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Einleitung

1. Einleitung

Im menschlichen Genom existieren von jedem autokym@en zwei Kopien, jeweils eine

Kopie stammt von der Mutter und eine vom Vater. Digpringliche Annahme, dass fur die
Funktion eines Gens grundsatzlich die elterlichekHiaft keine Rolle spielt, konnte Mitte der

80er Jahre durch Experimente mit gyno- und andretigahen Mausembryonen widerlegt
werden (McGrath und Solter 1984). Es konnte gezeegtien, dass nicht allein ein vollstan-
diger diploider Chromosomensatz fur die Entwicklues Embryos notwendig ist, sondern
dass sowohl eine Kopie des vaterlichen, wie aushndiétterlichen Genoms vorhanden sein
muss. Der Grund hierfur ist, dass bei einer GrugpeGenen in Abhangigkeit der elterlichen
Herkunft eines der beiden Allele inaktiv vorliegtdudie Expression daher vor allem oder
ausschliel3lich von der anderen elterlichen Kopattfstdet. Bis heute sind ca. 50 allelspe-
zifisch aktive humane Gene bekannt (http://cantagamac.nz/IGC/Web/home.html) und es
wird angenommen, dass im menschlichen Genom et@sG2Me existieren, von denen eine
der beiden Kopien in Abhangigkeit von ihrer eligien Herkunft inaktiv ist. Eine in einer

allelspezifischen Inaktivierung resultierende Ustdeidung der elterlichen Genkopien wird
als genomische Pragungepomic imprintiny bezeichnet. Dieser Begriff illustriert die

Annahme, dass die betroffenen Gene bereits volFdsion der elterlichen Genome in der
mannlichen bzw. weiblichen Keimbahn unterschiedlitiarkiert werden (Brannan und

Bartolomei 1999; Pfeifer, 2000), und dass einelsolgenomische Markierung in der Zygote
und Uber die folgenden Zellteilungen hinaus erhaltéeibt. Damit unterscheiden sich die
elterlichen Genome auch bei identischen Nukleotjdsazen in allen somatischen Zellen des
Kindes. Es ist moglich, dass eine solche Pragumgktdidie Aktivierbarkeit der Gene

beeinflusst, oder zunachst nur eine generelle Sciveidungsmaglichkeit der Allele darstellt,

die erst spater in der Inaktivierung einer Kopieutgert. Die elternspezifische Allel-

markierung muss bei der Produktion der eigenen Gamaieder geléscht und geschlechts-
spezifisch neu gesetzt werden. Da sich hierbeD#&-Sequenz selbst nicht verandert, muss
diese Markierung auf einer anderen, ,epigenetischebene stattfinden. Der Begriff

~Epigenetik* stammt bereits aus den 50-er Jahresh warde damals schon verwendet, um
Unterschiede in der Genexpression, die nicht aju&ezunterschiede zuriickgehen, zu
beschreiben (Waddington, 1957). Diese Definitiorrdeumit dem Wissen um die Charak-
teristika imprinteter Gene dahingehend erweitel$, dass man als ,epigenetisch* alle

meiotisch und/oder mitotisch vererbbaren Verandgeander Genfunktion, die nicht durch
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Veranderungen der DNA-Sequenz selbst hervorgemrggden, bezeichnet (Wu und Morris,
2001).

Ein solches epigenetisches Imprint kann z.B. ieeModifikation des DNA-Strangs oder der
DNA-assoziierten Molekiile, wie der Histone, bestel&estimmte einzelne Histonaminoséau-
ren kénnen allelspezifisch acetyliert, methyliedeo phosphoryliert werden. Die einzige
bisher bekannte Modifikation der DNA selbst, aué diie Definition eines epigenetischen
Imprints zutrifft, ist die DNA-Methylierung. Bei $@ern sind vor allem Cytosinbasen in
CpG- (,cytosine phosphorylated guantrReDinukleotiden methyliert.

Die Methylierung von Cytosin zu 5°-Methylcytosinfagt beim Menschen durch die von
DNA-Methyltransferasen katalysierte UbertragungeeiMethylgruppe von S-Adenosyl-
methionin auf das C5-Atom des Cytosinmolekdls.

Fir die enzymatische Reaktion die durch die DNAW#&tansferase 1 (DNMT1) wahrend
der Zellproliferation in den Replikationsblasen dtgsiert wird, muss die Ziel-DNA hemi-
methyliert vorliegen. Es konnte gezeigt werdensdasthylierte DNA allosterisch das kata-
lytische Zentrum von DNMT1 aktivieren kann (Fatestial., 2001). Durch diese Reaktion
wird die DNA an einer Stelle also nicht neu meténtli sondern die Methylierung von CpG-
Dinukleotiden wird nach der Zellteilung auf den kgementaren neu synthetisierten Toch-
terstrang kopiert und damit zellteilungsstabil #dra Auch in anderen bekannten Nukleotid-
konstellationen, die bezilglich der Cytosin-Guanlifdlge komplementéar palindromisch
sind, wie z.B. NG oder C'CATGG, konnen die Cytosinmethylierungen komplementa
kopiert werden (Clark et al., 1995; Malone et 2001).

Die DNA-Methylierung spielt eine wichtige Rolle beiner Reihe physiologischer Prozesse,
wie der Inaktivierung eines der beiden X-Chromosonmeweiblichen Zellen, der Organisa-
tion der Chromatinstruktur, der Inaktivierung eirfdkels beim genomischen Imprinting und
bei der zelltypspezifischen Regulation der Expassiicht imprinteter Gene vor allem in der
Embryonalentwicklung. Die Addition der Methylgruppewirkt zum einen eine Formveran-
derung der grof3en Furche der DNA (Razin und Rid&§80), in der die Bindung von
Proteinen an die DNA stattfindet, zum anderen kame Gruppe von Proteinen, deren
Mitglieder als MeCPs bezeichnet werden, spezifieethylierte CpG-Dinukleotide erkennen
und binden. Sie kénnen, wie z.B. MeCP2, neben dahiM-CpG bindenden Domé&ne (MBD)
auch eine die Transkription unterdrickende DomarRD( besitzen. Zuséatzlich kdnnen
durch die Bindung von MeCPs weitere Enzyme rekrutieerden, die DNA-assoziierte

Proteine modifizieren und dadurch eine Geninakting auf Chromatinebene etablieren
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konnen. Dies konnte ebenfalls fir MeCP2 gezeigtdeser das als Mitglied eines Histon-
Deacetylase-Komplexes Uber die Bindung an methgli€@ytosine eine Deacetylierung der
N-terminalen Histonseitenketten initiiert, die zmex dichteren Verpackung der DNA und
damit zu einer potentiellen Inaktivierung der dokalisierten Gene fuhrt (Bird und Wolffe,
1999; Cross et al., 1997; Hendrich und Bird, 1998).

Der Grad der DNA-Methylierung ist in den mannlich€aimzellen héher als in den weibli-
chen. Nach der Befruchtung der Eizelle nimmt deadGder Methylierung des paternalen
Genoms im mannlichen Vorkern zunachst innerhalbedsten vier Stunden stark ab. Da zu
diesem Zeitpunkt die DNA-Replikation noch nicht gesetzt hat, muss es sich dabei um
einen aktiven Prozess handeln, dessen Katalysajedech noch unbekannt sind. Bis zum
Blastozystenstadium erfolgt eine weitere, beideddenbetreffende, passive Demethylierung
wéahrend der Replikationsphasen der Furchungstelur(@antos et al.,, 2002). Zu diesem
Zeitpunkt allelspezifisch methylierte Regionen impgter Gene entgehen sowohl den akti-
ven, wie auch den passiven Demethylierungsprozesdach dem Morula-Stadium folgt
wahrend der Implantations- und Gastrulationsstadiere stadien- und gewebespezifische
Neumethylierung, die wahrscheinlich durch Mitgliedker DNMT3-Familie, DNMT3A, B
und eventuell auch DNMT3L katalysiert wird (Bouis'let al., 2001; Hata et al., 2002; Monk,
1995).

CpG-Dinukleotide sind in der humanen DNA unterrepriiert. Allerdings findet man sie
haufig in Promotorregionen von Genen akkumuliei3&rdem dienen sie vermutlich als
Startpunkte der Replikation (Delgado et al., 1998)e evolutive Herkunft der DNA-
Methylierung liegt mutmallich in der Abwehr fremdBeNA-Sequenzen, die sich in das
humane Genom integriert haben, wie z.B. Transg&efrotransposons, Retroviren und
andere repetitive parasitische Elemente. Der Gilo8ller Methylcytosine liegt in diesen
Elementen, und es ist daher wahrscheinlich, dassligich Methylierung inaktiviert wurden
(Bestor und Tycko, 1996; Yoder et al., 1997).

Als CpG-Inseln werden >200 bp grofRe DNA Abschnligzeichnet, die eine signifikant
erhohte CpG-Dinukleotidkonzentration im Vergleiamz Grof3teil des Genoms haben (Bird
et al., 1985; Gardiner-Garden und Frommer, 198Kkp&mski und Max, 1984). Wahrend ca.
70 bis 80 Prozent aller im Genom verteilten CpGtRIlaotide methyliert sind, zeichnen sich
die meisten CpG-Inseln durch das vollstandige Fehiethylierter Cytosine aus (Cross und
Bird, 1995). Davon ausgenommen sind jedoch CpGnsdie mit imprinteten oder X-

Chromosom-gekoppelten Genen assoziiert sind undabatspezifisches Methylierungs-
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muster zeigen (gDMRs) (Razin und Cedar, 1994). Add#fa gibt es vorAlu I-Elementen
dominierte (Ponger et al., 2001), sowie individeglin Isozentren besonders hoher CpG-
Dichte lokalisierte CpG-Inseln (SMRs), die biakkelh methyliert sind (Strichman-Almashanu
et al., 2002). Wahrscheinlich dienen hochrepeti@gs-Inseln als initiatorische Signale fir
denovoMethylierung (Bestor und Tycko, 1996), wahrend widlielle CpG-Inseln mit 50 bis
60 Prozent der Promotor humaner Gene assoziierthénflg resistent gegeniibde novo
Methylierungswellen sind. Im Fall imprinteter Loentgehen sie einer Methylierung héufig
durch allelspezifische Bindung von CpG-bindendemk#ingerproteinen, wie CTCF
(CCCTC-bindenderfaktor, siehe auch ab Seite 9 dieses Kapitels)c{Biran-Almashanu et
al., 2002), hCGBP (Voo et al., 2000) oder SP1-FHamuhitgliedern (Brandeis et al., 1994).
Vor allem wahrend der frihen Embryonalentwicklumplgt die Methylierung der regulati-
ven Regionen eines Gens in Abhangigkeit ihrer Afdty CpG-Inseln eines aktiven
Promotors kdnnen einer Methylierung entgehen, indemZugang von Methyltransferasen
durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren eiroipe&nkt wird.

Es werden mindestens zwei Typen differentiell miethter Regionen (DMRS) unterschieden:
Bereits in Oozyten und Spermien unterschiedlichhyietrte homologe DNA Sequenzen,
deren Methylierungsmuster inert gegentber Veramdgm in der Embryonalentwicklung
sind (Mann, 2001; Olek und Walter, 1997), werdeh @mmare DMRs bezeichnet. Primére
DMRs kénnen als Imprinting-Kontroll-Regionemmfprinting control region ICR) fungieren,
wenn sie incis die monoallelische Expression von Genen regulieves es z.B. fur die
differentiell methylierte CTCF-Bindestelle in de@he des murineR19-Gens ftirH19 und
Igf2 nachgewiesen werden konnte (Bell und FelsenféldD2Hark et al., 2000; Kaffer et al.,
2000). Der zweite DMR-Typ, die sekundaren DMRs,sesfit erst nach dede novo
Methylierungswelle in der Postimplantationsphase Elabryonalentwicklung. Die sekunda-
ren DMRs konnen stadien- und gewebespezifisch rhethgein und es wird angenommen,
dass sie die allelspezifische Methylierung duraieehusbreitung priméarer DMRs oder als
Antwort auf differentielle Genaktivitat entwicke{@onstancia et al., 1998).

Auf dem distalen Abschnitt des kurzen Arms der hoemaChromosomen 11 findet man eine
auffallige Konzentration imprinteter Gene. Sie &@ssich in zwei Cluster unterteilen, die
durch eine Gruppe biallelisch exprimierter Geneageit werden (siehAbbildung 1.1). Es
wird angenommen, dass die Expression der Gene @hesters koordiniert reguliert wird
(Caspary et al., 1998). Fur beide Bereiche konntelestens eine ICR identifiziert werden,
die incis fur die allelspezifische Transkription bzw. Inakéirung aller Gene eines Clusters

verantwortlich ist (Reik et al.,, 2001). In der Maesistieren ebenfalls zwei syntdne Gen-
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cluster auf dem orthologen distalen Abschnitt déso@iosoms 7 (Enklaar et al., 2000;
ERwein, 1999; Paulsen et al., 1998; Paulsen €G)0).

Telomer
Aktives Allel:
L23MRP
v I:l Paternal + Maternal
distales A H19
Imprinting: . Paternal
cluster
A IGF2
Maternal
4 INS .
A TH
A ASCL2 I]] Gewebespezifisch: Paternal
Paternal + Maternal
| TSSC6
|I| Gewebespezifisch: Maternal
Paternal + Maternal
\j cD81
) TSSC4 U
nbekannt
A TRPM5 .
proximales \ Transkriptions-
Imprinting- richtung
cluster
KCNQ1
KCNQ10T1 A
| KCNQ1DN
A CDKN1C
SLC22A1LS |
| SLC22A1L
A IPL
I}l A NAP1L4

Zentromer

Abbildung 1.1: Anordnung der Gene des distalen Abdmitts des humanen Chromosoms 11p15.5

Die genomische Ausdehnung der Gene ist durch di@&der sie symbolisierenden farbigen Boxen andetieu
wobei die Farbe, wie in der Legende angegeben, mawmiligen Expressionsstatus entspricht. Das Gen
KCNQ1OT1befindet sich in Intron 10 dd§CNQ1-Gensund wird in umgekehrteaftisensg Richtung abgele-
sen. Auch die Gen8LC22A1lund SLC22A1LSiegen in gegensatzlicher Orientierung und Ubgxepin ihren
5’-Bereichen.
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Das allelspezifische Expressionsmuster fast alidrobbgen Gene dieser Region ist, soweit
bekannt, identisch, mit Ausnahme der GASCL2(maternal) /Ascl2 (frihembryonal bialle-
lisch), TSSC4(biallelisch) / Tssc4 (praferentiell maternal in der Plazenta) uBBKN1C
(unvollstandige Inaktivierung des paternalen A)lélSdknlc(maternal).

Beim Menschen sind Gene beider Cluster mit dem BeckViedemann Syndrom (BWS),
einem embryonalen Uberwuchssyndrom, assoziierpriinglich wurde BWS nach den drei
Hauptsymptomen auch als EMG-Syndrom bezeichnets Bied charakteristische Bauch-
wanddefekte, wie Nabel- oder NabelschnurbridBeofnphalus), eine Vergrol3erung der
Zunge Makroglossie) und prae- und/oder postnataler Ubdmumit einer KorpergroRe
und/oder einem Koérpergewicht oberhalb der 90. PeitegGigantismus). AuRerdem kdnnen
noch eine Reihe weiterer Nebenmerkmale auftretes Glarmuschelkerben, eine asymmetri-
sche VergroRerung von Organen (Hemihypertrophié)e enachgeburtlich auftretende
Verminderung des Blutzuckers (neonatale Hypoglykdmicharakteristische Gefalimale
(Naevus flammeus), eine Vergrol3erung innerer, \@maurogenitaler Organe und ein
erhohtes Tumorrisiko. Die am haufigsten assozieitamore sind Wilmstumore (Nephro-
blastome), Lebertumore (Hepatoblastome), Neuradmaest Tumore der Nebenniere (Adreno-
kortikalkarzinome), der quergestreiften Muskulagfkhabdomyosarkome) und der Harnblase.
Ein vollstandiger BWS-Phanotyp zeigt mindestensveder die drei Hauptmerkmale, oder
zwei Haupt- und drei Nebenmerkmale. Genetische Hlissvauf eine Kopplung des BWS zu
den imprinteten Genen des distalen Chromosoms fdaben sich bereits 1987 durch die
Entdeckung, dass polymorphe 11p15.5-Marker haurfigreVerlust der Heterozygotie (LOH)
in Tumoren von BWS-Patienten zeigten (Hayward gt1#188; Henry et al., 1989; Little et
al., 1988; Mannens et al., 1987). Die Kopplung 8gadroms zu den Genen dieser Region
wurde anhand von cytogenetischen Mutationen bei BMfEenten mit Bruchpunkten in
11p15.5 und 11p15.3 (zusammengefasst in (Hoovess.,e1995; Shows et al., 1996) und
durch die Detektion von paternalen uniparentaleso@ien (UPD) der 11p-Region in ca. 10
bis 15 Prozent aller sporadischen BWS-Falle (Hend., 1991), die zu einem ausschlief3lich
paternalen Epigenotyp aller dort lokalisierten G&ieen, bestatigt.

Fur die Entstehung des polymorphen BWS-Phanotyps arigenommen, dass mehrere Gene
der beiden Imprintingcluster beteiligt sind. Muteten der Basensequenz in der DNA von
BWS-Patienten, die zu einem Verlust der Genfunktfahren, konnten jedoch bisher
ausschlieBlich fir das Zellzyklusg@DKN1C gefunden werden (Hatada et al., 1996; Hatada
et al., 1997; Lam et al., 1999; Lee et al., 199Keefe et al., 1997). Mutationen dieses Gens
treten vor allem bei BWS-Patienten mit Bauchwanekleih auf (Lam et al., 1999). Auch der
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Phéanotyp vorCdknlc-Knockout-Mausen deutet auf eine Korrelation oaknleMutatio-
nen und Bauchwanddefekten hin (Yan et al., 199&nghet al., 1997). Die Expression des
CDKN1GGens erfolgt praferentiell vom maternalen Allelaeida et al., 1996) und ist daher
bei Patienten mit paternaler uniparentaler Disodes Chromosoms 11p gestort. Da im
Gegensatz zum Imprinting des murin@dknleGens, die Inaktivierung des humanen vater-
lichen Allels unvollstandig ist, kommt es durch digehlen des miutterlichen Allels nicht zum
volligen Verlust der Genexpression.

Der Hauptkandidat fir die Merkmale Gigantismus udkrosomien ist der in fast allen
Geweben ausschlie3lich vom paternalen Gen exptinl&tachstumsfaktor IGF2, der eine
wichtige Rolle in der humanen und murinen Embrymd uPlazentaentwicklung spielt
(DeChiara et al., 1991; Ferguson-Smith et al., 1€®&nnoukakis et al., 1993). Es konnten
bisher keine strukturellen Mutationen d€#2-Gens detektiert werden. Stattdessen wurden
Imprintingmutationen l(oss of imprinting LOI) gefunden, die in einer Uberexpression des
IGF2-Gens bei BWS- und anderen Uberwuchssyndrom-Patiergsultieren (Joyce et al.,
1997; Morison et al.,, 1996; Reik et al., 1995; Wekg et al., 1993). Experimente mit
transgenenlgf2-Mausen, die konstitutivgf2 Uberexprimieren, weisen ebenfalls auf eine
zentrale Rolle dieses Gens bei der molekulargeshetis Grundlage von BWS hin, da der
murine Phanotyp viele BWS-ahnliche Symptome zeigtie, z.B. pranatalen Uberwuchs,
Makroglossie und andere unproportionale Organonergébun et al., 1997). Bei der Unter-
suchung von Mausembryonen mit einer Deletion dezepitaspezifischetgf2-Isoform
konnte ebenfalls ein, von der geringeren Plazedafegabhangiges, vermindertes Wachstum
des Fotus festgestellt werden (Constancia et @022 Die Annahme liegt nahe, dass eine
biallelischelgf2-Expression, z.B. als Folge einer paternalen usitaten Disomie, in einer
vergroRerten Plazenta resultieren konnte, die maneiUberwuchs des Embryos beitragen
wirde (Walter und Paulsen, 2003).

Die Repression des murinen und auch huma@é&2-Gens auf dem maternalen Chromosom
7, bzw. 11, ist eng an die Expression des benathidd 9-Gens gekoppelt und umgekehrt.
Es konnte gezeigt werden, dass das cytoplasmatiKgR&-Expressionsniveau, z.B. in
Wilmstumorzellen, reziprok mit deid19-Expressionsniveau korreliert (Li et al., 199819
und IGF2 werden jedoch nicht in allen Geweben monoalleligtprimiert: in cyto-
trophoblastischen Zellen wird auch das pateriHl8-Allel transkribiert (Adam et al., 1996;
Jinno et al., 1995) und im Choroid-Plexus und Lemninges findet man bei maternaler
H19 eine biallelischégf2-Expression (DeChiara et al., 1991; Svensson e1205).
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Das H19-Gen wird vor allem wahrend der Fetalentwicklung@eweben meso- und endo-
dermalen Ursprungs exprimiert (Pachnis et al., 1%88rier et al., 1991). Mit der Geburt
wird die Expression de$i19-Genprodukts herunterreguliert und adult nur nochsehr
geringen Mengen im Uterus, den Milchdrisen, Henzd &kelettmuskeln, sowie in noch
geringeren Mengen in der Niere, Nebenniere und eugefunden (Leibovitch et al., 1991;
Pachnis et al., 1988).
Obwohl in der humanen, nicht jedoch in der murikEr®-RNA einige offene Leserahmen
existieren, konnte unter physiologischen Bedingandpgsher kein Protein identifiziert
werden, das von ddi#19-mRNA kodiert wird (Pachnis et al., 1988). Eine Asktion der
RNA mit dem langsten moglichen offenen Leserahmelarnyg bisher nur in einem kuinst-
lichen Expressionssystem (Joubel et al.,, 1996).wikds daher angenommen, dass das
funktionelle Produkt de$119-Gens die reife, gespleiRte RNA ist, die sich iezfische,
evolutiv konservierte Sekundarstrukturen falteta@lwet al., 2000). Uber die Rolle dieses
Genprodukts wahrend der Embryonalentwicklung dogl noch sehr wenig bekannt.
Mehrere experimentelle Hinweise deuten auf eineekten Einfluss des H19-Genprodukts
auf die Expression de$sF2-Gens hin. Knockoutversuche des murintéh9-Gens zeigen
einen Uberwuchsphanotyp, der mit dem Verlust Ig&-Inaktivierung auf dem maternalen
Chromosom 7 in Zusammenhang gebracht wurde (Leigétal., 1995a). Auch eine trans-
gene Expression muriner H19-cDNA, vor allem wemn isi ,antisenséRichtung erfolgt,
geht mit einer Erh6hung des endogeit-Expressionsniveaus einher (Wilkin et al., 2000).
Bei der Untersuchung parthenogenetischer Mausembry&onnte festgestellt werden, dass
Embryonen, die eine biallelischg19-Expression aufwiesen, sich bis zum Tag 13,5 dpc
entwickelten, wahrend parthenogenetische Embryobendenen einéi19-Kopie deletiert
wurde und daher das Gen monoallelisch exprimieréest nach Tag 17,5 dpc verstarben
(Kono et al., 2002). Dies deutet auf einen schadtiga Effekt einer erhohtdtl 93-Expression
auf die Embryonalentwicklung hin. Die kiinstliche duéxpression des muringtl9-Gens
zeigte hingegen keinen Wachstumsphanotyp (Ainscetigh, 1997; Pfeifer et al., 1996).
Neben ihrer Rolle bei der Regulation von Entwickjumd Wachstum des Embryos
sind imprintete Gene wichtige Inhibitoren unkoniissten Zellwachstums, und ihre Fehlre-
gulation kann zu einer malignen Entartung und Ehtstg von Tumoren flhren. Da durch die
Inaktivitat des einen elterlichen Allels eine Muat des zweiten Allels bereits zum voll-
standigen Genausfall fuhrt, imprintete Gene alsiktionell haploid vorliegen, sind Tumor-
suppressorgene, die dem Mechanismus des genomisuopeantings unterliegen, bevorzugte
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Kandidaten fur die Tumorentstehung (Plass und Saya2002; Schofield et al., 2001; Squire
und Weksberg, 1996).

Untersuchungen der Expression des humaE®hGens in Tumorzellen zeigten jedoch, dass
H19 in vielen Tumorgeweben lberexprimiert wird, waseeRolle als Tumorsuppressorgen
eher unwahrscheinlich macht. Dabei kann einershatsparentale Ursprung monoallelisch
(z.B. bei spermatocytischem Seminom), oder aberihdeinen Verlust des Imprintings bialle-
lisch sein (z.B. bei testikularem Keimzelltumor,righ et al., 2000)). Andererseits muss eine
biallelischeH19-Expression nicht unbedingt mit einer Uberexprassimhergehen (Hibi et
al., 1996; Yballe et al., 1996). Die BeobachturasstH19 haufig in Tumoren tGberexprimiert
wird, die Geweben entspringen, die wahrend derléiaicklungH19 exprimierten, spricht
fur eine Rolle deH19-Genprodukts als onkofetale RNA (Ariel et al., 19%Viel et al.,
2000).

Die Kontrolle dertH19-Expression unterliegt unterschiedlichen Enhancdier sowohl proxi-
mal als auch distal des Gens lokalisiert sind. d&@s murineH19-Gen konnten mindestens
drei gewebespezifische Enhancerregionen identifiaieerden (Ainscough et al., 2000).
Leighton et al. konnten zeigen, dass die 3" desnanH19-Gens gelegenen endodermalen
Enhancer (Yoo-Warren et al., 1988) fur das korrektprinting sowohl de$119-, wie auch
deslgf2-Gens wichtig sind, da die Deletion der Enhancéoregnaternal vererbt deH19
und paternal vererbt degf2-Expressionsverlust zur Folge hat (Leighton etl#&195b). Daher
wurde ein gnhancer-competitidiModell fir die Regulation des reziproken Imprims
dieser beiden Gene postuliert (u.a. (Banerjee umdll&ood, 1995; Tilghman, 1999)). Dabei
wurde der Methylierungsstatus dé$19-Promotors als entscheidender Faktor fur die
alternative Expression der beiden Gene angesekerigser frei von CpG-Methylierung
(maternales Chromosom) wird die Transkription ##9-Gens, bei dessen Methylierung
stattdessen die ddgf2-Gens verstarkt Abbildung 1.2 A). Mit der Identifizierung einer
Gruppe von Bindestellen fir das DNA-bindende Zingérprotein CTCF (CCTC
bindenderaktor) 5° dedH19-Gens als Imprinting-Kontrollregion (ICR) (Bell urktlsenfeld,
2000; Hark et al., 2000; Kanduri et al.,, 2000), deurdieses Modell zugunsten einer
Regulation mittels Insulator- und Silencerelementasdifiziert (Abbildung 1.2 B). CTCF-
Bindestellen wurden auch in d&8NURFSNRNPICR, der DIk/GtI2-ICR und in der
Kcnglot:DMR gefunden (Klenova et al., 2002; Paulsen e28l01; Wylie et al., 2000; Ohta
et al., 1999), so dass es sich wahrscheinlich niohteinen firH19 und IGF2 spezifischen

Mechanismus handelt.
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Abbildung 1.2: Modelle fur die Regulation der reziproken Expression der GeneéH19 und 1gf2

Enhancer (blau), die die Expression sowohl H49-, wie auch dedgf2-Gens positiv beeinflussen kdnnen,
liegen ,downstrearhdesH19-Gens.A) Eine Interaktion findet priméar (oben) mit dé#i9-Promotor statt, eine
allelspezifische Methylierung defl19-Promotorregion (unten) verhindert diese jedoch @sdkommt zur
Verstarkung detgf2-ExpressionB) Eine Regulation der alternativen Genexpressiodefi tiber eine Imprin-
ting-Kontrollregion (rot) statt, die zwischen degiden Genen liegt. In unmethyliertem Zustand (olk@mn dort
ein Insulator (CTCF-Proteine) binden und die Aldiving dedgf2-Gens blocken.

Die Deletion der murinetd19-ICR bewirkt die Aktivierung der normalerweise itiakn
vaterlichenH19- und mutterlichenigf2-Allele in Leber, Niere, Darm, Lunge und Skelett-
muskel (Kaffer et al., 2000). Die Bindung von CT@&fk die DNA ist methylierungssensitiv.
Sind die CpGs in der CTCF-Bindestelle der Ziel-DNBTCF target sequence CTS)
methyliert, nimmt die Bindungsaffinitat stark abe{Bund Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000;
Kanduri et al., 2000). Eine solche Abhangigkeit \d@r allelspezifische19-CTS-Methy-
lierung konnte fur die vier murinen (Hark und Tifghn, 1998) und mindestens fiur eine der
sechs humanen Bindestellen (Hark et al., 2000)ngksia werden. Die menschliche ICR setzt
sich aus der wiederholten Abfolge eines 450 bp Repeats und drei bzw. vier 400 bp (B-)
Repeats zusammesi€he Abbildung 1.3.

Dabei enthalten die B-Repeats, mit Ausnahme dekixaen B4-Repeats, jeweils eine
potentielle CTS, wahrend die beiden A-Repeats eoluéiv konserviertes, doppeltes Okta-
mer-Motiv enthalten, das mit der Aufrechterhalta®s unmethylierten Zustands der benach-
barten maternalen B-Repeats in Zusammenhang gebvaotke (Hori et al., 2002). Takai und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass ausschliel3lich Cigss des Bl-Repeats allelspezifisch
methyliert sind, wahrend die CpGs der anderen BeRespunterschiedlich stark hypermethy-
liert vorliegen (Takai et al., 2001).

10
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Abbildung 1.3: Struktur der A- und B-Repeats der hunanenH19-ICR

Die potentiellen CTCF-Bindungsstellen (CTS) sindbggervorgehoben, die in den A-Repeats gelegenda-Ok
mer-Motive sind schwarz unterlegt. Die Lage derejgten Region ist relativ zurkl19-Transkriptionsstart
angegeben.

Als drittes Gen der distalen Imprintingregion dasnfanen Chromosoms 11p15.5 schliefl3t
sich proximal desGF2-Gens dadnsulinrGen (NS an, dessen Imprintingstatus noch nicht
abschliel3end geklart ist. Das murine orthologe [BsRzeigt ein gewebe- und stadienspezifi-
sches Imprinting. Im Dottersack wird ab dem Embajstadium des Tages 14,5 pmost
coitum) eine graduelle Inaktivierung des maternalen Alleschrieben (Deltour et al., 1995;
Giddings et al., 1994), wahrend in Kopf und Korpkrss Embryos selbst eine Expression
beider Allele nachgewiesen werden konnte (Deltdual.e¢ 1995). Dieses gewebespezifische
Imprinting hat seine Ursache vermutlich in der wthiedlichen Nutzung der dem Gen
benachbarten regulativen Sequenzen: Duvillié unthiideiter konnten 1998 zeigen, dass im
murinen Pankreas ein 5° gelegener Enhancer fubidielische Expression ddas2-Gens
verantwortlich ist, wahrend in extraembryonalen @ean 3" gelegene Enhancer, die aul3er-
dem die H19- und Igf2-Expression regulieren, die monoallelische Expogssies Gens
steuern (Duvillie et al., 1998). Allelvarianten desmanenNS-Gens, die durch die Anzahl
der Tandemrepeatvafiable number oftandemrepeats VNTR) im 5'-Bereich des Gens
entstehen, konnten mit Typ |-, Typ ll-Diabetes, dpolyzystischen Ovarialsyndrom und
einer erhdhten Geburtsgrof3e assoziiert werden @eanal., 1995; Dunger et al., 1998; Ong
et al., 1999; Waterworth et al.,, 1997). Letzterésmrke es als Kandidatengen fur das
Beckwith-Wiedemann Syndrom erscheinen lassen,dtecieauch delGF2-Expressionslevel

in der Plazenta mit der Grol3e des Insulin-VNTR®zgxt werden konnte (Paquette et al.,
1998), bleibt eine Beteiligung déS-Gens am BWS-Phanotyp fraglich. Hinweise auf eine

ausschlie3lich paternale Expression #dS-Gens im humanen Dottersack, die mit einer

11
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reziproken monoallelischen Expression der benatdibdGF2- und H19-Gene einhergeht,
wurden 2001 erstmals von Moore und Mitarbeiternchesben (Moore et al., 2001). Es
konnte ebenfalls von Imprintingmutationen d&t9IGF2-Enhancerregion bei BWS-Patien-
ten betroffen sein und es wurde spekuliert, das®eventuell zu Stérungen des Zuckerhaus-
halts beitragen kdnnte, die wiederum zu Symptomiender postnatal auftretenden Hypogly-

k&mie beisteuern kdnnten (DeBaun et al., 2002).

Zu der proximalen Imprintingregion gehdren drei etie mit dem BWS assoziiert werden
konnten:KCNQ1 (oderKVLQTI), KCNQ1OT1(oderKVLQTZAS LIT1) undCDKN1C Das
ausschliel3lich maternal transkribieK€NQLGen kodiert flr einen spannungsabhangigen
Kaliumkanal mit sechs Transmembrandomanen. Mutatiatieses Gens kdnnen sowohl das
Long-QT oder Romano-Ward Syndrom (Wang et al., 198& auch das Jervell-Lange-
Nielsen (JLN) Syndrom (Neyroud et al., 1997) veaalen. Bei beiden Erkrankungen handelt
es sich um eine erbliche Form von Herzrhythmussagen, die bei JLN-Patienten auf3erdem
mit beidseitiger Taubheit einhergeht. Die Rolle WWBNQ1 im Zusammenhang mit dem
Beckwith-Wiedemann Syndrom ist noch unklar, da rsieis die Bruchpunkte einer Reihe
chromosomaler Rearrangements bei BWS-Patientereimetdn embryonalen Rhabdoidtumor
in diesem Gen lokalisiert wurden (Lee et al., 199@ndererseits eine Zuordnung eines
KCNQZXGendefekts zu einer der phénotypischen Auspragumgs BWS schwerféllt. Da
aulerdem sowohl eine homo- wie auch heterozygaieierung des murinedcnqlGens
nicht zu BWS-typischen Symptomen fiihrte (Lee et2000), ist eine Beteiligung an diesem
Krankheitsbild unwahrscheinlich. Eventuell bewirketie erwahnten chromosomalen
Rearrangements auch eine Veranderung der Exprebsinachbarter Gene, wie des mit
KCNQ1 tberlappendeKCNQ1OT1Gens, indem sie z.B. zu dessen Trennung von regula
rischen Sequenzen fuhren.

Das KCNQ1OT1Gen liegt in Antisense-Orientierung iIKCNQZLGen, erstreckt sich von
dessen Intron 10 Uber Exon 10 bis zum Intron 9 hewteht selbst aus einem einzigen Exon
(Mitsuya et al., 1999; Smilinich et al., 1999). Esigt ein zuKCNQL1 reziprokes Imprin-
tingmuster. In der putativen Promotorregion #&3NQ1OT1Gens wurde ein als KvDMR
bezeichneter Lokus identifiziert, der zwei CpG-Ins@nthalt und eine allelspezifische
Methylierung auf dem maternalen Chromosom zeige (&eal., 1999; Smilinich et al., 1999).
KvDMR wird als ICR fir Gene des proximalen ImprgiClusters diskutiert, da Unter-
suchungen von Horike und Mitarbeiter die Reaktivigy der normalerweise ausgeschalteten
paternalen Kopien der Gee&CNQ1und CDKN1Cdurch Deletion der KvDMR in der Zell-
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linie DT40 nachweisen konnten (Horike et al., 2000)3erdem konnte flr den orthologen
murinen Lokus eine unidirektionale Enhancer-blockiele Aktivitdt nachgewiesen werden,
die durch Methylierung der CpG-Inseln reduziertaegr kann (Kanduri et al., 2002).
Fitzpatrick und Mitarbeiter konnten durch gezidlteletion der murinen KvDMR und
deren paternale Vererbung eine Reaktivierung dahssebenachbarten in der Maus
imprinteten Gen&\scl2 Tssc4 Kenqgl, Cdknlg Slc22allund Ipl nachweisen (Fitzpatrick et
al., 2002). Sie postulieren fur den humanen Lokiass der Verlust der Methylierung des
maternalen KvDMR-Allels zu einer Inaktivierung derthologen imprinteten Gene fiihren
kénnte und damit zum BWS-Phanotyp beitragen wideatrick et al., 2002).
Kdrzlich wurden erstmalig drei Patienten mit masden uniparentalen Disomien unter-
schiedlich langer Abschnitte des Chromosoms 11lghieben. Im Gegensatz zu Patienten
mit BWS zeigten sie keine BWS-&hnlichen Symptoroedsrn eine Wachstumsverzdgerung
(Fisher et al., 2002), die auf eine fur das Wagahsihibitorische Funktion der duplizierten
maternal exprimierten Gene schliel3en lasst. DierdSgion maternal aktiver wachstums-
hemmender und paternal aktiver, das embryonale SWachfordernder Gene des distalen
kurzen Chromosom 11-Arms scheint in einer antagisolgen Balance vorliegen zu mussen,

damit eine normale Embryonalentwicklung maoglich ist

Die Untersuchung von Imprintingdefekten bei BWSi€tdaen hat vor allem zwei Ziele: zum
einen kann, vor dem Hintergrund Kklinischer Symptpdie Identifizierung von Stérungen der
normalen epigenetischen Genregulation und der daresultierenden Veranderungen auf
Protein- und Chromatinebene zu einem besseren &Aelsis der Imprintingmechanismen
selbst fihren. So offenbaren zum Beispiel die D&irkvon Missense-Mutationen in den
Zinkfingerdoménen de€TCFKGens der DNA aus Wilmstumorgeweben (Filippova let a
2002) zusammen mit den Berichten von Methylieruegskten der maternaleH19-CTS
ebenfalls in Wilmstumoren (Cui et al., 2001; Freeelal., 1999b) den Zusammenhang der
beteiligten Gene bei der Tumorentstehung. Zum @&amdeollen die verschiedenen genetischen
und epigenetischen Defekte mit den einzelnen kiiméa Fehlbildungen korreliert werden, um
sowohl eine genauere BWS-Diagnostik zu ermdglicladshauch Vorhersagen bezuglich der
Vererbung der Defekte und insbesondere des Tunkasisler betroffenen Patienten machen
zu kénnen.

Im Gegensatz zu Untersuchungen der Genexpressibnnmoren, die den Patienten operativ
entfernt wurden, ist die Ermittlung eines Imprigtrerlusts in betroffenen Geweben von

BWS-Patienten in der Regel nicht mdglich. Dahemdidie DNA-Methylierung, die fur
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einige Gene mit der Inaktivierung eines elterliciidlels korreliert werden konnte, stellver-
tretend als eine genomische Markierung, von derdaifGenexpression geschlossen werden
kann. So wird bei der Untersuchung von BWS-Patrehi&ufig der Verlust des Imprintings
durch den Verlust der allelspezifischen MethyligrdbOM) definiert.
Methylierungsuntersuchungen bei BWS-Patienten wutideder Promotorregion ddd419
Gens und in der mit deriCNQ1OT21Gen assoziierten KvDMR durchgefiihrt. Es wurde
stellvertretend fir die potentiell methylierten Ggine der beiden Regionen eine 16 Basen-
paare vor den19-Transkriptionsstart gelegene Smal-SchnittstellECC-GGG), bzw. eine

in der KvDMR gelegene Notl-Schnittstelle (BGGCCGC) mittels Southern-Blot-Hybridi-
sierung auf methylierungssensitiven Verdau geteBtet Ergebnisse dieser Untersuchungen
sind in derTabelle 1.1zusammengefasst. Wahrend fur d€kB-Promotor in einer kleineren
Gruppe von BWS-Patienten (ca. 5 %) eine Hypermighyig des maternalen Allels festge-
stellt wurde, zeigte dieses Allel in der KvDMR irehr als der Halfte der untersuchten Falle
(ca. 62 %) eine geringere oder fehlende Methyligrdar Notl-Schnittstelle. Beide Verande-
rungen des Imprints betreffen bei BWS-Patienterschl@l3lich das maternale Chromosom
11. Da in Féallen paternaler uniparentaler Disonee Begion 11p15.5, die fast immer als
somatisches Mosaik auftritt (Itoh et al., 2000)jdbeAllele beider Gene den gleichen
vaterlichen Epigenotyp tragen, findet man hierAlphangigkeit des Anteils uniparentaler
Zellen, einen Verlust des MethylierungsimprintsdeeiGene. Nur in einer Studie wurden in 3
von 83 Fallen ohne UPD Methylierungsveranderungsddr Gene gefunden (DeBaun et al.,
2002), so dass neben der UPD fir die beiden Impgaduster unabhangige Entstehungs-

mechanismen angenommen werden.
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Tabelle T1.1: Untersuchung der allelspezifischen Mhbylierung der H19-Promotorregion und der
KvDMR in der Promotorregion des KCNQ1OT1-Gens.

In den oberen funf Artikeln wurde in einem GroRtglr Patienten die Methylierung der Promotor bef@ene
untersucht, die friiheren Arbeiten bis 2001 besbkrejeweils nur eine DMR, wéhrend die andere nictier-
sucht wurde. Die Anzahl der UPD-Patienten ist, sof®@rhanden, in Klammern angegeben. Der AnteilFigie
mit H19-Hyper- und KCNQ1OT1Hypomethylierung bzwH19-Hypermethylierung an der Gesamtzahl der
jeweils untersuchten Patienten ohne den AnteilfeD-Falle betrégt 0,9% bzw. 9,8%.

I H19 und KCNQ10T1 H19 KCNQ10T1
Publikationen: Q Q
H19/KCNQ1OT1- Hyper-1 1 |KCNQ]
Methylierung bei BWS- ¥ und Hyper- OTl- |y |Hyper| s | Hypo-
Patienten Hypo- meth Hypo- meth. meth.
meth. "| meth.

(DeBaun et al., 2002) 92(9) | 12(9) 10 9| | | = >
(Bliek et al., 2001) 56 (11)| 11 (11)] 4 31 46 (4| 4 () 33 8
(Gaston et al., 2001) 93 (11)] 11 (11) 13 45 | > | | o <
(Li et al., 2001) 4 0 0 o | ~< | ~< | < | ~<_
(Weksberg et al., 2001) 72 (13)] 13 (13) 3 35 53(8) 8@ ~< | ~<_
(Engel et al., 2000) P N - - = R 35
(Smilinich et al., 1999) P P - - R R L 5
(Dutly et al., 1998) P N N 4 4 | > <
(Catchpoole etal., 1997) | > | > | > | > | 63(13) 18 (13)| P
(Reik et al., 1995) P N N 5 4 | > <
(Reik et al., 1994) P P N P AN )] R E10)) S I
(Steenman et al., 1994) P P N 5 1| < <
Gesamt: 317 (44) 47 (44) 30 150 | 207 (39)49 (35)|] 118 48

. 14,8% 23, 7%
% der Patientenzahl | asow) 9,5% | 47,3% | asew) 40,7%

Die meisten inTabelle T1.1 zusammengefassten Imprintinganalysen untersuatierdas
Auftreten der Methylierungsveranderungen mit eispezifischen Gruppierung klinischer
Symptome einhergeht, um so eine Epigenotyp-Pharndtypelation fir BWS zu erstellen.
Dabei konnte Ubereinstimmend festgestellt werdass dlie Frequenz einer KvDMR-Hyper-
methylierung und Mutationen d&DKN1GGens in Patienten mit abdominalen Bauchwand-
defekten im Vergleich zu anderen Patienten sigaifikerhoht war. Die Entwicklung von
Wilmstumoren geht haufig mit einer Hypermethyliegudes H19-Promotors oder einer
uniparentalen Disomie, aber nie mit eil€@@NQT1O0TiHypomethylierung einher. Aul3erdem
konnte ein gehauftes Auftreten von paternaler URCbé&i Patienten mit Hemihyperplasien
festgestellt werden. Trotz dieser ersten Ansatz&derdnung molekulargenetischer Befunde

15



Einleitung

zu BWS-Subgruppen, die sich in einzelnen Symptoumgarscheiden, bleibt das Verstandnis
der Auswirkungen der Funktionsstorungen der inastein Genprodukte bruchsttckartig.
Eine Untersuchung weiterer allelspezifisch methigieRegionen, wie der CTS in dedl9-
Repeatregion oder der DMR in Intron 2 d&3F2-Gens, die einen Zusammenhang zu
Storungen delGF2-Expression herstellen, ist daher sinnvoll.

Da eine Reihe von Tumoren, die teilweise auch kaieRten mit Beckwith-Wiedemann
Syndrom auftreten, ebenfalls eine Kopplung zu demed der 11p15.5 Imprintingcluster
aufweisen, wurden auch hier intensiv Imprintingét&fauntersucht.

Die Methylierung derH19-Promotorregion und der CTCF-Bindestellen in deirépeats
dient bei einer Reihe von Tumoren, bei denen Intipgstérungen bekannt sind, als Marker
fur die Involvierung vonlGF2 und/oderH19 bei der Tumorgenese. Ein Zusammenhang
zwischen einem Verlust dekGF2-Imprintings und einer Hypermethylierung dékl9-
Promotors konnte bereits 1994 in Wilmstumoren h&tedié werden. Wahrend die korrespon-
dierenden Nieren- oder Lymphozyten-DNAs von Pa#ienmit Wilmstumor stets eine
normale monoallelische Methylierung zeigten, waresun von neurH19-Promotor der
DNAs von Tumoren mitGF2-Uberexpression hypermethyliert. In vier von viemioren mit
normalerlGF2-Expression war auch das Methylierungsmuster umdend (Steenman et al.,
1994). Moulton und Mitarbeiter konnten zeigen, dasseun von zehn Wilmstumoren ohne
LOH, die einen Verlust deH19-Expression aufwiesen, eine biallelische Methyieyudes
H19-Promotors vorlag. In dieser Studie wurde in zwéliéh auch eine Hypermethylierung
des korrespondierenden nicht-neoplastischen Niarenphyms gefunden (Moulton et al.,
1994). Dieses Ergebnis wurde durch die Untersuchdes) normalen Nierengewebes von
Patienten mit unilateralem Wilmstumor bestatigt, dias eine biallelisch&GF2-Expression
undH19-Promotorhypermethylierung festgestellt wurde. At DNAs zeigten die gleichen
epigenetischen Abberationen in unterschiedlichensmalf3, mit einer durchschnittlichen
biallelischen H19-Methylierung in 37% und einer durchschnittlicherallelischen IGF2-
Expression in 42% der Zellen (Okamoto et al., 1997)

Waéhrend in der kaukasischen Bevolkerung der Wilnoiuder am haufigsten mit BWS asso-
ziierte Tumortyp ist, ist dies in Asien das Hep#stom. Ahnlich der Situation in Wilms-
tumoren, konnten Fukuzawa und Mitarbeiter einenduéeder allelspezifischeH19-Expres-
sion in Hepatoblastomen feststellen, der teilwensieeiner biallelischen Methylierung einer
Hpall-Schnittstelle imH19-Promotor assoziiert werden konnte (Fukuzawa et1899). Ein
weiterer, bei BWS-Patienten auftretender Tumor das Nebennierenkarzinom (Adreno-

kortikalkarzinom). In der fetalen humanen NebermigerderH19 undIGF2 stark exprimiert
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(Voutilainen et al., 1994). Wahrend diéF2-Expression jedoch in der adulten Nebenniere
sehr gering ist, bleibt die vanl9 relativ stark. In Adrenocortikalkarzinomen, in @éerhaufig
ein LOH vonIGF2 und H19 gefunden wird (Gicquel et al., 1997), konnte diB&2-Uber-
expression und eind19-Inaktivierung festgestellt werden (llvesmaki et 40993; Liu et al.,
1995). Erst kurzlich gelang es Gao und Mitarbejtelie Methylierung de$i19-Promotors
mit der Expression der beiden Gene zu assoziielere direkte Sequenzierung
bisulfitbehandelter, PCR-amplifizierter DNA zeidte alle 12 CpGs der Promotorregion eine
Hypermethylierung in Nebennierenkarzinomen im Veidi mit normalen, hyperplastischen
oder adenomatdsen Nebennieren (Gao et al., 2002).

Auch Tumore bei denen keine gehaufte AssoziatidnBWS bekannt ist, zeigen Methylie-
rungsstorungen dés19-Gens. So konnte der Verlust des Imprintings ¥6R2 undH19 bei
unterschiedlichen Formen von Lungenkrebs, die ehr &reites Spektrum genetischer und
epigenetischer Abberationen zeigen, festgestelitlere (Kondo et al., 1995; Suzuki et al.,
1994). Fur Adenokarzinome und Squamous-Zell-Karn@omit einer Uberexpression des
H19-Gens, konnte eine Hypomethylierung ¢&r9-Promotorregion in 5 von 9 Féllen nach-
gewiesen werden (Kondo et al., 1995). Im Gegermatden Befunden der Untersuchungen
der H19-Promotorregion bei BWS-Patienten und assoziidrtenore, bei denen eine Hyper-
methylierung auf eine abnorme Methylierung des maten Allels hinweist, scheint hier also
das paternale Allel betroffen zu sein, und der W&rlder Methylierung geht mit einer
Aktivierung einher. Ein &hnliches Ergebnis ergabhadie Untersuchung dét19- undIGF2-
Expression in tumordsen Gebarmutterhalsprobenddein 5 von 10, bzw. 2 von 12 Fallen
ein unabhangiger Verlust des Imprintings ©@#2 bzw. H19 festgestellt werden konnte. In
zwei Fallen mit H19-LOl wurde eine Hypomethylierung des normalerweisaktiven
paternalerH19-Allels nachgewiesen (Douc-Rasy et al., 1996). B#fund, der im Gegensatz
zu den bisher aufgefiuihrten steht, weil er nichtAssoziation einer Methylierung détl9-
Promotors mit der Inaktivierung dieses Allels besdlt, ergab sich bei der Untersuchung
von Chorionkarzinomen. Die Aktivitat der Allele detl9-Gens in der humanen Plazenta
andert sich mit fortschreitender Schwangerschaft gmer anfangs biallelischen zu einer
nach 10 Wochen monoallelischen Expression (Jinral.£1995). Das Methylierungsmuster
der H19-Promotorregion andert sich entsprechend: wahrendlar frihen Plazenta der
Promotor unmethyliert ist, nimmt die Methylierung &lteren Plazenten immer mehr zu
(Arima et al.,, 1997; Jinno et al., 1995). In ausof@nkarzinomen etablierten Zelllinien
fanden Arima und Mitarbeiter eind19-Hypermethylierung der ersten drei Hpall-Schnitt-

stellen 5°des Transkriptionsstarts. Die Expressies Gens war jedoch im Vergleich zu
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normalen Plazenten um ca. ein finffaches erhoht,ging teilweise mit einer Aktivierung
des paternalen Allels einher (Arima et al., 1997).

Mit der zentralen Rolle, die degd19-Promotor im gnhancer-competiticiModell (siehe
Abbildung 1.2A) einnimmt, fallt eine widerspruchsfreie Erklarungr unterschiedlichen
Tumorbefunde schwer. Die Beschreibung der methytigssensitiven Bindung des CTCF-
Proteins an die den Genkill9 undIGF2 benachbarte Repeat-Region und der Auswirkungen
dieser Bindung auf die Expression der beiden Geéteek(et al., 2000) (siehAbbildung
1.2B), konnte die Bedeutung der Methylierung des Promsotelativieren und verlangt keine
strenge Assoziation von Methylierungs- und Expasshefunden.

Die erste Methylierungsanalyse einer differentneithyliertenH19-CTCF-Bindestelle (CTS
in B1, sieheAbbildung 1.3) in Wilmstumoren mitGF2-LOI wies auf eine Hypermethylie-
rung auch dieser regulativen Region in drei vorf Wfiimstumoren hin. In den, den Tumoren
benachbarten, normalen Nierenzellen wurde ebenfhe partielle Hypermethylierung
gefunden, wahrend alle Wilmstumore mit monoallélesclGF2-Expression, sowie deren
dazugehdrende Nieren eine normale, ausschliel¥ithmmle Methylierung zeigten (Frevel et
al., 1999b). Die Sequenzierung einzelner CpGs @sathbarten CTCF-Bindestellen von
bisulfitbehandelter DNA aus Uretergewebe offenbarte generelle Hypermethylierung der
anderen Bindestellen, so dass diese wahrscheimiottt zu der allelspezifischen Regulation
der IGF2- und H19-Transkription beitragen (Takai et al., 2001). Dimtersuchung der
proximalsten CTCF-Bindestelle (CTS in B7, sieAbbildung 1.3) mittels Einzelklon-
Sequenzierung bisulfitmodifizierter DNA aus nornmafletaler Niere zeigte jedoch in einer
anderen Studie ein differentielles Methylierungstausand eine Hypermethylierung in sieben
von sieben Wilmstumoren miGF2-LOI (Cui et al., 2001). In dieser Studie konnten25
untersuchten DNAs von Wilmstumorpatienten keine dflohen desCTCFGens selbst
gefunden werden. Filippova und Mitarbeiter fandesioch in einer von 31 Brustkrebs-, einer
von 40 Prostatatumor- und zwei von 59 WilmstumorA3Nvier unterschiedliche, tumor-
spezifische Missense-Mutationen in den Zinkfingemidinen des CTCF-Gens an Positionen,
die entweder fiir die ZF-Formation oder deren DNAdRIng kritisch sind. Diese Mutationen
fuhrten zwar nicht zu einem Verlust ihrer DNA-binden Fahigkeit, aber zu einer spezifi-
schen, verminderten Affinitdt gegentber bis zu neom zwolf bekannten CTS. Die beiden
untersuchten CTS der murinefi9Igf2-Region zeigten hierbei fir alle vier Mutationenesi
fehlende Bindeaffinitat (Filippova et al., 2002).

Auch in weiteren Tumoren konnte eine Veranderungatlelspezifischen Methylierung der

untersuchten CTS festgestellt werden. Wie in amd&eweben auch wirtl19 in der Harn-
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blase ausschliellich fetal transkribiert und naeh@eburt ausgeschaltet. Eine Reaktivierung
konnte in Karzinomen der Harnblase festgestelltderr wobei dies vor allem mit hoheren
Tumorgraden assoziiert war (Cooper et al.,, 1996 Dntersuchung der differentiell
methylierten CTCF-Bindestelle des B1-Repeats ld#3-Gens mittels Einzelklonsequenzie-
rung bisulfitbehandelter DNA ergab in einem vonrkgllen eine Hypomethylierung aller
CpGs der Region in ungefahr der Halfte aller patiem Klone (Takai et al., 2001).
Kolorektalkarzinome (CRC) sind durch eine Vielzgehetischer und epigenetischer Veréan-
derungen gekennzeichnet (Issa, 2002). Cui und bitar konnten zeigen, dass eine Gruppe
von CRC-Patienten mit MLH1-Hypermethylierung und kikéisatelliteninstabilitéat eine
erhohte Rate biallelischeGF2-Expression aufweisen (Cui et al., 1998). Die Usuehung
der mit H1YIGF2 assoziierten CTS im Bl-Repeat mittels Einzelklgnsszierung der
bisulfitbehandelten DNA aus CRC mIGF2-LOI zeigte eine Hypermethylierung der
maternalen Allele in ca. zwei Dritteln der untefst@n Tumore und einem Drittel der unter-
suchten normalen Darmschleimh&ute, wéhrend allersunthten DNAs von CRC miGF2-
ROI (,retention of imprinting) ein normales monoallelisches Methylierungsmuster
aufwiesen (Nakagawa et al., 2001). In einer and8tadie wurde eine Hypomethylierung der
CTS in B1 und B7 in CRCs mit und ohne LOI visBF2 nachgewiesen (Cui et al., 2002).
Hier konnte zusétzlich in allen CRC ni&F2-LOI eine Hypomethylierung einer in Intron 2
des IGF2-Gens gelegenen DMR festgestellt werden, die beieke CRC mit normalem
IGF2-Imprinting vorkam. Diese sehr unterschiedlicherfuBde in Kolorektalkarzinomen
deuten auf eine eher untergeordnete Rolle derdtmibindestellen bei der Entstehung dieses
Tumortyps hin. Cui und Mitarbeiter schlie3en daraimss der Wegfall der differentiellen
Methylierung in derlGF2-DMR in CRC entscheidend ist und ein verloren gegaer
Imprint zu einer Verdnderung déGF2-Expression unabhéangig von einer Kontrolle der
H191GF2-Enhancer fuhrt.

Auch in Osteosarkomen wurde sowohl eine Hypo- wighaeine Hypermethylierung der B1-
CTS festgestellt. In 7 der 28 bzw. 7 der 34 Fdlk,denen ein Verlust dé&F2- bzw. H19
Imprintings festgestellt werden konnte, zeigte j@aseils andere Gen eine normale monoalle-
lische Expression. Vier ddd19-LOI/IGF2-ROI-Falle wiesen eine Hypomethylierung des
paternalen Allels in der B1-CTS auf, wahrend beiezWsF2-LOI/H19-ROI-Falle eine
entsprechende Hypermethylierung des maternalenisAgefunden wurde (Ulaner et al.,
2003). Diese Befunde lassen eine weitere Modiftkaties gnhancer-competitidAiModells
sinnvoll erscheinen: eine Veranderung des Methytigemusters in deM19I1GF2-CTS

muss nicht in einem vollstandigen Verlust bzw. Eettang der CTCF-Bindung resultieren,
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sondern kann einen ebenfalls graduellen Aufbauldgdatorblocks zur Folge haben. Auf
dem véterlichen Chromosom entstiinde durch eindweisen Methylierungsverlust eine
erhohte (biallelische) H19-Expression zusammen mit einer monoallelischEaF2-
Expression. Eine verstarkte Methylierung der miittieen CTS wirde weiterhin nur eine
monoallelische Expression dé419-Gens erlauben, konnte aber eine biallelistG& 2-

Expression zulassen (Ulaner et al., 2003).

Fasst man die Vielzahl und Vielfalt der in Tumoerhobenen Befunde zusammen, erscheint
die Rolle der differentiell methylierten CTCF-Binaysstellen fur die Expression der Gene
des distalen Imprintingclusters der chromosomaland® 11p15.5 sowohl wichtig, wie auch
in ihrer Flexibilitat sehr komplex. Eine Untersudigudieser zentralen regulatorischen Doma-
ne bei einer so heterogenen Erkrankung, wie esBaag&with-Wiedemann Syndrom ist,
verspricht daher einerseits neue Erkenntnisse itiberFunktionsweise und andererseits ein

besseres Verstandnis der molekularen Ursachenadleodgenese.
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Zielsetzung

In Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zwei &igkerfolgt werden: bei Patienten mit
Beckwith-Wiedemann Syndrom sollten epigenetischealionen identifiziert werden, die in
einer Fehlregulation von in die Pathogenese inedlen Genen resultieren kdnnen. Zu
diesem Zweck sollten allelspezifisch unterschiddheethylierte Regionen, die mit imprinte-
ten Genen assoziiert sind, lokalisiert werden uiné &lethode zur Untersuchung der allel-
spezifischen Methylierung dieser DNA-Abschnitte béiext werden, die eine Prifung der
identifizierten DMRs anhand der DNA von BWS-Patanermdglicht. Da zu Beginn dieser
Arbeit ausschlief3lich Informationen Uber differefitmethylierte Schnittstellen von Restrik-
tionsenzymen existierten, sollte der Ansatz deruSegierung bisulfitmodifizierter DNA
gewahlt werden, um in durchschnittlich 400 bp groBbeschnitten CpGs unabhangig von der
umgebenden Sequenz auf ihre Methylierung hin umt@en zu kénnen. Im Falle der Identi-
fikation von bei BWS-Patienten charakteristischeetilierungsdefekten sollte versucht
werden, die Untersuchungsmethode gezielt zu vexehein, um eine Anwendung in der
routinemanigen Diagnostik zu ermdglichen.

Parallel zu diesem Ansatz sollte die Aktivitat desirentalen Allele weiterer potentiell
imprinteter Gene, vor allem der BWS-kritischen Regn, charakterisiert werden. Diese
Untersuchungen sollten im murinen Organismus dwfiligt werden, da zum einen ein
Hinweis auf den unbekannten Imprintingstatus selthsttifizierter humaner Gene erhalten
werden sollte, und aufRerdem auch der zeitliche adértler allelspezifischen Expression
wahrend der Embryonalentwicklung aufgeklart werdelite. Hierzu wurden murine Inzucht-
stamme ausgewahlt, die aufgrund einer mdoglichsBemoevolutiven Distanz eine grol3e
Anzahl von Polymorphismen aufweisen sollten. Eemproke Kreuzung sollte dabei zuver-
l&ssig in moglichst vielen Nachkommen resultienem, aus ca. 16 Geweben verschiedener
embryonaler, postnataler und adulter Entwickluragiisn der F1-Generation Gesamt-RNA
zu gewinnen und in cDNA umzuschreiben. Anhand dief¥NA-Sammlung sollte durch
spezifische Amplifikation und Sequenzierung polyptar Transkriptabschnitte von Genen,
bei denen Hinweise auf eine Regulation durch gescmais Imprinting besteht, die Beteili-
gung der elterlichen Allele an der RNA-Populaticer @ntsprechenden Gewebe festgestellt

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Mausezucht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zucht von MausenSubspezies C57Bl/10 und FVB/N
(Mus musculus musculysIlF1 Mus musculus molossiqusnd der Spezies SPRET/Eils
spretu im Tierstall des Instituts fir MolekulargenetilerdUniversitat Mainz (1998-2000)
und im Tierstall der Universitatsklinik Mainz (20@004) eingerichtet. Der klassische
Inzuchtstamm C57BI/10 wurde 1998 von Prof. Dr. Mosd Kinderklinik Mainz und der
haufig zur Herstellung transgener Tiere verwendeteichtstamm FVB/N wurde von Prof.
Dr. Blessing, Universitatsklinik Mainz zur Verfuggirgestellt. Der urspringlich aus einer
Kreuzung der Subspeziédus musculus musculusid Mus musculus castaneasatstandene
Inzuchtstamm JF1 (Koide et al., 1998), stammt arsZdicht des Instituts flr Sdugergenetik,
Neuherberg, AG Prof. Dr. Balling. Der von E.M. Eechetablierte Inzuchtstamm SPRET/EI
(Eicher und Shown, 1993) wurde tber das Jacksoorb&dry, Bar Harbor, USA bezogen.

Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierBedingungen. Als Futter wurde
ausschliel3lich V-Alleinfutter ssniff R/M-Haltungxteudiert, nitrosaminarm der Firma ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest verwendet. Ein defimeHell/Dunkel-Rhythmus (je zwolf
Stunden, 6:00/18:00) wurde Uber eine Zeitschakirmgestellt.

Fur die Imprintinguntersuchungen wurden reziprokarBngen der Stamme C57BI/10 + JF1,
FVB/N + JF1 und C57BI/10 + SPRET/Ei durchgefihrie reuzungen, bei denen in der

Regel ein Mannchen zu zwei Weibchen gesetzt wwrdejen nach 16:00 angesetzt und die
Praparation der Embryonen bzw. der Organe posératad adulter Mause erfolgte morgens,
so dass deren Alter unter Annahme der Kopulatiam fBeginn der Ostrusphase um ca. 0:00
Uhr, auf die Zahl der Tage nach dem Zusammensgilien einen halben Tag festgelegt

wurde. Die verpaarten Mannchen und Weibchen, dibtnpinger als vier Monate und nicht

alter als ein Jahr waren, wurden am Morgen nach desammensetzen wieder getrennt und
die Weibchen wurden auf Bildung eines durch Koagutades Ejakulats gebildeteplygs’

in der Vaginadffnung untersucht. Auch bei einem|&eldieses Hinweises auf eine erfolgte
Kopulation, wurden die Weibchen sicherheitshalbeiTage lang nicht flr weitere Kreuzun-

gen verwendet.
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2.2 Gewebepraparation

Die Praparation postnataler und adulter Gewebdgtefmach dem Tod der Tiere, der durch
Einatmen einer Uberdosis Chloroform herbeigefiihntde, in eiskaltem PBS je nach Gewebe
mit Hilfe eines Binokulars. Alle freipraparierterrgane wurden mit PBS abgespdlt, sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80¥Iagert.

11,5, 14,5 und 17,5 Tage alte Embryonen wurdempestbend nach dem Tod der Mutter in
eiskaltem PBS freiprapariert und schockgefroren. He5 Tage alten Embryonen wurden
Kopf und Extremitdten vom Rumpf getrennt. FUr dieté&dsuchung der Expression des
GlucokinaseGens (sieh&apitel 3.7.4) wurde zuséatzlich die Leber prapariert. Von 1498
alten Embryonen wurden Gehirn, Augen, Zunge, Thyriagit, Lunge, Herz, Leber, Nieren,
Milz, Dick- und Dinndarm und die Harnblase praparigon 17,5 Tage alten Embryonen
erfolgte, wie auch bei den postnatalen und adiMtéasen, zuséatzlich die Isolation der Spei-
cheldrisen, des Pankreas und des Magens. VonElihdanyonen wurde aul3erdem die innere

und &ulRere Eihaut separiert.

2.3 Isolierung von Nukleinsduren

2.3.1 Isolierung von DNA aus Mausgeweben

Gesamtgenomische murine DNA wurde aus Schwanzspiizé Leberpraparaten gewonnen.
Die Lyse der Zellen aus dem Gewebeverband erfdigies6°C tber Nacht in 700 pl eines
SDS- und Proteinase K-haltigen Lysepuffers. Unvwateldewebereste wurden in einer 30-
miniitigen Zentrifugation bei 4°C und 14000 Upm attzéugiert. Die DNA im Uberstand
wurde mit dem gleichen Volumen einer Phenol-Chlomoi-Isoamylalkohol-Mixtur, das im
Verhaltnis 25:24:1 gemischt wurde, durch zehnmge#i Invertieren und anschliel3ender
zehnminutiger Zentrifugation (4°C, 14000 Upm) voendibrigen Zellbestandteilen und
Proteinen getrennt, die in der unteren Phenol- lmdrphase zurtckblieben. Die obere
wassrige Phase wurde durch erneute Extraktion emt dleichen Volumen Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) von Phenolresten befreit umdt einem Volumen 4-molarem
Ammoniumacetat und zwei Volumen Isopropanol audljesitadd auf einen Glasstab auf-
gewickelt. Die luftgetrockneten DNA-Faden wurder200 pl Aqua bidest. bei 37°C in einem

Zeitraum von mindestens 3 Stunden gelost.
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2.3.2 Isolierung von DNA aus Blut

Fur die Isolation genomischer DNA aus 5 ml Vollbtirden 20 ml eiskalter Qiagen-G1-
Puffer zugegeben und auf Eis 10 Minuten inkubilidgch 15-minutiger Zentrifugation bei
4°C und 1300 g wurde das Pellet in 5 ml eiskaltd® lPesuspendiert und erneut abzentrifu-
giert. Es folgte die Resuspendierung des Pelletd iml Qiagen-G2-Puffer und eine
anschlieBende einstiindige Inkubation mit 150 ptdirase K-Losung (20 mg/ml) bei 50°C.
Eine Qiagen-tip 100 S&aule wurde mit Qiagen-QBT-@utiquilibriert und mit der DNA-
haltigen Losung bestiickt. Durch zweimaliges Wasainénjeweils 5 ml Qiagen-QC-Puffer
wurde die an der Saule immobilisierte DNA gereinigtl anschlielRend mit 5 ml Qiagen-QF-
Puffer eluiert. Das Eluat wurde mit einem Volumemdlarem Ammoniumacetat und zwei
Volumen Isopropanol gefallt und bei Raumtemperand 14000 Upm in einer 35-minitigen
Zentrifugation pelletiert und mit 70 %-igem Etham@waschen (siehe auéapitel 2.5.3).
Das Pellet wurde in 100 pl Aqua bidest. gelost.

2.3.3 Isolierung von PAC-DNA

Die Isolierung von PAC-DNA erfolgte durch alkaligchLyse nach einem modifizierten
Protokoll von Birnboim und Doly (Birnboim und Dol$979). PAC-Klone wurden in 20 ml

LB-Medium, das mit 100 pl Kanamycin (10 mg/ml) et wurde, Gber Nacht bei 37°C
schittelnd inkubiert und nach maximal 16 Stundem ®@00 Upm fur 10 Minuten

abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 3QCPuffer P1 resuspendiert, vorsichtig mit
dem gleichen Volumen Puffer P2 gemischt und zureL$sMinuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden die bakteriellent®iree mit 300 pl Puffer P3 in einer funf-
mindtigen Inkubation auf Eis ausgefallt und durefrzminitige Zentrifugation bei 4°C und
10000 Upm von der DNA im Uberstand getrennt. Diesede durch Zugabe von 800 pl
eiskaltem Isopropanol ausgefallt, abzentrifugiend inach dem Waschen mit 70 %-igem

Ethanol in 50 pl Tris-HCI resuspendiert.

2.3.4 Isolierung von RNA aus Mausgeweben

Die bei -80°C gelagerten embryonalen und adultenebe wurden gewogen und in flissigen
Stickstoff gelegt. Die Praparation der murinen RNisdie Imprinting- und anderen Expres-
sionsstudien wurde mit dem Qiagen-,RNeasy Mini Kdtrchgefuhrt. Alle benétigten

Loésungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt, es wuadsschliel3lich gestopfte Spitzen
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verwendet, und alle Glaswerkzeuge und -gefal3e wiuwde inrem Einsatz vier Stunden bei
250°C sterilisiert. Zu jeweils 30 mg Gewebe wur@® pl Qiagen-RLT-PuffefMercapto-
ethanol (10:1) zugegeben. Bei sehr kleinen embigonGeweben, mit einem Gewicht deut-
lich unter 30 mg, wurden mehrere Praparationen@eschwistern zusammen homogenisiert.
Das AufschlielRen der Gewebe erfolgte entweder miéne Glaspotter (Potter S, B.Braun,
Melsungen) bei 8000 Upm flr maximal eine Minutegronhit einem Ultraturrax T25-Homo-
genisator (IKA Labortechnik) fur 10 bis 30 Sekundéne Zellinhalte wurden durch drei-
minitige Zentrifugation bei Raumtemperatur und 4Qpm im Uberstand isoliert. 600 pl
davon wurden mit dem gleichen Volumen 70 %-igemakth grindlich gemischt, auf eine
Qiagen-RNeasy-Saule gegeben und kurz einzentrifu¢l® sec, 14000 Upm bei Raum-
temperatur). RNA-Molekile ab einer Lange von cd Rkleotiden kdnnen in der Séaule an
eine Silikamembran binden, die Platz fir ca. 100RIMA bietet, alle anderen Zellinhalte
wurden durch Zugabe von 700 pl Qiagen-RW1-Puffed anschlieRender Zentrifugation
eliminiert. Zur besseren Beseitigung der DNA von iembran wurde die S&ule ein zweites
Mal mit dem Waschpuffer bestickt und vor der Zéungation funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein zweifactWésschen der Saule mit 500 ul Qiagen-
RPE-Puffer und einer abschlieRenden zweiminutigemtfugation zur Trocknung der
Membran. Die RNA wurde mit 50 pl DEPC-Wasser ineeirerneuten zweiminutigen
Zentrifugation eluiert und direkt im Anschluss eiri@Nase |-Behandlung unterzogen, um
restliche DNA-Kontaminationen zu eliminieren. Hiereurde das Eluat in einem Volumen
von 80 pl mit IXTE-Puffer, 10 mM Mg&l0,1 mM DTT, 40 Einheiten RNase-Inhibitor (MBI
Fermentas) und 25 - 80 Einheiten RNase-freier DNagRoche Diagnostics) fur zwei
Stunden bei 25°C inkubiert. Der Ansatz wurde aui u0 aufgefillt und zur Beseitigung der
DNase mit 350 pul Qiagen-RLT-Puffer und 250 pl Etilagemischt und erneut tber eine
Qiagen-RNeasy-Saule aufgereinigt. Nach 15-sekindigenzentrifugieren bei 10000 Upm
wurde die Saule zweifach mit 500 pl Qiagen-RPE-#€tuffewaschen und die RNA nach
abschlieender zweiminttiger Zentrifugation mit @b DEPC-Wasser eluiert. Die RNA

wurde nach dem Zufiigen von 1 pl RNase-Inhibitor-88fC gelagert.

2.3.5 Photometrische Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentration der isolierten Nukleinsauren vauedifgrund ihrer Féhigkeit Licht im UV-
Bereich bei 260 nm zu absorbieren photometrischirbed. Hierbei wurde die optische

Dichte einer Verdinnung der RNA- oder DNA-L6sund hiilfe eines GeneQuant-Photome-
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ters (Pharmacia Biotech) ermittelt. Das Verhalopsische Dichte : Nukleinsdure-Konzentra-
tion betragt bei der Absorption durch RNA 1 : 40mlgund far DNA 1 : 50 pg/ml. Anhand

der Bestimmung der optischen Dichte der DNA- odBIAR_6sungen bei 280 nm wurden
diese auf eine eventuelle Verunreinigung mit Phelogktanden oder nicht entfernten
Proteinen Uberpruft. Der Quotient der optischenhiin bei 260 nm : 280 nm sollte dabei

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.4 Modifikation genomischer DNA mit Bisulfit

Bei der Behandlung genomischer DNA mit Bisulfit evidie unterschiedliche Reaktivitat
methylierter und unmethylierter Cytosine bei detp8anierung mit Bisulfit ausgenutzt. Die
DNA wird fur diese Reaktion vorbereitet, indem gienachst mit geeigneten Restriktions-
enzymen geschnitten, aufgereinigt und in Einzatgiegaufgetrennt wird. Nach Umwandlung
unmethylierter Cytosin- in Uracil-Nukleotide wurde zu untersuchende genomische Region
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) sfigah amplifiziert, in einen geeigneten
Vektor einligiert und inE. coliBakterien kloniert. Einzelklone wurden separientwie zu
untersuchende Region wurde erneut PCR-amplifimmitanschliel3end sequenziert.

Die Restriktion von 5pug genomischer DNA wurde mitee Gruppe von Enzymen durch-
gefuhrt, die bei gleichen Bedingungen und in atlesi zu untersuchenden Regionen einge-
setzt werden konnten, da sie keinen der zu ampliéaden Abschnitte zerstdrten und diese
durch den Verdau jeweils auf einem mittelgro3en DIRtAgment (2-5 kb) zu liegen kamen.
Es wurden jeweils zehn Einheiten Agel, Asel, Eco®gtl und Xhol (NEB) mit 15 ul P3-
Restriktionspuffer (NEB) in einem Gesamtvolumen \i&9 pl eingesetzt, und tber Nacht bei
37°C inkubiert. Alternativ wurde 5 pg DNA zur Voredung der Untersuchung det19
Al1/B1-Region und der KvDMR mit je zehn Einheitenl,TBsiWIl und BsmBI (NEB), 15 ul
P3-Restriktionspuffer (NEB) und 1,5 pl BSA (NEB)emem Gesamtvolumen von 150 pl in
einer Inkubation Uber Nacht bei 55°C verdaut. DiestRktionen wurden einer Phenol-
Chloroform-Extraktion unterzogen (siekKapitel 2.3.1), mit 3 M Natriumacetat und eiskal-
tem Ethanol geféllt (siehiéapitel 2.5.3) und in 110 pl Aqua dest. gel6st. 10 pl der awdger
nigten DNA wurden auf einem 1 %-igen Agarosegel alfstdndige Restriktion hin Uber-
pruft (sieheKapitel 2.5.1).

100 pul der so vorbereiteten DNA wurden mit d&mGenome-Modifikation-Kifinvitrogen)

nach leicht veranderten Angaben des Herstellerarukdit. Die aufgereinigte DNA wurde mit
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14 pl 3 M NaOH fur 10 Minuten bei 37°C denaturiemd mit 550 ul Reagent 1, das frisch
mit 0,378 g Reagent 1 in 571 pl Aqua dest. und 133 M NaOH angesetzt wurde, gemischt
und Uber Nacht bei 50°C im Wasserbad inkubiert.iN&6-20 Stunden wurde die modifi-
zierte DNA auf Raumtemperatur abgekuhlt und 5 sl @&smilch enthaltenden Reagents 3
zugegeben. Es folgte die Zugabe von 750 ul deeRuReagent 2, der zuvor aus 1,35 g Rea-
gent 2 in 750 pl einer 0,005 %-igBrVlercaptoethanol-Losung hergestellt wurde. Die DNA
wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, @ime Bindung an die Glasmilch zu
ermoglichen, dann wurde diese in zehn Sekundeb(8¥) g pelletiert und dreimal mit 70 %-
igem Ethanol gewaschen. Das Abzentrifugieren desi@ilch erfolgte jedes Mal bei 5000 g
fur zehn Sekunden, anschliel3end wurde das Pellewvén bis drei Minuten bei 14000 Upm
erneut abzentrifugiert, der restliche Uberstandeemt und in 50 pl einer frisch angesetzten
90 %-igen Ethanolldsung mit 20 mM NaOH aufgerittdiich funfminttiger Inkubation bei
Raumtemperatur, bei der die DesulphonierungsraaktioUracil stattfindet, wurde die DNA
erneut zehn Sekunden bei 5000 g pelletiert undralemit 90 %-igem Ethanol gewaschen.
Der Uberstand wurde vollstandig entfernt und inMiGuten mit 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH
7,5) bei 55°C im Wasserbad eluiert. Die Glasmilairde bei 14000 Upm abzentrifugiert und
die geloste DNA wurde in ein neues Gefald tberfuhd bei -20°C gelagert. Ein pl der so
modifizierten DNA wurde zur Amplifikation der zu tersuchenden Region eingesetzt (siehe
Kapitel 2.5.6).

2.5 DNA und RNA-Standardmethoden

2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung genomischer, restringierter oderRRPLnplifizierter DNA oder cDNA,
sowie der RNA-Préaparationen wurden horizontaletis82,5 %-ige Agarosegele in 1x TBE
als Laufpuffer verwendet. Den DNA- und cDNA-L6sunggurden ein Viertel Volumen 5x
Orange G-Marker (Sigma) zugegeben und mit der alkeklilargewichtsstandard dienenden
Hindlll-geschnittenem\-DNA (Roche Diagnostics) und/oder der 100 bp-Le({leritrogen)
bei maximal 140 Volt aufgetrennt. Die Agarosegeleden in einer Ethidiumbromid-L6sung
(5ug/ml) fir zehn Minuten inkubiert, gewaschen el so markierte DNA unter UV-Licht
detektiert. Die Signale wurden mit Hilfe des Gellymg-Systems (Frébel Labortechnik)

ausgewertet und dokumentiert.
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2.5.2 Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen

In 0,8 bis 2 %-igen LMP-Agarosegelen aufgetrenndéABFragmente wurden im Gel mit
Ethidiumbromid markiert und unter UV-Licht ausgesitten. Die Wiedergewinnung der
DNA erfolgte unter Verwendung des ,Qiaquick”-GeltEaktions-Kits (Qiagen) durch zehn-
minutiges Erhitzen des mit drei Volumen Qiagen QHd? Uberschichteten Gelstiicks bei
50°C. Die geloste DNA wurde anschlie3end auf eireg@ck-Saule gegeben und durch ein-
mindtige Zentrifugation bei 14000 Upm an die Memmbder Saule gebunden. Es folgte eine
Reinigung der DNA mit 500 pl Qiagen QG-Puffer urtd {1l Qiagen PE-Puffer (14000 Upm,
eine Minute) und die Elution von der durch zusétmsi einminttige Zentrifugation getrock-

neten Membran mit dem gewunschten Volumen Aqua.dest

2.5.3 Féllung von DNA

Geloste DNA, PCR-Produkte, aufgereinigte Restriigio oder Sequenzierreaktionen wurden
zur Volumeneinengung und/oder Aufreinigung mit 8alzund Alkohol geféllt. Je nach
Beschaffenheit der zu fallenden DNA und der werieverwendung wurde entweder Isopro-
panol zusammen mit 4 M Ammoniumacetat oder Ethambl3 M Natriumacetat eingesetzt.
Kleine Volumina wurden auf 100 ul aufgefillt. PCRe&ukte, die in eine zweitengste
PCR, eine Sequenzierreaktion oder Ligation eingeseerden sollten, wurden mit einem
Volumen 4 M Ammoniumacetat und zwei Volumen Isopnog fir 35 Minuten bei 14000
Upm bei RT gefallt, da bei der Isopropanolféllundgigbnukleotide und kleine DNA-
Fragmente mit weniger als 100 Nukleotiden weitgehearLdsung bleiben. Geldste DNA und
Restriktionsansatze wurden mit einem Zehntel Volu@é/ Natriumacetat und 2,5 Volumen
eiskaltem Ethanol vermischt und einige Sekunderfliissigen Stickstoff getaucht. Die
anschlieRende Zentrifugation erfolgte fur 45 Mimutgei 4°C und 14000 Upm. DNA aus
Sequenzierreaktionen wurde mit der Ausnahme, dags fkissiger Stickstoff verwendet
wurde und die Zentrifugation bei Raumtemperatuttfatad (,warme* Ethanolféallung), unter
den gleichen Bedingungen geféllt. Alle pelletier@NAs wurde mit 200 bis 500 pl 70 %-
igem Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur erteen&ifugiert, unter Vakuum fir zehn
Minuten getrocknet und je nach der weiteren Verwaigdin 5-10 ul (flr Ligationen) oder
110 ul (fur Bisulfitbehandlungen) Aqua dest., bz#3 ul ,Loading-Puffer (fir die
Auftrennung auf Sequenziergelen) resuspendiert.
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2.5.4 cDNA-Synthese durch reverse Transkription

Aus murinen Geweben isolierte und DNasel-behandtd wurde durch die Synthese eines
komplementaren Strangs mit der aus dem Moloney Bléuk&mievirus stammenden
MMLV-Reversen Transkriptase in cDNA umgeschriebblrerfir wurden 5 pg RNA mit
DEPC-Wasser auf ein Volumen von 16,9 ul aufgefiiitl zun&chst zur Beseitigung der
Sekundarstrukturen zehn Minuten bei 70°C und areddbhd auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 23,1 ul eines Gemisches aus 6,25 uM Oligg-Molekilen (Gibco BRL, Roth), je 1
mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Roche Diagnosticsp W/pl MMLV-Reverser
Transkriptase (Gibco BRL), 1 U/ml RNase-Inhibitddgl Fermentas) und 10 mM Dithio-
threitol (DTT) in 1x , T strand“-Puffer (Gibco BRL), folgte die cDNA-Syntein einer 90
bis 120-minttigen Inkubation bei 37°C. AnschlieR@ndde das Enzym durch zehnminitiges
Erhitzen auf 94°C zerstort und die cDNA bei -20%Tagert.

Zur Kontrolle einer erfolgreichen cDNA-Synthese dem 1-2 pl eines Ansatzes in einer PCR
(siehefolgendes Kapite) auf die Amplifizierbarkeit eines ubiquitar expierien GenslIgf2r,
Cd8]) getestet. Um potentielle DNA-Kontaminationen aietktieren wurde parallel zu jeder
cDNA-Synthese mit der gleichen RNA ein Ansatz okmzym mitgefiihrt und anschlie3end

auf die Amplifizierbarkeit des zu untersuchended/ader des Kontrollgens getestet.

2.5.5 Amplifikation von cDNA-Enden (RACE)

Die Identifizierung der ein Transkript am 3’- odgrEnde abschlieRenden Sequenz erfordert
die Synthese einer cDNA-Bank, die an den jeweilifgmen einen kinstlich angehangten
Abschnitt besitzt, der sich zusammen mit der betem®equenz des Transkripts spezifisch
amplifizieren lasst. Fur die Identifizierung der- 3ind 5-Enden derAscl3 und Trpm5
Transkripte im Rahmen dieser Arbeit wurde der ,SMARACE-cDNA-Amplification-Kit*
(Clontech) verwendet. Die Synthese der cDNA-Absitbrerfolgte ahnlich wie im vorange-
hendenKapitel 2.5.4 beschrieben nach den Angaben des Herstellerspi@iRNA wurde
entweder mit den 3'-CDS- oder 5’-CDS-Oligonukleetidund den SMART II-Oligonukleoti-
den fur zwei Minuten bei 70°C und anschlieRend Eisfinkubiert. Nach Zugabe von 200
Units der MMLV-Superscript lI-Reversen Transkrigd§ibco BRL), 1 mM dNTP-Mix und
10 mM DTT in 1x ,Ftstrand“-Puffer (Clontech) wurde der Ansatz zur ¢BSynthese 90
Minuten bei 42°C inkubiert und anschliel3end mit 100rricine-EDTA abgestoppt und das

Enzym durch siebenminutiges Erhitzen auf 72°C inakt.
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Die so hergestellten cDNA-Enden wurden mit dem ©rsal-Primer-Mix des ,SMART-
RACE-cDNA-Amplification-Kits“* und am Rande der bekdaen Sequenzen gelegenen
Oligonukleotiden mit dem ,Advantage-2-PCR-Kit* tskmiptspezifisch amplifiziert (siehe
folgendesKapitel 2.5.6). Wenn nach dieser PCR noch kein auf einem Aggsdsschtbares
Produkt generiert werden konnte, wurde mit 1/20 desten, durch Isopropanolfallung
(Kapitel 2.5.3) aufgereinigten Amplifikation eine zweite PCR raihem zweiten transkript-
spezifischen Oligonukleotid und dem ,Nested-UniaeiRrimer‘ des ,SMART-RACE-
cDNA-Amplification-Kits* durchgefiihrt. PCR-Produktéie nach Auftrennung im Agarose-
gel eine einzelne Bande zeigten, wurden erneutlsopropanol gefallt und sequenziert
(Kapitel 2.9). Wurden mehrere Banden detektiert, wurden dieersnhiedlich grol3en
Produkte aus einem LMP-Agarosegel wiedergewonné&mpitel 2.5.2), aufgereinigt und
einzeln sequenziert oder durch Subklonierung inektgren Kapitel 2.8) einer getrennten

Sequenzierung zuganglich gemacht.

2.5.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden durch die Verwendung einerigyeten thermostabilen DNA-
Polymerase und zweier, die zu amplifizierende Regmegrenzenden Oligonukleotide
(,Primer*) enzymatisch vervielfaltigt (Saiki et all988). Ein Standard-PCR-Ansatz bestand
aus bis zu 100 ng DNA oder cDNA, 50 mM KCI, 10 mNTIHCI (pH 8,3), 1,5 mM MgGl
0,01 % Gelatine, je 200 uM dNTPs, je 15 pM Primed U-2 Einheiten Tag-Polymerase
(Roche Diagnostics) oder einer Einheit HotStar-Patymerase (Qiagen) in einem Gesamt-
volumen von 50 pl. Eine Standard-Amplifikation ime&m Peltier Thermal Cycler 100 oder
200 (MJ Research) bestand aus einer initialen Deeating der DNA bei 95°C, der
zyklischen 25- bis 40-fachen Wiederholung der tesen, bestehend aus einer einminitigen
Denaturierung bei 95°C, einem einminitigen Annegabei 50°C-68°C und einer Elongation
bei 72°C, deren Lange sich nach der Grof3e der zplifemerenden Fragmente richtete,
gefolgt von einer abschlieBenden siebenmindtigeonddtion bei 72°C und dem
Herunterkihlen der Ansétze auf 4°C. Bei VerwenddeigHotStar-Taqg-Polymerase (Qiagen)
wurde die initiale Denaturierung auf 10 bis 13 Mewverlangert, um eine Aktivierung des
an ein hitzeinstabiles Protein gekoppelten Enzym&rmmoglichen. Das Standardprogramm
wurde je nach verwendeten Oligonukleotiden und mpléizierendem cDNA-Abschnitt
angepasst. Zur Erhéhung der Stringenz wurde bejexircDNA-Matrizen dem PCR-Ansatz
10 % DMSO oder 5 % Glycerol zugegeben.
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Bisulfitbehandelte DNA erforderte aufgrund der Unmdlung aller unmethylierten Cytosine
in Uracile und der daraus resultierenden vermimteDiversitdt der genomischen DNA-
Abschnitte, eine Amplifikation der zu untersuchemdeegion in zwei Schritten. Die erste
PCR mit einem Zehntel (5 pul) der aufgereinigten ifmdrten DNA erfolgte fur dieH19-
Promotorregion durch 13-mintitige initiale Denatruigg bei 95°C, eine funffache Wiederho-
lung der drei Inkubationen bei 95°C fur eine Minu&°C fur zwei Minuten und 72°C flr
drei Minuten, eine 25-fache Wiederholung der dndiubationen bei 95°C fur 30 Sekunden,
57°C fur 30 Sekunden und 72°C fur zwei Minuten, eiter abschliellenden siebenminitigen
Elongation bei 72°C. Dieser Ansatz wurde in eirs@propanolfallung aufgereinigt, und 1/25
in eine zweite PCR mit einem zweiten Primerpaagesetzt. Die zweite PCR erfolgte erneut
durch 13-minitige initiale Denaturierung bei 95%ine funffache Wiederholung der drei
Inkubationen bei 94°C fir eine Minute, 55°C fur rwénuten und 72°C fir drei Minuten,
eine 28-fache Wiederholung der drei InkubationeinddéC fur 30 Sekunden, 55°C flr zwei
Minuten und 72°C fur 50 Sekunden, und einer absBkihden sechsminltigen Elongation bei
72°C. Die PCR-Bedingungen fur die zweistufige Arfilédition der anderen modifizierten
DNA-Abschnitte entsprachen diesem und/oder demdataprotokoll, mit leichten Verande-

rungen in Anpassung an die verwendeten Oligonuikleot

2.5.7 RNA-Transfer von Agarosegelen auf Nylonmembr anen (Northern
Blot)

10-20pg Gesamt-RNA wurden zusammen mit 10 pl éRie8-Puffers, bestehend aus 50 %
deionisiertem Formamid, 14 % Glycerol, 7 % Formhigkund 0,04 %Bromphenolblau in 1x
MOPS, zehn Minuten bei 65°C und dann auf Eis inkibDie denaturierte RNA wurde auf
einem mit 10 % 10x MOPS, 0,7 % Formaldehyd in DBF&sser hergestellten 1,2 %-igen
Agarosegel, das in 1x MOPS-Laufpuffer aquilibrietirde, aufgetrennt. Als Langenstandard
wurden 10ul einer RNA-Leiter (Gibco BRL) verwendgie ebenfalls denaturiert und mit 2ug
Ethidiumbromid gemischt aufgetrennt wurde. Die Bamdes Langenstandards wurden unter
UV-Licht durch Einstechen markiert und nach demnsfar auf der Nylonmembran einge-
zeichnet. Das Agarosegel wurde zur Entfernung a@em&dehyds 3x 5 Minuten in DEPC-
Wasser gewaschen. Um die RNA auf eine Hybond-N+ehlylembran zu transferieren,
wurde nach dem Prinzip eines Kapillarblots auf da$ 3MM-Papier, das in 10x SSC
getrankte wurde, liegende Agarosegel die, ebeniall$0x SSC getrankte Nylonmembran

platziert und mit feuchtem 3MM-Papier bedeckt. Dé&raurde trockenes 3MM-Papier und
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weiteres saugfahiges Papier geschichtet. Nach elterhis 24-stiindigen Transfer wurde die
Nylonmembran getrocknet und die RNA auf ihr durc¥i-\trosslinking (2x 1200 mL/cnd)

fixiert.

2.5.8 DNA-Transfer von Agarosegelen auf Nylonmembr anen (Southern
Blot)

DNA-Fragmente wurden auf einem Agarosegel aufgatremd in diesem 30 Minuten in

einer 0,4 M NaOH-Denaturierungslosung inkubiertsO&el wurde anschlielRend zweimal
finf Minuten mit Aqua dest. gewaschen und zweintaMinuten in Neutralisierungslésung

inkubiert. Der Transfer auf eine Amersham Hybond Mi#onmembran erfolgte durch einen

Kapillarblot wie in Kapitel 2.5.6 beschrieben mit 20x SSC als Laufpuffer. Die Nylon-
membran wurde nach mindestens 24 Stunden in 2xdge8@schen und nach dem Trocknen
20 Minuten bei 80°C gebacken. AbschlieRend wurde RDINA durch UV-grosslinking

zusatzlich an die Membran gebunden.

2.6 Radioaktive DNA-Markierung

DNA-Fragmente, die zur Hybridisierung an an Nylommbeanen gekoppelte Nukleinsauren
verwendet werden sollten, wurden mit der abgewaeadeMethode des ,Random primed
oligolabelling” nach Feinberg und Vogelstein enteethit einer selbst hergestellten Markie-
rungslésung mit sondenspezifischen Oligonukleotidder mit dem ,Ready-to-Go“-DNA-
Labelling Kit (Pharmacia) radioaktiv markiert. Fdie ,Ready-to-Go“-Markierung wurden
bis zu 5 pg der PCR-amplifizierten und Isopropageféllten DNA-Fragmente in einem
Volumen von 10 ul zehn Minuten aufgekocht und aig Bit der rekonstituierten RTG-
Lésung und 50 pCi->*P-dCTP gemischt und 20 Minuten bei 37°C inkubiéiternativ
wurde die gleiche Menge DNA-Fragmente zusammen jeit 20 pM geeigneter
Oligonukleotide in einem Volumen von 20 pl hitzedemiert und auf Eis mit 10 pl
Markierungslosung, bestehend aus 6 pl OLB-PuffeedRandom-Hexamere, 60 ug BSA, 30
HCi a-*P-dCTP und drei Einheiten Klenow-DNA-Polymerase BYEgemischt, und zwei
Stunden bei 37°C inkubiert.
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Die Aufreinigung erfolgte bei beiden Markierungemeti eine mit 1x TE-Puffer aquilibrierte

Sephadex G-50 -Saule (Pharmacia), in der nichtebiaugte Nukleotide mit 400 ul TE-Puffer
abgetrennt und die DNA in 400 pl TE-Puffer eluigtrde.

Die Effektivitdt der Markierung wurde in einem 10l@es Eluats in 10 ml Szintilations-
flussigkeit mit einem Szintilationsmessgerat (Beakm) gemessen. In einer Hybridisierung
wurde ein Anteil des Eluats verwendet, dessen A#ktica. 1 bis 2x 10cpm pro ml einge-

setzter Hybridisierungslésung betrug.

2.7 Nukleinsédure-Hybridisierung

2.7.1 DNA-RNA-Hybridisierung

Es wurden RNA-Filter hybridisiert, die entwederbst|Ihergestellt{apitel 2.5.7), oder von
der Firma Clontech bezogen wurden. Die Filter warge nach Gro3e mit 5 bis 10 ml
ExpressHyb-L6sung (Clontech) bei 68°C fur 30 Mimuteater Rotation inkubiert, bevor diese
Losung entfernt und die radioaktiv markierte DNAR8e, die durch zehnminltiges Kochen
denaturiert worden war, in 5 bis 10 ml frischer gewarmter ExpressHyb-Losung auf den
Filter gegeben wurde. Es folgte eine ein- bis ztiiedige Inkubation bei 68°C unter
Rotation, wahrend der die DNA-Sonde an die immsigitte RNA binden konnte. Die
Hybridisierungslésung wurde entfernt und der Fillegimal mit einer Waschlésung aus 2x
SSC und 0,05 % SDS zwolf Minuten bei Raumtemperatkubiert. Mit einer zweiten
Lésung aus 0,1x SSC und 0,1 % SDS wurde zweimab@¥L fur 15 Minuten gewaschen
und der Filter anschlieBend feucht in Haushaltsfaéingewickelt. Die Detektion der
radioaktiv markierten, spezifisch gebundenen DNAgrnente erfolgte in Quanta IlI-Cronex-
Cassetten (DuPont) durch Auflegen eines Hyperfilia-Ribntgenfiims (Amersham) und
einer Exposition bei -80°C. Nach Abschluss der Doknotation wurde der Filter durch
zehnminutiges Aufkochen in 0,5 %-iger SDS-L6sungd umindestens zehnminttigem
Abkuhlen von den hybridisierten DNA-Fragmenten bitfund bei -80°C gelagert.

2.7.2 DNA-DNA-Hybridisierung

Durch einen Southern Blot hergestellte DNA-Filteurden in einer rotierenden Hybridisie-
rungsrohre zwei bis drei Stunden in 2x 10 bis 2Q@murch“-Puffer bei 65°C zur Prahybridi-

sierung inkubiert. Die radioaktiv markierte DNA-Stnwurde durch zehnminutiges Kochen
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denaturiert und nach Entfernen des Prahybridisgspuffers in 10 bis 20 ml vorgewarmtem
»Church®-Puffer in die Hybridisierungsréhre gegebéuf die 16- bis 20-stiindige Inkubation
bei 65°C folgte nach Entfernen des Hybridisierungfgps ein zweifaches Waschen des
Filters mit 20 bis 30 ml 100 mM NaHRQund zwei- bis dreimaliges Waschen mit 20 bis 30
ml 50 mM NaHPQ. Die Detektion und Dokumentation der radioaktivstridisierten DNA-

Fragmente erfolgte wie ikapitel 2.7.1 beschrieben.

2.8 Subklonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvek  toren

2.8.1 Vektorvorbereitung

Fur die Klonierung von PCR-Produkten wurde in deg@ ein selbst hergestellter oder von
der Firma Promega bezogener (pGEM-) T-Vektor vedeenDie Herstellung eines Vektors,
der ein am 3’-Ende Uberhdngendes Deoxy-Thymin-Nuiklebesitzt, erfolgte ausgehend von
einem EcoRV-Verdau eines pBlueskript 1| KS+ Plasmidors. Hierfir wurden 3pg Vektor

mit 20 Einheiten EcoRV in einem 30 ul-Ansatz furezvtunden bei 37°C inkubiert. Nach
Phenol-Chloroform-Aufreinigung und Ethanol-Fallu&5.3 wurde das Pellet in Aqua dest.
gelést und mit 20 pl 1,25 mM dTTP und drei Einheifeag-Polymerase in 10x Polymerase-
puffer in einem 200 pl-Ansatz zwei Stunden bei 7%iKubiert. Zur Erhdhung der Klonie-

rungseffizienz wurde der so praparierte T-Vektocm&henol-Chloroformaufreinigung mit

aus Kalberdarm gewonnener alkalischer PhosphaBssh(inger Mannheim) dephosphory-
liert. Das bei 70°C in einer 20-minttigen Inkubatioaktivierte Enzym wurde durch erneute
Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt und der T-W&k durch Agarosegelauftrennung

(2.5.]) und anschliel3ender WiedergewinnuBg(2 abschlie3end aufgereinigt.

2.8.2 Ligation

Mit Isopropanol geféllte PCR-Produkte, die in eir@8EM-T-Vektor (Promega) einligiert
werden sollten, wurden mit diesem in einem Verhgiltron 1:3 in einem 10 pl-Ansatz mit
drei Einheiten T4-DNA-Ligase (Promega) und dem sligderten 2x Ligationspuffer bei 4°C
uber Nacht inkubiert. Bei der Klonierung von DNAaGmenten in einen selbst hergestellten
T-Vektor wurden funf Einheiten einer T4-DNA-Ligader Firma Gibco BRL mit dem zuge-
horigen 5x Puffer verwendet und die Ligation Ubercht bei 16°C durchgefiihrt. 5 pl des
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Ligationsansatzes wurden direkt im Anschluss fi@ @ransformation in E. coli-Bakterien

verwendet, die Lagerung der zweiten Halfte erfolggie-20°C.

2.8.3 Transformation und Klonierung

Fur die Klonierung von DNA-Fragmenten in T-Vektorewurden E. coli-Bakterien des
Stammes DH& mit einem modifizierten Protokoll nach Hanahanmbkompetent gemacht
(Hanahan, 1985). 100 ml SOB-Medium wurden mit eifdrernachtkultur der DHS
Bakterien angeimpft, so dass eine optische Didhi&s£y) von 0,05 als Ausgangskonzentra-
tion vorlag, und bei 37°C in einem Schuttelinkulbadoif eine Endkonzentration mit der
ODsso von 0,5 vermehrt. Die Bakterien wurden durch zeinitige Zentrifugation bei 4°C
und 1200 g pelletiert, in 30 ml Tbfl-Puffer resusgeert und fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Bakterien wurden in sechs Minutem 4% und 800 g abzentrifugiert und in
vier ml Tbfll-Puffer aufgenommen. Aliquotierte Sesisionen wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung&@iC gelagert.

Die Transformation chemokompetenter HBakterien mit in T-Vektoren einklonierten
DNA-Fragmenten wurde mit 50 pl der tiefgefroreneak&riensuspension, die funf Minuten
auf Eis aufgetaut wurden, und 5 pl Ligationsansdéz,der Suspension beigemischt wurde,
durchgefuhrt. Der Transformationsansatz wurde Zuwst&d80 Minuten auf Eis inkubiert, dann
einem einminutigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetdtnach Zugabe eines Milliliters LB-
Medium flr eine Stunde bei 37°C in einen Schutkelbator gegeben. AnschlielRend wurden
50, 100 und 200 pl-Aliquots auf LB-Agar-Plattene dinter Zugabe von 100 pg/ml Ampicil-
lin (Ratiopharm), 40 ug/ml X-Gal (AppliChem) und f@/ml IPTG (AppliChem) angesetzt
worden waren, ausgestrichen und bei 37°C Uber Na&hbiert. Nach 16 bis 24 Stunden
wurden Klone, die aufgrund ihrer durch den Vektermvittelten Ampicillin-Resistenz auf der
Agarplatte angewachsen waren und aufgrund dergeeichen Ligation der DNA-Fragmente
in die Klonierungsschnittstelle, durch die das k&&n zerstort wird und die Expression des
B-Galactosidase-Gens ausféllt, nicht blau gefantd,seinzeln in eine 96-Lochplatte mit je
100 pl mit Ampicillin versetztes LB-Medium UberfiihNach drei- bis vierstundiger Inkuba-
tion bei 37°C wurde das einklonierte DNA-Fragmeus &inem Mikroliter mit zu den der
Klonierungsschnittstelle benachbarten Sequenzenplamentaren Oligonukleotiden (M13-
Primern oder T3/T7-Primern) in einer Standard-PQ@fpldiziert. Die Einzelklone wurden

mit einem Volumen 2x FM-Medium Uberschichtet und-Be°C gelagert.
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2.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte ndeim von Sanger und Mitarbeitern
entwickelten Prinzip des Kettenabbruchs durch #g&il Einbau eines Didesoxynukleotids
bei der Synthese des Komplementarstrangs (Sanggr, é977). Durch Verwendung unter-
schiedlicher Fluorochrome zur Markierung der viertkNotide konnte eine Reduktion der
ursprunglich bendtigten vier Sequenzreaktion anérigemeinsamen Ansatz erreicht werden
(Lee et al., 1992). Fiur die im Rahmen dieser Ardeitchgeflihrten automatisierten DNA-
Sequenzierungen wurde bis 09/99 der ABI PRISM Rdaegction Dye Deoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) und ai®@0der ABI PRISM Big Dye Deoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit, Version 2.0 (ald088Version 3.1, beide Applied Bio-
systems) eingesetzt.

Fur die Sequenzierreaktion wurden in einem zehAnsiatz ca. 20 bis 200 ng mit Isopropa-
nol gefallte PCR-Produkte mit einem pM eines sjpeaien Oligonukleotids und vier pl
Terminator- oder Big Dye-Premix Version 2.0, bzwetz 1l Big Dye-Premix Version 3.1 und
zwei ul 5x Puffer eingesetzt. Der Einbau der mat&ie Abbruchnukleotide erfolgte durch
zweiminutiges Denaturieren bei 96°C, gefolgt vonZ3@len einer finf- bis zehnsekiindigen
Denaturierung und der vierminitigen Komplementargibildung bei 55°C. Bei PCR-
Produkten, die durch Amplifikation bisulfitbehan@el DNA-Fragmente entstanden sind,
wurde der Einbau bei 50°C durchgefiihrt, bei Einsigz Big Dye-Premix Version 2.0 wurde
alternativ ein Drei-Schritt-Protokoll verwendet, ldem einer zehnsekiindigen Denaturierung
funf Sekunden bei 50°C und eine viermindtige Inkidmbei 60°C folgten. Abschliel3end
wurde der Ansatz auf 4°C abgekuhlt und nach ,watrighanolfallung Kapitel 2.5.3) in
zwei bis drei ul L.oading-Puffer aufgenommen. Die elektrophoretische Auftreng von 1
bis 1,5 ul der markierten Fragmente auf einem 4;lgén, harnstoffhaltigen PAA-Gel und
die Detektion und Dokumentation der Fluoreszenzdeggrerfolgte nach zehnminitiger
Denaturierung bei 95°C und einer kurzen Inkubatearf Eis mit einem automatischen
Sequenziergerat (ABI PRISM 377, Applied Biosystems)

Die Auswertung der Intensitatsprofile der Fluoreefarbstoffe wurde mit der Analysis
2.1.2-Software (Applied Biosystems) und der Seghend.1-Software (Gene Codes Corpo-

ration Inc.) vorgenommen.
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2.10 GeneScan Fragmentanalysen

Ahnlich der DNA-Sequenzierung werden fiir die Fragtaealyse mit der GeneScan Analysis
Software (Applied Biosystems) DNA-Fragmente fluaerszmarkiert und tber ein PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Markierung dé&tADerfolgt dabei in der PCR-Reaktion
durch Einbau eines am 5’-Ende markierten, als Rrinmggierenden Oligonukleotids. Die im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotideew mit 6-Carboxyfluorescein (6-Fam,
Applied Biosystems) markiert und wurden nach einStandard-PCR-ProtokollKépitel
2.5.6 in 25 Zyklen in die zu amplifizierenden DNA-Fragnie eingebaut. Die markierten
Amplifikate wurden 1:6 verdiunnt, und 1,5 pl mit dgeichen Menge Formamid und jeweils
0,5 pl Bluemarker und TAMRA 350-Langenstandard (Wgzp Biosystems) in Minuten
aufgekocht und auf Eis gestellt. 3,5 ul wurden @nem Sequenziergel in einem automa-
tischen Sequenziergerat (ABI Prism 373) elektroptiech aufgetrennKapitel 2.9), mit der
GeneScan Analysis Software 2.1 analysiert und inge&eh mit dem beigeflgten Langen-

standard die GroéRen der DNA-Fragmente und derasrédaenzintensitaten bestimmit.

2.11 Echtzeit-PCR und Schmelzpunktbestimmung

Die Amplifikation bisulfitbehandelter DNA-Fragmentenit anschlieiendem graduellem
Aufschmelzen der Produkte erfolgte unter Verwendeimgs LightCyclers (Roche) und der
LightCycler Analyse Software Version 3.5.28 (Roch&)r die Bestimmung des spezifischen
Schmelzpunktes eines PCR-Produkts wurde diesednan eT-Vektor ligiert, in E. coli
kloniert und Einzelklonkulturen angeledfdpitel 2.8). Um sowohl Einzelklone, die eine
Umwandlung aller Cytosine in Cytosin-Guanin-Dinukiden, wie auch solche, die aufgrund
einer Methylierung aller CpGs keine Umwandlung aié&n, zu identifizieren, wurde die
eingebrachte DNA der Einzelklone in einer PCR man&primern amplifiziert und sequen-
ziert (Kapitel 2.9). Ein Mikroliter der so ausgewahlten Einzelklonerde mit Aqua dest.
1:100 bis 1:10000 verdunnt und auf Eis mit einemmiSeh aus 2,4 pl 25mM Mggl
(entspricht einer Endkonzentration von 4 M im Am¥ajeweils 6 mM spezifische Oligo-
nukleotide und 2ul des ,LightCycler - FastStart DNAaster SYBR Green I“, der durch
Zugabe von 60 pl des ,LightCycler - FastStart ReacMix SYBR Green I“ zum ,Light-
Cycler - FastStart Enzyme*“ hergestellt wurde, i@ Amplifikation mit einem Gesamtvolu-
men von 20 pl eingesetzt. Die Ansatze wurde beiimab2000 Upm in funf Sekunden in die

LightCycler Glaskapillare einzentrifugiert und zelinuten bei 96°C zur Denaturierung der
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DNA-Fragmente und Aktivierung der FastStart DNAyPoérase inkubiert. Es folgte eine 28-
fache zyklische Wiederholung der drei Inkubatiomen 95°C und 57 bis 58 °C fiur sechs
Sekunden und bei 72°C fur 26 Sekunden. Die PCRtRtedvurden anschlieRend kurz auf
95°C gebracht und dann mit einer Geschwindigkdit@®,pro Sekunde von 65°C auf 92°C
erhitzt. Dabei wurde kontinuierlich die mit steigen Temperatur abnehmende Fluoreszenz-
intensitat der Anséatze gemessen und durch die Cigiier software in der Darstellung der
negativen Ableitung der Fluoreszenzintensitat inthééinis zur Temperatur gegeniber der
jeweiligen Temperatur wiedergegeben (-dF/dT gegenil. Daraus ergibt sich eine fur ein
PCR-Produkt spezifische Schmelzkurve mit mehrenr ogleem Peak(s), der/die ein
Aufschmelzen eines Abschnitts oder des ganzen amngtien DNA-Fragments anzeigen.
Nach Beendigung des Aufschmelzens wurden die Arkatd kurz abgekihlt und aus
den Glaskapillaren herauszentrifugiert, um sieeainém Agarosegel elektrophoretisch aufzu-
trennen und ihre Gro3e zu bestimmen. Dadurch kanviegunreinigungen der spezifischen
PCR-Produkte durch die Bildung von Primerdimered anderen unerwiinschten Nebenpro-

dukten ausgeschlossen werden.
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2.12 Anhang

2.12.1 Puffer und Lésungen

Agarosegel ( x %-ig)

ChurchHybridisierungspuffer

Denaturierungspuffer

2 X FM-Medium

LB-Medium

Loading-Buffer

Lysepuffer

10 x MOPS

Neutralisierungspuffer

OLB

5 x Orange Dye Marker

10 x PCR-Puffer

X g Agarose
100 ml 1 x TBE-Puffer

1 mM EDTA
0,5 M NaHPQ, (pH 7,2)
7 % SDS
1 % BSA

50 mM NaOH
10 mM NacCl

65 % Glycerol
10 mM MgSO4
25 mM Tris-HCI (pH 8,0)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1 | Aqua bidest. (pH 7,5)

5 Volumen deionisiertes Formamid
1 Volumen 25 mM EDTA
50 mg/ml Blue Dextran (pH 8,0)

100 mM Tris-HCI
5mM EDTA

0,2 % SDS

200 mM NaCl

100 pg/ml Proteinase K

0,2 M 3(N-morpholin)-Propan-
Sulfonsaure
0,05 M Na-Acetat
0,01 M EDTA (pH 7,0)

0,2MTrispH 7,4
10 x SSC

1 M HEPES / DTM / OL (25/25/7)

30 % Sucrose
0,35 % Orange G (Sigma)

500 mM KCI
100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
15 mM MgCh
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PBS (Phosphate buffered saline)

Puffer P1

Puffer P2

Puffer P3

QBT- Puffer (Qiagen)

QC- Puffer (Qiagen)

QF-Puffer (Qiagen)

RNA Sample Buffer

20 x SSC-Puffer (Standard saline citrat)

SOB-Medium

1 x TBE-Puffer

10 x TE-Puffer

137 mM NaCL
2,7 mM KClI
4,3 mM NaHPQY7 x H;O
1,4 mM KHPQy, (pH 7,3)

50 mg Tris-HCI
10 mM EDTA
100 pg/ml Rnase A (pH 8,0)

200 mM NaOH
1 % SDS

2,55 M Kaliumacetat (pH 4,8)

50 mM MOPS
750 mM NaCl
15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100 (pH 7,0)

50 mM MOPS
1 M NacCl
15 % Ethanol (pH 7,0)

1,25 M NaCl
50 mM Tris
15 % Ethanol (pH 8,5)

50 % deionisiertes Formamid
1 x MOPS
7 % Formaldehyd
14 % Glycerol
0,04 % Bromphenolbau

3 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat (pH 7,0)

2 % Tryptone
0,5 % Hefe Extrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCh
10 mM MgSQ

90 mM Tris
90 mM Borséaure
1,25 mM NaEDTA

100 mM Tris-HCI
10 mM EDTA (pH 7,5)
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Tib |

Tib I

30 mM K Acetat

50 mM MnCp

100 mM KCI

10 mM CaC}

15 % Glycerin (pH 5,8 mit Essigsaure)

10 mM NaMOPS (pH 7,0)
75 mM CaC}

10 mM KCI

15 % Glycerin

Waschpuffer | (Northern-Blot) 2 x SSC

0,05% SDS

Waschpuffer Il (Northern Blot) 0,1 x SSC

0,1% SDS

2.12.2 Oligonukleotidsequenzen

Ascl3

F2
F2LONG
1BF2

F3

F4

R3

R4
R4LONG
RACEREV
RaceR

Cds1

Tapa-plF
Tapa-plR
Tapa-p2F
Tapa-p2R

Glucokinase

Gk-p2F
Gk-p2R
Gk-p3F
Gk-p3R

H19/IGF2-ICR

B1R

B1-(20/21)R

B1-3bisF

5'-ACACCAGAAGCTACCCCAG-3
5-GATGGACACCAGAAGCTACCCCAG-3
5-AGCGTCGAGAATCTCTTAGG-3
5-AGCATCTTGAACTACAAAACA-3
5-CTTGTACCCGGATGAATCTG-3’
5-ATGAGAATGTACTGGCTGCG-3
5-GCCTGTAGTTGGTGTAAGGC-3
5-ACAGCGCCTGTAGTTGGTGTAAGGC-3
5-CTGGGGTAGCTTCTGGTGTCCATC-3
5-GATTCAAATGACTCTCAGAGCCGG-3

S-TGAGATGATTTCTGAGCATGG-3’
5-AGTTGAAGGTGACACGTTAG-3’
5-GGAAGCTGTACCTCATTGG-3
S-CATGTGTGATGTCAGCTCC-3

5-GAAGAGTAAGGGCTGCCC-3
S-CATGGTTCCAAGCTGGTGT-3’
5-CTTCAGCAGCTTGGCCAG-3’
5'-CATGGCATCTGGGAAACCT-3

S-TTAATAAAACACACTMTAATCATCAC-3’

5'-ACCTAAAAATCTAATAC-3
S-TGTGGTTTGTTTGTAGAAATATTTYGGGTTAATAGG-3’
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B1-3bisiF
B1-3bisR
B1-3bisiR
Bis20F

Bis2iF

Bis20R

Bis2iR
Bis2inner2F
Bis2inner2R
Bis2normoF02
Bis2normiF02
Bis2normoR02
Bis2normiR02

H19-Promotorregion

BisloF
BisliF
BisloR
BisliR
NormloF
NormliF
NormloR
NormliR

lgfor

lgf2r-plF
Igf2r-p1R
Igf2r-p2F
Igf2r-p2R
lgf2r-p3F

Kcnglotl
Kvigtl-as-plF

Kvlgtl-as-sc34.1
Kvlgtl-as-sc34.2

KvDMR

LitoF
LitiF
LitoR
LitiR
NLitoF
NLitiF
NLitoR
NLitiR

5-GGGGTTTTTGTATAGTATATG-3’
5-AACATCCTAACCCCATCAAAATCCCCACCCC-Z
5-AACTATAATATATAAACCTACACT-3
5-GAGATGAGAGGAGATATTTGGGGGATAGTGAAG-3’
S-GTAGGGTTTTTGGTAGGTATAGAG-3
5-CCAAACATTATAAAAAAAACTAACACAAAATCC—3’
5'-CACTAAAAAAACAATTATCAATTC-3
5-GGAATAATGAGGTGTTTYAGTTTTA-3
5'-CACCTCAAACCTRCATTAAATAAA-3’
5-GGGACAGTGAAGTGTCCCCATTCTTTG-3
5-GCCCTAGTGTGAAACCCTTC-3
5’-ACATCCTAACCCCATCAGGATCCCCAC-3’
S-TGCTCTGGGATAGATGTGGA-3

S-TGATGGTGGTAGGAAGGGGTTTTTTGTGTT-3’
S-GGTATGGTGTTTTTTGAGGGGAGAT-3’
5-CTCCTCCAACACCCCATCTTCCCCTAATTA-3’
5'-CATCCCACCCCCTCCCTCACCCTA-3
5-TGATGGTGGCAGGAAGGGG-3
5-AGCAGGCATGGTGTCCCCT-3
5-TCCTCCAGCACCCCATCTTC-3
5-ATCCCACCCCCTCCCTCAC-3

5-GACTTCAGCTCGATGATGC
5-CAGCTCACTAAGTGTGCATC
5-GCATAAGGTGAAGCTGGCCG
S-CTCTATAATGTGACAAGTCAC-3
5-GTGACTTATTACAGACACCG-3’

5-ACCTGACTGGGCAGTACAG-3
5-TTGCCTGAGGATGGCTGTG-3
S-CTTTCCGCTGTAACCTTTCTG-3’

S-TATTTTTTGAGGTTTTAAGTTTTTAGGGGT-3'
S-TATAGTAGTGGGGGTTTTAGAATATTT-3
5-TAACAAAATCTTACTAAAAAACTCCCTAAAAAT-3’
5-CATAAAACACTAACTAAATATAAAATAAC-3
5-CACCCCCTGAGGTCCCAAGTCCTCAGGGG-3
5-CACAGCAGTGGGGGCTTCAGAACATCC-3'
5'-GCAGGATCTTGCTGAGGAGCTCCCTGGAGG-3'
5-ATGAGGCACTGGCTGGGTGTGAGGTGG-3
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Napli4

NaplL4-p2F
NaplL4-p2R
NaplL4-OpF
NaplL4-In5R
NaplL4-p3F-FAM6
NaplL4-p3F
NapllL4-p3R
Nap-2pF

Th

Th-p2F
Th-p2R

Trpm5

SUTRRT3
2RACE5a
2RT3
2RT5
2RT5a
3RTS5
3RT3
4RT3
4RTS
SRT5
S5RT3
6RT5
6RT3
7RT5
7RT3
8RT5
8RT3a
9RT5
9RT3
11RT5
11RT3
12RT5
12RT3
13RT5
13RT3
14RT5
14RT3
15RT5
15RT3
16RTS5
16RT3
17RT3
17RT5
18RT3

5-GAACTGCGTGGGAAGCTG-3
5’-CACACTCTACAATGGCTGG-3’
5-AGCGAGCTTAGGACAGGCGC-3’
5-GTGCCACGCTGACTCTGCTAC-3’
5-FAM-CAGCACCATCGGGTTCAC-3
5-CAGCACCATCGGGTTCAC-3
5-CTCCCTCCACTTGGTGTC-3
5'-GCCCGAGAACCCACGCGAAG-3

5-GAAGTTTGACCCGTACACC-3
S-CCTTTCCTTCCTTTATTGAG-3

5-AGAAGCATCACGAGCAACAG-3’
5-ACTTCATAGCCAAAGGTCGTTCCTCAC-3'
5-ATGAAGTCGTGGCTTCGGG-3
5-GTGAGCAGGAGTTCAAAGAG-3
5-AGGTGCACTCGGTGAGCAG-3
5-ACTACACGGATCTTGGTGG-3
5-GGACAACATGTACGTGATCA-3
5-GATGAGGGCAACATTCAGGG-3’
5-GCCTGACTCCACAAGGATG-3’
5-GTCACCATTGACCAACAGGC-3
5-GCTGCATCCAGATACCTGTC-3
5-CTCTCTGAACTGCTTCTCAG-3’
5-CTGAGAAGCAGTTCAGAGAG-3
5-GGATGACAGTGTCCAGGTC-3
5-GCTCACAGTATATGACTTCGA-3’
5-CCAGGCCACTGCTAACTTG-3
5-GACTACCTAGATGAGCTCAAG-3’
5-GCCCATAGGTCAAGAACTCG-3
5-GCTGCAGCGTAAGCATGAG-3’
5-GCTCATACTTGGCCTCACG-3’
5-GCTGCCTGCAAGATCATAAAG-3
5-GCCTTGGCATCAGCTTCAG-3
5-GTGAGGACCGTGCCTTTGC-3
5-GTAGATGAGGGCTGGGCAG-3
5-GCACACCCATCCTACGGCT-3
5-GCTGTCTGGCTCCTGCAGATC-3
5-GATCTGCAGGAGCCAGACAGC-3'
5-GAACTTCCTCCACCTTGTG-3
5-GTCTGGATCCGAGGTTACC-3
5’-GGAAGATGGCCACCATGTC-3
5-GTGGAAGACAACTGGAACAAG-3
5-GACCGTTCTGGCCATTGAC-3
5-GGATGAGCCGAAGTGTGAAC-3’
5-GTATGGCTTGTGGCCTATGG-3
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18RT5
20RT3a
21RT3
21RT5
22RT3
22RT5
23aRT3a
23aRT5a
23aRACE3
24RT5

Vektorrandprimer

M13F
M13R

5-GATGCAGCAGGGCCTGAGT-3
5-GCCCTAATCTCTATGCCAAC-3
5-GCAATGCAGACATGTTCTGG-3’
5-GCTGGTCTTCCATGGTATTC-3
5-GGACCAGAAGATCATTACCTG-3
5-CATGGTACTCAGGAAGTTCTC-3
5-GTGGACTTGATTGCCAAATAC-3’
5-GTGATTCCAGACACTTGATCC-3
5-GAGCAAGAAAAGAGGATCAAGTGTCTGG-3’
5-GACATGAGTTTCATTCTCTTAGG-3

5-GTAAAACGACGGCCA-3
5 —CAGGAAACAGCTATGAC-3

2.12.3 Chemikalien, Enzyme, Materialien

0,24 - 9,5 kb RNA-Marker

100 bp-Leiter

1 x ,1* strand-Puffer

a[**P]dCTP (3000 Ci/mmol)

B-Mercaptoethanol

A-DNA (Hindlll-geschnitten)

ABI PRISM Big Dye Deoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit

ABI PRISM Ready Reaction Dye Deoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit

Acrylamid

Advantage-2-PCR-Kit

Agar-Agar

Agarose

Alkalische Phosphatase

Ampicillin

BSA (Bovines Serum Albumin)

CpGenome-Modifikation-Kit

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase |

dNTPs

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
ExpressHylSolution
G1-Lbésung

G2-Losung
Gel-Blotting-Paper (3MM)
Glycerol

Invitrogen (USA)
Invitrogen (USA)

Gibco BRL (Eggenstein), Clontech
Amersham (Braunschweig)
BioRad (USA)

Roche Diagnostics (Mdreim)

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Applied Biosystems (Weiterstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Difco (USA)
Eurogentec (Belgien)
Roche Diagnostics (Manmhe
Ratiopharm (Ulm)
NEB (USA), Sigma (Benhofen)
Invitrogen (USA)
Sigma (Deisenhofen),
Eurogentec (Belgien)
Gibco BRL (Eggenstein)
Merck (Darmstadt)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Promega (USA), PeglLab (Erlangen)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Riedel-de-Haen (Seelze)
Oncor (USA)
Clontech (USA)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Schleicher & SchullBsel)
Sigma (Deisenhofen)
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Harnstoff

Hefeextrakt
HotStarTaqg-Polymerase
IPTG

Isopropanol
Isoprophylalkohol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Klenow DNA-Polymerase
LightCycler - FastStart Enzyme
LightCycler - FastStart
Reaction Mix SYBR Green |
Methanol
Microspin G50-S&aulen
MMLV-Reverse Transkriptase
MMLV- Superscript HReverse Transkriptase
Natriumacetat
Natriumchlorid
Nylon Transfermembran Hybond TM/XL
Oligo-dTis-Molekiile

QiaquickGel-Extraktions-Kit

pGEMT-Vektor

Phenol

Phenol/Chloroform

Ready-to-GeDNA-Labelling-Kit

Restriktionsendonukleasen

RNase Inhibitor

RNeasy-Mini-Kit

Rontgenfilm Hyperfilm RPN8

SDS

SMART-RACE-cDNA-Amplification-Kit

SzintillationsflissigkeiRotiszint plus

TAMRA350-Langenstandard

Taq DNA-Polymerase

Trypton

tri-Natriumcitratdihydrat

Tris

Tris-HCI

Trizol

V-Alleinfutter ssniffR/M-Haltung,
extrudiert, nitrosaminarm

X-Gal

Roth (Karlsruhe)
Difco (USA)
Qiagen (Hilden)
AppliChem (Darmstadt),
Roche Diagnostics (Mannheim)
Fluka (Schweiz)
Riedel-de-Haen (Seelze)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Ratiopharm (Ulm)
NEB (USA)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Riedel-de-Haen (Seelze)
Pharmacia (Schweden)

Gibco BRL (Eggenstein
Gibco BRL (Eggenstein)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Amersham (Brscimveig)

Gibco BRL (Eggenstein),

Roth (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Promega (USA)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Pharmacia (Schweden)

NEB (USA)
MBI Fermentas (Italien)

Qiagen (Hilden)

Amersham (Braunschyyei
ICN (USA)
Clontech
Roth (Karlsruhe)
Applied Biosystems (Wenelt3t
Roche Diagnostics (Mannheim)
Difco (USA)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Gerbu (Gaiberg)

Gibco BRL (Eggenstein)

ssniff SpezialdiatemiiH (Soest)

AppliChem (Darmstadt),
Eurogentec (Belgien)
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2.12.4 Gerate

Bakterieninkubatoren

Typ B5042 Heraeus (Hanau)

Schattelinkubator Lab-Therm KUhner (Schweiz)
Binokular SZ30 Olympus (Japan)
DNA-Sequenziergerate

ABI PRISM 373, 377, 377XL Applied Biosystems (\éestadt)
Elektrophoresekammer Renner (Finnland)
Gel-lmaging-Systems Frobel Labortechnik, Vilbeubmet

(Frankreich)

GeneQuant-Photometer Pharmacia (Schweden)
Glaspotter Potter S.B.Braun (Melsungen)
LightCycler Roche Diagnostics (Mannheim)
Liquid Scintillation System LS1801 Beckman (USA)
Peltier Thermal Cycler 100, 200 MJ Research (WSA
Spannungsgerate

Electrophoresis Power Supply

EPS300, EPS1000 Pharmacia (Schweden)

Model 250/2.5 BioRad (USA)
Rontgenkassetten Quanta Ill, Cronex Cassette Du(RSA)
Speed-Vac Univapo 100H Uniequip (Martinsried)
Ultraturrax T25-Homogenisator IKA Labortechnik
UV-Stratalinker 1800 Stratagene (USA)
Wasserbader Haake D8 Windaus (Clausthal-Zelthr

Julabo U3,13 Julabo (Seelbach)

Zentrifugen

Biofuge A Heraeus (Hanau)

Eppendorf Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)

Hettich Zentrifuge EBA 12R Hettich (Tuttlingen)

Kahlzentrifuge 5804R Eppendorf (Hamburg)

Sorvall RT 6000D und RC5C Du Pont (USA)

2.12.5 Mausinzuchtstamme

C57BI/10 AG Prof. Mundlos, Kinderklinik Mainz

FVB/N AG Prof. Blessing, Universitatsklinik Mainz

JF1 AG Prof. Balling, Institut fuir SaugergendtNeuherberg)
SPRETIEI Jackson Laboratory, Bar Harbor (USA)
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der allelspezifischen Methylierun g der H19-

Promotorregion

Die Promotorregion de$i19-Gens ist seit langem als allelspezifisch methtylleekannt
(Zhang et al., 1993), und ihre Hypermethylierurigeia wiederholt gefundener epigenetischer
Defekt bei BWS-Patienten. Untersuchungen dieses {Ngchnitts bei BWS-Patienten
wurden bisher ausschlief3lich mittels Southern Hibierung der Schnittstellen methylie-
rungssensitiver Restriktionsenzyme durchgefuhrertb&#i wird exemplarisch die Methylie-
rung eines einzelnen CpGs untersucht, das in demBungssequenz des Enzyms liegt und in
methyliertem Zustand dessen Schneiden verhindertGegensatz zu dieser Technik kann
nach einer Umwandlung aller unmethylierten Cytosm&Jracile durch Bisulfitbehandlung
eine Amplifikation einer mehrere hundert Basen &anéegion erfolgen, bei deren Sequen-
zierung die Methylierung aller CpGs der Region tBueht werden kann. So konnten Frevel
und Mitarbeiter ca. 300 bp dét19-Promotorregion einschlie3lich der Hpall- und Smal-
Schnittstellen von Nieren- und Wilmstumor-DNA arsaéren und fanden eine uneinheitliche
Methylierung der maternalen und paternalen All&leeyel et al., 1999b). Daher sollte diese
Region auf ihre allelspezifische DNA-Methylierungliymphozyten von BWS-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen mittels Einzelklonseqigearg der bisulfitbehandelten amplifi-
zierten DNA Uberpruft werden.

Polymorphismen in derH19-Promotorregion

Um die Herkunft der differentiell methylierten patalen Allele derH19-Promotorsequenz
feststellen zu kdnnen, wurden die DNAs von Konpeisonen und BWS Patienten zunachst
im Bereich des zu untersuchenden Abschnitts am@ifiund sequenziert.

258 Nukleotide vor dem Transkriptionsstart wurde &inzelbasenpaar-Polymorphismus
(»single nucleotide polymorphismy, SNP) identifiziert (sieheAbbildung 3.1). Zeigte die
Sequenzierung der zu untersuchenden Patienten-DNdieser Position sowohl ein Adenin
wie auch ein Guanin, konnte durch die Sequenziedengelterlichen DNAs die Herkunft der
Allele bestimmt werden, wenn mindestens eine d@rlelhen DNAs homozygot fir den

Polymorphismus war.
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3.1.1 Sequenzierung der DNA von Kontrollpersonen

Die Bisulfitbehandlung der DNA von Kontrollpersonewie auch die der Patienten mit
Verdacht auf BWS, erfolgte nach einem Verdau miesi Gemisch der Restriktionsenzyme
Agel, Asel, EcoRV, Pstl und Xhol, das eine starkagfentierung der genomischen DNA
bewirkt, ohne in den zu untersuchenden Regionestlaneiden. Hierdurch sollte die Auftren-
nung der doppelstrangigen DNA in Einzelstrange tiglichst milder Denaturierung
erleichtert werden. Aul3erdem sollte gewahrleistetden, dass nach der Umwandlung der
unmethylierten Cytosine, wenn nur noch drei veresdéne Nukleotide die Sequenz spezi-
fizieren, die amplifiziert werden soll, keine attative Produkte durch Fehlpriming entstehen
kénnen. Aus diesem Grund wurde die Amplifikatiom dengewandelten und aufgereinigten
DNA-Fragmente auch nacheinander mit zwei Primesyadurchgefihrt, indem zunéchst ein
groRReres, 492 bp langes Produkt generiert wurdegdiemmdann als Vorlage fur die Amplifi-
kation mit dem zweiten Primerpaar einzusetzen. @mte ein 326 bp grol3es PCR-Produkt
amplifiziert werden, das 12 potentiell allelspestih methylierte CpGs enthielt. Die hierfur
verwendeten Primer (sieh&bbildung 3.1), die der umgewandelten Sequenz entsprachen,
wurden nach zwei Kriterien ausgewahlt: zum eindhesm der urspriinglichen Sequenz kein
CpG-Dinukleotid vorliegen, um eine Selektion je madethylierung dieses CpGs bei der

Amplifikation zu verhindern.

9601 accgcgccca ccagggggtt tgcggcactt ccctctgecc ct cagcaccc cacccctact
9661 ctccaggaac gtgaggtctg agccgtgatg gt“ccctct gtgccatccg
9721 agtccccagg gacccgeagc tggeecececag ccatgtgcaa agt atgtgca gggcgctggce
9781 aggcagggag cag‘gagac agtg gtctgg gagggaga 39
9841 tcctggaccc tgagggaggt gatggggcaa tgctcagecc tgt ctdéfigd tgccaaagga
9901 ggggtgcdbg gaggccot ttggagaatt ccaggatggg tge tgggtga gagagacgtd
9961 tgctggaact gtccagggcy gadllgtgggec ctgeggggge feteg B ggagg geectgcetet
10021 gattggcc@lf€agggcaggg geggdRattc tgggegggge dec ccagtt agaaaaagcc
10081 cfiggetagga ccgadbagcea gggtgagg_ ggtggggg gtaacggggy
10141 aaactgggga agtggggaac cgaggggcaa ccaggggaag atg_c
10201 ttgtgggagc caaggagcac cttggacatc tggagtctgg ¢ aggagtgat gacgggtgga

Abbildung 3.1: Darstellung der H19-Promotorregion (gb]AF125183)

Die Lage der zur Amplifikation verwendeten Oligotedtide wird durch die farbigen Pfeile dargestdler
Adenin/Guanin-Polymorphismus ist turkis, potentiakthylierte Cytosinbasen sind dunkelgriin und digadn
anderen Arbeitsgruppen (vergleiciabelle T1.1im Kapitel Einleitung) in Restriktionsanalysen wendeten
Hpall- (ccgg) und Smal- (cccggg) Schnittstellerddieligriin hervorgehoben. Die Sequenz ld&8-Transkripts
ist gelb unterlegt.
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Zum anderen sollten sich in der OriginalsequenzdesrUmwandlung mehrere Cytosinbasen
befinden, um die Amplifikation von korrekt umgewaittér DNA in Relation zu eventuell
noch vorhandener, nicht vollstdndig umgewandeltdAZu begiinstigen.

Das so generierte PCR-Produkt wurde in einen Thitheektor ligiert (siehekapitel 2.8)
und mit diesem zusammen in E. coli-Bakterien eingeit und durch deren Klonierung
vervielfaltigt. Fir jedes PCR-Produkt wurden bis9firekombinante Klone als individuelle
Kolonien angeziichtet, so dass durch eine Amplitkatier Integrate mit M13-Randprimern
letztendlich die Sequenz der individuellen zugrliegenden PCR-Molekile untersucht
werden konnte. Jede einzelne erhaltene Sequernziehtsddamit der DNA-Sequenz eines der
beiden parentalen Allele einer Zelle. Um eine Bailuhg des Methylierungsstatus der elter-
lichen Allele vornehmen zu kdnnen, sollten ca. &tz&lklone sequenziert werden. Da jedoch
bei vielen DNAs ein teilweise stark ungleichmaiigeteil maternaler und paternaler Ampli-
fikate identifiziert wurde, wurden pro Kontrollpers zwischen 7 und 15 Einzelsequenzen des
vaterlichen Allels und zwischen 14 und 42 Einzelssgen des miitterlichen Allels sequen-
ziert. Anhand der Sequenzen wurde zunéchst tUbgrphitlie DNA vollstandig umgewandelt
wurde, indem der prozentuale Anteil der umgewaerdeytosine in CpA, CpC und CpT-
Dinukleotiden ermittelt wurde. Der chemische Prezder Umwandlung der Cytosine zu
Uracil verlauft nicht zu 100 % erfolgreich, da deaminierung des Cytosins durch die
Anlagerung des Bisulfits ausschlief3lich im DNA-Egfstrang moglich ist. Da die Denaturie-
rung der DNA moglichst schonend sein sollte, umeenu starke Zerstérung der DNA-
Fragmente zu vermeiden, kbnnen einzelne Abschreiteveilig in doppelstrangigem Zustand
der Umwandlung entgehen. Es sollten jedoch keimgeiéen nicht umgewandelten Abschnitte
bestehen bleiben, da sonst eine Beurteilung deanpeli methylierten Cytosine nicht mehr
moglich ist. Einzelklone mit unvollstdndig umgewatidn Abschnitten wurden daher nicht in
die Auswertung mit einbezogen. Das PCR-Produkt&n80 Cytosine, auf die ein Adenin,
Cytosin oder Thymin folgt. Lag der Anteil der umgawlelten Cytosine unter 98 % aller
Nicht-CpGs, wurde die Bisulfitbehandlung der zuemstichenden DNA wiederholt.

In Abbildung 3.2 sind die CpGs der Einzelklonsequenzen fur die Di¢A Kontrollperson
1087-01 exemplarisch dargestellt. Die Einzelkloneden nach parentaler Herkunft getrennt
gruppiert und Einzelklone mit identischen Sequenzarden reprasentativ von einem Strang
unter Angabe der Anzahl der zugrundeliegenden Segmewiedergegeben. Diese Darstel-
lung der Amplifikate der Kontrollperson 1087-01 gtebeispielhaft die bei allen Kontroll-
personen beobachtete grol3e Variabilitat der Methytig der einzelnen CpGs.
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Promotorregion H19 Exon 1
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Abbildung 3.2: Methylierungsmuster der H19-Promotorregion der Kontrollperson 1087-01

Potentiell methylierte CpGs sind als farbige Kregargestellt. Die rote Farbung stellt ein umgewétede
Thymin dar, methylierte, nicht umgewandelte Cytesiind blau geféarbt. Ein Strang entspricht eineer @her
Gruppe von identischen Einzelklonen (2-21). Der #id&Suanin-Polymorphismus ist als Rechteck dardjeste
und die Einzelklone wurden nach parentaler Herkgnippiert: oben = paternale Einzelklone (schwaun}en

= maternale Einzelklone (griin). Die in Erkennungs®smzen von Restriktionsenzymen gelegenen CpGdjdir
eine Untersuchung der Methylierung von anderen ispeippen durchgefihrt wurde, sind mit Pfeilspitze
markiert.

Insgesamt konnte fur unterschiedliche DNAs von Kaltgersonen festgestellt werden, dass
die véaterlichen Allele aus Uberwiegend (ca. 85 %}hylierten CpGs bestehen, wahrend die
maternalen CpGs in 60 bis 80 Prozent unmethylied. Dabei ist der einzelne vaterliche
Klon zu durchschnittlich 50 % vollstandig methytied.h. alle CpGs einer Sequenz sind
methyliert, und der einzelne mutterliche Klon zudhschnittlich 40 % komplett unmethy-
liert.

Abbildung 3.3 zeigt zwei weitere Beispiele fur das Methylierumgster deiH19-Promotor-
region bei Kontrollpersonen (1073-00 und 922-01ig §ewéhlte Darstellung verzichtet hier
auf die Auflistung jedes einzelnen Amplifikats zuagten einer Gegenuberstellung der

methylierten und unmethylierten CpGs der elterlicAdlele an den untersuchten Positionen.
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Die Abweichungen vom Uuberwiegenden Methylierunggerupaternal = methyliert und
maternal = unmethyliert, wie es zu anndhernd 1@2dht in einer differentiell methylierten
Region zu erwarten wéare, werden dadurch hervorgghobs zeigt sich, dass sie nicht auf
einzelne CpG-Positionen konzentriert, sondern sdaei zufallig Uber die gesamte Region
verteilt sind. Die Methylierung ddd19-Promotorregion in Lymphozyten erwies sich als sehr
variabel, wobei eine Tendenz zu einer starkererhiierung des véterlichen Allels festge-
stellt wurde. Die teilweise erheblichen Abweichumdpervon, die bei allen Kontrollpersonen
auftraten, verteilen sich individuell auf verscleed CpGs.

A B
0% 0%
20%; m Maternal 20%
40% unmethyliert 40%
60% %
| o Maternal 60/07
80% methyliert 80%
100% 100%
80% B Paternal 80%]

unmethyliert
60% 60%
40% " etyier 40%
I
20% Y 20%
0% 0%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 3.3: Methylierungsmuster der H19-Promotorregion der Kontrollpersonen 1073-00 (A) ud
922-01 (B)

Auf der X-Achse sind die elf potentiell methylient€ytosine aufgetragen. Die Y-Achse gibt die relathnzahl
der methylierten maternalen (oben) und paternalate() Einzelklone an diesen Positionen an. Ditblagien,
bzw. -roten Balken geben den Grad der Abweichunmgeiper allelspezifischen Methylierung wieder.

3.1.2 Sequenzierung der DNA von Patienten mit Verd acht auf BWS

Obwohl das Methylierungsmuster fur di#d9-Promotorregion der Kontrollpersonen nur eine
verminderte Allelspezifitat aufweist, sollten dieNBs einer kleinen Gruppe von BWS-

Patienten untersucht werden, um festzustellen,abaine grundsatzliche Veranderung der
Methylierung, vor allem der Hpall- und Smal-Schstitlen, die Ergebnisse, die mit diesen
Enzymen erzielt wurden, erklaren kénnten. Es wurdienPatient (514-99) mit sehr stark
ausgepragtem BWS-Phéanotyp (die drei Haupt- und zawmedtere Nebenmerkmale), einer
(643-99) mit einer mittelstarken Auspragung (zweult-, ein weiteres Nebenmerkmal) und
ein Patient (427-99) mit isolierten, bei BWS aufrelen Merkmalen untersucht. Die DNAs
aller drei Patienten zeigten ein den Kontrollpeesosehr &hnliches Methylierungsmuster. Die
paternalen Allele sind in fast allen CpGs starkesthyliert als die maternalen Allele, mit

Ausnahme der CpGs 10 bei Patient 427-99 (shdbi@ldung 3.5) und CpG 11 bei Patient
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643-99 Abbildung 3.4), die eine Hypomethylierung der paternalen Allsdggen, sowie des
CpGs 8 bei Patient 427-981gbildung 3.5), bei dem die Methylierung des maternalen Allels
Uberdurchschnittlich grof3 isAbbildung 3.4 zeigt reprasentativ fir die drei DNAs die grol3e
Zahl unterschiedlich methylierter Einzelklone deatiéhten 643-99. Nur ein Viertel der
maternalen Amplifikate war an allen Positionen utinpkert und nur ein einziger von 9

paternalen Klonen zeigte ausschliel3lich methyli€gés.
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Abbildung 3.4: Methylierungsmuster der H19-Promotorregion des BWS-Patienten 643-99

Potentiell methylierte CpGs sind als farbige Kredargestellt. Die rote Farbung stellt ein umgewétede
Thymin dar, methylierte, nicht umgewandelte Cytesiind blau geféarbt. Ein Strang entspricht eineer @her
Gruppe von identischen Einzelklonen (2-8). Der Ad&buanin-Polymorphismus ist als Rechteck dargkstel
und die Einzelklone wurden nach parentaler Herkgnippiert: oben = paternale Einzelklone (schwaun}en

= maternale Einzelklone (griin). Die in Erkennungs®smzen von Restriktionsenzymen gelegenen CpGdjdir
eine Untersuchung der Methylierung von anderen ispeippen durchgefihrt wurde, sind mit Pfeilspitze
markiert.

In Abbildung 3.5 wurde die allelunspezifische Methylierung an deaersehiedenen
Positionen der Amplifikate der DNA des Patienterv-2® hervorgehoben. Die Methylie-
rungsrate pro Position schwankt fir die parent@lkele zwischen 0 % (CpG 8) und 100 %
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(CpG 1), fur die maternalen Allele liegt sie zwisahl % (CpG 2 und 3) und 70 % (CpG 10).
Wie die Kontrollpersonen zeigten die drei Patienteit Verdacht auf BWS individuelle

Unterschiede des Methylierungsgrades an den eerzdRositionen, wiesen aber alle eine
starke Variabilitdt der Promotormethylierung auie diur an einzelnen, individuell unter-
schiedlichen, Positionen als allelspezifisch bdrset werden kann. Dies trifft am starksten
fur die ersten drei CpGs zu, so dass die groRterdiistimmung mit den durch methy-
lierungssensitiven enzymatischen Verdau gewonn®wsan fur die Hpall-Schnittstelle mit

CpG 1 an Position 9887 (gb|]AF125183, siéhbildung 3.1) besteht. Die Smal-Schnittstelle
mit CpG 11 an Position 10081 (gb|AF125183, siéiwildung 3.1) war jedoch bei den

Patienten mit Verdacht auf BWS, wie auch bei demtkalpersonen sehr variabel und

unabhéngig von der elterlichen Herkunft methyl{stheAbbildungen 3.2 - 3.5.
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Abbildung 3.5: Methylierungsmuster der H19-Promotorregion des BWS-Patienten 427-99

Auf der X-Achse sind die zwolf potentiell methylien Cytosine aufgetragen. Die Y-Achse gibt die tieda
Anzahl der methylierten maternalen (oben) und paten (unten) Einzelklone an diesen PositionenlCae.
hellblauen, bzw. -roten Balken geben den Grad deweichung von einer allelspezifischen Methylierung
wieder.
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3.2 Untersuchung der allelspezifischen Methylierun g der H19-A1/
B1l-Repeat-Region

Die zweite untersuchte differentiell methyliertedgita wird von Primern an den Positionen -
7834-57 und -8314-37 vor dehil9 Transkriptionsstart amplifiziert. Die CpGs 1-2éden
somit in dem 400 bp grof3en B1l-Repeat und die CplG272in dem 450 bp grof3en Al-
Repeat. Die CpGs 5-9 befinden sich in der Erkensseguenz fur die Bindung des CTCF-
Proteins (CTS), deren Methylierung eine starke rffitsminderung der Protein-DNA-
Interaktion bewirkt.

In der amplifizierten Region sind 5 Einzelbasenpalmorphismen (P1-5) beschrieben
(Frevel et al., 1999b). P1 liegt 11 Basen hinten aégsten CpG des Amplifikats. Er zeigt nur
eine sehr geringe Frequenz des Cytosin-Allels, ags dP1 nur flr einen einzigen Patienten
informativ war. P2 liegt als CpG 8 in der CTCF-Bastelle und hat als zum Cytosin alterna-
tives Allel ein Thymin. Es eignet sich nicht zurefdifizierung der elterlichen Allele nach
Behandlung der DNA mit Bisulfit, da ein nicht melibytes Cytosin letztlich zu Thymin
umgewandelt wird und so nicht von dem anderen Allgerschieden werden kann. P3 ist ein
Cytosin/Adenin-Polymorphismus und liegt in der Ernkengssequenz des Restriktionsenzyms
Dral (TTTAAA) und erméglicht somit einen allelspezifischenrtf®u des Amplifikats (siehe
Kapitel 3.2.3). Es konnte bei fast der Halfte der untersuchtatireRten (47,4 %) zwei unter-
schiedliche Allele identifiziert werden. Die Freauzeder Allele von P4 (Adenin/Guanin) und
P5 (Cytosin/Guanin), die im Al Repeat liegen, iBnlich hoch, so dass die parentale
Herkunft der Amplifikate von 37 (64,9 %) der insged getesteten 57 Patienten untersucht

werden konnte.

3.2.1 Sequenzierung der DNA von Kontrollpersonen

Um BWS Patienten auf ein verdndertes Methylierungger in der A1/B1-Repeat-Region
untersuchen zu kénnen, war es zunachst notweneligldihylierung der parentalen Allele bei
Normalpersonen zu Uberprufen. Da auch hier die ddtider Amplifikate tGber die genann-
ten Polymorphismen bestimmt werden sollte, wurd®AB von Personen ausgewahlt, bei
denen ebenfalls DNA ihrer Eltern zur Verfugung dtaDie isolierten DNAs wurden der
Bisulfitbehandlung unterzogen und in einenmested PCR-Ansatz wurde ein 453 bp grol3es
B1-Al Fragment amplifiziert Abbildung 3.6). Die das Fragment begrenzenden Oligo-
nukleotide wurden dabei komplementéar zu DNA-Absttenigewéhlt, die mehrere durch die
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Bisulfitbehandlung umgewandelte Cytosine, aber &ébytosin-Guanin-Dinukleotide enthal-
ten. Die Amplifikate wurden in einen T-Vektor eiokiert, der in E.coli-Bakterien einge-
bracht und dort in Einzelklonen vermehrt wurde, smeinzelne DNA-Molekile auf die
parentale Herkunft und die CpG-Methylierung hinemstichen zu kénnen. Fur jede DNA

wurden, je nach Verteilung der parentalen Alleleiszhen 20 und 70 Einzelklone sequen-

Ziert.
6841 ttggttcgcg agggtcatcg ggggtaggac ccttgtacga gc cacatcgg gctacgtgcc
6901 tgattcaccc cagggtgeac tgttgaaggt tggggagatg ag [ NENGEGEEEICHGEGGGEcIIN
6961 ‘t ccccattctt tggatgatgg ggatctcgge ctcageg tga gacccctccc
7021 acagggtctc tggcaggctc aagagcccag gggcetcttge at agcacatg aatatttctg BS
7081 gaggcttccc cttcagtctc accacccgga tggtgcagaa tt ggttgtag ctgtggaatc
7141 ggaagtggcc gcgtggegge agtgcaggcet cacacatcac ag cccgagcc cgecccagct
7201 ggggttcgee cgcggaaacg tccegggtee cgcaagecag ge gccgcagg gttcacgggg
7261 gtcatcaggg ataggacatt catgggagcc acatcgggct at gtgtctga ttcaccccag
7321 ggtgcactat tgagggttgg ggagatgaga ggagatactt gg gggacaat gaagtgtccc
7381 cattctttgg atgatgggga tcttggectc agggtgagat cc ttcttgca gggtctctgg
7441 caggcacaga gcccgggggc tcttgcatag cacatgtgta tt tctggagg cttceccctte Bz
7501 agtctcaccg cccggatggce acagaattgg ttgtagttgt gg aatcggag gtggctgcegce
7561 ggcggcagtg caggctcaca catcacagcec tgagcccgec cca gctgggg ttcgeeegtg
7621 gaaacatccc aggtcatcca agccgggcegce cacagggttc ac aggggtcg tgaggtatag
7681 gacactcatg ggagccatat cgggetacgt gictgaticace I ceagaatg cactgtigaa
7741
7801 t
7861 GGGGCLEHNIN Bl
7921 gatggcacof aattgotigt agtigtggaa teggaagtgg o Hol
7981 ctcacacatc acagcecgag Becgeee Il
8041 cacccaagee acgcfftdfcafogticacgg ggoffatctg gga ataggac actcat
8101 gecfbaccag atcttcaggt cgggcatft ccacagecee gtg M geceddg gteacactee i
8161 gagggctica gtgtcatgge ctgggactca agtcacgectac [l ttatgtgatgatca
8221
8281 taaggacagc coccaaatce ceagectitt actgaactga ca ~=il Watigectecccagtgaacy Al
8341 actctgatct cctcagecct aagtggecag acattaacattc  tcattcaatgcaggttty
8401 aggtgctaat tcaggagett aagatgctaa agagetgggage  gecactge tgetttatte
8461 t
8581 tcgggtgtgc tccacgcetca gggatcatca cgtccggecg ge ggtagttg gcacgtggag

Abbildung 3.6: Ausschnitt der H19-A1/B1-Repeat-Region (gb|AF125183)

Die untersuchten CpGs des B1- (griin) und Al-Reqé#s) sind orange, die Einzelbasenpaar-Polymerpén
sind turkis hervorgehoben. Die Amplifikation destlfitbehandelten DNA wurde zun&achst mit Hilfe dés rote
Pfeile dargestellten Oligonukleotide durchgefiibg,folgte eine zweitengsted PCR mit den als pinke Pfeile
dargestellten Oligonukleotiden, die auch fur digumzierung der Einzelklone verwendet wurden.

Im Gegensatz zum Methylierungsmuster é®-Promotorregion konnten die A1/B1-Ampli-
fikate eindeutig als paternal methyliert oder madémunmethyliert eingeteilt werden. Diese
strenge Korrelation zeigte sich in allen untersechKontrollpersonen, wobei alle CpGs des

paternalen B1-Repeats aul3erhalb der CTS gleichemma@thyliert vorlagen. Auch die CTS
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selbst, zu der die CpGs 5-9 gerechnet werden, warsschliel3lich auf dem paternalen Allel
methyliert, da CpG 8 jedoch polymorph sein kannT(Cdiehe Kapitel 3.2), zeigte die
Sequenzierung von DNA-Amplifikaten in solchen Fallan dieser Position auch fur das
vaterliche Allel eine Thyminbase, die nicht durcmwandlung eines Cytosins entstanden
war. Die allelspezifische Methylierung war jedochir nauf die CpGs des Bl-Repeats
beschrankt, nicht aber fir die in A1l gelegenen CRGL7, die ein von der elterlichen
Herkunft unabhéngiges Methylierungsmuster zeiggseheAbbildung 3.7). Hierbei wiesen
CpG 21 und 26 haufig ein vollstandiges Fehlen dkispezifischen Methylierung auf,
wahrend fur die tbrigen CpGs des Al-Repeats eirte oaer weniger starke Hypermethylie-
rung gefunden wurde. Diese Abweichungen von eillelspezifischen Methylierung im Al-
Repeat variierten bei den untersuchten Kontrolipeea in der Position des CpGs und der
Anzahl der unspezifisch methylierten Einzelklonedhwend die CpGs des Bl-Repeats
einheitlich geméss ihrer elterlichen Herkunft mé#ry waren. Die inAbbildung 3.7 an
Position 1 der ersten maternalen Einzelklongruppegektellte Abweichung betraf aus-
schlie3lich die DNA der Kontrollperson 922-00, adladeren Kontrollen zeigten eine 100-
prozentige Allelspezifitdt der Methylierung des Répeats.
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1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
P1 P3 P4
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Abbildung 3.7: Methylierung der 27 untersuchten CpG des B1/A1-Repeats der Kontrollperson 922-00
Methylierte, nicht umgewandelte Cytosine eines Elikibns sind als blaue Kreise, nicht methylierte,Uracil
umgewandelte Cytosine sind als rote Kreise dartiieddée polymorphen Nukleotide (P1, P3-P5), die kunter-
scheidung der Allele verwendet wurden, sind fir gh¢ernalen Klone durch schwarze (GAGG), fir matkern
Klone durch griine Rechtecke (CCAC) symbolisiertig®aicht aufgefiihrt, da beide elterlichen Allele dieser
Position eine Thyminbase enthielten. CpGs die inpigentiellen CTCF-Bindestelle liegen sind gelle des
Al-Repeats sind grau hinterlegt. Jeder Strang ipaltar Herkunft entspricht einem, jeder maternatargt ent-
spricht vier identischen Einzelklonen. Das Methyliggsmuster dieser, wie auch aller anderer nicgebitdeter
Kontrollpersonen, zeigt im B1-Repeat eine strenlglspezifische Unterteilung in paternal methykennd
maternal unmethylierte Einzelklone.
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3.2.2 Sequenzierung der DNA von Patienten mit Verd acht auf BWS

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphozyten-DN@sn insgesamt 32 Patienten mit
Verdacht auf BWS bisulfitbehandelt und mittels Eilkionsequenzierung auf ihr parentales
Methylierungsmuster hin untersucht (siérabelle T3.1). Da ein moglichst breites Spektrum
phanotypischer Merkmalskombinationen vorhanden selite, wurden sowohl Patienten, die
nach den Elliott-Kriterien ein vollstdndiges BWSakkheitsbild haben, als auch Patienten
mit unvollstandiger Auspragung (maximal 2 Hauptd itebenmerkmale), oder vereinzelten
BWS-Merkmalen ausgewahlt. Vier Patienten zeigtenf fider sechs Charakteristika, unter
denen mindestens zwei der drei Hauptmerkmale veninwaren (Elliott-Kriterien, (Elliott et
al., 1994)) und siebzehn Patienten zeigten mindssteei der fiunf am haufigsten mit BWS
assoziierten Symptome (BWS-Definition nach (DeBand Tucker, 1998)).

Die Sequenzierung der Einzelklone zeigte in viemz€lllen eine einheitlich Methylierung
der CpGs des B1l-Repeats paternalen Ursprungs arfeelen dieser Methylierung bei allen
maternalen Amplifikaten, also ein Methylierungsneustwie es auch fir B1l-Repeats der
Kontroll-DNAs gefunden wurde. Zeigten sich nach 8equenzierung von 20 Einzelklonen
hiervon keine Abweichungen wurde das Methylierungsier als ,normal®, also der genomi-
schen Pragung entsprechend, eingestuft. Zeigteernad¢ Klone methylierte oder paternale
Klone unmethylierte CpGs, oder war ein parentalksl Atark unterreprasentiert, wurden bis
zu 50 weitere Einzelklone untersucht.

Es konnten vier DNAs identifiziert werden, bei dersowohl das maternale, wie auch das
paternale Allel ein Fehlen der Methylierung in depGs 1-21 aufwiesempbildung 3.8).
Dabei konnten nur vereinzelte methylierte CpGs atenschiedlichen Positionen gefunden
werden, die in den DNAs der Patienten 1524-99, A0énd 806-00 weniger als 0,8 Prozent
ausmachen3(8 a, c, . Die DNA des Patienten 568-01 zeigt ebenfalls igervereinzelte
methylierte CpGs, hier sind jedoch 2 der 29 seqeeten paternalen Einzelklone fast durch-
gehend methyliert3(8 b).

Vier weitere DNAs zeigten kleinere bis mittelstakisweichungen vom normalen allelspezi-
fischen MethylierungsmusteAbbildung 3.9), die zum Teil nur einzelne CpGs aul3erhalb der
B1-CTS betrafen, wie z.B. die Hypomethylierung @g&5s 17 bei Patient 736-03.9 d) und
des CpGs 12 bei Patient 536-39 9. Andererseits konnte auch eine generelle Hype+ od
Hypermethylierung einiger Einzelklone festgeste#rden, bei der auch die 5 CpGs der CTS
betroffen waren. Fur die DNA des Patienten 73839 ) wurde ein leicht unregelmaliges
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Methylierungsmuster gefunden, das vor allem im Barder CpGs 2 bis 9 eine Hypomethy-

lierung des paternalen Allels aufwies.
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Abbildung 3.8: Methylierung der untersuchten CpGs er B1/Al-Repeats der BWS-Patienten 1524-99 (a),
568-01 (b), 806-00 (c) und 176-00 (d)

Die Darstellung der Einzelklone entspricht deAinbildung 3.7. Potentiell polymorphe Nukleotide, die fir die
elterlichen Allele identisch waren, sind als graechtecke dargestellt. Je nach Wahl der zur Arkglifbn

verwendeten Oligonukleotide konnten 28 ¢) oder 27 CpGshy, ¢) untersucht werden. Jeder Strang entspricht
ein bis drei (x3) identischen Einzelklonen.
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Die DNA des Patienten 287-00 zeigte ein wenigaigplezifisches Methylierungsmust&rq

c) mit einer Hypermethylierung des maternalen umegreHypomethylierung des paternalen
Allels in der CTCF-Bindungssequenz, sowie einerksta Hypomethylierung der paternalen
CpGs 1 bis 4, 11 und 17. Im Gegensatz zur Methydigider inAbbildung 3.8 gezeigten vier
Patienten, die sich fast vollstandig auf CpGs désR&peats beschrénkt, sind die DNAs der
vier Patienten, die irAbbildung 3.9 dargestellt sind, jedoch Uberwiegend allelspezifisc
methyliert.
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Abbildung 3.9: Methylierung der untersuchten CpGs dr B1/Al-Repeats der BWS-Patienten 536-99 (a),
738-99 (b), 287-00 (c) und 736-01 (d)

Die Darstellung der Einzelklone entspricht deAinbildung 3.7. Potentiell polymorphe Nukleotide, die fir die
elterlichen Allele identisch waren, sind als gr&echtecke widergegeben. Jeder Strang entsprictii®idrei
(x3) identischen Einzelklonen. Auch hier sind allemethylierten CpGs als rote und alle methyliefGgmosine
als blaue Kreise dargestellt und die der CTS wugidh unterlegt.

In der Tabelle T3.1sind die Ergebnisse der Untersuchung der Al/BleReRegion mit
Angabe der jeweiligen klinischen Symptome der Pétie zusammengefasst.

Tabelle T3.1: Ubersicht der untersuchten A1/B1-Einelklonamplifikate aller Patienten-DNAs deren allel-
spezifische Methylierung ermittelt wurde.

DNAs die Abweichungen vom Methylierungsmuster dentfollpersonen zeigten sind hervorgehoben. Zuséatz-
lich sind die Anzahl der jeweils untersuchten Eikiome pro_pagrnalem und matnalem Allel und die zur
Unterscheidung der Allele informativen SNPs in Reihenfolge P1-P5 (sielfbb. 3.6-3.9 angegeben, sowie,
wenn moglich, die wichtigsten klinischen Merkmaler dPatienten aufgefuihriG{gantismus,M akroglossie,
Exomphalus und andere Bauchwanddefekte, Hgpartrophie, enale und_@nitalfehlbildungen, Hevus
Flammeus, charakteristischén@erben, postnatale Hgglykamie, k. A. = keine Angaben).

DNA Nr. | Synptone Pol yror phi snen | EK- Zahl Er gebni sse (CpGs 1-20)
Pat Vat Pat | Mat | Pat ernal Mat er nal

615-97 Ex M GHemi -A-G  {-C-C 2| 9 [ methyliert unmethyligrt

718-97 GRG --AGG |--CAC 0 13  methyliert unmethyliert

27-99 klA. | e 44 5 methyliert /|39 unme thyliert

479-99 K. A. --CA -AG-| 0 60 -- unmethyliert

427-99 MNF Hemi -CCAC | -TAGG 1 48 njethyliert unmethyliert

514-99 Ex M GHyp O -CCAC | -TAGG 3 41 njethyliert unmethyliert

536-99 | M GHyp -CC-C |-TA-G b 19 partielle Hypomethylierung ( Abb. 3.9)
643-99 Ex MO -A-G {-C-C 50 17| methyliert unmethyliert
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Fortsetzung Tabelle T3.1

DNA Nr. | Synptone Pol yror phi snen | EK- Zahl Er gebni sse (CpGs 1-20)
Pat Mat Pat | Mat | Paternal | Mat ernal
738-99 | M GO -AGG |[--TAC 15 3 partielle Hypomethylierung ( Abb. 3.9)
807-99 Ex MNF --AGG |--CAC B 54 methyliert unmethyliert
896-99 M --A-G -C-C 20 47| methyliert
1150-99 M --CAC |--AGG D 34 - unmgthyliert
1276-99 Ex MO Hemi RG --A- -+G- 0 |50 |- unmethyfiert
1524-99 | Ex G --G- --A- 48 4 beide Allele unmethyliert ( Abb. 3.8)
176-00 | M G --A- 4+G- 4 |69 beide Allele unmethyliert ( Abb. 3.8)
177-00 rjorm -QCAC -TAGG 6| 14 | methyliert unmethyli ert
178-00 rform -dqc-C  -TA-G 2 |18 |methylfert unmethyli ert
287-00 | EX M GONFRG | --A-G -C-C 8| 22 partielle Hypomethylierung ( Abb. 3.9)
312-00 | Ex GO -CCAC [-TAGG [0 24 - unrpethyliert
806- 00 | G Hyp RG --AGG |--CAC 18 3D beide Allele unmethyliert ( Abb. 3.8)
908-00 K. A. -TAGG -CCAC 0 (22 - unmethyljert
1074-00 | GOrg -AGG |--CAC B 24 methyliert unmethyliert
13-01 Ex M GO --A-  -+G- 2 |17 |methyljert unmethylieft
307-01 Ex MG --AGG |--CAC B 43 methyliert unmethyliert
568-01 | M GRG --AGG |[--CAC 29 1D beide Allele unmethyliert ( Abb. 3.8)
736-01 | GONF --A-G -C-C 20 48 partielle Hypomethylierung ( Abb. 3.9)
807-01 ¢ -QCAC -TAGG 7| 61 | meth}liert unmethylipr t
888-01 K. A. -CGgC -TA-G 9 41  methylieft unmethyl iert
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3.3 Untersuchung der KvDMR

Neben der mitH19 assoziierten DMR ist eine zweite Region bekaneteth allelspezifisches
Methylierungsmuster zeigt und mit Kandidatengenerdhs Beckwith-Wiedemann-Syndrom
gekoppelt ist. Es handelt sich um die dé@NQ1OT1Gen benachbarte CpG-Insel, die auch
als KvDMR bezeichnet wird, in der sich eine Scletdtiie fir das Restriktionsenzym Notl
befindet. Die Methylierung dieser Schnittstelledi sich ausschlie3lich auf dem miutter-
lichen Chromosom und der Verlust dieser allelsjpgzien Methylierung konnte als haufiges
Ereignis bei Beckwith-Wiedemann-Patienten idengfizwerden (Bliek et al., 2001; DeBaun
et al., 2002; Engel et al., 2000; Gaston et al012Qee et al., 1999; Smilinich et al., 1999).
Um die KvDMR in Patienten, deren differentiell mgtarte H19-B1-Repeatregion mit Hilfe
der Bisulfitbehandlung und anschlieRender Einzekdémuenzierung untersucht werden
sollte, ebenfalls mit dieser Technik analysiererkédnnen, wurde ein die Notl-Schnittstelle
umgebender DNA-Abschnitt auf die Existenz von Einakleotid-Polymorphismen hin
untersucht (siehabbildung 3.10).

66721 agggcgggcc cggccgggceg ctggcaggceg cggggcegecce t cggcgctgc cctttgccag
66781 gtgggtggce tggcatgtee cggecaccee tgecactcac ¢ | ccctgaggt cccaagtect |
66841 *gag cggcagacac gggtgttcca ggcacagc“l
66901 gatccectge atggaccege tgllgaggggg gaaaacgectc M c@ycacccf gtgccacgoll
66961 ggtggagacc ttgcccgggtlicgaggatly ctgcafbgge gcc | M MooBboag gggcetggtet
67021 clggcdlogce ctggacgec@lacaggectec acaccgaggg ¢ i ccacagcag tgtcgdligtg
67081 cggeegetgt cctcacgcgglicBecceggg gtgflfgaaca ¢ atcacflcag agaactggce
67141 clitgtctcc getcaccecdlgcgdigecaa cgetgBloget ggegetggeclbeggece cly
67201 gtggtgctca gggacgacdh olbggggcag ggagggecgge gg M cthC_
67261 cajccagtgelcteatgegaelyctggaccey ctgggecaat ¢ tgagccegg gtggcatcaa
67321 aaccagactc tttcggccaa tgacaggaca cggcacatca c tttccgcac ccagccaatc
67381 cgtgcagcag cccgecgeaa gecttceect getgeegece a atcagcagg tggggggcgg
67441 tcgccacgte ggcageggeg ggggeagteg gagegetgec g cagtctcca ggcagaacgg
67501 tcgecegegte gectcagecac ggacctcc_cg
67561 cccctcageg cgattctgec ggggtgectce tcagegtggt cc tcceceggg getectcage

Abbildung 3.10: Untersuchung der Methylierung derKCNQ1OT1 assoziierten DMR

Die Lage der zur Amplifikation verwendeten Oligotedtide wird durch die farbigen Pfeile dargestdlitoF/R
= rot, LitiF/R = rosa. Der gefundene Adenin/GuaRiolymorphismus ist turkis, potentiell methyliertgt@sin-
basen sind dunkelgriin und die fur Restriktionsas®lyverwendete Notl-Schnittstelle ist hellgrin begeho-
ben.

Die in einer pested-PCR verwendeten Oligonukleotidpaare umspanntedast ein 738 bp
grof3es Fragment, das als Vorlage fur die Amplifd@atines 404 bp grofRen Fragments mit
38 CpGs eingesetzt wurde.
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Es konnte zwischen den CpGs 26 und 27 an PosiiiBrd2s Amplifikats ein Guanin/Adenin-
Polymorphismus gefunden werden, der in der DNAE&rn von sieben Kontrollpersonen
heterozygot gefunden wurde. Die Kontrollpersondbstevaren jedoch alle homozygot, so
dass eine Bestimmung der elterlichen Herkunft megtigr und unmethylierter Allele fur sie
nicht moéglich war. Daher wurden zwei fir den Polyptosmus biallelische DNAs von
Eltern der Kontrollpersonen fir die Bisulfitbehamal ausgewahlt. Damit war zwar keine
parentale Zuordnung, aber eine Unterscheidung teleAndglich.

Abbildung 3.11zeigt das exemplarische Ergebnis der Einzelklorsezjarung der bisulfit-
behandelten DNA 844-00. Das Methylierungsmusterbistauf wenige Ausnahmen allel-
spezifisch: die Einzelklone, an deren polymorphesifiton sich ein Adenin befindet, enthiel-
ten mit Ausnahme eines fast vollstandig unmethtgreiKlons nahezu ausschlief3lich methy-
lierte CpGs, wéahrend alle Klone mit einer Guanimbas dieser Position nur unmethylierte
CpGs aufwiesen, inklusive der gelb hervorgehobéyg@s 20 und 21 der Notl-Schnittstelle.
Nur das Cytosin an Position 7 zeigt in der hieretsuchten DNA eine leichte Tendenz zur

Hypomethylierung.
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Abbildung 3.11: Allelspezifisches Methylierungsmustr der KvDMR der Kontrollperson 844-00

Die Darstellung der Einzelklone entspricht der débildung 3.7. Gelb unterlegt sind hier die beiden in der
Notl-Schnittstelle gelegenen CpGs 20 und 21. Dieélklone sind mit Hilfe des schwarz/griin markier8\NPs
zwischen den CpGs 26 und 27 der parentalen Herlaméprechend gruppiert, eine Zuordnung der Aliede
aufgrund des Fehlens der elterlichen DNA nicht nobgl
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3.4 Untersuchung der Methylierung der BWS-assoziie  rten DMRs
mit Hilfe der Echtzeit-PCR

3.4.1 Echtzeit-PCR und Schmelzpunktbestimmung des H19-B1-Repeats

Die Untersuchung der CTS im Bl-Repeat durch Segeremy der Einzelklonamplifikate
erlaubt eine sehr differenzierte und allelspezifeis@ussage Uber das Methylierungsmuster
dieser Region, ist jedoch auch sehr zeit- und kastievendig. Fur eine schnelle und routine-
maliig durchfihrbare Diagnostik sollte daher eiterahtive Technik zur Untersuchung der
allelspezifischen Methylierung etabliert werden.

Werden doppelstrangige DNA-Molekile mit zunehmendemperatur graduell erhitzt,
schmelzen sie in mehreren Schritten in einzelneacAhitten auf. Die Schmelztemperatur
hangt dabei von der Nukleotidsequenz und vor allem GC-Gehalt der Fragmente ab, so
dass AT-reiche Abschnitte zuerst aufschmelzen. Da&hddie Behandlung der DNA mit
Bisulfit unmethylierte Cytosinbasen in Uracilbaseamgewandelt werden, die in der darauf
folgenden PCR durch Thyminbasen ersetzt werderersoiteiden sich die Allele je nach
Grad der Methylierung in ihrem GC-Gehalt und daauth in ihrer thermischen Stabilitat.
Bei der Amplifikation bisulfitbehandelter DNA untefugabe eines doppelstrangige DNA
bindenden Fluoreszenzfarbstoffs (SYBR Green) urstldiel3ender Messung der Abnahme
der Fluoreszenzintensitat beim Aufschmelzen der P@Rlukte kdnnen methylierte und
unmethylierte Fragmente daher anhand ihres ungei@&C-Gehalts unterschieden werden.
Das B1-Repeat enthalt 24 allelspezifisch meth@i€@pGs, die einen sehr deutlichen Unter-
schied im GC-Gehalt ergeben. Die gewahlte Sequeiezein Amplifikat von 287 Basen-
paaren ergibt, enthalt 19 potentiell methylierteGSpund drei Sequenzpolymorphismen, die
den GC-Gehalt beeinflussen konnten. Zur Ermittlgeg spezifischen Schmelzpunkte der
methylierten und unmethylierten Allele wurde fle dhmplifikation DNA aus Einzelklonen
mit bekanntem Methylierungsmuster verwendet. Hienzwde das zu untersuchende Frag-
ment bisulfitbehandelter DNA eines BWS-Patientert alielspezifischem Methylierungs-
muster mit der gleichen Primerpaarkombination (BisB1-(20/21)R) amplifiziert, wie sie
auch bei der Real-timé PCR gewahlt werden sollten. Das Produkt wurdechlies3end in
einen T-Vektor einkloniert, vereinzelte Klone seogiert und jeweils zwei vollstandig
methylierte und unmethylierte Klone ausgewahlt. Badistandig methylierten Einzelklone
mit einem GC-Gehalt von 40,4 % zeigten ein Schmelkpmaximum bei 81,8 °C, wahrend
die Produkte mit vollstandig unmethylierten Einzetlen mit einem GC-Gehalt von 33,8 %
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bei 79,0 °C aufschmolzei\pbildung 3.12). Diese Differenz von 2,8 °C erlaubt eine genaue
Unterscheidung der Allele nach ihrem Methylierungsigund damit eine Untersuchung der

DNA von BWS-Patienten auf Hyper- oder Hypomethyliey desH19-B1-Repeats.
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Abbildung 3.12: Amplifikation eines 287 bp grof3enH19-B1-Fragments unter Einbau von SYBR-Green
und Darstellung der allelabhé@ngigen Schmelztemperaten

Es wurden die DNAs von zwei methylierten und zwainethylierten Einzelklonen (EK1, EK2) in insgesa#1@t
Zyklen amplifiziert und die Fluoreszenzintensit&sdeingebauten SYBR-Greens nach jeder Elongatiassph
gemessen (oben links). In den Negativkontrollendeuteine DNA eingesetzt. Anschlie3end wurde diésEte
zung des Fluoreszenzfarbstoffs beim graduellen dkufelzen der Produkte anhand der Verringerung der
Fluoreszenzintensitdt gemessen (oben rechts). UmzZegpunkt des Aufschmelzens als Zeitpunkt gréR3ter
SYBR-Green-Freisetzung darzustellen, wurde die Mdggung der gemessenen Fluoreszenzintensitat er Rel
tion zur Temperatur gesetzt (unten). Der speziésShhmelzpunkt der PCR-Produkte wird in der gragbies
Darstellung als Kurvenpeak wiedergegeben. Er ucheidet sich fir die methylierten Einzelklone (hell
dunkelblaue Kurven) um 2,8 °C von dem der unmesitgin Einzelklone (rot, orange Kurven).
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3.4.2 Echtzeit-Amplifikation der KvDMR

In der differentiell methylierten Region vor deR€CNQ1OT1Gen sollte ein 404 bp grol3es
Fragment untersucht werden (LitiF-LitiR-Amplifikatdessen allelspezifische Schmelzpunkte
durch 38 potentiell methylierte CpGs und einen Gua&aenin-Polymorphismus bestimmt
werden. Wie fur dieH19-B1-Region sollte der Unterschied der Schmelzteatpesn der
methylierten und unmethylierten Allele zun&chst hiife charakterisierter Einzelklon-DNA
ermittelt werden. Die in jeweils zwei unterschiedkn Verdinnungen eingesetzten Frag-
mente zeigten ein Aufschmelzen mit einem einzelWEximum bei jeweils spezifischen
TemperaturenAbbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Amplifikation eines 404 bp groRen KDMR-Fragments unter Einbau von SYBR-Green
und Darstellung der allelabh&ngigen Schmelztemperaten

Die Amplifikation der zwei methylierten und unmelieyten Einzelklon- (EK1- und EK2-) DNAs wird durch
die zunehmende Fluoreszenzabgabe des eingelagBi&R-Greens angezeigt (oben links) (siehe auch
Abbildung 3.12). Die Kurven der Einzelklone 2 steigen spaterdanjeweils die Konzentration der eingesetzten
DNA-Menge um den Faktor 100 geringer war als dieElazelklone 1. Dies hatte jedoch keine Auswirkeimg
auf das Schmelzverhalten der Amplifikate, dass hiudie abnehmende Fluoreszenzintensitat bei steggend
Temperatur angezeigt werden kann (oben rechtsyintieren Teil der Abbildung wurden die Veréanderunden
SYBR-Green-Freisetzung gegen die jeweilige Schreelperatur aufgetragen. Die spezifische
Schmelztemperatur der methylierten Einzelklone WwdAr °C hdher als die der unmethylierten Einzelklone
(unten).
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Da im Gegensatz zur Einzelklonsequenzierung bei Sidrmelzpunktanalyse die beiden
parentalen Allele gleichzeitig analysiert werdenss®n, sollte getestet werden, ob auch bei
ungleichen Einsatzmengenverhaltnissen methyliemer unmethylierter DNA eine Darstel-
lung beider Allele mit unterschiedlichen Schmelzgen moglich ist. Hierzu wurden voll-
standig unmethylierte und methylierte Einzelklon&¥Nin Verhéaltnissen zwischen 1:1 und
1:20 gemischt und amplifiziert. Eine Amplifikatiobeider Allele war moglich und die
Darstellung des Schmelzpunktes des unterrepragenti@llels war bis zu einem Verhaltnis
von 1:10 noch erkennbar, lag jedoch nur wenig idemn HintergrundniveauApbildung
3.14. Um beide Allele analysieren zu konnen, sollte Warhaltnis der beiden gleichzeitig zu
amplifizierenden Allele daher nicht einen 5- biga6hen Uberschuss eines Allels tiberschrei-

ten.
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Abbildung 3.14: Gemeinsame Amplifikation methylierter und unmethylierter Einzelklon-DNA

Die graphische Darstellung der Schmelzpunkte migthigl und unmethylierter Einzelklon-PCR-Produkéggy
die charakteristischen Kurvenpeaks bei 87,6 °C8®%8 °C (siehe aucAbbildung 3.13). Als PCR-templaté
(gleichbleibender Gesamteinsatzmenge) wurde eirselMing der Einzelklon-DNAs eingesetzt: das denedinz
nen Graphen zugrundeliegende Verhdltnis unmetigtieDNA (1xU bis 20xU) zu dem methylierter DNA
(1xM) ist in der Legende angegeben. In der PCR Wdwde ausschliellich unmethylierte Einzelklon-DNA
amplifiziert.
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3.5 Isolierung und Charakterisierung des murinen Trpm5-Gens

Der distale Abschnitt des murinen Chromosoms diistevolutionar homologe Region der
humanen Chromosomenbande 11p15.5. Das hum&M5Gen lokalisiert am distalen

Rand eines Clusters imprinteter Gene und wurderdalifeseine allelspezifische Expression
hin untersucht. Das Expressionsmuster des Gensomoatielischen Mensch-Nager-Zell-

hybriden, bei denen entweder nur das vaterliche ndedas mutterliche Chromosom 11 im
Genom vorhanden ist, deutet auf eine Inaktivierdeag mutterlichen Allels durch genomi-
sches Imprinting hin (Prawitt et al., 2000). Da dagprintingmuster vieler monoallelisch

exprimierter Gene sehr haufig im humanen und muari@eganismus gleich ist, sollte das
murine orthologeTrpm5Gen identifiziert und charakterisiert werden, w®&n Imprinting-

status detailliert untersucht werden.

3.5.1 Chromosomale Lokalisation des murinen  Trpm5-Gens

Mit Hilfe der Primer E15F und E16R des humadd&dPM5Gens konnte ein 922 bp grolRes
Fragment des murinen PAC Klons 112010 amplifiaietden. Dieser PAC-Klon wurde von
Dao und Mitarbeitern in einen Contig eingeordnet; die der BWSCR1 orthologe murine
Region des distalen Chromosoms 7 Uberspannt (Dab, €t999). Das humaneRPM5Gen
wird distal von den Gene@D81 und TSSC4und proximal von KCNQL1 flankiert (Prawitt et
al.,, 2000). Unter Verwendung des PAC Klons 112019 RCR-template" konnten
genomische Fragmente der murir@i81 und KcnglGene amplifiziert und dabrpm5Gen
zwischen ihnen lokalisiert werden (nicht abgebijld&ie Syntanie dieses Chromosomen-
abschnitts ist also zwischen Mensch und Maus evatubhalten geblieben.

3.5.2 Ermittlung der cDNA-Sequenz und der Exon-Int  ron Struktur des

murinen Trpm5-Gens

Der murine PAC Klon 112010 wurde durch Nebulisigrisequenzunabhangig in 800 bis
1400 bp grof3e Uberlappende Fragmente zerlegtodiers genomischen Lokus des murinen
Trpm5Gens Uberspannten. Die Fragmente wurden in eiBérepcript-Vektor einligiert, in
E.coli-Bakterien kloniert und im 96 Lochformat ang#net auf Nylon-Filter Ubertragen. Da
mit Hilfe der fir das humane orthologe Gen erntgtelExonsequenzen die erwartungsgemaln

sehr ahnlichen murinen Exons identifiziert werdetiten, wurden die Filter mit radioaktiv
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markierten Sonden hybridisiert, die die ersten 2w.detzten 9 Exons der humanéRPM5
cDNA enthielten. Die einklonierte DNA der Kulturedige ein Hybridisierungssignal zeigten,
wurden unter Verwendung der vektorspezifischen Ntiger sequenziert, mit der Basenab-
folge der humanen Exons verglichen und eine ersterdaung der identifizierten genomi-
schen Fragmente ermoglicht. Die so ermittelten 8egen stammten aus den Exons 2, 6, 8,
15, 16, 19 und 21, sowie der benachbarten IntroADMusgehend von diesen Sequenz-
informationen konnte zum einen durch Amplifikativers transkribierter muriner mRNA,
die aus postnataler und adulter Milz und Leberiesbwurde, mit Primern, deren Sequenz
sich aufgrund der Position der entsprechenden hem8asenabfolge iirpm5Exonberei-
chen befanden, die weiteren zwischen den iderditizin Abschnitten liegenden Exons identi-
fiziert werden. Zum anderen konnte mit zunehmek@emtnis der mMRNA-Sequenz auch die
genomische DNA-Sequenz des Trpm5-Gens durch sukeessplifikation des PAC-Klons
112010 ermittelt werdenApbildung 3.15) und die Exon-Intron-Grenzen durch Vergleich
der cDNA- und genomischen DNA-Sequenzen festgesteliden Abbildung 3.16).

Eine Amplifikation der 5°- und 3"-Enden d@&spm5-Transkripts Uber RACE-PCR ermdg-
lichte die Identifizierung des Exons 1, das demslationsstart enthalt, sowie eines zusatzli-
chen untranslatierten 5°-Exons (ul) und weiterer 8r-Exons (Exon 22-24) inklusive eines
mindestens 163 bp grol3en 3-UTRs. Die insgesamix@iddes inklusive der untranslatierten
Bereiche 3727 bp grofen Gesamttranskripts variigreder Lange von 65 bp (Exon 5) bis
339 bp (Exon 9)Abbildung 3.15) und werden auf einem 22455 bp grol3en genomischen
Abschnitt durch Introns der Grél3en 65 bis 4947 é&pegnt. Alle Exon-Intron Grenzen folgen
der AG-GT Regel fir das Spleiien von mRNAs mit Aalsne der Splei3-Donor Sequenz
des Exons 22, die wie die der humanen Sequenaéitiaa Exon folgendes GC-Dinukleotid
enthalt Abbildung 3.16).

3.5.3 Analyse der Trpm5-Expression

Die Expression defrpm5RNA konnte durch Amplifikation der cDNA aus murm&ewe-
ben, die aufgrund der bekannten Expression des memarthologen Gens ausgewahlt
wurden, fur diese Organe nachgewiesen werden. WrEdpressionsmuster und die Grol3e
desTrpm5-Transkripts festzustellen, wurde eine Northern-Blgbridisierung mit einem die
Exons 21 bis 24 enthaltenden RT-PCR Produkt alsi&ond einem Adult-multiple-mouse-
tissue-Northern-bldt (Clontech), mit der RNA aus adultem murinem He@&ehirn, Milz,
Lunge, Leber, Skelettmuskel, Nieren und Hoden, luyeihrt.
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* *
AAGLATCACLGALLUAALAGLLC | GAL 1UAA CALLULAGICLICATOLAL TUCLAAGLLUAL I GAL | GL

.
[ 194 | 116G e | GAGUCACC
1 ATGCAAACAACCCAGAGCTCCTGCCCCGGCAGCCCCCCAGATACTGAGBAIRRIIICATCCTATGCAGGGGAGAGATCAACTTCGGAGGGTCTG 100
1 MQTTQSSCPGSPPDTEDGMWETPILCRGETLITNTFTGGS G
101 GGAAGAAGCGAGGCAAGTTTGTGAAGGTGCCAAGCAGTGTEEUUGTGCTTTITGAACTCCTGCTCACCGAGTGGCACCTGCCAGCCTCED
35 KKRGEKPFE VKV PSSVAPSVLFETLTLTLTEWHLTPAPNL
201 GGTGGTGTCCCTGGTGGGTGAGGAACGACC'I'I'TGGCTATGA‘A‘RECTTCGGGATGTCCTGCGCAAGGGGCTGGTGAAAGCAGCTE%GIGGIKE
68 V VS LV GETERPLAMKSWLRDVLT REKGLVEKAAQST

301 GCCTGGATCCTGACCAGTGCCCTCCACGTGGGCCTGGCCEITGSACAAGCTGTACGTGATCACTCTCTGGCTAGCACATCCACCRAGATDD
00 AWI L TSALHYVGLARHYVYGQAVRDHSLASTSTKI RV
401 TAGTGGCCATCGGAATGGCCTCTCTGGATCGAATCCTTCAGG(EHU?CTAGATGGTGTCCACCA/%AGGAGGATACTCCCATCCACTJ)KMCFKBO
135 V Al GMASLDRILHAHRQLLDGVHQQK DT PI HY P AD
501 TGAGGGCAACATTCAGGGACCCCTCTGCCCCCTGGACAGMPITIACTTCATCCTTGTGGAGTCAGGCGCCCTTGGGAGTGGGAACEACIES
168 E GNI QGPTLTCPLDSNLTGSHEFILVESG GALGSGNDTG.L

601 ACAGAGCTGCAGCTGAGCCTGGAGAAGCACATCTCTCAGCAGM;GTTATG(é;GGCACCAGCTGCATCCAGATACCTGTCC'I'I’TGGWBTTOD
2000 T EL QL SLETKHI SQQRTGY G TsCcl QI PV LCLLVN
701 ATGGTGACCCCAACACCCTAGéGAGGATTTCCAGGGCAGTSGQGIBCCCCATGGCTGATCCTGGCAGGTTCTGGTGGCATTGC'I‘IM[GW
235 G D P N T L E I SRAVEQAAPWLILAGSGGI ADVLA
801 TGCCCTGGTGAGCCAGCCTCATCTCCTGGTGCCCCAGGTGRANGBAGTTCAGAGAGAAATTCCCCAGCGAGTGTTTCTCTTGGGREGECIID
268 ALV SQPHLTLVPQVAET KQFT RETKTFPGSETCFSWEATI V

901 CACTGGACAGAGCTETTACAGAACATTGCTGCACACCCCCMCPGAGTATATGACTTCGAGCAGGAGGGTTCGGAGGACCTGGAKTMZI'GMD
301 H W T E L QNI AAHPHLLTVYDFEQEGSEDTLTODTVI L
1001 TCAAGGCACTTGTGAAAGCCTGCAAGAGCCACAGCCAAGANGIIITACCTAGATGAGCTCAAGTTAGCAGTGGCCTGGGATCGCHTRGADI0
3 KALVEKACKS SHSOQEAQQDYT LDETLTEKLAVAWDRUVYDI A
1101 CAAGAGTGAAATCTFCAATGGGGACGTGGAATG'%AAGTCCG‘G]T(BAAAGAGGTGATGACAGATGCCCTCGTGAGCAACAAGCCTGKEG'GTHDO
38 K S E |1 F NGDVE WK CDLEEVMTDALVYVSNTKTPTDTFVR
1201 CTCTTTGTGGACAGCGGTGCTGACATGGCCGAGTTCTTGAGGEEGGCTGCAGCAGCTTTACCATTCTGTGTCCCCCAAGAGCC TRIONTTIBDO
01 L FVDSGADMAETFLTYGRLQQLYHSVSPKSLLFEHTL
1301 TGCTGCAGCGTAAGCATGAGGAGGGTAGGCTGACACTGGTGGGTGCCCAGCAGGCTCGGGAGCTGCCCATTGGTCTGCCTGCTITATORD
35 L ORKHEEGRTLTLAGL GAQQARETLTPI GL PAFSLH
1401 CGAGGTCTCCCGCGTACTCAAAGACTI’CCTGCATGACGCCIT(BECGFCTACCAGGACGGGCGCAGGAEGGAGGAGAGAGGGCCKHEJ@AKSO(B
468 EV S RV L KDF L HDACRGTFTYQDGRTRME RGPPIKTPRP
1501 GCAGGCCAGAAGTGGCTGCCAGACCTCAGTAGGAAGAGTGEABBGAGGGACCTGTTCCTCTGGGCTGTGCTGCAGAATCGTTAFGAGAIBBO
501 A G QKWL PDLGSRKSEPDPWRTDLTFLWAVLE QNTRYEMAT
1601 CATACTTCTGGGCCATGGGCCGGGAGGGTGTGGCTGCTGCTGTUGEGCAAGATCATAAAGGAAATGTCCCACCTGGAGAAAGAGBEBGAGGD
535 Y F WA MGREGVAAALA AACKIT I KEMSTHLTETKTEATEV A
1701 CCGCACCATGCGTGAGGCCAAGTATGAGCAGCTGGSCCTCEGM’[IIAGAGTGCTACGGCAACAGTGAGGACCGTGCCTTTGCCGIGGIGIBDO
568 R T M R E A K Y E QL AL L FSECYGNSTEDRATFATLTLNVR
1801 AGGAACCACAGCTGGAGCAGGACCACGTGCCTGCACCTGGARBECTGATGCCAAGGCCTTCTTTGCCCATGACGGTETGCAAGGROTACINR0
601 R N HS WS RTTTCLTHLATTEA ADATEKATFTFAHDTGVY Q®BWFLTK
1901 AGATCTGGTGGGGAGACATGGCCACAGGCACACCCATCCTACBGEGTGCCTTCACCTGCCCAGCCCTCATCTACACAAACCTCATRIERU00
635 | WWGDMATGTPI LRLLGAFTCPALIYTNLI SFS
2001 TGAGGATGCCCCGCAGAGGATGGACCTAGAAGATCTGCABGAGEGCTTGGATATGGAAAAGAGCTTCCTATGCAGCCGGGE TGREARAZID0
668 E DA P QR MDLEDL QETPDSLDMETEKSTFLT CSRGGEGA Q'L E

2101 AAGCTAACAGAGGCACCAAGGGCTCCAGGCGATCTAGGCGCAGEETTCCTGCTCACAAGGTGGAGGAAGTTCTGGGGCGCTCGIGIGAZID
700 K L TEAPRAPGDTLGPO QAAFLLTRWREKTFWGATPVTVF
2201 TCCTGGGGAATGTGGTCATGTACTTCGCATTCCTCTTCCTERIDN GTCCTGCTGGTGGACTTCAGGCCACCACCCCAGGGGCCGUGRGEZ0
7% LGNV VMY FAFLTFLFTYVLLVDFRPPPO QGEPTSSGSE
2301 GGTTACCCTCTA‘I‘I’TCTGGGTGTTCACACTGGTGCTGGAGGM/\?GGCTI’CTTCACAGATGAGGACACGCACCTGGTGAAGA’EA‘E’QAGD
768 VT L Y F WV F T LV LETETIL RQ FFTDEDTH HLTVEKTEKFTL
2401 TATGTGGAAGACAACTGGAACAAGTGTGACATGGTGGCCATUBTTCATTGTGGGAGTCACCTGTAGAATGGTGCCCTCGGTGTTREABGLZE0
801 Y VEDNWNEKT CDMVYATI FLFI VGV T CRMVPSVFTEHAGTR
2501 GGACCGTTCTGGCCATTGACTTCATGGTGTTCACACTTCGGCTBEATCTTTGCTATTCACAAGCAGTTGGGTCCTAAGATCATCARBETAGE00
8% T VLAIDFMVFTLRLIHI FAIT HKQLGPEKTI T 1 VER
2601 AATG/{'\;GAAGGATGTCTTC'I‘I‘I’TTCCTCTTCTTCCTGAGCGBCHG’GTGGCCTATGGTGTGACCACTCAGGCCCTGCTGCATCCCCGGGNZ}CD
868 M KDVFFFLFFLSVWLVAYGVTTO QALTLTHTPTHTDTGR
2701 TTGGAGTGGATTTTCCGCCGTGTGCTATACAGGCCTTACCRECAGIGGGCAAATCCCTCTGGATGAAATTIGATGAGGCTCGTGTGRACTEE00
901 L EWI FRRVLYRPYLQI FGQI PLDEI DEARVNTECSL
2801 TTCACCCTCTGCTGCTGGAAAGCTCGGCTTCCTGCCCTAARCBELAACTGGCTGGTCATTCTCCTGCTGGTTACCTTCCTGCTTGIRGRC PA00
9385 HPLLLESSASCPNLYANWLVILLLVTFLLVTNV
2901 GCTGCTCATGAACCTTCTGATCGCCATGTTICAGCTACACATIGTAGTGCAAGGCAATGCAGACATGTTCTGGAAGTTTCAACGCTBATAGDU0
%8 L L MNLLI AMFS'YTFQVVQGNADMFWEKETG QRYHTL.I

3001 GTTGAATACCATGGAAGACCAGCTCTGGCCCCGCCCTTCATOCAGCCACCTGAGCCTGGTGCTCAAGCAGGTCTTCAGGAAGGAXGECEIAG
101 VEY HGRPALAPPFI LLGSHLSLVLEKQVFRTEKTEA AR QHK
3101 AGCGACAACATCTGGAGAGAGACTTGCCTGACCCCTTGGATIEATTACCTGGGAAACGGTTCAAAAGGAGAACTTCCTGAGTAGRATGEO
1033 RQHLFERDLPDPLDQKTI I TWETVQKENTFLSTME K
3201 ACGGAGGAGGGACAGCGAGGGGGAGGTGCTGAGGAAAACBGBBTISGACTTGATTGCCAAATACATCGGGGGGCTGAGAGAG GRGIBR00
168 R R RD S E GEVLRKTAHRVDLIAKYIGGLTRETQ QETKR

3301 ATCAAGTGTCTGGAATCACAGGCCAACTACTGTATGCTCCWU‘[ETATGACGGATACACTGGCTCCAGGAGGCACC;‘ACTCAAGMCTCNBO
1101 | K CLESQANYCMLTLLSSMTDTLAPGGT VY S SQ N C
3401 GTGGTTGCAGGAGTCAGCCAGCCTCTGCTAGAGACAGGGABEAGTCTGGCTTGCCACCCTCTGACACCTGAAATGGAGAAACCATAEGEEN0
113 G C R S QP A S ARDRETYTLTESGLZPPSDT .

3501 AGCCCCAGACCTGGCCACATCGAGTTTTTGGGGCACATCAMOCTITACTCCCAGCAGCCCCAAGAAATGGTCTTCAAGGCCTTGCIACRGATO
3601 TCTTGGACATCCCTTCCTAAGAGAATGAAACTCATGTCAG

Abbildung 3.15: cDNA-Sequenz und vorhergesagte Amosauresequenz desrpm5-Gens

Die Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1991; Kozakpi8€nin Fettdruck dargestellt, die Zusammensetzung
des Transkripts aus den einzelnen Exons (siehe Abbiddung 3.16) ist durch die unterbrochenen vertikalen
Striche angedeutet und zwei in der 5-UTR in Vagkming des Leserahmens gelegene Stop-Kodons stnd mi
einem Stern markiert. Die im Ein-Buchstaben-Codgegebenen Aminosauren sind unter der ersten Base de
jeweils kodierenden Tripletts angeordnet.
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Exonléange Intronlange

Exon Nr . Intron(3'-Ende) Exon(5'-Ende) Exon(3'-Ende) Intron( 5'-Ende) (bp) (bp)
Exon ul XXXXXXXX xx AAGCATCACG TGCCTGACTG gt aagtagct 77 4947
Exon 1 tgtttcac ag GAAAGCCACC GCGAGGCAAG@t aggggcaa 127 400
Exon 2 taccctge ag TTTGTGAAGG CAGAGCACAGgt aaggctgg 181 1037
Exon 3 ccteccat ag GTGCCTGGAT CCACCAAAAGgt tagtgaca 173 658
Exon 4 cttggcac ag GAGGATACTC GGTTATGGGGgt aaggcttg 187 1335
Exon 5 ctgcccac ag GCACCAGCTG CACCCTAGAGyt aagggcag 65 146

Exon 6 ccteecece ag AGGATTTCCA GACAGAGCTGgt atgtgctg 192 259
Exon 7 ctggtctt ag TTACAGAACA CTTGTGAAAG gt gagccaag 103 1219
Exon 8 ccacccac ag CCTGCAAGAG GGAATGGAAGgt gctcteece 119 356
Exon 9 gtgaatcc ag TCCTGTGACT CAGGATGGAG gt gagtagag 339 65

Exon 10 tgttctge ag GAGAGAGGGC CTGGGCCATG@Gt gagcagcc 141 108
Exon 11 catcttcc ag GGCCGGGAGG CTGGCCCTG@t gagtcaca 124 392
Exon 12 ttgtttac ag ATCTTTTCTC CGGTGTGCAA gt aagtagtt 146 675
Exon 13 tttattcc ag GCATTCCTGA TCTCCTTCAG gt aggtggac 113 150
Exon 14 tgtgttgc ag TGAGGATGCC GGGGTGGCCAt aaggagta 93 341

Exon 15 actcacac ag ATTGGAGAAG AATCCGACAGgt cagtggcc 259 601
Exon 16 cctetgee ag GGCTTCTTCA TCACCTGTAG gt atgtgggc 119 162
Exon 17 cccetctee ag AATGGTGCCC AGAGCGAATGgt gggtcctt 133 634
Exon 18 cccetetge ag ATGAAGGATG GAAATTGATG gt ttgtgctg 175 2645
Exon 19 tgccttac ag AGGCTCGTGT CCATGTTCAGgt accctect 154 889
Exon 20 tgtcctgt ag CTACACATTC CAACATCTGG gt gaggcccc 182 320
Exon 21 acattgcc ag AGAGAGACTT CGGCACACAGgt ggggcagc 133 734
Exon 22 ctttctac ag AGTGGACTTG GGAATCACAG gcaagctagc 73 364

Exon 23 ctetetce ag GCCAACTACT ACCTACTCAA gt aagtatgg 67 294

Exon 24 ttgctece ag GCTCTCAGAA CTCATGTCAG XXXXXXXXXX 252

Abbildung 3.16: Exon-Intron-Grenzen des murinenTrpm5-Gens

Es konnten 25 Exons identifiziert werden: Exon e$tbht ausschlieR3lich aus 5-UTR, das fur den Tatoss-
start kodierende Basentriplett liegt in Exon 1. BEx® enthalt das Ende des offenen Leserahmens emd d
bekannten Teil der 3"-UTR. Exonsequenzen sind wi3Grintronsequenzen in Kleinbuchstaben angegdbien.
Splei3-Donor- und -Akzeptor-Sequenzen sind in et wiedergegeben und entsprechen denen des homane
orthologen Gens.

Ein Transkript mit einer ungefahren Gréf3e von 4pdkibnnte vor allem fur Leber, Herz,
Gehirn, Nieren und Hoden nachgewiesen werden. Sgtwache Signale wurden fur Milz
und Lunge gefunden (sietfbbildung 3.17). In RT-PCR Experimenten mit RNA-Prépara-
tionen aus zwanzig verschiedenen Geweben und setéischiedlichen Zeitpunkten der pra-
und postnatalen murinen Entwicklung wurde die Eggi@n vonTrpm5 wie sie mit Hilfe des
Northern-Blots festgestellt wurde, in diesen Gewebestétigt und zusatzlich fir die adulten
Organe Haut, Augen, Magen, Dunn- und Dickdarm, Blase, Pankreas und Thymus nach-
gewiesen (ohne Abbildung). Die Untersuchung Bigrm5Expression wahrend der Embryo-
nalentwicklung, bei der die Gewebe 14,5 und 17 geT@ost coitum (pc) entnommen wurden,
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ergab den Nachweis von Transkripten vor allem ibdte Nieren, Milz, Gehirn, Herz und
Lunge. Von 11,5 Tage alten Embryonen wurden KopimBf und Extremitaten separat
analysiert. Es konnten fur dieses Stadium in alesi Korperteilen Transkripte gefunden

werden.

F

4.5 kb <+— Trpm5

2.4 kb =p>

1.35 kb=

Abbildung 3.17: Hybridisierung der Trpm5-cDNA-Sonde auf einen murinen adulten Northern-Blot

Die verwendete Sonde vom 3"-Ende @igsm5Gens detektiert ein Transkript mit einer Gré3e uageféahr 4,4
kb. Die Laufweiten der Fragmente des RNA-Langertseats sind am linken Abbildungsrand durch die Efeil
unter Angabe der FragmentgroRen markiert. Es konmte relativ schwache Signale detektiert werdém,ath
deutlichsten in Leber, Herz, Gehirn, Niere und Hoblervortraten.

3.5.4 Vorhersage der Trpm5-Proteinstruktur

Das fur den Start der Translation der murifepm5mRNA notwendige AUG-Triplett, das
fur die Aminosaure Methionin kodiert, existiert arhalb der ersten 150 Nukleotide des
Transkripts dreimal, jeweils einmal in jedem Lesenan (siehébbildung 3.15). Das zweite
AUG-Triplett ist Teil einer nahezu idealen Kozak#&ensussequenz (GCCRCCAUGG,
(Kozak, 1991; Kozak, 1996)). Der sich aus der Tedtim von diesem Start-Kodon
ergebende offene Leserahmen wird durch ein UGA-8tmon nach 3474 Nukleotiden
begrenzt. Das mdgliche murine TRPNBotein mit 1158 Aminosauren zeigt ausnahmslos die
gleichen mit Hilfe von Sekundarstruktur-Vorhersaggerithmen (SOSUI) postulierten

Motive und Doménen, wie sie fir das humane TRPMidin beschrieben wurden (Prawitt
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et al., 2000). Es konnten sechs wahrscheinlichasfinembran-Domanen (TM) identifiziert

werden, die, mit Ausnahme eines Leucin/Valin-Austéues in TM 3, eine identische

Aminosaurenabfolge zeigen, wie das vorhergesagieaha TRPM5-Protein. Das murine

Protein zeigt auRerdem an gleicher Position unddeittischer Aminoséauresequenz wie das
humane, ein in Exon 19 kodiertes, FMVKFQR modifiziertes, fur die TRP-Genfamilie

typisches EWKFAR-Motiv. 82,5 % der Aminosauren darhergesagten humanen und
murinen TRPM5-Proteine sind identisch, und bei @reit 7 % handelt es sich um konser-
vative Austausche, die keine strukturellen Verandgen der Proteine bewirkefbbildung

3.18zeigt die vorgesagten Aminosauresequenzen desrnfaimend murinen TRPM5-Proteins

im Vergleich.

humanes Trpm5 MQDVQGPRPGSPGDAEDRRELGLHRGEVNFG&S®GKFVRVPSGVAPSVLFDLLLAEW
murines Trpm5  MQTTQSSCPGSPPDTEDGWEPILCRGEINFGGS&KKRGKFVKVPSSVAPSVLFELLLTEW
L iy s A ot

humanes TRPM5 HLPAPNLWVSLVGEEQPFAMKSWLRDVLRKGLYWKQSTGAWILTSALRVGLARHVGQAV
murines Trpm5  HLPAPNLWSLVGEERPLAMKSWLRDVLRKGLVKAAQSTGAWILTSALHVGLARHVGQAV

humanes TRPM5 RDHSLASTSTKVRWAVGMASLGRVLHRRILE-EAQEDFPVHYPEDDGGSQGPLCSLDS
murines Trpm5  RDHSLASTSTKIRWAIGMASLDRILHRQLLDGV HQKEDTPIHYPADEGNIQGPLCPLDS
humanes TRPM5 NLSHFILVEPGPPGKG-DGLTELRLRLEKHISEQRAGYGGTGSIEIPVLCLLVNGDPNTL

**************************************

TRPM5 EQAAPWLILV GGIADVLAALVNQPHLVPKVAEKQFKEKFPSKHFSWEDIV
murines Trpm5  ERISRAVEQAAPWLILAGSGGIADVLAALVSQPH LLVPQVAEKQFREKFPSECFSWEAN
e

humanes TRPM5 RWTKLLQNITSHQHLLTVYDFEQEGSEELDTVIIKALVKACKSHSQEPQDYLDELKLAVA
murines Trpm5  HWTELLQNIAAHPHLLTVYDFEQEGSEDLDTVIL KALVKACKSHSQEAQDYLDELKLAVA

humanes TRPM5 WDRVDIAKSEIFNGDVEWKSCDLEEVMVDALVSREFVRLFVDNGADVADFLTYGRLQE
murines Trpm5  WDRVDIAKSEIFNGDVEWKSCDLEEVMTDALVSNKPDFVRLFVDSGADMAEFLTYGRLQQ

humanes TRPM5 LYRSVSRKSLLFDLLQRKQEEARLTLAGLGTQQREPPAGPPAFSLHEVSRVLKDFLQDA
murines Trpm5  LYHSVSPKSLLFELLQRKHEEGRLTLAGLGAQQA RELPIGLPAFSLHEVSRVLKDFLHDA
PRoren *x -

e

humanes TRPM5 CRGFYQDGRPGDRRRAEKGPAKRPTGQKWLLQKEENPWRDLFLWAVLQNRHEMATYF

murines Trpm5  CRGFYQDGR--R-MEERGPPKRPAGQKWLPDLS RKSEDPWRDLFLWAVLQNRYEMATYF
REERRERRR % AKR RS ARRRR R ARR TR AR AR T

humanes TRPM5  WAMGQEGVAAALAACKILKEMSHLETEAEAARREAKY ERLALGPPGADLFSECYSNSE
murines Trpm5  WAMGREGVAAALAACKIIKEMSHLEKEAEVARTMREAKY EQLAL--—--DLFSECYGNSE

humanes TRPM5 ARAFALLVRRNRCWSKTTCLHLATEADAKAFFABGVQAFLTRIWWGDMAAGTPILRLLG
murines Tpm5 DRAFALLVRRNHSWSRTTCLHLATEADAKAFFAHDGVQAFLTKIWWGDMATGTPILRLLG
ey

humanes TRPM5  AFLCPALVYTNLITFSEEAPLRTGLEDLQDLDSLDTEKSPLYGLQSRVEELVEAPRAQGD
murines Trpm5  AFTCPALIYTNLISFSEDAPQRMDLEDLQEPDSL DMEKSFLCSRGGQLEKLTEAPRAPGD

humanes TRPM5 RGPRAVFLLTRWRKFWGAPVTVFLGNVVMYFARLFTYVLLVDFRPPPQGPSGHEVTLY

murines Tpm5  LGPQAAFLLTRWRKFWGAP FLGNVVMYFAFLFLFTYVLLVDFRPPPQGPSGHEVTLY

humanes TRPM5 FWVFTLVLEEIRQGFFTDEDTHLVKKFTLYVGD| KCDMVAIFLFIVGVTCRMUPSAFE

murines Tpm5  FWVFTLVLEEIRQGFFTDEDTHLVKKFTLYVEDN [WNKCDMVAIFLFIVGVTCRMPSVFE
ko k5

humanes TRPM5 AGRTVLAMDFMVFTLRLIHIFAIHKQLGPKIIYV ERMMKDVFFFLFFLSVWLVAYGVTTQ
murines Tpm5  AGRTVLAIDFMVFTLRLIHIFAIHKQLGPKINIV ERMMKDVFFFLFFLSVWLVAYGVTTQ

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

humanes TRPM5  ALLHPHDGRLEWIFRRVLYRPYLQIFGQIPLDEI DEARVNCSTHPLLLEDSPSCPSLYAN
murines Trpm5  ALLHPHDGRLEWIFRRVLYRPYLQIFGQIPLDEI DEARVNCSLHPLLLESSASCPNLYAN
) et pofraad

M6

Trp-Motiv
humanes TRPM5  WLVILLLVTFLLVTNVLLMNLLIAMF$YTFQVVQ GNADMFWKFRRYNLIVEYHERPALAP
murines Trpm5  WLVILULVTFLLVTNVLLMNLLIAMFSY[TFQWQ  GNADMFWKFQRYHLIVEYHGRPALAP

humanes TRPM5  PFILLSHLSLTLRRVFKKEAEHKREHLGEXEHKREHLERDLPDPLDQKVVTWETVQKENF
murines Trpm5  PFILLSHLSLVLKQVFRKEAQHK--—-—-— R QHLERDLPDPLDQKIITWETVQKENF

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

humanes TRPM5 LSKMEKRRRDSEGEVLRKTAHRVDFIAKYLGGLEQEKRIKCLESQINYCSVLVSSVADV
murines Tpm5 LSTMEKRRRDSEGEVLRKTAHRVDLIAKYIGGLR EQEKRIKCLESQANYCMLLLSSMTDT
*x P e

humanes Trpm5 LAQGGGPRSSQHCGEGSQLVAADHRGGLDGWERBQPPSDT
murines Tpm5  LAPGGTYSSSQNCGCRSQPASARDR--—-EYL ESGLPPSDT

Abbildung 3.18: Vergleich der putativen humanen undmurinen Aminoséauresequenzen

Identische Aminosauren sind durch einen Stern, dawagive Aminosaurenaustausche durch einen Doppklpu
unterhalb des Alignments markiert. Die sechs vagen Transmembrandoménen (TM1-6) und das Trp-Gen-
familien-Motiv sind durch Einrahmung hervorgehoben.

3.5.5 Etablierung einer Methode zur Untersuchung e iner gewebe- und

entwicklungsabhangigen allelspezifischen Genexpress ion

Um Gene schnell und sicher auf eine putative gleddische Expression hin untersuchen zu
kénnen, wurden Tiere zweier moglichst polymorpheusstamme gekreuzt und eine cDNA-
Bank angelegt, die RNA aus zwanzig verschiedeneneBen und sechs unterschiedlichen
Zeitpunkten der pra- und postnatalen murinen Erdwig beinhaltet. Die Ergebnisse dieses
Kapitels wurden im Rahmen der Diplomarbeit von MarERwein, die im Rahmen dieser

Arbeit betreut wurde, erarbeitet (ERwein, 1999). B verwendeten Mausstdmmen handelt

es sich um den weit verbreiteten InzuchtstaMuos musculus musculi®57BL/10 und den
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weniger verbreiteten, erst 1993 von Koide und Ndiggtern neu etablierten Inzuchtstamm
Mus musculus molossindsipanese Fancy 1 (JFBbpildung 3.19). Die Polymorphismus-

rate fur Mikrosatellitenmarker der Kreuzungen JFC5/BL/6 betragt 81,2 % (Koide et al.,
1998) und weist auf eine hohe Divergenz der beg&mme hin. Die Zucht und Kreuzung
dieser beiden Inzuchtstdmme war sehr unproblenhatife mittlere Wurfgré3e lag fur beide

Stamme und auch fir die Kreuzungen beider Subspeuischen 5 und 6 Neugeborenen.

A)

©)

) X
e R AN
3 N ol g

Abbildung 3.19: Fir die Untersuchungen der allelspafischen Genexpression verwendete Maus-Inzucht-
stamme

A) C57BL/10 Mus musculus musculus B) Japanese Fancy 1 (JFMuUs musculus molossinus

C) SPRET/Ei Mus spretuk D) FVB/N (Mus musculus musculus

Fur fast alle Imprintinguntersuchungen wurden di’BL/10- und JF1-M&use verwendet. Bei Schwierigieit
mit stammspezifischen Unterschieden in der Expoesstarke des zu untersuchenden Gens (&iepitel 3.7.3
und 3.7.4 wurden ersatzweise Kreuzungen mit FVB/N- oder EPRi-Mausen durchgefihrt. (Abbildung aus
(ERwein, 1999))

Zur Etablierung der Methode wurden zwei Gene audpgéiywderen allelspezifische Methylie-
rungsmuster bereits bekannt waren: das auf detmamu€hromosom 17 gelegelgg2r-Gen,
fur das eine spezifische Inaktivierung des patemallels nachgewiesen werden konnte
(Barlow et al.,, 1991), und das auf Chromosom 7 ipnak des Ascl2Gens lokalisierte
Tyrosinhydroxylas€Th)-Gen, das in allen untersuchten Geweben biallelesqrimiert wird
(Kitsberg et al., 1993).
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Fur dasTh-Gen konnte im 3"-UTR an Position nt1633 ein Polgphismus in Form eines
fehlenden Guanins in der Sequenz des JF1 Allel¥Yengleich zu der des C57BI/10 Allels
identifiziert werden, der die Unterscheidung dereptalen Allele bei der Untersuchung der
cDNA der Kreuzungen der beiden Mausstamme ermdglidit ebenfalls in der 3"-UTR
gelegenen Primern konnten cDNA-Produkte in adulféeren ausschlief3lich im Gehirn
amplifiziert werden, wahrend in jungen Tieren, Henen die Gewebe kurz nach der Geburt
prapariert wurden, oder in 14,5 und 17,5 Tage aEembryonen (el4,5 und el7,5) eine
Expression in zahlreichen Geweben, wie z.B. Geliuge, Herz, Pankreas, Magen, Thymus
und Zunge, festgestellt werden konnte. Auch in 1lzge alten Embryonen (ell,5), bei
denen RNA aus Kopf, Rumpf und Extremitaten isoligurde, konnte jeweils ein cDNA-
Produkt generiert und sequenziert werden. Alle &kt zeigten erwartungsgemal eine
Beteiligung beider parentaler Kopien an der ExpoesdesTh-Gens in den beteiligten Zellen,
die bei der Sequenzierung aufgrund der DeletionJ#h-Allel zu einer Uberlagerung der
paternalen und maternalen Sequenzen fuhitabi[dung 3.20). Die von Kitsberg und
Mitarbeitern 1993 beschriebene biallelische Expoesdes murineh-Gens (Kitsberg et al.,
1993), konnte also mit dem hier verwendeten expartgilen Ansatz bestétigt werden.

Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10
nt 1633 nt 1633
- A i N MA/\N i
cDNA: C57BI/10 & x JF1 Q cDNA: C57BI/10 @ x JF13
nt 1633 nt 1633

6 A ACC A A A A

Gehimn ‘,.‘ -
(adult) ) | “ “ |

Abbildung 3.20: Biallelische Expression de$h-Gens

Die rechts und links oben abgebildeten Sequenzergeil@omischen DNAs der beiden Maus-Inzuchtstdmme
unterscheiden sich in dem durch den gelben Balkarkierten Bereich (1 bp-Deletion im JF1-Allel). Die
Expression de3h-Transkripts wurde anhand von RNA-Praparaten auseBen von C57Bl/10xJF1-Kreuzun-
gen untersucht. In dieser, wie in allen folgendébifdungen der cDNA-Elektropherogramme, ist/simdkdi die
Sequenz(en) der Kreuzung eines C57BI/10-Mannchenginem JF1-Weibchen und rechts die der reziproken
Kreuzung abgebildet. In der cDNA des adulten Gehimteren Sequenz exemplarisch fir die untersuchten
Gewebe ausgewahlt wurde, ist eine UberlagerungSgeuenzen des jeweiligen maternalen und paternalen
Allels zu erkennen. (Abbildung nach (ERwein, 1999))
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Im Gegensatz zunmih-Gen sollte mit der verwendeten Methode fir tg8r-Gen eine aus-
schlie3liche Beteiligung der maternalen Genkopiel@anRNA-Synthese festgestellt werden
konnen. Dadgf2r-Gen wird praimplantativ noch biallelisch exprintjeaber 5-6 Tage nach
der Befruchtung ist das paternale Allel vollstanigigktiviert und die Expression erfolgt aus-
schlie3lich vom maternalen Allel. Dies trifft miedAusnahme des Gehirns, das eine gleich-
bleibende Expression beider Allele in allen Entiucigsstadien zeigt, auf alle embryonalen
und adulten Gewebe zu.

FUr die Zuordnung der parentalen Allele konnte eiiebp-Duplikation in der 3'UTR des
Igf2r-Gens identifiziert werden, die charakteristischdie C57/BI10-Sequenz ist, aber nicht
mit der JF1-DNA amplifiziert werden kann. Ein cDN2GR-Produkt mit diesem Poly-
morphismus konnte mit der DNA aller untersuchtewé&ee aller Stadien der reziproken JF1-
C57BI/10 Kreuzungen generiert werden. Die Sequemage dieser Amplifikate zeigte, wie
erwartet, ausschlie3lich eine der maternalen DNAu8Bz entsprechende Basenabfolge,
unabhangig davon ob JF1-M&nnchen oder -WeibchedidliKreuzungen verwendet wurden.
Nur die DNAs der Gehirnpréaparationen zeigten zlisétauch die paternale Sequenz, so dass
es dort zu einer Uberlagerung der unterschiedlicharentalen Sequenzen im Elektro-
pherogramm kamAbbildung 3.21).

Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10
nt 8575 nt 8575
|

A C ACT 6 6 CCCACC 6 CG6 T T T A CACT G 6 CCCT ACACTCA A C

|
A A e A A A A MARA

cDNA: C57BI/10 3 x JF1Q cDNA: C57BI/10 @ x JF1 38

| ——

A A CACTGG 6 CCCACEC G CG T T T AR CACT 6 6 CCCT ACACTCAAC
)

‘ |
| | N
R N - i AN A R A |
—

Leber

R A CACTOG 6 CCCACC G CG6 T TT A CACT 6 6 CCC N AC ACC NAC

. f
Gehirn | \\
N oA "\ P | A\ A N f \
(Y NYNAR Y o YA YA ARAY YOX ALY A VWA

Abbildung 3.21: Allelspezifische Expression delgyf2r-Gens

Die rechts und links oben abgebildeten Sequenzergel@omischen DNAs der beiden Maus-Inzuchtstdmme
unterscheiden sich in dem durch den gelben Balkarkiarten Bereich (17 bp-Duplikation im C57BI/10l&).

Die cDNA-Sequenzen der adulten Leber zeigen aus&tich das jeweils maternale Allel, wahrend siéé d
Sequenzen der beiden Allele der Gehirn-cDNA ab Blotidl 8575 Uberlagern. (Abbildung nach (ERwein,2)99

oA 1
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Da die biallelische Expression vdgf2r nur auf den Choroidplexus beschrénkt zu sein
scheint (Lerchner und Barlow, 1997), kommt es bei Werwendung von RNA homo-
genisierter Gesamtgehirnpraparate zu einer Ubeengsn Beteiligung des maternalen Allels
bei der Amplifikation des PCR-Produkts, so dass whaternale die paternale Sequenz
.uberlagerte“. Obwohl der gewahlte Ansatz der Segisrung eine Quantifizierung der
Allele nicht erlaubt, kann eine ungleiche Fluoreszetensitat daher auf eine unvollstandige
Inaktivierung eines der elterlichen Allele, oden esemisch von Zellen mit und ohne

allelspezifische Expression des untersuchten Geeliten.

3.5.6 Biallelische Expression der Trpm5-mRNA

Da dasTrpm5Gen in einer Region lokalisiert ist, in der berfzatte Gene dem genomischen
Imprinting unterliegen, wurde es auf die von déerichen Herkunft abh&ngige Inaktivierung
eines Allels hin untersucht. Zur Identifizierung dkerkunft der Transkripte wurde ein Poly-
morphismus in Exon 24 an Nukleotidposition 3406ujen(Abbildung 3.22 A), der fur die
JF1-DNA in einem Cytosin und fur C57/BI10 in eindimymin resultiert. Um stammspezifi-
sche Expressionsstérken, wie sie fur die GQ¢apll4 und Glucokinase(sieheKapitel 3.7.3
und 3.7.9 gefunden wurden, fiir daBpm5Gen als Ursache einer moglichen Uber- bzw.
Unterreprasentation der beiden Allele auszuschie®erden alle Untersuchungen mit RNA
aus reziproken Kreuzungen der beiden Mausstammehgeitihrt. Unterschiede zwischen
den reziproken Kreuzungen beziglich des Verhaksister Expressionsstarken der elter-
lichen Allele zueinander wurden nicht gefunden. Bi®uzungen der verwendeten Maus-
stamme erlauben also die Untersuchung einer petiemtiallelspezifischerpm5Expres-
sion.

Es konnten insgesamt jeweils 13 RNAs der reziprdkesuzungen sowohl aus embryonalen,
wie auch aus adulten Geweben auf die allelspebgi$com5Expression untersucht werden.
Alle sequenzierten cDNAs zeigten fir die polymorplusition die Existenz beider Allele und
deuten damit auf eine biallelische Expression dessGnindestens ab Tag 11,5 der Embryo-

nalentwicklung und in adulten Mausen hin.
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Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10
nt 3406 nt 3406
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Abbildung 3.22: Untersuchung der Trpm5-cDNA-Sequenzen der reziproken Kreuzungen der beide
Mausstamme JF1 und C57BI/10 in embryonalen und adtdn Geweben.

A) Sequenzierung der DNA-Sequenzen der Mausstammant=C57BI/10 im Bereich der 3-UTR dégppm5
Gens.Die zur Unterscheidung der parentalen Allele vemted@ polymorphe Position nt 3406 ist durch die
gelben Pfeile markierB) Auf der rechten Seite sind die Sequenzen um dignpariphe Position nt 3406 (gelber
Pfeil) der Nachkommen von JF1-Muttern und C57BN&iern dargestellt, auf der linken Seite die dew&me

reziproker Paarungen. Die Elektropherogramme zeigeadlen untersuchten Transkripten die Sequenzen v
beiden elterlichen Allelen.
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3.6 Untersuchung der gewebe- und allelspezifischen Expression

des murinen Ascl3-Gens in der Embryonalentwicklung

Die orthologen murinen und humangscl3Gene (achaetescutecomplex, homolodike 3%)
wurden im Rahmen der vergleichenden Sequenzienmeg 620 kb grol3en DNA-Abschnitts
des murinen Chromosoms 7 und einer 730 kb groRgmoRales humanen Chromosoms
11p15.3 identifiziert (Amid et al., 2001). Das nm&iAscl3Gen hat einen offenen Lese-
rahmen von 522 bp, der sich vollstandig in Exon e @ens befindet. Das potentielle
ASCL3-Protein weist die fur diese Familie von Thamstionsfaktoren charakteristische
basische DNA-Bindungsdoméne, sowie das Helix-Logti¥-Motiv auf, das eine Homo-
oder Heterodimerisierung ermdglicht. Die bekanfamilienmitgliederAscllundAscl2sind
bei der Entwicklung neuraler Vorlauferzellen destraen und peripheren Nervensystems,
bzw. des Trophektoderms von Bedeutung (Lo et &911 Guillemot et al., 1994). Die
Transkription desAscl2Gens ist ab Tag 8,5 der murinen Embryonalentwigilauf das
maternale Allel beschrankt. Daher sollte die Exgigas des neu identifiziertescl3Gens in
den zur Verfigung stehenden embryonalen Gewebesrsucht und eine allelspezifische

Inaktivierung Uberprift werden.

3.6.1 Expression des murinen Ascl3-Gens in der Embryonalentwicklung

Die Untersuchung deAscl3Gens erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgrupfma Prof.
Schmidt (Molekulargenetisches Institut der Univi&tsiMainz), der es gelang, durch die
Sequenzierung des cDNA Klons IMAGp998L19859 und ROR-Amplifikationen der RNA
von 13,5 und 14,5 Tage alten Gesamtembryonen, &ii6érbp langen Abschnitt déscl3
MRNA zu beschreiben. Diese Sequenz war auf zwen&xerteilt, wobei nur 47 Nukleotide
auf das Exon 1, und 659 Nukleotide, inklusive desagnten offenen Leserahmens, auf Exon
2 entfielen. Ausgehend von dieser Sequenz wurdelRiMA-Bank der Embryonalstadien Tag
11,5, 14,5 und 17,5 mit introniiberspannenden Priraatersucht. Eine Amplifikation gelang
ausschlief3lich mit Zungengewebe 14,5 und 17,5 Bétge Embryonen, hier konnten jedoch
zwei Produkte unterschiedlicher Grol3e detektierdese. Die Amplifikate wurden zur Identi-
fizierung aus dem Agarosegel eluiert, in einen kigeeinkloniert und nach Vervielfaltigung
in E.coli-Bakterien sequenziert (siekapitel 2.5.2und 2.9). Die gefundenen Basenabfolgen
weisen auf zwei alternative mRNA-Versionen hin, @iokine aus den bereits bekannten
Exons 1 und 2 besteht, wahrend die zweite ein zlid##s Exon zwischen diesen beiden
Exons aufweistAbbildung 3.23). Daher wurde Exon 1 zu Exon la und das neu iiigatie
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Exon zu Exon 1b umbenannt. Die Amplifikation deM®Sammlung mit Hilfe von Primern
aus Exon 1b und Exon 2 zeigte eine Expression digdeil3variante in Zunge, Gehirn, Auge,
Lunge, Milz, Pankreas, Darm und Harnblase 17,5 Tatgr Embryonen, sowie in Zunge,
Gehirn, Auge, Leber und Magen 14,5 Tage alter Eorey. In 11,5 Tage alten Embryonen
konnte eine Expression im Rumpf festgestellt werden

Um den entgiltigen Umfang und die alternativen Bfbemen desAscl3Trankripts zu
ermitteln, sollten die 5- und 3"-Enden der cDNAteis RACE-PCR bestimmt werden. Zur
Erfassung der alternativen Exons wurden Transkapte Gehirn und Zunge 17,5 Tage alter
Embryonen verwendet. Die Sequenzierung des cabp0OgroRen 3"-RACE-Produkts ergab
eine Sequenzverlangerung in der 3"-UTR von 32@& FUTR wurden drei Produkte ampli-
fiziert und sequenziert: ein ca. 380 bp grof3es Aftkat, das aus den Exons la und 2 zusam-
mengesetzt war und ein ca. 520 bp grol3es Proda&tads den Exons la - 1b - 2 bestand,
konnten in der mRNA-Population des Zungengewebebgeviesen werden. Eine weitere
Ascl3Isoform, die einen alternativen Transkriptionsstigs Exons 1b zeigte, konnte in der

RNA der Gehirnpraparation identifiziert werden.

Exon la Exon 1b Exon 2
843 bp L Em ——
(la+1b+2) 134 bp
I1: 845 bp -\/_
(1b +2) 186 bp
I1:709 bp L ee————
(la+2) 50 bp 659 bp

Abbildung 3.23: Isoformen desAscl3-Transkripts

Es konnten drei Isoformen désscl3Transkripts identifiziert werden. Die Isoformeruhd Il wurden aus-
schlie3lich in der Zunge gefunden, wahrend Isoftirexklusiv in allen andereAscl3exprimierenden Geweben
detektiert werden konnte. Die translatierte Regiokxon 2 ist hell-, der untranslatierte Bereichnkigirot dar-
gestellt. Der hellblaue, 52 bp-grof3e 5’-Abschnés &Exons 1b wurde ausschlieRlich in Transkripterstgorm

Il gefunden.
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3.6.2 Untersuchung der allelspezifischen  Ascl3-Expression

Zur ldentifizierung von Unterschieden der Nukleabéblge der JF1- und der C57BL/10-
DNA wurde die Sequenz desscl3Gens fir diese beiden Mausstdmme ermittelt und ver
glichen. Es konnten flnf Einzelbasenpaar-Polymarpen gefunden werden, von denen drei
im translatierten Bereich (nt 132, 288, 507), eineStop-Kodon (nt 524) und einer in der 3"-
UTR (nt 541) lagen. Die vier im Leserahmen, bzw.Stop-Kodon gelegenen Polymorphis-
men befinden sich arwpbblé-Positionen, die nicht die Kodierung unterschiedér Proteine
bewirken. Aufgrund der geringen GrofRe descl3Transkripts konnte bei der Untersuchung
der allelspezifischen Expression ein cDNA-Abschs#tjuenziert werden, der alle finf Poly-
morphismen enthielt und eine Unterscheidung desrradtiven Spleil3varianten zuliel3. So
wurden je nach Gewebe alternative Primer aus demn€xa und 1b zur Amplifikation
verwendet.

Um in der Zunge die Allelspezifitdt des aus den i&xda und 2 bestehenden Transkripts
getrennt von der alle drei Exons enthaltenden fsofantersuchen zu kénnen, wurde die
PCR-Produkte elekrophoretisch aufgetrennt und dezeke, 614 bp-grof3e Produkt aus dem
Agarosegel eluiert. In 11,5 Tage alten Embryonemk® eine monoallelische Expression des
Ascl3Transkripts beobachtet werden. Wahrend im Kopf Eiebryonen beide Kopien des
Gens inaktiv waren, konnte im Rumpf und in den &xiitaten ausschlief3lich eine Expression
des maternalen Allels nachgewiesen werd&nb{ldung 3.24 oben). Die Untersuchung der
Ascl3RNA der Gewebepraparationen des Rumpfes 14,5 uisl Tage alter Embryonen
zeigten eine biallelische Genexpression in Lungagém, Darm, Pankreas und Milz. Auch in
den untersuchten Organen des Kopfes (Gehirn, Augemte in diesen Embryonalstadien

die Expression beider Allele festgestellt werd@hkildung 3.24 unten).
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cDNA: JF1 @ x C57BI/103 cDNA: C57BI/10 @ x JF13

nt 288 nt 288

T CC @ C A A A A GG A ACOG A T €CC @ C A A G AG G A AC G A

Rumpf
(e 11,5 dpc)

T CC @ C A AN A GG A AC G A T €CC @ C A AN AG G A AC G A

Gehirn
(e 14,5 dpc)
i

Abbildung 3.24: Expression derAscl3-Isoform Il in der murinen Embryonalentwicklung

Die Sequenzierung der Transkripte 11,5 Tage altelorifonen reziproker Kreuzungen zeigte ausschlieflie
charakteristische Basenabfolge des jeweils mamidausstammes: ein Adenin an Position nt 288 d8rJi1-
Allel (oben links), bzw. ein Guanin fur das C57BI{Allel (oben rechts). Wie fir das Gehirn 14,5 Tadier
Embryonen beispielhaft gezeigt (unten), konntemlian spateren Stadien beide Allele nachgewiesaxeme
(Abbildung nach (Keller, 2001))

In der Zunge wurde jedoch ein Unterschied der Esgiom der alternativen Spleil3formen
sichtbar: wahrendAscl3| mindestens ab E 14,5 pc von beiden Allelen abgelegurde
(Abbildung 3.25 unten), konnte das paternalescl3 il -Transkript erst in der Zunge 17,5
Tage alter Embryonen identifiziert werdeibpildung 3.25 Mitte). Die Sequenzierung der
cDNA-Produkte der Zunge 14,5 Tage alter Embryonas den beiden reziproken JF1-
C57BL/10-Kreuzungen zeigte ausschlie3lich das jewmiaternale Allel Abbildung 3.25
oben).
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cDNA: JF1 @ x C57BI/103 cDNA: C57BI/10 @ x JF13
nt 288 nt 288

A T CC GCAAAAGGAATCO GA A T CC BC A A G AGUGAAC G A

Zunge
(e 14,5 dpc)
Isoform Ill
= 1 P

A T CC @CAANAGUGAAC G A

A T CC BC A ANAGUGAAC G A

Zunge
(e 17,5 dpc)
Isoform Ill

A T CC GCAANAGUGAAC G A

A T CC BC A ANAGUGAAC G A

Zunge
(e 17,5 dpc)
Isoform |

Abbildung 3.25: Expression derAscl3-Isoformen | und Il in der Embryonalentwicklung

Die Allele der Isoform Ill konnten in der Entwickly der Zunge zum Zeitpunkt e 14,5 dpc exklusiv i+ A
hangigkeit der elterlichen Herkunft nachgewiesemder: die Elektropherogramme zeigten jeweils di¢ema
nalen Sequenzen (oben). Die Sequenzierungen desKripte dieser Isoform zu einem spéateren Zeitpekt
17,5 dpc, Mitte), sowie aller Transkripte der Isofiol (als Beispiel zum Zeitpunkt e 17,5 dpc, unteeigten
eine Uberlagerung beider Allele. (Abbildung naclel{&r, 2001))
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3.7 Untersuchung der allelspezifischen Expression weiterer Gene

3.7.1 Imprintinguntersuchung des  Cd81-Gens

Das murineCd81Gen (,cluster of differentiation 81‘), das auch al§apal (,target of an
antiproliferative antibody 1“) bezeichnet wird, ist auf Chromosom 7F zwischen Genen
Tssc4und Tssc6lokalisiert. Es kodiert fur ein Protein der Traregnbran-4-Superfamilie, das
zu einer Gruppe von Zelloberflachenmolekilen gehdiet haufig als Rezeptoren auf Leuko-
zyten und anderen Zellen eines bestimmten Diffeesnzgsstadiums exprimiert werden.
Cd81 wird auf der Oberflache einer Vielzahl vonl&elgefunden und ist mit den Zellober-
flachenmolekilen Cd19 und Cd21 assoziiert. Zu Begier Arbeit war der Imprintingstatus
dieses Gens noch unbekannt und sollte aufgrunerseimomosomalen Lokalisation auf eine
allelspezifische Expression untersucht werden. dfste eine die JF1- und C57BL/10-Allele
unterscheidende 4bp-Inversion (oder doppelte Pumkttion) an Position nt 804-807
(GTTT/TTTG) im 3-UTR desCd81-Gens identifiziert werden. Di€d81:-RNA konnte in
allen hier untersuchten embryonalen Geweben deliedtd 1,5/14,5/17,5 und allen postnata-
len und adulten Geweben in cDNA umgeschrieben umpliiziert werden. Die Sequenzie-
rung der Amplifikate zeigte, dass die Expressioman gleichmaldig von beiden parentalen
Allelen erfolgte Abbildung 3.26) und daher, zumindest in den untersuchten Entwngg-
stadien, nicht durch genomisches Imprinting reguligrd.

Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10
nt 804 nt 804
—
m "x‘ n \ / f
/ ( \ fﬂ\ ;"{ \ iul \ \
| | | F
| | / \ Vo \ [
‘/n\ A /\‘\/ /\/,\}F \/ ."‘u'f \ /\L\\ /“\;’r \ / \ ’, / \ A /\L \‘J A /\I‘f A:\/\}l “b /:\_,’ﬁ\" \ /,,_\ v/a\ N \\ /{/'\,_“J’_,\ :Z\[ \_\’
cDNA: C57BI/10 & x JF1 Q cDNA: C57BI/10 @ x JF13
i:| [
Zunge
(e 14,5 dpc) | ‘ j

i W nn ,
\, NoAl

N
Ludl
TAVAVA B &
Abbildung 3.26: Untersuchung der Expression der pagntalen Allele de<Cd81-Gens
Die Position der die elterlichen Allele unterscleiden vier Nukleotide an Position nt 804-807 istcHuden
gelben Balken angegeben. Als reprasentatives Beifjpi die Allelverteilung der Transkripte diesdsiquitar
exprimierten Gens ist die Sequenzierung der cDNétsZdinge 14,5 Tage alter Embryonen abgebildet (nte
(Abbildung nach (ERwein, 1999))
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3.7.2 Imprintinguntersuchung des  Kcnglotl-Gens

DasKcnglottGen wurde 1999 von Smilinich und Mitarbeitern Algisense-Transkript des
Kcnql-Gens erstmalig beschrieben (Smilinich et al., J99¢% konnten zeigen, dass in den
vier von ihnen untersuchten Geweben Herz, LungeyeNund Darm der 14,5 Tage alten
Embryonen das maternale Allel inaktiv ist. In Akegre mit dieser, von Dr. Mike Higgins
geleiteten Arbeitsgruppe, mit der eine langjahkgm®peration besteht, sollte das Imprinting
des KcnglottGens anhand der hier beschriebenen cDNA-Sammluegemwuntersucht
werden. Es konnte ein Ein-Basenpaar-Sequenzuniedsetvischen der JF1- (Cytosin) und
C57BL/10-DNA (Thymin) identifiziert werden, der ginem 496 bp groRen Fragment ampli-
fiziert wurde. Da es sich b&cnglotlum ein intronloses Gen handelt, wurde fir die Ampl
fikationen der cDNA aller Gewebe zusatzlich eine- RIEgativkontrolle mitgefiihrt, bei der
die RNA nicht durch Reverse Transkription in cDNfgeschrieben wurdeKépitel 2.5.4
und ein PCR-Produkt daher die Amplifikation einekAKontamination aufzeigen wiirde.
Abbildung 3.27 zeigt die 496 bp-groRen Banden, die sich nur bEweéndung der revers
transkribierten RNA produzieren lie3en und liefdainit den eine solche Kontamination aus-
schlieBenden Nachweis decnglottExpression in den aufgefiihrten Geweben der 14ge Ta
alten Embryonen. Dies konnte fir alle Gewebe déeranchten embryonalen, postnatalen

und adulten Stadien reproduziert werden.

cDNA: C57BI/10 & x JFLQ Negativ-RT-Kontrolle: C57BI/10 3 x JF19Q
(e 14,5 dpc) (e 14,5 dpc)

300bp-
200bp-
100 oo o

Abbildung 3.27: Amplifikation der Kcnglotl-cDNA in Geweben 14,5 Tage alter Embryonen

Die Amplifikationen der cDNAs aller untersuchterv@be (linke Halfte) ergab im Gegensatz zur Ampéifien
der Negativ-RT-Kontrollen der entsprechenden Gewebehte Halfte), bei denen keine RT-Reaktion dgech
fuhrt wurde, ein 496 bp-groRes Produkt. (Abbildmagh (ERwein, 1999))
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Die Sequenzierung der Amplifikate zeigte eine deldd Repression des mdutterlichen
KcnglottAllels, die je nach verwendetem Gewebe untersdibledtark war. So konnte zum
Beispiel fur die cDNA des Herzens 17,5 Tage altebEyonen nur eine leichte Dominanz des
vaterlichen Allels festgestellt werden, wahrendkopf 11,5 Tage alter Embryonen die Inak-
tivierung des mutterlichen Allels fast vollstandsg (Abbildung 3.28).

Die Expression dekKcnglottGens kann daher als paternal allelspezifisch,gewtebe- und

stadienspezifisch unterschiedlich vollstandiger kivéerung des miitterlichen Allels
beschrieben werden.

Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10

T € T & T C © c ¢c T A 6 A 6 c ¥ & T T ¢ T 6 T T e c € T A G A G

m

/\ ﬁ\ | " 1‘ [
A A | s \f\/\/ AR NN

cDNA: C57BI/10 3 x JF1Q cDNA: C57BI/10 @ x JF13
Herz n
(e 17,5 dpc) \ '
W/} V\/W\/ o WM
Magen

S AT Sl [

¢ T 66 T T ©¢ T 6 T T € € c T A 6 A e T 6 T ¥ € ¥ 6 T ¢c c ¢ ¢ T

T N

Abbildung 3.28: Expression der Allele de&cnqlotl-Gens

Die Allele deskcnglotiGens der Mausstamme JF1 und C57BI/10 unterscheidbrin der mit einem gelben
Pfeil markierten Position durch den Basenausta@absin/Thymin. Die Sequenzen der Transkripte @ei-r
proken Kreuzungen zeigten eine unterschiedlictkstBeteiligung der Allele in den untersuchten Gesvelbas
vaterliche Allel wies in allen cDNA-Sequenzierungein starkeres Fluoreszenzsignal auf als das ridtter
wobei der Unterschied z.B. im Herz 17,5 Tage dieibryonen (2. Sequenzen von oben) nicht signifikeant,

wahrend z.B. im Kopf 11,5 Tage alter Embryonen umtSequenzen) fast ausschliel3lich ein vaterliSigsal
detektiert werden konnte. (Abbildung nach (ERw&B99))

A A A G
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3.7.3 Imprintinguntersuchung des  Nap1l4-Gens

Vom Napll4Gen wird angenommen, dass es das erste nichtntei®iGen ist, das distal auf
die Gene des distalen Imprintingclusters des mari@aromosoms 7 folgt (siehe syntéane
Anordnung der humanen Gene Abbildung 1.1). Dies wurde fir neonatale und Gewebe
15,5 Tage alter Embryonen nachgewiesen (Paulsah, €it998). Im Gegensatz dazu wurde
jedoch in der gleichen Arbeit bei Mausen mit eimaternalen Disomie des distalen Chromo-
soms 7 eine leicht verstarkte Genexpression im ety zu der des Wildtyps festgestellt.
Eigene Arbeiten gaben ebenfalls Hinweise auf eintergchiedliche Aktivitat der beiden
parentalen Genkopien des humaméhP1L4Gens. So zeigte es zum einen ein asynchrones
Replikationsmuster in Lymphozyten (Enklaar, 1997d wum anderen konnten fir das
humane orthologe Transkript weitere alternativeelbbrmen identifiziert werden, die eine
unterschiedliche Beteiligung der parentalen All@eder Genexpression aufwiesen (Prawitt,
personliche Mitteilung). Daher sollte der Imprimgstatus des murinddapll4Gens mit Hilfe
der umfangreichen RNA-Sammlung Uberprift werdere Dnterscheidung der alternativen
Transkripte war hierbei jedoch nicht mdglich, ddyRmrphismen ausschlie3lich im 3"-UTR
des Gens gefunden wurden, die mindestens 1811 dtiddevom Transkriptionsstart entfernt
sind. Es handelt sich dabei um drei verschiedenedhiukleotid-Polymorphismen und eine
Insertion von drei Basenpaaren in der DNA der JREu$& im Vergleich zur C57BL/10-
DNA. Die Sequenzierung der Amplifikate eines cDNrfafiments der Nachkommen
reziproker Kreuzungen beider Mausstdmme zeigtecfegeweils eine starke Dominanz des
C57BL/10-Allels, unabhangig davon ob es Uber digeNighe oder mutterliche Keimbahn
weitergegeben wurd@pbildung 3.29).

Um zu klaren, ob stammspezifische UnterschiedeemGenexpression fur dieses Ergebnis
verantwortlich sind, wurden Kreuzungen sowohl véi-Jmit FVB/N-M&usen, sowie von
C57BL/10- Mausen mit Tieren des InzuchtstammMss spretus(SPRET/EI) untersucht.
Wahrend die 3,5 Tage alten Nachkommen eines SPREENchens und eines C57BL/10-
Weibchens eine gleiche Expressionsstarke derietierl Allele zeigten, konnte fur die rezi-
proken Kreuzungen der Inzuchtstamme JF1 und FVB/Ndstnatalen und adulten Nach-
kommen eine wesentlich schwachere Expression désAlkls nachgewiesen werden,
wiederum unabh&ngig von der parentalen Herkunfts®iDaten sprechen flr eine geringere
Transkriptmenge deNapll4Gens bei JF1-M&ausen im Vergleich zu der der amderger-

suchten Mausstamme.
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Abbildung 3.29: Sequenzierung der cDNA-AmplifikatedesNapll4-Gens

Die Napll4cDNA-Amplifikate der Mausstdmme JF1 und C57Bl/T@eauscheiden sich ab der Position nt 1812
(gelber Balken), da die JF1-Sequenz hier drei zlishe Nukleotide (Thymin-Cytosin-Cytosin) aufweist
Dadurch kommt es bei einer biallelischen Expressies Gens zu einer Uberlagerung der Sequenzeresér di
Position. Die C57BI/10-Sequenz zeigte unabhéngigy der elterlichen Herkunft starkere Signale als Hé-
Sequenz. (Abbildung nach (ERwein, 1999))

Um dieses Ergebnis in den einzelnen Geweben germuguantifizieren und eventuelle
Sequenzartefakte auszuschlie3en, sollte die Bgiaij der parentalen Allele an déapll4
Expression, unter Ausnutzung des durch die Ingeeittstandenen Langenunterschieds, mit
Hilfe der GeneScan-Fragmentanalyse charakterisiertien. Hierzu wurde das 131 bp bzw.
134 bp grolRe Fragment mit einem FAMG6-gekoppeltemé&r amplifiziert und fluoreszenz-
markiert.Abbildung 3.30 zeigt die Analyse der Auftrennung der beiden Fragi@ mit Hilfe
eines ABI 373-Sequenziergerates. Die Amplifikate genomischen DNA und der cDNA
lassen sich entsprechend ihrer Grol3e Blsaks im Elektropherogramm darstellen, deren
Hohen und dadurch unter ihnen entstehenden uniedsich grof3en Flachen, die relativen
Konzentrationen der Allele in der eingesetzten Bratgeben.

Der Unterschied in der Expressionsstarke Nepll4Gens zwischen den beiden Maus-

stammen, zugunsten des C57BI/10-Allels, ist in &leih Geweben sehr deutlich und es fallt
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aul3erdem auf, dass diese Differenz beim Verglemhrdziproken Kreuzungen oft nicht
gleich grol3 ist. InAbbildung 3.30 betragt diese Abweichung im Beispiel der Transkript
mengen der postnatalen Milz ca. 60 %.

/a\) 120
L
1400

1200 |

1000 |

[EE] DNA: C57BI10Q x JF13

Dye/Sample Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
Peak
a] 19B,1 1083.00 24.45 814 3509 1030
19B, 2 122.30 37.78 256 2047 1223
19B,3 259.30 131.17 1418 12687 2593
19B,4 260.70 132.12 1108 12035 2607
19B,5 263.60 134.10 1321 11801 2636
19B, 6 265.00 135.06 1016 12266 2650

B) l120

2250 ]
2000 |
1750 |
1500
1250
1000
750
500
250 |

[®]15B: Milz-cDNA (p3,5): JF1 @ xC57BI/104  [M]16B: Milz-cDNA (p3,5): C57BI/10 Q x JF18

Dye/Sample Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
Peak

15B,2 244.10 131.26 2329 18328 2441
15B,3 245.40 132.21 2254 24726 2454
15B,4 248.10 134.19 1010 8662 2481
15B,5 249.30 135.07 920 10766 2493
168B, 2 244.20 131.28 2473 20013 2442
16B,3 245.50 132.22 2257 24210 2455
16B,4 248.30 134.27 686 6221 2483
16B,5 249.60 135.23 572 6706 2496
16B,6 344.10 204.86 129 859 3441

Abbildung 3.30: Darstellung der cDNA-Amplifikate der Milz des Napll4-Gens in der GeneScan-Analyse

A) Der obere Teil der Abbildung zeigt die elektrogrigphe Darstellung der FragmentgréRen durch ,Kurven-
peaks“, der untere die tabellarische AuflistungsdieSpitzenwerte: die ersten beiden Ausschlage,(39B)
entstehen durch das C57BIl/10-, die folgenden be{d®B, 5+6)durch das um drei Nukleotide groRere-JF1
Allel. Der jeweils zweite Spitzenwert (19B, 4+6)tgpricht dabei den um ein Adenin-Nukleotid verlamnee
PCR-ProduktenB) Die mit 15B, 2 und 15B, 3 bezeichneteReak$ (rot) entsprechen der Expression des
vaterlichen C57BI/10-Allels in der postnatalen Mildie entsprechenden blaueReak$ (16B, 2+3) der des
mtterlichen C57BI/10-Allels der reziproken KreumurDie jeweiligen véterlichen und miutterlichen Masi
des JF1-Allels bei 134 und 135 bp (15B und 16B, )4+feigen eine sehr viel geringere
Fluoreszenzsignalintensitat als die der C57Bl/1i@lal (Abbildung nach (ERwein, 1999))

In derTabelle T3.1sind die relativen Mengenverhaltnisse der beiddelé\in den wichtigs-
ten untersuchten Geweben und Entwicklungsstadisaramengefasst. Zur Berechnung des
Quotienten wurden die Flachen unter d@egks des C57BL/10-Allels mit denen des JF1-
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Allels dividiert (C57BL/10 : JF1). Die ermittelteQuotienten zeigen ein deutliches Uber-
gewicht des C57BL/10-Allels, das in den meisten €&sn in 2 - 4-facher Menge des JF1-
Allels vorlag. Die farblich hervorgehobenen Quotesnmarkieren eine besonders starke rela-
tive Expression des C57BL/10-Allels (rot), bzw.vier Geweben (blau) eine nahezu gleich
starke Expression der Allele. Es wurden, wenn ne@iglin jedem Stadium Gewebe beider
reziproker Kreuzungen untersucht, und es zeigte siass in einigen Geweben die Werte der
Quotienten einen erheblichen Unterschied aufwiesenz.B. im Gehirn (e14,5 und postna-
tal), der Harnblase (e17,5), der Lunge (el7,5), tkagen (el7,5) und der postnatalen Niere.
Hier scheint zusatzlich zu den beobachteten stamzifsgchen Faktoren die Herkunft der
Allele vom Vater oder der Mutter eine Rolle zu $pe

Tabelle T32 Q nt der Expre arken der grentalen Nap1I4—AIIeIe in untersuchten Geweben

Alle Expre t k n wurden I Q t nten denrSe d n den beiden Peaks eingeschlossendreRlac
des C57BI/10 AII Is (C) mit der des JF1-Allels (Wérechnet. B onders geringe Quotienten, die weRig
die doppelte Menge des C57BI/10- als des JF1-Trgmskbeschri b n, sind blau gekennzeichnet, bessnd
groRe Quotienten mit einem mehr als vierfachen &iberss des C57BI/10-Allels sind rot dargestellab@lle
nach (ERwein, 1999))

C3:IFQ | CQIF3 | c3IFQ | cQIFS | €3:9FQ | CQUIFE | CIFQ

/

aaaaaaaaa
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3.7.4 Untersuchung der allelspezifischen Expressio  n von nicht auf dem

murinen Chromosom 7 lokalisierten Genen

In der im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplomirigen Marion ERwein wurden eine
Reihe weiterer Gene untersucht, die nicht auf demiman Chromosom 7 lokalisiert sind
(ERwein, 1999). Hierzu gehdren Gene des distalescintts des murinen Chromosoms 11
(Ikaros, Ddc, Adcy, Igfbp3 Pold2 Igfbpl und Glucokinasg sowie Gene derpaired-box
Genfamilie PaxGene). Diese Gene stehen, soweit bekannt, nichteiindung zu den
orthologen Genen der BWS-kritischen Regionen desamen Chromosoms 11p15, und sind
daher nicht Gegenstand dieser Arbeit. An diesdleStell jedoch die Imprintinguntersuchung
desGlucokinaseGens (GK) beschrieben werden, da die Ergebnisse fur dikusgon der im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Untersuchungsndetigner allelspezifischen Genexpres-

sion von Bedeutung sind.

DasGk-Gen liegt auf dem distalen Abschnitt des murinémothosoms 11, der eine syntdne
Anordnung der Gene zum humanen Chromosom 7pl1lifj8 Peese Region des Menschen
ist mit dem Silver-Russel Syndrom gekoppelt (Jer@mal., 1997), und kann eine maternale
UPD dieser Region aufweisen. Zum Zeitpunkt der tdotehung waren neun murine Gene in
diesem Bereich bekannt. Die Expression @&s10-Gens findet allelspezifisch vom mater-
nalen Chromosom statt (Miyoshi et al.,, 1998). Fas #gfr-Gen war eine biallelische
Expression in Gesamtembryonen und eine ebenfadlbelische Expression des humanen
orthologen Gens festgestellt worden (Wakeling et 2#998). Von den anderen Genen war
nicht bekannt, ob ihre Expression einer genomisdPr@&gung unterliegt. Das vo@lucoki-
naseGen kodierte Enzym ist fur die Phosphorylierung @&icose in der Glycolyse zustan-
dig. Das Gk-Transkript wird in leber- und-zellspezifischen SpleilRvarianten gefunden.
Wahrend die Expression des Gens in der adulten Malidiese beiden Gewebe beschrankt
ist, konnten in den embryonalen Stadien eine Trgptsdn in nahezu allen untersuchten
Geweben festgestellt werden (ERwein, 1988ben mehreren Einzelnukleotidsubstitutionen
in der 3"-UTR wurde eine 1 bp-Insertion im JF1-AtlesGk-Gens identifiziert Abbildung
3.31zeigt die Untersuchung der C/T-Basensubstitutrodakleotidposition 1875.
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Genomische DNA: JF1 Genomische DNA: C57BI/10
nt 1875 nt 1875
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Abbildung 3.31: Expression desGlucokinase-Gens in der Leber

Die Untersuchung der leberspezifisci@lucokinaseTranskripte mit Hilfe des SNPs an Nukleotidpositit875
(gelber Pfeil), zeigte eine biallelische Expressioit einer stammspezifischen Dominanz des C57BAll€ls
(Thymin) in der spatembryonalen Leber. (Abbildurgim (ERwein, 1999))

Leber
(e 17,5 dpc)

Es konnte eine biallelische Expression in allen &gam festgestellt werden, bei der vor allem
in der spatembryonalen und postnatalen Leber eddlich stammspezifisch Gberwiegende
Expression des C57BL/10-Allels gefunden wurde. 8seBrgebnis konnte durch Sequenzie-
rung der weiteren drei Polymorphismen im 3-UTR @ésTranskripts (Basensubstitutionen

an den Positionen nt 1875, nt 1906 und nt 2084e étbbildung) bestétigt werden.
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4. Diskussion

Genomisches Imprinting ist ein epigenetischer Madmus, der in einer allelspezifischen
Inaktivierung einer der beiden elterlichen Genkopieesultiert. Eine Mdglichkeit zur
Unterscheidung der Allele muss bereits in der idtegn Keimbahn geschaffen werden, in der
eine spezifische epigenetische Modifizierung, bei die CpG-Methylierung eine wichtige
Rolle spielt, stattfindet (Li et al., 1993). Fiuredmeisten imprinteten Gene konnte in
unmittelbarer Nahe eine differentiell methyliertegion (DMR) identifiziert werden. Haufig
geht die Methylierung der DMR mit der Inaktivierudgr assoziierten Genkopie einher, aber
bei einer Reihe von Genen ist im Gegenteil das/aldlterliche Allel methyliert (Constancia
et al.,, 1998). Eine allelspezifische Methylierungnik in der Promotorregion von Genen
lokalisiert sein und dort einen direkten Einflusg die Genexpression haben, indem z.B. die
Affinitdt der Bindung von Transkriptionsfaktoren ale DNA durch deren Methylierung
stark vermindert wird, oder eine Bindung von intobschen oder aktivierenden Proteinen,
die eine methylierte Zielsequenz bendtigen, ermsBgliwird. Es kénnen auch andere
Regionen in der Umgebung imprinteter Gene alleiéigeld methyliert sein und indirekt die
Expression der benachbarten Gene beeinflussemémdmprintingcluster, in dem mehrere
allelspezifisch exprimierte Gene liegen, die eigemeinsamen Regulation unterliegen, kann
die differentielle Methylierung einer Imprinting-iKtrollregion (,jmprinting control regiorf’,
ICR) in der gleichzeitigen Aktivierung und Reprimiag der Expression der benachbarten
Gene resultieren. In der Chromosomenregion 1lpte$ Menschen sind zwei Cluster
allelspezifisch aktiver Gene lokalisierlfbildung 1.1), deren fehlerhaftes Imprinting mit
dem Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) assoziiertlisder vorliegenden Arbeit wurde
die allelspezifische Methylierung zweier regulatih@NA-Abschnitte bei BWS-Patienten im
Vergleich zu Kontrollpersonen untersucht. Dies wagestens die Promotorregion eines der
Gene des distalen der beiden 11p15.5-ImprintingetuslesH19-Gens, und zweitens eines
Teils der Imprinting-Kontrollregion dieses Clusterder H191GF2-Insulatorregion. Die
Ergebnisse der Untersuchung ¢#r9-Promotorregion werden im ersten, die #9Y1GF2-
Insulatorregion im zweiten Teil dieses Kapitelskdigert.

In der chromosomalen Region 11p15 und dem orthalogarinen Abschnitt auf Chromosom
7E/F wurden im Rahmen dieser Arbeit, sowie von Nggtern dieser Arbeitsgruppe oder in
Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen eine Reirmuen Gene identifiziert und
charakterisiert. Aufgrund ihrer Lokalisation in s Region mit einer auffalligen

Akkumulation imprinteter Gene, ist eine Untersudpwer allelspezifischen Genexpression
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sinnvoll. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methethbliert, die eine detaillierte Analyse
der Genexpression im Hinblick auf die elterlicherldmft der Transkripte im murinen
Organismus ermoglicht. Nicht alle Gene, die eineamagnischen Imprinting unterliegen,
werden in allen Organen monoallelisch exprimieshhdern kdnnen eine gewebespezifische
Relaxierung der allelischen Inaktivierung zeiger. d&ul3erdem die Inaktivierung eines Allels
wahrend der Entwicklung nachlassen, oder es na@émglich biallelischer Expression erst zu
einem spaten Abschalten eines Allels kommen kanmgevdie Imprintinguntersuchung der
neu identifizierten Gene gewebespezifisch und z@rreren Zeitpunkten durchgefihrt. Die
Ergebnisse der Identifizierung und Charakterisigrdes murined rpm5Gens, einschliellich
der Untersuchung einer potentiellen allelspezigscExpression, und der Imprintinganalysen
weiterer Gene der chromosomalen Region 11p15.5emend denKapiteln 4.3 und 4.4
besprochen. Im flnften Abschnitt dieses Kapitelsdwdie Untersuchung des neu identi

fizierten, isoform- gewebe- und entwicklungsabhgngiprinteterAscl3Gens diskutiert.

™
?99’ & Methylierungs-
5 éci' analysen

11pl4 151 15.2 153 15.4 5
Mensch & T I
'\/é é’&o a
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& @

5 4 Gencharakterisierung un

Expressionsanalysen

Abbildung 4.1: Lokalisationen der untersuchten ortlologen humanen und murinen Gene
Die Gr6Re der Banden und die Entfernungen zwisdeenGenen sind nur angedeutet und entsprechendanht
exakten Werten. Untersuchte Gene sind in der jeyesilSpezies fett hervorgehoben.
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4.1 Untersuchung der Methylierung der Promotorreqi on des H19-

Gens

Die Expression der Mehrzahl der Gene des humaneron@soms 11p15.5 erfolgt
praferentiell oder ausschlie3lich von einem derdéei elterlichen Allele. Im distalen
Abschnitt dieser Region sind dies vor allem die &di9 und IGF2, die einem reziproken
Imprinting bei stark Uberlappendem Expressionsnnustgerliegen. Eventuell kann das
proximal folgende Insulin-GenINS), fur das es Hinweise auf eine gewebespezifische
Inaktivierung des maternalen Allels gibt (Mooreagt 2001), diesem Cluster hinzugerechnet
werden. Von diesem Abschnitt durch eine Gruppddlisth aktiver Gene getrennt, folgt ein
zweites Cluster mit den maternal aktiven GeK€NQ1, KCNQ1DN CDKN1C SLC22A1L
und IPL und dem ausschliel3lich paternal abgelesenen Asgs&ranskript vorKCNQ1
(KCNQ1OT]) (siehe aucibbildung 1.1). Wahrend in diesem proximalen Imprintingcluster
eine allelspezifisch methylierte Region im Promb&eich des KCNQ1OT1Gens
identifiziert werden konnte (Smilinich et al., 1999ur die postuliert wird, dass sie als
Imprintingzentrum (mprinting centef’, IC) die Expression der Gene dieser Region reguli
(Cleary et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2002; iHeret al., 2000), konnten im distalen Cluster
drei Regionen differentieller Methylierung beschea werden: eine im Promotorbereich des
H19-Gens (Zhang et al., 1993), eine zweite in einpetitven Region im 5 -Bereich des
H19-Gens (Frevel et al., 1999a; Jinno et al., 1996) eine dritte Region in Intron zwei des
IGF2-Gens (Cui et al.,, 2002). Die Promotorregion dedd49-Gens wurde zunachst
ausschlief3lich mit Hilfe von methylierungssensitivieestriktionsenzymen untersucht (Zhang
et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dass ot delegenen Hpall- und Smal-
Schnittstellen in Wilmstumoren (Moulton et al., #9%teenman et al., 1994) und BWS-
Patienten (Reik et al., 1994; Reik et al., 199%)k&r methyliert sein kdnnen als in den
untersuchten Kontrollgeweben. 1999 verdéffentlichtErevel und Mitarbeiter erstmals
Ergebnisse einer Untersuchung der Methylierungedsien zwolf dem Transkriptionsstart des
H19-Gens benachbarten CpGs mittels Einzelklonsequemge von Amplifikaten
bisulfitmodifizierter DNA von Wilmstumoren mit undhnelGF2-LOI (,lossof impintingd’)
und der korrespondierenden Nierengewebe. Es zsighe dass die CpGs dieser Region ein
sehr variables Methylierungsmuster aufwiesen, déwdise unabhangig von der elterlichen
Herkunft war. Obwohl der Anteil methylierter CpGargaternalen Allele deutlich groR3er als
der der maternalen Allele war, konnte fir keineifRos eine einheitliche Methylierung aller
untersuchter Einzelklone festgestellt werden und/a@sle gefolgert, dass diese Region nicht
geeignet fur eine Untersuchung einer potentiell hplagischen Methylierung in
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Wilmstumoren und BWS-Patienten sei (Frevel et 4099b). Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu den mit Hilfe der methylierungssewvesn Restriktionsenzyme beschriebenen
Befunden. Dennoch wurde die Promotorregion bisFartigstellung dieser Arbeit weiterhin
durch Bestimmung der Methylierung des CpGs der Ssehhittstelle an Position -15 vor
demH19-Transkriptionsstart untersucht (Bliek et al., 20D&Baun et al., 2002; Gaston et al.,
2001; Li et al., 2001; Weksberg et al., 2001).

Da die Methylierung der Promotorregion fur die Eegmion deH19-Gens eine wichtige
epigenetische  Modifikation darstellt, wurde in devorliegenden Arbeit der
Methylierungsstatus der CpGs eines 326 bp grol3esthiitts dieser Region der DNA aus
Lymphozyten von BWS-Patienten und Kontrollpersomaih Hilfe der Bisulfit-Einzelklon-
Sequenzierungstechnik tberpruft. Ahnlich den vaever und Mitarbeitern fiir Wilmstumore
ohne Verlust de$GF2-Imprintings und der Kontrollnieren beschriebenesfudiden, konnte
sowohl fur die DNAs der Kontrolllymphozyten, wie ciu der BWS-Patienten ein sehr
variables Methylierungsmuster festgestellt werdgierhe Abbildungen 3.2-3.5). Keine der
zwolf untersuchten Cytosinbasen ist zu 100% aléddisch methyliert. Das Verhaltnis
methylierter CpGs"CpGs) zu unmethylierten CpGs ist fir die patern@éele fast immer
groRer eins, wahrend es fur die maternalen Alleie Ansnahme einer Position bei einer
Kontrollperson kleiner eins ist. Vergleicht man bhangig von der elterlichen Herkunft den
Anteil methylierter CpGs, so variieren die Wertengch Position zwischen 34% und 68%,
liegen aber haufig nahe an 50%. Da die Identifumigr der parentalen Herkunft der
Einzelklone mit Hilfe eines Einzelnukleotidpolymbipmus (single nucleotide
polymorphisr, SNP) innerhalb der amplifizierten Region moglietar, konnte diese
Verteilung auf eine an den einzelnen Positionenersohiedliche, individuenspezifisch
variierende Beteiligung der Allele zuriickgefuhrtrden. So kann der Anteil des véaterlichen
Allels an den methylierten CpGs und der Anteil desernalen Allels an den unmethylierten
CpGs uber 90% betragen, wie z.B. das methyliertel &h CpG 1 der DNA 1073-00 (93%
paternal), oder methylierte und unmethylierte Cpbsd fast zur Halfte paternaler und
maternaler Herkunft wie z.B. jeweils 52% im CpG dér DNA 1073-00 (siehé&bbildung
3.3 B. CpG 11 in der Erkennungssequenz des Restrildimysns Smal lag bei den
Kontrollpersonen in durchschnittlich 34 von 100 Ztklonen methyliert vor. Da bis zu ca.
40% (DNA 1073-00) der an dieser Stelle methylierteimzelklone zudem maternaler
Herkunft waren, kann man auch hier nicht von eispezifischen Methylierung des
vaterlichen Allels sprechen. Vergleicht man die IMéerung der unterschiedlichen CpGs

eines Einzelklons, offenbart sich eine zuséatzlistaeiabilitat: viele sowohl maternale, wie
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auch paternale Einzelklone zeigen ein Gemisch rhiettgr und unmethylierter CpGs, wobei
die Abfolge der Methylierungen der einzelnen Posin in den Einzelklonen einer DNA
ebenfalls hochvariabel sein kambpildung 3.2).

Zusammenfassend kann die Methylierung der Pronmegaon desH19-Gens bereits bei den
untersuchten Kontrollpersonen als sehr heteroged nuar tendenziell allelspezifisch
beschrieben werden. Daher erscheint eine Unteragchon BWS-Patienten wenig sinnvoll,
um eine Imprintingstdrung, die mit der Pathogenesséchlich zusammenhangt zu
identifizieren. Aufgrund der verbreiteten Verwendutier mit Hilfe methylierungssensitiver
Restriktionsenzyme ermittelten Daten bei der mdbaienetischen Einordnung von BWS-
Patienten (siendabelle T1.1), wurde die Methylierung der19-Promotorregion dennoch
auch an BWS-DNAs untersucht.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war dem der Kiipgrsonen sehr ahnlich, da die BWS-
DNAs ebenfalls einen hohen Anteil unmethylierterGSpauf dem vaterlichen Allel und
methylierter CpGs auf dem miutterlichen Allel aufeea. Es konnten nur geringflgige
Unterschiede zwischen dem Methylierungsmuster Hé&®-Promotorregion von BWS-
Patienten und Kontrollpersonen festgestellt werddrhildung 3.5 zeigt fur Patient 427-99
die, verglichen mit Kontrollpersonen, grol3te gefeimel Abweichung der prozentualen
Verteilung methylierter und unmethylierter Alleldie CpGs 8 und 11, die beide
Schnittstellen methylierungssensitiver Restriktemsyme (Hpall und Smal) sind, wiesen
eine starke Hypomethylierung des paternalen Akeis Da fur dieH19-Promotorregion als
epigenetischer Defekt jedoch ausschliel3lich Hyp#rgherungen beschrieben worden sind
(siehe Tabelle T1.1), handelt es sich hierbei vermutlich um eine Zigidl extremere
Verteilung der Methylierung, die keine epigenetessdidutation darstellt. Fir eine genaue
Charakterisierung der Methylierung der PromotooagilesH19-Gens ist die Untersuchung
einer grol3en Gruppe von Kontroll-DNAs, und evertwich der von BWS-Patienten
notwendig. Aufgrund der Widerspriiche der Befunde, rdit Hilfe methylierungssensitiver
Restriktionsenzyme und durch die SequenzierungBinrelklonen bisulfitbehandelter DNA
fur die Methylierung dieser Region erhalten wurdeést, es aul3erdem notwendig, die
Ergebnisse mit beiden Methoden zu Uberprifen, wes dum Teil von Frevel und

Mitarbeitern fir Wilmstumore und Nierengewebe dgefiihrt wurde (Frevel et al., 1999a).

Die Befunde der hier durchgefiihrten Untersuchunigevedarauf hin, dass ahnlich wie in der
Niere auch in Lymphozyten die Methylierung d¢€r9-Promotorregion nicht, oder nur in sehr

geringem MalRe allelspezifisch ist. Der Mechanisrdas epigenetischen Inaktivierung des
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paternalen H19-Allels scheint entweder die Methylierung der Préonegion nicht
einzubeziehen, oder aber dort nur in bestimmtenebew und/oder in bestimmten Stadien
der Entwicklung nachweisbar zu sein. Es wére awrhktellbar, dass eine Methylierung des
paternalen Allels eines bestimmten Abschnitts den@torregion, wie z.B. der ersten CpGs
des amplifizierten Fragments, wenn sie, im Gegensatder des maternalen Allels, einen
bestimmten Schwellenwert Ubersteigt, zu einer argedie Repression manifestierenden
Modifikation dieser Region fuhren konnte, wie zd&r Rekrutierung von die Transkription
inhibierenden Komplexen. Auf der Ebene der DNA-Mdithrung allein lassen sich die
elterlichen Allele jedoch nur schwer unterscheidend eine Interpretation potentieller
Veranderungen des Methylierungsmusters bei BWSRat hinsichtlich eines relaxierten
Imprintings des H19-Gens erscheint unmoglich. Daher wurde der Schwdtpuder
Methylierungsuntersuchungen der vorliegenden Arsloiit auf die Identifikation eines defek-
ten Imprintings bei BWS-Patienten abzielt, auf diealyse der differentiell methylierten

H19-Repeatregion gelegt.
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4.2 Untersuchung der allelspezifischen Methylierun g des B1/A1-

Repeats in der H19-IGF2-Insulatorregion

Bereits 1996 beschrieben Jinno und Mitarbeitemtladspezifische Methylierung einer 2,0 bis
3,4 kb vor demH19-Transkriptionsstart gelegenen Region, die aus3¢efachen direkten
Wiederholung einer 400 bp langen Sequenz bestedem sie eine Hybridisierung des
Southern-Blots der Restriktion von DNA aus u.a. r8pen, Lymphozyten, Plazenta und
fetaler Leber mit den methylierungssensitiven Enegrilpall und Hhal durchfihrten (Jinno
et al.,, 1996). Sie konnten jedoch weder Bindestelbiekannter Transkriptionsfaktoren
identifizieren, noch eine evolutive Konservierungseér Sequenz auf dem orthologen distalen
murinen Chromosom 7 finden. In der murinéfi9-5’-Region stellten 1998 Hark und
Tilghman eine epigenetische Markierung des matemdllels in Form allelspezifischer
DNasel-Hypersensitivitat fest (Hark und Tilghma®98&). Frevel und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass eine dieser hypersensitiven Stellem2ibp grol3es Element enthalt, dass in
Maus, Mensch und Ratte eine hohe Sequenzahnlichlbaeist (Frevel et al., 1999a). Sie
stellten fest, dass 5’ der beschriebenen 3,5 Kogemn400 bp-Repeats (B1-B4) weitere 2,5
Wiederholungen dieser Sequenz (B5-B7) existieréfflaBkiert von jeweils einem 450 bp-
Repeat (Al, A2) und dass das konservierte 42 bp&ile in sechs der sieben B-Repeats
vorhanden ist (siehéAbbildung 1.3). Die Vermutung, dass es sich dabei um eine
Erkennungssequenz eines DNA-bindenden Proteinselak@dnnte, wurde schliel3lich von
mehreren Arbeitsgruppen bestatigt und das dort elnidel Protein als CTCF (@JC
bindenderFaktor) identifiziert (Bell und Felsenfeld, 2000; iHdaet al., 2000; Kanduri et al.,
2000). Die methylierungssensitive Bindung des sigh elf Zinkfingern zusammensetzenden
CTCF-Proteins bewirkt auf dem maternalen Chromod@iunktionelle Trennung déGF2-
Promotoren von den telomerwérts del49-Gens gelegenen Enhancern und damit die
Inaktivierung des maternalé@F2-Allels (Hark et al., 2000). Damit kommt der MetigyLing

der CTS (CTCF target sequenc® der H19-Repeat-Region eine zentrale Rolle bei der
Kontrolle der Genexpression in der distalen Impmgdomane zu. Eine fehlerhafte
Methylierung ist ein wahrscheinlicher epigenetisciefekt, der zur Fehlregulation der
betroffenen Gene in Tumoren und Erkrankungen, igidrdprintingmutationen dieser Region
bekannt sind, fihren konnte. Dies konnte fur Wilmsbre (Frevel et al., 1999b),
Osteosarkome (Ulaner et al., 2003), Kolorektal-i(€al., 2002; Nakagawa et al., 2001) und

Blasenkarzinome (Takai et al., 2001) nachgewiesenmlewn.
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In dieser Arbeit wurde die Untersuchung der CTS @&dsRepeats in BWS-Patienten
durchgefuhrt. Nach Amplifikation eines 406 bp gnefk@agments bisulfitmodifizierter DNA
der Lymphozyten von BWS-Patienten und Klonierung &eodukts inE. coli, konnte die

Methylierung von 20 CpGs des Bl-Repeats und sieBpbs des Al-Repeats durch

Sequenzierung der erhaltenen Einzelklone gepriideve

4.2.1 ldentifikation der parentalen Allele

Die elterlichen Allele wurden anhand von bis zu ffiginzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs) unterschieden und so getrennt auf ihre Metlimg untersucht. Von den 57 auf einen
Polymorphismus getesteten Patienten waren 35 idestens einer Position heterozygot und
bei 33 Patienten konnte die parentale Herkunft loliden Allele eindeutig zugeordnet
werden.

Bei der Amplifikation eines DNA-Abschnitts bestefmundsatzlich die Moglichkeit, dass
wahrend der PCR entstandene Fragmente sich arodipl&mentare Sequenz anlagern und
so wahrend der Anlagerungsphase selbst als Priomegieren. Hierdurch kdnnen PCR-
Amplifikate entstehen, die sich aus einem Teil mmatker und einem Teil paternaler Sequenz
zusammensetzen. Dieses Problem kdnnte bei derductarng von Einzelklonen, die auf ein
einzelnes einligiertes PCR-Amplifikat zuriickgehen einer Fehlinterpretation des Methylie-
rungsmusters fuihren, wenn ein solcher Vorfall nigtit Hilfe zweier ausreichend entfernt
voneinander liegender SNPs aufgedeckt werden kaofgrund der hohen Polymorphis-
mendichte in der A1-B1-Region konnte die Haufiglaetr Entstehung von derartigen PCR-
Artefakten in 23 Patienten untersucht werden. Inggbsatz zu Berichten anderer Arbeits-
gruppen (Buiting, pers. Mitteilung) wies jedoch Mittel nur ein von durchschnittlich 21
Einzelklonen pro Allel solch eine artifizielle Amifdkation auf, so dass auch in den Patienten,
in denen nur ein einzelner informativer Polymorphis zur Verfigung stand, eine Aus-

wertung der allelspezifischen Methylierung moghear.

4.2.2 Variable Methylierung des Al-Repeats

Die in der vorliegenden Arbeit amplifizierten DNAdgmente enthalten 27 CpGs, von denen
sich 20 im B1-Repeat und sieben im Al-Repeat befir@bbildung 3.6). Die CpGs des Al-
Repeats zeigten nur teilweise eine ihrer parentdlerkunft entsprechende Methylierung.

Wahrend in einigen DNAs von Kontrollpersonen und 8\Watienten, bei einer ansonsten
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sehr allelspezifischen Methylierung der andereno§lge des Al-Repeats, einzelne CpGs
beider Allele in allen Einzelklonen umgewandeltlagen (z.B. CpG 21 und CpG 26 bei der
Kontroll-DNA 922-00, Abbildung 3.7), zeigten andere DNAs ein sehr heterogenes
Methylierungsmuster nahezu aller A1-CpG-Dinukleetigvie z.B. bei der DNA des BWS-
Patienten 539-99bbildung 3.9a). Die Methylierung des Al-Repeats schien dabaien
meisten Fallen unabhangig von der des Bl-Repeatein) da auch bei den Patienten, bei
denen eine Hypomethylierung des paternalen Alfel81-Repeat gefunden wurde, die CpGs
der Einzelklone beider Allele im Al-Repeat sowohkthyliert wie auch unmethyliert
vorlagen Abbildungen 3.8a-9.

Ein ahnlicher Befund wird auch von Frevel und Migitern fir die Methylierung dieser
Region in der Niere beschrieben: Die Einzelklonealtem der maternalen Allele zeigten mit
einer Ausnahme in Wilmstumoren ohi@F2-LOI und gesunden Nieren immer auch eine
Hypermethylierung der CpGs des Al-Repeats. Dierpalen Allele waren dagegen in den
Al1l-CpGs nur vereinzelt hypomethyliert. Teilweisasdtisich dies auf die Vorauswahl der
amplifizierten Einzelklone zurtckfiuihren, die durdie Restriktion der untersuchten DNAs
mit Hpall vor der Bisulfitbehandlung vorgenommenrder CpG 23 ist Teil einer Hpall-
Schnittstelle und unmethylierte DNA-Abschnitte weinddaher fragmentiert und konnten in
der anschlieBenden Amplifikation nicht vervielfgttiwerden. Vor allem die maternalen
Einzelklone die durch Klonierung der Amplifikate vdNA ohne vorhergehende Hpall-
Restriktion entstanden sind, lassen jedoch eindidee Hypermethylierung im Al-Bereich
erkennen. Frevel und Mitarbeiter vermuten, dassAdaRepeat in 3"-Richtung eine Grenze
fur die Ausdehnung des Methylierungsimprints ddlts{Erevel et al., 1999b). Die in dieser
Arbeit beschriebenen Ergebnisse unterstitzen tHgpethese. Spatestens ab CpG 23 konnte
vor allem fur das maternale Allel eine stark nastdsnde Aufrechterhaltung des
unmethylierten Zustands festgestellt werden. Ingeim Fallen war jedoch keine klare 3’-
Grenze des Methylierungsimprints zu erkennen, daemige CpGs weniger Einzelklone
keine allelspezifische Methylierung zeigten (zABbildung 3.7).

Hori und Mitarbeiter konnten 2002 in den beiden épRats jeweils zwei tandemartig
angeordnete Sequenzen identifizieren, die als Bietlen fur Proteine der Oct-Familie
dienen kdnnen, und die fir den Schutz vor edenoveMethylierung der CpGs in und um
die CTCF-Bindestellen der benachbarten Repeatsemaliy sind (Hori et al., 2002). Die
demethylierende Aktivitat dieser Protein-DNA-Binduist jedoch nur zu beobachten, wenn
die Ziel-DNA selbst nicht stark methyliert ist, stass auf dem paternalen Allel, das in

Spermien bereits methyliert vorliegt (Ueda et 2000), eine Oct-Bindung nicht stattfinden
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kann. Wahrend die Methylierung der B-Repeats diedBng des Zinkfingerproteins CTCF
verhindert, bewirkt die Methylierung der A-Repeatahrscheinlich, dass eine Bindung der
Oct-Proteine nicht stattfinden kann. Wenn die OecteBng in A1 zu einem Schutz vor einer
Methylierung des B1-Repeats fihrt, sollte das maler Chromosom einheitlich sowohl in
Al, wie auch in B1 unmethyliert sein. Normalpersan@/ilmstumore und BWS-Patienten
zeigten jedoch ein gleichermal3en heterogenes AlNletungsmuster, so dass anzunehmen
ist, dass fur die Oct-Bindung in den A-Repeats eummiger stringente Nichtmethylierung
ausreicht und dort einzelne CpGs methyliert seinnki, ohne dass der maternale Imprint
verloren geht. Alternativ kdnnten die gefundenenhyliierungen auf dem maternalen Allel
auch zu einem Zeitpunkt entstanden sein, zu demek®@ct-Bindung zur Aufrechterhaltung

des unmethylierten Zustands der B-Repeats mehderfach war.

4.2.3 BWS-Patienten mit monoallelisch paternaler M ethylierung des B1-

Repeats

In 20 der untersuchten BWS-Patienten zeigte dasrmale Allel, wie in den untersuchten
Kontrollen, aufgrund ihrer Methylierung eine Resist der Cytosine gegen eine
Umwandlung in Uracilbasen in allen CpGs des Bl-Repewahrend alle entsprechenden
maternal vererbten Cytosine als Thyminbasen segréneurden, da sie unmethyliert nicht
gegen die Umwandlung durch den Bisulfitangriff deget waren Abbildungen 2.1 und
3.7). Ein solches allelspezifisches Methylierungsmusies Bl-Repeats entspricht dem
Normalzustand, wie er in allen bisher untersucktanatischen Geweben gefunden wurde. Es
resultiert vermutlich in einer jeweils monoallehsn Expression sowohl detl9-, wie auch
des IGF2-Gens, da die CTCF-Proteine ausschlie3lich die tmyherte maternale CTS
binden kdnnen (Hark et al., 2000). Leider konn&sdiAnnahme nicht tberprift werden, da
von den untersuchten Patienten ausschlief3lich Blogm zur Verfligung standen, in denen
H19 als nicht undGF2 als individuell biallelisch oder monoallelisch expiert beschrieben
wurde (Giannoukakis et al., 1996). Die bis heutbligierten Methylierungsanalysen der
H19-Repeats, bei denen die allelspezifische ExpresdemGenelGF2 und H19 in den
entsprechenden Geweben mdglich war, deuten damauddiss zumindest die Expression des
H19-Gens monoallelisch erfolgt, da fiir eine biallgliscExpression eine Hypomethylierung
der H19-Repeatregion notwendig zu sein scheint (Ulanel.e2003). Did GF2-Expression

kann jedoch bei monoallelischer Methylierung auksBhch paternal, oder von beiden
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Allelen erfolgen (Cui et al., 2002; Frevel et 4999b; Nakagawa et al., 2001) und damit auch
unabhangig von der Zugéanglichkeit der Enhanceibgesein.

Da bisher eine Vielzahl genetischer und epigenatisdVutationen bei BWS-Patienten
beschrieben wurde, ist es nicht Uberraschend, @assGroldteil der in dieser Arbeit
untersuchten Patienten eine vollig normale monlisdlee Methylierung deH19-B1-CTS
aufwies. Eine Beteiligung der Gene dieses Imprgdinsters an der Entstehung des Krank-

heitsbildes kann jedoch auch bei ihnen nicht ausdessen werden.

4.2.4 BWS-Patienten mit biallelisch unmethyliertem B1l-Repeat

In acht der 33 untersuchten DNAs von BWS-Patieritennte eine Abweichung vom
allelspezifischen Methylierungsmuster des B1-Reptestgestellt werden. Vier DNAs (1524-
99, 176-00, 806-00, 568-01) zeigten eine Hypomethyhg des vaterlichen Allels, die sich
Uber alle 20 untersuchten CpGs des B1-Repeatgektdr Beim Patienten 568-01 waren zwei
der 29 vaterlichen Einzelklone methyliert, bei dmmleren drei Patienten wurde nur eine
isolierte Methylierung einzelner CpGs unterschigwdr Einzelklone beobachtet (siehe
Abbildung 3.8). Die vier Patienten 536-99, 738-99, 287-00 un@-@3 zeigten eine leichtere
Hypomethylierung, von der nur wenige vaterlichezgiklone, oder CpGs aul3erhalb der CTS
betroffen waren. Eine allelspezifische Bindung bhssilators CTCF ist bei diesen vier DNAs
hochstwahrscheinlich noch moglich, wahrend beiden Patienten mit zwei unmethylierten
Allelen eine Bindung an beide Kopien angenommerde@imuss.

Die Ursache der Hypomethylierung der vaterlicherR&peat-Region ist unbekannt. Es ware
denkbar, dass entweder die Etablierung des pasertaprints in der mannlichen Keimbahn
fehlerhaft war, oder wahrend der Embryonalentwicglwerloren ging, indem z.B. die
Region nicht gegen die generelle Demethylierung@esoms, die nach der Implantation des

Embryos stattfindet, geschtitzt werden konnte.

Als Konsequenz sollte nach dem Insulator-Modell swicher Verlust des paternalen
Methylierungsimprints in deH19-CTS in einer biallelischen Inaktivierung dESF2-Gens
und einer biallelischen Expression d¢K3-Gens resultieren (Bell und Felsenfeld, 2000). Eine
Hypomethylierung deH19-Repeatregion konnte bereits fiur Blasen- (Takaalet 2001),
Kolorektalkarzinome (Cui et al., 2002; Nakagawalet 2001) und Osteosarkome (Ulaner et
al., 2003) beschrieben werden. EiH&9-Expressions-Untersuchung der hypomethylierten

Allele in den informativen Blasenkarzinomen zeigedoch keine Relaxierung der
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Inaktivierung des paternalen Allels (Takai et 2001), so dass ein funktioneller Zusammen-
hang von CTS-Methylierung und19-Expression nicht hergestellt werden konnte. Eqnk&n
sich also bei der Hypomethylierung des Bl-Repeatisdas Ergebnis z.B. einer generellen
Demethylierung eines groReren DNA-Abschnitts oderere Reihe einzelner Regionen
handeln, die nicht urséchlich fir eine FehlregolatdesH19-Gens im Tumor ware. Die
IGF2-Expression wurde in den hypomethylierten Blaserikamen nicht untersucht.

Die Befunde fir Kolorektalkarzinome sind widersgriich: Wéahrend eine
Arbeitsgruppe in 2/3 der Karzinome ni@F2-LOI eine Hypermethylierung des B1-Repeats
fanden (Nakagawa et al., 2001), stellten Cui untaMeiter fest, dass diese Region in den
von ihnen untersuchten Kolorektalkarzinomen hadfygpomethyliert war und dass dieser
Zustand sowohl mit einer mono-, wie auch einerléiathenlGF2-Expression einhergehen
kann (Cui et al., 2002). Eine Veradnderung HéO-Expression wurde in dieser Studie nicht
gefunden. Die Hypermethylierung der Insulatorbinelés zusammen mit einer biallelischen
IGF2-Expression steht in Ubereinstimmung mit den Voshgen des Insulator-Modells fiir
H191GF2, wahrend eine Hypomethylierung, die gemeinsam eiméer biallelischerlGF2-
Expression auftreten kann, dazu im Widerspruchts@m und Mitarbeiter vermuten daher,
dass die Hypomethylierung der in Intron 2 #8§2-Gens gelegenen DMR, die in allen von
ihnen untersuchten Kolorektalkarzinomen zusammert emem Verlust desIGF2-
Imprintings auftrat, ursachlich fir die bialleliselGF2-Expression ist. Diese DMR ist auf
dem maternalen Chromosom methyliert und die Autaglluben, dass eine Methylierung
eine Assoziation von Repressoren bewirken konne,ddrch die Hypomethylierung im
Tumor verloren ginge. Dieser Mechanismus wirde diksvierung derlGF2-Expression
Uber andere Enhancer postulieren und damit dadatostModell umgehen. Drewell und
Mitarbeiter konnten ein Paar mesodermaler Enhari2rund 14 kb 5 desH19
Transkriptionsstarts identifizieren. Dieses Enhapaar kann wie der 10 kb 3’ ded9-Gens
gelegene endo-/mesodermale Enhancer mit den Proenmoteider Gene interagieren und
deren Expression amplifizieren (Drewell et al., 20Ma die bekannte CTS-Insulatorregion
nicht zwischen diesen mesodermalen Enhancern umd@E2-Gen, sondern zwischen den
mesodermalen Enhancern und deitO-Gen liegt, konnten sie eine wichtige Rolle bei der
CTS-unabhangigelsF2-Aktivierung spielen.

Fur den BWS-Phanotyp ist die Regulation der Geresgion in Geweben mesodermalen
Ursprungs besonders interessant, da insbesonderdakroglossie eines der haufigsten
Symptome ist und der Wilmstumor als h&ufigster gmibaler Tumor das lebensbedrohlichste

Merkmal darstellt. Die in dieser Arbeit gefundengpdmethylierung deH19-CTS wurde in
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Lymphozyten-DNAs von BWS-Patienten nachgewieserso alm Gegensatz zu den
Tumorbefunden nicht in einem Zelltyp, der direkt dem Phanotyp der Betroffenen in einem
Zusammenhang steht. Um zur Entstehung der Krankle&zutragen, sollte sie daher nicht
gewebespezifisch sein. Es wére also moglich, da&eiveben mesodermalen Ursprungs die
IGF2-Expression nicht direkt von der CTS-Hypomethylregubeeinflusst wird, sondern
stattdessen z.B. vom Methylierungsstatus|@2-DMR. Der Verlust der Methylierung auf
dem véterlichen Allel sollte aber dennoch Auswirgen auf die Expression déSF2-Gens

in anderen, nicht mesodermalen Geweben haben.

Die Ergebnisse der Untersuchungen weiterer Tumareinem verandertertGF2- und/oder
H19-Imprinting zeigen, dass die potentiellen Reguleimechanismen der allelspezifischen
Genexpression noch komplexer zu sein scheinen:edlamd Mitarbeiter stellten fest, dass in
Osteosarkomen mit einer Hypomethylierung de$9-B1-Repeats eine monoallelische
Expression deK5F2-Gens vom vaterlichen Chromosom und eine bialle@dExpression des
H19-Gens vorlag (Ulaner et al., 2003). Sie vermuteassdbei diesem Verlust der
Methylierung die Bindung des CTCF-Proteins keindsté@ndigen Trennung von Enhancer
und IGF2-Promotor bewirkt und noch eine Expression desrhéten Allels zulasst, die
wahrscheinlich zu einer geringeren Transkriptiotesfahrt, aber nicht zu einem vollstandigen
Abschalten des Gens. Di#l9-Expressionsstarke wirde sich entsprechend erhdlaeauch
auf dem vaterlichen Chromosom eine Interaktion Bahancer mit denH19-Promotor
moglich wiirde und zu der gefundenen biallelischean3kription des Gens fiihren kdnnte.
Ulaner und Mitarbeiter konnten mit Hilfe dieses Mdd ebenfalls den reziproken Zustand,
den sie bei einer Hypermethylierung der B1-CTS BteOsarkomen fanden, erklaren. Eine
biallelische Expression deK5F2-Gens zusammen mit einer ausschliel3lich maternalen
Expression votd19 wurde bereits fir andere Tumore, wie dem Zervderdvarialkarzinom
beschrieben (Douc-Rasy et al., 1996; Kim et al98)9Im Rahmen des vorgeschlagenen
Modells wirde dementsprechend der Befund einetebsdhen Expression des einen Gens
zusammen mit der kompletten Inaktivierung des ameBens mit einer vollstdndigen
Hyper-, bzw. Hypomethylierung der CTS einhergehen.

Es stellt sich die Frage, ab wann eine aberranygpdH) Methylierung vollstandig ist, bzw.
wie ein Methylierungsmuster aussieht, das zu eiiiekenhaften Blockade fuhrt (Hypo-
methylierung). Untersucht man die CTS des Bl-Repgat Hilfe der Sequenzierung von
Einzelklonen der Amplifikate bisulfitbehandelter BNso kdnnte eine unvollstandige Methy-
lierung sich entweder in einer Mischung methylieded unmethylierter Einzelklone eines
Allels und/oder einer Mischung methylierter und wthylierter CpGs in der CTS der
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Einzelklone eines Allels widerspiegeln. Beide Beferkonnten bei der Untersuchung von
Osteosarkomen mit sowokl19-LOI, wie auchlGF2-LOI dokumentiert werden. Allerdings
wurden in der Arbeit von Ulaner und Mitarbeiternr maenige (vier bis neun) Einzelklone
untersucht, so dass eine Quantifizierung nicht@hrerscheint.

Die Methylierung der BWS-Patienten-DNA in der vedenden Arbeit zeigte in den Fallen,
in denen sie vom allelspezifischen Muster abwiattweder nur eine Hypomethylierung
weniger véterlicher Einzelklone, oder eine nahealistandige Hypomethylierung des
paternalen Allels. Eine am ehesten den Ergebnisgam Ulaner und Mitarbeitern
entsprechende Methylierung der B1-CTS konnte figr BWS-DNAs 738-99 und 287-00
(sieheAbbildung 3.9) gefunden werden. Die Anzahl der untypisch me#mgn Einzelklone
war hier jedoch wesentlich geringer als in den besbenen Osteosarkomen, so dass eine
Relaxierung des inaktiven Status des paternBl&@Allels und ebenso eine Reduktion der
IGF2-Expression fraglich bleiben. Der Befund methykerund unmethylierter Einzelklone
eines Allels, bei denen die einzelnen CpGs einezdiilons einheitlich methyliert bzw.
unmethyliert vorliegen, kann auch durch das Audineéines Imprintingfehlers in einzelnen
Zellen in der postzygotischen Entwicklung entstethéegt fur einen bestimmten Zelltyp, der
mit der hier beschriebenen Methode untersucht wemd, solches Mosaik aus korrekt und
fehlerhaft methylierten Zellen vor, so wirde sich golches Muster unterschiedlich methy-
lierter Einzelklone ergeben, wie es z.B. ansatzsviiis DNA 536-99 (sieh@bbildung 3.9)
gefunden wurde. Ein Mosaik fur Imprintingmutationsnrde bei einer Gruppe untypischer
BWS-Patienten als Ursache flr eine partiélEd-Hypermethylierung, die mit biallelischer
IGF2-Expression assoziiert war, vorgeschlagen (Moresbal., 1996). Eine unterschiedliche
Methylierung der CpGs eines Einzelklons, wie sie aibem fur die DNAs 738-99, 287-00
und 736-01 festgestellt wurde, kann jedoch nicitllein Zellmosaik entstehen. Hier kénnte
vielmehr eine fehlerhaft arbeitende Methyltrans$erabder partielle Demethylierung als
Ursachen zu suchen sein.

Die paternalen Einzelklone der DNAs 1524-99, 176-806-00 (mit Ausnahme von zwei
Einzelklonen) und 568-01 (siel&bbildung 3.8) zeigten einen vollstandigen Verlust des
Methylierungsimprints, so dass eine Expression I&#52-Gens von diesem Chromosom
unter dem Einfluss des 3" vatil9 gelegenen Enhancers sehr unwahrscheinlich isivdts
jedoch mdglich, dass die Hypomethylierung der CTH weiteren Hypomethylierungen
benachbarter DNA-Abschnitte einherginge und dantt zlie IGF2-DMR betroffen ware,
was, wie fur Kolorektalkarzinome beschrieben, diradelischel GF2-Expression unabhangig

von dem 3" vorH19 gelegenen Enhancer zur Folge haben koénnte. Derfza¢H19-Kopie
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konnte entweder in Analogie zu den Befunden in @stkomen zusatzlich aktiviert sein,
oder aber, wie in den Blasenkarzinomen beobacktmt, der Hypomethylierung nicht
betroffen sein. Um diese Frage zu klaren wére rasvell, die Methylierung deiGF2-DMR

bei diesen vier CTS-hypomethylierten BWS-Patiersieruntersuchen. In der Arbeit von Cui
und Mitarbeitern konnte jedoch innerhalb der DMRink&olymorphismus identifiziert
werden, der eine Unterscheidung der elterlicheel@dlermdglichen wirde (Cui et al., 2002).
Die erhaltenen Einzelklone wurden lediglich naatenh Methylierungsstatus sortiert und die
Anzahl methylierter und unmethylierter Einzelklonarde in Fallen mit und ohn&F2-LOI
verglichen. Da Sullivan und Mitarbeiter bereits 29fit Hilfe methylierungssensitiver
Restriktionsenzyme zeigen konnten, dass nur daserictie Allel methyliert ist, weil die
differentiell methylierten Schnittstellen in Wilmshoren mit Verlust des maternalen Allels
ausschlieBlich unmethyliert vorlagen (Sullivan &t 4999), wurde fur die methylierten
Einzelklone eine maternale Herkunft angenommen.

Eine solche Analyse der allelspezifischen Methylig ohne Unterscheidung der
Einzelklone anhand eines Polymorphismus erfordene egleichmalige Amplifikation
unmethylierter und methylierter Fragmente. Dieigsdr Arbeit durchgefiihrte Sequenzierung
der H19-B1-DMR der DNA von BWS-Patienten zeigte jedochssddie Allele haufig nicht
unabhangig ihrer elterlichen Herkunft amplifiziewerden, sondern die Anzahl der
mdtterlichen, unmethylierten Einzelklone in der Blegberwiegt. In 13 Fallen betrug die
Anzahl der mutterlichen im Verhaltnis zu der deteviichen Einzelklone mindestens das
Funffache, in elf Fallen immerhin noch mindesteas Boppelte, wahrend in nur drei Fallen
das vaterliche Allel in drei- bis zwdlffachem Ubehiass vorlag. Auch andere Arbeitsgruppen
berichteten von einer solchen Praferenz bei der |Aikgiion bisulfitbehandelter DNA
(Frevel et al., 1999b), die Grinde hierflr sindogd noch weitgehend unbekannt. Eventuell
spielt die unterschiedliche Zuganglichkeit der DAfgrund der Methylierung, und damit
vielleicht auch der Heterochromatisierung des closgmmalen Abschnitts, eine Rolle. Hierflr
spricht, dass in der vorliegenden Arbeit zwei dezi @NAs, bei denen das paternale Allel
praferenziell amplifiziert wurde, hypomethyliert iga. Dennoch bleiben einzelne Félle die
dieser Argumentation widersprechen, wie DNA 643-8® 50 methylierten und 17
unmethylierten Einzelklonen oder DNA 176-00 mit @fmethylierten Einzelklonen

maternaler und nur vier unmethylierten Einzelklopeternaler Herkunft.

Wahrend das Problem der ungleichmafigen Allelarkptibn bei der Einzelklonsequenzie-

rung durch die Unterscheidung der Allele fur diehviahl der DNAs anhand von Sequenz-
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polymorphismen geldst werden kann, flhrt es beesr Methoden zu gré3eren Schwierig-
keiten. Dies ist zum Beispiel bei der Amplifikatibrsulfitbehandelter DNA unter Einbau des
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green mit anschlieRen8ehmelzpunktermittiung (siehe
Kapitel 3.4) der Fall und macht eine Aussage uber die relatAeteile der methylierten und
unmethylierten Allele nahezu unmdglich. Eine Losuhgses Problems konnte durch eine
Modifizierung der Amplifikationsbedingungen, wie N@derungen der Denaturierungs- und
Annealingtemperaturen, oder der Zugabe von Reagendie eine Veranderung der Stabilitat
der G/C- und A/T-Bindungen bewirken, nicht erreickierden. Eine Verbesserung der
Verteilung auf durchschnittich 22% paternale Elkkme erbrachte eine der
Bisulfitbehandlung vorgeschaltete Restriktion d&ADmit einer Kombination von Enzymen,
die eine mdglichst starke Fragmentierung der gescmen DNA herbeifihrten, ohne in den
zu amplifizierenden AbschnitterH{9-Promotor, -Repeat-Regioi{CNQ1OT1DMR) zu
schneiden. Dies deutet darauf hin, dass die Umwagdier unmethylierten Cytosine, die nur
bei einzelstrangigem Zustand der DNA maoglich isf, @&m unmethylierten Chromosomen-
abschnitt besser funktioniert, als auf dem evehstétker heterochromatisierten methylierten
Allel. Fur die Auswertbarkeit der Einzelklonsequiemang konnte durch die Restriktion der
BWS-Patienten-DNA mit Tlil, BsmBI und BsiWI bei 56°eine ausreichende Verteilung der
elterlichen Allele erzielt werden. Fiur die Analyder differentiellen Methylierung mit Hilfe
der Schmelzpunktuntersuchung ist jedoch noch eimgtere Optimierung notwendig.
Eventuell kann durch starker denaturierende Bediggn wahrend der Bisulfitbehandlung,
z.B. durch Erh6hung der Temperatur oder der NaOHzatration, das Verhéaltnis zugunsten
der methylierten Allele verschoben werden, da hietid einerseits mehr einzelstrangige
methylierte Fragmente entstehen und ein zusatzliéheeil vor allem unmethylierter Allele
durch die Alkalibehandlung beschadigt wird. Freued Mitarbeiter wahlten zur Lésung
dieses Problems eine Vorbehandlung eines Teil8Ex mit dem methylierungssensitiven
Restriktionsenzym Hpall, die zur Eliminierung denmethylierten Molekile aus dem
Gemisch der zu amplifizierenden DNA fluhrte, da @r &equenz zwischen den verwendeten
Primern drei Hpall-Schnittstellen existieren (Frewe al., 1999b). Dies ist bei der
LightCycler-Amplifikation der Region mit anschliefider Schmelzpunktuntersuchung der
entstandenen Produkte nicht mdglich, da durch detsgezifischen Verdau nur noch die

Existenz des methylierten Allels nachgewiesen wefdmnte.

Ein Ziel der Methylierungsuntersuchungen bei BW3dP#en ist es, einem oder mehreren

Symptomen der Krankheit eine gemeinsam auftretdreténderung des normalen Methy-
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lierungsmusters zuordnen zu konnen, um hierdureh ldvolvierung und eventuell die
Funktion der mutierten genomischen Region nachweme kdnnen. Eine Korrelation der
Auswirkungen einer moglichen biallelischefi9-Expression bzw. einer unterdriickten oder
abgeschwachtelGF2-Expression und gemeinsamer klinischer Merkmalevaarin der B1-
CTS hypomethylierten Patienten fallt sehr schwaimzinen ist die Funktion dé£l9-Gens
noch stark umstritten, zum anderen sind die klmescMerkmale der vier Patienten sehr
unterschiedlich. Als einzige Gemeinsamkeit zeigiiem vier Patienten zum Zeitpunkt der
Geburt einen embryonalen Uberwuchs oberhalb deP8@entile, zwei Patienten hatten eine
Makroglossie, zwei zeigten renale Anomalien, eitidd& wies eine Nabelhernie und ein
anderer eine postnatale Hypoglykamie auf. B48-Gen wird sowohl als Tumorsuppressor-
(Moulton et al., 1994; Steenman et al., 1994), aieh als onkofetales Gen (Ariel et al.,
1997) diskutiert. Da keiner der vier Patienten eieenbryonalen Tumor entwickelte, ist es
eher unwahrscheinlich, dass dBd9-Gen fir ein onkofetales Genprodukt kodiert, da
aufgrund der biallelischen MethylierungsdefiziefmzeeUberexpression zu erwarten ware, die
die Entstehung eines Tumors begiinstigen wirde. AlietJberexpression einél9-Gens,
dessen Genprodukt als Tumorsuppressor fungiedt Eish nicht mit der Entstehung des
BWS-Phénotyps in Zusammenhang bringen. Ebenso berkeime stark reduziertéGF2-
Expression, wie sie bei einer Hypomethylierung @&%-CTS, die eine Bindung des
Insulatorproteins CTCF zur Folge haben kénnte, ftlsnvorstellbar ware, keine Erklarung
der BWS-typischen Symptome. Als mdgliche Ursached&in embryonalen Uberwuchs, von
dem alle vier Patienten mit B1-Hypomethylierungrbfén sind, wirde im Gegenteil eine
verstarktel GF2-Expression in Frage kommen, wie sie bei einer idyg¢hylierung der CTS
zu erwarten ware. Cui und Mitarbeiter fanden beilokektalkarzinom-Patienten eine
gemeinsame Hypomethylierung sowohl des paternalmornsoms 11 in der B1l-Repeat-
Region, als auch des maternalen Chromosoms 11riiG#-DMR (Cui et al., 2002). Da
eine Hypomethylierung der maternalgbF2-DMR mit einemIGF2-LOI korreliert werden
konnte, wirde ein solcher Befund fiur die BWS-Patenebenfalls mit einelGF2-
Uberexpression einhergehen koénnen. Es ist jedooth nedllig ungeklart, wie eine
Hypomethylierung der B1-CTS auf dem paternalen @wsom mit einer Hypomethylierung
derIGF2-DMR des maternalen Chromosoms mechanistisch vpfkséin konnte. Eventuell
handelt es sich hierbei ursachlich um zwei unteesitiche genetische oder epigenetische
Mutationen, deren Zusammentreffen eine gravierdreldregulierung der Gene des distalen
Imprinting-Clusters des Chromosomenabschnitts 15p4% Folge hat.
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Ein weiterer auffalliger Befund der Untersuchung ltethylierung derH19-CTS bei BWS-

Patienten ist das Fehlen einer Hypermethylierung maternalen CpGs, wie sie bei
Wilmstumoren, Kolorektalkarzinomen und Osteosarkongefunden wurde (Frevel et al.,
1999b; Nakagawa et al., 2001; Ulaner et al., 20@8)e 28 Patienten, fir die eine
Einzelklonsequenzierung durchgefuhrt wurde, zeigitats ein vollstandig unmethyliertes
mutterliches Bl-Repeat. Bei wenigen Patienten waaenfalls einzelne CpGs unter-
schiedlicher maternaler Einzelklone nicht umgewéndeanden jedoch einer Vielzahl vollig
unmethylierter Einzelklone gegeniber, so dass &imktionelle Relevanz sehr unwahr-
scheinlich ist. Da fir BWS bisher als epigenetisEhgation dedH19-Gens ausschliel3lich die
Hypermethylierung der Promotorregion beschrieberde/uund ein Modell in Anlehnung an
die Befunde in Wilmstumoren angenommen wird, ben e Methylierung der B1-CTS auf
dem vaterlichen Chromosom mit einer Methylierung Beomotorregion einhergeht, ist die

Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit in einteddoestehendes Modell nicht mdglich.

Zusammenfassend zeigt die im Rahmen dieser Arhb#ithdefiihrte Untersuchung der
Methylierung deH19/IGF2-Repeatregion, dass eine Hypermethylierung der B3;Wie sie
z.B. in Wilmstumoren beschrieben wurden, kein rgadi Ereignis bei BWS-Patienten ist.
Obwohl der Verlust deksF2-Imprintings, der daraus resultieren wirde, in eMielzahl von

in der Literatur beschriebenen BWS-Fallen detektiegrden konnte, scheint eine gestorte
Bindung des CTCF-Proteins an die mutterliche B1-QB#ir nicht ursachlich zu sein. Im
Gegenteil wurde in einem Achtel der untersuchtenieR&@n-DNAs eine vollstandige
Hypomethylierung der vaterlichen Sequenz festgéstedi der angenommen werden muss,
dass ein Schutz vor einer CTCF-Bindung nicht medstiert. Wéhrend nach dem Insulator-
Modell (Abbildung 1.2B) hieraus eindGF2-Inaktivierung gefolgert werden muss, kdnnte in
Analogie zu den fur Kolorektalkarzinome beschrieberBefunden auch eine biallelische
IGF2-Expression auftreten. Da diese dort stets mitrethgomethylierung der maternalen
IGF2-DMR einherging, ist diese Hypothese durch die tntehung dieser Region fur die
vier im B1-Repeat hypomethylierten BWS-Patientenibarprifen. Ein solcher Zusammen-
hang zwischen der normalerweise reziproken Methytig der beiden DMRs und deBF2-
Expression kénnte durch eine Interaktion beideriétesn Gber Proteine mit methylierungs-
sensitiver DNA-Bindung, eventuell in einem Komplext CTCF, entstehen. EinEF2-
Uberexpression ist bei dem heterogenen Krankhkltsleis Beckwith-Wiedemann Syndroms
nicht als alleinige Ursache zu erwarten. Da die RP&tienten mit B1-CTS-Hypomethylierung

als einziges gemeinsames Symptom embryonalen Ubbsvaufweisen, lasst sich der
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molekulargenetische Befund am ehesten mit eingihéen Dosis dieses Gens in Zusammen-
hang bringen. Eine biallelisch&F2-Expression aufgrund einer Hypomethylierung ld&fF2-
DMR kdnnte auch ohne Beteiligung der 3’ d¢E3-Gens gelegenen Enhancer auftreten. Die
Methylierung derH191GF2-Insulatorregion wére dann fir di&F2-Expression irrelevant.
Da die Bl-Hypomethylierung jedoch in 12,5% der iesdr Arbeit untersuchten BWS-
Patienten gefunden wurde, und auch fir Kolorektlasenkarzinome und Osteosarkome
beschrieben wurde, handelt es sich sicherlich niocheinen zufélligen Methylierungsverlust,
sondern scheint, auch wenn sie nicht das fir diedganese ursachliche Ereignis sein sollte,

mit diesem assoziiert zu sein.
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4.3 Isolierung und Charakterisierung des murinen Trpm5-Gens

Wahrend der Untersuchungen im Rahmen der vorliege#dbeit wurden neue Gene der
humanen BWS-kritischen Region 1 auf Chromosom l1Eptbarakterisiert. Mit Hilfe einer
positionellen Klonierungsstrategie wurde unter aedesin Gen beschrieben, das eine starke
Homologie zur Familie derTransienten-Rezeptor-Potenti@ene TRPGene) aufweist
(Prawitt et al., 2000). Bei defRRGenen handelt es sich um eine mindestens 26 ke
umfassende Superfamilie (Birnbaumer et al., 2068),fur Proteine mit sechs Transmem-
brandomanen kodieren und Kationenkanéle bilden &bnber Name leitet sich von dem
Drosophilatrp-Gen ab, welches fiir die visuelle Signaltransdukio@ndtigt wird, und bei
dessen Ausfall nur eine kurze, nicht anhaltendearjsienté) Antwort auf Lichtsignale
maoglich ist. Die starkste Homologie zeigte das néentifizierte Gen zu den Genen
Melastatinlund TRPC7.Es wurde daher alMMTR1:Gen (Melastatinl- andTRP+elated
gene 1“) bezeichnet (Prawitt et al., 2000). Aufgrund detrukturellen Merkmale des
resultierenden Proteins wurde spater im Rahmem ¥i@inheitlichung der Nomenklatur der
TRP-Gene eine Umbenennung TTRPM5vorgeschlagen (Montell et al., 2002), daher wird
dieser Name im Folgenden verwendet.

Fur die Untersuchung der Funktion eines menschiicdkenprodukts ist es hilfreich, auf die
entsprechenden Daten, die fur ein orthologes GeiMdes als Modellorganismus gewonnen
wurden, zuriickgreifen zu kdnnen. Insbesondere liletes Studien der Genexpression, die
auch die Embryonalentwicklung mit einschliel3en, ud@ eine Unterscheidung der
transkribierten elterlichen Allele ermdglichen, k@&m im Gegensatz zum Menschen in der
Maus vergleichsweise unkompliziert durchgefuhrt deer. Daher wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit das murine orthologepm5Gen identifiziert und einer detaillierten
Expressionsanalyse unterzogen. Die Ergebnisserdiggersuchungen konnten im Jahr 2000
in der ZeitschriftGenomicsreroffentlicht werden (Enklaar et al., 2000).

Der Nachweis der Existenz des orthologen murifgm5Gens wurde durch Hybridisierung
humanerTRPM5Sonden auf murine DNA-Klone der Region des distahromosoms 7
erbracht, die eine syntane Gruppe dem humanen Ailtschlpl5.5 entsprechend
angeordneter orthologer Gene enthalt. DB®M5Gen des Menschen befindet sich proximal
desCD81- und distal de&kKCNQ1-Gens (Prawitt et al., 2000). Fur den murinen PAGAK
112010 konnten Sequenzen sowohl @ggm5Gens, wie auch ded81 und KcnglGene
nachgewiesen werden. Da die orthologen humanemurthen Gene dieser Region in der

gleichen Reihenfolge angeordnet sind, konnte angeren werden, dass das klonierte
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genomische Fragment das vollstandiggm5Gen enthielt. Daher wurde eine Subklon-
bibliothek tUberlappender ca. 1000 bp grofRer Fragendes PAC-Klons 112010 hergestellt,
im 96-Lochformat auf Nylonfiltern angeordnet und iDNA-Sonden des human&RPM5
Gens hybridisiert. Die so identifizierten Fragmerdes murinenTrpm5Gens wurden
sequenziert und konnten aufgrund ihrer Ahnlichkeit der Basenabfolge des humanen
TRPM5Gens als Gerust fur die weitere Aufklarung derageischen und der transkribierten
Sequenz verwendet werden. Mit Hilfe Exon-verbinadgr@T-PCR- und RACE-Experimente,
sowie der Sequenzierung der entsprechenden ger@nigdschnitte konnte die vollstandige
cDNA-Sequenz und die Exon-Intron-Struktur d@&spm5Gens ermittelt werden. Der
Vergleich des mit 1158 Aminosauren vorhergesagteminan Trpm5-Proteins mit dem
humanen Orthologen zeigt eine identische AnordrdergAminoséaurekette in 82,5%. In den
vorhergesagten sechs Transmembrandomé&nen undlB&Genfamilien-Motiv liegt sogar
eine 99,3-prozentige Identitdt der Aminosauren wod auch der Abstand der Domanen
zueinander ist bei Mensch und Maus gleich. Dasmaufrpm5-Protein lasst sich daher allein
auf struktureller Ebene in enger Nachbarschaft humanen TRPM5-Protein in die Familie
der TRP-Proteine einordnen.

Die Familie der TRP-Proteine lasst sich nach fuoreller und struktureller Ahnlichkeit in
drei Gruppen unterteilenAbbildung 4.2). Zu einer solchen Einteilung wurden zwei
Vorschlage publiziert, die sich nur in der Nameihsgpg der drei Gruppen unterscheiden. Es
wird hierbei einerseits vor allem die strukturefi@nlichkeit betont und zwischen kurzen,
langen und osm9-ahnlichen TRPs unterschieden (arkeet al., 2000), wahrend der zweite
Ansatz zur Gruppierung die Verwandtschaft der Ramihitglieder zu den Begriindern der
Unterfamilien, den Genen fiMelastatin(TRPV), demVanilloid-RezeptoTRPV) und dem
DrosophilaTRR-Gen TRFC, fur ,canonic TRP'), hervorhebt (Montell et al., 2002). Fir die
TRP-Proteine der TRPC-Subfamilie ist das Vorhaneliengon drei bis vier Ankyrin-Repeats
im N-terminalen intrazellularen Abschnitt, eineragellulare hydrophobe Domane und die
TRP-Domane im C-terminalen Bereich charakteristidalr von den TRPC-Proteinen ist die
Existenz einer Calmodulin-Bindestelle im C-termeéral Abschnitt bekannt. Den TRPM-
Proteinen fehlen auf3erdem die Ankyrin-Repeats werd TRPV-Proteinen die intrazellulare
hydrophobe Domane.

Das TRP-Motiv EWKFAR ist bei den TRPC-Familienmigglern identisch, bei denen der
TRPM-Subfamilie leicht und bei den TRPV-Proteingérler abgewandelt. Den TRPM-
Proteinen ist auRerdem ein verhaltnismafiig langeraaellularer N-terminaler Abschnitt
gemeinsam, der eine enzymatische Domane enthaem {RPM2, TRPM6 und TRPM7).
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Nach diesen Kriterien kbnnen das humane TRPM5 wasl rdurine Orthologe, die keine
Ankyrin-Repeats, aber sowohl ein leicht verdnded&-Motiv, wie auch einen langen
intrazellularen N-terminalen Anteil und eine hydnope Doméne aufweisen, als flinftes
Mitglied der TRPM/Trpm-Subfamilie eingruppiert werd

TRPC TRPV TRPM

~

\
l Transmembran-Doménen : Enzymatische Doméne |:| Calmodulin-Binderegion
| (TRPM2,6,7)
== TRPC-
. Ankyrin-Repeats & Hydrophobe Doméane = TRPV- Motiv
= TRPM-

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Aufbauger TRP-Kanalproteine

Die TRP-Proteine konnen aufgrund charakteristischietterschiede und Gemeinsamkeiten in die drei
Subfamilien der TRPC-, TRPV- und TRPM-Proteine etegt werden. Die putativen Doméanen sind farbig
gekennzeichnet, die Orientierung der Aminosdureketh der Zellmembran, deren Enden jeweils im Zell-
inneren liegen, ist nur angedeutet.

Fur das murine Trpmb5-Protein ist mittlerweile bekiandass es als lonenkanal an der
Signaltransduktion fur die Wahrnehmung suf3er, taitt@Perez et al., 2002) und aminosaurer
(Zhang et al., 2003) Geschmacksreize in sensonshleeironen beteiligt ist. Entgegen erster
Annahmen, dass es sich hierbei um einen kalziungedslan Kanal handelt, der nach
Entleerung der internen Kalziumspeicher aktiviertdw(Perez et al.,, 2002; Zhang et al.,
2003), konnte jetzt gezeigt werden, dass TRPM5/brpumspezifisch permeabel fir

monovalente Kationen, wie z.B. N&K* und C$ und impermeabel fiir divalente Kationen,
wie z.B. C&", ist und durch schnelle Konzentrationserhhungenidternen Kalziumlevels

im mikromolaren Bereich aktiviert wird (Liu und Lan, 2003; Prawitt et al., 2003). Dieser
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Aktivierungsmechanismus sowie die Selektivitat tmsenflusses bringen Trpm5 in engste
funktionale Verwandtschaft mit dem Trpm4-Proteiabay et al., 2002).

In dieser Arbeit konnte darpm5Transkript in einer Vielzahl von Geweben nachgeere
werden. Eine Expression des humad&@PM5Transkripts konnte ebenfalls in einer grof3en
Zahl unterschiedlicher Gewebe anhand einer NortB&tiHybridisierung, Dot-Northern-
Blot-Hybridisierung und in RT-PCR-Amplifikationenokumentiert werden (Prawitt et al.,
2000; Prawitt et al., 2003). Dies deutet darauf Hass die Rolle des Proteins nicht allein in
der Geschmackserkennung liegt, die auf sensorid¢deronen des lingualen Epithels
beschrankt ist. Eine ahnliche Funktion des Membaaals, wie sie flr erregbare Zellen
beschrieben wurde, die letztlich in der Umwandlwiges chemischen in ein elektrisches
Signal besteht, kann auch fur nicht erregbare @ellegenommen werden. In pankreatischen
Beta-Zellen der Ratte, in denen eifigpm5Expression nachgewiesen wurde, konnten fir
Trpm5 typische Membranspannungs-Stromverhaltnisaeh ncharakteristischer Trpm5-
Aktivierung durch intrazellulare Kalziumkonzent@iserhdhung dokumentiert werden
(Prawitt et al.,, 2003), die auf eine Beteiligungsd&rpm5-Kanals an der Membran
depolarisierung hindeuten. Eine Funktion des TrpfaBals in nicht erregbaren Zellen wéare
vor allem im Zusammenhang mit exkretorischen odeernalisierenden Prozessen vorstell

bar, bei denen eine Anderung des Membranpotestiaigindet.

Das humandRPM5Gen zeigte bei der Untersuchung somatischer Zaliig mit je einem
einzelnen humanen Chromosom 11 ausschlief3lich Expeession in Zelllinien mit einem
vaterlichen Chromosom 11 (Prawitt et al., 2000)esDdeutete auf eine Inaktivierung des
maternalen Allels durch genomisches Imprinting Biaher sollte das Expressionsmuster des
murinen Trpm5Gens auf eine mogliche allelspezifische Regulatthmch genomisches
Imprinting untersucht werden. Hierzu wurde eine hee zur Untersuchung der gewebe-
und entwicklungsspezifischen Expression der palemtéllele eines Gens in der Maus
etabliert.

Um die Transkripte des murindmpm5Gens anhand der Sequenz ihrem elterlichen Ursprung
zuordnen zu kdnnen, mussen sich die elterlichealé@\in mindestens einer Position in einem
Exon unterscheiden. Daher wurden in der Elterngetioer der zu untersuchenden Tiere zwei
Mausinzuchtstamme verwendet, die eine moglichstehBblymorphismenrate aufwiesen,
ohne dass grof3ere Schwierigkeiten bei der KreuzmalgZucht auftraten. Die Wahl fiel auf
den weit verbreiteten Inzuchtstamm C57BI/Mué musculus musculysder im Institut

bereits gezlchtet wurde und den Inzuchtstamm JapakRancy 1 (JF1)Mus musculus
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molossinuy der von Prof. Balling vom Institut fir S&ugergék in Neuherberg zur
Verfigung gestellt wurde. Die Polymorphismenrate Mikrosatellitenmarker der Kreuzun-
gen JF1 x C57BL/6 betragt 81,2% (Koide et al., 29881 weist auf eine hohe Divergenz der
beiden verwendeten Stdmme hin. Zucht und Kreuzuagenv sehr unproblematisch, die
mittlere WurfgroRe lag fir beide Stamme und auahdi@ Kreuzungen beider Subspezies
zwischen funf und sechs Neugeborenen (ERwein, 1998g Interspezies-Kreuzung der
C57BI/10-Méause mit den Stammeéfus spretugSPRET) odeMus castaneydlie eine noch
gréRere Anzahl von Polymorphismen aufweisen (Taslahand Ko, 1993), war wesentlich
problematischer. Da lediglich Kreuzungen mit mé&imn C57BlI/10- und weiblichen
SPRET-Tieren erfolgreich waren, nicht aber diepedie Paarung, konnte dieser Mausstamm
nicht far die Imprintinguntersuchungen verwendetdea. Mit der Wahl der Mausstamme
C57BI/10 und JF1 als Eltern der zu untersuchendshrffonen konnte bei 15 der 18 Gene,
die auf eine allelspezifische Expression gepruftdea sollten, mindestens ein Sequenz-
polymorphismus im transkribierten Bereich gefundemden.

Fiar das murindrpm5Gen lag dieser in Exon 24 an Position 3406 der ARAbbildung
3.22 A. Fir die im Rahmen dieser Arbeit angelegte cDNaxHB wurde Gesamt-RNA aus
Praparationen von Kopf, Rumpf und Extremitaten 1Tdge alter Embryonen, von 13
Geweben 14,5 und jeweils von 16 Geweben 17,5 Thge Bmbryonen, sowie postnataler
und adulter Méause extrahiert und in cDNA umgestteme Um zu Uberprifen, ob die
gewdahlte Methode der Sequenzierung der cDNA auwmeit sensitiv und genau ist,
Unterschiede in der Transkriptionsstarke der etteeh Allele festzustellen, wurden zwei
Testgene, von denen das Expressionsmuster belsanatisgewahlt und untersucht. Fur das
murine 1gf2r-Gen konnte die monoallelische Expression des malem Allels in allen
untersuchten Geweben mit Ausnahme des Gehirnsgidasbiallelische Expression zeigte,
nachgewiesen werdemi\ljbildung 3.21). Dies entspricht den publizierten Befunden, nach
denen das vaterliche Allel dégf2r-Gens nach der Einnistung des Embryos in den Uterus
zwischen dem vierten und siebten Tag der Embryahaieklung dauerhaft inaktiviert wird,
aber im Gehirn in allen Entwicklungsstadien aktigiltt (Hu et al., 1998; Kalscheuer et al.,
1993; Lerchner und Barlow, 1997). Die Fluoreszegiale, die fur die JF1- und C57BI/10-
spezifischen Sequenzen dgf2r-cDNA des Gehirns detektiert wurden, zeigten uctaesi-
lich starke Intensitaten in Abhéngigkeit der eltdvbn Herkunft, wobei die des jeweils
maternalen starker als die des paternalen AllelenvaDies lasst sich durch die Tatsache
erklaren, dass nicht im gesamten Gehirn eine Afliviles paternalen Allels beschrieben

wurde, sondern nur in den Bereichen des ChoroigeBléLerchner und Barlow, 1997). Da
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die amplifizierte RNA, die aus einer Préparatiols danzen Gehirns extrahiert wurde, zum
Teil aus Bereichen mit biallelischer und zum Taiks asolchen mit maternaler Expression
stammt, ergibt sich bei der Sequenzierung ein scéedlich starker Anteil maternaler und
paternaler Signale. Eine Auflésung dieser relati@emalstarken im Rahmen der methodisch
bedingten Schwankungen, die aufgrund der nichtefile Quantifizierung ausgerichteten
Berechnung der Peakhohen durch die ABI-Analysis22Sbftware entstehen, ist als Beleg
fur die Sensitivitat der Methode zu werten. FrimebEyonalstadien konnen mit der gewahl-
ten Methode jedoch nicht auf ein gewebespezifis¢chgsinting untersucht werden, da bei
Embryonen, die jinger als 11,5 Tage alt waren, chlieflich eine Pr&parationen des
gesamten Embryos moglich war und die RNA-Ausbewde Zehn Tage alten oder noch
jungeren Embryonen sehr gering war. Fir das zwistdgen, das fur die muringyrosin
hydroxylase(Th) kodiert, und das ausgewé&hlt wurde, weil es eltlenén breites Expres-
sionsspektrum und im Gegensatz Igt2r keine Allelspezifitat aufweist, wurde in Uberein-
stimmung mit den bekannten Expressionsdaten (Cagtaal., 1998; Kitsberg et al., 1993)
eine biallelische Expression nachgewieskobjldung 3.20).

Wahrend die gewdahlte Methode fur die Analyse dgwrilmings der Testgene zuverlassig die
Uberprifbaren Ergebnisse lieferte, stellte sich.aufe der Untersuchung weiterer Gene eine
zusatzliche Einschrankung heraus: Bei zwei der ridgasamt analysierten Gene wurden
stammspezifische Unterschiede in der Expressiatkestastgestellt, die unabhangig von der
Vererbung der Allele zu unterschiedlich starkenoF#szenzsignalen an der jeweiligen
polymorphen Position fuhrten. Dadapll4Gen, ausfuhrlich inKapitel 4.4.3 diskutiert,
zeigte in allen exprimierenden Geweben eine scharéctExpression des JF1-Allels
(Abbildung 3.29), wahrend fur das&lucokinaseGen ausschlief3lich in der Leber geringere
Transkriptmengen dieses Allels gefunden wurdslob{idung 3.31). Bei einer Uberlagerung
der allelspezifischen Expressionsstarken durch sigpezifische Unterschiede ist mit dieser
Methode eine Beurteilung der Regulation der Geresgion durch genomisches Imprinting
nicht moglich. Da durch die Verwendung reziprokeetzungen diese beiden Formen der
allelspezifischen Expression jedoch leicht zu wsuieeiden sind, besteht nicht die Gefahr
einer Fehlinterpretation der Ergebnisse und dienstspezifische Expression stellt daher
lediglich eine Einschrankung dar, die bei einiganéh auftreten, aber eventuell durch einen
Austausch der verwendeten Mausinzuchtstamme behebdeten kann. Die anderen in dieser
Arbeit untersuchten Gene waren keinen weiterendBndskungen bei der Untersuchung der

allelspezifischen Expression unterworfen.
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So konnte dagrpm5Gen Uber einen grofRen Zeitraum der embryonalen pastinatalen
Entwicklung und in adulten Mausen gewebespezifmechdie Allelspezifitat der Expression
hin untersucht werden. Die Sequenzierung der cDi&dgte an der polymorphen Position der
Trpm5Sequenz stets eine Uberlagerung der beiden Sidinaltie Nukleotide Thymin, das
dort nur bei C57BI/10-Mausen vorliegt und Cytoslas spezifisch fir die JF1-Sequenz ist, so
dass hiermit eine biallelische Expression in allamersuchten Geweben nachgewiesen
werden konnteAbbildung 3.21 B).

Sollte das humane orthologe Gen einem genomischpririting unterliegen, bestiinde somit
ein entscheidender Unterschied in der allelspeniéa Expression des humanen und murinen
TRPM3Trpm5Gens. Obwohl bei den meisten Genen, die in denaiieser beiden Spezies
einem Imprinting unterliegen, dies auch fir die erednachgewiesen werden konnte, gibt es
eine Reihe von Ausnahmen, wie z.B. die Gégf@r (Kalscheuer et al., 1993)2afbp-rs
(Pearsall et al., 1996Mas (Riesewijk et al., 1996) unkinpact(Okamura et al., 2000), die in
der Maus aber nicht im Menschen monoallelisch exignt werden. Flfrpm5ist jedoch ein
eindeutigerer Hinweis auf eine Regulation der Esggi@n durch genomisches Imprinting
notig, da der Nachweis einer allelspezifischen fivedcung in humanen Zellen noch aussteht.
Fur die verwendeten Hybridzelllinien (GM07300, GMD08, GM10927B, GM11941,
GM11944) konnte zwar eine Aufrechterhaltung dersaenke3lich maternalen Methylierung
der KvDMR (Gabriel et al., 1998; Prawitt et al., 020, sowie eine allelspezifische Expression
der reziprok imprinteten Gendl9 und IGF2 in GM07300 und GM11944 (Gabriel et al.,
1998), nachgewiesen werden, aber eine fehlendeeBksipn vonTRPM5 in den beiden
Zelllinien GM134900 und GMO07300 mit maternalem hawera Chromosom 11 muss nicht
auf einer Inaktivierung durch Imprinting beruhenasDUrsprungsgewebe der humanen
Donorzellen, die fur die Fusion mit einer CHO-cHinesehamsterovary’) bzw. CHL-
(,chinesehamsterund’) Zelle verwendet wurden, war bei der Zelllinie GB#00 ein Ewing-
Sarkom und fur die Zelllinie GM07300 unbekannt (Galet al., 1998). Daher ist fraglich, ob
Uberhaupt ein@ RPM5Expression, unabhangig von der parentalen Herldedtverbliebenen
Chromosoms 11, feststellbar sein kann, oder okedi€en in den Donorzellen generell nicht
angeschaltet ist. Die drei Zelllinien mit patermaldumanem Chromosom 11 sind aus
Fusionen mit Lymphozyten (GM11941) oder amniotischéroblasten entstanden (Gabriel
et al., 1998), so dass eine Vergleichbarkeit riegeben ist.
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4.4 Untersuchung der allelspezifischen Expression weiterer Gene

der distalen Imprintingregion des murinen Chromosom s 7TF4

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren in der men distalen Imprintingregion neun
allelspezifisch exprimierte Gene bekannt: fir digez Genelgf2 und Ins2 konnte eine
Inaktivierung des mdutterlichen Allels nachgewiesesrden, die belgf2 in allen Geweben
mit Ausnahme einiger Gehirnbereiche vorliegt (Hergbe et al., 1998), wahrend das
Imprinting vonins2 entwicklungs- und gewebespezifisch auf den Datesb Tag 14,5 der
Embryonalentwicklung beschrénkt ist (Deltour ef #095; Giddings et al., 1994). Von sieben
Genen war bekannt, dass von ihnen das vaterlicled iAbktiv vorliegt: H19, Igf2as Ascl2
Kengl Cdknlg Slc22all und Ipl. Dabei zeigenAscl2 und Ipl gewebespezifisch eine
biallelische Expression (Guillemot et al., 1995aQiet al., 1997), wahrend fércngl und
Slc22all eine postnatale Reaktivierung des vaterlichen I&\ll@lso ein entwicklungs-
spezifisches Imprinting, festgestellt wurde (Daalet1998; Gould und Pfeifer, 1998; Jiang et
al., 1998). Drei weitere Gene dieser chromosom&egion,Cd81, Kcnglotlund Napll4
sollten in der im Rahmen dieser Arbeit betreutepl@narbeit von Marion ERwein auf ein

gewebe- und entwicklungsspezifisches Imprintingetsucht werden.

4.4.1 Expression des Cd81-Gens

Weder vom humanen noch vom muriréd81-Gen (,cluster ofdifferentiation81*) war zum
Zeitpunkt der Untersuchung eine allelspezifischg@reégsion bekannt. Mit der cDNA aller
untersuchter embryonaler, postnataler und adultewwebe wurde ein PCR-Produkt
amplifiziert und sequenziert. Aufgrund der Sequenerschiede der elterlichen Allele an den
Positionen 804-807 wurde die biallelische Expressio allen Geweben und zu allen
untersuchten Zeitpunkten festgestellt (siehe adishildung 3.26). Gleichzeitig wurde von
einer anderen Arbeitsgruppe ebenfalls eine biatthk Expression d€xd81Gens ab Tag 8,5
der Embryonalentwicklung beschrieben. Bei Prapaman 6,5 und 7,5 Tage alter Embryonen
wurde aul3erdem eine partielle Inaktivierung degernlithen Allels gefunden (Caspary et al.,
1998). Dieser Befund wurde jedoch nicht durch ereeiproke Kreuzung der Eltern
abgesichert, so dass die Mdglichkeit besteht, dassich hierbei um eine stammspezifische
Praferenz der Genexpression handelt. Dennoch desges Ergebnis die Grenzen der hier
verwendeten Methode: Sehr friihe Stadien wurdert nittersucht, da das gewebespezifische

Imprinting im Vordergrund stand, und eine Préparateinzelner Organe, wie z.B. Gehirn
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oder Leber, erst bei ca. elf Tage alten EmbryonerEatraktion einer ausreichenden RNA-
Menge ermoglicht. Im Einzelfall kdnnen gezielt lhmshte Gewebe auch zu sehr frihen
Zeitpunkten aus mehreren Embryonen prapariert wshmmen fur die RNA-Extraktion
verwendet werden. Wenn jedoch, wie bei der Unténsng deCd81Gens, keine Hinweise
auf eine allelspezifische Expression vorliegen,rkam Imprinting, dass auf diese Stadien

beschrankt ist, Ubersehen werden.

4.4.2 Expression des Kcnqlotl-Gens

Kurz vor Beginn der hier beschriebenen Imprintingusuchungen wurde fir das humane
KCNQ10T21Gen, dasin Intron 9 bis 10 deKCNQX:Gens lokalisiert ist, ein gewebe-
spezifisches Imprinting mit Inaktivierung des milithen Allels festgestellt (Lee et al.,
1997b). Das orthologe Gen der Maus konnte von dbeifsgruppe von Dr. M. Higgins in
Buffalo, USA isoliert werden. Mit der Erstbeschnaily des Gens, die im Juli 1999 erfolgte
(Smilinich et al., 1999), wurden auch initiale Inmingstudien einiger fetaler Gewebe (Herz,
Lunge, Niere und Darm; 14,5 dpc) durchgefuhrt, sies das humane orthologe Gen, eine
ausschlief3lich paternale Expression zeigten. Auidrder mit Dr. M. Higgins seit Jahren
bestehenden Kooperation, sollte daher eine detddliUntersuchung der allelspezifischen
KcnglottExpression im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

Die Sequenzierung der cDNA-Amplifikate mit einerr filie verwendeten elterlichen
Mausstamme polymorphen Stelle zeigte in allen gntgiten Geweben das Fluoreszenzsignal
des vaterlichen Allels und mit unterschiedlichetefrsitdt auch das des mdutterlichen Allels
(siehe Abbildung 3.28). Das Signal des jeweils vaterlichen Allels wai b#en cDNA-
Amplifikaten unabhéngig davon, ob es von einem Jéder B57BI/10-Vater stammt, das
starkere der elterlichen Allele, aber eine volldiga Inaktivierung des miuitterlichen Allels
konnte in keinem Gewebe festgestellt werden. Obwaohé genaue Quantifizierung der
Fluoreszenzsignale bei der angewandten Untersusmetbode nicht sinnvoll ist (siehe auch
Kapitel 4.3, Diskussion derlgf2r-Signale), deuten die Befunde auf eine praferdntiel
allelspezifische Expression des paternatemqlottGens mit gewebe- und entwicklungs-
spezifisch unterschiedlich vollstandig ausgepragtektivierung des maternalen Allels hin.
Dies zeigt, dass genomisches Imprinting nicht imeeiabsoluten Inaktivierung eines der
elterlichen Allele resultieren muss, sondern eiraglgell differentielle Beteiligung der beiden
Genkopien an der Summe der Transkripte eines Gegisér Zelle zur Folge haben kann.
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Die Rolle deskKcnglottGens beziiglich des Imprintings der benachbarteme®&enqgl und
Cdknlc ist noch unklar. Dem Transkriptionsstart benachbaurde eine differentiell
methylierte CpG-reiche Region (KvDMR) identifizigf®milinich et al., 1999), die fur das
Imprinting der Gene dieses Clusters verantworiljemacht werden konnte (Fitzpatrick et al.,
2002). Die Art und Weise in der KvDMRcnglotlund das Imprinting der benachbarten
Gene funktionell verknupft sind, wird zur Zeit nocliskutiert (Mancini-DiNardo et al.,
2003): Die KvDMR konnte wie diél19-CTS als Enhancer-BlockeABbildung 4.3A) oder
als Silencer-Element4(3D) fungieren, dasKcnglottGen kdnnte mit den benachbarten
Genen um gemeinsame Enhancer konkurriede3Bj oder daskcnqglottTranskript konnte,
ahnlich wie es fur dieAir-Transkripte bei der X-Chromosom-Inaktivierung bessben
wurde (Sleutels et al., 2002), als Silencer wirleBC).

A Enhancer Blockade B Enhancer Kompetition

N N e
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Abbildung 4.3: Modelle fur die Aktivitat der Kenglotl-ICR

Nach dem Enhancer-Blockade Model)(konnte die KvDMR wie dieH19-CTS als Enhancer-Blocker
fungieren. Alternativ kdnnte da&cnglottGen mit den benachbarten Genen um putative geamam&nhancer
(grine Ovale) konkurriererBj. Abbildung C) zeigt dasKcnglottTranskript (S-férmige Linien) als Silencer,
ahnlich wie es fiur dieAir-Transkripte bei der X-Chromosom-lnaktivierung bessben wurde. Nach dem
Silencer-Modell D) bewirkt die KvDMR eine Heterochromatinisierungrage Kreise) der Umgebung.
(Abbildung nach (Mancini-DiNardo et al., 2003))

Wahrend fur die ersten beiden Mdglichkeiten (A, d¢ Expression de&cnglottGens
unerheblich sein kann, verlangen die zwei letztgaten Hypothesen (B, C) eine
Koexpression mit den benachbarten imprinteten Gekére gemeinsame Expression mit
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KcnglundCdknlckann wegen der ubiquitaren Expression KesglottGens grundsatzlich
in allen Geweben, in denen diese Gene angeschadtden, stattfinden. In Geweben in denen
ausschlie3lich KecnglottTranskripte vorhanden sind, sollte die Expressioach der
Enhancer-Kompetitions-Hypothese biallelisch seimdgkehrt sollte dort wo eine Expression
des mutterlicheiKcnglottAllels stattfindet, ein gemeinsamer Enhancer nfidhtdie um ihn
konkurrierenden Gene zur Verfliigung stehen. WieAbbildung 3.28 gezeigt, ist zum
Beispiel das Signal des maternalen Allels fur deszH 7,5 Tage alter Embryonen annahernd
so stark wie das des paternalen Allels. Dort wupeboch eine starke Expression des
maternalerCdknleAllels beschrieben (Matsuoka et al., 1995), ureldBsKcnglGens ist ab
Tag 16,5 dpc sogar biallelisch (Gould und Pfeil&98). Die in dieser Arbeit beschriebene
partielle Relaxierung des inaktiven Zustands detemalenKcnqlottAllels spricht daher
gegen eine Regulation des Imprintings in diesenst€iudurch Enhancer-Kompetition. Aus
dem gleichen Grund erscheint eine Steuerung amedognaktivierung der X-chromosomalen
Gene durch did&ir-Transkripte unwahrscheinlich.

Das Modell, das in Analogie zur Imprintingregulatioder Igf2/H19-Region eine
allelspezifische Blockade gemeinsamer Enhancerchtitgt, ist geeignet, eine partiell
biallelische Expression ddécnglotiGensbei gleichzeitig monoallelischer Expression z.B.
desKcngl oderCdknleGens zu erklaren. Eine unvollstandige Methylierdeg maternalen
KvDMR konnte in der Expression der normalerweisepmk aktiven benachbarten Gene
resultieren. Eine solche Situation konnte fir diemaneH191GF2-Region in Osteosarkomen
beschrieben werden (Ulaner et al., 2003) und wunde€apitel 4.2.3 dieser Arbeit bereits
ausfuhrlich diskutiert. Das Enhancer-Blockade-Mbdegerlangt jedoch die Existenz
entsprechend relativ zu DMR und Promotoren poseiter Enhancer, und auf3erdem
Zielsequenzen in der DMR, an die Proteine, dieimareBlockade féhig sind, binden kdnnen.
Bisher sind noch nicht alle Enhancerelemente bakaha die Expression der Gene dieses
Imprintingclusters beeinflussen. FGdknlckonnten z.B. zwei Regionen definiert werden, in
denen sich Enhancer fir unterschiedliche Gewebied®af, und eine der beiden Regionen
konnte in einer Entfernung vo@dknlePromotor liegen, die eine Trennung von Enhancer
und Promotor durch Insulatorbindung an die KvDMRhéglicht(John et al., 2001). Es ist
bisher unklar, ob die KvDMR als Insulator oder 8ldencer fungieren kann. Es gibt von
mehreren Arbeitsgruppen Befunde fir eine bidireltle Silencerfunktion der KvDMR (Du
et al., 2003; Mancini-DiNardo et al., 2003; Thaleiral., 2003) und auch eine Rolle als
Insulator konnte nachgewiesen werden (Kanduri.e2802). Schwierigkeiten entstehen bei

einer Erklarung der allelspezifischen Expressiomaaal des Silencer-Modells vor allem
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durch das paternal exprimieenglottGen, das aus einer repressiven Chromatin-Domane
heraus aktiviert werden misste. Es ware vorstellbass &ahnlich der bei Drosophila
melanogaster bekannten Beispiele (Howe et al., )19%85Be Genexpression eine Position
innerhalb einer heterochromatischen Umgebung exfardie in der vorliegenden Arbeit
gefundene gewebespezifisch unvollstandige Inaktivig des maternaleKcnglottAllels
kobnnte in diesem Zusammenhang auf eine partielléerbdehromatisierung auch des
maternalen Chromosomenabschnitts hinweisen, die micht zu einer Inaktivierung der

anderen Gene des Imprintingclusters fuhrt.

4.4.3 Expression des Napll4-Gens

Das Napll4Gen (,nhucleosomeassemblyprotein 1 like 4*) kodiert fir ein Protein, das
Histone binden kann und an der Zusammenlagerunbladdeosomen beteiligt ist. Es ist dem
Ipl-Gen telomerwérts benachbart und es wird angenomaass es in diese Richtung das
distale Imprintingcluster begrenzt, da es als #liaith exprimiert beschrieben wurde (Paulsen
et al., 1998). Es gibt jedoch eine Reihe von Befuimddie flr eine zumindest partielle
allelspezifische Expression despll4Gens sprechen. Die Untersuchung der Expression des
Gens bei Mausen mit maternaler uniparentaler Chsomo 7-Disomie zeigte eine im
Vergleich zur Expression in wildtypischen Mausehodite Transkriptmenge (Paulsen et al.,
1998), was auf eine Inaktivierung des paternalelel®\lzuriickgehen konnte. Auch das
Expressionsmuster des humar@AP1L4Gens, das als biallelisch exprimiert beschrieben
wurde (Hu et al., 1996), scheint komplexer zu sds urspriinglich angenommen: Neben
zwei alternativen Splei3produkten, die sich am Bd& des offenen Leserahmens in 33
Nukleotiden unterscheiden, konnten drei alternatb/eExons als Transkriptionsstarts
identifiziert werden, denen unterschiedliche Praws®quenzen vorausgehen (Prawitt, 1999).
Eine Untersuchung deNAP1L4Transkripte in somatischen Hybridzelllinien, die
entweder ein mutterliches oder véterliches huma&im®mosom 11 in einem Nagerhinter-
grund besitzen und fir die eine korrekte Beibelmagitdes Imprintings der dort lokalisierten
Gene nachgewiesen werden konnte (Gabriel et &8)12eigte, dass eine der drei Isoformen
eine Expression ausschlie3lich von vaterlichen @mspbmen 11 aufwies (Prawitt, unver-
offentlicht). Auch bei der Replikation déAP1L4Gens kommt es zu einer unterschiedlich
frihen Komplementierung der Allele (Enklaar, 199#ie sie fir gepragte Gene beschrieben
wurde (Kitsberg et al., 1993). Ein solches asyncésoReplikationsmuster deutet darauf hin,

dass dafNAP1L4Gen, wie die benachbarten gepragten Gene, zu etlgomosomalen
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Abschnitt gehdort, der eine allelspezifische Chronsatuktur aufweist. Da auch flr das
murine orthologeNapll4Gen zwei alternative 5’-Spleissformen gefundendeuar (Prawitt,
1999), konnten die genannten Expressionsanalysaunlsgh et al., 1998), die dies nicht
berticksichtigt haben, eine allelspezifische Herkenfies der beiden Transkripte Gbersehen
haben. Aul3erdem wurden nur zwei Entwicklungsstadli&ndpc und postnatal) und einige
exemplarisch ausgewahlte Gewebe untersucht, so idadsr im Rahmen dieser Arbeit
betreuten Diplomarbeit von Marion ER3wein eine digaie Imprintinganalyse durchgefuhrt
wurde. Mit Hilfe eines Nukleotidtriplets an Positid812-1815 der JF1-mRNA, das in der
Sequenz der C57BI/10-mRNA fehlt, konnte die Herkudr Transkripte bestimmt werden.
Es zeigte sich, dass, unabhéngig von der parentddzkunft, alle amplifizierten cDNA-
Produkt sehr schwache Signale der JF1-typischeruédeqaufwiesen, wahrend die der
C57BI/10-Sequenz deutlich starker waren (siéibildung 3.29). Eine Quantifizierung
dieses Ergebnisses wurde mittels einer GeneScamErdanalyse durchgefuhrt, da das um
drei Nukleotide langere JF1-Transkript elektropltieot vom C57BI/10-Transkript getrennt
werden konnte. Durch die Kopplung eines fluoresmekierten Oligonukleotids an die
Amplifikate konnte anhand der Fluoreszenzintensité@ssungen eine Schéatzung der relativen
Anteile der elterlichen Transkripte an deapll4Expression erfolgen (sieh&bbildung
3.30. Der Anteil der C57BI/10-Transkripte war in fadten Geweben zwei- bis viermal so
gro3 wie der der JF1-Transkripte (siefiabelle T3.). Es handelt sich also um eine
stammspezifisch ungleich starke ExpressionNigsli4Gens, die in den Tieren, die aus einer
Kreuzung der beiden Mausstdmme hervorgehen, zu emterschiedlichen Beteiligung der
Allele an der Summe der Transkripte des Gens flhrt.

Eine ungleiche Beteiligung der Allele aufgrund eirstammspezifischen Variabilitat der
Genexpression stellt ein grundséatzliches Problem gisvahlten Methode dar, von dem
bereits einige Berichte von anderen Arbeitsgrupperstieren. So wurde z.B. bei der
Untersuchung des Imprintings d€xfl-Gens eine in Hoden und Ovar stammspezifisch
starkere Expression des C57BI/6- gegentber dePWdds/Ros-Allels festgestellt (Plass et al.,
1996). Auch dadgf2-Gen wird nicht in allen Mausstammen gleich staxipreniert. Es
konnte gezeigt werden, dass das Allel trs spretusVorfahren in denigf2 biallelisch
exprimierenden Bereichen des Gehirns stets in gemn Dosis vorliegt als das der
Kreuzungspartner déddus musculug-amilie (Hemberger et al., 1998).

Es sind mehrere Ursachen denkbar, die in einersgftedlichen Expressionsstarke eines
Gens bei zwei Mausstdmmen resultieren konnen. Nepmgenetischen Besonderheiten, wie

einer stammspezifischen Chromatinstruktur oder DMéthylierung, die gerade in einer
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Region, wie dem distalen Imprintingcluster des @mweoms 7F, nicht unwahrscheinlich
sind, konnten auch stammspezifisch unterschiedl@bke und trans-Faktoren, sowie eine
differierende Stabilitéat der Transkripte von Bedmgt sein. In der im Rahmen dieser Arbeit
betreuten Diplomarbeit von Marion ERRwein wurde b&iem weiteren Gen, das fur das
Enzym Glucokinase kodiert, eine stammspezifischar&€ssion festgestellt, die sich im Unter-
schied zu den Befunden dbmpll4Gens aus einer Vielzahl von Geweben, jedoch nur in
einem einzigen Organ, der spatembryonalen und giasém Leber finden lasst ((ERwein,
1999) ohne Abbildung). Eine solche differentiellédu€dkinaseaktivitdt konnte bereits fur
andere Mausstamme gezeigt werden, die daher iro@hase-hochaktive und -niedrigaktive
Stamme eingeteilt wurden (Coleman, 1977; Jamek, ét985; Lavender et al., 1983). Da das
GlucokinaseGen einen leberspezifischen Promotor besitzt (Magn, 1990), wurde diese
genomische Region vergleichend fur die verwend&ansstamme JF1, C57Bl/10, SPRET
und FVB sequenziert. Es konnten unter anderen JiRtl- SPRET-spezifische Sequenz-
unterschiede in einer putativen HNF-4-Bindestellchgewiesen werden, die vermuten
lassen, dass der Grund fir die stammspezifisch &dimve Genexpression in der eventuell
verminderten Bindungsaffinitat dieses leberspediien Transkriptionsfaktors zu suchen ist
(ERwein, 1999). Eine Untersuchung der alternatisélTR-Regionen dedNapll4Gens
zeigte hingegen beim Vergleich der Sequenzen vahr diad C57BI/10-M&ausen keine
Unterschiede in der Nukleotidabfolge. Da zum Zeafgiuder Arbeit die murine genomische
Sequenz um daNapll4Gen noch nicht vollstandig bekannt war, ist esndeh moglich,
dass ahnlich wie beil@k-Gen, eine unterschiedliche Zielsequenz eines Krgnt®nsfaktors
zu einer stammspezifischen Genexpression fuhren, kadter andere regulative Elemente in
cis, wie z.B. Enhancersequenzen oder Insulatorbiniksstelie Expressionsstéarken beein-

flussen.

Um zu klaren, ob sich das Problem der stammspelzdisNapll4Expression, dass eine
Identifikation einer allelspezifischen Expressiomreh genomisches Imprinting nahezu
unmadglich macht, durch die Verwendung eines alter@a Mausstamms, der die gleiche
Expressionsstarke aufweist wie der Kreuzungsparth@sen lasst, wurden reziproke
Kreuzungen der JF1- und C57BI/10-Méause mit FVB- GRRET-Partnern durchgefihrt. Es
konnte festgestellt werden, dass dNepll4Expressionsstarke der C57BIl/10-, FVB- und
SPRET-Mause ungeféahr gleich stark und die der JBugd deutlich geringer ist. Die
Kreuzung der SPRET-Méause mit den C57Bl/10-Partnear nur in einem Einzelfall

erfolgreich, und ansonsten wies nur der JF1-Stamenm@tige evolutive Entfernung auf, die
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in Polymorphismen im transkribierten Bereich deruntersuchenden Gene resultiert. Daher
war es nicht moglich, eine alternative Paarung alerVerfigung stehenden Mausstamme
durchzufiihren. Daher ist eine Beurteilung der Bigiaig der genomischen Pragung an der
Expression deblapll4Gens mit der in dieser Arbeit gewéhlten Method#thimoglich.
Anhaltspunkte daflir, dass dieser epigenetische dfesmus madglicherweise eine
Rolle bei der Expression dieses Gens spielen k{sirtd jedoch vorhanden. Betrachtet man
das Verhéaltnis der Fluoreszenzintensitaten deprezen JF1- und C57BI/10-Kreuzungen,
die durch die GeneScan-Fragmentanalyse in eineneReon Geweben unterschiedlicher
Entwicklungsstadien ermittelt wurden (siehabelle T3.1), so fallt auf, dass es in einigen
Geweben signifikante Unterschiede gibt, je nachdetm das C57BIl/10-Allel (und
entsprechend das JF1-Allel) paternaler oder mdesriderkunft war. Beispielsweise steht
einer ca. doppelt so starken Expression des C57Bllels (im Vergleich zu der des JF1-
Allels) im Gehirn 14,5 Tage alter Embryonen in deriproken Kreuzung eine mehr als
sechsfache Expression des C57BI/10-Allels gegentBech postnatal und in einigen
Gewebe 17,5 Tage alter Embryonen (Lunge, Harnhlask Magen) konnte eine ahnliche
Differenz der Quotienten beobachtet werden (sikdigelle T3.1). Hier scheint zusatzlich zu
den stammspezifischen Unterschieden der Genexpnestie Vererbung der Allele Uber die
mutterliche oder vaterliche Keimbahn eine Rollespielen. Mdglicherweise handelt es sich
hierbei um eine dem genomischen Imprinting untgeiele Expression, aber auch system-
immanente Schwankungen, bedingt durch nicht aubfiaBende Unterschiede bei den
reziproken Kreuzungen bezuglich Alter und Entwicigageschwindigkeit der Embryonen in
den jeweiligen Mittern konnten eine Ursache sear. |[Btztendliche Nachweis, ob Imprinting
bei der Expression vomapll4 eine Rolle spielt, ist allerdings nur mdglich, wedie
Uberlagerung durch eine stammspezifische Expressiiominiert wird. Die ldentifizierung
eines Mausstamms mit eindapll4Expression, die quantitativ der der JF1- oder GATB
Mause entspricht, und der im Vergleich der Traqgkaquenzen Polymorphismen aufweist,
die vorzugsweise im 5’-Bereich des Gens liegenteullist daher das vordringlichste Ziel bei

der Erforschung der allelspezifischen ExpressiaN#p1l4Gens.
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4.5 Isolierung und Charakterisierung des murinen Ascl3-Gens

Im Rahmen der vergleichenden Sequenzierung desrfermand murinen Genoms wurde von
unserer Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit dereAshruppe von Prof. E. Schmidt und
Prof. T. Hankeln die chromosomale Region 11pl15s3Menschen und die orthologe Region
des murinen distalen Chromosoms 7 untersucht. Elidannten in beiden Organismen die
Gene fur einen Transkriptionsfaktor mitbasic Helix-LoopHelix* (bHLH)-Motiv
identifiziert werden, die aufgrund der Ahnlichkeitit den beiden bei Mensch und Maus
bekannten Genen derghaeteScutedike” (ASCL-Genfamilie ASCL1 (bzw. Mash1l oder
Ascll) und ASCL2(bzw. Mash2oderAscl? als ASCL3(bzw. Ascl3 bezeichnet wurden. Als
Teil der vorliegenden Arbeit sollte das zeitlichaduraumliche Expressionsmuster des
murinenAscl3Gens aufgeklart werden, wobei gleichzeitig fesigjésverden sollte, ob eine
Regulation der Genexpression durch genomischesritimy vorliegt.

Eine Imprintinguntersuchung war aufgrund der chreomsalen Lokalisation des murinen und
humanen Gens zusammen mit der Zugehorigkeit zurilieacher AsckGene besonders
interessant. Die Gen&scl2 und Ascl3 gehoren zu einer Synténiegruppe, die sich auf dem
distalen murinen Chromosom 7 und dem humanen Clsomd.1pl5 zwischen den Genen
Hras/HRASund Pth/PTH erstreckt. Hierzu existiert jeweils eine paral®ggion, zu der das
AsclVASCL1Gen gehort, die sich auf den murinen Chromosomends10 und dem kurzen
und langen Arm des humanen Chromosoms 12 befiRdattt, 1999). Wahrend d#sscl2
Gen als Teil des distalen Imprintingclusters deso@lmsoms 7F ab Tag 8,5 der Embryonal-
entwicklung ausschliel3lich maternal exprimiert wizkigt das paralogéscll-Gen auf
Chromosom 10C1 eine gleichbleibend biallelische rEsgion. Die Ahnlichkeit des Ascl3-
Proteins mit dem Ascl2-Protein (35,1%) ist groRkr die mit dem Ascll-Protein (25%)
(Bahr, 1999) und deutet auf eine engere verwandtsichhe Beziehung mit dem imprinteten
Ascl2Gen hin. Die Regulation der Expression eines Glkmsh genomisches Imprinting ist
haufig durch seine chromosomale Lokalisation, wige der Lage innerhalb eines Imprinting-
clusters mit einer Imprinting-Kontrollregion, festggt. Wenn ein imprintetes Gen jedoch
nicht in einem Cluster, sondern isoliert liegt, s&rs Faktoren, die allein dieses Gen betreffen
dafur verantwortlich sein. Moglicherweise spiele divolutive Herkunft des Gens, wie z.B.
eine Entstehung durch Duplikation eines imprinte@ams, hierbei eine wichtige Rolle. Die
Untersuchung der allelspezifisché&scl3Expression bietet eine gute Moglichkeit, dieser

Frage nachzugehen.

126



Diskussion

Das murineAscl3Gen wurde von Dr. André Bahr im Rahmen seiner Bt@mnsarbeit
erstmalig beschrieben (Bahr, 1999). Eine Sequenz7@6 Nukleotiden wurden als Teil eines
Transkripts 13,5 und 14,5 Tage alter Embryonentifigiert, die fir ein putatives Protein mit
174 Aminosauren kodiert. Vor dem von 43 Aminosawgehildeten HLH-Motiv liegen sechs
Aminosauren RKRNER, die vermutlich eine DNA-bindende Doméane form&enomisch
wurden zwei Exons identifiziert, von denen das teveilen gesamten kodierenden Teil des
Gens enthélt (Bahr, 1999).

In der im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplomirizen Bettina Keller konnten neben
diesem Transkript, das eine vollstandige Lange Y@ Nukleotiden hat (im folgenden als
Isoform 3 bezeichnet), noch zwei weitere alterraiivanskripte bestehend aus 843 (Isoform
1) und 845 Nukleotiden (Isoform 2) identifiziert den (siehe aucAbbildung 3.23). Diese
beiden Transkripte, die in der 5’-UTR variierenjrimlten ein weiteres Exon 1b, das eine
interne Spleil3stelle enthalt. Der Vorgang des édtiven Spleilens der unreifen RNA scheint
fur das Ascl3Transkript gewebespezifisch zu sein. Die Isoformkenund 3 konnten
ausschlieflich in der embryonalen und postnataiergg nachgewiesen werden, wahrend die
Isoform 2 in Gehirn, Auge, Lunge, Milz, Pankreasarid und Harnblase 17,5 Tage alter
Embryonen, sowie in Gehirn, Auge, Leber und Magés/ TTage alter Embryonen detektiert
wurde. In 11,5 Tage alten Embryonen konnte einerdsgioon der Isoform 2 im Rumpf fest-
gestellt werden. Wahrend also die ExpressionAsz$3Gens in der Embryonalentwicklung
Uber die Spleil3form 2 keine stark ausgepragte Gesypszifitdt aufweist, wird sie nach der
Geburt auf zwei Gewebe beschrankt: die Zunge, igizd jedem untersuchten Zeitpunkt eine
Expression der Isoformen 1 und 3 nachgewiesen wekdante, und die Lunge, in der ab
spatestens Tag 17,5 pc die Isoform 2 gebildet wird.

Dieses Expressionsmuster unterscheidet sich deutbonn denen der beiden andersch
Familienmitglieder, weist aber auch einige Gememiggten auf. Das muringscll-Gen wird
vor allem in der frihen Embryonalentwicklung (8§ 10,5 dpc) im Neuroepithel des Mittel-
und Vorderhirns, spater aber auch unter anderenggsamten Gehirn (Guillemot et al.,
1993), im sich entwickelnden olfaktorischen Epitii@eta et al., 1999) und in neuroendo-
krinen Zellen der Lunge exprimiert (Ito et al., 200Zumindest in der spéateren pranatalen
Entwicklung und postnatal kdnnten sich die Expmassmuster vorAscl3 und Ascll daher
Uberschneiden. Eine gemeinsame Expression mit Asci2Gen konnte nicht festgestellt
werden, da dessen Produkt mit Ausnahme einer Esipresn den Schwannschen Zellen

adulter peripherer Nerven (Kury et al., 2002) ahbksBlich in extraembryonalen Zellen, vor
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allem denen des Synzytiotrophoblasten, gefundedev(ilders et al., 1997; Guillemot et al.,
1994; Jiang et al., 2000). Da es sich bei den bekanbHLH-Proteinen in der Regel um
Transkriptionsfaktoren handelt, die in der Embryentawicklung eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung spielen, ist es wahrscheinlickass auch Ascl3 zu einem bestimmten
Zeitpunkt vorwiegend von einem bestimmten Zelltygbitdet wird. Die Genprodukte der
achaete-scut&amilie konnen mit ihrem-helikalen Abschnitten Protein-Protein-Bindungen
eingehen und so mit sich selbst oder bestimmtetn&ar, die ebenfalls Mitglieder dieser
Familie sein kdnnen, Homo- bzw. Heterodimere bildeaher ist es auch mdglich, dass die
Zelltypspezifitat erst durch die gemeinsame Expoessnit dem Partner entsteht. Die
gefundene Expression in Gehirn, Auge, Zunge, LuMjiz, Pankreas, Darm, Leber, Magen
und Harnblase deutet eher auf die zuletzt genavidtgichkeit hin.

Mittlerweile wurde dieAscl3Expression auch von einer anderen Arbeitsgruppersurcht,
die bei der Suche nach Dimerisierungspartnern desahen E12-Proteins in einem Yeast-
Two-Hybrid-Experiment eine Bindung des murinen AsEroteins einer Spermatogonien-
cDNA-Bank nachweisen konnten (Yoshida et al., 20@&i¢ konnten anhand der Hybridi-
sierung eines Dot-Northern-Blots eine Expressionadulter Speicheldriise, Hoden und
Nebenhoden nachweisen, embryonale Organe wurdesi dait einzeln, sondern nur als
gesamtembryonale Praparate untersucht. In weitéeast-Two-Hybrid-Experimenten wurde
eine Dimerisierung mit vier bekannten Klasse 1-bHRtdteinen (E47, E12, Itf2 Alfl,
Einteilung nach (Massari und Murre, 2000)) festgitstWesentlich schwachere Signale
konnten ebenfalls fir eine Homodimerbildung desl2$toteins detektiert werden, und eine
Untersuchung der Fahigkeit dieser Homodimere armmSequenzen zu binden, zeigte im
Vergleich mit der einer Ascl3-E47-Heterodimerbingunur eine schwache Affinitat (Yoshida
et al., 2001). Diese Daten sprechen dafiir, dass BINA-Bindung des Ascl3-Proteins
zusammen mit den eher ubiquitar exprimierten Edtnen erfolgt, und damit die

Zellspezifitat nur durch die Expression dexcl3Gens selbst reguliert wirde.

Obwohl bei der ersten Untersuchung der Allelspgiifder Ascl3Expression mit RNA-
Praparationen 13,5 und 14,5 Tage alter Gesamteménykeine praferentielle Aktivitat einer
der beiden elterlichen Genkopien festgestellt wer#tennte (Bahr, 1999), wurde diese
Untersuchung gewebespezifisch auf die Entwicklueiggsankte 11,5 dpc, 14,5 dpc, 17,5 dpc
und postnatal ausgedehnt. Mit dem Wissen um dierdsspn der unterschiedlichen
Isoformen, und da z.B. fur das humane und muBRB10UGrb10-Gen eine unterschiedliche

Nutzung der elterlichen Genkopien in Abhangigkenimv Transkriptionsstart bekannt ist
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(Arnaud et al., 2003; Blagitko et al., 2000; Hitchiet al., 2001; Miyoshi et al., 1998), wurden
die Amplifikate unter Einbeziehung der alternativ&iRegionen splei3formspezifisch
generiert. So konnte fur die frGhen Entwicklunggaeikte eine gewebe- und
isoformspezifische Inaktivierung des vaterlich@scl3Allels festgestellt werden, die in
spateren Entwicklungsstadien und postnatal aufgghatu sein scheint. Es wurde eine
ausschliel3lich vom mdutterlichen Allel stammende régpion der Isoform 3 in der Zunge
14,5 Tage alter EmbryoneAlgbildung 3.25) und der Isoform 2 im Rumpf 11,5 Tage alter
Embryonen festgestelliApbildung 3.24). Spatestens ab dem embryonalen Alter von 17,5
(Zunge) bzw. 14,5 Tagen (alle Gewebe des Rumpfds)gee die Expression dann von
beiden elterlichen Chromosomen. Da ab einem Alter 4,5 Tagen die einzelnen Organe
des Rumpfes separat untersucht wurden, ist auckbdendass die in den untersuchten
Geweben gefundene biallelische Expression der fisofd nur in Geweben auftritt, die zum
Zeitpunkt 11,5 dpc noch keingscl3Transkription gezeigt haben, wahrend die monaallel
sche Expression der friheren Stadien in einem ninkgrsuchten Gewebe moglicherweise
weiterbesteht. So konnte z.B. fur Milz und Pankrease (biallelische) Expression der
Isoform 2 ab einem embryonalen Alter von 17,5 Taggchgewiesen werden, die jedoch zum
Zeitpunkt 14,5 dpc nicht untersucht werden kondtedie Praparation dieser Gewebe keine
ausreichenden mRNA-Mengen lieferte. Hier ist eiroen genauere Differenzierung der
Expression der Gewebe des Rumpfes erforderlich,deei alle Gewebe mdglichst frih
prapariert und zur Erhdhung der RNA-Ausbeute ausreten Embryonen gesammelt werden
sollten. Leider wurden bei dem Versuch eines Nadtegeder embryonaleAsclI3mRNA
mittels ,Whole-mountin situ-Hybridisierung“ keine Signale im Rumpfbereich 11Tage
alter Embryonen detektiert (ohne Abbildung), sosddie mit Hilfe der RT-PCR gefundene
Expression nicht genauer einzelnen Geweben zugeovazrden konnte. Die Ergebnisse der
Untersuchung der Allelspezifitat derAscl3Expression sind in Abbildung 4.4
zusammengefasst.

Vor allem fur die Zunge ist eine Interpretation @dlelspezifischen Expression beztglich
maoglicher Konsequenzen fur die Feinregulation deanskriptpopulation der betroffenen
Zellen schwierig. Die beiden gleichzeitig gebildeisoformen unterscheiden sich nur durch
das Aussplei3en des Exons 1b, so dass die reifddAmRlternative 5’-Bereiche besitzen.
Ein Effekt auf die folgende Translation ware mdglicwenn dadurch z.B. mRNA-
Destabilisierungssequenzen entstiinden oder in fugénglichkeit variierten, oder in den
alternativen 5’-Bereichen Sequenzen lokalisiertemddie fur die Einleitung der Translation

oder die Wanderung der mRNA aus dem Kern eine Rpllelten. So ware vorstellbar, dass
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das spezifische Fehlen der vaterlichen Isoform Breréd der Embryonalentwicklung um den
Zeitpunkt 14,5 dpc herum fur disscl3exprimierenden Zellen der Zunge wesentlich isheEi
isoformspezifische Quantifizierung der in der ZunbildetenAscl3 Transkripte ist jedoch
notwendig, um eine Aussage zur Bedeutung des Itipgs hinsichtlich eineAscl3Dosis-

regulation machen zu kénnen.

A
(11,5 dpc) DNA — MRNA
pat [T TN ] —x%—
Zunge
mat [T T ) %
pat [T T ] %
andere
G b
ewepe et ﬁ /
B
(14,5 dpc) DNA —_— MRNA
W
pat [~
Zunge
T =
mat [ — —
pat [T - —— (-
andere
G b
ewepe at ﬁ /

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der alternéwen Expression derAscl3-Isoformen

Die Transkription deé\scl3Gens erfolgt gewebeabhéngig von zwei alternat{pemativen) Promotoren und ist
durch Pfeilspitzen vor den Exons la bzw. 1b gekeichnet. Bei den priméren Transkripten der Zungenka
alternativ mit den Introns auch Exon 1b ausgespleétden - die entstehenden Splei3produkte sintehten
Teil der Abbildung dargestellt. Da diescl3Expression wahrend der abgebildeten Zeitpunktd dihc @A) und
14,5 dpc B) zum Teil monoallelisch erfolgt, sind die elteden Allele (paternal, pat und maternal, mat) ured di
von ihnen gebildeten Transkripte separat aufgefihrt

In den anderen Geweben, in denen ausschlie3lictsalierm 2 gefunden wurde, kénnte die
Inaktivierung des vaterlichen Allels in einer gg@menAscl3Transkriptmenge resultieren.
Auch hier ist fur die Einschatzung der Bedeutung Ascl3Expressionsregulation durch

130



Diskussion

genomisches Imprinting eine Bestimmung der Trapskrenge erforderlich. Eine schwache
Expression kann vor allem auch allelunspezifiscichiulie verminderte Existenz aktivieren-
der Transkriptionsfaktoren entstehen und einesgédifische Expression muss im Vergleich
zu einer biallelischen nicht zwangslaufig in eigeringeren Transkriptmenge resultieren, wie
z.B. fur die Expression vaitsF2 undH19 gezeigt werden konnte (Yballe et al., 1996).
Entscheidend fir eine Einordnung der Funktion desatven Ascl3-Proteins ist
aul3erdem die Identifikation potentieller Dimerisiegspartner, deren Existenz aufgrund der
Fahigkeit derachaete-scut@€roteine zur Bildung von Heterodimeren zu postaheist, und
die fur Speicheldrisenzellen auch identifiziert e (Yoshida et al., 2001). FUr die beiden
Familienmitglieder Ascll und Ascl2 sind bisher nuenige Bindungspartner bekannt, mit
denen eine Dimerisierung nachgewiesen werden koBetee sind in der Lage mit dem E-
Protein E12 eine Dimerbildung einzugehen und s&-d&ox-Motive zu binden (Johnson et
al., 1992), es wird jedoch vermutet, dass E12 night Hauptbindungspartner ist, da durch
Dimerisierung von Ascll und E12 die Affinitdt deNB-Bindung von Ascll nicht signifikant
erhoht wird (Meierhan et al., 1995). Sehr wahrsdieh liegt eine Hauptrolle des Ascl3-
Proteins in seiner Funktion bei der Entwicklung &geicheldriisen. Es wird angenommen,
dass Ascl3 an der Etablierung der Identitat und/dee Differenzierung der Speicheldrisen-
kanalzellen beteiligt ist (Yoshida et al., 2001)eg2 Vorgange finden um den Zeitpunkt der
Geburt herum und in der ersten Woche danach $attlgen et al., 1986), und es wurde ab
dem ersten Tag nach der Geburt eine zunachst sheywdann starker&scl3Expression in
den exkretorischen Speicheldriisenkanalen detekffedghida et al., 2001). Aufgrund der im
Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Expression dass Gn verschiedenen Geweben
wahrend der Embryonalentwicklung ist eine weiteadldRfir Ascl3 anzunehmen. Vor allem
die Identifizierung verschiedener Isoformen in derbryonalen Zunge, von denen auf3erdem
eine zunéachst allelspezifisch, dann aber, wie déeee, biallelisch exprimiert wird, deutet auf
eine sensible Einstellung der Proteindosis hin.
Weiterfuhrende Arbeiten zur Klarung der Funktiors Ascl3Gens sollten daher Protein- und
DNA-Bindungsstudien beinhalten, die zeigen sollt@ngeine Heterodimerisierung des Ascl3-
Proteins mit E-Proteinen auch in den embryonaleweben stattfindet, oder ob hier eine
Bindung an bHLH-Proteine anderer Klassen stattfinbees konnte z.B. durch Koimmunpra-
Zipitationsstudien gewebespezifisch untersucht amerdei denen die gefundenen Partner
durch Test auf bekannte Kandidaten oder durch Areegerung der koprazipierten Proteine
identifiziert werden koénnten. Eine DNA-Bindung esnso identifizierten Dimers kdnnte in
band-shiftAnalysen Uberprft werden. Die in dieser Arbeitahgefiihrte detailliertéscl3
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Expressionsstudie stellt die Voraussetzung dar,dienGene potentieller Dimerisierungs-

partner, die zum gleichen Zeitpunkt in den gleic&weben aktiv sind, zu identifizieren.

Dies ist der erste Bericht eines Gens der chromakmRegion 7E3 der Maus das dem
genomischen Imprinting unterliegt. Auch von den demmanenASCL3Gen benachbarten
orthologen Genen der Bande 11p15.3 ist keine pHelifische Expression bekannt. Distal des
Ascl3Gens liegt ein der Region 11p15.5 orthologes E€lustit den imprinteten Genen um
Igf2 und Cdknl1c(7F5), zentral auf diesem Chromosom (7C) befinsieh die der humanen
PWS/AS-Imprintingregion orthologen Gene Wwhe3aundSnrpnund im proximalen Bereich
befindet sich ein weiteres Imprintingcluster, zundgie Gene&Ziml, Zim3 und Peg3gehdren.
Beim Menschen wurde auf3erdem in der chromosomadenid311p15.4 das Zinkfingergen
ZNF215 identifiziert, das wie ASCL3AsclI3 als einziges Gen in seiner Umgebung
gewebespezifisch monoallelisch exprimiert wird @isl et al., 2000; Mannens et al., 1994).
ZNF215befindet sich auf dem humanen Chromosom 11 c&. 4 distal desASCL3Gens
und ca. 4 Mb proximal des letzten als imprintetdyeken Gens des Imprintingclusters in
11p15.5. Bisher konnte jedoch noch kein murinehaboges Znf215Gen identifiziert
werden. Ascl3 ist also das einzige bekannte gepragte Gen proxies 7F5-Imprinting-
Clusters, das noch zu der Syntaniegruppe des ehst@hromosoms 7 der Maus (zwischen
Hras undPth) gehort.

In direkter Nachbarschaft wurden vier neue putaBese identifiziert, jeweils zwei distal und
proximal desAscl3Gens, deren Expression noch nicht untersuchisidq et al., 2001). Es
ist daher nicht auszuschliel3en, dassl3in einem kleinen Imprintingcluster liegt, welches
diese putativen neuen Gene beinhaltet. Sollte dsexlicheAscl3Allel aufgrund der Lage
des Gens iis zu regulativen Abschnitte, bzw. der Lokalisationarhalb einer Domane, die
einer Inaktivierung auf diesem Chromosom unterliegt den genannten Geweben und
Stadien nicht exprimiert werden, ist zu vermuteassdauch benachbarte Gene von einer
solchen Regulation betroffen sind. Ein weitererwdis auf die Entstehung eines Imprintings
in dieser Region ergibt sich aus der starkererkstrellen Ahnlichkeit des Ascl3-Proteins zu
dem ebenfalls monoallelisch exprimierten Ascl2-Birotim Vergleich zum biallelisch
gebildeten Ascll-Protein: Diesen Befund wirde mavagen, wenn eines der beiden Gene,
z.B. durch Duplikation als Folge ungleichetrgss-over§ aus dem anderen entstanden ist.
Da die Ahnlichkeit der Ascl-Proteine sich vorwiedeauf die bHLH-Doméanen beschrankt, ist
eine solche Hypothese jedoch nicht durch einen gty der murinen und humanen

Familienmitglieder zu be- oder widerlegen. Mit gmfireitender genomischer Sequenzierung
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weiterer Saugerspezies und der Identifizierungad#rologen Gene in deren Genom wird es

in absehbarer Zeit vielleicht mdglich sein, solefrelutiven Prozesse nachzuvollziehen.
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4.6 Ausblick

Imprintingmutationen, wie der Verlust einer diffetiellen Methylierung, als Mitursache
einer komplexen Erkrankung, kénnen wertvolle Hirsgeauf die Regulationsmechanismen
der involvierten Gene liefern. Bei der Pathogeraesse Beckwith-Wiedemann Syndroms sind
dies vor allem Hyper- und Hypomethylierungen depiimting-Kontroll-Regionen. In der
H191GF2-ICR stellt die CTS des Bl-Repeats eine differdntreethylierte Region dar, die
fur die allelspezifische Bindung des InsulatorpimgeCTCF eine wichtige Rolle spielt. Es ist
jedoch noch unklar, ob die CTCF-Bindung ausschtéfi3lim midtterlichen Bl-Repeat
erfolgen kann, da alle anderen CTS durch Hyperniietmpg blockiert sind, wie von Takai
und Mitarbeitern vorgeschlagen (Takai et al., 200ter ob eine differentielle Methylierung
auch in anderen CTS nachgewiesen werden kann. &Merarbeiten deuten darauf hin, dass
mindestens eine weitere CTS zur differentiellen déimgy von CTCF und damit zur
Etablierung des Enhancerblocks beitragt. Die Autkig der allelspezifischen Methylierung
der ubrigen B-Repeats in deilYIGF2-ICR ist daher eine der zentralen Aufgaben bei der
weiteren Analyse dieser Region.

Sind mehrere differentiell methylierte CTS an dewshildung eines funktionellen
Enhancerblocks beteiligt, kann in Fallen, in deeere Storung der allelspezifisch&aF2-
Aktivierung vorliegt, eine Mutation in einem odeehreren B-Repeats ursachlich sein. Daher
schlief3t sich die Frage an, wieviele und welche Cu®iner Blockade der Enhancer fihren.
Mit Hilfe eines von G. Felsenfeld und Mitarbeitegntwickelten Testsystems, bei dem das
Neomyzin-Resistenzgen unter Kontrolle des humanedlobin-Promotors durch das
Einklonieren der zu untersuchenden Sequenz vomest@ken Enhancer getrennt wird, kann
die Insulatorfunktion deH19IGF2-CTS anhand der Anzahl neomyzinresistenter Klorah na
stabiler Transfektion in humane K562-Zellen gemesserden (Du et al.,, 2003). Eine
Insulatorfunktion mit unterschiedlicher Kombinatibateiligter CTS kann untersucht werden,
indem eine komplette ICR verwendet wird, deren CBDtesequenzen einzelner B-Repeats
zur Simulation ihrer Methylierung durcin vitro-Mutagenese verandert wurden. Die
Definition der fur eine differentiell@fGF2-Expression notwendigen Komponenten der ICR
wurde eine Einschatzung der Rolle von (Epi-) Matagin dieser Region bei der Entstehung
u.a. des Beckwith-Wiedemann Syndroms erleichtern.

Die in der vorliegenden Arbeit dokumentierten Befeneiner Hypomethylierung der
H191GF2-ICR, die nicht als direkte Ursache einer zum Ktaeitsbild fihrenden, fehler-

haften Genexpression interpretiert werden konneeautesh auf eine wichtige Rolle
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benachbarter DMRs hin. Eine Untersuchung der Isem#ntifizierten DMRSs in Intron 2 des
IGF2-Gens und in der Promotorregion d&F2-AS (PEG8) Gens bei den beschriebenen
BWS-Patienten mit ICR-Methylierungsdefekten wird weiteren Erkenntnissen uber die
Rolle der an der allelspezifisché@F2/H19-Expression beteiligten regulativen Abschnitte
fuhren.

Wahrend die Expression der Gene der Chromosomeme@ilpl5.5 des Menschen
mittlerweile gut untersucht ist, und ihr Imprintstgtus mit wenigen Ausnahmen bekannt ist
(vergleicheAbbildung 1.1), wird angenommen, dass gesamtgenomisch erstircd/iertel
aller allelspezifisch exprimierten Gene identifizievurden. Mit der Entdeckung eines
gepragten Gens in der dem humanen Abschnitt 11pdfh®logen Region 7E3 der Maus
stellt sich die Frage, ob es sich hierbei nur umenzelnes Gen in einer ansonsten nicht
durch genomisches Imprinting betroffenen Umgebuaigdelt, oder ob es, wie viele andere
gepragte Gene, Teil eines Imprintingclusters ig. $dwohl dem humanen, wie auch murinen
ASCL3/Ascl3Gen benachbarten genomischen Abschnitte wurderumserer Arbeitsgruppe
in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Praf.lD Schmidt und Prof. Dr. T. Hankeln
im Rahmen einer vergleichenden Sequenzierung intehsirakterisiert und eine Reihe neu
identifizierter potentieller Gene beschrieben (Armatdal. 2001; Cichutek et al. 2001). Daher
sind die Voraussetzungen fur eine Untersuchung dbdyamter Transkripte auf eine
allelspezifische Expression mit Hilfe der etabkert cONA-Bank gegeben. Bei der
Identifikation vonAscl3Transkripten in murinen Speicheldrisenzellen duvashida und
Mitarbeiter wurde eine potentielle Allelspezifitder Genexpression aul3er Acht gelassen
(Yoshida et al., 2001). Da in der vorliegenden Arbae Inaktivierung des véaterlichen Allels
in Zungengewebe 14,5 Tage alter Embryonen fesigesterden konnte, sollten die sich
anschlielenden Untersuchungen Assl3Gens die Frage klaren, ob bei der Speicheldrisen-
entwicklung ebenfalls ein genomisches Imprintingiegt.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Imprinting v@enen der Chromosomenregion
11p15.5 des Menschen und des orthologen murinenhiiiss 7F5 untersucht. Bei der Ana-
lyse der humanen Gen#l9, IGF2 und KCNQ1OT1stand deren Regulation durch differen-
tiell methylierte Regionen und die Identifizierumgn Methylierungsfehlern bei Patienten mit
Verdacht auf Beckwith-Wiedemann Syndrom im Vordengt. Hierzu wurden unmethylierte
Cytosinnukleotide durch Bisulfitbehandlung chemisehnandert, so dass die allelspezifische
Methylierung jedes CpG-Dinukleotids eines PCR-afigpéirten DNA-Fragments mittels Se-
qguenzierung festgestellt werden konnte. Die Idemifung von SNPs im amplifizierten Be-
reich ermoglichte die Unterscheidung der elterlicBequenzen. Eine Untersuchung ld&g-
Promotorregion, ergab sowohl fur die DNAs der Koliymphozyten, wie auch der BWS-
Patienten ein sehr variables Methylierungsmustee Méreits flr die menschliche Niere be-
schrieben, ist auch in Lymphozyten die Methylieruhey H19-Promotorregion wenig al-
lelspezifisch. Daher wurde der Schwerpunkt der Metrungsuntersuchungen auf die Analy-
se deH191GF2-Repeatregion gelegt, und ein die Zielsequenz dé&SFProteins tberspan-
nender Teil des B1- und Al-Repeats untersucht. Epezifische Methylierung des vaterli-
chen B1l-Repeats wurde fur alle Kontroll- und 20idtaén-DNAs festgestellt. Jeweils vier
DNAs von Patienten, deren einziges gemeinsames ®ympranataler Uberwuchs war,
zeigten eine leichte und eine (nahezu) vollstantigpomethylierung des vaterlichen B1-
Allels. Fir die CpGs des Al-Repeats wurde bei Kalptersonen und Patienten eine unein-
heitliche Methylierung festgestellt, die von desdl-Repeats unabhangig war. Die Einord-
nung dieser Ergebnisse in aktuelle Modelle der Réigm desIGF2- und H19-Imprintings
werden zusammen mit vergleichbaren Befunden bersetiiedlichen Tumoren diskutiert.

In der zweiten mit BWS assoziierten, proximalerfaiéntiell methylierten Region
(KvDMR) wurde ein aus 404 Nukleotiden bestehend®ABAbschnitt untersucht. Es wurde
eine Uber die bekannte Notl-Schnittstelle hinausgdh allelspezifische Methylierung der ihr
benachbarten 36 CpGs von Normalpersonen-DNAs nagegen, jedoch wegen mangelnder
Heterogenitat des einzigen SNPs des Fragments i8-B@fienten nicht untersucht.

Um weitere Gene innerhalb des 11p15.5-Imprintings@rs zu identifizieren und auf
eine dem genomischen Imprinting unterliegende Aléivzu untersuchen, wurde eine detail-
lierte gewebe- und entwicklungsspezifische Exporssinalyse von Kandidatengenen durch-
gefuhrt. Da die meisten bei Mensch und Maus belean@ene bezuglich der Allelspezifitat

ihrer Expression identisch sind, wurde diese Unt#reng durch reziproke Kreuzung der
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murinen Subspezies JF1 und C57BI/10 durchgefuhetzd wurde cDNA von je 64 Prapara-
tionen unterschiedlicher Gewebe und Entwicklunghsta hergestellt. Sensitivitdt und
Genauigkeit der gewéhlten Methode in der Detekittar allelspezifisch differentiellen
Transkriptionsstarken wurden anhand der zwei Ggfix und Th, deren Expressionsmuster
bekannt war, ermittelt.

In der im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplominen Marion Ef3wein wurde u. a. die
Expression der drei Ger@@d81 KcnglotlundNapll4untersucht. Wahrend d&xi81-Gen ab
Tag 11,5 pc in allen Geweben eine biallelische Esgion zeigte, offenbarte die Untersu-
chung deKcnglottGens eine gewebe- und entwicklungsabhéngige lnaking des mut-
terlichen Allels. DasNapll4Gen zeigte in allen Geweben, unabhangig von deznpalen
Herkunft der Allele, stammspezifisch unterschiddigtarke Signale der JF1- und C57BI/10-
typischen Sequenzen mit relativen Anteilen der GAIBTranskripte an delapll4Expres-
sion von ca. 60 bis 85 %. Signifikante Unterschima&/erhaltnis der Fluoreszenzintensitaten
der reziproken JF1- und C57BI/10-Kreuzungen sckhejgdoch eine zusatzliche Regulation
durch genomisches Imprinting nicht aus. Die fliisdidrei Gene beschriebenen Befunde wer-
den im Rahmen aktueller Imprinting-Modelle diesésst&rs diskutiert.

Zwischen den Gene@d81 und Kcngl wurde dasTrpm5Gen als neues Mitglied déirp-
Genfamilie identifiziert und lokalisiert. Die voténdige cDNA-Sequenz und die Exon-Intron-
Struktur desTrpm5Gens wurde ermittelt und die Expression des GemnshdNorthern-Blot-
und RT-PCR-Analysen fir eine Vielzahl embryonapestnataler und adulter Gewebe nach-
gewiesen. Eine Inaktivierung eines elterlichen Klldurch genomisches Imprinting konnte
fur alle untersuchten cDNAs ausgeschlossen werden.

In der im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplomérisen Bettina Keller wurde die al-
lelspezifische Expression eines zweiten neu idergrten Gens, das aufgrund der strukturel-
len Ahnlichkeit mit den Genen deaghaete-scuteFamilie alsAscl3 bezeichnet wurde, un-
tersucht. Mittels RT-PCR- und RACE-Experimentenriten dreiAscl3Isoformen beschrie-
ben werden, von denen zwei ausschlie3lich in enmiadgo und postnataler Zunge und das
dritte in einer Reihe von Geweben detektiert wuitké&parationen des Rumpfes 11,5 Tage
alter Embryonen zeigten ausschlie3lich eine Akiiviles mutterlichen Allels und in der
Zunge 14,5 Tage alter Embryonen wurden Transkdetelsoform 3 nur vom miuitterlichen
Allel gebildet. Bei den beschriebenen Befunden knes sich um den ersten Bericht eines
genomisch gepragten Gens in der chromosomalen R&§8 der Maus. Mdgliche evolutive
Entstehungsmechanismen sowie die Bedeutung ein&srnsspezifischen Imprintings hin-

sichtlich Translation und Funktion des putativem@edukts werden diskutiert.
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