein p53 inducible nuclear protein 2, 2 /155.45Mb 0.7
Gens
MG-12-217a7 BC018275 Rhob ras homolog gene family, member B 12/ 8.53Mb 0.7
protease, serine, 11 (Igf binding), Serine protease
MG-12-222e9 AF172994 Prss11 HTRA1 precursor, HtrA1, insulin-like growth 7/ 118.55Mb 0.7
factor binding protein 5 protease, L56, RSPP11
MG-12-3d23 XM_130277 Phpd plakophilin 4, Neural PLAKOPHILIN-related ARM 2/ 59.27Mb 0.7

repeat protein (Fragment). p0071

Tabelle 3.2: Liste der differentiell regulierten Gene in (wr/wr)-Tieren. Analyse der Microarray-Daten fiir
den Vergleich der Expression von Genen im Rickenmark von (wr/wr)- und (+/+)-Tieren. Neben der
Identifikationsnummer der Spots (nach der Lion Bioscience Datenbank), ist die zugehérige Accession-
Nummer des besten BLAST-Treffers fir die zugehérige cDNA und ihre chromosomale Lokalisation
angegeben. Die Bezeichnung des Gens ist nach Ensembl.org vergeben. Angegeben ist das relative
Verhaltnis der Expressionshdéhen von (wr/wr)- zu (+/+)-Tieren.
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3.3.2 gqRT-PCR Untersuchungen differentiell regulierter Gene

Um die im Microarray-Experiment als differentiell reguliert identifizierten Gene zu
validieren, wurden qRT-PCR-Untersuchungen durchgefuhrt. Hierzu wurde total-RNA aus
Rickenmark von je drei 49 Tagen alten (wr/wr)- und (+/+)-Tieren isoliert. Erststrang-cDNA
wurde aus den Mischungen der drei (wr/wr)-, beziehungsweise der drei (+/+)-Tiere,
hergestellt. Verwendung fand das Lightcycler-System von Roche. Generell wurden im
Lightcycler pro Gen zwei technische Replikate von drei unabhangigen Ansatzen von
(wrlwr)- und (+/+)-Erststrang-cDNA gemessen. Die resultierenden Cr-Werte wurden gegen
die Expression von B-actin normalisiert und das Verhaltnis der normalisierten Expression
zwischen Wobbler und Wildtyp bestimmt.

Von den 19 als hochreguliert identifizierten Gene im Microarray-Experiment, wurden 13 fur
die Lightcycler-Validierung ausgesucht. Fur Vim (Primerpaar: Vimentin_a/Vimentin_b),
ApoE (Primerpaar: ApoE_a/ApoE_b), CD63 (Primerpaar: CD63 a/CD63 b), GAP43
(Primerpaar: Gap43_a/Gap43_b) und NM_146247 (Primerpaar: NM_146247_a/
NM_146247 b) lielBen sich die im Microarray-Experiment bestimmten Zahlenwerte fast
exakt reproduzieren (Abb. 3.19A). Die Tendenz der Regulation von [tih2 (Primerpaar:
Itih2_a/Itih2_b) war auch im qRT-PCR-Experiment gleich, der gemessene Zahlenwert von
1,45+0,06 wich aber deutlich von den im Microarray-Experiment (3,2 siehe Tabelle 3.2)
gefundenen Werten ab. Fur die Gene Ctsd (Primerpaar: Ctsd_a/Ctsd_b) und Sparc
(Primerpaar_ Sparc_a/Sparc_b) konnten mit 2,06+0,08, bzw. 2,11+0,02 deutlich hdhere
Werte der Expressionserhdhung gemessen werden als im Microarray-Experiment (1,6,
bzw. 1,4). Die Expressionserhohung von Snag? konnte trotz Verwendung von
unterschiedlichen Primerpaaren fur verschiedene SpleiRisoformen nicht im gqRT-PCR-
Experiment verifiziert werden. Da die Spotsequenz MG-6-88g23 nicht nur Prdx6, sondern
auch das paraloge Gen Peroxiredoxinb reprasentiert, wurden spezifische gRT-PCR
Untersuchungen mit beiden Genen durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass Prdx6 in (wr/wr)-
Tieren (Primerpaar: Prdx6_a/Prdx6_b) mit einem Wert von 2,65+0,6 deutlich hoch und
Prdx5 (Primerpaar: Prdx5_a/Prdx5 _b) mit einem Wert von 0,491£0,19 deutlich
herunterreguliert ist. Der im Microarray-Experiment gemessene Wert von 1,5 stellt damit
wahrscheinlich die Summe der Regulation dieser beiden paralogen Gene dar. Da die
Spotsequenz MG-6-92j19 zu zwei Genen gehort, deren 3’'UTR einander uberlappt
(Ohinata et al., 2002), wurden die beiden Gene ebenfalls im gRT-PCR-Experiment
getestet. Fur Mea? (Primerpaar. Meal_a/Meal1_b) ergab sich keine Regulation, fir

Ppp2rbd eine Herunterregulierung auf einen Wert von 0,5710,05. Auch hier wurden
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verschiedene Primerpaare fur unterschiedliche SpleilRisoformen getestet, allerdings konnte

der im Microarray-Experiment gemessene Wert von 2,1 nicht bestatigt werden.
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Abbildung 3.19: qRT-PCR-Experimente zur Validierung der Microarray-Experimente. A) gqRT-PCR-
Analysen der hochregulierten Gene aus den Microarray-Daten fiir den Vergleich der Expression im
Ruckenmark von (wr/wr)-Tieren im Vergleich zum Wildtyp. Angegeben ist das relative Verhaltnis der
Expressionhéhen von (wriwr)- zu (+/+)-Tieren. B) qRT-PCR-Analysen der herunterregulierten Gene. C)
gRT-PCR-Analysen von zwei hochregulierten Genen, die nicht unter den signifikanten Treffern waren
(sieche Text). D) Drei der herunterregulierten, und weitere fir die Wobbler-Pathologie potentiell
interessante Gene, wurden flr Expressionsuntersuchungen ausgewahlt. Gestrichelte Linien geben das
Wildtyp-Expressionsniveau an.

Aus den elf herunterregulierten Genen sind sechs fir die Validierung im qRT-PCR-
Experiment ausgesucht worden. Fir die Gene PIp1 (Primerpaar: Plp1_a/Plp1_b), Prss11
(Primerpaar: Prss11_a/Prss11_b) und Pkp4 (Primerpaar: Pkp_4 a/Pkp_4 b) konnten die
im Microarray-Experiment bestimmten Werte nicht reproduziert werden. Es fand sich keine
Regulation dieser Gene in Wobbler-Tieren im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.19B). In

beiden Experimenten herunterreguliert konnten Mpz (Primerpaar: Mpz_a/Mpz_b), Gpd1
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(Primerpaar: Gpd1_a/Gpd1_b) und Cntn2 (Primerpaar: Cntn2_a/Cntn2_b) identifiziert
werden.

Von den 96 in der ersten Microarray-Analyse in (wr/wr)-Tieren differentiell regulierten
Gene (Daten nicht gezeigt), wurden finf fir die gqRT-PCR-Analyse ausgewahlt. Die
Complement Komponente C3 (Primerpaar: Comp2_C3_a/Comp2_C3 b) und CD68
(Primerpaar: CD68_a/CD68_b) wurden in beiden Versuchen als hochreguliert identifiziert
(Abb. 3.19C). Eine deutlich niedrigere Expression wurde fur Serf2 (Primerpaar:
Serf2_a/Serf2_b) und die beiden Neurofilamente Nef3 (Primerpaar: Nfm_a/Nfm_b) und
Nefh (Nfh_a/Nfh_b) bestimmt (Abb. 3.19D). Zusatzlich wurden noch drei weitere fur die
Wobbler-Pathologie interessante Gene quantitativ analysiert (Nfl, Ulbrich 2003; App,
Schitek 2005; NosZ2, Vodovotz et al., 1996). Hierbei wurde die dritte Neurofilament-
Komponente (Primerpaar: Nfl_a/Nfl_b), sowie das APP-Gen (Primerpaar: App_a/App_b)
und das Nos2-Gen (inducible nitric oxide synthase, Primerpaar: INOS_a/iNOS_b) getestet.
Diese Gene werden ebenfalls in (wr/wr)-Tieren herunterreguliert (Abb. 3.19D).

3.3.3 Northern-Blot-Experimente

Zusatzlich zu den gRT-PCR-Experimenten, sind noch Expressionsuntersuchungen mit
Northern-Blots durchgeflihrt worden. Total-RNA aus Rickenmark und Testis von je drei
(wrlwr)- und (+/+)-Tieren wurde mit Standardmethoden hergestellt. 15ug der Mischungen
wurden Uber ein 1% Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt und auf eine Membran mittels
des Kapillarblot-Verfahrens ubertragen. 3'UTR-PCR-Fragmente von etwa 500bp Lange
wurden radioaktiv mit **P markiert und der Blot Giber Nacht mit dieser Sonde inkubiert.
Nach mehreren Waschschritten wurde die Membran zwischen 30 Minuten und mehreren
Stunden mit einem storage phosphor screen (Amersham) inkubiert. Die Screens wurden
mit dem Typhoon Phosphor Imager ausgelesen (Amersham) und die detektierten Banden
mit der Image Quant Software (Amersham) relativ zur Expression des [-actin-Gens
quantifiziert.

Experimente mit den DNA-Sonden fur ApoE (Primerpaar: ApoE_North_a/ApoE_North_b),
Vim (Prfimerpaar: Vim_North_a/Vim_North_b) und Prdx6 (Primerpaar: Prdx6_North_a/
Prdx6_North_b) lieferten im Northern-Blot (Abb. 3.20A) nach Quantifizierung (Abb. 3.20C)
der RUckenmarks-Spuren ahnliche Werte, wie in den Microarray- und gRT-PCR-
Experimenten (siehe 3.3.2). Mit der Snag7-spezifischen DNA-Sonde (Primerpaar:
Snag1_North_a/Snag1_North_b) konnte keine Regulation in (wr/wr)-Tieren detektiert
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Abbildung 3.20: Northern-Blot-Experimente zur Validierung der Microarray-Daten. A) Northern-Blot-
Analysen der hochregulierten Gene aus den Microarray-Daten fir den Vergleich der Expression im
Rickenmark von (wr/wr)-Tieren im Vergleich zum Wildtyp. 15ug total-RNA-Mischungen aus je drei
(wriwr)- und (+/+)-Tieren wurden Uber ein 1% Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und nach Ubertragen
auf eine Membran mit einer radioaktiv-markierten DNA-Sonde inkubiert. Nach Detektion wurde der Blot
mit einer B-actin-spezifischen Sonde als Normalisierungskontrolle inkubiert. B) Northern-Blot-Analysen
von ausgewahlten runterregulierten Genen. C) Quantifizierungen der Blots fir das Rickenmark unter A)
und B). Verwendung fand die Image Quant Software (Amersham). Werte wurden 3-actin normalisiert und
sind relativ zum Wildtyp angegeben. Die gestrichelte Linie gibt das Wildtyp-Expressionsniveau an.

werden. Die Hybridisierung mit der Mea1/Ppp2r6d-DNA-Sonde (Primerpaar:
Mea1_Ppp2r5d_Sond_a/Mea1 Ppp2r5d_Sond_b) zeigte ahnliche Tendenzen, wie in den
gRT_PCR-Experimenten (Abb. 3.20A). Das Ppp2r5-Transkript fand sich deutlich herunter-
und das Mea1-Transkript leicht hochreguliert (Abb. 3.20C).
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Von den herunterregulierten Genen wurden drei fur eine Northern-Blot-Untersuchung
ausgesucht (Abb. 3.20B). Die Transkripte fur das Mpz-Gen (Primerpaar: Mpz_North_a/
Mpz_North_b) und das Nef3-Gen (Primerpaar: Nefm_North_a/Nefm_North_b) liessen sich
als herunterreguliert identifizieren (Abb. 3.20C). Dagegen wurde Plp1 in (wr/wr)-Tieren als
nicht differentiell reguliert identifiziert und widerspricht somit den Microarray-Daten.
Zusatzlich zu der total-RNA aus Ruckenmark wurde Testis total-RNA fur die Northern-Blot-
Experimente mitgeflhrt. Wie erwartet lieRen sich keine Signale fur das Mpz-, Plp1- und
Nef3-Transkript erhalten (Abb. 3.19B). Dagegen konnten im Testis die Vim-, ApoE-,
Prdx6-, Snag-1 und Mea17-Transkripte nachgewiesen werden (Abb. 3.19A). Nach
Quantifizierung konnte nur fir das Mea1-Transkript ein Unterschied detektiert werden. So
wird Mea1 in der Wobbler-Maus im Testis-Gewebe auf das 0,7-fache des Wildtypniveaus
runterreguliert. Alle anderen Transkripte zeigten keine signifikanten Unterschiede.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in Wobbler-Tieren, im Vergleich zum
Wildtyp, eine Vielzahl von Genen reguliert wird. Es liel} sich eine weitgehende
Ubereinstimmung in der Regulationshéhe mit den drei verwendeten unabhangigen
Methoden finden. Nicht reproduziert werden konnten die Microarray-Daten der Regulation

fur Snag1 und Pip1.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen den Beweis flr die Identitat des fur die Wobbler-
Pathologie ursachlichen Gens zu erbringen. Zusammen mit der Identifizierung von
differentiell regulierten Genen, kdnnten diese Erkenntnisse einen grof3en Einfluss auf die
Betrachtung humaner neurodegenerativer Erkrankungen haben. So verbindet die
Entdeckung, dass eine Mutation in dem Gen Vps54 fur den Wobbler-Phanotyp
verantwortlich ist, neurodegenerative Prozesse mit einem mdglichen gestorten
intrazellularen Vesikeltransport.

Nach der Diskussion der Analyse des Kandidatengenintervalls und moglichen Funktionen
der neu identifizierten Gene, werden die der Wobbler-Erkrankung zugrunde liegenden
Pathomechanismen diskutiert. Im Ausblick werden einige weitergehende Experimente
vorgeschlagen mit denen die genauen zelluldaren Funktionen von Vps54 aufgedeckt und
so mogliche ursachliche Beteiligungen an Krankheitsmechanismen nachgewiesen werden

konnen.

4.1 Das wr-kritische Intervall

Die Verwendung der neuen Sequenzdaten aus den o6ffentlichen Datenbanken ermdglichte
zum ersten Mal den gesamten Kandidatengenbereich zu betrachten. Die
Sequenzabdeckung des hier verwendeten Assembly war vollstandig, so dass die Lucken,
die noch bei Fuchs et al. (2002) zu Unsicherheiten bei der Identifizierung aller
Kandidatengene geflhrt hatten, eliminiert werden konnten. Die bei Fuchs et al. (2002)
beschriebene Inversion konnte nicht bestatigt werden. Die Annahme einer Inversion
basierte auf zwei genomischen Klonen, die den Bereich zwischen Kiaa0903 und dem
rekombinanten Marker BAC147n22rev Uberspannen sollten. Der eine genomische Klon,
ein YAC mit der Bezeichnung ymWIBR100H6 (Fuchs et al., 2002) kdnnte ein chimarer
Klon gewesen sein, der unterschiedliche Fragmente aus der wr-kritischen Region enthalt.
Der zweite Klon ist ein BAC mit der Bezeichnung BAC135B4. Dieser Klon ist mittlerweile
fast vollstandig vom Institut fur molekulare Biotechnologie in Jena sequenziert worden.
BLAST-Analysen konnten in der Sequenz des BAC135B4 (AC091422) keine Teile des
Kiaa0903-Gens, wie in Fuchs et al. (2002) dargestellt, detektieren. Weiterhin zeigte sich,
dass dieser genomische Klon die Sequenz von 20763369bp bis 20975807bp des
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Mauschromosoms 11 (NCBI Assembly Build 33) enthalt, und somit den Bereich zwischen
den beiden Genen NM_173752, ein dem wr-kritischen Intervall flankierend liegendes
Galektin-Gen, und Peli1 Uberspannt. Hier kdnnte man spekulieren, dass eventuell
falschpositive PCR-Signale erhalten worden sind, die so zu der irrtimlichen Annahme
einer Inversion gefuhrt haben (Fuchs 2001).

Auch mussen die Schatzungen Uber die Grofde des wr-kritischen Intervalls revidiert
werden. So basierte die GroRenangabe von 0,41cM +0,23cM (Fuchs 2001) auf der
Berechnung der Haufigkeiten von Rekombinationsereignissen. Durch die hier verwendete
Sequenz, welche die wr-kritische Region luckenlos Uberspannt, konnte der Abstand der
beiden flankierenden Marker mit 2,02Mb bestimmt werden (siehe 3.1), was weit mehr als
doppelt so groR ist, wie von Fuchs (2001) ermittelt. Diese Diskrepanz dirfte an der extrem
rekombinationsarmen wr-kritischen Region liegen. So ergaben Untersuchungen der
lokalen Rekombinationsfrequenzen des Mauschromosoms 11 flr die hier relevante
Region sehr geringe Werte (Jensen-Seaman et al., 2004), die somit eine Erklarung fur den

Unterschied zwischen genetischem und physikalischem Abstand liefern.

4.1.1 Identifizierung von neuen Genen

Fur die Untersuchung der zu Beginn der Arbeit noch nicht annotierten genomischen
Sequenz wurden verschiedene bioinformatische Werkzeuge verwendet. Gute Ergebnisse
lieRen sich mit den Alignments von EST-Sequenzen mit dem Programm Gen2EST vom
EMBL-Server in Heidelberg erzielen. Aufgrund der geringen Kapazitat des Servers
konnten pro Analyse allerdings nur kurzere genomische Sequenzen (<100kb) untersucht
werden. Eine signifikante Verbesserung ergab sich durch die Verwendung des E2G
Programms (Kruger et al., 2004), das von einer Arbeitsgruppe an der Technischen
Fakultat Universitat Bielefeld fur unsere Analysen maf3igeschneidert entwickelt worden ist.
Bei signifikanten Treffern von ESTs in der genomischen Sequenz, wurde mittels BLAST-
Sequenzanalysen nach zugehdrigen cDNA-Klonen in den Datenbanken gesucht. Diese
Strategie fuhrte zu der Entdeckung von drei Genen, die fir den wr-kritischen Bereich neu
annotiert werden konnten. Das B3Gnt-Gen war zwar schon funktional gut charakterisiert,
aber noch nicht als Kandidat fur die Wobbler-Erkrankung untersucht worden (Egan et al.,
2000). Da nach der Reduktion des Kandidatengenintervalls (siehe 3.1.3) B3Gnt nicht mehr
als Wobbler-Gen in Frage kam, wurde von einer weiteren Untersuchung abgesehen. Die
anderen beiden neu identifizierten Gene wurden dagegen als Kandidaten fur das Wobbler-

Gen untersucht.
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4.1.2 Tmem17

Tmem17 ist ein Vier-Exon-Gen, das fur ein ubiquitar exprimiertes Protein von 198
Aminosauren kodiert. Sequenzanalysen zeigten, dass Tmem17 unter Vertebraten
evolutionar hoch konserviert ist, und somit einem starken Selektionsdruck unterliegt. Diese
hohe Konservierung spricht fir eine essentielle Funktion dieses Proteins. Erste
biochemische Untersuchungen mit rekombinantem Maus-Tmem17, zeigten eine
Membranassoziierung mit intrazelluldren Strukturen in Cos7 bzw. CHO Zellen, die durch
die Computervorhersage von vier Transmembran-Regionen unterstrichen wird (3.1.1.4).
Auch konnten Hinweise auf eine posttranslationale Modifizierung des Proteins erhalten
werden. Die Auftrennung von Zelllysaten aus einer Tmem17 exprimierenden Zellkultur und
anschliellender 2D-Gelelektrophorese ergab Hinweise auf multiple Phosphorylierungen
des Proteins (Wiegand, pers. Mittteilung). Trotz der vier detektierten Transmembran-
Regionen ist Tmem17 kein Mitglied der Tetraspanin-Familie (Hemler 2001). So lassen sich
weder die fur die Tetraspanine charakteristischen Aminosauremotive, noch die im
Vergleich zur ersten langere zweite extrazellulare Schleife detektieren (Yunta und Lazo,
2003). Es fanden sich auch keine Sequenzubereinstimmungen zu den sogenannten TVPs
(tetraspan vesicle membrane proteins), die wichtige Funktionen im intrazellularen
Vesikeltransport wahrnehmen, obwohl zumindest eine strukturelle Ahnlichkeit
offensichtlich ist (HUbner et al., 2002). Weiter konnten keine bekannten Proteindomanen
oder Strukturmotive identifiziert werden, mit denen man Tmem17 einer bestimmten
Proteinfamilie zuordnen kénnte, um somit erste Hinweise auf mogliche Funktionen zu
bekommen.

Die Suche nach Interaktionspartnern erschien daher als eine vielversprechende Strategie,
um die Funktion von Tmem17 naher aufzuklaren. Mittels des Yeast Two-Hybrid Systems
konnten fir das N-terminale und C-terminale Fragment des Proteins maogliche
Bindepartner identifiziert werden (3.1.1.5). So ist Ppm1e (Synonyme: POPX1, Kiaa1072
und PP2CH) eine Proteinphosphatase, die PAK (p21 (Cdc42/Rac) activated kinase) durch
Dephosphorylierung inaktiviert, und somit einen Einfluss auf zahlreiche biologische
Prozesse, wie etwa Organisation des Cytoskeletts und Zellteilung ausubt (Koh et al.,
2002). Ein weiterer mdglicher Interaktionspartner ist Fem1b, das Maus Ortholog des C.
elegans fem-1-Gens, das Funktionen bei der Geschlechtsbestimmung ausubt (Gaudet et
al., 1996). Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine Proteinphosphatase, die allerdings in
Vertebraten noch funktional uncharakterisiert ist (Ventura-Holman et al., 2000). Ranbp9

(Synonym: RanBPM) ist ein in der Plasmamembran lokalisiertes Protein, das mit
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Integrinen interagieren kann (Denti et al., 2004). Als ein weiterer maoglicher
Interaktionspartner konnte Cops5 (Synonyme: Cop9, Mov34, Jab1) identifiziert werden.
Dieses Protein ist eine Komponente des Signalosom-Komplexes, der mit dem
proteasomalen System assoziert ist (Wolf et al., 2003). Der ABC-Halbtransporter Abcd4
(Synonyme: P70R, PMP69, Pxmp1-l) ist ein peroxisomal lokalisiertes
Transmembranprotein (Gloeckner et al., 2000), das eine Rolle in der Pathogenese der
Adrenoleukodystrophie spielt (Asheuer et al., 2005).

Um die Interaktionen von Tmem17 mit den identifizierten mdéglichen Bindepartnern zu
verifizieren, sind weitere Untersuchungen notig. So werden zurzeit im Rahmen einer
laufenden Diplomarbeit die Klonierungen aus den Hefeplasmiden in einen
Expressionsvektor durchgefuhrt. AnschlieBend sollen Koimmunprazipitationen die
Interaktionen verifizieren. Auch werden Kolokalisationexperimente in Zellkulturen mit den
hergestellten Plasmiden mdglich, die weitere Hinweise auf die Interaktionen liefern
konnen. Zur weiteren Charakterisierung von Tmem17 wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
der Konstruktion eines Vektors fur ein Gene-Targeting-Experiment begonnen (Daten nicht
gezeigt). So kann das Ausschalten von Tmem17 in vivo weitere funktionale Einsichten
bringen. Neben den fehlenden Expressions- und Sequenzunterschieden zwischen
Wobbler- und  Wildtyp-Tieren, konnte Tmem17 durch die Reduktion des

Kandidatenintervalls (3.1.3) als Kandidat fur das Wobbler-Gen ausgeschlossen werden.

4.1.3 NM_172792

Das offene Leseraster von NM_172792 kodiert fur ein 226 Aminosauren groldes Protein,
das eine Serin/Threonin-Kinase-Domane enthalt. Durch BLAST-Sequenzsuchen konnten
orthologe Gene in der Ratte und auf einem anderen Mauschromosom identifiziert werden
(3.1.2.1). Die genauere Untersuchung der Sequenzen lasst vermuten, das NM_172792
keine funktionale Kinase ist, da wichtige Motive fehlen (Abb. 3.7). Da kein Antikdrper zur
Verfugung stand, konnte die Translation nicht nachgewiesen werden. Man kann daher
Uber etwaige Funktionen des Transkripts nur spekulieren. Falls NM_172792 translatiert
wird, konnte dieses Protein zum Beispiel Phosphorylierungsstellen anderer Proteine
blockieren, und somit Phosphorylierungsmuster beeinflussen, oder vdéllig andere
Funktionen wahrnehmen. Eine weitere Mdglichkeit konnte sein, dass das NM_172792-
Transkript nicht translatiert wird und die RNA ihrerseits funktional aktiv ist. In der Literatur

gibt es mehrere Beispiele von untranslatierten RNAs, die wichtige zellulare Funktionen
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wahrnehmen konnen (Mattick 2004), wie zum Beispiel bei der X-Chromosom Inaktivierung
(Heard 2004).

Die Expression von NM_172792 konnte ausschlie3lich im Testis-Gewebe nachgewiesen
werden. Bei Wobbler-Tieren wird das Transkript etwa 2-fach hochreguliert. Dass die
differentielle Regulation von NM_172792 in der Pathologie der Wobbler-Tiere eine Rolle
spielt ist unwahrscheinlich. Da durch das Rescue-Experiment mit den BAC-transgenen
Tieren (3.2.2.3) auch der Testis-Phanotyp gerettet worden ist, kann man schlussfolgern,
dass NM_172792 nicht ursachlich in die Wobbler-Pathologie involviert ist. Um trotzdem
mehr Uber die Funktionen von NM_172792 zu lernen, und letztendlich Mause zu
generieren denen das Transkript fehlt, bot es sich an, das Gen in vivo durch ein Gene-
Targeting-Experiment auszuschalten. Die Analyse der resultierenden NM-172792-
defekten Mause konnte einen wesentlichen Beitrag zur funktionalen Charakterisierung
dieses Gens leisten. Unglucklicherweise konnten keine fir die homologe Rekombination
positiven ES-Zellklone erhalten werden (3.1.2.3.2). Der Grund konnte an der geringen
lokalen Rekombinationsfrequenz der chromosomalen Region liegen (siehe 4.1). Es
scheint daher notwendig das Experiment zu wiederholen und eine groRere Anzahl von ES-

Zellklonen zu untersuchen.

4.1.4 Reduktion des wr-kritischen Intervalls

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue polymorphe Marker zwischen den beiden in der
Rekombinationszucht verwendeten Mausstdammen C57BL6 und Cast/Ei etabliert werden,
die es ermoglichten, den wr-kritischen Bereich signifikant einzuengen. So wurde der
Kandidatengenbereich von 2024505bp auf 867651bp reduziert (3.1.3). Damit konnten die
Gene Murr1, B3Gnt, Tmem17, Kiaa0903, Otx1 und ein grofl3er Teil des Homoloc13-Gens
aus der Kandidatengenregion ausgeschlossen werden (Abbildung 3.10). Die madgliche
héhere Auflésung des Rekombinationsbruchpunktes zwischen den beiden neuen Markern
Homint10 und Homint14 (Abbildung 3.10D) bedeutet im gunstigsten Fall eine Reduktion
des Intervalls um ca. 108kb. Da aber dadurch kein weiteres Kandidatengen
ausgeschlossen werden wirde, ist von einer weiteren Suche nach neuen Markern aus
Okonomischen Grinden abgesehen worden. Es verbleiben daher Peli1, Vps54, Ugp2,
NM_172792, Mdh1 und ein Teil des Homoloc13-Gens im Kandidatengenintervall.
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4.2 Mutation in Vps54 verursacht die Wobbler-Erkrankung

Die Detektion einer Missense-Mutation im Vps54-Gen in der Diplomarbeit von Phillip Hahn
(2004), fuhrte zu der Hypothese, dass diese fur den Wobbler-Phanotyp ursachlich sein
konnte. Erhartet wurde diese Vermutung durch Sequenzuntersuchungen, die zeigten,
dass die betroffene Aminosaure (ein Leucin) im Tierreich hochkonserviert ist, und sich
offensichtlich nur bei der Wobbler-Maus ein Glutamin an der Position 967 der langsten
Spleillisoform finden lasst (Hahn 2004). Mit dem in dieser Arbeit charakterisierten
BAC115F6 konnten in der Arbeitsgruppe von Dr. Miriam Meisler, Institute of Human
Genetics, Ann Arbor, Michigan transgene Tiere erzeugt werden, die in Bielefeld in den
Wobbler-Stamm eingekreuzt worden sind. Es zeigte sich eine vollstandige funktionale
Rettung des Wobbler-Phanotyps. Sowohl der neurologische, als auch der Testis-Phanotyp
konnten kompensiert werden (3.2.2.3). Man kdnnte zwar argumentieren, dass ein bislang
noch unbekanntes von Vps54 unabhangiges genetisches Element, das sich eventuell in
der genomischen Sequenz des BAC115F6 befindet, den Wobbler-Phanotyp kompensiert
haben konnte, dagegen sprechen jedoch mehrere Fakten. So ergaben die
Sequenzuntersuchungen des BAC115F6 keinerlei Hinweise auf mogliche alternative
Transkripte oder noncoding RNAs (Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnten aus der in
dieser Arbeit charakterisierten Vps54°9° Trap-Zelllinie (3.2.3) in der Zwischenzeit Mause
generiert werden, die in den Wobbler-Stamm eingekreuzt worden sind (Mufimann,
laufende Dissertation). Die komplexheterozygoten Tiere (wr/Vps®9%°) zeigen sowohl den
neurologischen, als auch den Testis-Phanotyp (MuRmann, pers. Mitteilung). Weiterhin
unterstreicht die Beobachtung, dass die Expression von Vps54 in Wobbler-Tieren erhoht
ist (3.2.1), die Identitdat des Wobbler-Gens. Hier konnte die Hochregulierung des
Transkripts eine kompensatorische Reaktion darstellen, die aufgrund von fehlendem
funktionalen Vps54 in den von der Wobbler-Erkrankung betroffenen Geweben auftritt.

Die Tatsache, dass in der Maus unterschiedliche Vps54-Transkripte identifiziert worden
sind (Hahn 2004), wirft die Frage auf, welche Isoform fur den Wobbler-Phanotyp
verantwortlich ist. So fuhrt die Punktmutation in allen detektierten alternativen
Spleillisoformen zu einem veranderten Protein (Hahn 2004). Aus den Ergebnissen des
Rettungsversuches mit den BAC-transgenen Tieren lasst sich diese Frage nicht
beantworten, da von dem verwendeten BAC potentiell alle SpleiRisoformen exprimiert
werden konnen. Die Charakterisierung der Vps54°9¢° Trap-Zelllinie (3.2.3) hat ergeben,
dass nur die langen Spleildisoformen von der Insertion betroffen sind, und somit, falls die

Insertionskassette nicht umspleildt wird, nicht vollstandig exprimert werden kénnen. Da die
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komplexheterozygoten Tiere den Wobbler-Phanotyp zeigen, kann man schlie3en, dass die
beiden kurzen Spleillisoformen, die wahrscheinlich durch einen separaten Promoter
reguliert werden, nicht wursachlich flir die Wobbler-Pathologie sind. Weitere
Expressionsuntersuchungen, die diese Frage klaren sollen, werden derzeit in der

laufenden Dissertation von Anke MulBmann bearbeitet.

4.3 Hinweise auf zellulare Funktionen von Vps54

Vps54 liegt von der Hefe bis zum Menschen konserviert vor (Hahn 2004). Die funktionale
Charakterisierung von Vps54 in der Hefe hat gezeigt, dass es sich dabei um ein Protein
handelt, das in den retrograden Vesikeltransport vom endosomalen Kompartiment zum
trans-Golgi-Netzwerk involviert ist (Conibear und Stevens, 2000, Oka und Krieger, 2005).
Vps54 liegt dabei in der Zelle als sogenannter Garp- (golgi associated retrograde protein)
Komplex mit Vps53, Vps52 sowie assoziiert mit Vps51 und dem t-SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) Tlg1 vor (Siniossoglou und
Pelham, 2002, Conibear et al., 2003, Reggiori et al., 2003). Der GARP-Komplex wirkt
dabei als Hilfsfaktor flr die durch die v-SNAREs (vesicle) und t-SNAREs (target)
vermittelten Andockvorgange eines Vesikels mit seiner Zielmembran. Genau wie Vps53
und Vps52 besitzt Vps54 ebenfalls eine coiled-coil Domane, Uber welche die Interaktion
mit den anderen Garp-Proteinen vermittelt wird (Conboy und Cyert, 2000). Es gibt
Hinweise, dass Vps54 auch Funktionen beim anterograden Transport vom Golgi-Apparat
zur Plasmamembran Ubernimmt (Fiedler et al., 2002). In der gleichen Studie wurde auch
gezeigt, dass der Verlust von Vps54 die Integritat des Actin-Cytoskeletts zerstort. Der
Garp-Komplex ist in héheren Eukaryonten noch nicht charakterisiert. In der Ratte wurde
Vps54 bislang lediglich chromosomal lokalisiert und die cDNA-Sequenz bestimmt (Walter
et al, 2002). In Drosophila melanogaster wurde durch eine P-Element
Insertionsmutagenese die Mutante scattered hergestellt (Castrillon et al., 1993). Das
dabei inaktivierte Gen scat ist das Vps54-orthologe Gen in Drosophila. Interessanterweise
zeigt die scat-Mutante einen Spermatogenese-Defekt (Fabrizio et al., 1998). In C. elegans
fuhrt der Verlust des Vps54-Orthologs zu Sterilitat oder ist letal (Mitani, pers. Mittelung und
Allel tm585, www.wormbase.org).

Da Vps54 in Vertebraten funktional nicht untersucht worden ist, bot es sich auch hier an
nach Interaktionspartnern zu suchen, die Hinweise auf mogliche zellulare Prozesse geben

konnten, in denen Vps54 eine Rolle spielt. Mittels des Yeast Two-Hybrid Systems konnten
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insgesamt 17 unabhangige Bindepartner fur ein C-terminales Fragment von Vps54
identifiziert werden (3.2.4).

Die ldentifizierung einiger dieser Interaktionspartner stlitzen mdgliche Funktionen von
Vps54 im intrazellularen Vesikeltransport (Tab. 4.1). So ist das Dynamin1 eine essentielle
Komponente bei der Endocytose von clathrin-coated Vesikeln. Interessanterweise konnten
erst kurzlich Mutationen im Dynamin2-Gen mit einer dominanten Form der Charcot-Marie-
Tooth (CMT) Erkrankung, einer peripheren Neuropathie, in Verbindung gebracht werden
(Zuchner et al., 2005). Sorting Nexin 5 (Snx5) besitzt eine PX- (phosphoinositide-binding
Phox homology) Domane, kann Clathrin binden (Towler, et al., 2004) und liegt in der Zelle
mit endosomalen Kompartimenten assoziert vor. Zellulare Funktionen, die Snx5
wahrnehmen kann, reichen von endosomalen Vesikel-Sortiervorgangen, bis zu Funktionen
in der Phosphoinositid-Signalkaskade (Merino-Trigo et al., 2005). In der Hefe konnte eine
Interaktion des Garp-Komplexes mit Ypt6, das zu Rab6 aus der Maus homolog ist,
nachgewiesen werden (Siniossoglou und Pelham, 2001). Rab6 scheint auch Funktionen
wahrend der Akrosomfusion in der Spermatogenese zu ubernehmen (Ramalho-Santos et
al., 2001). Somit kénnte auch das Rab6ip1 (rab6 interacting protein 1), das ein bislang
noch uncharakterisiertes Protein ist, ein guter Kandidat fir die Bindung an Vps54 in vivo
darstellen. Fir das Rab6ip2 Protein wurde zum Beispiel eine Funktion im Transport vom
endosomalen Kompartiment zum trans-Golgi-Netzwerk gezeigt (Monier et al., 2002). Das
t-Golgin-245 ist ein Golgi-lokalisiertes Protein, Uber das die Bindung von Arl1, einer GRIP-
Domane enthaltenden GTPase (Wu et al., 2004), zu Vps53 vermittelt wird (Panic et al.,
2003). Somit konnte Uber Golgin-245 die Assoziierung des Garp-Komplexes mit dem
trans-Golgi-Netzwerk reguliert werden (Oka und Krieger, 2005). Weiterhin konnte in dieser
Arbeit eine Interaktion von Maus-Vps54 mit einem molekularen Motor, dem
unkonventionellen Myosin Q80ZMO, identifiziert werden. Schon in einem Yeast Two-
Hybrid Experiment mit Hefe Vps54 konnte mit Myo2p ein Vesikel assoziiertes Myosin als
Bindepartner charakterisiert werden (Fiedler et al., 2002). Weiterhin spielen die Myosine
Va und VIl eine zentrale Rolle wahrend der letzten Schritte der Spermatogenese
(Kierszenbaum et al., 2003). So wird der Vesikeltransport bei der Reifung der Spermien
zum Teil Uber F-Aktin und Myosin reguliert (Kierszenbaum und Tres, 2004). Denkbar
ware, dass zum Beispiel die Ubergabe von Myosin-assozierten Vesikeln an den Garp-
Komplex uber Vps54 vermittelt wird. Dab2 ist ein Adapterprotein, das in verschiedenen
Signaltransduktionskaskaden Funktionen wahrnehmen kann. So scheint Dab2 bei der

Clathrin-vermittelten Endocytose und dem Vesikeltransport involviert zu sein (Yang et al.,
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2002, Dance et al., 2004). Weiter wirkt Dab2 als Myosin-Adapterprotein und reguliert die
Endocytose des CFTRs (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, Swiatecka-
Urban et al., 2004), ein ABC-Transporter mit sehr hohen Homologien zu Abcc5, der in

dieser Arbeit ebenfalls als moglicher Interaktionspartner flr Vps54 identifiziert worden ist.

Interaktionspartner Funktionen

Dynamin-1 Endocytose

Snx5 Endosomaler Vesikeltransport

Rab6ip1 Transport zwischen endosomalen Kompartimenten und TGN
Golgin-245 Golgi-assoziiertes, moglicherweise Garp-bindendes Protein
Q80ZMO Vesikel-assoziiertes Myosin

Dab2 Endocytose, reguliert Vesikeltransport tber Myosin

Bfsp2 Intermediarfilament

Alpha-Internexin

Abcc5

Intermediarfilament

ABC-Transporter

Cops3 Signalosom-Komplex Cop9, proteasomales System
Rasgrf1 Neuritenwachstum

Plakophilin4 Armadillo-Repeat Protein

Dkk3 Whnt-beta-catenin Signalkaskade

Dmap1 Transkriptionaler Repressor

Zhandfei Transkriptionaler Repressor

NM_175245 ?

Q8BUY8 ?

Tabelle 4.1: Mogliche Interaktionspartner fiir Vps54. Die Zusammenfassung der Ergebnisse fir die
Suche nach Interaktionspartnern ist fir das C-terminale Maus-Vps54-Fragment mit jeweiliger funktionaler
Zuordnung, soweit bekannt, angegeben.

Neben diesen Proteinen, die eine offensichtliche Aufgabe im intrazellularen
Vesikeltransport wahrnehmen, wurden noch Proteine mit anderen Funktionen identifiziert.
So wurden in dieser Arbeit zum Beispiel zwei Intermediarfilamente als potentielle
Interaktionspartner flir Vps54 gefunden. Der Verlust des Bfsp2-Proteins (Synonyme:
Phakinin, CP49) im Mausstamm 129 ist mit einer Linsentrubung verknupft (Alizadeh et al.,
2004). Interessanterweise wurde durch Kopplungsanalysen in einer indischen Familie mit
rezessiver Retinitis Pigmentosa der humane RP28-Lokus einem relativ kleinem
Kandidatengenintervall zugeordnet, in dem sich auch VPS54 befindet (Kumar et al., 2004).
So ware es denkbar, dass sich in dieser Familie eine Mutation von VPS54 uber die
Bindung zu Bfsp2 auswirkt und so die Erkrankung auslost. Alpha-Internexin (Synonyme:
Ina, 66kDa neurofilament protein) ist ein weiteres Intermediarfilamentprotein, das in

Neuronen exprimiert wird und sich bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen als
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zellulare Einschlisse nachweisen lasst (Cairns et al., 2004, Lariviere und Julien, 2004).
Weiterhin kann alpha-Internexin hetero-Oligomere mit NFM (neurofilament middle chain)
bilden (Yuan et al., 2003). Stammspezifische Sequenzabweichungen im NFM-Gen wurden
als eine mdgliche Ursache flr einen verstarkten neurologischen Phanotyp fiir die Wobbler-
Maus identifiziert (Ulbrich 2003). So kdnnten durch die Interaktionen von alpha-Internexin
und NFM mit Vps54 axonale Transportvorgange in Motoneuronen reguliert sein.

Eine mdgliche Verbindung zum proteasomalen System, und somit den
proteindegradativen Prozessen, konnte die Interaktion mit Cops3 (Synonyme: COP9
subunit3, Csn3) liefern (Schwechheimer 2004). Ein anderer moglicher Vps54-Bindepartner
ist das Rasgrf1 (ras guanine-releasing factor 1). Hierbei handelt es sich um einen so
genannten GEF (guanine nucleotide exchange factor), der den Neurotrophin-Rezeptor
TrkA aktivieren kann und wahrscheinlich Funktionen wahrend des Neuritenwachstums von
Neuronen wahrnimmt (Robinson et al., 2005).

Die =zellularen Prozesses die von den restlichen mdoglichen Interaktionspartnern
wahrgenommen werden, sind weit weniger gut untersucht. Plakophilin-4 (Synonyme:
p0071, Pkp4) ist ein an den Zell-Zell-Kontaktstellen lokalisiertes Protein in Epithelzellen
mit zehn Armadillo Repeats, das ERBIN (ErbB2 receptor-interacting protein) binden kann
(lzawa et al., 2002). Dkk3 ist ein putatives Tumor-Suppressorgen, das in der Wnt-beta-
catenin-Signalkaskade eine Rolle spielt (Hoang et al.,, 2004). Als kernlokaliserte,
transkriptionale Repressoren haben sich sowohl das Dmap1 (DNA methyltransferase 1-
associated protein, Rountree et al., 2000), als auch das Zhangfei-Protein (Misra et al.,
2005), herausgestellt. NM_175245 ist ein bislang noch vollig uncharakterisiertes 79
Aminosauren grof3es Arginin-reiches Protein.

Um der Frage nachzugehen, ob die Punktmutation in Vps54 die Bindung zu den
identifizierten Interaktionspartnern beeinflusst, wurden die Bindungsstarken vergleichend
mit dem Yeast Two-Hybrid System untersucht (3.2.4.2). Im Vergleich zum Wildtyp-
Konstrukt war das Wachstum der kotransformierten Hefen fir alle Interaktionspartner mit
der Wobbler-Vps54-Variante deutlich schlechter. Auch die fir eine Auswahl von sechs
Interaktionspartnern durchgefihrten Flussig-B-Galactosidase Assays ergaben eine
tendenziell schlechtere Bindung der Mutante (3.2.4.3). Hierfur konnten folgende Ursachen
verantwortlich sein. Einerseits ware es moglich, dass es sich bei diesem Ergebnis um ein
Artefakt des Yeast Two-Hybrid Systems handelt. So ware es denkbar, dass die
Punktmutation einen negativen Einfluss auf den Kernimport des Gal4-Vps54

Fusionsproteins hat, und somit die Reporteraktivitaten reduziert werden. Vielleicht ist aber
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auch die Transkript- oder Proteinstabilitat des Fusionsproteins durch die Vps54
Punktmutation in der Hefe beeintrachtigt. Lassen sich andererseits aber die gefundenen
Interaktionsunterschiede mit alternativen Methoden verifizieren, so dirfte man der
Ursache des Wobbler-Phanotyps auf der Spur sein. Die funktionale Beeintrachtigung einer
Proteinbindestelle, und die damit verbundenen moglichen Funktionsverluste in wichtigen
zelluldaren Prozessen, wie etwa einem gestorten intrazellularen Vesikeltransport, konnten
den Wobbler-Phanotyp auslosen. Vielleicht fihrt aber auch die Punktmutation in Vps54 zu
einer geringeren Stabilitdt des Proteins, zu funktionalen Beeintrachtigungen des Garp-
Komplexes, oder zu Akkumulationen.

Um letztendlich den Beweis fur die in vivo Interaktionen der Bindepartner und den
moglichen Unterschieden in der Bindestarke des Wobbler-Vps54 zu liefern, sind weitere
Experimente notig. So werden zurzeit im Rahmen einer Diplomarbeit die Klonierungen der
Interaktionspartner aus den Hefeplasmiden in einen Expressionsvektor durchgefihrt und
dabei mit einer Antikorper-Erkennungsstelle (tag) versehen. Die Expressionsvektoren
werden die rekombinante Expression der mdglichen Bindepartner erlauben, die dann fur
Koimmunprazipitations-Experimente eingesetzt werden koénnen. Diese Experimente
konnten so die Interaktionen verifizieren und mogliche Unterschiede der
Bindungsaffinitaten detektieren. Neben der biochemischen Charakterisierung sind unter
Verwendung der Expressionsplasmide Kolokalisationsexperimente geplant, die in
Zellkultur-Experimenten weitere Hinweise auf Interaktionen liefern kénnten. Weiterhin
wurde von Dr. Gleeson von der Universitat Melbourne ein Expressionsplasmid erhalten,
von dem ein Fusionsprotein aus GFP und Snx5 exprimiert werden kann (Merino-Trigo et
al., 2005), das fur zellulare Lokalisationsexperimente eingesetzt werden konnte. Im
Rahmen dieser Arbeit ist mit der Optimierung der rekombinanten Expression eines GST-
Vps54 Fusionsproteins in Bakterien begonnen worden (Daten nicht gezeigt), welches nach
Aufreinigung fur die Immunisierung von Kaninchen oder Mausen zur Antikorperproduktion
gegen Vps54 eingesetzt werden kann. So wird man mit diesen Antikdrpern zum Beispiel

die subzellulare Lokalisation von Vps54 in Rlickenmark und Testis aufklaren kénnen.

4.4 Differentielle Transkriptomanalyse spiegelt die Wobbler-Pathologie
wieder

Durch die Verwendung eines Microarrays, basierend auf dem arrayTAG 20k clone set von

der Firma Lion Bioscience (Drobyshev et al., 2003), konnte in der Arbeitsgruppe von Dr.
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Johannes Beckers eine nahezu genomweite Suche nach differentiell exprimierten
Transkripten im Ruckenmark der Wobbler-Maus durchgefuhrt werden (3.3.1). Die in dieser
Arbeit durchgefihrten weitergehenden Expressionsuntersuchungen mittels qRT-PCR-
(3.3.2) und Northern-Blot-Experimenten (3.3.3) konnten die durch das Microarray-
Experiment erhaltenen Daten, bis auf wenige Ausnahmen, erharten.

Viele der als differentiell exprimiert identifizierten und validierten Transkripte wurden
ebenfalls bei ahnlichen Transkriptomuntersuchungen gefunden, die an verschiedenen
Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen oder humanen Patientenmaterial
durchgefuhrt worden sind. Ausgehend von diesen Untersuchungen kann man den meisten
der differentiell exprimierten Gene verschiedene Teilprozesse der Wobbler-Pathologie wie
etwa der Astro- und Mikrogliose zuordnen.

So ist denkbar, dass die detektierte Herunterregulierung der Neurofilamente (Nefh, Nef3
und Nefl) und des Contactins 2 (Synonyme: Axonin1, TAG-1, Brophy 2003) den Verlust
von einigen Motoneuronen im Ruckenmark reflektieren (Yoshihara, et al., 2002). Die
Motoneurone erhdhen wahrscheinlich als eine mogliche Schutzreaktion die Expression
des axonalen Membranproteins Gap43 (growth associated protein 43), das regenerative
Aufgaben in geschadigten Motoneuronen wahrnehmen kann (Yanker, et al., 1990,
Myerowitz et al., 2002). Eine Schutzfunktion gegen die aktivierte Mikroglia konnte die
Hochregulierung des Clusterin-Transkripts, das fur einen Complement-Inhibitor kodiert,
darstellen (Anderson et al., 2005). Als Reaktion auf moglichen oxidativen Stress kann die
erhohte Transkriptabundanz des als Antioxidant wirkenden Peroxiredoxin6 angesehen
werden. Ahnliches wurde bei einem anderen ALS-Mausmodell gefunden (Strey et al.,
2004). Die Hochregulierung des in Vertebraten bislang noch uncharakterisierten Dhrs1
(dehydrogenase/reductase (SDR family) member1) konnte ebenfalls eine maogliche
Schutzfunktion darstellen. Zumindest konnte fir das Drosophila-homologe Protein
ahnliches gezeigt werden (Botella et al., 2004).

Einer inflammatorischen  Reaktion  proliferierender = Mikrogliazellen  wird  die
Hochregulierung der Transkripte fur die Complement-Komponenten C1q und C3, sowie
Cathepsin D und dem Carboxypeptidase-Inhibitor Latexin zugeschrieben (van Beek et al.,
2003, Myerowitz et al., 2002, Hashimoto et al., 2005, Agaard et al., 2005). Auch konnte die
Hochregulierung von Granulin (Synonyme: Acrogranin, Progranulin, PCDGF) mit der
Mikrogliose assoziert sein (Malaspina et al., 2001, He et al.,, 2003). CD68 (Synonym:
Macrosialin) ist ein lysosomales, membranassoziertes Glycoprotein, das ebenfalls

hauptsachlich in Mikrogliazellen exprimiert wird (Holness et al., 1993).

135



4 Diskussion

Motoneuron T |nem 1 capss
| Nef3 T Clu

rc3 INefi 1 Prdxé
T Clg LCntn2 1 Dhrs1
ﬁ}t;d | APP
T G
CcD68 . .
! Astrogliose 1Vm
Mikrogliose 2 + ApoE
_ t Gfap
- t CD63
T Sparc
Interneuron
Sensorisches Neuron Schwannzellen e

1 Mobp

. YR

Abbildung 4.1: Simplifiziertes Schema der Wobbler-Pathologie im Riickenmark. Ein mdglicher
gestorter intrazellularer Vesikeltransport fiihrt in Motoneuronen zu Vesikelakkumulationen. Verschiedene
pathologische Teilprozesse im Rickenmark von Wobbler-Tieren spiegeln sich in den detektierten
Expressionsunterschieden wieder. Diese Teilprozesse umfassen die Astro- und Mikrogliose, den Verlust
von Myelin-bildenen Zellen und den Motoneuronverlust. Die Fragezeichen geben die zellularen Orte an,
an denen Vps54 mdglicherweise Funktionen auslbt, und die in Wobbler-Tieren potentiell gestdrt sein
kénnten (Abbildung verandert nach Haljos).
Die Astrogliose ist durch die Hochregulierung der beiden Intermediarfilamente GFAP und
Vimentin charakterisiert (Laage et al., 1988, Myerowitz et al., 2002). CD63 und ApoE
kolokalisieren in Astrogliazellen, kommen aber auch in Neuronen vor (DeKroon und
Armati, 2001). Die erhdhte Expression von Sparc (secreted acidic cysteine rich
glycoprotein) und Itih2 (inter alpha trypsin inhibitor 2) konnte durch den entstehenden
Gewebeumbau, der reaktiven Gliose, erklart werden (Bradshaw und Sage, 2001,
Myerowitz et al., 2002). Der Verlust der sterbenden Axone ist mit einer geringeren
Transkriptabundanz der Myelin-Komponenten Mobp (myelin-associated oligodendrocytic
basic protein) und Mpz (myelin protein zero) in Myelin-bildenden Zellen verbunden.
Den anderen differentiell exprimierten Transkripten Funktionen zuzuordnen ist deutlich
schwerer. Zum Teil sind diese gar nicht, oder nur wenig charakterisiert, so dass keine

funktionalen Zusammenhange zur Wobbler-Erkrankung hergestellt werden kdnnen.
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Jedoch konnte die geringere Transkriptabundanz von Serf2 (small EDRK-rich factor 2) von
besonderem Interesse sein. Die homologe humane Variante Serfl (Synonym HA4F5)
kartiert in der fir SMA-Patienten kritischen Deletionsregion 5913 und wird als moglicher
modifizierender Einfluss auf die Aggressivitat des Krankheitsverlaufs diskutiert (Scharf et
al., 1998). Daher konnte die Herunterregulierung von Serf2 einen Einfluss auf die
Wobbler-Erkrankung haben. Weiterhin wird das APP-Transkript im Ruckenmark der
Wobbler-Tiere herunterreguliert. APP (Amyloid Precursor Protein) spielt zum Beispiel eine
Rolle in der Alzheimer-Pathologie und liegt in Wobbler-Motoneuronen in Vesikeln
akkumuliert vor (Schitek 2005). Die genaue zellulare Funktion von APP ist aber noch nicht
verstanden (1.1.1).

In Einzelfallen traten bei der Reproduktion der Microarray-Daten Diskrepanzen auf (Plp1,
Pkp4 und Snag1). Snag1 ist von besonderem Interesse, da es sich dabei um ein noch
uncharakterisiertes Sorting Nexin-Protein (Synonym: Snx18) handelt. Diese Gruppe von
Proteinen nimmt Funktionen beim intrazellularen Vesikeltransport wahr (Worby und Dixon,
2002). Weiterhin besitzt Snx5, welches ebenfalls ein Sorting Nexin-Protein ist und in
dieser Arbeit als moglicher Bindepartner fur Vps54 charakterisiert worden ist, eine
ahnliche Domanenstruktur (Worby und Dixon, 2002). So hatte die Hochregulierung des
Snag1-Transkripts Hinweise fur eine modgliche kompensatorische Reaktion auf einen
gestorten Vesikeltransport bei Wobbler-Tieren liefern kdnnen. Auch Plakophilin-4 ist in
dieser Arbeit als moglicher Interaktionspartner fur Vps54 identifiziert worden (3.2.4.1), und
daher konnte der detektierte Expressionsunterschied im Microarray-Experiment ein
weiterer Hinweis auf eine Beteiligung des Pkp4-Proteins an der Wobbler-Pathologie
darstellen. Allerdings war es nicht mdoglich mit qRT-PCR-Experimenten die differentielle
Regulation zu verifizieren. Hierbei ware denkbar, dass eventuell noch unentdeckte
SpleilBisoformen, die mit den verwendeten Primerpaaren nicht abgedeckt worden sind, fir
die im Microarray-Experiment gefundene Regulation verantwortlich gemacht werden
konnte. Ein weiteres Northern-Blot-Experiment mit einer Pkp4-spezifischen Sonde kdnnte
die Frage abschlieBend klaren. Uberraschend war, dass sich die Herunterregulierung der
Myelin-Komponente Plp1 (proteolipid protein 1) in Northern-Blot- und gRT-PCR-
Experimenten nicht reproduzieren lie3. Andere Myelin-Komponenten, wie das Mobp und
das Mpz werden dagegen in Wobbler-Tieren deutlich herunterreguliert.

Um die differentielle Regulation der Gene in einen kausalen Zusammenhang mit dem
Pathomechanismus der Wobbler-Erkrankung zu bringen, sind weitere Untersuchungen

notig. So konnten durch in situ Hybridisierungen und Antikorperfarbungen an Wobbler-
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Ruckenmarksschnitten die Zelltypen identifiziert werden, welche die differentielle

Expression der funktional bislang uncharakterisierten Gene bedingen.

4.5 Pathomechanismus der Wobbler-Erkrankung

Durch die funktionale Charakterisierung von Hefe-Vps54 in der Literatur und die in dieser
Arbeit identifizierten Bindepartner des C-terminalen Teils von Maus-Vps54 (siehe 4.3),
kann man auf einen gestorten intrazellularen Vesikeltransport als Ursache fur die Wobbler-
Erkrankung schlieBen. Unterstitzt wird diese Hypothese durch histologische
Untersuchungen an Rulckenmarksschnitten der Wobbler-Maus. So konnten deutliche
Akkumulation von vesikularen Strukturen in den Perikarien von Motoneuronen identifiziert
werden (Duchen und Strich, 1968, Duchen 1978, Mitsumoto und Bradley, 1982). Weiterhin
konnte in einer detaillierten Studie gezeigt werden, dass der Untergang der Axone zeitlich
auf die Vakuolisierung der Perikarien folgt (Mitsumoto und Bradley, 1982). Ultrastrukturell
sind somit die ersten morphologischen Anderungen in der Wobbler-Pathologie mit
Vesikelakkumulation in Neuronen verknupft (Duchen 1978). Diese Beobachtungen kdnnen
durch einen mdglicherweise gestorten Fusionsprozess von Vesikeln mit einem
Zielkompartiment erklart werden, die durch den Aminosaureaustausch L967Q im Vps54-
Protein bei den Wobbler-Tieren verursacht wird. Denkbar ware zum Beispiel die
Akkumulation von retrograd transportierten Vesikeln, die nicht mehr mit endosomalen,
oder Golgi-Zielmembranen fusionieren kdnnen (Abb. 4.1) und so zu einer zunehmenden
Vakuolisierung der Perikarien fuhren. Zusatzlich koénnten diese Vesikel als eine
physikalische Barriere den axonalen Transport blockieren und so den Untergang der
Axone bedingen. Das mutierte Vps54 konnte aber auch direkt storend in den axonalen
Transport eingreifen. Hinweise darauf ergaben sich durch eine Studie, bei der das
dominante wallerian slow degeneration (WIds) Allel in den Wobbler-Stamm eingekreuzt
worden ist (Kostenko et al., 2004). Das Wids-Allel (Mack et al., 2001), welches protektiv
den axonalen Transport unterstutzt und axonale Degeneration inhibiert (Araki et al., 2004),
konnte den Untergang der Motoneurone in Wobbler-Tieren signifikant verzogern
(Kostenko et al., 2004). Eine andere Moglichkeit wie Vps54 den Wobbler-Phanotyp
auslosen konnte, sind mdgliche Vesikeltransportdefekte in umliegenden Gliazellen, jedoch
scheint dieses aufgrund der oben diskutierten histologischen Daten unwahrscheinlich, ist
aber nicht auszuschlieBen. Auch sind die kirzlich detektierten mitochondrialen

Dysfunktionen in Wobbler-Neuronen (Dave et al., 2003, Dave et al., 2005) eher als
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sekundar zu bewerten. Die in dieser Arbeit identifizierten Expressionsunterschiede in
Wobbler-Tieren reflektieren hauptsachlich die sekundaren Konsequenzen der Mutation,
die sich histologisch durch die reaktive Gliose und axonale Degeneration darstellen.

Fur den Spermatogenesedefekt in Wobbler-Mannchen lassen sich ebenfalls histologische
Hinweise fur einen gestorten Vesikeltransport finden. So konnen proakrosomale Vesikel in
Wobbler-Spermatozoen nicht fusionieren (Heimann et al., 1991). Die Wobbler-Mutation in
Vps54 konnte auch hier durch gestérte Fusionsprozesse der Vesikel mit den
Zielkompartimenten zu diesem Defekt flhren, oder den Vesikeltransport der

proakrosomalen Vesikel zu den Zielkompartimenten unterbinden.

4.6 VPS54: Ein Kandidat fur humane neurodegenerative Erkrankungen?

Beim Menschen ist das Vps54-Gen auf Chromosom 2p14 lokalisiert. In Datenbanken
(OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man) lassen sich fir diesen Bereich keine
Kartierungen flir humane neurodegenerative Erkrankungen finden, deren ursachliche
Mutation noch nicht identifiziert worden ist (Daten nicht gezeigt). In der Nahe kartiert der
PARK3-Lokus (2p13, OMIM: 602404), der aber physikalisch tuber 10Mb entfernt liegt, so
dass VPS54 hier als Kandidat unwahrscheinlich ist. Auch die anderen beiden Mitglieder
des Garp-Komplexes, VPS53 und VPS52, kdénnen nicht Uber Kartierungen in der
Datenbank mit humanen neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht
werden. Trotzdem erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass in seltenen, derzeit noch
nicht kartierten, neurodegenerativen Erkrankungen Mutationen in VPS54, oder seinen
Bindepartnern, entdeckt werden koénnen. So wurden zum Beispiel bei fast 80% der
erblichen, phanotypisch heterogenen ALS-Falle, das krankheitsauslosende Gen noch
nicht identifiziert (Cleveland und Rothstein, 2001). Aus diesem Grund werden derzeit in
Kooperationen mit den Arbeitsgruppen von Dr. Chris Shaw, Abteilung fir klinische
Neurologie, Institute flr Psychatrie, King’s College London, und Dr. Christoph Hubner,
Abteilung fur Neuropediatrie, Charité Berlin, in Pilotstudien mit humanem ALS- und SMA-
Patientenmaterial nach  moglichen  VPS54-Mutationen  gesucht. Besonders
vielversprechend ist dieser Ansatz bei einer Subpopulation von SMA-Patienten, die an der
infantilen SMARDnNon1- (spinal muscular atrophy with respiratory distress non typel)
Erkrankung leiden. So bildet die Wobbler-Maus viele der klinischen Zeichen dieser
Patienten gut ab (HUbner, pers. Mitteilung). Zusammen mit histologischen

Untersuchungen sollen so weitere mdgliche Verbindungen von humanen
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Motoneuronerkrankungen zu gestortem Vesikeltransport aufgezeigt werden. Hinweise,
dass Proteine die in Vesikeltransportprozesse involviert sind, humane ALS oder ahnliche
Erkrankungen auslésen kdnnen, haben erst kirzlich die Untersuchungen zu Alsin, VAPB
und Dynamin-2 eindrucksvoll geliefert (Topp et al., 2004, Nishimura et al., 2004, Zuchner
et al., 2005).

4.7 Ausblick

Die Identifizierung des Wobbler-Gens Vps54 ertffnet neue Moglichkeiten der Betrachtung
von intrazellularen Transportprozessen in Neuronen und Spermatozoen. So wird die
Verifizierung und biochemische Charakterisierung der in dieser Arbeit identifizierten
Interaktionspartner nicht nur helfen den genauen Pathomechanismus der Wobbler-
Erkrankung zu klaren, sondern wird auch ein breiteres Verstandnis fur den Prozess des
spezialisierten Vesikeltransports von Neuronen und seiner mdglichen Stérungen liefern.
Durch die Aufklarung dieser Prozesse wird man zukunftig vielleicht in der Lage sein, neue
Angriffspunkte fur eine therapeutische Intervention vorzuschlagen.

Auch konnen die in dieser Arbeit gewonnenen Einsichten Uber die ursachliche Beteiligung
eines Vesikeltransportproteins an der Auspragung einer Motoneuronerkrankung zur
Identifizierung von Krankheitsgenen in anderen Mausmodellen beitragen. So zeigt zum
Beispiel die mdf-Maus (muscle deficient), ebenso wie die Wobbler-Maus,
Vesikelakkumulation in Motoneuronen (Blot et al., 1995). Der mdf-kritische Bereich wurde
auf eine genreiche Region des Mauschromosoms 19 kartiert (Poirier et al., 1998). In dem
Kandidatenintervall befinden sich einige Gene, die Funktionen im Vesikeltransport
wahrnehmen konnten, darunter unter anderem ein Sorting Nexin-Protein (Snx15). Man
konnte nun versuchen sich gezielt Kandidatengene auszusuchen wund einer
Mutationsanalyse zu unterziehen, um so das mdf-Gen zu identifizieren. Falls sich in einem
Gen, das in Vesikeltransportvorgange involviert ist, Mutationen finden lassen, ware es
weiterhin interessant beide Mausmodelle zu kreuzen und die daraus hervorgehenden
Tiere zu analysieren. Es ware denkbar, dass sowohl wr als auch mdf Defekte an den
gleichen zellularen Transport- oder Vesikelfusions-Mechanismen verursachen.

Die dringlichsten Fragen, die jetzt zu bearbeiten sind, befassen sich mit der
Charakterisierung der Vps54°9%° Trap-Mause, die zurzeit in der laufenden Dissertation von
Anke MuRfmann bearbeitet werden. Erste Analysen zeigen, dass homozygote (Vps54*

929/ \/ps54F92°) Mause embryonale letal sind (MuRmann, pers. Mitteilung). Somit stellt die
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Punktmutation in Vps54 bei der Wobbler-Maus nur einen partiellen Funktionsverlust (loss
of function) des Vps54-Proteins dar. Bedingt durch die frGthe embryonale Letalitat der
homozygoten (Vps54°9°°/Vps54°9°°) Mause kénnen Defekte, die durch den Verlust von
Vps54 erst in spateren Entwicklungsstadien auftreten, derzeit noch nicht analysiert
werden. Aus diesem Grund wird von Anke Mul3mann ein konditionales Nullallel erzeugt,
mit dem eine gewebespezifische und zeitlich determinierte Depletion von Vps54 maoglich
wird. Die Analysen dieser Tiere kdnnen so die Funktionen von Vps54 weiter aufklaren.

Ein anderer Ansatz wird in einer laufenden Diplomarbeit verfolgt. Es ist maoglich
Primérzellkulturen aus Wildtyp-, Wobbler- und den Vps54°9° Trap-Tieren zu etablieren,
an denen sich Vesikeltransportprozesse direkt studieren lassen. An diesen Zellen kdnnen
zum Beispiel Endocytoseuntersuchungen, subzellulare Lokalisationsexperimente und
strukturelle Untersuchungen durchgefiihrt werden, die eine tiefere funktionale
Charakterisierung des Vps54-Proteins erlauben.

Mit Spannung wird man die ersten Ergebnisse der Mutationsanalysen von humanen ALS-
und SMARD-Patienten erwarten kdnnen, die die Wichtigkeit der Entdeckung des Wobbler-

Gens unterstreichen konnten.
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6 Anhang

6.1 Sequenzen: Tmem17 Interaktionspartner

Bei mehreren gleichen Plasmiden ist die Sequenz flir die langsten Sequenzierlaufe
angegeben. Sequenziert mit Gal4_AD_seq, Multiple Klonierstelle des pACT2 bis zur Sall
Schnittstelle. (Rot = EcoRl; Blau = Smal; Grun = Sall)

>c2 c33 c66 n6 Ppmle (610 reliable bases)

cgctgaactggatcgcttccgATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTC
TATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGA
GGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC GAAGAGGAGGAAGCGGCTGCCCCGGG
GCACTCGGCCGTGCCGCCACCGCCGCAGCCCCAGCTGCCACCGCTGCCCCCGCTCCCACG
GCCGCTGTCGGAGCGCATCACCCGAGAGGAGGTGGAGGGCGAGAGCCTGGACCTGTGCCT
GCAGCAGCTCTACAAATATAACTGCCCTTCCTTTCTGGCTGCTGCTTTAGCCAGAGCCAC
ATCAGATGAAGTCCTCCAGAGTGACCTTTCTGCTCACTGTATCCCAAAGGAAACGGACGG
CACAGAAGGGACTGTGGAAATTGAGACAGTGAAATTGGCCCGTTCTGTCTTCAGCAAACT
ACATGAGATCTGCTGCAGTTGGGTGAAGGACTTCCCTCTGCGCAGGAGGCCTCAGATTTA
TTATGAGACGTCAATTCATGCCATCAAGAACATGCGAAGGAAAATGGAGGACAAACACGT
CTGCATTCCTGACTTTAACATGCTCTTCAACctaaaggaccaggaggaacaagcattctt
Tgcagtgtttgatggccatgggggagtggacgctgctatttatgeccttcgttcaactaca

>c64 Femlb (537 reliable bases)

ccCAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGT
GGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC AGGTATTGT
AAAATGTGTGCATGGCTTTTTTTGTTGTTGCTCAGTAATCGGTAGAGAAGAGATGAGGGG
ACCTCTCCCTGCAAGCTTTCCTAACCAGTCTTTTCAGAAGTACATAGCTGGGAAGTAAAA
TCTGGCCTTAACCTACTGGCAGGACCCTGTCCTTTGTAATGTTCACCGCACCCTGCAGTC
CTTGGTGCAGAGGAGCTACATAGTTGTAGTCTAGTAATTCACCGTGGTTTACTGCGAGCC
AGTGATGTCATTCTATCGTGCGCTCTTGTCAAGCCATTTATGTGACTTTAATAAGCTTAG
TAACTTTGCTGACTGCACCGGGGCCTATTAGTGACTTATATATTGCATGATGTCTTCAAC
TTGAGTTTGACATGTAGAAATCACCTTTGATTTCATGGCAATTGACAGTCCTAATGGCTC
agctaatttgaaactaacaactttgctgtgttaaaggaaaaatggtgttgtgttcagtaa
atgtttgaaaaaaataagaaataaactcgaaagatctatgattgtagattctgaaacacc

>nl5 nl8 nl9 n34 Cops5 (652 reliable bases)

ttggatATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGG
CTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCC
CGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC GCGAAACCCTGGACTAAGGATCACCACTACT
TTAAATACTGCAAAATCTCAGCATTGGCTCTACTGAAAATGGTGATGCATGCCAGGTCAG
GAGGCAACTTGGAAGTGATGGGTTTGATGCTCGGGAAAGTCGACGGCGAGACCATGATCA
TCATGGACAGTTTCGCTTTGCCTGTAGAGGGCACAGAAACTCGAGTAAATGCTCAAGCTG
CTGCGTATGAGTATATGGCTGCATACATAGAAAATGCCAAACAGGTTGGCCGCCTTGAGA
ATGCAATCGGTTGGTATCATAGCCACCCTGGTTATGGCTGCTGGCTCTCCGGGATTGATG
TTAGTACACAGATGCTGAACCAGCAGTTTCAAGAACCATTTGTAGCAGTGGTGATTGATC
CAACCAGAACAATCTCTGCAGGAAAAGTGAATCTTGGCGCCTTTAGGACATATCCAAAGG
GCTACAAACCTCCTGATGAAGGACCTTCTGAGTACCAGACTATCCCACTTAATAAAATAQ

>n38 Abcd4 (665 reliable bases)

taTCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACC
CATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGA
TCCGAATTCGCGGCCGC TTGAGCTTGAAGATCTGTGAGGGGCAGAGTCTGCTCA
TCACAGGCAACACGGGCACGGGCAAGACCTCCCTGCTGCGGGTGCTGGGAGGCCTGTGGG
AGGGCATGAAAGGCTCAGTGCAGATGCTGGCTGATTTTGGGCCCCACGGGGTGCTGTTCC
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TGCCTCAGAAGCCATTCTTCACTGATGGGACACTTCGGGAGCAGGTGATATATCCCCTGA
AGGAGATCTACCCTGACTCAGGTTCTGCGGACGATGAGAGGATTGTGAGGTTCTTGGAAT
TGGCAGGCCTGTCCAGCTTGGTGGCAAGGACTGGAGGTCTGGACCAGCAGGTGGATTGGA
ACTGGTATGATGTCCTGTCCCCAGGGGAGATGCAAAGACTCTCCTTCGCCCGTCTCTTCT
ACCTGCAGCCCAAGTATGCAGTGCTCGATGAAGCCACCAGTGCCCTGACAGAGGAAGCAG
AGAGTGAGCTCTACCGAATTGGTCAGCAACTGGGGATGACATTTATCAGCGTGGGACATC
GTCCCAGccttgagaagtttcactcctgecgttctgggactccacggagggagaaactggg

>c49 c4l nl3(Fragment) Ranbp9 (664 reliable bases)

taTCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACC
CATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGA
TCCGAATTCGCGGCCGC CGCCTCTACCCGGCTGTGGATGAGCAGGAGACGCCGC
TGCCCCGGTCCTGGAGCCCGAAGGACAAGTTCAGCTACATCGGCCTCTCGCAGAACAACC
TGCGGGTGCACTACAAAGGTCATGGTAAAACCCCCAAAGATGCAGCATCTGTTCGAGCCA
CGCATCCAATACCAGCGGCCTGTGGGATTTATTATTTTGAAGTAAAAATTGTCAGTAAGG
GAAGAGATGGCTACATGGGAATTGGTCTTTCTGCTCAAGGTGTGAACATGAATAGACTAC
CAGGTTGGGATAAACATTCATATGGTTACCATGGGGATGATGGACATTCATTTTGTTCTT
CTGGAACTGGACAACCGTATGGACCAACTTTTACAACTGGTGATGTCATTGGCTGTTGTG
TTAATCTTATCAACAATACCTGCTTTTACACGAAGAATGGACATAGTTTAGGTATTGCTT
TCACCGGCTTACCGCCAAATTTGTATCCTACTGTGGGGCTTCAGACACCAGGAGAAGTGG
TTGATGccaacnttgggcaacatccttttgtgtttgatatagaagactacatgcgagaat

>nld4 Virale Reverse Transkriptase Fragment (724 reliable bases)
CtgctATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTAC
CCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGG
ATCCGAATTCGCGGCCGC GGTATAACAATCCCTGATTTCAATCTGTACTACAGA
ATTGTAGTAATGAAAACTGCATGGTACAGGCATAAAAGCAGACATGTTGATCAGTGGAAT
TGAATTAAAAACATAAATTCACACACCTATGGACACATGATGTTTGATACAGAAGCCAGA
AATATGCAAAAAGAAAGCATCTTCAATAAATGGTGCTGGTCTACCTAGATGTCAGTATGT
AGAATAATGTACACAGACTCATATATTTCACCCAGTGCAAAACTCAAGTTCAACTGAATC
AAAGACCTCAACATAAACCTCACAGAAACCTGATACACTGAACCTGACAGAACAGAAAGT
TGGGGATAATCTTGAATACATTAGTACAGAAGACAACTTTGTGAACAGTACAACAATAGC
TCAGACACTAAGAGCAACAACTAACAAATGTGACCTCATGAAATCAAAGAGCTTCTATAA
AGGAAGGGACACAGACTATGGGTCAAAATGGCAGCCCACAGAATAGCAAAAGATTTTCAC
AACTCCACATCTGACAAAGGGCTAATATATATGTCATTACAGTAGACACCAATGCCAAGC
AACCTAACTaaaaaatgtggtacatatctaaacggaattctcaacagagaaatttttaat

6.2 Sequenzierungen NM_172792

6.2.1 Sequenzierung des 1,8kb RT-PCR Produktes

CAP3 Assemblierung der Sequenzierungen fur die klonierten PCR Produkte generiert mit

dem Primerpaar: RT_Kinase_1_8 a/RT_Kinase_1_8 b. Je ein Klon kloniert aus (+/+)- und

(wr/wr)-Testis ist sequenziert worden. Bei Sequenzabweichungen (rot markiert) wurde ein

weiterer Klon nachsequenziert (bezeichnet mit 2kinwt/wr). Primerbereiche sind blau

hervorgehoben, Startcodon grin und Stoppcodon braun. Graue Kastchen markieren die

beiden festgestellten Transversionen im Wildtyp-Stamm.
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Overlaps

RR Rk ki kb kb kb b b i

NM 172792chrll+

Containments

No. of Constraints Supporting Overlap

Contig 1 KAXKXKXKAAKAKAXA XXX XXX XXX KK

kinase-wtl2.y ml3rev-49 1;+ is in NM 172792chrll+
kinase-wrl2.y ml3rev-49 1;+ is in NM 172792chrll+

2kinwt.X a 1;+ is in NM 172792chrll+
2kinwr.X a 1;+ is in NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+ is in NM_172792chrll+
2kinwt.X c 1;+ is in NM 172792chrll+
2kinwr.X f 1;- is in NM_172792chrll+
2kinwt.X_f 1;- is in NM 172792chrll+
kinase-wrl2.x ml3uni-43 1;- is in NM 172792chrll+

2
kinase-wr.X_kin-seg-a_1;+ is in
kinase-wt.X kin-seg-a 1;+ is
kinase-wr.X kin-seg-f 1;- is
kinase-wt.X kin-seg-e 1;+ is

NM 172792chrll+
NM 172792chrll+
NM 172792chrll+
NM 172792chrll+

in
in
in

2kinwt.X e 1;+ 1s in kinase-wt.X kin-seg-e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-43 1;- is in kinase-wt.X kin-seg-e 1;+
kinase-wr.X_kin-seg-c_1;+ is in NM 172792chrll+

kinase-wt.X kin-seg-c_1;+ is in kinase-wr.X kin-seg-c_1;+
2kinwr.X c 1;+ is in kinase-wt.X kin-seqg-c_ 1;+

kinase-wr.X kin-seg-e 1;+ is in NM 172792chrll+
kinase-wt.X_kin-seqg-f 1;- is in NM 172792chrll+

AK030017chrl7+

DETAILED DISPLAY OF CONTIGS

RR Rk kb ik Sk kb ke kb b b i Conth 1 Rk ko Ik ik kb b b b b b b b b

NM 172792chrll+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
AK030017chrl7+
consensus

NM 172792chrll+
AK030017chrl7+
consensus

NM 172792chrll+
AK030017chrl7+
consensus

NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
AK030017chrl7+
consensus

NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
AK030017chrl7+
consensus

NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+

AK030017chrl7+

consensus

GAGAGAGGCAGTTTGTTGGTGGGAGAGCATTTGGACTCTGTTGTTTCCCACAAACTTGGC
TTGGACTCAGTTGTTTCCCACTGACCTGGT

GAGAGAGGCAGTTTGTTGGTGGGAGAGCATTTGGACTCAGTTGTTTCCCACAAACCTGGC

CTTTTCCCCAACTTGTTGGATCTGGATATACCTCATATATTCCTGGTTCTATATGAGAGT
CTTTTTTCCAACTTGTTGGATCTGGATAGACCTCATATATTCCTGGTTCTATATGAGAGT

CTTTTCCCCAACTTGTTGGATCTGGATAGACCTCATATATTCCTGGTTCTATATGAGAGT

AGGTGGTTGAACTTGAGCGAAACATCATGGCCAGCCACATGGAAGAGAACATCCTTGAAA
AGGTGGTTGAACTTGAGCGAAACATCATGGCCAGCCACATGGAAGAGAACATCCTTGAAA

AGGTGGTTGAACTTGAGCGAAACATCATGGCCAGCCACATGGAAGAGAACATCCTTGAAA

AGGATTTCAGGATGTTGTCATCTCTGGGTTGTGGTTCATTCGGGGAGGTAAAGCTTGCCT
AGGATTTCAGGATGTTGTTATCTCTGGGTTGTGGTTCATTCGGGGAGGTAAAGCTTGCCT

AGGATTTCAGGATGTTGTCATCTCTGGGTTGTGGTTCATTCGGGGAGGTAAAGCTTGCCT

GCCATCTTCCCACACTTATACGGGTGGCTGTCAAGGTCCTTGAGAAAAACATCAACAGCA
ACTTATACGGGTGGCTGTCAAGGTCCTTGAGAAAAACATCAACGGCA
ACTTATACGGGTGGCTGTCAAGGTCCTTGAGAAAAACATCAACAGCA

GCCACCTTCCCACACGTATACGGGTGGCTGTCAAGGTCCTTGAGAAAAACATCAACAGCA

GCCACCTTCCCACACTTATACGGGTGGCTGTCAAGGTCCTTGAGAAAAACATCAACAGCA

TGGCTGACATCACTTCGAAGCTGGAACTCCTTCAATCTTTAGAACACAGGAACATTGTTT
TGGCTGACATCACTTCGAAGCTGGAACTCCTTCAATCTTTAGAACACAGGAACATTGTTT
TGGCTGACATCACTTCGAAGCTGGAACTCCTTCAATCTTTAGAACACAGGAACATTGTTT
TGGCTGACATCACTTCGAAGGTGGAACTCCTTCAATCTTTAGGACACAGGAACATTGTTC

TGGCTGACATCACTTCGAAGCTGGAACTCCTTCAATCTTTAGAACACAGGAACATTGTTT

GATTTTTT-CACATGATTGACACACTGACAACAACTTATGTGATCATGGAGAATGTGGCA
GATTTTTT-CACATGATTGACACACTGACAACAACTTATGTGATCATGGAGAATGTGGCA
GATTTTTT-CACATGATTGACACACTGACAACAACTTATGTGATCATGGAGAATGTGGCA
GATTTTTTTCACATGATTGACACACTGACAACAACTTATGTGATCATGGAGTATGTGCCA

GATTTTTT-CACATGATTGACACACTGACAACAACTTATGTGATCATGGAGAATGTGGCA

RT-

Kinase_1_8_a

Startcodon

KinseqA
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NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM_172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
kinase-wtl2.y ml3rev+
kinase-wrl2.y ml3rev+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM_172792chrll+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X_ kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+

GGAGAGGACCTTGAGAAGTACCTCAGGGCACTGGGCTGTCTGAAAGAGGAGGAGGCTAGA
GGAGAGGACCTTGAGAAGTACCTCAAGGCACTGGGCTGTCTGAAAGAGGAGGAGGCTAAA
GGAGAGGACCTTGAGAAGTACCTCAGGGCACTGGGCTGTCTGAAAGAGGAGGAGGCTAGA
gaggCTAGA

gcTAGA
GGAGAGGACCTTGAGAAGTACCTCAGGGCACTGGGCTGTCTAAAAGAGGAAGAGGCTAGA

GGAGAGGACCTTGAGAAGTACCTCAGGGCACTGGGCTGTCTGAAAGAGGAGGAGGCTAGA

CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
caGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT
CCTGTTTTCCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTGTACTTCCTCCAACAAAGACACATTGCACAT

CCTGTTTTTCAGCAGGTCGTGTCAGCAGTTCACTTCCTCCACCAAAGACACATTGCACAT

CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC
CGCAATATTAAATTAGAAAACATTCTGGTCGATGCAGCAAGAAATGCAAAGCTTTCAGAC

CGCAATATTAAATTAGAAAGCATTCTGGTCGATGCAGCAGGAAATGCAAAGCTTTGTGAC

TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA
TTTGG

TTTGGC
TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA
TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA
TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA
TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA
TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAGACCTGTGACTCCTTA

TTTGGCATGGCAATTAAAACCACAGAAGGGCAGATGTTGGAGGAAACCTGTGGCTCCTTA

CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG
CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG
CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG
CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG
CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG
CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG

CTCTATAGGGCCCCAGAGATCTTGGCAAGGAAACCCTATGATGGGCTGGCAGTTGACATG

TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC
TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC
TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC
TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC
TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC
TGGAGCTTGGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC

TGGAGCTTAGGCATCGTCCTCTATGTTCTGGTCACAGGGCACTTTCCATATGTAGAAGCC

ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG
ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG
ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG
ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG
ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG
ACCATTGAGGATATGCACAGGATCATCACTACTACAATGTGTCCCATTCCTTACCACTTG

ACCATTGAGGATATGCACAGGGTCATCACTACTACAGTGTGTCCCATTCCTTACCACTTG

TCATTTCCGTGTCACATCATCATTGCATGGTTACTTGGGGTCCCTACCTGGCACAGGATG
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2kinwt.X a 1;+
2kinwr.X a 1;+

kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+

TCATATCCGTGTCACATCAT

TCATGTCCGTGTCACATCATC
TCATTTCCGTGTCACATCATCATTGCATGGTTACTTGGGGTCCCTACCTGGCACAGGATG
TCATTTCCGTGTCACATCATCATTGCATGGTTACTTGGGGTCCCTACCTGGCACAGGATG

AK030017chrl7+ TCATTTCCGTGTCACATCATCATTGCACGGTTACTCGGGGTCCCTACCTGGTTCAGGATG
consensus TCATTTCCGTGTCACATCATCATTGCATGGTTACTTGGGGTCCCTACCTGGCACAGGATG
NM 172792chrll+ ACAATACATCAGCTTGTGGAACGACCGTGGCTGGGCCACATTCAAGACCATGGACTGGTT | KinseqC
kinase-wr.X kin-seg-+ ACAATACATCAGCTTGTGGAACGACCGTGGCTGGGCCACATTCAAGACCATGGACTGGTT
kinase-wt.X kin-seq-+ ACAATACATCAGCTTGTGGAACGACCGTGGCTGGGCCACATTCAAGACCATGGACTGGTT
AK030017chrl7+ ACAATACATCAGCTTGTGGAACGACCATGGCTGGGCCACATCCAAGATCATGGACTGGTT
consensus ACAATACATCAGCTTGTGGAACGACCGTGGCTGGGCCACATTCAAGACCATGGACTGGTT
NM 172792chrll+ GCCACAAAAGAAATCCTTCCCAGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
2kinwt.X c 1;+ CcTTCCCAGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
kinase-wr.X kin-seq-+ GCCACAAAAGAAATCCTTCCCAGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
kinase-wt.X kin-seq-+ GCCACAAAAGAAATCCTTCCCAGGATCGIGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
kinase-wr.X kin-seqg-+ cttcc-agGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
kinase-wt.X kin-seqg-+ cttcc-aGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
2kinwr.X c 1;+ cttcc-agaaTCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
kinase-wt.X kin-seg-- tCCCAGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
AK030017chrl7+ GCCACAAAAGAAATCCTTCCCAGGATCATAAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
consensus GCCACAAAAGAAATCCTTCCCAGGATCGTGAACACAATGTGCACCATTGGCTATACCTGT
: : . : . ;| Stoppcodon

NM 172792chrll+
2kinwt.X c 1;+

GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT

kinase-wr.X kin-seq-+ GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
kinase-wt.X kin-seqg-+ GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
kinase-wr.X kin-seg-- GAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
kinase-wr.X kin-seg-+ GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
kinase-wt.X kin-seq-+ GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT
2kinwr.X c 1;+ GAAGAGGTTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAATTAATGGCAACATTT
kinase-wt.X kin-seq-- GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT

AK030017chrl7+

consensus

NM_ 172792chrll+
2kinwt.X c 1;+

GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGCGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT

GAAGAGATTGTGTCATCCTTAACAAATAGGTGACTCAAAGATGAAGTAATGGCAACATTT

AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCTGG
AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCTGG

kinase-wr.X kin-seqg-+ AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGG
kinase-wt.X kin-seg-+ AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCT
kinase-wr.X kin-seq-- AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGGGAAGCCCTGG
kinase-wr.X kin-seq-+ AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGGGAAGCCCTGG
kinase-wt.X kin-seqg-+ AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCTGG
2kinwr.X c 1;+ AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCTGG
kinase-wt.X kin-seq-- AATATTTTAATATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCTCTGG

AK030017chrl7+
consensus
NM 172792chrll+

2kinwt.X c 1;+
2kinwt.X f 1;-

kinase-wr.X kin-seg--
kinase-wr.X_ kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+

2kinwr.X c_1;+

kinase-wt.X kin-seg--

AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwt.X c 1;+
2kinwr.X f 1;-
2kinwt.X_f 1;-

AATATTTTAAAATACCAACTGAGCTATGGGGACAGCCATCAGCAGGTGGAGAAGCCCTGG

AATATTTTAAAATACCAGCTGAGCTATGGGGACAGCCATCAACAGGTGGAGAAGCCCTGG

GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAAT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT

TTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTAGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT
GCAAATAACAGCCTTTCAGGTGTCCTTATCCCCTTTCCCCACTTGAAGAGGAGAGCCAGT

GCAAATAGCAGCCCTTCAGGTGCCCTTATCCCCCTTCCCCACTTGAAGAGGAGATCCAGT

GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG

AGTAACTTCCAGGATGAGAATGTG
GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGCAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG

kinase-wr.X kin-seqg-- GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
kinase-wr.X kin-seg-+ GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
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kinase-wt.X kin-seg-+

2kinwr.X c 1;+

kinase-wt.X kin-seg--

AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwt.X c 1;+
2kinwr.X f 1;-
2kinwt.X f 1;-

GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG
GAATCTACCTTTTCAACTTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTCACTTTCAGGATGAGAATATT

GAACCTACCTTTTCAACCTGTATAGAAGCTAGGAAGAGTAACTTTCAGGATGAGAATGTG

GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG

kinase-wr.X kin-seq-- GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
kinase-wr.X kin-seqg-+ GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
kinase-wt.X kin-seqg-+ GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
2kinwr.X c 1;+ GGAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG
kinase-wt.X kin-seq-- GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG

AK030017chrl7+ GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCATAAATTCCCCCATACTCACCCAAAACT---GCCCAGAG
consensus GAAAGAAGAAGCAAGAGTTGCAGAAGTTACCCCATACACACCAAAAGCTCCTGCACAGAG

. : . : . : . : . : . ‘| KinseqE
NM 172792chrll+ AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwr.X e 1;+ CgGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwt.X c_ 1;+ AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwr.X_f 1;- AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwt.X f 1;- AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wr.X_kin-seqg-- AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wt.X kin-seg-+ CGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwt.X e 1;+ gaTGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wr.X_kin-seg-+ AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wt.X_kin-seqg-+ AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
2kinwr.X c_ 1;+ AGGATGCCCTATACAGATGACCCACTGCCCGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wr.X_ kin-seqg-+ aAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
kinase-wt.X_kin-seg-- AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
AK030017chrl7+ AGGATGCCCAATTCAGATGACCCAGTGCCAGAAAGTGATGCTCTGACAGCTGATGTCACT
consensus AGGATGCCCTATTCAGATGACCCAGTGCCGGAAAGTGATGCTGTGACAGCTGATGTCACT
NM 172792chrll+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGAT[ICCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
2kinwr.X e 1;+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGAT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
2kinwt.X c 1;+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAAC
2kinwr.X £ 1;- AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGATTCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
2kinwt.X f 1;- AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGRAGGT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
kinase-wr.X kin-seq-- AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGRGAT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
kinase-wt.X kin-seg-+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGGT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG| Position
2kinwt.X e 1;+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGGT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
kinase-wr.X_kin-seqg-+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGAT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG 1414bp

kinase-wt.X kin-seq-+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGRGGT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
2kinwr.X c 1;+ AACAGTGCTACAGGGGATA
kinase-wr.X kin-segq-+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGAT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
kinase—wt.X:kin—seq—— AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGGT[TCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG
AKO030017chrl7+ AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACATAGATIITCCACGGACTGCATGCCTGGTGAG

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+
2kinwr.X f 1;-

AACAGTGCTACAGGGGATATTGTAGTCAACAGAGATTCCACGAACAGCATGCTTGGTGAG

CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA

2kinwt.X f 1;- CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wrl2.x ml3uni- CACTCACA
kinase-wr.X kin-seg-- CATGCCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wt.X kin-seg-+ CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
2kinwt.X e 1;+ CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wr.X kin-seq-+ CATGCCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wt.X kin-seqg-+ CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wr.X kin-seg-+ CATGCCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA
kinase-wt.X kin-seg-- CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA

AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+

CCGGTCTCTCCAGTATCAGACTACGTTGGCCCCACAGCTTCTAAATCTAGGTCACTTACA

CATGTCTCTCCACTATCAGCCCACGTTGGCCCCACAGCTTCTAGATCTAGGTCACTCACA

GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCCGTTGCTGCTGC
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2kinwr.X f 1;-
2kinwt.X £ 1;-
kinase-wrl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg--
kinase-wt.X kin-seg-+
2kinwt.X e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg--
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+
2kinwr.X £ 1;-
2kinwt.X £ 1;-
kinase-wrl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seq--
kinase-wt.X kin-seg-+
2kinwt.X e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg-+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seqg--
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+
2kinwr.X f 1;-
2kinwt.X f 1;-
kinase-wrl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg--
kinase-wt.X kin-seg-+
2kinwt.X e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seqg--
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+
2kinwr.X f 1;-
2kinwt.X f 1;-
kinase-wrl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg--
kinase-wt.X kin-seg-+
2kinwt.X e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg-+
kinase-wt.X kin-seg--
AK030017chrl7+

consensus

NM 172792chrll+
2kinwr.X e 1;+
kinase-wrl2.x_ml3uni-
kinase-wt.X kin-seg-+
2kinwt.X e 1;+
kinase-wtl2.x ml3uni-
kinase-wr.X kin-seg-+
AK030017chrl7+

consensus

GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCCGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC

CGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC
GTTTGGAGGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAAGCACTGTG--————=——=————— CTGCTGC

GTTTGGAAGCGAATTTCCCGTGCTCTGAAATCACTATGGTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGC

TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACT

TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC
TGCTGCTGC---TGTCTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC

TGCTGCTGCATCTGTGTGCCCTCCCCACGTGGGGAAACCGAAATGGACTAGGAGAATTTC

AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAAACAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
ACCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTG

AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT
AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAGCCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGC

AGCCTTATTGAAGAGAGACTCCACAGCAGAAAACCAGGACAGAACTCCATGGTGCTGTGT

TCCTCCAATHACAGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATHACAGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTTCGCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATHcagggcatcagg

TCCTCCAATHCGGGGCATcagctagg
TCCTCCAATACAGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATACAGEGCATCAGgct
TCCTCCAATACGGEGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATACGGEGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATHACGGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATHCAGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG
TCCTCCAATACGGEGCATC
TTTTCCAATACATFGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTCTCGATCTTTGGTGTGAACTGTCAG

TCCTCCAATACAGGGCATCAGGCTTCTGTGTCTCTTTCGCCCTTTGATCTAAATTGTCAG

TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA
TGTGCATCTCCTTCATCTTACt
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACT
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA
TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA

TGTGCATCTCCTTCATCTTACTCCAGCCCCATCACTGCTTGCTGGACAGAAAGGTGGGCA

KinsegF

Position
1691bp
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NM 172792chrll+ CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
kinase-wrl2.x ml3uni- CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
kinase-wt.X kin-seg-+ CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
kinase-wtl2.x ml3uni- CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
kinase-wr.X kin-seg-+ CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG

AKO030017chrl7+ TGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
consensus CGAGGAACATCTACCTGATGAGGCTCTTCTTCCTCAGCTTTGAGTGTGCTGTAGCACTAG
NM 172792chrll+ TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA

kinase-wrl2.x ml3uni- TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA
kinase-wt.X kin-seg-+ TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA
kinase-wtl2.x ml3uni- TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA
kinase-wr.X kin-seqg-+ TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA

AK030017chrl7+ TGCCCACAGCGTCTAAAACAGATGCCTCCACCACCAGAAATGACGTGTCTTCTGACATAA
consensus TGCCCACAGCATCTAAAACAGATGCCTCCACAACCAGAAATGATGTGTCTTCTGACATAA
NM 172792chrll+ GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG

kinase-wrl2.x ml3uni- GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG
kinase-wt.X kin-seg-+ GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG
kinase-wtl2.x ml3uni- GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG
kinase-wr.X kin-seg-+ GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG

AK030017chrl7+ GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCCTCCATCTTATTTCCTGACTGTATTTTGGG
consensus GGAGCCTCATCATCTTGGTCACTTTATCCCTTCCATCTTATTTCCTGACTGTCTTTTGGG
NM 172792chrll+ AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA RT-Kinase_1_8_b

kinase-wrl2.x ml3uni- AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA

kinase-wt.X kin-seq-+ AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA
kinase-wt12.x ml3uni- AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA
kinase-wr.X_kin-seq-+ AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA
AK030017chrl7+ ARGAACTACAAGARACAT-———— === === - oo

consensus AAGAACTTCAAGAAACATCCTCTTTCATCCATTTAGTATTGTTCTGCTCCACTATGGAAA

NM_172792chrll+ ATTAAGAAGACCTTGCC
kinase-wrl2.x ml3uni- ATTAAGAAGACCTTGCC
kinase-wt.X_ kin-seg-+ ATTAAGAAGACCTTGCC
kinase-wtl2.x ml3uni- ATTAAGAAGACCTTGCC
kinase-wr.X kin-seg-+ AT

AK030017chrl7+ = —===————————————-

consensus ATTAAGAAGACCTTGCC

6.2.2 Sequenzierungen einzelner Exons von NM_172792

Primer wurden flankierend des zu sequenzierenden Exons (rot markiert) gelegt, das PCR-
Produkt von (wr/wr) genomischer DNA generiert, und direkt von beiden Seiten mit den
gleichen Primern sequenziert:

Exon1 (5’UTR):

WR tgcatgtaacatcataatgagactttgcaaggaatgttagataccaaacaatagcaagct
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT tgcatgtaacatcataatgagactttgcaaggaatgttagataccaaacaatagcaagct
WR gctgcctaggectgggtttgttcttgtgcttcagagaggcagtttgttggtgggagagecat
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT gctgcctaggctgggtttgttcttgtgecttcagagaggcagtttgttggtgggagagecat
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WR

WT

WR

WT

ttggactctgttgtttcccacaaacttggectttteccccaacttgttggatectggatata

Frrrrrrreerrrrreerrrrerrrr e e et r e e e e e e e
ttggactctgttgtttcccacaaacttggecttttcecccaacttgttggatctggatata

gtgagttatatttgttttctaggttttcagtttagacttttggcat

fFrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
gtgagttatatttgttttctaggttttcagtttagacttttggcat

Exon2 (5’UTR+CDS):

WR tcatgatagagaattccttctaaaattccattaatttttatttctagectcatatattee
FErrrrrrrrrerrrrrrrrt et e et e et e e e e e e
WT tcatgatagagaattccttctaaaattccattaatttttatttctagectcatatattcce
WR tggttctatatgagagtaggtggttgaacttgagcgaaacatcatggccagccacatgga
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e e
WT tggttctatatgagagtaggtggttgaacttgagcgaaacatcatggccagccacatgga
WR agagaacatccttgaaaaggatttcaggatgttgtcatctctgggttgtggttcattegg
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
WT agagaacatccttgaaaaggatttcaggatgttgtcatctctgggttgtggttcattegg
WR ggaggtaaagcttgcctgccatcttcccacacttatacgggtggctgtcaaggteccttga
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT ggaggtaaagcttgcctgccatcttceccacacttatacgggtggectgtcaaggtecttga
WR gaaaaacatcaacagcatggctgacatcacttcgaagctggaactccttcaatctttaga
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT gaaaaacatcaacagcatggctgacatcacttcgaagctggaactccttcaatctttaga
WR acacaggaacattgtttgattttttcacatgattgacacactgacaacaacttatgtgat
FErrrrrrrrrerrrrrrrrt et e et et e e e e e e e e
WT acacaggaacattgtttgattttttcacatgattgacacactgacaacaacttatgtgat
WR catggagaatgtggcaggagagga
FEEEEEErrrr e
WT catggagaatgtggcaggagagga
Exon4 (3°UTR):
WR gcaacaaatggaaggtgtggcatctccatcatttgattcatattgtacccatgtctttgt
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT gcaacaaatggaaggtgtggcatctccatcatttgattcatattgtacccatgtctttgt
WR cctcacagecctctttcatccatttagtattgttectgeteccactatggaaaattaagaaga
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
WT cctcacagcctctttcatccatttagtattgttctgectccactatggaaaattaagaaga
WR ccttgccaggcctgatgeccaggtattgtctctaggagacagcagccaaggtaactacatt
FErrrrrrrrrerrrrrrrrt et et e e e e e e e e e
WT ccttgccaggcctgatgeccaggtattgtctctaggagacagcageccaaggtaactacatt
WR gtatctattgccaaccaagaattcaggcttaggaaaaaccattggtgatcacggtgttgg
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et r e e et e e e e e e e
WT gtatctattgccaaccaagaattcaggcttaggaaaaaccattggtgatcacggtgttgg

Exon9 (3'UTR):

WR

WT

tagcgatctagtttacaccctttaataaccatggtttttcctatgacattctagtgaaat
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
tagcgatctagtttacaccctttaataaccatggtttttcctatgacattctagtgaaat
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WR gctcctgaaaatctctggcttactatgactctcacctctttagatgtgtctacagaagag
Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrr e rr e rr e
WT gctcctgaaaatctctggcttactatgactctcacctctttagatgtgtctacagaagag
WR caagaagtggggctgaggccactaagaacagcactacctgtacacacatcattacataga
Frrrrrrrrrrerrrerrrrt e e et e et e e e e e e e
WT caagaagtggggctgaggccactaagaacagcactacctgtacacacatcattacataga
WR atgcacaaatttcttcagcgcctctggaaaggagttagcatgtctttgaatctgactgag
Frerrrrrrrrerrrerrerrrerrrr e et e e e e e e e
WT atgcacaaatttcttcagcgcctctggaaaggagttagcatgtctttgaatctgactgag
WR aggggagcatggatttaggagtggtgtttctgttgctcaaagaggaaggtccagagtttt
Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e
WT aggggagcatggatttaggagtggtgtttctgttgectcaaagaggaaggtccagagtttt
WR taatgctaccatctcagaaacaactgtaaagaagctttcttcagaacatccaacaggtga
Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrerr e e et e e e e e e
WT taatgctaccatctcagaaacaactgtaaagaagctttcttcagaacatccaacaggtga
WR tgcaagcctggacacaggatactatacttcacaatattctactagttctgatttggttte
Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e
WT tgcaagcctggacacaggatactatacttcacaatattctactagttctgatttggttte
WR ttgttttttggtttttgttatatatctttaacaaataagttcttaattttgtactttaga
Frrrrrrrrrrerrrerrrrt e e et e et e e e e e e
WT ttgttttttggtttttgttatatatctttaacaaataagttcttaattttgtactttaga
WR aataataaagtatgatataaatgatttctcctccactgtaatgtttcatgtggatatttg

WT

FErrrrrrerrrrrrerrr e rrrr e e et e e et e e e e rrnd
aataataaagtatgatataaatgatttctcctccactgtaatgtttcatgtggatatttg

6.2.3 Sequenz des pBS-LacZ-neo-link Vektors

>pBS-loxP-lacZ-loxP-neo-loxP
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTT
AAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTAT
AAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAA
CAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAA
CCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGT
TTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAG
CCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGG
AAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCG
GTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACA
GGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGAT
CGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCT
GCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAAT
TGGGTACCGGGCCCGTTTAAACACTAGTGCTAGCATAACTTCGT
ATAATGTATGCTATACGAAGTTATAAGCTT
GGGATCTCTATAATCTCGCGCAACCTATTTTCCCCTCGAACACTTTTTAA
GCCGTAGATAAACAGGCTGGGACACTTCACATGAGCGAAAAATACATCGT
CACCTGGGACATGTTGCAGATCCATGCACGTAAACTCGCAAGCCGACTGA
TGCCTTCTGAACAATGGAAAGGCATTATTGCCGTAAGCCGTGGCGGTCTG
GTACCGGTGGGTGAAGACCAGAAACAGCACCTCGAACTGAGCCGCGATAT
TGCCCAGCGTTTCAACGCGCTGTATGGCGAGATCGATCCCGTCGTTTTAC
AACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGA
TCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCT
GGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTT

Sequenz pBluescript
1-657 Kpnl (Violett)

blau: loxP-Element
Griin: spacer
Pink: Spel

Braun: Apal
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CCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTA
CGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCCATTACGGTCAATCCGC
CGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAAT
GTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGG
CGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACG
GCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGC
GCCGGAGAAAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGCTGGAGTGACGGCAG
TTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACG
TCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATTTCCATGTTGCC
ACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCA
GATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGC
AGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATT
ATCGATGAGCGTGGTGGTTATGCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGT
CGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTATCGTGCGG
TGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGC
GATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAA
CGGCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTC
TGCATGGTCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTG
ATGAAGCAGAACAACTTTAACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCA
TCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATG
AAGCCAATATTGAAACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGAT
GATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAGCGAACGCGTAACGCGAATGGTGCA
GCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAAT
CAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGTATCGCTGGATCAAATCTGTC
GATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCACGGC
CACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCT
TCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTACCTGGA
GAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAG
TCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTT
TACAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATAT
GATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATAC
GCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCA
CGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAG
TTCCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCG
TCATAGCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGC
CGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAG
TTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTG
GCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCG
GGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTG
ACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAAT
GGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGT
CAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACG
CCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGT
AAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGG
CGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGAT
ACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCA
GGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTG
GTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCAT
CCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGT
AAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCGACCGCCTTACTG
CCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCG
TACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAA
TTATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCT
ACAGTCAACAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCG
GAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTGG
CGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCG
GTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACCGGGC
AGGCCATGTCTGCCCGTATTTCGCGTAAGGAAATCCATTATGTACTATTT
AAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGGTTTATTCTTTTTCTTTTACTTTT
TTATCATGGGAGCCTACTTCCCGTTTTTCCCGATTTGGCTACATGACATC
AACCATATCAGCAAAAGTGATACGGGTATTATTTTTGCCGCTATTTCTCT
GTTCTCGCTATTATTCCAACCGCTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCG
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GAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCA
CAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTG
TCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCT
GGATCCGTTAACGGCGCGC

CCACGTGTCGACATAACTTCGTATA TATACGAAGTTATCTCG
ACGGCTAGGATCGATCCGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTC
TGTCTTTTTATTGCCGATCCCCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAG
AAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAA
GCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCA
ACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATG
AATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATC
GCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCC
TGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCA
TCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCG
ATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCA
GCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGG
TGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTC
CCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCG
TCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGG
GCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGA
CAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGT
CATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAAT
CCATCTTGTTCAATGGCCGATCCCATATTGGCTGCAGGGTCGCTCGGTGT
TCGAGGCCACACGCGTCACCTTAATATGCGAAGTGGACCTGGGACCGCGC
CGCCCCGACTGCATCTGCGTGTTCGAATTCGCCAATGACAAGACGCTGGG
CGGGGTTTGCTCGACATTGGGTGGAAACATTCCAGGCCTGGGTGGAGAGG
CTTTTTGCTTCCTCTTGCAAAACCACACTGCTCGACATTGGGTGGAAACA
TTCCAGGCCTGGGTGGAGAGGCTTTTTGCTTCCTCTTGAAAACCACACTG
CTCGACATAACTTCGTATA TATACGAAGTTATCTCGAGGTCT
AGAGAGGCCTGCGGCCGC
CACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGT
TAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAT
TGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTG
TAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC
GCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTC
CGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGG
GATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTG
ACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA
GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTC
TCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT
CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCG
GTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCA
GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGG
TAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAA
CTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC
CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACC
ACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAG
AAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACG
CTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCA
AAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATC
AATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAA
TCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTT
GCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATC
TGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAG
ATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGC
TAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTG
CTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGC

blau: loxP-Element
Griin: spacer
Pink: BamHI

Neomycin Resitenzkassette
Rot: Startcodon

blau: loxP-Element
Griin: spacer
Rot: Notl

Sequenz pBluescript
738-2961 Sacll (Violett)
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TCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAA
AAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG
CCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAA
GTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGT
CAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATC
ATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT
GAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCAT
CTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT
GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACT
CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGA
GCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCG
CGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

6.3 Sequenz Homint14

PCR Produkt generiert mit dem Primerpaar: Homint14_e/Homint14_f. Primerbereiche sind
blau hervorgehoben. Die beiden festgestellten Transversionen im Cast/Ei Stamm sind rot

markiert (138T—C; 244A—G). Dargestellt ist C57BL6/J-Sequenz.

>Homint1l4 ef (304bp)ensembl Bl6
CCCTGATACTGTCCTCTGCTCTTCCTTGGGGACCTAGCCTGCTGCCTGAGACTGTGACTA
TTGGCATAAAAAGGAAAAGCCAGAATTGCCAACAACTGTCCCTTTGGGGACAAGGGGAAG
GTCCTGTCTGTTGCCCTGCCTCTCTAGACATATGGTTAAATGCTAGAGAATTCAGTATTC
CTATTGCTTATCCTGGAGAAGGTCTTCTCTATACCCACAGCCTTGTACAAAAGCTGTTTT
GATACGTAAGCCCAGACATCACCAGATCTTGTCTAAGTTAGGTCCAGGAAAGGGATGACC
AGTG

6.4 Sequenz der Trap Insertionsstelle

Das PCR-Produkt wurde mit dem Primerpaar Trap_Neu_2a/PCR_Mut5b generiert. Die
Primerbereiche sind blau, das Exon5 ist fett hervorgehoben. Genomische Sequenz ist in
Grol3buchstaben dargestellt. Ein Teil der Sequenz des Trap-Vektors pGTOIxf
(BayGenomics, Homepage, 8654bp) ist in Kleinbustaben gezeigt, hierbei handelt es sich
um das enolaseZ2 Intron. Der Trap-Vektor ist ab Position 21 (BayGenomics Sequenz) in
den Vpsb4-Lokus integriert. Somit befindet sich die genaue Insertionsstelle 369bp

stromabwarts des Exon5.

ATGGTCTTGGTCCTTGGTGGCTGAGCCATCTCATCTGTCTCCCATGTGTCTTTTTAGTGT
CATTCATGAAAAGAAAATAAACTTTATCTCTTTATCTCTCTCTATATCATCTATCTATCT
ATCTATCTATCTACCTACCTACCTACCTACCTACCTATCTAGATGGTTGGGTAAACCCAG
TGCTTTACACAAGCTAGGTAAGTTCCTACCCTTTGGCTATATATATCTATATCCCTCCAT
AATGGTATTTGGTTCTGTTTCTATTTGTATTTAAGTTCAGAAGCTAGTGATTTTATATTG
AAAGTTCCAGAAGTAATTTTGTATATTTTAATTATGTTGTAGAACATTTTGATGCTTTGA
GTAATCATATTTCCACATAGCATTGATTATTATTTCATTGTTTTTTATTAGAGAGAGAAG Ex5 79bp
ATTCATGAGAGATGCAAGAATATTTGTCCTCCTAAAGATACCTTTGACAGGACTCTTTTA
CATATTCATGGTATGAATATATGCTATTTATAGACAATAAGCATAGCTTAACTTATTAAT
GAACAAGTTATTAACATTGGAACTTTGTTTCCTATTATATGTACTTTTTTTTTTTTAGTA
AATTCTTTCTGTGTTTTTTTTTGTGGTACTGGGGATTGAAACTTAGTATGCTAGGCTGTA
CTCCTAGCTTTTATTTTTAGTAAGAAATTTTATAATCTAAAACCATAATCTTTTCTACAA
GCTCCTTAGAGAGTGATCGTGAGAATAATCCTTCAGTTTGACAAGTATTTAATTGCTTGG
TATTTGGTGCATTGCTTGTTGCTTAAAAGTAAAAGAGTAAGAAATTCTCAAGGAATTTAA

Primer:

Trap_Neu_2a
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AGAAAAAAACCCAAAATCGgaggaaccgaaagtatgtttttcagatgttctttctcagaa
ataggagtttgcggaggttggagtgtgtgttgtaggacacgaaccccagggtggaggaga Primer: PCR_Mut_5b
ctggaggacagagccctctttcccagggagggaaggaggagagtttgagatccgetecgg
aagtcggggttcaggtttgagcaggccaggcctctceccecgtggtectegecctettgtecta
gaagcctcactggccaggtgtaagccaggtcgtgggtgeccgagecctgecteccectcecatect
cagcatggatgtgaagaggactgtatggcgtgcgggtgtgtgtgaccgtgggtacactta
aaacaccgggttttggatctgcactgtcccggatgtcctctggtgctcaaagacectttt
gggtttgccctttggtaagagcgccgggatctacttgtctggaggeccagggagtcectecag
ccgaggcttgccgcecccecctgactgcactgcactgagtagtggatgggagagtctggtacceg
cactgccggtttcctceccaccatcceccgcagegcagggcagtgecatteecgtectggetgeg
aagggggatggtcgggccttctccagectcttcececgettctagecgaaggggecttgatgga
agggcccgcatgtctccaaagttgattcatgcttcttgcacagagaaagaccagaaagaa
ggtctcaagttttagccggtagcccggatggecttttecctgcacggcaccatatgaacct
tgtgaccctgactttgagacccctctaacccaaggceccctaccactttaccecectttececett
tgaaggctttcccacaccaccctccacacttnccccaaacactgccaactatgtaggagg
aaggggttgggactaacagaagaacccgttgtggggaagctgttgggagggtcactttat
gttcttgcccaaggtcagttgggtggcctgecttctgatgtcagecccecececcececctatece
ataggagccaggtccctctcectggacaggaggtggtcccaaggtctggggtagaaggtga
gagggacaggccaccaaggaagactgaaggggagatgccagagactcagtgaagcctggg
gtaccctattggagtccttcaaggaaacaaacttggcctcaccaggcctcagecttgget
cctcctgggaactctactgcccttgggatcctaccgttecgtatagcatacattatacgaa
gttatgtgataggccttttagctacatctgccaatccatctcattttcacacacacacac
acccccaatgcccaacacttgtatggceccttggcecggggtcatcecccecececccecceccacccecagta
tctactttccttctggtcagtgggcacatgtccagectcaagtttatatcaccaccgcaa
cctcaagctagcttgggtgcgttggttgtggataagtagctagactccagcaaccagtaa
cctctgceccctttectectceccatgacaaccagGTCCCAGGTCCCGAAAACCAAAGAAGAAGA
ACGCAGATCGCATCGATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCGCAGATCTGG
ACTCTAGAGGATCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAA
CTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGC
ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTT
CCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACT
GTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTA
ACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTAC
TCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTT
GATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACGGCCAG
GACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAAAACCGC
CTCGCGGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGG
CGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGC
GATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAA
GTTCAGATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGT
GAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGT
GGTTATGCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCC
GAAATCCCGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATT
GAAGCAGAAGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTG
CTGAACGGCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCAT
usw.

En2 intron

B-geo Kassette

6.5 Sequenzen: Vps54 Interaktionspartner

Bei mehreren gleichen Plasmiden ist die Sequenz fur den langsten Sequenzierlauf
angegeben. Sequenziert wurde mit dem Primer Gal4_AD_seq. Die Multiple Klonierstelle
des pACT2 ist bis zur Sall Schnittstelle angegeben (Rot = EcoRl; Blau = Smal; Grin =

Sall).

>gl g9 31 46 104 111 NM 175245 (713 reliable bases)

cctggtattAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCT
CTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGG
AGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC CTCCCACCGGGGCGGGGGCCTCTCC
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TCTCCATGGCGAGCGGTAGCGGCCCGGGCGCGGCGGCCTCGGCCAACCTGAACGCGGTGA
GGGAGACCATGGACGTTCTGCTTGAGATTTCAAGAATTTTGAATACCGGCTTAGATATGG
AAACGCTGTCTATTTGTGTACGGCTTTGTGAACAAGGAATCAACCCAGAAGCCTTATCGT
CTGTTATTAAGGAGCTTCGCAAGGGTACTGAGGCACTAAAGGCTGCTGAAAACACAAGCT
GACTTCCAGAGAATTCCTGATGAGATATGTCAAGCTTAGCAAGAAAATTTGAAGATTCCA
TCATAGTCAAGATATAAAATGACAATGCTGCATGCTGAGTAGAAAATGTTTTCTTTTACA
AAGAATTATAAAACCATGGCTGAGCATGTCAGTGGGAAGTGGCTTGAGCGAGAATCAGCA
CGTGTGTTTACATCACGTCTTGTTGTAATGGCCCCAACTCCAGAGTGTTGCCACACTTAT
TTATGTATATCTATAGCTCTGCTAGCTGTGAGTTTCTAAACAGCATCTACCCGACATGCA
CAgctgctgagcctgtttgaagttagtgggttgtatcagaggtgatgtgttatatttatg
acttgtggacattaacaatataaaccttaattttgaattggttaagcattaaaaactggg
ctgtgtgttccaatggaaccggtaagttaatggaaattgagccggctggtttgtgaaagt
tttctggtttcacattcttggttttgtaaaaaatagggaattcccaaaacattctcaaaa
ttcatcctccecctcatacaagaaattattttggtttttttatcccacaatttgtgggcagg
tttaaagggtggtataagaaaaac

>g5 g6 g8 4 5 20 22 25 35 47 74 90 92 112 119 120 Zhangfei(577 reliable bases)

cccttgaTATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGAT
CTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCAT
GGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC CGGACTGGCACCTGGAGCCCGGG
CTCAGCTCGCCCGGGCCCCTGTCCTCGTCCGGCGGAGGCTCGGAGAGCGGCGGCCTGTTG
AGGGGGGACGACGACGACGACACCGCGGCCGCCGAGATGCAGCGCTTCTCCGACTTGCTG
CAGAGGCTGTTGAACGGCATCGGAGGCTGCAGCAGCGGCGGTGACCGCGGCGGCGGGGAG
AAGAGGCGGAGAAAGTCCCCGGGAGCAGGAGGCGGTGGCGCCAACGACGGCAACCAGGLG
GCGACCAAGAGTCCCCGGAAGGCGGCGGCGGCCGCTGCCCGTCTTAATCGGCTCAAGAAG
AAGGAGTACGTGATGGGGCTGGAGAGTCGGGTCCGGGGACTGGCAGCCGAGAACCAGGAG
CTGCGGGCCGAGAATCGGGAGCTGGGCAAGCGCGTGCAAGCACTgcaggaggagagtcge
tacctacgggccgtcctggccaacgagaccggactagectcggctgctgageccgactgagce
ggcgtgggactgcggctgaccacctceccecctcecttcagaaactcgececcgeccggcgaacacgaa
tacaccctggccggtggggaaacaaccgccggagccgcgggaagaggacgaccccggcegg
gaggagtgttgtcttcctgttgaacaaggataaggtggttcgggggagttcttgtceccgge
gtgcgcccccgaagggcgtcgacctetecttaaaaaggttagggeccaagtaaacttggte
cctttattccgcgtttaaccceccecttttteccecceccectecttcaacaaggttgaacaaacttta
tttgggacatttgttccccecggaaccgettttectgagggcgaaagaaaaaagggatattt
gactctctttaagtggggttaaccataaca

>80 117 Q80zZM0 (635 reliable bases)
tatACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGC
TTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCC
GGGGATCCGAATTCGCGGCCGC ATTCTGCAGGCTGATCAGACCTACAGTTCTGC
CCTGGAAGGAATGAAGATGGAAATCTCCCAGCTAACTCGGGAGTTGCACCAGCGAGATAT
CACTATTGCTTCTGCCAAGTGTTCCTCCTCAGACATGGAAAAGCAGCTGAAGGCAGAGAT
GCAGAAGGCAGAAGAAAAGGCTGTAGAGCATAAGGAGATTCTAAGTCAGCTGGAATCTCT
CAAATTAGAAAATCATCGTCTTTCTGAAACAGTGATGAAGCTGGAACTGGGCTTGCATGA
GGGCTCGCTGCCCACCTCTCCTCTGGGATCGATAGCTACCAGGTTTCTGGAAGAGGAGGA
GCTGAGGTCTCACCATATTCTAGAGCGCCTGTACGCCCACATTGAAGAACTGAAAAGAGA
GAGTGAGAAGACGGTGAGGCAGTTCACAGCCCTCGTGTAGCCCTGCACACCCACAGACGG
AAGACTGGATTATAAAGTTGTAATGAAAGCAATGCTCCgcaaggcggcactgaggagtct
gcagactggcacttgggtatattcactgccttgtgtggaggactgcttcecgtaggaactt
gtgagaataaacgctttgccaactttctcacacaaagggttttaccccagaacaaggcett
ctctttcccaatttaatggtaataactggtttccaattgaaattaaagattggtctatgce
cgggtggtaacttggaaacaaaaaaaccacatgcgcgcagaaaatctatgaatcgccaat
actggaaaaaccccgcgaggttaattttcaatggtgctcectgggaccaactccagtteget
tgtatatatacatcggtgaggccctcecttgtaggtgacaattcccacce

>81 113 Cops3 (694 reliable bases)

accctttATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAANAAGAGA
TCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCA
TGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC AGCTTACCTCTGTTGCTCGGGC
CACCAGCGGGGGGAAACATGGCGTCTGCTCTGGAGCAGTTCGTGAACAGTGTCCGACAGC
TCTCAGCTCAAGGGCAAATGACTCAGCTTTGTGAACTCATCAACAAGAGTGGAGAACTCC
TTGCGAAGAACTTGTCCCATCTGGACACTGTGCTTGGGGCTTTAGATGTTCAAGAACACT
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CTTTGGGTGTCCTTGCTGTTCTGTTTGTGAAGTTCTCAATGCCCAGTGTTCCTGACTTCG
AAACACTATTCTCACAGGTTCAGCTTTTCATCAGTACATGTAATGGCGAGCACATTCGAT
ATGCAACAGATACGTTTGCTGGGCTTTGCCATCAGCTAACAAATGCACTTGTGGAAAGAA
AACAGCCCCTTCGAGGAATTGGCATCCTTAAGCAAGCCATAGACAAGATGCAGATGAATA
CCAACCAACTGACCTCAGTACATGCCGATCTCTGCCAGCTTTGTTTACTAGCGAAGTGCT
TTTAAACTGCCCTTCCATATCTTGATGTGGATATGATGGATatctgtaaagagaatggag
cctatgatgcaaaacactttctgtgctactactattatgggggaatgatctatacggcgce
tggagaactttggaaagagcgctgtacttttatgagcaggctataacttctceccctgecag
ggcggcagccattatcatgttggaatcataattaaaagtaatagtcctaaggcttttgaa
attacactggcgaaagtacaaaaagtgggcctaaaatacaccccctcccaataaatgggg
taaaatttattaaacccccctccaacaatggcttacccatcgaattaaacgacacagttt
tatctaaacccacacaaaccc

>105 110 Ina (583 reliable bases)
cacTTGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGAT
CTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCAT
GGAGGCCCCGGGGATCCGAATCGCGGCCGC GGCGCGAAGGCGCCGAGCGLCGLCCC
TGAAGGCGCAGCAGCGCGACGTGGACGGCGCCACCCTGGCCCGCCTGGATCTGGAGAAGA
AGGTGGAGTCGCTGCTGGACGAGCTGGCTTTCGTGCGCCAGGTCCACGACGAGGAGGTGG
CCGAGCTCCTGGCCACGTTGCAGGCGTCTTCGCAAGCCGCCGCCGAGGTGGACGTGGCCG
TGGCTAAACCAGACCTGACTTCGGCGCTGAGGGAGATCCGCGCGCAGTATGAGTCCCTGG
CCGCTAAGAACCTGCAGTCCGCCGAGGAGTGGTACAAGTCCAAGTTCGCCAACCTAAACG
AGCAGGCTGCGCGCAGCACCGAAGCCATCCGAGCCAGCCGAGAGGAGATCCAAGAGTACC
GGCGCCAGCTCCAGGCACGTACCATTGAGATAGAGGGTCTGCGCGGagceccatgagtcecc
tggagaggcagatcttggaactggaggagcgggacagcgctgatgtggccggctaccagg
acagcattgggcagctggagagcgactgaggaacacaaaaaacgagatgggacgccacct
tcgggaataccaaggactggctcaatgtcaaaatgggccttgacattggagatcgcgact
taaggaaactcccggcaagtggaaaagacgcggtttaccccggecggggttaacatctegg
ggctggatccatcgccccatcccagttattggectecteccccaaaatctttacgtctacag
cccccaaaatctceccecceccectaccgggectgteccccggaaaagggaggacaaccaggaggagga
aaatgcccctaagagaagtcttaacaaaaactccaagggtcggggcagggtcece

>7 107 Dnm (623 reliable bases)
cctttgttaaaCTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATC
TCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATG
GAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC GAAGACTTCATAGGCTTTGCCAAT
GCTCAGCAGAGAAGCAACCAGATGAACAAGAAGAAGACTTCAGGGAACCAGGATGAGATT
CTGGTCATTCGAAAGGGGTGGTTGACCATCAACAACATCGGCATCATGAAGGGAGGCTCC
AAGGAGTACTGGTTTGTGCTGACTGCTGAGAATCTGTCCTGGTACAAGGATGATGAGGAG
AAAGAGAAGAAGTACATGCTGTCTGTGGACAATCTGAAGCTGCGTGATGTGGAGAAGGGC
TTCATGTCAAGCAAGCATATTTTTGCCCTCTTCAACACAGAGCAGAGGAATGTCTACAAG
GATTACCGGCAGCTGGAACTGGCCTGTGAGACACAGGAGGAGGTGGACAGTTGGAAGGCT
TCCTTCCTGAGGGCTGGCGTGTACCCTGAGCGTGTTGGGGACAAAGAGAAAGCCAGTGAG
ACCGAGGAGAACGGCTCTGACAGCTTCATGCACTcgatggaccctcagctggagecgccag
gtggagaccatccggaacctggtagactcgtacatggccattgtcaacaagactgtgcgg
ggactcatgcccaaaaacatcatgcacctcatgatcaacaacaccaaggaggttttcttce
tcctgaactggtggccacaccggtactcctgcgggggaccaaaacaccctgattggaaga
atcgggcgagcaaggctccacggggccgaagaagatgctggeccttgtaccaccececttg
aagggggggccccatttttttggcggaaattaatcccaacaaccgtcagcgaacgccagg
gcccccectcecgggtgaaaaatctecttggtggtaaattcgecccagtecgaccecteteca

>23 Snx5 (665 reliable bases)

ccctggtatatactctCTATTCGATGATGAAGATACCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATC
TCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATG
GAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC GAGCTATTTGAAAAACTTAGGAAA
GTGGAAGGTCGAGTCTCATCAGATGAAGACTTAAAACTGACAGAGCTCCTCCGATACTAC
ATGCTCAACATAGAGGCTGCAAAGGATCTCTTGTATAGACGTACCAAAGCCCTAATTGAC
TATGAGAATTCAAACAAAGCTTTGGACAAGGCCCGGTTAAAAAGCAAAGATGTCAAGTTG
GCAGAGACTCATCAGCAGGAATGCTGCCAGAAGTTTGAACAGCTTTCTGAATCTGCAAAA
GAAGAGCTGATAAACTTCAAACGGAAGAGAGTGGCAGCATTTCGAAAGAACCTAATCGAA
ATGTCTGAACTGGAAATAAAGCATGCCAGAAACAACGTCTCCCTGTTGCAGAGCTGCATC
GACTTATTCAAGAACAACTGACCTGTCTACTCTGAAGGACACCAATGTGAAAGCCAGCAT
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CACTTGCACTTAAATCATTACTGCAAAAGAAATAGCTTTGACTAGTTTAAAATCATGTGA
ATAAATATTTTGATTTCTAAAaatccttaaacnaaagaactcgcgcgctatctcecccagac
ctagcggagtcacaaacgcccccgaaaatcttataactcggaaatacggaaaacccccca
aggttccattacagtgggctttggggcccccccacaattcecttcatttaaaccageggtyg
cggcctccttaatggaaataataacccccecccaactaccaaactgggcgccgggaaccccce
gtgtttataaaaatttcttaacggggtaaaaattagcgcccactctttttttgggegcecce
aaatctctcctggaaaatttattccgggggggctttttcacaaaacttgtggactttcete
gcccc

>116 Bfsp2 (584 reliable bases)
ctctggtactggCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACG
CTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGL
GAGTGGCAGCGGACTTGCCCTCGGGGACCAACTCCAGCATGCCCGTGCAGAGGCACAG
GGTGTCATCCCTCAGGGGAACACACTCTCCATCCTCCCTGGATAGCCCCCCAGCATCCAG
GACCAGTGCTGTGGGTAGCCTCGTCCGTGCCCCTGGGGTCTATGTAGGAGTCGCACCCAG
TGGTGGCATAGGTGGTCTCGGTGCCCGAGTGACCCGCCGGGCCCTGGGCATCAGCAGTGT
CTTTCTACAGGGCCTGCGGAGTTCAGGCCTTGCCAACGTGCCTGCTCCGGGCCCAGAAAG
GGATCACACTACTGTTGAGGACCTGGGGGGCTGCCTAGTGGAATATATGACCAAGGTGCA
TGCTCTGGAGCAAGTCAGCCAGGAACTGGAAACACAACTGCGGGCTCACCTGGAGAGCAA
GGCCAAGAGCTCTGGAGGCTGGGATGCCCTCCGCGCCTCCTGGGCCAGCAGCTACCagca
ggtgggagaggctgtcctagaaaacgcccggctcecctgectgcagatggagacgatccaggce
cggtgcggatgactttaaagagagatatgaaaaacagcagccattcaggaaggcagcgga
aaaaggaagttaattccctgttacaaagtcatcgaataacctaatttggacaaagacgga
tcttcagccttcaaatataaaagcctgaaagaaagaactggggctttcectgtcaagaaagce
tattaaaaaggatgttgaagggtctggatcaaacaagtgggaaggttcttgagctgggag
caaagcaaatgttccccatggtgcacacggttctgggatgaatgtccttgtaaaaaacat
cccgaagttcaatggtggaagaaaaaatttgtggaaaaaaaaacccganccataaagccg
ggaggcctttgcttcccaagcgtttaggacaacttgacagcaaggtyg

>1 Pkp4 (630 reliable bases)
tcctggacttgcAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC
ACAGACTGTACCTGCAGTCTCCTCGAAGCTATGAAGACCCTTATTGTGATGACCGAGTT
CACTTCCCAGCTTCTACTGATTACTCAACGCAGTACGGACTGAAATCAACCACGAATTAT
GTAGACTTTTATTCCACTAAACGACCTTCTTATAGAGCCGAACAGTACCCTGGGTCCCCG
GACTCCTGGGTGTAGCATCAAGACGGCTGCCTGCTGAGGGGCGCTTTCCTTCTGACTCTG
TTTGGATTGAGGGGAAGTCCGTCTTGCTGATGATGGTGACCGTGAAAGTGAAATGGAAGG
GATGAGTGAAGAGGTTTTGGTTTGTTTGTTTGTTTTTTCTTTTTTTGAGGAATTTTCAGG
GAAGTGAGGAAACCCTTGGGAGAGGACTTTGTACGCGCTGTGTAGGTGTTAGATCTAATT
ACTTGTAGAGTCTAGTGGTGAAGGTGTGGGTGACGTGCTGGGAGGCTTGAGACGTGGGTG
AGATGAGATGGGTATGTGTAGGTCAAATCAAATGACAGATGAttgttttaatgtgaataa
agttatgttcagatagtttgtacagaaaaaataataataaaatgggatgcccttcatgtg
ttattgctattactaaatgtcaagattgtatgctatcatgtcttgtaaaaattcccttct
gttgggtgttaatatggaaaatgccacattgggttaagtggccatcaattggtaaggcag
tggtgtcatttggaaaagagatttggaaaaaatggacagctttaaaccccaagggggaaa
aacccgccccggggaaatggtttcggagttgtaaaacaaaaattctgtacgeccecctectgg
ttnttaagtggagttggtgaaactccgggaagccacaaaagggccagcggtgataaatag
atggcccatggttctttcccacccecctaacggggaaa

>12 Q8BUY8 (539 reliable bases)

ccctggtceccttcaccaacaaaatctcatatctctatggettacccattcecgatgttceccaga
ttactctagcttgcgtgttcacatggccatgcagGCCCCTCCGATCCGAATTCCCGGTGC
GTCCACCTTTAACTTATAGGAGACTAATGATAACATTCAGATTGTTATTAAAATGTTTCA
GAACATCAGTAATATTGTAAAAAGTGGAGCGATGTCTTTACTTGATGATGATTTCAGTCT
TGAGCCGCTTGTTTCTGCATTTCATGAATTTGAAGAGCTAGCTAAACAGCTGCTCATCCA
AATAGACAATCAAAATGATCCCGAGGAGGGACAGTAAAGTTAGTGTGATTTAACCACCTG
CCACTCATCAGCCTTATGTTCCCAAAGAGTCCCAAATAGTGCTTTGGTGTTCACAGTCTG
TTTCTGTGTCGTAACTTATATTTTCAATGCTAATGTTAACTTGTCAATCTCTCGTAGTGA
CCTGGATCGTTTGTGGATGCCAAAAATGAATATCAGAACTGAAAACACACTTGTTGCTAT
TTGTCTTACCGTCCAGATTGTGATATTTTTTATTGTTGAGCTCCCAGTGAAGCAAGTCAT
ATGTGTGAGCTATCCTGCTATTTGTCATTTAAAcatgtgggactctgcttgagtctgegt
tatcaataaagttcgatgttgaagttgccaaacaatccttgtaaagaaaaaactcgagac
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atctatgaatcgtacattctggaaaaccccgcaagttcacttcaactggtgcatggtgca
ccacctcaaacttcttccatttattcatcgggtggggecggecgtttactggtaactatta
ctcccceccataggtttcaattcecttgggeccatgtaaccctgegtgatctgtataaaatttgg
gaaaagtaactaagatttatgggcgcatcctttcecctttgggacacttaaattctgcatat
gataaaatttttcccgagggtcgttttttctagaaacgtcttggaccttecttttecgecac
taaaggctttggtcccacgtatcctcataaccaaggtgtn

>2 Golga4 (583 reliable bases)

cccttgtcctgcaacaacAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGA
TTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGTCG
C CAGCTCTTGTCTCAGATGGAAGAGAAAACCCAGCGGTATGCGAAGGACACAGA
GAACCGACTGAGTGAGCTGAGTGCACAATTAAAAGAAAGAGAAAAGCAAGTTCACAGCCT
ATAAGACAAACTTAAAAACCTGGAGAGTTCTCCACACCCAGAAGTGCCAGCGGTGTCCAC
ATCTATGCAAAGTGTGGCAGCGTCTCCCGAGCAAGAGGCTCCAGATTCCCAGGACTGCAC
ACACAAGGGCTGTAAAGAAAGACTCTGCATGCTGCAAAGACGTTTAAGTGAAAAAGAGAA
GCTGCTGCGCAGGCTGGAGCAAGGCGAAGGCGAGGCGAGGCCATCGCAGCCTGAGGCTCA
GCACAGGGCGCTCTCTGGAAAGTTAGACTGCACTAGAGCCAGGCAGCTTGAAGATCACGT
TCTGATAGGATGTCTTCCAGAAGAACTCGAAGAAAAGATGAAATGTTCCTTAATTGTGTC
Tcaacccaggggagaagaaactggttaccacacaggggtgaaacagaattgggcaagtgt
gggtgacagggttcagaaaaaccccccaggaaaaggagctcacttgceccaggeccttgage
aaagggtgaaaaaactggagtcggacttattaagaaaaaagggcgcccattaactttgaa
gtggaaaagttgagccttaaaatttgcaaaatcgccattcttcccaagcaagaaatgggg
tggggaaaaataaattttgttaacagtgtttggaagaacaggcctgatggaaaaatcccce
aatccccttaaaatccaacccaaaactgtgggaccggtggacggcecctttgectaaggact
ctgagtccaaaatttaaaagaggagggccggggaacaacaaaaaacctgagctaagggag

gtggcgaagcgtttcacaagagggccgcggcg

>29 Dab2 (598 reliable bases)
ccttgttcgtgcacttacAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGA
TTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCG
C TTTTGAGACCTGCCCGTCGGGGATTGGCTGGTATCAGTGACTGTCTACTGCTG
GATTTTCTGCTTGCCTTCCCGTCATGTCTAACGAAGTAGAAACAAGCACAACCAATGGCC
AGCCTGACCAACAGGCTGCCCCGAAAGCGCCATCAAAGAAGGAGAAGAAGAAAGGTTCTG
AAAAGACAGACGAGTACTTGTTGGCCAGGTTCAAAGGTGATGGTGTAAAATACAAGGCCA
AGCTAATCGGTATTGATGATGTGCCTGATGCTCGAGGAGACAAAATGAGTCAGGATTCTA
TGATGAAACTCAAGGGAATGGCAGCAGCTGGTCGCTCTCAGGGACAACACAAGCAAAGAA
TCTGGGTCAACATTTCCTTGTCTGGCATAAAAATCATTGATGAGAAAACTGGGGTAATTG
AACATGAACATCCAGTAAATAAGATTTCCTTCATTGCTCGTGATGTGACAGACAACAGAG
CATTTGGTTATGTGTGTggaggtgaaggccatcatcaattttttgctataaaaacagggce
aacagggctaaccattagtcgtcgatcttaaagacctttttcaagttatctataatgtta
agaaaaaggaagaagataagaaaaaggttgaagaagcccacaaagctgaagagaatggaa
atgaggccctaatgaacctttgatgatccaactaacaaattgaagcttggaaagcaaaaa
tttcccectgttagtgggatctttaactctggaaatcaaaagcacatccagaactcttttaa
gaagaaaactccgtctttaacaaatggggttcaccttcecctggttttctctcececcgeccaaca
caaagcctccagggattccttcectttggecctggagaaacgectttgttectgtgetatttet
caacttcttttttcccaccgecttatgeccttgtet

>4 Abcc5 (576 reliable bases)
gcctggaactgcAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC
ATTCCTCAGGAGCCAGTGCTGTTCAGTGGCACTGTCAGATCAAACCTGGACCCTTTCAA
CCAGTACACGGAAGACCAGATCTGGGATGCTCTAGAGAGAACGCACATGAAGGAATGTAT
TGCCCAGCTACCTCTGAAACTTGAGTCTGAAGTAATGGAGAACGGGGACAACTTCTCTGT
TGGGGAACGGCAGCTGTTGTGCATAGCAAGAGCCCTGCTGCGTCACTGTAAGATTCTGAT
TTTAGATGAAGCTACAGCCGCTATGGACACAGAGACAGACTTACTGATCCAGGAGACCAT
CCGGGAAGCATTTGCGGACTGCACCATGCTGACCATTGCCCATCGCCTGCACACAGTTCT
GGGCTCTGACAGGATCATGGTGCTGGCCCAGGGACAGGTGGTGGAGTTTGACACCCCATC
GGTCCTTCTGTCTAATGACAGTTCAAGATTCTATGCCATGTTTGCTGCtgcagagaacaa
agtggctgtcaagggctgagtcctcececgtectcgaagtctecttectcagagecattggeat
tctcttcecctgggttgggeccctcatecctgtecctgetgaaattecgecttteccagttttat
ctctcacacaaacattcaggaattactgtgtgtttcacttttaaggaaagtcatattttyg
gttattggtttttattccctaatcactttaaatgaaatttaagttttgggtcttaaatgg
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gactccttaaagaggttcagggaaacccattcctataaaatgtttttctggtgeccctatt
aatgaaagcctttaaatgggtggacccatgggcttaaataataaatcctggtcaataacc
caaaatttaccaggaagaaaggttaagcgggggttttttgtcttattatataatggaaca
cctggtggcttaacacagcgaggggccacccce

>6 Rabipl (615 reliable bases)
ctcttgatctccaAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC
GCACAAACCTATTATGAGACGTTAGAGCAGAATGACGTAGTTCCAGAAGAAAACTGGCA
CACACGGGCCCGCAATTTCTGCCGCTTTGTCACTGCAGTCAACAACACGCCCCGGAACAT
TGGCAAGGACGGCAAATTTCAGATGCTGGTGTGCCTGGGAGCCAGAGATCACCTCCTGCA
CCACTGGATAGCCTTGCTGGCCGACTGCCCCATCACTGCGCACATGTATGAGGACGTGGC
GCTGATCAAGGACCACACACTCGTCAATTCCTTGATCCGAGTGCTGCAGACCCTGCAAGA
ATTCAACATCACACTGGACACTTCCCTCGTTAAGGGCATTGACATCTGACCTCTGAGCAC
CAGCCAGCAGCAGGACCCAGAAAGACTCCCTGCAGCTCTGCCTCTTCATCCCAAAGGGAC
CTAAGCAAGTTGTGGGGGACAGAGAGGATATGTATACTTACTGTAAAAAGAAAACTAGAG
GATTTTTGGAAAAAAAATAATCTATTTTagagtttatttgctgacctgctttttacacac
tttcatgtgaaagagacagagaggggcaaggttggcgctgcttgttttgaagctggtgece
tccecttgcatggeccgcacgectgggagectgtgggecteccccaactgggecttggaaaaagt
gtggggctgttccacatgccggcccecgtecccgggggtgaagggcaattcecccaatecegttt
ttaaactaaatgttttctatattaaacaattattctggggtattttggcttttaacgggg
ccaccccacaagtgtgtgcgaagtggggacactccacagtgcgcccaattcaagagggag
atgttttaaggagtggcccctctggatctaagcacctgcgccaatgtatgecctccaaaat
ccgcgtttccecccecgcectcectecceccecececttttttgtggeccgagtaattta

>gll Dmapl (442 reliable bases)
ccttggtcttgcaccagcaAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGA
TTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCG
C GTGGGTCTTCAGAGAGAGGTACCGACCCTTGACGTCGGGGTACTACCTCATCC
CTCGGGCGTGATGGCTACGGGCGCAGATGTACGAGACATTCTAGAACTCGGGGGTCCAGA
GGGAGATGCCGCCTCTGGGACCATCAGCAAAAAGGATATTATCAACCCGGACAAGAAARAA
GTCCAAGAAGTCCTCAGAGACGCTGACCTTCAAGAGGCCTGAGGGCATGCATCGGGAGGT
CTATGCTTTGCTTTACTCTGACAAAAAGGATGCACCCCCACTGCTGCCCAGTGACACTGG
TCAGGGGTATCGGACAGTGAAGGCGAAACTGGGGTCCAAGAaggttcgeccttggaaatgg
gtggcctttactaaccccgctcgaaaggacggcgctatgtttttccactggecgacgageg
gcggaggagggcaacgactacccttttgcccggttcaataagaacgggggaggtggcccg
tgttcctcagaagcagggggtaaccaactctaaccttcattgatgacgcattgacttaaa
gggaaaaaaatggaccaacttatttggacttcagcccggccgaatttgaatctgecgeect
tcgtaagttatttcccccattcecggggattgaaccacccaagaggtttcaagagaacggtt
ccggtgggggggacctgggaagaagaagggacttcceccecttttggtgecgcaaagatttte
caaatgtgaaggggctgggcccaagggccaagatcttctaaaatatccactggtttgaat
gcttggccacttaaaagaacgggcggaggggaccagtttcaagggggttttaaaacccga
aaccccaaaagaaggttgggagaagaagaggagtaccccecctcacaggaaggttecgttatg
atttgaaggcccggagaaaaagaagcggggaaaagcgcgaccacaaacttgtgaaacttt
tgtttccgggggtaac

>qg2 Rasgrfl (583 reliable bases)
atccttgaactgcaacaangaGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
TAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGCCGC
AAGGAGTCCGGCGAGAAACAGCAACATTACTTCACAGTGAACTTCTCCAATGACAGCCA
GAAGACCTTGGAGTTGAGGACCGAGGATGCCAAGGACTGTGACGAGTGGGTGGCTGCGAT
CGCTCGCGCCAGCTACAAGATACTGGCTACAGAACATGAGGCGCTTATGCAGAAGTACTT
ACACCTGCTGCAGGTAGTGGAGACAGAGAAGACTGTGGCTAAGCAGCTGCGCCAGCAGCT
TGAGGACGGTGAGGTTGAGATCGAGCGCCTGAAGACGGAGGTAACTATTACAAACCTGAT
CAAGGACAATGATCGTATCCAATCCAGCAACAAAGCCGGTTCTGCTGATGATGAGGACAG
TGACATCAAGAAAATTAAGAAGGTTCAGAGCTTCCTTCGGGGATGGCTGTGCCGGCGAAA
GTGGAAGAACATCATCCAGGACTACATCCGGTCTCCCCACGCGGACAGCATGCGCAAGAG
GAACcagctggtgttcagcatgctggaggccgacgctgagttcgtccaacagctacacat
ccttgtcaacaacttcctgcgcecccactgtgcatggeccgeccagtecctaagaaagcgectat
tacacacgaagacgtcagcagtatctttctgaacaggtaagcggaagggacgattaaggt
ggggggcatccgttgccaaatgttggctggaatcgggttcaaacccacatgtgtttccac
caagtgcagttgaggaaccctattcccagggaggaggggaataattcaaggttgggtgac
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caaacagtttcagagccctgagaggggagtttttaactataggcggaccttttcaataaa
taaagcatgttggcccgecgggatagagtggaaaccagtggggggtttataccggcaacaa
acttgttgce

>g7 Dkk3 (571 reliable bases)

ccctggtcctgcaaccgcaaaaaaagaGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGA
TTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGCGGTCG
CGTCGACCGGCGGGCACCGCGGAACAAACATGCAGCGGATCGGGGGTATTTTGCTGTGTA
CACTGATGGCGGCGGCGGTCCCCACTGCTCCTGCTCCTTCCCCGACGGTCACTTGGACTC
CGGCGGAGCCGGGCCCAGCTCTCAACTACCCTCAGGAGGAATCTACGCTCAATGATATGT
TTCGAGAGGTGGAGGAGCTGATGGAAGACACTCACCACAAACTGCGCAGTGCCGTGGAGG
AGATGGAGGCGGAAGAAGCAGCTGCTAAAACGTCCTCTGAGGTGAACCTGGCAAGCTTAC
CTCCCAACTATCACAATGAGACCAGCACGGAGACCAGGGTGGGAAATAACACAGTCCATG
TGCACCAGGAAGTTCACAAGGAATGTATCATTGATGAAGACTGTGGGCCCACCAGGTACT
GGCAGTTCTCCAGCTTCAAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGACCAGCAGATGCTATG ca
cccgacacagtgagtgctgtggtaaccaactgtgtgecctggggtcactgcacccaaaagg
gccacaaaggttggcaatggaccatctggtgaccaccaaaaggattgccgaccctgecect
gtgttgtgccttccaaagaaggcctgttggtccecttgtgcacaccecctttecgtgggag
ggagaactctgtcgtgaccccaccagccagctggtggatctcatcaccctggaaccggta
ccctggaagagttttgaaccaatccceccectgegececgtgggeccectatgecececgeccacccee
agcccagttctggtgttactggtgcaaagccaaccttctgtgggecgteccttggeccaccaa
tgaagagaagccacgttgccccttgtagggecccgecgagtaagttccaagattttgggttt

ctaaggggaagggcc

6.6 Kartierung der Bindedomanen und Vergleiche der

Interaktionsstarken
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6.7 Expressionsuntersuchungen: Microarray

Signifikanz-Betrachtungen der Microarray-Daten (Beckers, personliche Mitteilung).
Acht Hybridisierungen wurden mit zwei unabhangigen Proben-Ansatzen (wr-pool1 und wr-
pool2) gegen einen Referenz-Ansatz von 10 (+/+)-Tieren durchgefuhrt. Die Werte Uber
einer Schwelle von 500 Einheiten (technisch Uber den verwendeten Scanner definiert)
wurden in eine Rangfolge gebracht. Hierbei wurde der kleinste von den acht Werten pro
Spot verwendet, ohne auf die Reproduzierbarkeit tber alle acht Experimente zu achten.
Unter den Top20 Genen in dieser Rangfolge, waren alle bis auf ein Gen durchgangig
hoch- oder runterreguliert (entspricht ein “nicht-reproduzierbares Expressionsmuster”). Flr
die unterschiedliche Auswahl der Gene (10, 20, ..., 300) ist die Anzahl der Falsch-
Positiven, also nicht-differenziell expremierten (NDE) Gene, fur das Signifikanzniveau von

p < 0,01 angegeben. So befand sich zum Beispiel unter den Top40 Genen der Rangliste
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mit in allen acht Experimenten reproduzierbaren Tendenzen (hoch- oder herunterreguliert)

nur 2 NDE Gene bei einem Signifikanzniveau von p < 0,01.

Anzahl der Nicht_- NDE, Verhiltnis
Gene Reproduzierbar | p<0,01
1-10 0 (0%) 1 2,72-1,50
1-20 1 (5%) 2 2,72-1,31
1-40 2 (5%) 2 2,72-1,22
1-80 11 (14%) 2 2,72-1,11
1-150 49 (33%) 3 2,72-1,07
1-300 174 (58%) 6 2,72-1,04

Somit ist die Liste der Top38 Gene fur die Rickenmark-Expressionsdaten als signifikant

anzusehen:

Hochregulierte Gene

#Rang Spot Accession Gen Name, Beschreibung Chr. Position  Verhiltnis
1 MG-8-12b14 AC137525 - genomic hit, no ESTs 3 / 88.49Mb 4.6
2 MG-8-17110 M26251 Vim Vimentin 2 [/ 13.53Mb 3.1
3 MG-8-11n18 BC034341 Itih2 inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 2 / 10.04Mb 3.2
4 MG-8-118g23 ? (multiple hits) (unclear) - 3.1
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO
5 MG-8-118d15 AF354051 Atpb5h 11/115.08Mb 26
complex, subunit d
. protein phosphatase 2, regulatory subunit B
6 MG-6-92j19 BC010716 Ppp2r5d 17/ 44.08Mb 21
(B56), delta isoform
(diese Probe
Uberlappt mit ? Meat male enhanced antigen 1 17/ 44.08Mb 21
beiden 3' UTRs)
7 MG-8-46e22 NP_033826 Apoe (1/2) apolipoprotein E 7 |/ 41.14Mb 1.8
8 MG-3-27f11 NP_033826 Apoe (2/2) apolipoprotein E 7 | 41.14Mb 1.7
9 MG-14-1207 AKO028745 2310043N10Rik  mKiaa0256, ribosomal L7 similar 19/ 5.63Mb 21
Cd63 antigen, Lamp-3 (Lysosome-associated
10 MG-13-128j16 D16432 Cd63 membrane glycoprotein 3), (Ocular melanoma- 10 /129.04Mb 1.8
associated antigen) (OMA81H) (Granulophysin)
1 MG-15-2p22 M86736 G granulin 11/102.11Mb 1.6
dehydrogenase/reductase (SDR family) member
12 MG-3-53016 BC003930 Dhrs1 1 14/ 47.71Mb 1.7
13 MG-6-88g23 ? Prdx6 (1/3) peroxiredoxin 6 1 /161.25Mb 1.5
14 MG-6-27j9 BC054758 Ctsd cathepsin D 7 1130.08Mb 1.6
15 MG-3-58f20 ? Prdx6 (2/3) peroxiredoxin 6 1 /161.25Mb 1.5
16 MG-3-77p6 ? Prdx6 (3/3) peroxiredoxin 6 1 /161.25Mb 1.5
17 MG-8-96d13 AK008900 2210411K11Rik ~ RIKEN cDNA 2210411K11 gene 7 / 10.55Mb 1.8
growth associated protein 43, Neuromodulin
(Axonal membrane protein GAP-43) (PP46) (B-
18 MG-6-3a5 BC028288 Gap43 16/ 42.12Mb 1.4
50) (Protein F1) (Calmodulin-binding protein P-
57).
19 MG-6-43d9 AKO032170 Lxn latexin 3 / 67.77Mb 1.5
20 MG-15-79e15 BC004638 Sparc (1/2) secreted acidic cysteine rich glycoprotein 11/ 55.03Mb 1.4
clusterin,  ApodJ, Apolipoprotein J, Cli,
complement lysis inhibitor, D14Ucla3, Sgp-2,
21 MG-14-54i3 ? Clu 14/ 57.67Mb 1.4
Sgp2, sgp2, SP-40, Sugp-2, testosterone
repressed prostate message
22 MG-3-116f20 - (multiple hits) (unclear) - 1.6
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sorting nexin associated golgi protein 1, mouse
23 MG-8-79a16 AF408408 Snag1 i . 13/110.54Mb 1.8
sorting nexin 18
24 MG-8-19g21 (multiple hits) (unclear) 2.0
cDNA sequence BC024814, S-adenosyl-L-
25 MG-15-261m9 AK089212 BC024814 16/ 8.18Mb 1.4
methionine-dep methyltransferase
26 MG-3-251i14 BC004638 Sparc (2/2) secreted acidic cysteine rich glycoprotein 11/55.03Mb 1.4
Herunterregulierte Gene
#Rank Spot Accession  Gen Name, Beschreibung Chr. Position  Verhiltnis
1 MG-6-46019 BC027010 Pip1 proteolipid protein (myelin) 1 X /126.84Mb -1.8
2 MG-15-109119 NM_008623 Mpz myelin protein zero 1 /171.23Mb -2.0
3 MG-12-168p11 NM_010271 Gpd1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble) 15/ 100.19Mb -1.6
4 MG-6-75h19 AK028057 Mobp myelin-associated oligodendrocytic basic protein 9 /120.16Mb -14
RIKEN cDNA 1810010H24 gene, unknown
5 MG-8-1107 AK007422 LOC328023 . 11/ 106.70Mb -15
protein
6 MG-6-55b9 BC053033 Cntn2 contactin 2 1 /132.39Mb -1.4
7 MG-3-18m8 BC022919 Tbb2, RIKEN cDNA 4930542G03 gene 2/ 25.18Mb -15
8 MG-6-91n14 (multiple hits) (unclear) - -1.4
9 MG-15-163m24 ? Trp53inp2 tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 2 /155.45Mb -1.4
10 MG-12-217a7 BC018275 Rhob ras homolog gene family, member B 12/ 8.53Mb -1.5
protease, serine, 11 (Igf binding), Serine protease
11 MG-12-222e9 AF172994 Prss11 HTRAT1 precursor, HtrA1, insulin-like growth 7/ 118.55Mb -1.4
factor binding protein 5 protease, L56, RSPP11
plakophilin 4, Neural PLAKOPHILIN-related ARM
12 MG-12-3d23 XM_130277 Pkp4 . 2/ 59.27Mb -1.4
repeat protein (Fragment). p0071

6.8 Expressionsuntersuchungen: qRT-PCR

Rohdaten fur die Validierung der Microarray-Daten mittels qRT-PCR. Untersuchungen

wurden mit dem Lightcycler-System von Roche durchgefihrt. Pro Gen wurden zwei

technische Replikate von drei unabhangigen Ansatzen fur die (wr/wr)- und (+/+)-

Erststrang-cDNAs ausgewertet. Die Cr-Werte in der nachfolgenden Tabelle stellen die

Mittelwerte der technischen Replikate dar.

Einzelne Cq-Werte wurden mit dem

entsprechenden Kontrollansatz (B-actin), der immer mitgefuhrt worden ist, normalisiert

(ACy). Die normalisierte Expression wurde separat fur die (wr/wr)- und (+/+)-Ansatze nach

der Formel (x = 2°°") bestimmt. Der Wert fiir den (wr/wr)-Ansatz wurde mit dem Wildtyp

normalisiert und die Standardabweichung (SD) bestimmt.

Gen Riickenmark CT-Werte CT-Werte/Normalisierte Expression
Vim WT

WR

WT beta-actin 4,83 0,03515808]

WR beta-actin 0,12074204]  0,11187813|  0,122427537|
Itih2 WT

WR

WT beta-actin 8,07666667|  0,00370409

WR beta-actin 0,00564035]  0,00526263 0,00522628]
IPpp2r5d2  WT

WR

IWT beta-actin 6,81333333]  0,00889165

WR beta-actin 0,00464534|  0,00508337|  0,005486113
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IMea1

wT

WR

WT beta-actin 8,85 0,00216713

WR beta-actin 0,00214471]  0,00236327|  0,002235789
IApoE WT

WR

WT beta-actin 0,16]  0,89502507]

WR beta-actin 1,5052467! 1,4240502|  1,569168196,
cD63 wT

WR

WT beta-actin 3,84 0,06983045

WR beta-actin 0,11662912]  0,10366494]  0,11825720§
IPrdx6 WT

WR

WT beta-actin 4,89  0,03372588

WR beta-actin 0,08275556]  0,07458348]  0,111491065
IPrdx5 WT

WR |

WT beta-actin | 4,17|  0,05555267]

WR beta-actin 0,03860683  0,01801072]  0,025295069
Ctsd WT |

WR |

WT beta-actin \ 1,845 0,2783554)

WR beta-actin | 0,55095256]  0,59460356]  0,578344092
GAP43 WT |

WR |

WT beta-actin | 5,44666667|  0,02292926

IWR beta-actin| 15,735 0,02966694]  0,02083279|  0,034078367
Sparc WT

WR |

WT beta-actin 0,275 1,20999409)

WR beta-actin 2,53151319]  2,58470566]  2,549121255
Snag1 WT

WR

WT beta-actin 8,45 0,00285954

WR beta-actin 0,00102511]  0,00133402]  0,001480192
INM_146247 WT

WR

WT beta-actin 6,71666667|  0,00950784

WR beta-actin 0,01143817)  0,0132304]  0,017098339
Pip1 wT

WR

WT beta-actin 1,95333333|  0,25821893

WR beta-actin 0,32533546)  0,27739237|  0,26061644
Mpz WT |

WR |

WT beta-actin| 15,28 1,69333333]  0,30921167|

WR beta-actin | 0,19751033]  0,1921094]  0,22221067|
Gpd1 WT |

WR |

WT beta-actin | 7,77333333]  0,00457081

WR beta-actin \ 0,00158094]  0,00153771|  0,001906312
Cntn2 WT
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WR

IWT beta-actin

4,0

0,06121377

IWR beta-actin|

0,0346740!

0,04639136

0,04972103

IPrss11 WT

WR

WT beta-actin 3,67166667|  0,07847263

WR beta-actin 0,07056028|  0,05652371|  0,092461719
Pkp4 wT

WR

WT beta-actin 3,11166667|  0,11568978

WR beta-actin 0,11462551]  0,11149106]  0,115422789
cD-68 wT

WR

WT beta-actin 10,8366667|  0,00054681

WR beta-actin 0,0024213] 0,00240458]  0,002705292
c3 wT

WR

WT beta-actin 6,04666667|  0,01512767]

WR beta-actin 0,03018551]  0,02816408]  0,031906629
INef3 WT

WR

WT beta-actin 0,35333333|  0,78277342)

WR beta-actin 0,1921094]  0,19751033]  0,189464571
Serf2 WT

WR

WT beta-actin 6,30666667|  0,01263293

WR beta-actin 0,00689612]  0,00552427|  0,00728932
INfh wT

WR

WT beta-actin 2,45166667|  0,18279941

WR beta-actin 0,11907975  0,10366494]  0,098755164
Tnfr1 WT

WR

WT beta-actin 7,53833333]  0,00537942

WR beta-actin 0,00427458]  0,00424506]  0,004215735
INefi wT

WR

WT beta-actin 2,0716666' 0,23788453

WR beta-actin 0,05094202]  0,05059014]  0,053474689
iNOS wT

WR

IWT beta-actin 15,22, 2,6201E-05|

WR beta-actin 7,8167E-06|  2,2109E-05|  1,25235E-05
IAPP wT

WR |

WT beta-actin \ 2,46333333]  0,18132713

IWR beta-actin| 16,29 0,08362047]  0,07641502|  0,086569342
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6.9 Abkilirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

3-AT 3-Amino-1,2,4-triazol

Abb. Abbildung

AD engl. Alzheimer’s disease, Alzheimer-Erkrankung
Ade Adenin

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

APP engl. Amyloid Precursor Protein

ATP Adenosintriphosphat

BAC bacterial artificial chromosome, kinstliches bakterielles Chromosom
BLAST Basic local alignment search tool

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
cDNA copy DNA

CH Chorea Huntington

CM Complete Medium

cm Zentimeter

CMT Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung

CTP Cytosintriphosphat

DDO engl. double dropout

DEPC Diethylpyrocarbonat

dHMN2 Typll hereditare Motor Neuropathie

DMEM Dulbeccos’s modified Eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl. desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
DNase Desoxyribonuklease

dNTPs Desoxyribonukleotide

DRPLA Dentatorubrale-Pallidolysiane Atrophie
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EST Expressed Sequence Tag

fALS familiare ALS

FCS fotales Kalberserum

FM Feeder Medium

FRDA Friedreich Ataxie

FTD Frontotemporale Demenz

g Erdbeschleunigung

g Gramm

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

HDL2 Huntington disease-like 2

His Histidin

IPTG Isopropyl-beta-D-1-thiogalacto-pyranoside
kDa Kilodalton

I Liter

LB Luria-Bertani

Leu Leucin

Lif Leukemia inhibitory factor

M molar

Mb Megabasen

mi Milliliter

mRNA Messenger RNA

MS Multiple Sklerose

NCBI National Center for Biotechnology Information
NFTs engl. neurofibrillary tangle

NIl engl. neuronal intranuclear inclusions, neuronale Kerneinschlisse
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

ONPG o-nitrophenyl B-D-galactopyranoside

PBS engl. phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion
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PD
PFGE
pH
pmol
QDO
gRT-PCR
RNA
Rnase
rom
rRNA
RT
SALS
SBMA
SCA
SCAN
SD
SDS
SMA
SMARD1
SPs
SSC
TAE
TB
TBE
TDO
Trp
TTP

UTR
VISTA
VPS

wr
X-Gal
X-a-Gal
YAC

Mg

engl. Parkinson’s disease, Parkinson-Erkrankung
Pulsfeldgelelektrophorese

Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Pikomol

engl. quadruple dropout

Quantitative Real-time PCR

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

engl. round per minute

ribosomale RNA

Reverse Transkriptase

spontane ALS

Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy
Spinocerebelare Ataxien

Spinocerebellaren Ataxie mit axonaler Neuropathie
engl. synthetic Dropout

Sodiumdodecylsulfat

Spinale Muskelatrophie

engl. spinal muscular atrophy with respiratory distress
senile Plaques

Standard-Saline-Citrat-Puffer
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Terrific Broth

Tris-Borat-EDTA-Puffer

engl. triple dropout

Tryptophan

Thymidintriphosphat

engl. unit, Einheit

Untranslatierte Region

engl. Visualization tool for Alignments

engl. vacuolar protein sorting factor

Gensymbol wobbler

5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta-D-galactopyranoside
5-bromo-4-chloro-3-indolyl alpha-D-galactopyranoside
engl. yeast artificial chromosome, kuinstliches bakterielles Chromosom
Mikrogramm

Mikroliter
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6.10 Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Doktorarbeit selbststandig und nur mit den

hier aufgefihrten Materialien und Quellen angefertigt habe.

Bielefeld, den 18.04.05

Carsten Drepper
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