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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Identifizierung von Genen in einer DNA-Sequenz und die Analyse ihrer
Funktionen, also die Verkniipfung von Genotyp und Phénotyp, sind grundlegende Ziele
der genetischen Forschung. Um diese Ziele zu erreichen, ist es notwendig, viele
verschiedene experimentelle und bioinformatische Techniken, die die moderne aber
auch klassische biologische Forschung bietet, miteinander zu verkniipfen. Uber einen
langen Zeitraum hinweg erfolgte die Analyse von Genen iiber die Entdeckung von
Phénotypen, die sich erkennbar vom Wildtyp unterschieden. Solche Mutanten konnten
isoliert und ndher charakterisiert werden. Spiter wurde diese Technik durch eine
unspezifische Mutagenese der Untersuchungsobjekte verfeinert. Dadurch war es
moglich, eine grole Zahl von Phinotypen zu erzeugen, die dann eine Untersuchung
verschiedener Gene eines definierten Organismus moglich machten. Vergleichende
Analysen sind eine grundsétzliche Strategie in der gesamten biologischen und
medizinischen Forschung. Ein entscheidender Fortschritt der letzten Jahrzehnte besteht
vor allem in der Entwicklung molekulargenetischer Techniken, die es ermoglichten, die
eher unspezifische Erforschung von Phédnotyp und Genotyp durch eine gerichtete
Vorgehensweise zu ergdnzen und zu ersetzten. Die rasanten Entwicklungen im Bereich
der Klonierung, Amplifikation und vor allem Sequenzierung (Sanger et al., 1977b) von
DNA gestattet es in relativ kurzer Zeit, bei iiberschaubaren Kosten, Gene bekannter
Phianotypen zu isolieren und die zugrunde liegenden Sequenzinformationen zu
ermitteln. Die Kenntnis der Nukleotidabfolge einer DNA erlaubt aber auch eine
umgekehrte Vorgehensweise bei der Analyse von Genen. Anstatt den Weg vom
Phénotyp iiber den Genotyp zur DNA-Sequenz zu gehen, kann hier eine Identifizierung
der Gene ohne einen bekannten Phianotyp erfolgen. Die Aufklidrung ihrer Funktion und
Beschreibung des Phénotyps erfolgt erst anschlieBend. Diese Vorgehensweise wird als
,reverse genetics® bezeichnet (Plasterk, 1992; Kaiser, 1990; van Ommen et al., 1989;
Brown et al., 1988; Reeders, 1987). Dabei wird der klassische Ansatz des Vergleichs
von der modernen genetischen Forschung adaptiert, da die Identifizierung von Genen in
einer Nukleotidabfolge, ohne die Kenntnis ihrer Existenz durch die Beschreibung eines
Phanotyps, gerade bei den Eukaryoten aufgrund ihrer Exon/Intron-Struktur und
gewaltiger DNA-Abschnitte ohne erkennbare Funktion &uBerst schwierig ist. Die
vergleichende Gen- und Genomanalyse, unter Zuhilfenahme der Bioinformatik, hat sich
hierbei zu einem unverzichtbaren Werkzeug entwickelt. Mittels Sequenzvergleich
verschieden nah verwandter Spezies konnen durch Identifizierung konservierter
und/oder homologer DNA-Abschnitte kodierende Bereiche und funktionale aber nicht
kodierende Abschnitte orthologer Gene erkannt werden (Haubold et al., 2004; Miller et
al., 2004; Nobrega et al., 2003; Ureta-Vidal et al., 2003; Wei et al., 2003; Gottgens et
al., 2002; Pennacchio et al., 2001; Loots et al., 2000; Hardison, 2000; Duret et al., 1997;
Hardison et al., 1997a,b). Je mehr sequenzierte Gene verschiedener Spezies zur
Verfligung stehen, desto sicherer konnen solche Voraussagen getroffen werden. Dies
gilt vor allem fiir die weniger gut konservierten Bereiche der genregulatorischen
Netzwerke.

Neben der Definition kodierender Sequenzabschnitte und regulatorischer Elemente ist
die Analyse der Funktion der Gene, mdglicher Transkripte und resultierender Proteine
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vor allem bei hoheren Eukaryoten ein noch komplexeres Aufgabenfeld. Hier wurden
seit Ende der 80er Jahre durch die Weiterentwicklung der Gentechnologie und
Etablierung der ersten groBen Genomprojekte enorme Fortschritte erzielt. Aktuell
werden 1386 Genomprojekte verzeichnet (Stand Januar 2005), davon fallen 654 auf
Prokaryoten, 474 auf Eukaryoten sowie 256 auf fertig gestellte und publizierte Genome
aller Reiche (http://www.genomesonline.org/, Bernal et al., 2001). Basierend auf den
gewonnenen Sequenzinformationen konnten seither zahlreiche eukaryotische Gene
gezielt manipuliert und so ihre Funktion in einem Organismus aufgekldrt werden. Die
Kenntnis der genomischen Sequenz ist in diesem Zusammenhang eine wichtige
Voraussetzung fiir die Funktionsanalyse. Dennoch beschrinkt sich dieser
Forschungsbereich derzeit auf wenige gut charakterisierte Modellorganismen. Diese
Limitierung basiert vor allem auf der Zugénglichkeit eines Organismus fiir eine gezielte
genetische Manipulation mit den derzeit zur Verfligung stehenden Techniken, der
Generationszeit des Organismus, dem Haltungsaufwand und der damit verbundenen
Kosten sowie auf schon vorhandenen Erfahrungen aus dem Bereich der Physiologie und
Genetik des Organismus. Die klassischen Untersuchungsobjekte der Biologie stehen
derzeit noch bei den meisten Forschungsprojekten deutlich im Vordergrund: darunter
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus
musculus, Rattus norvegicus, Xenopus laevis, Escherichia coli, Arabidopsis thaliana. Es
sind neuerdings jedoch auch Organismen fiir diese Techniken zugénglich, die erst durch
die Genomprojekte zu Modellorganismen geworden sind: u.a. Takifugu (Fugu)
rubripes, Tetraodon nigroviridis, Danio rerio und Neurospora crassa. Dies zeigt, dass
gerade auf dem Gebiet der genetischen Manipulation grofle Forschungsanstrengungen
unternommen werden. Es ist zu erwarten, dass in den nichsten Jahren eine Vielzahl
weiterer Organismen mit Hilfe gentechnologischer Methoden manipuliert werden
konnen und so der funktionellen Analyse von Genen zur Verfiigung stehen.

1.1  Vergleichende Genomanalyse und Bioinformatik

Die Verwendung der vergleichenden Sequenzanalyse als Werkzeug zur Identifizierung
funktioneller DNA-Abschnitte basiert auf der Hypothese, dass biologisch wichtige
Sequenzabschnitte aufgrund ihrer fundamentalen Funktion zwischen verschiedenen
Spezies konserviert sind. Sie evolvieren also mit einer geringeren Geschwindigkeit als
jene Bereiche im Genom, die keine Funktion ausiiben (Gibbs et al., 2004; Nardone et
al., 2004; Wystub et al., 2004; Frazer et al., 2003; Hardison et al., 2003; Waterston et
al., 2002; Hardison et al., 1997; Gelfand et al., 1996; Koop et al., 1995). Die
Konservierung homologer Sequenzabschnitte zeigt sich bei einem Interspeziesvergleich
durch Blocke evolutiondr verwandter Sequenzen auf verschiedenen Chromosomen,
innerhalb derer Position und Orientierung der Gene konserviert sind. Die Genome von
Spezies wie z.B. Maus, Ratte und Mensch haben aufgrund ihrer divergenten Evolution
im Laufe der Zeit eine Vielzahl von solchen Chromosomenrearrangements
angesammelt (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Syntéine Regionen in Maus, Mensch und Ratte.

Bei dieser Darstellung handelt es sich um einen Syntédnie-Vergleich von Mensch und Ratte mit der Maus.
Auf der Y-Achse ist die Grofle der Chromosomen in Megabasen angegeben, auf der X-Achse sind die
Chromosomen der Maus aufgetragen. Die Kolorierung zeigt die Synténie zu den Chromosomen in
Mensch (H) und Ratte (R) entsprechend dem darunter befindlichen Farbcode an. Es handelt sich um eine
modifizierte Darstellung von www.genboree.org (Gibbs et al., 2004).

Die Identifizierung orthologer Gene und funktionaler DNA-Abschnitte ist eine
Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Funktionsanalyse von Genen (Clark, 1999).
Idealer Weise werden solche Vergleiche zwischen Spezies gezogen, die eine dhnliche
Physiologie oder Biologie aufweisen. Entscheidend fiir die Anwendung der
vergleichenden Genomanalyse ist der Grad der Konservierung zwischen den
verglichenen Spezies. Bei zu starker Konservierung ist eine Unterscheidung
funktionaler von nicht-funktionalen Bereichen unmoglich; ist die Homologie zu
schwach, unterscheiden sich diese Bereiche zu stark und werden nicht erkannt
(Bergmann et al., 2002). Der Maus-Mensch Vergleich erfiillt viele der genannten
Voraussetzungen. Basierend auf der Beobachtung, dass die Divergenz unabhéngig
voneinander evolvierender Vertebraten-Genome 0.1-0.5 % pro Millionen Jahre betrigt,
wird angenommen, dass sich Maus und Mensch vor ~75-80 Millionen Jahren von einem
gemeinsamen Vorldufer getrennt haben (Tamura et al., 2002; Waterston et al., 2002,
Murphy et al., 2001, Kumar et al., 1998). Diese evolutiondre Distanz erwies sich
aufgrund verschiedener Studien als akzeptabel, wenn auch nicht optimal, da das Genom
beider Spezies nicht uniform evolviert, dennoch koénnen funktionale Sequenzen sehr gut
identifiziert werden (Pennacchio et al., 2003; Gottgens et al., 2002; Amid et al., 2001;
Pennacchio et al., 2001; Kappen et al., 2000; Loots et al., 2000; Tautz, 2000). Fiir den
Vergleich beider Spezies lassen sich u.a. folgende Ziele definieren: 1. Annotation
vorher unbekannter Gene, 2. Aufkldrung der Genstruktur in verwandten Spezies, wenn
lediglich die cDNA aus einer Spezies bekannt ist, 3. Identifikation von regulatorischen
Elementen und Protein-Motiven, 4. Charakterisierung der Bindungsmotive von
Transkriptionsfaktoren, 5. Syntenie, Isochorenklassen, evolutionidre Entwicklung.
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Die Identifikation neuer Gene gehort sicher zu den wichtigsten dieser Ziele. Durch den
Vergleich zweier Genome mit ausreichendem evolutiondrem Abstand zueinander,
lassen sich Regionen finden, die unter einer starken negativen Selektion stehen. Sehr
hiufig handelt es sich hierbei um kodierende Abschnitte aktiver Gene in beiden Spezies.
Die Identifizierung solcher homologer Abschnitte kann ein guter Anhaltspunkt fiir
weitere Untersuchungen sein, wenn es sich hierbei um vollig neue und unbekannte
Gene handelt, die auch in den EST-Datenbanken nicht verzeichnet sind, also eine de-
novo Genvorhersage. Die Umkehr dieses Verfahrens ist ebenfalls eine hdufige
Anwendung. Vorhandene EST-Daten konnen verwendet werden um die Genstruktur
homologer Gene in den verglichenen Spezies zu annotieren, zudem konnen die EST-
Eintrage selbst iiberpriift werden (Bergman et al., 2002; Haas et al., 2002). Konservierte
Sequenzelemente (CSEs; Xuan et al., 2002) weisen aber nicht nur auf Gene und ihre
Exonstrukturen hin, sondern sind ganz allgemein mit einer moglichen Funktion
verbunden. Dies bedeutet fiir nicht-kodierende funktionale DNA-Abschnitte, dass es
sich bei diesen konservierten Sequenzen um regulatorische Elemente wie ,,Enhancer®,
»dilencer” oder Bindungsmotive fiir Transkriptionsfaktoren in Promotoren, aber auch
um 5°- und 3’-untranslatierte Regionen sowie wichtige strukturelle Bereiche, die die
Integritit der DNA gewdhrleisten, handeln kann (Smith et al., 2004; Elnitski et al.,
2003; Glazko et al., 2003; Bergman et al., 2002; Dermitzakis et al., 2002; Ludwig,
2002; Majewski et al., 2002; Shabalina et al., 2001; Fickett et al., 2000). Die
Moglichkeit, solche Motive durch den Vergleich evolutiondr entfernt verwandter
Spezies zu identifizieren, ist nicht sofort einsichtig, da z.B. die Bindungsmotive fiir
Transkriptionsfaktoren meist aus kurzen 6-12 bp langen Sequenzabschnitten bestehen
und solche kurzen Motive im Hintergrundrauschen zweier Spezies, die durch 80
Millionen Jahre Evolution getrennt sind, untergehen wiirden. Da aber die meisten
»Enhancer®, ,,Silencer und Promotoren aus einer Abfolge multipler Bindungsstellen
verschiedener Transkriptionsfaktoren bestehen, die in modularen Blocken angeordnet
sind, dhneln sie in Aufbau und GroBle den Exon/Intron-Strukturen von Genen. Der
Interspeziesvergleich ~ wurde schon lange vor der Verfligbarkeit der
Sequenzinformationen ganzer Genome verwendet, um Gene und ihre regulatorischen
Elemente zu Identifizieren. Schon 1995 erkannte Koop bei Sequenzvergleichen der
homologen Gene fiir Myosin, Immunoglobulin, Crystallin, Globulin und dem T-Zell-
Rezeptor von Maus und Mensch, das nicht alle nicht-kodierende Sequenzen im gleichen
MafBe divergieren. Er folgerte, dass diese Regionen moglicherweise fiir die strukturelle
Funktion der Chromosomen wichtig sein kdnnten. Zwei Jahre spiter nutzten Oeltjen et
al. diese Technik, um fiir fiinf Gene des BTK-Lokus flankierende regulatorische
Regionen vorherzusagen, die potenzielle Bindungsregionen fiir Transkriptionsfaktoren
darstellen (Oeltjen et al., 1997). Es folgte eine Vielzahl weiterer Arbeiten, die zeigten,
dass die vergleichende Genomanalyse neben der de novo Identifizierung bisher
unbekannter Gene vor allem bei der Beschreibung cis-regulatorischer Elemente und
nicht-kodierender Sequenzabschnitte von Genen zu einer deutlich verbesserten
Vorhersagegenauigkeit gefiihrt hat (u.a. Kloster et al., 2005; Ryder et al., 2005; Gaffney
et al., 2004; Sinha et al., 2004; Kloster et al., 2004; Kolbe et al., 2004; Boffelli et al.,
2003; Eisen et al., 2003; Hardison et al., 2003; Thomas et al., 2003; Nobrega et al.,
2003; DeSilva et al. 2002; Mural et al., 2002; Dehal et al., 2001; Ansari-Lari et al.,
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1998). Gerade diese Bereiche waren zuvor kaum zu definieren und nur experimentell zu
charakterisieren.

Vergleichende Genomanalysen sind untrennbar mit ihrem wichtigsten Werkzeug
verbunden, der Bioinformatik. Was aber ist Bioinformatik? Das Ziel der modernen
Biologie ist es, Daten aus Genomik und Proteomik zu komplexen Netzwerken zu
verbinden, die dann Stoffwechselwege und Physiologie eines Organismus beschreiben
konnen. Biologische Systeme basieren auf Molekiilen, die Bioinformatik beschreibt
diese Molekiile und die damit verbundenen Fragestellungen mit Hilfe der Mathematik,
Statistik und Informatik und versucht, alle verfiigbaren Informationen zu integrieren
und mit Hilfe von Algorithmen zu verarbeiten, zu organisieren und zu verkniipfen um
so de novo Vorhersagen fiir uncharakterisierte Sequenzen zu ermoglichen (Abb. 1.2;
Yu et al., 2003; Luscombe et al., 2001). Die Bioinformatik selbst unterliegt ebenfalls
einem integrativen Prozess. Von Mitte der 60er (z.B. Zuckerkandl et al., 1965) bis in die
frithen 90er Jahre (z.B. Altschul et al., 1990) des letzten Jahrhunderts beschriankten sich
bioinformatische Losungen auf ganz spezifische einzelne Fragestellungen. Dies lédsst
sich vor allem mit der erst beginnenden Entwicklung der Computertechnologie
begriinden, die notwendige leistungsstarke Hard- und Software stand nicht zur
Verfligung (Ouzounis et al., 2003). Erst die Entwicklung und der Ausbau des Internets
sowie die Verdoppelung der Anzahl der Transistoren auf integrierten Schaltungen alle
18 Monate (Mooresches Gesetz) in Kombination mit benutzerfreundlichen
Betriebssystemen schafften die Vorraussetzungen, um iiberhaupt die anfallenden
Datenmengen bearbeiten zu konnen. Das bedeutet aktuell eine Verdoppelung der
Rechenleistung von Computern alle 12 Monate und ist insofern von Bedeutung, da auch
die Zahl der Sequenzdaten noch immer exponentiell zunimmt. Im Jahr 1982 lag die
Menge der sequenzierten Nukleotide bei 680.338 bp, bis Ende 2004 ist sie auf 44.5
Milliarden  angestiegen  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/genbankstats.html).
Allerdings befindet sich die Umsetzung bestehender Erkenntnisse zu erfolgreich
arbeitenden Programmen, die eine umfassende computergestiitzte Analyse der
Sequenzdaten und Vorhersage aller relevanten Daten funktionaler DNA-Bereiche
erlauben wiirden, also die Bioinformatik, noch in der Entwicklung. So zeigte sich in
vielen Arbeiten, dass eine ganze Reihe von Vorhersageprogrammen und
bioinformatischen Ansdtze fiir z.B. Genstruktur, Promotoren und Charakterisierung
nicht kodierender funktionaler Sequenzabschnitte nur unzureichend arbeiten (de Val et
al., 2004; Jamet, 2004; Mujica, 2004; Frazer et al., 2003; Amid, 2002; Bahr, 1999;
Bikar, 1997). Dieser Umstand hat sich generell durch die Integration der vergleichenden
Genomanalyse und die Zusammenfassung vieler verschiedener bioinformatischer
Werkzeuge zu komplexen Vorhersageprogramme geéndert, die Vorhersagegenauigkeit
hat sich damit dramatisch verbessert (Fraser et al., 2004; Hsu et al., 2004; Sinha et al.,
2004; Frazer et al., 2003; Hotz-Wagenblatt et al., 2003; Yu et al., 2003; Leung et al.,
2002). Dennoch ist es derzeit noch notwendig, manuell moglichst viele verschiedene
Programme fiir die Losung einer Fragestellung zu kombinieren, um eine akzeptable und
fundierte Vorhersagen treffen zu kénnen.
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Abb. 1.2: Bioinformatik in der biologischen und medizinischen Forschung (Quelle: Yu et al., 2003)

1.2 Die Maus als Modellsystem — Funktionsanalyse und Genomik

1.2.1 Die klassische Mausgenetik

Theoretisch konnte die Maus bereits mehr als 150 Jahre der Genetik als Modellsystem
dienen, wenn Mendel seinen urspriinglichen Plan, Erbginge anhand der Fellfarbe von
Maiusen zu untersuchen, hdtte umsetzen konnen. Bischof Anton Ernst Schaffgotsch
empfand es jedoch als unangemessen, dass ein Monch in seinem Quartier Tiere studiert,
die sich fortpflanzen (Hennig, 2002). So dauerte es weitere fiinfzig Jahre, bis 1902
Lucien Cuénot nach der Wiederentdeckung der von Mendel formulierten
Vererbungsregeln zeigen konnte, dass sich diese Gesetze auch auf die Vererbung der
Fellfarbe bei Méusen anwenden lédsst (Cuénot, 1903, 1902). 1905 beschrieb Cuénot mit
dem A’-Allel (Agouti-Lokus) die erste letale Mutation bei Méusen die zu einer
Segregation fiihrte, die nicht den Mendel-Regeln entsprach. 1910 konnte dies durch
Castle und Little korrigiert werden, sie fanden die ,,fehlenden* Méuse als tote Embryos
in den Muttertieren. Ein Jahr zuvor begann Little mit Kreuzungen fiir einen
Inzuchtstamm (DBA-Stamm). Zusammen mit Tyzzer arbeitete Little in den folgenden
Jahren daran, einen genetisch uniformen Inzuchtstamm zu erzeugen, um an diesem die
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Mechanismen der Tumortransplantation zu untersuchen. 1916 konnten sie zeigen, dass
die Akzeptanz von Tumortransplantaten Mendel’schen Regeln unterliegt und schlossen
aus ihren Untersuchungen, dass 14-15 Gene an der Abstoung der Transplantate
beteiligt sein miissen. 1929 griindete Little das ,,Jackson Laboratory*, das noch heute zu
den fiihrenden Instituten im Bereich der Maus-Genetik gehort. Bis 1980 wurden
weltweit 300 Inzuchtstimme erzeugt (Staats, 1980). Fiir keinen anderen Vertebraten
wurde jemals eine solche Vielfalt diverser uniformer Stimme geziichtet. Die meisten
der heute verwendeten Laborméuse basieren auf den von Little etablierten Stimmen.

Die ersten 50 Jahre der Maus-Genetik wurden von zwei Themen beherrscht:
Identifizierung der genetischen Faktoren, die eine AbstoBung oder Akzeptanz eines
Tumortransplantats bestimmen und die Erforschung der genetischen Basis spontan
auftretender Neoblastome, die letztendlich zur Entdeckung der Retroviren und ihrer
Rolle in der Tumorentwicklung fiihrte (Hickman und Cairns, 2003; Paigen, 2003). In
den 60er Jahren énderte sich der Fokus der Mausforschung, man erkannte, dass sich die
entwickelten Inzuchtstimme fiir viele unterschiedliche Fragestellungen eignen. 1961
publizierte Mary Lyon ihre Hypothese, dass bei Mammaliern ein X-Chromosom im
frithen Embryo zufillig inaktiviert wird. Diese Hypothese basiert auf der Beobachtung
der Expression X-chromosomaler Mutationen bei Mausinzuchtstimmen, die zu einem
sichtbaren Phanotyp fiihrten. Untersuchungen an Chromosomenaberrationen der Maus
zeigten, dass das Y-Chromosom das Geschlecht bestimmt. Dies machte klar, dass
Geschlechtsbestimmung und Dosiskompensation bei Sédugern nach einem vollig
anderen Mechanismus erfolgten als die zu diesem Zeitpunkt anerkannte klassische
Erklarung, die auf Untersuchungen an Drosophila melanogaster basierte. Die Analyse
einer grofen Zahl von Maus-Mutanten erbrachte vollig neue genetische und
physiologische Einblicke. Eine wichtige Entdeckung war die Erkenntnis, dass der
genetische Hintergrund sowie weitere regulierende Gene einen unterschiedlichen
Einfluss auf einen bestimmten Lokus ausiiben konnen (Hummel et al., 1972). Hier
konnte gezeigt werden, dass die Mutationen ,,0bese” und ,diabetic in zwei
Inzuchtstimmen jeweils unterschiedliche Phianotypen erzeugten, sobald sie sich aber im
gleichen genetischen Hintergrund befanden, erzeugten sie einen identischen Phénotyp.
Coleman (1978) zeigte spéiter, dass zwei unterschiedliche Mutationen zwar den gleichen
Phanotyp erzeugen koénnen, sich jedoch physiologisch voneinander unterscheiden. Ein
weiterer wichtiger Meilenstein in der Mausgenetik war die Kartierung des
Mausgenoms. Die Verfiigbarkeit von Markern ist fiir jedes genetische
Untersuchungsobjekt eine wichtige Voraussetzung, um bei Kreuzungsversuchen die
Erbgédnge definierter Chromosomenregionen verfolgen zu konnen. Eine genetische
Karte, die die Abfolge dieser Marker und ihre Entfernungen zueinander darstellen kann,
ist ein wichtiges genetisches Werkzeug. Haldane et al. publizierten 1915 die erste
Kopplungsgruppe in der Maus zwischen ,,albino* und ,,pink-eyed*. 1935 waren erst 11
Marker in der Maus bekannt, in den folgenden Jahren beschleunigten sich die
Kartierungsbemithungen und ereichten schlieBlich ein exponentielles Wachstum
(Eicher, 1981). Die Identifizierung von genetischen Markern ldsst sich in drei
experimentelle Bereiche einteilen. Die Beschreibung der ersten Marker basierte auf
Untersuchungen morphologisch sichtbarer Mutationen, die z.B. die Fellfarbe oder
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Skelettanomalien betrafen. Durch die Entwicklung biochemischer
Untersuchungsmethoden (z.B. elektrophoretische Auftrennung von Proteinen) und die
Entwicklung rekombinanter Inzuchtstimme (Bailey, 1971; Taylor, 1978) wurde es dann
moglich, Proteinvarianten zu detektieren und zu kartieren. Das jiingste Feld in den
Kartierungsbemiihungen des Mausgenoms ist die Identifizierung von Polymorphismen
in der DNA-Sequenz (RFLPs, SSLPs, SNPs). Die Moglichkeit, auf molekularer Ebene
Gene zu Kkartieren, fithrte zu einem immensen Anstieg bekannter Marker im
Mausgenom (Lyon, 1990). Diese Entwicklungen in der klassischen Mausgenetik
erzeugten fundamentale Einblicke in die Erbginge und genetischen Zusammenhénge
der Sdugergenome im speziellen und Eukaryotengenome allgemein.

1.2.2 Entwicklungen in der modernen Mausgenetik

Ohne Zweifel konnen die Publikationen, die in den Monaten um den Jahreswechsel
1980/1981 erschienen, als Meilenstein der genetischen Forschung bezeichnet werden.
Nahezu gleichzeitig wurde von fiinf Arbeitsgruppen gezeigt, dass virale oder artfremde
Sduger-DNA in das Mausgenom integriert werden kann (Brinster et al., 1981;
Costantini et al., 1981; Habers et al., 1981; Wagner et al., 1981; Gordon et al., 1980).
Das entscheidende Experiment wurde von der Gruppe um Wagner durchgefiihrt, die
zeigte, dass ein intaktes B-Globin-Gen aus Kaninchen in das Mausgenom integriert
werden kann und dort spezifisch und korrekt exprimiert wird. Die erste transgene Maus
mit einem Kaninchen-Protein in Maus-Erythrozyten war entstanden. Dieses Experiment
zeigte, dass ein Gen nicht an einen bestimmten Lokus auf einem Chromosom gebunden
sein muss, sondern sich fast iiberall befinden kann, solange alle regulatorischen
Elemente, die fiir eine korrekte Expression notwendig sind, kompatibel sind und die
chromosomale Region nicht eine Expression ausschlieBt (z.B. heterochromatische
Bereiche). Zudem wurde klar, dass die entwicklungs- und gewebsspezifischen
E regulatorischen Systeme zwischen verschiedenen
Sdugern konserviert sein miissen. Die wichtigste
Erkenntnis war jedoch, dass es nun moglich war,
die Gene aus Mensch und anderen Mammaliern in
dem durch die klassische Genetik gut etablierten
Modellsystem der Maus zu untersuchen. Diese
Publikationen flihrten spiter zu einer wahren Flut
weiterer transgener Tiere. Schon ein Jahr spiter
fusionierten Palmiter und Brinster das Gen fiir das
Wachstumshormon aus der Ratte mit dem
mausspezifischen Metallothionein-Promotor und
erzeugten mit diesem Konstrukt eine transgene
Riesen-Maus (Palmiter et al., 1982, Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Transgene Riesen-Maus (links)

(Palmiter et al., 1982; Foto von Brinster)
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Im Jahr 1981 wurde noch eine weitere Entdeckung gemacht, die einige Jahre spiter zu
einer der wichtigsten Entwicklungen in der Mausforschung fiihrte. Evans, Kaufmann
und Martin etablierten die ersten Kulturen pluripotenter embryonaler Stammzellen
(Evans et al., 1981; Martin, 1981). 1984 konnte gezeigt werden, dass diese Zellen nach
vielen Generationen in Zellkultur, injiziert in Blastozysten, an der Entwicklung des
Organismus teilhaben und ihr Genom auch vererbt werden kann (Bradley et al., 1984).
Die ersten chimdren Méuse waren entstanden. Zwei Jahre spéter wurden genetisch
manipulierten ES-Zellen entwickelt, die eine Neomycin-Resistenz trugen oder eine
retrovirale Insertion aufwiesen. Beide Zelllinien konnten die erworbene Information
iiber chimire Mause an Nachkommen stabil vererben (Doetschman et al., 1986; Gossler
et al., 1986; Robertson et al., 1986). Parallel zu dieser Entwicklung etablierte Smithies
et al. (1985) eine Technik, die als Gen-Targeting bezeichnet wird. Seine Arbeitsgruppe
klonierte Sequenzabschnitte des humanen B-Globin-Gens in ein Plasmid und integrierte
dieses Konstrukt mittels homologer Rekombination in den pB-Globin-Lokus von
Kulturzellen. Zwei Jahre spiter wurde in den Arbeitsgruppen von Smithies und
Capecchi ein erfolgreiches Gen-Targeting an embryonalen Stammzellen publiziert.
Hierbei wurde in das HPRT-Gen (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) durch
Gen-Targeting eine Mutation eingefiihrt und die manipulierten Zellen durch natiirliche
Selektion isoliert (Thomas et al., 1986, 1987). Smithies und Kollegen korrigierten eine
HPRT-Mutation durch Gen-Targeting in ES-Zellen, die zuvor auf klassischem Weg auf
diesen Defekt hin selektiert wurden (Doetschman et al., 1987; Hooper et al., 1987;
Kuehn et al., 1987). Capecchis Arbeitsgruppe entwickelte zudem eine Technik, mit der
sich die transformierten ES-Zellen positiv und negativ selektieren lassen. Dieses System
steigerte die Effizienz des Gen-Targetings durch die gezielte Selektion erfolgreich
transformierter Zellen um das 2000fache (Mansour et al., 1988). Ab diesem Zeitpunkt
war es moglich, durch Gen-Targeting auch nicht-selektierbare Gene zu manipulieren
und die Folgen dieses Eingriffs in den Nachkommen zu studieren. Ein weiteres Jahr
spater wurden von drei Gruppen die ersten ,,Knock-Out“-Méuse vorgestellt. Disruptiert
bzw. korrigiert (HPRT) wurden die Gene S,-Microglobulin (Koller et al., 1989), HPRT
(Thompson et al., 1989) und int-1 (Thomas et al., 1990). Alle drei Manipulationen
transduzierten erfolgreich. Evans, Smithies und Capecchi erhielten fiir ihre
Entwicklungen auf diesen Gebieten 2001 den Lasker-Preis und 2007 den Nobelpreis.
Der Ablauf eines typischen Gen-Targeting-Experiments ist in Abb. 1.4 gezeigt und wird
in der Abbildungslegende detailliert beschrieben. Gene, die sich nach einem ,,Knock-
Out* als letal erwiesen, konnten jedoch auf diese Weise nicht ndher untersucht werden.
Dies dnderte sich, als 1992 das Cre/loxP-System von zwei Arbeitsgruppen nahezu
gleichzeitig publiziert wurde (Lakso et al., 1992; Orban et al., 1992). Es handelt sich bei
dieser Methode um ein konditionales Gen-Targeting. Das Prinzip besteht darin, dass das
vom Bakteriophagen P1 stammende Cre-Rekombinase-Gen verwendet wird, um einen
transgenen Mausstamm zu erzeugen, in dem dieses unter Kontrolle eines wahlbaren
Promotors steht. Die Zielsequenzen (lox) der Cre-Rekombinase, es handelt sich hierbei
um kurze 13 bp lange invertierte Repeats, flankierten ein Targeting-Konstrukt, das
mittels Gen-Targeting die endogene Zielsequenz in einem anderen Mausstamm ersetzt.
Durch Kreuzung des Cre-transgenen
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Abb. 1.4: Systematischer Ablauf eines Gen-Targeting Experiments

In der gezeigten Abbildung ist der gesamte Ablauf eines ,,Knock-Out“-Experiments wiedergegeben. Um
ein Gen-Targeting erfolgreich durchzufiihren, ist es notwendig, die exakte Struktur des Gens und
mogliche funktionale Motive in der abgeleiteten Aminosduresequenz zu kennen. Sollte die gesuchte
Sequenz nicht oder nur teilweise in den Offentlichen Datenbanken vorhanden sein, sind zundchst
Sequenzierungsarbeiten notwendig. Um die Genstruktur aufklaren zu konnen, ist es z.T. unumgénglich,
auch die cDNA zu synthetisieren und zu sequenzieren. Nach der Sequenzierung bzw. Recherche in
offentlichen Datenbanken kann die Gesamtstruktur des Gens mit Hilfe der vergleichenden Genomanalyse
und Bioinformatik beschrieben werden. Basierend auf diesen Kenntnissen ist es dann moglich, die
Targeting-Sequenzen zu bestimmen und den Vektor zu konstruieren. Um die spéter verwendeten ES-
Zellen zu erndhren, werden embryonale Fibroblasten subletal bestrahlt (EmFi), so dass sich diese nicht
mehr teilen kénnen aber tiberleben. Kryokonservierte Stammzellen (z.B. 129-R1, Fellfarbe ,,Agouti)
werden mit den EmFi in Kultur gebracht und angeziichtet. Der konstruierte linearisierte Targeting-Vektor
wird durch Elektroporation in die ES-Zellen tranfiziert und diese danach wieder in Kultur gebracht. In
diesen Zellen findet dann in seltenen Féllen eine Rekombination zwischen einem Allel des Zielgens und
dem manipulierten Targeting-Konstrukt statt. Der Targeting-Vektor ist so konstruiert, das ein im
Verhiéltnis kurzer manipulierter Abschnitt (z.B. Austausch oder Disruption eines Exons durch eine Neo-
Kassette mit integriertem Stopp-Codon in allen Leserahmen) von ldngeren flankierenden Bereichen mit
Sequenziibereinstimmung zum Zielgen umgeben ist. Diese sollen eine sequenzspezifische Integration in
das Genom gewdhrleisten. In den meisten Fillen ereignet sich jedoch keine oder eine unspezifische
Integration in das Genom. AnschlieBend erfolgt daher eine positiv/negativ-Selektion tiber den
verwendeten Resistenzmarker (Neo) und die von der TK-Kassette kodierte Thymidin-Kinase. Zellen die
das Targeting-Konstrukt durch Rekombination nicht in das Genom integriert haben, sterben nach
Selektion mit G418 durch die fehlende Neomycin-Resistenz ab. Die negative Selektion erfolgt durch die
Zugabe des Substrats Gancyclovir. Zellen, bei denen eine Integration in das Genom nicht
sequenzspezifisch erfolgte, enthalten die Information zur Kodierung der Thymidin-Kinase. Das
resultierende Protein wandelt Gancyclovir in ein toxisches Triphosphat um, die Zellen mit einer
unspezifischen Integration sterben ab. Diese Selektionen sind nur zum Teil erfolgreich, so dass
anschlieend eine Typisierung der iiberlebenden ES-Zell-Klone durch Southern-Hybridisierung oder PCR
notwendig ist. Die Integrationsfrequenz ist von sehr vielen Faktoren abhingig, liegt aber sehr héufig
zwischen 1:200 bis 1:1000 der nach Selektion untersuchten Zellklone. Zellen, bei denen ein erfolgreiches
Targeting nachgewiesen werden konnte, werden anschlieend amplifiziert. Der Genotyp der Zellen ist
hier mit AAXx charakterisiert, wobei das Allel ,,A“ fiir die Fellfarbe ,,Agouti” steht und ,,.X* fiir das
Zielgen. Das disruptierte Zielgen ist durch ein ,,x“ symbolisiert. Fiir die Blastocysteninjektion werden
Embryos aus Spendertieren entnommen, die fiir eine andere Fellfarbe kodieren (z.B. C57/BL6/N,
Fellfarbe schwarz, Symbol ,a“). Nach der Injektion erfolgt ein Transfer der Blastocysten in
scheinschwangere Leihmiitter, die wiederum eine andere Fellfarbe haben (hier weifl), um eine
Kontamination befruchteter Blastocysten bei unvollstédndiger Vasektomie der verwendeten Mannchen zu
erkennen. Die durch diesen Prozess generierten Méuse zeigen einen unterschiedlichen Chiméritatsgrad.
Das Verhéltnis der Fellfarbe ,,Agouti“ zu der Fellfarbe schwarz zeigt ndherungsweise die
Gesamtzusammensetzung des Organismus aus der Zelllinie der Blastocystenspenderin und den
rekombinanten ES-Zellen. Je hoher der Chiméirismus zu Gunsten der verwendeten ES-Zellen ist, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer Keimbahntransformation. Zur Segregation der
Keimbahntransformanten werden die Chimdren mit Tieren riickgekreuzt, deren Genotyp der
Blastocystenspenderin entspricht. Die Nachkommen dieser Kreuzung kénnen drei mogliche Genotypen
aufweisen (AaXX, Fellfarbe ,,Agouti®; aaXX, Fellfarbe schwarz; AAXx, Fellfarbe ,,Agouti®), nur eine
davon ist heterozygot fiir das disruptierte Allel.

Mausstamms mit dem durch Gen-Targeting manipulierten Mausstamm kommt es zu
einer kontrollieren Rekombination zwischen den beiden lox-P Sequenzen, die
zwischenliegenden Sequenzabschnitte werden deletiert. Auf diese Weise wurde es
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moglich, normalerweise embryonal letale Mutationen in adulten Tieren zu untersuchen.
Die Kombination von Gen-Targeting und dem Cre/loxP-System ermoglicht nicht nur
einen konditionalen ,,Knock-Out“, sondern auch die gezielte Umgestaltung ganzer
Chromosomenabschnitte und die Herstellung von Balancer-Chromosomen in der Maus
(Yu et al., 2001).

Eine weitere Variante dieser ,,Knock-Out“-Experimente ist das so genannte ,,Knock-In*.
Hierbei wird das Zielgen durch Fusion mit der cDNA eines anderen oder des gleichen
Gens, das sich im gleichen offenen Leserahmen befinden muss, deletiert. Durch
geschickte Wahl der flankierenden homologen Sequenzen kann entweder das komplette
Zielgen eliminiert werden, oder nur Teilbereiche von ithm. Mit dieser Technik lassen
sich funktionale Redundanzen &hnlicher Gene untersuchen oder ganz gezielt
Mutationen wie Substitutionen bestimmter funktionaler Doménen, Deletionen oder
Punktmutationen in das endogene Gen einfiigen. Auf diese Weise wurde z.B. die
funktionale Redundanz von Cyclin E und Cyclin D1 nachgewiesen. Die konstruierte
»Knock-In“-Maus exprimierte Cyclin E mit dem gleichen Muster wie Cyclin D1 und
rettete alle phianotypischen Defekte einer Cyclin D1-defizienten Maus (Geng et al.,
1999).

1.2.3 Funktionsanalysen in der Maus

Die vollstindige Sequenzierung des Maus- und Menschgenoms (Waterston et al., 2002;
Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) und das Potenzial der vergleichenden
Genomanalyse haben das Interesse an der Funktionsanalyse von Genen in der Maus
erneut aufleben lassen. Fiir die Aufkldrung der Funktion einzelner Gene in vivo ist die
Analyse von Phinotypen mutanter Tiere eines der wichtigsten Werkzeuge. Die
Erzeugung einer moglichst grofen Zahl von Phénotypen in Miusen ist inzwischen ein
wichtiges Forschungsfeld in der post-genomischen Ara (Sung et al., 2004). Der Fokus
dieser Bemiihungen liegt derzeit bei Techniken, die in kurzer Zeit, ohne viel Aufwand
eine sehr groBe Anzahl an Mutationen erzeugen kann, hierzu gehoren ENU (N-Ethyl-N-
Nitrosourea; Shibuya et al., 1993), ,,Gene Trap“-Mutagenese (Friedrich et al., 1991),
RNAi (RNA interference; Fire et al., 1998, 1991, Montgomery et al., 1998; Nellen et
al., 1993; Izant et al., 1984). Einige dieser Methoden erzeugen jedoch nur zufillige
Mutanten, die fiir das prdzise Studium physiologischer und molekularer Funktionen
nicht geeignet sind (Valenzuela et al., 2003). Daher sind nach wie vor die spezifischen
Methoden wie Gen-Targeting und RNAi (Abb. 1.5) von herausragender Bedeutung
(Fujita et al., 2007; Matveeva et al., 2007; De Souza et al., 2006; Dykxhoorn et al.,
2006; Sen und Blau, 2006; Sung et al., 2004; Klysik, 2002; Perkins, 2002). Vor allem
die jiingste der beiden Methoden, RNAi, wird in Zukunft eine wichtige Rolle spielen.
Erstmalig untersucht und optimiert, mit dem Ziel einer umfassenden Funktionsanalyse
vieler Gene, wurde RNA1 von Fire und Kollegen (Fire et al., 1998; Montgomery et al.,
1998).
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Abb. 1.5: Wirkmechanismus von RNAi

Doppelstringige RNA (dsRNA) wird von Dicer spezifisch geschnitten, es entstehen kurze
doppelstrangige Fragmente mit einer Lange von 20 bis 25 Basenpaaren, die als siRNA (small interfering
RNA) bezeichnet werden (MacRea et al. 2006). Bei Dicer handelt es sich um eine hochkonservierte
Ribonuklease. Dicer ist auch bei der Beladung des RISC-Komplexes (RNA-induced silencing complex)
mit der geschnittenen doppelstringigen siRNA beteiligt (MacRea et al., 2007). siRNA kann auch in vitro
hergestellt werden. Durch Konjugation mit geeigneten Triger-Molekiilen ist es moglich, siRNA in
Zielzellen einzuschleusen. Eine weitere Moglichkeit spezifische siRNA gezielt in einer Zelle entstehen zu
lassen, besteht darin, mit Hilfe eines DNA basierten Vektorsystems durch Expression shRNA (short
hairpin RNA) in der Zelle zu synthetisieren, die dann von Dicer geschnitten werden kann (Grim und Kay,
2007). Nachdem die doppelstrangige siRNA in den RISC-Komplex aufgenommen wurden, entwinden
sich die beiden komplementéren Strdnge und nur der Antisense-Strang zur Ziel-RNA verbleibt in dem
Komplex. Die einzelstringige siRNA ist nun in der Lage im Komplex mit RISC und mRNA mit dem
komplementéiren Sequenzabschnitt der mRNA zu paaren. Die bewirkt, dass RISC spezifisch die mRNA
in diesem Bereich schneidet, die mRNA wird degradiert.
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Entscheidend fiir einen Einsatz dieser Technik in der Maus war der Nachweis, dass
kurze doppelstrangige RNA-Fragmente (small interfering RNA, siRNA) auch in
Saugerzellen die Genexpression spezifisch inhibieren konnen (Hannon, 2002; Caplen et
al., 2001; Elbashir et al., 2001). Derzeit sind vor allem Systeme etabliert, die von der
RNA-Polymerase III kontrolliert werden und kurze RNAs mit Haarnadelstrukturen
exprimieren (Wang et al., 2006; Brummelkamp et al., 2006, 2002; Paddison et al.,
2002). Mit diesem System konnte inzwischen die Expression von zahlreichen Genen
erfolgreich unterdriickt werden (Dykxhoorn et al., 2006; Kunath et al., 2003). Tiere mit
siRNA induziertem ,,Knock-Down* zeigten den gleichen Phinotyp wie Tiere mit einem
entsprechenden ,,Knock-Out“ des untersuchten Gens (De Souza et al., 20006).
Problematisch ist bei diesem System, dass es auf einer Transfektion der Zielzellen
beruht und fiir die Expression die ubiquitir aktive RNA-Polymerase III nutzt. Um
Stammzellen erfolgreich zu erreichen, wurde jlingst diverse Vektor-Systeme entwickelt,
die eine Expression der siRNA auch in schwer zuginglichen Zellen ermdglicht (Fujita
et al., 2007; Wang et al., 2006; Rubinson et al., 2003; Tiscornia et al., 2003). Fiir die
Verwendung von RNAI zur funktionellen Analyse vieler Gene in vivo ist es notwendig,
wie flir das Gen-Targeting auch, ein konditionales System zu entwickeln, dass einen
gewebsspezifischen und kontrollierten ,,Knock-Down* der Zielgene moglich macht und
im Hochdurchsatz angewendet werden kann. Erste Arbeiten mit Tetracyclin-induzierten
U6 Promotoren (Matsukura et al., 2003; Wiznerowicz et al., 2003) und die Verwendung
des Cytomegalovirus-Promotors fiir die gewebsspezifische RNA-Polymerase II-
Expression der doppelstringigen RNA-Fragmente (Silva et al., 2008; Wang et al., 2006;
Sen et al, 2006; Xia et al., 2006; Shinagawa et al., 2003) zeigen, dass die RNAi-Technik
routineméBig fiir die Funktionsanalyse in der Maus eingesetzt werden kann (De Souza
et al., 2006).

1.3 Das DmX-Gen und seine Homologen
1.3.1 CpY, DmX und DMXL1
CpY

Erstmalig beschrieben wurde ein DmX-Gen von Kraemer (1994). Es handelte sich um
das Homologe aus Chironomus piger, CpY (C. piger Y-chromosomales Gen). Die
Entdeckung dieses Gens beruht auf einer Untersuchung der geschlechtsbestimmenden
Region von Chironomiden. Ziel war es, Hinweise auf den dominanten minnlichen
Geschlechtsdeterminator M zu finden. M liegt in den Spezies C. thummi und C. piger in
der Region D3el des Chromosomenarms F (Hégele, 1985, 1986). Zu néheren
Charakterisierung dieser Region wurden durch einen Chromosomenmarsch 100 kb der
geschlechtsbestimmenden Region in C. thummi (Klon Clal.1l) und 70 kb in C. piger
(Klon Clal.8) sequenziert (Kunz, 2001; Kraemer et al., 1993). Um Gene in dieser
Region zu identifizieren, wurde eine embryonale cDNA-Bibliothek von C. piger mit
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Sequenzen aus dem klonierten Bereich abgesucht. Hierbei konnte u.a. das CpY-Gen
identifiziert werden. Die ndhere Charakterisierung des offenen Leserahmens zeigte, dass
es sich um ein ungewdhnlich groles Gen handelt, die vollstindige cDNA von CpY ist
11,8 kb groB, genomisch erstreckt sich das Gen tliber mehr als 15,5 kb und besteht aus
15 Exons und 14 Introns. Die Exons haben eine Linge zwischen 70 bp und 4337 bp, die
IntrongroBe variiert zwischen 90 bp und 781 bp. Die Exons 4 und 8 werden differenziell
gespleilit, CpY besitzt zudem zwei alternative Polyadenylierungssignale (Kraemer,
1994). Der Sequenzabschnitt von Exon 4 aus CpY ist ein integraler Bestandteil des
wesentlich groBeren Exons 4 von DmX und F54FE4.1 (Abb. 4.6), homologe
Sequenzabschnitte zu Exon 8 fehlen dagegen in diesen beiden Spezies. Das CpY-Gen
wird zwar in Méannchen und Weibchen gleich stark transkribiert, dennoch gibt hier
geschlechtsspezifische Unterschiede. Die Transkriptionsanalyse der differenziell
gespleifiten Exons zeigt eine mehr oder weniger gleichméfBige Verteilung der
Transkripte mit und ohne Exon 4 in den ménnlichen und meisten weiblichen Geweben.
Im Ovar allerdings ist die Anzahl der Transkripte mit enthaltenem Exon 4
tiberreprisentiert. Es ist jedoch nicht bekannt, ob Exon 4 fiir den Transport von RNA in
die Oozyte verantwortlich ist. Exon 8 enthaltende Transkripte sind im Ménnchen
deutlich hdufiger nachzuweisen als in weiblichen Tieren, im Ovar werden sie {iberhaupt
nicht gefunden. Transkripte mit Exon 8 sind gegeniiber Transkripten mit Exon 4
unterreprasentiert, in Zellkulturzellen konnen keine Exon 8-Transkripte nachgewiesen
werden. Dies kann auf eine spezifische, fiir die Zelle aber nicht lebenswichtige Funktion
von Exon 8 hinweisen. Das differenzielle Spleilen von Exon 8 ist zudem nicht an das
differenzielle SpleiBen von Exon 4 gekoppelt. Da bei beiden Exons eine
Geschlechtsspezifitit festgestellt werden konnte, wird ein Zusammenhang der
geschlechtsspezifischen Diversifikation mit der Lokalisation von CpY vermutet (Weil,
2000). CpY kodiert fiir ein Protein von 3512 Aminosduren mit einem Molekulargewicht
von mehr als 390 kDa (Kraemer, 1994). Northern-Analysen zeigten, dass CpY
konstitutiv, schwach und in allen Entwicklungsstadien exprimiert wird. ,,Whole mount*
in situ-Hybridisierungen an Ovarien von Chironomus zeigten darliber hinaus, dass
groe Mengen an CpY-Transkripten in den Oozyten vorhanden sind. Ob es sich bei CpY
um M handelt, kann nicht abschlieBend beurteilt werden, weiterfithrende
Untersuchungen von Kraemer (personliche Mitteilung) und Weil (2000) machen eine
Beteiligung von CpY an der Geschlechtsbestimmung jedoch eher unwahrscheinlich. Ein
besonderes Strukturmerkmal der abgeleiteten Aminosduresequnz sind die zahlreichen
WD-Wiederholungseinheiten (Kraemer et al., 1998).

DmX

Das DmX-Gen (Drosophila melanogaster X-chromosomales Gen) wurde durch RT-
PCR mit degenerierten Primern von CpY-Sequenzen in Drosophila melanogaster
identifiziert und ist in der Region 5D5/6-5E1 auf dem X-Chromosom lokalisiert
(Kraemer et al., 1998). Die cDNA von DmX ist 11,5 kb groB3, ein Hinweis auf ein
alternatives Polyadenylierungssignal, wie bei CpY, konnte nicht gefunden werden. Der
offene Leserahmen kodiert fiir 3427 Aminosduren, das Molekulargewicht des
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abgeleiteten Proteins betrdgt 380 kDa. Genomisch erstreckt sich DmX iiber ca. 16 kb
und enthélt, wie CpY, 15 Exons und 14 Introns. Dennoch gibt es Unterschiede: das
differenziell gespleifite kleine Exon 4 von CpY ist bei DmX Bestandteil des grofiten
Exons 4, fiir das differenziell gespleiite Exon 8 aus CpY existieren bei D. melanogaster
keine homologen Sequenzabschnitte. Exon 8 konnte also eine speziespezifische
Funktion in CpY ausiiben. Die GréBen der Exons liegen zwischen 67 bp und 6980 bp,
die GroBen der Introns zwischen 55 bp und 2,4 kb (Weil, 2000; Kraemer et al., 1998).
Auffillig ist der sehr kurze 5’-Promotorbereich von DmX, zwischen den
Transkriptionsstartpunkten von DmX und dem benachbarten Gen DmSPX, die eine Kopf
an Kopf-Orientierung aufweisen, liegen nur 174 bp. Weil (2000) konnte mit
Konstrukten, die verschiede Abschnitte moglicher regulatorischer Elemente des DmX-
Gens enthalten und mit einem Reportergen gekoppelt wurden, nachweisen, dass dieser
kurze Bereich nicht ausreicht, um die Transkription von DmX zu initiieren.
Untersuchungen mit dem Rettungsvektor pCosPerDmX-13 zeigten, dass erst die
Anwesenheit von 2,6 kb stromaufwirts und 830 bp des 3’ untranslatierten Bereichs von
DmX den Mutantenphénotyp retten und die wildtypische Expression ermdglichen
(Kraemer, pers. Mitteilung; Weil, 2000). Northern-Analysen zeigen, dass DmX
ubiquitdr, konstitutiv, aber mit gewebsspezifischen Unterschieden exprimiert wird. Weil
(2002) beobachtete eine erhohte spezifische Transkriptionsrate in  den
Vorléduferstrukturen des Mitteldarms, dem ZNS und dem Antenna-Maxillar-Komplex.
Eine geschlechtsspezifische Regulation konnte nicht nachgewiesen werden, ebenso
wenig eine Funktion als Numerator-Element. Es wurden jedoch durch In-situ-
Hybridisierungen an RNA von Ovarien wéahrend der Oogenese massive Transporte von
DmX-Transkripten in die Oozyte beobachtet (Weil, 2000). Auch die Genprodukte
konnten in der Oozyte durch spezifische Antikorperfarbung nachgewiesen werden, so
dass vermutet werden kann, dass es sich bei Dm.X um ein maternales Effektgen handelt
(Weil, 2000, Jiittner, 2001). Gestiitzt wird diese Annahme durch beobachtete larvale
Phénotypen von EMS induzierten Mutationen bei DmX in Drosophila melanogaster
(Kraemer, pers. Mitteilung; Jiittner, 2001). Untersucht wurden hier vier Stimme, die
nach einer EMS-Mutagenese isoliert werden konnten. Die verwendeten Stimme waren
durch den X-chromosomalen Balancer FM7-GFP balanciert, so dass mannliche Larven,
die das X-Chromosom mit der Mutation tragen, iiber die fehlenden GFP-Expression
selektiert werden konnten. In allen vier Stimmen wurden durch Sequenzierung der
cDNA an jeweils unterschiedlichen Positionen ,,nonsense“-Mutationen im DmX-Gen
nachgewiesen, die zu einem vorzeitigen Terminationssignal fiihren und die Synthese
eines stark verkiirzten Genprodukts zur Folge haben (Jiittner, 2001). Alle Larven der
verschiedenen Stdmme sterben unabhingig von der Position der Mutationen ungefahr
zum selben Zeitpunkt ab. Zuvor verlduft die Entwicklung der mutanten Tiere bis zum
Eintritt in das erste Larvenstadium normal. Die Weiterentwicklung in das zweite
Larvenstadium kann jedoch von diesen Tieren nicht vollzogen werden. Thr Korper ist im
Vergleich zum Wildtyp deutlich kiirzer und dicker, ihre Bewegung trige. Obwohl sie
weiter Nahrung aufnehmen ist der Fettkorperanteil gering (Schmidt, pers. Mitteilung).
Im weiteren Verlauf verliert der Korper dann an Turgor und Volumen und die Larven
sterben. Zusammen mit dem beobachteten massiven Transport von DmX-Transkripten
in die Oozyte kann angenommen werden, dass die funktionalen maternalen
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Genprodukte in der Lage sind, die Funktion von DmX wihrend der Embryonalphase
und im frithen Larvenstadium aufrecht zu erhalten. Sobald die Larve damit beginnt. auf
einen autonomen Stoffwechsel umzuschalten, produziert sie nicht-funktionsfahige
DMX-Proteine, ihre Lebensfunktion wird aber noch durch das immer weiter
ausdiinnende maternale Genprodukt aufrechterhalten. Die Abnahme der maternalen
DMX-Konzentration im Organismus fiihrt vermutlich dann zu einem langsamen Tod
der Larve (Kraemer pers. Mitteilung; Jiittner, 2001).

Wie bei CpY auch, konnen in der abgeleiteten Aminosduresequenz viele WD-Repeats
identifiziert werden. Je nach akzeptierten Homologiegrad sind bis zu 30 WD-
Wiederholungseinheiten denkbar (Weil, 2000; Kraemer et al., 1998)

DMXIL1

Das DMXL1-Gen (Dmx-like 1) wurde, wie CpY und DmX, erstmalig von Kraemer
beschrieben (Kraemer et al., 2000), seine Existenz in Homo sapiens ist jedoch durch
Datenbanksuchen mit der cDNA-Sequenz von DmX schon ldnger bekannt (Kraemer,
personliche Mitteilung). DMXL1 konnte durch eine Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH) auf Chromosom 5q22 lokalisiert werden und kodiert fiir eine cDNA von 11 kb
Liange. Die abgeleitete Aminosduresequnz umfasst 3027 aa mit einem
Molekulargewicht von mehr al 380 kDa. Kraemer (2002) konnte in dieser Sequenz bis
zu 28 WD-Wiederholungseinheiten identifizieren. Bei der Darstellung der cDNA von
DMXL1 konnten auch Klone identifiziert werden, die sich von DMXL1 in ihrer Sequenz
deutlich unterscheiden. Es muss davon ausgegangen werden, dass im Menschen eine
zweite Kopie existiert, die als offiziell als DMXL2 bezeichnet wird. Weder in
Chironomus noch in Drosophila konnte eine solche zweite Kopie identifiziert werden.
Dies ist jedoch nicht ungewohnlich, da viele Gene wie z.B. Ras, Raf und Notch bei D.
melanogaster nur mit einer Kopie, in Vertebraten jedoch mit mehreren Kopien vertreten
sind (Miklos et al., 1996). Die Aminosduresequenzen beider Gene zeigen eine
Similaritdt von 71,8 % und eine Identitdt von 55,2 %. Die Genstruktur von DMXLI
konnte erst in der vorliegenden Arbeit aufgeklart werden.

1.3.2 DmX in anderen Spezies

Gene, die fiir die Funktion eines Organismus von grundlegender Bedeutung sind, zeigen
in der Regel einen hohen Grad evolutiondrer Konservierung. Homologe Gene von DmX
wurde bisher in allen komplett sequenzierten eukaryotischen Organismen identifiziert,
beginnend mit der Hefe bis zu Maus und Mensch. Zudem existieren in nahezu allen
unvollstindig sequenzierten Eukaryoten zahlreiche EST-Daten mit Sequenzhomologien
zu DmX, so dass mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann, dass DmX
ein essenzieller Bestandteil der Transkriptome aller eukaryotischen Organismen ist. Bis
heute konnte kein prokaryotisches Gen identifiziert werden, das Ahnlichkeiten zu DmX
aufweist. Es ist anzunehmen, dass es sich bei DmX um ein eukaryoten-spezifisches Gen
handelt und friilh in der evolutiondren Entwicklung der Eukaryoten entstanden sein

-17 -



1 Einleitung

muss. Derzeit sind fiir 19 verschiedene Spezies die homologen Gene in den 6ffentlichen
Datenbanken vermerkt. Da es sich bei diesen Eintrdgen in vielen Fillen um reine
computergestiitzte Vorhersagen handelt, konnen fiir einen phylogenetischen Vergleich
der DmX-Homologen nur annotierte Sequenzen verwendet werden. Evolutiondr am
weitesten entfernt von Maus und Mensch ist der offene Leserahmen YJRO033c von
Saccharomyces cerevisiae, er kodiert fiir das Protein Soi3p/Ravlp, das eine wichtige
Rolle bei der Zusammensetzung und Kontrolle der vakuolaren H'-ATPase sowie bei
Transportvorgéingen zwischen frithen Endosomen und dem prévakuolarem
Kompartement/spdten Endosomen im Trans-Golgi-Netzwerk spielt (Sipos et al., 2004;
Seol et al., 2001). Obwohl das Protein fast zwei Drittel kiirzer als DmX ist, enthélt es
wesentliche konservierte Strukturmerkmale. Vor allem die Positionen der im néichsten
Kapitel ndher besprochenen WD-Wiederholungseinheiten sind im Vergleich zu Maus
und Mensch konserviert. Basierend auf der Annahme, dass sich die Funktionen der
Homologen von DmX innerhalb der verschiedenen Spezies dhneln, ist gerade dieser am
weitesten entfernte Verwandte von besonderem Interesse. Da fiir Soi3p/Ravlp zwei
Funktionen in der Hefe bereits bekannt sind, ist es nicht unwahrscheinlich, dass es sich
hierbei um die urspriinglichen Aufgaben handelt, die auch in hdheren Organismen nach
wie vor von DmX iibernommen werden. Zusétzlich sind hier aber auch erweiterte
Funktionen fiir DmX denkbar.

1.3.3 DmX gehort zu den WD-Repeat-Proteinen

Bioinformatische Analysen der DmX-Homologen verschiedener Spezies zeigen immer
ein prddominantes strukturelles Motiv in der abgeleiteten Aminosduresequnz. Es
handelt sich hierbei um Tryptophan-Asparaginsiaure-Wiederholungseinheiten (WD-
Repeat, WD-40, Abb. 1.6; Neer et al., 1994; van der Voorn et al., 1992), die in
unterschiedlicher, ungewdhnlich hoher Anzahl in den DmX-Proteinen gefunden
werden. Bei WD-Repeats handelt es sich um minimal konservierte Doméinen mit einer
Lange von 40-60 Aminosduren. Haufig befinden sich 11-14 Aminosduren entfernt vom
N-Terminus des Repeats ein Glycin-Histidin (GH)-Dipeptid und ein WD-Dipeptid am
C-Terminus der Wiederholungseinheit. In sehr vielen Fillen sind jedoch auch diese
beiden Dipeptide nicht konserviert. Zwischen beiden Dipeptiden liegt die insgesamt am
starksten konservierte, ungefihr 40 Aminosduren lange Kernsequenz. Grundsitzlich
zeigen WD-Repeats jedoch eine starke Varianz in allen Positionen. Dies ist vor allem
mit der Funktion der WD-Repeat Proteine zu begriinden, deren prinzipielle Aufgabe
darin besteht, die Zusammensetzung von Multiproteinkomplexen zu koordinieren
(Smith et al.,, 1999). Die WD-Repeats bilden hierbei eine Art Riickgrat fiir
Proteininteraktionen, die simultan und mit vielen verschiedenen Proteinen erfolgen
konnen. Die Konsensussequenz einer WD-Wiederholungseinheit ist in Abb. 1.6 gezeigt.
Variabilititen in jeder einzelnen Wiederholungseinheit erhdhen also das
Bindungsspektrum des Proteins. Die Kristallstruktur des bisher am besten untersuchten
WD-Repeat-Proteins, die B-Untereinheit des G-Proteins, wurde von zwei Gruppen
nahezu gleichzeitig publiziert (Sondek et al., 1996; Wall et al., 1995). Hier konnte
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erstmalig die Faltung eines WD-Repeat-Proteins dargestellt werden. Die WD-
Wiederholungseinheiten bilden zusammen eine hochsymmetrische Struktur, einen so
genannten B-Propeller. Jedes Repeat besteht aus vier antiparallelen B-Faltbléttern, die
allerdings nicht zusammen fiir die Ausbildung eines Propellerblatts zustindig sind.
Jeder Propeller besteht zwar aus vier B-Faltblattstrukturen, wobei jedoch das erste aullen
liegende B-Faltblatt durch den d-Strang des vorher gehenden WD-Repeats gebildet wird
(Sondek et al., 1996; Ghosh et al., 1995). Es wird angenommen, dass diese
Verkniipfung der Propellerblitter die molekulare Struktur stabilisiert (Ghosh et al.,
1995; Neer et al., 1994). Dieser prinzipielle Autbau einer Propellerstruktur konnte durch
Rontgenstrukturanalysen an bis heute insgesamt 20 untersuchten WD-Repeat-Proteien
bestétigt werden (u.a. Cheng et al., 2004; Madrona et al., 2004; Sengupta et al., 2004;
Voegtli et al., 2003; Ono et al., 2003; Orlicky et al., 2003; Pickles et al., 2002; Carr et
al., 1999). Aufgrund der Variabilitit der einzelnen WD-Repeats dieser Proteine muss
davon ausgegangen werden, dass weniger die Konservierung der Aminosduresequenz
der Wiederholungseinheiten eine Rolle spielt, sondern vielmehr die resultierende
Sekundér- und Tertidrstruktur fiir eine Faltung des Proteins zu einem Propeller wichtig
ist. Erstaunlicherweise zeigten fast alle bisher kristallographisch untersuchten WD-
Repeat-Proteine Propellerstrukturen mit sieben Propellerbldttern, wobei im Falle von
Aiplp (Voegtli et al., 2003) zwei Propeller mit jeweils sieben WD-Repeats beobachtet
werden. Lediglich das prokaryotische WD-Protein TOLB bildet einen sechsblittrigen
Propeller aus, obwohl mehr als sieben WD-Wiederholungseinheiten in der
Aminosduresequenz gefunden werden. Die ilibrigen WD-Repeats erzeugen hier eine
separate, mit helikalen Abschnitten gemischte Struktur (Carr et al., 1999). Auch wenn
alle anderen untersuchten Proteine 7 oder ein Vielfaches von 7 Wiederholungseinheiten
aufweisen, ist es denkbar, dass diese siebenblittrige Konstruktion die priddominante
Struktur darstellt (Mikyas et al., 2004; Voegtli et al., 2003; Stohr et al., 2002; Li et al.,
2001; Smith et al., 1999; Murzin et al., 1992). Zukiinftige Rontgenstrukturanalysen an
Proteinen mit einer Anzahl WD-Repeats, die nicht dem Vielfachen von Sieben
entsprechen, werden mit groBem Interesse erwartet. Derzeit sind 6268 Proteine, die
WD-Repeats enthalten, in den 6ffentlichen Datenbanken aufgefiihrt. Die groBte Gruppe
bilden hier die Eukaryoten mit 6111 Proteinen (Fungi (973), Metazoa (4040),
Viridiplantae (712)) gefolgt von den Bakteria mit 101 Proteinen und den Archaea mit
11 Proteinen, zudem sind noch 431 Proteine undefiniert (Quelle: http://smart.embl-
heidelberg.de). Allein im Menschen werden 882 WD-Repeat-Proteine gefunden, in der
Maus sind es 738. Fiir keines dieser Proteine werden jedoch so viele WD-Repeats
vorausgesagt, wie fiir DmX. Ahnlich umfangreich wie die Anzahl der Proteine scheint
auch die Funktion der WD-Repeat-Proteine zu sein. Aktuell liegen keine verldsslichen
Daten iiber die Funktionsvielfalt der WD-Repeat-Proteine vor, letzte Untersuchungen
zeigen jedoch, das die Proteine in weit mehr als 30 funktionelle Gruppen eingeteilt
werden konnen (Li et al., 2001; Yu et al., 2000). Hier seien nur einige genannt:
Signaltransduktion, RNA-Synthese, Aufbau von Chromatinstrukturen, vesikularer
Transport, Aufbau des Zytoskeletts, Regulation des Zellzyklus und programmierter
Zelltod. Dies zeigt, wie bedeutungsvoll die WD-Repeat-Proteine sind, da sie in nahezu
allen wichtigen zelluldren Prozessen involviert sind.
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Abb. 1.6: Struktur eines reprisentativen Propellerblatts aus der Propellerstruktur eines typischen
WD-Repeat-Proteins

Die Struktur eines Propellerblatts unterscheidet sich von einer WD-Wiederholungseinheit. In einer
Wiederholungseinheit gibt es vier Beta-Faltblétter in der Abfolge a, b, c, d, ein Propellerblatt beginnt mit
dem B-Strang d der nachfolgenden WD-Wiederholungseinheit und endet mit dem B-Strang c. Der f3-
Strang d wird dem vorhergehenden Propeller zur Verfiigung gestellt. Jeder Propeller hat eine variable
Region I (unterteilt in A und B) und II, die vor allem ausgeprigte Langenvariabilitit zeigen. Die Zahlen
in den eckigen Klammern zeigen die erlaubte Anzahl von Aminosduren bis zur nichsten Aminosdure der
Propellerstruktur. Die oberste Aminoséureabfolge représentiert die Konsensussequenz, wobei die mit x
gekennzeichneten Positionen von jeder beliebigen Aminosdure besetzt werden konnen. Die Symbole
unterhalb der Konsensussequenz repriasentieren die hdufigsten Varianten an bestimmten
Aminosdurepositionen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl schon umfangreiche experimentelle Arbeiten mit den Homologen von Dmx/1
in Chironomous, Drosophila und dem Menschen durchgefiihrt wurden, konnte die
Funktion von DmX in diesen Organismen bislang nicht erkannt werden. Da die bisher
untersuchten Spezies evolutiondr sehr weit voneinander entfernt sind, ist es auch
moglich, dass die Funktion von DmX, obgleich als hochkonserviertes Gen bekannt, bei
Chironomus und Drosophila nicht direkt mit der Funktion des DmX-Gens in z.B.
Sdugetieren vergleichbar ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Funktion
von DmxI1 in Mus musculus experimentell durch Gen-Targeting zu bestimmen.

Da zu Beginn der Arbeit nur Fragmente der cDNA-Sequenz aus Maus und Mensch,
aber keine Informationen iiber die genomische Struktur von Dmx/1 in der Maus bekannt
waren, sollte zundchst die murine cDNA-Sequenz von DmX durch reverse
Transkription und Sequenzierung vollstindig aufgeklirt werden. Daten von Kraemer
(personliche Mitteilung) zeigten, dass das humane DMXL1 zwar ubiquitér, aber auf sehr
niedrigem Niveau exprimiert wird und eine mit Chironomus und Drosophila
vergleichbare Liange von mehr als 11 kb aufweist. Es war anzunehmen, dass eine voll-
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langen Darstellung experimentell kaum moglich sein wiirde. Die Aufklarung der
cDNA-Sequenz sollte daher durch eine Kombination von Interspezies-Hybridisierung,
Bioinformatik und Primer-Walking erfolgen, wobei vor allem die Daten der humanen
cDNA-Sequenz (Kraemer et al., 2000) Verwendung fanden. Mit Hilfe dieser
Information sollte in einem zweiten Schritt die genomische Struktur des Dmx/1-Gens
durch Identifizierung und Sequenzierung der Exon-/Intron-Grenzen aufgeklirt werden.
Bei ausreichender Kenntnis der genomischen Struktur von Dmx/1 sollte dann ein
Targeting-Vektor konstruiert werden, mit dessen Hilfe ein murines Dmx/1-Null Allel in
einer geeigneten Maus-Stammzelllinie etabliert werden kann, um schlieBlich Dmxl1
»Knock Out“-Méuse zu erzeugen.

Neben diesen experimentellen Arbeiten sollte das Dmx/1-Gen umfassend in silico
charakterisiert werden. Ziel war es, chromosomale Lokalisation, Struktur der
chromosomalen Region, genomische Organisation sowie Gen- und Promotorstruktur
bioinformatisch zu untersuchen, moglichst erschopfend zu beschreiben und mit allen
bekannten Homologen von DmX zu vergleichen. Zusétzlich zur DNA-Sequenz sollte
auch die abgeleitete Aminosduresequenz mit Hilfe der Bioinformatik néher
charakterisiert werden

Durch Vergleich der experimentellen Ergebnisse des ,,Knock-Out* von Dmx/1 und der
bioinformatischen Charakterisierung sollte dann ein mogliches Modell der Funktion von
Dmx[1 und DMXL] erarbeitet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Versuchstiere und Zellen
2.1.1 Mus musculus

Die in dieser Arbeit verwendeten Inzuchtstimme der Art Mus musculus musculus
stammen aus der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) des Naturwissenschaftlich-
Medizinischen Forschungszentrums der Johannes Gutenberg-Universitit. Die exakte
Bezeichnung der Tiere erfolgt nach der Nomenklatur von Snell (1931), dem
,International Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice* (1952,
1960, 1976, 1981, 1989, 1996), Festing (1972, 1976, 1979, 1993), Staats (1985) und
Maltais et al. (1997). Als Blastozystenspender und fiir Riickkreuzungen wurden in
dieser Arbeit Tiere des Mausstamms C57/BL/6 verwendet. Der Stamm C57/BL wurde
1921 von Little durch die Kreuzung der weiblichen Maus Nr. 57 und der ménnlichen
Maus Nr. 52 aus ,,Miss Abbie Lathrop's stock® etabliert. 1937 wurde dieser Stamm
durch weitere Inzucht in die Stdimme C57/BL/6 und C57/BL/10 aufgespalten. C57/BL/6
ist weltweit der am weitesten verbreitete und genetisch sowie physiologisch am besten
charakterisierte Inzuchtstamm. Als Ammen-Tiere dienten Weibchen des Inzuchtstamms
NMRI. Dieser Stamm wurde 1937 von Poiley (National Institutes of Health (NIH))
durch Inzucht etabliert und trug den Namen NIH/P1. Diese Linie wanderte anschlieend
an das Naval Medical Research Institute, USA (NMRI). Von dort wurde die Linie am
Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht in Hannover durch zufillige Kreuzungen als
Auszuchtstamm etabliert (Rapp, 1972) Die Tiere sind Albinos und eignen sich daher
sehr gut als Leihmiitter, eine Kontamination wiirde durch die Fellfarbe sofort erkannt
werden. Fiir die Verpaarung mit den Ammen-Tieren wurden durch Vasektomie
sterilisierte ménnliche Tiere des Stamms NMRI verwendet, auch hier konnte anhand der
Fellfarbe eine unvollstindige Sterilisation erkannt werden.

2.1.2 Embryonale Stammzellen Typ 129-R1

Alle verwendeten ES-Zellen entsprechen dem Typ 129-R1. Die genaue Bezeichnung
erfolgt nach den Regeln des ,International Committee on Standardized Genetic
Nomenclature for Mice* (1952, 1960, 1976, 1981, 1989, 1996) basierend auf den Cha-
rakterisierungen von Substimmen durch Simpson et al. (1997) und Threadgill et al.
(1997). Fiir alle Arbeiten an embryonalen Stammzellen wurden Kulturen des Substam-
mes R1 (Passage 16) verwendet. Etabliert wurde dieser Stamm 1991 aus 129/Sv x
129/Sv-CP F1 3.5 Tage alten Blastocysten. Diese Zelllinie ist heterozygot fiir den C
Locus (Fellfarbe: +/c(ch)) und den pink-eye Locus (+/p). Die Abkiirzung des Stamms
zu 129-R1 ist legitim. Die Fellfarbe der adulten Tiere ist in der F1-Generation uniform
»agouti® (gelbbraun), in der F2-Generation erfolgt eine Segregation der Gene fiir die
Fellfarbe in Abhédngigkeit vom Partner der Keimbahn-Chimire (Nagy et al., 1993).
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2.2 Standardmethoden

2.2.1 Restriktion von DNA

Bei Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde nach den Angaben der
Hersteller verfahren. Das Volumen der Restriktionsansétze richtete sich nach Art und
Konzentration der verwendeten DNA (genomische DNA, Plasmid-DNA). Ublicher-
weise wurden 20 pl- (analytisch) oder 150 pl-Ansétze (praparativ) verwendet. Zur Auf-
reinigung der geschnittenen DNA wurden Phenolextraktionen durchgefiihrt. Verwendet
wurde eine Phenollosung, die mit 50 mM Tris, pH 7,6 gesittigt, oder zusétzlich mit
Chloroform und Isoamylalkohol im Verhéltnis 25:24:1 gemischt war. Die Anzahl der
Extraktionen richtete sich nach der Reinheit der DNA-L&sung. Es wurde immer eine
Chloroformextraktion angeschlossen, um verbliebenes Phenol aus der wissrigen Phase
zu entfernen. Alternativ wurden die Aufreinigungen mit dem ,,QIAquick PCR
Purification Kit“ der Firma Qiagen (Hilden) oder mit ,,CONCERT™ Rapid PCR
Purification System* der Firma GIBCOBRL Life Technologies (Karlsruhe) durchge-
fiihrt.

2.2.2 Féllung von DNA

Eine DNA-Fillung erfolgte normalerweise durch Zugabe von 1/10 Vol. 10x Dialysepuf-
fer und 2,5 Vol. 100% Ethanol und 20 miniitiger Inkubation bei —20°C bzw. —80°C.
AnschlieBend wurde die DNA 15-30 min bei 12000g und 4°C sedimentiert. Das DNA-
Pellet wurde anschlieBend mit 70%igem Ethanol gewaschen und in einer Vakuumzent-
rifuge (UNIVAPO 100H/ UNIJET II; LTF Labortechnik, Wasserburg/Bodensee) ge-
trocknet.

2.2.3 Elektrophorese von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten bzw. PCR-Pro-
dukten im Bereich von 50 bp bis 23 kb erfolgte nach Zugabe von 0,2 Vol. Stoppuffer
auf vertikal, bzw. fiir hohen Probendurchsatz horizontal orientierten verschieden groflen
Agarosegelen, deren Konzentration -je nach gewiinschtem Trennbereich- zwischen
0,7% und 2,4% (Sambrook and Russell, 2001, S. 5.6) betrug. Als Elektrophorespuffer
dienten entweder 1x TBE- oder 1x E-Puffer. Verwendete Grofenstandards waren Hind
111 geschnittene DNA des Phagen A (aus E. coli WA312), Eco RI / HindIII geschnittene
DNA des Plasmids pF (Bahr, 1995) oder Alu I restringierte pPBR322-DNA. Die Gele
wurden in Ethidiumbromidlésung (5 pg/ml in 1x E-Puffer) gefarbt, unter UV-Licht bei
312 nm auf einem UV-Transilluminator betrachtet und gegebenenfalls mit dem
digitalen EDAS-System (Kodak) dokumentiert. Die Wiedergewinnung von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte entweder durch Elektroelution (McDonell et al.,
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1977) oder durch Verwendung von Baukastensystemen der Firmen GIBCOBRL Life
Technologies (Karlsruhe, CONCERT™ Rapid Gel Extraction System) und QIAGEN
(Hilden, QIAquick™ Gel Extraction Kit). Es wurde jeweils nach Angaben der
Hersteller verfahren.

2.2.4 Inhibition von Pseudomonas-Kontaminationen

Bei allen PAC-Klonen, die iiber das RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung GmbH, Berlin) bestellt wurden, konnte eine massive Kontamination
mit Pseudomonas festgestellt werden. Eine saubere Plasmid-DNA-Préparation wurde so
unmoglich. Kontaminierte Klone mussten zunidchst einer Behandlung mit dem
Antibiotikum Cefsulodin unterzogen werden. Cefsulodin inhibiert die Synthese bakteri-
eller Zellwinde von Pseudomonaden und fiihrt zu einer Deformation und Lyse der
Bakterien. Das Antibiotikum zeichnet sich durch eine Resistenz gegen verschiedene,
durch Pseudomonaden sekretierten Beta-Lactamasen aus. Die kontaminierten Klone
wurden zur Dekontamination auf Cefsulodin- (10 pg/ml) und dem korrespondierenden
antibiotikumhaltigen Nihrboden bei 37°C UN angezogen. Eine einzelne Kolonie wurde
dann in 3 ml Flissigmedium {iiberfiihrt, die das Cefsulodin (10 pg/ml) und das
selektierende Antibiotikum enthielt und wieder bei 37°C UN inkubiert. Aus der Fliis-
sigkultur wurden 30 pl entnommen und auf Cefsulodin-freien, aber antibiotikumhalti-
gen Nihrboden ausplattiert. Nach Wachstum UN konnten die Klone fiir die DNA-Pri-
paration verwendet werden (Kapitel 2.3.2)

23 DNA-Priaparation

2.3.1 Priparation von Plasmid-DNA

Die schnelle Isolierung von Plasmid-DNA zur Identifikation rekombinanter Bakterien-
Klone erfolgte nach der TELT-Methode von He et al. (1990). Fiir Arbeiten, bei denen
sehr reine Plasmide in geringen Mengen gewonnen werden mussten, wurden soge-
nannte ,,Kits fiir die schnelle Plasmidisolierung® verschiedener Hersteller (,,QIAPrep
Spin Miniprep Kit“, QIAGEN (Hilden); CONCERT™ Rapid Plasmid Miniprep
System*, GIBCOBRL Life Technologies (Karlsruhe); E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit
I, peqlab (Erlangen)) verwendet. Fiir die Isolierung groBer Mengen Plasmid-DNA
wurde das QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Fiir spe-
zielle Anwendungen (Kapitel 3.3) wurden Plasmide mit dem EndoFree® Plasmid Maxi
Kit (QIAGEN, Hilden) isoliert. Alle Kits der Hersteller basieren auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse mit anschlieBender Ionenaustauschchromatographie. Die Methoden
und Anwendungen richten sich nach den Angaben der Hersteller.
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2.3.2 Praparation von Cosmid-, PAC- und P1-DNA

Fiir Sequenzierung, Restriktionsverdau sowie Subklonierung wurde Cosmid-/PAC-/P1-
DNA verwendet, die durch eine modifizierte, auf dem Prinzip der alkalischen Lyse ba-
sierenden Methode (Birnboim und Doly, 1979) gewonnen wird. Die Modifikationen
wurden von der Arbeitsgruppe um Trevor Hawkins (Whitehead Institute/MIT Center
for Genome Research, http://www.genome.wi.mit.edu) entwickelt. Aus einer Einzel-
kolonie wurde eine Ubernachtkultur bei 37°C und 325 rpm inkubiert. Hierbei sollte ein
Volumen von 250 ml fiir Plasmide mit hoher Kopienzahl und 500 ml — 1 1 fiir Plasmide
mit geringer Kopienzahl gewihlt werden. Die Kultur wurde nach 12-18 h in Zentrifu-
genrohrchen tiberfiihrt und die Wirtszellen bei 5000 g sedimentiert, die erhaltenen Pel-
lets vereinigt und in 20 ml Sol I resuspendiert, danach fiir 5 min bei RT inkubiert. Im
Folgenden wurden 40 ml Sol II hinzugefiigt, durch vorsichtiges Invertieren gemischt
und die Losung dann fiir 10 min auf Eis gestellt. Nach der angegebenen Zeit erfolgte
eine zweimalige Zentrifugation bei 10.000 g (,,clearing spin*), wobei nach dem ersten
Zentrifugationsschritt die Losung ohne verbleibende Zellbestandteile in neue Zentrifu-
genrohrchen iiberfiihrt wurde. AnschlieBend wurde die Losung mit 45 ml Isopropanol
versetzt, gemischt, die so gefillte DNA bei 5000 g sedimentiert und der Uberstand ver-
worfen. Das Pellet wurde nun in 9 ml TE (10 mM Tris, pHS; 50 mM EDTA) gelost und
4,5 ml Kaliumacetat (7,5 mM) zugefiigt. Diese Suspension wurde bei —80°C fiir 30 min
eingefroren. Nach dem Auftauen (Losung sollte noch viskos sein) erfolgte die sofortige
Zentrifugation bei 5000 g fiir 15 min, der Uberstand wurde dann mit 27 ml 100%
Ethanol versetzt und nochmals fiir 10 min bei 5000 g zentrifugiert. Das so erhaltene
Prézipitat wurde in 0,7 ml TE-50 Puffer (50 mM Tris, pH8; 50 mM EDTA) gelost, mit
10 ul RNase (10 mg/ml) versetzt und 30-60 min bei 37°C in einem Mikrozentrifugen-
Reaktionsgefd3 inkubiert. Die Losung wurde darauf folgend mit 0,7 ml Phenol versetzt,
invertiert, bei 10.000 g zentrifugiert und die Phenolphase verworfen. Dieser Schritt
wurde 2-5x wiederholt. In den folgenden zwei Schritten wurde das Phenol zundchst
durch Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohol und dann durch Chloroform ersetzt. Im
Anschluss konnte dann ein finaler Féallungsschritt, wie unter Kapitel 2.2.2 beschrieben,
durchgefiihrt werden. Das so erhaltene Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in
der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die auf diese Weise hergestellte sehr reine DNA
wurde in einer addquaten Menge A. bidest (100-500 pl) resuspendiert. Die zu
erzielenden Ausbeuten bewegen sich zwischen 150-500 pg DNA pro 500 ml
eingesetzter Bakterienkultur.

2.3.3 DNA-Gewinnung aus Geweben

Bei der Isolierung genomischer DNA aus Geweben oder Mausembryonen musste vor
der Aufreinigung der DNA zunéchst das Gewebe mechanisch aufgeschlossen, die du-
Bere Zellmembran lysiert und die Zellkerne isoliert werden. Hierzu wurde das Gewebe
in Anwesenheit von Homogenisierungspuffer und 1/10 Vol. 10%iger Triton-X-100-
Losung in einem Potter-Gefd3 bei 4°C homogenisiert. Anschlieend wurde das Homo-
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genat durch Gaze filtriert und die Zellkerne 15-30 min. bei 5000 x g sedimentiert. Das
Zellkernsediment wurde erneut in Homogenisierungspuffer aufgenommen und sedi-
mentiert. Dieser Waschschritt wurde drei- bis sechsmal wiederholt. Die Lyse der Zell-
kerne erfolgte bei 60°C fiir 2 Stunden in Homogenisierungspuffer, dem 1/10 Vol.
10%ige SDS-Losung, 1/10 Vol. Dialysepuffer und eine Spatelspitze Proteinase K zuge-
setzt wurden. AnschlieBend wurde die DNA wie unter 2.2.1 beschrieben aufgereinigt.
Fiir die Gewinnung hochmolekularer genomischer DNA wurde die wissrige Phase nach
der Chloroformextraktion in ein groBvolumiges GefdB iiberfithrt und mit 1/10 Vol.
Dialysepuffer versetzt. Die Losung wurde dann auf Eis mit 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol
iberschichtet. Die an der Grenzschicht von Ethanol und wissriger Losung ausfallende
DNA wurde mit einem sterilen Glasstab aufgewickelt, in 70% EtOH gewaschen und in
einem addquaten Volumen A. bidest abgespult. Alternativ kann nach der Zugabe des
Ethanols invertiert und anschlieBend bei 5000 g fiir 60 min zentrifugiert werden. Auch
hier schlief3t sich ein Waschschritt mit 70% EtOH an.

234 DNA-Isolierung aus Zellkulturen

Die Anzucht erfolgte in Zellkulturflaschen mit zellspezifischem Medium. Fiir die
Aufarbeitung der Zellen wurde zunichst das Medium verworfen und die Kultur zwei-
bis dreimal mit PBS gewaschen. Bei adhdrenten Zelllinien wurde trypsinisiert. Das
Trypsin wurde daraufhin durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen
wie unter 2.3.5 beschrieben mit SDS und Proteinase K aufgeschlossen und die DNA
gegebenenfalls durch Phenol und Chloroform extrahiert.

2.3.5 DNA-Gewinnung aus Zellkulturen im 96’er Maf}stab

Um die genomische DNA aus Zellkulturen zu gewinnen, die in 96’er Microwell-Platten
(200 pl Volumen/Well) angezogen wurden, musste zundchst das Nahrmedium durch
schnelles Umdrehen der Platten verworfen werden. Die konfluent gewachsenen Zellen
wurden dann zwei- bis viermal mit PBS gewaschen. Pro Well wurde anschlieBend 100
ul Proteinase-K Puffer zugegeben und ii.N. in einer feuchten Kammer bei 55°C inku-
biert. Am nédchsten Morgen wurde das Volumen des Lysates mit A. bidest auf 200 pl
erhoht und in neue Microwell-Platten (2 ml Volumen/Well) iiberfiihrt. Fiir die Fillung
der DNA wurde das Volumen mit A. bidest auf 500 pl erhoht und 55 pl 3M Na-Acetat
und 440 ul Isopropanol zugegeben. Die Platten wurden kurz geschwenkt und 30-60
min. bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde 60 min. bei 8000 g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Pellet mit 1 ml 70% EtOH gewaschen. Die Pellets konnten
dann in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 35 pl TE bzw. A. bidest gelost wer-
den.
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2.4 Klonierung in Plasmidvektoren

In der Vorliegenden Arbeit wurden die in den Abbildungen 2.1-2.3 gezeigten Plasmid-
vektoren fiir Klonierung, Subklonierung und zur Konstruktion des Targetingvektors
verwendet.

24.1 Klonierung in pUC 18

Zur Sequenzierung und Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde der Plasmidvektor
pUC 18 (Yanisch-Perron et al., 1985; Abb. 2.1) verwendet. Dieser Vektor besitzt eine
multiple Klonierungsschnittstelle und kodiert fiir ein lacZ’-Peptid. Durch «-
Komplementation mit der vom Wirtsstamm kodierten, teilweise deletierten [-
Galaktosidase kann sich ein funktionsfahiges Protein bilden (Langley et al., 1975), das
eine blau/weiB3-Selektion auf X-Gal-haltigen Platten erméglicht. Fiir die Transformation
von pUC 18 wurde in dieser Arbeit der E. coli-Stamm RRIAMI1S5 (Riither, 1982)
verwendet. Weiter kodiert der Vektor fiir das -Lactamase-Gen, dessen Genprodukt
dem Wirtsorganismus eine Resistenz gegen Ampicillin verleiht. Die zur multiplen
Klonierungsschnittstelle inkompatiblen Enden von DNA-Fragmenten wurden mit dem
Klenow-Enzym der DNA-Polymerase I aus E. coli aufgefiillt und in die Sma I- bzw.
Hind II-Restriktionsschnittstelle ligiert. Die Ligation erfolgte mit T4-Ligase. Die
Selektion auf positive Klone erfolgte entweder durch Klonanalyse (Kapitel 2.2.3) oder
durch Koloniefilterhybridisierung (Kapitel 2.5.2).

2.4.2 Klonierung in pGEM®-T Easy

Neben der Klonierung in pUC 18 wurden PCR-Produkte auch mit Hilfe des pGEM®-T
Easy Vector System I der Firma Promega (Mannheim) kloniert (Abb.2.2). Dieses Vek-
torsystem eignet sich unter anderem besonders fiir die Klonierung von PCR-
Fragmenten, die durch Polymerasen synthetisiert wurden, die keine Korrekturfunktion
aufweisen. Diese Polymerasen addieren matrizenunabhingig ein Nukleotid, meistens
ein Adenin, an das terminale 3’-Ende des Amplifikats (Clark et al., 1988). Der Vektor
pGEME®-T Easy liegt in linearer Form vor und weist seinerseits ein 3’-terminal addiertes
Deoxythymidin auf. Diese 3’iliberhdngenden Enden sind kompatibel und erhéhen die
Klonierungseftiziens, eine Selbstligation des Vektors wird unterdriickt. Die Ligation
wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Eine Selektion auf positive
Klone erfolgte wie unter 2.2.1 und 2.4.1 beschrieben.
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AP«

Abb. 2.1: Vektorkarte pUC 18

Abb. 2.2: Vektorkarte pPGEM T Easy
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243 Klonierung in den Oligo-Targeting-Vektor

Der Oligo-Targeting-Vektor (TV), (Abb. 2.3), basiert auf einem modifizierten pBR322-
Derivat (Blessing, 1997). Der pBR322-Anteil ist ein Nde I - Aat Il Fragment, das den
»origin of replication® (ORI) enthélt und fiir das B-Lactamase-Gen kodiert (Blessing,
1993), so dass eine Amplifikation in E. coli RRIAM15 und eine Selektion auf
ampicillinhaltigen Medien moglich ist, jedoch keine blau/weil3-Selektion. Der Vektor
besitzt weiter eine multiple Klonierungsschnittstelle 1, eine pMCITKA'-Kassette
(Mansour, 1988) in entgegengerichteter transkriptioneller Orientierung zur angrenzen-
den pPGKNeo®A'-Kassette, eine multiple Klonierungsschnittstelle 2 sowie eine
pGKTKA" -Kassette in gleicher transkriptioneller Orientierung wie die davor liegende
pPGKNeo"A"-Kassette (Abb. 2.3) (Rudnicki, 1992). Eine Klonierung erfolgte in zwei
Schritten in die beiden unterschiedlichen multiplen Klonierungsschnittstellen, nach je-
der Klonierung wurde eine Screening auf positive Klone im Hochdurchsatzverfahren
durchgefiihrt (Kapitel 2.5.2, 3.3.2).

Notl (9155)
pMCATKA+
PBR322-derivativ v ST T,y Vhol (2127)
Swal (2136)
Kpnl (2151)
HindIIT (2209)

Nof (7109) Olido-T ting-Vect ¥/ AfIL(2212)
Igo-l1argeting-vector -
g N g_’ﬁ g " o MCS 1
9160 bp
i\ Bbsl (2224)

Hpal (2237)

Muml (2240)
Bell (2244)
pGKTKA+ 4T (2250)
Pmel (2305)
PGK-Neo-pA
Abb. 2.3: Targeting-Vektor ' Lsel (4155)
Der Oligo-Targeting-Vektor basiert auf einem pBR322- MCS 2

Derivat mit einer Ampizillinresistenz (Amp") und einem
Replikationsursprung  (Ori) fir Amplifikation und
Selektion in E. coli. Dieses kann iiber zwei Nofl- Clal (4254)
Schnittstellen herausgeschnitten und der Vektor so
linearisiert werden (Blessing, 1997). Zwischen den beiden
multiplen Klonierungsschnittstellen (MCS 1 und MCS 2)
liegt eine pPGKNeo®A'-Kassette, die eine positive
Selektion mit G418 in eukaryotischen Zellen ermdglicht.
Zwei weitere Kassetten (pMCITKA" (Mansour, 1988),
pGKTKA® (Rudnicki, 1992)) in entgegengerichteter
transkriptioneller Orientierung ermoglichen eine negative
Selektion durch das Substrat Gancyclovir, das durch die
kodierte Thymidin-Kinase in ein toxisches Triphosphat
umgewandelt wird.

Nhel (4247)

Sall (4259)
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244 Herstellung einer ,,shotgun* Klonbibliothek

Die Herstellung einer ,,shotgun* Klonbibliothek aus PAC-Klonen in den Plasmidvektor
pUC 18 (Yanisch-Perron et al., 1985) beruht auf einer Weiterentwicklung einer von
Amid (2002) etablierten Methode. Bei der Priparation von PAC-Klonen kommt es im-
mer ungewollt zu einer Isolierung geringer Mengen kontaminierender linearer genomi-
scher DNA aus E. coli. Um diese Verunreinigungen zu entfernen, wurde die ATP-
abhingige DNase Plasmid-Safe™ der Firma EPICENTRE TECHNOLOGIES (USA)
verwendet. Hierbei handelt es sich um eine DNase, die spezifisch lineare Einzel- und
Doppelstrang-DNA  und zirkuldre Einzelstrang-DNA abbaut, den zirkuldren
Doppelstrang der PAC-DNA jedoch unbeeintrichtigt 1a6t. 50 ng PAC-DNA wurden mit
100 U Plasmid-Safe™ in 150 pl 1x Plasmid-Safe™-Reaktionspuffer und 1 mM ATP
fiir 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Inaktivierung der Reaktion bei 70°C fiir 15
min. wurde der Ansatz mit TE-Puffer auf 2 ml aufgefiillt und die DNA mit Hilfe eines
»DNA-Nebulizer (GATC, Konstanz) fiir 30-60 Sekunden bei einem Druck von 1 bar
geschert. Bei nachfolgender Anwendung einer selektiven Sequenzierungsstrategie (Ka-
pitel 3.2.2) kann gegebenenfalls auf die Behandlung mit Plasmid-Safe™ verzichtet
werden. Nach dieser Behandlung lag der GroBenbereich der daraus resultierenden
DNA-Fragmente bei 0,5-4,5 kb. Anschlieend wurde die DNA gefillt (Kapitel 2.2.2)
und in 30 pl A. bidest gelost. Die Grof8e der DNA-Fragmente und die Konzentration der
DNA wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung von /1o Vol. iiberpriift. Das
Auffiillen tiberhdngender Enden erfolgte durch Inkubation von 10 pg der gescherten
DNA mit 12 U Klenow-Enzym, 4 U T4-DNA-Polymerase in 60 pl 1x
Kombinationspuffer und 40 uM dNTPs fiir 30 Minuten bei RT. Die DNA und ein ge-
eigneter Marker wurden anschlieBend auf einem priparativen Gel gelelektrophoretisch
aufgetrennt, der Markerbereich des Gels abgeschnitten und nur dieser in
Ethidiumbromid-Férbelosung gefirbt. Die interessierenden Markerbanden wurden unter
UV-Licht durchstochen und das Gel anschlieBend wieder zusammengesetzt. Der Be-
reich von 05-4,5 kb konnte nun ,,blind*, also ohne Beeintrachtigung der aufgetrennten
DNA durch UV-Licht, ausgeschnitten und die enthaltenen DNA-Fragmente mit Hilfe
der ,,QIAquick Gel Extraction Kit* der Firma QIAGEN (Hilden) nach Angaben des
Herstellers wiedergewonnen werden. Die Ligation von 100-300 ng der
wiedergewonnenen DNA-Fragmente der GroBenbereiche 0,5-1,5 kb, 1,5-2,5 kb und
2,5-4,5 kb mit 50 ng dephosphoriliertem, Sma I-geschnittenem pUC 18-Vektor
(Pharmacia, Freiburg) erfolgte unter Verwendung von 10 U T4-DNA-Ligase
(Boehringer, Mannheim) fiir 16 Stunden bei 4°C. Die Ligationsansdtze wurden mit
Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen, Hilden) bzw. ,,Concert™ Rapid
PCR Purification System (GIBCOBRL Life Technologies, Karlsruhe) nach Angaben
der Hersteller aufgereinigt. Jeweils '/so Vol. der Ligationsansitze wurden fiir die
Elektroporation von kompetenten E. coli-Zellen (Kapitel 2.10) des Stammes RRIAM15
(Riither, 1982) verwendet, 1/10 Vol. eines Elektroporationsansatzes wurden jeweils auf
X-Gal- und IPTG-haltigen Nahrboden ausplattiert (Kapitel 2.4.1).
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2.5 Hybridisierungstechniken

2.5.1 Southern-Hybridisierung

Der Transfer von DNA-Restriktionsfragmenten auf Nitrozellulose- bzw. Nylon-
membranen erfolgte nach der Methode von Southern (1975) in der Anordnung nach
Sambrook und Russell (2001, S.6.33-6.49). Nach erfolgtem Transfer wurde die DNA
fiir 2 h bei 80°C (Nylon: 120°C) oder alternativ bzw. ergénzend durch zweimalige Be-
strahlung mit UV-Licht im UV Stratalinker 2400 (Stratagene, La Jolla, California) mit
jeweils 120.000 p Joule fixiert. Anschlieend erfolgte eine drei- bis vierstiindige Préin-
kubation in 2x PM in 6x SSC (Denhardt, 1966) mit 1% SDS bei 60°C. Fiir die Hybridi-
sierung mit einer radioaktiven Sonde wurde der Southern-Blot ii.N. in 1x PM in 3x SSC
mit 0,5% SDS bei 58-65 °C inkubiert. Als ,,Carrier diente Kalbsthymus-DNA
(Endkonzentration bei 222 pg/ml). Durch mehrmaliges Waschen in 0,1-2x SSC bei 58-
65°C fiir 4-6 Stunden wurden nicht gebundene Molekiile der Sonde entfernt. Anschlie-
Bend wurde der Filter getrocknet und bei -80°C mit einem Rontgenfilm (Kodak ,,X-
omat“(USA), Fuji RX (Japan)) und Verstirkerfolie (Dupont cronex High-Plus,
Dr.Groos-Suprema) i.N. oder bis zu 14 Tage exponiert. Alternativ wurden zur
Detektion ,,Imaging Plates” der Firma Fuji (BAS-IP MP 2025 E) verwendet. Diese
Platten sind mit einem kristallinen Material beschichtet, jedes Kristall (Kérnung ~5 pm)
besteht aus vielen Barium-Fluorobromid Verbindungen, die um eine zentrales
bivalentes Europium angeordnet sind. Hochenergetische Elektronenstrahlung wirkt auf
das zentrale Europium-Ion und iiberfiihrt dieses in einen dreiwertigen Zustand zu Eu "
Das Elektron kann dann von freien Valenzen des Bariums aufgenommen werden und so
einen metastabilen Zustand bilden. Jedes Kristall ist somit in der Lage eine groe An-
zahl Elektronen zu speichern. Wird das Material anschlieBend mit einer Energiequelle
einer anderen Wellenlédnge bestrahlt (hier Laserstrahlung), werden die Elektronen in
Form von Luminiszens (photostimulierte Luminiszens) freigesetzt. Durch Verstarkung
des ausgestrahlten Lichtes im Photomultiplier kann eine positionsabhéngige Abbildung
eingestrahlter Elektronen erstellt werden (Abb. 2.4). Der Vorteil dieses Systems ist
seine hohe Empfindlichkeit und damit verbunden sehr kurze Expositionszeiten im
Vergleich zu herkdmmlichen Rontgenfilmen (Abb. 2.5). Die ,,Imaging Plates* konnen
nach dem Auslesen in einem so genannten ,,Eraser” wieder geloscht und bis zu 1000x
wieder verwendet werden. Nachteilig wirkt sich bei diesem System, bedingt durch die
GrofBe der Kristalle, die geringe Auflosung aus. In dieser Arbeit wurde ein
Radioluminographie- und Floureszens-Laser-Scanner (BAS 1800 II) und Eraser der
Firma Raytest (Straubenhardt, Deutschland) verwendet.

Abb. 2.4: Funktion und Detektion einer ,,Jmaging Plate*

Eine ,Imaging Plate” wird durch ein Lasersystem
abgetastet. Entstehende photo-stimulierte Luminiszens wird
durch ein Verstirkersystem geleitet und anschliefend in
elektrische Signale umgewandelt (Quelle: Fujifilm).
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Abb. 2.5: Vergleich der Empfind- 104  MNuclear species ; ¥P

lichkeit von ,,Imaging Plates“ und {18hours exposurea)

Roéntgenfilmen (Fuji HR-S) Eiott O Imaging plate ~4.0

M : X-ray film ’

Quelle: Fujifilm E 100 (Fuji HR-5) 300
: §
=107 2.0
£ g
E 1o 41.0
=
S10%k. A aemew ] o
g HR-S visible limitation

1 1 i 1 i
10°F 107 10 10 10 10 10¢  10%
Radiation Dose / {(dpm/mm?®}

2.5.2 Koloniefilter-Hybridisierung

Fiir die integratspezifische Identifikation rekombinanter Plasmide in Bakterienklonen
nach erfolgter Transformation wurde eine Koloniefilter-Hybridisierung durchgefiihrt.
Bei dieser von Grunstein und Hogness (1975) beschriebenen Methode werden
Bakterienklone in identischer Weise auf zwei gerasterte Nitrozellulosefilter iiberimpft,
die vorher auf einem antibiotikahaltigen Ndhrboden ausgelegt wurden. Auch andere
Selektionsverfahren, z.B. die Blau-Weill Selektion werden durch die Nitrozellulose
nicht behindert (siche auch 2.4.1). Alternativ wurde eine modifizierte Stempelmethode
verwendet, bei der ein angefeuchteter Nitrozellulosefilter auf einen unter selektiven
Bedingungen dicht bewachsenen Bakterienrasen gelegt wurde. Ein Durchstechen des
Nitrozellulosefilters bis in den Nédhrboden erleichtert die spitere Repositionierung auf
der Originalplatte. AnschlieBend wurden die Filter auf den Selektivnédhrbdden bei 37°C
i.N. bebriitet. Einer der Replikafilter wurde dann einer Koloniefilterbehandlung un-
terzogen. Hierbei werden die Bakterienzellen durch Verwendung von 0,5 M NaOH-
Losung und folgender Inkubation mit Proteinase K (1 mg/ml in 1x SSC) lysiert. Durch
Pressen der Koloniefilter zwischen zwei Blatt Filterpapier konnen Bakterienreste ent-
fernt werden. Die Plasmid-DNA kann anschlieBend durch Anbacken bei 80°C auf den
Nitrozellulosefiltern fixiert werden. Die Hybridisierung und Detektion der Filter mit
einer radioaktiv markierten Sonde kann dann wie unter 2.5.1 und 2.5.4 beschrieben er-
folgen. Ein spezifisches Signal ldsst sich so einem definierten Bakterienklon zuordnen.
Bei der Verwendung der Stempelmethode sind weitere Schritte notwendig. Zunéchst
wird der Bereich, in dem ein spezifisches Signal beobachtet wurde, von der Original-
platte groBziigig abgenommen und in einer entsprechenden Verdiinnung erneut auf ei-
nem Néhrboden ausplattiert. Die Bakterienklone werden dann auf gerasterte
Nitrozellulosefilter {ibertragen und wie oben beschrieben weiter behandelt. Es kénnen
so leicht 3000-5000 Bakterienklone pro Platte aufgearbeitet werden. Diese Methode
eignet sich besonders fiir ein Screening im Hochdurchsatzverfahren (Kapitel 3.3.2).
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2.5.3 Hybridisierung an hoch-dichte Klonfiltern

Die Identifikation der in dieser Arbeit verwendeten Cosmid-, P1- und PAC-Klone er-
folgte an hoch-dichte Klonfiltern des Deutschen Ressourcenzentrum fiir Genomfor-
schung GmbH (RZPD, Ressourcen Zentrum / Primédr Datenbank) in Berlin nach den
Empfehlungen des Herstellers. Die Filter wurden zunéchst fiir 2 h bei 65°C in einem
Hybridisierungspuffer nach Church et al. (1994) priinkubiert. Die Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten Sonde erfolgte fiir 16 h ebenfalls in diesem Puffer bei 65°C.
Zur Identifizierung der Koordinaten der positiven Klone muflte durch ergéinzende Zu-
gabe von '/jp Vol. einer radioaktiv markierten Sonde des jeweiligen Vektors ein
Hintergrundrauschen erzeugt werden, dass das Auftragsmuster der Klone auf den
Klonfiltern erkennen lie3. Das Waschen der Filter erfolgte einmal fiir 1 min bei 25°C
und zweimal fiir 30 min bei 65°C in einem Waschpuffer nach Church et al. (1994). Die
getrockneten Filter wurden dann mit einem Rontgenfilm (Fuji RX, Japan) und
Verstirkerfolie (Dupont cronex Hi-Plus, Dr. Groos -Suprema) bei -80°C
autoradiographiert. Es wurden folgende DNA-Bibliotheken verwendet: Nr. 703
(ICRFP, MP1 Mouse P1 library), hergestellt von Fiona Francis aus C57/BL/ 6 Maus-
DNA ligiert in pAd10SacBII. Nr. 121 (129/Ola), hergestellt von Burgtorf, Poch und
Wiles aus 129/0Ola Maus-DNA ligiert in Cosmid Lawrist 7. Nr. 711 (RPCI21 Mouse
PAC), hergestellt von Kazutoyo Osoegawa und Pieter de Jong (Roswell Park Cancer
Institut) aus 129/SvevTACIBr (Leber) Maus-DNA. Auf die genaue Bezeichnung der
Klonbibliothek wird im Folgenden bei der Nennung der Klone verzichtet, die Kiirzel
P1- (Klonbibliothek ICRFP703), Cos- (MPMGc121) und PAC- (RPCI21) ersetzen
diese.

2.54 Markierung von DNA durch ,random primed oligo-
labelling*

Die Markierung der DNA wurde radioaktiv mit dem ,,Random Primed DNA Labelling
Kit*“ der Firma Roche (Mannheim) nach der Methode von Feinberg und Vogelstein
(1983) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir genomische
Southern-Analysen wurden ca. 1pg Sonden-DNA und 50-100 uCi o’*PdATP einge-
setzt. Zur Entfernung nicht eingebauter radioaktiver Nukleotide wurde die DNA wahl-
weise gefillt (Kapitel 2.2.2) oder mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt. Anschliefend wurde die DNA mit Kalbsthymus-DNA als
ncarrier (Endkonzentration 25 pg/ml) vermischt und nach Denaturierung zur
Hybridisierung eingesetzt.
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2.6 Southern-Hybridisierung an DNA aus embryonalen
Stammzelllinien

Das nachfolgende Protokoll ist eine Adaption von Kevin P. Foley, Dept. of Genetics,
ZymoGenetics Inc., Seattle, WA 98102, basierend auf einem Protokoll von Phil
Soriano’s Lab, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA (Soriano et al.,
1991; Foley et al., 1998). Es wurden, basierend auf eigenen Kenntnissen, weitere
Modifikationen vorgenommen. Es ist so mdglich in 0,5-15 pg genomischer DNA einen
spezifischen DNA-Abschnitt bei einer UN-Exposition nach erfolgter Southern-
Hybridisierung nachzuweisen.

2.6.1 Restriktion genomischer DNA aus embryonalen
Stammzellen

0,5-15 pg isolierte genomische DNA aus Stammzellkulturen wurden mit A. bidest auf
ein Volumen von 99 pl verdiinnt. AnschlieBend wurden 100 ul 2x BCS-Puffer zugege-
ben und fiir 2-3 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Losung sollte stiindlich invertiert wer-
den. Es folgte eine kurze Erwidrmung auf 37°C und dann die Zugabe von 1-2 pul des
Restriktionsenzyms und Inkubation fiir 6 Stunden bzw. {i.N. bei vorgeschriebener Re-
striktionstemperatur. Am nédchsten Morgen konnte, je nach Restriktionsetfiziens, 1-2 pl
des Restriktionsenzyms nachgefiittert und weitere 3 Stunden inkubiert werden. An-
schlieBend wurde das Volumen mit A. bidest auf 400 pl erhoht und 1x mit
Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol, wie unter 2.2.1 beschrieben, extrahiert. Nach der
Prazipitation (Kapitel 2.2.2) konnte die DNA in 20-30 ul A. bidest geldst werden.
Wahlweise kann auf die Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion verzichtet
werden.

2.6.2 Elektrophorese und Southern-Transfer

Die Auftrennung der DNA erfolgte auf vertikalen 0,8%igen Agarose-Gelen mit 1x E-
Puffer als Laufpuffer (20,8 x 14,8 cm) bei 15 mA {iber 18 - 26 Stunden bei 4°C. Als
DNA-Stoppuffer wurde Ficoll-Ladepuffer verwendet, dieser erzeugt wesentlich
schiarfere Banden als ein Standard-Ladepuffer. Der Transfer der DNA auf die
Nitrozellulose- bzw. Nylonmembran erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.

2.6.3 Hybridisierung

Die Prainkubation erfolgte in 2x PM in 6x SSC (Denhardt, 1966) mit 1% SDS bei 60°C.
Fiir die Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde wurde der Southern-Blot ii.N. in
FBI-Puffer (entwickelt in den Crime Labs, Federal Bureau of Investigation, USA) unter
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stringenten Bedingungen (63°C) inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen in 0.1 x SSC
mit 0,1% SDS iiber 4-8 h wurden die nicht gebundenen Molekiile der Sonde entfernt.
AnschlieBend wurde der Filter getrocknet und mit einer ,,Imaging Plate* {i.N. exponiert.
Am nichsten Tag wurde die ,,Imaging Plate* entwickelt (siehe 2.5.1) und durch einen
Rontgenfilm und Verstérkerfolie ersetzt und fiir weitere 7-14 Tage bei -80°C exponiert.

2.7 DNA-Sequenzierung

Die fiir die Sequenzierung von DNA eingesetzte Methode beruht auf dem Prinzip der
Kettenabbruchsynthese (Sanger et al., 1977; modifiziert von Chen und Seeburg, 1985).
Hierbei werden vier mit unterschiedlichen Floureszensfarbstoffen gekoppelte
Didesoxinukleotide (Dye-Terminator™) in Kombination mit dNTPs verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurden sowohl BigDye-Premix Version 3.1™ als auch BigDye-
Premix Version 2.0™ verwendet, die entsprechenden Protokolle zur DNA-Sequenzie-
rung unterscheiden sich zwischen den Versionen und kénnen Tab. 2.1 und Tab 2.2 ent-
nommen werden.

DNA-Sequenzierung BigDye™ Version 2.0 DNA-Sequenzierung BigDye™ Version 3.1
x ul Matrizen DNA x ul Matrizen DNA

+1 pl Primer (10 pmol/pl) +1 pl Primer (10 pmol/pl)

+4 ul BigDye-Premix Version 2.0 +2 ul BigDye-Premix Version 3.1

A. bidest ad 20 pl +2 ul Sequencing buffer v3.1

A. bidest ad 10 pl

Tab 2.1: Standardprotokoll fiir die DNA-Sequenzierung mit BigDye™ Version 2.0 und BigDye™
Version 3.1

DNA BigDye™ Version 2.0 | BigDye™ Version 3.1
Plasmid-DNA 500ng—1 g 170 ng - 350 ng
PCR-Produkte:

1000 bp 200 ng 70 ng

500 bp 100 ng 35ng

200 bp 40 ng 15 ng
Cosmid/BACs/PACs 1-3 ug 350 ng—1 pg

Tab 2.2: Ubersicht der im Standardprotokoll fiir die DNA-Sequenzierung eingesetzten Template-
DNA

Fiir die Sequenzierung von Plasmiden wurde DNA verwendet, die mit Hilfe der ,,Kits
fiir die schnelle Plasmidisolierung® (siche 2.3.1) gewonnen wurde. Sequenzierungsreak-
tionen an Cosmid-, PAC- und BAC-Klonen erfolgte an DNA, die nach dem
,»Whitehead“-Protokoll (Kapitel 2.3.2) isoliert wurde. PCR-Produkte und DNA-
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Fragmente aus Agarosegelen wurden wie unter 2.2.3 und 2.8.2 beschrieben auf-
gereinigt. Fiir die Sequenzierung hat sich das ,2-step-cycle-sequencing-protocol*
(2step55) mit den in Tab. 2.3 aufgefiihrten Parametern bewihrt. Der Ansatz wurde dann
mit 1/10 Vol. 3M Natriumacetat pH 6.0 und 2 Vol. Ethanol gefillt, gewaschen und
getrocknet. Alternativ erfolgte eine Aufreinigung {iber Sephadex G50 Fine™. Fiir die
Elektrophorese der Proben wurden diese in Formamid geldst, wenn die Detektion auf
einem ABI 377 (Perkin-Elmer) erfolgte. Bei Elektrophorese auf einem ABI 3730 DNA
ANALYSER (Applied Biosystems/Hitachi) erfolgte zundchst ein eine SDS-
Behandlung. Hierbei wurde der Sequenzierungsreaktion 1ul einer 2,2% SDS-Losung
zugesetzt und fiir 2 min auf 94°C erhitzt. Es folgte eine Aufreinigung iiber Sephadex
G50 Fine™ und Elution mit 10 pl A. bidest. Die Rohdaten, die von den
Sequenzierautomaten erzeugt wurden, konnten anschlieBend mit der mitgelieferten
Analysis-Software automatisch ausgewertet und durch die Programme Sequencher 4.1
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor USA), DNASTAR (DNASTAR, Inc., USA) und
BLAST (Altschul et al., 1990) weiterverarbeitet werden.

Initialdenaturierung: 96°C 2 min
Denaturierung: 96°C 10 sec.
»Anealing* und Elongation: 55°C 4 min

30-40 Zyklen

Tab 2.3: Parameter des 2stepSS Protokolls

2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.8.1 PCR-Technik

Die Amplifikation von DNA erfolgte entweder auf einem Thermal Cycler PHC-3 der
Firma Techne (England), einem Autogene II-Gerdt (GRANT Instruments, England),
einem PTC-200 DNA-Engine der Firma MJ-Research Inc. (USA) oder einem PCR-
Sprint Modell der Firma Hybaid (Heidelberg).

2.8.2 Standard-PCR

Fiir DNA-Amplifikate bis 2,5 kb wurde die PCR (Saiki et al., 1988) mit 50-500 ng ge-
nomischer, Cosmid-, PAC/BAC-DNA oder 1-10 ng Plasmid-DNA durchgefiihrt. Neben
der angegebenen Menge DNA wurden dem Reaktionsansatz noch 100-300 ng Primer,
dNTP’s zu einer Endkonzentration von 0,2 mM, 1x Taqg-Puffer (Endkonzentration) und
2,5 U Tag-Polymerase zugefiigt. Im Standardfall wurde die PCR unter den in Tabelle
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2.4 aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt. Fiir optimale Ergebnisse wurde dieses
Protokoll in Bezug auf DNA-Menge, MgCl,-Konzentration und Temperaturen variiert.
Die verwendete Tag-Polymerase wurde nach Pluthero (1993) und BioTechniques
(19:780-784, 1995) aus E. coli isoliert.

Denaturierung: 10 sec. — Imin  94°C
»Annealing®: 30 sec. 55-58°C
Elongation: 1 — 3 min 72°C

33 Zyklen

Tab 2.4: 3-Schritt Standard PCR Bedingungen

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte entweder durch eine Fillung (siehe 2.2.2.)
oder mittels ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen, Hilden) bzw. ,,Concert™ Rapid
PCR Purification System® (GIBCOBRL Life Technologies, Karlsruhe). Bei Verunrei-
nigung mit unspezifischen PCR-Produkten wurden die Amplifikate auf einem préipara-
tiven Gel aufgetrennt, die gewiinschten DNA-Banden ausgeschnitten und mittels
Elektroelution wiedergewonnen. Alternativ erfolgte die Wiedergewinnung mit dem
»QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden) bzw. dem ,,Concert™ Rapid Gel
Extraction System* (GIBCOBRL Life Technologies, Karlsruhe).

2.8.3 ~X-large” und ,,High Fidelity* PCR

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten ab 2,5 kb wurde ein Gemisch verschiedener
thermostabiler Polymerasen verwendet. In diesen Gemischen werden DNA-
Polymerasen mit und ohne Korrekturlesefunktion kombiniert. Dadurch wird die Ampli-
fikation ldngerer Fragmente iiberhaupt erst ermoglicht und die Replikationsgenauigkeit
erhoht. Verwendet wurde in dieser Arbeit das ,,Expand Long Template PCR System*
der Firma Roche (Mannheim) und Tag/Pwo Mix (Proof-Mix) der Hybaid-AG (Heidel-
berg). Mit diesen Systemen sind Amplifikate von 0,5 kb bis 30 kb mdglich. Die Bedin-
gungen flir Amplifikate zwischen 5 und 10 kb kdnnen Tabelle 2.5 entnommen werden.
Fiir besonders hohe Ausbeuten und Genauigkeit von DNA-Amplifikaten (z.B. Amplifi-
kation nach erfolgter Erststrangsynthese, Kapitel 2.8.4) zwischen 0,5 — 2,5 kb wurde ein
Gemisch aus Tag- und ProofStart™-Polymerase der Firma QIAGEN (Hilden) in einem
12:1 Verhiltnis hergestellt. Teilweise wurde ProofStart™-Polymerase auch mit DNA-
Polymerasen anderer Hersteller und selbst isolierter Tag-Polymerase (siche 2.8.2) im
Verhiltnis 12:1 vermischt. In jedem Fall wurden gute Ergebnisse erzielt. Die Bedin-
gungen fiir eine Amplifikation kdnnen Tabelle 2.6 entnommen werden. Die Zusammen-
setzung der Reaktionskomponenten basieren auf den jeweiligen Angaben des Herstel-

-37 -



2 Material und Methoden

lers, jedoch wurden zahlreiche Modifikationen der Komponenten und Bedingungen
realisiert.

Initialdenaturierung: 2 min 94°C

Annealing®: 30 sec. 55-65°C
Elongation: 5—10 min 68°C
Denaturierung: 10 sec. — Imin 94°C

10 Zyklen

»Annealing*: 30 sec. 55-65°C
Elongation: 5— 10 min (+20 sec. /Zyklus) 68°C
Denaturierung: 10 sec. — Imin 94°C

20-25 Zyklen

Tab 2.5: Standardbedingungen fiir eine ,,X-large* PCR

Initialdenaturierung: 2 min 95°C

,2Annealing®: 30 sec. 56-58°C

Elongation: 1 — 3 min 68°C

Denaturierung: 10 sec. 94°C
40-45 Zyklen

Finale Elongation: 6 min. 56-58°C

Tab 2.6: Standardbedingungen einer ,,High Fidelity* PCR

2.84 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Um die Expression des Dmx/1-Gens in der Maus zu untersuchen, muflte zunédchst Ge-
samt-RNA und nachfolgend gegebenenfalls Poly-A" RNA aus verschiedenen Geweben
isoliert werden (Kapitel 2.9). Fiir eine Erststrangsynthese wurden 500 ng - 5 pg dieser
RNA eingesetzt. Verwendet wurden die Reversen Transkriptasen M-MLV Reverse
Transcriptase RNase H Minus Point Mutant (Promega GmbH, Mannheim), ImProm-
[I™ Reverse Transcriptase (Promega GmbH, Mannheim), Omniscript™ Reverse
Transcriptase (Qiagen, Hilden)und SuperScript™ III (Invitrogen, GmbH, Karlsruhe).
Die Synthesen erfolgten jeweils nach den Angaben der Hersteller, es wurden fiir die
Erststrangsynthese immer genspezifische Primer verwendet (Die Positionen der Primer
sind in den Sequencher™-Projekten im beigefiigten Datentriger zu finden). Um eine
hohe Sperzifitit der Synthesereaktion zu gewdéhrleisten, wurden die ,,Anealing*-
Temperaturen jeweils auf 55°C erhoht. Typischerweise wurden 5 pg Gesamt-RNA
zusammen mit 20 pmol genspezifischem Primer und RNase freiem A. bidest fiir 5-10
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min. bei 65-70°C inkubiert und sofort auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von Erststrang-
Puffer, 1 ul 0,1 M DTT, RNase Inhibitor, 1ul 10 mM dNTP Mix und 200 Units Reverse
Transkriptase auf ein Endvolumen von 20-25 ul wurde fiir 60 min. bei 55°C inkubiert.
Danach erfolgte eine Inaktivierung der Komponenten bei 70°C fiir 10 min und
anschlieendem Verdau komplementdrer RNA durch RNase H bei 37°C fiir 20 min.
Nachfolgend wurden 5-10 pl ungereinigter Synthesereaktion fiir eine X-large PCR, wie
unter 2.8.2 beschrieben, eingesetzt. In den meisten Féllen war es notwendig an den
Produkten der X-large PCR ein bis zwei weitere Amplifikationsschritte mit weiter innen
liegenden Primerpaaren (,,Nested-PCR*) durchzufiihren. Wenn weiter unspezifische
Amplifikate beobachtet wurden, erfolgte eine Klonierung der gewiinschten DNA-
Fragmente mit Hilfe des pGEM®-T Easy Vector System I der Firma Promega
(Mannheim) (Kapitel 2.4.2).

2.9 RNA-Priparationen

29.1 RNA-Isolierung mit Guanidinthiocyanat

Die Isolierung von RNA wurde nach einer verdnderten Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987) durchgefiihrt. Dabei wurden 100 mg Gewebe in 1 ml Guanidinlosung
homogenisiert, mit 0,1 Vol. 2M Natriumacetat pH4 versetzt und gemischt. Nach Zugabe
von 1 Vol. wassergesittigtem Phenol und 0,2 Vol. Chloroform erfolgte eine viertelstiin-
dige Inkubation auf Eis. Anschliefend wurde das Gemisch 30 Minuten mit 14000 g bei
4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde dann mit 1 Vol. Isopropanol bei —20 °C gefallt
und wieder bei 14000 g und 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Pellet
wurde in 0,3 Vol. Guanidinlésung aufgenommen und nochmals mit Isopropanol gefallt.
Danach wurde das Pellet in 75% Ethanol resuspendiert, fiir 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert und abzentrifugiert. Nach Trocknung in einer Vakuumzentrifuge wurde
die RNA in 100-200 pl A. bidest aufgenommen.

2.9.2 RNA Isolierung mit Trizol Reagent

Die Trizol Reagent-Methode basiert auf den kommerziell erhiltlichen Produkten
TRIzol™ von GIBCOBRL Life Technologies (Karlsruhe) und TRI REAGENT™ der
Firma SIGMA (USA). Das in dieser Arbeit verwendete Trizol Reagent wurde selbst
hergestellt und entspricht den kommerziellen Produkten néherungsweise. Das
verwendete Protokoll ist eine Kombination der Protokolle von SIGMA und
GIBCOBRL Life Technologies und hat den Vorteil, das sehr reine RNA kostengiinstig
in weniger als zwei Stunden isoliert werden kann. Fiir die Isolierung der RNA wurden
pro 50-100 mg Gewebe 1ml Trizol zugegeben, homogenisiert und fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 Vol. Chloroform pro Vol. Trizol
Reagent erfolgte eine weitere 15 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit
anschlieBender Zentrifugation bei 5000g fiir 30 Minuten. Danach wurde die wissrige
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Phase mit 1/2 Vol. Isopropanol, 1/2 Vol. 1,2 M Natriumchlorid und 1/2 Vol. 0,8 M
Natriumcitrat versetzt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, 30 Minuten bei 4500g
zentrifugiert und das Pellet in 2 ml 70% Ethanol resuspendiert. Nach Zentrifugation bei
14000g fiir 10 Minuten folgten zwei weitere Waschschritte mit 2 ml 70% Ethanol. Das
Pellet wurde dann in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 100 pl A. bidest gelost,
erneut fiir 5 Minuten bei 14000g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

2.9.3 Isolierung von polyA" -RNA

Zur Aufreinigung von polyA” -RNA aus 250-1000 pg Gesamt-RNA wurde der ,, mRNA
Isolation Kit* (Boehringer, Mannheim) und der ,,Oligotex mRNA Kit* (Qiagen, Hilden)
entsprechend den Empfehlungen der Hersteller verwendet.

2.10 Transformation von Bakterien

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Wirtszellen erfolgte durch
Elektroporation. Um Wirtszellen kompetent fiir die Elektroporation zu machen, wurde
eine 5 ml Kultur ii.N. angezogen und am néchsten Tag in 500 ml frisches Medium
tiberfiihrt. Bei Erreichen einer ODgyy von 0,5-0,7 wurde die Kultur bei 4°C pelletiert
und dreimal mit 100 ml eiskaltem A.bidest gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte
in 10%igem Glyzerin, anschlieBend wurden die Zellen in 1 Vol. dieser Ldsung
resuspendiert, in 50 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefrohren und bei —80°C
gelagert. Die Transformation erfolgte in 2 mm Kiivetten mit 2000-2500 Volt auf Puls-
Generatoren der Bezeichnung EPI 2500 (Dr. Fischer, Heidelberg) und EasyjecT Prima
(EQUIBIO, USA). Sofort nach dem Hochvolt-Puls wurde 1 ml gekiihltes L-Medium
zugesetzt und 50-300 pl ausplattiert. Positive Klone wurden durch Plasmidisolierung
nach He et al. (1990) und anschlieBendem Restriktionsverdau identifiziert (Kapitel
2.2.1). 200 pl jeder positiven Kultur wurden in 2x L-Medium/Glycerin im Verhiltnis
1:1 bei —80°C bzw. —20°C als Dauerkultur gelagert.

2.11 Knock-Out Technik bei Mausen

Die Transformation und Selektion embryonaler Stammzellen des Typs 129-R1,
Passagel6, sowie damit zusammenhingende weitere Arbeiten erfolgten in Kooperation
mit Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Manfred Blessing und Mitarbeiter, I. Med. Klinik und
Poliklinik, Abteilung Pathophysiologie des Klinikums der Johannes Gutenberg-
Universitit. Die Isolierung und Injektion von Blastozysten, der Embryotransfer sowie
Zichtung und Haltung daraus resultierender Tiere erfolgte in Kooperation mit Dr.
Reifenberg (Leiter der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE)). Diese Arbeiten
wurden im  Sicherheitsbereich der Zentralen Versuchstiereinrichtung des
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Naturwissenschaftlich-Medizinischen Forschungszentrums der Johannes Gutenberg-
Universitit durchgefiihrt

2.11.1 Routinekultur von ES-Zellen

Die Isolierung und gezielte Manipulation von pluripotenten embryonalen Stammzellen
(ES-Zellen) ist ein entscheidener Fortschritt im Rahmen der entwicklungsbiologischen
Forschung bei Sdugetieren. Die ersten ES-Zellen wurden von Evans und Kaufmann
(1981) und Martin (1981) aus der inneren Zellmasse von Blastozysten der 129/Sv-Maus
isoliert. Bald danach wurde von Bradley et al. (1984) gezeigt, da3 sich diese Zellen an
der Entwicklung sdmtlicher Gewebe des resultierenden Embryos, einschlielich der
Keimdriisen, beteiligen, wenn sie in die Blastocyste injiziert werden. Die erste geneti-
sche Manipulation an ES-Zellen wurde von Robertson et al. (1986) und Gossler et al.
(1986) durchgefiihrt. Diese Gruppen konnten zeigen, dal Manipulationen im Genom
von ES-Zellen von diesen durch die Keimbahn transmittiert werden. Die ersten erfolg-
reichen homologen Rekombinationen in ES-Zellen wurden fast gleichzeitig von
Thomas und Capecchi (1987) sowie Doetschman et al. (1987) publiziert. In der
vorliegenden Arbeit wurden R1-ES-Zellen (Nagy et al., 1993) zusammen mit subletal
bestrahlten embryonalen ,,Feederzellen” (Fibroblasten, EmFi) auf 0,2 % Gelatine
beschichteten Kulturschalen ausgesit. Das Kulturmedium wurde aufgrund der starken
Ansduerung durch die ES-Zellen tdglich gewechselt. Eine Passagierung wurde je nach
Dichte der Zellen alle zwei bis drei Tage durchgefiihrt und die ES-Zellen in
Trypsin/EDTA-Puffer 1:3 bis 1:8 geteilt. Vor der erneuten Plattierung wurde die
Trypsinlosung durch Zentrifugation mit 270g fiir 5 min bei RT entfernt. Bei jeder
Passage wurden Stocks der ES-Zellen in fliissigem Stickstoff kryokonserviert.

2.11.2 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden durch Elektroporation von 150 pg mit Not 1 linearisiertem
Vektor (Nagy et al., 1993) transformiert. Anschlieend wurde eine positiv und negativ
Selektion mit G418 (300 pug/ml Endkonzentration) und Gancyclovir (2 uM Endkon-
zentration) an den Zellen durchgefiihrt. Von den resistenten Klonen wurden
Replikaplatten fiir die DNA-Priparation (Kapitel 2.11.3) angefertigt und die Ori-
ginalplatten bei -20°C gelagert.

2.11.3 Isolierung von ES-Zellklonen und Kryokonservierung

Resistente Klone wurden nach einer G418-Selektion iiber 8 bis 9 Tage isoliert. Dazu
wurden die Kulturen einmal in PBS-Puffer gewaschen und mit 10 ml PBS-Puffer
tiberschichtet. Die Klone wurden mechanisch mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze von
den embryonalen Feederzellen getrennt und bei 37°C in 1 x Trypsin/EDTA in 96-Loch-
Platten dissoziiert. Der enzymatische Verdau wurde nach 5 min durch Zugabe von 50 pl
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ES-Zellmedium gestoppt. Die vereinzelten Klone wurden auf 24-Loch-Platten mit
Feederzellen und frischem ES-Zellmedium iibertragen und bei 37°C kultiviert. Nach
zwei bis drei Tagen waren die Einzelklone zur Konfluenz gewachsen und wurden erneut
mit Trypsin behandelt. Die eine Hélfte der Zellen wurde erneut auf ,,Feederzellen*
ausgesdht (master plate), wihrend die andere Hilfte der Zellen auf einer Gelatine-
behandelten Platte (duplicate plate) inkubiert wurde. Die auf Feederzellen wachsenden
ES-Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz mit 100 pl Trypsin/EDTA bei 37°C
fiir 5 min dissoziiert, in 1 ml Kryogefafle (Nunc) iiberfiihrt und nach Zugabe von 100 pl
2 x Gefriermedium gemischt und bei -80°C eingefroren. Die fiir die DNA-Isolierung
vorgesehenen Zellen wurden ebenfalls bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieBend die
DNA-Extraktion (Kapitel 2.3.5) durchgefiihrt. Homolog rekombinierte ES-Zellen wur-
den nach dem Auftauen bei 37°C in 10 ml kaltes ES-Zellmedium gegeben, bei 270 x g
fiir 5 min abzentrifugiert und auf Feederzellen in 24-Loch-Platten kultiviert. Nach Er-
reichen der Konfluenz wurden die Zellen trypsinisiert und in 3-4 Aliquots eingefroren.

2.114 Isolierung von Blastozysten

Um moglichst viele Mausembryonen des Stammes C57/BL/6N zu erhalten, wurde eine
Superovulation bei Spenderweibchen dieses Stammes durch Hormongabe
(intraperitoneal) induziert. Durch diese Behandlung kommen die Weibchen in den
Ovarialzyklus und es erfolgt eine vermehrte Abgabe von Eizellen in den Eileiter.
Superovulierte Weibchen wurden anschlieBend mit einem Ménnchen verpaart. Eine
erfolgreiche Verpaarung 148t sich durch die Anwesenheit des Vaginalpfropfes (VP) bei
den Weibchen nachweisen. Der Zeitpunkt des Auftretens des Vaginalpfropfes wird
definitionsgemal als Tag 0,5 der Embryonalentwicklung berechnet. Fiir die Injektion
rekombinanter ES-Zellen wurden Mausembryonen vom Tag 3,5 nach der Befruchtung
benoétigt. Hierzu wurden VP-positive Weibchen am Tag 3,5 abgetotet, die Ovidukte
prapariert.

2.11.5 Injektion von ES-Zellen in Blastozysten

In die isolierten Blastozysten wurden mittels einer Hohlnadel ausgewihlte ES-Zellen
injiziert. Hierbei ist besonders darauf zu achten, dass die Injektion der embryonalen
Stammzellen durch das Trophoectoderm in das Blastocoel erfolgt und dabei der
Epiblast nicht verletzt wird (Abb. 2.6).
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Blastocoel Epiblast Trophoectoderm Hohinadel mit ES-Zellen Blastocysten nach ES-
Zell Injektion

Abb 2.6: Beispiel einer Blastozysteninjektion

Gezeigt ist der Vorgang einer Blastozysteninjektion. Die Injektion erfolgt an isolierten Blastozysten (a)
durch das Blastocoel in den Epiblasten (b). Hierzu wird in eine Hohlnadel zunéchst eine Luftblase
eingezogen, darauf folgen ca. 15 ES-Zellen und eine weitere Luftblase. Die Luftblasen dienen der
Orientierung. Die ES-Zellen werden dann in das Blastocoel injiziert (b). Die Injizierten ES-Zellen kénnen
in den Blastozysten deutlich erkannt werden (c), sie integrieren spiter in den Epiblasten (die gezeigten
Abbildungen stammen von MRC Clinical Sciences Centre, Faculty of Medicine, Imperial College
London, UK).

2.11.6 Embryo-Transfer in pseudotrichtige Miuse

Pseudotrichtige Weibchen des Stammes NMRI wurden durch die Kopulation mit
vasektomierten NMRI-Minnchen gewonnen. Nach der Kopulation besitzen diese
Weibchen einen Vaginalpfropf. Der Hormonhaushalt dieser Weibchen entspricht dem
eines trichtigen Tieres, obwohl sich keine befruchteten Eizellen in den Re-
produktionstrakten befinden. Fiir den Embryonen-Retransfer wurden Weibchen vom
Tag 3,5 nach der Kopulation verwendet. Nach Betdubung der Maus wurde auf einer
Seite der Riickenhaut ein 1 cm langer Schnitt auf Hohe der Niere gesetzt. Uber dem
rotlich durchscheinenden Ovar wurde ein kleines Loch in die Unterhaut geschnitten und
das Ovar mit einer Pinzette am anliegenden Fettgewebe herausgezogen. Mit Hilfe einer
feinen Kaniile wurde in das nun freiliegende Uterushorn ein kleines Loch gebohrt (Abb.
2.7). Die Blastozysten wurden mit der fein ausgezogenen Mundpipette aus den Vertie-
fungen der Kulturschale herausgespiilt und mit moglichst wenig Medium in die Spitze
der Pipette aufgenommen. Die Pipette wurde dann durch das Loch in den Uterus
eingefiihrt und vorsichtigt ausgeblasen. Durchschnittlich wurden etwa 10-12
Blastozysten pro Maus iibertragen. Nach erfolgtem Retransfer wurden die Wundrénder
aufeinander gelegt und mit einer Klammer verschlossen. Nach Desinfektion der Wunde
wurde die Maus bis zum Erwachen auf eine Wiarmeplatte gelegt.
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Abb. 2.7: Implantation manipulierter Blastozysten

Fiir die Priparation eines Uterus-Horns wird ein Schnitt 0,5 cm rechts oder links des Riickgrat in der
Mitte zwischen dem Riickenbuckel und dem Schnittpunkt von hinterem Lauf und Abdomen platziert. Das
Uterushorn wird freigelegt und die Blastozysten durch eine Hohlschliffnadel direkt in den Uterus injiziert.
Der Vorgang ist sowohl schematisch (aus ,,Manipulating the Mouse Embryo®) als auch als Foto (The
Microinjection Workshop v2K1, Gary A.J. Brown, University of Florida's Transgenic Core Facility)
dargestellt.

2.11.7 Identifizierung von Chiméren

Die ES-Zellen wurden aus Tieren des Mausstammes 129/Sv x 129/Sv-CP isoliert, deren
Fell eine hellbraune (Okker) Firbung aufweist (Agouti-Fellmarker). Die bei der
Aggregation eingesetzten Blastozysten wurden aus einem anderen Mausstamm, dem
C57/BL/6N-Stamm isoliert, dessen Tiere eine schwarze Fellfarbe haben. Sind ES-
Zellen an der Entwicklung der retransferierten Embryonen involviert, so kénnen diese
chimiren Tiere anhand einer gescheckten Fellfirbung identifiziert werden. Die
nichtchiméiren Tiere sind schwarz. Minnliche Méuse mit einem Chimérismus von
mindestens 25 % wurden mit den C57/BL/6N-Weibchen zuriickgekreuzt.
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2.12 In Silico-Analysen von Nukleotid- und
Aminosauresequenzen

Viele der Analysen erfolgten durch Programme, die im weltweiten Netz (WWW) zur
Verfligung stehen. Als Schnittstelle in das WWW wurden die Programme NETSCAPE
NAVIGATOR™, NETSCAPE COMUNICATOR™ (Netscape Communications
Corporation, USA) und Microsoft (R) Internet Explorer (Microsoft Corporation, USA)
auf den Plattformen der Betriebssysteme von Apple und Microsoft verwendet. In
Tabelle 2.7 sind die WWW-Adressen aller im weltweiten Netz verwendeten Programme
aufgefiihrt. Neben diesen Analysen wurden auch lokale Programme zur Sequenz-
auswertung und Interpretation auf Einzelplatzrechnern mit Betriebssystemen von
Microsoft und Apple verwendet. Die Anpassung aller Programmparameter erfolgte da-
tenspezifisch und zielorientiert.

Bearbeitung von Rohdaten

Unbearbeitete Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Programms DATA ANALYSIS (PE
Applied Biosystems, Weiterstadt) editiert. Die Weiterverarbeitung der Einzelsequenzen
aus Cosmid-, PAC- und cDNA-Klonen sowie genomische Sequenzinformationen zu
komplexen Gesamtdaten erfolgte mit Hilfe des Programms SEQUENCHER™ 3.0-4.1
(Gene Codes Corporation, USA). Das Programm SEQUENCHER™ 3.0-4.1 diente un-
ter anderem auch zur Erstellung von Restriktionskarten, Ubersetzung von Nukleotid- in
Aminosduresequenzen und Visualisierung verarbeiteter Sequenzdaten. Weiter wurde
das Programmpaket Lasergene (DNASTAR™, USA) verwendet, das die Bearbeitung
von Rohdaten, Management von Sequenzierungprojekten, Sequenzanalysen, Erstellung
von Restriktionskarten, Vergleiche von Sequenzdaten und Proteinanalysen ermdéglicht.

Datenbanksuchen

Datenbanksuchen mit Nukleotid- und Aminosiduresequenzen wurden mit den BLAST-
Algorithmen (Basic Local Alignment Search Tool) BLASTN, BLASTP, BLASTX,
TBLASTN, TBLASTX, GAPPED BLAST, PSI-BLAST, MEGABLAST, RPS-BLAST,
BLAST2, GENOMIC BLAST, VecScreen-BLAST und TRACE BLAST (Altschul et
al., 1990; Gish und States, 1993; Madden et al., 1996; Altschul et al., 1996; Zhang und
Madden, 1997; Pearson und Lipman, 1988) und den Datenbanken ,nr*, ,est*, est
human®, est mouse®, ,gss“, ,htgs“, ,pdb“, ,mounth” ,alu repeat”, ,,dbsts*,
,chromosome®, ,wgs“, ,swissprot, ,pat“, ,RNA“ und ,Protein® im WWW
durchgefiihrt. Repetitive Elemente wurden vorher maskiert. Die Datenbanksuchen wur-
den im Februar 2004 abgeschlossen.
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Bestimmung des GC-Gehalts und Suche nach CpG-Inseln

Der GC-Gehalt der Sequenzen wurde mit dem Programm WINDOW aus der HUSAR-
Programmgruppe ermittelt. Die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm
CpGPLOT aus dem EMBOSS-Programmpaket. Fiir die Vorhersage moglicher CpG-
Inseln wurden die Programme CpG-Report, NEWCPGSEEK, CPGPLOT (alle
EMBOSS-Programmpaket), Dragon GC + Promoter Finder (DRAGON GENOME
EXPLORER) sowie CpGisland-revealing (WEBGENE) und CpG-FINDER (Softberry)
herangezogen.

Exonvorhersage und Darstellung der genomischen Organisation

Fiir die computergestiitzte Vorhersage der Exons von Dmx/1 und DMXL1 wurden die
Programme DNASweep (HUSAR-Programmpaket), GENSCAN (Burge et al., 1997,
1998), FGENES(H) -M -GC (Softberry), cdna2genome (HUSAR-Programmpaket),
HmmGENE (CBS Prediction Servers), GenelD (Blanco et al., 2002, 2001; Parra et al.,
2000), XPOUND (Thomas et al., 1994) und DOTPLOT (MegAlign, DNASTAR)
verwendet. Besonders geeignet fiir eine Exonvorhersage, bei der die cDNA homologer
Gene anderer Organismen bereits bekannt ist, ist DNASweep. Das Programm maskiert
eine Sequenz zundchst mit dem Werkzeug RepMask, um unerwiinschte Homologien
repetitiver Elemente bei nachfolgenden Datenbanksuchen zu verhindern. Die so mas-
kierte Sequenz wird anschliessend mit GENSCAN auf seine Genstruktur hin untersucht.
Parallel erfolgen Datenbanksuchen mit BlastN2 in allen 6ffentlichen Datenbanken (NR,
EST, HTG). Mit FastA wird die Datenbank eukaryotischer Promotoren (EPD) durch-
sucht; das Programm FACTOR durchsucht die TRANSFAC-Datenbank nach poten-
ziellen Transkriptionsfaktoren. Alle Ergebnisse werden dann von DNASweep verarbei-
tet und eine Vorhersage der moglichen Genstruktur getroffen. DNASweep ist das der-
zeit fortschrittlichste Programm in diesem Bereich. Das Programm DOTPLOT eignet
sich ebenfalls fiir eine Exonvorhersage, wenn die entsprechende cDNA eines nahe ver-
wandten Organismus bekannt ist. Hier miissen die Exon/Intron-Grenzen jedoch per
Auge definiert werden. Fiir die Analyse der gesamten genomischen Organisation von
Dmxl/1 wurde das Programm SIM4 bzw. cDNA2genome (beide HUSAR-Programmpa-
ket) verwendet. Beide Programme vergleichen eine vorhandene cDNA mit der zugeho-
rigen genomischen Sequenz. Hierbei werden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus Seg-
mentpaare erzeugt und bewertet. cDNA2genome verwendet zusitzlich noch die 6ffent-
lichen EST-Datenbanken. Anschliessend ermitteln beide Programme die am besten
passenden Segmentketten und definieren die Exon/Intron-Grenzen nach der GT-AG
oder CT-AC Regel.
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Paarweise Sequenzvergleiche

Die Nukleotid- und Aminosduresequenzen des orthologen humanen und murinen DmX
Gens wurden mit den Programmen ALIGN ,water bzw. ,needle* (beide EMBOSS-
Programmpaket), MEGALIGN (DNASTAR), MALIGN, PRETTYPLOT (HUSAR-
Programmpaket) ECR Browser (Ovcharenko et al., 2004) und MULAN
(http://mulan.dcode.org)  verglichen. Ein  Vergleich der  abgeleiteten
Aminosduresequenzen von DmX verschiedener Spezies wurde mit dem Programm
CLUSTALW durchgefiihrt.

Phylogenie

Phylogenetische Analysen von Nukleotid- und Aminosdureaequenzen wurden mit den

Programmen MULAN (http://mulan.dcode.org) und eShadow (Ovcharenko et al.,
2004) erarbeitet.

»percent identity plot* bzw. zPicture-Analysen

Fiir einen graphischen Vergleich von humanen und murinen Sequenzabschnitten wur-
den die Programme VISTA (Dubchak et al., 2000; Mayor et al., 2000; Bray et al.,
2003), Multi PipMaker (Schwartz et al., 2000), Laj (local alignments with java Wilson
et al., 2001) und zPicture (Ovcharenko et al., 2004) verwendet.

Identifizierung und Maskierung repetitiver Elemente

Position und Klasse der repetitiven Elemente wurden durch das Programm
REPEATMASKER?2 (Smit, AFA & Green, unverdffentlicht) ermittelt, zugleich wurden
repetitive Elemente in den iibermittelten Sequenzen maskiert und diese dann fiir weitere
Analysen herangezogen. Alternativ wurde das Programm RepMask (HUSAR-Pro-
grammpaket) verwendet.

Promotorvorhersage, cis-Regulatorische Elemente und Transkriptionsfaktoren

Zur Vorhersage von Promotor- und Enhancerstrukturen und méglichen Bindungsstellen
von Transkriptionsfaktoren wurden jeweils 10000 bp aus dem 5’-Bereich des murinen
und humanen DmX mit den Programmen rVISTA (Loots et al., 2002, 2004), Promotor
2.0 Prediction Server (Knudsen, 1999), NNPP (Reese et al., 1996), TSSW (Solovyev
und Skolnick, 1997), DOTPATH (HUSAR-Programmpaket), DNA Block Aligner Form
(DBA) und PromoterWise (beide EMBL-EBI Toolbox), TSSG und PromH(W) (beide
Softberry), CONPRO (Liu et al., 2002), Dragon Promoter Finder ver.1.4 (DRAGON
GENOME EXPLORER; Bajic et al., 2002, 2003) und GenomatixSuite (Unterpro-
gramme ElDorado, Gen2Promoter, GEMS Launcher, Matlnspector und
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PromoterInspector; Genomatix Software GmbH) analysiert. Teilweise erfolgten die
Analysen unter Einbeziehung des Maus/Mensch-Sequenzvergleichs.

Primer-Design

Das Primer-Design erfolgte durch webbasierte Tools wie Primer3 (Steve Rozen und
Helen J. Skaletsky, 2000), PrimerFinder, DoPrimer, PRIMO, WEBPRIMER, PCP
primer selection.

Polyadenylierungssignale und funktionelle Signale im 3’-UTR

Neben der Suche per Auge wurden die Programme POLYA SCAN (Hornischer und
Blocker, unpubliziert), ERPIN (Gautheret et al., 2001), POLYADQ (Tabaska et al.,
1999) und UTRscan (Pesole et al., 1999, 2002) verwendet.

Analyse der Aminosiuresequenz

Die abgeleitete Aminosduresequenz von Dmxll wurde mit den Programmen SMART
(Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2002), REP (Andrade et al., 2000) und PSA (Stultz
et al., 1993, 1997; White et al., 1994) auf mogliche WD-Wiederholungseinheiten hin
untersucht. Mit dem Programm SMART konnte die Aminosduresequenz zusétzlich auf
mogliche homologe Strukturen und Doménen bereits bekannter Proteine, auf
Signalpeptide und interne Repeats iiberpriift werden. Mit REP (Andrade et al., 2000)
wurde zusitzlich die Aminosduresequenz auf bekannte Repeats hin analysiert. Die
Suche nach konservierten Aminosduremotiven wurde mit den Programmen PPSearch
(EMBL-EBI Toolbox), Predict Protein Server (Rost et al., 2003), MotifScan (Pagni et
al., 2001) sowie diversen Programmen des NPS@-Pakets (Network Protein Sequence
Analysis; Pdle Bio-Informatique Lyonnais) durchgefiihrt. Fiir die Identifikation von
Transmembranhelices wurden die Programme TMpred (Hofmann et al., 1993), TM-
Finder (Deber et al., 2001), TOPPRED (von Heijne et al., 1992), PHDhtm (Rost et al.,
1995), TMHMM Server 2.0 (CBS Prediction Servers), tmap (EMBOSS-
Programmpaket), orienTM (Liakopoulos et al., 2001) und SOSUI (Hirokawa et al.,
1998) verwendet. Die subzellulare Lokalisation wurde mit dem Programm ESLpred
(Bhasin et al., 2004) bestimmt. Eine Einordnung der Aminosduresequenz in eine
Proteinfamilie erfolgte mit dem Programm Superfamily (Madera et al., 2004).
Proteinfaltungen wurden mit dem Programm RasTop visualisiert
(http://www.geneinfinity.org/rastop/).

2.13 Nomenklatur von DmX

Die Nomenklatur von DmX ist durch die Richtlinien des ,,Human Gene Nomenclature
Committee* und des ,,MDG Mouse Nomenclature Committee* festgelegt. Nach diesen
Richtlinien werden humane Gene grof3 und kursiv geschrieben, bei murinen Genen wird
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nur der Anfangsbuchstabe grof3 geschrieben und alle Buchstaben kursiv. Aufgrund der
Erstbeschreibung von DmX (D. melanogaster X gene) bei Drosophila melanogaster
durch Kraemer et al. (1998), basieren die homologen humanen und murinen Gene auf
diesem Namen. Wird im Allgemeinen von DmX und seinen Homologen gesprochen, so
wird der erstbeschriebene Name ohne kursive Buchstaben, hier also DmX fir ,,D.
melanogaster X gene®, verwendet. Soll das humane homologe Gen angesprochen
werden, so wird dieses als DMXL1(DmX-like 1) bezeichnet. Gleiches gilt fiir das
murine Gen, also DmxI1. Da sowohl beim Menschen als auch bei der Maus zwei
unterschiedliche Kopien von DmX existieren (Kreamer et al., 1999) werden diese z.B.
mit DMXL1 und DMXL?2 bezeichnet. Bei der Beschreibung der zugehorigen Proteine
entfillt die kursive Schrift und das Wort ,,Protein® wird ergdnzend angefiigt (z.B.
DmxI1-Protein fiir das murine System).

2.14 Puffer und Losungen
BCS-Puffer 2x RE-Puffer (Enzym-Originalpuffer)
0,2 mg/ml BSA
0,2 mg/ml Casein
0,2 mg/ml Spermidin
Denaturierungspuffer 1,5 M NaCl
(Southern-Blot) 0,5 M NaOH
10x Dialysepuffer 0,25 M Tris
3 M Na(Cl

0,1 M Na,EDTA

DNA-Stoppuffer 4 M Harnstoff
0,1 M Na,EDTA
0,1 % w/v Bromphenolblau
50 % w/v Saccharose

10x E-Puffer 0,36 M Tris
0,3 M NaH,PO4
0,1 M Na,EDTA

Ethidiumbromid Férbel6sung 5 pg Ethidiumbromid / ml
in 1x E-Puffer

FBI-Puffer 10% PEG 8000
7% SDS

1,5x SSPE-Puffer
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Ficoll-Ladepuffer

Guanidin-Losung

Hybridisierungslosung
nach Curch et al.

Homogenisierungspuffer

Kombinationspuffer (5x)

L-Medium

Neutralisierungspuffer
(Southern Blot)

1x PM

Proteinase K-Puffer
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20% w/v Ficoll

100 mM Na,EDTA

1% w/v SDS

0.25% w/v Bromphenolblau
0.25% w/v Xylene Cyanol

4 M Guanidinthiocyanat

25 mM Natriumcitrat

0,5 % w/v N-Laurylsarcosin
0,1 M B-Mercaptoethanol

7% w/v SDS

0,5 M Na3PO4 pH 7,2

1 mM Na,EDTA

11,6% w/v Saccharose
2 mM Na,EDTA pH 7,4
0,5 mM EGTA pH 7,4
0,06 mM KCI

15 mM NaCl

1,5 mM Spermin

0,5 mM Spermidin

15 mM Tris-HC1 pH 7,4

0,05 M MgSO4
0,25 M Tris pH7,5
0,5 mM DTT

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl ad 1000 ml A. bidest

3 mM NaCl
0,5 mM Tris-HCI1 pH 7,5

0,02% w/v Ficoll 400

0,02% w/v Polivinylpyrrolidon
0,02% w/v BSA

in 3x SSC

100 mM Tris pH 7,6
50 mM Na,EDTA
0,5% w/v SDS

1 mg/ml Proteinase K
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SDS-Mix

Sol I

Sol I

Sol I

20x SSC

20x SSPE-Puftfer

10x Taq-Puffer

20x TBE

TE-Puffer

TE-50-Puffer

TELT-Puffer

Triton X-100 Losung

Waschpuffer
nach Curch et al.

2,5% w/v SDS
0,25 M Na,EDTA
0,5 M Tris-HClI pH 8,0

10 mM Na,EDTA

0,2 M NaOH
1% w/v SDS

50 ml 7,5 M Kaliumacetat
23 ml Essigsdure (konz.)
127 ml A. bidest

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

3 M NaCl

0,2 M NaH,PO,4

0,02 M Na,EDTA pH 7,4

400 mM KCl
100 mM Tris-HCI pH 8,3
15 mM MgCl,

1,8 M Tris
1,8 mM Borsiure
25 mM Na,EDTA

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM Na,EDTA

50 mM Tris, pH8
50 mM Na,EDTA

50 mM Tris-HCI

62 mM Na,EDTA
2,5 M LiCl

4% w/v Triton X-100

50 mM Tris-HCI pH 8,0
62,5 mM Na,EDTA pH 8,0
0,2% w/v Triton X-100

0,1% w/v SDS
0,04 M Na3PO4 pH 7,2
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2.15 E. coli-Stamme

HB101: supE44 arald galK2 lacY1 A(gpt-proA)62 rpsL20 (Str") xyl-5 mtll
recA13 A(mcrC-mrr) hsdS20(rm’) (Boyer et al., 1969; Smith et al.,
1989)

DHI10B: F merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80 lacZAM 15 AlacX74 endAl recAl
deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A~ (Lorow et
al.,1990)

RRI: HB101 recA” (Bolivar et al., 1977; Peacock et al., 1981)

Dh5a: supE44 AlacU169 (680 lacZAM 15) hsdR17 recAl endAl gyrA96thi-1

relA1(Hanahan, 1985)

WA312: W3110 (AC1857 Sam7) su

2.16 Bezugsquellen

Wenn nicht andes angegeben, wurden Enzyme und Reaktionssysteme der Firmen
Amersham Life Science (USA), Boehringer (Mannheim) bzw. Roche (Mannheim),
Pharmacia Biotech Gmbh (Freiburg), Stratagene Cloning Systems (Heidelberg),
GIBCOBRL Life Technologies (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas
GmbH (St.Leon-Rot) und Promega (Mannheim) verwendet. Chemikalien und
Feinchemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma-
Aldrich (Deisenhofen) und ICN Biomedicals (Eschwege) bezogen, Kunstoff-
Verbrauchsmaterialien von den Firmen Biozym (Oldendorf), Roth (Karlsruhe), Thermo
Life Sciences (Dreieich), Greiner bio-one (Frickenhausen) und Starlab (Ahrensburg).

Weitere Bezugsquellen:

Bacto-Hefeextrakt Difco, USA
Bacto-Trypton Difco, USA
Tris Appli Chem (Darmstadt)
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3 Ergebnisse
3.1 Funktionelle Analyse durch ,,Knock-Out*
3.1.1 Identifikation von DmxI1 in Mus musculus

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war durch einen EST-Klon aus dem 3’-UTR
bekannt, dass das DmX-Gen in Mus musculus (DmxI1) existent sein musste. Aufgrund
von EST-Daten und cDNA-Synthesen konnte gezeigt werden, dass auch ein homologes
Gen in Homo sapiens (DMXL1) existiert und dort auch exprimiert wird (Kraemer,
personliche Mitteilung). Da es sich bei DmX um ein evolutiondr hochkonserviertes Gen
handelt und zu diesem Zeitpunkt neben dem Menschen homologe Gene in D.
melanogaster (DmX), C. elegans (F54E4.1) und C. thummi (CpY) bekannt waren
(Kraemer et al., 1997), konnte davon ausgegangen werden, dass eine Identifikation in
der Maus Erfolg haben wiirde. Vergleichende Sequenzanalysen zur Genidentifizierung
zwischen Mensch und verschiedenen Nagetieren (Koop, 1995; Oeltjen et al. 1997) und
der Vergleich genetischer Karten von Mensch und Maus (DeBry und Seldin, 1996)
stiitzten diese Annahme. Zur Identifizierung von DmxL1 in der Maus wurden zunichst
zwel Genbanken, die zu diesem Zeitpunkt zur Verfligung standen, auf positive Klone
hin untersucht (Kapitel 2.5.3), spdter stand eine dritte Genbank zur Verfiigung.
Aufgrund der zu erwartenden Polymorphismen, vor allem in nicht kodierenden
Sequenzabschnitten (Thomas et al., 2003), zwischen dem Inzuchtstamm C57/BL6 und
den verwendeten ES-Zellklonen 129-R1 aus der 129/Sv Maus-Linie (Munclinger et al.,
2003; Greene-Till et al.,, 2000; Zhao et al.,1995; International Human Genome
Consortium, 2001), wurden positiv detektierte Klone der Genbank Nr. 703 (Kapitel
2.5.3) nicht weiter bearbeitet. Positiv detektierte Klone mit Sonde H19442 der DNA-
Bibliothek Nr. 703 (Kapitel 3.1): P1-F15150Q5, P1-N06163Q5, P1-N14151Q5, P1-
A12164Q5, P1-P03325Q5. Der Klon P1-P03325Q5 zeigte in einer Southern-Analyse
mit Sonde H19442 (Kapitel 3.1.1) eine Hybridisierung mit einem Restriktionsfragment.

3.1.1.1 Cosmid-Klone aus der Maus

Da aus dem murinen Dmx/1 nur wenig Sequenzinformationen zu Verfligung standen,
sollten die Klonbibliotheken Nr. 121 (129/0la) durch Xeno-Hybridisierung mit Sonden
aus dem kodierenden Bereich des humanen DMXL1 abgesucht werden. Als Sonden
wurden das Integrat des cDNA Klon’s IMAGp998H19442 (Sonde H19442) und ein
PCR-Amplifikat (Sonde Homo34/35) der cDNA vom humanen DMXL1 verwendet,
beide decken zusammen die Exons 5-17 des kodierenden Sequenzabschnitts von
DMXL1 ab. Durch Koloniefilter-Hybridisierung wurden aus der genomischen Maus-
Cosmid-Bibliothek fiinf Klone (Cos-H23233Q4, Cos-N10467Q3, Cos-N06467Q3, Cos-
(C23546Q3, Cos-121123534Q3) isoliert. Von den fiinf Cosmid-Klonen zeigten nach
Southern-Analyse zwei Klone (Cos-N10467Q3, Cos-N06467Q3) eine Hybridisierung
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von Restriktionsfragmenten mit beiden Sonden (Abb. 3.1b/c). Das Restriktionsmuster
der Klone ist Identisch, beide Klone enthalten das gleiche Integrat (Abb. 3.1a). Es
wurde Cosmid Cos-N10467Q3 fiir eine Sequenzierung ausgewaihlt.

1 2M,M3 45 M1 2 3 4 1 M 2
' 23130 bp |=— 23130 bp— -
9419 bp 9419 bp — I,
6557 bp == p— . -
4371 bp == 6557 bp=— =
130 bp —
9419 bp —
6557 bp — 2322 bp | == 4371 bp=— —_—
4371 bp — 2028 bp —
641 bp — .
serte g 2322 bp — —
2028 bp = —
1591 bp —
1226 bp —
1961 bp —
186 bp —
611 bp —
Thp—
) bp —
427 bp —
42 bp — 4 -
i kp_
A B C

Abb 3.1: Restriktions- und Southern-Analyse der Cosmid-Klone

A: Restriktionsanalyse der Cosmid-Klone Cos-C23546Q3 (1), Cos-N06467Q3 (2), Cos-123534Q3 (3),
Cos-N10467Q3 (4) und Cos-H23233Q4 (5) mit dem Enzym Hind 111, M1 = pF-Marker, M2 = Marker
AMHind 111. Die Klone Cos-N10467Q3 und Cos-N06467Q3 zeigen ein identisches Restriktionsmuster. Die
daraus ermittelte Grofe der Klone liegt bei ~ 33400 bp, davon sind 5380 bp Vektoranteil.

B: Autoradiogramm des Southern Blots der Klone, Cos-123534Q3 (1), Cos-N10467Q3 (2), Cos-
H23233Q4 (3) und Cos-23546Q3 (4) nach Restriktion mit Bam HI und Hybridisierung mit Sonde
H19442, M = Marker A/Hind 111. Nur bei Klon Cos-N10467Q3 konnte ein Restriktionsfragment von ~ 16
kb nachgewiesen werden.

C: Autoradiogramm des Southern Blots der Klone Cos-N06467Q3 (1) und Cos-N10467Q3 (2) nach
Restriktion mit Hind 111 und Hybridisierung mit Sonde Homo34/35, M = Marker A/Hind I11. Bei beiden
Klonen konnten identische Restriktionsfragmente nachgewiesen werden.

3.1.1.2 PAC-Klone aus der Maus

Durch die Sequenzierung von Cosmid Cos-N10467Q3 wurden ausreichend Sequenzin-
formationen von Dmx/1 gewonnen, die es ermdglichten, die genomische PAC-Klon-
bibliothek Nr. 711 (RPCI21 Mouse PAC) zu durchsuchen. Als Sonde wurde ein PCR-
Produkt (BE 1) aus Exon 18 des Dmx/1-Gens verwendet. Es konnten mit dieser Sonde
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neun PAC-Klone identifiziert werden: PAC-H15193Q2, PAC-L19656Q2, PAC-
K07584Q2, PAC-0O18380Q2, PAC-F19112Q2, PAC-C05346Q2, PAC-M04307Q2,
PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2. Hierbei zeigte sich, dass alle diese Klone, die
vom RZPD angefordert und zugeschickt wurden, mit Pseudomonas kontaminiert waren.
Nach Dekontamination mit Cefsulodin (Kapitel 2.3.3) erfolgte eine Restriktion der
Klon-DNA mit Hind III. Die Klone PAC-F13324Q2, PAC-102348Q2, PAC-018380Q2,
PAC-F19112Q2 und PAC-H15193Q2 wurden fiir eine Southern Blot-Analyse
ausgewdhlt (Abb. 3.2), die verworfenen Klone hatten kein oder ein sehr kleines Integrat.
(Daten nicht gezeigt). Nach Hybridisierung mit Sonde BE1 zeigte sich bei den Klonen
PAC-018380Q2, PAC-F19112Q2, PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 ein positives
Signal (Abb. 3.3). Aufgrund der geringen IntegratgroBBen von PAC-O18380Q2 und
PAC-F19112Q2 wurden nur die Klone PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 fiir weitere
Analysen verwendet.

B

23230 bp —

9419 bp —

6557 bp —

4371 bp —

2322 bp —
2028 bp —

Abb. 3.2: Southern-Analyse der PAC-Klone PAC-018380Q2, PAC-F19112Q2, PAC-F13324Q2,
PAC-102348Q2 und PAC-H15193Q2.

A. Restriktionsmuster der Klone mit dem Enzym Hind III (Spur 1: PAC-F13324Q2; Spur M: A- +
pBR-Marker; Spur 2: PAC-O18380Q2; Spur 3: PAC-102348Q2; Spur 4: PAC-H15193Q2; Spur
5: PAC-F19112Q2).

B. Autoradiogramm von A nach Southern-Hybridisierung mit Sonde BE1. In Spur 1, 2 und 3 konn-
ten die gleichen Restriktionsfragmente nachgewiesen werden. Klon PAC-H15193Q2 (Spur 4)
zeigte keine Hybridisierung mit der Sonde. Bei Klon PAC-F19112Q2 zeigt sich eine Hybridisie-
rung, das hybridisierende Fragment ist jedoch deutlich kleiner als das der Klone PAC-
F13324Q2, PAC-018380Q2 und PAC-102348Q2.
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3.1.1.3 Lage der PAC- und Cosmid-Klone

Ausgangspunkt fiir die Analyse von Dmx/1 waren die identifizierten PAC- und Cosmid-
Klone PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 sowie Cos-N10467Q3. Alle Klone enthal-
ten Teile von Dmx/1, jedoch keiner von ihnen den vollstindigen genomischen Ab-
schnitt. Durch Sequenzierung und Vergleich mit Angaben in Datenbanken konnten die
Klone auf Chromosom 18 Bande C lokalisiert werden. Die relative Lage der Klone

zueinander und ihre chromosomale Positionierung sind in Abb 3.3 wiedergegeben.

Chromosom 18

- €4 - & @ - o b d - o~ @
@ x o3 @ o s =l =] =] b b i

Wl E I NN B

= 240 kb ~ T

DmxI1, 129558 bp
Spb 17
L

I

PAC-F13324Q2
Spb 17

PAC-102348Q2

Spb
—
Cos-N10467Q3

Abb 3.3: Position der PAC- und Cosmid-Klone

Gezeigt ist die genomische Lage und Orientierung der beiden PAC-Klone PAC-F13324Q2 und PAC-
102348Q2 sowie von Cosmid N10467Q3 zu DmxI1. Beriicksichtigt wurde hierbei nur der translatierte
Abschnitt von DmxI1 (Kapitel 4.5.4). Eine vollstdndige Abdeckung der Region mit PAC-Klonen konnte
nicht erreicht werden. Da es sich bei Cosmid N10467Q3 vermutlich um ein in vitro-Ligat handelt

(Kapitel 3.5.3), wurde der T3-Terminus nicht beriicksichtigt.
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3.1.2 Sequenzierung der Maus-Klone Cos-N10467Q3,
PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2

3.1.2.1 Sequenzierungsstrategie fiir Cos-N10467Q3

Ziel der Sequenzierungen war die Ermittlung der kodierender Abschnitte von Dmx/1,
um mit diesen Sequenzinformationen ein System zu entwickeln, das ein gezieltes Gen-
Targeting durch die Konstruktion eines Target-Vektors sowie nachfolgend eine
Detektion der manipulierten genomischen Sequenzabschnitte ermdglicht. Fiir die
Sequenzierung von Cos-N10467Q3 wurde eine Kombination aus ,,primer-walking®,
Subklonierung und Religationsklonierung gewihlt (Abb. 3.4). Durch Subklone und
Religationsklone sollten mdoglichst viele Startpunkte fiir die anschlieBende ,,primer-
walking“-Strategie generiert werden, zudem konnten Subklone gegebenenfalls direkt
zur Konstruktion des Targeting-Vektors Verwendung finden. Das ,primer-walking*
erfolgte sowohl an den Subklonen/ Religationsklonen als auch direkt an Cos-
N10467Q3. Die ermittelte Sequenz von Cos-N10467Q3 befindet sich auf dem
beigefligten Datentrdger. Die Sequenzauswertung erfolgt in Kapitel 3.5.1. Bei
gegebenen technischen Schwierigkeiten der direkten Sequenzierung von Cosmid-DNA
wurde zundchst der entsprechende DNA-Abschnitt mittels PCR amplifiziert und an-
schlieBend sequenziert. Insgesamt wurden 137809 bp Rohdaten mit 250 erfolgreichen
Sequenzierungen ermittelt, das entspricht einer durchschnittlichen Leseweite von 551
bp und einer Redundanz von 4,95. Die fiir diese Strategie hohe Redundanz begriindet
sich auf Mehrfachsequenzierungen der kodierenden Abschnitte von Dmx/1 in Cos-
N10467Q3. Es konnten zehn Exons identifiziert werden.

3.1.2.2 Selektive Sequenzierung von PAC-F13324Q2 und PAC-
102348Q2

Durch Vergleich der menschlichen cDNA von DMXL1 und der genomischen Maus-
Sequenz in Cos-N10467Q3 konnten die enthaltenen kodierenden Abschnitte des muri-
nen Dmx/1 ermittelt werden (Kapitel 3.5.1). Es wurde dabei schnell klar, dass in Cos-
N10467Q3 nur ein Bruchteil der Exons des Dmx/1-Gens zu finden waren (Kapitel
3.5.3). Durch den Vergleich der Exon- und Intronldngen in Bezug auf die Anzahl der
kodierenden Sequenzabschnitte wurde eine Verteilung der Exons auf mehr als 120 kb
geschitzt. Da es sich bei dieser Arbeit nicht um ein Sequenzierungsprojekt handeln
sollte, wurde zur Identifikation der noch fehlenden kodierenden Abschnitte und zur
Ermittlung der Genstruktur von DmxI1 eine neue Strategie gewahlt. Zunéchst sollte, wie
unter 3.1.2 beschrieben, eine PAC-Bank nach positiven Klonen durchsucht werden. Die
hierbei identifizierten Klone PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 wurden dann mittels
,shotgun“-Verfahren (Kapitel 2.4.4) statistisch in Fragmente zerlegt und subkloniert auf
gerasterte Filter tibertragen. Als Sonden fiir eine Koloniefilter-Hybridisierung (Kapitel
2.5.2) wurden RT-PCR-Produkte verwendet, die das humane DMXL1-Gen abdeckten,
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dessen cDNA zu diesem Zeitpunkt gerade bekannt war (zur Verfiigung gestellt von Frau
Dr. C. Kraemer). Ausgenommen wurden hier die kodierenden Bereiche, die schon
durch die Sequenzierung von Cos-N10467Q3 bekannt waren, um Mehrfach-
Sequenzierungen zu vermeiden. Auf diese Weise sollten durch Interspezies-
Hybridisierung alle Klone detektiert werden, in denen kodierende Abschnitte des
murinen Dmx/1 enthalten waren, um aus den Sequenzdaten Primer zu generieren, die
dann eine Synthese der cDNA iiber RT-PCR zulassen. Zunéchst wurden die Filter mit
der kleinsten Fraktion untersucht, da eine iiberlappende bzw. vollstindige
Sequenzierung mit den Standard-Primern moglich war. Die so gewonnenen Sequenzin-
formationen wurden mit der humanen cDNA von DMXL1 abgeglichen und erneut Son-
den hergestellt, die nur noch fehlende oder unvollstindige Abschnitte des murinen
DmxlI1 in der Genbank detektieren sollten. Mit diesen Sonden wurden dann die beiden
verbleibenden Fraktionen untersucht. Auf diese Weise konnten insgesamt 60 Klone
identifiziert und sequenziert werden. Diese Klone enthielten kodierende Sequenzen des
murinen Dmx/1 die 23 Exons repriasentieren, die nicht in Cos-N10467Q3 enthalten
waren. Weitere Exons konnten nicht detektiert werden, da PAC-F13324Q2 und PAC-
102348Q2 nicht den kompletten codierenden Bereich von Dmxl/liiberspannen (Abb.
3.3). Ziel dieser Arbeiten waren zum einen die Ermittlung von Sequenzinformationen
fiir eine nachfolgende cDNA-Synthese durch RT-PCR und zum anderen die Festlegung
von Exon/Intron-Grenzen. Eine grafische Darstellung der Sequenzierungsstrategie
findet sich in Abbildung 3.5, die ermittelten Sequenzdaten befinden sich als
Sequencher-Projekt auf dem beigefiigten Datentréger.

Abb. 3.4: Sequenzierungsstrategie fiir Cos-N10467Q3 (fogende Seite)

Schematische Darstellung der Sequenzierungsstrategie. Eine Cosmid-DNA Préparation wurde mit geeig-
neten Enzymen geschnitten (1.), der Restriktionsansatz gefdllt und komplett mit dem vorher durch die
gleichen Enzyme geschnittenen pUC18-Vektor vermischt und ligiert. Die daraus resultierenden Subklone
(2.) wurden mit den Standardprimern ,,M13-Universal“ und ,,M13-Reverse® ansequenziert. Mit den
gewonnenen Sequenzinformationen konnten vorwirts und riickwirts gerichtete Primer entwickelt
werden, die wieder auf den Subklonen fiir eine weitere Sequenzierungsrunde verwendet wurden. Dieser
Vorgang wiederholte sich so oft, bis der gesamte Subklon sequenziert war. Gleichzeitig wurden die
Sequenzinformationen und riickwérts gerichtete Primer verwendet, um durch ,,Primer-Walking* direkt an
der Cosmid-DNA weitere Sequenzen zu generieren (3.). Zusétzlich wurden von Cos-N10467Q3
Religationsklone durch die Verwendung von Restriktionsenzymen, die nur einmal in der multiplen
Klonierungsschnittstelle schneiden, hergestellt (5.). Durch Sequenzierung mit einem der Standardprimern
T7 oder Sp6 wurden weitere Sequenzinformationen ermittelt, die wieder als Startpunkte zur
Sequenzierung von Cos-N10467Q3 dienten (6.). Von Subklonen, in die gro3e Intergrate ligiert waren,
wurden ebenfalls, wie oben beschrieben, Religationsklone hergestellt (4.). Auch diese Sequenzen dienten
als Startpunke fiir Sequenzierungsreaktionen an Cos-N10467Q3, aber auch um die Subklone schneller
komplett zu sequenzieren. In blau dargestellt sind Integrate der Sub- und Religationsklone sowie die
Sequenzierungen, die an den Subklonen und deren Religationsklonen erfolgten, griine Balken
symbolisieren Sequenzinformationen, die von Religationsklonen des Cosmids stammen.
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Abb. 3.5: Selektive Sequenzierung von PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 (vorhergehende Seite)

Dargestellt ist die selektive Sequenzierungsstrategie, eine effiziente Methode, um durch Xeno-Hybridisie-
rung und Interspeziesvergleich homologe kodierende Sequenzabschnitte mit minimalem Sequenzierung-
saufwand zu identifizieren. Zunichst wurden die PAC-Klone mittels ,,Nebulizer* (Kapitel 2.4.4) statis-
tisch geschert (A). Die DNA-Fragmente wurden dann gelelektrophoretisch aufgetrennt und in Fraktionen
der Grofen 0,5-1,5 kb (F1), 1,5-2,5 kb (F2) und 2,5-4,5 kb (F3) aufgeteilt (B). Jede Fraktion wurde ge-
trennt in pUC 18 kloniert (C) und auf gerasterte Duplikatfilter tibertragen (D, E). Aus der humanen cDNA
von DMXL1 wurden dann durch PCR Sonden hergestellt (1.), ausgenommen wurden nur schon bekannte
Sequenzabschnitte (griiner Balken). Die Filter mit der kleinsten Fraktion wurden dann einer Koloniefilter-
Hybridisierung (Kapitel 2.5.2) unterzogen (2.) und mit einer ,,Imager-Plate” (Kapitel 2.5.1) exponiert (3.).
Klone mit einem positiven Signal wurden aufgearbeitet (4.) und sequenziert. Die gewonnenen Daten
wurden mit den Sequenzinformationen der menschlichen cDNA abgeglichen (6.). Fiir noch fehlende
Sequenzabschnitte wurden neue Sonden durch PCR an der humanen cDNA generiert (7.) oder direkt
Integrate mit unvollstindigen Exon-Infornationen der Subklone verwendet (8.). Durch Koloniefilter-
Hybridisierung der Fraktionen F2 und F3 (9.) konnten weitere Klone mit kodierenden Sequenzabschnit-
ten des murinen Dmx/1 identifiziert (10.) und sequenziert werden (11.).

3.1.3 Die cDNA des murinen DmxlI1

Neben der genomischen Organisation von Dmx/1 (Kapitel 3.2, Kapitel 3.5.4) ist die
kodierende Sequenz der funktionellen RNA von Wichtigkeit. Zu Beginn dieser Arbeit
lagen Sequenzinformationen aus Chironomus piger (Kraemer et al., 1993) und
Drosophila melanogaster (Kraemer et al., 1998) vollstindig und aus Homo sapiens
teilweise vor (Kraemer, personliche Mitteilung). Die Synthese der cDNA aus
menschlicher Poly (A)" RNA (Kraemer et al., 2000) erwies sich als duBerst schwierig.
Zwar wird DMXL1 nahezu ubiquitdr exprimiert (Kraemer et al., 2000), dies jedoch
vermutlich in sehr geringer Kopienzahl (Kraemer, personliche Mitteilung). Da nur
wenig aus dem 3’-UTR stammende murine Sequenzinformationen von Dmxl1 zur
Verfiigung standen, wurde zunichst die genomische Sequenz der kodierenden
Abschnitte von Dmx/1 durch selektive Sequenzierung ermittelt (Kapitel 3.2.2). Der
Vergleich dieser Sequenzdaten und ergénzende Sequenzinformationen aus den
offentlichen Datenbanken mit der von Kraemer ermittelten menschlichen cDNA-
Sequenz ermdglichte eine Identifizierung fast aller kodierenden Abschnitte des murinen
Dmxl[1. Basierend auf diesen Daten konnten Primer erstellt werden, die fiir die cDNA-
Synthese Verwendung fanden. Zunichst wurde zu Testzwecken Total-RNA und Poly
(A)" RNA aus verschiedenen Geweben von Miusen der Stimme C57/BL/6 und 129/sv
isoliert (Kapitel 2.9). Diese RNA wurde im Folgenden revers transkribiert (Kapitel
2.8.4) und durch eine anschlieBende PCR-Reaktion amplifiziert (Kapitel 2.8.2, 2.8.3).
Es zeigte sich sehr schnell, dass eine direkte Amplifikation der revers transkribierten
Produkte nur in sehr wenigen Féllen und nur bei bestimmten Primerkombinationen
erfolgreich war. Um dieses Problem zu umgehen, wurde die ,,Nested“-PCR-Technik
(Kapitel 2.8.4) bei fast allen Amplifikationen angewendet. So war es moglich,
Amplifikate bei allen untersuchten Geweben zu erhalten. Fiir die Synthese der cDNA
wurden aufgrund der ,,Nested“-Strategie 63 Primer bendtigt. Untersucht wurden
Gehirn, Lunge, Leber, Magen, Darm, Herz, Niere, Milz, Testis/Ovar, Knochen, Muskel
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und embryonale Stammzellen aus der Linie 129-R1 (Daten nicht gezeigt). Diese
Befunde decken sich mit EST-Daten der offentlichen Datenbanken. Ein weites
Expressionsspektrum von Dmx/1 (Kraemer et al., 1998, 2000; Weil, 2000), das viele
Gewebetypen einschlief3t, konnte so bestitigt werden. In diesem Zusammenhang wurde
vielfach vergeblich versucht, das Transkript von Dmx/1 in den verschiedenen Geweben
durch eine Northern-Hybridisierung nachzuweisen. Da hier unterschiedliche Northern-
Variationen ohne Erfolg angewendet wurden, kann dies in Zusammenhang mit der
meist notwendigen ,,Nested“-Strategie als Hinweis gewertet werden, das Dmx/1 auch in
der Maus nur schwach exprimiert wird. Fiir die komplette Darstellung der cDNA wurde
Total-RNA bzw. Poly (A)" RNA der embryonalen Stammzelllinie 129-R1 verwendet.
Ergénzend wurden vier cDNA-Klone (IMAGp998B022563Q2, IMAGp998E173005Q2,
IMAGP998J193130Q2, IMAGpP998M019196Q2 (RZPD, IL.M.A.G.E. Consortium))
sequenziert, die aus dem 3°-UTR stammen. Die zugehdrigen Klone wurden vollstindig
sequenziert und iiberlappen sowohl miteinander als auch mit der synthetisierten cDNA.
Mit Hilfe der synthetisierten iiberlappenden cDNA-Fragmente und den ergénzenden
cDNA-Klonen konnte die Sequenz einer ,,full-length® cDNA von 10991 bp bzw. 12210
bp Lénge erstellt werden. Die ermittelte Sequenz umfasst 94 bp des 5’-UTR, den
vermutlichen Translationsstartpunkt, einen 9042 bp ORF (offener Leserahmen), der fiir
eine abgeleitete Sequenz von 3014 Aminosduren codiert, sowie 1855 bp bzw. 3073 bp
des 3’-UTR der zwei alternative Polyadenylierungsstellen enthilt (siche Anhang, Abb.
Al). Ein Vergleich der ermittelten cDNA mit der verdffentlichten genomischen
Sequenz ergab, dass das murine Dmx/1 von mindestens 43 Exons codiert wird.
Alternativ gespleiite Exons konnten nicht identifiziert werden. Eine umfassende
Analyse dieser Sequenzdaten findet sich in Kapitel 3.2, ein Sequencher-Projekt der
Sequenzierungsreaktionen befindet sich auf dem beigefiigten Datentrdger. Die ermittelte
cDNA Sequenz wurde am Ende der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit in den
offentlichen Datenbanken publiziert. Der Eintrag kann unter der Nummer (Accession-
Number) AY590892 aufgerufen werden. Die abgeleitete Aminosduresequenz von
DmxI1 ist unter der Nummer AAT01618 in den Proteindatenbanken vermerkt.

3.14 Konstruktion des Targeting-Vektors

3.14.1 Auswahl der Targeting-Sequenzen

Nach der Sequenzierung von Cosmid N10467Q3 konnte eine ndhere Analyse der Se-
quenzdaten durchgefiihrt werden (Kapitel 3.5.1), um eine Auswahl der Targeting-Se-
quenzen zu treffen. Um eine hohe Effizienz der homologen Rekombination zu gewihr-
leisten, sollten die Targeting-Sequenzen folgende Eigenschaften aufweisen:

e Die Léange der beiden Targeting-Arme sollte zusammen ca. 10-12 kb (Thomas et al.,
1987; Shulman et al., 1990; Deng, 1992; Blessing, personliche Auskunft) betragen.

e Um zu verhindern, dass nach dem Targeting-Ereignis ein funktionales bzw.
teilfunktionales Protein entsteht, sollten die auszuwédhlenden Sequenzabschnitte
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moglichst weit im 5’-Bereich des Gens liegen oder, bei bekannter Proteinstruktur, die
funktionalen Bereiche des Proteins treffen.

¢ Es miissen neben geeigneten Klonierungsschnittstellen auch Restriktionsschnittstellen
gefunden werden, die eine spétere Detektion der endogenen Bande (Abb. 3.9) nach
erfolgter homologer Rekombination ermoglichen.

e Es sollten wenige bzw. keine repetitiven Elemente in den Targeting-Sequenzen
enthalten sein, da diese eine unspezifische Integration in das Genom des
Zielorganismus fordern und die Anzahl der spezifischen Rekombinationsereignisse
stark herabsetzen wiirden.

e Erginzend kann durch das Rekombinationsereignis eine Deletion einiger kodierender
Abschnitte erfolgen, um bei aberranten Splicevorgéngen (Abb 4.1) durch gezielte
Leserasterverschiebung ein funktionsuntiichtiges Protein, bzw. ein Stop-Codon in der
resultierenden mRNA zu erzeugen.

¢ Die flankierenden Sequenzen aullerhalb von mindestens einem der beiden Targeting-
Arme miissen sich fiir die Konstruktion einer Sonde eignen, die in einem
genomischen Southernblot spezifisch die endogene Bande nachweisen.

Zum Zeitpunkt der Targeting-Vektor Konstruktion waren keine FEintrige des
entsprechenden genomischen Abschnitts in den 6ffentlichen Datenbanken vorhanden
und die Klon-Bibliothek der spiter isolierten PAC-Klone noch nicht verfiigbar. Die
Sequenzanalyse von Cos-N10467Q3 zeigte, dass sich die vorgegebenen Kriterien nicht
alle  einhalten  lieBen. Eine  besonders  ungiinstige  Verteilung  der
Restriktionsschnittstellen machte eine direkte Klonierung iiber die Schnittstellen von
potentiellen Targeting-Sequenzen unmdglich. Weiter wurde eine hohe Dichte von
repetitiven Elementen in der Sequenz von Cos-N10467Q3 beobachtet (Kapitel 3.5.2).
Fiir die Klonierung wurden schlieBlich zwei Sequenzabschnitte ausgewihlt, die bereits
tiber Hind I1I-Schnittstellen in pUC 18 kloniert vorlagen (Kapitel 3.2.1). Subklon K2
enthilt ein 4347 bp grofles Integrat, mit zwei kodierenden Abschnitten von Dmx/1
(Exon 8, 9), das Integrat von Subklon K7 ist 6786 bp lang und enthélt drei Exons (Exon
15,16,17). Die beiden Sequenzabschnitte flankieren einen 6594 bp Abschnitt, der die
Exons 10-14 enthilt und bei erfolgreicher homologer Rekombination deletiert wird
(Abb. 3.6). Das Konstrukt wurde so gewéhlt, dass ein aberranter Splicevorgang, bei
dem Exon 9 auf Exon 15 gespleillit wird, zu einer Leserasterverschiebung fiihrt und
damit ein frithes Stop-Codon erzeugt wird. Eine Integration in ein Exon und somit eine
direkte Disruption des Leserahmens war aufgrund fehlender Schnittstellen nicht
moglich. In den beiden ausgewdhlten Tageting-Sequenzen gibt es keine groflen und
komplexen repetitiven Elemente, jedoch einige kurze Abschnitte, die mit dem Pro-
gramm REPEATMASKER?2 (Kapitel 2.11) als ,,simple repeats” identifiziert wurden
(Kapitel 3.5.2). Ein volliger Ausschluss repetitiver Sequenzen war nicht moglich.
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Abb 3.6: Genomische Organisation der ausgewéihlten Targeting-Sequenzen

Dargestellt ist ein Abschnitt aus Cos-N10467Q3, blau und griin unterlegt sind die Sequenzabschnitte, die
als Subklone K2 und K7 bereits in pUC 18 iiber Hind III Schnittstellen kloniert vorlagen. Der rot ge-
zeichnete Bereich wiirde durch homologe Rekombination deletiert und durch die pPGKNeo"A*-Kassette
ersetzt (Kapitel 3.3.4).

3.14.2 Klonierung der Targeting-Sequenzen

Da eine Klonierung iiber komplementére Schnittstellen des Targeting-Vektors nicht mit
beiden Targeting-Armen moglich war, wurde aufgrund seiner Grofle und der damit
erwarteten schwierigeren Klonierung das Integrat von K7 ausgesucht, um iiber die
kompatible Hind 111 —Schnittstelle in die erste MCS des Targeting Vektors kloniert zu
werden. Weil es sich um das 3’-Fragment der ausgewdihlten Targeting-Sequenzen
handelte, musste die Klonierung in entgegengerichteter Orientierung zur pPPGKNeo®A -
Kassette erfolgen (Abb 3.7a). Hierzu wurde das Integrat von K7 mit Hind 111
herausgeschnitten und in den ebenfalls mit Hind III restringierten Targeting-Vektor
ligiert. Das Screening erfolgte im Hochdurchsatzverfahren (Kapitel 2.5.2). Unter
~25000 getesteten Klonen wurden fiinf gefunden, die eine Integration in richtiger
Orientierung aufwiesen (Abb. 3.7a). Einer der Klone wurde aufgearbeitet und die
Orientierung des Integrats durch Sequenzierung verifiziert. Die Klonierung des Integrats
K2 erwies sich aufgrund der ungiinstigen Schnittstellenverhiltnisse als wesentlich
komplexer, eine schematische Darstellung der Klonierung ist in Abbildung 3.7b gezeigt.
Zunichst wurde das Integrat von Subklon K2 mit den Enzymen Sa/ I und Nde I heraus-
geschnitten und der gesamte Ansatz gefillt. Anschlieend erfolgte eine weitere Restrik-
tion mit Sma 1, die ein 19 bp Fragment aus der multiplen Klonierungsschnittstelle des
verbliebenen pUC 18 herausschneiden sollte. Dieses Fragment sollte dann durch eine
Aufreinigung mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ gezielt verloren gehen. Eine
Intramolekulare Reaktion des Vektors und Religation des Integrats in den Vektor sollte
damit verhindert werden. Der Targeting-Vektor mit integriertem Fragment K7 wurde
mit Sal I und Nhe 1 geschnitten und ebenfalls mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification
Kit* aufgereinigt, um eine intermolekulare Reaktion mit dem herausgeschnittenen Ab-
schnitt der MCS 2 zu verhindern.
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Abb. 3.7a: Restriktionsanalyse nach Klonierung von Integrat K7

Durch Klonierung des Integrates von Subklon K7 in entgegengerichteter Orientierung zur pPGKNeo A -
Kassette entsteht bei Restriktion des Konstruktes mit Kpn I ein 14857 bp-Fragment aus Vektor und
Teilen des Integrats K7 sowie ein 1089 bp-Fragment. Bei falscher Orientierung entstehen zwei Fragmente
mit 5755 bp und 10191 bp. Die GesamtgroBle von Integrat und Vektor betragt 15946 bp. Auf dem Gelfoto
sind die Restriktionsanalysen mit Kpn I von positiven Klonen in den Spuren 1, 3 und 4 zu erkennen, Spur
2 zeigt eine Kontamination mit leerem Vektor.

Beide Ansétze wurden dann {iber die Sal/ I Schnittstelle und glatte Enden ligiert. Durch
diese Strategie wurde auch ein 216 bp Anteil des pUC Vektors (Basenposition 237-418
in pUC 18) in den Targeting Vektor iiberfithrt. AnschlieBend erfolgten die
Transformation und ein erneutes Screening im Hochdurchsatzverfahren. Hierbei wurden
~35000 Klone untersucht, es konnte nur ein positiver Klon identifiziert und durch
Sequenzierung verifiziert werden (Abb. 3.8). Eine schematische Darstellung des
Targeting-Konstruktes ist in Abb. 3.9 zu sehen. AnschlieBend wurde von dem
Konstrukt eine endotoxinfreie DNA-Priparation hergestellt (Kapitel 2.3.1) und mit
Not 1 geschnitten. Durch diese Restriktion wurde der pBR 322-Anteil des Targeting-
konstruktes herausgeschnitten und der Vektor linearisiert (Mansour et al., 1988).
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Abb. 3.7b: Klonierungsstrategie des zweiten Targeting-Arms

1: Restriktion von Subklon K2 und Excision des Integrats mit den Enzymen Sal 1 und Nde I mit
anschlieBender Aufreinigung.

2: Restriktion des Gemisches aus Integrat K2 und pUC18 mit dem Enzym Sma I und Excision eine 19 bp

Fragments aus pUC18

: Aufreinigung des Restriktionsansatzes mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit*

Restriktion des Targetingvektors mit Integrat K7 durch die Enzyme Sal I und Nhe 1

5: Ligation des Gemisches aus Integrat K2 (Sal I/Nde 1), pUC18 (Nde 1/Sma 1) und Targetingvektor mit
Integrat K7 (Sal 1/Nhe 1).

6: Auffiillung der inkompatiblen Schnittstellen Nde I und Nhe 1, Aufreinigung dieses Reaktionsansatzes
und anschlieende Ligation der glatten Enden

:l.kb-)

Abb. 3.8: Ergebnisse der Sequenzierungen nach der Klonierung in den Targeting-Vektor, darge-
stellt als Sequencher-Projekt (folgende Seite).

A: Ubersicht der Klonierungsstrategie und Ergebnisse der Sequenzierung. Zentral ist die pPGKNeo®A™-
Kassette in umgekehrter Orientierung zur Leserichtung von Dmx! 1 zu sehen (roter Pfeil mit Beschriftung
NeoBox). Das Integrat K7 wurde iiber eine Hind III Schnittstelle einkloniert, das Integrat K2 wurde
zundchst mit Sal I und Nde I aus dem Subklon K2 herausgeschnitten und dann {iber die Sal I Schnittstelle
und glatte Enden kloniert. Die Sequenzierungen iiber die entscheidenden Bereiche sind mit sebx 597 und
sebx 593 bezeichnet.

B: Sequenzierung in das Integrat K2. Urspriinglich wurde K2 {iber die Hind III Schnittstelle (AAGCTT)
in pUC 18 kloniert, der Ubergang des durch die Klonierungsstrategie verbliecbenen Vektoranteils zu In-
tegrat K2 ist im Sequenzierungsergebnis (untere Sequenz) zu erkennen.

C: Sequenzierung des Ubergangs aus der pPGKNeo"A"-Kassette in den klonierten Vektoranteil von pUC
18. Durch die Klonierungsstrategie wird die Nde I Schnittstelle (CATATG) nicht regeneriert, ist jedoch
fragmentarisch (CATA) zu erkennen.

D: Die Klonierung von K7 erfolgte {iber Hind I1I Schnittstellen der MCS 1 des Targeting Vektors, auch
hier zeigte die Sequenzierung einen korrekten Ubergang von Vektor zu Integrat K7.
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3.1.5 DmxI1: Gen-Targeting

3.1.5.1 Transformation des Targeting-Konstruktes

Alle Arbeiten an embryonalen Stammzellen wurden in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr.
rer. nat. Manfred Blessing, I. Med. Klinik und Poliklinik, Abteilung Pathophysiologie
im Verfligungsbau des Klinikums der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz durchge-
fiihrt.

Fiir die Transformation der ES-Zellen des Typs 129- R1 wurden 150 pg des linearisier-
ten Targeting-Vektors eingesetzt. Zundchst erfolgten die DNA-Prédparationen des Vek-
tors mit Hilfe der Whitehead-Methode (Kapitel 2.3.2). Mit dieser DNA wurden drei
Transformationsversuche durchgefiihrt, die Effizienz war sehr niedrig (Blessing,
personliche Mitteilung). Um eine hohere Effiziens der Transformationen zu erreichen,
wurde fiir die vierte Transformation der Targeting-Vektor mit Hilfe des EndoFree®
Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert, die
Transformation der embryonalen Stammzellen erzeugte hier 391 Klone. Zum Ende der
vorliegenden Arbeit wurde eine fiinfte Transformation durchgefiihrt, wobei 395 Klone
isoliert werden konnten. Alle Transformationen und Selektionsschritte erfolgten mit den
gleichen Parametern (Kapitel 2.11.2, 2.11.3).

3.1.5.2 Detektion der endogenen Bande durch Restriktion und
Southern-Analysen

Um eine erfolgreiche homologe Rekombination der klonierten Targeting-Sequenzen mit
den entsprechenden genomischen Sequenzabschnitten nachzuweisen, wurden Restrikti-
onsanalysen der genomischen DNA aus ES-Zellen mit verschiedenen Enzymen
durchgefiihrt. Durch die Integration der pPGKNeo"A"-Kassette in das Genom wurden
zusitzliche  Schnittstellen  eingefiigt, die ein zum Original divergentes
Restriktionsmuster erzeugen und durch radioaktiv markierte Sonden nachgewiesen
werden konnen. Bei der endogenen Bande handelt es sich um das wildtypische
Restriktionsfragment, das durch eine Sonde sichtbar gemacht wird (Abb. 3.9). Ein
sicherer Nachweis der endogenen Bande konnte nur mit Sonden erfolgen, die au3erhalb
der rekombinanten Sequenzabschnitte spezifisch binden. Hierdurch wird die Detektion
zufdllig in das Genom intergrierter Targeting-Konstrukte mit ungefdhr gleich langen
Restriktionsbanden ~ verhindert. Da zu diesem  Zeitpunkt lediglich die
Sequenzinformationen von Cosmid N10467Q3 zur Verfligung standen, mussten das
Sonden-Design und die Auswahl der Restriktionsenzyme auf dieser Basis erfolgen. Es
konnten nur Enzyme verwendet werden, die insensitiv  gegeniiber
Methylierungsereignissen in den entsprechenden Palindromsequenzen waren.
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= m== === |+<— Endogene Bande
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Abb. 3.9: Endogene Bande

Gezeigt ist das zu erwartende Restriktionsmuster nach erfolgreichem Einbau des Konstrukts. In Spur 1 ist
der Wildtyp gezeigt, beide Allele erzeugen das gleiche Restriktionsmuster. In Spur 2 und 3 sind neben der
endogenen Bande weitere Banden zu erkennen, deren Restriktionsmuster durch die Manipulation eines
der beiden Allele auf genomischer Ebene erreicht wurde. Dies kann zu einer grofleren oder kleineren
Bande fiihren.

Der ,linke* Targeting-Arm umfasst 4347 bp. Fiir die Sondenkonstruktion wurde
unzdhlige Varianten von Restriktions/Sonden- Systemen an embryonalen Stammzellen
gestestet, erzeugten jedoch immer unspezifische Signale. Erst die Verfiigbarkeit der
PAC-Klonbibliothek Nr. 711 und die nachfolgende Identifikation positiver PAC-Klone
(Kapitel 3.1.2) ermoglichte den Test von weiteren Restriktions/Sonden-Systemen.
Durch Interspeziesvergleich mit der cDNA-Sequenz des humanen DMXL1 konnte ein
Klon (4.206) in der ,,shotgun*“-Bank identifiziert werden, der das vorausgehende Exon
zu den kodierenden Sequenzen in Fragment K2 enthielt (Kapitel 3.3.1) und 4796 bp
entfernt zu K2 liegt. Die Integratlinge von Klon 4.206 betrdagt 1897 bp. Im Anschluss
wurde durch Restriktions- und Southernanalysen ein Enzym (Eco RV) identifiziert, das
vor der ausgewihlten Sondensequenz schneidet und einen detektierbaren Unterschied
nach homologer Rekombination zum Wildtyp erzeugt. Nach Angaben von Eintrdgen in
offentlichen Datenbanken wiirde der Wildtyp nach Restriktion genomischer DNA aus
embryonalen Stammzellen des Typs 129 ein 19059 bp Fragment zeigen. Eine
erfolgreiche homologe Rekombination fiihrt eine Schnittstelle ein, die nach Restriktion
ein 18044 bp—Fragment zeigen sollte (Abb 3.10). Allerdings befand sich bis zur Fertig-
stellung der vorliegenden Arbeit in der Sequenz des Restriktionsfragments eine Liicke
unbekannter Grofle. Eigene Analysen durch Southernblot und anschlieBende Auswer-
tung der Molekulargewichte mit dem digitalen EDAS-System (Kodak) zeigten eine
Hybridisierung der Eco RV-Bande eher im Bereich zwischen 20300-20600 bp
(Abb.3.11). Es ist daher davon auszugehen, dass die Liicke eine Linge von 1,3-1,6 kb
aufweist. Um einen Unterschied zwischen Wildtyp-Allel und ,,Knock-Out“-Konstrukt
von 1015 bp in diesem Molekulargewichtbereich iiberhaupt detektieren zu konnen,
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Abb 3.10: Schematische Darstellung der homologen Rekombination mit dem Targeting-Konstrukt .

A: Finale Struktur des Targeting-Vektors. In blau (K2) und griin (K7) dargestellt sind die beiden DmxlI-
Arme, die spater an der homologen Rekombination beteiligt sind. Der rot markierte Abschnitt zeigt den
pUC18-Anteil, der durch die Klonierungsstrategie mit in das Konstrukt tibertragen wurde (Kapitel 3.3.2).
Die pPGKNeo®A*-Kassette positioniert sich entgegen der Orientierung von Dmx! 1 und ist als oranger
Pfeil gezeigt. Flankierend befinden sich die pMC1TKA"-Kassette (Mansour, 1988) in entgegengerichteter
transkriptioneller Orientierung zur pPGKNeo"A"-Kassette sowie eine pPGKTKA" -Kassette in gleicher
transkriptioneller Orientierung wie die davor liegende pPGKNeo"A*-Kassette (Rudnicki, 1992). Beide
TK-Kasetten werden bei einer erfolgreichen homologen Rekombination nicht in das Genom integriert
(Kapitel 2.4.3).

B: Genomische Organisation der Zielsequenz im Wildtyp. In blau und griin dargestellt sind die Sequenz-
abschnitte, die fiir die Konstruktion des Tartgeting-Vektors subkloniert wurden und die Paarungssequenz
fiir eine homologe Rekombination bilden. In gelb dargestellt sind die verwendeten Sonden und ihre
Position relativ zu den Schnittstellen der verwendeten Enzyme. Die Balken geben schematisch die Lange
der Restriktionsfragmente der verwendeten Enzyme im Wildtyp wieder.

C: Genomische Organisation in transformierten embryonalen Stammzellen nach erfolgter homologer Re-
kombination. Gezeigt sind die Positionen der Schnittstellen und die daraus resultierenden verénderten
GroBen der Restriktionsfragmente nach Integration der pPGKNeo®A -Kassette. Erfolgreiche Restriktio-
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nen mit sicher detektierbaren Signalen im Southernblot konnten nur mit dem Enzym Eco RV in Kombi-
nation mit Sonde 206 durchgefiihrt werden. Die Angaben der Fragmentgroen des Eco RV-Verdaus vor
und nach homologer Rekombination basieren auf den Eintrdgen in den 6ffentlichen Datenbanken. Wahr-
scheinlicher sind allerdings Restriktionsfragmente, die 1,2-1,5 kb grofer als die angegebenen Werte
(Kapitel 3.3.4) sind. Der Unterschied von 1015 bp nach der homologen Rekombination wird dadurch
jedoch nicht beeinflusst.

M 1

27501 bp __
23130 bp —

A

27501bp _ i . .
23130 bp — P, ?

B

Abb. 3.11: Detektion der positiv transformierten Stammzelllinie 4.P14-D4

Dargestellt ist eine typische Southern Analyse embryonaler Zellklone. Die digitalen Bilder, die durch den
BAS 1800 II (Raytest) erzeugt wurden, konnten direkt fiir weitere Analysen mit dem EDAS-System
(Kodak) verwendet werden.

A: Hochauflosendes Agarosegel mit der Zelllinie 4.P14-D4 (1). Die obere Bande des Markers (M) repré-
sentiert 27501 bp. Das Gel wurde an mehreren Positionen mit der isolierten DNA der Zelllinien deutlich
iiberladen.

B: Southernblot der Zelllinie 4.P14-D4 (1), detektiert mit einer Imager-Platte. Obwohl das Gel in diesem
Bereich iiberladen wurde, kann eine Doppelbande erkannt werden (Pfeil). Der starke ,,Smilie“-Effekt hat
keine Auswirkungen auf die Detektion der endogenen Bande. Eine Auswertung mit dem digitalen EDAS-
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System (Kodak) zeigte, das die beiden Fragmente (,,Allele) sich in ihrer linge um ca. 1000 bp
unterschieden. Dies entspricht exakt den Erwartungen.

mussten hochauflosende Agarosegele und ein speziell auf diese Bedingungen
abgestimmtes Restriktions-, Markierungs- und Hybridisierungssystem verwendet
werden (Kapitel 2.6). In der vierten Transformation embryonaler Stammzellen konnte
schlielich mit dem oben dargestellten Restriktions-/Sondensystem aus Eco RV und
Sonde 206 eine erfolgreich transformierte Stammzelllinie detektiert werden (Abb. 3.11,
3.12). Die Zelllinie 4.P14-D4 zeigte die erwartete Doppelbande. Eine Analyse der mar-
kierten Restriktionsfragmente mit dem digitalen EDAS-System (Kodak) bestitigte eine
Ubereinstimmung mit dem theoretisch ermittelten Zielwert innerhalb der Fehlertoleran-
zen des Auswertungssystem, bedingt durch die Lauf- und Trenneigenschaften der Aga-
rosegele fiir Restriktionsfragmente sehr hoher Molekulargewichte (Abb.3.12).

Abb 3.12: Southernblot der Zelllinie 4.P14-D4 (folgende Seite)

Nach Anzucht der vermutlich transfizierten Zelllinie 4.P14-D4 (3) wurde die DNA wie unter 2.4.3
beschrieben aufgearbeitet, restringiert und erneut ein hochauflosender Southernblot hergestellt. Als
Vergleich wurden Stammzellpréparationen ohne erfolgreiche homologe Rekombination parallel
analysiert (1,2,4,5). Fiir die Auftrennung wurde hier ein 0,7%iges Gel verwendet. Durch die optimale
Beladung und die verbesserte Auftrennung des Gels konnte die erfolgreiche Transformation und erfolgte
homologe Rekombination von 4.P14-D4 nachgewiesen werden, beide Banden zeigen eine etwa gleiche
Intensitdt der Hybridisierung. Eine Analyse mit dem EDAS-System wies den erwarteten Grofen-
unterschied von 1 kb aus (Daten nicht gezeigt).
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5 4321 M
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— 4371 bp

3.1.5.3 Blastozysten Injektionen

Fiir diese Arbeit wurden drei unabhidngige Blastozysteninjektionen durchgefiihrt
(26.08.2002, 09.09.2002, 16.09.2002; Tab 3.1). Hierzu wurden je 20 (Injektionstermine
1+2) bzw. 28 (Injektionstermin 3) C57/BL/6N-Weibchen eines Alters von 8-12 Wochen
hormonell behandelt. Hiervon wurden 11, 14 bzw. 21 Tiere von C57/BL/6N-Minnchen
gedeckt (Hogan et al. 1994). Der Erfolg wurde iiber das Vorhandensein eines
Kopulationspfropfes verifiziert. Die hier verwendeten Blastozysten wurden dann
operativ entnommen, es konnten so je 70 (Injektionstermine 1+2) bzw. 60
(Injektionstermin 3) Blastozysten gewonnen werden. Insgesamt wurden davon je 45
(Injektionstermine 1+2) bzw. 30 (Injektionstermin 3) Blastozysten erfolgreich injiziert.
Dabei wurden jeweils ca. 15 ES-Zellen der Zelllinie 4.P14-D4 in jedes Blastocoel einer
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Blastozyste implantiert (Abb. 2.6). Es wurden in der vorliegenden Arbeit insgesamt 120
Blastozysteninjektionen vorgenommen. Die Implantation der Blastozysten in die
scheinschwangeren Maduse erfolgte nach der Deckung durch vasectomierte NMRI-
Minnchen. Die Retransfers wurden auf 5, 4 bzw. 3 NMRI-Empfiangerweibchen
durchgefiihrt und jeweils in beide Uterus-Horner implantiert (Abb. 2.7). Die Isolierung
und Injektion von Blastozysten, der Embryotransfer sowie Ziichtung und Haltung
daraus resultierender Tiere erfolgte in Kooperation mit Dr. Reifenberg (Leiter der
Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE)). Die Arbeiten wurden im Sicherheitsbereich
der Zentralen Versuchstiereinrichtung des Naturwissenschaftlich-Medizinischen
Forschungszentrum der Johannes Gutenberg-Universitdt in Kooperation mit Dr.
Reifenberg durchgefiihrt.

3.1.54 Dmxl1-,,Knock-Out*“: chimire Miuse

Die in Kapitel 3.3.5 beschriebenen Blastozysteninjektionen erzeugten 8, 7 bzw. 3
Nachkommen, hiervon zeigten insgesamt fiinf Tiere einen Chimérismus bis 25 %
(24/3%). Ein Tier () zeigte einen Chimdrititsgrad zwischen 25 % und 50 % und bei
vier Tieren lag der Chimérismus bei >75 % (alle &), ermittelt durch optische Kontrolle
der Fellfarbe (Abb 3.13) durchgefiihrt von Dr. Reifenberg (Leiter der Zentralen
Versuchstiereinrichtung (ZVTE) des Naturwissenschaftlich-Medizinischen
Forschungszentrum der Johannes Gutenberg-Universitit). Der Chimérismus des
gesamten Organismus wird bei der Beurteilung anhand des prozentualen Anteils der
Fellfarbe ,,agouti ab (Kapitel 2.1.2) hergeleitet. Alle chimiren 4 Tiere wurden nach
der Geschlechtsreife mit vielen weiblichen C57/BL/6N Maiusen verpaart. Keines der
Tiere transduzierte, d.h. es wurden keine heterozygoten Nachkommen gezeugt und es
konnte keine stabile Keimbahntransformation etabliert werden. Die Tiere waren aber
eingeschrinkt fertil, sie zeugten reinerbige C57/BL/6N-Nachkommen (insgesamt 67
Nachkommen). Die hochchimdren Tiere zeugten hier pro Wurf nur 1-3, die
niederchiméren 6-8 Nachkommen. Fiir jede Paarung wurden unterschiedliche weibliche
Tiere verwendet. Eine komplette Statistik aller Kreuzungen und der entsprechenden
Nachkommen kann Tabelle 3.1 entnommen werden. Bei allen Tieren erfolgten die
Kreuzungen iiber mindestens acht Monate, danach wurden die noch lebenden Tiere
(acht von 10) eingeschlifert und ndher untersucht.
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Injektionstermine

26.08.2002 | 09.09.2002 | 16.09.2002 Gesamt
C57/BL/6N @, hormonell 20 20 28 68
behandelt
Q Tiere mit 11 14 21 46
Kopulationspfropf
Anzahl isolierter 70 70 60 200
Blastozysten
Anzahl injizierter 45 45 30 120
Blastozysten
NMRI-Retransfers 5 4 3 12
Anzahl der Nachkommen 8 7 3 18
davon bis 25 % J&/9 1/0 1/3 0/0 2/3
davon 25-50 % 3/9 0/1 0/0 0/0 0/1
davon 50-75 % 319 0/0 0/0 0/0 0/0
davon > 75 % 319 3/0 1/0 0/0 4/0
Anzahl der Nachkommen > 67, alle C57/BL/6N

nach Riickkreuzung

Tab. 3.1: Daten aller Injektionstermine

Zusammenfassung der Ergebnisse der drei Injektionen.

Abb. 3.13: Chimére Dmx I1 ,,Knock-Out“-Miuse (folgende Seiten)

Die Fotos zeigen alle untersuchten chiméren Tiere in dorsaler bzw. ventraler Orientierung. Die prozentu-
ale Abschitzung des Chimérismus eines Tieres erfolgte aufgrund der gesamten Zusammensetzung der
Fellfarben ,,Schwarz* und ,,Agouti* in einem Tier. Die Einordnung eines Tieres in eine Gruppe mit defi-
niertem Chimérismusgrad ist grob, die Uberginge in der Gruppe eher flieBend.
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Maus 1
25% chimar

Maus 2
75% chimar
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Maus 3
75% chimar

.Maus 4
75% chimar
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Maus 5
25% chimar

| Maus 6
'_ 25% chimar
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Maus 7
25% chimar

Maus 8
25% chimar
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Die Untersuchung zeigte schon beim bloBen Augenschein Unterschiede und eine
deutliche Verdnderung. Die Chimidren waren grofer und schwerer als Tiere des
Ausgangsstamms (Abb. 3.13, 3.14). Je hoher der Chimérismus, desto fettleibiger
wirkten die Tiere. Das Gewicht (Tabelle 3.2) scheint mit dem Grad des Chimédrismus
zuzunehmen, im Vergleich zum Wildtyp wurde ein Ubergewicht von 30-120 %
beobachted. Fiir den Vergleich wurden statistische Angaben reiner Linien von
C57/BL/6 (Mouse Genome Database, Mouse Genome Informatics, Mouse Phenome
Database, The Jackson Laboratory, 2003; Bachmanov et al., 1998, 2001; Barsh et al.,
2000; Rhees et al., 2000) und 129/Sv (Mouse Genome Database, Mouse Genome
Informatics, Mouse Phenome Database, The Jackson Laboratory, 2003; Crabbe et al.;
Naveilhan et al., 1999) herangezogen. Zusitzlich dienten die Gewichtswerte eines
gemischten genetischen Hintergrunds aus C57/BL/6 und 129/Sv (Dong et al., 1997) als
Richtwerte flir die chiméren Tiere. Die Gewichte von Méusen sind stark abhingig vom
Alter, Geschlecht und Didt der Tiere, die hier angegebenen Durchschnitts- und
Vergleichswerte entsprechen ndherungsweise dem Alter, Geschlecht, die ménnlichen
Tiere sind in der Regel schwerer als die weiblichen. Die in der Literatur angegebenen
Maximalwerte der Lebendgewichte wiirden bei normaler Fiitterung der Tiere, wie es bei
den chiméren Tieren der Fall war (Dr. Reifenberg, personliche Mitteilung), nicht
erreicht werden. Fiir die hochchimiren Méuse ergaben sich Werte (Tab 3.3) die nach
den Literaturangaben anndhernd nur von Tieren erbracht wurden, bei denen gezielt
Gene manipuliert wurden, die eine Rolle im Fettstoffwechsel spielen, z.B. ,,diabetes
mouse®, ,.fat mouse” oder ,,tubby mouse®, (Dong et al., 1997; Yaswen et al. 1999;
Beattie et al., 1998; Stubdal et al., 2000; Bachmanov et al., 2001; Cohen et al., 2001;
Miller et al., 2002;). Als Maximum erzielten homozygote ,,Knock-Out“-Tiere in den
entsprechenden Publikationen eines ObR™™-, Knock-Out* 58 Gramm Korpergewicht
und damit einen mit den hier erzeugten Chimiren vergleichbaren Wert. Angaben iiber
Korpergewichte chimérer Tiere dieser Experimente existieren in der Literatur nicht. Die
Zahl der chimidren Tiere ist leider zu klein, um eine statistisch signifikante Aussage zu
treffen. Allerdings ist es die z.T. dramatische Gewichtszunahme und die nicht zu
leugnende Beobachtung, die auf einen Zusammenhang mit der Ausschaltung des
Dmxl1-Gens hinweist.

Tab. 3.2 Korrelation von Chimirismus und Gewicht der untersuchten Tiere

Zusammenfassung von Geschlecht, Chimdrismus und gemessenem Lebendgewicht der untersuchten
Tiere. Als Referenz sind Durchschnitts-, Mini- und Maximalgewichte aus der Literatur aufgefiihrt. Die
Maximalwerte der C57/BL/6-Tiere und des gemischten genetischen Hintergrunds aus C57/BL/6J /
129/SV wurden durch eine Hochfettdiét erreicht (Dong et al., 1997; Barsh et al., 2000; Rhees et al., 2000)
und konnen so nur bedingt als Referenz gelten.
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Geschlecht Chiméarismus Gewicht
Maus 1 Q >25 % 323¢g
Maus 2 3 ~75 % 478 g
Maus 3 3 >T75 % 582¢g
Maus 4 3 ~75 % 47,6 g
Maus 5 3 >25 % 335¢
Maus 6 Q ~25 % 304 ¢
Maus 7 34 >25 % 34,1¢g
Maus 8 3 ~25 % 339¢
@ C57/BL/6 ) - 17-33 g, D26 ¢
& C57/BL/6 Q - 14-24 ¢, 020 g
@ 129/Sv ) - D28 g
< 129/Sv Q - D22¢g
C57BL/6J / 129/Sv 34 - @36g+19¢g
C57BL/6J / 129/Sv Q - D33g+12¢g

Prozentuales Ubergewicht verglichen mit
129/Sv CS57/BL/6 C57BL/6J / 129/Sv

Maus 1 9 146 % 161 % 98 %
Maus 2 & 170 % 183 % 132 %
Maus 3 & 208 % 223,8 % 161 %
Maus 4 & 170 % 183 % 132 %
Maus 5 & 119 % 128 % 93 %
Maus 6 9 138 % 152 % 92 %
Maus 7 & 121 % 131 % 94 %
Maus 8 & 121 % 130 % 94 %

Tab. 3.3: Prozentuales Ubergewicht der chimiiren Tiere

Der Vergleich mit dem gemischten genetischen Hintergrund kann nur bedingt gewertet werden, da die
Angaben flir den Referenzstamm auf einer Fiitterung mit einer Hoch-Fett-Diét basieren (Dong et al.,
1997), die hier untersuchten Chimaren aber normal gefiittert wurden. Zudem zeigt der Stamm C57/BL/6]
im Gegensatz zu C57/BL/6N per se eine hohe Neigung zu futterinduzierter Fettleibigkeit und Diabetes
Typ II (Mouse Genome Database, Mouse Genome Informatics, Mouse Phenome Database, The Jackson
Laboratory, 2003). AuBlerdem kann ein 25 %iger Chimédrismus nur teilweise zu einem Vergleich mit
einem gemischten genetischen Hintergrund herangezogen werden. Bei einer Gegeniiberstellung mit
normal gefiitterten Tieren zeigt sich auch hier eine deutliche Gewichtszunahme.
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Abb. 3.14: Optische Unterschiede in Gréfle und Gewicht bei differierenden Chimirismusgraden

Bei der anschlieBenden Sektion der hochchimiren Tieren zeigte sich ein deutlicher
Unterschied in der Grofe der Hoden, verglichen mit den ménnlichen Tieren, die nur
einen 25 %igen Chimédrismus aufwiesen oder unverdnderten Vergleichstieren. Die
Hoden der hochchimiren Tiere waren ca. 70-80 % kleiner als bei den niederchiméiren
bzw. unverdnderten Vergleichstieren und im umliegenden Fettgewebe kaum
auszumachen (Abb. 3.15). Da die Tiere 1-3 Nachkommen pro Wurf zeugten (alle
C57/BL/6N) miissen die Testes jedoch als reduziert funktional angesehen werden. Eine
dhnlich dramatische Reduktion der Testes konnte bei ARKO-Maiusen (Yeh et al., 2002)
beobachtet werden, allerdings kommt es bei diesen Tieren zu einer Gewichtsreduktion
und nicht wie bei den hier untersuchten Chimaren zu einer Gewichtszunahme. Bei
anderen Versuchen wurde zwar eine Abnahme des Testisgewichts beobachtet, das
Korpergewicht entsprach aber dem Wildtyp (Schiirmann et al., 2002). Eine Reduktion
der Testes bei gleichzeitiger Gewichtszunahme wurde so bisher nicht beschrieben. Eine
Feminisierung des Genitalapparates konnte ebenfalls nicht beobachtet werden, auch die
iibrige Morphologie der Reproduktionsorgane erschien normal. Es kann angenommen
werden, dass bei den 25 %igen Chimédren  gegebenenfalls keine
Keimbahntransformation stattgefunden hat und daher die Hoden eine normale Grof3e
aufwiesen. Es konnte nicht festgestellt werden, ob heterozygote Embryonen entstanden,
dann aber in der Embryonalentwicklung abgestorben sind.
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. i

Maus 1 Maus 2 Maus 5 Maus3 Maus5 Maus 3

Abb 3.15: Vergleich der Testis zwischen einer niederchimiren (25 %, Maus 1+5) und
hochchimiiren (75 %, Maus 2+3) Maus

Gezeigt sind zwei sezierte Chimédren. Im linken oberen Bildabschnitt ist ein Tier (Maus 5) mit 25 % Chi-
mérismus zu erkennen, die Testes wurden mit roten Kreisen markiert und zeigen eine normale Grofe. Der
rechte Bildabschnitt zeigt ein Tier (Maus 3) mit 75 % Chimédrismus. Auch hier wurden die Testes mit
roten Kreisen markiert. Die Hoden waren im Fettgewebe kaum zu erkennen. Die untere Bildhilfte zeigt
einen Vergleich der Testes zwischen 25 %igen und 75 %igen Chiméren nach Préparation. In der linken
unteren Bildhilfte sind die Testes von Mausl (25 %) und Maus 2 (75 %) gegeniibergestellt, die untere
Bildmitte zeigt den Vergleich zwischen Maus 5 und Maus 3. In der rechten unteren Bildhélfte ist eine
perspektivische Sicht auf die priparierten Testes zu sehen, die den Gréfenunterschied noch deutlicher
macht. Es kann angenommen werden, dass evtl. bei den niederchimdren Tieren keine
Keimbahntransformation stattgefunden hat.
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3.2 In silico-Analysen der Sequenzdaten

3.2.1 Exonvorhersage fiir Cos-N10467Q3 durch Kombination
von DOTPLOT Analysen (Mensch ¢cDNA vs genomische
Maussequenz), Genvorhersageprogrammen und Daten-
banksuchen

Die ermittelten Sequenz-Rohdaten von Cosmid N10467Q3 umfafiten 137809 bp und
konnten zu zwei Contigs mit 26347 bp (Contigl) und 2358 bp (Contig2) assembliert
werden. Priméres Ziel war die Identifikation der zu DMXL1 homologen
Sequenzabschnitte. Zu diesem Zweck wurden die ermittelten genomischen
Sequenzdaten durch eine DOTPLOT Analyse (Abb 3.16) mit dem Programm MegAlign
(DNASTAR/Lasergene) mit der cDNA des menschlichen DMXL1 verglichen. Auf
Grundlage dieser Daten wurden - unter Beriicksichtigung der GT-AG-Regel — die Exon-
/Intron-Grenzen ,,per Hand* festgelegt (Abb 3.16). Auf diese Weise konnten die in der
Sequenz enthaltenen Exons sicher identifiziert werden. Gleichzeitig wurden
verschiedene Programme zur Gen- und Exonvorhersage verwendet. Die zum Zeitpunkt
der Cosmidsequenzierung verfiigbaren Programmversionen (GRAIL, GENSCAN,
FGENES, XPOUND (alles éltere Versionen)) erzeugten nur bedingt verldssliche Daten
(Bikar, 1997; Bahr, 1999; Amid, 2002; Frazer et al., 2003) und zeichneten sich
besonders durch falsch positiv vorhergesagte Exons und ungenau prognostizierte
Exon/Intron-Grenzen aus. Sie wurden jedoch zur Verifizierung der DOTPLOT
Analysen herangezogen. Auf diese Weise konnten in Cosmid N10467Q3 zehn Exons
(Exon 8-17 der cDNA) identifiziert werden (Tab. 3.4). Neuere Programme zur
Exonvorhersage (DNASweep, GENSCAN, FGENES (alle Abb. 3.17), cdna2genome,
HmmGENE, Geneld, XPOUND) iiberzeugen durch verbesserte Verldsslichkeit. Von
allen getesteten Programmen erkannte allerdings nur DNASweep alle enthaltenen
Exons, definierte die Exon/Intron-Grenzen korrekt (Kapitel 3.5.4) und lieferte keine
falschpositiven Exonvorhersagen. DNASweep ermdglichte auch die gleichzeitige
gerichtete Suche in diversen Offentlichen Datenbanken. Die Lidnge der identifizierten
Exons und Introns variiert stark und kann Tabelle 3.4 entnommen werden. Der
Homologiegrad der Exonsequenzen von Dmx/1/DMXL1 zwischen Mensch und Maus
liegt zwischen 84,5 % und 95,1 %, der Durchschnitt liegt bei 89,27 %. Im Schnitt
werden bei Vergleichen der CDS zwischen Maus und Mensch Werte zwischen 84,7 %
und 86 % ermittelt (Makalowski et al., 1996, 1998; Onyango et al., 2000; Waterston et
al., 2002). Dies zeigt, dass die Dmx/1 Nukleotidsequenz stirker zwischen Maus und
Mensch konserviert ist als der Duchschnitt aller Gene.
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Abb. 3.16: DOTPLOT Analyse und Exon-Identifikation

Vergleich der humanen DMXL1 cDNA (vertikal) gegen die Sequenz von Cosmid N10467Q3 (horizontal).
Die Analyse wurde mit der DOTPLOT-Option des Programms MEGALIGN durchgefiihrt (Parameter
sind eine mindestens 80 %ige Ubereinstimmung, eine Linge von mindestens 50 bp und ein Suchfenster
von 50 bp). Die identifizierten hochkonservierten Bereiche sind als Linien auf dem Raster zu erkennen.
Jede Linie entspricht einem Exon. Die Exonpositionen sind horizontal iiber dem Lingenmafstab der
Cosmidsequenz vermerkt. Jeder konservierte Abschnitt kann als Sequenzvergleich dargestellt werden,
hier am Beispiel von Exon 8 und Exon 9. Zunéchst wurde fiir jeden Vergleich die Exon- und Intron-
Position per Hand festgelegt. Der Abbruch der Sequenziibereinstimmung am Ende bzw. Anfang der
beiden Exons ist deutlich zu erkennen. Gesucht wurde hier jeweils nach den Introngrenzen GT/AG. Fiir
Exon 8 ergeben sich zwei mdgliche Introngrenzen, die sich um zwei Codonpositionen unterscheiden und
griin unterlegt sind. Da es sich hierbei um einen Vergleich von cDNA- und genomischer Sequenz handelt,
lasst sich durch den Sequenzvergleich mit dem darauf folgenden Exon 9 eine eindeutige Positionierung
der Grenzen festlegen. Der rot unterlegte Sequenzbereich wird in Exon 9 als hochkonservierter Abschnitt
wiedergefunden, so dass das Ende des Exons 8 mit dem ersten griin unterlegten Splicesignal definiert
werden kann. Das Exon kann dann markiert werden (blau unterlegter Hintergrund) und die
entsprechenden Parameter fiir Homologie, Lange und Position auf Cosmid N10467Q3 bei Bedarf
ausgelesen werden. Die dlteren Versionen der Programme zur Exonvorhersage (Kapitel 3.5.1) konnten
hier keine genaue Positionierung der Exon/Intron-Grenzen darstellen, vor allem da sich beide
Splicesignale im selben Leserahmen befinden.
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Abb. 3.17: Computergestiitzte und internetbasierte Exonvorhersage

Gezeigt sind drei Beispiele der computergestiitzten Exonvorhersage. Verwendet wurden hier die Pro-
gramme DNAsweep (A), GENSCAN (B) und FGENES (C).

A: DNAsweep ist ein Bestandteil des HUSAR Programmpakets (Heidelberg, Kapitel 2.12). Bei diesem
Programm ist es moglich, Suchparameter fiir eine Fiille unterschiedlicher 6ffenlicher Datenbanken
selektiv einzubinden. Auf diese Weise kann einerseits speziesspezifisch gesucht werden, aber auch
Interspeziesvergleiche konnen so realisiert werden. Als Parameter wurden hier eine Exonvorhersage fiir
die Spezies Maus gewdhlt, zusidtzlich wurden diverse Datenbanken hinzugezogen. Repetitive
Sequenzabschnitte wurden automatisch von dem Programm RepMask (Kapitel 2.12) maskiert. Alle
Exons wurden korrekt erkannt, in der Grafik sind sie als rote Balken dargestellt. Das Programm sucht
standardméBig nach Polyadenylierungssignalen, Promotorstrukturen (gelbe Balken) und Bindestellen fiir
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Transkriptionsfaktoren, diese Ergebnisse konnen hier ignoriert werden. Die Verteilung repetitiver
Elemente (griine Balken) ist ebenfalls dargestellt.

B: Fiir die Arbeit mit GENSCAN wurden die in der Sequenz enthaltenen repetitiven Elemente zunichst
mit Hilfe des Programms RepeatMasker (Kapitel 2.12) maskiert, anschlieBend konnten die Daten auf dem
GENSCAN-Server bearbeitet werden. GENSCAN detektierte 9 von 10 in der Sequenz enthaltenen
Exons. Exon 16 wurde nicht detektiert, ein falschpositives Exon (rot markiert) wurde fiir den Bereich
18574-18715 vorgeschlagen. Eine Legende der Zeichen ist in der Abbildung wiedergegeben.

C: Bei der Analyse der Cosmidsequenz wurden mit dem Subprogramm FGENESH des FGENES-Pakets,
das eine separate Einstellung fiir die Exonvorhersage bei Maus aufweist, alle enthaltenen Exons korrekt
erkannt und zwei falschpositive Exons vorhergesagt.

Linge des Position auf Position auf Linge des fol- Homologie
Exons Cosmid cDNA genden Introns | Maus/Mensch

Exon 8 189 bp 3394-3583 831-1020 1692 bp 89,8 %
Exon 9 168 bp 5277-5445 | 1021-1189 3619 bp 92,9 %
Exon 10 212 bp 9066-9278 | 1190-1402 829 bp 89,7 %
Exon 11 253bp 10109-10362 | 1403-1656 107 bp 87,4 %
Exon 12 684 bp 10471-11155 | 1657-2341 87 bp 90.5 %
Exon 13 121 bp | 11244-11365 | 2342-2463 2598 bp 95,1 %
Exon 14 89 bp 13965-14054 | 2464-2553 79 bp 92,2 %
Exon 15 102 bp 14135-14237 | 2554-2656 2799 bp 84,5 %
Exon 16 119bp | 17038-17157 | 2657-2776 576 bp 85,0 %
Exon 17 221 bp | 17735-17956 | 2777-2998 85,6 %
%) 89,27 %

Tab. 3.4: Exons und Introns von Cosmid N10467Q3

In der Tabelle sind alle Exons mit ihrer Lange, Position in der Cosmidsequenz, Position in der cDNA und
ihrem Homologiegrad im Vergleich mit der humanen Sequenz von DMXL1 aufgefiihrt.

3.2.2 Repetitive Elemente in Cosmid N10467Q3

Fiir die Analyse der repetitiven Elemente wurde das Programm REPEATMASKER
(Smit & Green, unpubliziert) in der Version 2002/07/13 verwendet. Die Ergebnisse
dieser Analyse sind in die Aufstellung aller repetitiven Elemente der genomischen
Region von Dmx/1 eingearbeitet (Kapitel 3.2.5, Tab 3.8). Insgesamt belduft sich der
Anteil an repetitiven Elementen inklusive der DNA-Abschnitte mit niedriger
Komlexitdt und einfachen Sequenzwiederholungen auf 26,65 %. Die Verteilung der
Elemente ist in Abb. 3.17 A (griine Balken) wiedergegeben.
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3.23 Genomische Lokalisation von Cosmid N10467Q3

Im Laufe dieser Arbeit wurde das humane DMXL1-Gen von Kraemer et al. (1999) in
der Region 5q22 auf Chromosom 5 durch in situ Hybridisierung lokalisiert. Die synténe
Region zu diesem Abschnitt liegt in der Maus auf Chromosom 18 (Waterston et al.,
2002), es konnte daher davon ausgegangen werden, dass sich das orthologe Gen der
Maus auf diesem Chromosom befindet. Datenbanksuchen bestdtigten diese Annahme,
die genomische Sequenz aus Cosmid N10467Q3 konnte dem murinen Chromosom 18
Bande C zugeordnet werden (Abb 3.18). Es wurden die Basen 1-18334 der
Cosmidsequenz durch Abgleich mit 6ffentlichen Datenbanken vollstindig lokalisiert.
Die Basen 18335 bis 26347 sowie Contig2 der Cosmidsequenz zeigten keine
Homologie zu Eintrdgen in den 6ffentlichen Datenbanken. Durch eine spéter erfolgte
BLAST-Suche konnten die verbleibenden Sequenzabschnitte auf Chromosom 4
lokalisiert werden. Eine nihere Untersuchung der Cosmidsequenz zeigte, dass sich
exakt an dem Ubergang der Datenbankeintriige von Chromosom 18 und Chromosom 4
eine Mbo 1 Schnittstelle befindet (Abb 3.18). Die Genbank 129, aus der auch Cosmid
N10467Q3 stammt, wurde von Burgtorf, Poch und Wiles durch einen unvollstindigen
genomischen Verdau mit Mbo I konstruiert. Es ist daher davon auszugehen, dass es sich
bei Cos NI10467Q3 um eine in vitro-Ligat verschiedener DNA-Abschnitte
unterschiedlicher Chromosomen handelt. Fiir die Konstruktion des Targeting-Vektors
wurde u.a. ein Hind III-Fragment verwendet, das den Sequenzbereich von 14049 bis
20835 bp umfasst und somit 2358 bp enthdlt, die nicht mit der Zielsequenz des
Tagetings iibereinstimmt. Der Vergleich der ermittelten Sequenzdaten mit den
Eintriigen in den &ffentlichen Datenbanken zeigt eine 99.93 %ige Ubereinstimmung auf
Chromosom 18 (zwolf unterschiedliche Basen bzw. Liicken) und eine 99,94 %ige
Homologie auf Chromosom 4 (fiinf untertschiedliche Basen bzw. Liicken). Ein
Vergleich mit den erhobenen Rohdaten ergab, dass es sich hierbei offensichtlich um
Polymorphismen handelt. Die Eintrdge in den 6ffentlichen Datenbanken basieren auf
einer Sequenzierung des Mausstamms C57BL6/J (Waterston et al., 2002), Cosmid
N10467Q3 stammt aus einer Maus mit gemischtem genetischen Hintergrund aus 129-
und Ola-Stamm (RZPD, 1997). Die beobachtete Anzahl der SNP’s (,,single nucleotide
polymorphisms®) entpricht einer Genregion mit einer niedrigen Polymorphismusrate.
Ungefdhr 58 % des Genoms zeigten diese niedrige Varianz bei einem Sequenzvergleich
zwischen 129/0la- und C57BL6/J-Maus (Wade et al., 2002).

Abb. 3.18: Cosmid N10467Q3 ist ein in vitro-Ligat von DNA-Abschnitten aus Chromosom 18 und
Chromosom 4 (folgende Seite)

1: Mbo I Restriktionskarte von Cos N10467Q3. Der blau dargestellte Abschnitt liegt auf Chromosom 18
und enthalt alle identifizierten Exons von Dmx/1 (Tabelle 3.5). In rot ist der Bereich abgebildet, der auf
Chromosom 4 lokalisiert wurde.

2: Sequencher-Projekt von Cosmid N10467Q3. Dargestellt ist der Ubergang von Chromosom 18 auf
Chromosom 4, die blau markierte Mbo I-Schnittstelle mit der Sequenz GATC ist an dieser Stelle in den
Referenzsequenzen der Datenbanken auf Chromosom 4 und auf Chromosom 18 zu finden, die davor
liegenden Sequenzen befinden sich auf Chromosom 18, dahinterliegende auf Chromosom 4.
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3.24 Analyse der Sequenzdaten von PAC-F13324Q2 und PAC-
102348Q2

Die durch selektive Sequenzierung aus PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2
gewonnenen Rohdaten (Kapitel 3.2.2) wurden wie unter Kapitel 3.5.1, 3.5.2 und 3.5.3
beschrieben verarbeitet. Die Identifikation der Exons erfolgte primér ,,per Auge* und
durch Maus/Mensch-Vergleich mit dem Programm MEGALIGN. Andere Programme
zur Exonvorhersage wurden nur zur Verifikation der ermittelten Exons herangezogen.
Insgesamt wurden mit dieser Strategie 121993 bp Rohdaten ermittelt, die teilweise zu
Contigs zusammengefligt werden konnten. Durch Analyse wurden dann die Exons 1-7
und 18-34 inklusive angrenzender Intronsequenzen ermittelt. Weitere Exons konnten
auf diese Weise nicht ermittelt werden, da die isolierten PACs nicht den kompletten
genomischen Bereich von Dmx/1 abdeckten (Abb. 3.3). Mit Hilfe dieser Daten konnten
dann Primer abgeleitet werden, die fiir die Amplifikation der cDNA iiber RT-PCR
verwendet wurden. Der Vergleich der in Abb. 3.6 dargestellten cDNA mit den
offentlichen Datenbanken zeigte eine 100 %ige Ubereinstimmung der ermittelten
Exonsequenzen.

3.2.5 Genomische Lokalisation und Genstruktur des murinen
DmxI1 und humanen DMXL1

Um die komplette Genstruktur von Dmx/1 aufkldren zu konnen, musste zunichst der
entsprechende Genbereich von DmxI1 aus den 6ffentlichen Datenbanken herausgesucht
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werden. Hierzu wurden Datenbanksuchen mit dem ersten Exon (beginnend mit dem
Startcodon) und dem letzten Exon (endend mit dem Stopcodon) durchgefiihrt. Auf diese
Weise konnten das erste Exon auf Chromosom 18 Bande C in dem
Chromosomenbereich 50488667-50488753, der kodierende Bereich des letzten Exons
in dem Chromosomenabschnitt 50359444-50359666 (beide Angaben basieren auf der
Mausgenom-Version 19.32a.2 vom 09.02.2004) lokalisiert werden (Abb. 3.19).
Demzufolge liegt Dmx/1 auf dem Crick-Strang, der translatierte Bereich ersteckt sich
auf genomischer Ebene iliber 129558 bp und die Orientierung verlduft in Richtung
Centromer. Fiir weitere Untersuchungen wurde zusdtzlich zu dem oben angegebenen
DNA-Abschnitt jeweils 10000 bp vor dem Startcodon und nach dem Stopcodon aus den
Datenbanken heruntergeladen und lokal zur Verfligung gestellt. Mit diesen Daten wurde
anschliessend eine Analyse der cDNA und der genomischen Region von Dmx/1 und
DMXL1 mit dem Programm SIM4 durchgefiihrt (Tab. 3.5 und Tab. 3.6). Diese Analyse
dient zur Uberpriifung der Sequenzdaten, die bereits durch die selektive Sequenzierung
der PAC-Klone PAC-F13324Q2 und PAC-102348Q2 und durch Datenbankanalysen mit
der humanen cDNA von DMXL1 gewonnen wurden (Kapitel 3.2.2). Mit diesen
Sequenzdaten konnten, wie unter 3.5.1 beschrieben, DOTPLOT-Auswertungen mit dem
Programm MEGALIGN durchgefiihrt und so weitere 33, nicht in Cos N10467Q3
enthaltene Exons identifiziert werden (Daten nicht gezeigt, ein Sequencher-Projekt mit
den entsprechenden Sequenzdaten befindet sich auf dem beigefiigten Datentrager).

Abb 3.19: Genomische Lokalisation von DmxI1 und DMXL1 (folgende Seite)

A: Nach einer Datenbanksuche (ENSEMBL Version 19.32a.2 vom 09.02.2004) mit Exon 1 konnte das
DmxI1-Gen Maus-Chromosom 18 Bande C zugeordnet werden. Eine Suche mit Exon 43 (inkl. 3’-UTR)
bestétigte dies. Ein weiterer Eintrag in den Datenbanken zeigt eine 75 %ige Homologie zu Dmx/l auf
Chromosom 9. Es handelt sich hierbei um eine zweite Kopie von Dmx/ (DmxI2, auch bekannt unter
Rabconnectin 3), eine Besprechung dieses Eintrags erfolgt in Kapitel 3.2.10 und 4.4.6

B: Darstellung aller syntinen Chromosomenregionen des Menschen zu Maus Chromosom 18. Der

Abschnitt von Chromosom 18, auf dem das murine Dmx/1 lokalisiert ist, entspricht dem humanen
Chromosom 5q23, Base 118473481-118659130.
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Tab. 3.5 Lokalisation auf Abschnitt der | Ubereinstimmung mit Lénge des Lénge des

genomischer DNA cDNA genomischen Daten Exons folgenden

(lokal) Introns
5’UTR, Exonl 9908-10087 1-180 100% ~ 180 bp 7210 bp
Exon2 17299-17424 181-306 100% 125 bp 3272 bp
Exon3 20698-20769 307-378 100% 71 bp 2726 bp
Exon4 23497-23575 379-457 100% 78 bp 2003 bp
Exon5 25580-25706 458-584 100% 126 bp 2634 bp
Exon6 28342-28408 585-651 100% 66 bp 748 bp
Exon7 29158-29336 652-830 100% 178 bp 5055 bp
Exon8 34393-34582 831-1020 100% 189 bp 1692 bp
Exon9 36276-36444 1021-1189 100% 168 bp 3619 bp
Exonl0 40065-40277 1190-1402 100% 212 bp 829 bp
Exonll 41108-41361 1403-1656 100% 253 bp 107 bp
Exonl2 41470-42154 1657-2341 100% 684 bp 87 bp
Exonl3 42243-42364 2342-2463 100% 121 bp 2599 bp
Exonl4 44965-45054 2464-2553 100% 89 bp 79 bp
Exonl5 45135-45237 2554-2656 100% 102 bp 2794 bp
Exonl6 48033-48152 2657-2776 100% 119 bp 576 bp
Exonl7 48730-48951 2777-2998 100% 221 bp 5890 bp
Exonl8 54843-56525 2999-4681 100% 1682 bp 1368 bp
Exonl19 57895-58002 4682-4789 100% 107 bp 7877 bp
Exon20 65881-66050 4790-4959 100% 169 bp 576 bp
Exon21 66628-66725 4960-5057 100% 97 bp 1054 bp
Exon22 67781-67946 5058-5223 100% 165 bp 608 bp
Exon23 68556-68817 5224-5485 100% 261 bp 1565 bp
Exon24 70384-71462 5486-6564 100% 1078 bp 683 bp
Exon25 72147-72338 6565-6756 100% 191 bp 3529 bp
Exon26 75869-75945 6757-6833 100% 76 bp 3479 bp
Exon27 79426-79553 6834-6961 100% 127 bp 390 bp
Exon28 79945-80193 6962-7210 100% 248 bp 9613 bp
Exon29 89808-89962 7211-7365 100% 154 bp 4780 bp
Exon30 94744-94886 7366-7508 100% 142 bp 2165 bp
Exon31 97053-97138 7509-7594 100% 85 bp 855 bp
Exon32 97995-98196 7595-7796 100% 201 bp 1565 bp
Exon33 99763-99880 7797-7914 100% 117 bp 9194 bp
Exon34 109076-109162 7915-8001 100% 86 bp 2585 bp
Exon35 111749-111870 8002-8123 100% 121 bp 485 bp
Exon36 112357-112498 8124-8265 100% 141 bp 4215 bp
Exon37 116714-116774 8266-8326 100% 60 bp 11585 bp
Exon38 128361-128488 8327-8454 100% 127 bp 4491 bp
Exon39 132981-133073 8455-8547 100% 92 bp 1391 bp
Exon40 134466-134557 8548-8639 100% 91 bp 1003 bp
Exon41 135562-135614 8640-8692 100% 52 bp 2607 bp
Exon42 138223-138440 8693-8910 100% 217 bp 895 bp
Exon43, 3’ UTR 139337-142636 8910-9132, 99,73% 222 bp, 3076 bp
9133-12209

Tab. 3.5: SIM4 Analyse der murinen genomischen Region von DmxI1

Die Tabelle zeigt eine Zusammenfassung der SIM4 Analyse. Lokalisation, Ubereistimmung mit den
genomischen Daten aus den 6ffentlichen Datenbanken sowie die Lénge aller 43 Exons inklusive des 3’-
und 5’- UTR werden in tabellarischer Form dargestellt. Zusétzlich wird die Lange aller 42 Introns
angegeben. Die 99,73 %ige Ubereinstimmung von Exon 43 beruht auf auf dem Sequenzunterschied an
neun Positionen im 3’- UTR und ist auf Polymorphismen zuriickzufiihren (Wade et al., 2002). Die Liange
der Introns unterscheidet sich an zwei Positionen von Cos N10467Q3 (dunkelgrau unterlegt), Intron 13 ist
in der Cosmidsequenz um eine Base lédnger, Intron 15 unterscheidet sich um +5 Basen. Intron 11 und 12
erscheinen auffillig (hellgrau unterlegt), da sie in ihrer Lange mit der humanen Sequenz iibereinstimmen

(Intron 12 minus eine Base im Vergleich zum Menschen).
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Tab. 3.6 Lokalisation auf Abschnitt der Ubereinstimmng mit Lénge des Lénge des

genomischer DNA cDNA genomischen Daten Exons folgenden

(lokal) Introns
5’UTR, Exonl 9870-10048 1-179 100% ~179 bp 26321 bp
Exon2 36371-36496 180-305 100% 125 bp 3829 bp
Exon3 40327-40398 306-377 100% 71 bp 3172 bp
Exon4 43572-43650 378-456 100% 78 bp 4891 bp
Exon5 48543-48675 457-589 100% 132 bp 4190 bp
Exon6 52867-52933 590-656 100% 66 bp 1615 bp
Exon7 54550-54728 657-835 100% 178 bp 2477 bp
Exon8 57207-57396 836-1025 100% 189 bp 1965 bp
Exon9 59363-59531 1026-1194 100% 168 bp 8070bp
Exonl0 67603-67815 1195-1407 100% 212 bp 3707 bp
Exonll 71524-71777 1408-1661 100% 253 bp 107 bp
Exonl2 71886-72570 1662-2346 100% 684 bp 88 bp
Exonl3 72660-72781 2347-2468 100% 121 bp 9450 bp
Exonl4 82233-82322 2469-2558 100% 89 bp 604 bp
Exonl5 82928-83030 2559-2661 100% 102 bp 2197 bp
Exonl6 85229-85348 2662-2781 100% 119 bp 291 bp
Exonl7 85641-85862 2782-3003 100% 221 bp 1267 bp
Exonl8 87131-88813 3004-4686 100% 1682 bp 1506 bp
Exonl19 90321-90428 4687-4794 100% 107 bp 12469 bp
Exon20 102899-103068 4795-4964 100% 169 bp 505 bp
Exon21 103575-103672 4965-5062 100% 97 bp 1334 bp
Exon22 105008-105173 5063-5228 100% 165 bp 820 bp
Exon23 105995-106256 5229-5490 100% 261 bp 2324 bp
Exon24 108582-109672 5491-6581 100% 1090 bp 496 bp
Exon25 110170-110361 6582-6773 99% 191 bp 3290 bp
Exon26 113653-113729 6774-6850 100% 76 bp 2018 bp
Exon27 115749-115876 6851-6978 100% 127 bp 510 bp
Exon28 116388-116636 6979-7227 100% 248 bp 11462 bp
Exon29 128100-128278 7228-7406 100% 178 bp 3940 bp
Exon30 132220-132362 7407-7549 100% 142 bp 2399 bp
Exon31 134763-134848 7550-7635 100% 85 bp 1297 bp
Exon32 136147-136348 7636-7837 100% 201 bp 5361 bp
Exon33 141711-141828 7838-7955 100% 117 bp 13463 bp
Exon34 155293-155379 7956-8042 100% 86 bp 3483 bp
Exon35 158864-158985 8043-8164 100% 121 bp 345 bp
Exon36 159332-159473 8165-8306 100% 141 bp 3526 bp
Exon37 163101-163161 8307-8367 100% 60 bp 8569 bp
Exon38 171732-171859 8368-8495 100% 127 bp 3853 bp
Exon39 175714-175806 8496-8588 100% 92 bp 1573 bp
Exon40 177381-177472 8589-8680 100% 91 bp 1337 bp
Exon41 178811-178863 8681-8733 98% 52 bp 3886 bp
Exon42 182751-182968 8734-8951 100% 217 bp 2417 bp
Exon43, 3’ UTR 185387-187519 8952-9174, 99% 222 bp, 1909 bp
9175-11084

Tab. 3.6: SIM4 Analyse der humanen genomischen Region von DMXL1

Die Darstellungsweise dieser Tabelle entspricht Tab. 3.6. Die 99 %ige Ubereinstimmung von Exon 43
beruht auf auf dem Sequenzunterschied an zehn Positionen im 3’- UTR und ist entweder auf
Polymorphismen oder Fehler in den 6ffentlichen Datenbanken zuriickzufiihren. In Exon 24 und Exon 41
wurde jeweils ein Unterschied in einer Base beobachtet, die Griinde hierfiir sind unbekannt. Die Introns
11 und 12 (hellgrau unterlegt) sind im Vergleich zur Maussequenz hochkonserviert, Intron 12 ist im
Vergleich zur Maus eine Base ldnger. Alle Exons entsprechen in lhrer Lénge exakt den Exons in der
Maus, Ausnahmen (dunkelgrau unterlegt) bilden nur die Exons 5 (+2 Codonpositionen), 24 (+ 4
Codonpositionen) und 29 (+ 8 Codonpositionen).
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Anzahl der Linge (bp) % der Sequenz
Elemente
Maus Mensch Maus Mensch Maus Mensch
SINE 116 237 15635 33035 10.45 16,88
B1 52 220 6437 30535 4,30 15,60
B2-B4 53 8348 5,58
D 8 604 0,40
MIR 17 246 2500 0,16 1,28
LINE 34 51 15630 37238 10,45 19,03
LINE1 30 32 14510 29487 9,70 15,07
LINE2 4 18 1120 7696 0,75 3,93
L3/CR1 1 55 0,03
LTR- 32 20 10507 9426 7,03 4,82
Elemente
MaLR 24 13 8450 4862 5,65 2,48
ERVL 2 4 223 1043 0,15 0,53
ERV I 1 3 596 3521 0,40 1,80
ERV II 3 568 0,38
DNA- 7 18 2056 3895 1,37 1,99
Elemente
MER1 6 17 978 2919 0,65 1,49
MER2 1 1 1078 976 0,72 0,50
,,small 5 3 500 244 0,33 0,12
RNA“
einfache 44 23 1917 1331 1,28 0,68
Repetetive
LHlow 56 43 2060 1920 1,38 0,98
complexity*
Gesamt 294 395 48301 87091 32,30 44,51

Tabelle 3.7: Repetitive Elemente der genomischen Region von DmxI1 und DMXL1 (umseitig)

SINE: ,short interspersed nuclear element”, LINE: ,long interspersed nuclear element“, LTR: ,long
terminal repeat”, MIR: ,, mammalian-wide interspersed repetitive element”, MER: , medium reinteration
frequency interspersed repeat”, MaLR: mammalian LTR-retrotransposon®, ERV: ,.endogenous retroviral
sequences class I/II, ERVL: endogenous retroviral-like sequences (class III).

SIM4 verwendet den BLAST Algorithmus (Altschul et al., 1997) in Kombination mit
einer Suchfunktion fiir Splice-Stellen in der genomischen Sequenz. SIM4 identifiziert
alle Exons aus den Sequenzierungen der Cosmid- und PAC-Klone und bestdtigt die

94




3 Ergebnisse

vorher definierten Exon/Intron-Grenzen (Tabelle 3.5), die komplette Analyse befindet
sich auf dem beigefiigten Datentrdger. Alle Spleilstellen entsprechen der GT-AG-
Regel. Fiir eine umfassendere Analyse der Genstruktur von Dmx/1 wurde die synténe
Genregion des Menschen auf die gleiche Weise wie oben beschrieben identifiziert und
die Sequenz lokal zur weiteren Analyse gespeichert. Hierbei konnte die Annahme, dass
sich die homologen Gene Dmx/1 und DMXL1 in den entsprechenden syntdnen Regionen
von Maus und Mensch befinden, nochmals bestitigt werden (Abb 3.20). Mit der
ermittelten humanen genomischen Sequenz wurde ebenfalls eine SIM4-Analyse
durchgefiihrt (Tabelle 3.6), auch hier ist das ausfiihrliche Ergebnis auf dem beiligenden
Datentrager zu finden. Grundsitzlich scheint vor allem die Lange der Exons zwischen
Maus und Mensch hochkonserviert zu sein. Der Mensch unterscheidet sich hier nur in
den Exons 6 (+2 Codonpositionen), 24 (+4 Codonpositionen) und 29 (+8
Codonpositionen) von der Maus. Die Intronldngen sind weniger gut konserviert und
unterscheiden sich in vielen Fillen deutlich von der Maus, im Schnitt sind die Introns in
der humanen Sequenz aufgrund einer héheren Zahl repetitiver Elemente ldnger als in
der murinen Sequenz (Tabelle 3.6, 3.7). Nur die Langen von Intron 12 und Intron 13
(+1 bp) zeigen sich hier hochkonserviert. Um alle repetitiven Elemente in der murinen
und humanen Sequenz zu identifizieren, wurden beide Sequenzen mit dem Programm
REPEATMASKER untersucht (Tabelle 3.7). Insgesamt belduft sich der Anteil an
repetitiven Elementen in der murinen Sequenz auf 34,49 % (=51580 bp), beim
Menschen sind es 51,52 % (= 100566 bp). Die Abbildungen 3.21 und 3.22 geben einen
Uberblick iiber die Verteilung der repetitiven Elemente. Vor allem im Bereich der
LINE- und SINE-Elemente zeigt der Mensch einen hoheren prozentualen Anteil dieser
Elemente als die Maus. Daten, die mit beiden Analysen gewonnen wurden, konnten
anschlieend von dem Programm Advanced PipMaker in eine vergleichende grafische
Darstellung, ,,percent identity plot“ (PIP, Schwartz et al., 2000), der genomischen
Region von DmxI1 in Mensch und Maus umgewandelt werden (Abb. 3.20 und 3.21).
Hierbei sind die relativen prozentualen Ubereinstimmungen beider Sequenzen
miteinander verglichen, das Alignment basiert auf der Verwendung des BlastZ-
Algorythmus (Altschul et al., 1997; Zhang et al., 1998). Zusitzlich sind in dieser Grafik
alle Exons, 5’- und 3’-UTR, alle identifizierten repetitiven Elemente sowie GC-reiche
Regionen und mogliche tRNA-Gene aufgefiihrt. Die Abbildungen zeigen, dass die
meisten Exons hoch konserviert sind, die Ubereinstimmung liegt im Durchschnitt bei
89,9 % (Kapitel 3.5.5, Tab 3.9). Auch die Speiflstellen und der angrenzende
Intronbereich zeigen in den meisten Féllen eine sehr hohe Konservierung und sind als
distinkte Bereiche durchgehender Linien neben den markierten Exonabschnitten
deutlich zu erkenen. Die 5’- und 3’- nicht-translatierten Bereiche zeigen ebenfalls eine
hohe Sequenziibereinstimmung. Unterschiede finden sich erwartungsgemif vor allem
in den Intronbereichen, bei denen die Lidnge zwischen beiden Spezies variiert.
Urséchlich hierfiir ist eine groe Anzahl repetitiver Elemente, in denen sich beide Arten
voneinander unterscheiden, obwohl auch hier die Lage einiger Elemente konserviert
scheint (SINE-Elemente zwischen Exon 8 und Exon 9, LINE2-Elemente, zwischen
Exon 13 und Exon 14, LINEI1-Elemente zwischen Exon 19 und 20, LINE2-Element
zwischen Exon 23 und Exon 24, LTR-Element zwischen Exon 25 und Exon 26, ein
anderes repetitives Element zwischen Exon 29 und Exon 30, LINE1-Elemente zwischen
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Exon 30, 31 und 32, sowie ein LINE1-Element zwischen Exon 41 und Exon 42). Ein
weiteres Ziel dieser Analyse war es, konservierte Nicht-Exonbereiche zu identifizieren
und anschliefend ndher zu untersuchen. Neben moglichen alternativ gespleiliten Exons
sollten so Kandidaten fiir Promotorstrukturen und regulatorische Elemente gefunden
werden (Kapitel 3.5.7). Das Programm PipMaker ist zusitzlich in der Lage DOTPLOTS
der jeweiligen Sequenzbereiche zu erstellen (Abb. 3.22). Die Abschnitte beider Genome
sind syntén, da man deutlich eine Diagonale erkenen kann. Die ,,dotplot“-Diagonale
wird allerdings in den Intronbereichen an 101 Stellen unterbrochen. Es haben hier
offensichtlich Insertionen bzw. Deletionen in einem der beiden Genome stattgefunden

Abb. 3.20: PIP-Vergleich der murinen genomischen Dmxl|1-Sequenz mit der humanen (folgende
Seiten).

Der Vergleich der Maus/Mensch-Sequenzen erfolgte zundchst mit dem Programm SIM4. Auf diese
Weise wurden alle Exons von Dmx/1 sowie 5’- und 3’-UTR des Gens in der genomischen Sequenz
identifiziert. AnschlieBend wurde die genomische Sequenz mit dem Programm REPEATMASKER
untersucht. Alle Daten wurden dann mit dem Programm Advanced PipMaker verarbeitet und durch einen
,percent identity plot* (PIP) visualisiert. Hierbei ist die prozentuale Ubereinstimmung der humanen
genomischen Sequenz relativ zur murinen genomischen Sequenz dargestellt. Neben den Exons von
Dmxl1 sind auch diverse repetitive Elemente, 5’- und 3’- UTR, GC-reiche Regionen sowie mdgliche
tRNA-Gene eingezeichnet. Eine Abbildungslegende befindet sich unten.

Abb. 3.21: PIP-Vergleich der humanen genomischen DMXL1-Sequenz mit der murinen (folgende
Seiten).

Der Vergleich mit den Mensch/Maus-Sequenzen erfolgte zunédchst mit dem Programm SIM4. Auf diese
Weise wurden alle Exons von DMXL1 sowie 5°- und 3’-UTR des Gens in der genomischen Sequenz
identifiziert. AnschlieBend wurde die genomische Sequenz mit dem Programm REPEATMASKER
untersucht. Alle Daten wurden dann mit dem Programm Advanced PipMaker verarbeitet und durch einen
,percent identety plot* (PIP) visualisiert. Hierbei ist die prozentuale Ubereinstimmung der murinen
genomischen Sequenz relativ zur humanen genomischen Sequenz dargestellt. Neben den Exons von
DMXL1 sind auch diverse repetitive Elemente, 5°- und 3’- UTR, GC-reiche Regionen sowie mdgliche
tRNA-Gene eingezeichnet. Eine Abbildungslegende befindet sich jeweils unter den Darstellungen.

— Gen B trna LINE1-Element [ einfaches repetitives Element == CpG/GpC > 0,75
- Exon = MIR-Element I® LINE2-Element [ anderes repetitives Element
- UTR = anderes SINE-Element #% LTR-Element == CpG/GpC > 0,60
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DMXL1

i 149559

DmixI1 4

1
1 195681

ADbb.3.22: Vergleich der murinen genomischen Dmxl1-Sequenz (vertikal) mit der humanen Sequenz
(horizontal) mit Hilfe der DOTPLOT-Option des Programms PipMaker.

Der Vergleich der beiden Sequenzen erfolgte mit den gleichen Parametern (mind. 50 % Ubereinstim-
mung), mit denen auch der ,,percent identity plot* (PIP) erstellt wurde. Die Orientierung der homologen
Gene ist durch Pfeile am Rand der Abbildung gekennzeichnet, alle Exons der humanen Sequenz und ihre
Position sind durch rote Balken dargestellt. Die Auswertung des Plots zeigt eine Unterbrechung der
Diagonalen an 101 Positionen. Hier befinden sich entweder in der murinen oder humanen Sequenz
Liicken, bedingt vor allem durch die unterschiedliche Linge und Sequenz der Intronbereiche und die
hdhere Anzahl repetitiver Elemente in der humanen Sequenz.

3.2.6 GC-Gehalt und ,,CpG-Inseln*

Der durchschnittliche GC-Gehalt der murinen Sequenz der Dmx/1-Region betrigt 36 %,
fiir die humane DMXL1-Region wurden 37 % ermittelt. Die Abb 3.23 zeigt jeweils die
Verteilung des GC-Gehalts und eine Hpa II-Restriktionskarte fiir die murine und hu-
mane Sequenz. Der GC-Gehalt beider Sequenzen zeigt deutliche Schwankungen, so
variieren die Maus- und Mensch-Sequenzen in ithrem GC-Gehalt zwischen 20-60 %. In
der Maus zeigt ein Bereich direkt vor dem ersten Exon von Dmx/1 einen GC-Anteil von
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iiber 80 % und geht mit einer Haufung potenzieller Hpa II-Schnittstellen einher. Bei
DMXL1 sind zwei Bereiche mit erhohtem GC-Gehalt von 75 % bzw. 80 % zu erkennen,
eine Vorhersage fiir potenzielle ,,CpG-Inseln* erfolgt jedoch fiir sechs Positionen. Auch
hier liegt der erste Bereich vor dem ersten Exon von DMXL1, der zweite Bereich liegt
zwischen Exon 9 und Exon 10. Hierbei handelt es sich um ein GC-reiches repetitives
Element niedriger Komplexitdt, dicht gefolgt von einer Reihe weiterer repetitiver
Sequenzen. Ein hierzu homologer Abschnitt in der murinen Sequenz konnte nicht iden-
tifiziert werden, dieser Abschnitt ist zwischen Maus und Mensch nicht konserviert. Bei
allen anderen vorhergesagten ,,CpG-Inseln* handelt es sich ebenfalls um kurze repeti-
tive Elemente mit hohem GC-Gehalt. Eine Uberpriifung dieser Regionen mittels Daten-
banksuchen zeigte keine relevanten Eintriige. Ubereinstimmungen wurden lediglich fiir
die Abschnitte der repetitiven Elemente gefunden. Bei den in beiden Spezies vorhande-
nen konservierten Abschnitten mit erhdhtem GC-Gehalt vor dem ersten Exon von
DmxI[1/DMXL1 handelt es sich wahrscheinlich um sogenannte ,,CpG-Inseln®
(Tykocinski et al., 1984; Bird et al., 1986). Diese nicht-methylierten, zweihundert bis
zwei kb langen Bereiche im Sdugergenom mit hohem GC-Gehalt sind in der Regel mit
den 5’-Bereichen von Genen assoziiert (Cross et.al., 1995) und eignen sich daher als
Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Genen und markieren gegebenenfalls
Promotorbereiche (Gardiner-Garden et al., 1987). Die Lange der identifizierten ,,GpG-
Inseln* variiert mit den verwendeten Programmen, so wird fiir die murine Sequenz von
den Programmen CpG-Report, NEWCPGSEEK und CPGPLOT (alle EMBOSS-
Programmpaket) eine ,,CpG-Insel” fiir den Bereich 9419-10155 bp vorausgesagt. Das
Programm CpGisland-revealing (WEBGENE) bestimmt einen Bereich von 9280-10292
bp, CpG-FINDER (Softberry) lokalisiert die ,,CpG-Insel” in dem Bereich von 9433-
10131 bp. Fiir die humane Sequenz verhiélt es sich dhnlich, die Programme CpG-Report,
NEWCPGSEEK und CPGPLOT identifizieren eine ,,CpG-Insel“ im Bereich 9388-
10143 bp, mit dem Programm von WEBGENE wurde ein Bereich von 8919-10272 bp
bestimmt, der CpG-Finder von Softberry definierte den Abschnitt von 9259-10139 bp
als ,,CpG-Insel“.

Abb 3.23: ,,GC-Plot“, Hpa II Restriktionskarte und Lage von DmxI1 bzw. DMXL1 (folgende Seite)

Die Darstellung der ,,GC-Plots* erfolgte mit dem Programm CPGPLOT (EMBOSS). Neben der Kalkula-
tion des GC-Gehalts der genomischen Regionen von Maus und Mensch erfolgte eine Vorhersage mogli-
cher ,,CpG-Inseln®. Die Voraussage fiir die murine Sequenz ist eindeutig, fiir die humane Sequenz wer-
den insgesamt sechs mogliche ,,CpG-Inseln® vorhergesagt. Fiinf der moglichen ,,CpG-Inseln® sind
repetitive Elemente mit hohem GC-Gehalt, nur der Sequenzabschnitt vor dem Translationsstartpunkt von
DMXL1 mit einem homologen Partner in der murinen Sequenz zeigt die Charakteristika einer ,,CpG-
Insel“. Die Hpa II-Restriktionskarten wurden mit dem Programm SEQUENCHER ermittelt. Hier zeigt
sich eine deutliche Korrelation der Hpa II-Schnittstellen mit dem GC-Gehalt der untersuchten Sequenz.
Die Position von DmxI1 und DMXL1 ist als blauer Pfeil eingezeichnet.

103



3 Ergebnisse

104

Percentage

Threshold

Percentage

Threshold

]

(30179
138, 131) ipait (47,
taz,07)

m1)

135,590

[ v o

37,4340
fitgati (74.071)
filyadl (83,550) (pall (79,157}

[Rpai [383,753)

17,8335}
I (108,204 (Rpu (118,749
s [120,574)

jmpat (107,373

o

r
gl {51,808,

Tt Lo e ]

308
2,719y
142,037)

rr-:l‘ll-;?‘:l”r rhﬂlm. r-lll“ﬂ‘l

Dmxi

Percentoge

o
D
o
=+
=]
o~
[=] " i 1 1 1 i 1 i i L 1 1 i
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 4 5
Bose number (x107)
Putative Isionds
o~
i T T T T T T T
L8 S 3
©
ot 3
@
o E
<
s T
&
SE 3
S N L 1 PR PV VPR SR L. 1 L.
.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 5
Bose Number (x10%)
a7
191,177 Hall (142,547) Byl (179,883
5 . 19,8100 {148,738 epalt (179,809
= 3001 433) [14,083)
(el 11,508) h-l 8,323y [iipatt (3,338 Mm,mrrnﬁlﬂﬂlm 1.4) 140,825} flEpadt 183, £34)
pa 1, oy ] ” figast [38,824) |dtpatt [74,314) jEpell (102,300 I, AR1)  pald (134, 108) gt a3 223
m vi2)f ampan 139,382 fpans 51,530 77,089) AMpatt (148,597} gt (144,227)
! 179 wpam (39,3807 g o1, 53w i) R ™, Aom 2 ! 4 g !
h""lu‘,‘“ﬂl L gt L. L, | | momige i (e 107,03 m." - g
o) ™ i
A T | i ' el i i i N [

o

@

o

@

=2 37,0 %

o

o™

o i 1 i i 1 i i '} i i i

0.0 0.5 1.0 1.5 5

Bose number (x10%)
Putative Islands

™~

o . T - - - v - - - - - -

=) 3

@ E

(=93

@ F 3

=]

Q. = -5

o

=

SE 3

=t R I i R 1 .

%o 0.5 1.0 15 .
Base Number (x107)



3 Ergebnisse

3.2.7 Identifikation des Promotors von Dmxl1 durch Kom-
bination von Promotorvorhersageprogrammen und
Maus/Mensch-Sequenzvergleich

Zunichst wurden fiir beide Spezies 10000 bp des 5’-stromaufwirts gelegenen Sequenz-
bereichs vor dem Translationsstartpunkt von Dmx/1 und DMXL1 isoliert. Beide
Sequenzabschnitte wurden anschliefend mit dem Programm DOTPATH (EMBOSS-
Programmpaket)  miteinander  verglichen. Da  die  Bindungsstellen  fiir
Transkriptionsfaktoren meist nur 10-15 Bp lang sind, wurde fiir diese Analyse das
Suchfenster auf ,,Wordsize* 7 eingestellt. Auf diese Weise konnten hoch konservierte
kurze Sequenzabschnitte fiir den Bereich 8500-10000 identifiziert werden (Abb.3.24).
Weiter stromabwiérts befindliche homologe Abschnitte erwiesen sich durch Abgleich
mit  erhobenen = REPEATMASKER-Daten als repetitive  Elemente  oder
Sequenzabschnitte niedriger Komplexitit. Der so ermittelte Sequenzbereich wurde in
Folge mit den Programmen DNA Block Aligner Form (DBA) und PromoterWise (beide
EMBL-EBI Toolbox) untersucht. Beide Programme wurden speziell fiir die Analyse
nichtkodierender syntidner Sequenzabschnitte mit konservierten kurzen colinearen
Sequenzblocken, die durch nichthomologe Abschnitte variabler Langen unterbrochen
sind, entwickelt. Zudem konnen auch Sequenzen als Blocke erkannt werden, die durch
mehrere Liicken, Inversionen oder Translokationen unterbrochen wurden. Auch bei
dieser Analyse wurde ein Abgleich mit den REPEATMASKER-Ergebnissen
durchgefiihrt. Es konnten zehn homologe Sequenzblocke identifiziert werden (Abb
3.25).

=

O

@ s Abb. 3.24: DOTPATH-Analyse
g 3000 |

[+ F Analysiert wurden 10000 bp 5°-
| stromabwirts des Transkriptions-
startpunkts von  Dmx/l  und
DMXL1. Eine deutliche Diagonale
mit Sequenzblocken hoher Homo-

o o = logie ist fir den Bereich 8500-
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106

8473

8268

8872

8706

8961

8800

8994

8840

9209
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9274

9144

9388

9270

9452

9335

9535

9451

9601

9515

9668

9578

9767
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AGTTTCTTGATTTATTT-GTTTCGAGACTGGTTCTCTTTCTGTAGCCCATGCTG
AGTTT G TT TTT GTTT GAGAC GG TCTC TCTGT CCCA GCTG
AGTTTTGAGGGTTGTTTGGTTTTGAGACGGGATCTCACTCTGTCACCCAGGCTG

GGAAGCCATTTGAGCAGATTTTTGTTAATAATAAGACGAAAGAAGTGTCAAAA
GG AG CAT T A CAGAT TTTGT AAT ATAA AC AAA GTGTCAAAA
GGGAGACATATAAACAGATGTTTGTCAATTATAATACAAAACTTGTGTCAAAA

TCATTTTGAGATTCTTGGGTTCTTTTTTAAAA
TCATT TG ATTC T GGTTCTTTT AAAA
TCATTCTGGAATTCCTAGGTTCTTTTCCAAAA

CAAAGTAGGACTGGTGGGTCATTGTTATCGGCACTATTTTAAA
CAA G AGG CTGGTG GT TT TTA C GCACTATTT AAA
CAATGCAGGGCTGGTGTGTTGTTATTACCAGCACTATTTCAAA

GGGGAAGTGGTGCATCTTGGGACTTGTAGTCATACTAGGAGTAAGGAACCTGCACCTCC
GGGG AG GGTGCAT TTGGGACTTGTAGTC TAC AG A AGGAA CTGCA CTCC
GGGGGAGCGGTGCATATTGGGACTTGTAGTCCTACCAGAACCGAGGAAACTGCAACTCC

TTGAACTTTCTGTCCTAACTGTTAGGTTGATCCCTTACCCGAAGCACAGCT
TT AA TTTCTG CC AAC GTTAG T CCCT ACC AAGCACA CT
TTAAATTTTCTGGCCCAACAGTTAGATGACGCCCTAACCTAAAGCACAACT

CTCCTCCACAAGCCTCAAAGAGATTGGCTTTTTCT-C-GGAAGGGGGCGGAGCAGTAGGT-CGTTTG
CTCCT A AAGCCTCAAAGAGATTGGCTT TTCT C GG G GGGCGGAGC TAGGT G G
CTCCTGTAGAAGCCTCAAAGAGATTGGCTT-TTCTCCGGGTGG-GGGCGGAGCCCTAGGTGGGACCG

CGCCTCGGGATTGGC-CACTCACGGACTAGAAAAGGCGTT
G TCGGGATTGGC CA T C GACTAGAA AGGCGTT
GGGGTCGGGATTGGCCCAGTTTC-GACTAGAAGAGGCGTT

TCTCGCGATACTTTGGCCGCAAGGGCCCGGAGCCGCGTAGCGAGCGCTGGCAGCCTG-TGAGGGCGG
TCTCGCGATA TT GG CGCA GG CC GAG CGCGTAG GAG G GG G CTG TG GGG GG
TCTCGCGATATTTCGG-CGCAGGGA-CCAGAGGCGCGTAGTGAGTGGCGGAGG-CTGTTGGGGGTGG

CGGGGGCCGCGGCTGGGCTGGGGCCGCTCTGGTGAGGAGGGCAAGCGCGGACTGCCGGCGCTTCTCG
CGGG CCG GC GGG GGG C G TC GG G GGA GC AGCGCG ACTGC GCGC CTCG
CGGG-ACCGGAGCCGGGAAGGGACAGGTCAGGCGGGGA--GC-AGCGCGTACTGCT-GCGCCACTCG

GGCTGTGCCGGGCCCACCGACCCGGGCTCGGGAGGAATCGTGTGGACAGCTCGG-CCCCGCGGGLCG
GGCTG G C GG C C CCCG G TC GAGG A GTGTGGACAGC CGG CC C GGCCG
GGCTGGG-C-GGAGCGGCTGCCCG-GGTCCAGAGG-AGTGTGTGGACAGCGCGGCCCTTCCTGGCCG

GTGACAGGTGCAGGAGCGAGCGCGGCGCCGCACTCGCTCCCCGGCCCGCCCCCCTCAGGCCTCGGLC
GTGACAGGTGC GA GAGCGCGGCGC C C C CTC CCG cccaeeeee € GGCCTeG cc
GTGACAGGTGCG-GAAGGAGCGCGGCGCTCCGCCCTCTCGCCGACCCGCCCCCTCCGGGLCCTCGLCC
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promomus 9834 GCCCCGGCTCGGGATGAGCCGCGGGCCCCGACCGAACGTCTGCGGCTTCGGGCGCCTG
B CC GGCTCGGGATGAG CGCGGGCCCC C GA CG CT CGGCT C GGCGCCTG
promohum 9780 TCC-GGGCTCGGGATGAGTCGCGGGCCCCAGCTGAGCGGCTCCGGCTCCAGGCGCCTG
D e <
promomus 9894 CGCCGCGGAGGAGCGGLCGCCGCCCCT-GGGGGAAGGCCGCAGGGAGGAACCGGCTGAGC-CGGGGC
C CGCC C GA GAGCGGLCGCCGCCCCT G GGGAAGG G AGGGA G A C GCTGA C CG GGC
promohum 9855 CGCCACCGAAGAGCGGLCGCCGCCCCTGGAGGGAAGG-GGGAGGGA-G-A-CCGCTGACCCCG=GGC
promomus 9951 ATCACCTCCCCCCCCCCEC—-C-COTCCCCCACTACCACCCCO
C |ATGAGCTGG GCGG G C C G TGC GGACTAGG CGCCG
promohum 9918 ATGAGCTGGATGCGGTGTCCCCGGTTGCAGGACTAGGGCGCCG

Abb. 3.25: Konservierte kolineare Sequenzblocke der 5’-Stromaufwiirts gelegenen genomischen
Region von DmxI1 und DMXL1

Durch die Analyse der syntdnen genomischen Abschnitte von Dmx/1/DMXL1 in Maus und Mensch mit
den Programmen DBA und PromoterWise konnten zehn hochkonservierte Sequenzblocke im 5’°-
untranslatierten Bereich von DmX identifiziert werden. Diese Abschnitte stimmen mit den identifizierten
,»CpG-Inseln“ in Maus und Mensch iiberein. Der griin unterlegte Abschnitt zeigt den 5’-untranslatierten
Abschnitt der bekannten cDNA von DmX.

Neben der Identifikation konservierter Strukturen im 5’-stromaufwérts von Dmx/1 und
DMXL1 gelegenen Sequenzbereich durch Interspeziesvergleich wurden zahlreiche
Analysen mit Programmen zur Promotoridentifikation durchgefiihrt. Alle verwendeten
Programme identifizierten Promotor und Bindungsstellen fiir verschiedene Transkripti-
onsfaktoren bei Maus und Mensch im Bereich der ,,CpG-Insel” bzw. der 5’-stromauf-
wirts gelegenen konservierten Strukturen. Grundsitzlich ist bei allen verwendeten
Programmen, die Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren identifizieren, mit den
hochsten Homologieeinstellungen gearbeitet worden, um die Anzahl falsch positiver
Vorhersagen zu minimieren. Transkriptionsfaktoren binden an kurze 5-20 bp lange, z.T
variable Sequenzen, die daher auch mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit per se im
Genom zu finden sind, ohne eine Funktion auszuiiben. Es ist anzunehmen, dass bei den
verwendeten Einstellungen nicht alle Transkriptionsfaktoren identifiziert wurden, die
Qualitit der vorhergesagten regulatorischen Faktoren jedoch sehr hoch ist. Das zurzeit
umfangreichste und beste Programm auf diesem Gebiet ist GenomatixSuite der
Genomatix Software GmbH. Dieses kommerziell vertriebene Programm kann von aka-
demischen Nutzern in gewissem Umfang unentgeldlich verwendet werden. Es umfasst
die Programme ElDorado, Gen2Promoter, GEMS Launcher, Matlnspector und
PromoterInspector. Die Analysen wurden sowohl fiir die Maus als auch fiir die Mensch-
sequenz durchgefiihrt.

ElDorado: Die Promotoridentifikation bei diesem Programm basiert vor allem auf der
Verwendung der vergleichenden Genomanalyse unter Einbeziehung von Datenbanksu-
chen (EST, nr, Proteine) und den Programmen Matlnspector, Modellnspector und
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PromoterInspector. Ein identifizierter Promotorbereich wird gegebenenfalls mit direkter
Zuordnung zu einem Gen angezeigt. Zusétzlich werden Module (Modellnspector) von
Bindungsstellen fiir Promotormodule mit hochster Homologie und Wahrscheinlichkeit
fiir diesen Bereich aufgefiihrt (Abb. 3.26). Diese Module und die zugehorige Matrix
basieren auf bekannten und experimentell verifizierten Promotoren. Fiir die Mausse-
quenz wird ein Promotor fiir den Bereich 9501-10101 bp vorhergesagt. Der integrierte
PromoterInspector spezifiziert einen DNA-Abschnitt von 9586-9961 bp als Promotor.
Es wurden weiter zwei Module fiir diesen Abschnitt definiert. Im Bereich 9682-9731 bp
binden SPI1-Dimere (,,stimulating protein 1*, Seguin et al., 1987). Der Bereich 9766-
9819 bp zeigt Bindestellen fiir SP1 und MyoD (,,myogenic determination protein®,
Tapscott et al., 1988). Fiir die Menschsequenz wird ein Promotor fiir den Bereich 9382-
9982 bp vorhergesagt, PromoterInspector identifiziert den Bereich 9653-9844 bp als
Promotor. Es wurden acht Module in diesem Bereich gefunden, Spl-Dimere konnen
von 9706-9752 bp, MyoD und SP1 von 9714-9768 bp binden und finden in der Maus
homologe Module. Weiter bindet MyoD in der Region 9689-9727 bp, SP1 und ETS in
der Region 9706-9895 bp (plus-Strang) bzw. 9754-9789 bp (minus-Strang), SP1 und
EGR (,,early growth response factor, Joseph et al., 1988; Mora-Garcia et al., 2000) im
Bereich 9738-9754 bp (plus-Strang) bzw. 9754-9770 bp (minus-Strang) sowie IKRS
(Ikaros-Protein, Georgopoulos et al., 1992; Molnar et al., 1994) und AP-2 (activator
protein 2, Courtois et al., 1990) im Abschnitt 9762-9799 bp. Viele Mitglieder der ETS-
Familie gehoren zu den basalen Transkriptionsfaktoren und sind an Embryonal- und
Organentwicklung beteiligt (Kola et al., 1993; Wasylyk et al., 1993). Die Mitglieder der
EGR-Familie zeigen Zinc-Finger Motive und binden in der Promotorregion vieler
Haushaltsgene (Chavrier et al., 1990; Cao et al., 1990; Lemaire et al., 1990; Dorn et al.,
1999). In der Maus werden diese beiden Module nicht gefunden.

MatInspector: Dieses Programm verwendet eine sehr umfangreiche Datenbank mit
Matrixbeschreibungen von Transkriptionsfaktoren. Jeder gefundenen Ubereinstimmung
wird eine Wertschdtzung zugeordnet. Diese Qualitdtsbewertung beinhaltet drei separat
definierbare Bereiche: Die ,,Core similarity* wertet die Ubereinstimmung mit den am
hochsten konservierten Bereichen der Matrix. Die ,,Matrix similarity vergleicht jede
Position der Bindungsstelle mit mit den am hochsten konservierten Nukleotiden dieser
Position in der Matrix. Das ,,Optimized matrix threshold* wird fiir jede Matrix separat
bestimmt. Die Einstellung wird so gewihlt, dass ein Minimum an Ubereinstimmungen
mit nicht-regulatorischen Sequenzen erzeugt wird, also die Anzahl falsch positiver Sig-
nale minimiert werden kann. Die Ergebnisse fiir die murine Sequenz dieser
Untersuchung sind in Tabelle 3.8 und Abb. 3.27 dargestellt. Die humane Sequenz
wurde ebenfalls untersucht, diese Ergebnisse befinden sich aus Platzgriinden auf den
beigefiigten Datentréger.
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Abb 3.26: Ergebnisse der Promotoranalyse mit dem Programm ElDorado

Fiir die Analyse der genomischen Region von Dmx/1 und DMXL1 durch das Programm ElDorado wurde
automatisch auf Eintrdge in den 6ffentlichen Datenbanken zuriickgegriffen. Hierbei wurde von dem Pro-
gramm die untersuchte Sequenz genomisch lokalisiert bzw. einer Position in einem Contig zugeordnet.
Da es sich nicht um die aktuellsten Datensédtze handelte, differieren die Angaben der genomischen Loka-
lisation in beiden Spezies von den in dieser Arbeit ermittelten aktuellen Daten. Die erzielten Ergebnisse
wurden dann auf den in dieser Arbeit verwendeten genomischen Datensatz umgerechnet. Die Analyse der
Maussequenz zeigte keine Zuordnung zu einem bekannten Transkript, da die murine Sequenz von Dmx/1
erst am Ende dieser Arbeit annotiert wurde. Dennoch konnte fiir den Bereich, in dem auch fiir das
humane DMXL1 ein Promotor vorhergesagt wurde, in der Maussequenz ein Promotorbereich identifiziert
werden. Die in der Maus erkannten Module mit Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren finden sich auch
in der humanen Sequenz. Eine TATA-Box konnte in keiner Sequenz ermittelt werden.
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Family/matrix

VSNF1F/NF1.01

V$SIXF/SIX3.0
1

VSTALE/TGIF.O
1

VSAREB/AREBG6.
04

V$AREB/AREBG6.
04

VSTALE/TGIF.O
1

VSAREB/AREBSG.
04

I V$SORY/SRY.0
1

I V$AP1F/APLF].
01

VSNKXH/NKX32
.01

V$EBOR/DELTA
EF1.01

I VSHEAT/HSF1.0
1
V$SMOKF/MOK2.
02

I V$IKRS/1K2.01

VSGATA/GATAL
.02

V$AREB/AREBG6.
04

I V$IKRS/1K2.01
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Further Information

Nuclear factor 1

SIX3 / SIXdomain
(SD) and
Homeodomain (HD)
transcription factor

TG-interacting factor
belonging to TALE
class of homeodomain
factors

AREB6 (Atplal
regulatory element
binding factor 6)

AREB6 (Atplal
regulatory element
binding factor 6)

TG-interacting factor
belonging to TALE
class of homeodomain
factors

AREB6 (Atplal
regulatory element
binding factor 6)

Sex-determining
region Y gene product

Activator protein 1

Homeodomain protein
NKX3.2 (BAPX1,
NKX3B, Bagpipe
homolog)

deltaEF1

Heat shock factor 1

Ribonucleoprotein
associated zinc finger
protein MOK-2
(human)

Ikaros 2, potential
regulator of
lymphocyte
differentiation

GATA-binding factor 1

AREB6 (Atplal
regulatory element
binding factor 6)

Ikaros 2, potential
regulator of
lymphocyte
differentiation

Opt.

0.94

1.00

1.00

0.98

0.98

1.00

0.98

0.95

0.97

0.96

0.99

0.93

0.98

0.98

0.99

0.98

0.98

Position

426 - 434

445 - 451

446 - 458

454 - 466

480 - 486

515 - 527

517 - 533

534 - 544

737 - 749

737 - 749

802 - 812

821 - 841

827 - 839

861 - 873

971 - 983

983 - 995

988 - 998

Str.

G

Q)

G

G

Q)

G

)

)

G

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

Matrix

sim.

0.937

0.966

1.000

0.906

0.961

0.999

0.903

0.923

0.940

0.950

0.942

0.973

0.907

0.928

0.992

0.948

0.949

Seqguence

cttTGGCgcaagggc
cgga

CLtATTALt

tGTCAaa

tccatGTTTtgac

atccaGTTTccat

tGTCAgg

actttGTTTttaa

aaaaACAAagtagga
ct

aaTGACccacc

ggggaAGTGgtge

gaggAGGTgcaggtt

AGAAagttcaa

tgttaggttgatcCCTT
accc

gtaaGGGAtcaac

tttaGATAactcc

ggtacGTTTgcgce

cctcGGGAttgge
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Core Matrix

Family/matrix Further Information | Opt. | Position |Str. sim sim Sequence
V$PCAT/CAAT.O (Cellular and viral 1073 -
I 1 CCAAT box 0.90 1091 (-) | 1.000 | 0.918 |tgagCCAAtcc
SIX3 / SIXdomain
V$SIXF/SIX3.0 |(SD) and 1078 - .
1 Homeodomain (HD) 1.00 1098 (-) | 1.000 | 0.966 |cttATTALtt
transcription factor
Ribonucleoprotein
VSMOKF/MOK?2. |associated zinc finger 1100 - ¥ acgcggctceggeCCT
02 protein MOK-2 ke 1110 (@ | RSOl | K50 Tgcgce
(human)
Zinc finger / POZ 1106 -
V$ZF5F/ZF5.01 domain transcription 0.95 1122 (+) | 1.000 | 0.951 |gcgaGCGCtgg
factor
I VSAPAR/AP4.01 Activator protein 4 0.97 1;22 , | (+) 1.000 0.970 gCtQQCAGCtQCtgag
V$AP4R/AP4 01 Activator protein 4 0.97 15383' () | 1.000 |0.934 gCCCtCAGC""g"tgcc

Binding site for 1294 -

VS . .
I MEIS/MEIS]. monomeric Meisl 0.95 (+) | 1.000 | 1.000 |gtGACAggt

homeodomain protein .
VEMYOD/MYOD. Myoblast determining 1296 -
02 factor 0.98 1310 (-) | 1.000 | 0.997 |tctgCACCtgtcacg
VSEBOR/DELTA 1309 -
EE1.01 deltaEF1 0.99 1319 (+) | 1.000 | 0.959 [tgacAGGTgcagagc
Zinc finger / POZ 1334 -
V$ZF5F/ZF5.01 |domain transcription 0.95 1348 (+) | 1.000 | 0.957 |gcgaGCGCggc
factor
Stimulating protein 1
SP1, ubiquitous zinc 1449 - aggggGGCGggcecg
V$SP1F/SP1.01 finger transcription 0.89 1455 (-) | 1.000 | 0.957 g
factor
VSMZF1/MZF1. Myeloid zinc finger
o1 protein MZF1 0.98 (+) | 1.000 | 0.968 agGGGGa

Tab 3.8: Tabelle der identifizierten Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren.

Fiir diese Analyse wurde der genomische Bereich der konservierten Sequenzblocke (Abb 3.25, 1528 bp)
ausgewihlt. In der Tabelle sind nur Faktoren dargestellt, die in allen drei Parametern (,,Core similarity*,
»Matrix similarity*, ,,Optimized matrix threshold®, ohne Reihenfolge) eine Wichtung von >0,95 erreich-
ten, um die Anzahl vorrausgesagter falsch positiver Faktoren zu minimieren. Allerdings kann es bei sol-
cher Verfahrensweise auch zum Ausschluss von ,.richtigen* potenziellen Bindungsstellen kommen. Aus
diesem Grund befindet sich die komplette Tabelle auf dem beigefiigten Datentriger. Ausgenommen wur-
den von dieser Regelung blockartig aufeinanderfolgende Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren und
Bindungsstellen, die auch von anderen Programmen mit hoher Wahrscheinlichkeit erkannt wurden. Be-
sonders auffillig ist bei den gelisteten Faktoren, dass es sich bei der iiberwiegenden Anzahl um basale
Transkriptionsfaktoren handelt, die ihre Funktion in der Gruppe der Haushaltsgene ausiiben. Die Kernse-
quenz (,,core*) der jeweiligen Bindungsstelle ist durch rote Grof3buchstaben gekennzeichnet.
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Abb. 3.27: Positionierung der Transkriptionsfaktoren

Dargestellt ist die Lokalisation aller identifizierten Transkriptionsfaktoren in der untersuchten Region
(Abb. 3.25) von Maus und Mensch, erzeugt von dem Programm Matlnspector. Die Farbkodierung
entspricht der von Tabelle 3.8. Die untersuchte Maussequenz ist 1528 bp, die Menschsequenz 1743 bp
lang. Die roten Balken symbolisieren den Promotorbereich und enthalten den potenziellen
Transskriptionsstartpunkt (TSS). Der blaue Balken =zeigt einen von dem Programm TSSG
prognostizierten Enhancer (Maus) bzw. weiteren Promotorbereich (Mensch) an.

Weitere Analysen der Promotorregion wurden mit den Programmen DRAGON
GENOME EXPLORER, TSSG und PromH(W) (beide Softberry) durchgefiihrt.

DRAGON GENOME EXPLORER: Das integrierte Programm DRAGON
PROMOTOR FINDER v.1.4 sagt fiir die Maussequenz einen Promotorbereich von
9489 bis 9838 vorraus. Es wurde ein Transskriptionsstartpunkt (TSS) fiir die Position
9739 identifiziert. In der humanen Sequenz wird ein Promotor fiir den Bereich 9588-
9957 angezeigt, der Transskriptionsstart fiir die Position 9838 vorrausgesagt. Eine Liste
der identifizierten Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren befindet sich auf dem
beigefligten Datentriger.

TSSG: In der Maus wurde ein Promotor fiir die Position 9453-9740, Transkriptionsstart
9740) bestimmt, ein Enhancerbereich fiir den Abschnitt 9095-9386. Fiir die Menschse-
quenz wurde der Bereich 9512-9810, Transskriptionsstart 9810, als Promotor definiert.
Ein weiterer hochkonservierter Bereich mit potenzieller Promotorfunktion wurde fiir
den Abschnitt 9043-9318 prognostiziert.

PromH(W): Dieses Programm detektiert Promotoren mit Hilfe der vergleichenden Ge-
nomanalyse. In der murinen Sequenz konnte ein Promotor fiir den Bereich 9819 (TSS)
bestimmt werden, die lokale Ubereinstimmung mit der verglichenen humanen Sequenz
betriigt 78 % (-100, TSS+40), die lokale Ubereinstimmung direkt am Transskripti-
onsstartpunkt betrdgt 66 %, die homologie stromabwirts vom TSS betréit 87 % und die
Homologie der regulatorischen Elemente im verglichenen Sequenzabschnitt betragt 79
%. Fiir die Menschsequenz wird ein Promotor fiir den Bereich 9828 (TSS) identifiziert,
die Ubereinstimmungen betragen 73 %, 77 %, 61% und 82 % (gleiche Reihenfolge wie
oben).
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Alle verwendeten Programme identifizierten einen Promotor in der Maussequenz fiir
das Gebiet 9400-9950, in der Menschsequenz von 9500-9880. Der Bereich des ,,Core®-
Promotors wurde allerdings von den verwendeten Programmen jeweils innerhalb des
angegebenen Sequenzabschnitts in unterschiedlichen Lidngen und Positionen identifi-
ziert. Diese liegen jedoch alle im Gebiet der homologen Sequenzbldcke und der CpG-
Inseln. Die meisten verwendeten Programme, bis auf TSSG, waren nicht in der Lage
zwischen moglichen Promotorbereichen und regulatorischen bzw. transkriptionsverstér-
kenden Sequenzabschnitten (Enhancer) zu unterscheiden. Die gezeigten Ergebisse wei-
sen jedoch darauf hin, dass sich direkt vor dem Promotorbereich ein weiterer regulato-
risch wirksamer Sequenzabschnitt befindet, dies wiirde sich auch mit den Ergebnissen
von Weil (2000) decken, der Untersuchungen regulatorische Breiche von DmX und
CpY durchfiihrte. Eine ausfiihliche Besprechung des Promotors und der identifizierten
Transkriptionsfaktoren erfolgt in Kapitel 4.4.5.

3.2.8 Identifikation moglicher regulatorischer Sequenzen im ersten
Intron von DmxI1 und DMXL1

Die Identifikation cis-regulatorischer Elemente gestaltet sich deutlich schwieriger als
das Erkennen von Promotorstrukturen, da hier aktuell keine Programme existieren, die
zufriedenstellend arbeiten. Aufgrund fritherer Untersuchungen regulatorischer Bereiche
von DmX und CpY (Weil, 2000), der konservierten Position des ersten Introns zwischen
DmX, CpY, F54FE4.1, DmxI1 und DMXL1 (Kapitel 4.4.4) und der GroBe des Introns in
Maus und Mensch werden jedoch mogliche regulatorisch wirksame Sequenzabschnitte
innerhalb des ersten Introns vermutet. Die in Kapitel 3.5.8 beschriebenen
Analysemethoden konnen teilweise auch auf das erste Intron angewendet werden.
Allerdings zeigen neuere Untersungungen mit bekannten Enhancer-Elementen, dass
eine  Identifikation der dort bindenenden  Transkriptionsfaktoren  durch
Interspeziesvergleiche nicht ausreichend ist. Viele regulatorische Elemente zeigen
speziesspezifische Unterschiede der dort bindenden Faktoren und auch die Abfolge der
Bindungspositionen ist nicht immer konserviert (Velverde-Garduno et al., 2004; Long
et al., 2003; Follows et al., 2003; Sasaki et al., 2002; Scemama et al., 2002; Silverman
et al., 2002). Daher wurde hier eine zweigleisige Strategie aus kombinatorischer
Vorhersage und Interspeziesvergleich gewihlt. Zunichst wurde der ,,percent identity
plot™ (Abb. 3.20, 3.21) als Basis fiir weitere Untersuchungen verwendet. Hier zeigte ein
Abschnitt von 3,5 kb des ersten Introns von Dmx/l einen deutlich erhdhten
Homologiegrad zu einem 4 kb groflen Sequenzabschnitt des ersten Introns von DMXL1.
Diese DNA-Sequenz wurde mit dem Programmen DBA und zPicture untersucht.
Colineare Sequenzblocke mit mehr als 75% Homologie zwischen Maus und Mensch
konnten hierbei fiir die Bereiche 94-140 (271-316), 254-297 (395-436), 335-415 (472-
553), 650-751 (704-805), 754-844 (891-974), 888-963 (1011-1086), 966-1044 (1113-
1191), 1155-1263 (1305-1420), 1268-1361 (1724-1817), 1428-1457 (1898-1927), 1582-
1764 (2012-2199), 2042-2140 (2701-2799), 2234-2417 (2908-3091) und 2442-2540
(3137-3237) identifiziert werden. Die Angaben beziehen sich auf die Nukleotidposition
innerhalb des ersten Introns, die Positionierung im ersten Intron der Menschsequenz ist
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in Klammern angegeben. Die visuelle Darstellung mit zPicture ist in Abb. 3.28 gezeigt.
Eine Analyse dieser Region mit den Programmen ElDorado und FrameWorker zeigt
sechs regulatorische Module fiir die Maus-Region: NF-kB/Sox-9 (488-472/322-338),
AP-1/NFAT (630-646/588-598), MEF2/T3R (730-708/708-690), FoxF2/FoxIla (743-
727/726-710), Sox-5/SF1F (1201-1185/1233-1245) und HLF/TEF (2661-2677/3115-
3099). Fiir die humane Sequenz werden ebenfalls Module vorrausgesagt. Hier binden
die Faktoren AP-1/ELK-1 (1358-1348/1367-1351), STATS/NFY (1712-1730 bzw.
1730-1712/1756-1724), NFAT/AP-1 (2112-2102/2102-2092), Sox-9/ELK-1 (2312-
2328/2354-2338), SMAD3/AP-1 (2478-2486/2474-2464), MEF2/T3R  (2567-
2589/2501-2483) und OCT1/CEBP (3327-3341 bzw. 3382-3391/3404-3390). Bei dieser
Analyse wurde die DNA-Sequenz auf ein definiertes Netzwerk von Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren hin untersucht. Hierbei spielt vor allem die Kombination und
Entfernung der Bindungspositionen verschiedener Transkriptionsfaktoren zueinander
eine Rolle, die Stringenz der Programme ldsst sich nicht beeinflussen, ein Interspezies-
Vergleich wird nicht durchgefiihrt. Bei einer hochstringenten Suche mit MathInspector
oder DRAGON PROMOTOR FINDER wurden einzelne Faktoren vorausgesagter
Module nicht erkannt, betroffene Module wurden daher als nicht relevant eingestuft und
sind hier nicht aufgefiihrt. Gleiche Module sind oben im Text rot gekennzeichnet,
gleiche Transkriptionsfaktoren, die mit einem anderen Partner kombinieren sind blau
dargestellt. Einige der gezeigten Module bzw. Transkriptionsfaktoren liegen auB3erhalb
der zwischen Maus und Mensch konservierten Sequenzabschnitte. Neben dieser
kombinatorischen Analyse wurden zusétzlich Faktoren, die innerhalb der
Sequenzblocke binden, mit verschiedenen Programmen (Mathlnspector, Dragon
Genome Explorer, Match Search, rVista) in Maus und Mensch identifiziert. Alle
Ergebnisse wurden anschlieBend miteinander verglichen und nur die zwischen Maus
und Mensch hochkonservierten Transkriptionsfaktoren, die von mehreren Programmen
identifiziert wurden und sich in einer vergleichbaren Position befinden, als potenzielle
cis-regulatorischer Elemente extrahiert (Tab. 3.9).

IntronlMus

-5 -
IntronlHum

4.5kb"

Abb. 3.29: zPicture-Analyse des ersten Introns von Maus und Mensch.

Gezeigt ist ein blastz-Alignment des ersten Introns von Maus und Mensch. Nur Sequenzabschnitte mit
einer Homologie iiber 50% werden hier angezeigt, die mittlere Linie entspricht 75%. Ubereinstimmungen
konnten bei dieser Analyse fiir die ersten 3,5 kb gefunden werden, danach bricht die Homologie zwischen
Maus und Mensch ab. Aus Platzgriinden sind hier nur 4,5 kb des Alignments gezeigt. Griine Bereiche
reprasentieren repetitive Elemente in der DNA-Sequenz.
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Transkriptionsfaktor Position Maus Position Mensch
NF I 82-100 (-) 259-277 (-)
RORal 250-262 (+) 391-403 (+)
LEF-1 265-271 () 408-414 ()
SMAD3 282-290 (-) 424-432 (-)
FoxA2 391-407 (+) 487-503 (-)
STATSA 1247-1261 (+) 1391-1405 (+)
Fox0O4 (AFX) 1815-1825 () 2262-2272 (-)
TCF4 2052-2059 (+) 2710-2717 (+)

Tab. 3.9: Interspeziesvergleich konservierter Transkriptionsfaktoren

Bindungspositionen der identifizierten konservierten Transkriptionsfaktoren im ersten Intron von Maus
und Mensch.

3.2.9 Identifikation von Polyadenylierungssignalen

Die Identifizierung des 3’ nichttranslatierten Abschnitts von Dmx/1 erfolgte teilweise
durch Sequenzierung von cDNA-Klonen (Kapitel 3.1.3). Hierbei zeigte sich, dass drei
der Klone (IMAGp998B022563Q2, IMAGp998E173005Q2, IMAGp998M019196Q2
(RZPD, .LM.A.G.E. Consortium)) zwar eine unterschiedliche Linge aufwiesen, jedoch
an gleicher Position einen PolyA-Abschnitt zeigten (polyAlm). Der ¢cDNA-Klon
(IMAGpP998J193130Q2 (RZPD, I.LM.A.G.E. Consortium)) iiberspannte diesen Bereich
und zeigte erst 1218 bp spéter eine charakteristische Abfolge von Adenin-Nukleotiden
(polyA2). Beide Bereiche wurden anschlieBend auf genomischer Ebene per Auge auf
mogliche Polyadenylierungssignale (AAUAAA bzw. AUUAAA, Proudfoot et al., 1976;
Wickens, 1990) durchsucht: vierzehn Basenpaare vor polyAl (Abb 3.29; genomisch
Position 141419 bp, Position auf der cDNA 10991 bp) befindet sich die charakteristi-
sche Hexamersequenz AAUAAA (Position -20 — -15). Ein weiteres wichtiges Signal fiir
eine Polyadenylierung sind ein oder mehrere U(G)-reiche Sequenzelemente, die sich
<20-60 bp stromabwirts der Hexamersequenz befinden (Gil et al., 1984,1986; McDevitt
et al., 1984; McLauchlan et al., 1985; Chou et al., 1994; MacDonald et al., 1994;
Takagaki et al., 1997; Zarudnaya et al., 2003). Fiir polyAl konnten in dem Bereich 15-
37 bp hinter der Hexamersequenz drei Abschnitte aufeinanderfolgender U(G)-reicher
Regionen identifiziert werden (Position +1 — +23). Ein CA-Dinukleotid ist ein weiterer,
aber nicht so hédufig vorkommender Bestandteil des Polyadenylierungssignals und
befindet sich normalerweise in Position -1 und +1 der Polyadenylierungsstelle (Chen et
al.,, 1995). Ein solches Element konnte fiir polyAl nicht identifiziert werden. Die
Untersuchung der polyA2 (Abb 3.29; genomische Position 142639, Position auf der
cDNA 12210 bp) umgebenden Sequenz zeigte in Position -20 — -26 die
Hexamersequenz AUUAAA, exakt an der Polyadenylierunggsstelle befindet sich ein
CA-Dinukleotid und in Position +18 — +52 finden sich sich mehrere U(G)-reiche
Elemente.
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POIVAT
15 19+

gtcatattttaaataaacaatcatgcagtgattittticgcatgctttigttttaagaaatacttctgccagtttagttg
]
10962 / 141388 L’ POIyA

POIYA2
-20—‘ -1‘”* +1

tgagatgcaatattaaaattagaccaattaacaaceatacagtggctcttaagtgttaaagtgaaagagtcitttag
|
12175 / 142604 L’ POIVA

Abb. 3.30: Alternative Polyadenylierungssignale von DmxI1

Dargestellt ist die genomische Sequenz von beiden potenziellen Polyadenylierungssignalen. Die Positi-
onsangabe der jeweils ersten aufgefiihrten Base beschreibt ihre Lage in der cDNA bzw. genomische Lo-
kalisation. Die Polyadenylierungsstelle ist mit PolyA gekennzeichnet. Das Polyadenylierungssignal ist
rot, U(G)-reiche Sequenzelemente griin und das CA-Dinucleotid blau unterlegt. Die weiteren Positions-
angaben beziehen sich auf die Polyadenylierungsstelle.

Beide Sequenzabschnitte mit den potenziellen Polyadenylierungssignalen wurden
anschlieBend mit den Programmen POLYA SCAN (Hornischer und Blocker,
unpubliziert), ERPIN (Gautheret et al., 2001) und POLYADQ (Tabaska et al., 1999)
untersucht. Alle drei Programme erkannten mit den Standardeinstellungen nur polyA1l
als vollwertiges PolyA-Signal, polyA2 wurde nicht erkannt. Bei Veridnderung der Ein-
stellung (Erh6hung) beziiglich der Entfernung der U(G)-reichen Elemente zur Polyade-
nylierungsposition wurde auch polyA2 von POLYA SCAN erkannt, POLYADQ er-
kannte das Signal nur mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit. ERPIN lie keine Ver-
anderungen der Einstellungen zu. Mit der Sequenz der alternativen Transkripte wurden
anschlieBend EST-Datenbanksuchen durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass die meisten
eingetragenen 3’-cDNA-Fragmente mit polyAl identisch sind, es findet sich jedoch
auch ein Eintrag fiir das alternative Ende polyA2 (Abb. 3.29a), es handelt sich hierbei
um den sequenzierten cDNA-Klon. Die humane cDNA-Sequenz, die mit 2 kb
Sequenzdaten aus den 6ffentlichen Datenbanken 3’-terminal verldngert wurde, zeigt bei
einer EST-Datenbanksuche ebenfalls alternative Transkripte. Die identifizierten EST-
Datenbankeintrige der cDNA-Klone enden jedoch an unterschiedlichen Positionen in
der A/T-reichen Region eines Alu-Elements, das sich genomisch in gleicher
transkriptionellen Orientierung wie DMXL1 befindet. Da keiner der EST-Klone mit dem
humanen polyAl iberlappt, und es sich bei den meisten EST-Sequenzen in den
Offentlichen Datenbanken nur um dhnliche Transkripte von Alu-Elementen handelt,
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muss die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass es bei der Herstellung der
cDNA-Klone zu einer Kontamination mit genomischer DNA gekommen ist und die
verwendeten Primer mit der A/T-reichen Region des Alu-Elements hybridisiert haben.
Im 3’-Bereich dieser A/T-reichen Region ist allerdings durch eine A—T Transversion
die charakteristische Hexamersequenz AAUAAA entstanden. Die murine genomische
Sequenz der umgebenden Region von polyAl und polyA2 wurde anschliessend mit der
humanen Sequenz verglichen (Abb. 3.30), hierbei zeigte sich, dass nur der
Sequenzabschnitt von polyAl zwischen beiden Spezies hochkonserviert ist.
Stromabwirts von polyA1 bricht die homologie zwischen Maus und Mensch ab.

Maus : 7 acattatgtaagtccatatgtatttacatccagagtc———atatttta-aatca 63

FEETTEErrrrr et el FEEETrrr ittt
Mensch:3 acattatgtaagcccatatgtatttacatccagagtcataatattttal aatca 62

Maus : 64 tgcagtgalTTTTTTCGCATGC

[EITT
Mensch:63 tgcagaaactttTTTAGGGGGT

Abb. 3.31: Vergleich der umgebenden Sequenz von polyA1l zwischen Maus und Mensch

Die durchschnittliche Sequenziibereinstimmung des 3°-UTR zwischen Maus und Mensch betrdgt 78 %
(Daten nicht gezeigt), in der direkten Umgebung von polyAlm und polyAlh steigt diese auf 94 %. Das
Polyadenylierungssignal ist in diese Abbildung rot unterlegt, die Grossbuchstaben mit oranger
Unterlegung zeigen die genomische Sequenz, in dieser Position befindet sich in der prozessierten RNA
der PolyA-Schwanz.

Abschliessend wurde der gesamte 3’-untranslatierte Abschnitt von Dmx/1 auf weitere
funktionelle Elemente hin untersucht, hierfiir wurden das Programm UTRscan (Pesole
et al.,, 1999, 2002) eingesetzt. In der Maussequenz konnte das Heptamermotiv
AGCTTTA (Position 9907) 1060 bp vor dem ersten Polyadenylierungssignal
identifiziert werden. Es handelt sich hierbei um eine Brd-Box (Lai et al., 1997, 1998),
einen negativen Regulator, der die Anzahl der Transkripte durch Deadenylierung oder
Inhibition der Polyadenylierung reguliert. Eine solche Box kann auch im 3’-UTR der
humanen cDNA gefunden werden, allerdings in einer anderen Position (10904), 152 bp
vor dem Polyadenylierungssignal. Weitere Motive wurden nicht identifiziert. Die
Sekundérstruktur und freie Energie aller 3’-UTR-Bereiche wurde mit dem Programm
Vienna RNA secondary stucture server (Hofacker, 2003) ermittelt, die Ergebnisse
befinden sich auf dem beigefiigten Datentréger.
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Abb. 3.32: EST-Datenbanksuche mit der cDNA von Dmx|1 und DMXL1

Fiir die mausspezifische EST-Datenbanksuche wurde die 12210 bp lange murine cDNA verwendet, die
beide mdglichen Polyadenylierungssignale enthélt. Die humane cDNA wurde flir Datenbanksuche durch
genomische Sequenzdaten ergidnzt. Die meisten Eintrage fiir Dmx/1 enden mit einer Sequenz, die einer
Polyadenylierung durch polyAl entspricht. Nur ein Eintrag endet mit der alternativen Polyadenylie-
rungsstelle polyA2, es handelt sich hierbei um den in dieser Arbeit sequenzierten cDNA-Klon
IMAGpP998J193130Q2 (RZPD, I.M.A.G.E. Consortium). Der Klon stammt aus einer ,,mamary gland*
cDNA-Bibliothek nach Soares (Bonaldo et al., 1996; Lennon et al., 1996). Fiir die humane Sequenz findet
sich eine vielzahl alternativer Eintrdge, jedoch enden diese an unterschiedlichen Positionen in den A/T-
reichen Regionen eines Alu-Elements. Bei den =zahlreichen kurzen EST-Datenbankeintrigen
stromabwirts des humanen polyA1 handelt es sich um Transkripte von Alu-Elementen.

3.2.10 Vergleich der cDNA und Aminosiuresequenzen von DmX

zwischen Maus, Mensch und anderen Spezies

Fiir den Vergleich der codierenden Sequenzabschnitte bzw. der abgeleiteten Aminosdu-
resequenzen von DmX wurden die Programme ALIGN ,,water” bzw. ,,needle (beide
EMBOSS-Programmpaket), MEGALIGN (DNASTAR), MALIGN und PRETTYPLOT
(HUSAR-Programmpaket) verwendet. Aus Platzgriinden befinden sich die Vergleiche
der Nukleotidsequenzen und die multispezies Aminosdurevergleiche (MALIGN,
PRETTYPLOT) auf dem beigefiigten Datentriger. Zwischen Maus und Mensch besteht
nach Analyse mit dem Programm “Align-water (Abb.3.33) iiber die gesamte
Aminosduresequenz eine Identitdt von 89,3 % (2707/3030) und eine Similaritit von
94,7 % (2869/3030) bei 20 Liicken. Auf Nukleotidebene belduft sich die Identitéit der
CDS auf 88,9 % (8096/9105) mit 84 Liicken. Da es sich hierbei um Durchschnittswerte
handelt und diese nur bedingt aussagekriftig sind, wurde eine Analyse der
Nukleotidsequenz mit dem Programm MEGALIGN durchgefiihrt und der
Homologiegrad fiir jedes Exon extrahiert (Tab. 3.10). Hier zeigte sich ein wesentlich
differenzierteres Bild, so reicht die Spannne von 66,3 % Identitdt fiir Exon 29, das in
der Maus im Vergleich zum Menschen zwei Liicken mit 24 fehlenden Nukleotiden
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aufweist, bis 97,4 % in Exon 26. Vor allem Exons die (teilweise) fiir WD-
Wiederholungseinheiten  kodieren (Kapitel 3.5.11) zeigen sich in diesen
Sequenzabschnitten iiberdurchschnittlich konserviert (Tab.3.10, Abb 3.32).

Abb. 3.33: Globale Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz zwischen Maus und Mensch
(folgende Seiten).

Das dargestellte Alignment der abgeleiteten Aminosduresequenz wurde mit dem Needleman-Wunsch
Algorithmus (Needleman et al. 1970) des Programms ALIGN (EMBOSS) erstellt. Verwendet wurde hier
die Matrix Blosum62, die Werte ,,Gap Open“ und ,,Gap Extend” wurden mit jeweils 10 bzw. 0,5 Punkten
negativ bewertet. Ein lokaler Vergleich mit dem Smith-Waterman Algorythmus zeigte exakt das gleiche
Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Die Identitit des gezeigten Sequenzvergleichs betrdgt 89,3 %, die
Similaritit der verglichenen Aminosiuren 94,7 %. Striche zeigen eine Ubereinstimmung der untersuchten
Aminosiuresequenzen an, Doppelpunkte konservierte  Substitutionen und Punkte keine
Ubereinstimmung. Identifizierte Motive in der Sequenz wurden farbig unterlegt (Kapitel 3.5.11). Eine
Legende der Farbcodierung findet sich am Ende der Abbildung:

Dmx11 1 MNLHQVLTGAVNPGDHCFAVGSVGEQRFTAYASGCDIVILGSNFERLQII 50
FEEEEEEE ettt te bt e e et e bl

DMXL1 1 MNLHQVLTGAVNPGDHCEFSVGSIGDQRFTAYASGCDIVILGSDFERLQII 50

Dmx11 51 PGAKHGNIOVGCVDCSMOOGKIAASYGNVISVFEPVSI-EFY' > 100
R e

DMXL1 51 PGAKHGNIQVGCVDCSMQOOGKIAASYGNVISIFEPVNLPKOKKNLELYSQ 100

D11 101 [ oK S G0N DS TR NS T DEACNR I GSSORORNG - -RKOTEDENPD 148
T 2 2 A O 1 P - O I I B A

DMXL1 101 WQKSGQFEFLESIAHNITWDPTGSRLLTGSSYLQLWSNTNLEKPTEDENLN 150

D11 149 krpLyr | NAHCTNHCKIRSOVINKRG POGRE A TACRPDCRRRVN V= 198
R R R R R R R R R

DMXL1 151 KTDLNFGDWKCIWHCKTASQVHLMKESPDGEFFATAGKDDCLLKVWYNVE 200
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199 NWRPAVTSPDKNSEK0S O EIDRORVNINHPRAVNGROWRKISKPRAY -, 248

FEEa et b e e e e e e e e el
201 NWRTAVTSPDGSSEKQSQGEIDFSFVYLAHPRAVNGFSWRKTSKYMPRAS

ETFLPNDCFLYGSDCNHWCEPVSLTNNLKRNA

R R RN N R N A RN R
251 VCNVLLTCCKDNVCRLWVETFLPNDCLLYGGDCSHWTESINLTNNFKRNA

i

299 sSKDRVOSALEVNLH MR SLALVAHTGY LPHOODPHHAHRNTPLH

FErstbrs ettt e e b e e e e e
301 SSKERVQNALEVNLRHFRRGRRRSLALVAHTGYLPHQQDPHHVHRNTPLH

349 ANALCHFHTAASINPATI SIS NENEEKCGPFVVHWLNNKEL

CEEEErrrrrr et e e e e e e e et e b e e
351 ANALCHFHIAASINPATDIPLLPSITSLSLNENEEKTGPFVVHWLNNKEL

399 HFTLSMEVFLQQLRKSFEQPSSEASVEDSIQADLKSDEELDDGYDDLKIN

FEEEEEErrrr et e e e et b et b
401 HFTLSMEVFLQQLRKSFEQPSSEASVEDSNQADVKSDEETDDGVDDLKIN

449 [HEKKE1.DEDKML PS J5#a 6 SARVDHOTRVE TSNS KNADWFG THEND|

S e
451 PEKKELGCDKMVPNSSFTSLSSAAIDHQIEVLLSEWSKNADMLFSIHPMD

VDWLDEYQPGMEFROVOVSFVSRIPVAFPTGDANSLCKS IVMYA

FEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
501 GSLLVWHVDWLDEYQPGMFRQVQVSFVSRIPVAFPTGDANSLCKSIMMYA

ﬁ

549 CTKNVDLAIQQGKQRPTGLTRSTSMLISqAHSKSSNNLKLSIFTPNVMMIl
I B

FEEEEEErrrrr sttt et te sttt et rrnd
551 CTKNVDLAIQQGKQKPSGLTRSTSMLISSGHNKSSNSLKLSIFTPNVMMI

Y] e T ey o

FEErrrrrrrrrererrrrrer et e et r et rr e
601 SKHADGSLNQWLVSFAEESAFSTVLSISHKSRYCGHRFHLNDLACHSVLP

VGNQKQAHDAVNTEECSLAQQONKSNVDMAFQDPNA

R R N e e e P R e R R R R R R
651 LLLTTSHHNALRTPDVDNPEQPFDALNIEECSLTQQONKSTVDVAFQDPSA

i

699 IYSELILWRVDPVGPLSFSGGEEUARINSURVERRSNVARUBRITPSVE| ,

SEEErrrrr e e e e e e e e e e e
701 VYSELILWRVDPVGPLSFSGGVSELARINSLHVSAFSNVAWLPTLIPSYC

AVIDAKKLLYELSNPEISKYVGEVEN

R e .
751 LGAYCNSPSACEVASDGQYLRLYEAVIDAKKLLSELSNPEISKYVGEVEN

~J
I

799 IVSQOSTARPGCITIALDSITKLHGRKTOLLHVFOEDFILNNLEKKRLGVD

FEEEErrrrrr et rr e e e b e e
801 IVSQQSTARPGCIIALDPITKLHGRKTQLLHVFEEDFILNNLEKKSLGKD

§A9|NILLDSDSSCNGFSEKFYLVVIECTEDNRSLLRMWDLHLRSTPVSKD#RI

R N R R N R N R P R R R R
851 SILSNAGSSPNGFSEKFYLIVIECTQDNRSLLHMWNLHLKSIPVSLDEKV

899 [ DTKISEASWLPEEHYSSSPEKILSPFSQKFQACRANLOSTSKLSLFSEMV

R e N e
901 DTKLSEAVWQPEEHYSSSPEKILSPFSQKYQACRANLQSTSRLTILEFSEMV
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949 YSKELDLPEGVEIISVKPSASHNSSOOINPUCCAPYINATSCOPDRVREN| -, 995

N R R R R AR
951 YSQELHLPEGVEIISIKPSAGHLSSSSIYPACSAPYLLATSCSDEKVREW 1000

999 RVTNGESAﬂSKNGKLDVVYVWEEWPLLIEDGLENNESVTVPGRPVEVS 1048

R R R RN AR R AR R R R
1001 RCRVIDGESATSKNGKIDLAYIWEEWPLLIEDGLQSNSSITVPGRPVEVS 1050

1049 CAHTSRLAVAYKQPTGNSR—dQEFVMHVSIFECESTGGSCWILEQTIHLDl 1097

FEEr=trrr et rea bt st brr e ettt
1051 CAHTNRLAVAYKQPASNSRSSQDFVMHVSIFECESTGGSCWVLEQTIHLD 1100

1028 [ELST LDSGISIDSNLVAYNKQETYLVSKESITSNTKHLVHLDWMS&EDG 1147

R N e N R R R R RN
1101 ELSTVLDSGISVDSNLVAYNKQDMYLSSKENITSNTKHLVHLDWMSREDG 1150

1148 |gHILTvgIg§KLFMYgPMAGKVQDQTGKENQAFPLWDSTKIVPLSMLl197
A A A N
1151 SHILTVGIGSKLEMYGPLAGKVODQTGKETLAFPLWESTKVVPLSKFVLL 1200

-1o2 [RSUPEVSSN:[cAPPFPVSLSWVRDGILVVGHDCEMHVY SQHOPSNKOERV] 1247

FEEEEEE s bbb e e e e e e b i i
1201 RSVDLVSSVDGSPPFPVSLSWVRDGILVVGMDCEMHVYCQWQPSSKQEPV — 1250

lZMESYNGST_GLHPPKKTLTRSMTSLAQKICGKKSI 1297

A e
1251 ITDSYSGSTPSITSLIKQSN-SSSGLHPPKKTLTRSMTSLAQKICGKKTA 1299

1298 FDPSVDMEDSGLFEAAHVLSPTLPOYHPLOLLELMDLGKVRRAKATLSHL 1347

FEEErrrrrrr e et e e e e e e e e e e e
1300 FDPSVDMEDSGLFEAAHVLSPTLPQYHPLOLLELMDLGKVRRAKAILSHL 1349

1348 VKCIAGEVVALNEAESNHERRLRSLTT SASGSTTRDPQAFN‘l 397

FEEEEEEErrr et e e e e e e e e e e 1
1350 VKCIAGEVVALNEAESNHERRLRSLTISASGSTTRDPQAFNKAENTDYTE 1399

+3gs [105lpReRithrianoppeves sl KT denss b AROROUSRRA v | 1! 1447

RN R R N A e e R
1400 IDSVPPLPLYALLAADDDSCYSSLEKSSNESTLSKSNQLSKESYDELFQT — 1449

1448 SVLMSDNHMLETDEENTQPRVI DLSQYSPTYFGPEHAQ‘l 497

calbs bt rrrrr s e e e e e e e
1450 QLLMTDTHMLETDEENTKPRVIDLSQYSPTYFGPEHAQVLSGHLLHSSLP 1499

1 4£.TRMEQMS LMALADTIATTSTDIGESRDRNQGGETLDECGLKFLLAVRL 1547
|

I e R R R R
1500 GLSRMEQMSLMALADTIATTSTDIGESRDRSQGGETLDECGLKFLLAVRL 1549

1548 Jrerrrspavaagr oo oro: S 5o

FEEEEEEE et e e ter e e e e e e
1550 HTFLTTSLPAYRAQLLHQGLSTSHFAWAFHSVAEEELLNMLPAMQKDDPT 1599

15 _Rc LEKVAKAAFHRNNDPTDAATFYTAMKKE 1647

FEEEEEErrrr et et b=t et ts b bt el
1600 WSELRAMGVGWWVRNTRILRKCIEKVAKAAFYRKNDPLDAAIFYLAMKKK 1649

1 6%8 AVIWQLYRSQKDTﬁMTQFFGHNFEEERWRKAALKNAFSLLGKQRFEHl 697

FEEEEEE e be e LRttt e e e e el
1650 AVIWGLYRAEKNTRMTQFFGHNFEDERWRKAALKNAFSLLGKQRFEHSAA 1699
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T O Y A IO P
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Lo R N N N R A
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Fes b Dbsta bbb e e e e e el
1998 DDISSNYTESFSTLDENDLLNPSEDIIAVQLKFRACLKILTVELRTLSTG 2047

2042 YEIDGGKLRYQLYHWLEKEVVALQRTCDFCSDADQLQTTFSQSADESGST 2091

R R N N N N I B I I P I P A
2048 YEIDGGKLRYQLYHWLEKEVIALQRTCDFCSDAEELQSAFGRNEDEFGLN 2097

2092 EDADDLHHQTKVKQLRESFQEKRQWLLKYQéLLRMFLSYCVLHGSHGGGLl 2141

RN R R R R RN R RN R R R
2098 EDAEDLPHQTKVKQLRENFQEKRQWLLKYQSLLRMFLSYCILHGSHGGGL 2147

2142[Asv TAEPIFSNPLSEQTSVPLLE[ACTASAKTWANﬂ 2191
RN R e R R R AR R R
2148 ASVRMELILLLOESQQETSEPLFSSLLSEQTSVPLLFACTANAKTVVANP 2197

2192 LLHLSNLTHDILHAIIﬂFDSPPHPdSQTNKVYVMHTLAASLSACIYQCLC| 2241

FEErrrrrrrrr ettt el
2198 LLHLSNLTHDILHAIINFDSPPHPDIQSNKVYVMHTLAASLSACIYQCLC 2247

2242 GSHNYSSFQTHQFTGMVYQTVL]LAHRHSLRTGSLDESVTPNTSPAQWPGI 52291
RN e AR RN
2248 GSHNYSSFQTNQFTGMVYQTVLLPHRPSLKTGSLDEALTPNTSPAQWPGI ~ 2297

2292 [NFLIOLLNSSGEEAJSGLTYLICEILTAVYLSLFIHGLATHSSNELFRIV] . 2341

co bbb rrr e e e e e e e e e
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2342 |AHPLNEKMWSAVIFGGGAHVPSKGQANSKALSV-——-— EGEKQNRHISP. ;2386

RN R R R R N R RN NP P RN I
2348 AHPLNEKMWSAVFGGGAHVPSKEQTHSKTLPVSSLVEEGEKQNKRFRPSK 2397

2MSSG——NQEPPAVKEKFVPPELSIWDYFIAKPFLPlPSQSR 2433

R A AN R R R R AR R R R RN
2398 MSCRESAPLTPSSAPVSQESLAVKEKFIPPELSIWDYFIAKPFLPSSQSR 2447
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2448 AEYDSXESLGSDDDDNDDDDDVLASDFHLQEHSNSNSYSWSLMRLAMVQL
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Legende der Farbcodierung:

JOE B

: Durch SMART und REP identifizierte WD-Wiederholungseinheiten
: Durch SMART, REP und PSA identifizierte WD-Wiederholungseinheiten
: Durch PSA identifizierte WD-Wiederholungseinheiten

: Durch REP identifizierte WD-Wiederholungseinheiten

!

|

2597
2633
2647
2683
2697
2733
2747
2783
2797
2833
2847
2883
2897
2933
2947
2983

2997
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: Durch SEG identifizierte Region niedriger Komplexitit
: Durch REP identifiziertes LRR-Repeat

: Durch REP identifiziertes ARM-Repeat

: Durch REP identifiziertes KELCH-Repeat

: Durch REP identifiziertes PFTA-Repeat

: Durch NUCDISC identifizierte nukleédre Signale
: Durch PSORT II identifizierte Dileucin-Signale

: Mogliche Transmembrandoménen

| DORONRE0ON

: Durch Datenbanksuchen und Maus/Mensch-Vergleich identifizierte WD-Repeats

: Von Kraemer et al. identifizierte WD-Repeats in der humanen AS-Sequenz

Mit dem Programm ALIGN wurden erginzende Analysen mit Spezies durchgefiihrt, in
denen die abgeleitete Aminosduresequenz der DmX-Homologen vollstindig bekannt ist.
Weiter wurde ein Vergleich mit der humanen Aminosdure- bzw. Nucleotidsequenz von
DMXL?2 (Rabconnectin-3; Kawabe et al., 2003; Nagano et al., 2002; Kraemer et al.,
2000) vorgenommen. Eine parallele Untersuchung der murinen Sequenz von Dmx[2 war
nur bedingt moglich, da die Nukletidsequenz der CDS in der Maus nicht bekannt ist.
Durch Datenbanksuchen mit der menschlichen cDNA von DMXL2 konnte jedoch der
genomische Bereich des murinen Dmx/2 auf Chromosom 9 Bande C im Bereich der
Basen 54478246-54681959 lokalisiert werden. Der entsprechende Abschnitt wurde
dann mit dem Programm SIM4 (Kapitel 3.5.6) analysiert und die Nukleotidsequenz der
vorausgesagten 44 Exons extrahiert. Eine exakte Definition der Exon/Intron-Grenzen
war jedoch aufgrund der unzureichenden Homologie zwischen der humanen cDNA von
DMXL?2 und der murinen genomischen Sequenz nicht moglich, folglich konnte auch
kein ORF und darauf basierende abgeleitete Aminosduresequenz etabliert werden.
Weiter mu3 davon ausgegangen werden, dass einige Nukleotide nicht identifiziert
werden konnten und daher eine Abweichung der unten dargestellten Werte bis zu 1 %
denkbar ist. Die humane CDS von DMXL2 umfasst 9108 bp, die mit der SIM4-Analyse
identifizierten homologen Abschnitte in der Maus ergeben eine 9012 bp lange Sequenz.
Diese wurde fiir die in Tabelle 3.11 gezeigten Vergleiche verwendet. Ein Multispezies-
Alignment der abgeleiteten Aminosduresequenzen von DmX befindet sich auf dem
beigefligten Datentriger.
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Maus/ Identifizierte Maus/ Identifizierte
Mensch Strukturen in der Mensch Strukturen in der AS-
AS-Sequenz Sequenz
Exonl 92,0 % WD40 Exon23 90,3 % WD40/KELCH/ARM
Exon2 95,2 % WD40/NUC Exon24 85,3 % WD40/LOW/TM
Exon3 79,2 % WD40 Exon25 91,2 % WD40
Exon4 94,9 % WD40 Exon26 97,4 % WD40
Exon5 80,7 % WD40 Exon27 85,2 % WD40
Exoné6 92,5 % WD40 Exon28 87,1 % WD40/TM/DL
Exon7 93,3 % WD40 Exon29 66,3 % WD40/LOW
Exon8 89,5 % NUC Exon30 79,2 % WD49/LOW/TM
Exon9 92,6 % LOW Exon31 85,9 % WD40
Exonl0 89,7 % LRR Exon32 89.4 % WD40
Exonll 86,7 % WD40 Exon33 95,7 % WD40/DL
Exonl2 89,9 % WD40 Exon34 95,4 % WD40
Exonl13 95,1 % WD40 Exon35 88,6 % ™
Exonl4 94,4 % WD40 Exon36 90,8 % WD40
Exonl5 84,5 % WD40 Exon37 93,4 % WD40
Exonl6 85,0 % Exon38 96,9 % WD40
Exonl7 85,6 % WD40 Exon39 94,8 % WD40
Exonl8 89.2 % WD40/LOW/PFTA | Exon40 96,7 % WD40
Exonl9 91,2 % WD40/KELCH Exon4dl 86,8 % WD40
Exon20 82,9 % WD40/KELCH Exon42 91,7 % WD40/DL
Exon21 94,9 % WD40 Exon43 92,4 % WD40
Exon22 81,9 % KELCH/TM

Tab. 3.10: Identifizierte Motive in der Aminosiuresequenz von DmxI1 und ihre relative Positionie-
rung auf der CDS

Gezeigt sind die Exons des murinen Dmx/1 und der Grad ihrer Homologie (Identitét) zu den entsprechen-
den Exons in der humanen Sequenz. Die identifizierten Motive (Kapitel 3.5.11) der abgeleiteten Amino-
sduresequenz von Dmxl1 liegen zum groBten Teil in hochkonservierten DNA-Abschnitten. Motive, die in
weniger gut konservierten Exons liegen, zeigen meist in den entsprechenden Bereichen einen
Homologiegrad, der deutlich iiber der durchschnittlichen Identitdt des entsprechenden Exons liegt
(Abb3.33). WD40: WD-Wiederholungseinheit, LOW: Regionen mit Aminoséureabfolgen geringer
Komplexitdt (Wootton et al., 1996), KELCH: KELCH-Repeat (Xue et al., 1993), LRR: LRR-Repeat
(,,Jeucine-rich repeat” Kobe et al., 1994), ARM: ARM-Repeat (,,armadillo®; Pfeifer et al., 1994), PFTA:
PFTA-Repeat (,, protein farnesyl transferase a-subunit repeats®; Boguski et al., 1992), TM: potenzielle
Transmembrandoméne, DL: potenzielles Dileucin-Signal, NUC: durch NUCDISC identifiziertes
nukleéres Signal.
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Maus | Mensch | Drosophila | Chironomus | Caenorhabditis | Maus | Mensch
DmxI1 | DMXL1 DmX CpY F54E4.1 DmxI2 | DMXL2
Maus - 94,7 55,2 55,9 52,0 72,3
DmxI1
Mensch 89,3 - 54,9 54,8 52,5 71,8
DMXL1
Drosophila 37,2 36,5 - 72,3 52,2 55,8
DmX
Chironomus 37,8 37,6 58,1 - 52,1 56,1
CpY
Caenorhabdis | 31,9 32,3 32,9 32,6 - 50,8
F54E4.1
Maus 59,4 58,3 47,5 48,0 45,9 - 83,7
DmxI2
Mensch 55,2 55,2 37,7 38,1 31,2 83,7 -
DMXL2

Tab. 3.11: Vergleich der homologen Proteine von DMX

Mit dem Programm ALIGN “water” (EMBOSS, Blossum62) wurde eine multiple Aminoséuresequenz-
analyse der DMX-Proteine der Spezies Homo sapiens (DMXL1, 3027 aa), Mus musculus (Dmxl1,
3013aa), Drosophila melanogaster (DmX, 3429 aa), Chironomus thummi (CpY, 3512 aa) und
Caenorhabditis elegans (F54E4.1, 2948 aa) durchgefiihrt. Zusitzlich wurde die Nucleotidsequenz von
DMXL?2 (Rabconnectin-3) von Mensch und Maus in die Untersuchung mit eingebunden (ALIGN “water*,
EMBOSS, DNAfull). Blaue Zahlenwerte zeigen die Identitdt der Aminosduresequenz, rote Zahlen geben
die Similaritdt der untersuchten Aminosduresequenz wieder. Schwarze Zahlen belegen die Identitit des
codierenden Bereichs der untersuchten Nukleotidsequenz. Interessant ist hierbei, dass die humane Ami-
nosduresequenz von DMXL2 zu der murinen Sequenz von DmxI1 eine hohere Similaritét zeigt, als zu der
humanen Sequenz von DMXL1.

3.2.11  Analyse der abgeleiteten Aminosiuresequenz von Dmxl1

Da es sich bei den Produkten der homologen Genen zu Dmxl1 in Drosophila
melanogaster und Homo sapiens um WD-Repeat Proteine handelt (Kraemer et al.,
1998; 2000), wurde =zunichst die abgeleitete Aminosduresequenz auf WD-
Wiederholungseinheiten hin untersucht. Verwendet wurden hierfiir die Programme
SMART (Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2004, 2002) und PSA (Stultz et al., 1993,
1997; White et al., 1994). Mit Hilfe der SMART-Analyse wurden 14 WD-
Wiederholungseinheiten und 12 Regionen niedriger Komplexitit identifiziert
(Unterprogramm SEQG). Das Programm PSA identifizierte im C-terminalen WD-Repeat-
Komplex zehn Wiederholungseinheiten, ein von SMART identifziertes WD-Repeat
wurde nicht erkannt. Demnach befinden innerhalb der 1000 C-terminalen Aminosduren
6 dicht aufeinander folgende WD-Repeats, gefolgt von 373 Aminosiduren ohne
erkennbares Motiv  sowie 5  weitere dicht aufeinanderfolgende @ WD-
Wiederholungseinheiten. Im N-terminalen Bereich erkannte PSA keine der von
SMART identifizierten WD-Repeats. SMART konnte iiber einen Abschnitt von 1236
Aminosduren 9 WD-Wiederholungseinheiten erfassen. Insgesamt wurden mit Hilfe
dieser Analyseprogramme 19 WD-Wiederholungseinheiten in der abgeleiteten
Aminosduresequenz gefunden. Von Kraemer et al. (2000) konnten in der humanen
Aminosduresequenz von DMXL1 per Auge und Datenbanksuchen 28 WD-Repeats
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identifiziert werden, daher wurde der Maus/Mensch-Vergleich (Abb. 3.32) der
abgeleiteten Aminosduresequenzen ebenfalls per Auge und BLASTP- bzw. Pfam-
Datenbanksuchen  auf  Tryptophan-Asparaginsdure-Wiederholungseinheiten  hin
untersucht. Hierbei konnten die meisten von Kraemer et al. identifizierten
Wiederholungseinheiten auch in der murinen Sequenz aufgefunden werden.
Unterschiede zeigen sich in den Regionen 706-772 und 2131-2353 aa. Im Bereich 706-
772 wurden von Kraemer et al. 2 WD-Repeats identifiziert, die Analysen der murinen
Aminosduresequenz deuten jedoch eher auf nur eine Wiederholungseinheit hin. Fiir den
Abschnitt 2131-2353 wurden von Kraemer et al. zwei WD-Wiederholungseinheiten
vorrausgesagt, eine Untersuchung mit dem Programm PSA und Datenbanksuchen
identifizieren in dieser Region sowohl fiir die murine als auch fiir die humane
Aminosduresequenz fiinf WD-Repeats. Da es sich bei den WD-Wiederholungseinheiten
um Protein-Repeats handelt, wurde die Aminosduresequenz mit dem Programme REP
(Andrade et al., 2000) untersucht. Das Programm REP erzeugt ein lokales Alignment
mit bekannten repetitiven Elementen, die in einer Datenbank hinterlegt wurden. Auf
diese Weise konnten 25 WD-Repeats in der abgeleiteten Aminosduresequenz
identifiziert werden, darunter 6, die weder durch eines der anderen
Vorhersageprogramme noch mittels Maus/Mensch-Vergleich identifiziert werden
konnten. Das Programm liegt mit dieser Vorhersagegenauigkeit damit deutlich vor
SMART und PSA. Neben den WD-Wiederholungseinheiten konnten weitere repetitive
Einheiten anderer Superfamilien identifiziert werden: KELCH (Xue et al., 1993) und
LRR (,leucine-rich repeat”; Kobe et al., 1994). Weiter wurden ARM- (,,armadillo®;
Pfeifer et al., 1994) und PFTA-Repeats (,,protein farnesyl transferase o-subunit
repeats®; Boguski et al., 1992). Identitdt, Sequenz und Position der Repeats sind in
Tabelle 3.12, Abb. 3.32 und 4.11 aufgefiihrt. Insgesamt wurden mit Hilfe der
Analyseprogramme, Datenbanksuchen und dem Maus/Mensch-Vergleich 36
Tryptophan-Asparaginsidure-Wiederholungseinheiten in der abgeleiteten Aminosdure-
sequenz von DmxI1 identifiziert (Abb 3.32), von denen 24 eine gute Homologie zu
WD-Wiederholungseinheiten anderer Proteine aufweisen und entweder durch SMART,
PSA, Datenbanksuchen oder REP identifiziert werden konnten. Die aufgefundenen
Unterschiede zwischen Maus und Mensch resultieren vermutlich aus der
Weiterentwicklung der Analyseprogramme und der gestiegenen Anzahl WD-Repeat
Protein spezifischer Datenbankeintrége.

Fiir die Identifikation weiterer Motive in der abgeleiteten Aminosduresequenz fanden
diverse Programme Verwendung:

PSORT II: Mit dem Unterprogramm NUCDISK konnte zwei Signale identifiziert
werden, die eine nukledre Lokalisation wahrscheinlich machen, in Position 89 die
Sequenz PKKRKNL und in Position 314 das Motiv PFRRGRS. Weiter konnten fiinf
Dileucin-Motive (LL) im C-Terminus in den Positionen 2312, 2523, 2559, 2886 und
2948 identifiziert werden. Allerdings liegt eines der Signale in einer vorgeschlagenen
Transmembrandomaéne, ein weiteres ist Teil eines WD-Repeats (Abb. 3.32). Dileucin-
Signale konnen ein Hinweis auf eine selektive Inklusion in endocytotische Vesikel sein
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Repeat | Position in Sequenz
der Dmxl1-
AS-Sequenz
von bis
WD40 30 71 AYASGCDIVILGSNFERLQIIPGAKHGNIQVGCVDCSMQQGK
WD40 108 145 FLDSIAHNITWDPAGNRLLTGS..SCLQLWCNSRKQTEDE
WD40 164 204 KTASQVHLMKFSPDGEFFATAGKDDCLLKVWYNVENWRPAV
WD40 227 275 AHPRAVNGFSWRKTSKYMPRASVCNVLLTCCKDNVCRLWVETFLPNDCF
LRR 443 467 DDL.KINHEKKELDEDKMLPSSSFTP
WD40 474 514 DHQIEVLLSEWSKNADMLFSIHPMDGSLLVWHVDWLDEYQP
WD40 578 619 AHSKSSNNLKLSIFTPNVMMISKHADGSLNQWLVSFAEESAF
WD40 729 781 LHVSAFSNVAWLPTLIPSYCLGAYCNSPSACFVASDGQYLRLYEAVIDAKKLL
WD40 842 893 KKRLGVDNILLDSDSSCNGFSEKFYLVVIECTEDNRSLLRMWDLHLRSTPVS
WD40 897 934 RIDTKISEASWLPEEH..YSSSPEKILSPFSQKFQACRAN
WD40 970 1008 HLSSSSIYPVCSAPYLLATSCSDDKVRFWRCRVTNGESA
WD40 1010 1035 SKNGKLDVVYVWEEWPLLIEDGLENN
PFTA 1069 1102 QEFVMHVSIFECESTGGSCWILEQTIHLDELSTV
WD40 1145 1193 EDGSHILTVGIGSKLFMYGPMAGKVQDQTGKENQAFPLWDSTKIVPLSK
WD40 1208 1248 GAPPFPVSLSWVRDGILVVGMDCEMHVYSQWQPSNKQEPVI
ARM 1393 1436 KADSRDYTEIDSVPPLPLYALLAADDDSYCSSLEKTGSESSLKK
KELCH 1572 1618 FAWAFHSVAEEELLNMLPAMQKDDPTWSELRAMGVGWWVRNARILRR
WD40 1618 1661 RCIEKVAKAAFHRNNDPLDAAIFYLAMKKKAVIWGLYRSQKDTK
KELCH 1697 1745 AFFLLGGCLKDAIEVCLEKLNDIQLALVIARLFESEFDKSATYKSILRK
ARM 1776 1818 SMAHWILEDYSAALETLIKQPVTEDEDQVMMSACNPIVFNFYN
WD40 1937 1973 RHSHSTLSFDWSQPS...VVFQDDSLELKWDSDNDEENED
WD40 2389 2428 ARESPVSSSSGNQEPPAVKEKFVPPELSIWDYFIAKPFLP
WD40 2486 2529 NNLKTFYPFAGHDLAELPVSSPLCHAVLKTLQCWEQVLLRRLEI
WD40 2550 2591 GPAILRHKALLEPTNTPFKSKNHLALSVKRLWQYLVKQEEIQ
WD40 2728 2769 KAINNVRRMTSHPTLPYYLTGAQDGSVRMFEWGHSQQITCFR
WD40 2771 2810 GGNSRITRMRFNYQGNKFGIVDADGYLSLYQTNWKCCPVT
WD40 2822 2864 CHNKTANDFVFVSSSSLIATAGLSSDNRNICLWDTLVAPANSL
WD40 2870 2909 CHDSGATVLAYAPKHQLLISGGRKGFTCIFDLRQRQQRQL
WD40 2912 2951 SHDSPVKAIAIDPTEEYFVTGSAEGNIKIWSLSSFSLLHT
WD40 2964 3002 NIGTGVMQIETGPANH.IFSCGADGTMKMRILPDQFSPLN

Tab. 3.12: Durch das Programm REP identifizierte Protein-Repeatsequenzen

Aufgelistet wurden nur Repeats, die mit einer ,,hohen* Wahrscheinlichkeit identifiziert wurden. Hierbei
erfolgte die Orientierung an ,,Score“-Werten von WD-Wiederholungseinheiten, die auch von anderen
Programmen wie SMART oder PSA identifiziert wurden und keine oder geringe Uberlappung zu anderen
Wiederholungseinheiten zeigten.

(Haft et al., 1998, 1994; Letourneur et al., 1992). Ein peroxisomales Signal (SKL2,
PTS2; Petriv et al., 2004; Rachubinski et al.1995; Marzioch et al., 1994; Kragler et al.,
1993)) mit der Sequenz KLHGRKTQL wurde fiir die Position 819 vorausgesagt, liegt
damit aber innerhalb eines durch Datenbanksuchen identifizierten WD-Repeat mit einer
schwicheren Homologie zur WD-Konsensussequenz. Da keine weiteren cytosolischen
Signale gefunden wurden, berechnete PSORT II eine nukleédre Lokalisation des DmxI11-
Proteins mit einer Wahrscheinlichkeit von 69, 6 % (Human: 65,2 %). Alle Signale
wurden auch fiir das humane DMXL1 vorausgesagt.

ESLpred: Dieses Programm wurde speziell fiir die zellulare Lokalisation von Proteinen

entwickelt (Bhasin et al., 2004). Fiir die abgeleiteten Aminosduresequenzen von DmxI1
und DMXL1 wird jeweils eine nukledre Lokalisation mit einer Genauigkeit von 98%
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bestimmt. Fiir DmX wird eine nukledre Lokalisation mit 53 % Genauigkeit angegeben,
CpY hingegen soll mit einer 94%igen Genauigkeit im Cytoplasma gefunden werden.
Fir das homologe Protein F54E4.1 wird eine nukledre Lokalisation mit 98%
Genauigkeit bestimmt.

Identifikation von Transmembranhelices: Das Programm TMpred identifizierte 20
potenzielle Transmembranhelices mit einer Innen- nach AufBen-Orientierung und 18
Helices mit einer AuBen- nach Innen-Orientierung. Von diesen wurden sieben als
signifikant eingestuft (,,Score“~-Werte iiber 500), drei davon mit ,,Score“-Werten {iiber
1000 miissen als hochsignifikant betrachtet werden (Abb. 3.34-A). Bei dem berechneten
Modell befindet sich der N-Terminus im Innenbereich. TM-Finder identifizierte 9
transmembranspannende Segmente, von denen 5 mit einer Ladung versehen sind (Abb.
3.34-B). Zwei der vorausgesagten Helices wurden auch von TMpred erkannt, eine von
TOPPRED. TOPPRED konnte zwolf Transmembranregionen lokalisieren, von denen
sechs mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit bewertet wurden (Abb. 3.34-C).
PHDhtm sagt eine Transmembranhelix in der Position 2312-2329 voraus, nach diesem
Modell befindet sich der N-terminale Bereich auflerhalb, der C-Terminus innerhalb.
Diese Transmembrandoméne wurde von allen verwendeten Programmen identifiziert
und befindet sich innerhalb eines Blocks aus fiinf WD-Wiederholungseinheiten. Die
Programme TMHMM Server 2.0, tmap (EMBOSS), orienTM und SOSUI konnten
keine Transmembrandomainen identifizieren. Ein Vergleich der Positionen der Trans-
membrandominen und der identifizierten WD-Repeats zeigte jedoch, dass die meisten
projizierten Transmembranhelices mit den WD-Wiederholungseinheiten iiberlappen
oder innerhalb eines Blocks der WD-Repeats liegen (Abb. 3.32, Abb. 3.33).

SRS-Tool (LION bioscience AG): Die abgeleitete Aminosduresequenz von DmxI1
wurde mit dem Unterprogramm PATMATMOTIVES untersucht, hierbei wurden drei
Amidierungspositionen identifiziert: 821-824, 1292-1295 und 2890-2893. Da Amidie-
rungen C-terminal erfolgen (Kreil, 1984; Bradbury et al., 1987), wiirde nur die letzte
Position fiir eine solche Modifikation in Frage kommen. Diese liegt jedoch innerhalb
einer als sicher geltenden WD-Repeat-Einheit. Weiter konnte ein SUBTILASE ASP-
Motiv in der Position 1100-1110 identifiziert werden. Es handelt sich hierbei um eine
100 %ige Ubereinstimmung zum aktiven Zentrum der Konsensussequenz einiger Serin-
Proteasen. Dieses Motiv wurde auch von dem Programm PPSearch (EMBL-EBI)
erkannt.

MotifScan (Pagni et al., 2004; Falquet et al., 2002): Das Programm identifizierte bei
Datenbanksuchen in ,,Prosite patterns®, ,,Prosite profiles® und ,,Pfam collection* neben
einigen von SMART und PSA identifizierten WD-Wiederholungseinheiten in der
Position 328-356 eine Histidin-reiche Region und von 1100-1110 das auch von
PATMATMOTIFS identifizierte SUBTILASE ASP-Motiv. Beide Motive wurden
ebenfalls von dem Programm ScanProsite (Gattiker et al., 2002) erkannt.
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Superfamily (Wilson et al., 2007, Madera et al., 2004;): Die abgeleitete
Aminoséduresequenz von DmxI1 wurde von diesem Programm eindeutig als ,,WD-40
repeat Protein‘ eingestuft.

A:

————— > STRONGLY prefered model: N-terminus inside
7 strong transmembrane helices, total score 6107
# from to length score orientation
1 729 749 (21) 1153 i-o --——- 2> WD
2 971 987 (17) 667 o-1i ---—- 2> WD
3 2119 2142 (24) 510 i-o ———-- 2> WD
4 2222 2243 (22) 1108 o-i ----- 2> WD
5 2311 2331 (21) 1305 i-o
6 2470 2494 (25) 553 o-1i
7 2827 2845 (19) 811 i-o —-—---- > WD

B:

Helix Beginn - End charge content

1 1192 - 1201 high* ----- > WD

2 1219 - 1228 high* ----- > WD

3 1503 - 1512 high* ----- > WD

4 1541 - 1550 high* ----- 2> WD

5 1695 - 1704 -=

6 1718 - 1729 highx*

7 2308 - 2327 -=

8 2474 - 2487 -=

9 2654 - 2664 -=

* high charge content represents there being 2 15% charged amino acids
in the TM segment

C:

Helix  Beginn - End Score Certainity

1 733 - 753 1.223 Certain ----- WD
2 971 - 991 1.173 Certain ----- WD
3 1147 - 1167 1.017 Certain ----- WD
4 1561 - 1581 0.669 Putative ----- WD
5 1833 - 1853 0.621 Putative

6 1857 - 1877 0.653 Putative

7 2124 - 2144 0.744 Putative ----- WD
8 2172 - 2192 0.952 Putative —----- WD
9 2222 - 2242 1.164 Certain ----- WD
10 2307 - 2327 1.396 Certain

11 2827 - 2847 1.210 Certain ----- WD
12 2936 - 2956 0.684 Putative —----- WD

Abb. 3.34: Vorhersage moglicher Transmembranhelices

A: Von TMpred vorhergesagte Transmembrandoménen. Fiinf der sieben Helices liegen innerhalb identi-
fizierter WD-Wiederholungseinheiten, Helix Nr. 5 erreicht die hochste Wertung und wurde von allen

Programmen als Transmembrandoméne erkannt.
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B: Durch das Programm TM-Finder vorhergesagte Transmembranregionen. Vier von neun identifizierten
Bereichen sind innerhalb von WD-Repeats lokalisiert, eine qualitative Wertung der Vorhersage ist mit
diesem Programm nicht moglich. Helix Nr. 8 wurde auch von dem Programm TMpred erkannt.

C: TOPPRED-Vorhersage von Transmembranhelices. Neun von zwolf moglichen Doménen befinden
sich im Bereich der WD-Repeats. Helix Nr. 10, die auch von anderen Programmen identifiziert wurde, ist
hierbei mit der hchsten Wahrscheinlichkeit bewertet worden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der ,,Knock-Out“-Technik das murine
Dmxl1-Gen auf genomischer Ebene disruptiert. Weiter wurden die vollstindige cDNA
und die genomische Organisation von Dmx/1 aufgeklirt und mit diesen Informationen
umfangreiche computergestiitzte Analysen durchgefiihrt. In diesem Abschnitt sollen
zunéchst die in dieser Arbeit verwendeten Techniken und Resultate zur Sequenzierung,
Konstruktion des Targeting-Vektors und ,,Knock-Out*“ von Dmx/1 diskutiert werden.
Anschlielend erfolgt eine Bewertung der In Silico-Analysen und eine Interpretation der
ermittelten Daten in Hinblick auf den resultierenden Phianotyp der chimiren Tiere des
»Knock-Out*“-Experiments.

4.1 Bewertung der Strategie zur Identifikation von DmxI/1 in
Mus musculus und Konstruktion des Targeting-V ektors

Eine grundlegende Voraussetzung fiir die erfolgreiche Durchfiihrung eines ,,Knock-
Out“-Experiments in der Maus ist die detaillierte Kenntnis der genomischen Struktur
des zu disruptierenden Gens (Galli-Taliadoros et al., 1995). Zu Beginn dieser Arbeit
lagen keine Sequenzdaten der genomischen Region von Dmx/1 bzw. DMXL1 in Maus
und Mensch vor, da das Humane Genomprojekt erst 1998 mit dem dritten
Fiinfjahresplan in die entscheidende Phase der Sequenzierung im Hochdurchsatz-
Verfahren (Collins et al., 1998) trat. Die Sequenzierung des Mausgenoms wurde 1998
beschlossen und erst 1999 begonnen (Battey et al., 1999). Auller einem cDNA-Klon
(IMAGE: 905860), der Sequenzen aus dem 3’-UTR enthélt, lagen somit keine weiteren
Sequenzinformationen fiir das murine Dmx/1 vor. Aus dieser Tatsache definierte sich
das erste Ziel dieser Arbeit: Zundchst sollten durch Hybridisierung mit
Sequenzabschnitten der menschlichen cDNA Klone aus einer murinen genomischen
DNA-Bibliothek herausgesucht werden. Fiir die Wahl einer geeigneten Bibliothek ist
dabei Folgendes zu bedenken: Verschiedene Experimente zeigten, dass die Effizienz
der homologen Rekombination zwischen zwei Sequenzen ganz entscheidend von der
Lange der verwendeten homologen Sequenzen abhdngig ist (Thomas et al., 1987). Bei
einer Variation der Léinge der fir die homologe Rekombination verwendeten
Sequenzen von 1,2 zu 9,5 kb konnte eine 25-40 Fach hohere Effizienz fiir die lingeren
Sequenzen beobachtet werden (Deng, 1992; Shulman et al., 1990; Thomas et al., 1987).
Fiir ein erfolgreiches Gen-Targeting ist auerdem der Grad der Homologie zwischen
zwei Sequenzabschnitten von grundlegender Bedeutung (Smith, 2001). Isogene
Sequenzen (genetisch identische Homologieblocke) aus syngenen (genetisch
identischen) Tieren oder Zellinien zeigen eine 20-25 Fach hoéhere Wirkkraft in der
homologen = Rekombination als  nicht-isogene  Sequenzabschnitte  (geringe
Sequenzunterschiede innerhalb der Homologieblocke) (te Riele et al., 1992; Van
Deursen et al, 1992; Hasty et al., 1991; te Riele et al., 1990). Auch konnte eine
Verschiebung der zufilligen zu gerichteten Genomintegrationen um den Faktor vier bei
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Verwendung von isogenen Tieren beobachtet werden (Riele et al., 1989). Verglichen
wurden dabei Targeting-Sequenzen der Mausstimme BALB/c und 129. Das Gen-
Targeting dieser Arbeit sollte in embryonalen Stammzellen des Typs 129-R1 (Nagy et
al., 1993) erfolgen. Eine syngene DNA-Bibliothek stand jedoch zu diesem Zeitpunkt
ebenfalls nicht zur Verfiigung. Um die Anzahl moglicher Polymorphismen gering zu
halten, fand daher zunidchst die Cosmid-Bank Nr. 121 (129/0Ola) Verwendung,
hergestellt von Burgtorf, Poch und Wiles aus einem gemischten genetischen Hinter-
grund aus 129/0Ola Maus-DNA ligiert in Cosmid Lawrist 7 (Kapitel 3.1.1). Aus diesem
Grund wurden auch positiv detektierte Klone einer vorliegenden P1-DNA-Bank aus
C57/BL/6 (Kapitel 3.1) nicht weiter bearbeitet, da der zu erwartende Grad moglicher
polymorpher Sequenzabschnitte schon von vornherein eine Reduktion der
Rekombinationseffizienz bedeutet hitte (Munclinger et al., 2003; Wade et al., 2002;
Thomas et al., 2002; Lander et al., 2001; Green-Till et al., 2000; Zhao et al., 1995).

Von grundlegender Bedeutung fiir ein erfolgreiches Gen-Targeting ist weiter die
Auswahl geeigneter Zielsequenzen fiir die spéter stattfindende homologe
Rekombination. Um zu verhindern, dass nach der Disruption ein trunkiertes aber
teilfunktionales Protein entsteht, sollten die ausgewéhlten Sequenzabschnitte fiir den
,»Knock-Out* moglichst weit im 5’-Bereich des Zielgens lokalisiert sein (Transgenic
Mouse Core Facility: Instruction Manual for Users, Purdue University, 2004; Deng,
1992; Mansour et al., 1988). Basierend auf diesen Vorgaben erfolgte die Suche nach
positiven Klonen auf den hoch-dichten Klonfiltern der Cosmid-Bank durch Inter-
spezies-Hybridisierung (Karasawa et al., 1993; Smith et al., 1976) mit zwei Sonden aus
dem 5’-Bereich der humanen ¢cDNA von DMXL1: Das Integrat des cDNA Klons
IMAGp998H19442 (Sonde H19442) und ein PCR-Amplifikat (Sonde Homo34/35), das
sich an H19442 anschlieB3t (Kapitel 3.1.1). Das Integrat des Klons IMAGp998H 19442
iiberspannt dabei die Exons 5-10, das PCR-Produkt die Exons 11-17 (zusammen bp
586-3085) der menschlichen cDNA von DMXL1 und repriasentierten damit die am
weitesten 5’-wirts gelegenen Sequenzen, die zu diesem Zeitpunkt im Menschen
bekannt waren. Das mit diesen Sequenzen detektierte Cosmid N10467Q3 enthielt die
Exons 8-17 (bp 831-2998). Weitere Klone, welche die Exons fiinf bis sieben enthalten,
konnten in der vorhandenen Genbank nicht identifiziert werden. Die Griinde hierfiir
sind unbekannt, jedoch nicht methodischer Art. Es kann angenommen werden, dass
diese Sequenzabschnitte bei der Herstellung der Genbank unterreprédsentiert waren
und/oder nicht kloniert wurden.

Die Sequenzierungsstrategie von Cosmid N10467Q3 muss aus heutiger Sicht kritisch
beurteilt werden. Die in dieser Arbeit verwendete Kombination aus ,,primer-walking®,
Subklonierung und Religationsklonierung (Kapitel 3.2.1) erwies sich als sehr zeit- und
arbeitsaufwendig. Der Vorteil einer niedrigeren Redundanz, und damit geringeren
Kosten fiir die erforderlichen Sequenzierungsreaktionen, gegeniiber einer ,,Shotgun®-
Sequenzierung (Chissoe et al., 1997; Andersson et al., 1996; Ansari-Lari et al., 1996;
Chen et al., 1996; Venter et al., 1996; Adams et al., 1995; Fleischmann et al., 1995;
Bodenteich et al., 1994), bei der jeder DNA-Abschnitt sechs- bis elfmal sequenziert
wird, wurde durch die notwendigen Synthesen der Primer und den Zeitaufwand
relativiert. Mehr als ein Viertel der Cosmidsequenz besteht aus repetitiven Elementen
(Tab. 3.5), welche das Primer-Design erheblich erschwerten bzw. unmoglich machten
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und unter anderem zu fehlgeschlagenen Sequenzierungsreaktionen fiihrten. Eine
»Shotgun“-Sequenzierung hitte vermutlich die gleichen Kosten verursacht, aber den
Zeit- und Arbeitsaufwand halbiert. Ein Vorteil dieser Strategie lag allerdings darin, dass
sequenzierte DNA-Abschnitte zum Teil in klonierter Form vorlagen und somit fiir die
Erzeugung des Targeting-Vektors zur Verfiigung standen.

Fiir die Konstruktion des Targeting-Vektors standen somit nur die durch die Sequenzie-
rung von Cosmid N10467Q3 ermittelten Daten zur Verfiigung. Die Herstellung des
Targeting-Vektors orientierte sich an publizierten Vorgaben und der personlichen
Beratung durch Prof. Dr. Manfred Blessing. Die in vielen Arbeiten verwendete Integ-
ration der ,,Neo-Box“ des Targeting-Konstrukts in ein Exon ist wiinschenswert, aber fiir
eine Disruption des Zielgens nicht zwingend erforderlich (u.a. Zhang et al., 2001;
Postic et al., 1999; Zhu et al., 1999; Ho et al., 1998; Markkula et al., 1996; Umans et
al., 1995; Blessing, personliche Auskunft). In dieser Arbeit wurde mit einem
Lreplacement“-Vektor gearbeitet, also einem Konstrukt, das durch homologe
Rekombination gegen die entsprechenden genomischen Sequenzabschnitte
ausgetauscht wird (Smith, 2002). Fiir das Vektor-Design bestand daher auch die
Moglichkeit, Exons zu deletieren. Neben der Integration des Neomycin-Resistenzgens
neo (Stewart et al., 1987; Gossler et al., 1986) und einem damit assoziierten
Polyadenylierungssignal in allen Leserahmen, kann zusitzlich auch eine Verschiebung
des ORFs herbeigefiihrt werden. Bei einem moglichen aberranten Splei3vorgang fiihrt
dies zu einer verdnderten Aminosiureabfolge und/oder einem Stop-Codon. Weitere
Voraussetzungen fiir die Konstruktion des Targeting-Vektors waren: Kompatible
genomische Schnittstellen zu den beiden multiplen Klonierungsschnittstellen des
Vektorsystems, zwei moglichst lange Sequenzabschnitte, die sich als Targeting-Arme
eignen und keine repetitiven Elemente enthalten, passende Schnittstellen aullerhalb des
auszutauschenden Sequenzabschnitts und innerhalb des spdter genomisch integrierten
Resistenzmarkers zur Detektion der endogenen Bande mittels Southernblot sowie ein
geeigneter Sequenzabschnitt innerhalb der externen Schnittstelle, aber aullerhalb des
rekombinanten Bereichs zur Herstellung einer Sonde (Abb. 3.10) (Transgenic Mouse
Core Facility: Instruction Manual for Users, Purdue University, 2004; Blessing et al.,
1997; Rossant et al., 1995; Galli-Taliadoros et al., 1994; Morrow et al., 1993; Deng,
1992; Koller et al., 1992; Shulman et al., 1990; Mansour et al., 1988; Thomas et al.,
1987). Der verfiigbare genomische Sequenzabschnitt aus Cosmid N10467Q3 erfiillte
diese Vorgaben nur teilweise, daher waren fiinfzehn molekulare Manipulationen und
die Uberpriifung von ca. 60.000 Klonen fiir die Konstruktion des Vektors notwendig. In
der vorliegenden Arbeit konnte ein ,,replacement-Vektor mit einer Gesamtgrofle von
20293 bp hergestellt werden, der zwei homologe Sequenzabschnitte (Targeting-Arme)
von 4347 bp (5’) und 6786 bp (3’) besitzt. Eine Integration des Resistenzmarkers
pPGKNeo®A" in eines der Exons war aufgrund inkompatibler Schnittstellen nicht
moglich. Eine erfolgreiche homologe Rekombinationzwischen dem Targeting-Vektor
und dem endogenen Dmx/1 fiihrt zu einer Deletion der Exons 10-14 (genomisch 6594
bp). Der zu deletierende genomische Abschnitt wurde so gewihlt, dass es bei einem
aberranten Spleiflvorgang von Exon 9 auf Exon 15 zu einer Verschiebung des offenen
Leserahmens und zur Erzeugung eines Stop-Codons kommen wiirde, da auf Exon 9 ein
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Phase 1-Intron folgt und vor Exon 15 ein Phase 0-Intron lokalisiert ist (Abb. 4.1). Diese
Konstruktion diente als Sicherungsmafinahme, die Integration eines starken
Polyadenylierungssignals in den transkribierten genomischen Abschnitt ist
normalerweise  ausreichend, um eine Disruption zu bewirken, da das
Polyadenylierungssignal schon wérend der Transkription terminierend auf die RNA-
Polymerase II wirkt (Proudfoot, 2000; Bentley, 1999; Minvielle-Sebastia et al., 1999;
Colgan et al., 1997). Die Liange der Targeting-Arme wurde so gewéhlt, dass sie den von
Thomas et al. (1987), Shulman et al. (1990) und Deng et al. (1992) experimentell
ermittelten optimalen Langenmall entsprechen.

CAT GGC AGA AAA ACC CAG TTG CTT CAT
P8 128 128 128 128 128 128 128 128

Exon 9 Exon 14

R v c 2xac corcwwcecuuoa, | g
12 312 312 312 312 312 312 312 312
L ]

57 bp

Abb. 4.1: Aberrantes Spleiien fiihrt zu einer Verschiebung und Unterbrechung des offenen
Leserahmens.

In der oberen Bildhilfte ist ein Ausschnitt der genomischen Organisation nach erfolgtem
Rekombinationsereignis gezeigt. Auf Exon 9 (blau) folgt ein Phase 1-Intron, die gelbe Box symbolisiert
den ausgetauschten genomischen DNA-Abschnitt mit integriertem Resistenzmarker und dem
Polyadenylierungssignal. Vor Exon 14 (griin) liegt ein Phase O-Intron, die Codierung des offenen
Leserahmens wird durch die Zahlenabfolge 123 dargestellt, diese sind der entsprechenden Basenabfolge
zugeordnet. In der unteren Bildhélfte ist die prozessierte RNA nach einem aberranten Spleiflvorgang
dargestellt. Die urspriinglich codierte Aminosiureabfolge ist ab der Spleiflstelle um eine Position
verschoben, daraus ergibt sich eine verdnderte Aminosduresequenz und nach 54 bp ein Stop-Codon (rote
Box).

4.2 Identifikation von rekombinanten embryonalen
Stammzellen — ein spezifisch entwickeltes Restriktions- /
Detektionssystem

Fiir das zu entwickelnde Restriktions- / Detektionssystem konnten zunédchst anhand der
Sequenzinformationen aus Cosmid N10467Q3 kaum geeignete Schnittstellen in
direkter Umgebung der spiteren Rekombinationsposition identifiziert werden. Eine
geeignete Sondensequenz, die zu einem potenziellen Restriktionssystem passen wiirde,
konnte aufgrund der ungiinstigen Verteilung der repetitiven Elemente in diesem DNA-
Abschnitt oder unspezifischer Bindungen der getesteten Sonden nicht gefunden werden
(Kapitel 3.3.4). Erst die Sequenzierung (Kapitel 3.2.2) ermoglichte die Identifikation
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geeigneter Sequenzabschnitte, die dann zur Herstellung einer Sonde Verwendung
fanden, aber gleichzeitig die Entwicklung eines neuen Restriktionssystems mit dem
Enzym FEco RV notwendig machte. Das aus dem Verdau resultierende
Restriktionsfragment lieB sich durch Hybridisierung als diskrete Bande im
Molekulargewichtsbereich von 20300-20600 bp nachweisen. Das erwartete
Rekombinationsereignis sollte eine zweite Bande erzeugen, die genau 1015 bp kleiner
als die Wildtyp-Bande im Southernblot erscheint. Da sich die nachzuweisenden DNA-
Fragmente hinsichtlich ihrer Groe an der Auflosungsgrenze von linearen DNA-
Fragmenten einer Standard-Gelelektrophorese befinden (Rill et al., 2002; Doggett et al.,
1992; Heller et al., 1989) und die fiir die Restriktion zur Verfiigung stehenden DNA-
Mengen mit 0,5-15 pg sehr gering waren, musste ein speziell auf diese Bedingungen
abgestimmtes Restriktions- / Detektionssystem entwickelt werden (Kapitel 2.6). Die
Aufarbeitung der embryonalen Stammzellen erfolgte aus Zeitgriinden im
Schnellverfahren in 96’er Mikrotiterplatten. Daraus resultierten zundchst relativ
unsaubere DNA-Prézipitate, die sich mit Restriktionsenzymen in enzymspezifischen
Puffern der Hersteller teilweise nur unbefriedigend schneiden lieBen. Dieses Problem
konnte mit einem selbst gemischten Puffersystem umgangen werden (Kapitel 2.6.1).
Auch das zundchst verwendete Standardprotokoll fiir die Southern-Hybridisierung
(Kapitel 2.5.1) lieferte keine reproduzierbaren Ergebnisse. Erst die Adaption eines
Protokolls von Foley (Soriano et al., 1991; Foley et al., 1998) an eigene Erfahrungen
und die Kombination mit weiteren Protokollen ermdglichte ein standardisiertes
Verfahren zur Detektion der endogenen Bande mittels Southernblot unter Verwendung
hochauflosender Agarosegele.

4.3 DmxI1 ,,Knock-Out*
4.3.1 Gen-Targeting

Das Targeting von Dmxl/1 erfolgte an embryonalen Stammzellen des Typs 129-R1
durch Elektroporation der Zellen mit dem Targeting-Vektors in vier unabhidngigen
experimentellen Ansdtzen. Die ersten drei Versuche zeichneten sich durch eine extrem
niedrige Transformationseffizienz aus (Kapitel 3.3.3). Dies konnte im Folgenden auf
diec Art der DNA-Isolierung zuriickgefiihrt werden. Fiir die ersten drei
Transformationen wurde die DNA nach der Whitehead-Methode isoliert (Kapitel
2.3.2). Bei dieser Art der Plasmid-Préparation werden massiv Endotoxine freigesetzt
(Cotten et al., 1994). Bei Endotoxinen handelt es sich um Zellwandbestandteile
gramnegativer Bakterien, so genannte Lipopolysaccharide (LPS). Die chemische
Struktur der LPS-Molekiile bewirkt die Ausbildung von micellaren Strukturen, die sich
wie groBe DNA-Molekiile verhalten, diese werden bei der DNA-Aufarbeitung
coisoliert. Endotoxine filhren zum Absterben sensitiver eukaryotischer Zellen, bei
embryonalen Stammzellen handelt es sich um einen endotoxin-sensitiven Zelltyp
(Cotten et al., 1994). Eine LPS-Kontamination der DNA-Priparation fiihrt daher zu
einer deutlichen Reduktion der Transfektionseffizienz von ES-Zellen (Weber et al.,
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1995). Um eine endotoxin-freie Préparation des Tageting-Vektors zu erhalten, wurde
fiir die vierte Transformation der ,,EndoFree® Plasmid Maxi Kit“ der Firma Qiagen fiir
die DNA-Isolierung verwendet. Da jedoch Endotoxine stark an Glas- und
Plastikwidnden adhérieren, wurden zusitzlich alle verwendeten Materialien durch
zweifaches Sterilisieren bei 230 °C fiir 4h bzw. mehrfaches Autoklavieren endotoxin-
frei gemacht. Die vierte Transformation zeigte dann zwar eine um 200% gesteigerte
Transfektionsrate, lag aber mit 391 Klonen immer noch deutlich niedriger als die unter
den beschriebenen experimentellen Bedingungen erwarteten 600-800 Klonen (Blessing,
personliche Auskunft).

Aus zusammen 759 untersuchten Klonen konnte eine positiv-rekombinante Zelllinie
durch Southernanalyse identifiziert werden. Dies entspricht 0,13 % und liegt damit im
Bereich publizierter Analysen der Rekombinationsfrequenz bei Targeting-
Experimenten an ES-Zellen bei Miusen (Ohtsuka et al., 2006; Saito et al., 2004;
Vasquez et al.,, 2001; Liang et al., 1998; Thomas et al., 1986). In diesem
Zusammenhang muss die Moglichkeit eines ungewollten Targetings auf Chromosom 4
diskutiert werden. Da es sich bei Cosmid N10467Q3 um ein in vitro-Ligat handelt
(Kapitel 3.5.3) und die terminalen 2358 bp des rechten Targetingarms von Chromosom
4 stammen, ist eine Reduktion der Transformationseffizienz durch diesen Umstand
nicht auszuschlieBen. Datenbanksuchen zeigten, dass das Fragment in dem Bereich
135651528-135653885  (Datenbanklokalisation AL  627214.15.1.182829) auf
Chromosom 4 lokalisiert ist. Die Ubereinstimmung mit den Datenbankeintrigen betriigt
100 %, es gibt keine Hinweise auf kodierende Sequenzen in diesem Bereich. Eine
theoretisch denkbare Integration des homologen Sequenzabschnitts wiirde somit
vermutlich keinen Effekt haben und auch zu keinem veridnderten Phénotyp fiihren. Die
Linge des fiir eine mogliche homologe Rekombination zur Verfiigung stehenden
Sequenzabschnitts ist mit 2358 bp suboptimal (Deng et al., 1992; Shulman et al., 1990;
Thomas et al., 1987). Es kann davon ausgegangen werden, dass insgesamt die Effizienz
des spezifischen Gen-Targetings durch fehlgeleitete DNA-Molekiile, die dann fiir die
entsprechende Zielsequenz nicht mehr zur Verfiigung standen, um wenige Prozent
gesenkt wurde, erklirt aber nicht die grundsétzlich niedrige Transformationseffizienz.
Die Wirkung eines Targeting-Experiments héngt von sehr vielen individuellen Faktoren
ab (Lukacsovich et al., 2001), eine exakte Darstellung der Griinde fiir die reduzierte
Effizienz ist somit ohne weitere Untersuchung nicht moglich und wiirde im Rahmen
dieser Arbeit zu weit fiihren.

4.3.2 DmxI1 ,, Knock-Out*“ — hochchimire Tiere zeigen einen
neuen Phinotyp

In der vorliegenden Arbeit wurden 120 Blastocysten mit jeweils ca. 15 ES-Zellen der
positiven Zelllinie 4.P14-D4 injiziert. Diese wurden dann in 12 NMRI-
Empfangerweibchen implantiert, aus denen sich 18 Nachkommen entwickelten. Von
diesen konnten 10 Tiere als chimir eingestuft werden. Im Allgemeinen liegt die
Frequenz chimirer Nachkommen bei 2-10% (Nagy et al., 1993; Mombaerts et al., 1992;
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DeChiara et al., 1990; Schwartzberg et al., 1989), in dieser Arbeit wurden 8% erreicht.
Die ménnlichen Chimiren wurden mit weiblichen Maiusen verpaart, aus diesen
Ziichtungen entstanden 67 reinerbige C57/BL/6N-Nachkommen, heterozygote Tiere
wurden nicht geboren. Phénotypisch zeigten die Chimiren, in Abhéngigkeit vom Grad
des Chimérismus, Fettleibigkeit und Hypogonadismus. In diesem Zusammenhang muss
zundchst geklirt werden, ob die beobachtete Obesitas moglicherweise auf die in dieser
Arbeit verwendeten Mausstimme bzw. embryonale Stammzellen und deren genetischen
Hintergrund zuriickzufiihren sein kann. In unterschiedlichen Arbeiten konnte in der Tat
gezeigt werden, dass die Auspragung von Fettleibigkeit ganz entscheidend von dem
genetischen Hintergrund der verwendeten Mausstimme abhéngt (Leiter, 2002).
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass vor allem die genetische Diversitét der 129-
Substamme sehr groB ist (JAX Bulletin # 1, 2001, JAX® Mice Nomenclature; Simpson
et al., 1997; Threadgill et al., 1997). Da die Ursachen fiir Obesitas hdufig auf eine
komplexes Zusammenspiel vieler verschiedener Gene und alleler Ausprigungen
zuriickzufiihren ist (Kumar et al., 2008; Diament et al., 2003), kann eine zuféllige allele
Kombination pldtzlich zu einer verstirkten Ausprdgung einer vorhandenen
Fettleibigkeit fithren (Itoi-Babaya et al., 2007; Paracchini et al., 2005; Leiter 2002; Kido
et al.,, 2000). Die in dieser Arbeit verwendeten Mausstimme bzw. Zellen des Typs
C57/BL/6N und 129-R1 konnen jedoch in dieser Hinsicht als unbedenklich eingestuft
werden. Wihrend z.B. der Stamm C57/BL/6J und Zellen des Typs 129/J eine massive
Auspragung von Fettleibigkeit bzw. Diabetes Typ II vor allem vor einem gemischten
genetischen Hintergrund zeigen (Mouse Genome Database, Mouse Genome
Informatics, Mouse Phenome Database, The Jackson Laboratory, 2003; Leiter, 2002;),
ist eine solche Voraussetzung bei den Mausstimmen bzw. Zellen des Typs C57/BL/6N
und 129-R1 nicht gegeben (Mouse Genome Database, Mouse Genome Informatics,
Mouse Phenome Database, The Jackson Laboratory, 2003; Bachmanov et al.,
2001,1998; Barsh et al., 2000; Rhees et al., 2000; Crabbe et al.,1999; Naveilhan et al.,
1999; Dong et al., 1997). Es kann somit festgestellt werden, dass die gezeigte
dramatische Gewichtszunahme nicht auf den genetischen Hintergrund zuriickzufiihren
ist.

Zusammenfassend kann der beobachtete Phidnotyp der Tiere wie folgt beschrieben
werden: Die hier erzeugten méinnlichen hochchimiren Miuse zeigten in Abhédngigkeit
des prozentualen Chimirismus eine extreme Obesitas und die Testes der Tiere waren in
threr Grofe um ca. 80 % reduziert (Hypogonadismus) ohne eine Feminisierung der
mannlichen Mause zu bewirken. Der Reproduktionsapparat war prinzipiell
funktionstiichtig, da alle Tiere reinerbige C57/BL/6N-Nachkommen zeugten. Weibliche
Tiere wiesen ebenfalls keine erkennbare Beeintrachtigung der Ovarien oder Genitalien
auf, allerdings zeigten beide untersuchten weiblichen Méuse nur einen Chimérismus
von 25 %. Es ist aber durchaus denkbar, dass in weiblichen chiméren Tieren der
Knock-Out Effekt wesentlich grofer ist als in ménnlichen Tieren und alle
hochchimiren weiblichen Tiere schon in der frithen Embryonalentwicklung
abgestorben sind. Aussagen iiber mogliche Verdnderungen bei weiblichen Tieren
konnen nicht getroffen werden.

In der Literatur sind inzwischen zahlreiche Mausmodelle fiir Fettleibigkeit beschrieben
worden. Dazu gehoren zum einen Mutationen einzelner Gene, die bei Inzuchtstimmen
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identifiziert wurden und als Modelle fiir Obesitas Verwendung finden, zum anderen
»Knock-Out*“ und transgene Mausmodelle, bei denen gezielt Kandidatengene, die eine
vermutete Rolle bei der Entstehung von Fettleibigkeit spielen, ausgeschaltet oder
tiberexprimiert wurden. In Tabelle 4.1 ist eine Auflistung aller wichtigen Mausmodelle
fiir Fettleibigkeit wiedergegeben (Butler et al., 2001; Brockmann et al., 2002). Weiter
gibt es zahlreiche so genannte QTL’s (,,quantitative trait loci®), die fiir eine polygene
Obesitas verantwortlich sind und einen spezifischen Phénotyp durch additive Effekte
verschiedener Allele und in Abhéngigkeit von Fiitterung, Alter und Geschlecht und
genetischem Hintergrund erzeugen (Brockmann et al., 2002). In Abb. 4.2 sind alle
bekannten chromosomalen Loci aufgezeigt, die bei der Entstehung von Fettleibigkeit
eine Rolle spielen.

Alle bekannten Maus-Phénotypen, die mit Obesitas assoziiert sind, wurden mit dem
Phanotyp der vorliegenden Dmx/1-,,Knock-Out*“ Chimiren verglichen. Nur in einem
Fall wurde eine Fettleibigkeit in Verbindung mit leicht verkleinerten Testes
beschrieben, hierbei handelt es sich um die so genannte ob/ob-Maus (Zhang et al.,
1994; Jones et al., 1957; Ingalls et al., 1950). Bei diesen Tieren liegt eine homozygote
Mutation des Leptin-Gens vor (Zhang et al., 1994). Heterozygote Tiere zeigen diese
Defekte nicht. Die Reduktion der Testes ist moderat (Mounzih et al., 1997) und in
keinem Fall mit dem vorliegenden Phinotyp vergleichbar, zudem sind die Tiere vollig
steril. In einigen Publikationen wurde Fettleibigkeit in Verbindung mit einer
Haploinsuffiziens beschrieben (Holder et al., 2004; Lubrano-Berthelier et al., 2003;
Wolfrum et al., 2003; Xu et al., 2002; Michaud et al., 2001; Cone, 2000; Dhar et al.,
2000; Farooqi et al., 2000; Vaisse et al., 2000; Sina et al., 1999). Bei Untersuchungen
an Méusen fiihrte hier in allen Féllen ein ,,Knock-Out“ schon bei heterozygoten Tieren
(X” ) zu einer Zu- oder Abnahme von Fettleibigkeit. Haploinsuffiziens kann auftreten
wenn: a.) ein Genprodukt in ein quantitatives Signaltranduktionssystem eingebettet ist,
b.) es sich um miteinander konkurrierende Genprodukte handelt, oder c.) Genprodukte
in einer festen Stochiometrie miteinander interagieren. Gewichtszunahmen, wie sie in
dieser Arbeit fiir chimire Dmx/1-, Knock-Out“-M&use beschrieben wurden, konnten,
bei einem vergleichbaren genetischen Hintergrund von C57/Bl/6-129/Sv, nur bei den
haploinsuffizienten Tieren durch eine Hoch-Fett Didt erreicht werden (Michaud et al.,
2001). Tiere mit einem hohen Chimérismusgrad haben einen entsprechend hohen
Anteil von Zellen mit einem Null-Allel am Gesamtorganismus, im Falle einer
bestehenden Haploinsuffiziens kann angenommen werden, dass sich der Grad der
Auswirkung auf den Phinotyp mit dem Grad des Chimirismus &ndert. Genau das
konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden (Kapitel 3.3.6). Es zeigte sich ein
deutlicher ~Zuwachs des Gewichts in Abhéngigkeit eines ansteigenden
Chimédrismusgrads, wobei auch die niederchiméren Tieren bei einem Vergleich mit
Referenzstimmen ein erkennbares Ubergewicht zeigten. Da bei dem vorliegenden
Phéinotyp eine Haploinsuffiziens als Ursache fiir die bestehende Obesitas in Betracht
gezogen werden muss, wurde auch im Falle der morphologisch extrem verkleinerten
Testes nach vergleichbaren Publikationen gesucht.

- 139 -



4 Diskussion

Gen-Symbol

Gen-Produkt

Funktion bzw. Gen-Defekt

Publikation

Mutationen einzel

ner Gene, die bei Inzuchtstimmen identifiziert wurden

AY Agouti Signalpeptid Antagonist des Melanocortin Signalwegs Miller et al., 1993

Atrn Attractin Fiir Funktion des Agouti Signalpeptids notig Gunn et al., 1999

Cpe Carboxypeptidase E Wandelt Proinsulin und Proopiomelanocortin Naggert et al., 1995
in die biologisch aktive Form um

Lep Leptin Séttigungshormon, von Fettzellen produziert Zhang et al., 1994

Lepr Leptin-Rezeptor Leptin Rezeptor Tartaglia et al., 1995

Tub Insulin Signalprotein Involviert im Insulin Signalweg Kleyn et al.,, 1996

KO oder TG einzelner Gene auf dem Hintergrund

Pridisposition fiir Fettleibigkeit

von Wild-Typ Stimmen und verschiedener Stimme mit einer

Adr3b Adrenorezeptor -3 Metabolismus? Susulic et al., 1995,
Grujic et al., 1997
Brs3 Bombesin-Rezeptor Subtyp 3 Hyperphagie, Metabolismus Ohki-Hamazaki et al.,
1997
Cyp 19 Cytochrom 450, Aromatase Reduzierte Aktivitit, sekundir Jones et al., 2000
Dgatl Diacylglycerol O- An der Entwicklung des Hypothalamus Smith et al., 2000
acetyltransferase beteiligt
Esrl Ostrogen-Rezeptor-o Reduzierte Aktivitit, Metabolismus Heine et al., 2000
Fshr FSH-Rezeptor - Danilovich et al., 2000
Gabtl I'-Amino-buttersdure (GABA- | Zentraler Signaltransfer Ma et al., 2000
A) Transporter 1
Hert Hypocretin (Orexin) Neurotransmitter Hara et al., 2001
Hsd11bl Hydroxysteroid 11-B Triglycerid Synthese Masuzaki et al., 2001
Dehydrogenase 1
Htr2c 5-Hydroxytryptamin Hyperphagie Tecott et al., 1995;
(Seratonin)-Rezeptor 2C Nonogaki et al., 1998;
Heisler et al., 1998
Insr Insulin-Rezeptor Insulin Signalweg Bruning et al., 2000
Mc3r Melanocortin-3 Rezeptor Reduzierte Aktivitit Chen et al., 2000; Butler
et al., 2000
Mc3r Melanocortin-4 Rezeptor Reduzierte Aktivitit, Hyperphagie, Marie et al., 2000; Butler
Metabolismus et al., 2001; Huszar et al.,
1997; Marsh et al., 1999
Npy Neuropeptid Y (NPY) Kein Defekt Erickson et al., 1996;
Erickson et al., 1996
Npylr NPY 1-Rezeptor Reduzierte Aktivitit, Metabolismus Pedrazzini et al., 1998;
Kushi et al., 1998
Npy2r NPY2-Rezeptor Hyperphagie, reduzierte Aktivitat Naveilhan et al., 1999
Npy5Sr NPYS5-Rezeptor Hyperphagie Marsh et al., 1998
Pmch Promelanin Konzentrations- Gewichtsregulation Ludwig et al., 2001
Hormon
Pomcl Pro-opiomelanocortin Hyperphagie Yaswen et al., 1999;
Forbes et al., 2001
Ppara Peroxisom-Proliferator, Fetteinlagerung Lee et al., 1995
aktivierter Rezeptor-o
Ptpnl Protein-Tyrosin-Phosphatase, Regulation der Insulinwirkung Klamann et al., 2000

non-Rezeptor 1

Tab 4.1: Zusammenfassung der wichtigsten Gendefekte, die bei der Ausprigung von Fettleibigkeit
eine Rolle spielen
KO: ,, Knock-Out*

TG: Transgen
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Abb. 4.2: Chromosomale Lage von Genen und QTL’s, die Korpergewicht und Fettleibigkeit bei
Miusen beeinflussen (Brockmann et al., 2002)

Auf der linken Seite jedes Chromosoms sind die QTL-Positionen (Quantitative Trait Loci) dargestellt:
Korpergewicht allgemein (schwarz); Fettleibigkeit und ,,heat loss* (erhdhte Stoffwechselaktivitit mit
reduzierter Fetteinlagerung und verstdrkter Nahrungsaufnahme, orange); Didt-induzierte Fettleibigkeit
(rot); Didt-induzierte Fettleibigkeit, die auch Subphénotypen beeinflusst (griin); mit Fettleibigkeit
assoziierte Subphénotypen, die durch die QTL’s nicht direkt beeinflusst werden (violett); andere
Ursachen fiir Fettleibigkeit (blau). Auf der rechten Seite der Chromosomen sind die Positionen von
Genen wiedergegeben, die bei Mutanten oder durch Gen-Targeting erzeugten Mausstimmen eine Zu-
oder Abnahme von Fettleibigkeit bewirken. Auf Chromosom 18 wurden bisher drei QTL-Positionen
identifiziert, keine dieser QTL’s befindet sich in der Nédhe von Dmx/1. Ein direkter Zusammenhang der
beobachteten Obesitas mit dem Targeting-Ereignis selbst ist unwahrscheinlich.
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Als Ursache fiir die Grofenreduktion der Hoden bei den hochchimiren Tieren konnte
auch ein grundsétzlicher Defekt auf DNA-Ebene angenommen werden. Ein solcher
Effekt wére unabhidngig vom Target-Ereignis und bedingt durch die vielfiltigen
Manipulationen der verwendeten embryonalen Stammzellen, der zu einem prinzipiellen
Ausschluss der injizierten ES-Zellen an der Keimbahnentwicklung fiihren konnte. Dies
erklirt jedoch nicht die Reduktion der Testes um ca. 80 % bei den Hochchimiren und
die Gewichtszunahme aller chimiren Tiere. Vorstellbar ist hier eher der ursidchliche
Zusammenhang mit dem Target-Ereignis und einer daraus resultierenden
Haploinsuffiziens (Cho et al., 2003, 2001; Li et al., 2002; Seidman et al., 2002; Veitia
et al., 2002, 2001) in der Keimbahn- oder der Embryonalentwicklung. Da die chiméiren
Tiere nicht in der Lage waren, das Dmx[1-Null-Allel zu transduzieren, kann neben einer
Haploinsuffiziens in der Spermatogenese oder bei der Keimzellentwicklung auch eine
Haploletalitit (Veitia, 2002) bei einem 50 %igen Verlust der Dmx/1-Transkripte in
Erwédgung gezogen werden. Es gibt zahlreiche Publikationen, bei denen ein ,,Knock-
Out*“ zu Hypogonadismus fiihrte (u.a. Yan et al., 2004; Kasai et al., 2003; Yeh et al.,
2002; Veitia et al., 2001; Zhang et al., 2001; Zhang et al. 2001; Kumar et al., 2000),
jedoch nur wenige Arbeiten, die in Verbindung mit einer Haploinsuffiziens einen
solchen Phédnotyp aufzeigten. In der Arbeit von Yan et al. (2004) ist eine solche
Kombination beschrieben: Hier wurde ein ,,Knock-Out* des Gens erzeugt, das fiir das
KLHL10-Protein (kelch-like protein homolog 10) kodiert. Es handelt sich dabei um ein
bei Mammaliern hochkonserviertes Testes-spezifisches Gen. Das resultierende Protein
gehort interessanterweise zu der Superfamilie der Kelch-Proteine und besitzt C-
Terminal sechs Kelch-Wiederholungseinheiten, die in der Lage sind, genau wie WD-
Wiederholungseinheiten, einen Propeller zu formen (Kapitel 4.4.8). Das Protein ist
entweder Bestandteil des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, der
Ubiquitinierungsvorgdnge wéhrend der Spermiogenese katalysiert, oder iibt seine
Funktion als cytoskeletales Protein bei der Formgebung der Spermatiden aus. Die aus
dem ,,Knock-Out“-Experiment resultierenden Chimédren waren teilsteril bis steril und
die Testesgrofle betrug 50-60 % des Wildtyps, also deutlich grofer als bei den Dmxl1-
Chimaéren, eine Feminisierung der Genitalien wurde nicht beobachtet, ebenso wenig
eine Verdnderung des Korpergewichts. Der Hypogonadismus ist auf apoptotische
Vorgénge in Spermatogonien und Spermatocyten sowie degenerative haploide
Keimzellen zuriickzufiihren. In der Arbeit von Kasai et al. (2003) erzeugte ein ,,Knock-
Out™ des Bcl-x Gens bei heterozygoten Tieren eine Reduktion der Testes auf 40 % des
Wildtyps, allerdings in Zusammenhang mit einer deutlichen Abnahme des
Korpergewichts. Andere Organe des Reproduktionsapparates, wie seminale Vesikel
oder Epididymis waren nicht betroffen. Bei Bcl-x handelt es sich um ein ubiquitir
exprimiertes anti-apoptotisches Molekiil, das unter anderem bei der gezielten Apoptose
bestimmter Zellen in der Keimbahnentwicklung eine Rolle spielt (Kasai et al., 2003;
Print et al., 2000; Adams et al., 1998; Print et al., 1998). Die Tiere waren vermindert
fertil, resultierende homozygote Embryonen starben im Stadium E13.5. Bei der so
genannten ARKO-Maus (Yeh et al, 2002) konnte bei ménnlichen Tieren eine
Reduktion der Testes um 80 % beobachtet werden, also ein vergleichbarer Wert mit
den in dieser Arbeit erzeugten Chiméren. Die ARKO-Maiuse waren vollstandig infertil
und zeigten eine deutliche Abnahme des Korpergewichts. Die Tiere wiesen eine klare
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L . «BU
e +/E

Abb. 4.3: Vergleich verschiedener ,, Knock-Out“-Modelle, die einen Phinotyp mit verkleinerten
Testes aufweisen (folgende Seite).

Al: Priparat aus der Dmxl1""-chimiren Maus Nr. 1 (links, 25 % chimir, GroBe der Testes wie Wildtyp)
und Maus Nr. 2 (rechts, 75 % chimdr,), vergl. Kapitel 3.3.6

A2: Priparat aus der Dmx11""-chimiren Maus Nr. 5 (links, 25 % chimér, GroBe der Testes wie Wildtyp)
und Maus Nr. 3 (rechts, >75 % chimaér), vergl. Kapitel 3.3.6

B: Vergleich der Testes eines gemischten genetischen Hintergrunds aus 129/B6. In der rechten Bildhilfte
ist der Wildtyp zu erkennen, in der linken Bildhilfte ist ein Hoden aus der ARKO-Maus gezeigt, Korper
und Genitalien zeigen eine deutliche Feminisierung, die Testes sind gegeniiber dem Wildtyp um 80 %
verkleinert, die Tiere sind infertil (aus Yeh et al., 2002)

C: Priparat des Reproduktionsapparates aus der LuRKO-Maus (linke Bildhilfte) verglichen mit dem
Wildtyp (rechte Bildhélfte), die Testes sind gegeniiber dem Wildtyp um 80 % verkleinert, die Tiere sind
steril und bleiben in ihrer Entwicklung vor der Geschlechtsreife stehen, eine Verdnderung des
Korpergewichts konnte nicht beobachtet werden (aus Zhang et al., 2001). VD: Vas deferens; SV: seminal
vesicle; Epd: epididymis; BU: bulbo-urethral gland

D: Vergleich eines Préparats aus einer Bcl-x “-Maus (untere Bildhilfte) mit dem Wildtyp (obere
Bildhilfte), die Testes des haploinsuffizienten ,,Knock-Out“ sind gegeniiber dem Wildtyp um 40-50 %
verkleinert, das Korpergewicht reduziert, die Tiere sind fertil und gleichen sonst morphologisch dem
Wildtyp (aus Kasai et al., 2003). AD: adipose tissue; Eh: head of epididymis; Sd: Spermiduct; Sv:
seminal vesicle; T: testis

Feminisierung des gesamten Korpers auf. Das betroffene Gen kodiert fiir den
Androgen-Rezeptor (AR) und wird ebenfalls in zahlreichen Geweben exprimiert
(Heinlein et al., 2002). Ein Vergleich reduzierter Testes verschiedener ,,Knock-Out*-
Modelle mit den Testes von DmxI/1-Chiméren ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Die
Beispiele der Publikationen zeigen, dass ubiquitir exprimierte Gene bei einem ,,Knock-
Out*“ zu einer Haploinsuffiziens in Kombination mit Hypogonadismus fiihren konnen.
Allerdings wurden diese morphologischen Merkmale bisher nicht in Verbindung mit
einer ausgeprdgten Obesitas beschrieben. In keiner Publikation konnte also ein
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dhnlicher Phénotyp wie bei den in dieser Arbeit erzeugten Chiméiren gefunden werden.
Ein grundsitzliches Problem besteht darin, die beobachtete Obesitas und den
Hypogonadismus in Zusammenhang zu bringen. Es kann hier nicht entschieden
werden, ob die Fettleibigkeit eine Folge der unterentwickelten Testes ist, oder ob es
sich bei beiden gezeigten morphologischen Verdnderungen um unabhingige und
moglicherweise jeweils sekundire Effekte handelt. Hierzu miissten umfangreiche
Verhaltensstudien zur Nahrungsaufnahme, histologische und histochemische
Untersuchungen sowie Blutbilduntersuchungen durchgefiihrt werden. In Kapitel 4.4.9
wird jedoch iiber einen Zusammenhang zwischen dem beobachteten Phidnotyp und
einer moglichen Funktion von Dmx/1 diskutiert.

4.3.3 Dmxl1 , Knock-Out* - Vergleich mit ,, Knock-Out*-
Experimenten in anderen Spezies

Bisher wurden drei Versuche unternommen, Dmx/1 homologe Gene anderer Spezies zu
disruptieren bzw. die Umsetzung in ein funktionsfdhiges Protein zu verhindern. Bei
Drosophila melanogaster wurden von Weil (2000), in Zusammenarbeit mit Kraemer,
verschiedene Methoden zur Erzeugung von DmX-Mutanten angewendet. Die
Verwendung einer Antisense-Strategie sowie die Konstruktion eines DmX-spezifischen
Ribozyms fiihrten dabei zu keinem erkennbaren Phinotyp der resultierenden Fliegen.
Eine EMS-Mutagenese in Verbindung mit einem spezifisch konstruierten
Rettungsvektor erzeugte schlieBlich DmX "-Tiere. Die DmX-Mutanten fithren eine
normale Embryogenese durch und sind zum Anfang des L1-Stadiums nicht vom
Wildtyp zu unterscheiden. In der folgenden Entwicklung 1a6t jedoch Agilitdt deutlich
nach, bis die Larven nur noch auf der Stelle verharren. Durch mechanische Reize
konnten sie jedoch zur Bewegung veranlasst werden. Vor dem Erreichen des L2-
Stadiums sterben die meisten Tiere, sie wirken zu diesem Zeitpunkt transparent und
schlaff. Abgeschwichte Phinotypen, die eher mit den Dmx/1-Chiméren vergleichbar
wéren, konnen nicht identifiziert werden (Weil, 2000), eine direkte Korrelation des
Phénotyps der DmX-Mutanten mit den beobachteten morphologischen Charakteristika
der chimiren Miuse kann somit nicht hergestellt werden, da heterozygote DmX-
Mutanten keinen erkennbaren Phianotyp aufweisen und der Phanotyp von DmX ~-Tieren
durch Einkreuzen einer transgenen Kopie von DmX revertiert werden (Weil, 2000). Bei
dem Nematoden Caenorhabditis elegans wurde im Verlauf der systematischen
Funktionsanalyse des Genoms durch RNAi versucht, die Transkription des zu DmxI/1
homologen Gens F54E4.1 durch Fiitterung mit Bakterien, die eine fiir dieses Gen
spezifische doppelstrangige RNA (dsRNA) exprimieren, zu unterbinden (Kamath et al.,
2003). F54E4.1 wird in C. elegans ubiquitér in allen Stadien, vom 100-Zell-Embryo bis
zum adulten Tier, zum Teil mit einer leichten Mosaikstruktur, exprimiert und zeigt eine
deutliche nukleédre Lokalisation (Mounsey, Bauer, Hope, WormBase, 2000; Abb 4.4).
Der resultierende Phanotyp entsprach in allen Stadien dem Wildtyp, verwendet wurde
das Konstrukt sjj F54E4.1 (1163 bp, genomische Lokalisation 1466269-14617432 auf
dem X-Chromosom), weiter konnte keine erhohte embryonale Letalitdt festgestellt
werden (Kamath et al., 2003). Grundsitzlich ist hierbei anzumerken, dass nur ein
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einziges Experiment durchgefiihrt wurde und nur 63,5 % aller moglichen Phinotypen
mit dieser Methode tiberhaupt erzeugt werden konnen (Kamath et al., 2003, 2000;
Mounsey et al., 2002). Hinzu kommt, dass die erfolgreiche Anwendung von RNAi ganz
entscheidend von zellspezifischen (Organismus oder Zelllinie, Degradation,
Kreuzhybridisierung oder Konformation des Zielgens usw.) und molekularen Faktoren
(Lange des Konstrukts, Duplex-Konformation, thermodynamische Stabilitt,
Konzentration und Lokalisation auf dem Zielgen usw.) abhingt. Diese Faktoren lassen
sich nur mit komplexen mathematischen Berechnungen quantifizieren (Pancoska et al.,
2004), tragen aber ganz entscheidend zu Erfolg oder Misserfolg eines Experimentes bei
(Pancoska et al., 2004; Schiitze, 2004; Kamath et al., 2000). Da Dm.X -Mutanten bei
Drosophila melanogaster einen letalen Phédnotyp bei einer ebenso ubiquitiren
Expression zeigen (Weil, 2000), ist es eher unwahrscheinlich, dass F54E4.1 bei einer
erfolgreichen Unterdriickung der Expression keinen erkennbaren Phénotyp erzeugt. Es
kann vielmehr angenommen werden, das F54E4.1 entweder zu den 36,5 % jener Gene
gehort, die sich mit der Fiitterungs-Methode nicht erfassen lassen, oder einige der oben
genannten Faktoren konnten dieses eine Experiment negativ beeinflusst haben.

Abb 4.4: in situ Expressionsprofil von F54E4.1

Gezeigt ist die Expression von F54E4.1 in drei verschiedenen Entwicklungsstadien, erzeugt durch ein
GFP-Fusionsprodukt aus einem Hind 111 — Sal I-Restriktionsfragment aus Cosmid F54E4 kloniert in den
Leserahmen 2 eines GFP-Vektors (Mounsey et al., eawm2000ab73, Mounsey et. al, WormBase, 2000).
In allen Entwicklungsstadien sind eine ubiquitire Expression und eine Lokalisation im Zellkern zu
finden.

A: Embryo, 16E-Zell-Stadium, anterior auf der rechten Seite
B: L1 Larve, anterior auf der linken Seite
C: Adult, mittlerer Korperbereich, anterior rechts

Der offene Leserahmen YJRO033c (Standardname SOI3/RAV1 (Suppressors of rapid
»sonset of Impotence*/Regulator of (H+)-ATPase in Vacuolar membrane)) aus
Saccharomyces cervisiae zeigt begrenzte aber signifikante Ahnlichkeiten u.a. zu einem
zentralen Abschnitt von Dmx/1 (AS 1534-1821). RAV1 bildet zusammen mit RAV?2 und
SKP1 einen Komplex, der die Glukose-induzierte Organisation des V-ATPase
Holoenzyms unterstiitzt (Sipos et al., 2004; Seol et al., 2001) und somit am
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Stoffwechsel beteiligt ist. Es wurden bei der funktionellen Untersuchung durch
systematische Deletion von Genen in der Hefe (Winzeler et al., 1999) verschiedene
Mutanten fiir RAV1 erzeugt (Giaever et al., 2002; Steinmetz et al., 2002). Die
resultierenden Organismen sind voll lebensfihig (Giaever et al., 2002), zeigen aber auf
respiratorischen Kohlenstoffquellen einen Wachstumsdefekt (Steinmetz et al., 2002).
Hier kann moglicherweise ein direkter Zusammenhang des beobachteten Phénotyps mit
den Dmx[1-Chiméren hergestellt werden (Kapitel 4.4.9).

4.4 In silico-Analysen

4.4.1 GC-Gehalt, Isochoren, GC;-Gehalt und ,,CpG-Inseln* der
genomischen Region von DmxI/1 und DMXIL1

GC-Gehalt und Isochoren

Vertebratengenome besitzen in der Regel einen durchschnittlichen GC-Gehalt von
40% und variieren um diesen Wert nur in engen Grenzen, im Gegensatz zu
Invertebraten, Protisten und Prokaryoten, wobei hier noch zwischen Kalt- und
Warmbliitern unterschieden werden muss (Abb. 4.4; Bernardi, 2000). Dennoch weisen
unterschiedliche Genomabschnitte der Vertebraten einen unterschiedlichen GC-Gehalt
auf, der zwischen 30% und 60% schwankt (Bernardi, 2000), sie bestehen also aus
einem Mosaik so genannter Isochoren (Bernardi et al., 1985).
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Abb. 4.5: Varianz des GC-Gehalts verschiedener Genome und Isochoren-Klassen des humanen
Genoms

A: Die Balken zeigen die Grenzen an, innerhalb derer der durchschnittliche GC-Gehalt verschiedener
Genome schwankt (Bernardi, 2000). Zur Orientierung ist der GC-Gehalt der genomischen Region des
murinen Dmx/1 mit einer roten Linie gekennzeichnet, dieser Bereich zeigt einen unterdurchschnittlichen
GC-Gehalt.

B: Verteilung des prozentualen GC-Gehalts des humanen Genoms auf die einzelnen Isochoren-Klassen
(Bernardi, 1999). Die genomische Region des humanen DMXL1 zeigt sich mit einem GC-Gehalt von
37 % der L1-Klasse zugehorig.
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Hierbei handelt es sich um Abschnitte von >300 kb bis zu 1,4 Mb, die in sich einen
uniformen GC-Gehalt aufweisen (Paces et al., 2004; Zhang et al., 2003; Bernardi et al.,
2000). Das humane Genom wird in fiinf Isochoren-Klassen eingeteilt: Die GC-armen
Klassen L1 (38% GC) und L2 (41% GC) représentieren 33% bzw. 30% des Genoms,
die GC-reichen Abschnitte H1 (44% GC), H2 (49% GC) und H3 (53%) haben einen
Anteil von 24% bzw. 7,5% bzw. 4-5% am gesamten humanen Genom (Alvarez-Valin
et al., 2002; Bernardi, 2001, 2000; Bernardi, 1993). Das murine Genom zeigt in
Hinblick auf den GC-Gehalt wesentlich weniger Varianz (Mouchiroud et al., 1988;
Salinas et al., 1986) und verhdlt sich bei der Betrachtung ganzer Chromosomen
uniformer als das menschliche Genom, das hier deutlich mehr Extreme aufweist
(Waterstone et al., 2002). Insgesamt liegt der GC-Gehalt des Maus-Genoms mit 42%
etwas hoher als der des Menschen (41%; Waterston et al., 2002). Dies spiegelt sich
auch in der Liange der Isochoren wider, die Abschnitte reichen von >300 kb bis zu
21,99 Mb (Zhang et al., 2003). Hierbei kann zwischen AT-Isochoren mit einem
geringeren und ansteigenden GC-Gehalt als der Durchschnitt und GC-Isochoren mit
einem hoheren und abfallenden GC-Gehalt als der Durchschnitt unterschieden werden.
Berechnet werden diese im Verhiltnis zum genomischen GC-Gehalt (Zhang et al.,
2003). Die Einteilung in Klassen nach Bernardi beruht auf dem reinen GC-Gehalt der
Isochoren (Pavlicek, 2002; Zoubak, et al., 1996) und bleibt davon unbenommen. AT-
Isochoren entsprechen den Klassen L1 und L2, wihrend GC-Isochoren den Klassen H1,
H2 und H3 entsprechen (Zhang et al., 2003; Zoubak et al., 1996). Das Maus-Genom hat
28 Isochoren, die ldnger als 1 Mb sind. Auf Chromosom 18 liegt nur ein AT-Isochor
mit 5,12 Mb Linge (Position 79.22 bis 84.34) und einem GC-Gehalt von 37% (Klasse
L1), alle anderen Isochoren des Chromosoms sind kleiner als 1 Mb. Dmx/1 liegt
demzufolge nicht innerhalb dieses AT-Isochors. Die genomische Region von Dmx/1
zeigt einen durchschnittlichen GC-Gehalt von 36%, der Bereich kann damit der
Isochoren-Klasse L1 zugeordnet werden. Fiir die homologe Region des Menschen auf
Chromosom 5 konnte ein durchschnittlicher GC-Gehalt von 37% ermittelt werden, sie
gehort damit ebenfalls der Isochoren-Klasse L1 an (Kapitel 3.5.6, Abb. 3.22). Der GC-
Gehalt der Isochoren-Klassen steht auch im Zusammenhang mit der beobachtete
Gendichte innerhalb dieser Bereiche. Je hoher der GC-Gehalt der Isochoren, desto mehr
Gene werden hier beobachtet (Oliver et al., 2002; Bernardi, 2001; Saccone et al., 2001;
Gardiner, 1996; Zoubak et al., 1996; D’Onofrio et al., 1991). Dabei reicht die Spanne
von 0,0025 Gene pro kb bei einem GC-Gehalt von 34% bis zu 0,04 Gene pro kb fiir
einen beobachteten GC-Gehalt von 57% (Oliver et al., 2002). Diese Werte bezichen
sich auf das humane Genom, das murine Genom verhélt sich aber in dieser Hinsicht
gleich (Zhang et al., 2003; Smith et al., 2002). Es kann daher postuliert werden, dass
sich Dmx/1 und DMXL1 jeweils in einer genarmen Region befinden. In der Tat wurden
bisher in Maus und Mensch neben Dmx/1 bzw. DMXL1 nur 7 weitere Gene in einer 1
Mb umfassenden Region, in deren Mitte Dmx!/1 liegt, identifiziert. Dies entspricht einer
Gendichte von 0,008/kb und kann damit als sehr genarm eingestuft werden. Uber einen
moglichen Zusammenhang von Isochoren-Klassen und gewebsspezifischer bzw.
ubiquitirer Expression wird aktuell ebenfalls diskutiert (Vinogradov, 2003; D’onoftio,
2002; Galtier et al., 2001; Ponger et al., 2001; Goncalves et al, 2000; Pesole et al.,
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1999). Es wird angenommen, dass gewebsspezifische Gene primédr in GC-reichen
Isochoren gefunden werden und Gene mit einem ubiquitdren Expressionsspektrum
entweder in GC-armen Isochoren oder unabhingig von der Isochorenklasse exprimiert
werden. Es besteht damit zumindest eine Tendenz fiir Dmx/1 mit seiner Lokalisation in
einem GC-armen Isochor nicht zu den gewebsspezifischen, sondern eher zu den
ubiquitdr exprimierten Genen zu gehoren. Diese Annahme passt auch sehr gut zu dem
beobachteten Expressionsspektrum (Kapitel 4.4.5).

GC;3-Gehalt

In diesem Kontext ist auch der GCs-Gehalt, d.h. der prozentuale Anteil von G und C
Nukleotiden in der dritten Codonposition, von Dmx/1 interessant. Der GC;-Gehalt steht
nicht nur in direktem Zusammenhang mit der Isochorenklasse, sondern kann auch
Auskunft liber die Expressionsrate geben (Konu et al.,, 2001; Bernardi, 2000; Bellgard
et al., 1999; Bernardi et al., 1985). Die Einteilung von Genen, basierend auf ihrem GCs-
Gehalt, erfolgt in vier Klassen: GCs;-arme Gene (GCs < 45%), Gene mit mittlerem GCs-
Gehalt (45% < GC; < 60%), Gene mit hohem GCs-Gehalt (60% < GCs < 75%) und
Gene mit extrem hohen GCs-Gehalt (GCs > 75%) (Alvarez-Valin et al., 2002). Ein
Vergleich von Maus und Mensch zeigte, dass der GCs;-Gehalt von GC-reichen Genen
im Menschen hoher ist als bei der Maus. Umgekehrt verhilt es sich bei GC-armen
Genen, hier ist der GCs;-Gehalt beim Menschen niedriger als in der Maus (Bernardi,
2000; Mouchiroud et al., 1988). Bei den Sédugergenomen ist eine grundsitzliche
Tendenz zur Abnahme des GCs-Gehalts zu beobachten (Duret et al., 2002; Piganeau et
al., 2002). Verantwortlich hierfiir ist zum einen die Anhdufung von GC — AT-
Mutationen in der dritten Codonposition (stille Mutationen) unter Verwendung
synonymer Codons und zum anderen die Anpassung des GC-Gehalts von Genen an die
sie umgebende Isochorenklasse bei gleichzeitigem Verlust GC-reicher Isochoren durch
ein Ungleichgewicht von AT <> GC-Mutationen (Duret et al., 2002; Piganeau et al.,
2002; Lander et al., 2001; Hurst et al., 2000; Galtier et al., 1998; Clay et al., 1996;
Aissani et al., 1991). Erstaunlicherweise spielt hierbei die Hypermutation von CpG-
Dinukleotiden durch Deaminierung methylierter Cytosine (Bird, 1980; Coulondre et al.,
1978) nur eine untergeordnete Rolle (Duret et al., 2002). DmX weist sowohl in der
Maus als auch beim Menschen einen extrem niedrigen GC-Gehalt in der dritten
Codonposition auf (Tabelle 4.2). Beide homologen Gene liegen in einem GC-armen
Isochor und DMXL1 zeigt in der Tat einen niedrigeren GC;-Gehalt als Dmx!/1, dies bei
einem nahezu identischen GC-Gehalt beider Gene und einem héherem GC-Gehalt des
humanen Isochors. Die Erosion des GC- und GC;-Gehalts ist, verglichen mit den
homologen Genen anderer Spezies (Tabelle 4.2), demnach sehr weit fortgeschritten.
Neben der evolutiondren Komponente des GCs-Gehalts ldsst sich mit diesem Wert auch
eine Aussage iiber die Transkriptionsrate des jeweiligen Gens in Maus und Mensch
treffen. In der Arbeit von Konu et al. (2001) konnte bei den Rodentia eine positive
Korrelation zwischen der dritten Codonposition und der mRNA-Expression festgestellt
werden, eine solche Abhangigkeit wird hier auch fiir andere Mammalia postuliert. Der
5’- bzw. 3’-UTR scheint dabei von der evolutiondren Entwicklung des kodierenden
Bereichs des Gens abgekoppelt zu sein. Der niedrige GCs;-Gehalt von Dmxl1 fiihrt zu
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der Annahme, dass es sich hierbei um ein minimal exprimiertes Gen handeln konnte,
dies passt auch zu den experimentell ermittelten Daten (Kapitel 3.4).

GC |GGy | A; | 13 | ¢ | Gs |lIsochor
Dmxi1 0.408 0.294 0.4184 0.4583 0.1952 0.1808 0.36
(M. musculus)
DMXIL1 0.401 0.277 0.4108 0.4857 0.1742 0.1811 0.37
(H. sapiens)
DmX 0.584 0.543 0.3002 0.2045 0.2892 0.3232 -
(D. melanogaster)
CpY 0.385 0.473 0.3825 0.3051 0.2780 0.3984 -
(C. thummi)
At2g46560 0.427 0.327 0.3556 0.4644 0.1865 0.2328 -
(A. thaliana)
F54E4.1 0.452 0.416 0.3319 0.3961 0.2520 0.2884 -
(C. elegans)

Tab. 4.2: GC- und GC;-Gehalt DmxI1 homologer Gene verschiedener Spezies

Neben dem GC- und GC;-Gehalt ist die Nukleotidzusammensetzung der dritten Codonposition
aufgeschliisselt. Wéhrend der GC-Gehalt zwischen den Spezies relativ homogen ist, kann fiir die dritte
Codonposition in Maus und Mensch eine deutliche Abnahme des GC;-Gehaltes beobachtet werden. Cpy
zeigt als einziger Vertreter einen hoheren GC;-Gehalt im Vergleich zum Gesamtgehalt an G- und C-
Nukleotiden.

»CpG-Inseln*

Die Genome von Maus und Mensch unterscheiden sich neben GC-Gehalt und
Isochoren auch in der Anzahl und Auspriagung von so genannten ,,CpG-Inseln®. Es
handelt sich hierbei um nicht-methylierte, >200 bp lange Bereiche im Sdugergenom,
die einen signifikant hoheren GC-Gehalt mit einem tiberdurchschnittlichen Anteil an
CpG-Dinukleotiden im Vergleich zum iibrigen Genom aufweisen. Konkret bedeutet
dies einen GC-Gehalt >0,5 und einem CpGps/CpGexp-Verhiltnis (beobachtet zu
erwartet basierend auf den GC-Gehalt) >0,6 (Tycocinski et al., 1984; Bird et al., 1985;
Gardiner-Garden et al., 1987; Cross et al, 1995). Im Falle von epigenetisch
kontrollierten bzw. X-chromosomal assoziierten Genen konnen diese Abschnitte auch
methyliert sein (Razin et al., 1994; Strichman-Almashanu, 2002). ,,CpG-Inseln* sind
haufig mit dem 5’-Bereich von Genen verkniipft (Cross et al., 1995, 2000) und kénnen
somit als Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Genen dienen. Die Zahl der ,,CpG-
Inseln® liegt im humanen Genom bei ca. 27.000, bei einer erwarteten Gesamtzahl von
geschitzten 30000-40000 Genen (International Human Sequencing Consortium, 2001).
Es wird angenommen, dass ca. 56 % aller Gene mit einer ,,CpG-Insel* assoziiert sind,
darin enthalten nahezu alle Haushaltsgene und 40 % aller gewebsspezifischen Gene
(Cross et al., 2000; Antequera et al., 1993). Die Zahl der beobachteten ,,CpG-Inseln*
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liegt in der Maus mit 15500 niedriger als im humanen Genom. Ein einleuchtender
Grund hierfiir liegt in der Tatsache, dass das murine Genom einen deutlich geringeren
Anteil mit extremem GC-Gehalt aufweist und diesbeziiglich eine wesentlich
homogenere Verteilung zeigt (Waterston et al., 2002; Mouchiroud et al., 1988; Salinas
et al., 1986). Weiter ist die prazise Definition einer ,,CpG-Insel ein ausschlaggebender
Faktor. Zusammengenommen konnen diese Groflen zu unterschiedlichen Ergebnissen
bei den verwendeten Algorithmen zur Identifizierung von ,,CpG-Inseln® fiihren, und
somit die niedrigere Anzahl der beobachteten ,,CpG-Inseln im murinen Genom
erklaren (Waterston et al., 2002). Es ist daher moglich, dass ein Verlust der CpG-Inseln
im murinen Genom (Cross et al., 1995; Ansari-Lari et al., 1998) nicht oder nur in
geringerem Male stattgefunden hat. In der vorliegenden Arbeit konnte in der
genomischen Region von Dmx/1 vor dem ersten Exon von mehreren Programmen eine
CpG-Insel identifiziert werden. Die Lénge variierte dabei, je nach verwendetem
Programm, zwischen 736 bp (EMBOSS-Programmpaket), 743 bp (DRAGON
GENOME EXPLORER) und 1012 bp (CpG-FINDER) bei einem GC-Gehalt von
deutlich iiber 80 %. In der homologen humanen Region wurden sechs potenzielle CpG-
Inseln identifiziert, nur zwei dieser Abschnitte zeigten einen deutlich erhohten GC-
Gehalt von 75 % bzw. 80 %. Fiinf der moglichen CpG-Inseln beim Menschen konnten
durch Analyse GC-reichen repetitiven Elementen zugeordnet werden, die in der Maus
nicht vorhanden sind. Lediglich die direkt vor dem ersten Exon liegende CpG-Insel mit
75% GC-Gehalt findet ihren homologen Partner in der Maus. Die Lénge variierte, je
nach verwendetem Programm, zwischen 755 bp (EMBOSS-Programmpaket), 880 bp
(DRAGON GENOME EXPLORER) und 1353 bp (CpG-FINDER). Damit zeigt sich
die CpG-Insel in der humanen Sequenz nur unwesentlich ldnger als in der homologen
murinen Region. Der GC-Gehalt ist in der humanen Sequenz in diesem Bereich >5 %
niedriger als in der Maus. Fiir Dmx/1 kann daher die Annahme, dass CpG-Inseln beim
Menschen eine 3% hoheren GC-Gehalt aufweisen (Antequera et al., 1993; Matsuo et
al., 1993) und 30% lénger sind als in der Maus (Cross et al., 1997), nicht bestitigt
werden. Die vergleichbare Lage und Linge der CpG-Insel bei Maus und Mensch ist
jedoch ein starkes Indiz, dass sich in dieser Region in beiden Spezies der Promotor und
das erste Exon befinden.

4.4.2 Repetitive Elemente der genomischen Region von Dmxl/1

Ein erheblicher Anteil des Genoms von Sdugern besteht aus repetitive DNA-
Sequenzen, viele davon sind interspergierte repetitive Elemente, die als ,,Fossilien*
transposabler Elemente im Genom verteilt sind (Prak et al, 2000; Smit et al., 1999,
1996). Tandem-repetitive DNA-Elemente sind vor allem auf Zentromer- und Telomer-
Bereiche des Genoms beschrinkt und wurden auch in den analysierten
Sequenzabschnitten nicht gefunden. Das humane Genom besteht zu 46% aus
interspergierten repetitiven Sequenzelementen, die als transposable Elemente in den
letzten 150-200 Millionen Jahren aktiv waren und in das Genom integrierten. Es wird
jedoch angenommen, dass der wirkliche prozentuale Anteil noch wesentlich hoher
liegt. Es ist augenblicklich nicht moglich, solche Elemente {iiber ein gewisses
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Zeitfenster hinaus zu bestimmen, da die Sequenzen durch Erosion zu sehr divergieren.

Das murine Genom besteht ,,nur” zu 37,5% aus solchen gestrandeten transposablen

Elementen, der Grund hierfiir liegt in einer hoheren Nukleotid-Substitutionsrate,

ancestrale repetitive Elemente werden nicht mehr als solche erkannt (Lander et al.,

2001; Wu et al., 1985). Da in der untersuchten genomischen Region von Maus und

Mensch viele repetitive Elemente identifiziert wurden, sollen diese im Folgenden

besprochen werden. Maus und Mensch teilen prinzipiell die gleichen vier Klassen

interspergierter Elemente:

¢ Die in Maus und Mensch vorherrschende Klasse werden als L1 der LINE-Elemente
(,,Jlong interspersed nuclear element®; Singer,1982) bezeichnet. In der Maus-Linie
scheinen diese Elemente weiterhin hochaktiv zu sein, wiahrend im Menschen eine
abnehmende Aktivitdt festgestellt werden konnte. Das murine Genom enthilt
ungefdhr 3000 potenziell aktive L1-Elemente (Goodier et al, 2001; Lander et al.,
2001).

e Die 100-400 bp langen SINE-Elemente (,,short interspersed nuclear element®;
Singer, 1982). Wihrend sich in der humanen Linie nur ein SINE-Element (Alu) aktiv
im Genom ausbreiten konnte, wurden im murinen Genom vier aktive Klassen (B,
B2, ID, B4) gefunden. Alle vier Klassen bendtigen die Prasenz von L1-Elementen
zur Transposition, zeigen aber untereinander keine Sequenzhomologien, so wie es fiir
andere LINE-SINE-Paare oft der Fall ist (Ohshima et al., 1996; Smit, 1996). Im
Maus-Genom gibt es insgesamt mehr SINE-Elemente als Alu-Elemente im humanen
Genom (1,4 zu 1,1 Millionen) dennoch ist der prozentuale Anteil im menschlichen
Genom hoher, da die Elemente dort grofler sind (10,7% zu 7,6%; Waterston et al.,
2002). Im Gegensatz zu den meisten Mitgliedern der SINE-Familie, die in der Regel
nur in nahe verwandten Spezies zu finden sind, kommen die MIR-Elemente
(,,mammalien-wide interspersed repeat”) in allen Sdugergenomen vor (Smit et al.,
1995). Thre Ausbreitung im Genom muss vor der Abspaltung der Saugetiere
stattgefunden haben, da sie hédufig in orthologen Positionen verschiedener Spezies zu
finden sind (Jurka et al., 1995) und dort moglicherweise eine Funktion ausiiben
(Murnane et al., 1995).

e Alle LTR-Elemente (,long terminal repeat“) sind Abkommlinge des
vertebratenspezifischen Retrovirusstamms der Retrotransposons. Jiingere endogene
retrovirale Elemente stammen vermutlich wiederum von Infektionen durch
Retroviren ab. Endogene Retroviren werden in drei Klassen (I-I1I) eingeteilt:

- Klasse III beinhaltet ca. 80% aller LTR-Elemente, ihre Entstehung liegt vor der
Speziation von Maus und Mensch. Sie stellen in der Maus mit 388000 Kopien die
groBBte Gruppe der Klasse III (Waterston et al., 2002). In der Maus sind diese
Elemente nach wie vor aktiv (MERVL-, MT-, ORR1- MaRLs), im Primatengenom
stellten sie ihre Aktivitdt vor ca. 50 Millionen Jahren ein (Smit et al., 1993).

- In der Klasse II existieren zwei aktive Gruppen in der Maus, die ,,intracisternal-A
particles* (IAP) und ,,early transposons (ETn), ihre Anzahl ist in der Maus um den
Faktor 10 hoher als im Menschen. 10% aller spontan entstehenden Maus-Mutanten
haben ihre Ursache in einer Insertion von IAP oder ETn.
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- Die Klasse I-ERVs werden im humannen Genom héufiger gefunden als in der
Maus, obwohl sie dort, im Gegensatz zur Maus, nicht mehr aktiv sind. Zu dieser
Klasse gehort z.B. das Murine Leukdmie Virus (Waterston et al., 2002).

e DNA-Transposons transponieren durch Exzision und Reintegration ohne sich {iber
ein RNA-Intermediat zu verbreiten. In der Primaten-Linie sind 14 Vertreter dieser
Gruppe bekannt, in der Maus nur vier. Die Mariner-dhnlichen Elemente sind
zahlenmiBig in beiden Genomen die hdufigsten Vertreter dieser Gruppe. Die
Mariner-Elemente  scheinen  unabhidngig voneinander die Nager- und
Primatengenome infiltriert zu haben (Waterston et al., 2002).

Die vorgestellten Klassen der interspergierten repetitiven Elemente sind nicht zuféllig
iiber das Genom verteilt, vielmehr zeigen diese Elemente eine deutliche Pradisposition
fiir bestimmte genomische Regionen. Wéhrend LINE-Elemente vor allem in AT-
reichen Regionen zu finden sind, bevorzugen SINEs GC-reiche genomische Abschnitte
(Jurka et al., 2004; Waterston et al., 2002).

Die Analyse der genomischen Region von DmxI/1 und DMXL1 zeigte einen Anteil an
repetitiven Elementen von 34,49% in der Maus und 51,53% im Menschen (Tab. 3.8).
Dieser passt damit nur bedingt zu dem ermittelten statistischen Durchschnitt fiir das
Maus- und Menschgenom. Bei genauerer Betrachtung kann fiir ein L1-Isochor mit
36 % in der Maus ein wesentlich héherer Wert von > 40% erwartet werden, damit liegt
dieser Abschnitt > 6% unter dem prognostizierten Anteil repetitiver Elemente. Fiir das
humane Genom stimmen ermittelte und erwartete Werte eher iiberein, der Mensch liegt
hier ca. 4% tiber dem erwarteten Wert, was allerdings kontrdr zu der Entwicklung in
der Maus zu sein scheint. Eine Erkldrung hierfiir konnte in der zweifachen
(Durchschnitt seit der Trennung von Maus und Mensch) bzw. flinffachen (aktuelle
Substitutionsrate in der Maus) hoheren Mutationsrate des Mausgenoms, auch bedingt
durch die lingere Generationszeit des Menschen (20fach) liegen. Als Folge dieser
unterschiedlichen Mutationsraten erkennt das Programm REPEATMASKER oberhalb
von 37 % Divergenz einen groflen Teil der repetitiven Elemente nicht mehr (Waterston
et al., 2002). Die prozentuale Verteilung der verschiedenen Klassen entspricht in Maus
und Mensch ebenfalls nicht den Annahmen (Abb. 4.5). Der Anteil der SINE-Elemente
ist in beiden Genomen mehr als doppelt so hoch wie das erwartete statistische Mittel.
Der Zahl der L1-Elemente ist vor allem in der Maus sehr viel geringer als es fiir eine
AT-reiche Sequenz erwartet wiirde. Dafiir ist aber der prozentuale Anteil der DNA-
Transposons und Repetitionseinheiten einfacher Komplexitit merklich erhoht. In der
humanen Sequenz ist der Anteil der LINE2-Elemente héher und die Zahl der LTR-
Elemente sehr viel niedriger als es fiir eine Sequenz in einer GC-armen Region erwartet
wiirde. Der erhohte Anteil der SINE-Elemente in beiden Spezies kann durch obige
Ausfithrungen einer GC-unabhéingigen Insertion erklirt werden, die niedrige Zahl der
LINE-Elemente scheint also ein besonderes Merkmal dieses DNA-Abschnitts zu sein.

Die Zahl der SINE-Elemente ist in der untersuchten humanen Sequenz mit 141 zu 112
hoher als in der Maus (Abb 3.20, Abb. 3.21) Dies ist duBlerst ungewdhnlich, da
normalerweise im Mausgenom doppelt so viele SINEs erwartet werden wie Alu-
Elemente im menschlichen Genom. Da die SINE-Elemente in der Maus nur halb so
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lang sind wie die Alu-Elemente im Menschen, ist ihr prozentualer Anteil an einer
untersuchten Sequenz entsprechend kleiner. In der genomischen Region von DMXL] ist
der beobachtete Anteil der Alu-Elemente an der Gesamtsequenz mehr als doppelt so
hoch (35284 bp zu 15452 bp) als der Anteil der SINE-Elemente in der orthologen
Region der Maus. Dies entspricht somit wiederum den statistischen Erwartungen.
Auffillig sind hierbei zahlreiche gut erhaltene SINE/Alu-Elemente in Maus und
Mensch mit Substitutionsraten unter 9% bzw. unter 7%. So konnte in der murinen
Sequenz 15 SINE-Elemente mit einer Substitutionsrate unter 9% gefunden werden, in
Intron 37 wurde ein Bl MM-Element identifiziert, dass bei voller Lénge eine
Substitutionsrate von nur 2% aufweist, zwei C—T Transitionen sowie eine A—C
Transversion und zwei Integrationen im Poly A-Bereich. Im Menschen konnten neun
Alu-Elemente mit einer Substitutionsrate von unter 7% gefunden werden. Bei diesen
Elementen in Maus und Mensch handelt es sich um junge SINE/Alu-Repeats, die ganz
offensichtlich unabhéngig voneinander bevorzugt in diese Regionen integriert sind. In
der humanen Region von DMXL1 wurden 11 junge AluY-Elemente gefunden, ihre Zahl
ist damit fast doppelt so hoch wie fiir eine Region mit einem niedrigen GC-Gehalt
erwartet wiirde (Jurka et al., 2004; Medstrand et al., 2002). Eine Besonderheit dieser
jungen Alu/SINE-Elemente stellt ihr Methylierungsstatus dar, die meisten Mitglieder
dieser Gruppe sind komplett unmethyliert und kénnen moglicherweise in cis den
Methylierungsstatus der umgebenden Sequenzabschnitte beeinflussen (Hasse et al.,
1994). In der humanen Sequenz liegen vier AluY-Elemente innerhalb der analysierten
10 kb vor dem Translationsstartpunkt, in der Maus konnte eine vergleichbare
Organisation nicht identifiziert werden. Dennoch ist vorstellbar, dass die beobachteten
SINE/Alu-Repeats die grundlegende transkriptionelle Aktivitdt von Dmx/1 und DMXL1
beeinflussen. In den untersuchten Sequenzabschnitten von Maus und Mensch spielen
die identifizierten MIR-Elemente nur eine untergeordnete Rolle. In der murinen
Sequenz wurden drei dieser Elemente gefunden, in der humanen Sequenz 18. In Maus
und Mensch finden sich jeweils zwei dieser Elemente vor der Promotorregion von
DmX, allerdings nicht in einer konservierten Position. Das dritte Element liegt in der
Maus in Intron 19, im Menschen befinden sich dort drei Elemente, der Grad der
Konservierung ist bei allen Elementen schwach. In Maus und Mensch finden sich in
diesem Intron in orthologer Position eine groBe Anzahl LINE-Elemente. Die
Komposition des Introns scheint zwischen den beiden Spezies konserviert zu sein. Der
prozentuale Anteil der LINE-Elemente ist in der untersuchten humanen Region mit
20,27% fast doppelt so hoch wie in der orthologen murinen Sequenz mit 10,94%,
obwohl die Anzahl von 49 zu 35 dieses Verhéltnis nicht widerspiegelt. Dies beruht
darauf, dass die LINE-Elemente der humanen Sequenz weniger trunkiert zu sein
scheinen als in der murinen Sequenz. Auch hier spielt moglicherweise die hohere
Mutationsrate in der Maus eine Rolle. Es kann angenommen werden, dass nicht alle
LINE-Elemente identifiziert wurden. Eine orthologe Zuordnung der LINE-Elemente
zwischen beiden Spezies ist aufgrund der hohen Divergenz schwierig, vor allem da die
Intronlédnge zwischen Maus und Mensch stark differiert. Prinzipiell lassen sich jedoch
einige LINE-Elemente (L1 und L2) orthologen Lagen (Introns 14, 19, 23, 25, 30, 31,
33, 37, 41; Abb. 3.20, 3.21) in der humanen Sequenz zuordnen. Die Gruppe der LTR-
Elemente ist in der analysierten Region gegeniiber der humanen Sequenz
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iiberreprésentiert, sie nehmen 8% der untersuchten Region ein. Fiir die MaLR-Elemente
ist hier eine stidrkere Vertretung in der Maus bekannt (Onyango et al., 2000; Ansari-Lari
et al, 1998).
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Abb 4.6: Durchschnittliche prozentuale Verteilung repetitiver Elemente in Maus und Mensch.

Die Verteilung der unterschiedlichen Klassen der repetitiven DNA-Elemente ist abhingig vom GC-
Gehalt der Sequenz. Maus und Mensch unterscheiden sich ebenfalls in der Zusammensetzung bezogen
auf den jeweiligen GC-Gehalt. In der oberen Hilfte der Abbildung ist der prozentuale Anteil von
repetitiven Elementen verschiedener Klassen an der Gesamtsequenz in Abhingigkeit vom GC-Gehalt des
Mausgenoms gezeigt. In der unteren Hilfte der Abbildung ist dies fiir das humane Genom dargestellt.
Die Verteilung von repetitiven Sequenzen fiir die genomische Region von Dmx/1 und DMXL1 ist als
separater Balken gezeigt. Die Abbildung ist eine Modifikation der Abbildung 11 aus der Publikation von
Waterston et al. (2002).

Der Anteil an DNA-Transposons betrdgt in der murinen Sequenz 1,09% und in der
humanen Sequenz 5,12%, damit ist auch diese Klasse stirker vertreten, als es fiir eine
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AT-reiche Region erwartet werden kann (Abb. 4.5). In Intron 29 konnte bei beiden
untersuchten Spezies in orthologer Position ein 7igger6a-Element identifiziert werden.
In der Maus ist dieses Transposon an drei Stellen unterbrochen und in vier Elemente
zerteilt, verursacht wurde dies durch die Integration mehrerer SINE und LTR Elemente,
die in sich ebenfalls durch die Integration von SINE- bzw. LTR-Elementen
unterbrochen wurden. In der humanen Sequenz ist das Repeat fast vollstandig erhalten
und nicht durch andere repetitive Elemente unterbrochen worden. Bei den Tigger-
Elementen handelt es sich um fossile DNA-Transposons, die dem pogo-Transposon aus
Drosophila melanogaster dhnlich sind, und deutliche Homologien zu dem Zentromer-
Protein CENP-B der Sdugetiere zeigen (Kipling et al., 1997; Smit et al., 1996). Sowohl
Pogo- als auch Tigger-Elemente enthalten Motive fiir PCNA (proliferating cell nuclear
antigen; Warbrick et al., 1998) In der genomischen Region von DmX bei Drosophila
melanogaster findet sich allerdings kein pogo-Element (Daten nicht gezeigt).
Moglicherweise stellen die Tigger-Elemente Bindungsstellen fiir CENP-B bereit und
wirken so transaktivierend (Kapitel 4.4.5).

4.4.3 Genvorhersage durch Kombinationsstrategien

Eine der schwierigsten Aufgaben der Bioinformatik besteht in der korrekten de novo
Vorhersage und Identifikation von Genen. In den meisten Fillen sind die aktuell
verfligbaren Programme auf diesem Gebiet noch nicht in der Lage, ein Gen und seine
Struktur zufrieden stellend und sicher vorauszusagen (Mujica, 2004; Frazer et al., 2003;
Amid, 2002; Bahr, 1999; Bikar, 1997). Von allen in dieser Arbeit verwendeten
Programmen (DNASweep, GENSCAN, FGENES, HmmGENE, Geneid, XPOUND,
Grail,) konnte nur DNASweep iiberzeugen. Zwar zeigten die neuesten Versionen der
anderen Genvorhersage-Programme eine deutlich verbesserte Zuverldssigkeit, dennoch
konnte keines dieser Programme, bis auf DNASweep, Dmx/1 und DMXL1 korrekt
identifizieren. Da diese Probleme im Vorfeld bekannt waren, wurde fiir die Analyse der
genomischen Organisation von Dmx/1/DMXL1 in Maus und Mensch eine
Kombinationsstrategie aus DOTPLOT Analysen, Genvorhersageprogrammen,
Interspeziesvergleich und die Suche per Auge gewéhlt. Zwar ist diese Vorgehensweise
extrem aufwendig, da flr jede identifizierte Sequenz vielfache unterschiedliche
Analysen notwendig sind, dennoch ist dies aktuell der einzige Weg, eine nahezu
100%ige Vorhersagegenauigkeit zu erreichen. Mit Hilfe der experimentell ermittelten
cDNA-Sequnz von Dmx/1 und der von Kraemer zur Verfiigung gestellten cDNA-
Sequenz des humanen DMXL1 wurde die vorher in silico festgelegte Genstruktur
iiberpriift. Hierzu wurde das Programm DNASweep verwendet, das neben einem
lokalen BLAST-Alignment auch nach moglichen Splei3stellen sucht. Das Ergebnis
dieser Untersuchung deckt sich zu 100% mit den vorher festgelegten Exon/Intron-
Grenzen. Erst nach dieser Uberpriifung konnte gesagt werden, das DNASweep alle
Exons richtig erkannt hatte und keine falsch positiven Exons vorausgesagt hat.
Dennoch bleibt anzumerken, dass DNASweep vor allem Daten aus den offentlichen
Datenbanken fiir eine Vorhersage verwendet und insofern zum einen von den vielen
EST-Daten fiir DMXL1 und zum anderen von der groBen Homologie zwischen DmxI/1
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und DMXL]1 profitieren konnte. Es ist unsicher, ob DNASweep diese Genauigkeit bei
weniger gut konservierten Genen erreichen kann. In dieser Arbeit konnte durch die
Kombination verschiedener Strategien eine abgesicherte Strukturvorhersage sowohl fiir
das murine Dmx!/1- als auch fiir das humane DMXL1-Gen getroffen werden.

4.4.4 Die Genstruktur von DmxI1 und DMXL1

Fiir das murine Genom werden aktuell 23149 proteinkodierende Gene (inkl. 1221
Pseudogene) vorhergesagt, diese bestehen aus 248388 Exons und werden durch
insgesamt 40288 Transkripte reprisentiert (Ensembl, build 48.37a). Fiir das humane
Genom werden zurzeit 23622 proteinkodierende Gene (inkl. 2081 Pseudogene)
prognostiziert, die von 275708 Exons kodiert und durch 48400 Transkripte vertreten
werden (Ensembl build 48.36j). Aktuellen Schitzungen zufolge sind fiir das humane
und murine Genom deutlich weniger als 30000 proteinkodierender Gene zu erwarten
(Birney et al, 2007; Clamp 2007; Southan, 2004; Waterston et al., 2002).
Durchschnittlich kénnen 8,8 (Mensch) bzw. 8,4 (Maus) Exons pro proteinkodierendem
Transkript beobachtet werden. Aktuelle Statistiken liber die Komposition von Genen
liegen derzeit nur fiir das humane, nicht jedoch fiir das murine Genom vor. Die meisten
menschlichen Gene bestehen aus acht bis zehn Exons, ihre Lange liegt im Mittel bei
170 bp, in 80-85% der Fille sind diese kleiner als 200 bp (Sakharkar et al., 2004;
2002). Die initialen und terminalen Exons und Introns sind meist grofer als interne
Exons bzw. Introns (Chen et al., 2001). Der Sequenzumfang der Introns divergiert
wesentlich starker, ihr Wert schwankt zwischen 4741,54 und 23527,35 bp, das Mittel
liegt bei 5419 bp. Es ist interessant, dass sehr gro3e und sehr kleine Introns hierbei nur
einen geringen Anteil haben. Weniger als 5,24% aller Introns sind groBer als 200.000
bp und weniger als 10% groBer als 11000 bp. Nur 0,01% der Introns sind kleiner als 20
bp. Die scheint auf eine Limitierung beim Spleiflen sehr grofler und sehr kleiner Introns
hinzuweisen. Ein durchschnittliches humanes Gen hat 6-9, im Schnitt 7,8 Introns. Die
Anzahl schwankt aber zwischen Null (Gene mit nur einem Exon, beobachtet bei 3362
Genen) und 147 Introns bei NEB (Nebulin) auf Chromosom 2 (Sakharkar et al., 2004;
2002). Es scheint einen grundlegenden Zusammenhang zwischen der Lange von Introns
und der Expressionsrate der zugehdrigen Gene zu geben. Je hoher die Expressionsrate,
desto kiirzer sind die Intronsequenzen der zugehdrigen Gene, im Schnitt umfassen sie
nur noch 342,5 bp, also 6,3% der durchschnittlichen Intronlidnge. Eine Verdnderung der
Exonldngen bei hochexprimierten Genen wurde nicht beobachtet, allerdings reduziert
sich die Gesamtldnge der Exons dieser Gene um bis zu bis zu 50% (Castillo-Davis et
al., 2002). Die Maus unterscheidet sich vom Menschen vor allem in der Lénge der
Introns, im Durchschnitt sind diese um 50% kiirzer. Die Exons wiederum sind nur
geringfiigig kleiner als beim Menschen (Deutsch et al., 1999). Auch die Phasen der
Introns sind nicht gleichméBig verteilt, in der Maus wurde eine Aufteilung von 44%
(Phase 0): 38% (Phase 1): 18% (Phase 2) beobachtet. Die Uberreprisentation der
Phase 0-Introns gegeniiber den Phase 2-Introns kann durch konservierte Splei3stellen in
den Exons erkldart werden, bei Phase O-Introns bleibt die Codonstruktur intakt, hier ist
der hochste Grad der Konservierung zu beobachten. Die Phase der Introns scheint
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abhédngig von der Konservierung der umgebenden Exonsequenzen zu sein, Phase 2
umgebende Exons zeigen die hochste Sequenzvariabilitit, Phase 0 umgebende Exons
den hochsten Konservierungsgrad (Long et al., 1999). Die oben aufgefiihrten Zahlen
beziehen sich alle auf proteinkodierende Gene. Jiingste Untersuchungen von 1% des
humanen Genoms durch ENCODE und anderen assoziierten und unabhingigen
Untersuchungen (Clamp et al., 2007; Margulies et al., 2007; ENCODE Project
Consortiom 2007, Wong et al., 2001) zeigen, dass die bisherige Vorstellung von Genen
und kodierenden Sequenzabschnitten moglicherweise nicht mehr giiltig sind (Gerstein
et al., 2007; Gingeras, 2007). Es konnte gezeigt werden, dass das menschliche Genom
umfassend transkribiert wird. Es gibt zudem eine gewaltige Anzahl funktionaler, aber
nicht-proteinkodierender Transkripte und es existieren sehr viele funktionale DNA-
Elemente die nicht transkribiert werden. Vor diesem Hintergrund muss vor allem die
Reduktion des Genoms auf die im Verhéltnis wenigen kodierenden Transkripte
revidiert werden. Die Anzahl der Gene wird vermutlich dramatisch ansteigen, da die
Zahl funktionaler aber nicht-proteinkodirender Transkripte bisher vollig unterschitzt
wurde.

Die Exon/Intron-Struktur von Dmx/1/DMXL1 wurde durch den Vergleich der
ermittelten cDNA-Sequenz (Maus) bzw. unter Verwendung der durch Kraemer et al.
(2000) ermittelten humanen cDNA mit den genomischen Sequenzen der 6ffentlichen
Datenbanken und den Sequenzdaten der ,,shot-gun‘“-Sequenzierung ermittelt. Um die
oben genannten statistischen Werte in einen sinnvollen Zusammenhang mit den hier
besprochenen Genen Dmx/1 und DMXL1 zu bringen, wurde zusétzlich die Datenbank
H-Inv DB (http://www.h-invitational.jp) fiir ~Gegeniiberstellungen verwendet
(Yamasaki et al., 2008). Diese Datenbank besteht aus ca. 187156 ,,full-length® cDNA-
Klonen, die 36073 humane Gencluster reprisentieren und die nach einer Vielzahl von
verschiedenen Kriterien durchsucht werden kann (Imanishi et al., 2004). Fiir einen
Vergleich wurden aus dieser Datenbank alle Gene isoliert, deren Aminosiuresequenz
langer als 3000 aa ist. Insgesamt konnten so 89 Gene identifiziert werden. Dies
entspricht 0,047% aller dort erfassten Transkripte. 69 Transkripte sind langer als
DMXLI1.

Das murine und humane Dmx/1/DMXL1 bestehen je aus 43 Exons und 42 Introns, die
fiir eine cDNA von 10991 bp bzw. 12210 bp (Maus) und 11082 bp (Mensch) kodieren
(Abb. 4.6). Das grofite Exon (Exon 18) hat in Maus und Mensch eine Linge von 1682
bp, das kleinste Exon (Exon 41) umfasst in beiden Spezies nur 52 bp. Die
durchschnittlichen Lingen der Exons von DmX betragen in der Maus 210,36 bp und im
Menschen 211,44 bp und liegen damit 23% iiber dem Median humaner Exons.
Zwischen beiden Spezies sind die Exonpositionen und ihre Lingen hoch konserviert
und unterscheiden sich in der Lange nur in den Exons 5 (+ 2 Codons in der humanen
Sequenz), 24 (+ 4 Codons in der humanen Sequenz) und 29 (+ 8 Codons in der
humanen Sequenz) voneinander (Tab. 3.7). Die Intronpositionen zwischen Maus und
Mensch sind ebenfalls hoch konserviert, die Introns unterscheiden sich jedoch in Threr
Lange zum Teil erheblich. Die durchschnittliche Intronldnge betrdgt in der murinen
Sequenz 2868,52 bp und in der humanen Sequenz 3874,14 bp, damit sind die Introns
von Dmx[1 im Schnitt 26% kleiner als im Menschen. Erstaunlicher Weise entsprechen
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diese 26% zusammen fast genau jenen 48986 bp, die die genomische Region von
DMXL] reicher an repetitiven Sequenzen ist (Kapitel 3.2.5; 4.4.2). Die Differenzen der
Intronldngen zwischen Maus und Mensch basieren somit also fast ausschlieBlich auf
der unterschiedlichen Zusammensetzung und Lidnge von repetitiven Elementen in den
Introns.

In der Maus ist Intron 36 mit 11585 bp das grofte und Intron 14 mit 79 bp das kleinste.
Fiir Dmx/1 kann somit nicht bestitigt werden, dass das angenommene initiale bzw.
terminale Exon/Intron grofer ist als die internen Exons bzw. Introns. Die
Intronsequenzen von DMXL1 sind deutlich kiirzer als die durchschnittliche Intronldnge
humaner Gene, das grofite Intron von DMXL1 umfasst 26321 bp (Intron 1), das kleinste
ist Intron 12 mit 88 bp. Im Menschen ist damit das initiale Intron in der Tat das grof3te,
allerdings trifft dies nicht auf das erste Exon und das terminale Exon/Intron zu.

Gen Anzahl der Exons | Linge der cDNA | Linge im Genom
KIAAO0570 80 11269 bp 283300 bp
DMXIL1 43 11084 bp 177699 bp
KIAA0399 54 10861 bp 119490 bp
KIAA1773 21 10759 bp 34500 bp
KIAAO0311 14 10327 bp 303700 bp
KIAA1302 49 9944 bp 87400 bp
Protein 5 9935 bp 50500 bp
Prenyltransferase

KIAA1506 33 9929 bp 90000 bp
KIAA1109 50 9765 bp 113000 bp
KIAA0283 30 9525 bp 813160 bp
Similar to 23 9332 bp 43000 bp
ALR-like protein

KIAA1289 45 9078 bp 14900 bp
KIAA1776 63 8966 bp 82100 bp
KIAA0279 34 8924 bp 24000 bp
KIAA0342 13 8859 bp 32000 bp
TACC2 22 8821 bp 259900 bp
KIAA1675 17 8671 bp 369400 bp
KIAA1302 8 8624 bp 48800 bp
KIAA1920 4 8556 bp 13390 bp
KIAA0219 59 8515 bp 67500 bp

Tab. 4.3: Genomische Organisation von Genen mit einer cDNA >8500 bp

Die gezeigten Gene sind eine Auswahl und ihre genomische Organisation wurden durch
Datenbanksuchen in H-Inv DB ermittelt. Hierbei konnten insgesamt 89 Gene identifiziert werden, deren
cDNA grofer als 10000 bp ist. Bei 69 Genen ist die cDNA grofler als bei DMXLI1. Die meisten der
aufgefiihrten Gene sind, gemessen an Ihrer GroBe und der Anzahl ihrer Exons, als kompakt zu
bezeichnen. Bis auf vier Ausnahmen (grau hinterlegt) erreichen sie nicht die genomische Ausdehnung,
die statistisch erwartet wiirde. Der Vergleich zeigt zudem, dass das humane DMXL1 zu den groften
Genen im menschlichen Genom gehort, auch wenn diese Daten nicht vollstédndig sind.
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DMXL1 ist also ein eher kompakt organisiertes Gen. Allerdings zeigt eine
Gegeniiberstellung der genomischen Organisation mit Genen, deren cDNA mehr als
10000 bp umfasst, ein noch differenzierteres Bild (Tab 4.3). Die meisten Gene mit
einer vergleichbaren Linge, deren genomische Organisation verfligbar und verifiziert in
den Datenbanken vorliegt, sind teilweise noch dichter organisiert als DMXL1. Die
Mehrzahl dieser groBen Gene nimmt genomisch weniger Platz ein, als statistisch
erwartet werden kann. Basierend auf diesen Datenbankeintrdagen muss DMXL1 zu den
groBten Genen im menschlichen Genom gerechnet werden.

Die Phasenverteilung der Introns von Dmx/1 in der Maus entspricht ebenfalls nicht den
ermittelten statistischen Werten (Long et al., 1999). Fiir Dmx/1 wurde eine Verteilung
von 45,23% (Phase 0): 30,95% (Phase 1): 23,81% (Phase 2) beobachtet. Es zeigt sich
eine deutliche Verschiebung von Phase 1 zu Phase 2 Introns. Da bei Dmx/1 vor allem
an den Exongrenzen die hochste Konservierung beobachtet werden kann (Daten nicht
gezeigt), muss davon ausgegangen werden, dass die Beobachtungen von Long et al.
(1999) gegebenenfalls nicht fiir hochkonservierte Gene gelten.

Ein Vergleich der Genstruktur von Dmx/1 mit den Homologen anderer Spezies (Abb.
4.6) zeigt, dass auch die genomische Organisation zum Teil konserviert ist. DmX
(Drosophila) und CpY (Chironomus) bestehen jeweils aus 15 Exons und 14 Introns,
CpY umfasst eine Liange von ca. 14,8 kb und DmX ist ca. 14,9 kb lang. Das bei CpY
differenziell gespleiBte kleine Exon 4 ist bei Dm.X Bestandteil des gro3ten Exon 4. Das
zweite differenziell gespeiite Exon 8 von CpY fehlt bei DmX vollig (Weil, 2000). Das
homologe Gen aus C. elegans (F54E4.1) besteht nach neuesten Analysen aus 31 Exons
und 29 Introns. Bei dem in der Arbeit von Weil (2000) beschriebenen Exon 1 handelt
es sich nicht um das initiale Exon, sondern um Exon 2. Das erste Exon von F54FE4.1
findet auch nach Datenbanksuchen in den umliegenden genomischen Regionen der
anderen Spezies keinen homologen Sequenzabschnitt. Demnach ist das zweite Intron in
homologer Position zu dem ersten Intron in Drosphila und Chironomus. Der zum
differenziell gespleiiten Exon 4 aus C. piger homologe Abschnitt ist wie bei D.
melanogaster Bestandteil eines grofleren Exon 17. Eine homologe Region zu dem
differenziell gespleifiten Exon 8 von C. piger fehlt, wie auch bei Drosophila, in C.
elegans. Zwischen diesen drei Spezies scheinen neben dem vorher erwdhnten Intron 1
bzw. 2 noch zwei weitere Intronposition konserviert zu sein: Intron 9 aus DmX
entspricht dem Intron 28 in F54E4.1 und den Introns 7 und 8 aus CpY, zwischen denen
sich das in den anderen Arten nicht vorhandenen Exon 8 befindet. Die Position von
Intron 10 aus DmX/CpY entspricht dem Intron 29 des F54E4.1 Gens. Zwischen den
Spezies Maus und Mensch sind alle Intron- und Exon-Positionen konserviert, hier
bestehen keine Unterschiede. Ein Vergleich von Dmx/1/DMXL1 mit dem evolutionér
weit entfernten Gen F54E4.1 aus C. elegans zeigt die erstaunliche Zahl von zehn
konservierten Intron-Positionen (Tab. 4.4). Zwischen allen fiinf Spezies sind die
Positionen des Intron 1 (DmX, CpY, DmxI1, DMXL1) zu Intron 2 (F54E4.1) sowie
Intron 9 (DmX), Intron 7+8 (CpY), Intron 35 (DmxI1, DMXL1) zu Intron 27 (F54E4.1)
homolog.
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Intron-Position in F54FE4.1 Homologe
Intron-Position in DmxI[1/DMXL1
Intron 2 Intron 1 (DmX, CpY,DmxI1/DMXL1)
Intron 9 Intron 14 (DmxI1/DMXL1)
Intron 10 Intron 17 (DmxI1/DMXL1)
Intron 18 Intron 18 (DmxI1/DMXL1)
Intron 19 Intron 20 (DmxI1/DMXL1)
Intron 22 Intron 24 (DmxI1/DMXL1)
Intron 23 Intron 25 (DmxI1/DMXL1)
Intron 24 Intron 28 (Dmx[1/DMXL1)
Intron 25 Intron 31 (DmxI1/DMXL1)
Intron 27 Intron 9 (DmX), Intron 7+8 (CpY),
Intron 35 (Dmx/1, DMXL1)
Intron 29 Intron 39 (Dmx[1/DMXL1)

Tab. 4.4: Konservierte Intron-Positionen der DmX-Homologen zwischen Maus, Mensch,
Drosophila, Chironomus und Caenorhabditis

Fiir die Berechnung homologer Positionen wurde das letzte Codon des vorhergenden Exons der DNA-
Sequenz aus C. elegans in die entsprechende Positon auf der abgeleiteten Aminosduresequnz
umgerechnet. Zu dieser Position wurde der homologe Abschnitt in Maus und Mensch durch ein
ClustalW-Alignment zwischen Maus, Mensch und C. elegans bestimmt. AnschlieBend wurde diese
Position auf die entsprechende DNA-Sequenz in Maus und Mensch umgerechnet und mit den
Intronpositionen aus Tab. 3.6 bzw. 3.7 verglichen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.7: Genomische Organisation von DmX verschiedener Spezies im Vergleich .

Dargestellt ist ein Vergleich der genomischen Organisation von DmX, CpY, F54FE4.1, DmxI[1 und
DMXL1. Die Farbkodierung basiert auf einer Darstellung von Kraemer (personliche Mitteilung). Die
Farben zeigen homologe Sequenzabschnitte sowie die Organisation von Exon- und Intron-Strukturen
zwischen CpY und DmX. Diese Kodierung wurde auf die homologen Gene von Maus und Mensch
libertragen. Fiir jedes der dargestellten Gene sind jeweils die Exon- bzw. Intron-Strukturen in sich
proportional, sie sind jedoch aus Platzgriinden nicht mit den jeweils anderen Spezies vergleichbar.
Konservierte Intron-Positionen zwischen DmX, CpY, F54E4.1, DmxI1 und DMXL]1 sind in rot dargestellt,
zwischen DmxI1/DMXL1 und F54E4.1 sind diese in blau gezeigt. Konservierte Introns zwischen Dm.X,
CpY und F54F4.1 sind in griin dargestellt. Bekannte differenziell gespleifite Exons sind durch Linien
oberhalb der farbcodierten Region verbunden.

4.4.5 Promotorstrukturen und Enhancer von Dmxl/1
Der Promotor:

Die Analyse der transkriptionellen Kontrolle, das heiit, die Koordination der
Transkription von Genen in Abhédngigkeit von Ort und Zeit, ist einer der wichtigsten
Schliissel fiir das Versténdnis der Funktion und des Zusammenwirkens von Genen in
der Zelle. Die in silico 1dentifikation von Promotorstrukturen gehdrt derzeit, neben der
Genvorhersage, zu den schwierigsten Aufgaben der Bioinformatik (Das et al., 2007,
Zhu et al., 2007; Guha Thaakurta et al., 2006; Gustincich et al., 2006; Davuluri et al.,
2001; Hannenhalli et al., 2001). Dies liegt daran, dass es sich bei Promotoren nicht um
klar definierbare Einheiten handelt. Die Region um den Transskriptionsstartpunkt, die
alle notwendigen Strukturen fiir die basale Initiation der Transkription enthélt, wird als
proximaler Promotor bezeichnet (Werner, 1999). Diese Region iiberlappt oder
beinhaltet haufig das erste Exon eines Gens (Werner et al., 2003). Ungliicklicherweise
zeigen diese Abschnitte in Sdugern nur eine geringe Sequenziibereinstimmung beim
Vergleich verschiedener Gene, auch wenn sie in Ihrer Funktion korrelieren. Eine
BLAST basierte Suche kann daher auf diese Abschnitte nicht ohne weiteres
angewendet werden (Werner, 2002; Scherf et al, 2000). Innerhalb einer
Promotorregion sind nur wenige kurze Abschnitte wirklich funktional, es handelt sich
hierbei um Bereiche, an denen Transkriptionsfaktoren binden koénnen. Diese zeigen
meist eine Lidnge von ca. 12 bp und sind in ihrer Sequenzabfolge hochst variabel. Die
Abschnitte sind wiederum durch so genannte ,,Spacer” unterschiedlicher Linge und
variabler Sequenz voneinander getrennt. Der Aufbau eines Promotors erinnert somit
stark an den Aufbau eukaryotischer Gene mit einer Exon/Intron-Struktur. Die
Variabilitit des gesamten Promotorbereichs flihrt bei den computergestiitzten
Vorhersagemodellen zu einer grolen Anzahl falsch positiver Vorraussagen, so wird
von den meisten Programmen ein Promotor pro 1000 bp identifiziert (Waterston et al.,
2002; Werner et al., 2002; Fickett et al., 1997). Auch wenn die Qualitét der verfligbaren
Programme in den letzten Jahren deutlich gestiegen ist (Bajic et al., 2002; Down et al.,
2002; Davuluri et al., 2001; Scherf et al., 2000) und die Vorhersage eines Promotors bei
einigen Programmen auf 1 in 10000-50000 gefallen ist, muss noch immer mit einer
groflen Zahl falsch positiver Vorhersagen gerechnet werden (Werner et al., 2003). Um
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eine moglichst genaue Aussage iliber die Promotorstruktur von Dmx/1 treffen zu
konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit, wie schon fiir die Genvorhersage, eine
Kombination verschiedener Programme und Vorhersagemodelle gewahlt. Zunichst
erfolgte die Eingrenzung eines moglichen Promotorbereichs durch den
Interspeziesvergleich von Maus und Mensch. Da durch die Amplifikation der cDNA in
Maus und Mensch ein putatives erstes Exon vorausgesagt werden konnte, wurden diese
Sequenzabschnitte als Ausgangspunkt fiir eine stromaufwértsgerichtete Analyse von
weiteren 10000 bp gewdhlt. Dieser ausgewihlte Sequenzbereich wurde in eine PIP-
Analyse (Abb. 3.20, 3.21) einbezogen und separat mit dem Programm DOTPATH
untersucht. Das Ergebnis dieses Sequenzvergleichs zeigt, dass die Homologie in einem
Bereich bis 1,5 kb vor dem putativen ersten Exon in Maus und Mensch
erwartungsgeméll zwar leicht abnimmt (Waterston et al., 2002), aber kurze
Sequenzabschnitte enthilt, die eine signifikante Homologie aufweisen. Weiter
stromaufwiirts nimmt die Ahnlichkeit zwischen beiden Sequenzen dramatisch ab,
lediglich einige kurze Bereiche zeigten wieder eine Ubereinstimmung, die jedoch mit
Hilfe einer REPEATMASKER-Analyse als repetitive Sequenzen in beiden Spezies
identifiziert wurden. Im Folgenden konnte in dem kurzen 1,5 kb Sequenzabschnitt von
verschiedenen Programmen eine ,,CpG-Insel® in beiden Spezies identifiziert werden
(Kapitel 3.5.6; 4.4.1). Diese nicht-methylierten, 200 bp bis 2 kb langen Bereiche im
Sédugergenom mit hohem GC-Gehalt sind in der Regel mit den 5’-Bereichen von Genen
assoziiert (Cross et.al., 1995) und eignen sich daher als Anhaltspunkt fiir
Promotorbereiche (Gardiner-Garden et al, 1987). Die durch diese Analysen
identifizierte potenzielle Promotorregion wurde dann intensiver mit den Programmen
DBA und PromoterWise untersucht (Birney et al., 2004). Es handelt sich hierbei nicht
um klassische Promotorvorhersageprogramme, vielmehr identifizieren sie sehr kurze
colineare Sequenzblocke zwischen zwei Sequenzen. Auch wenn Promotorregionen nur
eine geringe Sequenziibereinstimmung zwischen Maus und Mensch zeigen, so sind
doch kurze Abschnitte konserviert, die moglicherweise Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren darstellen. In der Regel sind diese Blocke jedoch aufgrund von
Inversionen, Translokationen oder Insertionen fiir ein klassisches BLAST-Alignment
nicht zuginglich. Mit Hilfe der beiden spezialisierten Programme konnten zehn kurze,
hochkonservierte Sequenzblocke in der ausgewdhlten Region ausfindig gemacht
werden (Abb. 3.24). AnschlieBend wurde die potenzielle Promotorregion in Maus und
Mensch von fiinf weiteren Programmen zur Promotorvorhersage ndher untersucht
(Kapitel 3.5.7), es wurde dabei jeweils die maximale Vorhersagegenauigkeit
ausgewdhlt. Hierbei wurde von allen Programmen mit sehr groer Wahrscheinlichkeit
ein Promotor in Maus und Mensch identifiziert. In der Maus konnte durch den
Abgleich aller Daten der Bereich 9400-9950 bp, im Menschen der Bereich 9.500-9.880
bp der untersuchten genomischen Sequenz (Kapitel 3.5.7) als Promotor identifiziert
werden. Die Analysen zeigten, dass es sich in beiden Spezies um einen Promotor ohne
TATA-Box handelt. Dies ist nicht ungewohnlich, da vermutlich nur 33% aller Sduger-
Promotoren diese Box aufweisen (Suzuki et al., 2001), neueren Untersuchungen
zufolge ist das Vorhandensein einer TATA-Box abhidngig vom umgebenden GC-Gehalt
und schwankt zwischen 42% bei hohem GC-Gehalt und 7% bei niedrigem GC-Gehalt
(Bajic et al., 2004). Der Transskriptionsstartpunkt (TSS) wurde von den verwendeten
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Programmen allerdings jeweils unterschiedlich positioniert. In der Maus zeigten sich
drei potenzielle Starpunkte: bei 9739 bp, 9740 bp und 9818 bp. Im Menschen wurden
ebenfalls drei unterschiedliche Startpositionen bestimmt: bei 9810 bp, 9828 bp und
9838 bp. Fiir eine exakte Festlegung des TSS ist eine experimentelle Bestimmung
unumgénglich, dies kann allerdings nur in weiterfiihrenden Arbeiten geleistet werden.
Ein weiteres groles Problem ist die Bestimmung der Transskriptionsfaktoren (TF), die
in dem ermittelten Promotorbereich binden. Auch wenn die Analysen mit hdchster
Stringenz durchgefiihrt wurden, konnten in der Maus 111 Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die Bindestellen in dem Promotorbereich finden. Eine
Nachselektion per Hand war daher unumgénglich. Hierbei wurden folgende Kriterien
angewendet: Die Bindestellen der Transkriptionsfaktoren mussten innerhalb der von
DBA und PromoterWise identifizierten Blockregionen liegen und es wurden nur
Transkriptionsfaktoren beriicksichtigt, die von mehreren Programmen erkannt wurden
und zwischen Maus und Mensch konserviert im Promotorbereich vorliegen. Um die
auferlegte Stringenz der Analysemethoden aufrechtzuerhalten, wurde der
Interspeziesvergleich auf Basis von Transkriptionsfaktor-Netzwerken (Abb. 4.7)
durchgefiihrt. Bei dieser Analyse spielt die Kopplung verschiedener
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle. Einige Faktoren entfalten ihre aktivierende
oder reprimierende Funktion nur in Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren,
zudem unterliegen sie untereinander einer bestimmten Abfolge und rdumlicher
Orientierung. Wenn diese Netzwerke dann zwischen Maus und Mensch konserviert in
vergleichbarer Position zu finden sind, kann mit groer Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen werden, dass diese Bindungsstellen im Promotor auch funktional sind.
Durchgefiihrt wurden diese Analysen mit dem Programm FrameWorker (Genomatix
Software GmbH, Miinchen). Auf diese Weise konnte in der murinen Sequenz die
Anzahl der Faktoren auf 15 reduziert werden. In Tabelle 4.5 werden alle
Transkriptionsfaktoren, die nach den o.g. Kriterien im Promotorbereich von Dmx/1
binden, besprochen.
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Abb. 4.8: FrameWorker-Analyse hochkonservierter Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren
zwischen Maus und Mensch.

Analysiert wurden mit dem Programm FrameWorker 2001 bp stromaufwirts vom Translationsstartpunkt
(roter Balken). Zwischen Maus und Mensch konnten vier hochkonservierte Netzwerke von zwei und
mehr Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Alle liegen innerhalb des definierten Promotorbereichs
und der identifizierten Sequenzblocke. Gezeigt sind hier jeweils die homologen Netzwerke mit den
interagierenden farbcodierten Transkriptionsfaktoren.
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4 Diskussion

Mit Hilfe der identifizierten Transkriptionsfaktoren des murinen Promotors von Dmx/1
kann ein mogliches Szenario der Regulation von DmxI1 erarbeiten werden. So konnen
im Promotorbereich Transkriptionsfaktoren binden, die eine basale ubiquitére
Expression von Dmxl/1 in jedem Entwicklungsstadium ermdglichen (AREB-6, AP-1,
CPBP, NFY, SP1, ZF5). Dies passt sehr gut zu den experimentellen Daten dieser Arbeit
und zu einer Transkriptionsanalyse von DmX in Drosophila durch Weil (2000), hier
zeigte sich ebenfalls eine iibiquitdre Grundexpression. Vor allem scheint die basale
Expression von DmX im adulten Entwicklungsstadium ausreichend fiir die Funktion
des resultierenden Proteins zu sein. Besonders zu erwidhnen ist in diesem
Zusammenhang der Transkriptionsfaktor NFY, der eine entscheidende Rolle in der
Regulation von Genen spielt, die an der Cholesterol-Biosynthese und am
Fettsdurestoffwechsel beteiligt sind. Moglicherweise besteht hier ein Zusammenhang
mit der beobachteten Obesitas der chimiren Tiere. Viele weitere identifizierte
Transkriptionsfaktoren iiben vor allem in der Embryonalentwicklung eine wichtige
Funktion aus (AREB6, AP-4, FKHD, GATA 1, IK 2, MEIS, MOK 2, MyoD, SPI,
OEF1) und sind z. T. nur in dieser Zeit, oder mit verdnderten Aufgaben aktiv. Teilweise
handelt es sich hierbei um gewebsspezifische Faktoren, so ist GATA 1 an der
Entwicklung der Testes beteiligt. Dieser Faktor konnten somit eine Rolle bei der
Interpretation des beobachteten Phinotyps der DmxI1”*-Chiméren spielen.
Moglicherweise muss Dmx/1 in der Entwicklungsphase der Testes besonders reguliert
werden und die Anzahl der Dmx/1-Transkripte in den entsprechenden Zelltypen hoher
sein als in anderen Geweben. Eine Reduktion der Transkripte um 50% konnte so
theoretisch zu einer Haploinsuffizienz fiihren. Auch die Transkriptionsanalysen von
DmX wihrend der Embryonalentwicklung von Drosophila zeigen eine Abweichung
vom der ubiquitiren Grundexpression hin zu einer differenziellen Verteilung der
Transkripte (Weil, 2000). Hierbei wurde eine intensive Transkription im Vorder-,
Mittel- und Enddarm sowie im ZNS beobachtet. Ach hier lassen sich Parallelen zu den
identifizierten Transkriptionsfaktoren ziehen: MOK 2 und O6EF1 sind an der
Entwicklung des Gehirns und des ZNS beteiligt und moglicherweise spielt auch der
Transkriptionsfaktor MyoD eine Rolle, da der gesamte Darm von Drosophila mit einer
viszeralen Darmmuskulatur umgeben ist und diese Muskulatur einen Teil zu der
beobachteten intensiven Transkription in Drosophila beigetragen haben konnte.
Interessant ist auch der relativ groBe Anteil an Transkriptionsfaktoren, der sowohl eine
aktivierende als auch reprimierende Funktion ausiiben kann (AREB6, IK 2, NFY, ZFS5,
OEF1). Reine Repressoren konnten nicht identifiziert werden. Zusammenfassend lésst
sich aufgrund dieser Beobachtungen sagen, das Dmx/1 in der Embryonalentwicklung
vermutlich sehr komplex und z.T. gewebsspezifisch reguliert wird, im adulten
Organismus jedoch eine niedrige Grundexpression ausreichend zu sein scheint. Ein
Modell des Promotors und der im Folgenden besprochenen Enhancer ist in Abb. 4.8
gezeigt.
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Enhancer:

Untersuchungen zur Regulation der Transkription von Dm.X in Drosophila zeigten, dass
sich im ersten Intron moglicherweise regulatorische Abschnitte befinden, die die
Transkription regeln, nicht jedoch fiir die Initiation der Transkription ausreichen. Fiir
eine wildtypische Expression von DmX sind zusitzlich stromaufwérts liegende
Sequenzabschnitte notwendig (Weil, 2000). Bei der Analyse des Promotorbereichs von
DmxI[1 wurden in direkter Nachbarschaft zu dem identifizierten Promotor weitere
promotordhnliche Strukturen erkannt. Das Programm TSSG identifizierte diesen
Bereich klar als Enhancer und grenzte ihn vom Promotor ab, der ebenfalls erkannt
wurde. Andere verwendete Programme sind nicht in der Lage zwischen Promotor und
Enhancer zu unterscheiden, hier obliegt es dem Nutzer dies zu interpretieren. Kein
anderes Programm identifizierte in diesem Bereich eine Promotor-dhnliche Struktur,
dennoch wurde die Region mit gleichen stringenten Bedingungen wie bei der
Promotoranalyse untersucht. Vor der eigentlichen Promotorregion befinden sich fiinf
weitere durch die Programme DBA und PromoterWise erkannte Blockregionen (Abb.
3.26). Innerhalb dieser Blockregionen sind zwischen Maus und Mensch mehrere
hochkonservierte Bindungsstellen fiir folgende Transkriptionsfaktoren zu finden:
AREB6, TGIF, SIX3, AP1, SRY, IK2, Nkx3.2, MOK 2, HSF1. Alle Faktoren wurden
unabhingig voneinander von verschiedenen Programmen erkannt. Aufgrund der
rdumlichen Néhe zu dem ermittelten Promotor ist anhand der vorliegenden Daten nicht
zu entscheiden, ob es sich hierbei um ein , Enhancer®-Element handelt oder dieser
Bereich strukturell noch zum Promotor zu rechnen ist. Einige der gefundenen
Transkriptionsfaktoren binden zusétzlich auch im vorher beschriebenen Promotor von
Dmxl1, neue Faktoren werden in Tabelle 4.6 gezeigt:

Transkriptionsfaktor Expression/Funktion/Analyse Literatur

TGIF (TALE, ,,TG-interacting
factor®)

Dieser Transkriptionsfaktor gehort zur Familie der TALE Homeobox-
Proteine. Er wirkt primér als Repressor in TGFp-abhéngigen
Signalkaskaden und blockiert auch SMAD-Proteine. Mutationen in
TGIF erzeugen beim Menschen die Krankheit Holoprosencephalie,
eine haufig vorkommende Storung der Hirnentwicklung. Allerdings
konnte die Subklasse des hier vorliegenden TGIF nicht ndher
identifiziert werden. Interessanter Weise reguliert TGIF in Drosophila
die Spermatogenese und auch in der Maus ist eine Subklasse des TGIF
(TEX1) an der Spermatogenese beteiligt.

Dubourg et al,
2004; Ayyar et al.,
2003

SIX3 Hierbei handelt es sich ebenfalls um ein Homeobox-Protein, das wie
TGIF in enger Verbindung mit dem Krankheitsbild der
Holoprosencephalie steht. SIX3 steuert die Entwicklung der

Vorderhirns und der Augen.

Dubourg et al,
2004; Laflamme et
al., 2004; Zuber et
al., 2003; Toy et al.,
1998; Kawakami et
al., 1996

Dieser Faktor bestimmt in den sich entwickelnden Gonaden durch
seine An- oder Abwesenheit die Entwicklung zu Testes oder Ovarien

SRY (Sex-determining Region
gene)

(Knower et al., 2003
Clarkson et al.,

und wird in pre-Sertoli Zellen exprimiert. SRY gehort zu der Gruppe
der SOX (,,SRY-related HMB box“)-Proteine. Da SRY eine
hochaffine DNA-Bindungsdoméne aufweist, wird im allgemeinen
angenommen, dass er als Transkriptionsfaktor agiert und die
Ausbildung der ménnlichen Geschlechtsorgane steuert. Das SRY-Gen
wird nur bei Sdugern gefunden.

2002Albrecht et al.,
2001 Bergstrom et
al., 2000 Soullier et
al., 1998; Just et al.,
1995
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Transkriptionsfaktor

Expression/Funktion/Analyse

Literatur

Nkx3.2 (Babx1)

Der Transkriptionsfaktor gehort zur Familie der Homeobox-Proteine
und wird in der friihen Embryonalentwicklung im Mesoderm und
anderen Geweben exprimiert und ist an der Skelettalentwicklung
beteiligt.

Kim et al., 2003;
Herbrand et al.,,
2002; Kempf et al.,
2002; Schneider et

al.,, 2000, 1999;
Tanaka et al., 1999;
Sciavolino et al.,
1997; Tribioli et al.,
1997a, 1997b

HSF1 Lheat shock“-Faktoren sind die hauptsachlichen transaktivierenden

Faktoren, die die Regulation von ,heat shock“-Proteinen

Wang et al., 2004;
Huang et al., 2001;

gewihrleisten. HSF1 wird ubiquitdr in allen Geweben und nahezu | Morimoto, 1998;
allen Zelltypen exprimiert, ist zudem essenziell fiir die Entwicklung | Nakai et al., 1997,
der Testes, er reguliert dort Zielgene, die zu bestimmten Zeitpunkten | 1995; Wu, 1995;

wihrend der Entwicklung der Keimzellen aktiv sind. Fernandes, 1994

Tab 4.6: Identifizierte Transkriptionsfaktoren in konservierten Sequenzblocken stromaufwirts des
Promotors von Dmxl1

Die in Tabelle 4.6 gezeigten Transkriptionsfaktoren binden in einem zwischen Maus und Mensch
konservierten Sequenzabschnitt, der sich vor dem eigentlichen putativen Promotor von Dmx/1 befindet.
Gezeigt sind nur Transkriptionsfaktoren, fiir die Bindungsstellen in orthologer Position in beiden Spezies
exitieren. Auf Transkriptionsfaktoren, die schon in Tabelle 4.5 besprochen wurden, wird hier nicht néher
eingegangen

Auch wenn die vorliegenden Daten nicht klar auf eine Enhancer-Struktur hinweisen,
scheint diese Region auch hinsichtlich der konservierten Blocke zwischen Maus und
Mensch eine Funktion auszuiiben. Unabhingig von ihrer Einordnung als Enhancer oder
noch zum Promotor gehorend, ist aufgrund der dort bindenden Transkriptionsfaktoren
u.a. eine Testes-spezifische Regulation von Dmx/1 und damit auch eine spezifische
Funktion in der Keimzellentwicklung zu erwarten. Ein weiteres mogliches Enhancer-
Element wurde im ersten Intron von Dmx/1 identifiziert. Der fiir die vorliegende Arbeit
erstellte PIP- und zPicture-Vergleich (Abb. 3.21, 3.22, 3.29) zeigt auflerhalb von
Regionen mit repetitiven Elementen einige ungewdhnlich homologe Sequenzabschnitte
im ersten Intron. Diese Regionen wurden zunichst ebenfalls mit den Programmen DBA
und PromoterWise ndher untersucht. Hierbei konnte ein Abschnitt von 3,5 kb
identifiziert werden, der aus zwischen Maus und Mensch konservierten colinearen
Sequenzblocken besteht. Eine Analyse dieser Region mit dem Programm ElDorado und
FrameWorker zeigte spezifische Module fiir die Maus-Region. Der Bereich wurde
zusitzlich mit den Programmen Matlnspector, Dragon Genome Explorer, Match Search
und rVista untersucht und die Daten wie oben beschrieben untereinander abgeglichen.
Auf diese Weise sollte wieder eine moglichst hohe Stringenz erreicht werden.
Allerdings wurde bewusst der Interspeziesvergleich der in dieser Region bindenden
Transkriptionsfaktoren (Tab. 4.8) separat behandelt, da bekannt ist, dass vor allem
Enhancer teilweise speziesspezifische Unterschiede in den dort bindenden Faktoren und
ihrer Lokalisation zeigen konnen. Es werden héufig tiberlappende, aber nicht identische
Sdtze von Transkriptionsfaktoren in homologen Enhancern gefunden, zudem ist ihre
Anordnung nicht zwingend konserviert (Valverde-Garduno et al., 2004; Long et al.,
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2003; Follows et al., 2003; Sasaki et al., 2002; Scemama et al., 2002; Silverman et al.,
2002). Es ist daher wahrscheinlich, dass nicht alle der gezeigten Transkriptionsfaktoren
in vivo in der untersuchten DNA-Sequenz binden. Eine noch stringentere Untersuchung
war jedoch aus oben genannten Griinden nicht sinnvoll. Die kombinatorische Analyse
(Tab. 4.7) zeigt sechs Module mit den Faktorkombinationen NF-xB/Sox-9, AP-
I/NFAT, MEF2/T3R, FoxF2/FoxIla, Sox-5/SF1F, und HLF/TEF. Fiir dic humane
Sequenz sind ebenfalls sieben Module fiir DNA-bindende Faktoren vorausgesagt: AP-
1/ELK-1, STATS/NFY, NFAT/AP-1, Sox-9/ELK-1, SMAD3/AP-1, MEF2/T3R und
OCT1/CEBP. Die Module AP-1/NFAT und MEF2/T3R sind in beiden Spezies zu
finden, der Transkriptionsfaktor Sox-9 kann ebenfalls, jeweils mit einem anderen
Partner, in der potenziellen trans-regulatorischen Region in Maus und Mensch
identifiziert werden. Bei einem Interspeziesvergleich zwischen Maus und Mensch
werden elf konservierte Transkriptionsfaktoren (Tab 3.10) in orthologer Position von
verschiedenen Programmen erkannt. Im Folgenden werden die identifizierten
Transkriptionsfaktoren des potenziellen Enhancerbereichs der Maus vorgestellt, die
noch nicht bei der Besprechung des Promotors beschrieben wurden.

Die ermittelten konservierten Bindungsstellen der putativen Enhancerregionen und die
damit assoziierten Transkriptionsfaktoren passen meist sehr gut zu dem identifizierten
Promotor von Dmx/1. Die regulatorische Wirkung der Faktoren liegt teilweise in der
frihen Embryonalentwicklung und dort unter anderem in der Testes-spezifischen
Expression sowie einer komplex regulierten gewebsspezifischen Expression im adulten
Organismus. Um die hier gezeigten computergestiitzten Analysen des Promotors und
der Enhancerregionen zu iberpriifen, miissten umfangreiche experimentelle
Untersuchungen durchgefiihrt werden, die in dieser Arbeit nicht geleistet werden
konnten. Dennoch ist es moglich, liber ein Expressionsspektrum von Dmx/1 die
identifizierten Transkriptionsfaktoren des Promotors und der Enhancer zumindest
teilweise zu iiberpriifen. Hierzu wurden offentlich zugingliche Daten genutzt. Su et al.
(2004, 2002) verwendete die Affymetrix-Technologie, um eine globale Analyse des
humanen und murinen Transkriptoms zu erstellen. In ihrer ersten Arbeit wurden DNA-
Chips auf der Grundlage von Transkripten von ~10000 humanen und ~7000 murinen
annotierten Genen sowie uncharakterisierten EST-Daten hergestellt. Diese wurden mit
Proben von 46 humanen und 45 murinen Geweben hybridisiert und die Ergebnisse in
einer Datenbank (Gene Expression Atlas 2 (Datensatz U95A), Mouse Gene Atlas
(Datensatz U72a), http://symatlas.gnf.org) offentlich zuginglich gemacht. In einer
zweiten Arbeit wurden 44775 humane und 36182 murine annotierte Gene und
uncharakterisierte EST-Daten mit RNA aus 79 humanen und 61 murinen Geweben
hybridisiert. Auch diese Daten sind 6ffentlich zugidnglich (Mensch: U133A+GNF1H;
Maus: GNFIM). Das Expressionsspektrum von DMXL1 ist in beiden Datensitzen
vorhanden, das murine Dmx/1 findet sich nur im GNF1M-Datensatz. In Abb 4.9 ist das
Expressionsspektrum U133A des humanen DMXL1 im Vergleich mit Dmx/1 (GNF1M)
gezeigt.  Alle  Hybridisierungsexperimente ~ wurden  primdr mit  adultem
Ausgangsmaterial durchgefiihrt (Su et al., 2004, 2002), so dass eine Beurteilung der
gewebsspezifischen Expression der Transkriptionsfaktoren von Dmx/1, die vor allem in
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4 Diskussion

der Embryogenese und dort gegebenenfalls in einem schmalen Zeitfenster eine Rolle
spielen, nicht erfolgen kann. Zwischen Maus und Mensch konnen zudem nur 32
Gewebe miteinander verglichen werden (Su et al., 2004). Dennoch ist es moglich einige
prinzipielle Riickschliisse zu ziehen. Dmx/1 und DMXL1 werden demnach in beiden
Spezies in allen untersuchten adulten Geweben auf einem grundsétzlich sehr niedrigen
Level exprimiert. Diese Beobachtung passt zu den identifizierten basalen
Transkriptionsfaktoren, die an den Promotor binden. In einigen Geweben ist jedoch eine
deutliche Erhdhung der Transkription iiber den Median zu beobachten (Tab. 4.9).
Erstaunlicherweise konnte fiir jedes dieser Gewebe im potenziellen Promotor- bzw.
Enhancerbereich eine Bindungsstelle fiir einen Transkriptionsfaktor identifiziert
werden, der zu einer verstirkten Transkription von Dmxl/1 fithren konnte. Dennoch
muss diese Expressionsanalyse mit einer gewissen Skepsis betrachtet werden, da sich
z.B. die Expression von DMXL1 in gleichen Geweben unterschiedlicher Datensitze zum
Teil erheblich unterscheidet (Abb. 4.9c, d). Es ist anzunehmen, dass aufgrund der
geringen Expression von DmxI1/DMXL1 die Qualitdt der verwendeten Chips und der
priparierten RNA einen ganz wesentlichen Einfluss auf die beobachteten Ergebnisse
hat. Zudem unterscheiden sich die prédparierten Gewebe der jeweiligen Datensitze in
Alter und Zahl der Spender. Moglicherweise beeinflussen diese Faktoren und die
gegebenen Lebensumstinde der Spender die Expression von Dmx/1/DMXL1 ebenfalls,
so dass eine differenzierte Aussage basierend auf den gezeigten Datensétzen nur bedingt
moglich ist.

Die Daten der Promotor und Enhancer-Analyse kdnnen zu einem vorldufigen Modell
der regulatorischen Regionen von Dmx/1 zusammengefasst werden (Abb. 4.10). Das
Modell zeigt einen strukturierten Aufbau der Promotorregion in der Maus. An den als
,Core*“-Promotor identifizierten Bereich binden die basalen Transkriptionsfaktoren SP1,
CPBP und ZFS5, die zusammen in der Lage sind, eine Grundexpression von Dmx/1 zu
gewihrleisten. In diesem Bereich bindet zudem MyoD, dass die Assoziation von TFIID
an den Préinitiationskomplex massiv stabilisieren kann (Heller et al., 1998).
Stromaufwarts des ,,Core*“-Promotors liegen Bindungspositionen fiir
Transkriptionsfaktoren, die eine zell-, gewebs- oder entwicklungsspezifische Expression
bzw. Repression ermdglichen. Diese Region erstreckt sich {iber mehrere hundert
Basenpaare, es besteht die Moglichkeit, dass nicht mehr alle dort bindenden
Transkriptionsfaktoren dem Promotor zugerechnet werden konnen, sondern es sich
hierbei um einen stromaufwérts gelegenen Enhancer handeln konnte. Eine
abschlieende Einordnung dieser Region ist aber aufgrund unterschiedlicher
Literaturangaben iiber die Linge von Promotoren nicht moglich (Suzuki et al., 2004,
2002, 2001; Giardine et al., 2003; Ureta-Vidal et al., 2003; Loots et al., 2002). Da sich
jedoch die Region der colinearen Sequenzblocke iliber den gesamten in Abb. 4.10
gezeigten stomaufwirts vom TSS gelegenen DNA-Abschnitt erstreckt, ist eher davon
auszugehen, dass es sich um einen zum Promotor gehdrende Bereich handelt. Die
Analyse der dort bindenden Transkriptionsfaktoren ldsst auf eine sehr komplexe
Regulation schlieen. Die Untersuchung des ersten Introns von Dmx/1 zeigte eine
zwischen Maus und Mensch konservierte Region von 3,5 kb Liange, hier wurde ein
mogliches Enhancer-Element identifiziert. Die hypothetisch in diesem DNA-Abschnitt
bindenden Transkriptionsfaktoren sind teilweise zwischen Maus und Mensch
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4 Diskussion

hochkonserviert, unterscheiden sich aber auch in Zusammensetzung und Abfolge.
Besonders auffillig ist die Zahl der moglichen Interaktionen der identifizierten
Transkriptionsfaktoren.

Gewebe Transkriptionsfaktor | Gewebe Transkriptionsfaktor
Ovarien 6EF1, STATS5A Gemchsorgane LEF-1, Foxil
(M/H) (M/H)
Prostata FoxA2, NF-xB, SP1, NFY Oocyte (M) TCF4
(M/H)
Harnblase TEF, NF-xB B-Zellen RORal, LEF-1, NF-xB, IK2
M) (M/H)
Niere (M) HLF, TEF, Foxil Leber (M) FoxA2, HLF
Fettgewebe RORal, NFAT, NFY Retina M) RORal, MEF2, NFAT, MyoD
(M/H)
Knochenmark | STATSA, Sox-5, Sox-9 Milz (M) NF-xB
(M/H)
Nebenniere Foxil Trachea (M) SMAD3, FoxF2, LEF-1
M)
verschiedene RORal, FoxA2, TEF, HLF, | skelettales FoxF2, Six3
Hirnbereiche | SFIF, Sox-5, MEF2, Six3, [ \fyskelsystem

TGIF, NFI
(M/H) M)
Herz (M) NF-xB befruchtete NF-«B

Eizelle (M)

Tab. 4.9: Gewebe mit erhohter transkriptioneller Aktivitit

Die Tabelle basiert auf den Expressionsdaten der Affymetrix-Chips von Maus und Mensch (Abb. 4.9).
Gewebe mit einer iiber den Median erhdhten Expression von Dmx/1 wurden mit allen identifizierten
Transkriptionsfaktoren verglichen. Transkriptionsfaktoren, die ein Potenzial fiir eine Expressions-
verstirkung in den jeweiligen Geweben besitzen, wurden diesen zugeordnet. Die Buchstaben M (Maus)
und H (Mensch) zeigen, ob sich eine verstirkte Transkription nur in der Maus oder auch im Menschen
beobachten ldsst. Hierbei ist zu beachten, dass nicht jedes Gewebe der Maus auch im Menschen

untersucht wurde.
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4 Diskussion

Abb. 4.10: Affymetrix-Expressionsspektren des murinen und humanen DmX

Die Expression von Dmxl1 wurde im GNF1M-Datensatz mit zwei unabhéngigen Proben untersucht, die
resultierenden Ergebnisse unterscheiden sich dramatisch (A, B). Mit Hilfe des Affymetrix-Werkzeugs
»NetAffx query tool” konnen die Expressionsspektren den Probensequenzen zugeordnet und ihre Position
auf der cDNA von Dmx/1 bestimmt werden. Hierbei zeigte sich, dass die Probe gnflm29724 at auf
einem cDNA-Klon basiert, die Probe gnflm30494 a at spezifisch fiir das Experiment entwickelt wurde.
Die auf dem ¢cDNA-Klon basierende Probe ist laut Affymetrix in mehrerer Hinsicht suboptimal, daher
wurden flir die Analyse nur die Daten der spezifischen Probe (A) verwendet. Als Vergleich dient das
Expressionsspektrum von DMXL1 der Datensitze U133A+GNF1H (C) und U95A (D). Zwischen Maus
und Mensch vergleichbare Gewebe sind durch rote Pfeile gekennzeichnet, die Reihenfolge der
aufgefiihrten Gewebe unterscheidet sich zwischen beiden Spezies. Blaue Pfeile zeigen Unterschiede in
der Expression zwischen den beiden humanen Datensdtzen und dem mit der Maus vergleichbaren
Gewebe an. Griine Pfeile markieren mit der Maus vergleichbare Gewebe, die nur im U95A-Datensatz
vorhanden sind. Gelbe Pfeile zeigen Gewebe, die nicht mit der Maus vergleichbar sind und eine
unterschiedliche Expression zwischen den beiden humanen Datensitzen zeigen. Der Median zeigt
lediglich den Quotienten aller ermittelten Daten, er kann nicht als Mafstab fiir eine Grundexpression von
DmxI1 gelten. Die Daten wurden durch GCRMA (,,Robust Multi-Chip Analysis*) normalisiert, hierbei
wird die Intensitéit der Probe in Abhingigkeit von GC-Gehalt berechnet (Wu et al., 2003), die gezeigten
Werteskalen der Expression sind nur innerhalb eines Chips und Experiments direkt vergleichbar. Die
Daten fiir beide Spezies zeigen eine grundsitzlich sehr niedrige Expression von Dmx/1/DMXL1 und eine
etwas erhdte Expression in einigen in Tabelle 4.9 zusammengefassten Geweben.

4.4.6 DmxI1  besitzt  moglicherweise zwei  alternative
Polyadenylierungssignale

Differenzielle Polyadenylierung ist bei hoheren Eukaryoten ein weit verbreiteter
Mechanismus, um mRNA’s unterschiedlicher Liange fiir unterschiedliche Zwecke zu
synthetisieren. ~ An  diesem  Prozess sind unter anderem  alternative
Polyadenylierungssignale im 3’-UTR beteiligt, jedes von ihnen mit einer unabhdngigen
spezifischen Stirke des Signals (Beaudoing et al., 2000, Edwalds-Gilbert et al., 1997).
Von alternativer Polyadenylierung wird dann gesprochen, wenn zwei oder mehr
vorhandene PolyA-Signale im 3’-UTR zu zwei oder mehr unterschiedlich langen
Isoformen eines Transkriptes fiihren (Legendre et al., 2003). Circa 22% aller mRNA-
Transkripte unterliegen einer alternativen Polyadenylierung (Beaudoing et. al., 2000),
meist erfolgt diese gewebs- bzw. entwicklungsspezifisch (Edwalds-Gilbert et al., 1997).
In der vorliegenden Arbeit konnten fiir Dmx/1 zwei mdgliche Polyadenylierungssignale
identifiziert werden. EST-Datenbanksuchen und eigene Sequenzierungen von cDNA-
Klonen zeigten, dass die meisten murinen Transkripte mit dem distalen PolyA-Signal
(polyAl, Kapitel 3.2.9) enden. Es handelt sich hierbei um ein nahezu ,,perfektes™ Signal
(Abb. 3.30), mit der charakteristischen Hexamersequenz AAUAAA (Proudfood et al.,
1976; Wickens, 1990) und drei U(G)-reichen Elementen in einem idealen Abstand zu
dieser Hexamersequenz (Gil et al., 1984,1986; McDevitt et al., 1984; McLauchlan et al.,
1985; Chou et al., 1994; MacDonald et al., 1994; Takagaki et al., 1997; Legendre et al.,
2003; Zarudnaya et al., 2003). Ein Vergleich des murinen Sequenzabschnitts mit dem
genomischen Bereich des humanen Polyadenylierungssignals zeigt, dass das erste
PolyA-Signal zwischen beiden Spezies hochkonserviert ist (Abb. 3.31). Fiir den
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Sequenzbereich vor polyAl konnten weder in Maus noch in Mensch Hinweise auf ein
mogliches weiteres Polyadenylierungssignal gefunden werden. Es ist daher davon
auszugehen, dass es sich bei polyAl um das erste PolyA-Signal von Dmx/1 handelt.

Bei der Sequenzierung diverser cDNA-Klone zeigte sich, dass der Klon
IMAGpP998J193130Q2 nicht mit polyAl endet, sondern erst 1220 bp spiter einen
PolyA-Schwanz aufweist (polyA2). Fir Dmx/l existieren nur vier EST-
Datenbankeintrdge mit Transkripten, die nicht auf polyAl enden, der sequenzierte
cDNA-Klon ist einer von ihnen, und nur dieser endet auf polyA2. Die Untersuchung des
entsprechenden genomischen Sequenzabschnitts und der cDNA-Klone per Auge und
mit Hilfe diverser Programme des Internets zeigt ein weiteres, jedoch nicht ganz so
eindeutiges Polyadenylierungssignal wie polyAl. Die Hexamersequenz dieses Signals
entspricht der ebenfalls hiufigen Abfolge AUUAAA, allerdings befindet sich diese in
Position -20 — -26 und damit im Grenzbereich fiir ein funktionsfdhiges PolyA-Signal
(Chen et al., 1995; Colgan et al., 1997). Die weiteren identifizierten Elemente dieses
Polyadenylierungssignals sprechen wiederum dafiir, dass es sich hier um ein reales
Signal handelt. Vor allem das C/A-Dinukleotid-Motiv in der Position -1/+1 muss hier
als Hinweis auf ein existierendes PolyA-Signal gewertet werden (Chen et al., 1995),
eine zufillige Polyadenylierung in dieser Position ist eher unwahrscheinlich. EST-
Datenbanksuchen mit genomischen Sequenzdaten des humanen DMXLI1, die
downstream der polyAl-Sequnz liegen, zeigen ebenfalls alternative Transkripte (Abb.
3.29 b), die jedoch teilweise an unterschiedlichen Positionen enden. Datenbankeintriage
weisen darauf hin, dass es sich hierbei um DMXL1-Transkripte handelt, da keine
signifikante Sequenzhomologie zu der genomischen Region von DMXL2 festgestellt
werden konnte. Diese Variationen sind vermutlich auf eine Hybridisierung der bei der
Herstellung der ¢cDNA-Klone verwendeten Primer (PolyT) mit einer A/T-reichen
Region (Alu-Element) mit bis zu 21 Adeninnukleotiden zuriickzufiihren, die sich in der
genomischen Sequenz direkt im Anschluss der EST-Datenbankeintrige befindet. Es ist
also wahrscheinlich, dass es sich hierbei um eine genomische Kontamination durch
Fehlpriming handelt. In der Maussequenz wurde eine solche Anhdufung von
Adeninnukleotiden im Bereich von polyA2 nicht beobachtet, ein Mispriming ist fiir die
Maus also eher unwahrscheinlich. Die Uberpriifung des 3’-UTR der genomischen
humanen Sequenz mit Programmen zur Identifikation von PolyA-Signalen zeigt
dennoch zwei mogliche Signale in dieser Region. Das eine befindet sich 36 bp
stromabwirts der A/T-reichen Region und zeigt die charakteristische Hexamersequenz
AAUAAA, ein C/A-Dinukleotid sowie drei U(G)-reiche Regionen, jedoch endet keiner
der humanen EST-Klone in dieser Region. Das zweite erkannte Signal befindet sich in
der 5’-terminalen A/T-reichen Region eines in der humanen genomischen Sequenz
befindlichen Alu-Elements. Hier ist durch eine Transversion die Hexamersequenz
AAUAAA entstanden, welches von den unterschiedlichen Programmen als PolyA-
Signal erkannt wird. Zwar wird dieses Signal von den verschiedenen Programmen mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit bewertet, die EST-Daten sind jedoch nicht eindeutig
genug, um eine genomische Kontamination auszuschlieBen. Gegen ein zweites
Polyadenylierungssignal in der humanen Sequenz spricht vor allem, dass diese Region
zwischen Maus und Mensch nicht konserviert ist, alle bisherigen Daten von
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DmxI[1/DMXL1  zeigten einen hohen Konservierungsgrad aller wichtigen
Sequenzelemente.

Abb. 4.11: Sekundirstruktur des 3’-UTR von Maus und Mensch.

Die Sekundérstruktur des 3’-UTR beider Spezies wurde fiir jeweils beide potenziellen
Polyadenylierungssignale berechnet. Die Faltungen sind duferst komplex, zeigen aber keine signifikante
Ahnlichkeit. Die berechneten freien Energien sind jedoch fast identisch. A: Sekundirstruktur der murinen
Sequenz, die mit polyAl endet. B: Sekundirstruktur der murinen Sequenz die mit polyA2 endet. C:
Sekundérstruktur der humanen Sequenz, die mit polyAl endet. D: Sekundirstruktur der humanen
Sequenz, die mit polyA2 endet.

Das dies bei einem zweiten Polyadenylierungssignal nicht der Fall sein soll, ist eher
unwahrscheinlich. Aufgrund dieser Daten ist daher eher davon auszugehen, dass in der
humanen genomischen Region von DMXL1 kein zweites PolyA-Signal existiert.

Die DNA-Sequenz zwischen dem ersten und zweiten murinen Polyadenylierungssignal
(Abb. 3.30) wurde mit diversen Programmen (Kapitel 3.29) untersucht, ein weiteres
funktionelles Signal konnte jedoch nicht identifiziert werden. Neben solchen Signalen
kann aber auch die Sequenz selbst eine Funktion ausiiben, indem sie durch die
Ausbildung von Sekundirstrukturen zur Stabilitidt der Transkripte beitragt (Wu et al.,
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2004; Hans et al., 2000). Mit dem Programm Vienna RNA secondary structure server
(Hofacker, 2003; Hofacker et al., 2002) wurde die wahrscheinliche Sekundarstruktur
der Maus- und Mensch-Sequenz fiir jeweils beide denkbaren Polyadenylierungssignale
ermittelt. Die Faltung der Maussequenz mit polyAl und polyA2 erzeugt duferst
komplexe Sekundédrstrukturen (Abb. 4.10a, b) mit einer freien Energie von -467,46
kcal/mol (polyAl) bzw. -752,51 kcal/mol (polyAl + polyA2). Auch die untersuchte
humane Sequenz bildet komplizierte Sekundarstrukturen (Abb. 4.10c, d), die ermittelte
freie Energie liegt bei -460,35 kcal/mol (polyAlhum) und -790,28 kcal/mol
(polyAlhum + polyA2hum). Dass sich die Werte fiir das erste Polyadenylierungssignal
aufgrund der Homologie zwischen Maus und Mensch dhneln, war zu erwarten, dass
jedoch die freien Energien fiir die potenziellen zweiten Polyadenylierungssignale beider
Spezies ebenfalls sehr &hnlich sind, konnte auch in Hinblick auf die vollig
unterschiedlichen Sequenzen und Sekundarstrukturen nicht unbedingt erwartet werden.
Dies konnte als Hinweis auf ein vorhandenes zweites Polyadenylierungssignal auch im
Menschen gewertet werden.

4.4.7 Strukturelle Motive in der abgeleiteten Aminosiaure-
sequenz von DmxI1

Um weitere Hinweise auf eine mdgliche Funktion des Dmxl1-Proteins zu erhalten,
wurde die abgeleitete Aminosduresequenz mit diversen bioinformatischen Methoden
untersucht. Basierend auf den Arbeiten von Kraemer et al. (1998, 2000) und Weil
(2000) an DmX, CpY und DMXL1 wurde die abgeleiteten Proteinsequenzen der
homologen Gene mit dem Programm Superfamily (Madera et al., 2004) iiberpriift. Es
konnten die abgeleiteten Aminosduresequenzen des murinen und humanen
DmxI1/DMXL1 eindeutig als ,,WD40 repeat-Protein® (Neer et al., 1994) eingestuft
werden. Damit kann Dmx/1 der Klasse der WD-Repeat Proteine zweifelsfrei zugeordnet
werden.

Die Untersuchung der abgeleiteten Aminosduresequenz des DmX- und DMXLI1-
Proteins von Kraemer et al. (2000,1998) per Auge und Datenbanksuchen zeigte die
enorme Anzahl von 30 bzw. 28 WD-Wiederholungseinheiten. Dies ist die hochste
jemals in einem Protein gefundene Anzahl. Allerdings zeigten diese Bereiche einen
hochst  unterschiedlichen = Konservierungsgrad  beziiglich der  WD-Repeat
Konsensussequenz (Smith et al., 1999). Die bioinformatischen Ansétze, die eine
bewertende Analyse ermoglichen, waren zu diesem Zeitpunkt noch unzureichend
entwickelt. Mit einer rasch zunehmenden Anzahl identifizierter WD-Proteine wurden
auch die Analyseprogramme deutlich verbessert. Neben der Untersuchung per Auge
und Datenbanksuche wurden in der vorliegenden Arbeit die Programme SMART
(Letunic et al., 2002; Schultz et al., 1998), PSA (Stultz et al., 1993; White et al., 1994)
und REP (Andrade et al., 2000) verwendet. Insgesamt wurden auf diese Weise 36 WD-
Wiederholungseinheiten in der abgeleiteten Aminosduresequenz von Dmxl/1
identifiziert. Hiervon zeigen 24 Wiederholungseinheiten eine sehr gute Homologie zu
der Konsensussequenz und konnten neben einer hohen Bewertung durch entweder
mindestens zwei Analyseprogramme oder durch ein Analyseprogramm und
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Datenbanksuchen verifiziert werden. Weitere 12 WD-Wiederholungseinheiten zeigen
eine weniger gute Konservierung und wurden entweder nur durch eines der Programme,
per Auge, durch Interspeziesvergleich oder Datenbanksuchen identifiziert. Das
Programm REP erscheint bei dieser Analyse besonders glaubwiirdig, da es alle von
SMART oder PSA identifizierten WD-Repeats erkannte, SMART und PSA aber jeweils
unterschiedliche Ergebnisse lieferten. Zusidtzlich wurden sechs weitere WD-
Wiederholungeinheiten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit von REP erfasst, die durch
keine andere verwendete Methode identifiziert werden konnten. Eine Festlegung auf
eine bestimmte Anzahl dieser Einheiten in der abgeleiteten Aminosduresequenz ist aber
aufgrund der heterogenen Ergebnisse nicht moglich. Es kann davon ausgegangen
werden, dass das DmxI1-Protein zwischen 24 und 36 WD-Wiederholungseinheiten
besitzt. Auch bei der Identifikation der WD-Repeats zeigt sich, dass neben der
Weiterentwicklung bioinformatischer Werkzeuge die Kombination verschiedener
verfligbarer Programme zusammen mit einem Interspeziesvergleich die Signifikanz,
Glaubwiirdigkeit und Stringenz einer Vorhersage deutlich verbessern kann. Die
Verteilung aller identifizierten WD-Repeats ist in Abb. 3.29 und 4.11 wiedergegeben.
Da es sich bei dem Programm REP um ein Werkzeug handelt, das auf eine
umfangreiche Datenbank verschiedenster Protein-Repeats zugreift, wird standardmaBig
eine zu untersuchende Sequenz auf alle in dieser Datenbank vorhandenen Motive
iberpriift. Hierbei werden auch solche Motive angegeben, die in anderen Proteinen in
vielfacher Kopie vorhanden sind, in der untersuchten Sequenz jedoch nur einmal
vorkommen. Bei dieser Analyse zeigte sich, dass die abgeleitete Aminosiduresequenz
des Dmxl1-Proteins neben den WD-Wiederholungseinheiten noch weitere Repeat-
Motive enthéilt. Dies ist insofern erstaunlich, da bisher nicht bekannt war, das DmX
noch andere Klassen von Protein-Repeats einschlieBt. Insgesamt konnten sieben
zusitzliche repetitive  Einheiten anderer Superfamilien in der Dmxll-
Aminosduresequenz identifiziert werden (Kapitel 3.2.11). Die FEinordnung dieses
Befundes ist jedoch duflerst schwierig, da bisher kaum Proteine beschrieben wurden, die
gleich mehrere Klassen repetitiver Motive in sich vereinen. Meist handelt es sich dabei
um eng verwandte Strukturen mit gemeinsamen Vorldufern wie HEAT (AAA, ADB
und IMB-Subklassen) und ARM (,,armadillo*; Pfeifer et al., 1994), die zusammen in
Proteinsequenzen gefunden werden (Andrade et al., 2001a), oder um Kombinationen
von zwei unterschiedlichen Repeats (Andrade et al., 2001b). Die Zusammensetzung
eines Proteins aus fiinf verschiedenen Repeat-Klassen wurde bisher nicht beschrieben.
Zudem konnten die neuen Repeat-Motive nur durch das Programm REP identifiziert
werden, eine Uberpriifung dieser Ergebnisse mit weiteren Programmen war nicht
moglich. Um die Genauigkeit dieser Vorhersage zu erhdhen, wurde die REP-Analyse
auch mit der abgeleiteten Aminosduresequenz von H.sapiens (Abb. 4.11) durchgefiihrt
und nur die zwischen beiden Spezies konservierten Motive in die Interpretation
einbezogen. Hier zeigte sich, dass fiinf Motive zwischen Maus und Mensch konserviert
sind, zwei Repeat-Einheiten werden von REP als LRR-Repeats (Leucine Rich Repeats)
erkannt und befinden sich in gleicher Position der in der Maus identifizierten Kelch-
Motive. Dies ist insofern erstaunlich, da sich beide Motive erheblich unterscheiden.
LLR-Wiederholungseinheiten bilden bogenformige bzw. hufeisenformige Strukturen
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Abb. 4.12: Konservierte Motive in den abgeleiteten Aminosiuresequenzen von DmxI1, DMXL1 und
Sei3p/Ravlp

Um die Darstellung tibersichtlicher zu gestalten, wurden die Positionen der identifizierten Motive in der
abgeleiteten Aminoséduresequenz von Dmx[1 in vier Bereiche unterteilt. In A sind alle WD-Reapeats, die
von mehreren Programmen identifiziert wurden, gezeigt. In B sind zusétzliche WD-
Wiederholungseinheiten positioniert, die nur von einem Programm oder durch Datenbanksuchen erkannt
wurden. In C sind die Positionen von anderen Repeats, die von REP erkannt wurden (Kap. 3.2.11),
gezeigt. In D sind weiter Motive und ihre Lage in der abgeleiteten Aminoséuresequenz, die in DmxI1 von
diversen Programmen gefunden wurden (Kap. 3.2.11), gezeigt. Aus Platzgriinden wurde auf die
Darstellung dieser Motive in der ebenfalls gezeigten Aminosduresequenz von DMXL1 (E) weitgehend
verzichtet. Die Motive wurden, bis auf einige Abschnitte niederiger Komplexitit in identischer Position
auch in DMXL1 gefunden. DMXL1 unterscheidet sich von Dmxll vor allem in zwei Repeats (rote
Pfeile). Hier wurde in der humanen Aminosduresequenz in gleicher Position von REP jeweils ein PFTA-
Repeat anstatt eines KELCH-Motifs identifiziert. In F sind die zu Dmxl1 und DMXL1 homologen
Abschnitte von Soi3p/Ravlp gezeigt. Hier sind die identifizierten WD-Wiederholungseinheiten und
andere, von REP erkannte Repeats, aufgefiihrt.

und sind in Signaltransduktion, Zelladhdsion, DNA-Reparatur, Rekombination,
Transkription, RNA-Prozessierung, Immunantwort und vielen weiteren Prozessen
involviert (Enkhabayar et al., 2004; Kajava et al., 2002; Kobe et al., 2001). Kelch-
Wiederholungseinheiten bilden im Gegensatz dazu, genau wie WD-Repeats, eine
Propeller-Struktur aus. Auch die biologischen Funktionen der Proteine mit Kelch-
Motiven unterscheiden sich hier von LLR-Repeat-Proteinen, so werden Kelch-Proteine
vor allem bei Zellmorphologie und Zellorganisation sowie bei Aktin-assoziierten
Proteinen gefunden (Adams et al., 2000). In Mus musculus werden fiinf der sieben
nicht-WD-Repeats im zentralen Abschnitt des Dmxl1-Proteins gefunden. In diesem
Bereich weisen die meisten der identifizierten WD-Wiederholungseinheiten eine
deutlich geringere Homologie zu der WD-Konsensussequenz auf und konnten entweder
nur durch ein Vorhersageprogramm oder durch Datenbanksuchen aufgefunden werden.
Dieser zentrale Abschnitt der Aminosduresequenz von Dmxll und DMXL1 zeigt
wiederum eine hohe Ubereinstimmung zu dem offenen Leserahmen YJRO033c
(SOI3/RAV1) der Hefe (der Proteinvergleich von Maus und Hefe befindet sich auf dem
beigefiigten Datentrager; Kraemer et al., 2000), YJR033c¢ enthélt sieben oder acht WD-
Wiederholungseinheiten (Sipos et al., 2004, Kane et al., 2003) und nach eigenen
Analysen sogar bis zu elf WD-Wiederholungseinheiten (davon zehn in konservierter
Position zu Maus und Mensch) und ebenfalls Repeats anderer Protein-Superfamilien
(Abb. 4.11). YJRO033c kodiert fiir das Protein Rav1p/Soi3p (Sipos et al., 2004; Smardon
et al., 2002; Seol et al., 2001), das eine wichtige Rolle bei der Zusammensetzung der
vakuoldren ATPase, der Regulation des endozytotischen Transfers frither Endosomen
zur Vakuole und der Lokalisation von Transmembranproteinen im Trans-Golgi
Netzwerk spielt (Sipos et al., 2004; Seol et al., 2001). Die abgeleitete
Aminosduresequenz umfasst 1357 aa (Zagulski et al., 1995) und ist damit deutlich
kleiner als DmxI1. Aufgrund der Ahnlichkeit kann angenommen werden, dass beide
Proteine in den homologen Positionen mdglicherweise gemeinsame funktionale
Domaénen besitzen und die Repeats hier eine Rolle spielen (Abb. 4.11). Zwischen Maus,
Mensch und Hefe sind zwei LRR-Repeats in ihrer Position konserviert. Weiter werden
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zwischen Maus und Mensch zwei Armadillo- und ein PFTA-Motiv in homologer
Position gefunden. Armadillo-Repeats formen Super-Helices aus Helices und werden
vor allem in Proteinen gefunden, die eine Rolle bei der intrazelluldren
Signaltransduktion und cytoskelettalen Regulation spielen. Proteine mit PFTA-Motiven
(auch PPTA, ,,protein farnesyl transferase a-subunit repeats; Boguski et al., 1992)
gehoren zur Superfamilie der Tetratricopeptid-Repeats (TPR). Proteine mit TPRs sind
bei der Regulation des Zellzyklus, mitochondrialem und peroxisomalen
Proteintransport, Neurogenese, Proteinfaltung und Transkriptionskontrolle involviert.
Es konnten noch weitere Repeats identifiziert werden, die zwar zu unterschiedlichen
Superfamilien gehoren, aber in ihrer Position innerhalb der abgeleiteten
Aminosduresequenz zwischen allen drei Spezies konserviert sind. Von allen
identifizierten nicht-WD-Repeats zeigen die LRR-Wiederholungseinheiten die grofite
Homologie zur Konsensussequenz dieser Superfamilie. Eine Motivsuche in
verschiedenen Datenbanken mit dem Programm SMART zeigte, dass bisher bei elf
angenommenen Proteinen eine Kombination von LRR- und WD-Repeats gefunden
wurden, sechs dieser Proteine enthalten nur drei oder weniger LRR-Motive. Die
Kombination aus LRR und Armadillo in einem Protein ist bei drei abgeleiteten
Aminosduresequenzen gezeigt, eine Zusammensetzung aus WD-, LRR- und Armadillo-
Motiven wurde bisher fiir kein Protein beschrieben (Daten nicht gezeigt). Grundséitzlich
muss dieses Ergebnis mit einer gewissen Skepsis betrachtet werden. Auch wenn diese
Motive in der abgeleiteten Aminosdurersequenz gefunden werden, liegt ithre Natur vor
allem in einer tandemartigen Abfolge der Wiederholungseinheiten, die dadurch
sekundire bzw. tertidre Strukturen formen koénnen und héufig erst so ihre funktionelle
Bedeutung erhalten (Murray et al., 2004; Andrade et al., 2001; Kajava, 2001). Diese
Voraussetzung wird fiir das Dmxl11-Protein nach strukturellen Berechnungen nur durch
einige WD-Wiederholungseinheiten erfiillt, die anderen identifizierten Klassen sind
jeweils durch andere Repeats und groflere Entfernungen raumlich getrennt (Abb. 4.11).
Dennoch ist es denkbar, dass diese Motive im korrekt gefalteten DmxI1-Protein in
rdaumliche N&he gelangen und so funktionelle FEinheiten bilden, die das
Bindungsspektrum von DmxIl1 bei seiner angenommenen Funktion im zelluldren
Transport (Kapitel 4.4.9) erhdhen.

Bei der Analyse der abgeleiteten Aminosduresequenz des DmxI1-Proteins auf mogliche
Transmembrandominen (TmD, Kapitel 3.2.11) zeigen die hierzu verwendeten
Programme sehr heterogene Ergebnisse. Besonders auffillig ist dabei, dass die meisten
identifizierten TmD innerhalb von WD-Wiederholungseinheiten liegen, ganz
offensichtlich sind die Ladungseigenschaften der [-Faltblitter denen von
Transmembrandominen recht dhnlich. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass
es sich hierbei um falsch Positive Ergebnisse handelt, da es sich bei diesen WD-Repeats
um ,sichere” Voraussagen handelt. Nach Ausschluss dieser vermutlichen falsch
Positiven wird von drei Programmen jeweils eine hochsignifikante TmD erkannt.
TMpred und TOPPRED (von Heijne et al, 1992) identifizierten eine
Transmembrandomine in gleicher Position (2307-2331 aa), allerdings befindet sich
diese innerhalb eines Blocks aus mindestens fiinf WD-Wiederholungseinheiten. Das
Programm TM-Finder (Deber et al., 2001) konnte eine wahrscheinliche
Transmembrandoméne in der Position 1718-1729 aa identifizieren, also im zentralen
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Abschnitt der abgeleiteten Aminosduresequenz von Dmxl1, der weitgehend frei von
WD-Wiederholungseinheiten ist. Diese Domine {iiberlappt nicht mit den anderen
identifizierten Repeats. Fiir Rav1p/Soi3p wird von TM-Finder in &hnlicher Position wie
in Maus und Mensch, ebenfalls mit hoher Signifikanz, eine TmD vorausgesagt (Abb.
4.11). Die anderen verwendeten Programme konnten keine Transmembrandominen
identifizieren. Aufgrund dieser sehr unterschiedlichen Ergebnisse und der vielen falsch
Positiven ist es nicht moglich festzustellen, ob und in welcher Position DmxI1
Transmembrandominen besitzt. In PubMed- und Entrez-Recherchen konnten jedoch
zahlreiche Proteine gefunden werden, die sowohl WD-Repeats als auch
Transmembrandoménen besitzen, eine Kombination dieser strukturellen Merkmale ist
daher nicht ungewdhnlich.

Interessanterweise konnten im C-terminalen Abschnitt von Dmx11 durch PSORT II flinf
Dileucin-Motive gefunden werden, hiervon miissen drei als signifikant eingestuft
werden. Diese Motive werden hdufig in membrangebundenen oder G-Protein
gekoppelten Proteinen gefunden und spielen dort eine wichtige Rolle bei der
Proteinverteilung im Trans-Golgi Netzwerk bzw. der Internalisierung in frithe und spéte
Endosomen und Lysosomen (Storch et al., 2004; Kil et al., 2000; Geisler et al., 1998;
Haft et al., 1998; Warren et al., 1998; Gabilondo et al., 1997; Heilker et al., 1996;
Mauxion et al., 1996; Dietrich et al., 1994; Letourneur et al., 1992). Dies konnte ein
wichtiger Hinweis auf die Funktion des DmxI1-Proteins sein und wird in Kapitel 4.4.9
diskutiert. Neben den Dileucin-Motiven wurden von PSORT II im N-terminalen
Bereich zwei nukledre Signale auBlerhalb der gefundenen WD-Wiederholungseinheiten
identifiziert, ihre Funktionalitdit muss als hoch eingestuft werden. In Position 819 aa
wird dariiber hinaus ein peroxisomales Signal (PTS2, ,,peroxisomal targeting signal®
Albertini et al., 1997) vorausgesagt. Dieses Signal entspricht zwar sehr gut der
redefinierten Konsensussequenz von PTS2 (Abb. 4.12; Petriv et al., 2004), liegt aber
innerhalb einer putativen WD-Wiederholungseinheit, die nur durch Datenbanksuche
identifiziert werden konnte und eine schwichere Homologie zu der WD-
Konsensussequenz zeigt. Es kann daher nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich
hierbei um ein ,,echtes* PTS2-Signal handelt. Zumal in der Literatur einige WD-Repeat
Proteine und Proteine mit Tetratricopeptid-Repeats beschrieben sind, die diese Signale
mit ihrer Propellerstruktur bzw. Superhelices erkennen und als Transporter die
signaltragenden Proteine zu den Peroxisomen leiten, auch unter Zuhilfenahme weiterer
Proteine, selbst aber diese Signale nicht tragen (Mukai et al., 2002; Zhang et al., 1996,
1995). Auf der anderen Seite werden Peroxisomen vor allem in Zellen gefunden, die
Lipide und/oder Steroidhormone synthetisieren, metabolisieren oder speichern, hierzu
gehoren z.B. auch Fettzellen und Leydig-Zellen. Ein moglicher Zusammenhang zu dem
beobachteten Phénotyp der chimédren Maiuse ist daher durchaus denkbar. Ein solcher
Zusammenhang, wenn auch nur sekundir, wiirde jedoch zumindest eine zeitweilige
cytoplasmatische Lokalisation von DmxI1 voraussetzen. Von PSORT II wird fiir Dmxl1
eine 69,6%ige (Human: 65,2%) nukleédre Lokalisation berechnet. Dieser Wert ist jedoch
ebenfals nicht eindeutig genug, um hier eine klare Aussage treffen zu kénnen. Das neu
entwickelte spezialisierte Programm ESLpred liefert hierzu eine nicht wesentlich
eindeutigere Vorhersage. Fiir die Proteine Dmx11, DMXL1 und F54E4.1 wird zwar eine
nukledre Lokalisation mit einer Genauigkeit von 98% bestimmt, fiir das homologe aus
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Drosophila kann eine nukledre Lokalisation mit nur noch 53% Genauigkeit
vorrausgesagt werden, CPY hingegen wird mit einer Genauigkeit von 94% als
cytoplasmatisches Protein definiert. Es ist duflerst unwahrscheinlich, dass die
homologen Proteine ihre Funktion in einem jeweils vollig unterschiedlichen zellularen
Kompartiment ausiiben. Demzufolge kann auch diese Analyse nicht ohne Skepsis
betrachtet werden. Grundsitzlich jedoch scheint eine primér nukledre Lokalisation der
besprochenen homologen Proteine wahrscheinlicher zu sein. Ein weiteres
Strukturmerkmal ist ein SUBTILASE ASP-Motiv. Bei diesen 10 Aminosduren langen
Abschnitt handelt es sich um eine Sequenz mit 100%iger Homologie zum aktiven
Zentrum verschiedener Serinproteasen. Das Motiv iiberlappt mit zwei Aminosduren mit
einem identifizierten PFTA-Repeat. Da jedoch die Faltungsstruktur in diesem Abschnitt
von DmxI1 unklar ist, kann nicht gesagt werden, ob dieser moglicherweise katalytische
Bereich fiir Substrate iiberhaupt zugéinglich ist.

Homo sapiens (766)
4

KLHGRKTQL

Abb. 4.13: Vergleich des identifizierten peroxisomalen Motivs mit der redefinierten humanen
Konsensussequenz

Neuere Untersuchungen zum PTS2-Signal von Petriv et al. (2004) erlauben eine verbesserte Definition
peroxisomaler Motive. Gezeigt sind die Konsensussequenz des humanen PTS2-Signals und die
statistische Verteilung der einzelnen Aminosduren aus 766 untersuchten Proteinen. Die
Zusammensetzung der Aminosduren eines PTS2-Signals unterscheidet sich zwischen den Tierstimmen.
Die untersuchten humanen Proteine kdnnen zumindest als repréasentativ fiir die Mammalia gelten. Das
identifizierte Signal befindet sich als Buchstabenabfolge unter der Grafik der statistischen Verteilung.

4.4.8 Rekonstruktion des C-terminalen WD-Propeller und
Diskussion moglicher Faltungsstrukturen von DmxI1

Fir eine direkte und spezialisierte in silico Rekonstruktion der WD-
Wiederholungseinheiten steht derzeit weltweit nur das Programmpaket PSA am
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BMERC (BioMolecular  Engineering Research  Center) zur  Verfligung,
Faltungsrekonstruktionen sind allerdings nur mit den von PSA identifizierten WD-
Repeats moglich. Fiir jede der zehn identifizierten WD-Wiederholungseinheiten wurden
von PSA drei B-Faltblattbereiche (Strang A-C) vorhergesagt, der vierte B-Strang (Strang
D) konnte von PSA nicht klar eingegrenzt werden, da diese B-Stringe die grofite
Variabilitdt zeigen. D-Stringe befinden sich zudem innerhalb der variablen Region 1A
und 1B (Kapitel 1.3.3), deren Lénge zwischen 20 und 150 Aminosduren schwankt (Li et
al., 2001; Smith et al., 1999; Chothia et al., 1997; Neer et al., 1994). Die Vorhersage
steht in guter Ubereinstimmung mit der in der Einleitung beschriebenen
Konsensusstruktur. Als Faltungsvorlage fiir eine PB-Propellerstruktur stehen derzeit
zwanzig kristallographisch untersuchte WD-Proteine zur Verfiigung (nach Suche in
PROSITE-Datenbank), darunter die Proteine Skip8p (Cheng et al., 2004; Madrona et
al., 2004), RACKI1 (Sengupta et al., 2004), Aiplp (Voegtli et al., 2003; Ono et al.,
2003), CBF3 (Orlicky et al., 2003), TLE1 (Pickles et al., 2002), TOLB (Carr et al.,
1999), TUP1 Wiliams et al., 1990) und verschiedene Varianten der Beta-Untereinheit
des G-Proteins (Sondek et al., 1996; Wall et al., 1995). Die Proteine zeigen in diesen
Untersuchungen, mit Ausnahme von TOLB, jeweils eine siebenblittrige Struktur eines
Propellers. Um so erstaunlicher ist das Ergebnis der Rekonstruktion des C-terminalen
WD-Propellers von DmxI1 und DMXL1: PSA berechnete fiir beide abgeleiteten
Aminosduresequenzen eine zehn-bléttrige Propellerstruktur (Abb. 4.13,14). Hier ist
anzumerken, dass PSA in beiden Spezies nicht in der Lage war, die letzte C-terminale,
als sicher geltende WD-Wiederholungseinheit, zu erkennen. Eigene Untersuchungen
durch eine virtuelle Verldngerung des C-Terminus um eine von PSA erkannte WD-
Einheit zeigen, dass das Programm grundsétzlich auch in der Lage ist, eine
Propellerrekonstruktion mit elf WD-Repeats durchzufiihren. Strukturen iiber elf WD-
Wiederholungseinheiten kdnnen aktuell nicht rekonstruiert werden. Die abgeleiteten
Aminosduresequenzen von Maus und Mensch besitzen C-Terminal mindestens elf WD-
Repeats. Fiir alle weiteren in dieser Arbeit angesprochenen homologen DmX-Proteine
wurden auch Rekonstruktionen durchgefiihrt. Bei F54E4.1 konnte eine Struktur mit
ebenfalls zehn Propellerblittern rekonstruiert werden, fiir die abgeleiteten
Aminosdureaequenzen von DMX und CPY wurden jeweils neun WD-Repeats von PSA
vorhergesagt und rekonstruiert. Bei diesen drei Spezies konnten von dem Programm, im
Gegensatz zu Maus und Mensch, auch die terminalen WD-Wiederholungseinheiten
erkannt werden, dafiir wurden die weiter innen liegenden WD-Repeats aufgrund der
Eingabebeschrankung von PSA auf 1000 Aminosduren nicht bei der Berechnung der
Faltungsstruktur beriicksichtigt. Analysen zeigen aber, dass alle angesprochenen
Spezies C-Terminal mindestens elf WD-Wiederholungseinheiten besitzen. Diese
Analysen sowie die zugehdrigen PDB-Dateien befinden sich auf dem beigefiigten
Datentrdger. Bei der Betrachtung dieser Faltungsrekonstruktionen stellt sich die
grundlegende Frage, ob WD-Propellerstrukturen mit mehr als sieben Einheiten
tiberhaupt stabil sind und in vivo realisiert werden. Die meisten bisher untersuchten und
kristallisierten Proteine formen einen oder mehrere siebenbléttrige Propeller, dies mag
jedoch vor allem daran liegen, das alle untersuchten Proteine n * 7 WD-
Wiederholungseinheiten in der Aminosduresequenz aufweisen. In der Arbeit von
Murzin et al. (1992) wird eine Propellerstruktur mit sieben Propellerblittern als die
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grundsitzlich stabilste Form beschrieben, weitere Arbeiten zu diesem Thema existieren
nicht. Bis heute ist vollig unklar, ob Proteine mit mehr als sieben WD-Repeats groBBere
Propeller bilden oder sich zu mehreren kleineren Propellern formen und ,,iiberzéhlige*
WD-Wiederholungseinheiten nicht in diese integriert werden. Es ist jedoch denkbar,
dass ein siebenbléttriger Propeller die prddominante Struktur darstellt (Mikyas et al.,
2004; Voegtli et al., 2003; Stohr et al., 2002; Li et al., 2001; Smith et al., 1999). In der
Arbeit von Carr et al. (1999) wurde das prokaryotische Protein TOLB kristallographisch
untersucht. Obwohl mehr als sieben WD-Wiederholungseinheiten in der
Aminosduresequenz gefunden werden, wird hier nur ein Propeller mit sechs
Propellerblittern ausgebildet. Die anderen WD-Repeats werden nicht zur Ausbildung
eines sieben-blittrigen Propellers herangezogen, sondern erzeugen eine separate, mit
helikalen Abschnitten gemischte Struktur. Dies kann als Anhaltspunkt gewertet werden,
dass sich anhand der Anzahl vorhandener WD-Repeats nicht auf die Zusammensetzung
der Propellerstruktur schlieBen ldsst. Erschwert wird eine Vorhersage auch aufgrund
experimenteller Daten, die zeigen, dass vermutlich verschiedene Chaperone die Faltung
von WD-Proteinen in vivo assistieren und stabilisieren (Craig, 2003; Ho et al., 2002;
Valpuesta et al., 2002). Zudem ist es denkbar, dass es weitere, bisher nicht bekannte
Proteine gibt, die eine solche Funktion bei WD-Proteinen ausiiben konnen.
Grundsitzlich muss aber davon ausgegangen werden, dass aufgrund der sterischen
Beschrinkungen in einer Propellerstruktur nicht beliebig viele B-Faltbldtter angeordnet
werden konnen, eine Obergrenze ldsst sich aber derzeit nicht genau bestimmen. Neben
der Analyse des C-terminalen WD-Propellers mit PSA wurde auch eine Rekonstruktion
dem Programm ESyPred3D versucht. ESyPred3D war jedoch nur in der Lage, die
Positionen der terminalen 300 Aminosduren, die sechs WD-Repeats enthalten, zu
berechnen (Abb. 4.15). Indes zeigen weitere Rekonstruktionen mit den abgeleiteten
Aminosduresequenzen von DMXL1, CPY, DMX, F54E4.1 und Soi3p/Ravlp mit
diesem Programm teilweise grofle Unterschiede. Obwohl das DMXL1-Protein im C-
terminalen Abschnitt eine sehr hohe Konservierung zu der abgeleiteten
Aminosduresequenz von DmxI1 zeigt, konnte fiir die humane Sequenz kein Propeller
rekonstruiert werden, lediglich die Berechnung des C-Terminus von CPY erzeugt eine
Struktur mit erkennbarer Ubereinstimmung zu DmxIl. Aufgrund der oben
beschriebenen Probleme bei der Voraussage der Propellerstruktur fiir Proteine mit mehr
als sieben WD-Repeats oder mit einer Anzahl, die nicht einem Vielfachen von sieben
WD-Wiederholungseinheiten entspricht, kann {iber die Faltung der WD-Repeats der
abgeleiteten Aminosduresequenz von DmxI1 nur spekuliert werden. Auffallig ist jedoch
die blockartige Anordnung der WD-Repeats im C-Terminus (Abb. 4.11). Bei der
Betrachtung der mit hoher Wahrscheinlichkeit identifizierten WD-Einheiten lassen sich
zwei Blocke unterscheiden, die durch 371 Aminosduren voneinander getrennt sind. PSA
bildet aus beiden Blocken einen Propeller mit zehn WD-Wiederholungseinheiten, wobei
die letzte C-terminale Einheit nicht erkannt wird. Hier muss also von einer
Propellerstruktur mit elf WD-Repeats ausgegangen werden. Ob sich die Blocke in vivo
wirklich zu dieser Anordnung zusammenschlieBen, kann nicht vorausgesagt werden,
ebenso wenig die Faltungsstruktur der dazwischenliegenden 371 Aminosduren. Eine
weitere denkbare Moglichkeit wire eine Faltung, die zwei unabhingige fiinf- und
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sechsblittrige Propeller darstellt, diese Variante mutet allerdings nicht sehr tiberzeugend
an. Interessanterweise werden innerhalb der 371 Aminosduren von REP drei weitere

Abb. 4.14: Dreidimensionale Rekonstruktion von 10 C-terminalen WD-Einheiten des Dmxl1-
Proteins.

Die Berechnung der atomaren Koordinaten erfolgte mit dem Programmpaket PSA am BMERC. Als
Faltungsvorlage wurde dabei die B-Untereinheit des G-Proteins verwendet. Die Visualisierung der Daten
erfolgte mit dem frei erhéltlichen Programm RasTop von Philippe Valadon, welches auf der Open-Source
Version von RasMol (Roger Sayle) programmiert wurde. Bei dieser Abbildung handelt es sich um eine
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komplexe Darstellung der berechneten C-terminalen Struktur von Dmxll bei der sowohl die
Polypeptidstringe, B-Faltbldtter mit Orientierung sowie die Van der Waals Oberflichenladung gezeigt
sind. Fiir die Aminosdureabschnitte, die die Propellerblitter verbinden, existieren keine Faltungsvorlagen,
sie sind daher nicht gezeigt. Die zentrale Pore hat eine konische Form und misst an ihrer engsten Stelle
11,82A und am #uBeren Rand 19.31A, sie ist damit groBer als bei einer Propellerstruktur mit sieben
Propellerbléttern. Dennoch ist davon auszugehen, dass die Pore zum einen zu klein ist, um komplexere
Molekiile zu beherbergen, durchzulassen oder als aktives Zentrum eine katalytische Aktivitdt auszuiiben,
zum anderen zeigen Kristallstrukturanalysen anderer WD-Proteine, dass die Pore durch hereinragende
Polypeptidabschnitte, die die Propeller verbinden, meist versperrt ist (u.a. Cheng et al., 2004; Madrona et
al., 2004; Lodowski et al., 2003; Pickles et al., 2002). Bei der gezeigten Abbildung handelt es sich um
Stereobilder, diese konnen bei normalem Leseabstand durch Schielen oder unter Verwendung einer
Stereolupe zur Deckung gebracht werden.

Abb 4.15: p-Blitter bilden das Riickgrat der Propellerstruktur.

Zur Verdeutlichung der Propellerstruktur der dreidimensionalen Rekonstruktion der zehn terminalen WD-
Repeats des Dmxl1-Proteins wurde hier nur das Riickgrat der B-Blétter dargestellt. Eine virtuelle
Lichtquelle mittig oberhalb der Molekiile verdeutlicht die Neigung der einzelnen B-Blétter zur Z-Achse.
In rot dargestellt ist eine WD-Wiederholungseinheit. Stringe A-C (1-3) stellen die inneren drei Blétter,
Strand D (B4) stellt die duBBere Struktur des folgenden Propellerblatts. Es handelt sich hierbei ebenfalls um
eine Stereodarstellung.
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Abb. 4.16: Rekonstruktion von 300 C-terminalen Aminosiuren durch ESyPred3D

Die Rekonstruktion wurde mit allen abgeleiteten Aminosduresequenzen von DmX-Homologen, die in
dieser Arbeit angesprochen wurden, durchgefiihrt. Obwohl dieses Programm nicht auf WD-Repeats und
ihre Faltung spezialisiert ist, konnte zumindest fiir die abgeleiteten Aminosduresequenzen von DmxI11 und
CPY eine anndhernde Propellerstruktur mit sieben Blittern berechnet werden. Fiir die anderen
Homologen wurde eine solche Faltung nicht vorhergesagt. Bei den Berechnungen wurden, im Gegensatz
zur Vorhersage durch PSA, auch die die WD-Repeats verbindenden Aminosduresequenzen mit
einbezogen (blaue Abschnitte). B-Blatt-Strukturen sind in gelb dargestellt, helikale Bereiche in rot. Auch
wenn die Darstellung optisch einem Propeller &hnelt, sind die f-Blatter wesentlich ungeordneter als es fiir
eine Propellerstruktur aus WD-Wiederholungseinheiten erwartet werden kann, daher weist die fiir Dmxl1
und CPY ermittelte Faltung auch deutlich Deformationen auf. Dies legt den Schluss nahe, das es derzeit
kein Programm gibt, das sowohl die Faltung der WD-Repeats als auch der dazwischenliegenden
Aminosdureabschnitte korrekt berechnen kann.

WD-Wiederholungseinheiten identifiziert, die von keinem anderen Programm gefunden
wurden. Dies wiirde die Anzahl der C-terminalen Repeats auf 14 erhdhen und damit
zwei Propellerblétter mit jeweils sieben Propellerblittern wahrscheinlich machen. In der
Arbeit von Voegtli et al. (2003) konnten durch in silico Analysen der Sequenzdaten von
Aiplp zunidchst nur zehn WD-Repeats identifiziert werden (Ono, 2001). Erst die
Kristallstrukturanalyse des Proteins zeigte, dass in der Sequenz noch mindestens vier
weitere WD-Repeats enthalten waren, die aufgrund einer deutlich geringeren
Homologie zur WD-Konsensussequenz unentdeckt geblieben waren.

Dies zeigt zum einen, dass die derzeit zur Verfligung stehenden Programme aufgrund
der Diversitiat der WD-Wiederholungseinheiten nur einen Teil der wirklich vorhandenen
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Repeats identifizieren konnen und zum anderen, dass sich zumindest WD-Repeats,
deren Zahl in einem Protein einem Vielfachen von sieben entspricht, moglicherweise
eher zu mehreren siebenbléttrigen Propellerstrukturen falten, als einen grof3e Propeller
zu bilden. Die Vorhersage der Faltungsstruktur der N-terminalen WD-Repeats ist noch
schwieriger. In diesem Bereich werden wesentlich mehr ,unsichere® WD-
Wiederholungseinheiten (Abb. 4.10) gefunden als im C-Terminus, die Anzahl schwankt
daher zwischen zwolf WD-Repeats, die von mehreren Programmen identifiziert wurden
und 21 Einheiten mit unsicheren Kandidaten. Auch hier ist es nicht moglich, eine
Vorhersage iiber eine mogliche Propellerstruktur zu treffen, dennoch sind C-terminal
zwei bis drei siebenblittrige Propeller denkbar. Fiir Abschnitte ohne WD-Repeats gibt
es keine Faltungsvorlage, so dass iiber die Konformation dieser Bereiche keine Aussage
getroffen werden kann. Letztendlich ist Aufkldrung der dreidimensionalen Struktur des
Dmxl1-Proteins nur durch eine Kristallstrukturanalyse denkbar. Es ist anzunehmen,
dass die Strukturanalyse von DmxIl erst in einigen Jahren erfolgreich durchgefiihrt
werden kann.

4.4.9 Ist DmxI1 ein Multifunktionsprotein?

In der Arbeit von Weil (2000) wurde die Funktion der beiden homologen Gene CpY und
DmX niher untersucht. Hierbei wurde vor allem eine Aufgabe der beiden Proteine in der
Endozytose und dem zelluldren Transport diskutiert. Diese Annahme beruht vor allem
auf einer beobachteten Koprézipitation des DmX-Homologen aus Rattus norvegicus mit
Amphiphysin II (Ramjaun et al., 1997), einer Isolierung dieses homologen Proteins
durch die Bindungsaffinitit zu Endophilin und einer Ubereinstimmung des in der Arbeit
von Weil untersuchten Transkriptionsmusters von DmX zu einer AntikOrperfarbung
gegen a-Adaptin. Zudem zeigt der Phénotyp der von Kraemer (pers. Mitteilung) und
Weil (2000) erzeugten DmX —-Mutanten eine Ahnlichkeit zu Synaptotagmin-
(DiAntonio et al., 1993; Prokop, pers. Mitteilung an Weil) und a-Adaptin®®* -
Mutanten (Gonzalez-Gaitan et al., 1997). Alle angesprochenen Gene spielen eine
wichtige Rolle in der Endozytose. Da bis heute die cytologische Lokalisation und
mogliche Interaktionspartner der DmX-Homologen nicht bekannt sind, soll im
Folgenden diese Hypothese in Hinblick auf den in dieser Arbeit beobachteten Phianotyp,
die erstellten in silico-Analysen und die inzwischen bekannte Funktion des homologen
Gens SOI3/RAV1 von Saccharomyces cerevisiae diskutiert werden. Fiir den offenen
Leserahmen YJR033c der Hefe war schon bekannt, dass er die groBte Ahnlichkeit zu
Genen hoherer Eukaryoten mit den DmX-Homologen zeigt (Kane et al., 2003; Kraemer
et al. 2000, 1998), seine Funktion in der Hefe konnte aber bisher nicht aufgeklért
werden. Erst in der Arbeit von Sipos et al. (2004) wurde die Identitit von YJR033c mit
den Genen SOI3 (Sipos et al., 2004; Brickner et al., 1997; Redding et al., 1996) und
RAV1 (Seol et al., 2001) nachgewiesen. Wie die Homologen von DmX codiert auch
SOI3/RAV1 fiir ein WD-Repeatprotein, das jedoch aufgrund seiner deutlich kiirzeren
Aminoséduresequnz nur 7-11 WD-Wiederholungseinheiten besitzt (Kapitel 4.4.7; Sipos
et al., 2004; Kane et al., 2003).
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Soi3p/Ravlp iibt offensichtlich mehrere Funktionen aus. Zum einen ist es integraler
Bestandteil des RAVE-Komplexes (Seol et al., 2001), der aus den Proteinen Ravl, Skpl
und Rav2 besteht. Dieser zytosolische Komplex interagiert mit Untereinheiten der V-
ATPase, die sich ebenfalls frei im Zytosol befindet und ermdglicht bzw. reguliert den
Zusammenbau der V;-ATPase mit der membrangebundenen V(-ATPase-Einheit zu
einer funktionalen Protonenpumpe (Kane et al., 2003; Smardon et al., 2002; Seol et al.,
2001). Die Kontrolle iiber die Anzahl dissoziierter V;-ATPase Einheiten ist ganz
entscheidend fiir die Regulation lokaler pH-Werte (Nishi et al., 2002; Seol et al., 2001;
Forgac, 1999). Vakuolare H'-ATPasen werden in allen eukaryotischen Organismen
gefunden. Es handelt sich um eine Familie ATP-abhidngiger Protonenpumpen, die aus
vielen Untereinheiten zusammengesetzt und in ein weites Spektrum physiologischer
Prozesse involviert sind. Sie werden in Endomembran-Organellen wie Vakuolen,
Lysosomen, Endosomen, dem Golgi-Apparat, Granula und anderen Vesikeln gefunden.
Ihre Hauptaufgabe liegt in der Ansduerung des luminalen pH-Wertes intrazellularer
Kompartemente. Die Protonenpumpen sorgen auch fiir konstante pH-Werte in
spezialisierten Zellen wie Osteoklasten, Epithelzellen, Nierenzellen und dem
mannlichen Reproduktionstrakt (Sun-Wada et al., 2004). Aufgrund der Homologie zu
DmX und der Untersuchungen von Weil (2000) ist eine zu Soi3p/Ravlp analoge
Funktion von DmX sehr wahrscheinlich. Es ist nicht bekannt, ob sich ein vergleichbarer
RAVE-Komplex auch in hoheren Eukaryoten bildet. Klar ist, dass bisher keine
Homologen zu RAV2 in hoheren Eukaryoten identifiziert werden konnten. Ob die Skp1-
Homologen hoherer Eukaryoten mit DmX komplexieren, kann derzeit nicht gesagt
werden. Da die DmX-Proteine wesentlich grofler und komplexer als Soi3p/Ravlp sind,
ist es durchaus denkbar, dass die Funktion des RAVE-Komplexes hier von DmX
teilweise oder allein iibernommen werden konnte. Es ist also vorstellbar, dass DmX die
Assoziation der vakuolaren ATPase aus den Untereinheiten V; und V, ermdglicht,
steuert und kontrolliert. Dies wiirde auch die niedrige Expression und komplexe
Regulation von DmxIl erkliren (Kapitel 4.4.5). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass die H-Untereinheit des V1-Sektors an den AP-2 Komplex bindet,
a-Adaptin und AP50 sind wiederum Untereinheiten des AP-2 Komplexes, die ein
dhnliches Transkriptionsmuster wie DmX zeigen (Weil, 2000). Ein besonderes
Augenmerk muss auf die Funktion der V-ATPase im ménnlichen Reproduktionstrakt
geworfen werden. Bei der Entwicklung der Testes, Reifung und Lagerung der Spermien
sowie der Synthese des Prostata-Sekrets spielt der luminale pH-Wert eine entscheidende
Rolle. Nach Untersuchungen an der Ratte werden in Epididymis und proximalem Vas
deferens bis zu 80% der gesamten H'-Sekretion von der V-ATPase geleistet (Herak-
Kramberger et al., 2001; Breton et al., 2000, 1996; Brown et al., 1997, 1992). Eine
starke Expression der H'-ATPase wird zudem in seminalen Vesikeln, Prostata, Ductus
deferens und Urethra beobachtet (Herak-Kramberger, 2001). Neben der Regulation des
pH-Wertes im Reproduktionstrakt spielt die Vakuoldre ATPase eine wichtige Rolle bei
der Endozytose und lysosomaler Aktivitdt in der Epididymis durch Ansduerung der
Lumina (Andonian et al., 2001). Eine Verdnderung des pH-Wertes um 0.3 Einheiten
kann dabei schon zu einer totalen Sterilitdt fithren (Yeung et al., 2004). Es konnte also
moglicherweise eine Verbindung zum beobachteten Phénotyp der Dmx/1 -Chiméren
existieren. Die Reduktion der Dmx/1-Transkripte um 50% in Zellen mit einem Dmx/1-
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Null Allel kénnte zu Storungen bei der Entwicklung der Testes in der frithen
Embryonalentwicklung fiihren. Da gerade in der Keimbahnentwicklung schon geringe
Beeintriachtigungen durch ein restriktives Kontrollsystem eine Apoptose der betroffenen
Zellen einleiten (Print et al., 2000), ist es vorstellbar, dass der beobachtete
Hypogonadismus auf apoptotische Abldufe wéihrend der Keimzellentwicklung
zuriickzufilhren sein konnte. In der Arbeit von Zhang et al. (2004) fiihrte eine
Disruption des WD-Repeat-Proteins PF20 zu Hypogonadismus, Haploinssuffiziens und,
wenn auch stirker ausgeprigt als bei den Dmx/1-Cimiren, zu einer Teilsterilitdt. Es
wurden nur Nachkommen gezeugt, die nicht das disruptierte Allel trugen. Eine Obesitas
konnte in diesem Zusammenhang nicht beobachtet werden. Wie aber ldsst sich nun die
Fettleibigkeit der chimiren Dmx/1-Miuse begriinden? Ein direkter Zusammenhang mit
der Funktion der V-ATPase und dem Fettsdurestoffwechsel ist nicht gegeben. Eine
Erklarungsmdoglichkeit liegt in der Verknilipfung der Regulation des Haupt-
Glukosetransporters GLUT4 durch den pH-Wert in Endosomen von Adipozyten
(Chinni et al., 1999). GLUT4 ist mit endosomal-tubovesikularen Strukturen des Trans-
Golgi-Netzwerks in braunen und weillen Fettzellen assoziiert und wird unter normalen
Bedingungen nur intrazellular gefunden (Malide et al., 1997; Millar et al., 1997;
Rodnick et al., 1992; Smith et al., 1991; Slot et al., 1991). Die Ansduerung der
Endosomen spielt eine wichtige Rolle im Recycling internalisierter Rezeptoren zuriick
auf die Zelloberflaiche (Merzendorfer et al., 1997; van Weert et al., 1995). In der Arbeit
von Chinni et al. (1999) konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der V-ATPase
durch Bafilomycin A; zu einer Translokation von GLUT4 aus intrazellularen
Membranen an die Zelloberfliche von Adipozyten fiihrt. Eine Modifikation des pH-
Wertes der Endosomen von Adipozyten bewirkt eine Externalisation von GLUT4 an die
Zelloberfliche. Der Fettstoffwechsel und Glucosestoffwechsel ist iiber Acetyl-CoA
gekoppelt, eine gesteigerte Verfiigbarkeit eines der beiden Energietrdger supprimiert die
Oxidation des anderen (Randle et al., 1965). Eine verstirkte Aufnahme der Glucose in
Adipozyten durch vermehrte Externalisierung von GLUT4 inhibiert die
Fettsdureoxidation und aktiviert die Fettsduresynthese (Oh et al., 2004). Bei den in
dieser Arbeit gezeigten hochchiméren Tieren konnte also der Mangel an Dmx/1-
Transkripten zu einer verminderten Zusammensetzung der Untereinheiten Vo und V,
zur funktionalen V-ATPase fiihren und so eine reduzierte Ansduerung der Vesikel
bewirken die dann eine gesteigerte Externalisierung von GLUT4 ermoglicht. Die
Ausprigung der Fettleibigkeit miisste daher in Abhéingigkeit vom Grad des
Chimérismus auftreten, was auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Die Obesitas
der Dmx/1-Chiméren wire demzufolge ebenfalls ein sekundérer Effekt.

Eine weitere Funktion von Soi3p/Ravlp besteht aus Transportvorgingen zwischen
frihen Endosomen und dem priavakuolarem Kompartiment/spiten Endosomen im
Trans-Golgi-Netzwerk (Sipos et al., 2004). Es wird angenommen, dass Soi3p/Ravlp
mit multiplen Transmembranproteinen des Trans-Golgi-Netzwerks interagiert (Redding
et al., 1996a) und moglicherweise auch fiir Transportvorgidnge vom pravakuolarem
Kompartiment zur Vakuole verantwortlich ist (Sipos et al., 2004). Eine wichtige Rolle
zahlreicher WD-Repeat Proteine ist der zelluldre und vesikuldre Transport (Jin et al.,
2004; Rybakin et al., 2004; Lin et al., 2003; Li et al., 2001; Smith et al., 1999). Die
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Daten von Weil (2000) und die in dieser Arbeit gewonnenen Erkentnisse weisen darauf
hin, dass die DmX-Homologen vermutlich hier eine entscheidende Rolle spielen
konnten. Dass eine solche Funktion nun auch fiir Soi3p/Ravip nachgewiesen wurde,
bestirkt diese Annahme. Es ist jedoch anzunehmen, dass ein mogliches
Bindungsspektrum von DmX gegeniiber dem homologen Protein der Hefe wesentlich
ausgeweitet ist. Allein die Anzahl der identifizierten WD-Reapeats, die daraus
resultierenden Propellerstrukturen und die zusétzlichen Sequenzabschnitte machen ein
erweitertes Aufgabengebiet von DmX wahrscheinlich.

5 Zusammenfassung

Bei DmxlI1 handelt es sich um ein neuartiges Gen aus Mus musculus. Das ebenfalls in
der vorliegenden Arbeit bioinformatisch untersuchte Gen DMXL1 ist das zu Dmxl/1
homologe Gen des Menschen. Beide Gene bestehen aus 43 Exons, das murine Dmx/1
codiert fiir eine mRNA von 10992 bp bzw. 12210bp, das humane DMXL1 kodiert fiir
eine cDNA von 11082 bp, der offene Leserahmen umfasst bei der Maus 9042 bp. In der
Maus konnte ein mogliches alternatives Polyadenylierungssignal identifiziert werden.
Zwischen beiden Spezies sind die Exonpositionen und ihre Langen hoch konserviert.
Dmxl1 liegt auf dem Crick-Strang von Chromosom 18 Bande C, der translatierte
Bereich erstreckt sich auf genomischer Ebene iiber 129558 bp und die Orientierung
verlduft in Richtung Centromer. Dmx/1 und DMXL1 gehort damit zu den groBten
bekannten Genen in Maus und Mensch. Bei beiden Spezies liegen die DmX-
Homologen genomisch innerhalb eines Bereichs der Isochoren-Klasse L1 in einer
genarmen Region. Die Anzahl der repetitiven Elemente innerhalb der Genregion von
DmxlI1 liegt 6% unter dem erwarteten Wert eines L1 Isochors, die Anzahl beim
Menschen liegt 4% tliber dem erwarteten Wert. Um die mogliche Promotorstruktur von
Dmxl[1 darzustellen, wurden umfangreiche in silico-Analysen der Region um den
putativen Transkriptionsstart vorgenommen. Mit Hilfe der gewonnenen Daten konnte
ein Transkriptionstartpunkt identifiziert werden. Zumdem wurde eine Promotorstruktur
erarbeitet, bei der angenommen werden kann, dass sie eine gute Niherung an die
tatsdchlich vorhandenen Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren darstellt. Die mit
bioinformatischen Werkzeugen erzeugte virtuelle Promotor- und Enhancerstruktur zeigt
das Potenzial, Dmx/1 basal und ubiquitidr zu exprimieren. Gleichzeitig zeigen diese
Daten, dass Dmx/1 vermutlich in einigen Geweben der Keimbahn, im Fettgewebe, dem
blutbildenen System und wéhrend der Embryogenese hochkomplex reguliert werden
kann. Eine regulierte Expression zur Steuerung des Energiestoffwechsels ist ebenfalls
wahrscheinlich. Diese Ergebnisse passen sehr gut zu den experimentell ermittelten
Daten und den beobachteten Phénotypen Dmx/-chimérer Mause.

Die abgeleitete Aminosduresequenz umfasst in der Maus 3013 AS, im Menschen 3027
AS, der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigt eine Identitdt von
89,3 % und eine Similaritdt von 94,7 % zwischen beiden Spezies. Im Dmx11/DMXLI-
Protein von Maus und Mensch konnten mindestens 24 und maximal 36 WD-
Wiederholungseinheiten identifiziert werden, zudem wurden eine Reihe weiterer
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konservierter Proteinmotive gefunden. Die in silico-Strukturanalysen beider abgeleiteter
Aminosduresequenzen ldsst vermuten, dass sich C- und N-terminal WD-
Propellerstrukturen befinden. In dieser Arbeit gelang eine C-terminale Rekonstruktion
einer 10-bléttrigen Propellerstruktur, denkbar ist jedoch auch eine Struktur mit
mindestens drei WD-Propellern, wenn eine prddominante Struktur mit Propellern aus
jeweils sieben Propellerblittern angenommen wird.

Das primire Ziel dieser Arbeit, die Etablierung einer stabilen Mauslinie mit
diruptiertem Dmx/I-Gen konnte aufgrund einer beobachteten Haploinsuffiziens nicht
erreicht werden. Trotz zahlreicher Transformationen von Maus-Stammzelllinien konnte
letztlich nur eine stabil transformierte Linie mit einem Dmx/1-Null-Allel identifiziert
werden, was auch zu den theoretischen Daten und den angenommenen Aufgaben von
DmxIl als komplex und diffizil reguliertes Multifunktions-Protein passt. Aus der
transformierten Mauszelllinie konnten chimire Mause entwickelt werden, die in
Abhéngigkeit von dem Ausmall des Chimirismus phanotypisch massive Schiadigungen
aufwiesen. Neben einer Teilsterilitdt wurden massive Fettleibigkeit und ein ausgeprégter
Hypogonadismus beobachtet. Keines der Tiere war in der Lage das Dmx/1-Null-Allel zu
transduzieren. Die Tiere waren nur sehr eingeschréinkt fertil, die wenigen Nachkommen
entsprachen  genotypisch und phénotypisch ausschlieBlich den verwendeten
Blastocysten. Um die in dieser Arbeit dargestellte Funktion von Dmx/1 zu bestitigen
und besser zu verstehen, miisste versucht werden, entweder einen konditionalen Knock-
Out durchzufiithren bzw. das Gen mit Hilfe von siRNA auszuschalten und/oder
transgene Tiere herzustellen, um durch Uberexpression von Dmx/1 weitere Hinweise
auf die Funktion des Gens zu erhalten.
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Anhang

ggccgccgcccc.ggggaaggcgcagggagacggctgagcacgggcatgagctggccg

M N L H Q V L T G

cggcggcggctgctgcgggac.gacgccgccATGAACCTGCACCAGGTGCTGACCGGC

AV NP G D HCUF AV G S V GE Q R F T

Exon 1
GCGGTGAACCCCGGCGACCACTGCTTCGCCGTGGGCAGCGTCGGCGAGCAGCGCTTCAQG

H

A Y A S G C D I Vv I L 6 S N F E R L Q I

Exon 2
181 %CCTATGCATCTGGATGTGACATTGTAATACTGGGAAGTAATTTTGAAAGATTACAGATC

50

241

70

301

90

361

110

421

130

481

150

541

170

601

190

661

210

721

230

781

250

I P G A K H G N I Q V G C V D C S M Q Q
ATCCCAGGCGCTAAGCATGGAAATATTCAAGTGGGATGTGTAGACTGTTCAATGCAACAA
G K I A A S Y G NV I S V F E P V S L P
Exon 3
GGCA. TTGCAGCATCCTATGGGAACGTTATCTCTGTTTTTGAACCAGTCAGTTTGCCG
K K R K N L E F Y S Q W Q K S G Q F F L
Exon 4
AAAAAAAGGAAAAACTTGEAATTTTATAGTCAGTGGCAGAAAAGTGGCCAATTTTTTCTG
D S I A H N I T W D P A G N R L L T G S
Exon 5
GACTCAATAGCACATAATATAACCTGGGATCCCGC TAATCGTCTTTTAACTGGTTCC
s ¢ L Q L w €¢C N S R K Q T E D E N P D K
AGCTGTTTGCAGCTTTGGTGTAACTCAAGAAAGCAAACTGAAGATGAAAATCCAGATAAA
T b L N F G N W M C I W H C K T A S Q V
Exon 6
ACAGATCTGAACTTTGGAAATTGGATGTGCATTTGGCATTGC ACTGCTTCCCAGGTC
H L. M K *F S P D G E F F A T A G K D D C
Exon 7
CACCTAATGAAATTTTCACCAGATGGAGAATTTTTTGCCACTGCTGGAAAGEATGACTGT
L L K v W Y N V E N W R P A V T S P D K
CTTCTAAAGGTATGGTATAATGTAGAAAACTGGCGACCAGCTGTTACGTCTCCAGATAAA
N S E K Q S Q G E I D F S F VvV Y L A H P
AATTCAGAAAAACAATCCCAAGGAGAAATTGACTTTTCTTTTGTGTATCTGGCCCATCCA
R A VvV N G F S W R K T s K Yy M P R A S V
Exon 8

CGAGCTGTAAATGGATTTTCCTGGCGTAAAACAAGCAAATATATGCCGAE%GCTTCTGTA

c N Vv L L T ¢C ¢C K D N V C R L W V E T F
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Anhang

841 TGTAACGTACTGTTGACTTGCTGTAAAGATAATGTATGTCGTCTTTGGGTAGAAACATTT
270 L. p N D C F L Y G S D C N H W C E P V S
901 TTACCAAATGATTGCTTCCTGTATGGAAGTGACTGCAACCACTGGTGTGAACCAGTTAGT
290 L T N N L K R N A S S K D R V QQ S A L E
961 TTAACAAATAACTTAAAGAGAAATGCTTcCAGTAAAGACCGAGTTCAAAGTGCTCTAGAl
30 v. N L R P F R R GRS R S L A L V A H T
Exon 9
1021 AAATCTGAGACCTTTCCGTAGAGGTCGGAGTAGATCACTTGCTCTTGTAGCACATACT
3306 Y L P H Q Q D P H H A H R N T P L H A
1081 GGCTATCTGCCTCATCAGCAGGATCCTCACCATGCCCACAGGAACACACCACTGCATGCC
350 N A L C H F H I A A S I N P A T D I P L
Exon 10
1141 AATGCACTTTGTCACTTTCATATTGCAGCCAGCATCAACCCAGCCAC TATCCCACTT
370L. P $ I T $ L S L N E N E E K C G P F V
1201 CTTCCATCTATTACATCCTTGAGTTTAAATGAAAATGAAGAGAAATGTGGACCTTTTGTG
30 V. H W L N N K E L H F T L S M E V F L 0
1261 GTACACTGGTTAAACAATAAAGAGTTACATTTTACTTTGTCCATGGAAGTCTTCTTACAG
410 9 L R K S F E Q P S S E A S V E D S I Q
1321 CAACTTAGAAAAAGTTTTGAACAGCCCTCATCTGAAGCCAGTGTAGAAGATTCTATTCAG
430A D L K $ D E E L D D G V D D L K I N H
Exon 11
1381 GCAGATTTAAAATCTGATGAARBAACTGGATGATGGTGTTGATGATTTAAAAATAAATCAT
450 E K K E L D E D K M L P S S S F T P L S
1441 GAAAAGAAGGAATTGGATGAAGACAAAATGTTACCAAGTTCAAGTTTTACACCATTATCT
470 s A A VvV D H Q I E V L L S E W S K N A D
1501 TCAGCCGCCGTCGATCATCAGATTGAAGTGCTTCTGTCTGAATGGAGTAAAAACGCAGAC
490 M L F $S I H P M D G S L L V W H V D W L
1561 ATGCTTTTCAGTATCCATCCCATGGATGGGTCTTTACTAGTTTGGCATGTAGATTGGCTG
50D E Y Q P G M F R Q0 V 0 V S F V S R I P
Exon 12
1621 GATGAATACCAGCCTGGTATGTTTCGTCAAGTTC TGTCCTTTGTTTCCAGAATTCCT

530 v...A ¥ P T G D A N S L C K S I V M Y A C
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1681 GTAGCTTTCCCCACAGGTGATGCAAACTCTCTTTGTAAAAGCATAGTGATGTATGCTTGT
550 T K N VvV D L A I Q Q G K Q R P T G L T R
1741 ACCAAGAACGTTGACTTGGCTATTCAACAAGGAAAACAGAGACCCACTGGCCTCACTCGT
5%0s T s M L I S S A H S K S S N N L K L S
1801 TCCACATCAATGCTTATCTCCTCTGCTCACAGTAAATCATCAAATAACTTAAAATTAAGT
500 I F T P NV M M I S K H A D G S L N QO W
1861 ATTTTTACCCCTAATGTTATGATGATTTCAAAGCATGCTGATGGTTCTTTGAATCAGTGG
610 L V S F A E E S A F S T Vv L S I S H K S
1921 CTGGTTAGTTTTGCTGAGGAATCTGCTTTTTCTACAGTGCTTAGTATTTCTCACAAATCC
630 R Y C G H R F H L N DL ATCH S V L P L
1981 AGATATTGTGGTCATCGTTTTCATCTTAATGACTTAGCTTGCCACTCGGTATTACCTTTA
650 L L T T S H H N A L R T P N V G N Q K 0O
2041 TTACTGACAACGTCACACCATAATGCATTAAGGACACCAAATGTTGGTAACCAAAAGCAA
670 A H D A V N T E E C S L A Q Q N K S N V
2101 GCTCATGATGCTGTAAATACTGAAGAATGCTCCTTGGCACAACAAAATAAAAGCAACGTT
60 D M A F Q D P N A I Y S E L I L W R V D
2161 GATATGGCATTTCAAGATCCCAATGCAATTTACAGTGAGCTTATTCTTTGGAGGGTCGAT
7170 P V G P L S F S G G V S E L A R I N S L
2221 CCAGTTGGGCCACTATCTTTTTCTGGAGGAGTATCTGAACTTGCCCGGATTAATTCTCTT
730 H V. $ A F S N V A W L P T L I P S Y C L
2281 CATGTTTCTGCCTTTTCCAATGTGGCATGGCTCCCTACTCTCATACCCAGTTACTGTCTA
750 6 A Y C N S P S A C F V A S D G QO Y L R
._’Exonl?)

2341 [BETGCATACTGCAACTCTCCTAGTGCATGCTTTGTAGCTAGTGATGGACAATATCTGAGG
770 L. Y E A V I D A K K L L Y E L S N P E I
2401 TTATATGAAGCAGTTATTGATGCCAAGAAACTTTTATATGAACTTTCCAACCCTGAAATT
790 s K Y VvV G E V F N I V S Q0 Q S T A R P G

rﬁxonl4
2461 TAEAAATATGTTGGTGAAGTGTTTAACATTGTCAGTCAGCAATCAACAGCCAGACCAGGA

810 ¢ 1 I A L D S I T K L H G R K T Q L L H
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240

2521

830

2581

850

2641

870

2701

890

2761

910

2821

930

2881

950

2941

970

3001

990

3061

1010

3121

1030

3181

1050

3241

1070

3301

1090

TGCATTATTGCATTAGATTCTATTACCAAGC TI Z—\TGGCAGIXL(A(}A%AQCCAGTTGCTTCAT
V F Q E D F I L N N L E K KR L G V D N
GTTTTCCAAGAAGACTTCATTTTGAATAACCTTGAGAAGAAACGTCTGGGAGTAGATAAC
I L L D S D S S C N G F S E K F Y L V V
AEﬂ____’ Exon 16
ATTTTATTGGATTCAGACAGCTCATGTAATGGATTTTCTGAAAAGTTCTACCTGGTTGTG
I E ¢C T E DI NI R S L L RMWD L H L R S
ATAGAGTGTACTGAAGACAACCGTTCACTGTTACGCATGTGGGATTTACACTTAAGGTCA
T P V S L DEURIDTI K I S EA A S W L P
E%____’ Exon 17

ACTCCTGTCTCACT(GAATGAAAGAATAGACACAAAAATATCAGAAGCTAGTTGGCTACCA
E E H Y S S S P E K I L S P F S Q K F Q
GAAGAACATTATTCCTCTTCTCCAGAGAAGATTCTATCTCCATTTTCACAGARAATTCCAG
A CRANTL Q S T S K L S L F S E M V Y
GCTTGCAGAGCTAATCTCCAGAGTACCAGCAAATTGTCTCTCTTCTCTGAAATGGTATAC
S K E L DL P E G V E I I S V K P S A G
AGCAAAGAGTTGGATTTGCCAGAAGGAGTTGAGATAATAAGTGTTAAGCCTTCAGCAEEFT
H L s s$ s S I Yy Pp VvV CcC S A P Y L L A T S
—” Exon 18
CACCTGAGTTCATCTTCCATATATCCTGTTTGCAGTGCCCCTTATTTATTGGCAACTTCA
C s D DKV RPFWU RT CI® RV TN GE S A T
TGCTCAGATGATAAAGTAAGATTTTGGCGATGCAGAGTAACGAATGGAGAATCAGCAACA
S K N G K L DV V Y VW EEW P L L I E
TCAAAGAATGGAAAACTAGATGTTGTGTATGTTTGGGAAGAATGGCCATTACTCATTGAA
D G L E NN S S V TV P G R P V E V S C
GATGGACTTGAGAACAATAGTAGTGTTACTGTCCCTGGTAGACCTGTAGAAGTGAGCTGT
A H T S R L A V A Y K Q P T G N S R S 0
GCACATACAAGTCGCTTAGCAGTAGCTTATAAACAGCCCACTGGTAATAGTAGATCTCAG
E F VvV M HV S I F ECZE S T G G S C W I
GAATTTGTGATGCATGTAAGTATCTTTGAATGTGAGTCTACAGGAGGCTCATGTTGGATC

L £ ¢ T I H L D E L S T Vv L D S G I S I
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3361 CTTGAGCAGACAATTCATTTAGATGAGTTAAGTACAGTGTTGGATTCTGGCATTAGTATT
11170 b s N L V A Y N K Q E T Y L VvV S K E S I
3421 GATAGCAATTTAGTGGCTTATAATAAACAGGAGACATATTTAGTCAGTAAAGAAAGTATT
1130 T S N T K H L VvV H L D W M S R E D G S H
3481 ACATCAAACACAAAACATTTGGTTCACTTAGATTGGATGTCTAGAGAAGATGGTTCTCAT
110 T . T V. 6 I 6 S K L *F MY G P M A G K V
3541 ATCTTAACTGTAGGGATTGGCTCAAAACTTTTTATGTATGGACCTATGGCTGGCAAGGTA
11790 ¢ D 0 T G K E N O A F P L W D S T K I V
3601 CAAGATCAGACTGGAAAGGAAAACCAGGCATTTCCTCTCTGGGACAGTACTAAAATTGTA
1190 P L § K ¥ VvV L. L, R S Vv D L VvV S S V E G A
3661 CCTCTTTCTAAATTTGTACTGTTACGAAGTGTGGACTTGGTTTCTTCTGTAGAAGGTGCC
1210 » P ¥ P V s L S W Vv R D G I L VvV V G M D
3721 CCACCTTTTCCTGTTTCTTTATCATGGGTCCGGGATGGCATCCTTGTGGTAGGAATGGAT
1230 E M H V. Y S Q W Q P S N K Q E P V I S
3781 TGTGAAATGCATGTATATTCCCAATGGCAGCCATCTAATAAACAAGAACCTGTTATATCA
1250 E s ¥ N G s T P S I L S L I K Q S N S s
3841 GAGTCATACAATGGAAGCACTCCATCTATACTAAGTTTAATAAAACAAAGTAACTCATCA
1270 s s 6 L H P P K K T L T R S M T S L A Q
3901 AGTTCTGGGCTACATCCTCCAAAGAAGACTCTGACTCGATCCATGACCAGTCTTGCACAG
1290 K 1T ¢ G K K s I *F D P S V D M E D S G L
3961 AAAATCTGTGGAAAGAAAAGTATATTTGACCCCTCAGTGGATATGGAAGATTCCGGTCTC
1310 ¥ E A A H V L S P T L P Q Y H P L O L L
4021 TTTGAAGCCGCTCATGTACTTTCCCCAACTTTACCTCAGTACCATCCCCTGCAGCTTTTG
1330 E . M b L G K VvV R R A K A I L S H L V K
4081 GAACTCATGGATCTTGGCAAAGTTCGGAGAGCCAAGGCCATCTTGTCACATCTTGTCAAA
1350 c I A G E V V A L N E A E S N H E R R L
4141 TGCATTGCTGGGGAAGTTGTGGCTCTGAATGAAGCTGAATCCAATCATGAGCGCCGCCTT

1330 R S L. T I s A S G S T T R D P Q A F N K
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4201 AGATCTCTCACCATCAGTGCTAGTGGAAGCACCACCAGAGACCCGCAGGCATTCAACAAA
1390 A D S R DY T E®E I D S V P P L P L Y A L
4261 GCTGACAGCAGAGACTACACAGAGATAGACTCTGTCCCCCCGCTTCCTTTGTACGCCTTA
1410 L. A A D D D S Y C S S L E K T G S E S S
4321 CTTGCAGCAGATGATGACAGCTATTGCTCATCTTTGGAAAAAACTGGGAGTGAGAGTTCC
1430 L. XK K §$ K 9 L §$ K E S Y D E L F Q T S V
4381 TTAAAGAAATCAAAACAGTTATCAAAAGAAAGTTATGATGAGCTTTTTCAGACTTCAGTT
1450 L. M S D N H M L E T D E E N T Q P R V I
4441 CTGATGTCTGATAATCACATGTTAGAAACAGATGAAGAAAATACTCAGCCCAGAGTCATT
1470 b L. $S Q Y s p T Y F G P E H A Q V L S G
4501 GACCTTTCACAATACAGTCCAACTTATTTTGGTCCTGAGCATGCTCAGGTTCTTTCTGGC
1490 H L L H s S L p G L T R M E Q M S L M A
4561 CACTTACTTCATTCTAGCTTACCAGGGCTCACCAGGATGGAGCAGATGTCTTTGATGGCC
150L A D T I A T T S T D I G E S R D R N Q
4621 TTAGCCGATACAATTGCAACTACAAGCACTGATATTGGAGAAAGTAGAGACAGAAATCAA
1530 6 6 £E T L D E C G L K F L L A V R L H T
Eg____’ﬁxonlg
4681 TGGGGAAACTCTAGACGAGTGCGGATTAAAGTTTCTTTTGGCTGTTCGACTCCATACC
1550 » L T T S L P A Y R A Q L L H Q G L s T
E%____* Exon 20
4741 TTTCTTACAACTTCCCTTCCAGCCTACCGAGCTCAACTCCTTCACCAAGECCTTTCTACT
150 G H F A W A F H S V A E E E L L N M L P
4801 GGTCATTTTGCTTGGGCTTTTCATTCAGTAGCAGAGGAAGAACTACTGAATATGTTGCCG
1590 A M Q K D D P T W S E L R A M G V G W W
4861 GCCATGCAGAAAGATGATCCAACTTGGTCTGAACTGAGAGCAATGGGTGTGGGGTGGTGG
l¢l0 V R N A R I L R R ¢C I E K V A K A A F H
4921 GTTCGCAATGCTCGCATCCTGCGCAGATGCATAGAAAAE%TAGCCAggggggéCTTTCAT
1630 R N N D P L D A A I F Y L A M K K K A V

4981 AGAAATAATGATCCTTTAGATGCTGCAATTTTTTACCTTGCAATGAAAAAAAAAGCTGTG

150 T w 6 L Y R S Q K D T K M T Q F F G H N
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— Exon 22
5041 ATTTGGGGATTATATAGAITCTCAAAAAGACACCAAAATGACACAGTTTTTTGGGCACAAT

1670 ¥ E E E R W R K A A L K N A F S L L G K
5101 TTTGAGGAAGAGAGGTGGCGTAAAGCAGCTTTGAAAAATGCCTTTTCTTTATTAGGCAAG
1690 Q R F E H S A A F F L L G G C L K D A I
5161 CAAAGGTTTGAACATTCTGCAGCATTTTTTCTTCTAGGTGGTTGCCTCAAAGATGCAATT
17170 E v ¢ L E K L N D I Q L A L VvV I A R L F
5221 GAI TATGTCTFTXG(?AnGL%gACTGAATGACATTCAGTTGGCTCTTGTAATAGCAAGACTATTT
1730 E S E F D K S A T Y K S I L R K K V L G
5281 GAATCTGAATTTGATAAGTCAGCAACATACAAGTCTATTTTACGCAAAAAAGTTTTGGGA
170 1 G S P A S E L S $ S S I N A H H D P F
5341 ATTGGTTCTCCAGCCAGTGAGCTCAGTTCGTCAAGCATAAATGCACATCATGACCCCTTT
1770 L. R S M A H W I L E D Y S A A L E T L I
5401 CTTCGGAGTATGGCACATTGGATTTTAGAAGATTATAGTGCTGCTCTGGAAACATTAATA
1790 K ¢ P V T E D E D Q V M M S A C N P I V
A@—’ Exon 24
5461 AAGCAACCAGTTACAGAGGATG ATCAAGTCATGATGTCAGCCTGTAATCCTATAGTT
1810 ¥ N F Y N Y L R T H P L L L R R H F G S
5521 TTTAATTTCTACAATTACCTAAGAACACATCCTCTTTTGCTAAGAAGACATTTTGGATCA
1830 s s E T F S T H M T L A G K S G L A G T
5581 TCATCGGAAACATTTTCAACACACATGACTTTAGCAGGAAAAAGTGGACTGGCAGGAACA
1850 T N L $S E R R L F F T T A S A H L K A G
5641 ATTAATCTAAGTGAAAGAAGATTATTTTTTACTACTGCTAGTGCTCACCTAAAAGCTGGC
8790 ¢Cc Pp M L A L E V L S K M P K V S K K A K
5701 TGCCCAATGTTGGCTTTGGAAGTATTGTCAAAGATGCCCAAAGTCAGTAAGAAAGCAAAA
8%0pP C C R G S S F L T S K D S S L K L D V
5761 CCGTGTTGTAGAGGATCTAGTTTTTTAACTAGTAAAGATTCTTCACTAAAATTGGATGTA
1990 R E D K ¢C ¢C A A D W S P S L T N G L E S
5821 AGAGAAGACAAGTGTTGTGCTGCTGACTGGTCACCGTCGCTGACAAATGGTCTTGAATCT

1930 s s E G S S E R H S H S T L S F D W S Q
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244

5881

1950

5941

1970

6001

1990

6061

2010

6121

2030

6181

2050

6241

2070

6301

2090

6361

2110

6421

2130

6481

2150

6541

2170

6601

2190

6661

2210

TCTTCAGAGGGTTCCTCAGAGAGGCACTCACATTCTACCCTTTCTTTTGATTGGAGCCAA
p s vv F Q DD S L E L K W D S D N D E
CCGAGTGTGGTATTTCAAGATGACTCTTTGGAGTTGAAATGGGATAGTGATAATGATGAA
FE N E D P P I S M K E I R P L Q R K T V
GAAAATGAAGATCCCCCTATTTCAATGAAAGAAATAAGACCTTTGCAGAGAAAGACAGTT
K £ I D E L S s Yy T bD S L S T L D E N D
AAAGAAATAGATGAATTGAGCAGTTACACAGACTCTTTAAGCACACTAGATGAAAATGAC
I L N P S E D I I A V Q L K F R A C L K
ATTTTAAATCCATCAGAAGATATAATTGCTGTTCAACTAAAATTTAGAGCATGTTTGAAG
I . T Vv E L R T L. S T G Y E I D G G K L
ATTCTCACCGTAGAACTTCGTACTTTATCTACTGGCTATGAAATAGATGGTGGGAAATTG
R ¥y ¢ L. Y H W L E K E VvV V A L Q R T C D
CGTTACCAACTCTACCACTGGCTTGAGAAAGAGGTAGTAGCTCTTCAGAGGACTTGTGAC
F C $S D A D Q L Q T T F S Q S A D E S G
TTTTGCTCAGACGCAGACCAGCTGCAGACCACATTTAGCCAGAGTGCAGATGAATCTGGA
s T E D A D D L H H Q@ T K V K @ L R E S
TCAACTGAGGATGCTGATGATTTGCATCACCAAACAAAAGTGAAACAACTGAGAGAAAGT
F Q0 E K R Q W L L K Y @ §S L L R M F L S
TTCCAGGAAAAAAGGCAGTGGCTCTTGAAATATCAGTCACTCTTAAGAATGTTTCTTAGT
y ¢ v L H G S H G G G L A S V R M E L I
TACTGTGTGCTTCATGGCTCTCATGGTGGGGGTCTTGCATCAGTGAGAATGGAATTAATT
L L. L Q9 E S Q Q E T A E P I F S N P L S
@—' Exon 25
TTACTTTTGCAAGAATCTCAGCAGGAAACAGCAGAACCAATATTTTCTAACCCTTTGTCA
FE 0O T s v p L L F A C T A S A K T V V A
GAACAAACTTCAGTGCCTCTTCTCTTTGCTTGTACAGCCAGTGCCAAAACAGTAGTTGCC
N P L L. H L S N L T H D I L H A I I N F
AATCCATTATTGCACCTTAGTAATTTAACACATGATATTCTACATGCCATAATAAATTTT

p s p P H P D S OQ T N K VY V M H T L A



Anhang

@_' Exon 26
6721 GATTCACCACCACATCCTGATAGCCAAACCAATA TATATGTAATGCATACTTTAGCA
2230 A S L $S A C I Y 0 ¢C L C G S H N Y S S F
Exon 27
6781 GCCTCACTTTCTGCTTGTATTTATCAGTGCCTTTGTGGTAGTCATAACTAC TCATTT
2250 0 T N O F T G M V Y QO T VvV L L A H R H S
6841 CAAACAAATCAATTTACTGGAATGGTTTATCAAACAGTACTTCTTGCCCATCGGCATTCT
2270 L. R T G S L D E S VvV T P N T S P A Q W P
6901 TTGCGAACTGGAAGTTTGGATGAATCAGTAACTCCCAACACATCACCAGCTCAATGGCCA
2290 G I N F L I Q L L N S S G E E A Q S G L
Exon 28
6961 ATAAATTTTCTAATTCAGCTTTTGAATTCCTCTGGGGAAGAAGCTCAGTCAGGACTT
2310 T v L L C E I L T A V Y L S L F I H G L
7021 ACAGTCTTGCTTTGTGAAATTCTCACAGCAGTATATCTTAGTCTGTTCATTCATGGGCTG
2330 A T H S S N E L F R I V A H P L N E K M
7081 GCAACACACTCTAGTAATGAGCTATTTCGGATTGTAGCCCACCCCCTAAATGAAAAAATG
2350 W S A VvV F G G G A H V P S K G QO A N S K
7141 TGGTCTGCAGTATTTGGTGGAGGAGCACATGTTCCCAGCAAAGGACAGGCAAACTCAAAA
2370 A L S V E G E K O N R H I S P S K VvV S A
Exon 29
7201 GCTTTATCTGIUTGAAGGAGAAAAACAAAACAGACATATTAGTCCATCAAAAGTGTCTGCC
2390 R E S P VvV S S S S G N Q E P P A V K E K
7261 AGAGAATCTCCTGTATCCTCTTCCTCTGGAAATCAGGAGCCACCTGCAGTCAAGGAGAAG
2410 F VvV P P E L S I W D Y P I A K P F L P P
Exon 30
7321 TTCGTCCCGCCTGAACTAAGTATCTGGGACTACTTCATAGCCA CTTTTCTACCACCT
2430 S 0 S R A E Y D S E E S L E S D D E E E
7381 TCCCAAAGTAGAGCAGAGTATGATTCTGAGGAAAGTCTAGAAAGTGATGATGAAGAAGAA
2450 E D D D D A L P S G L Q L H E H S N S N
7441 GAGGACGACGATGATGCTTTGCCTTCTGGTCTCCAGCTCCATGAGCATTCAAACTCAAAT
2470 S F S W S L M R L. A M V Q L VvV L N N L K
Exon 31
7501 TCATTC TGGTCTTTGATGAGATTGGCTATGGTCCAGTTGGTGCTCAACAATTTGAAG

240 T ¥ Y P F A G H D L A E L P V S S P L C

245



Anhang

» Exon 32
7561 ACTTTCTATCCCTTTGCAGGTCATGATCTTGC ACTACCAGTTAGTTCACCTCTTTGT

2510 H A V L K T L 0 ¢C W E Q V L L R R L E I
7621 CATGCAGTTCTAAAAACTCTTCAATGCTGGGAACAAGTTCTTCTCCGGCGACTTGAAATC
2530 H 6 G P P O N Y I S S H T S E E N V S A
7681 CATGGTGGACCACCTCAAAACTATATCTCAAGTCACACTTCTGAGGAGAATGTGTCTGCA
2550 G P A I L R H K A L L E P T N T P F K S

Exon 33
7741 GGCCCTGCAATACTCCGTCACAAAGCTTTACTAGAACCTACAAACACTCCTTTC TCC
250 K N H L A L S V K R L W Q Y L V K Q E E
7801 AAAAATCATCTCGCACTATCTGTGAAGAGGCTTTGGCAGTACTTGGTGAAACAGGAAGAA
2500 I Q9 E T F I R N I F T K K R C L N E I E

Exon 34
7861 ATTCAAGAAACTTTTATCAGAAATATATTCACAAAGAAACGATGTCTAAATG TAGAG
26100 A D L G Y P G G K A R I I H K E S D I I
7921 GCAGATCTGGGATATCCTGGAGGTAAAGCAAGAATTATTCATAAGGAATCTGATATCATT
2630 T A F A V N R A N R N C I A I A S S H D

Exon 35
7981 ACTGCCTTTGCTGTTAATAGGECAAATAGAAATTGCATAGCAATTGCCTCCAGCCATGAT
2650 Vv. Q E L D V S A I L A T O I Y T W V D D
8041 GTACAAGAACTGGATGTTTCTGCAATTCTGGCCACACAGATCTATACTTGGGTGGATGAT
260D T E T E T K 6 S E D F L v I H A R D D
Exon 36
8101 GATACAGAGACAGAAACCAAAGGATCAGAAGACTTCTTGGTTATACATGCGCGTGATGAT
2690 L. S A V O G S T P Y T H S N P G T P I N
8161 TTATCAGCTGTCCAGGGTTCAACTCCATACACACACAGCAACCCTGGCACTCCAATCAAC
2710 M P W L G S T O T G R G A S V M L K K A
Exon 37
8221 ATGCCGTGGCTTGGAAGTACACAGACGGGCAGAGGAGCATCAGTGATGCTTAAGAAAGCC
2730 I N N V R R M T S H P T L P Y Y L T G A
— Exon 38

8281 ATTAATAACGTTAGAAGAATGACATCACATCCAACTCTTCCTTACIATCTGACCGGAGCT
270 0 D 6 S V R M F E W G H S Q O I T C F R

8341 CAAGATGGAAGTGTCAGAATGTTTGAATGGGGCCATTCTCAGCAAATAACCTGTTTTCGG

2770 S 6 6 N S R I T R M R F N Y Q G N K F G
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> Exon 39
8401 TCTGGTGGCAATTCAAGAATTACAAGAATGAGATTTAACTATCAGGGAAATA TTGGA

276 I v D A D G Y L S L Y Q T N W K C C P V
8461 ATTGTTGATGCTGATGGATATTTAAGTTTGTACCAAACAAACTGGAAATGTTGCCCAGTT
2800 T G S M P K P Y L A W Q C H N K T A N D
— Exon 40
8521 ACTGGGAGCATGCCTAAGCCATATCTE%CTTGGCAGTGTCATAACAAAACAGCCAATGAT
2830 v V ¥F V. $S §$ s S L I A T A G L s S D N R
8581 TTTGTCTTCGTTAGTTCCTCCTCTCTGATAGCTACAGCTGGTCTTTCAAGTGACAATAE§’
2860 N I C L W D T L V A P A N S L V H A F T
— Exon 41 @—’ Exon 42
8641 AACATATGTCTATGGGACACACTTGTAGCGCCTGCCAATAGTTTAGTCCATIGOTTTTACC
2890 C H D S G A T V L A Y A P K H O L L I S
8701 TGCCATGATAGTGGAGCTACAGTTTTAGCATATGCTCCCAAACATCAACTCCTCATATCG
28006 G R K G F T C I F D L R Q R O O R QO L
8761 GGTGGCAGAAAAGGTTTCACATGTATATTTGACCTTCGACAACGACAACAGAGGCAGCTT
2990 ¥ 9 S H D S P V K A I A I D P T E E Y F
8821 TTTCAGAGCCATGATTCCCCTGTTAAAGCCATTGCTATTGATCCAACTGAAGAGTACTTT
2930 v. T 6 S A E G N I K I W S L S S F S L L
A@—’ Exon 43
8881 GTTACAGGATCTGCAGAAGGCAATATA ATTTGGAGTCTTTCGTCCTTTAGTCTTCTC
2950 H T ¥ I N E H A R Q S I F R N I G T G V
8941 CATACTTTTATCAATGAACACGCTCGGCAGTCTATTTTTAGAAATATTGGAACTGGAGTC
2990 M ¢ I E T G P A N H I ¥ S C G A D G T M
9001 ATGCAAATTGAGACAGGACCAGCAAATCACATTTTCTCTTGTGGAGCTGATGGAACAATG
2990 K M R I L P D Q F S P L N E V L K N D V
9061 AAAATGAGGATCCTGCCGGATCAGTTTAGCCCTTTAAACGAGGTGTTGAAAAATGATGTG
30100 K F M L *
9121 AAATTTATGCTlattttcacaagagggtatatgatttattacctgtttgtagaagt
9181 agcgagcagatgcaatgcacagtaatcacctgcaccatggatgaactaatgctttcttgt
9241 tttcatatttattttatggagctttgcccttgatgcactgatgccttaagagataacagg

9301 tcattcagcgttagatattattgcctaacatagagtgtatgagtaatgttgtatccgtac
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9361 ttattcaaagtatattttagtaaacatgccatcgtgttagagagactttgttttctcatt
9421 gttataaattctgcaagcactgctgcatgaagtccacagacagtaaaacccttaagagag
9481 gtgccgaccaagagaacactcaccactgaactctccaccttctcacttctctgtcacaca
9541 gacagctctaattgttttcctgttaataatgaaaacttcatataaatacagataagataa
9601 gacattgtcactaaaactgctgttgggacttcagtgataagagaatccaagagtttattc
9661 gtttttctctttccctcecctataacccagaagtgtatatgtaaatgtatttatgtgtatgt
9721 atatatgtgtgcatatgtgtatatatatatatatcttatacatcttacttgatattgtat
9781 atacagaaacagaagctacaagtcttttcatgtattttgtgccataacacctactgccge
9841 agtataaaactcttggtttttttttaagtttttaaattattttaaccttaatgttacttt
9901 taagaagctttaaatttattattattattttaaagatactgaatcaaataagtctcagta
9961 ggcaataaagatgttgtgtggcacacaaggcattttatattaaaaatttgtcagcagttt
10021 tgatgatcagacattttagttaaattttgttttaattttatttcttttaagatgaattta
10081 gtctaaaaattctaaaaatgttatagcagtgtttttagaatcaaatgtgaaaacagtcaa
10141 tttaagtatagtatttacaaatgtacaatgccctgcagatctacattgataggaaataaa
10201 tgttatattttattattttgccaaaatattattttattataaaatttgaccaaaatattt
10261 aaaatttacaatgcctctatcttaaatatgataaccctatttctgtctgttttgtgctat
10321 atcttttctgattcagaattataaaaaaaacttgaaaaaaatacttgatttttagccaat
10381 gagactggctgtagaataagtgtttaagggacagttacatactatttagctcaaatttat
10441 ttttagttagaaccagaaatggccatttttatgtaatgaaatatggaaaactattaggaa
10501 ttgaagagtcaaagcaaagaaatgaagggctggtaaatgaattttgtaatatcctcagga
10561 tacttttattataaaagtgtattgttaaaggttttgtaattgtatttcatattttaaata
10621 tagtgagcaagttacagtgaaaacactgtcattatagagagtttatatgcacagagtaaa
10681 ctgtacctgtaaattgtgcaatagcaatatatgactatttgccatggaggaatctgtgac
10741 aacattacaaacaatattttctttgatgtagctaagttattttttagtaatctcttcaca
10801 aatcaagattcaaaaggctttaaacactttccataagaaagaaaatttactatcgtgttt
10861 attaaaatcaaaagcttcagggatgatctattgagcattttaattgagagtttatatgaa
10921 taacaacattatgtaagtccatatgtatttacatccagagtcatatttta.aat

10981 catgcagtgatttttttcgcatgcttttgttttaagaaatacttctgccagtttagttga
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11041 ttttaattatgtgacttttaaattcagaatttctatatgtgatgattgaagagataattt
11101 aatttcctcaaataccttcttgttattttctacaatattttttacttaatgggtgctcat
11161 taaataattgaaatgtgtatagaaaataatacaaatacacttaaattttcattatccata
11221 caaatgaaatggtcacatcacaattaacttacatgctctgttttcatagagtcatgttac
11281 agagatttataacatggcaggtctcatgttctaaaatactggatttctcttaccaccgtg
11341 aaacactgcttacttgattttcctttggtcccacagtttgcttttagctaagatagaaca
11401 tttgctgttgtgcttaccagaactttaaagggattggtgtaaaccaagtcagcaggtcac
11461 ccttacagacattctttagttaaaaatgaggtttgcttgttttttaaaacagcaaaaatg
11521 ttcaagtggatctcattgactgaaacaatataattagacatttcagaaaatgcttataca
11581 gcctgaaagtggcaatggtatgattaaaaggctagaaacctaggcaaacatacgttacaa
11641 aacaagaaatttaaatatcttatgagaaagaacctcagccagttaaaaaccaagtcaact
11701 acaagaaatatttgtggagaggtgtgttagtgactctgtatgtggtataacttttatgtt
11761 attagagaaagtcaaactgaataacagggcagctcattaaaagttaataaaatattaaat
11821 ggccttaatagtagttagtgtaatctctcaagaaaaaaattatgaatagacataacattt
11881 tattgtgctttgaagataatatgaatgttttacaaatttaaggtttgtctcaactgcgca
11941 tgactatcaactccattttcaaatggtgcaaagttgcttcatagctgtcacattatagta
12001 attcttacaatatttcaaactataattatctctgtattggtttgatcacattattttggg
12061 atatcctgacctatacacatagaacactgcaaacttactcacataaatgcattttgattyg
12121 ctccatgactctttgttccccagtctttgtctectttagatcttecctatccattgagatge

12181 aat-ttagaccaattaacaaccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abb 3.6: Die cDNA- und Aminosiure-Sequenz des murinen Dmxi1
Stopp-Codon

Bereich der Consensusequenz des Translationsstartpunkts
Translationsstart

Exon/Intron-Grenze, markiert ist jeweils das letzte Nukleotid des vorhergehenden Exons und das
erste Nukleotid des folgenden Exons

O ogtm

Polyadenylierungssignal
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Anhang

Die Abbildung wurde mit dem Tool ,,Show Translation” aus ,,The Sequence Manipulation Suite*
(Stothard, 2000) erstellt. Die CDS wird durch groe Buchstaben wiedergegeben, 5’-UTR und 3°-UTR
durch kleine. Die Aminosiuresequenz (blau) ist im Einbuchstaben-Code dargestellt und steht jeweils am
Anfang eines Codons. Exons, die durch homologe Rekombination wihrend des Targeting-Ereignisses
(Kapitel 3.x.x) deletiert wurden, sind durch griine Buchstaben gekennzeichnet.
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