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Zusammenfassung

Die Speziation ist ein Prozess, der in der Keimbahn ansetzt. Veranderungen, die sich dort
akkumulieren, werden an die nichsten Generationen weitergegeben und sind
Ansatzpunkte der Evolution. PRDM9 stellt einen in trans wirksamen Regulator der
Keimbahn-spezifischen Rekombination dar, der als putatives Speziationsgen gehandelt
wird. Das Protein bestimmt widhrend der Meiose I die Lokalisation und Markierung der
Rekombinationshotspots tiber eine Interaktion seiner Zinkfingerdomidne mit den
entsprechenden DNA-Zielstrukturen. Die DNA-bindenden Aminosduren des PRDM9
weisen Signaturen positiver Selektion auf. Die dadurch schnelle Evolution und der
kontinuierliche Abbau von Rekombinationshotspots konnen moéglicherweise Grund fir die
Hybridsterilitat bei Mausen sein. Ein mdéglicher Zusammenhang von PRDM9 mit dem
Speziationsprozess stellt den theoretischen Uberbau der vorgestellten Arbeiten dar.

Vor dem Hintergrund bekannter Genomsequenzen der rezent divergierenden
Schwestergruppen, Macaca mulatta und Macaca fascicularis, wurden genomweit die
Rekombinationshotspots auf Basis der Bindungseigenschaften des Proteins PRDMY9
vergleichend untersucht. Die explorative Datenanalyse der Chromatinimmuno-
préazipitation weist viele Gemeinsamkeiten der PRDM9-Zielstrukturen zwischen den zwei
Makakenarten beziiglich der Eigenschaften, wie GC-Gehalt, Motiv und Lokalisation
entlang der Chromosomen, auf. Dennoch tberlappen die Loci selbst kaum. Einige
Bindungsstellen sind in und nah bei Genen zu finden, die mit der akuten lymphatischen
Leukamie (ALL) assoziiert werden, wobei ein Zusammenhang zwischen der ALL und
PRDM9 bereits bekannt ist. Dies und eine Verkniipfung PRDM9s mit piRNA-Clustern
(Piwi-interacting RNA-Cluster) kénnten auf unbekannte Funktionen hinweisen.

Zu den weiteren Projekten gehoren die Charakterisierung strepsirrhiner PRDMOY-
Zinkfingerdomanen von Daubentonia madagascariensis als Vertreter der tiefsten
Verzweigung in der Divergenz madagassischer Lemuren und die Datierung des
Duplikationsereignisses, das zu dem aus PRDMY9 entstandenen PRDM?7 fihrte, im
Stammbaum der Primaten.

Die Ergebnisse zeigen, dass PRDM7 auf der Linie zum letzten gemeinsamen Vorfahren
der Catarrhini und nach Abspaltung der Platyrrhini entstanden ist. Somit ist die
Duplikation des PRDM9-Gens deutlich jinger als bisher angenommen. Die
phylogenetische Baumrekonstruktion auf Basis des mit strepsirrhinen Zinkfinger-
doménen erweiterten Datensatzes spiegelt die Phylogenie der Primaten wider und spaltet
sich in drei Cluster mit Vertretern der Strepsirrhini, Tarsier und Anthropoidea auf.
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1. Einleitung und Zielsetzung
1.1 EinfUhrung zu PRDM9

1.1.1 Entdeckung

Das erste Hybridsterilitdtsgen bzw. Speziationsgen in Vertebraten wurde bereits 1974 von
Forejt und Ivanyi beschrieben, auf Chromosom 17 von Maus lokalisiert und als Hst1
(hybrid sterility 1) bezeichnet. Dafir wurde die Fertilitiat von wildlebenden Méiusen und
Laborméausen und deren Hybride bestimmt. Die médnnlichen Nachkommen, die aus der
Kombination wildlebender Véater mit Miitter verschiedener Laborstdmme entstanden
sind, zeigten einen Stillstand der Spermatogenese und kleinere Hoden. Die weibliche F1-
Generation hingegen war fertil, was mit Haldanes Regel — namlich, dass in
Spezieshybriden héufiger das heterogametische Geschlecht steril ist — tibereinstimmt
(Haldane 1922). Die Region mit Hstl wurde mittels zweier Laborstimme bestimmt, die
sich lediglich hier unterschieden und deren Nachkommen die gleichen Resultate
aufwiesen. Weitere Kreuzungen aus wildlebenden Vatern mit Miittern aus anderen
Laborstdmmen fiihrten zu fertilen Nachkommen, unabhéngig vom Geschlecht. Hayashi
et al. beschrieben 2005 eine Histonmethyltransferase, die spezifisch ist fiir die ménnliche
und weibliche Meiose, die sie Meisetz (Meiosis-induced factor containing PR/SET domain
and zinc-finger motif) nannten. Die Gruppe um Forejt konnte 2009 Prdm9, bei Mausen
als Meisetz bekannt, als Hst1 identifizieren (Mihola et al. 2009), indem vier verschiedene,
sich tUberlappende BAC-Klone (bacterial artificial chromosome) aus der Region mit dem
gesuchten Gen in embryonale Stammzellen transfiziert wurden. Der Nachweis von
fertilen Nachkommen war nur bei jenen Tieren mit dem Substitut, das ein komplettes
PRDM9 kodiert, vorhanden. Der Name PRDMY steht fiur PR domain containing protein
9, wobei PR wiederum aus den Namen von PRDM1 und PRDM?2 zusammengesetzt ist, die
auch als PRDI-BF1 (positive regulatory domain I binding factor 1) bzw. RIZI
(retinoblastoma protein-interacting zinc finger gene 1) bekannt sind (Buyse et al. 1995).

1.1.2 Aufbau

Von N- zu C-Terminus besteht PRDM9 aus einer KRAB-, einer SSXRD-, einer PR/SET-
Doméne mit einem anschlieBenden, einzelnen Zinkfinger (Znf) und einem Zinkfingerarray
(Hayashi et al. 2005, Birtle und Ponting 2006).

Die KRAB-Domine (Kriippel-associated box) spielt wahrscheinlich eine Rolle in der
Proteininteraktion; jene von PRDM9 interagiert jedoch nicht wie die KRAB-Doménen
anderer Proteine mit TRIMZ28 (Tripartite motif-containing 28), auch KAP1 genannt
(KRAB-associated protein-1; Friedmann et al 1996, Patel et al. 2016, Imai et al. 2017),
sondern unter anderem mit CXXC1, das dem COMPASS-Komplex zuzuschreiben ist und
ein Ortholog von Spp1l von Saccharomyces cerevisiae darstellt (Parvanov et al. 2017, Imai
et al. 2017). Sppl (Secreted Phosphoprotein 1) ist in der Hefe notwendig, um potentielle
Positionen von Doppelstrangbriichen (DSB) mit der Chromosomenachse zu verbinden
(Acquaviva et al. 2013, Sommermeyer et al. 2013). Auch weitere Interkationspartner
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wurden von Imai et al. (2017) mit yeast two-hybrid assay nachgewiesen: MCRS1, PIH1D1,
CHAF1A, CEP70, FKBP6, IFT88.

In SSX-Proteinen fungiert die SSXRD-Doméne (synovial sarcoma, X breakpoint repression
domain) als Transkriptionsrepressor (Lim et al. 1998). Be1 PRDM9 scheint sie wie die
KRAB-Domaéne bei der Proteininteraktion beteiligt zu sein, eine schwache Interaktion mit
CXXC1 und CHAF1A wurde von Imai et al. (2017) nachgewiesen.

Die PR/SET-Domséne, die 20-30% Ubereinstimmung mit SET-Doménen (Su(var)3-9,
Enhancer-of-zeste and Trithorax) aufweist (Huang et al. 1998), ist fiir die Trimethylierung
der Lysine 4 und 36 des Histons 3 verantwortlich (Hayashi et al. 2005, Wu et al. 2013,
Eram et al. 2014, Powers et al. 2016).

Die Zinkfinger sind mit ihrem Aufbau C-X(2)-C-X(12)-H-X(3)-H-TGEKPYX, X als
beliebige Aminosaure, dem klassischen C2H2-Zinkfinger zuzuordnen, auch Kriippel-Typ
Zinkfinger (KZNF) genannt (Miller et al. 1985, Bellefroid et al. 1991). Die zwei Cysteine
und zweil Histidine binden dabei das Zinkion, die sieben Aminosduren TGEKPYX bilden
den Linker zwischen den einzelnen Wiederholungseinheiten und die DNA-bindenden
Aminosduren befinden sich an der Positionen -1, 2, 3 und 6 beziiglich der a-Helix (Miller
et al. 1985, Pavletich und Pabo 1991, Fairall et al. 1993). Die Bindung erfolgt in der grof3en
Furche des DNA-Stranges (Pavletich und Pabo 1991). Abgesehen von der Aminosiure an
Position 2 unterliegen die restlichen drei DNA-bindenden Aminosiduren einem positiven
Selektionsdruck, der bei verschiedenen Spezies fiir die PRDM9-Znf nachgewiesen wurde
(Oliver et al. 2009, Thomas et al. 2009). Der einzelne Zinkfinger nach der PR/SET-Doméne
weist als einziger liber verschiedene Taxa hinweg die gleichen Aminosduren an den
bindenden Positionen auf (Myers et al. 2010). Der degenerierte Zinkfinger am Anfang des
Arrays ist im Vergleich zu den restlichen Znf des Arrays konservierter, wie bei Schwarz
et al. (2014) und Heerschop et al. (2016) gezeigt wird, da er tiber Spezies hinweg in der
Phylogenie der einzelnen PRDM9-Zinkfinger von verschiedenen Primaten zusammenfllt.

Jedes einzelne Element ist fir die Aufrechterhaltung der Funktion PRDM9s essentiell,
was aus dem Vergleich von Orthologen (Baker et al. 2017) oder aus Funktionsstudien
(Imai et al. 2017, Thibault-Sennett et al. 2018) hervorgeht.

1.1.3 Funktion

PRDM9 wird ausschlieBlich wiahrend der Prophase I der Meiose (Leptotan bis Zygotin) in
der weiblichen und ménnlichen Keimbahn exprimiert, Knockouts kénnen zu einem
Stillstand im Pachytin-Stadium bei M&Ausen fihren, da die Reparatur der DSB, die
Paarung der homologen Chromosomen und das Ausbilden des sogenannten sex body-
Komplexes fehlschlagen (Hayashi et al. 2005, Sun et al. 2015, Parvanov et al. 2017). Dabei
soll PRDM9 die Loci der Rekombinationshotspots determinieren (Baudat et al. 2010,
Myers et al. 2010, Parvanov et al. 2010). Diese Hotspots sind 1-2 kb grofle Loci, an denen
Crossing-over, der Austausch zwischen homologen Chromosomen, gehduft stattfindet
(Jeffreys et al. 2001). Das fuhrt zum einen zu einer Erhéhung von Diversitiat, da die
Zusammenstellung von Allelen verdndert wird. Die kurzzeitige Verbindung der

Chromosomen ist auch notwendig, damit sie sich bei der ersten meiotischen Teilung
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fehlerfrei auftrennen (Stearns und Hoekstra 2003). Hotspots sind meist GC-reich und
gehduft in Telomernédhe zu finden (siehe dazu beispielsweise Ikemura und Wada 1991,
Williams und Hurst 2000, Yu et al. 2001, Kong et al. 2002, Paigen et al. 2008). Die Anzahl
der Hotspots von etwa 30000 beim Menschen und 15000 bei der Maus lbersteigen die
Anzahl der Doppelstrangbriiche, etwa 200-400, welche zu 20-25 Crossing-over fiihren (The
International HapMap Consortium 2005, Myers et al. 2005, Brick et al. 2012). Pro
Chromosom ist mindestens ein Crossing-over zu beobachten (Hultén 1974). Auch in der
pseudoautosomalen Region (PAR) ist mindestens ein Crossing-over notwendig (Burgoyne
1982), wobei PRDM9 beim Menschen fiir die dortigen Hotspots verantwortlich ist, jedoch
bei der Maus noch Unsicherheiten hierzu bestehen (Brick et al. 2012, Hinch et al. 2014,
Pratto et al. 2014). Laut Hinch et al. (2019) werden dort, wo sich die homologen Strukturen
am schnellsten finden, aus DSB Crossing-over, was durch drei Faktoren beeinflusst wird:
ein hoher Anteil an Guanin und Cytosin, eine Position an den Chromosomenenden und
die Bindung PRDM9s an homologen Loci.

Der Ablauf, der von Imai et al. (2017) vorgeschlagen wird, sieht folgendermallen aus:

PRDM9 bindet mittels der Zinkfinger die DNA meist in einer Loop-Region (Parvanov et
al. 2017, Grey et al. 2017) und benachbarte Nukleosomen werden H3K4- und H3K36-
trimethyliert und verschoben (Hayashi et al. 2005, Baker et al. 2014, Powers et al. 2016).
Die Interaktion zu CXXC1 entsteht durch die KRAB- und SSXRD-Doméne oder bzw.
zugleich durch die Histonmodifikation, da CXXC1 methylierte H3K4s bindet (Eberl et al.
2013, Parvanov et al. 2017, Imai et al. 2017). Diese Verkniipfung sorgt dafiir, dass die
potentiellen DSB-Loci mit der Chromosomenachse verbunden werden, da CXXC1 auch
THO1 bindet. IHO1 bildet wiederum mit REC114 und MEI4 einen Komplex (Kumar et al.
2010, Stanzione et al. 2016, Kumar et al. 2018). Ob PRDM9 oder der IHO-REC114-MEI4-
Komplex den Doppelstrangbruch induzierenden Komplex SPO11-TOPOVIBL herbeifiihrt,
ist unklar (Robert et al. 2016, Imai et al. 2017). Dabei bindet PRDM9 mittels seiner
Zinkfinger ein spezifisches Motiv, das bei Menschen die Konsensussequenz
CCNCCNTNNCCNC aufweist (Myers et al. 2008). Nicht alle Zinkfinger der humanen
Arrays sind beteiligt, sondern nur vier bis sechs (Patel et al. 2016, Patel et al. 2017).

Ohne PRDM9 wird auf einen wahrscheinlich anzestralen Mechanismus zuriickgegriffen.
Verschiedene Beispiele von Spezies ohne PRDMY zeigen, dass H3K4me3-Loci oder CpG-
Inseln der DSB-Initiierung dienen und diese Hotspots, anders als PRDM9-induzierte,
uber evolutionére Zeitraume konstant sind: Bei Hefe, die kein PRDM9-Ortholog besitzt,
entstehen die Doppelstrangbriiche in Regionen ohne Nukleosomen (nucleosome-depleted
region, NDR), die vor allem bei Promotoren und H3K4me3-Markierungen vorkommen
(Borde et al. 2009, Pan et al. 2011). PRDM9-Knockout-Méiuse weisen DSB auf, allerdings
an H3K4me3-Loci und nicht an den Positionen, die PRDM9 sonst vorgibt (Brick et al.
2012). Hunde besitzen ein pseudogenisiertes PRDMY, das mehrere Mutationen beinhaltet,
und eine Verschiebung der Hotspots Richtung GC-reiche Regionen, vor allem hin zu CpG-
Inseln, ist zu beobachten (Oliver et al. 2009, Muiioz-Fuentes et al. 2011, Axelsson et al.
2012, Auton et al. 2013). Bei Vigeln und Krokodilen ist PRDMY nicht vorhanden und die
Hotspots sind auch bei CpG-Inseln und Transkriptionsstartsites zu finden (Singhal et al.
2015). Bei einer Mutter mit zwei nicht funktionalen PRDMJY9-Allelen konnte diese
Verschiebung hin zu CpG-Inseln und Promotorregionen nicht nachgewiesen werden.
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Deshalb vermuten die Autor*innen um Narasimhan (2016) bei Menschen einen weiteren
Alternativmechanismus fiir die Bestimmung der Hotspots.

Imai et al. (2017) berichten, dass CXXC1 mit der KRAB-Domine PRDM9s interagiert und
den gebundenen Locus fiir den DSB an die Chromosomenachse heranfiihrt. Auch als
Alternativmechanismus schlagen sie CXXC1 vor, da es auch H3K4me3 und unmethylierte
CpG-Loci bindet (Lee und Skalnik 2005, Thomson et al. 2010), was zu den berichteten
Alternativhotspots, z.B. bel Hefe, Hunden und PRDM9-Knockout-Mausen, passt. Tian et
al. (2018) zeigen, dass CXXC1 nicht essentiell fiir die Interaktion zwischen PRDM9 und
der Doppelstrangbruchmaschinerie bei Mausen ist.

Zudem soll PRDM9 durch die schnell evolvierenden Zinkfinger neue Loci fiir die
Doppelstrangbriiche generieren, da Hotspots mit der Zeit abgebaut werden (Boulton 1997
Lesecque et al. 2014, Baker et al. 2015a, Davies et al. 2016, Smagulova et al. 2016),
Weiteres dazu im nichsten Kapitel.

1.1.4 Evolution

PRDM9 gehort der PRDM-Familie an, die sich durch ihre PR/SET-Doméne auszeichnet.
Bis auf PRDM11 besitzen alle 17 Paraloge des Menschen Zinkfinger (Fumasoni et al. 2007,
Hohenauer und Moore 2012). Bei Primaten ist die Anzahl der Mitglieder unterschiedlich,
so weisen Microcebus murinus und Macaca mulatta 15, Callithrix jacchus und Pan
troglodytes 17 und Carlito syrichta 12 Paraloge auf (Vervoort et al. 2016). Wihrend der
Primatenevolution soll PRDM?7 durch Duplikation aus PRDM9 entstanden sein
(Fumasoni et al 2007). Vervoort et al. (2016) datieren die Duplikation entweder auf die
Zeit vor der Auftrennung der Haplorrhini oder der Anthropoidea. PRDM7 und PRDM9
besitzen, anders als die restlichen Mitglieder, eine KRAB-Doméne, die mdéglicherweise
Vorganger aller KRAB-Doménen ist (Birtle und Ponting 2006, Fumasoni et al 2007,
Hohenauer und Moore 2012). Die Aktivitéit der Histonmethyltransferasen PRDM7s ist fiir
H3K4me3 gegeniiber PRDM9 eingeschrinkt und jene fiir H3K36me3 nicht vorhanden
(Blazer et al. 2016).

Die Funktionen der verschiedenen PRDM-Mitglieder sind vielfiltig (siehe dazu die
Reviews: Fog et al. 2012, Di Zazzo et al. 2013, Mzoughi et al. 2016). Manche sind als
Onkogene bekannt, wie zum Beispiel PRDM14 (Dettman und Justice 2008, Dettman et al.
2011, Nishikawa et al. 2007), andere als Tumorsuppressorgene, wie PRDM5 (Deng und
Huang 2004, Watanabe et al 2007, Cheng et al 2010, Watanabe et al. 2009, Shu et al.
2011, Duan et al. 2007, Review: Fog et al. 2012, Mzoughi et al. 2016). Aullerdem sind
PRDM-Mitglieder in der Differenzierung involviert, wie PRDM16 bei braunem Fett (Seale
et al. 2007, Kajimura et al. 2008, Seale et al. 2008, Seale et al. 2011), PRDM14 in
embryonischen Stammzellen (Chia et al. 2010, Ma et al. 2011) und PRDMS6 in vaskuldren
Zellen (Davis et al. 2006, Wu et al. 2008). PRDM2 und PRDM4 sind an
Signaltransduktionswegen beteiligt (Medici et al. 1999, Abbondanza et al. 2000, Gazzerro
et al 2006, Chittka et al. 1999, 2004, 2012).

PRDMY9 ist in vielen Metazoen vorhanden und womdéglich vor 700 Millionen Jahren

entstanden (Oliver et al. 2009). Beispielhafte Ausnahmen sind im vorherigen Kapitel
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erwdhnt worden. Baker et al. (2017) haben eine Ubersicht iiber 225 Spezies erstellt, die
zeigt, dass PRDM9 mehrfach und unabhéngig aus Genomen verloren ging bzw. eine oder
mehrere Doménen fehlen, was zum Funktionsverlust fiihrt.

In Spezies mit vollstindigem PRDMJY ist eine schnelle Evolution im Zinkfingerarray zu
verzeichnen (Baker et al. 2017). Dies bezieht sich auf die Anzahl der Zinkfinger, wie auch
auf die drei der vier DNA-bindenden Aminoséuren (Oliver et al. 2009, Thomas et al. 2009,
Myers et al. 2010). Bereits zwischen Schimpansen und Menschen sind keine
ubereinstimmenden Hotspots mehr vorhanden und auch das Zinkfingerarray
unterscheidet sich komplett (Ptak et al. 2005, Winckler et al. 2005, Myers et al. 2010,
Auton et al. 2012). Innerhalb der Primaten, aber auch innerhalb einzelner Spezies, ist eine
grofle Diversitat zu sehen und positive Selektion wirksam (Oliver et al. 2009, Parvanov et
al. 2010, Auton et al. 2012, Groeneveld et al. 2012, Schwartz et al. 2014, Heerschop et al.
2016, Stevison et al. 2016). Abgesehen von Microcebus murinus sind bisher noch keine
weiteren Zinkfingerarrays in Strepsirrhini bekannt.

Auch aulBlerhalb der Primatenevolution wurde eine groBe Variabilitdt in Anzahl und
Sequenz der Zinkfinger entdeckt: bei Mausen sind tiber 80 Allele bekannt (Buard et al
2014, Capilla et al. 2014, Kono et al. 2014) und sowohl Wiederkiuer als auch Vertreter
der Pferde besitzen viele Varianten des Zinkfingerarrays (Steiner und Ryder 2013,
Ahlawat et al. 2016a, 2016b).

Die Evolution der PRDMO9-Zinkfinger gilt auch als Losungsansatz fir das hotspot
conversion paradox (Boulton 1997): Wenn bei der Reparatur der Doppelstrangbriiche das
homologe Chromosom als Vorlage dient, werden die darin auftretenden Mutationen in das
zu reparierende Chromosom tbernommen. Durch doppelstrangbruch-induzierte
Genkonversion werden Motive kontinuierlich abgebaut, sodass sie nicht mehr als
Hotspots erkannt werden (siehe auch Pineda-Krch und Redfield 2005, Coop und Myers
2007). Die Studien von Lesecque et al. (2014), Baker et al. (2015a), Davies et al. (2016),
Smagulova et al. (2016) zeigen, dass die PRDM9-Bindungsstellen mit der Zeit
verschwinden und neue PRDM9-Allele fir neue Hotspots bei Mensch und Maus sorgen.

1.1.5 PRDM9 und Speziation

Nimmt man das biologische Artkonzept (Dobzhansky 1937, Mayr 1963) als Grundlage,
geht man bei zwei Taxa von unterschiedlichen Spezies aus, wenn die Nachkommen, deren
Eltern aus verschiedenen Gruppen stammen, steril sind.

Mihola et al. (2009) konnten PRDM9 als das erste Hybridsterilitdtsgen in Wirbeltieren
nachweisen. Forejt und Ivanyi (1974) zeigten, konsistent mit Haldanes Regel (Haldane
1922), dass bei einer Kreuzung verschiedener Mausstimmen mé&nnliche Nachkommen
infertil waren, weibliche hingegen fertil. Dies wurde auf eine Region zuriickgefiihrt, die
Hst1 beinhaltete, das spater auch als Meisetz und PRDMY9 bekannt wurde, siehe auch
Kapitel 1.1.1. Die Fertilitat hybrider, eigentlich steriler, (PWD X B6)-Méause kann zum
Teil durch verschiedene Interventionen aufrechterhalten werden: Durch das Entfernen
des B6/Prdm9-Allels oder durch Uberexpression mittels transgenen Allelen (Mihola et al.



2009, Flachs et al. 2012). Davies et al. (2016) stellten die Fertilitiat wieder her, indem sie
das Zinkfingerarray des murinen B6-Allels durch das menschliche B-Allel ersetzten.

Hayashi et al. (2005) wiesen nach, dass bei Mausen ein Knockout von PRDM9 zu Sterilitat
bei beiden Geschlechtern fiihrt, da die Meiose im Pachytidn zum Erliegen kommt. Genauso
verhalt es sich in den Studien von Sun et al. (2015) mit verktrztem PRDM9 und Parvanov
et al. (2017). In Brick et al. (2012) wird bei PRDM9-Knockout-Méiusen eine Verschiebung
der Hotspots hin zu H3K4me3-Loci, vor allem in Richtung von Promotoren, gezeigt. Erst
kiirzlich wiesen Mihola et al. (2019) nach, dass ein solcher Knockout bei Mausen nicht
allgemein zu Sterilitat fuhrt. Auch bei Menschen fuhren homozygote loss of function
Varianten, genauer zwel verkurzte, nicht funktionale PRDMY9-Allele nicht zu Sterilitét,
was anhand einer Mutter aus GrofBbritannien gezeigt wurde (Narasimhan et al. 2016).
Zudem dienen verschiedene Spezies als Beleg, sieche Kapitel 1.1.3, dass PRDMY nicht fur
die Aufrechterhaltung der Fertilitiat notwendig ist. Bei Menschen sind jedoch zwei Falle
bekannt, bei denen SNPs (single nucleotide polymorphisms) in PRDM9 mit Azoospermie
im Zusammenhang standen (Miyamoto et al. 2008, Irie et al. 2009).

Davies et al. (2016) gehen davon aus, dass homologe Chromosomen aufgrund von
asymmetrischen PRDM9-Bindungsstellen langer brauchen, um sich wihrend der ersten
meiotischen Teilungsphase zu finden, was zu Sterilitdt oder Subfertilitit fithren kann.
Ausfihrlicher beschrieben, erodieren die Bindungsstellen der jeweiligen PRDMY9-Allele
innerhalb der einzelnen Gruppen, wie im letzten Kapitel zum hotspot conversion paradox
beschrieben. Bei der hybriden F1-Generation bindet das PRDMY9-Allel der einen Spezies
die Chromosomen der anderen Spezies und vice versa, da dort die praferierten
Bindungsstellen noch vorhanden sind. Somit werden seltener die gleichen
Bindungsstellen auf beiden homologen Chromosomen gebunden, was die Autor*innen als
Asymmetrie der Hotspots bezeichnen. Dies fiihrt dazu, dass die Chromosomen sich
langsamer finden, was problematisch fiir das Voranschreiten der Meiose ist und in
Subfertilitat oder Sterilitidt resultieren kann. Dagegen sprechen jedoch verschiedene
Studien: Baker et al. (2015a) berichten, dass PRDM9 neue Loci vorwiegend auf einem
Homolog bindet statt auf beiden Homologen.

Eine hochrepetitive, 4,7 Mb (Megabase) gro3e Region auf dem X-Chromosom bei Mausen
ist wohl mitverantwortlich, ob es bei Kreuzungen zu Subfertilitit oder Sterilitdt kommt:
Flachs et al. (2012) wiesen nach, dass die ménnlichen Nachkommen von PWD-Miittern
und B6-Vitern steril sind, wadhrend die reziproke Kreuzung zu Subfertilitiat fiihrt.
Bhattacharyya et al. (2014) zeigen, dass hierfiir die Region auf dem X-Chromosom
verantwortlich sein konnte, die Hstx2 (hybrid sterility X 2) genannt wird. Lustyk et al.
(2019) konnen den Bereich auf 2,7 Mb eingrenzen.

Insgesamt ist daher der Mechanismus hinter PRDM9 und Hybridsterilitdt noch nicht
vollstandig aufgekliart. Die vielen Hinweise, die PRDM9 fir die Meiose unerlasslich
erscheinen lassen, sowie diejenigen, die dagegen sprechen, weisen auf einen komplexen
Hintergrund hin.



1.1.6 PRDM9-assoziierte Krankheiten

Nicht Allelische Homologe Rekombination (NAHR) ist meist das Resultat von indqualem
Crossing-over zwischen nicht homologen low copy repeats (LCR, siehe dazu Lupski 1998,
Stankiewicz und Lupski 2002). Solche NAHRs kénnen zu Erkrankungen wie Morbus
Charcot-Marie-Tooth oder dem Potocki-Lupski- und Smith-Magenis-Syndrom fiithren
(Pentao et al. 1992, Chance et al. 1994, Reiter et al. 1996, Potocki et al. 2000, Potocki et
al. 2007, Chen et al. 1997, Shaw et al. 2002). In Regionen, die solche ektopischen
Rekombinationen aufweisen, finden sich be1 Menschen PRDM9-Loci bzw. PRDM9-Motive
(Myers et al. 2008, Berg et al. 2010, Zhang et al. 2010, Pratto et al. 2014, Altemose et al.
2017).

Seltene PRDM9-Allele, die sich in ihrer Zinkfingerregion vom menschlichen A-Allel
unterscheiden, konnten in manchen Fallen fur die Trisomie 21 verantwortlich sein: In der
Meiose der Miitter werden im Vergleich zu Miittern mit A-Allelen weniger
Bindungsstellen auf dem langen Arm des Chromosoms 21 vorhergesagt. Als Folge kommt
es haufiger zu einem Fehlschlagen der Rekombination dieses Chromosomenpaares, sodass
es sich nicht trennt (Oliver et al. 2016).

Obwohl die Zusammenhéinge noch nicht klar sind, ist eine Assoziation von PRDM9 bzw.
bestimmte Varianten von PRDMY und akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) bei Kindern
vorhanden (Hussin et al. 2013, Woodward et al. 2014).



1.2 Macaca mvulatta und Macaca fascicularis

Rhesusaffen, Macaca mulatta, und Javaneraffen, Macaca fascicularis gehéren der
Fascicularis-Gruppe innerhalb der Makaken an und sind nah verwandt (siehe Abbildung
1; Fooden 1976, Morales et al. 1998, Tosi et al. 2003).

P.hamadryas
M.sylvanus [ Sylvanus-Gruppe]
M.nigra

— Masilenus Silenus-Gruppe

M.nemestrina

M.radiata

—— M.thibetana Sinica-Gruppe

L M.arctoides

M.fascicularis 4
— M.fuscata Fascicularis-Gruppe
— M.mulatta \_

Abbildung 1: Schematische Phylogenie der Makaken mit Papio hamadryas als
Aulengruppe, nach Li et al. (2009D).

Der letzte gemeinsame Vorfahre wird von Stevison und Kohn (2009) auf 1,3 bzw. 3,5
Millionen Jahre von Perelman et al. (2011) zuriickdatiert. Ihre Habitate erstrecken sich
uber groBe Flachen. M.mulatta ist in Indien, China, Afghanistan, Pakistan, Nepal,
Bhutan, Bangladesch, Laos, Thailand, Myanmar und Vietnam beheimatet (Fooden 2000).
M.fascicularis ist auf dem Festland in Laos, Thailand, Myanmar, Vietnam, Kambodscha
und Malaysia zu finden, sowie auf den indonesischen Inseln Java, Borneo bis Osttimur
und aullerdem auf den Philippinen, jedoch nicht auf Sulawesi (Fooden 1995). Die Zone mit
der stiarksten Hybridisierung der beiden Spezies befindet sich zwischen dem 15. und 20.
nordlichen Breitengrad in den Léndern Laos, Vietnam, Myanmar und Thailand, wobei die
Vermischung dariiber hinausgeht (Fooden 1995 und 2000, Hamada et al. 2006,
Bunlungsup et al. 2017). AuBerlich unterscheiden sie sich durch KoérpergroBe und —
gewicht, Fellfarbe und Schwanzlange: wiahrend M.mulatta groer und schwerer als
M.fascicularis ist, ist der Schwanz kiirzer. Der Rhesusaffe hat ein braunes Fell und ein
rotliches Gesicht; die Fellfarbe von M.fascicularis ist grau bis braun und das Gesicht ist
pink-braun (Rowe et al. 1996). Die Schwanzlidnge bzw. die Rate von Schwanzlidnge zu
Kopf-und Rumpflinge sowie die Fellfarbe von Hybriden bewegen sich hinsichtlich dieser
Eigenschaften zwischen den beiden Arten (Fooden 1997).



Die Introgression, eine Ubertragung genetischer Informationen auf eine andere Spezies,
erfolgt vermehrt von M.mulatta auf M.fascicularis (Tosi et al. 2002, Hamada et al. 2006,
Bonhomme et al. 2009, Bunlungsup et al. 2017). Das kénnte laut Bunlungsup et al. (2017)
folgende Grinde haben: zum einen sind M.mulatta-Mannchen groBer als ihre
M. fascicularis-Konkurrenten, weshalb sie entweder attraktiver auf die M.fascicularis-
Weibchen wirken oder sie sich ihnen aufdringen (Hamada et al. 2006). Ein anderer
Aspekt betrifft die Fortpflanzungszeiten. Wahrend weibliche Rhesusaffen saisonal
gebaren, sind die Geburten der M.fascicularis-Weibchen tiber das ganze Jahr verteilt
(Herndon 1983, Weinbauer et al. 2008, Kavanagh und Laursen 1984, van Schaik und
Noordwijk 1985).

Ein Vergleich der Genome zweier Rhesusaffen und eines Javaneraffen ergibt, dass sich
die grofBte Divergenz bei indischen M.mulatta und M.fascicularis zeigt; die Divergenz
zwischen dem chinesischen und dem indischen M.mulatta ist zwar niedriger als bei dem
chinesischen M.mulatta und M.fascicularis, aber vergleichbar hoch (Yan et al. 2011). Ein
weiteres Zeichen fiir Introgression ist, dass ein Fiinftel der Orthologen mehr
Gemeinsamkeiten zwischen dem chinesischen M.mulatta und M.fascicularis aufweist als
zwischen den beiden M.mulatta (Yan et al. 2011). PRDM9ist bei Makaken auf Chromosom
6, PRDM?7 auf Chromosom 20 lokalisiert (Fumasoni et al 2007). Das PRDMOY-
Zinkfingerarray von M.mulatta und M.nemestrina war Teil verschiedener Studien (Oliver
et al. 2009, Schwartz et al. 2014, Patel et al. 2017).

1.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit erweitert die Analyse der PRDM9-Merkmalsevolution fiir die
Strepsirrhini. Die Sequenzierung des Zinkfingerarrays dreier madagassischer Lemuren
mit Daubentonia madagascariensis als tiefste Verzweigung komplementiert meine
Arbeiten zu Tarsiern und der PRDM9-Merkmalsevolution innerhalb der Haplorrhinen.
Zudem werden die bisher unbeschriebenen Zinkfingersequenzen zwischen den drei
strepsirrhinen Arten und Microcebus murinus verglichen.

Im Rahmen einer Merkmalsevolutionsanalyse zweier Mitglieder der PRDM-Genfamilie
werde ich eine funktionell putativ wichtige Paralogisierung innerhalb der
Primatendivergenz analysieren. Die Datierung der Genduplikation, die zur Entstehung
PRDMT7s fihrte, soll mithilfe von phylogenetischen Rekonstruktionen paraloger und
orthologer PRDM-Sequenzen niher bestimmt werden. Unterstiitzend sollen BLAST-
Analysen und Vergleiche der Divergenz zwischen Sequenzen fungieren. Eine 89 bp-
Insertion  innerhalb eines PRDM7-Exons wird aullerdem auf  ihre
Anwesenheit/Abwesenheit innerhalb der Primatendivergenz geprift und darauf, ob die
entsprechenden Muster somit als Unterscheidungsmerkmal zwischen PRDM?7 und
PRDM9 dienen kann. Um die Fixation der Insertion festzustellen, wird diese Sequenz bei
mehreren nicht verwandten Schimpansen und Gorillas tiberpriift. Mit einer genaueren
Datierung sollen moégliche Funktionen PRDM7s diskutiert werden, wie jene, dass das
duplizierte Gen die Aufgaben PRDMJ9s tibernehmen konnte.



Das Hauptprojekt stellt die Charakterisierung der PRDM9-Bindungsstellen zweier
Makakenarten mittels eines explorativen Analyseansatzes der ersten in vivo ChIP-Daten
nicht-humaner Primaten dar. Unterstiitzen sollen die gleichzeitig erstellten Daten von
H3K4me3 und DMC1, die mit Rekombinationshotspots bzw. Doppelstrangbriichen
assoziliert werden. Dabei sollen die Loci auf bekannte Eigenschaften von
Rekombinationshotspots wie GC-Gehalt und ihrer Position entlang der Chromosomen
tberpriift werden. Des Weiteren sollen Ubereinstimmungen mit genomischen Loci wie
repetitive Elemente oder regulatorischen Einheiten untersucht werden sowie die
Bindungsstellen in der pseudoautosomalen Region in Hinblick auf unterschiedlichen
rekombinatorischen Beitrag von PRDM9 bei Maus und Mensch in diesem Bereich.
Hinweisen auf Beteiligung an Erkrankungen und auf mogliche weitere Funktionen
werden liberdies nachgegangen. Auch Motive innerhalb der von PRDM9 gebundenen Loci
sollen erstellt und zwischen den beiden Arten Macaca mulatta und Macaca fascicularis
verglichen werden. Weitere Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den Spezies in
den genannten Eigenschaften werden dahingehend uberpriift, inwieweit die Erosion der
Rekombinationshotspots fortgeschritten ist. Dies soll insgesamt auch in Hinblick auf die
entsprechenden Implikationen fiir den Prozess einer Speziation diskutiert werden. Zuletzt
sollen mogliche Protein-Interaktionspartner von PRDM9 mit einer Immunopréazipitation
und anschlieffender Massenspektrometrie ermittelt werden.

Ziel dieses Hauptprojekts ist es daher, mittels eines komparativen Ansatzes die
Unterschiede und Gemeinsamkeiten der PRDMJY9-Bindungsstellen, die fiir putative
Rekombinationshotspots stehen, zweiler rezenter und nahverwandter Primatenarten, die
Hybride hervorbringen kénnen, zu beschreiben.
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2. PRDM?9 in der Primatenevolution
2.1 Die PRDM9-Zinkfinger der Strepsirrhini

2.1.1 Material und Methoden
2.1.1.1 Labor

Die DNAs der beiden Strepsirrhini Cheirogaleus medius und Daubentonia
madagascariensis lagen in der Arbeitsgruppe Zischler vor. Fur Eulemur coronatus war
Milzgewebe vorhanden, aus dem mittels des QITAamp® DNA Mini Kit von Qiagen DNA
extrahiert wurde. Die PRDMY9-Sequenzen von Microcebus murinus und Mus musculus
entstammen der Datenbank Ensembl, Version 91 (Dezember 2017), erstere wurde unter
PRDMY7 gefiihrt.

Fir die Sequenzierung des letzten Exons des Gens PRDM9 wurde die Sequenz zunéchst
uber eine Polymerasekettenreaktion, kurz PCR, mithilfe des Taqg PCR Core Kit von
Qiagen vervielfialtigt. Ansatz und Programm sind den Tabellen 1 und 2 zu entnehmen. Die
Oligonukleotide 5-GCCCAGAACAGGCCAGA-3 und 5
TTCTGGTCTCTTTACACTCTTGG-3* (Tm: 50°C)wurden fur alle PCRs verwendet auller
fir die der Spezies Cheirogaleus medius. Die dafir verwendeten Primer waren 5°-
GGGATCAGAATCAGGAGCAG-3° und 5-CTCTAGTCATGAAAGTAGAGGATTTG-3
(Tm: 54°C). Die Auftrennung nach GroBe der PCR-Produkte erfolgte mit einer
Agarosegelelektrophorese. Eine 100 bp (Basenpaar) plus-Leiter von Fermentas und die
PCR-Produkte wurden dafiir mit Loading Dye auf das 1,5%-ige Agarosegel aufgetragen,
das in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml mit Ethidiumbromid versetzt war. Das
jeweils kiirzere PCR-Produkt von Daubentonia madagascariensis und Eulemur coronatus
wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit von Qiagen aus dem Agarosegel isoliert.
Die Aufreinigung des Produkts von Cheirogaleus medius fand mit den Enzymen
Exonuklease I und Fast Alkaline Phosphatase statt. Die Sequenzierung iibernahm die
Firma Macrogen.

Tabelle 1: PCR-Ansatz, 30 ul (Mengenangaben in pl).

Mix, unten Mix, oben

ddH=0 6,4 ddH:0 16,85
10xPuffer 1 10xPuffer 2
Primer, 1 Tagq- 0,15
forward Trennung Polymerase

Primer, reverse | 1 durch

dNTPs 0,6 Wachsschicht

10 19 + 1 ul DNA oder WGA
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Tabelle 2: Thermocycler-Programm.

PCR- Schritt Temperatur in °C Zeit Zyklen
Initiale 94 3 min

Denaturierung

Denaturierung 94 40 sec

Annealing Tm* 1 min 35
Elongation 72 1 min

Endelongation 72 5 min

Kihlen 4 0

*Primerspezifische Schmelztemperatur

Jessica Ries fithrte im Rahmen ihrer Bachelorarbeit und unter meiner Betreuung die
DNA-Extraktion fir Eulemur coronatus durch sowie die PCR und weitere Vorbereitungen
fiir die Sequenzierung von Cheirogaleus medius.

2.1.1.2 Datenanalysen

In BioEdit 7.2.5 (Hall 1999) wurden die Sequenzen von Daubentonia madagascariensis,
Cheirogaleus medius und Eulemur coronatus tberprift und die Zinkfinger (Znf) der drei
genannten Strepsirrhini und von Microcebus murinus vereinzelt. Zusammen mit dem
degenerierten Znf von Mus musculus wurde ein Alignment der C2H2- und der
degenerierten Znf erstellt. Dabei fungierte das Kodon fiir das erste Cystein als Startpunkt
erstgenannter Znf. Da die zweitgenannten Znf durch den Verlust des ersten Cystein
degeneriert waren, war deren erstes Kodon dasjenige fir das zweite Cystein. Das
Alignment stellte zusammen mit den Sequenzdaten aus Schwartz et al. 2014 und
Heerschop et al. 2016 die Grundlage fiir die Analysen dar. Dazu wurden zudem die vier
Tripletts entfernt, die fiir die bindenden Aminosduren kodieren. Zinkfinger, die mehrfach
innerhalb einer Art vorkamen, wurden bis auf ein Exemplar aussortiert. Das
Substitutionsmodell fiir die Baumrekonstruktion wurde mit jModelTest 2.1.6 (Guindon
und Gascuel 2003, Darriba et al. 2012) bestimmt. Die Erstellung der Phylogenie erfolgte
nach dem Optimalitatskriterium der Maximum Likelihood in PhyML 3.0 (Guindon und
Gascuel 2003). Die Unterstiitzungswerte wurden mit dem Shimodaira-Hasegawa
approximate likelihood-ratio test (SH-aLRT) berechnet. Abgesehen vom eingegebenen
Substitutionsmodell, SYM+G als Ergebnis des jModelTests, wurden die
Standardeinstellungen belassen. Der degenerierte Znf von Mus musculus diente als
AulBlengruppe. Knoten mit einem Unterstitzungswert unter 0,5 wurden in TreeGraph
2.2.0-407 beta (Stover und Miller 2010) entfernt. In FigTree 1.3.1 (Rambaut 2009) wurde
die kreisformige Darstellung der Phylogenie erstellt.
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2.1.2 Ergebnisse

Sowohl Daubentonia madagascariensis (Dm) als auch Microcebus murinus (Mm) weisen
vier C2H2-Znf auf zusétzlich zum degenerierten. Cheirogaleus medius (Cm) und Eulemur
coronatus (Ec) verfiigen Uber acht bzw. zehn der klassischen Znf. Nach der Entfernung
der bindenden Kodons und der mehrfachen Znf, reduzieren sich die Zahlen auf zwei (Dm
und Mm), drei (Cm) und sieben (Ec).

Die Phylogenie in Abbildung 2 zeigt, dass die degenerierten und C2H2-Znf sowohl der
Tarsier als auch der Anthropoidea distinkte Cluster bilden. Im Gegensatz dazu gruppieren
sich die strepsirrhinen Znf nicht als Klade, sondern meist als Schwestergruppen,
allerdings getrennt von Tarsiern und Anthropoidea. Drei Ausnahmen bei den C2H2-Znf
sind zu erwdhnen. Ein Znf von Daubentonia madagascariensis ist im Cluster der
Anthropoidea zu finden, wohingegen ein Znf der Hominoidea im Abschnitt der
Strepsirrhini verortet ist. Ein Znf von Cheirogaleus medius bildet eine Aullengruppe zu
den tbrigen C2H2-Znf.

Im Vergleich zur Baumrekonstruktion mit dem degenerierten Zinkfinger ausschlieBlich
eines Strepsirrhinen als Aullengruppe in Abbildung 3, die eine Variante der Phylogenie
aus Heerschop et al. 2016 zeigt, ist die Auflésung der Haplorrhini akkurater im Hinblick
auf den allgemeingiltigen Artenbaum der Primaten: Die klassischen Znf der Tarsier
fallen zum einen aullerhalb der Gruppe der Anthropoidea und nicht mehr zusammen mit
platyrrhinen Znf.

Bei der Bertucksichtigung der Aufspaltungszeiten der Taxa, vgl. Tabelle 3, zeigt sich, dass
erst eine Zeitspanne von uber 80 Millionen Jahren (MY) zu distinkten Gruppen fiithrt, wie
bei der Aufspaltung von Strepsi- und Haplorrhini (87 MY) sowie von Tarsier und
Anthropoidea (81 MY).

Tabelle 3: Aufspaltungszeiten der in der Phylogenie verwendeten Taxa. Die Daten sind
entnommen aus Perelman et al. 2011.

Knotenpunkt Abspaltungszeit in Millionen Jahren
Cercopithecoidea/Hominoidea 32
Platyrrhini/Catarrhini 43
Tarsier/Anthropoidea 81
Haplorrhini/Strepsirrhini 87
Dm/EcCmMm 59
Ec/CmMm 39
Cm/Mm 25
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[ ] Mus musculus

[] Daubentonia madagascariensis
[[] Cheirogaleus medius

B Microcebus murinus

B Etulemur coronatus

B Tarsiidae

B Plathyrrini

[ Cercopithecidea

| Hominoidea

0.05

C2H2-Znf

Degenerierte Znf
alLRT-Werte > 0.9

alLRT-Werte = 0.8

aLRT-Werte = 0.7

Abbildung 2: Phylogenie mit degenerierten (kurz) und C2H2-Znf (lang) von Vertretern der

Primaten mit dem degenerierten Mus musculus Zinkfinger als AulBlengruppe, erweiterte

Variante der Baumrekonstruktion aus Heerschop et al. (2016). Die Taxa sind farblich

gekennzeichnet und die Knotenpunkte mit aLRT-Werten tiber 0.7,0.8 und 0.9 sind gelb,

orange bzw. rot dargestellt, siehe dazu die Legenden.
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| X

Abbildung 3: Phylogenie mit degenerierten (kurz) und C2H2-Znf (lang) von Haplorrhini
mit Microcebus murinus Zinkfinger als Aullengruppe, abgedndert entnommen aus
Heerschop et al. (2016). Die Taxa sind farblich gekennzeichnet und die Knotenpunkte mit
aLRT-Werten tber 0.7,0.8 und 0.9 sind gelb, orange bzw. rot dargestellt, vergleiche dazu
die Legenden von Abbildung 2.

2.1.3 Diskussion

Die Auflésung der Phylogenie der PRDMY9-Zinkfinger hat sich durch das Hinzufiigen
weiterer strepsirrhiner Znf erhéht.

Es ist anzunehmen, dass die konservierte Zinkfingerstruktur nicht dazu geeignet ist
rezentere Aufspaltungen als 80 MY abzubilden. In diesem Projekt wurden zusétzlich die
schnell evolvierenden, fiir die Bindung der DNA verantwortlichen Kodons entfernt. Da
diese unter positivem Selektionsdruck stehen (Oliver et al 2009, Thomas et al. 2009,
Myers et al. 2010), ist anzunehmen, dass sie die Phylogenie verzerren konnten. Schwartz
et al. 2014, auf deren Baumrekonstruktion die vorliegenden Phylogenien beruhen, haben
die bindenden Kodons aus diesem Grund ausgeschlossen.
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2.2 Datierung des Duplikationsevents PRDM7/PRDM9

2.2.1 Material und Methoden

2.2.1.1 Labor

Die WGAs (whole genome amplification) von Daubentonia madagascariensis,
Cheirogaleus medius, Carlito syrichta , Callithrix jacchus, Macaca mulatta, Hylobates lar,
Pongo abelii, Gorilla gorilla gorilla, Pan troglodytes und Homo sapiens lagen in der
Arbeitsgruppe vor. Weitere DNA-Proben von Pan troglodytes und Gorilla gorilla gorilla
stellte Dr. Ernst Verschoor vom Biomedical Primate Research Centre in Rijswijk bereit.

Es wurden PCRs durchgefiihrt, um festzustellen, wann die fir PRDM?7 typische Insertion
im vorletzten Exon auftrat. Sowohl Ansatz als auch Cyclerprogramm sind im Kapitel
2.1.1.1 nachzuschlagen. Die verwendeten Primer waren 5-AACTGTGCCCGGGATGAT-3
und 5-“ACTTGCTGCCCCACTTGAT-3° mit einer Schmelztemperatur von 51°C.
Ausgewihlte Vertreter der Primaten (D.madagascariensis, C.medius, C.syrichta,
Cjacchus, H.lar, P.abelii, G.g.gorilla, P.troglodytes und H.sapiens) und mehrere
Schimpansen (Frits, Nana, Orlando, Regina) und Gorillas (Miliki, N’diki, Viringika,
Vinoto, Vizuri) standen als Material zur Verfiigung.

Weitere PCRs wurden fiur das letzte Exon inkl. Zinkfingerarray angesetzt, um das
Vorhandensein von PRDM?7 nachzuweisen. Dazu wurden die Spezies M.mulatta, H.lar,
P.abelii, G.g.gorilla, P.troglodytes und H.sapiens herangezogen. Die Primer hierfiir waren
5-ACATCTACCCTGACCAAAAAC-3° und 5-CGGATTTGTTTAATCAGTTATTTC-3° mit
einer Schmelztemperatur von 50 °C fir H. lar, 54°C fir G.g.gorilla und 52 °C fir die
weiteren Primaten. Bei dem Ansatz handelt es sich um den Standardansatz, siehe Kapitel
2.1.1.1. Anstelle des tblichen Cyclerprogramms wurde eine Touch down-PCR
durchgefiihrt, siche Tabelle 4. In den ersten 20 Zyklen wird die Schmelztemperatur um
jeweils 0,5°C verringert, um eine spezifischere Bindung der Primer an das template zu
erhalten.

Tabelle 4: Thermocycler-Programm, Touch down-PCR.

PCR- Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung | 94 3 min

Denaturierung 94 40 sec

Annealing Tm*+10 1 min > 20, -0,5°C
Elongation 72 1 min

Denaturierung 94 40 sec

Annealing Tm* 1 min > 20
Elongation 72 1 min

Endelongation 72 5 min

Kiihlen 4 0

*Primerspezifische Schmelztemperatur
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Fir eine anschlieBende, stichprobenartige Sequenzierung bei Macrogen wurden folgende
PCR-Produkte aus dem Gel extrahiert, vgl. auch Kapitel 2.1.1.1: drei Banden von H. lar
und M. mulatta, sowie die kleinste Bande von P. troglodytes. Aullerdem wurde genauso
mit beiden Banden von P.troglodytes und H.sapiens aus der PCR mit dem vorletzten Exon
verfahren, wie auch mit einer ,Extra“-Bande von C. jacchus.

2.2.1.2 Datenanalysen
2.2.1.2.1 Sequenzen aus dem 1000-Genome-Projekt

Als Ergianzung zu den PCRs, die sich der Insertion in PRDM?7 annehmen, wurden
menschliche Daten vom 1000-Genome-Projekt (The 1000 Genomes Project Consortium
2015) herangezogen. Sowohl die Regionen mit PRDM?7 als auch jene mit PRDM9 wurden
mittels eines shell-Skriptes gezogen. Sequenzen, die verklirzt waren, wurden entfernt.
Dies traf ausschlieBBlich auf einige von PRDM7 zu, wobei Anfang- und Endregionen
betroffen waren. Selbsterstellte Python-Skripts entnahmen alle Exons, konkatenierten sie
und stellten Sets aus nicht identischen Sequenzen zusammen. Dabei war das
Zinkfingerarray im letzten Exon nicht enthalten. Ein Alignment dieser Sequenzen wurde
in BioEdit 7.2.5 (Hall 1999) angefertigt.

2.2.1.2.2 Erstellung der Phylogenien

Als weitere Uberpriifungsmoglichkeit, wann PRDM7 sich abgespalten hat, wurden vier
Phylogenien mit verschiedenen Sequenzen und diversen Primatenspezies als Grundlage
erstellt. Zum einen wurden 1002 Basen der cDNA-Sequenz (complementary DNA) ab dem
Startkodon mit KRAB-Doméane und dem GrofBteil der SET-Doméne herangezogen, zum
anderen wurden die intronischen Regionen eins, zwei, sieben und neun
zusammengeschlossen. Weitere Introns wurden aufgrund unspezifischer Basen, ,Ns“,
ausgeschlossen oder auch, wenn die Anzahl der Basen der kiirzesten Sequenz weniger als
40% der langsten Sequenz aufwies. Aullerdem wurden jeweils 2000 Basen vor dem
Startkodon und nach dem Stoppkodon fiir zwei Phylogenien herausgesucht. Dabei wurden
,Ns“ herausgenommen. Die Daten entstammten alle der ensembl-Datenbank, Version 91
(Dezember 2017), vgl. Tabelle 5. Spezies und Homologe, die in den jeweiligen
Baumrekonstruktionen enthalten sind, sind in Tabelle 5 mit Abkirzungen
gekennzeichnet. Die Generierung der Phylogenien erfolgte tiber phylogeny.fr mit
folgenden Einstellungen: Das Alignment wurde mit MUSCLE (full mode) erstellt und es
wurden 100 Bootstraps gezogen. Die newick-Dateien wurden heruntergeladen und in
Treegraph 2.2 (Stover und Miiller 2010) geéffnet, um die Aullengruppe (Strepsirrhini) zu
bestimmen und Knoten unter 0,5 kollabieren zu lassen. Um eine Skala zu erhalten,
wurden die abschlieBenden Bilder n Figtree 1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/, Rambaut 2009) erstellt.
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Tabelle 5:Ensembl Gene IDs.

Primat PRDM7 PRDM9

Homo sapiens ENSG00000126856 | IK53 | ENSG00000164256 IK53
Pan troglodytes ENSPTRG00000028674 | IK53
Pan paniscus ENSPPAG00000031671 IK53
Gorilla gorilla gorilla 101135995 ** IK53 | ENSGGOG00000024584 | IK53
Pongo abelii ENSPPYG00000015366 | IK53
Nomascus leucogenys 100583589 ** 53 ENSNLEG00000031321 | 53
Macaca mulatta 100427538** 53 ENSMMUGO00000003772 | IK53
Macaca fascicularis ENSMFAG00000003001 | IK53
Papio anubis 101024444 ** 53 ENSPANG00000013143 | IK53
Rhinopithecus roxellana* ENSRROG00000031264 | 53
Rhinopithecus bieti* ENSRBIG00000036346 53
Chlorocebus angolensis ENSCSAG00000017229 | IK53
palliatus

Cercocebus atys* ENSCATGO00000041590 | 53
Cebus capucinus imitator * ENSCCAG00000023876 | IK53
Callithrix jacchus ENSCJAG00000010419 IK53
Carlito syrichta * ENSTSYG00000031191 IK
Propithecus coquereli * ENSPCOG00000013284 | IK
Microcebus murinus ENSMICG00000037613 | IK53

*: scaffold; **: Entrez gene ID, I: intron, K: KRAB/SET, 5:5°. 3: 3°

2.2.1.2.3 Sequenzvergleich mit needle

Um die Sequenzidentitit zu prifen, wurden die cDNA-Sequenzen von M.murinus
(ENSMICT00000031671.2), C.jacchus (ENSCJATO00000020315.2), M.mulatta
(ENSMMUT00000005338.3) und H.sapiens (ENST00000296682.3, ENST00000449207.6),
jeweils PRDMY9 und fir letztere Spezies auch PRDM7, aus ensembl Version 91
zusammengestellt. Untersucht wurde die Teilsequenz ab dem Startkodon bis zur Base
1098, gewihlt aufgrund der grofen Ubereinstimmung. M.murinus wies im Alignment eine
Deletion auf, dieser Abschnitt wurde bei allen Spezies entfernt, sodass letztendlich 1047
Basen zur Verfligung standen. Auf https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
wurden die Sequenzen paarweise verglichen.

2.2.1.2.4 BLAST der PRDM7-Sequenzen in Cercopithecoidea

Die sequenzierten Proben wurden tiber das BLAST-Programm von NCBI gesucht.

Das Chromosom 20 von M. mulatta (Mmul_8.0.1) und P. anubis (Panu_3.0) wurde von

NCBI heruntergeladen. Die orthologen Sequenzen der humanen PRDM7-Exons (Ensembl
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Version 91; Zerbino et al. 2018) wurden mit blast-2.2.28+
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK131777/, Camacho 2013) extrahiert.

2.2.1.2.5 ensembl-Suche

Uber die Suchfunktion bei ensembl wurden PRDM7 und PRDMJY bei allen verfiigharen
Primaten gesucht.

2.2.2 Ergebnisse

2.2.2.1 PCR der internen PRDM7-Duplikation

Die in Fumasoni et al. (2007) beschriebene Insertion im vorletzten Exon PRDM7s tritt
lediglich bei Schimpanse und Mensch auf. In Abbildung 4 (links) ist der exonische Bereich,
in dem die 89 Basen lange Insertion bei PRDM?7 liegt, bei verschiedenen Vertretern der
Primaten dargestellt, wobei weitere, grolere Banden nur bei den bereits genannten
Spezies vorliegt. Die Sequenz der Bande tiber 500 bp von C. jacchus ergibt bei einem Blast
iber NCBI die Ausgabe: PREDICTED: Callithrix jacchus glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase pseudogene (LOC103789031), misc_RNA und stellt somit kein weiteres
PRDM-Pendant dar. Der Blast der sequenzierten Produkte von Mensch und Schimpanse,
kleine und groB3e Banden, stimmen mit Fumasoni et al. (2007) tiberein, die kleinere Bande
stellt PRDM9 und die gréBere PRDM?7 dar. Das Gelbild in Abbildung 4 (rechts) bestatigt,
dass bei mehreren Vertretern der Spezies G.g.gorilla und P.troglodytes, die erste Art
weiterhin nur eine Bande aufweist und Schimpansen durchgehend mindestens zwei bis
drei Produkte zeigen. Das Alignment, das mit allen nicht identischen PRDM7 und PRDM9
Sequenzen aus dem 1000-Genome-Projekt erstellt wurde, weist bei allen 246 PRDM7
Sequenzen die Insertion von 89 Basen auf im Gegensatz zu den 74 PRDM9 Sequenzen.

User! Exp. Time: 1.08 sec Gain: 0% Upper: 100 % Lower:0% Lin.Gamma: 0 User1 Exp. Time: 1.48sec Gain:0% Upper: 100 % Lower:0% Lin.Gamma: 0
Date: 10.07.2017 Time: 17:51:17 Date: 30.10.2017 Time: 15:07:48

Abbildung 4: Agarosegelbilder mit einem Ausschnitt aus dem vorletzten Exon von PRDM7
und PRDMY. links: D.madagascariensis - C.medius - C.syrichta - C.jacchus - H.lar -
P.abelii - G.g.gorilla - P.troglodytes - H.spaniens; rechts: funf Vertreter der Spezies
G.g.gorilla (Miliki, N'diki, Viringika, Vinoto, Vizuri) und vier Vertreter von P.troglodytes
(Frits, Nana, Orlando, Regina). Der Marker ist jeweils die 100 bp+ Leiter von Fermentas.
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2.2.2.2 PCR des Zinkfingerarrays

Die PCRs zum Exon mit dem Zinkfingerarray zeigen bei den Hominoidea nach der
Auftrennung der PCR-Produkte auf dem Agarosegel mindestens zwei Banden, nur H. lar
weist eine dritte, hellere Bande auf. Die kleineren Produkte entsprechen dabei PRDM?7,
die groBeren PRDMY, siehe Abbildung 5 (links). In der Abbildung rechts sind die drei
Banden, die das Exon bei M. mulatta bilden, erkennbar, dabei handelt es sich um die erste
Probe. Die Sequenzierung der jeweils drei Banden von H. lar und M.mulatta sowie des
kurzen Produkts von P.troglodytes und das Blasten zeigten, dass die kurze Sequenz
PRDMY7 darstellt und die beiden grofleren zwei Allele von PRDM.

User1 Exp. Time: 0.88sec Gain: 0% Upper: 100 % Lower: 0% Lin.Gamma: 0 User! Exp. Time:0.72sec Gain: 0% Upper: 100 % Lower: 0% Lin.Gamma: 0
Date: 12.10.2017  Time: 16:23:07 Date: 24.01.2018 Time: 15:35:32

Abbildung 5: Agarosegelbilder mit dem letzten Exon von PRDM?7 und PRDMY. links: H.lar
- P.abelii — G.g.gorilla - P.troglodytes - H.sapiens; rechts: das PCR-Produkt ganz links zeigt
M.mulatta. Der Marker ist jeweils die 100 bp+ Leiter von Fermentas.

2.2.2.3 PRDM7/PRDM9-Phylogenien

Die vier erstellten Phylogenien zeigen weitestgehend eine libereinstimmende Topologie
auf. Die PRDM7-Sequenzen spalten sich dabei jeweils vor den PRDM9-Sequenzen der
Catarrhini ab und nach den PRDMY-Sequenzen der Platyrrhini. Beispielhaft ist die
Baumrekonstruktion mit den 2000 Basen nach dem Stoppkodon als Grundlage in
Abbildung 6 zu sehen. Die weiteren Phylogenien sind im Anhang zu finden (S. 71-73). In
der Rekonstruktion mit den 2000 Basen vor dem Startkodon fallen die PRDM7-Sequenzen
nicht komplett zusammen, jedoch zeigen sie als Schwestergruppe das gleiche Schema wie
oben beschrieben.
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Abbildung 6: Phylogenie basierend auf den 2000 Basen nach dem Stoppkodon (3°).



2.2.2.4 Vergleich von Teilsequenzen mit needle

Die Ubereinstimmung der

Sequenzen

nimmt

PRDMY9 mit

hoherem

Verwandtschaftsgrad der Spezies zu. Bei Betrachtung aller Sequenzidentititen im
paarweisen Vergleich ist das humane PRDM?7 beziglich der Prozentzahl zwischen
C.jacchus und M.mulatta (PRDMY9) anzusiedeln, siehe Tabelle 6. Aullerdem zeigen die

Sequenzidentitdten von Strepsirrhini zu den Haplorrhini, von Platyrrhini zu Catarrhini,
sowie PRDMY7 (H.sapiens) zu PRDM9 (M.mulatta, H.sapiens) jeweils dhnliche Werte.

Tabelle 6: Sequenzidentitit zwischen den verschiedenen Primatensequenzen in Prozent.

HOM- MAC- HOM- CAL- MIC-
PRDM9 PRDM9 PRDM?7 PRDM9 PRDM9
HOM- 96,8 94,7 90,3
PRDM9
MAC- 96,8 94,2 89,7
PRDM9
HOM- 96,8 96,8 94,8 90,1
PRDM?7
CAL- 94,7 94,2 94,8 89,7
PRDM9
MIC- 90,3 89,7 90,1 89,7
PRDM9
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2.2.2.5 BLAST gegen Chromosom 20

Die Suche nach den orthologen Sequenzen der humanen PRDM7-Exons im Chromosom
20 zweier Papionini als Vertreter der Cercopithecoidae ergab fir die ersten fiinf Exons
und fir das vorletzte Exon keine Treffer. Fur die restlichen war je ein Treffer und fir das
letzte Exon zwei sich tberlappende Regionen, die zusammen das komplette Exon
abbilden, zu verzeichnen (siehe Tabelle 7). Dies gilt sowohl fur M.mulatta als auch fir
P.anubis.

Tabelle 7: Ubereinstimmungen der humanen PRDM7-Exons mit Sequenzen auf
Chromosom 20 von M.mulatta und P.anubis.

Chromosom 20

Exons HSA | bp Macaca query | sbjct Papio query sbjct

PRDM7 202 mulatta anubis

1 98 no hit no hit

2 154 | no hit no hit

3 124 | no hit no hit

4 108 | no hit no hit

5 50 no hit no hit

6 157 |1 3-157 | 74956129- 1 3-157 72025469-
74955975 72025315

7 102 |1 3-102 | 74954865- 1 3-102 72024205-
74954766 72024106

8 272 |1 1-271 | 74954561- 1 5-271 72023898-
74954291 72023634

9 68 1 1-68 74953889- 1 1-68 72023232-
74953822 72023165

10 283 | no hit no hit

11 755 | 2 1-606 | 74950315- 2 1-606 72021446-
74949713 72020844

520- 74949882- 520-755 72021013-
755 74949644 72020775

2.2.2.6 ensembl-Suche

Beim Durchsuchen der ensembl-Datenbank nach den Genen PRDM?7 und PRDMY, wurde
letzteres Gen mit Ausnahme von Saimiri boliviensis boliviensis bei allen zur Verfigung
stehenden Primaten gefunden. PRDM?7 wird ausschlieBlich bei H.sapiens, G.g.gorilla,
N.leucogenys, M.mulatta, P.anubis, R. bieti und C.jacchus von ensembl ausgegeben, wobei
die Gen-ID bei C.jacchus identisch ist mit der von PRDMY, siehe Tabelle 8. PRDM?7 ist
damit nur bei Vertretern der Catarrhini zu finden.
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Tabelle 8: Gen-IDs von PRDM7 und PRDM.

Spezies Taxon PRDM?7 PRDMY9
Homo sapiens H ENSG00000126856 ENSG00000164256
Pan troglodytes H ENSPTRG00000028674
Pan paniscus H ENSPPAG00000031671
Gorilla gorilla gorilla | H 101135995 (Chr16)** ENSGGOG00000024584
Pongo abelii H ENSPPYG00000015366
Nomascus leucogenys | H 100583589 (Chr2)** ENSNLEGO00000031321
Macaca mulatta C 100427538 (Chr20)** ENSMMUG00000003772
Macaca fascicularis C ENSMFAG00000003001
Macaca nemestrina® C ENSMNEG00000044045
Papio anubis C 101024444 (Chr20)** ENSPANG00000013143
Mandrillus C ENSMLEG00000032078
leucophaeus™
Colobus angolensis | C ENSCANGO00000038646
palliatus
Rhinopithecus C ENSRROG00000031264
roxellana™
Rhinopithecus bieti* C ENSRBIG00000043258 | ENSRBIG00000036346
Chlorocebus sabaeus C ENSCSAG00000017229
Cercocebus atys* C ENSCATG00000041590
Cebus capucinus | P ENSCCAG00000023876
imitator®
Aotus nancymaae” P ENSANAGO00000027642
Saimiri boliviensis X
boliviensis*
Callithrix jacchus P ENSCJAG00000010419 | ENSCJAG00000010419
Carlito syrichta* ENSTSYG00000031191
Otolemur garnettii* S ENSOGAG00000025273
ENSOGAG00000028747
Propithecus coquereli* ENSPCOG00000013284
Microcebus murinus ENSMICG00000037613

*: scaffold; **:Entrez gene ID; H: Hominoidea, C: Cercopithecoidea, P: Platyrrhini, T: Tarsius, S:

Strepsirrhini
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2.2.3 Diskussion

Eine Einordnung des Duplikationsevents, das zu PRDMY7 fiihrte, ist bislang nur grob
erfolgt und zwar in der Primatenevolution (Fumasoni et al. 2007). Vervoort et al. (2016)
vermuten, dass die Duplikation PRDMY9s entweder vor der Aufspaltung der Haplorrhini
oder der Anthropoidea stattfand, konnen dies aber nicht anhand einer phylogenetischen
Rekonstruktion nachweisen. In dieser Arbeit konnte anhand verschiedener Methoden der
putative Abspaltungszeitraum festgestellt werden. Sowohl die Sequenzidentitidten als
auch die erstellten Baumrekonstruktionen und die ensembl-Suche nach PRDM?7 und
PRDM9 weisen darauf hin, dass die Duplikation erst kurz vor der Aufspaltung der
Catarrhini geschah. Somit wird hier festgestellt, dass die Duplikation rezenter als von
Vervoort et al. (2016) angenommen ist und zwischen 43 und 32 Millionen Jahren, ndmlich
vor der Verzweigung der Cercopithecoidea/Hominoidea stattfand (Perelman et al. 2011).
Dies stimmt mit einer Zeitspanne (35 MYA) tiberein, in der eine gro3e Anzahl segmentaler
Duplikationen auftrat, aus der 5% des menschlichen Genoms resultieren sollen
(International Human Genome Sequencing Consortium 2001, Review: Samonte und
Eichler 2001). Die Duplikationen sind nicht gleich verteilt iiber die Chromosomen (Chr):
Zum einen sind manche Chromosomen, wie Chr 16, hiufiger betroffen. Aulerdem finden
sich die Duplikationen vor allem in zentromer- und telomernahen Regionen (International
Human Genome Sequencing Consortium 2001, Bailey et al. 2001, Cheung et al. 2001).
PRDMT7s Position ist an einem Ende des langen Arms (q) des Chromosoms 16 im
menschlichen Genom. Die genaue Lage nach NCBI (National Center for Biotechnology
Information) ist 90,054,579 - 90,079,511, wobei die Gesamtlinge 90338345 Basen betrigt.
In Zusammenhang mit den Informationen zu segmentaler Duplikation liegt die
Vermutung nahe, dass PRDMY eher das anzestrale Gen darstellt. Fumasoni et al. (2007)
sehen PRDMY, aufgrund der Konservierung der genomischen Umgebung und der
groBeren Ahnlichkeit auf Gen- und Proteinebene mit den Orthologen von Taxa auBerhalb
der Primaten, ebenso als das Vorgédngergen an.

Da nicht alle Exons von PRDM7 bei M.mulatta und P.anubis auf Chromosom 20 zu finden
sind, ist es moglich, dass das Gen auf den Linien zu Hominoidea und Cercopithecoidea
deutlich unterschiedlich evolviert ist. Dies konnte darauf hinweisen, dass die Entstehung
PRDMT7s kurz vor der Aufspaltung der Catarrhini stattfand. Da hier Papionini untersucht
wurden, waren die PRDM7-Sequenzen weiterer Cercopithecoidea, wie Vertreter der
Cercopithecini und Colobinae, interessant. Die bei Fumasoni et al. (2007) beschriebene
Insertion bei PRDM?7 ist allerdings nur bei Mensch und Schimpanse ein Merkmal des
duplizierten Gens, was in der vorliegenden Arbeit per PCR nachgewiesen wurde, und
kann somit nicht als Unterscheidungsmerkmal der beiden Gene dienen. Bei einer
moglichen weiteren Funktion PRDM9s als Transkriptionsaktivator fehlt H3K36me3,
somit kénnte dies auch PRDM7s Funktion vor allem in Testis sein (Hayashi ert al. 2005,
Blazer et al. 2016, Cano-Rodriguez et al. 2016, Altemose et al. 2017,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000126856-PRDM 7/tissue).

Obwohl Ahlawat et al. (2016b) von PRDM?7 bei Wiederkduern berichten, ist es aufgrund
der Duplikation wihrend der Primatenevolution und der hohen Sequenzidentitét
wahrscheinlicher, dass ein weiteres Homolog in diesem Taxon entstanden ist.
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3. Charakterisierung der PRDM9-Bindungsstellen als
putative Rekombinationshotspots bei zwei Makakenarten

3.1 Material und Methoden

Als Material fur die folgenden Versuche wurde Hodengewebe von Macaca mulatta und
Macaca fascicularis genutzt, das aus dem Primatenzentrum Goéttingen stammt.

3.1.1 Labor
3.1.1.1 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Mittels RNA-Extraktion, cDNA-Synthese und anschlieBender PCR wurde tberprift, ob
PRDM9 bei den beiden Makakenarten transkribiert wurde. Fir ersteres wurde TRI
Reagent® und das Sigma-Aldrich Protokoll verwendet, fiir zweiteres SuperScript™ III
Reverse Trancriptase und das Protokoll von Invitrogen™., Die Primer fiir die PCR wurden
in zwel unterschiedliche Exons gelegt (5°GGCAGCCAACAATGGATAC-3Y, 5"
GAGATTCTCTGGTTGGAAGAGTC-3°, Tm: 54°C). Durch den Langenunterschied, der
durch das Vorhandensein (genomische DNA) bzw. Nichtvorhandensein (cDNA) des
Introns entsteht, war es moglich zu bestimmen, welche Art der DNA vorlag. Der Ansatz
sowie das Touch down-Programm sind Kapitel 2.1.1.1 und 2.2.1.1 zu entnehmen.

3.1.1.2 Sequenzierung der Zinkfingerarrays

Weitere PCRs wurden durchgefiihrt, um die Zinkfingerarrays der beiden Makaken zu
erhalten. Dabei wurden PCR-Ansatz und Cyclerprogramm wie in Kapitel 2.1.1.1
verwendet. Die Primersequenzen waren wie folgt gewéhlt: 5
GGCCAGAAAGTGAATCCAGA-3° und 5-TGGGCAAGTGTGTGGTGACT-3". Da beim
PCR-Produkt von Macaca mulatta zwei, sich durch zwei Zinkfinger (168 bp)
unterscheidende, Allele vorlagen, wurden diese mittels pGEM T-Vektor in
elektrokompetente TOP10 Zellen transfiziert. Mittels Gelelektrophorese, siehe Kapitel
2.1.1.1, wurden die GroBBen bestimmt und somit auch die getrennten Allele unterschieden.
Nach enzymatischer Aufreinigung wurden die PCR-Produkte bei Macrogen von beiden
Richtungen Sanger-sequenziert.

3.1.1.3 Western Blot

Ein nativer Western Blot wurde angefertigt, um den verwendeten PRDM9-Antikorper
(Thermofisher, AB-730062; fiir native Anwendungen) auf seine Spezifitdt zu testen, vor
allem in Hinsicht auf das nahverwandte PRDMY. Die beiden Proteine unterscheiden sich
durch ihr Molekulargewicht. Das ausfiihrliche Protokoll ist dem Anhang (S. 76-78) zu
entnehmen und basiert auf einem von abcam. Es wurde ein Gradient 4-15% PAA-Gel von
Biorad genutzt.

26



3.1.1.4 Chromatinimmunoprazipitation

Die Chromatinimmunopréizipitation mit anschlieBender Hochdurchsatzsequenzierung,
im Folgenden als ChIP-Seq abgekiirzt, wurde nach einer liberarbeiteten Variante des
abcam-Protokolls durchgefiihrt (siehe Anhang, S. 74-76). Ziel der ChIP-Seq war es, die
DNA-Bindungsstellen der Proteine PRDM9 und DMC1 sowie der Histonmodifikation
H3K4me3 zu extrahieren, indem der DNA-Protein-Komplex durch Einsatz eines
Antikorpers gegen das Zielprotein herausgefiltert wurde.

Das Protokoll sah eine native Herangehensweise vor, somit wurde von einer Fixierung der
Protein-DNA-Bindung mittels Formaldehyd (cross-linking) abgesehen. Der Grofiteil der
Arbeiten geschah bei 4°C bzw. auf Eis, um das native System aufrechtzuerhalten.

Die einzelnen Schritte im groben Uberblick waren die Zelllyse, der enzymatische Verdau,
die Immunoprazipitation, die Waschungen und die DNA-Isolation mit anschlieBender
Hochdurchsatzsequenzierung.

Die Zelllyse wurde mit einem nichtionischen Detergens, Tween 20, und einem Zellsieb
durchgefiihrt. Die verschiedenen Puffer wurden vor der Anwendung gekihlt. Darauf
folgte der enzymatische Verdau mittels micrococcal nuclease (MNase), die zwischen den
Nukleosomen schnitt und vor allem zu Mono-, Di- und Trinukleosomen fiithrte, welche in
etwa 150, 300 und 450 Basenpaare grol3 waren. Die Immunoprézipitation erfolgte tiber
Nacht mit nachstehenden Antikérpern: Maus anti-human PRDM9 (Thermo Fisher
Scientific, 730062), Kaninchen anti-human H3K4me3 (ActiveMotif, 39159; Cell Signaling,
9751, auch spezifisch gegen Maus, Ratte, Primaten, D. melanogaster, S. cerevisiae), Maus
anti-human DMC1 (Santa Cruz, sc-373862; auch spezifisch gegen Pferde, Hunde, Rinder,
Schweine und Vogel), Kaninchen anti-human IgG (Abcam, ab133470; auch spezifisch
gegen Maus und Ratte). Aullerdem wurde bei beiden Replikatdurchfiihrungen eine
Kontrolle ohne Antikorper angefertigt (input). Fur die Herauslosung des DNA-Protein-
Antikorper-Komplexes aus der Gesamtmasse wurden Protein G magnetic beads
eingesetzt, die den Antikoérper banden und mit Hilfe von magnetischen Racks zur
Auftrennung fiihrten. Danach wurden verschiedene Waschpuffer mit unterschiedlichem
Kochsalzgehalt zur Aufreinigung verwendet. Die Trennung der DNA-Fragmente von dem
beads-Antikorper-Protein-Komplex erfolgte mittels einer Waschung mit einem mit SDS
versetzten Puffer, einer Phenol-Chloroform-Aufreinigung und einer Ethanolpréazipitation.

Da beim ersten Replikatdurchgang hochmolekulare Banden, mdglicherweise
Proteinriickstande, im Agarosegel zu sehen waren, wurde mit dem Pippin Prep (sage
science) und dem SSQ-Set jeweils die Region zwischen 50 bp und 500 bp extrahiert.

Die Erstellung der libraries und die Hochdurchsatzsequenzierung wurden zum einen von
der IMB Core facility (Illumina HiSeq; Input-1, IgG-1, PRDM9-1, H3K4me3-1), zum
anderen von BGI, Hongkong (BGI SEQ 500; Input-2, PRDM9-2, H3K4me3-2, DMC1-2)
mit je 50 bp, single end ausgefithrt. Die biologischen Replikate entstammen aus dem
gleichen Gewebe und waren somit isogenisch (genetisch identisch), siehe dazu das Encode
Projekt (https://www.encodeproject.org/data-standards/terms/).
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3.1.1.5 Immunoprazipitation und Massenspekirometrie

Fir die Bestimmung méglicher Proteininteraktionspartner wurde mit dem Pierce Classic
IP Kit von Thermo Fisher eine Immunoprézipitation durchgefithrt. Mittels eines SDS-
PAGE-Gels wurden die relevanten Banden zweier Proben und einer Kontrolle pro Spezies
extrahiert und an die AG Schliter in Hamburg zur massenspektrometrischen
Bestimmung geschickt.

3.1.2 Datenanalyse

3.1.2.1 Aufbereitung der Zinkfingersequenzen

Die PRDMY9-Zinkfingersequenzen von M.mulatta und M.fascicularis wurden in BioEdit
7.2.5 (Hall 1999) kontrolliert und aufbereitet.

3.1.2.2 Ermittlung der DNA-Bindungssequenzen anhand der Zinkfingerarrays

Die Vorhersage der Bindungssequenzen erfolgte mit dem Interactive PWM predictor
(Position Weight Matrix) unter dem expanded linear SMV (Support Vector Machines)-
Model auf Basis der Zinkfingerarrays (Persikov et al. 2009, Persikov und Singh 2014).

3.1.2.3 Analyse der ChIP-Sequenzen
3.1.2.3.1 Qualitatskontrolle der Rohdaten

Mit FastQC (Version 0.11.5, https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/,
Andrews 2010) wurden die erhaltenen Sequenzen auf ihre Qualitéit getestet.

3.1.2.3.2 Galaxy

In Galaxy 15.07 (lokal installiert, Giardine et al. 2005, Blankenberg et al. 2010b, Goecks
et al. 2010) wurden die folgenden Programme verwendet: FASTQ Groomer (Galaxy Tool
Version 1.0.4, Blankenberg et al. 2010a), bowtie (Galaxy Tool Version 1.1.3, Langmead et
al. 2009) und sam-to-bam converter (Galaxy Tool Version 2.1, Li et al. 2009a, Li 2011a, Li
2011b).

Mit dem FASTQ Groomer wurden die Sequenzdaten vom Format FASTQ zu Sanger
FASTQ konvertiert. Dazu musste der jeweilige FASTQ quality score-Typ angegeben
werden. Fiur die ersten Replikate war das Sanger & Illumina 1.8+ (IMB) und fir die
zweiten [llumina 1.3-1.7 (BGI).

Bowtie wurde zum Lokalisieren der Sequenzen bzw. Reads in den Referenzgenomen von
Macaca mulatta (rheMac8/JSUE03, rheMac3/AEHKO01) und Macaca fascicularis
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(macFas5/AQIA01, AEHLO01) verwendet. Dabel wurden die Sequenzen von M.mulatta
gegen rheMac8, rheMac3 und macFas5, jene von M.fascicularis gegen macFas5, AEHLO1
und rheMac8. Die Genome bestehen jeweils aus den Autosomen und das X-Chromosom,
scaffolds und contigs wurden nicht mit aufgenommen. Bei rheMac8 ist aullerdem das Y-
Chromosom enthalten. Die gewihlten Anderungen der Soforteinstellungen sind: ,doBest,
,use strata option‘ und Alignments, die mehr als einmal vorkamen, sollten unterdriickt
werden. Aullerdem sollten Sequenzen, die nicht oder mehr als einmal aligniert wurden,
separat abgespeichert werden.

Fir den Download der Daten und als Vorbereitung fiir das peak calling wurden die
Sequenzen konvertiert von sam-to-bam.

3.1.2.3.3 Qualitatswerte

Um Duplikate, Sequenzen mit identischem 5“-Ende, zu entfernen, wurde das
Softwarepaket samtools (Li et al. 2009a) eingesetzt. Duplikate konnten durch
Uberamplifikation wahrend der PCR entstanden sein. Diese zu entfernen war das
konservativere Vorgehen. Phantompeakqualtools (Kharchenko et al. 2008, Landt et al.
2012) berechnete die Qualitdtsmerkmale RSC (Relative Strand Cross-correlation
coefficient), NSC (Normalized Strand Cross-correlation coefficient) und einen zu letzterem
gehorenden quality tag. Zudem wurden der NRF (Non-Redundant Fraction) und der PBC
(PCR  Bottleneck  Coefficient) in Excel ermittelt (Landt et al. 2012,
https://www.encodeproject.org/data-standards/terms/).

3.1.2.3.4 Peak Calling

Mit MACS2 (Model-based Analysis of ChIP-Seq, Zhang et al. 2008) wurden die Peaks, also
mit Reads angereicherte Regionen im Vergleich zu den Kontrollsequenzen, bestimmt. Die
Kommandozeile lautete: macs2 callpeak -t [ChIP-Datei] -¢ [Kontrolldatei] -n [output-
Name] --bw 150 -p 0.05 -m 5,50. Um mehr Ubereinstimmungen zwischen den Replikaten
zu erhalten, rechnete MACS2 mit gelockerten Bedingungen (p=0.05).

Mit bedtools wurden die Peaks nach Chromosom und Region sortiert. Danach wurde
intersect, das auch im bedtools-Paket enthalten ist, genutzt, um die in beiden Replikaten
enthaltenen Peaks zu bestimmen. Die Linge der Peaks wurden jeweils vor intersect auf
500 bp (+/-250 bp um das Zentrum der Peaks) gesetzt. Falls der Start- oder Stopppunkt
der Peaks damit tber die Chromosomenenden hinausragte, wurden sie entsprechend
getrimmt. AuBerdem wurden Ubereinstimmungen zwischen den Bindungsstellen der
verschiedenen Antikorper (anti-PRDMY, anti-H3K4me3, anti-DMC1) gesucht, indem die
Peaks diesmal auf 5 kb vergroBert wurden, da es weniger um eine exakte
Ubereinstimmung geht als um die Nihe der Peaks zueinander. Peaks, die mittels beider
PRDMO9-Replikate gefunden wurden, werden im Folgenden mit P9 abgekiirzt, jene, die in
PRDM9- und H3K4me3-Replikaten vorhanden sind mit POH3 und solche die zudem im
DMC1-Replikat prasent sind mit PO9H3D1. Eine Darstellung der H3K4me3- und DMC1-
Peaks, die sich +/- 5 kb um PRDM9-Peaks befinden, wurde in Excel erstellt. Des Weiteren
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wurde intersect genutzt, um tibereinstimmende Peaks zwischen M.mulatta und
M.fascicularis auf jeweils einem Genom (rheMac8 oder macFas5) zu finden, dazu wurden
die Peaks auf 2 kb vergroBert, was der Grofie von Rekombinationshotspots entspricht.

3.1.2.3.5 Verteilung der Peaks im Genom

Die Verteilung der P9-Peaks in den verschiedenen Genomen wurde zum einen dargestellt,
indem die Prozente der Peaks pro Chromosom gegen den prozentualen Anteil der
Chromosomen 1im Genom aufgetragen wurden. Zu diesem Aspekt wurden
Rangkorrelationen, sowohl Pearson als auch Spearman, gerechnet, um zu tberprifen, wie
der Anteil der Peaks pro Chromosom mit dessen GC-Gehalt in Zusammenhang steht
(https://www.socscistatistics.com/). Dabei wurden die Anzahl der Peaks eines
Chromosoms durch die Basenpaare des Chromosoms dividiert, um sie mit dem
prozentualen GC-Gehalt zu vergleichen.

AulBlerdem wurde die prozentuale Verteilung der Peaks (P9 und POH3D1) von M.mulatta
auf rheMac8 und M.fascicularis auf macFasb entlang aller Autosomen (Mittelwert), die in
10%-Schritten aufgeteilt wurden, mittels Pivot-Tabelle und -Diagramm dargestellt. Ein
genaueres Diagramm wurde mit Chromosom 20 erstellt, das in 1 Mb Schritten aufgeteilt
wurde, einmal fur P9, P9H3 und POH3D1 mit M.mulatta auf rheMac8, sowie fur P9 mit
M.mulatta und M.fascicularis auf jeweils beide Referenzgenome, rheMac8 und macFas5.
Beispielhaft wurden zudem die Verteilung der P9-Peaks von M.mulatta auf rheMac8,
macFas5 und rheMac3, sowie jene von M.fascicularis auf rheMac8 und macFas5 mittels
UCSC fiir Chromosom 10, 11 und X aufgezeigt.

3.1.2.3.6 Annotation und Genfunktion

Fir die Annotation der Peaks wurde HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif
EnRichment, Version 4.10; Heinz et al. 2010) verwendet mit dem Zusatz, dass eine
statistische Ubersicht erstellt wurde. Dies wurde fiir die PRDM9- und H3K4me3-Peaks
durchgefiihrt.

Die Annotation diente auch als Grundlagen fiir weitere Analysen. Zum einen wurden die
H3K4me3-Peaks, die +/- 2000 bp um die transcription start site gelegen waren, grafisch
dargestellt, sowohl fiir M.mulatta als auch M.fascicularis auf beiden Genomen: rheMac8
und macFas5. Die dazugehorigen Gene wurden mit der Gene Functional Classification
von DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,
Version 6.8, Huang et al. 2009a, Huang et al. 2009b) untersucht, ebenso jene Gene, in die
PRDMO9-Peaks fielen. Diese Peaks lagen entweder in Exons, Introns, TSS (transcription
starting site), T'TS (transcription termination site), 5'- oder 3-UTRs (untranslated regions).
Zudem wurden die Gene, mit H3K4me3-Peaks +/- 2kb um ihre TSS, mit dem
Testisproteom von Macaca mulatta (Zhou et al. 2015) und den Haushaltsgenen von Homo
sapiens (Eisenberg, Levanon 2013) verglichen. Dies geschah auch fiir die mit PRDM9-
Peaks tiberlappenden Gene. Dabei wurden die Peaks von M.mulatta und M.fascicularis
untersucht, die sich auf rheMac8 befanden. Um einen Vergleichswert zu erhalten, wurde
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der prozentuale Anteil der Haushaltsgene im Testisproteom berechnet. Aullerdem wurden
jeweils Chi-Quadrat-Tests durchgefithrt, um mnachzuweisen, ob die aufgezeigten
Unterschiede signifikant sind (http://quantpsy.org, Preacher 2001).

3.1.2.3.7 Motive

Die Suche nach Motiven wurde mit der MEME Suite 5.0.2 durchgefiihrt. Dazu wurden die
Peaks absteigend nach ihrem p-value sortiert und die 1000 bestunterstiitzten Peaks
herausgezogen. Diese wurden zudem auf +/-75 bp um den Peak-Mittelpunkt erweitert. Die
dazugehorigen Fasta-Sequenzen wurden mit bedtools getfasta generiert. Mit MEME
(Multiple Em for Motif Elicitation; Bailey und Elkan 1994, Bailey et al. 2009) wurde nach
drei Motiven gesucht, die in allen vorgegebenen Sequenzen vorkamen. Fiur M.mulatta
wurden die Peaks, die auf den Genomen rheMac8 lagen, untersucht, fir M.fascicularis
diejenigen auf macFas5. Uber FIMO (Find Individual Motif Occurences; Grant et al. 2011)
wurde uUberprift, wie oft das jeweils einzig signifikante Motiv in den PRDM9-Peaks der
beiden Spezies zu finden sind. Diese Peaks wurden auf ihre Verteilung auf den
Chromosomen ihrer jeweiligen Referenzgenome mittels Excel gepriift.

Mit STAMP wurden die mit MEME erstellten Motive von M.mulatta und M.fascicularis
mit den vorhergesagten Motiven verglichen, siehe Kapitel 3.1.2.2 (Mahony et al. 2007,
Mahony und Benos 2007). Dabei wurden die Soforteinstellungen genutzt.

3.1.2.3.8 piRNA Cluster

PRDM9-Peaks, die mit piRNA-Cluster tiberlappten, wurden mit intersect nachgewiesen.
Um zu tberpriifen, ob sie signifikant hdufiger auftreten als durch Zufall, wurde 10 Mal
uber bedtools random die gleiche Anzahl an beliebigen Sequenzabschnitten mit den
gleichen Léngen gezogen und die Ubereinstimmungen mit den Clustern per intersect
iberpriift. Der Durchschnitt dieser Ubereinstimmungen wurde mit den Uberlappungen
der tatsdchlichen = PRDM9-Peaks mit einem  Chi-Quadrat-Test iiberprift
(http://quantpsy.org, Preacher 2001).

3.1.2.3.9 Auswertung der Daten aus der Massenspektrometrie

Die Namen der Proteine wurden zZu uniprot IDs umgewandelt
(https://www.uniprot.org/uploadlists/) und in CRAPome (Contaminant Repository for
Affinity Purification, http://crapome.org/) darauf getestet, welche hdufig als Kontaminant
bzw. unspezifische Interaktionen erscheinen. Proteine, die maximal dreimal in den 411
Experimenten auftraten, wurden in die Ergebnisse aufgenommen.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Uberprifung PRDM9s auf RNA- und Proteinebene

Die vorbereitenden Methoden und Analysen, wie RNA-Extraktion mit anschlieBender
cDNA-Synthese und der Western Blot, zeigen zum einen, dass PRDM9 im Hoden der
beiden Makakenarten transkribiert wird, dass die resultierende mRNA stabil translatiert
werden kann, und, dass der gewidhlte Maus anti-human PRDM9-Antikérper, der die
gefaltete, humane PRDM9-SET-Domé&ne bindet, Produkte mit erwartetem
Molekulargewicht bei Makaken spezifisch erkennt. Wie in Abbildung 7a beispielhaft zu
sehen, stimmt die Gréfle des PCR-Produkts (M. mulatta), links neben dem Marker, mit
der erwarteten FragmentgroBe (454bp) der gespleiBten PRDM9-mRNA bzw. dem
entsprechenden cDNA-Produkt iiberein. Inklusive Introns wiirde die Linge 3532 bp
betragen. Rechts neben dem Marker sind die beiden Allele des Zinkfingerarrays von
M.mulatta abgebildet, wobei sich die groBlere Bande etwas schwicher abzeichnet. Der
Western Blot in Abbildung 7b zeigt fiir beide Makakenarten jeweils eine Bande, nachdem
dieser mit Maus anti-human PRDM9 und Sekundirantikérper behandelt wurde.

20

Abbildung 7: a) Agarosegelbild mit PCR-Produkten aus zwei PCRs inkl. 100 bp+ Leiter
von Fermentas; links ist das Produkt zu sehen, das das Vorhandensein der mRNA (in
cDNA synthetisiert) von PRDMY9 bestéitigt, rechts sind die unterschiedlich groflen
Zinkfingerarrays PRDMJY9s zu sehen, als Grundlage diente jeweils Gewebematerial von
M.mulatta. b) Western Blot mit je zwel Banden von M.mulatta (links) und M.fascicularis
(rechts), die jeweils linke Bande hat jeweils die doppelte Proteinmenge
Untersuchungsmaterial als Basis. Behandelt wurde der Blot mit Maus anti-human
PRDMO.
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3.2.2 Die Sequenzen der Zinkfingerarrays

Die Sequenzierung der Zinkfingerarrays hat ergeben, dass M. mulatta am PRDMY-Locus
heterozygot und M.fascicularis homozygot ist. Die drei Allele unterscheiden sich in ihrer
Liange und in ihrer Sequenz, wie auch in Abbildung 8 ersichtlich. M.mulattas PRDM9
besitzt acht bzw. zehn Zinkfinger, M.fascicularis neun. Dabei entspricht das kiirzere Allel
von M.mulatta in der Struktur der repetitiven Einheiten der Sequenz des rheMac8
Referenzgenoms. Bis auf einen zusétzlichen Zinkfinger trifft das auch auf das
M.fascicularis-Allel zu. Das langere Allel von M.mulatta ist allenfalls mit dem Array des
Genoms macFas5 vergleichbar. Die Aussagen beziehen sich vor allem auf die bindenden
Aminosiuren, die auch in Abbildung 8 zu sehen sind.

10 20 30 40 50

- | | IPTIRI [P (R | I [
macFas5 = —-———- RSNC-DSGY-NSGY——————DSSR-NSGY————————————————————— QSDS
rheMac3 = ———— RSNC—————— NSGY-QSDS-DSSR—--———QSDS-NSGH-DSGY—————— QANS
rheMac§ QSSR--———-DSSY-NSGY—————-DSSR-NSGY—————— NSGH-————— QANR-QADS
M.fascicularis QSSR-RSSC-DSSY-NSGY--——--DSSR-NSGY—————— SGH-————— QANR-QADS
M.mulatta 1 - SNC-DSSY-DSGY—————— SSY-DSGY-DSGY-NSGS-NSGH-WANR-QADS
M.mulatta 2 QSSR--———-DSSY-NSGY—————-DSSR-NSGY—————— NSGH-————— QANR-QADS

Abbildung 8: Darstellung der bindenden Aminosauren (-1, 2, 3, 6 bezuglich der Alphahelix;
abgekiirzt mit dem Ein-Buchstaben-Code fiir Aminosduren) im Zinkfingerarray von
PRDMO9. Je vier Aminosduren stellen einen Zinkfinger dar. Die oberen drei Arrays sind
aus drei verschiedenen Makakengenomen (macFasb: M. fascicularis, rheMac3 und
rheMac8: Macaca mulatta). Die unteren drei stellen die Allele dar, die in den beiden

untersuchten Individuen gefunden wurden.
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3.2.3 Ergebnisse der Chromatinimmunoprazipitation

Ein Agarosegelbild, Abbildung 9, der fertigen ChIP-Produkte zeigt das typische Muster
nach einer enzymatischen Behandlung mit Micrococcal Nuclease. Das Enzym Micrococcal
Nuclease schneidet im Histon H1-Linkerbereich zwischen den Nukleosomen, was — je
nach Effektivitdt und Dauer der enzymatischen Behandlung — zu Mono- (ca. 150 bp), Di-,
Trinukleosomen und weiteren Vielfachen fihrt.

Abbildung 9: Agarosebild mit den ChIP-Proben nach der DNA-Isolation, die das typische
Nukleosommuster von 150 bp und Vielfachen aufweist. Reihenfolge: 100 bp+ Leiter von
Fermentas — M.mulatta: input — PRDM9 — H3K4me3 — DMC1 — 100 bp+ Leiter —
M.fascicularis: input — PRDM9 — H3K4me3 — DMCI1.

3.2.3.1 Ubersicht Uber alle Reads

Die Anzahl der Rohsequenzen belduft sich auf ca. 17 bis 105 Millionen. Davon lassen sich
jeweils zum GroBteil mehr als 65 % genomisch lokalisieren, d.h. ,mappen®, mindestens
jedoch 50 %. Die weggefallenen Sequenzen sind entweder nicht im jeweiligen Genom zu
finden (ca. 5-24%) oder gleich an mehreren Loci (ca. 9-30%) und werden somit aussortiert.
Von jenen Sequenzen, die mehrfach an derselben 5‘-Position starten, verbleibt zur
Vermeidung von Redundanzen nur je eine im Datensatz. Der NRF-Wert (non redundant
fraction), der die Rate der nicht redundanten Reads zu der Gesamtzahl der Reads
darstellt, liegt, abgesehen von zwei Datenséitzen, bei tiber 0,5 und ist somit akzeptabel
(siehe https://www.encodeproject.org/data-standards/terms/). Die nicht-identischen
Sequenzen stellen die Grundlagen weiterer Analysen dar. Tabelle 9 sind die einzelnen
Werte zu entnehmen, die sich auch je nach Referenzgenom unterscheiden. Im Anhang (S.
79-80) sind Tabellen mit Qualititswerten zu finden, die sich vorwiegend im Rahmen
befinden und die sich auf die Reads beziehen, sowohl auf die Anzahl vor und nach dem
Mappen als auch nach dem Entfernen der Duplikate.
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die Anzahl der Reads pro Replikat (M. mulatta: Mm1 und Mm2,
M.fascicularis: Mf1 und Mf2) und tber die Anzahl der im Genom lokalisierten Reads mit

und ohne Duplikate und je nach Referenzgenom (rheMac3 und rheMac8 fur M.mulatta,
macFasb5 und AEHL fur M.fascicularis).

rheMac8 macFas5 rheMac3
alle Reads | Reads im | ohne Reads im | ohne Reads im | ohne
Genom Duplikate | Genom Duplikate | Genom Duplikate
Mm1 | input 21851998 | 16776268 | 16319634 | 16607997 | 16265479 | 16747234 | 15524341
PRDM9 17865381 13850535 | 13520432 13725464 13474009 13643402 12829812
H3K4me3 | 21302496 | 16353890 | 15914178 | 16201029 | 15858641 16145592 | 15072318
Mm2 | input 105148033 | 72513562 | 67332286 | 71727113 | 66951484 | 72631171 | 64337052
PRDM9 77578623 | 56454730 | 45482942 | 55750708 | 45103326 | 56454730 | 43272028
H3K4me3 | 72198659 50973278 | 47033314 50319297 46754843 50973278 44999735
DMC1 68410957 | 38647317 | 34257436 | 37765449 | 34003483 | 41329450 | 32509459
AEHL

Mf1 input 20330700 15545569 | 15155387 15788206 15438832 14612103 13895929
PRDM9 15587633 11964584 | 11711614 | 12166530 | 11939419 | 11184699 | 10707953
H3K4me3 | 18362226 14045012 | 13716293 14284094 13982035 13117348 12532041
Mf2 input 65356120 49735370 | 46881957 50575489 47675434 46654191 42963086
PRDM9 82028731 | 58086247 | 53478057 | 59113070 | 54381451 | 54644600 | 48585588
H3K4me3 | 58442991 | 38418425 | 35490571 | 38881488 | 36141175 | 36828231 | 32091599
DMC1 48263437 31405148 | 29176632 31834409 29713180 29901590 26267998

3.2.3.2 Anzahl der Peaks

MACS2 hat je nach Datensatz mit den gewéhlten Einstellungen zwischen 45679 und
551294 Peaks gefunden. Tabelle 10 zeigt, neben der Anzahl der Peaks pro Replikat, die
Peaks, die in beiden Replikaten pro verwendetem Antikérper zu finden sind und solche,
die in den Replikaten aller drei Antikérper (PRDM9, H3K4me3, DMC1; kurz: PO9H3D1)
vorkommen. Die Anzahl der Peaks variiert je nach Referenzgenom, wobei beim Vergleich
der einzelnen Replikate fast immer die meisten sowohl bei M.mulatta als auch bei
M.fascicularis mit rheMac8 auftreten. Die wenigsten Peaks sind immer bei PRDM9_R2
von M.fascicularis zu sehen, unabhédngig vom Referenzgenom. Die vergleichsweise
niedrigere Gesamtzahl an Peaks findet sich in beiden M.fascicularis PRDM9-Replikaten,
in den PRDM9- und den P9H3D1-Peaks.

Legt man die Referenzgenomsequenz rheMac8 zugrunde, sind 617 der PRDM9-Peaks von
M.fascicularis auch bei M.mulatta zu finden, was 14,6% der M.fascicularis und 1,8% der
M.mulatta PRDM9-Peaks entspricht. Mit macFasb als Referenz sind es 490 Peaks, was
11,6% (M.fascicularis) bzw. 1,9% (M.mulatta) gleichkommt.
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Tabelle 10: Ubersicht tiber die Anzahl der Peaks pro Genom, Spezies, Replikat und zudem
uber die Anzahl der Peaks in mehreren Replikaten.

Genom Spezies Antikorper Peaks intersect P9H3D1-Peaks
Replikate*

rheMac8 | M.mulatta PRDM9 R1 231613 34526 4636
PRDM9_R2 551294
H3K4me3_R1 311949 | 22541
H3K4me3_R2 194079
DMC1_R2 520270

M.fascicularis PRDM9 R1 201225 4233 631

PRDM9_R2 48700
H3K4me3_R1 260473 | 19138
H3K4me3_R2 157434
DMC1_R2 248571

macFas5 | M.mulatta PRDM9_R1 232031 | 25309 3865
PRDM9_R2 377974
H3K4me3_R1 318174 23522
H3K4me3_R2 192714
DMC1_R2 337196

M.fascicularis PRDM9_R1 204414 | 4230 431

PRDM9_R2 48910
H3K4me3_R1 164155 | 9852
H3K4me3_R2 126212
DMC1_R2 138512

rheMac3 | M.mulatta PRDM9 R1 182407 17870 2503
PRDM9_R2 380429
H3K4me3_R1 247226 | 17189
H3K4me3_R2 185769
DMC1_R2 341626

AEHL M.fascicularis PRDM9 R1 160174 3032 329
PRDM9_R2 45679
H3K4me3_R1 198871 | 10723
H3K4me3_R2 101052
DMC1_R2 123558

*ohne Duplikate

36




3.2.3.3 Verteilung der Peaks

In den zwei folgenden Diagrammen (Abbildungen 10 und 11) ist die prozentuale
Verteilung der PRDM9-Peaks (P9) auf die Chromosomen der Referenzgenome rheMac8
und macFas5 abgebildet, zusammen mit dem Verhéltnis der GroBe (bp) einzelner
Chromosomen zur Genomgrofle (1-20 und X, inkl. Y bei M.mulatta). Zu sehen ist, dass die
Peaks sich mit Ausnahmen relativ gleichméafBig je nach GréBBe der Chromosomen verteilen,
vor allem jene von M.fascicularis. Auf den Chromosomen 10, 16, 19 und 20 sind die Anteile
der Peaks erhoht, zum Teil um das doppelte als die prozentualen Groflenanteile der
Chromosomen an der Genomgrofle. Der gegenteilige Fall liegt beim X-Chromosom vor mit
vermutlich signifikantem Unterschied zwischen den prozentualen Anteilen der Peaks und
der relativen Chromosomengrofle. Noch deutlicher dokumentiert dies Abbildung 12, die
den Log2-Wert der Rate zwischen den beiden Prozenten abbildet. Die meisten Werte
liegen sehr nah an null, was darauf hinweist, dass die korrigierte Peakzahl und relative
Chromosomenlange sich nur gering unterscheiden. Die Tendenzen und deren Starke der
oben erwidhnten Ausnahmen sind daraus gut abzulesen. Auffillig ist zudem, dass die
Peaks von M.mulatta bei finf Chromosomen (2, 5, 6, 12, 17) in ithren Tendenzen erkennbar
starker sind als bei M.fascicularis.

Die Referenzgenome rheMac8 und macFas5 wirken sich nur geringfiigig auf die
Verteilung der Peaks von M.mulatta und M.fascicularis aus.
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der P9-Peaks pro Chromosom fiir M.fascicularis (Mf,
blau) und M.mulatta (Mm, grau) auf dem Referenzgenom macFas5 und der Anteil der
einzelnen Chromosomen im Verhiltnis zu allen Chromosomen (schwarz).
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil der P9-Peaks pro Chromosom fiir M.fascicularis (Mf,
blau) und M.mulatta (Mm, grau) auf dem Referenzgenom rheMac8 und der Anteil der
einzelnen Chromosomen im Verhéltnis zu allen Chromosomen (schwarz). Der Anteil der

Peaks auf dem Y-Chromosom liegt bei M.fascicularis bei 0% und bei M.mulatta bei
0,023%.
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Abbildung 12: Logarithmus zur Basis 2 des Verhéltnisses des prozentualen Anteils der
P9-Peaks zum Anteil der einzelnen Chromosomen im Vergleich zu allen Chromosomen fiir
M.fascicularis (blau) und M.mulatta (grau) zu den Referenzgenomen macFas5 (hell) und
rheMac8 (dunkel). Fir Chromosom Y ist nur der Wert von M.mulatta auf rheMac8

abgebildet, da keine M.fascicularis keine Peaks auf dem Y-Chromosom von rheMac8
aufweist.
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3.2.3.4 GC-Gehalt

Die Chromosomen mit mehr Peaks als Giber die relative Chromosomenlidnge erwartet sind
jene mit hohem GC-Gehalt (10, 16, 19, 20). Jene mit weniger Peaks weisen analog den
geringsten GC-Gehalt auf (2, 5, 6, 12, 17, X, Y). Die Rangkorrelationen, die den
Zusammenhang zwischen Peaks (normalisiert durch Grofle der Chromosomen) und GC-
Gehalt pro Chromosom untersuchen, weisen R-Werte auf, die fiir eine starke positive
Korrelation sprechen, siehe Tabellen 11 und 12.

Tabelle 11: Rangkorrelationen zu Anzahl der M. fascicularis-Peaks im Verhéltnis zur
Chromosomgrofle und dem jeweiligen GC-Gehalt des Chromosoms in macFas5. Die
Korrelationen wurden zum einen fiir Peaks in beiden PRDM9-Replikaten (P9) und in allen
erstellten Replikaten (P9H3D1) berechnet, sowohl mit und ohne Peaks in CpG-Inseln.

M. fascicularis/imacFash
Peaks in CpG-Inseln entfernt
P9 P9H3D1 P9 P9H3D1

Spearman | R 0,706763 0,771132 0,659298 0,637192

p-Wert (two-tailed) 0,00034 0,00004 0,00115 0,00189
Pearson R 0,7611 0,8621 0,7488 0,7972

R? 0,56793 0,7432 0,5607 0,6355

p-Wert 0, 000062 <0,00001 0, 000094 0,000015

Dies gilt sowohl, wenn man die Peaks von PRDM9 als auch jene von P9H3D1 betrachtet.
Um einen Effekt durch sich in CpG-Inseln befindenden Peaks auszuschlieBen, wurden
diese entfernt und weitere Korrelationen berechnet, die wiederum die positive Korrelation
in dhnlicher Starke bestitigen. Die Signifikanzwerte befinden sich alle unter dem 5%-
Niveau.

Tabelle 12: Rangkorrelationen zu Anzahl der M.mulatta-Peaks pro Chromosomgréf3e und
dem jeweiligen GC-Gehalt des Chromosoms in rheMac8. Die Korrelationen wurden zum
einen fir Peaks in beiden PRDM9-Replikaten (P9) und in allen erstellten Replikaten
(P9H3D1) berechnet, sowohl mit und ohne Peaks in CpG-Inseln.

M.mulatta/rheMac8
Peaks in CpG-Inseln entfernt
P9 P9H3D1 P9 P9H3D1

Spearman | R 0,91156 0,818876 0,899124 0,779316

p-Wert (two-tailed) | O 0 0 0,00002
Pearson R 0,9042 0,8951 0,8985 0,8946

R? 0,8176 0,8012 0,8073 0,8003

p-Wert <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
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Im Vergleich von M.mulatta und M.fascicularis fallt auf, dass die R-Werte bei ersterem
hoher ausfallen.

3.2.3.5 Zusammenhang zwischen Verteilung und GC-Gehalt

Die Verteilung der Peaks tiber einzelne Chromosomen wird hier am Beispiel von
Chromosom 11, das den durchschnittlichen GC-Gehalt der Genome aufweist, in Abbildung
13 gezeigt. Dabei dienen rheMac8, macFas5 und rheMac3 als Referenzgenome. Aufgrund
der hoheren Anzahl an M.mulatta-Peaks ist der Zusammenhang zwischen Peaks und GC-
Gehalt deutlicher zu sehen als bei M.fascicularis. Vor allem an den p- und g-terminalen
Enden des Chromosoms und bei 50 Mb ist bei allen drei Teilabbildungen ein erhéhtes
Aufkommen von Peaks bei hohem GC-Gehalt zu beobachten. Die CpG-Inseln zeigen ein
dhnliches Muster. Im Gegensatz dazu liegen nur wenige Peaks um 80 Mb, was mit
niedrigem GC-Gehalt zusammenfillt.

Weitere Abbildungen in der Art fir die Chromosomen 10 und X sind im Anhang zu finden
(S. 81-82). Sie zeigen exemplarisch die Verteilung bei GC-reichen und -armen
Chromosomen.
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Abbildung 13: Verteilung der PRDM9-Peaks von M.fascicularis auf Chrll von macFas5 (a) und rheMac8 (b) und von M.mulatta auf Chrll
von macFasb (a), rheMac8 (b) und rheMac3 (c). Erstellt mit dem UCSC genome browser inkl. Darstellung des GC-Gehalts und Positionen der
CpG-Inseln.
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3.2.3.6 Prozentuale Verteilung auf einzelne Chromosomen

Der Mittelwert der prozentualen Verteilung aller P9- und P9H3D1-Peaks entlang der
Autosomen ist in 10%-Abschnitten aufgeteilt (sieche Abbildung 14). Abgesehen von den p-
und g-terminalen Abschnitten liegen die Anteile der Peaks pro Einheit tiberwiegend
zwischen 5% und 10%. An beiden Enden steigt der prozentuale Anteil auf bis 14% bis 20%,
wobei der Anteil der POH3D1-Peaks im Vergleich zu den P9-Peaks hoher liegt, sowohl bei
M.mulatta als auch bei M.fascicularis. Bei wenigen Autosomen fallen die prozentualen
Anteile in den telomernahen Regionen unter 10%.

Betrachtet man die prozentuale Verteilung der M. mulatta-Peaks entlang des
Chromosoms 20 von der Referenzsequenz rheMac8, Abbildung 15, ist ebenfalls eine
Haufung an den Chromosomenenden erkennbar. Vergleicht man die Peaks, die in beiden
PRDMO9-Replikaten vorkommen, mit jenen, die in PRDM9- und H3K4me3-Replikaten
bzw. in diesen und DMC1-Replikaten zu finden sind, ist festzustellen, dass die
beschriebene Verteilung der Peaks bei den letzten beiden noch starker hervortritt. Etwa
30% der Peaks fallen hierbei in die p- und g-terminalen drei Millionen Basenpaare. Diese
sechs Mb entsprechen acht Prozent des Chromosoms 20. Die weiteren 70% der Peaks
verteilen sich nicht gleichmaBig iiber das restliche Chromosom, sondern sind an manchen
Positionen gar nicht bzw. kaum vorhanden (siehe 47 Mb) oder starker vertreten (siehe 26-
29 Mb). In den ersten und letzten 10% des Chromosoms befinden sich etwa 36% aller
PRDMO9-Peaks und knapp 44% der POH3D1-Peaks.

In Abbildung 16 ist Chromosom 20 von rheMac8 und macFas5 zu sehen und die Verteilung
der PRDM9-Peaks beider Makakenarten. Das Muster der Peaks bei rheMac8 und
macFasb ist durchaus dhnlich, wenn auch etwas verschoben, da Chr20 von macFas5 ca.
vier Mb groBer ist als das von rheMac8. Vergleicht man die Peaks von M.mulatta und
M.fascicularis jeweils innerhalb des Chromosoms, ist festzustellen, dass Peaks von
M.mulatta an den Chromosomenenden stérker vertreten sind und solche von
M.fascicularis entlang des Chromosoms immer wieder regionspezifisch erhoht sind (siehe
31 Mb bei Chr20 von macFasb).

Die Verteilung der PRDM9-Peaks auf den Geschlechtschromosomen unterscheidet sich
im Vergleich zu jener auf den Autosomen. Das X-Chromosom zeigt deutlich mehr Peaks,
sowohl P9 als auch POH3D1, an den Enden. Bei M.mulatta sind 44% der P9- und 78% der
P9H3D1-Peaks in den ersten und letzten 10% zu finden (rheMac8), bei M.fascicularis sind
es vier von den insgesamt zehn P9-Peaks, die zwei POH3D1-Peaks liegen in der Mitte des
Gonosoms (macFas5). Von den acht P9-Peaks auf dem Y-Chromosom liegen drei in den
ersten und letzten 10%, die weiteren funf liegen separat entlang des Gonosoms. Die
pseudoautosomale Region ist am Ende des kurzen Arms des X- und des langen Arms des
Y-Chromosom zu finden und betragt 2,7 Mb (Ellis et al. 1990, Hughes et al. 2012). Bei
M.mulatta liegen 24% der P9- und 64% der POH3D1-Peaks in der X-chromosomalen und
25% der P9-Peaks in der Y-chromosomalen PAR, bei M.fascicularis ist es ein P9-Peak in
der X-chromosomalen PAR.
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Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der PRDM9- (P9, in hell) und PRDM9-, H3K4me3- und DMC1-Peaks (P9H3D1, in dunkel) pro 10% der
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der PRDM9- (P9), PRDM9- und H3K4me3- (P9H3), PRDM9-, H3K4me3- und DMC1-Peaks (P9H3D1)
pro 1 Mb von M.mulatta auf Chromosom 20 des Referenzgenoms rheMac8.
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Abbildung 16: a) Prozentuale Verteilung der PRDM9-Peaks pro 1 Mb von M.fascicularis und M.mulatta auf Chromosom 20 des

Referenzgenoms rheMac8. b) Prozentuale Verteilung der PRDM9-Peaks pro 1 Mb von M.fascicularis und M.mulatta auf Chromosom 20 des

Referenzgenoms macFas5.
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3.2.3.7 Verteilung der H3K4me3- und DMC1-Peaks PRDM9-Peaks

Der prozentuale Anteil der H3K4me3- und DMC1-Peaks ist sowohl bei M.mulatta als auch
bei M.fascicularis etwa 1 kb 5°und 3‘ von den Zentren der PRDM9-Peaks in einem Bereich
von +/- 5 kb erhoht. Die hochsten Werte liegen dabei 100 bp vor und nach den Zentren,
was vor allem bei H3K4me3 zu sehen ist, da sich hier die zwei Werte deutlich von der

Kurve hervorheben, siehe Abbildung 17.
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Abbildung 17: Prozentuale Verteilung der H3K4me3- (H3 in schwarz) und DMC1-Peaks
(D1 in griin) +/- 5 kb um das Zentrum der PRDM9-Peaks (Position 0 im Diagramm) in 100
bp Abschnitten. In a) sind die Peaks von M. fascicularis auf macFas5h abgebildet, in b) jene
von M.mulatta auf rheMac8.
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3.2.3.8 Annotation PRDM9s

Der prozentuale Anteil der PRDM9-Peaks, die in 5UTRs, Promotoren, Retroposons
(SVAs, SINE-VNTR/variable number tandem repeats/-Alus) und CpG-Inseln fallen,
ubersteigt den Anteil dieser Bereiche im Genom um etwa ein Acht- bis Sechzehnfaches
(Abbildung 18). Fir Peaks in exonischen Bereichen, 3-UTRs und TTSs (transcription
termination sites) ist eine zwei- bis vierfache Erhéhung zu erkennen. In LINEs, long
interspersed nuclear elements, und Satelliten-DNA liegt der Anteil der Peaks bei der
Halfte bzw. bei einem Viertel im Verhéltnis zum Anteil dieser beiden Bereiche im Genom.
Der prozentuale Anteil der Peaks in Introns, intergenischen Bereichen, SINEs (short
interspersed nuclear elements) und LTRs (long terminal repeats) gleicht dem dieser
Bereiche im Gesamtgenom. Beim Vergleich der Referenzgenome ist kein grofler
Unterschied zu vermerken. Die Peaks in Retroposons und Satelliten-DNA sind die
Ausnahmen, da deren Anteile sich bei M.mulatta und M.fascicularis unterscheiden.
Wihrend keine Peaks von M.fascicularis in Retroposons fallen, sind sie bei M.mulatta bis
zu sechzehnfach erhoht. Bei den Minisatelliten ist der Anteil der M.mulatta-Peaks
geringer, bei M.fascicularis sind sie fast identisch bzw. hoher.

Die hohen Balken im negativen Bereich bei Retroposons und RNA in Abbildung 18, kleiner
gleich -12, kénnen nicht in Betracht gezogen werden, da derLogarithmus von O nicht
definiert ist und sie auf diesen basieren.
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Abbildung 18: Logarithmus zur Basis 2 des Verhéltnisses des prozentualen Anteils der
PRDM?9-Peaks in verschiedenen, nachfolgenden Bereichen zu deren Anteil im Genom. Die
Bereiche umfassen: 5UTR, Promotor, Exon, Intron, 3'UTR, TTS, intergenische Regionen,
Retroposon, RNA, LINE, SINE, CpG-Inseln, LTR und Satelliten-DNA fiir M. fascicularis
(grau) und M.mulatta (blau) fur jeweils macFasbh (dunkel) und rheMac8 (hell).

Obwohl Peaks beispielsweise haufiger in Promotorbereichen zu finden sind, als diese
Regionen wiederum im Genom, betrdgt der prozentuale Anteil der Peaks im
Promotorbereich fir M.mulatta 1,35% und fiur M.fascicularis 0,94% (vgl. Tabelle 13). Der
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Grof3teil der Peaks, tiber 87% bei M.mulatta und 95% bei M.fascicularis, liegt in
intergenischen Regionen.

Tabelle 13: Anzahl und prozentualer Anteil der P9-Peaks pro Annotation fiir M.mulatta
(Mm) auf rheMac 8 und M.fascicularis (Mf) auf macFas5. Die CpG-Inseln sind separat
aufgefiihrt, da sie Teil der anderen Kategorien sind.

Mm/rheMac8 Mf/macFas5
Gesamtzahl an Peaks | 34525 4229
Annotation Anzahl an Peaks prozentualer | Anzahl an Peaks prozentualer
Anteil Anteil

3UTR 67 0,19406227 | 4 0,094585008
TTS 172 0,49818972 | 6 0,141877512
Exon 285 0,82548878 | 12 0,283755025
Intron 3251 9,41636495 | 131 3,097659021
Intergenic 30241 87,6916003 | 4034 95,38898085
Promoter 469 1,35843592 | 40 0,945850083
5UTR 40 0,11585807 | 2 0,047292504
CpG-Island 2053 5,94641564 | 498 11,77583353

Die Verteilung der P9H3- und P9H3D1-Peaks in den verschiedenen Bereichen des
Genoms weist zum Grof3teil die gleiche Tendenz auf wie PRDM9-Peaks, meist nochmals
stiarker, vor allem bei M.fascicularis. Die Peaks dieser beiden Konstellationen in den
Minisatelliten kommen bei beiden Makaken nun prozentual hé&ufiger vor als

Minisatelliten im Genom, siehe Abbildung 19.

Die negativen Werte unter -8 in Abbildung 19, bei beiden Makakenarten, basieren, wie
oben, auf dem nicht definierten Logarithmus von 0.
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Abbildung 19: Logarithmus zur Basis 2 des Verhéltnisses des prozentualen Anteils der
P9-, P9H3- und P9H3D1-Peaks in verschiedenen, nachfolgenden Bereichen zu deren
Anteil im Genom. Die Bereiche umfassen: 5’UTR, Promotor, Exon, Intron, 3'UTR, TTS,
intergenische Regionen, Retroposon, RNA, LINE, SINE, CpG-Inseln, LTR und Satelliten-
DNA fur M. fascicularis auf macFasbh (b) und M.mulatta auf rheMac8 (a).

3.2.3.9 Gene Ontology

Die Gene Functional Classification der PRDM9-Peaks, die sich in Genen befanden, ergibt
fir M.mulatta auf rheMac8, rheMac3 und macFas5 jeweils 25, 8 und 10 Gruppen mit
signifikantem enrichment score iiber eins (Huang et al. 2009b). Bei M.fascicularis finden
sich drei signifikante Gruppen mit rheMac8 als Grundlagen, bei macFas5 als
Referenzgenom waren keine vorhanden. Eine Gengruppe, die bei allen vier Konstellation
auftritt, besteht aus Mitgliedern der Ras-Superfamilie. Ein Uberblick zu allen Gruppen
steht im Anhang zur Verfiigung (S. 83-91). Von den 61 RAS-Genen, die mit PRDM9-Peaks
assoziiert sind, sind 11 mit P9H3D1-Peaks zu finden

Die Anzahl der Gene, in denen PRDM9-Peaks zu finden sind, belduft sich bei M.mulatta
auf 2396 von 34526 und 484 von 4233 bei M.fascicularis mit rheMac8 als Referenzgenom.
Das entspricht etwa 7 bzw. 11 %, sieche Tabelle 14. Von diesen Genen finden sich bei beiden
Spezies 279 gemeinsame. Uber 50% der Gene mit PRDM9-Peaks sind im Testisproteom
(Zhou et al. 2015) vertreten und grob 30% sind Haushaltsgene (Eisenberg, Levanon 2013,
Tabelle 14). Der prozentuale Anteil der Haushaltsgene im Testisproteom betriagt etwa
34% und ist somit hoéher als der Anteil der Gene mit PRDM9-Peaks in Haushaltsgenen.
Der Unterschied ist bei M.mulatta statistisch signifikant, bei M.fascicularis jedoch nicht,
vgl. Chi-Quadrat-Tests in Tabellen 15 und 16.
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Tabelle 14: Anzahl und Anteil der PRDM9-Peaks von M.mulatta und M.fascicularis in
Genen, die Ubereinstimmung dieser Gene in beiden Spezies, sowie Anzahl und Anteil der
Gene im Testisproteom und der Gene, die zu den Haushaltsgenen gehéren. Das
Referenzgenom ist jeweils rheMac8.

Gene mit PRDM9-Peaks | % gemeinsame Gene | %
M.mulatta 2396 6,93969762 | 279 11,6444073
M.fascicularis | 484 11,4339712 57,6446281

im Testisproteom % in Haushaltsgene | %
M.mulatta 1288 53,7562604 | 682 28,4641068
M. fascicularis | 270 55,785124 153 31,6115702

Tabelle 15: Chi-Quadrat-Test zu Genen mit PRDM9-Peaks von M.mulatta bzw. Genen im
Testisproteom, die zu den Haushaltgenen gehoren oder nicht, inkl. Chi-Quadrat- und p-
Wert. Das Referenzgenom ist rheMac8.

Haushaltsgene keine Haushaltsgene | total
Gene mit PRDM9-Peaks 682 1714 2396
Gene im Testisproteom 2918 5722 8640
total 3600 7436 11036
Chi-Quadrat 24,055 p-Wert 0,00000094

Tabelle 16: Chi-Quadrat-Test zu Genen mit PRDM9-Peaks von M.fascicularis bzw. Genen
im Testisproteom, die zu den Haushaltgenen gehoren oder nicht, inkl. Chi-Quadrat- und
p-Wert. Das Referenzgenom ist rheMac8.

Haushaltsgene keine Haushaltsgene | total
Gene mit PRDM9-Peaks 153 331 484
Gene im Testisproteom 2918 5722 8640
total 3071 6053 9124
Chi-Quadrat 0,959 p-Wert 0,32743896

3.2.3.10 piRNA Cluster

Von den 4230 PRDM9-Peaks von M.fascicularis auf macFasb liegen 28 in piIRNA-Cluster,
bei M.mulatta auf rheMac8 sind es 152 von 34526. Dabei kommt es auch vor, dass Peaks
in das gleiche Cluster fallen. Zuféllig erstellte Peaks sind jeweils nur halb so oft in diesen
Loci zu finden. Die Unterschiede sind, wie in den Tabellen 17 und 18 zu sehen ist,
signifikant.
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Tabelle 17: Chi-Quadrat-Test zu Peaks von M.fascicularis auf macFas5 und zufillig
gezogenen Loci inner- und aulBerhalb von piRNA-Clustern, inkl. Chi-Quadrat- und p-Wert.

Peaks in Cluster | aullerhalb von Cluster | total
beobachtet 28 4202 4230
zufillig gezogen | 10 4220 4230
total 38 8422 8460
Chi-Quadrat 8,565 p-Wert 0,00342687

Tabelle 18: Chi-Quadrat-Test zu Peaks von M.mulatta auf rheMac8 und zufillig
gezogenen Loci inner- und aulBerhalb von piRNA-Clustern, inkl. Chi-Quadrat- und p-Wert.

Peaks in Cluster | aullerhalb von Cluster | total
beobachtet 152 34374 34526
zufillig gezogen | 67 34459 34526
total 219 68833 69052
Chi-Quadrat 33,096 p-Wert 0,00000001

Die Prozentzahlen der Cluster mit PRDM9-Peaks, sowohl bei M.fascicularis als auch bei
M.mulatta, unterscheiden sich im Verhiltnis zum Anteil der jeweiligen Gruppen an
piRNA-Clustern. Gruppe 1 besteht aus Clustern mit speziesiibergreifender Expression,
Gruppe 2 aus Clustern mit speziestibergreifendem Vorkommen und Gruppe 3 aus
Clustern mit speziesspezifischem Vorkommen. Wahrend bei beiden Spezies der Anteil in
Gruppe 1 hoher ist, ist er bei M.fascicularis in Gruppe 3 und bei M.mulatta in Gruppe 2
dhnlich, bei M.fascicularis in Gruppe 2 und M.mulatta in Gruppe 3 niedriger als der
jeweilige Anteil der Gruppe zur Gesamtanzahl der Cluster.

Die im Vergleich zu oben genannten Zahlen abweichenden absoluten Gesamtzahlen in
Tabelle 19 sind durch die Anwesenheit mehrerer Peaks pro Cluster zu erkléaren. Bei
M.fascicularis sind es drei Peaks, die wegfallen, davon gehért einer zu Gruppe 1 und zwei
zu Gruppe 3. Ein deutlicherer Unterschied ist bei M.mulatta vorzufinden. Hier verteilen
sich 49 Peaks auf Cluster, die bereits einen Peak aufweisen. Die Mehrheit, 30 Peaks,
gehoren zu Gruppe 1, 12 zu Gruppe 2 und sieben zu Gruppe 3.

50



Tabelle 19: Anzahl und Anteil aller piIRNA-Cluster und piRNA-Cluster (aus Gebert et al.
2019) mit PRDM9-Peaks in den verschiedenen Gruppen (siehe unten), sowohl fir
M.fascicularis auf macFasb als auch fir M.mulatta auf rheMac8.

Cluster* | Anteil der Cluster | Cluster mit PRDM9- | Anteil der Cluster | Cluster mit PRDM9-
macFash Peaks (Mf/macFasb) rheMac8 Peaks (Mm/rheMac8)

Gruppe | abs. %** abs. % abs. %** abs. %**

1 146 24 9 36 106 24 35 34

2 246 41 7 28 175 39 39 38

3 210 35 9 36 164 37 29 28

gesamt | 602 100 25 100 445 100 103 100

*1: Cluster mit speziesiibergreifender Expression, 2: Cluster mit speziesiibergreifendem
Vorkommen, 3: Cluster mit speziesspezifischem Vorkommen. Speziesubergreifend bezieht sich
dabei auf die Primatenarten Microcebus murinus, Nycticebus coucang, Loris tardigradus,
Callithrix jacchus, Macaca mulatta, Macaca fascicularis und Homo sapiens.

**: gerundet, abs. = absolute Zahlen

3.2.3.11 Motiv-Konsensussequenz

Die Motiv-Konsensussequenz (kurz Motiv), die jeweils in allen 1000 héchsten nach p-Wert
sortierten Peaks bei M.fascicularis und M.mulatta vorkommt, ist bei beiden Arten 15
Basenpaare lang und wird von Guanin bzw. Cytosin dominiert. Die zwei Motive sind
nahezu identisch. Vergleicht man das M.fascicularis-Motiv mit dem reversen Komplement
von M.mulatta stimmt es von Position eins bis vierzehn mit dem Bereich zwei bis flinfzehn
von M.mulatta tiberein, siehe Abbildung 20. Abweichungen stellen die Anteile der Basen
an den jeweiligen Positionen dar.
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Abbildung 20: Motive, die mit MEME suite ermittelt wurden, von M.fascicularis (a) und
M.mulatta (b) mit dem revers komplementiaren Motiv auf der jeweils rechten Seite. Die
GroBe der Basen steht fiir deren Haufigkeit, die Gesamthohe pro Position stellt den
Informationsgehalt der Position in Bit dar.
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Beide Motive sind zu knapp 40% in den PRDM9-Peaks von M.mulatta und zu etwa 35%
in den PRDM9-Peaks von M.fascicularis vorhanden, siehe Tabelle 20.

Tabelle 20: Ubersicht zur Anzahl und zum prozentualen Anteil der Motive in den PRDM9-

Peaks der beiden Makaken. Die dazugehorige Standardeinstellung fur den p-Wert ist
kleiner als 0,0001.

FIMO
Motiv | Mm_PRDM9-Peaks | Prozentualer Mf _PRDM9-Peaks | Prozentualer
(auf rheMac8) Anteil in Peaks | (auf macFasb) Anteil in Peaks
Mf 13781 39,91484678 1521 35,957447
Mm 13212 38,26681342 1417 33,498818
*ohne scaffolds

Die Verteilung der Peaks mit Motiv ist in Abbildung 21 zu sehen. Zudem sind auch alle
Peaks von M.fascicularis auf macFas5 und jene von M.mulatta auf rheMac8 dargestellt.
Bei beiden Konstellationen, sowohl fiur macFasb als auch fiur rheMac8, sind die
prozentualen Anteile der Peaks im Vergleich zum prozentualen Anteil der Chromosomen
10, 16, 19 und 20 zur Gesamtheit der Chromosomen um etwa das Doppelte erhoht.
Ahnliches gilt fiir die entgegengesetzte Richtung und in abgeschwéchter Form fir die
Chromosomen 2, 5, 6, 12 und 17. Die Tendenz der Peaks mit Motiv ist meist ausgepragter.
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Abbildung 21: Logarithmus zur Basis 2 des Verhéltnisses des prozentualen Anteils der
Peaks (Peaks/macFash bzw. Peaks/rheMac8) und Peaks mit Motiv (Motiv/Peaks) zum

Anteil der einzelnen Chromosomen im Vergleich zu allen Chromosomen fiir M.fascicularis
(grin) und M.mulatta (grau).
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3.2.3.11.1 Zusammenhang zwischen Motiv und Alu-Elementen

Der Anteil von Alu-Elementen an allen Peaks betriagt bei beiden Makaken etwa 9,5% und
ist somit niedriger als die ca. 11%, die Alus im Genom beider Arten ausmachen. Betrachtet
man die Peaks mit Motiv, erhoht sich der prozentuale Anteil an Alus auf mehr als 20%,
was dem Doppelten an Alu-SINEs im Genom entspricht. Die Alu-Subgruppen mit
unterschiedlich tief koaleszierenden Retropositionsmaxima nehmen ungefahr 24% (Alud),
55-57% (AluS) und 19-21% (AluY) in Anspruch, siehe Tabelle 21. Im Vergleich zu diesen
Zahlen ist der prozentuale Anteil an ,,jungen” AluY in beidenPeak-Kategorien geringer, 5-
7%. Bei ,,alten” Alud hingegen sind die Anteile bei den beiden Peak-Kategorien erhoht.
Das Gegenteil ist bei AluS der Fall, bei dem die Werte bei den beiden Peaks niedriger sind.

Tabelle 21: Anzahl und prozentualer Anteil der Alus in PRDM9-Peaks und in PRDMO9-
Peaks mit Motiv, sowie beides fiir die drei Subgruppen Alud, AluS und AluY und ein
Uberblick iiber Anzahl und prozentualen Anteil der Subgruppen aller Alus in den
Genomen macFas5 und rheMac2 (ersetzt hier rheMac8).

M.fascicularis

Peaks Peaks mit Motiv Alus in macFasb

Alus Peaks Alus Peaks

399 4230 327 1522 1136139
prozentualer 9,432624113 21,4848883
Anteil der Alus

% % %

Alud 191 47,8696742 | 141 43,1192661 | 267228 23,5207136
AluS 187 46,8671679 | 162 49,5412844 | 646921 56,940304
AluY 21 5,26315789 | 24 7,33944954 | 221990 19,5389825
M.mulatta

Peaks Peaks mit Motiv Alus in rheMac2

Alus Peaks Alus Peaks

3274 34526 3093 13212 1046142
prozentualer 9,482708683 23,41053588
Anteil der Alus

% % %

Alud 1310 40,0122175 | 1101 35,5965082 | 252581 24,1440455
AluS 1790 54,6731827 | 1824 58,971872 | 576614 55,1181388
AluY 174 5,31459988 | 168 5,43161979 | 216947 20,7378157
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3.2.3.11.2 Vergleich der Motive: MEME vs. Binding Site Prediction

STAMP vergleicht die mit MEME ermittelten Motive mit jenen, die anhand des
Zinkfingerarrays vorhergesagt wurden. Die MEME-Motive sowohl von M.mulatta als
auch von M.fascicularis alignieren jeweils in dem Bereich, in dem sich die vorhergesagten
Bindungssequenzen unterscheiden. Der direkte Vergleich von M.mulatta und
M.fascicularis zeigt, dass tihre MEME-Motive an der jeweils identischen Position in den
drei Allelen alignieren, und, dass der e-Wert am geringsten beim liangeren M.mulatta-
Allel ist und am hoéchsten beim kiirzeren, siehe Abbildungen 22 und 23.

BSE Manulsita 1

BSP_M.mulatta_l 4.2840e-06 o RRCWGAGRNNR--—-— =~~~ ; C r TI |
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o ——— —RGARRCWGAGRNNR-————————— ;
BSP_M.fascicularis 1.5401e-04 CTGCCARGANAANGGCAANAANTTCTGT hc ij QC!IHQT: TA»
BSP Mamduta 2
~RGARRCWGAGRNNR-————————~— ;
BSP_M.mulatta_2  2.3204¢-03 CTGCGANAANGGCAANAANTTCTGT M AAJU QCIILIC QA
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Abbildung 22: Von links nach rechts sind der Name des vorhergesagten Motivs (BSP =
binding site prediction), der e-Wert, die Alignierung der Sequenzen der Motive mit dem
MEME-Motiv von M.mulatta oben und die Abbildung des Motivs angegeben.
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nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

BSP M. fascicularis
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Abbildung 23: Von links nach rechts sind der Name des vorhergesagten Motivs (BSP =
binding site prediction), der e-Wert, die Alignierung der Sequenzen der Motive mit dem
MEME-Motiv von M.fascicularis oben und die Abbildung des Motivs angegeben.

3.2.3.12 Interaktionspartner

Die mittels Massenspektrometrie und CRAPome ermittelten Interaktionspartner fir
PRDM9 von M.fascicularis sind Acrosin (ACR), Acrosin Binding Protein (ACRBP) und
KIAA1210. Bei M.mulatta finden sich Suppressor Of Variegation 3-9 Homolog 2
(SUV39H2), Toll interacting protein (TOLLIP) und Vav Guanine Nucleotide Exchange
Factor 1 (VAV1). Die Ergebnisse sind jeweils nur in einem Replikat zu finden.
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3.2.3.13 H3K4me3

Der prozentuale Anteil der H3K4m3-Peaks, die sich um die transcription starting site
(T'SS) befinden, steigt unabhéngig vom Referenzgenom und der Spezies ab 1 kb 5° der TSS
an und ebbt 1 kb 3° ab, mit einem Hochstwert bei etwa 300 bp auf der 3‘-Seite der TSS,
siehe Teilabbildungen a und b in Abbildung 24.
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Abbildung 24: Prozentuale Verteilung der H3K4me3-Peaks um die TSS (transciption
starting site), was 0 in den Diagrammen entspricht, in 100 bp-Abschnitten. a) zeigt die
Verteilung von M.fascicularis (Mf) und M.mulatta (Mm) auf rheMac8, b) zeigt ebenjene
auf macFas5 und in c) ist die Verteilung von M.fascicularis auf macFas5 und M.mulatta
auf rheMac8 graphisch zusammengefasst.
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Sieht man sich nun Teilabbildung ¢ in Abbildung 24 an, fillt auf, dass ein Abfall des
prozentualen Anteils der Peaks 100 bp 5° und 3‘ der T'SS zu sehen ist. Das ist nur der Fall,
wenn M.mulatta-Peaks auf rheMac8 und M.fascicularis-Peaks auf macFas5 abgebildet
werden. In den Teilabbildungen a und b sind die Peaks von M.mulatta auf macFas5 und
M.fascicularis auf rheMac8 zu sehen, die diese Abnahme nicht (M.mulatta auf macFasb)
oder kaum aufweisen (M.fascicularis auf rheMac8).

3.2.3.13.1 Testis, Haushalt

Die Anzahl der Gene, um deren TSS H3K4me3-Peaks liegen (+/-2kb), betridgt bei
M.mulatta 903 von 22541, bei M.fascicularis 1441 von 19138 mit je rheMac8 als
Referenzgenom, was 4% bzw. 7,5% entspricht, vgl. Tabelle 22. Die beiden Makaken teilen
sich davon 307 gemeinsame Gene. Etwa 60% der Gene mit H3K4me3-peak sind im
Testisproteom zu finden und 38% gehoéren zu den Haushaltsgenen. Der prozentuale Anteil
der Haushaltsgene im Testisproteom betridgt etwa 34% und ist somit geringer als der
Anteil der Gene mit H3K4me3-Peaks in Haushaltsgenen. Die Unterschiede sind zudem
statistisch signifikant, siehe Tabellen 23 und 24.

Tabelle 22: Anzahl und prozentualer Anteil der H3K4me3-Peaks von M.mulatta und
M fascicularis +/-2kb um die TSSs herum, die Ubereinstimmung dieser Gene in beiden
Spezies; Anzahl und Anteil der Gene (mit H3K4me3 um TSS) im Testisproteom und der
Gene (mit H3K4me3 um TSS), die zu den Haushaltsgenen gehoéren. Das Referenzgenom
ist jeweils rheMac8.

Gene mit H3K4me3-Peaks um TSS | % gemeinsame Gene | %
M.mulatta 903 4,00603345 | 307 33,9977852
M.fascicularis | 1441 7,562952242 21,3046495

im Testisproteom % in Haushaltsgene | %
M.mulatta 512 56,6998893 | 344 38,0952381
M.fascicularis | 892 61,9014573 | 537 37,2657876

Tabelle 23: Chi-Quadrat-Test zu Genen mit H3K4me3-Peaks +/-2kb um die TSSs herum
von M.mulatta bzw. Genen im Testisproteom, die zu den Haushaltgenen gehéren oder
nicht, inkl. Chi-Quadrat- und p-Wert. Das Referenzgenom ist rheMac8.

Haushaltsgene | keine Haushaltsgene | total
Gene mit H3K4me3-Peaks | 344 559 903
Gene im Testisproteom 2918 5722 8640
total 3262 6281 9543
Chi-Quadrat 6,788 p-Wert 0,00917727
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Tabelle 24: Chi-Quadrat-Test zu Genen mit H3K4me3-Peaks +/-2kb um die TSSs herum
von M.fascicularis bzw. Genen im Testisproteom, die zu den Haushaltgenen gehéren oder
nicht, inkl. Chi-Quadrat- und p-Wert. Das Referenzgenom ist rheMac8.

Haushaltsgene | keine Haushaltsgene | total
Gene mit H3K4me3-Peaks | 537 904 1441
Gene im Testisproteom 2918 5722 8640
total 3455 6626 10081
Chi-Quadrat 6,688 p-Wert 0,0097064

3.2.3.13.2 GO mit DAVID

Die Gene, um deren TSS (+/-2kb) herum sich die H3K4me3-Peaks finden, kodieren bei den
M.mulatta-Peaks auf rheMac8 und rheMac3 fir Untereinheiten der RNA-Polymerasen 2
und 3 sowie RNA-Bindungsmotivproteine und Splicingfaktoren. Bei den M. mulatta-Peaks
auf den beiden M. mulatta-Genomen und macFas5 finden sich (mitochondrial-) ribosomale
Proteine. Bei den M.fascicularis-Peaks, sowohl auf rheMac8 als auch macFas5, gehtren
Gene, die fir (mitochondrial-) ribosomale Proteine kodieren, und Mitglieder der Ras-
Superfamilie.

3.2.3.13.3 Annotation

Eine deskriptiv statistische Auswertung der genomischen Loci der H3K4me3-Peaks zeigt,
dass die Peaks in 5-UTRs, Promotoren, Retroposons und CpG-Inseln um das acht- bis 32-
fache haufiger vorkommen als dies der prozentuale Anteil dieser Loci im Genom erwarten
lasst. Bei Exons und RNA-Wiederholungseinheiten sind sie zum Teil zwei- bis viermal so
oft vertreten. In LINEs und Satelliten-DNA kommen sie im Vergleich zu diesen Loci im
Genom nur halb so oft vor. Im Vergleich liegt bei den beiden Makakenarten unabhéangig
vom Referenzgenom meist eine gleiche Tendenz vor, die bei M.fascicularis etwas
ausgepragter ist, siche Abbildung 25.
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Abbildung 25: Logarithmus zur Basis 2 des Verhéltnisses des prozentualen Anteils der
H3K4me3-Peaks in verschiedenen, nachfolgenden Bereichen zu deren Anteil im Genom.
Die Bereiche umfassen: 5UTR, Promotor, Exon, Intron, 3'UTR, TTS, intergenische
Regionen, Retroposon, RNA, LINE, SINE, CpG-Inseln, LTR und Satelliten-DNA fir M.
fascicularis (Mf, grau) und M.mulatta (Mm, blau) fir jeweils macFas5 (dunkel) und
rheMac8 (hell).
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3.3 Diskussion

Die hier charakterisierten Eigenschaften der PRDM9-Bindungsstellen bei Macaca
mulatta und Macaca fascicularis und die Zusammenhénge mit genomischen Regionen und
Interaktionspartner werden im Folgenden ebenso diskutiert wie die Eigenschaften der
Histonmodifikation H3K4me3. Final werden die Unterschiede zwischen den beiden
Makakenarten bezliglich der PRDM9-Peaks bzw. Rekombinationshotspots aufgegriffen
und die moéglichen Auswirkungen der unterschiedlichen Zinkfingerarrays auf die
Artentstehung beleuchtet.

3.3.1 Reads, Peaks und Qualitatsmerkmale

Der Anteil der Reads, der ausgeschlossen wurde, da sie mehrfach oder gar nicht zu
Mappen bzw. redundant waren, hilt sich in dem Rahmen, den das encode-Projekt fiir
zulassig beschreibt. Die Qualitdtswerte sind auch positiv zu bewerten.

Auffillig ist, dass ausschlieBlich bei den PRDM9-Peaks von Macaca fascicularis die
Anzahl deutlich geringer ausfillt. Der Grund fiir die wenigen PRDM9-Peaks liegt wohl
beim zweiten Replikat, das bei BGI sequenziert wurde. Trotz dhnlicher Anzahl an Reads,
auch nach den oben erwidhnten Reduktionsschritten, erreichten die Peaks nach dem
Zusammenfiihren der Replikate eine vierstellige Summe, wihrend die Peaks aller
anderen Konstellationen fiinfstellig sind. Das ist bei allen drei Referenzgenomen der Fall.

3.3.2 Verteilung der PRDM9-Peaks und GC-Gehalt

Betrachtet man die Verteilung der PRDM9-Peaks auf allen Chromosomen und auf den
einzelnen Chromosomen, fallt eine Haufung auf GC-reichen Chromosomen, auch unter
Ausschluss von CpG-Inseln, auf. Rangkorrelationen unterstitzen diese Aussage und
zeigen einen stark positiven Zusammenhang. Zudem sind die Peaks vermehrt in GC-
reichen Regionen der Chromosomen zu finden. Aus fritheren Studien zu verschiedensten
Organismen ist eine Verbindung zwischen GC-Gehalt und Rekombinationshotspots
bekannt: Mensch (Ikemura und Wada 1991, Eyre-Walker 1993, Eisenbarth et al. 2000 und
2001; Fullerton et al.2001, Galtier et al. 2001), Nager (Williams und Hurst 2000, Jensen-
Seaman et al. 2004), Vogel (Hurst et al. 1999, Galtier et al. 2001), Fliege (Marais et al.
2001, Takano-Shimizu 2001), Wurm (Marais et al. 2001) und Hefe (Gerton et al. 2000)
beschrieben, siehe dazu Birdsell et al. (2002). Ob GC-reiche Regionen eine Voraussetzung
fiir Rekombinationshotspots sind (Gerton et al. 2000, Petes 2001, Blat et al. 2002, Petes
and Merker 2002, Marsolier-Kergoat und Yeramian 2009) oder Rekombinationshotspots
GC-reiche Regionen durch Genkonversion entstehen lassen (Bernardi 1993, Montoya-
Burgos et al. 2003, Meunier and Duret 2004, Clément und Arndt 2013), wird zwar in
Jensen-Seaman et al. (2004) sowie in Popa et al. (2012) aufgegriffen, bleibt jedoch
ungeklart.

59



3.3.3 Verteilung auf einzelne Chromosomen

3.3.3.1 Autosome und Telomere

Die PRDM9-Peaks sind nicht gleichméfig auf den einzelnen Chromosomen verteilt. Eine
Héaufung an den p- und q-terminalen Enden ist sowohl am Beispiel von Chromosom 20 als
auch bei den Mittelwerten aller Chromosomen zu sehen. Diese Bereiche sind GC-reich
(siehe Abbildung 13, Costantini et al. 2006). Das steht im Einklang mit den Aussagen im
vorherigen Kapitel, dass GC-reiche Regionen und Rekombination zusammenfallen.
Aullerdem ist die Rekombinationsrate hoher in Richtung Telomere und niedriger in
Zentromernidhe; bei méannlichen Individuen, bei Menschen und MaA&usen, ist dieser
Zusammenhang deutlicher als bei weiblichen (Broman et al. 1998, Yu et al. 2001, Kong et
al. 2002, Paigen et al. 2008). Da Zentromere wichtig sind fur die Segregation der
Chromosomen und Crossing-over hier bzw. in ihrer Ndhe zu Aneuploidien fithren kénnen
(Lamb et al. 1996, Thomas et al. 2001), sind sie durch RNAi1 (RNA-Interferenz) und
Heterochromatin vor Crossing-over geschiitzt (Ellermeier et al. 2010).

Noch deutlicher wird dieses Verteilungsmuster bei den Peaks, die bei PRDM9, H3K4me3
und DMC1 zu finden sind. Diese Peaks stehen aufgrund der Funktion DMC1s bei der
Alignierung der homologen Chromosomen (Li et al. 1997, Pittman et al. 1998, Yoshida et
al. 1998) fiir Loci mit Doppelstrangbriichen (DSB). Somit sind bereits die potentiellen
Hotspots der Rekombination (PRDM9-Peaks) eher an den Chromosomenenden
anzutreffen, aber die Auswahl fiir die DSB verschiebt die Verteilung nochmals weiter
Richtung Chromosomenenden. Wie die Loci fiir DSB und die Crossing-over-Ereignisse
letztlich gewéhlt werden, ist bisher nicht bekannt. Die H3K4me3-Peaks sind vor allem
stark in den 100 bp-Bereichen vor und nach dem PRDM9-Zentrum vertreten, wihrend die
DMC1-Peaks zwar auch Richtung Zentrum ansteigen und dann wieder abfallen, aber ohne
einen deutlichen Ausschlag direkt vor und nach dem Mittelpunkt. Dieses Muster ist auch
in Paigen und Petkov (2018) mit Hinweis auf Brick et al. (2012) und Baker et al. (2014)
beschrieben worden.

Bei den Chromosomen 1, 2 und 19 von M. mulatta liegen jeweils an einem
Chromosomenende weniger als 10% der Peaks. Moglicherweise sind die
gegeniberliegenden Enden hiufiger im Rekombinationsprozess involviert und ein
einziges Rekombinationsereignis kann ausreichend sein (Hultén 1974). M.fascicularis
weist zwar mehr Chromosomen deren Enden weniger Peaks besitzen, auf, allerdings kann
dies auf der insgesamt geringeren Anzahl an Peaks beruhen.

3.3.3.2 Gonosomen und PAR

Die Geschlechtschromosomen gehéren zu jenen mit niedrigem GC-Gehalt von etwa 40 %.
Aber im Vergleich mit anderen Chromosomen mit 4hnlichem bzw. geringerem GC-Gehalt,
wie Chr 6 und 17, ist die Anzahl der PRDM9-Peaks im Verhéltnis zur Chromosomengrofie
deutlich kleiner. Somit ist der GC-Gehalt nicht ausschlaggebend fir die vergleichsweise
wenigen Peaks. Chromosom X hat, abgesehen von den zwei POH3D1-Peaks auf Chr X von
macFas5, zudem den hochsten prozentualen Wert in den ersten 10% des Chromosoms,
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sowohl bei P9- als auch bei PO9H3D1-Peaks. Die wenigen Peaks und deren starke Prisenz
am Ende des kurzen Arms sind hiéchstwahrscheinlich darauf zurickzufithren, dass die
Rekombination der Geschlechtschromosomen bei ménnlichen Individuen in einem
bestimmten Bereich stattfindet, der als pseudoautosomalen Region (PAR) bezeichnet
wird. Diese befindet sich bei M.mulatta im Gegensatz zum Menschen, der zwei PARs
besitzt, nur am Ende des kurzen Arms bei Chromosom X und am Ende des langen Arms
des Y-Chromosoms (Ellis et al. 1990, Hughes et al. 2012). Ob PRDM9 tberhaupt fir die
Rekombinationshotspots in der pseudoautosomalen Region verantwortlich ist, ist je nach
Spezies unterschiedlich: Bei der Maus soll ein unbekannter Mechanismus die Hotspots
und somit das Crossing-over zwischen X und Y-Chromosom garantieren (Brick et al.
2012). Beim Menschen (Pratto et al. 2014, Hinch et al. 2014) soll PRDM9 allerdings die
Loci in der PAR bestimmen. Bei Macaca mulatta ist der Grofiteil der DMC1-Peaks, die
mit H3K4me3- und PRDM9-Peaks zusammenfallen, in der PAR des X-Chromosoms zu
finden. Das lasst vermuten, dass PRDM9 hier durchaus eine Rolle in der Vorbereitung der
Rekombination spielt. Die wenigen Peaks bei Macaca fascicularis koénnten dafiir
verantwortlich sein, dass fiir diese Spezies nicht dhnliches berichtet werden kann. Anders
liegt der Fall bei M.mulatta und dem Y-Chromosom. Hier sind zwar PRDM9-, aber keine
P9H3D1-Peaks zu verzeichnen. Ob die Rekombination somit ausschlieBlich vom X-
Chromosom ausgeht oder doch ein Alternativprogramm zum Zuge kommt, bleibt fraglich.

Die Rekombination bei Geschlechtschromosomen ist beim heterogametischen Geschlecht
rdumlich und zeitlich von jener der Autosomen getrennt. Das X- und Y-Chromosom
formen einen Komplex, der sex body oder XY-body genannt wird, und werden fiir die Zeit
inaktiviert, wihrend derer sich die Autosomen rekombinieren; der Austausch zwischen
den Gonosomen findet erst danach statt (siehe dazu z.B. Hoyer-Fender 2003, Handel 2004,
Kauppi et al. 2012). SUV39HZ2, das laut Immunopréazipitation und Massenspektrometrie
mit PRDM9 von M.mulatta interagieren konnte, ist im XY-body-Komplex angereichert
(O’Carrol et al. 2000).

3.3.4 Assoziation mit genomischen Regionen/Charakteristika/Merkmalen
3.3.4.1 Annotation

Der GrofBiteil der PRDM9-Peaks ist in intergenischen Regionen (87-95%) zu finden, die
nachstgroBeren Anteile in den Introns (3-9%) und CpG-Inseln (CGIs, 6-12%). Bei den
ersten beiden stimmt dies in etwa mit dem Anteil dieser Loci im Genom iiberein. Der
Anteil der Peaks in den CpG-Inseln ist hoher als der prozentuale Anteil der CGIs am
Genom. Eine mogliche Erklarung ist, dass diese Bereiche GC-reich sind und somit der in
Kapitel 3.3.2 dargestellte Zusammenhang zwischen GC-Gehalt und Rekombinations-
hotspots als Grundlage dient. Eine andere ist jene, dass CGIs hiufig in Promotoren
vorkommen (Strachan und Read 2005): die geringe Prozentzahl der Peaks von etwa 0,95-
1,36% in Promotoren stimmt mit den Ergebnissen von Brick et al. (2012) iberein, die
besagen, dass PRDM9 die Doppelstrangbriiche von den Transkriptionsstartsites
wegdirigiert, da, im Gegensatz zu 3% beim Wildtyp, 44% der Rekombinationshotspots bei

61



PRDMY9-Knockout-Mausen in Promotorregionen zu finden sind. Dennoch sind in
genspezifischen Regionen wie Promotoren, UTRs, Exons und TTs h&ufiger Peaks
vorhanden als diese Regionen im Genom anteilig sind. Dabei ist eine dhnliche Erhéhung
um etwa das Sechzehnfache sowohl bei 5’UTRs, Promotoren und CGls zu beobachten.
Circa 7-11% der PRDM9-Peaks kommen in Genen (Promotor, Exon, Intron, TTS, 5°- und
3’UTR) vor. Mehr als die Halfte dieser Gene von M.fascicularis sind auch in M. mulatta zu
finden. Rekombinationsreiche Regionen weisen beim Menschen eine erhohte
Mutationsrate auf (Lercher und Hurst 2002), was vor allem in Genen und
Regulationsbereichen von Nachteil sein kann. PRDM9-Bindungsstellen finden sich beim
Menschen zwar auch in Promotorbereichen, allerdings sollen sie nicht zu Rekombination
fihren, moglicherweise aufgrund einer fehlenden HB3K36me3-Markierung, und
stattdessen diese Gene regulieren bzw. aktivieren (Hayashi et al. 2005, Cano-Rodriguez
et al. 2016, Altemose et al. 2017). Dazu passend fallt mehr als die Halfte der Gene mit
PRDM9-Peaks bei Makaken mit jenen Genen zusammen, die das Testisproteom
ausmachen. Der Anteil der Gene mit PRDM9-Peak in den Haushaltsgenen (ca. 30%) ist
geringer als der Anteil der Testisproteom-Gene in den Haushaltsgenen. Somit sind die
~PRDM9-Gene“ im Vergleich nicht gehduft in den Haushaltsgenen anzutreffen. Zhou et
al. (2013) untersuchten Gene, die mit Hotspots zusammenfallen und stellten dabei fest,
dass diese Gene in Haushaltsgenen signifikant unterreprasentiert sind.

3.3.4.2 Gene Ontology: PRDM? und Krebs bzw. Ras

Mitglieder der PRDM-Familie sind dafiir bekannt, dass sie als Onkogene und
Tumorsuppressorgene agieren (siche dazu die Reviews: Fog et al. 2012, Mzoughi et al.
2016, Hohenauer und Moore 2012). PRDM9 selbst wird in Hussin et al. (2013) und
Woodward et al. (2014) mit akuter lymphatischer Leuk&mie (ALL) in Verbindung
gebracht. Seltene PRDMY-Allele sind haufiger bei Kindern mit ALL und ihren Eltern zu
finden. Ob die versetzten Bindungsstellen wahrend der parentalen Meiose eine nicht
vorgesehene Expression PRDMY9s aullerhalb der Meiose und in den Krebszellen oder ein
weiterer Mechanismus Grundlage fiir die Verbindung darstellen, bleibt unklar. Die
Expression PRDMJY9s in Krebszellen wurde in Feichtinger et al. (2012) und Houle et al.
(2018) untersucht und in 5 bzw. 32 Arten nachgewiesen. Houle et al. (2018) berichten,
dass es an den somatischen Bindungsstellen von PRDM9 zu Doppelstrangbriichen kommt.
Wenn diese nicht umgehend repariert werden, kann dies zu strukturellen Verédnderungen
fiihren (Jackson 2002) und somit zu genomischer Instabilitit, was wiederum ein
Kennzeichen von Krebserkrankungen darstellt (Hanahan und Weinberg 2011).

Sowohl bei M.fascicularis als auch bei M.mulatta iberschneiden sich PRDM9-Peaks mit
Genen, die Vertreter der Ras-Superfamilie, vor allem der dazugehorigen Rab- und Ras-
Subfamilien, sind. Sie kodieren fiir GTPasen. Diese Enzyme sind aktiv, wenn sie GTP
(Guanosintriphosphat) binden. Wird GTP zu GDP (Guanosindiphosphat) durch
Abspaltung eines Phosphats mithilfe von GAP (GTPase-aktivierendes Protein), sind die
Enzyme inaktiv. GTP-Austauschfaktoren (GEF, Guanosine triphosphate Exchange
Factor) bewirken, dass GDP durch GTP ersetzt wird. Die Funktionen der GTPase-
Subfamilien erstrecken sich von Signalwegen, Zellproliferation und —differenzierung und
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Apoptose (Ras) zu intrazellularem Transport von Proteinen (Rab) oder Vesikel (Arf) und
Genexpression (Rho, Ras), siehe dazu Goitre et al. (2014). AuBerdem sind
Zusammenhidnge zwischen den GTPasen und Krebs bekannt, wie z.B. die Hoch- und
Herunterregulierungen von Rab in Krebszellen (Hendrix et al. 2010, Nam et al. 2010, Ho
et al. 2012, Li et al. 2015, siehe dazu Banworth und Li 2018) oder, dass Mutationen in
KRas, NRas und HRas in 30% der Tumore beim Menschen zu finden sind (Fernandez-
Medarde und Santos 2011). Einige Mitglieder der Ras-Superfamilie sind in der akuten
lymphatischen Leukadmie involviert: RablA, Rab7A, Rab9B und Rabl4 sind hoch-,
wéahrend Rab22B, Rab27A und Rab32 herunterreguliert sind (Rodrigues und Pereira-Leal
2014, Banworth und Li 2018). Villagomez et al. (2017) sehen Rab35 als potentielles
Onkogen in der ALL. Mutationen in NRas und KRas sind héufig bei der ALL zu finden,
vor allem auch bei Kindern, die ruckfillig werden (Shu et al. 2004, Liang et al. 2006,
Yamamoto et al. 2006, Fernandez-Medarde und Santos 2011, Irving et al. 2014). Rab5C
soll als Regulator des B-ALL-Zellwachstums agieren (Tan et al. 2014). Von diesen Ras-
Genen sind RablA, Rab5C, Rab27A, Rab32 und Rab35 jene, die mit PRDM9-Peaks
zusammenfallen, siehe die Listen zur Gene Ontology im Anhang (S. 83-91).

Somit bergen DSB und eine damit verbundene, moéglich fehlerhafte Reparatur (Strathern
et al. 1995, Lupski 1998, Lercher und Hurst 2002, Hicks et al. 2010, Deem et al. 2011,
sieche auch Rodgers und McVey 2016) ein hohes Risiko. Allerdings sind weniger
Ubereinstimmungen von P9H3D1-Peaks mit diesen Genen zu verzeichnen. Dies kénnte
darauf hindeuten, dass hier wie bei anderen Genen regulér kaum Doppelstranbriiche bzw.
keine Rekombination stattfinden (siehe Altemose et al. 2017) und PRDM9 an diesen Loci
die Transkription der Gene aktiviert bzw. eine noch unbekannte Funktion ausiibt
(Hayashi et al. 2005, Cano-Rodriguez et al. 2016).

Zum Cluster der Ras-Gene gehoren auch zwei Septine, SEPT6 und SEPT7, die zusammen
mit SEPT12, SEPT2 und SEPT4 eine Filamentstruktur am Schlussring, der sich zwischen
dem Mittelstiick und dem Schwanz des Spermiums befindet, bilden (Kuo et al. 2015).

3.3.4.3 Repetitive Elemente

Einige repetitive Elemente, wie Alus, SVAs und piRNAs sind GC-reich (International
Human Genome Sequencing Consortium 2001, Gebert et al. 2019), was sie als mogliche
Rekombinationshotspots pradestinieren konnte, siehe Kapitel 3.3.2. Yamada et al. (2017)
zeigen, dass bei Miausen Doppelstrangbriiche zu etwa einem Drittel in repetitiven
Einheiten stattfinden, was einem hohen prozentualen Anteil entspricht. Da repetitive
Regionen allerdings 50 % des Genoms ausmachen, sind DSB in diesen Bereichen
unterreprisentiert.

Nicht Allelische Homologe Rekombinationen (NAHR) entstehen meist durch indquales
Crossing-over zwischen zwei nicht homologen low copy repeats (LCR), auch segmentale
Duplikationen genannt (siehe dazu Lupski 1998, Stankiewicz und Lupski 2002).
Allerdings kann eine solche ektopische Rekombination auch zwischen repetitiven
Elementen stattfinden, wie bei Alus (siehe dazu Deininger und Batzer 1999, Bailey et al.
2003, Sen et al. 2006), LINEs (Burwinkel und Kilimann 1998, Han et al. 2008) oder
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vermutlich bei SVAs (siehe dazu Ostertag et al. 2003, Hancks und Kazazian 2010, Lee et
al. 2012). Somit wire zu erwarten, dass PRDM9 hier weniger oft bindet. Abgesehen von
den SVA genannten Retroposons, sind die PRDM9-Peaks seltener oder erwartungsgeméal
oft in repetitiven Einheiten bei M.mulatta zu finden. Die SVAs in den Cercopithecidae
(MacSVAs) sind Vorgidnger der SVAs in den Hominiden (Han et al. 2007). Erstere sind
kirzer, etwa 350 bp, und seltener, 100-200 Einheiten, im Vergleich zu 900 bp groflen
SVAs, die 2000 bis 5500 Mal in den Hominiden vorkommen (Tang und Liang 2019).
Insgesamt sind sieben PRDM9-Peaks von M.mulatta in SVAs zu finden. Im Gegensatz
dazu sind bei M.fascicularis keine in SVAs vorhanden. Beim Menschen sind SVAs eher in
coldspots zu finden (Myers et al. 2008). NAHR fihrt zu Umgestaltungen wie Insertionen,
Deletionen als auch Inversionen (siehe dazu Lupski 1998, Stankiewicz und Lupski 2002)
und kann zu Krankheiten fithren; Charcot-Marie-Tooth, HNPP (Hereditary Neuropathy
with liability to Pressure Palsies bzw. Hereditdre Neuropathie mit Neigung zu
Drucklésionen), X-chromosomale Ichthyose, das Potocki-Lupski- und das Smith-Magenis-
Syndrom entstehen durch NAHR (Pentao et al. 1992, Chance et al. 1994, Reiter et al. 1996,
Chen et al. 1997, Potocki et al. 2000, Shaw et al. 2002, van Esch et al. 2005, Potocki et al.
2007) und weisen bei Menschen zudem von PRDM9 determinierte Hotspots bzw. dessen
Bindungssequenz auf (Myers et al. 2008, Berg et al. 2010, Zhang et al. 2010, Pratto et al.
2014, Altemose et al. 2017).

KRAB-Zinkfingerproteine kénnen diverse Funktionen ausiiben. Sie sind beispielsweise an
Imprinting und Embryogenese beteiligt (Li et al. 2008, Quenneville et al. 2012). Thre
Hauptfunktion ist jedoch die Expression verschiedener transposabler Elemente (TEs) in
embryonischen Stammzellen (ESC) zu unterdriicken (Wolf und Goff 2009, Nishitsuji et al.
2012, Tan et al. 2013, Jacobs et al. 2014, siehe auch Wolf et al. 2015). Dafiir interagieren
sie unter anderem mit KAP1 (Friedman et al. 1996, Peng et al. 2000). Da die Anzahl der
TEs und der KRAB-Zinkfingerproteine korrelieren, scheint eine Koevolution der beiden
wahrscheinlich (Thomas und Schneider 2011). Obwohl PRDM9 als Vorgéanger aller KRAB-
Zinkfingerproteine gehandelt wird (Birtle und Ponting 2006), interagiert dessen KRAB-
Doméne nicht mit KAP1, sondern mit CXXC1 (Parvanov et al. 2017). Jedoch ist es
moglich, dass PRDM9 tuiber die gehiuften Bindungsstellen in den piRNA-Cluster und in
Verbindung mit nicht allelischer, homologer Rekombination (NAHR) zur Verbreitung der
Cluster und somit zur Kontrolle transposabler Elemente beitréagt (Assis und Kondrashov
2009). Dies wére allerdings nur der Fall, wenn die Cluster den prapachytenen piRNAs
zugeordnet werden kénnten, da diese TEs unterdriicken (Aravin et al. 2007, Aravin et al.
2008, De Fazio et al. 2011). Die pachytenen piRNAs sind mit der Degradation von mRNAs
und IncRNA, long non-coding RNA, verkniipft (Yamamoto et al. 2013, Goh et al. 2015, Gou
et al. 2015, Watanabe et al. 2015). Es ware moéglich, dass PRDM9 eine aktivierende Rolle
spielt, beispielweise indem die H3K4me3-Markierung das Chromatin 6ffnet. Aullerdem
sind piRNA-Cluster GC-reich und mit offenem Chromatin bzw. H3K4me3 verkniipft
(Gebert et al. 2019), was sie als Bindungsstelle von PRDM9 préadestiniert, siehe Kapitel
3.3.2 und 3.3.6. Bei den verschiedenen Gruppen an piRNA-Cluster fallt auf, dass die
Gruppe mit speziesiibergreifender Expression bei den piRNA-Clustern mit PRDM9-Peaks
prozentual bis zu 1,5-fach héufiger vorkommt, als diese Gruppe innerhalb der Cluster
einnimmt. Im Gegensatz dazu ist die Gruppe mit speziesiibergreifendem Vorkommen bei
M.fascicularis und mit speziesspezifischem Vorkommen bei M. mulatta niedriger. Dass bei

beiden die speziesiibergreifende Expression von piRNA-Clustern erhoht ist, passt
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wiederum zu einer moglichen aktivierenden Funktion PRDM9s. Wahrend PRDM9 im
Leptotian und Zygotan exprimiert wird, sind die PIWI-Proteine bei Maus nicht aktiv (Di
Giacomo et al. 2013).

Nach den ENCODE-Richtlinien sollen Reads, die mit Sequenzen an multiplen Loci im
Genom ubereinstimmen, entfernt werden (Landt et al. 2012). Damit wird sichergestellt,
dass nur Reads in die Analysen eingehen, die eindeutig zu verorten sind. Somit sind
moglicherweise nicht alle repetitive Einheiten, die gebunden wurden, in den Ergebnissen
vertreten.

3.3.5 Motive

Unter der Annahme, dass PRDM9-Peaks den Hotspots der Rekombination gleichzusetzen
sind, ist der Anteil der Hotspots mit Motiv bei Makaken und Menschen vergleichbar.
Myers et al. (2008) zeigen, dass etwa 40% der Hotspots ein 13 bp-langes Motiv aufweisen.
Bei beiden Makaken ist das jeweilige Motiv in 38% (M.mulatta) bzw. 36% (M.fascicularis)
der PRDM9-Peaks vorhanden. Im Gegensatz dazu weisen die zwei Mausstamme in fast
allen Hotspots ihr jeweils eigenes Motiv auf (Brick et al. 2012).

Beim Menschen sind vier bis sechs Zinkfinger fur die DNA-Bindung zustindig. Diese
befinden sich, abgesehen vom letzten Zinkfinger, am C-Terminus des Zinkfingerarrays
(Patel et al. 2016, Patel et al. 2017). Mit einer Lange von 15 bp sind funf Zinkfinger, die
jeweils drei Basen erkennen, ausreichend, um die Motive von Makaken zu binden.
Betrachtet man die Uberlappung der vorhergesagten Motive mit jenen, die durch MEME
bestimmt wurden, ist es wahrscheinlich, dass die N-terminalen Zinkfinger fur die
Motivbindung verantwortlich sind. Pratto et al. (2014) vergleichen die Hotspots von
Mannern mit verschiedenen PRDM9-Allelstatus. Sowohl zwischen zweil Individuen, die
homozygot fiir das haufigste Allel A sind, als auch zwischen homozygot-A und heterozygot-
A|B stimmen 89% bzw. 88% der Hotspots tiberein. Das sich unterscheidende
Aminosdurentriplett zwischen A- und B-Allel ist zudem nicht unter den 4-6 Zinkfingern,
die fir die DNA-Bindung zusténdig sind. Anders verhélt es sich zwischen homozygot-A
und heterozygot-A | C. Die Ubereinstimmung der Hotspots belduft sich auf 43% und das
C-Allel weist mehrere Unterschiede im C-Terminus auf. Somit konnte davon ausgegangen
werden, dass das M.fascicularis-Allel und das kurzere M.mulatta-Allel fur die
ubereinstimmenden PRDM9-Peaks (ca. 14%, sieche Kapitel 3.2.3.2) verantwortlich sind,
da sie bis auf einen Zinkfinger identisch sind und vier der N-terminalen Zinkfinger
ubereinstimmen. Fir eine genauere Beurteilung wéren weitere Vergleiche zwischen
diversen Allel-Status notig.

Alu-Elemente sind in den PRDM9-Peaks nur zu etwa 9% vorhanden und in Peaks mit
Motiv zu ca. 22%. Aullerdem sind die PRDM9-Peaks in Alus zu 95% in den meist nicht
aktiven Alud- und AluS-Gruppen (siehe dazu Comeaux et al. 2009) zu finden, siehe Kapitel
3.2.3.11.1. Auch in Peaks mit Motiv sind die aktiven AluY unterrepriasentiert. Eine
mogliche Erklarung wire, dass somit NAHRs zwischen Alus und daraus entstehende
Erkrankungen entgegengewirkt werden soll, siehe Kapitel 3.3.4.3. Auch das mit PRDM9
in Verbindung stehende 13mer-Motiv des Menschen ist in Alu-Elementen zu finden und
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die Rekombinationsrate ist in manchen Alu-Elementen erhoht, wobei Alus etwa 5% der
Hotspots darstellen (Myers et al. 2008, Myers et al. 2010). Bei Gorillas hingegen wird im
Gegensatz zu anderen Menschenaffen vermutet, dass Alus als ehemalige Hotspots dienten
(Wacholder und Pollock 2017). Auch wenn nur wenige PRDM9-Peaks in Alu-Elementen
zu finden sind, schliet das nicht aus, dass die Rekombinationsrate hier erhéht sein
konnte.

3.3.6 H3K4me3

Die Loci der Rekombination wird bei Sdugetieren meist, mit wenigen Ausnahmen, durch
PRDMY, das iiber eine SET-Doméine verfiigt, die fiir eine H3K4-Trimethyltransferase
kodiert, bestimmt. Bei Hunden, Végeln und Krokodilen, die kein funktionierendes PRDM9
besitzen, bei manchen PRDM9-Knockout-Mausen und bei Saccharomyces cerevisiae sind
die Hotspots an H3K4me3-Loci zu finden (Munoz-Fuentes et al. 2011, Axelsson et al. 2012,
Auton et al. 2013, Singhal et al. 2015, Brick et al. 2012, Borde et al. 2009).

Die Trimethylierung des vierten Lysins des Histons 3 steht allgemein fiir Transkriptions-
aktivierung (Bernstein et al. 2002, Santos-Rosa et al. 2002, Schneider et al. 2004,
Bernstein et al. 2005). Eine Haufung von H3K4me3 in der Promotorregion aktiver Gene
geht mit einer Verteilung der H3K4-Trimethylierung einher, die durch eine deutliche
Reduktion der Methylierung ca. -200 bp bis +50 bp um die TSS gekennzeichnet ist (vgl.
hierzu Cui et al. 2012). Dies ist durch eine nukleosom-freie Region (NFR) upstream der
TSS zu erkliaren (Boeger et al. 2003, Lee et al. 2004, Ozsolak et al. 2007, Radman-Livaja
und Rando 2010). Das Muster ist auch in dieser Arbeit nachgewiesen worden. Bei der
Verteilung der H3K4me3-Peaks von M.mulatta und M.fascicularis fallt auf, dass das
jeweilige, zugrundeliegende Referenzgenom sogar bei nahverwandten Spezies eine
bedeutende Rolle spielt. Das Muster ist, wenn M.mulatta-Daten auf das M.fascicularis-
Genom abgebildet werden und vice versa, zwar zu erkennen, jedoch in deutlich
abgeschwichter Form. Zudem passen die Ergebnisse der Annotation der H3K4me3-Loci
mit der transkriptionsaktivierenden Funktion tiberein, da sie vor allem in 5°-UTRs,
Promotoren und CpG-Inseln haufiger als erwartet vorkommen.

Jene Gene, um deren TSS herum H3K4me3-Markierung je zwei kb in 5°- und 3‘-Richtung
zu finden sind, gehéren zu 57-62% zum Testisproteom und zu 37-38% zu den
Haushaltsgenen, wobei letztere als Anndherung herhalten, da die Daten spezifisch fiir
den Mensch sind. Barski et al. 2007 zeigen, dass 59% der H3K4me3-Loci beim Menschen
in Promotoren inaktiver Gene zu finden sind und Cui et al. (2012) weisen bei Maus nach,
dass 15% der aktiven Gene keine H3K4-Trimethylierung aufweisen. Somit wird deutlich,
dass nicht alle testis-spezifischen Gene und Haushaltsgene eine H3K4-Trimethylierung
zur Aktivierung benétigen. Ob H3K4me3 beispielsweise nicht eher als Elongationsfaktor
fir die Transkription dient (Chen et al. 2015) bzw. die Stabilitdt der Expression
gewahrleistet (Mosesson et al. 2014) oder den Status des aktiven Zustands weitergibt
(Muramoto et al. 2010), wird von Howe et al. (2017) diskutiert. Neben der Funktion
wéahrend der Transkription und der Rolle in der Meiose ist H3K4me3 auch ein Teil der
DNA-Reparatur (Pena et al. 2008, Faucher und Wellinger 2010).
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Im Vergleich zum prozentualen Anteil der Testisproteom-Gene in den Haushaltsgenen ist
der Anteil der Haushaltsgene mit H3K4-Trimethylierung erhoht, woraus geschlossen
werden konnte, dass H3K4me3 vor allem bei den Haushaltsgenen eine wichtige Funktion
innehat. Zu den Prozessen, in denen Haushaltsgene involviert sind, gehoéren unter
anderem Translation, metabolische RNA-Prozesse inkl. Splicing, Zellzyklus, Biogenese
der Ribosomen und der Transport (Chang et al. 2011). Die Gene Ontology der Gene mit
H3K4me3 um ihre T'SS zeigt, dass sie fliir Untereinheiten von RNA-Polymerasen, RNA-
Bindungsmotivproteinen, Splicingfaktoren, ribosomale Proteinen und Mitgliedern der
Ras-Superfamilie, die zum Teil fur Transport zustdndig ist, kodieren. Zu den
Ubereinstimmungen zwischen der Gene Ontology der H3K4me3-Gene und den Prozessen
der Haushaltsgene passt, dass der Anteil der Haushaltsgene mit H3K4-Trimethylierung
erhoht ist.

Insgesamt befindet sich nur ein Bruchteil (4-7%) aller H3K4me3-Positionen in TSS-Néhe,
was im Vergleich zu den beschrieben 59% in Maustestis gering erscheint (Cui et al. 2012).
Zudem gehen Cui et al. (2012) davon aus, dass ein GroBteil der restlichen H3K4me3-Loci
entweder Loci markieren, an denen sich noch unbekannte Gene befinden bzw. 10 kb up-
und downstream der TSS und TTS von Genen vorkommen. Das konnte auch bei den
Makaken der Fall sein, womit sich der Anteil der H3K4me3-Loci in Genndhe in
zukinftigen Analysen erhéhen kénnte.

3.3.7 AbschlieBender Vergleich zwischen Mm und Mf

Der letzte gemeinsame Vorfahre von Macaca mulatta und Macaca fascicularis bzw. die
Zeit seit ihrer Auftrennung wird auf 1,3 Millionen Jahre von Stevison und Kohn (2009)
bzw. 3,53 Millionen Jahre von Perelman et al. (2011) datiert. Somit sind die beiden Arten
nah verwandt. Aullerdem befindet sich in Indochina zwischen dem 15. und 20. nérdlichen
Breitengrad eine Zone mit Hybriden, die fertil sind (Gray 1954, Fooden 1964, 1995 und
2000, Hamada et al. 2006, Bunlungsup et al. 2017). Inwieweit PRDM9 sich bereits in
seiner Zinkfingersequenz und in seinen Bindungseigenschaften bei den Makakenarten
unterscheidet, wird im Folgenden aufgezeigt.

Die Zinkfingersequenz von M.fascicularis ist bis auf eine Wiederholungseinheit identisch
mit der des kiirzeren Allels von M.mulatta. Da dieser Unterschied innerhalb der
bindenden Zinkfinger vorkommt (siehe Kapitel 3.2.3.11.2 und 3.3.5), kénnte dies bereits
das Bindungsverhalten beeinflussen. Das gro3ere Allel ist deutlich anders aufgebaut, was
sich wohl bereits auf die DNA-Bindungsstellen auswirken koénnte, wobei die Motive
dennoch stark ubereinzustimmen scheinen. Trotzdem ist der Anteil der sich
uberlappenden PRDM9-Loci von M.mulatta und M.fascicularis gering. In welchem Mal}
die zwei Allele von M.mulatta die Bindungsloci bestimmen, kann nicht festgestellt
werden. Man kénnte aufgrund der Ahnlichkeit der Zinkfingerarrays meinen, dass das
kurze Allel von M.mulaitta fiir die PRDM9-Peaks verantwortlich ist, die mit den Peaks von
M.fascicularis iibereinstimmen. Da diese nur einen geringen Anteil ausmachen, sprache
dies fir eine Dominanz des ldngeren Allels. Sowohl beim Menschen als auch bei der Maus
sind solche dominanten Allele bekannt (Ségurel et al. 2011, Brick et al. 2012, Pratto et al.
2014, Baker et al. 2015b).
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Letztendlich sorgen wohl bereits minimale Abweichungen fiir Veridnderungen im
Bindungsverhalten, welche, wie im nichsten Kapitel aufgegriffen wird, zu Speziation
filhren konnten.

Die beschriebenen Eigenschaften, wie GC-Gehalt und Telomernéhe, sind zum Teil auch
dhnlich in anderen Spezies beschrieben, wie auch im jeweiligen Kapitel erwéhnt. Somit
ist es nicht aullergewohnlich, dass diese aufrechterhalten werden, womoglich anzestral
sind und sie sich in den Makakenspezies nicht unterscheiden.

Die beiden Makakenarten zeigen in den untersuchten KEigenschaften eine &dhnliche
Tendenz, allerdings in unterschiedlich starker Auspragung. Ein Grund dafiir, wie auch
fir weitere Differenzen, kann die geringere Anzahl an Peaks bei M.fascicularis sein. Dabei
ist das zweite Replikat der begrenzende Faktor. Trotz einer Anzahl an Reads, die
vergleichbar ist mit der anderer Proben, ist die Anzahl der Peaks verhaltnisméafBig gering.
Eine andere Moglichkeit ist, dass die Verdnderungen im Motiv sich auch auf den GC-
Gehalt und die Verteilung der Peaks auswirken und somit Ausléser sind fir die wenigen
Ubereinstimmungen der Peaks.

Zu den Eigenschaften, die gleich ausgeprigt sind, gehort zum einen die Korrelation
zwischen GC-Gehalt und Peaks pro Chromosom, zum anderen das Schema der Verteilung
der H3K4me3- und DMC1-Peaks um PRDM9-Peaks. Bei der Gene Ontology sind bei allen
Kombinationen Mitglieder der Ras-Superfamilie und eine vergleichsweise hohe
Ubereinstimmung der Gene im Vergleich zu den Uberlappungen der Peaks zu
verzeichnen. Aullerdem finden sich die Peaks bei beiden héaufiger als zu erwarten in
piRNA-Cluster und die Motive haben eine Verkniipfung zu Alu-Elementen.

Der prozentuale Anteil der Peaks mit Motiv und aller Peaks, die mit Alu-Elementen
zusammenfallen, unterscheidet sich kaum bei den beiden Makaken. Bei den Annotationen
wie auch beim GC-Gehalt und Peaks pro Chromosom ist jeweils die Tendenz dhnlich,
jedoch bei M.mulatta starker ausgepragt. Eine Ausnahme ist bei GC-Gehalt und Peaks
pro Chromosom das X-Chromosom, bei dem die Tendenz deutlicher bei M.fascicularis
abgebildet wird. Der Zusammenhang zwischen Peaks entlang eines Chromosoms und dem
dazugehorigen GC-Gehalt ist bei M.mulatta eindeutiger, hochstwahrscheinlich aufgrund
der hoheren Anzahl an Peaks. Der Anteil der Gene im Testisproteom bzw. in
Haushaltsgenen ist bei beiden Arten dhnlich. Der Unterschied zwischen PRDM9-Peaks
und Genen im Testisproteom, die mit Haushaltsgenen iibereinstimmen, ist bei
M.fascicularis, womoéglich aufgrund der geringen Anzahl an Peaks, nicht signifikant.

Die groB3ten Unterschiede sind im Folgenden zu verzeichnen. Zum einen ist die Verteilung
in den verschiedenen Gruppen der piRNA-Cluster zu erwdhnen, bei der die Cluster mit
PRDMO9-Peaks von M.mulatta seltener in speziesspezifisch vorkommenden Clustern und
jene von M.fascicularis seltener in speziesiibergreifend vorkommenden Clustern
festzuhalten sind. Zum anderen ist zwar das Schema, wie sich die DMC1- und H3K4me3-
Peaks um PRDM9-Peaks verteilen, identisch, jedoch ist der prozentuale Anteil im
Vergleich zu M.mulatta bei M.fascicularis doppelt so hoch. Zuletzt ist die geringe
Ubereinstimmung der Peaks nochmals zu erwédhnen, die trotz aller Gemeinsamkeiten
darauf hinweist, dass die Hotspotloci deutlich unterschiedlich evolviert sind.
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3.3.8 PRDM9 und Speziation

Rekombinationshotspots verdndern mit der Zeit ihre Lage im Genom, da das Allel, das als
Hotspot erkannt wird, mit dem mutierten Allel, das nicht erkannt wird, als Vorlage
repariert wird (Boulton 1997). Dieses Phinomen wird als hotspot conversion paradox
bezeichnet. PRDM9 mit seinen schnell evolvierenden Zinkfingern soll dem Verschwinden
der Hotspots entgegenwirken, indem es alternative Loci bindet, die als neue Hotspots
dienen sollen (Lesecque et al. 2014, Baker et al. 2015a, Davies et al. 2016, Smagulova et
al. 2016). Inkompatibilititen zwischen neuentstehenden Spezies werden zum einen
dadurch erklart, dass die PRDM9-Allele vornehmlich die Chromosomen der jeweils
anderen Art binden, da dort die Bindungssequenz héufiger vorhanden ist und somit
PRDM9 seltener an beiden Homologen bindet, was als Asymmetrie der Bindungsstellen
beschrieben wird (Davies et al. 2016). Eine weitere Theorie steht in Zusammenhang mit
einem Locus auf dem X-Chromosom, dem Hstx2, mit dem PRDM9 moglicherweise
interagiert (Bhattacharyya et al. 2014, Lustyk et al. 2019).

Bei Mausen sind Hybridsterilitdten bereits nach 500000 Jahren nach der Auftrennung
von M.m.domesticus und M.m.musculus nachzuweisen (Forejt und Ivanyi 1974, Boursot
et al. 1993). Jedoch stammt mindestens ein parentales Tier aus Laborstammen, die das
Resultat von Inzucht sind (Beck et al. 2000). Daher ist es schwierig bzw. nicht méglich,
davon ausgehend Riickschlisse auf die Konstellation der hier bearbeiteten Makaken zu
ziehen.

Dass nur wenige PRDM9-Peaks bei M.mulatta und M.fascicularis iberlappen, konnte
jedoch darauf hinweisen, dass sich das Bindungsverhalten bereits veréindert hat bzw. dass
der Abbau der Bindungsstellen bereits im Gange ist. Obwohl die Motive, die sich in jeweils
40% der Peaks wiederfinden, ahnlich sind, fithren sie nicht zu mehr tibereinstimmenden
Loci. Da M.mulatta zwei Allele vorzuweisen hat, die sich in dem Aufbau des
Zinkfingerarrays unterscheiden, kann nicht eindeutig bestimmt werden, welches Allel fiir
welche Loci verantwortlich ist. Das kiirzere Allel ist nahezu identisch zum M. fascicularis-
Allel. Der zusétzliche Zinkfinger bei M.fascicularis gehort wahrscheinlich zu den DNA-
bindenden Zinkfingern. Trotzdem sind diese beiden Allele aufgrund der Ahnlichkeit auf
einen gemeinsamen Ursprung zuriickzufithren und damit koénnte das lédngere Allel
M.mulattas das neuere darstellen, das fiir die Bereitstellung neuer Hotspots zustandig
ist. Passend dazu wird die Ubereinstimmung des vorhergesagten Motivs des ldngeren
Allels mit dem von MEME erstellten Motivs besser unterstiitzt im Vergleich zum
kiirzeren. Anhand der Zinkfingerarrays allein sind keine Aussagen uber die Speziation zu
treffen, da diese zum Beispiel auch innerhalb von Arten hohe Heterozygotieraten
aufweisen (Berg et al. 2010, Kono et al. 2014, Schwartz et al. 2014, Heerschop et al. 2016).
Studien in der Hybridzone zwischen den Verbreitungsgebieten der beiden Makakenarten,
die sich zwischen dem 15. und 20. nérdlichen Breitengrad in Stidostasien befindet, zeigen,
dass die hybriden Nachkommen fertil sind (Gray 1954, Fooden 1964, Hamada et al. 2006,
Satkoski Trask et al. 2013, Bunlungsup et al. 2017). Somit sind jedenfalls in den
parapatrischen Gebieten die Barrieren zwischen den Arten noch durchlassig, wobei eine
Introgression verstarkt von M.mulatta zu M.fascicularis zu beobachten ist (siehe dazu
Tosi et al. 2002, Hamada et al. 2006, Bonhomme et al. 2009, Bunlungsup et al. 2017). Das
Verbreitungsgebiet M.mulattas erstreckt sich zwischen dem 15. und 40. nérdlichen
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Breitengrad und jenes von M.fascicularis zwischen dem 10. stidlichen und dem 20.
nordlichen Breitengrad (Fooden 1997). Individuen der beiden Spezies, die weiter entfernt
voneinander zu verorten sind, konnten bereits deutlichere Barrieren aufweisen. Da nicht
bekannt ist, woher die beiden hier getesteten Makaken bzw. deren Vorfahren stammen,
fehlt die Ausgangslage, um dahingehend eine Aussage zu treffen.

Transposable Elemente liegen in Hybriden von Heringsmardnen und Wallabies
uberexprimiert vor und stehen somit in Verdacht bei der Speziation involviert zu sein
(O’Neill et al 1998, Dion-Cété et al. 2014). Ob dahingehend eine Verbindung mit den von
PRDM9 gebundenen piRNA-Cluster besteht, bleibt offen.

4. Fazit

Mit den verschiedenen Projekten konnte die Evolution PRDMJYs innerhalb der Primaten
auf verschiedenen Ebenen beleuchtet werden:

Die Zinkfinger der strepsirrhinen Spezies bilden eine distinkte Gruppe wie auch die der
Tarsier und der Anthropoidea. Innerhalb der letztgenannten ist die Auflésung gering,
weshalb die konservierte Zinkfingerstruktur ohne die Basen, die fiir die bindenden
Aminosiuren kodieren, eher fiir dltere Aufspaltungen interessant ist.

Das Duplikationsereignis, das zu PRDM?7 fiihrte, wird in dieser Arbeit auf die Zeit vor der
Auftrennung der Catarrhini in Hominoidea und Cercopithecoidea datiert. Die Evolution
PRDMT7s ist in den beiden Taxa unterschiedlich verlaufen. Zudem sind die Duplikationen
innerhalb PRDM7s nur bei Menschen und Schimpansen zu finden, wobei Menschen nur
zwel Wiederholungen aufzeigen und Schimpansen acht.

Mittels der Chromatinimmunopréazipitation mit anschlieBender Hochdurchsatz-
sequenzierung konnten bekannte Eigenschaften von Hotspots, wie Telomerndhe und
hoher GC-Gehalt, bei den zwei Makakenarten bestitigt werden. Zudem sind
Zusammenhénge mit der Ras-Superfamilie und mit piRNA-Cluster festzustellen. Ersteres
kénnte Anhaltspunkte fiir den Zusammenhang von PRDM9 und akuter lymphatischer
Leukimie (ALL) liefern.

Obwohl viele der beleuchteten Merkmale bei Macaca mulatia und Macaca fascicularis
ubereinstimmen, fiallt nur ein Bruchteil der PRDM9-Peaks zusammen. Das konnte auf die
sich verandernden Bindungsstellen zuriickzufithren sein. Andererseits stimmt ein Allel
von M.mulatta bis auf einen Zinkfinger mit dem von M.fascicularis tiberein. Ob das
moglicherweise auf ein Hybridisierungsevent zuriickzufiihren ist, ist leider nicht
nachvollziehbar. Fiir mehr Einsichten in die Zusammenhinge von PRDM9 und Speziation
bei Makaken wiére es von Vorteil, die Zusammensetzung und Verteilung der
Zinkfingerarrays beider Arten in ihren Verbreitungsrdumen und in der Hybridzone zu
kennen. Gerade die Hybridzone wére ein interessantes Untersuchungsgebiet. Auch eine
Miteinbeziehung weiterer Makakenarten, entweder als Aulengruppen oder fiir die
Evolution PRDM9s innerhalb der Makaken, konnte informativ sein.
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5. Anhang

|M.mulatta PROMT
L
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4
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P troglodytes PRDMSY

0,91
gF’z.paniscus FRDMS

o

dzgorilla gorilla PRDMS
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— H.sapiens PRDM7
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4
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Abbildung I: Phylogenie basierend auf den 2000 Basen vor dem Startkodon (5°).
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Abbildung II: Phylogenie basierend auf den Introns 1, 2, 7 und 9.
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T.syrichta PROMY
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Abbildung III: Phylogenie basierend auf den ersten 1002 Basen der cDNA ab dem Startkodon.
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N-ChlP Protokaoll

(abgedndert nach https://www.abcam.com/protocols/native-chromatin-immunoprecipitation-protocol)

Gewebevorbereitung
500ul kaltes PBS (OHNE PMSF) auf 70 um Strainer vorlegen und Gewebe(leicht angetaut)
darauf verteilen
nochmals 500ul kaltes PBS (OHNE PMSF) dazugeben, mit gummiertem SpritzenstoBel
verstreichen
Durchfluss in Eppi geben, Schilchen mit 500ul kaltem PBS (OHNE PMSF) auswaschen
und zum Eppi pipettieren
Davon 5 pl mit 5 ul Coomassie-Blau anfarben und Zellen tiberpriifen
bei 4°C 300g 5 min und 600g 2 min zentrifugieren
2x Waschen mit 1ml PBS inkl. 50 ul PMSF und 5 pl 20xPI, jeweils bei bei 4°C 300g 5 min
und 600g 2 min zentrifugieren
Pellet in 500 ul TBS (inkl. Tween, PMSF, 20xPI Mix) resuspendieren
10 min bei 4 °C rotieren lassen (turntable auf 20)
Zentrifugieren 6,2rpm 20 sec 4°C
Pellets in 500 pul TBS (inkl. Tween, PMSF, 20xPI Mix) resuspendieren (nicht zu viel
pipettieren)
10 min bei 4 °C rotieren lassen (turntable auf 20)
Zentrifugieren: geléste Pellets bei 4°C 15 min 14.000g
pro tube Pellet in 100 ul 25% sucrose resuspendieren und zusammenfithren
weitere 200 ul hinzufiigen
200 pl 50% sucrose unterlegen
zentrifugieren 14.000 g 4°C 25 min
Pellet mit 400 pl 25% sucrose waschen, zentrifugieren 14.000 g 4°C 25 min

MNase-Verdau
Pellets in je 25 pl MNase Puffer 16sen und poolen + 10 ul MNase Puffer zum Ausspiilen des
zwelten Eppis und zu erstem geben
3,6 ul MNase pro Proben
10 min 37°C inkubieren
5,86 pl 50mM EDTA zu Proben fiir Abbruch des Verdaus
5 min auf Eis, auf Agarosegel testen

PBS: 1 ml PBS + 50u] PMSF
TBS: 1 ml TBS + 50ul PMSF + 5ul PI-Mix + 50ul 20% Tween

Digestion buffer (10ml): ohne PMSF aliquotieren und einfrieren

0,32 M sucrose = 1,09 g sucrose

50 mM Tris (pH 8) = 500 pl 1M Tris (pH 8)
4 mM MgCl:2 = 40 ul 1 M MgCl2

1 mM CaClz ~ 10 ul 1 M CaCle

0,1 mM PMSF = 10 ul 100 mM PMSF
Auffiillen mit H20

Inkubationspuffer: 50 mM NaCl
20 mM Tris (pH 8)
5 mM Na2EDTA
0,1 mM PMSF
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Pre-clearing
Proben mit Inkubationspuffer auf 800 ul auffiillen
Protein-G beads 50% v/v (20 pl pro Probe) 2x mit PBS waschen (etwa 750 ul)
1x mit Inkubationspuffer(inkl. PI: 100 ul in 5 ml Ink.puffer) waschen
Pellet in 66 ul Inkubationspuffer 16sen und je 20 pl zu Probe geben
15 min bei 4°C rotieren lassen
Mittels magnetic rack Uberstand abpipettieren und in neues Eppi geben
Nochmals in magnetic rack und Uberstand wiederum in neues tube

Immunoprecipitaion
800 ul Uberstand auf 4x 2ml Eppis verteilen (input, Anti-IgG, Anti-PRDM9, Anti-H3K27)
Je 2 ug Antikorper zu letzten dreien:
2ul IgG, 4 ul Anti-PRDMSY, 2 ul Anti-H3K27
Uber Nacht bei 4 °C auf rotierendem turntable(10, sehr schrig), auch input
Slurry mit 3X Inkubationspuffer waschen und in Inkubationspuffer aufnehmen 50% v/v
Pro Probe 15 pug geben und 2 h bei 4°C inkubieren/rotieren lassen
Kurz anzentrifugieren, 1min in magnetic rack stellen
400 pul Waschpuffer A dazugeben, Pellet 16sen, 10 min auf Eis, in magnetic rack 1 min
400 ul Waschpuffer B dazugeben, Pellet 16sen, 10 min auf Eis, in magnetic rack 1 min
400 pl Waschpuffer C dazugeben, Pellet 16sen, 10 min auf Eis, in magnetic rack 1 min
400 ul Waschpuffer C dazugeben, Pellet 16sen, 10 min auf Eis, in magnetic rack 1 min
Pellet in 100 ul Inkubationspuffer (inkl. 1% SDS) l6sen, 15 min auf turntable (20) bei
Raumtemperatur
1 min in magnetic rack, Uberstand abpipettieren -> Bound 1 bzw. Elu 1
100 pl Inkubationspuffer inkl. 1 % SDS, 10 min auf Eis
1 min in magnetic rack, Uberstand abpipettieren -> Bound 2 bzw. Elu 2
Beide Elus poolen

Waschpuffer A: 50 mM Tris (pH 8) [=500 pl 1M Tris (pH 8),

10 mM EDTA 200 ul 0,6M EDTA

50 mM NaCl -> 100 mM 100 pl 5M NaCl auf 10 ml H20]
Waschpuffer B: 50 mM Tris (pH 8)

10 mM EDTA

100 mM NaCl -> 200 mM

Waschpuffer C: 50 mM Tris (pH 8)
10 mM EDTA
150 mM NaCl -> 300 mM

DNA Isolation
Zu Input 20 ul 10% SDS und 185 pl Inkubationspuffer -> insgesamt 400 pl
Zu anderen Proben 205 ul Inkubationspuffer (ohne SDS) -> 0,5% SDS in Gesamtlésung (400
ul)
132 pl Phenol-Chloroform zu allen samples, 10 sec vortexen
Zentrifugieren 13.000 rpm 10 min 4°C
Uberstand zu 400 pl Chloroform tiberfiithren, 10 sec vortexen
Zentrifugieren 13.000 rpm 10 min 4°C
Uberstand (etwa 350 pl) auf 2 Eppis aufteilen: 200 pl (1) und 150 pl (2)
Zu (1): 800 pl EtOH, 20 pl 4M LiCl, 0.5 ul Glycogen
Zu (2): 600 ul EtOH, 15 ul 4M LiCl, 0.5 ul Glycogen
10 sec vortexen
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Uber Nacht bei -20°C prizipitieren

Zentrifugieren: 13.000 g 15 min 4°C, Uberstand abkippen

(2): Pellets mit 2x 150 ul kaltem 70% EtOH spiilen und zu (1) pipettieren
(1): Pellets mit 700 ul 70% EtOH waschen

bei 4°C 13.000 g 15 min zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abpipettieren, Pellet 16st sich sehr leicht

Nochmals zentrifugieren: 13.000 g 2 min 4°C

Uberstand abpipettieren und Pellet trocknen bei Raumtemperatur
Pellet in 50 ul 1xTE Puffer 16sen, vortexen und leicht zentrifugieren

Auf Agarosegel testen

Protein Isolation
Zur organischen Phase aus erstem Phenol/Chloroform-Schritt 5 pl BSA- Lésung (1 mg/ml),
0,01 vol (4 ul) 10 M H2S04 und 12 vol Aceton geben
Precipitation bei -20°C. Pellet mit H2S0O4-Aceton Losung (1:6 -> 100 mM H2SO4:Aceton)
waschen, danach 3x mit Aceton.

Western Blot Protokoll

Zelllyse
Gewebe mit flussigem Stickstoff und Morser zerkleinern -> kleines Stick in Eppi
uberfithren und wiegen
Auf etwa 80 mg 500 ul eiskalten Lysepuffer (2xRIPA) geben, Gewebe mit Pipettenspitze
zerkleinern
Bei 4°C ca. 1-max. 2h schitteln lassen

10xRIPA (250ml): 25 ml NP-40 detergent
125 ml of 1M Tris-HC1 pH 7,4
75 ml 5M NaCl
12,5 g Sodium Deoxycholate
5ml 0,6M EDTA
20 ml milliQ water
2xRIPA: 10xRIPA verdiinnen und mit PI (Roche) versetzen —
200 pl 10xRIPA, 750 pul H20, 50 pl PI

Zentrifugieren bei 4°C, 12000 rpm, 20 min; Uberstand in neues Eppi tiberfithren

Pellet kann resuspendiert und nochmals geschiittelt werden, falls Proteinkonzentration
niedrig; Pellet einfrieren
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Messung der Proteinkonzentration
1 ml Bradford assay und 1 pl Lysat in Kiivette pipettieren und mischen, sollte sich dabei
verfarben = Indikator fir gentigend hohe Proteinkonzentration
Je zwei Kiivetten pro Probe vorbereiten (Duplikat) zur Uberpriifung der Messergebnisse
Als Standard eine Kuvette mit 1 ml Bradford assay bereitstellen
Nach Messung den Mittelwert der beiden Ergebnisse berechnen und in Formel einsetzen:
y = (- 0,0162)/0,069
Bei mehreren Proben gleiche Konzentration herstellen durch Verdiinnen
300 ug fiir WB bereitstellen, weiteres Lysat aliquotieren (200 ug)

Puffer fir Kathode (innere Kammer):

6,4 g Tris + 5,1 g Glycin pro Liter Wasser, pH 8,9
Puffer fiir Anode (dullere Kammer):

12,2 g Tris pro Liter Wasser, pH 7,8

Beladen der Gele
Proben mit 4xLaemmli (mit und ohne DTT) versetzen: 3 Teile Probe mit 1 Teil 4xLaemmli
Ohne DTT: 27 ul Probe + 9 ul 4xLaemmli, davon einmal 20 pl und einmal 10 pl auftragen
Mit DTT: 27 pl Probe + 9 pl 4xLaemmli (1000 pl Laemmli inkl. 4 ul DTT)
Proteinstandard: native Mark Protein Std 57030
Bei 30 mA laufen lassen bis Marker am unteren Ende angekommen ist (Strom niedrig
halten fur niedrige Temperatur -> verhindert Denaturierung)

4xLaemmli-Puffer: 4,4 ml 0,56M Tris pH 6,8
4,4 ml Glycerol
0,5 ml 1% Bromophenol Blue
2,2 ml milliQ water
pH 6,8
bei -20°C lagern

Transfer
PVDF-Membran und Whatman-Papier auf Grofle des Gels zuschneiden
Membran 1-2 min in Methanol einlegen, danach 5 min in eiskaltem Transferpuffer
inkubieren (auf Schiittler)
Gel 3-5 min in eiskaltem Transferpuffer inkubieren (auf Schuttler)
Membran und Gel inkl. Transferpuffer fir ein paar Minuten in den Kiithlschrank
Schwamme waschen mit Wasser: warm-kalt-destilliert
Wet-transfer-Anrichtung: Schwamm/Papier/Gel/Membran/Papier/Schwamm [in eiskaltem
Transferpuffer]
Eventuelle Luftblasen entfernen und zusammenklemmen
Blot-Aufbau mit Elektrotransferpuffer (eiskalt) in Kammer setzen: iber Nacht, bei 4°C, 30
V, 0.05A
Kammer auf Ruhrer stellen und Rihrfisch in den Puffer geben fiir einheitliche Temperatur

10xTowbin’s Electrotransfer Puffer:
30.3 g (0,25M) Tris Base
144 g (1,92 M) Glycine
Auffillen auf 1000 ml ddH20
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Membran markieren, um Blotting-Seite spéiter zu erkennen

Ponceau-S Farbung
Membran mit ddH20 waschen
Membran in Ponceau (1:10 Verdiinnung) 5 min inkubieren
Membran mit ddH20 waschen bis Banden gut sichtbar sind
Bild mit BioRad erstellen -> Membran zwischen Plastikfolie legen
Membran mit TBS waschen
Membran mit TBST waschen (TBS mit 0.2% Tween); Tween in kleiner Menge TBS I6sen,
dann erst zu TBS geben
Ponceau ist reversibel und kann mehrere Male verwendet werden

10xPonceau S: Ponceaus S 2% (w/v)
TCA 30% (w/v)

TBS 10x (concentrated TBS): 24.23 g Trizma HCI
80.06 g NaCl
Mix in 800 ml ultra pure water.
pH to 7.6 with pure HCI.
Top up to 1 L.
TBST: 100 ml of TBS 10x + 900 ml ultra pure water + 1ml Tween20

Blockieren der Membran
Fiir 2-3h bei Raumtemperatur, auf Schiittler, in 5% skim milk TBST
Membran mit TBST waschen

Inkubation mit primdrem Antikorper
AK-Lésung (1:1000) : 10 ml TBST inkl. 10 pl Antikérper und 3% BSA
Uber Nacht bei 4°C auf Schiittler
Waschen: 6x10 min mit TBST bei Raumtemperatur

Inkubation mit sekundiarem Antikorper (Mausspezifisch)
AK-Lésung (1:10000): 10 ml TBST inkl. 1 pl Antikérper und 1% BSA
1-2h bei Raumtemperatur auf Schiittler
Waschen: 6x 10 min mit TBST bei Raumtemperatur
Weiterer Waschschritt: 1x10 min mit TBS bei Raumtemp. (ohne Detergenzien)

Detektion
ECL-Reagenzien 1:1 mischen (etwa 8ml fiir 2 Membrane)
Membran darin 1 min inkubieren, abtropfen lassen und zwischen Folie legen fiir
Visualisierung mit BioRad -> addiert mehrere Bilder

ECL-Reagenzien:
1. 200 pl 250 mM Luminol (0,44g/10ml DMSO)*
88 u 90 mM p-Coumarsédure (0,15g/10ml DMSO)*
2 ml 1M Tris-HCI pH 8,5
17,7 m1 H20 (bidest 0. HPLC)
2. 12 ul 30% H202
2 ml M Tris-HC1 pH 8,5
18 ml H20 (bidest)
* Luminol ist lichtempfindlich -> Alufolie um Gefal3 wickeln!
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Tabelle I: Ubersicht iiber die Anzahl der Reads pro Replikat (M.mulatta: Mm1 und Mm2,
M.fascicularis: Mf1 und Mf2), iber die Anzahl der im Genom lokalisierten Reads mit und ohne
Duplikate fur die Referenzgenome von M.mulatta und die dazugehérigen Qualitdtswerte (siehe
dazu Landt et al. 2012 und https://www.encodeproject.org/data-standards/terms/). Quality Tag-
Werte beziehen sich auf den NSC und sind unter 0 negativ, von 0 neutral und tiber O positiv zu

bewerten.
rheMac8
alle reads mapped ohne NSC RSC Quality | NRF PBCuin
reads duplikate Tag

Mm1 i 21851998 16776268 16319634 1,012992 0,604973 0 0,746826 0,9455619
P9 17865381 13850535 13520432 1,01337 0,549035 0 0,756795 0,9523335
H3 21302496 16353890 15914178 1,013428 0,5682824 0 0,747057 0,9462254

Mf1 i 20330700 15545569 15155387 1,013122 0,51931 0 0,745443 0,9498015
P9 15587633 11964584 11711614 1,014868 0,496619 -1 0,75134 0,9577135
H3 18362226 14045012 13716293 1,013979 0,49369 -1 0,746984 0,9531906

Mm2 i 105148033 | 72513562 67332286 1,025203 1,029846 1 0,640357 0,857095
P9 82028731 56454730 45482942 1,07972 1,266625 1 0,554476 0,6113067
H3 72198659 50973278 47033314 1,040346 1,187458 1 0,651443 0,8454106
D1 68410957 38647317 34257436 1,079849 1,189971 1 0,500759 0,7728235

Mf2 i 65356120 49735370 46881957 1,024851 1,227258 1 0,717331 0,8852562
P9 82028731 58086247 53478057 1,029028 1,041786 1 0,651943 0,8413328
H3 58442991 38418425 35490571 1,034917 0,94626 0 0,607268 0,8475807
D1 48263437 31405148 29176632 1,045858 0,94456 0 0,604529 0,8580796

rheMac3

Mm1 i 21851998 16747234 15524341 1,015362 0,7399036 | O 0,7104312 | 0,8539588
P9 17865381 13643402 12829812 1,015754 0,6754398 | O 0,7181382 | 0,8807350
H3 21302496 16145592 15072318 1,016033 0,7088068 | O 0,7075377 | 0,8670505

Mm2 i 105148033 | 72631171 64337052 1,029531 1,024875 1 0,6118712 | 0,7716099
P9 82028731 56454730 43272028 1,087361 1,260093 1 0,5275228 | 0,5329815
H3 72198659 50973278 44999735 1,044665 1,174984 1 0,6232766 | 0,7656206
D1 68410957 41329450 32509459 1,086693 1,239103 1 0,4752084 | 0,5731861
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Tabelle II: Ubersicht iiber die Anzahl der Reads pro Replikat (M.mulatta: Mm1 und Mm2,
M.fascicularis: Mf1 und Mf2), iber die Anzahl der im Genom lokalisierten Reads mit und ohne

Duplikate fir die Referenzgenome von M.fascicularis und die dazugehoérigen Qualitdtswerte (siehe
dazu Landt et al. 2012 und https://www.encodeproject.org/data-standards/terms/). Quality Tag-

Werte beziehen sich auf den NSC und sind unter 0 negativ, von 0 neutral und tiber O positiv zu

bewerten.
macFasb
alle reads mapped ohne NSC RSC Quality | NRF PBCuin
reads duplikate Tag

Mm1 i 21851998 16607997 16265479 1,012398 0,7074829 | O 0,7443475 | 0,9587526
P9 17865381 13725464 13474009 1,011882 0,6232015 | O 0,7541966 | 0,9633593
H3 21302496 16201029 15858641 1,012127 0,6552906 | O 0,7444499 | 0,9577326

Mf1 i 20330700 15788206 15438832 1,013194 0,6150467 | O 0,75693852 | 0,9557424
P9 15587633 12166530 11939419 1,014891 0,6129757 | O 0,7659546 | 0,9626663
H3 18362226 14284094 13982035 1,014467 0,6067066 | O 0,7614564 | 0,9577069

Mm2 i 105148033 | 71727113 66951484 1,025791 1,021323 1 0,6367355 | 0,8668389
P9 82028731 55750708 45103326 1,081831 1,267744 1 0,5498479 | 0,618036
H3 72198659 50319297 46754843 1,040914 1,190805 1 0,647586 0,8583266
D1 68410957 37765449 34003483 1,081145 1,186726 1 0,4970473 | 0,8007721

Mf2 i 65356120 50575489 47675434 1,02525 1,313238 1 0,7294716 | 0,8853178
P9 82028731 59113070 54381451 1,029443 1,08956 1 0,6629561 | 0,8399129
H3 58442991 38881488 36141175 1,034845 0,9961234 | O 0,6184005 | 0,8590428
D1 48263437 31834409 29713180 1,045719 0,988114 0 0,6156458 | 0,8667336

AEHL

Mf1 i 20330700 14612103 13895929 1,019466 0,7336845 | O 0,6834949 | 0,9019752
P9 15587633 11184699 10707953 1,020978 0,6927532 | O 0,6869518 | 0,9147503
H3 18362226 13117348 12532041 1,02043 0,6938909 | O 0,6824903 | 0,9107583

Mf2 i 65356120 46654191 42963086 1,030696 1,209413 1 0,657369 0,8417675
P9 82028731 54644600 48585588 1,036112 1,082897 1 0,5922996 | 0,7782393
H3 58442991 36828231 32091599 1,042721 1,059995 1 0,5491095 | 0,7427717
D1 48263437 29901590 26267998 1,055581 1,056165 1 0,5442629 | 0,7569633
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Abbildung V: Verteilung der PRDM9-Peaks von M.fascicularis auf ChrX von macFasb (a) und rheMac8 (b) und von M.mulatta auf ChrX von macFas5 (a),
rheMac8 (b) und rheMac3 (c). Erstellt mit dem UCSC genome browser inkl. Darstellung des GC-Gehalts und Positionen der CpG-Inseln.
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Gene Functional Classification (DAVID) der in Genen befindlichen PRDM9-Peaks:
M.mulattalrheMac8

Gene Group 1 Enrichment Score: 3.546231138219674
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

COQ8B coenzyme Q8B(COQS8B)

ETNK2 ethanolamine kinase 2(ETNKZ2)

MAPK4 mitogen-activated protein kinase 4(MAPK4)
TNNI3BK TNNIS interacting kinase(TNNI3K)

ADCK1 aarF domain containing kinase 1(ADCK1)
FN3KRP fructosamine 3 kinase related protein(FN3KRP)

Gene Group 2  Enrichment Score: 2.961122905463588

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

SOS2 SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange factor 2(SOS2)

AKT3  AKT serine/threonine kinase 3(AKT3)

AKT1  AKT serine/threonine kinase 1(AKT1)

PIK3R2 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 2(PIK3R2)

PRKACBprotein kinase cAMP-activated catalytic subunit beta(PRKACB)

PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha(PIK3CA)
RAF1  Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase(RAF1)

PRKCA protein kinase C alpha(PRKCA)

NFKBIA NFKB inhibitor alpha(NFKBIA)

PIK3CG phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit gamma(PIK3CG)
NFKB1 nuclear factor kappa B subunit 1(NFKB1)

IKBKB inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta(IKBKB)
MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1(MAP2K1)

AKT2  AKT serine/threonine kinase 2(AKT2)

PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 3(PIK3R3)

PLCB2 phospholipase C beta 2(PLCB2)

PRKCB protein kinase C beta(PRKCB)

MAPK10 mitogen-activated protein kinase 10(MAPK10)

Gene Group 3 Enrichment Score: 2.7161951616037756
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

RASL10A RAS like family 10 member A(RASL10A)

EEF2  eukaryotic translation elongation factor 2(EEF2)
EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(EEF1A1)
ARL15 ADP ribosylation factor like GTPase 15(ARL15)

RAB3B RAB3B, member RAS oncogene family(RAB3B)

RAB2A RAB2A, member RAS oncogene family(RAB2A)

DRG2  developmentally regulated GTP binding protein 2(DRG2)
TUFM Tu translation elongation factor, mitochondrial(TUFM)
ARF1  ADP ribosylation factor 1(ARF1)

RABL3 RAB, member of RAS oncogene family like 3(RABL3)
RIT2 Ras like without CAAX 2(RITZ2)

RAP1A RAPI1A, member of RAS oncogene family(RAP1A)

MTG1 mitochondrial ribosome associated GTPase 1(MTG1)
RAP1B RAP1B, member of RAS oncogene family(RAP1B)
SRPRB SRP receptor beta subunit(SRPRB)

DNAJC27 Dnad heat shock protein family (Hsp40) member C27(DNAJC27)
RAB27A RAB27A, member RAS oncogene family(RAB27A)
RASL10B RAS like family 10 member B(RASL10B)

RALA  RAS like proto-oncogene A(RALA)

AGAP2 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 2(AGAP2)
AGAP1 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 1(AGAP1)
RAB35 RAB35, member RAS oncogene family(RAB35)

RAB3C RAB3C, member RAS oncogene family(RAB3C)

MRAS muscle RAS oncogene homolog(MRAS)

ARF4  ADP ribosylation factor 4(ARF4)

RAB18 RABI18, member RAS oncogene family(RAB18)

SEPT6 septin 6(SEPT6)

RAB6A RABG6A, member RAS oncogene family(RAB6A)

RAB1A RABI1A, member RAS oncogene family(RAB1A)

DIRAS1 DIRAS family GTPase 1(DIRAS1)

RAB5C RAB5C, member RAS oncogene family(RAB5C)

DIRAS2 DIRAS family GTPase 2(DIRAS2)

RERG  RAS like estrogen regulated growth inhibitor(RERG)

RAB8B RABS8B, member RAS oncogene family(RAB8B)

RAB5A RABS5A, member RAS oncogene family(RAB5A)

SEPT7 septin 7(SEPT7)

RHOBTB3 Rho related BTB domain containing 3(RHOBTB3)
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RAB4A RAB4A, member RAS oncogene family(RAB4A)
RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2(RRAS2)
RAB28 RAB28, member RAS oncogene family(RAB28)
ARL5B ADP ribosylation factor like GTPase 56B(ARL5B)
RASD1 ras related dexamethasone induced 1(RASD1)
RAB33B RAB33B, member RAS oncogene family(RAB33B)
RASL12 RAS like family 12(RASL12)

SAR1B secretion associated Ras related GTPase 1B(SAR1B)
RAB32 RAB32, member RAS oncogene family(RAB32)

Gene Group 4 Enrichment Score: 2.309890617254016
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name
PRKACBprotein kinase cAMP-activated catalytic subunit beta(PRKACB)
PRKCB protein kinase C beta(PRKCB)

GNAQ G protein subunit alpha q(GNAQ)

ADCY2 adenylate cyclase 2(ADCY2)

GNAO1 G protein subunit alpha 01(GNAO1)

PLCB2 phospholipase C beta 2(PLCB2)

PLCB1 phospholipase C beta 1(PLCB1)

ADCY3 adenylate cyclase 3(ADCY3)

GNAI2 G protein subunit alpha i2(GNAI2)

Gene Group 5 Enrichment Score: 2.261333113164759
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

GNG7 G protein subunit gamma 7(GNG?7)

GNAO1 G protein subunit alpha 01(GNAO1)

GNG12 G protein subunit gamma 12(GNG12)

GNG11 G protein subunit gamma 11(GNG11)

GNG2 G protein subunit gamma 2(GNG2)

GNB1 G protein subunit beta 1(GNB1)

GNG3 G protein subunit gamma 3(GNG3)

GNAI2 G protein subunit alpha i2(GNAI2)

Gene Group 6 Enrichment Score: 2.195548802545862
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PRKD3 protein kinase D3(PRKD3)

TGFBR2 transforming growth factor beta receptor 2(TGFBR2)

PRKCQ protein kinase C theta(PRKCQ)

CSNK1A1 casein kinase 1 alpha 1(CSNK1A1)

BMPR1Abone morphogenetic protein receptor type 1A(BMPR1A)

STK38L serine/threonine kinase 38 like(STK38L)

STK24 serine/threonine kinase 24(STK24)

CAMKI1 calcium/calmodulin dependent protein kinase I(CAMK1)

CSNK2A1 casein kinase 2 alpha 1(CSNK2A1)

MAPK4 mitogen-activated protein kinase 4(MAPK4)

TESK2 testis-specific kinase 2(TESKZ2)

CDK6  cyclin dependent kinase 6(CDKG6)

DAPK1 death associated protein kinase 1(DAPK1)

NEK7 NIMA related kinase 7(NEK7)

MAP3K14 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14(MAP3K14)
ACVRI1C activin A receptor type 1C(ACVR1C)

SRPK2 SRSF protein kinase 2(SRPK2)

ACVRI1B activin A receptor type 1B(ACVR1B)

TNNI3K TNNI3 interacting kinase(TNNI3K)

CDK5  cyclin dependent kinase 5(CDK5)

BMPR2 bone morphogenetic protein receptor type 2(BMPR2)

CDK20 cyclin dependent kinase 20(CDK20)

RPS6KA4 ribosomal protein S6 kinase A4(RPS6KA4)

CSNKI1E casein kinase 1, epsilon(CSNK1E)

CAMK2G calcium/calmodulin dependent protein kinase II gamma(CAMK2G)
PSKH1 protein serine kinase HI(PSKH1)

MAPKAPK3 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3(MAPKAPKS3)
CDK17 cyclin dependent kinase 17(CDK17)

DYRK1B dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1B(DYRK1B)
PAK5  p21 (RAC1) activated kinase 5(PAK5)

EIF2AK2eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 2(EIF2AK2)
CDC7  cell division cycle 7(CDC7)

CDK8  cyclin dependent kinase 8(CDKS)

TNIK  TRAF2 and NCK interacting kinase(TNIK)

PAK6  p21 (RAC1) activated kinase 6(PAK6)

OXSR1 oxidative stress responsive 1(OXSR1)

DAPKS3 death associated protein kinase 3(DAPKS3)

MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3(MAP2K3)
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SBK2  SH3 domain binding kinase family member 2(SBK2)
CDK7 cyclin dependent kinase 7(CDK?7)

BMPR1Bbone morphogenetic protein receptor type 1B(BMPR1B)
CDK12 cyclin dependent kinase 12(CDK12)

STK16 serine/threonine kinase 16(STK16)

Gene Group 7 Enrichment Score: 2.159181341832219
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

EGLN3 egl-9 family hypoxia inducible factor 3(EGLN3)

EGLN2 egl-9 family hypoxia inducible factor 2(EGLNZ2)

OGFOD32-oxoglutarate and iron dependent oxygenase domain containing 3(OGFOD3)
P4HA2 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 2(P4HA2)

Gene Group 8 Enrichment Score: 1.9392450041395672
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

FGF12 fibroblast growth factor 12(FGF12)

FGF22 fibroblast growth factor 22(FGF22)

FGF3  fibroblast growth factor 3(FGF3)

FGF1  fibroblast growth factor 1(FGF1)

Gene Group 9 Enrichment Score: 1.8476976748404568
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

UCKL1 uridine-cytidine kinase 1 like 1(UCKL1)

UCK2 uridine-cytidine kinase 2(UCK2)

NME1 non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed in(NME1)
DCK deoxycytidine kinase(DCK)

NMRK1 nicotinamide riboside kinase 1(NMRK1)

Gene Group 10 Enrichment Score: 1.6904531901251496
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

ARFGAP3 ADP ribosylation factor GTPase activating protein 3(ARFGAP3)
SMAP2 small ArfGAP2(SMAP2)

ACAP2 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 2(ACAP2)
ARFGAP1 ADP ribosylation factor GTPase activating protein 1((ARFGAP1)

Gene Group 11 Enrichment Score: 1.6716037258540446
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

EIF4EBP2 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2(EIF4EBP2)

EIF1B eukaryotic translation initiation factor 1B(EIF1B)
EIF2S2 eukaryotic translation initiation factor 2 subunit beta(EIF2S2)
EIF4E3 eukaryotic translation initiation factor 4E family member 3(EIF4E3)

Gene Group 12 Enrichment Score: 1.6507160015023878

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PPP2R5E protein phosphatase 2 regulatory subunit B'epsilon(PPP2R5E)
PPP2R2C protein phosphatase 2 regulatory subunit Bgamma(PPP2R2C)
PPP2R5A protein phosphatase 2 regulatory subunit B'alpha(PPP2R5A)
PPP2R1A protein phosphatase 2 scaffold subunit Aalpha(PPP2R1A)

Gene Group 13 Enrichment Score: 1.5886615993974884
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PSMB2 proteasome subunit beta 2(PSMB2)

PSMB3 proteasome subunit beta 3(PSMB3)

PSMB7 proteasome subunit beta 7(PSMB7)

PSMA4 proteasome subunit alpha 4(PSMA4)

PSMA2 proteasome subunit alpha 2(PSMAZ2)

PSMAS3 proteasome subunit alpha 3(PSMA3)

PSMA5 proteasome subunit alpha 5(PSMAS5)

PSMB9 proteasome subunit beta 9(PSMB9)

Gene Group 14 Enrichment Score: 1.55389281447378
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

GMPPA GDP-mannose pyrophosphorylase A(GMPPA)
GMDS GDP-mannose 4,6-dehydratase(GMDS)

GMPPB GDP-mannose pyrophosphorylase B(GMPPB)
TSTA3 tissue specific transplantation antigen P35B(TSTA3)

Gene Group 15 Enrichment Score: 1.5474044930053577
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

ZMYM6 zinc finger MYM-type containing 6(ZMYMG6)

CXXC5 CXXC finger protein 5(CXXC5)

ZMYM?2 zinc finger MYM-type containing 2(ZMYMZ2)
ZMYM4 zinc finger MYM-type containing 4(ZMYM4)
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KIAA1958 KIAA1958 ortholog(KIAA1958)
GTF2I general transcription factor ITi(GTF2I)
GTF2IRD1 GTF2I repeat domain containing 1(GTF2IRD1)

Gene Group 16 Enrichment Score: 1.5448569881137681
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

FGR FGR proto-oncogene, Src family tyrosine kinase(FGR)
JAK2 Janus kinase 2(JAK2)

YES1  YES proto-oncogene 1, Src family tyrosine kinase(YES1)
SYK spleen associated tyrosine kinase(SYK)

CSK c-src tyrosine kinase(CSK)

JAK1 Janus kinase 1(JAK1)

Gene Group 17 Enrichment Score: 1.4063159782793917
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

UBES3A ubiquitin protein ligase E3A(UBE3A)

HECTD1HECT domain E3 ubiquitin protein ligase 1((HECTD1)

HERC3 HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 3(HERC3)
SMURF1SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1(SMURF1)

HECW1 HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1{(HECW1)
WWP2 WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2(WWP2)

Gene Group 18 Enrichment Score: 1.3992082559502574
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

GSTT1 glutathione S-transferase theta 1(GSTT1)

MGST3 microsomal glutathione S-transferase 3(MGST3)
GSTK1 glutathione S-transferase kappa 1(GSTK1)

GSTA3 glutathione S-transferase alpha 3(GSTAS3)

GSTP1 glutathione S-transferase pi 1(GSTP1)

GSTO2 glutathione S-transferase omega 2(GSTO2)

Gene Group 19 Enrichment Score: 1.3696582467836456
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

UBE2V2 ubiquitin conjugating enzyme E2 V2(UBE2V2)
UBE2N ubiquitin conjugating enzyme E2 N(UBE2N)

UBE2E2 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 2(UBE2E2)
UBE2F ubiquitin conjugating enzyme E2 F (putative)(UBE2F)
UBE2H ubiquitin conjugating enzyme E2 H(UBE2H)

UBE2S ubiquitin conjugating enzyme E2 S(UBE2S)

UBE2K ubiquitin conjugating enzyme E2 K(UBE2K)

Gene Group 20 Enrichment Score: 1.3569719266263176
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

NLRP6 NLR family pyrin domain containing 6(NLRP6)
NLRP8 NLR family pyrin domain containing 8(NLRPS8)
NLRP11 NLR family pyrin domain containing 11(NLRP11)
NLRP2 NLR family pyrin domain containing 2(NLRP2)
NLRP1 NLR family pyrin domain containing 1(NLRP1)
NLRP9 NLR family pyrin domain containing 9(NLRP9)
NLRP5 NLR family pyrin domain containing 5(NLRP5)

Gene Group 21 Enrichment Score: 1.3355655654160672
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PRKCE protein kinase C epsilon(PRKCE)

PRKD3 protein kinase D3(PRKD3)

PRKCQ protein kinase C theta(PRKCQ)

PRKCA protein kinase C alpha(PRKCA)

PRKCB protein kinase C beta(PRKCB)

Gene Group 22 Enrichment Score: 1.3332416235750113
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

POLRS3F RNA polymerase III subunit F(POLR3F)

POLRA3B RNA polymerase III subunit B(POLR3B)

POLR2D RNA polymerase II subunit D(POLR2D)

POLRS3H RNA polymerase III subunit H(POLR3H)

POLR2B RNA polymerase II subunit B(POLR2B)

POLR1B RNA polymerase I subunit B(POLR1B)

Gene Group 23 Enrichment Score: 1.2312650028430385
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

LYNX1 Ly6/neurotoxin 1(LYNX1)

DPEP1 dipeptidase 1 (renal)(DPEP1)

LYNX1 Ly6/neurotoxin 1(LYNX1)



GPC1  glypican 1(GPC1)

Gene Group 24 Enrichment Score: 1.1553678855207619

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

DCTD dCMP deaminase(DCTD)

APOBEC3D apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit SD(APOBEC3D)
APOBEC3A apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3SA(APOBEC3A)
APOBECS3F apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3F(APOBECS3F)

Gene Group 25 Enrichment Score: 1.0383978293687017
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PDE9A phosphodiesterase 9A(PDE9A)

PDE4B phosphodiesterase 4B(PDE4B)

PDE1B phosphodiesterase 1B(PDE1B)

PDE1A phosphodiesterase 1A(PDE1A)

PDE2A phosphodiesterase 2A(PDE2A)

PDE6A phosphodiesterase 6A(PDEG6GA)

M.mulatta/rheMac3

Gene Group 1 Enrichment Score: 1.9057340001944152
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

RASL10A RAS like family 10 member A(RASL10A)

RAB1IA RAB1A, member RAS oncogene family(RAB1A)

RAB3C RAB3C, member RAS oncogene family(RAB3C)

RAB5A RABS5A, member RAS oncogene family(RAB5A)

RASD1 ras related dexamethasone induced 1(RASD1)

MTG1 mitochondrial ribosome associated GTPase 1(MTG1)
RERG RAS like estrogen regulated growth inhibitor(RERG)
RASL10B RAS like family 10 member B(RASL10B)

ARF1  ADP ribosylation factor 1(ARF1)

RAB35 RAB35, member RAS oncogene family(RAB35)

ARL5B ADP ribosylation factor like GTPase 5B(ARL5B)

AGAP1 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 1(AGAP1)
RAB31 RAB31, member RAS oncogene family(RAB31)

RABL3 RAB, member of RAS oncogene family like 3(RABL3)
ARL15 ADP ribosylation factor like GTPase 15(ARL15)

SEPT6 septin 6(SEPT6)

RAB11B RAB11B, member RAS oncogene family(RAB11B)
NKIRAS2 NFKB inhibitor interacting Ras like 2(NKIRAS2)
RAP1A RAPI1A, member of RAS oncogene family(RAP1A)

RAB28 RAB28, member RAS oncogene family(RAB28)

EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(EEF1A1)
RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2(RRAS2)
RAB23 RAB23, member RAS oncogene family(RAB23)

RAB4A RAB4A, member RAS oncogene family(RAB4A)

NKIRAS1 NFKB inhibitor interacting Ras like 1(NKIRAS1)
RASL12 RAS like family 12(RASL12)

RIT2 Ras like without CAAX 2(RIT2)

Gene Group 2 Enrichment Score: 1.4318416356102754
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

HSDL2 hydroxysteroid dehydrogenase like 2(HSDLZ2)

CBR3  carbonyl reductase 3(CBR3)

DHRS7 dehydrogenase/reductase 7(DHRS7)

CBR4  carbonyl reductase 4(CBR4)

RDH16 retinol dehydrogenase 16 (all-trans)(RDH16)

HSD17B6 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 6(HSD17B6)

Gene Group 3 Enrichment Score: 1.4105056243183727
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

SYVN1 synoviolin 1(SYVN1)

RNF10 ring finger protein 10(RNF10)

TRIM62 tripartite motif containing 62(TRIM62)

TRIM34 tripartite motif containing 34(TRIM34)

RNF26 ring finger protein 26(RNF26)

MARCH4 membrane associated ring-CH-type finger 4 MARCH4)
RNF113A ring finger protein 113A(RNF113A)

ZNRF1 zinc and ring finger 1(ZNRF1)
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BRAP BRCAI1 associated protein(BRAP)

RNF40 ring finger protein 40(RNF40)

BFAR  bifunctional apoptosis regulator(BFAR)
RNF167 ring finger protein 167(RNF167)

RNF152 ring finger protein 152(RNF152)

TRIM37 tripartite motif containing 37(TRIM37)
TRIM35 tripartite motif containing 35(TRIM35)
RCHY1 ring finger and CHY zinc finger domain containing 1(RCHY1)
RNF115 ring finger protein 115(RNF115)

RNF121 ring finger protein 121(RNF121)

TRIMS8 tripartite motif containing 8(TRIMS)
RNF144B ring finger protein 144B(RNF144B)
RNF126 ring finger protein 126(RNF126)

TRIM27 tripartite motif containing 27(TRIMZ27)
TRIM52 tripartite motif containing 52(TRIM52)
PCGF3 polycomb group ring finger 3(PCGF3)

Gene Group 4 Enrichment Score: 1.2873475604050748
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

NEK9 NIMA related kinase 9(NEK9)

PRKD3 protein kinase D3(PRKDS3)

CDK7 cyclin dependent kinase 7(CDK?7)

MAP3K11 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11(MAP3K11)
MAP3K3 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3(MAP3K3)
MAPKAPK3 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3(MAPKAPKS3)

DAPK1 death associated protein kinase 1(DAPK1)

STK38L serine/threonine kinase 38 like(STK38L)

CSNKI1E casein kinase 1, epsilon(CSNK1E)

PSKH1 protein serine kinase HI(PSKH1)

CDK20 cyclin dependent kinase 20(CDK20)

PAK6  p21 (RAC1) activated kinase 6(PAK6)

SBK2  SH3 domain binding kinase family member 2(SBK2)
CDK6  cyclin dependent kinase 6(CDKG6)

CSNK2A1 casein kinase 2 alpha 1(CSNK2A1)

PHKG1 phosphorylase kinase catalytic subunit gamma 1(PHKG1)
STK16 serine/threonine kinase 16(STK16)

CDK8 cyclin dependent kinase 8(CDKS)

TESK2 testis-specific kinase 2(TESK2)

MAPKAPK5 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 5(MAPKAPKS5)
SRPK2 SRSF protein kinase 2(SRPK2)

MAPK4 mitogen-activated protein kinase 4(MAPK4)

OXSR1 oxidative stress responsive 1(OXSR1)

DAPKS3 death associated protein kinase 3(DAPKS3)

MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3(MAP2K3)
CDK12 cyclin dependent kinase 12(CDK12)

DYRK1B dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1B(DYRK1B)

Gene Group 5 Enrichment Score: 1.1507033151546646
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

GNAO1 G protein subunit alpha 01(GNAO1)

GNG12 G protein subunit gamma 12(GNG12)

GNG2 G protein subunit gamma 2(GNG2)

GNB1 G protein subunit beta 1(GNB1)

GNG3 G protein subunit gamma 3(GNG3)

Gene Group 6 Enrichment Score: 1.1191690163448005
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

WSB1 WD repeat and SOCS box containing 1(WSB1)

HIRA  HIR histone cell cycle regulation defective homolog A (S. cerevisiae)(HIRA)
WDR37 WD repeat domain 37(WDR37)

WDR77 WD repeat domain 77(WDR77)

WDR61 WD repeat domain 61(WDR61)

LRWD1 leucine rich repeats and WD repeat domain containing 1(LRWD1)
TLE1 transducin like enhancer of split 1(TLE1)

DTL denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog(DTL)

GNBI1L G protein subunit beta 1 like(GNB1L)

WDR83 WD repeat domain 83(WDR83)

BUB3  BUBS3, mitotic checkpoint protein(BUB3)

DDB2  damage specific DNA binding protein 2(DDB2)

WDR5B WD repeat domain 5B(WDR5B)

DCAF4 DDB1 and CUL4 associated factor 4(DCAF4)

POC1B POC1 centriolar protein B(POC1B)

PWP2  PWP2 periodic tryptophan protein homolog (yeast)(PWP2)
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SNRNP40 small nuclear ribonucleoprotein U5 subunit 40(SNRNP40)

THOC3 THO complex 3(THOC3)

TAF5L TATA-box binding protein associated factor 5 like(TAF5L)

WDSUBI1 WD repeat, sterile alpha motif and U-box domain containing 1(WDSUB1)
PAK1IP1PAKI1 interacting protein 1(PAK1IP1)

WDR55 WD repeat domain 55(WDR55)

Gene Group 7 Enrichment Score: 1.0826571781369951
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

TIA1 TIA1 cytotoxic granule associated RNA binding protein(TIA1)
SRSF4 serine and arginine rich splicing factor 4(SRSF4)

HNRNPDL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D like(HNRNPDL)
SNRNP70 small nuclear ribonucleoprotein U1l subunit 70(SNRNP70)
SNRPA small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A(SNRPA)

PSPC1 paraspeckle component 1(PSPC1)

SNRNP48 small nuclear ribonucleoprotein U11/U12 subunit 48(SNRNP48)
EWSR1 EWS RNA binding protein 1(EWSR1)

SF3B6 splicing factor 3b subunit 6(SF3B6)

POLDIP3 DNA polymerase delta interacting protein 3(POLDIP3)
BOLL  boule homolog, RNA binding protein(BOLL)

LARP4B La ribonucleoprotein domain family member 4B(LARP4B)
HNRNPF heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F(HNRNPF)
SRSF7 serine and arginine rich splicing factor 7(SRSF7)

PABPC1L poly(A) binding protein cytoplasmic 1 like(PABPC1L)
MATR3 matrin 3(MATR3)

SNRNP40 small nuclear ribonucleoprotein U5 subunit 40(SNRNP40)
RBM42 RNA binding motif protein 42(RBM42)

SRSF12 serine and arginine rich splicing factor 12(SRSF12)

RBM5 RNA binding motif protein 5(RBMS5)

RBM34 RNA binding motif protein 34(RBM34)

RBM17 RNA binding motif protein 17(RBM17)

HNRNPH3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3(HNRNPHS3)
SRSF2 serine and arginine rich splicing factor 2(SRSF2)

G3BP1 G3BP stress granule assembly factor 1(G3BP1)

Gene Group 8 Enrichment Score: 1.0735742795283763
OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 3(PIK3R3)
RAF1  Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase(RAF1)
PRKCA protein kinase C alpha(PRKCA)

MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1(MAP2K1)
AKT2  AKT serine/threonine kinase 2(AKT2)

PIK3R2 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 2(PIK3R2)

M.mulatta/macFasb

Gene Group 1 Enrichment Score: 3.9106954039016424
REFSEQ_MRNA Gene Name

NM_001319527  microcephalin 1((MCPH1)

NM_001319560 protein phosphatase 1 regulatory subunit 42(PPP1R42)
NM_001319406  dynein regulatory complex subunit 3(DRC3)
NM_001284767  centrosomal protein 70(CEP70)

Gene Group 2 Enrichment Score: 3.599236171576447
REFSEQ_MRNA Gene Name

NM_001284918 eukaryotic translation initiation factor 4A3(EIF4A3)
NM_001285017 eukaryotic translation initiation factor 4A1(EIF4A1)
NM_001284712  eukaryotic translation initiation factor 4A2(EIF4A2)
NM_001319400 DEAD-box helicase 25(DDX25)

NM_001283451 DEAD-box helicase 1(DDX1)

NM_001287668 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 19B(DDX19B)

Gene Group 3 Enrichment Score: 2.501933969047725
REFSEQ_MRNA Gene Name

NM_001283220 annexin A11(ANXA11)
NM_001283231 annexin A5(ANXA5)

NM_001284044 annexin A6(ANXAG)

NM_001285067 annexin A7T(ANXA7)
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Gene Group 4
REFSEQ_MRNA
NM_001287637
NM_001319483
NM_001319491
NM_001319492
NM_001284679
NM_001284028
NM_001287732

Gene Group 5
REFSEQ_MRNA
NM_001283671
NM_001285006
NM_001284847
NM_001283979
NM_001319567
NM_001283973
NM_001283736
NM_001284098
NM_001283926
NM_001285405
NM_001283838
NM_001283692

Gene Group 6
REFSEQ_MRNA
NM_001285355
NM_001285112
NM_001284139
NM_001283976
NM_001283843
NM_001285266
NM_001283662
NM_001283945
NM_001284722
NM_001319386
NM_001285247
NM_001283991
NM_001283246
NM_001319385
NM_001283450
NM_001284745
NM_001283970
NM_001284072
NM_001284874

Gene Group 7
REFSEQ_MRNA
NM_001289964
NM_001287669
NM_001285257
NM_001319441

Gene Group 8
REFSEQ_MRNA
NM_001283747
NM_001284829
NM_001319638
NM_001285037
NM_001285306
NM_001284600
NM_001284997
NM_001284987
NM_001287638
NM_001287719
NM_001319642
NM_001287653
NM_001283230
NM_001283994
NM_001285372
NM_001285209
NM_001319551

Enrichment Score: 2.040562807608741

Gene Name

cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6(CYP2B6)
cytochrome P450 1A2(1LOC102130662)

steroid 17-alpha-hydroxylase/17,20 lyase(LOC102133235)
phylloquinone omega-hydroxylase CYP4F2(LLOC102134301)
thromboxane A synthase 1(TBXAS1)

cytochrome P450 2A13-like(CYP2A26)

cytochrome P450 19A1-like(LOC102117886)

Enrichment Score: 1.8268936510440261

Gene Name

muscle RAS oncogene homolog(MRAS)

RABS8A, member RAS oncogene family(RAB8A)
NFKB inhibitor interacting Ras like 2(NKIRAS2)
RAB3A, member RAS oncogene family(RAB3A)
RAS like proto-oncogene B(RALB)

RAB5A, member RAS oncogene family(RAB5A)
RAB18, member RAS oncogene family(RAB18)
RAB28, member RAS oncogene family(RAB28)
ADP ribosylation factor 5(ARF5)

RAP1B, member of RAS oncogene family(RAP1B)
secretion associated Ras related GTPase 1A(SAR1A)
ADP ribosylation factor 1(ARF1)

Enrichment Score: 1.770184618612254

Gene Name

SRSF protein kinase 2(SRPK2)

MOK protein kinase(MOK)

3-phosphoinositide dependent protein kinase 1(PDPK1)

casein kinase 1 delta(CSNK1D)

mitogen-activated protein kinase kinase 5(MAP2K5)
serum/glucocorticoid regulated kinase family member 3(SGK3)
NIMA related kinase 11(NEK11)

TP53 regulating kinase(TP53RK)

serine/threonine kinase 32C(STK32C)

cyclin dependent kinase 19(CDK19)

dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 3(DYRK3)
protein-O-mannose kinase(POMK)

calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase 2(CAMKKZ2)
cyclin dependent kinase 14(CDK14)

RIO kinase 1(RIOK1)

ribosomal protein S6 kinase A2(RPS6KAZ2)

serine/threonine kinase like domain containing 1(STKLD1)
serine/threonine kinase 40(STK40)

ribosomal protein S6 kinase B1(RPS6KB1)

Enrichment Score: 1.4630746384406808
Gene Name

glutathione S-transferase pi 1(GSTP1)
glutathione S-transferase zeta 1(GSTZ1)
glutathione S-transferase M5(GSTM5)
glutathione S-transferase omega 2(GSTO2)

Enrichment Score: 1.36376933131626

Gene Name

mediator complex subunit 20(MED20)

Kruppel like factor 9(KLF9)

zinc finger MYM-type containing 5(ZMYMS5)

zinc finger protein 35(ZNF35)

thyroid hormone receptor beta(THRB)

distal-less homeobox 1(DLX1)

nuclear factor I C(NFIC)

paired box 6(PAX6)

nuclear receptor subfamily 2 group C member 1(NR2C1)
SRY-box 14(SOX14)

zinc finger protein 614(ZNF614)

zinc finger protein 512(ZNF512)

TATA-box binding protein like 1(TBPL1)

histone deacetylase 11(HDAC11)

TATA-box binding protein associated factor, RNA polymerase I subunit B(TAF1B)
zinc finger matrin-type 4(ZMAT4)

progesterone receptor(PGR)
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NM_001284865
NM_001283775
NM_001285110
NM_001283923
NM_001285338
NM_001319515
NM_001284982
NM_001285109
NM_001284102

Gene Group 9
REFSEQ_MRNA
NM_001283175
NM_001284964
NM_001283361
NM_001285350

Gene Group 10
REFSEQ_MRNA
NM_001319631
NM_001284938
NM_001319633
NM_001319632
NM_001283287
NM_001285224
NM_001283694
NM_001283216
NM_001283126
NM_001319588

zinc finger protein 576(ZNF576)

CCR4-NOT transcription complex subunit 9(RQCD1)

small nuclear RNA activating complex polypeptide 1(SNAPC1)
ZFP30 zinc finger protein(ZFP30)

Kruppel like factor 4(KLF4)

zinc finger protein 665(LOC107126545)

eukaryotic translation elongation factor 1 delta(EEF1D)

zinc finger protein 385A(ZNF385A)

mediator complex subunit 21(MED21)

Enrichment Score: 1.3500321538071285

Gene Name

leucine carboxyl methyltransferase 1(LCMT1)
protein arginine methyltransferase 1(PRMT1)
protein arginine methyltransferase 2(PRMT2)
methyltransferase like 16(METTL16)

Enrichment Score: 1.247052670428277

Gene Name

tetratricopeptide repeat domain 12(TTC12)

G-protein signaling modulator 2(GPSMZ2)

tetratricopeptide repeat domain 29(TTC29)

tetratricopeptide repeat domain 16(TTC16)

tetratricopeptide repeat domain 34(TTC34)

FK506 binding protein like(FKBPL)

Dnad heat shock protein family (Hsp40) member C7(DNAJC7)
tetratricopeptide repeat domain 9B(TTC9B)

protein phosphatase 5 catalytic subunit(PPP5C)

small glutamine rich tetratricopeptide repeat containing alpha(SGTA)

M.fascicularis/irheMac8

Gene Group 1

Enrichment Score: 2.0721395443385964

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

RAB23 RAB23, member RAS oncogene family(RAB23)
RAP1B RAP1B, member of RAS oncogene family(RAP1B)
SEPT7 septin 7(SEPT7)

RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2(RRAS2)
ARL15 ADP ribosylation factor like GTPase 15(ARL15)
RHOH ras homolog family member H(RHOH)

RAP2B RAP2B, member of RAS oncogene family(RAP2B)
RHEB Ras homolog enriched in brain(RHEB)

RAB5A RABS5A, member RAS oncogene family(RAB5A)
RABS8B RABS8B, member RAS oncogene family(RAB8B)
RHOU ras homolog family member U(RHOU)

RIT2 Ras like without CAAX 2(RIT?2)

ARF4  ADP ribosylation factor 4(ARF4)

Gene Group 2

Enrichment Score: 1.515282141638127

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name
USP38 ubiquitin specific peptidase 38(USP38)
USP46 ubiquitin specific peptidase 46(USP46)
USP14 ubiquitin specific peptidase 14(USP14)
USP15 ubiquitin specific peptidase 15(USP15)

Gene Group 3

Enrichment Score: 1.1373094571879139

OFFICIAL_GENE_SYMBOL Gene Name

DYRKI1A dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A(DYRK1A)
TBK1  TANK binding kinase 1(TBK1)

STK38L serine/threonine kinase 38 like(STK38L)

MAPKAPKS3

mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3(MAPKAPKS3)

DYRK2 dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 2(DYRK2)
CDC7  cell division cycle 7(CDC7)

STK24 serine/threonine kinase 24(STK24)

PAK2  p21 (RAC1) activated kinase 2(PAK2)
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