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EINLEITUNG

1. Einleitung

Bei der Krankheitsgruppe der Osteochondrodysplasien handelt es sich um genetisch bedingte
Entwicklungsstorungen des Knorpel-Knochengewebes, wobei die Gruppe hunderte zum Teil
sehr seltene Erkrankungen umfasst. Ein wesentliches Kennzeichen einiger dieser
Krankheitsbilder ist der Kleinwuchs, oft verbunden mit abnormalen Korperproportionen. Als
einzelne Erkrankung gesehen, ist das Vorkommen der Osteochondrodysplasien sehr selten, als
Gesamtgruppe auch unter Einbeziehung anderer Erkrankungen des Knorpel-Knochensystems
wie z. B. der Osteoarthrose stellen die Krankheiten ein groBes gesundheitliches Problem dar.
Zu Beginn der 90er Jahre war es mit Hilfe der Molekularbiologie moglich, verantwortliche
Gene einzelner Skeletterkrankungen zu klonieren und die dem Pathomechanismen
zugrundeliegenden Defekte zu identifizieren. Die Entdeckung und weitere Untersuchung der
beteiligten Gene trigt zum Verstindnis der Atiologie und der pathogenetischen
Zusammenhinge zwischen einzelnen Skelettdysplasien bei und ermdglicht eine umfangreiche
molekulare Diagnostik. Dariiber hinaus hat sie entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung
und Etablierung neuer therapeutischer Strategien (Ubersichtsartikel: Mundlos und Olson,
1997a, b; Dreyer et al., 1998). Zum besseren Verstindnis der Krankheitsursachen der
Osteochondrodysplasien werden die heute bekannten wesentlichen Grundlagen der normalen
Abldufe von Entwicklung, Wachstum, Umbau und Homdostase des Skelettsystems im
folgenden kurz dargestellt (Ubersichtsartikel: Karsenty, 1998; 1999).

Grundsitzlich ldsst sich das Skelett in drei Elemente, die sich von verschiedenen embryonalen
Zelllinien ableiten, einteilen. Das kraniofaziale Skelett stammt aus Neuralleisten-Zellen und
ist somit ektodermalen Ursprungs. Im Gegensatz dazu leitet sich das restliche Skelett von
mesodermalen Zellen ab. Das Axialskelett hat seinen Ursprung in Sklerotomzellen, das
Extremitdtenskelett entsteht aus dem lateralen Plattenmesoderm. Trotz der unterschiedlichen
Herkunft dieser Skelettanteile spielen in allen drei Skelettarten dieselben Zelltypen eine Rolle.
Es handelt sich hierbei um knorpelbildende Chondrozyten mesodermalen Ursprungs, um
knochenbildende Osteoblasten, die auf Neuralleisten- oder Mesodermanteile zuriickgehen und
um knochenresorbierende Osteoklasten, die aus Vorldufern der Makrophagen-Monocyten-
Linie hervorgehen (Karsenty, 1998). In den letzten Jahren konnten durch molekulargenetische
Untersuchungen wesentliche Vorgéinge bei der Organogenese des Skeletts aufgekldrt werden
(Ubersichtsartikel: Tickle, 1995; Erlebacher, 1995; Johnson und Tabin, 1997; Karsenty,
1998).
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Bei der Entwicklung des Skeletts und dem Aufbau seiner unterschiedlichen
Funktionsstrukturen lassen sich mehrere Abschnitte unterscheiden. In der Phase der
Musterbildung kommt es zur Kondensation mesenchymaler Zellen in den Bereichen, die dazu
bestimmt sind, Knochen zu bilden. Es entsteht ein Modell des Stiitzapparates. In der sich
anschlieBenden Phase der Morphogenese, welcher die Prozesse der Organogenese und
Histogenese umfasst, kommt es zu der Gestalt- und Formentwicklung der einzelnen
Skelettelemente. Die Differenzierung der mesenchymalen Vorlduferzellen zu Chondrozyten
bzw. Osteoblasten und Osteoklasten, sowie die Einwanderung von Blutgefdflen resultiert in
der Entstehung von Knorpel bzw. Knochengewebe. Im Rahmen der Histogenese kommt es
zur Bildung spezifischer extrazelluldrer Matrix. Die folgende Phase des Wachstums betrifft
vor allem das im Rahmen der enchondralen Ossifikation stattfindende Langenwachstum,
wobei Endgrofle und Proportionen festgelegt werden. Den Abschluss bildet die Phase der
Homoostase, in der die Knochensubstanz durch kontinuierlichen An- und Abbau erneuert,

ihre Form und Grofle aber im wesentlichen nicht mehr verdndert wird.

Phase der Musterbildung (Patterning)

Der Begriff der Musterbildung des Skeletts definiert sich aus der richtigen Anzahl und Form
aller Skelettelemente, sowie aus der Anwesenheit der entsprechenden Knochen in der
richtigen Anordnung. Vor allem die Entwicklung des Extremitétenskeletts unterlag intensiven
Untersuchungen und ist ein geeignetes Beispiel, um die Prozesse der Musterbildung genauer
zu erldutern (Johnson und Tabin, 1997). Systematische Untersuchungen bei Huhn und Maus
filhrten zu der Entdeckung zahlreicher Transkriptionsfaktoren und Signalproteine, die fiir die
Ausbildung und Aufrechterhaltung der drei Entwicklungsachsen verantwortlich sind (Innis
und Mortloch, 1998, Manouvrier-Hanu, 1999). Es handelt sich hierbei um die proximal-
distale Achse, die sich am Beispiel der Vorderextremitdten vom Extremitdtenansatz bis zur
Spitze (von Schulter bis zur Fingerspitze) erstreckt, die anterior-posteriore Achse, die parallel
zur Korperachse (von Daumen zum kleinen Finger) verlduft, und um die dorsal-ventrale

Achse, die vom Handriicken zur Handfliche fiihrt (Abb.1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Extremititenentwicklung
Die Extremititenentwicklung beginnt mit der Bildung einer Knospe aus undifferenzierten
mesenchymalen Zellen. An der Spitze der Knospe befindet sich eine verdickte Schicht aus sich rasch
teilenden Zellen, die apikale Ektodermleiste (AER). Im darunterliegenden Mesoderm liegt die
Progressionszone (PZ). Am posterioren Rand liegt ein weiteres Organisationszentrum, die Zone
polarisierender Aktivitit (ZPA). Die Entwicklung der Extremitdtenknospe schreitet von proximal nach

distal fort [H = Humerus, R = Radius, U= Ulna].

Die Extremititen der Vertebraten entwickeln sich zunéchst als Knospe aus undifferenzierten
mesenchymalen Zellen. An der Spitze der Knospe befindet sich eine Schicht aus sich rasch
teilenden undifferenzierten Zellen, die sogenannte Wachstumszone (Progressionzone) (Abb.
I). Ummantelt ist die Extremitdtenknospe von Ektoderm, der sogenannten apikalen
Ektodermleiste (AER). Wesentliche Signale der apikalen Ektodermleiste werden durch
Wachstumsfaktoren der FGF-Familie tbermittelt. Fgf-8 wird in der gesamten apikalen
Ektodermleiste exprimiert, Fgf-4 lediglich in dem posterioren Bereich (Abb. 2A) (Crossley et
al., 1996). So kontrolliert die apikale Ektodermleiste das Auswachsen der Extremitdten
entlang der proximal-distalen Achse. Zahlreiche Mitglieder der Fgf-Familie (Fgf-2, 4, 8)
konnen die apikale Ektodermleiste funktionell ersetzten und ein Auswachsen der
Extremitéitenknospe verursachen (Ubersichtsartikel: Cohn und Tickle, 1996).

Die Musterbildung entlang der anterior-posterior Achse ist abhingig von einem
Organisationszentrum am posterioren Rand der Mesenchymknospe, das als Zone
polarisierender Aktivitdt (ZPA) bezeichnet wird (Saunders und Gassling, 1968) (Abb. 1).
Sonic hedgehog scheint die Schliisselkomponente bei der anterior-posterioren Musterbildung
zu iibernehmen (Riddle et al., 1993) (Abb. 2A). Sonic hedgehog wird in der ZPA exprimiert
(Abb. 1), es ist an zahlreichen Musterbildungsprozessen, z. B. in den Somiten und im
Neuralrohr, beteiligt. Shh-"knock-out” Méusen fehlen distale GliedmaBenstrukturen, es

entwickeln sich lediglich proximale Strukturen (Chiang et al., 1996). Zwischen der Zone
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polarisierender Aktivitdt und der apikalen Ektodermleiste gibt es einen positiven
Riickkopplungsmechanismus. So wurde gezeigt, dass Fgf4 die Shh-Expression im posterioren
Mesenchym aufrecht erhélt und die Shh-Expression wiederum die Fgf4-Expression in der
apikalen Ektodermleiste induziert (Laufer et al., 1994; Niswander et al., 1994). Weitere
Faktoren, die an den Wechselwirkungen zwischen AER und ZPA beteiligt sind, stellen die
sogenannten Gli-Zinkfingerproteine und die Wachstumsfaktoren BMP-2 und BMP-4 dar. Gli-
Zinkfingerproteine sind fiir die Aktivierung von hedgehog-Zielgenen erforderlich, zu denen
die BMPs zu zdhlen sind. Thre transkriptionelle Induktion durch Shh bewirkt, dass die BMPs
einen Konzentrationsgradienten entlang der Wachstumszone bilden. Auch Retinsdure liegt in
posterioren Regionen in erhohter Konzentration vor. Retinsdure regt die sonic hedgehog-
Expression an (Riddle et al., 1993). Retinsdure ist moglicherweise fiir die Einleitung der
Knospenbildung erforderlich, da eine Hemmung der Retinsduresynthese das Auswachsen der
GliedmaBenknospe verhindert. SchlieBlich ist die Gruppe der Homdobox (HOX)-Gene zu

nennen, die u. a. die proximodistale Entwicklung der GliedmalBlen festlegen.

Durch Untersuchungen an verschiedenen Mausmutanten konnten Gene gefunden werden,
welche die Entwicklung der dorsal-ventralen Achse in Wirbeltiergliedmallen steuern. Wnt-7a,
ein sezerniertes Signalprotein aus der Wnt-Familie, ist eines davon. Das Gen Wnt-7a wird im
dorsalen Ektoderm exprimiert. Eine wesentliche Funktion von Wnt-7a besteht darin, die
Expression des LIM-Homdobox-Gens Lmx1b im angrenzenden Mesoderm zu induzieren
(Abb. 2B). Dieses Gen codiert fiir einen Transkriptionsfaktor, der im Mesoderm ein dorsales
Muster spezifiziert. Mutationen, die z. B. das Wnt-7a Gen inaktivieren, fithren zu
Extremitdten, in denen dorsale Gewebe eine ventrale Entwicklungsrichtung einschlagen (Parr
und McMahon, 1995). Es entsteht eine spiegelsymmetrische, beidseitig ventral gestaltete
Extremitét. Die Expression des Gens engrailed ist fiir das ventrale Ektoderm charakteristisch
(Abb. 2B). Wird engrailed ausgeschaltet, kommt es zu einer doppelt dorsalen Extremitit
(Loomis et al., 1996).

In Abb. 2A-C sind die wichtigsten Gene, die an der Ausbildung der drei Entwicklungsachsen
beteiligt sind, und deren Wechselwirkungen schematisch dargestellt (Ubersichtsartikel:
Tickle, 1996; Schwabe et al., 1998). Es handelt sich um ein vorldufiges, stark vereinfachtes
Modell. Eine {iibergeordnete Regulationseinheit aller drei Entwicklungsachsen ist nicht
bekannt. Jedoch ist davon auszugehen, dass in den nichsten Jahren weitere essentielle Gene

der Musterbildung entdeckt werden.
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Abb. 2: Gliedmafienentwicklung, Achsen und beteiligte Gene
Darstellung der Transkriptionsfaktoren und Signalproteine, die bei der Etablierung und
Aufrechterhaltung der drei Achsen des Koordinatensystems bei den sich entwickelnden Extremitéten
Schliisselfunktionen iibernehmen. Es handelt sich um die proximal-distale (P-D) Achse (Schulter —
Fingerspitze), die anterior-posteriore (A-P) Achse (Daumen — kleiner Finger) und die dorsal-ventrale
(D-V) Achse (Handriicken — Handteller).
(2A) Léngsschnitt durch die Wachstumszone einer Extremititenknospe.
Die an der Randleiste des Ektoderms verdickte Zone (AER) sezerniert Wachstumsfaktoren (FGF4,
FGF8) die zur Bildung der proximal-distalen Achse beitragen. Der Wachstumsfaktor sonic hedgehog
stellt eine Schliisselkomponente der anterior-posterior Musterbildung.
(2B) Querschnitt durch die Wachstumszone einer Extremititenknospe.
Wnt-7a wird im dorsalen Ektoderm exprimiert, engrailed im ventralen Ektoderm. Wnt-7a aktiviert
Lmx-1 im dorsalen Mesoderm, dieses Gen ist an der Spezifizierung dorsaler Strukturen beteiligt.
(2C) Wechselwirkung zwischen den Signalproteinen.

Eine iibergeordnete Regulationseinheit aller drei Entwicklungsachsen ist nicht bekannt.

Phase der Morphogenese und Wachstum

Der Phase der Musterbildung schliefit sich der Prozess der Morphogenese an, der durch die
Differenzierung mesenchymaler Vorlduferzellen in Chondrozyten, Osteoblasten und
Osteoklasten bestimmt wird. Fiir die Knorpel-Knochenbildung sind zwei prinzipiell
unterschiedlich ablaufende Programme verantwortlich. So unterscheidet man die desmale
(direkte) Ossifikation von der chondralen Ossifikation, wo ein zunéchst vorldufig gebildetes
Knorpelmodell im Laufe der Entwicklung durch Knochen ersetzt wird.

Bei der desmalen Ossifikation wird mesenchymales Gewebe direkt in Knochengewebe
umgewandelt. Zundchst verdichtet sich das Mesenchym in Bereichen der Skelettanlage und
wird verstirkt vaskularisiert. Die mesenchymalen Zellen differenzieren zu Osteoblasten, sie
bilden das Osteoid bestehend aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und Kollagen. Die Zellen

scheiden das von ihnen gebildete Material in die Umgebung ab, mauern sich dadurch ein und
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werden zu Osteozyten. Durch Auflagerung weiterer Knochenschichten entstehen nach und
nach immer neue Knochenbilkchen und spéter eine zusammenhidngende Knochenmasse. Zu
den Bindegewebsknochen, die durch desmale Ossifikation entstehen, gehdren die meisten
Schidelknochen sowie Teile der Clavicula.

Bei der chondralen Ossifikation kommt es zu einer Ansammlung undifferenzierter,
mesenchymaler Zellen im Zentrum der Extremitdtenknospen (Horton und Hecht, 1993). Die
mesenchymalen Zellen exprimieren zundchst noch Typ I Kollagen. Liegt das gesamte
Extremititenskelett als Knorpelmodell (Anlage) vor, durchlaufen die Chondrozyten im
Rahmen der Chondrogenese einen weiteren Differenzierungsprozess von ruhenden
Chondrozyten {iiber proliferierende Chondrozyten mit Chondrozyten-spezifischer Expression
von Typ I, IX, XI Kollagen und weiteren Matrixproteinen hin zu hypertrophen Chondrozyten
mit Expression von Typ X Kollagen (Horton und Hecht, 1993, Mundlos, 1994) (Abb. 3). Ein
moglicher Faktor, der die Differenzierung von Stammzellen zu Chondrozyten reguliert, ist der
im Knorpel exprimierte Transkriptionsfaktor Sox9, der auch die Expression von Kollagen Typ
II reguliert. (Bi et al., 1999). Am Ende des Prozesses steht die Einwanderung von Blutgefdal3en
aus dem Perichondrium, das Absterben der hypertrophen Chondrozyten durch Apoptose und
der Austausch von Knorpel durch Knochenmatrix durch einwandernde Osteoblasten.

Parallel zu dem Differenzierungsprozess findet innerhalb der Wachstumsfuge das
Lingenwachstum statt. Die Wachstumsfuge besteht aus funktionell und morphologisch
unterschiedlichen Schichten (Abb. 3). Epiphysenwirts findet sich zundchst die Ruhezone
bestechend aus Reservechondrozyten. In Richtung Diaphyse schlieBt sich die
Proliferationszone, bestehend aus sdulenartig angeordneten proliferierenden Chondrozyten,
an. Hier steht die Zellteilung und somit das Knorpelwachstum im Vordergrund. Die dabei
stattfindende Matrixsynthese resultiert aus der Expression von Genen, die fiir
Knorpelmatrixproteine codieren. Die extrazelluldre Matrix spielt in der sich anschlieenden
hypertrophen Zone eine besondere Rolle, insbesondere da sie hier durch den spezifischen
Einbau von Typ X Kollagen gekennzeichnet ist. Darauf folgt die Verknocherungszone, wo
mineralisierter Knorpel durch Chondro- und Osteoklasten abgebaut und gleichzeitig durch
einwandernde Osteoblasten Knochengewebe (primdre Ossifikation) aufgebaut wird.
Charakteristisch fiir die Zone der primdren Ossifikation ist eine vermehrte Produktion von

Kollagen Typ I und alkalischer Phosphatase.
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Der Prozess der chondralen Ossifikation 146t sich in zwei zeitlich etwas gegeneinander

versetzte Vorginge unterteilen, die perichondrale und die enchondrale Ossifikation. Bei den

knorpelig angelegten Rohrenknochen erfolgt die sekunddre Verkndcherung im Bereich der

Diaphyse (Knochenschaft) zunichst iiber die Bildung einer sich von aullen kontinuierlich

verdickenden Knochenmanschette, vom Perichondrium her (perichondrale Ossifikation) und

anschliefend von innen (enchondrale Ossifikation).

(©)
®
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in Epiphyse
®
Reserve- =
chondrozyt \ Kollagen Typ
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Interterritorium
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Abb. 3: Rohrenknochen, Wachstumsfuge, Aufbau und Genexpression

Alkalische Phosphatase
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= GefiB-

+ einwanderung

| primére
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Schematische Darstellung eines Rohrenknochen mit Epiphyse, Metaphyse und Diaphyse (links).

Detaillierte Abbildung des Aufbaus der Wachstumsfuge im Bereich der Metaphyse mit Darstellung der

Expressionsmuster einiger wichtiger Gene, die an dem Prozess der enchondralen Ossifikation beteiligt

sind. Rezeptoren (blau), strukturelle Proteine (orange) sowie sekretorische Faktoren (griin) sind farblich

voneinander abgehoben (rechts). Nach Dreyer et al., 1998; Zabel und Winterpacht, 2000.

An den hier beschriebenen Differenzierungsprozessen sind eine Vielzahl unterschiedlicher

Faktoren beteiligt. Wesentlichen Einfluss auf die Chondrozytendifferenzierung bei der

enchondralen Ossifikation in der Wachstumsfuge hat der “parathyroid hormone-related

protein”’-Rezeptor (PTHrPR) im Zusammenspiel mit PTHrP. Das von prihypertrophen

Chondrozyten in der Zone zwischen Proliferation und Hypertrophie exprimierte Indian
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hedgehog-Protein (Ihh) sendet ein positives Signal an das Perichondrium aus, was dort von
dem Hedgehog-Rezeptor patched (ptc) iiber den Transkriptionsfaktor Gli umgesetzt wird und
die PTHrP Produktion im periartikuldren Perichondrium (gelenknahe Region) induziert.
PTHrP inhibiert die Rate der Differenzierung in hypertrophe Chondrozyten durch Aktivierung
des in der prihypertrophen Zone exprimierten PTH/PTHrP-Rezeptors. Durchlaufen die
prihypertrophen Chondrozyten die weitere Differenzierung in Richtung hypertrophe Zellen,
schalten sie die Ihh-Produktion ab und das positive Signal in Richtung PTHrP-Produktion
unterbleibt, der inhibitorische Effekt von PTHrPR auf die Chondrozytendifferenzierung wird
aufgehoben (Vortkamp et al., 1996; Lanske et al., 1996).

Wesentlichen Einfluss auf das Knochenwachstum hat der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor-3 (FGFR3). Die Generierung einer Fgfi3 “knock-out”-Maus zeigte, dass diese Tiere
grofler als vergleichbare Wildtyp-Méause sind (Deng et al., 1996, Colvin et al., 1996).
Histologische Untersuchungen lieen eine vergroBerte Wachstumsfuge erkennen, verursacht
durch eine Ausdehnung der hypertrophen Zone. Die Vergroferung ist auf diesen Bereich der
Wachstumsfuge beschrinkt und auf eine verstirkte Proliferation und Reifung der
proliferierenden Chondrozyten zuriickzufiihren. Aufgrund dieser Erkenntnisse geht man
davon aus, dass FGFR3 als negativer Regulator des Wachstums fungiert. Funktionell hat
FGFR3 einen hemmenden Einfluss, der iber FGFR3 laufende Regelkreis sorgt fiir einen
Gleichgewichtszustand der in verschiedenen Zonen der Wachstumsfuge lokalisierten
proliferierenden und dann sich differenzierenden Chondrozyten.

Eine Vielzahl weiterer Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren bzw. Transkriptionsfaktoren,
die am Wachstum beteiligt sind, sind bekannt und beschrieben (Ubersichtsartikel: Stevens und

Williams, 1999).

Phase der Homoostase

Knochen unterliegen auch nach Abschluss des Wachstums einem stindigen Umbau. Die
Knochensubstanz wird durch Osteoklasten kontinuierlich resorbiert und durch Osteoblasten in
einer Weise wieder ersetzt, dass die Knochenmasse immer konstant bleibt. Fortschritte bei
dem Verstidndnis des Differenzierungsprozesses von Osteoklasten wurden wegen fehlender
Osteoklasten-Zelllinien vor allem aufgrund genetischer Experimente mit Miusen gemacht. So
konnten dadurch zwei 16sliche Faktoren und vier Transkriptionsfaktoren isoliert werden, die

wesentlich zur Osteoklastendifferenzierung beizutragen scheinen (Karsenty et al., 1999).
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Storungen innerhalb dieses Regelkreises fithren zum Verlust (Osteoporose) oder zur
Uberproduktion (Osteopetrose) von Knochensubstanz (Ubersichtsartikel: Lazner et al., 1999).
Die hormonell gesteuerten Regulationsvorginge, die dieses Gleichgewicht erhalten, sind nur
teilweise verstanden. Faktoren, die das Gleichgewicht aufrechterhalten, sind u. a. Ostrogene,
Vitamin D und das Parathormon. Ein weiterer involvierter Faktor ist z. B. das lysosomale

Enzym Cathepsin K (Hou et al., 1999).

Skelettdefekte

Die Vielzahl der hier beschriebenen Gene, die an der Entwicklung, am Wachstum und an der
Aufrechterhaltung des Skeletts beteiligt sind, spiegelt gleichzeitig die Mannigfaltigkeit der
Erkrankungen wieder, die aufgrund von Defekten in diesen Genen entstehen konnen.
Inzwischen sind tiber 150 verschiedene Formen von genetisch bedingten Erkrankungen des
Knorpel-/ Knochengewebes oder Osteochondrodysplasien beschrieben, welche mit einer
Gesamthéufigkeit von ungefiahr 4-10:10000 vorkommen. Zum Teil handelt es sich um sehr
seltene Erkrankungen, wobei die Storungen des Knorpel- bzw. Knochengewebes sich vor
allem durch dysproportionierten Minderwuchs manifestieren. Die Einteilung und
Nomenklatur der Erkrankungen ist komplex und erfolgte hauptsdchlich basierend auf
klinischen und rontgenologischen Befunden. Ein Aspekt, der in den letzten Jahren wesentlich
zum Verstidndnis sowie zur Einteilung der verschiedenen Erkrankungen beigetragen hat, ist
die Molekularbiologie. Mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen konnten
verantwortliche Gene einzelner Skeletterkrankungen kloniert und die den Pathomechanismen
zugrundeliegenden Defekte identifiziert werden. Auch die Analyse natiirlicher Mausmutanten
und die Generierung von Tiermodellen hat bei der Aufkldrung entwicklungsbiologischer
Grundlagen zu entscheidenden Erkenntnissen gefiihrt.

Atiopathogenetisch lassen sich die Skelettfehlbildungen in Defekte der Zellentwicklung bzw.
Zellsteuerung und in Defekte der Zellfunktion einteilen. Die Defekte der friihen
Skelettentwicklung resultieren meistens in abgeschlossenen Organdefekten umschriebener
Skelettelemente, deren Ergebnis als Dysostosen bezeichnet werden (Spranger, 1997).
Dysostosen werden hauptsdchlich durch Mutationen hervorgerufen, die einzelne Schritte der
frithen Skelettentwicklung (Zellinduktion, -proliferation, -differenzierung, -kondensation, -
apoptose) steuern. Beispiele konnen fiir die unterschiedlichen Entwicklungsachsen gegeben
werden. So wurde bereits beschrieben, dass die SHH-Genkaskade wichtig fiir die Ausbildung
der anterior-posterioren Achse ist. Mutationen des SHH-Gens bewirken das klinische Bild der

Holoprosencephalie (Zguricas, 1999, Nanni et al., 1999), wéihrend zahlreiche Mutationen in
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Genen der SHH-Genkaskade fiir verschiedene Skelettfehlbildungen verantwortlich sind.
Mutationen im GLI3-Gen konnten als Ursache der Greig-Cephalopolysyndaktylie, des
Pallister-Hall Syndroms und der Postaxialen Polydaktylie Typ A nachgewiesen werden
(Vortkamp et al., 1991; Kang et al., 1997; Radhakrishna et al., 1997). Ein weiteres Beispiel
stellt die Synpolydaktylie dar, die durch Mutationen im HOXDI3-Gen verursacht wird
(Muragaki et al., 1996).

Storungen der Zellproliferation und -differenzierung sowie Defekte der Zellfunktion, die eine
generelle Storung des Skelettsystems als Gewebe bedeuten, werden als Dysplasien bezeichnet.
(Spranger, 1997). Hervorgerufen werden diese Dysplasien oft durch bereits pranatal wirksame
dominante Genmutationen, die zu fehlerhafter Produktion bzw. Verarbeitung von
Bestandteilen der Extrazelluldrmatrix fiithren. Es handelt sich hierbei um Defekte des Knorpel-
/Knochengewebes, die schon bei Geburt manifest sind, wobei dann auch die postnatale
Entwicklung des Skelettsystems gestort bleibt. Als Beispiele fiir die Defekte der Zellfunktion
sind die sogenannten Kollagenopathien zu nennen, die durch Mutationen in den Kollagen-
Genen Typ I, I, III, IX, X und XI verursacht werden. Bei Defekten des Typ I- als auch des
Typ II-Gens verursachen verschiedene Mutationen ein sehr breites Spektrum an
Erkrankungen. Die Patienten konnen von fast normaler Statur sein, schweren
dysproportionierten Minderwuchs zeigen oder so schwer betroffen sein, dass ein perinatal
todlicher Verlauf resultiert (Spranger et al., 1994). Mutationen im COMP (cartilage
oligomeric matrix protein)-Gen, das fiir einen Matrixbestandteil noch unklarer Funktion
codiert, verursachen die Krankheitsbilder der Pseudoachondroplasie und Multiplen
Epiphysdren Dysplasie (Briggs et al, 1995). Als Beispiel fiir Stérungen im
Substratstoffwechsel konnen Defekte des DTDST (diastrophic dysplasia sulfate transporter)
Gens genannt werden. DT7DST7-Mutationen filhren zur einem pathologischen
Sulfatstoffwechsel, dessen Auswirkung u.a. das autosomal rezessiv vererbte Krankheitsbild
der Diastrophen Dysplasie sein kann (Héstbacka et al., 1994).

Als bekannteste Storung von Zellproliferation und Zelldifferenzierung ist die Achondroplasie
zu nennen (Spranger, 1997). So konnten Mutationen im Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor 3 (FGFR3)-Gen als Ursache der Achondroplasie, der am héufigsten vorkommenden
Skelettdysplasie des Menschen, bei der thanatophoren Dysplasie und bei der
Hypochondroplasie gefunden werden (Shiang et al., 1994; Tavormina et al., 1995; Bellus et
al., 1995). Funktionell agiert FGFR3 als negativer Regulator des Knochenwachstums. Fgfi3-
,»knock-out* Méuse sind im Vergleich zu normalen Wildtyp-Mausen deutlich grofer (Deng et
al., 1996; Colvin et al., 1996). Transfektionsexperimente mit spezifischen ACH- und TD-
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Mutationen zeigten eine konstitutive, ligandenunabhingige Aktivierung des FGFR3-
Rezeptors, wobei die TD-Mutationen eine stiarkere Aktivierung des Rezeptors als die ACH-
Mutation bewirken (Naski et al., 1996). Bei Vorliegen eines durch Mutation verdnderten
FGFR3-Rezeptor in der Zellmembran kommt es unabhidngig von der Anlagerung von
Wachstumsfaktoren zur Zusammenlagerung zweier Rezeptormolekiile (Dimerisierung) und zu
einer iberschieBenden, konstitutiven Rezeptoraktivierung. Die Proliferation von
Chondrozyten in der Wachstumsfuge wird dauerhaft gehemmt, die Patienten bleiben klein.
Die Hemmung ist bei der Hypochondroplasie schwicher und bei der thanatophoren Dysplasie
starker ausgepréagt (Naski et al., 1996). FGFR3 gehort neben FGFR1, -2 und -4 zur Familie
der Tyrosinkinaserezeptoren, die strukturell sehr dhnlich aufgebaut sind (Johnson und Williams,
1993). Die Rezeptoren FGFR1 und FGFR2 werden in den frilhen Knorpel- und
Knochenanlagen, vor allen Dingen wéhrend der kraniofazialen Knochenentwicklung,
exprimiert (Peters et al., 1992). Dementsprechend konnten bei FGFRI- und FGFR2-
Mutationen als Ursache von Erkrankungen aus der Gruppe der Kraniosynostose-Syndrome
nachgewiesen werden (Muenke et al., 1994, Reardon et al., 1994; Wilkie et al., 1995,
Ubersichtsartikel: Passos-Bueno et al., 1999 ). Kraniosynostosen sind Fehlbildungssyndrome,
die durch eine Storung der desmalen Ossifikation hervorgerufen werden und sich durch
schwere Schideldeformierung infolge einer verfrithten Verkndcherung der Schédelndhte
auszeichnen. Bei einigen Kraniosynostosen kann zudem auch Syndaktylie beobachtet werden.
Transfektionsexperimente mit einer spezifischen FGFR2-C342Y-Mutation zeigten eine
ligandenunabhingige, konstitutive Aktivierung des Rezeptors, eine reduzierte Glykosylierung,
sowie verminderte Fahigkeit der Ligandenbindung bei Crouzon-Syndrom (Mangasarian et al.,
1997). Im Falle einer spezifischen FGFR2-Mutation die Apert-Syndrom zur Folge hat, konnte
jedoch eine verstirkte Ligandenbindungsfdhigkeit nachgewiesen werden (Anderson et al.,
1998). Erst durch die Aufklirung der genauen Signalkaskade der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptoren kann der Mechanismus verstanden werden, den die
verschiedenen Mutationen auf die desmale bzw. die chondrale Ossifikation ausiiben.

Die hier beschriecbenen Gendefekte stellen nur einen kleinen Ausschnitt der
Osteochondrodysplasien dar, deren molekulargenetischer Defekt aufgeklart ist. Sie
reflektieren jedoch die Komplexitdt der Skelettentwicklung und verdeutlichen, dass es in
jedem Entwicklungsschritt zu Stérungen kommen kann, die sich dann in verschiedenen

Krankheitsbildern duflern.
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Zielsetzung

Fortschritte bei der Aufkldrung der verschiedenen genetisch bedingten Skeletterkrankungen,
aber auch das Verstindnis der molekularen Vorginge bei der Entwicklung des Skelettsystems
hingen entscheidend (1) von der weiteren Charakterisierung bekannter, im
Knorpel/Knochengewebe aktiver Gene sowie (2) von der Identifizierung neuer
Kandidatengene ab.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch unterschiedliche experimentelle Ansitze zu beiden
Bereichen beizutragen, im speziellen betraf dies:

(1) Weitere Analyse des bereits bekannten Gens FGFR3 sowie die Korrelation der Mutationen
dieses Gens mit den dadurch bedingten Krankheitsbildern, um so zusétzlichen Aufschluss
iiber die Funktion des Gens bei der normalen und gestorten Skelettentwicklung zu erhalten.
Durch die Aufklirung der genomischen Struktur des humanen FGFR3-Gens sollte die
Herstellung eines Sets von Primern ermoéglicht werden, die zur Mutationsanalyse des
kompletten FGFR3-Gens bei Patienten mit unklaren Skelettdysplasien eingesetzt werden
sollten. Dies ermoglicht ein Mutationsscreening auf genomischer Ebene, was von groflem
klinischen Interesse ist, da in den wenigsten Fillen Knorpelgewebe der Patienten zur Analyse
der FGFR3-mRNA zur Verfligung steht.

(b) Die Untersuchung der FGFR3-Spleiformen sollte zeigen, ob signifikante Unterschiede
beziiglich der zeitlichen und rdumlichen Expression existieren, die Hinweise geben auf eine
bestimmte entwicklungsbiologische oder krankheitsrelevante Bedeutung.

(2) Evaluierung systematischer Ansitze zur Isolation neuer knorpelspezifischer Gene.

® In einem ersten Ansatz sollte auf der Basis einer humanen Chondrozyten-cDNA-
Bibliothek die Maoglichkeit eines Knorpel-/ Knochen-EST-Projekts untersucht und
beurteilt werden. Es sollten 250 zufillig ausgewdhlte EST-Klone sequenziert und einer
weiterfithrenden Analyse unterworfen werden. Die Auswertung der Ergebnisse sollte dann

Grundlage fiir eine Strategie zur weiteren Auswertung der Genbank bilden.

e In einem zweiten Versuchsansatz sollte die von Velculescu et al. (1995) verdffentlichte
Methode SAGE (,serial analysis of gene expression®) auf die Fragestellung der
Chondrozyten-Differenzierung angewendet und beurteilt werden. Aufgrund der sehr
aufwendigen Technologie umfasste die Zielsetzung die Etablierung der Methode
ausgehend von RNA aus einer humanen Chondrosarkom-Zelllinie und die Evaluierung

auf ihre Brauchbarkeit zur Untersuchung der oben genannten Thematik.
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2. Material und Methoden

2.1 Isolierung von DNA

2.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Blut

Die Isolierung von genomischer DNA aus Blut erfolgte mit Hilfe von Qiagen-tip 100 Sdulen
(Qiagen, Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellers.

5 ml Vollblut wurden mit 20 ml eiskaltem Puffer G1 vermischt und 10 min auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation bei 1300 g fiir 15 min (4°C) wurde das Pellet in 5 ml eiskaltem PBS-
Puffer resuspendiert und erneut unter sonst gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach
Resuspension des Pellets in Puffer G2 wurden 150 pl Proteinase K Losung (20 mg/ml)
zugesetzt und bei 50°C fiir 1 h inkubiert. Die nun klare Losung wurde dann auf eine mit
Puffer QBT dquilibrierte Qiagen-tip 100 Sdule aufgetragen und mit 10 ml Puffer QC
gewaschen. Die DNA wurde mit 5 ml Puffer QF von der Sdule eluiert. Nach
Isopropanolfillung und Waschen der DNA mit 70% Ethanol konnten zwischen 80 und 100 pg
DNA isoliert werden.

2.1.2 Isolierung von DNA fiir die Plasmidsequenzierung

Die Priparation von Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung mit dem automatischen DNA-
Sequenzierer 373A bzw. 377 der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt) erfolgte mit Hilfe
des “RPM Sample Kits” (Dianova, Hamburg) entsprechend den Herstellerangaben.

Ausgegangen wurde von 3 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur. Das Reinigungsprinzip beruht
darauf, daB3 nach alkalischer Lyse (Birnboim und Doly, 1979) die Plasmid-DNA an Glasmilch
gebunden wird. Grundsitzlich wurde die DNA in zwei Waschschritten mit Waschpuffer
gereinigt, mit 50ul H,O eluiert, mit Ethanol gefillt, gewaschen und in 10 pl H,O
aufgenommen. Zur Abschitzung der DNA-Konzentration wurde 1 pul der DNA-Losung auf

einem 1 % Agarosegel aufgetragen.
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2.1.3 Isolierung grofler Mengen Plasmid- und Cosmid-DNA

Die Isolierung von groBeren Mengen Plasmid- und Cosmid-DNA wurde mit Hilfe des
NUCLEOBOND® Aufarbeitungskits der Firma Machery und Nagel (Diiren) durchgefiihrt.

In der Regel wurden 500 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) mit 5 pl einer
Bakteriendauerkultur angeimpft und im Schiittelinkubator bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Die
nach der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) erhaltene Suspension wurde durch
Zentrifugation (4°C, 40 min, 15000g) von festen Bestandteilen befreit. Die Aufreinigung der
DNA erfolgte iiber NUCLEOBOND®-AX 500 Séulen. Die mit 12 ml Puffer N5 eluierte DNA
wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol gefillt, mit 70 % Ethanol gewaschen, vakuumgetrocknet

und in 100 - 200 pl 1x TE-Puffer gelost.

2.1.4 Isolierung von Phagen-DNA

Die DNA-Isolierung aus Phagen erfolgte nach der Methode von Marzluff (unverdffentlicht).

Aus NZYDT-Agar wurde ein interessierender Einzelplaque (siehe 2.8.3) ausgestochen und
iiber Nacht in 50 ml LB-Medium mit 10 mM MgSO, bis zur Lyse der Bakterienzellen bei
37°C geschiittelt. Zum Abtdten der restlichen Bakterien wurde der Ansatz nach Zugabe von
500 pl Chloroform weitere 5 min bei 37°C geschiittelt. Nach Abzentrifugation der
Bakterienreste (3000 Upm, 4°C, 15 min) wurde der Uberstand mit 50 pg RNase A und 50 pg
DNase [ versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Durch diesen Schritt sollen Reste bakterieller
DNA und RNA abgebaut werden. Die Proteinhiille der Phagen wurde in einer anschlie3enden,
einstiindigen Inkubation bei 50°C nach Zugabe von 10x Proteinase K Puffer und 300 pl
Proteinase K (10 mg/ml) aufgebrochen. Nach Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol und
Inkubation  auf  Eis  fiir 10 min wurde die DNA  abzentrifugiert
(3000 Upm, 20 min, RT). Das Pellet wurde in 300 pl 1x TE resuspendiert und durch
zahlreiche Phenol- bzw. Phenol-Chloroform Extraktionen und eine Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol Extraktion gereinigt. Die Féllung der Phagen-DNA erfolgte nach Zugabe von
1/10 Volumen 3 M NaAc und 0,6 Volumen Isopropanol. Das Pellet wurde in 250 pl 1x TE

aufgenommen und die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

14



MATERIAL UND METHODEN

2.2 Isolierung von RNA

2.2.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Die Priparation von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des Qiagen total RNA Mini-
Kits (Qiagen, Hilden).

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 1x Trypsin-EDTA Ldsung (Sigma, Deisenhofen)
wurden diese ohne Medium 5 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschlieflend konnten die
Zellen mit 25 ml PBS abgewaschen werden. Nach 15 miniitiger Zentrifugation (1200 Upm,
4°C) wurde das Zellpellet in 1,9 ml Puffer RLT aufgenommen und durch Homogenisierung
konnten die Zellen aufgebrochen werden. Die weitere Aufarbeitung der RNA erfolgte nach

den Angaben des Herstellers.

2.2.2 Isolierung von RNA aus Gewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenen Geweben erfolgte je nach Gewebemenge
mit dem QIAGEN RNeasy Mini RNA Kit (Qiagen, Hilden) oder mit dem QIAGEN RNeasy
Midi-Kit (Qiagen, Hilden). Die Priparation erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers.
Alle Losungen, die bei Arbeiten mit RNA verwendet wurden, wurden vor Gebrauch mit 0,2%

DEPC-H,O0 versetzt und anschliefend autoklaviert.

2.2.3 DNase I-Behandlung

Da eine Verunreinigung der isolierten RNA mit DNA in nachfolgenden Reaktionen stort,
wurde die RNA mit DNase I behandelt. DNase I ist eine unspezifische Endonuklease, die
einzel- und doppelstringige DNA zu Oligodesoxyribonukleotiden mit einem 5’-Phosphat
abbaut. In Anwesenheit von Mg®" wird nur ein Strang der DNA hydrolysiert und auf diese
Weise werden Einzelstrangbriiche gebildet.

Die Inkubation der RNA erfolgte in einem Reaktionspuffer bestehend aus 1x TE-Puffer,
10 mM MgCl,, ImM DTT mit 10-30 Units RNase-Inhibitor (MBI Fermentas, St. Leon Rot)
und 10-30 U DNase I (RNase frei) (Boehringer, Mannheim) fiir 2 Stunden bei 37°C. Durch
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anschlieBende Aufreinigung iiber QTAGEN Mini-Sédulen (Qiagen, Hilden) wurde die Reaktion
abgestoppt und die RNA von Enzym gereinigt.

2.3 DNA-Standardmethoden

2.3.1 Verdauung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA mit Hilfe von Endonukleasen erfolgte entsprechend den Angaben
des jeweiligen Enzymlieferanten und unter Benutzung der mitgelieferten Restriktionspuffer.
Die verwendete Enzymmenge variierte je nach Aktivitdt des entsprechenden Enzyms, der

Qualitit und der Menge der zu restringierenden DNA.

2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA und RNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf horizontal gelagerten
Agarosegelen, wobei als Puffersystem 1X TBE verwendet wurde. Die Konzentration der Gele
war abhédngig von der Grofe der zu untersuchenden DNA-Fragmente und lag im Durchschnitt
zwischen 0,8% und 2%. Vor der Elektrophorese wurde die aufzutrennende DNA mit 1/6 Vol.
DNA-Probenpuffer versetzt. Die Spannung wurde auf 110 V (25 - 30 mA) begrenzt. Nach
Ethidiumbromidfarbung (5 pg/ml in H>O) wurden die Agarosegele auf einem
Transilluminator (312 nm, Renner, Dannstadt) mit angeschlossenem digitalen Kamerasystem
(Herolab E.A.S.Y. System) aufgenommen.

Als Molekulargewichtsstandards dienten Hind Ill-restringierte A-DNA (Pharmacia, Freiburg)
sowie 123 bp und 100 bp “Leiter” Marker (Gibco BRL, Eggenstein).

Die Auftrennung von RNA-Molekiilen erfolgte auf horizontalen 1%-igen Agarosegelen, die
6% Formaldehyd enthielten. Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer. Vor der Elektrophorese
wurde 2 Vol. 1,5x “RNA Sample”-Puffer zugegeben. Durch anschlieBende Inkubation bei
65°C fir 5 min wurden die Sekundérstrukturen aufgelost. Der RNA-Ansatz wurde auf Eis
abgekiihlt, mit 1/10 Volumen RNA-Blau Marker und 1 pg Ethidiumbromid versetzt und
sofort auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker diente “RNA-Ladder” der
Firma GibcoBRL (Karlsruhe). Zur Darstellung der RNA wurde das Gel direkt auf einem UV-
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Transilluminator betrachtet und mit dem E.A.S.Y. Videosystem (Herolab, Wiesloch)

dokumentiert.

2.3.3 Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen

Nach gelelektrophoretischer Trennung wurden die Ethidiumbromid-gefarbten Banden auf
einem Transilluminator aus dem Gel ausgeschnitten. Die Isolation der Fragmente aus dem Gel
erfolgte mit Hilfe des “QIAquick Gel Extraction Kit” der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend

den Anweisungen des Herstellers.

2.3.4 Fillung von DNA

Wenn nicht anders beschrieben, wurde die DNA durch Zusatz von 1/10 Volumen 3M
NaAcetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol abs. gefillt. Nach 30-miniitiger Zentrifugation
bei 13000 Upm wurde das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut fiir 15 min
zentrifugiert und anschlieBend vakuumgetrocknet. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.3.5. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von kleinen PCR-Fragmenten wurden vertikale Polyacrylamidgele
verwendet. Die Acrylamidkonzentration variierte ja nach Grofe der zu untersuchenden
Fragmente und lag zwischen 6% - 20%. Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 - 200 V. Als Marker wurden 25 bp bzw.
100 bp Marker (Boehringer, Mannheim) verwendet. Im Anschluf} an die Auftrennung wurden
die Polyacrylamid-Gele mit 1x SYBR-Green (Biozym, Oldendorf) 15 min geférbt und direkt

auf einem Transilluminator ausgewertet.
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2.4 Subklonierung von DNA-Fragmenten in Plasmid-Vektoren

Zur Subklonierung von DNA-Fragmenten wurde der Plasmidvektor pBluescript® II SK*
(Stratagene, Heidelberg) mit dem entsprechendem Restriktionsenzym verdaut und je nach
Bedarf mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (Boehringer, Mannheim) behandelt.
Sowohl die Vektor-DNA als auch die subzuklonierenden Fragmente wurden iiber ein

Agarosegel aufgereinigt (siehe 2.3.3).

2.4.1 Klonierung von PCR-Fragmenten in den modifizierten Vektor pBluescipt IT SK*
(T-Vektor)

Zur effektiven Klonierung von PCR-Produkten wurde der linearisierte Vektor pBluescript
nach der Methode von Marchuk et al. (1990) an seinen Enden modifiziert.

Die Taqg-Polymerase hat die Eigenschaft template-unabhéngig an das 3°-Ende von PCR-
Produkten ein Desoxyadenosin zu heften. Diese Tatsache wurde ausgenutzt und der Vektor
wurde nach Restriktion dem sogenannten ,, T-Tailing" unterworfen.

Fiir die Herstellung wurden 3 pg pBluescript mit dem Restriktionsenzym EcoRV verdaut und
am 3’-Ende ein Desoxythymidin (dTTP) angefiigt. Die Reaktion erfolgte in einem Ansatz
bestehend aus 50 mM KCI, 10 mM Tris (pH 8.3), 0,1 % Gelatine, 1,5 mM MgCl,, 4,75 mM
dTTP und 5 Units Taqg-Polymerase fiir 1 Stunde bei 75°C. Nach Gelaufreinigung wurde der
T-Vektor in " TE-Puffer gelost und zur direkten Klonierung von PCR-Fragmenten

verwendet.

2.4.2 Ligation

Die Ligationsreaktion erfolgte mit Hilfe von T4 DNA Ligase (New England Biolabs,
Schwalbach) in dem vom Enzymbhersteller empfohlenen Puffer. In der Regel variierte die

Menge an eingesetzter Vektor-DNA und einzuklonierender DNA zwischen 50 und 100 ng. Es

wurde in einem Reaktionsvolumen von 15 ul {iber Nacht bei 16°C ligiert. Die Hélfte dieses
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Reaktionsansatzes wurde zur Transformation von kompetenten E. coli DHS5o-Zellen

eingesetzt.

2.4.3 Transformation und Selektion positiver Klone

Die Transformation von Bakterien des Stammes E. coli DH5a erfolgte nach der Methode von
Hanahan (1983).

100 ml SOB-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur von DH50 angeimpft (ODss50=0,05)
und unter Schiitteln bei 37°C inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine optische Dichte von
0,5 erreicht hatte. Die Zellen wurden pelletiert (1200g, 8 min, 4°C), vorsichtig in 30 ml Tbf I
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation (800g,
8 min, 4°C) wurden die Bakterien in 4 ml Tbf II vorsichtig resuspendiert und in 200 pl-
Aliquots bei -70°C eingefroren.

Fiir die Transformation wurden 50 - 100 ul dieser Bakteriensuspension mit der Hélfte des
Ligationsansatzes vermischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der Vektor-
DNA in die Bakterienzellen erfolgte durch einen 1-miniitigen Hitzeschock bei 42°C. Nach
Zugabe von 1 ml SOB-Medium wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

In der Regel wurden 100 - 200 pl des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit
100 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml X-Gal und 50 pg/ml IPTG ausgestrichen und fiir 16 - 20 h
bei 37°C bebriitet.

Zur Uberpriifung der Insertgrofe wurde direkt aus rekombinanten Bakterienkolonien mit den
pBluescript spezifischen Primern T;A und T7A (vgl.2.15.6), wie unter 2.5 beschriebenen, eine

PCR durchgefiihrt.

2.4.4. Elektroporation

Die Transformation der SAGE-Konkatemere erfolgte mittels Elektroporation. Dazu wurde
1 pl der aufgereinigten Konkatemere mit 20 pl ElectroMAX DHI10 (GibcoBRL, Karlsruhe)
gemischt und eine Minute auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in gekiihlte
Elektroporationskiivetten (0,1 cm, BioRad) tiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 Kv
und 25puF in einem Elektroporationsgerdt der Firma BioRad (BioRad Gene Pulser). Der
Ansatz wurde in Transformationsréhrchen (2095, Falcon) nach Zugabe von 1 ml
vorgewiarmtem SOC-Medium 1 Stunde bei 37°C geschiittelt. Es wurden jeweils 50 ul der
Suspension auf Zeocin-haltige LB-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C bebritet.
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2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR (Saiki et al., 1988) wurde in 20 - 100 pul Ansdtzen durchgefiihrt. In der Regel wurden
50 - 100 ng DNA pro PCR-Reaktion eingesetzt. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt
zusammen: 40 mM KCI, 10mM Tris/HCI (pH 8,3), 0,1 mg/ml Gelatine, 1,5 mM MgCl,,
je 1 uM der beiden Primer, je 200 mM der vier dNTPs sowie 1 U Taq-Polymerase (Perkin
Elmer Cetus, USA). Ausgehend von einem Standardprogramm (1 min 94°C, 1 min 58°C, 1
min 72°C, 35 Zyklen) variierten die Amplifikationsbedingungen je nach verwendeter
Primerkombination und Matrizen-DNA. Eine initiale 4-miniitige Denaturierung und eine
abschlieBende Inkubation bei 72°C fiir 7 min waren konstant. Die PCR-Reaktion erfolgte
entweder in einem TC-1-Gerét (Perkin-Elmer, Weiterstadt) oder in einem PTC-100-Gerit
(MJ-Research, USA).

Zur Uberpriifung der Amplifikation wurde 1/10 Volumen der PCR-Reaktion auf einem

1 - 2%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.6 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Zur Amplifikation spezifischer cDNA-Fragmente aus RNA wurden diese zunédchst mit Hilfe
der MMLV-Reversen Transkriptase (GibcoBRL, Karlsruhe) in einen DNA-Einzelstrang
iberfithrt. Dazu wurden 4 pg RNA in einem Gesamtvolumen von 16 pul DEPC-H,O fiir
10 min bei 70°C denaturiert. Nach Zugabe von 6,25 uM Oligo(dT);s-Primer, 100 U RNase
Inhibitor (MBI Fermentas, St.Leon-Rot), 10 mM DTT, 0,9 mM dNTPs, 1x Reaktionspuffer
(GibcoBRL, Karlsruhe) und 300 U MMLV-Reverse Transkriptase wurde der Ansatz fiir
90 min bei 37°C inkubiert. Durch 10-miniitiges Erhitzen auf 95°C wurde die Reverse
Transkriptase inaktiviert.

Fiir die anschlieBende PCR wurde in der Regel 2 ul cDNA als Template mit genspezifischen

Primern verwendet.
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2.7 Radioaktive bzw. nicht-radioaktive Markierungstechniken

2.7.1 Radioaktive DNA Markierung durch “Random primed oligo labeling”

Die radioaktive Markierung doppelstringiger DNA erfolgte nach der von Feinberg und
Vogelstein (1983) entwickelten “random primed oligo labeling” Technik. Fiir eine
Markierung wurden 2 - 5 ng denaturierte Sonden-DNA, 30 uCi[oc—”P] dCTP (Amersham,
Braunschweig), 6 ul ,,Oligolabelingbuffer (OLB), 60 ug BSA, 3 U Klenow-DNA-
Polymerase (New England Biolabs, Schwalbach) in einem 30 pl Ansatz fiir 2 - 4 h bei 37°C
inkubiert. Zur spezifischen Markierung von PCR-Produkten wurde anstelle der Hexamere
0,6 uM entsprechende PCR-Primer in die Reaktion eingesetzt. Nicht eingebaute Nukleotide
wurden iiber Sephadex G-50-Sdulen (MicroSpin'™ G-50 Columns, Pharmacia) von der

markierten DNA getrennt.

2.7.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden mit S fiir die in situ-

Hybridisierung

Die Herstellung radioaktiv markierter Oligonukleotide (42 — 45 bp) erfolgte mit Hilfe der
Terminalen Desoxynucleotidyltransferase (TdT), die matrizenunabhingig Nukleotide an die
3’OH-Enden doppel- oder einzelstrangiger DNA—Molekiile anhédngt.

Pro Reaktion wurden 80 ng Oligonukleotid, 5 pl 5x Cobolt Puffer (Gibco BRL, Eggenstein),
12 pl o->°S-dATP (DuPont, NEN, USA), 20 U TdT (Takara, Amersham) fiir 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden {iber Nensorb 20-Sdulen (DuPont, NEN,

USA) von den markierten Oligonukleotiden getrennt.

2.7.3 Nick-Translation

Die Markierung von restringierter PAC-DNA fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
wurde mit Hilfe des ,,Nick-Translations-Kits“ (Boehringer, Mannheim) nach der Methode von
Macgregor und Mizuno (1976) durchgefiihrt. Es wurde ca. 1 ug Sonden-DNA gemif den
Herstellerangaben markiert. Der Ansatz wurde im Anschlul wie unter 2.3.4 beschrieben

gefallt.
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2.8. Hybridisierungstechniken

2.8.1 DNA-DNA-Hybridisierung nach Southern

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mittels Southern-Transfer (Southern,
1975) aus Agarosegelen auf Nylonmembranen (Hybond™ N, Amersham) iibertragen. Die
Agarosegele wurden zunéchst fiir 30 min in Denaturierungspuffer und anschlieBend fiir 45
min in Neutralisierungspuffer inkubiert. Als Transferpuffer diente 10x SSC. Der Transfer
erfolgte iiber Nacht (16 - 20 h). Danach wurde die Nylonmembran kurz in 2x SSC gewaschen
und fiir 2 h bei 80°C im Ofen zur Fixierung der DNA gebacken.

Die Prihybridisierung erfolgte bei 65°C fiir mindestens 4 h in “Church”-
Hybridisierungspuffer. Die Hybridisierung der DNA mit der denaturierten radioaktiven Sonde
(vgl. 2.7.1) in einer Konzentration von 5x10° bis 1x10° cpm pro ml Hybridisierungspuffer
wurde bei 65°C fiir 16 - 20 h durchgefiihrt. Im AnschluB3 wurden die Filter bei 65°C mit
zunehmender Stringenz in NaHPO, - Puffer, 1% SDS gewaschen, bis die auf einem Miiller-
Geiger-Zahler gemessene Aktivitit zwischen 20 und 50 Zerfélle/Sekunde lag.

Zur Autoradiographie wurden die noch feuchten Filter mit einem Rontgenfilm (RPNS,
Amersham) bedeckt und in einer mit Verstirkerfolie (Quanta III, Cronex-Kassette, DuPont)
ausgekleideten Filmkassette exponiert. Die Exposition der Filme erfolgte bei -80°C fiir 3 bis

48 h.

2.8.2 RNA-DNA Hybridisierung

Fiir die Northern-Hybridisierung wurden ungefdhr 15 ng Gesamt-RNA auf einem 1%-igen
Agarosegel (vgl. 2.3.2) elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschlufl wurde das Gel 40 min in
Hydrolyse-Puffer (50 mM NaOH / 10 mM NaCl), danach zweimal 20 min in
Neutralisierungs-Puffer (0,2 M Tris pH 7,4/ 10x SSC) inkubiert. Durch diesen Schritt wird die
RNA in kleinere Fragmente zerlegt, was einen effektiveren Transfer zur Folge hat. Die RNA
wurde danach iiber Nacht mit 10x SSC als Transferpuffer auf Hybond-N" (Amersham,
Brauschweig) transferiert. Die Fixierung erfolgte durch UV-Licht in einem Stratalinker-Gerét
(Stratagene, Amsterdam). Die weitere Behandlung des Filters erfolgte wie unter 2.8.1

beschrieben.
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2.8.3 Plaquefilterhybridisierung

Die Identifikation von A-Klonen mit einer radioaktiven Sonde aus unterschiedlichen cDNA-
Banken erfolgte nach der von Benton und Davis (1977) beschriebenen Methode der
Plaquefilterhybridisierung. Zur Adsorption der Phagen an die Nylonmembran (Hybond ™-N",
Amersham) wurde diese fiir 1 Minute (Duplikatfilter: 3 min) auf die Platte gelegt. Es folgte
eine 1-miniitige Denaturierung in 1,5 M NaCl / 0,5 M NaOH, anschliefend zweimal eine
jeweils 3-miniitige Neutralisierung in 0,5 M Tris pH 7,4 / 1,5 M NaCl und eine abschlieBende
Neutralisierung in 2x SSC-Puffer. Durch 2-stiindiges Backen bei 80°C wurde die DNA an der

Membran fixiert.

2.8.4 Koloniefilterhybridisierung

Zur Identifizierung von rekombinanten Bakterienkolonien wurde die Methode von Grundstein
und Wallis (1979) leicht modifiziert. Glycerinkulturen von rekombinanten Bakterien wurden
entweder mit einer Pipettenspitze oder, falls sie im 96-Loch-Mikrotiterplatten-Format
vorlagen, mit einem 96er Stempel (Sigma, USA) auf Hybond N' Filter (Amersham,
Braunschweig) iiberfiihrt. Die Filter wurden auf ampicillinhaltigen Agarplatten (100 pg/ml)
bei 37°C iiber Nacht bebriitet. Am nichsten Tag wurden die Filter 5 min mit Denaturierungs-
und 5 min mit Neutralisierungspuffer behandelt. Nach Fixierung der DNA an die Membran
durch Backen (1 Stunde, 80°C) erfolgte die Hybridisierung und Detektion wie unter 2.8.1

beschrieben.

2.8.5 In-situ Hybridisierung an Gewebeschnitten

Die radioaktive in-situ-Hybridisierung von tiefgefrorenen murinen Gewebeschnitten wurde
nach der von Schalling et al. (1990) beschriebenen Methode durchgefiihrt.

Fiir die Hybridisierung wurde das markierte Oligonukleotid (vgl. 2.7.2) in einer Konzentration
von 1x10" cpm/ml in dem Hybridisierungspuffer 30 min bei 42°C priinkubiert. Der
Hybridisierungspuffer setzt sich zusammen aus 50% Formamid, 4x SSC, I1x Denhardt-
Losung, 1% Sarcosyl, 0,02 M Phosphat-Puffer (pH 7,0), 10% Dextran Sulfat (Pharmacia,
Biotech), 500 pg/ml Lachs-Sperma-DNA, 200 mM Dithiothreitol. Die bei —20°C gelagerten
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murinen Schnitte wurden mit 50 — 100 pl Hybridisierungslosung bedeckt und fiir 16 Stunden
in einer feuchten Kammer (4x SSC, 50% Formamid) bei 42 °C inkubiert.

Zur Entfernung iiberschiissiger Sonde wurden die Objekttrager 4x in 1xSSC bei 55 °C fiir
jeweils 15 min gewaschen. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe
getrocknet, anschlieBend wurde eine Exposition auf Amersham Hyperfilm-B-max
durchgefiihrt. Der Film wurde zwischen 5 - 8 Tagen exponiert. Das entwickelte
Autoradiogramm erlaubte die grobe Lokalisation der Expression in verschiedenen
Embryobereichen. Dariiber hinaus zeigten die Kontrollen, ob das Oligonukleotid spezifisch
hybridisiert hatte.

Der Nachweis der radioaktiv markierten Sonde erfolgte durch Autoradiographie. Dabei
wurden die Objekttrdger mit einer strahlungssensitiven Emulsion (NTB2, Kodak) beschichtet.
Die Schwirzung des Autoradiogramms entsteht durch Wechselwirkung von Atomen in der
Photoemulsion mit B-Strahlern des an das Oligonukleotids gekoppelten Isotops. Die Emulsion
enthélt Silberhalogenide, die durch die Energie der Wechselwirkungen zu metallischem Silber
reduziert werden. Die Silberatome aggregieren zu grofleren, mikroskopisch sichtbaren
Silberkdérnern. Dieses latente Bild kann mit normalen photographischen Methoden entwickelt
und fixiert werden.

Bei der Durchfithrung war vor allem darauf zu achten, daB alle Schritte in absoluter
Dunkelheit stattfanden. Da das Aufldsungsvermdgen mit der Schichtdicke der Emulsion
abnimmt, wurde diese, 1:1 mit Wasser verdiinnt, bei 37°C geschmolzen. Die Objekttriger
wurden kurz in die luftblasenfreie Emulsion getaucht und tiber Nacht in vertikaler Position
getrocknet.

Die getrockneten Schnitte wurden in lichtdichten Kunststoffbehédltern mit einem
Trocknungsmittel (Silikagel) bei Raumtemperatur 3 bis 4 Wochen exponiert.

Die mit Emulsion beschichteten Objekttriger wurden 5 min in D19 Entwickler (Kodak)
entwickelt, kurz in H,O gewaschen und dann 6 min in Kodak 3000 A Fixierer fixiert. Nach
einstiindigem Waschen mit Leitungswasser wurden die Schnitte einmal mit bidestilliertem
Wasser gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet.

Die mikroskopische Auswertung der Objekttriger erfolgte an einem Axiophot Mikroskop
(Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Als Filmmaterial wurden S/W-Filme TMX 100
(Kodak) verwendet.

24



MATERIAL UND METHODEN

2.8.6 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) an Chromosomenpriparaten

Die chromosomale Lokalisation des humanen MINT-Gens wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung nach Seipel (1996) ermittelt. Dazu wurden Metaphasen von menschlichen
Lymphozyten nach der Methode von Lemieux (1992) prépariert. Als Hybridisierungssonde
diente Pstl-restringierte PAC-DNA, die zuvor {iber Nicktranslation mit Digoxygenin 11-dUTP
(Boehringer, Mannheim) markiert wurde (vgl. 2.7.3). Die in Anwesenheit von Cot-1 DNA
(GibcoBRL, Karlsruhe) und einzelstrangiger Lachs-Sperma-DNA mit Ethanol gefdllte DNA
wurde in 50% Formamid und 2x SSC resuspendiert. Nach Denaturierung der DNA bei 75°C
(10 min) wurde die Sonde zur Absittigung repetitiver Sequenzen 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Hybridisierung erfolgte sofort im Anschluss bei 37°C (16 Stunden) auf nach Klever et al.
(1981) denaturierten Chromosomenpréiparaten. Danach wurden die Objekttriger dreimal
6 min in 50% Formamid, 2x SSC (42°C), einmal 6 min in 2x SSC (42°C) und einmal
6 min in 0,1x SSC bei 60°C gewaschen. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 20 min bei 37°C
in 5% BSA, 0,1% Tween, 4x SSC. Wie von Lichter et al. (1988) beschrieben erfolgte die
Detektion der Sonde mit einem monoklonalen anti-Dig-Antikorper (Maus, Sigma), TRITC-
markiertem anti-Maus IgG-Antikorper (Kaninchen, Sigma) und TRITC-markiertem anti-
Kaninchen IgG-Antikorper (Ziege, Sigma) zur Verstdrkung. Zur Dokumentation wurden die
Chromosomenpréiparate mit DAPI (Boehringer, Mannheim) gegengefirbt und in einem
speziellen Medium (Vector Laboratories, USA) eingebettet. Die Analyse der Bilder wurde mit
einem Leica (Bensheim) DMRBE Fluoreszenez-Mikroskop  (100x/1.30  Fluotar
Olimmersions-Objektiv) durchgefiihrt. Dokumentiert wurden die Bilder mit einer CCD-

Kamera und einem assoziierten Computer-Software Paket (Applied Imaging, USA).

2.9 Herstellung der humanen Chondrocyten-cDNA-Bank

Die humane Chondrocyten-cDNA-Bank wurden von B. Lee et al. (Houston) hergestellt.
Ausgangsmaterial war humanes Knorpelgewebe (20. Schwangerschaftswoche bis 2.
Lebensjahr). Die Herstellung erfolgte unter Verwendung eines ZAP-cDNA Synthese-Kits
(Stratagene, Heidelberg), der auf der Methode von Gubler und Hoffmann (1983) basiert.
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2.9.1 In-vivo-Exzision von pBluescript aus A ZapIl mit Hilfe des ExAssist'"/SOLR™

Systems

Der Uni-ZAP-Vektor ist so konstruiert, dass einklonierte DNA-Integrate in vivo
ausgeschnitten und rezirkularisiert werden konnen, ohne dass weitere Subklonierungsschritte
durchgefiihrt werden miissen.

Hierzu wurden 100 pl der im SM-Medium befindlichen positiven Klone mit 200 pl XL1-
Blue-Zellen (ODgpp=1,0) und 1 pl ExAssist Helferphagen (>1x 10° pfu/ml) fiir 15 min bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml 2x YT-Medium wurde der Ansatz bis zur Ausbildung
eines klaren Lysats fiir 3,5 — 4 h bei 37°C geschiittelt. Zum Abtdten der Bakterien wurde der
Ansatz 20 min auf 70°C erhitzt, es folgte eine 15-miniitige Zentrifugation bei
4000 g. 1 pl des Uberstandes wurden mit 200 ul SOLR-Zellen (ODgpo=1,0) fiir 15 min bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl des Ansatzes auf LB-Ampicillin Platten (50
pg/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.10 Tierhaltung und Praparation von Mausembryonen

H/H-Méduse wurden unter standardisierten Bedingungen bei 22°C Raumtemperatur, einer
Luftfeuchtigkeit von 55 = 10% und einem Hell-Dunkelzyklus von 12 Stunden gehalten. Die
Tiere erhielten Standardfutter und Wasser ad /ibitum. Um schwangere Weibchen zu erhalten,
wurden 6 - 8 Wochen alte H/H Weibchen iiber Nacht mit H/H Ménnchen verpaart. Der Tag,
an dem ein Vaginalpfropf auftrat, wurde als Tag 0,5 der Schwangerschaft gezdhlt. Die
Versuchstiere wurden zwischen 11 und 13 Uhr getotet und frei von Embryonalhiillen
prapariert. Fir die radioaktive in situ-Hybridisierung wurden die Embryonen auf einem
Kupferstiick auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Isolierung von RNA aus Embryonen wurden diese in Fliissigstickstoff gefroren und bis

zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.
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2.11 Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)

Die Methode ,,Serial Analysis of Gene Expression® (SAGE) wurde 1995 von V. Velculescu et
al. entwickelt und erlaubt die quantitative und qualitative Analyse einer Vielzahl von
Transkripten. Der genaue Ablauf der Methode ist unter 3.3 beschrieben.

Zur Etablierung der SAGE Methode wurde RNA aus schnell proliferierenden humanen
Chondrosarkoma-Zellen (ATTC Nummer:HTB-94) verwendet.

2.11.1 Kultivierung der Zellen und Isolierung von RNA bzw. mRNA

Die humanen Chondrosarcoma-Zellen (ATCC-Nummer: HTB-94) wurden in o-MEM-
Medium, das mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kaélberserum, Glutamin (2mM) und
Penicillin-Streptomycin (100 pg/ml) komplettiert worden war, bei 37°C und 5% CO»
kultiviert. Die Zellen wurden in T175 Kulturflaschen (Costar, Bodenheim) bis zu einer
Konfluenz von 70 - 80% angeziichtet, um dann fiir die RNA-Isolation verwendet zu werden.
Die Isolierung der RNA erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben.

Die Isolierung von polyA"™-RNA aus Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Oligotex mRNA Mini
Kits (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Das gewonnene Eluat
wurde mit 1/10 Volumen 3M NaAc und 2,5 Volumen 100 % Ethanol versetzt und iiber Nacht
bei -70°C gelagert. Nach einer Zentrifugation von 30 min bei 4°C und 13000 Upm wurde das
Prizipitat mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl DEPC-H,O

resuspendiert.

2.11.2 cDNA-Synthese

Die Umschreibung von 5 pg polyA"-RNA in cDNA geschah mit Hilfe eines biotinylierten
oligo-dT-Primers unter Hinzunahme des ,,cDNA-Synthesis-Systems* (GibcoBRL, Karlsruhe).
Erst- und Zweitstrangsynthese wurden wie vom Hersteller vorgeschlagen durchgefiihrt. Durch
Einbau von (0*P)-dCTP bei der Zweitstrangsynthese konnte die cDNA quantifiziert werden.

Die cDNA wurde anschlieBend durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Extraktion gereinigt und mit 175 pl 7,5 M NH4OAc/ 900 pl 100% Ethanol versetzt. Die
Fallung erfolgte durch 20-mintitige Zentrifugation bei 4°C und 14000 Upm unter Hinzunahme

von Glycogen (Boehringer, Mannheim) als Trager. Das Prézipitat wurde luftgetrocknet, in
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200 pl 1x TE geldst und nochmals wie beschrieben gefillt. Nach Waschen mit 100 % Ethanol
wurde das Pellet luftgetrocknet und in 20 ul LoTE resuspendiert.

2.11.3 Restriktion der biotinylierten cDNA mit Nlalll und Kopplung an magnetische
Kiigelchen

10 pl biotinylierte cDNA wurden in einem Gesamtvolumen von 200 pl fiir eine Stunde bei
37°C mit 50 U des Ankerenzyms NIlalll (New England Biolabs, Schwalbach) restringiert.
Durch anschlieBende Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die Restriktion abgebrochen und
der Ansatz danach mit 3 pl Glycogen (20 pg/ul, Boehringer, Mannheim), 100 ul 10 M
NaOAc und 700 pl 100 % Ethanol versetzt. Nach 2-stiindiger Inkubation bei —20°C erfolgte
eine Zentrifugation von 20 min bei RT und 13000 Upm, das Prézipitat wurde zweimal mit 70
% FEthanol gewaschen und luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 20 ul LoTE-Puffer
resuspendiert.

Jeweils 10 pl der restringierten, biotinylierten cDNA wurde an 100 pul Dynabeads M-280
Strepavidin Beads (Dynal, Oslo, Norwegen) gebunden. Die magnetischen Kiigelchen wurden
zundchst zweimal mit jeweils 200 pl 1x B+W-Puffer gewaschen und anschliefend in 100 pl
2x B+W-Puffer resuspendiert. Die Kopplung erfolgte nach Zugabe von 90 pl H,O und 10 ul
cDNA bei RT fiir 15 min. Zur Abtrennung der im Uberstand befindlichen abgeschnittenen
5’-Bereiche wurden die Kiigelchen dreimal mit 200 pl 1x B+W Puffer und einmal mit 200 pl
LoTE-Puffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte sofort die Ligation der doppelstringigen
Linker.

2.11.4 Herstellung der doppelstringigen Linker

Die fiir die Herstellung der SAGE-Banken bendtigten doppelstrangigen Linker wurden aus
einzelstrangigen Oligonukleotiden hergestellt. Die verwendeten Oligonukleotidsequenzen
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Oligonukleotide wurden von der Firma Pharmacia
(Freiburg) synthetisiert und im AnschluB an die Synthese iiber ein Polyacrylamid-Gel

aufgereinigt.
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Tabelle 1

Sequenzen der Primer zur Herstellung der Linker.

Linker 1A 5'TTT GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA GGG ACA TG 3’
Linker 1B 5'TCC CTA TTA AGC CTA GTT GTA CTG CAC CAG CAA ATC(amino mod. C6) 3’
Linker 2A 5'TTT CTG CTC GAA TTC AAG CTT CTA ACG ATG TAC GGG GAC ATG 3’
Linker 2B 5'TCC CCG TAC ATC GTT AGA AGC TTG AAT TCG AGC AG (amino mod. C6) 3°

Fett gedruckt sind die entsprechenden internen Amplifikationsprimer.

Zunichst erfolgte die Kinasierung der Linker 1B und 2B. Dafiir wurden 3,15 pg Linker in
einem 20 pl Ansatz mit 10x Kinase Puffer, 10 mM ATP und 10 U T4-Polynukleotidkinase
(NEB, Bad Schwalbach) 30 min bei 37°C inkubiert. Durch 10-miniitige Inkubation bei 65°C
erfolgte eine Inaktivierung der Polynukleotidkinase. AnschlieBend wurden die Linker 1A und
1B bzw. die Linker 2A und 2B in einer Endkonzentration von 200 ng/ul vereinigt, der Ansatz
wurde 2 min bei 95°C, 10 min bei 65°C, 10 min bei 37°C und abschlieflend 20 min bei RT
inkubiert.

2.11.5 Ligation der doppelstringigen Linker

Die Kiigelchen mit der gekoppelten ¢cDNA wurden in einem Volumen von 40 pl
resuspendiert, bestehend aus 10 pl Linker 1 bzw. Linker 2 (200 ng/ul), 8 ul 5x Ligase Puffer
(50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, 1| mM ATP, 1 mM DTT, 5% w/v PEG-8000,
[GibcoBRL, Karlsruhe] und 20 pl LoTE-Puffer. Durch 2-miniitige Inkubation bei 50°C und
15 min Inkubation bei RT hybridisierten die komplementiren Enden der Linker und der
cDNA. Die Ligation erfolgte nach Zugabe von 10 U T4-Ligase (GibcoBRL, Karlsruhe) fiir 2 h
bei 16°C.

Nach erfolgter Ligation wurde jeder Ansatz zur Abtrennung nicht-gekoppelte Linker viermal
mit 200 pul B+W Puffer und dann zweimal mit 200 pl 1x Puffer 4 (NEB, Bad Schwalbach)
gewaschen. Die Restriktion mit BsmF1 (NEB, Bad Schwalbach) erfolgte sofort im AnschluB3.
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2.11.6 Abtrennen der cDNA von Streptavidin Beads durch Restriktion mit dem Enzym
BsmF1

Durch einstiindige Restriktion bei 65°C mit BsmF1 (NEB, Bad Schwalbach) wurde der 5'-
Bereich der cDNA von den magnetischen Kiigelchen abgeschnitten und durch Inkubation in
dem magnetischen Partikeltrenner (Dynal, Oslo, Norwegen) von dem noch an die Kugeln
gebundenen 3’-Bereich abgetrennt. Der Ansatz wurde Phenol/Chloroform aufgereinigt und

anschliefend Ethanol gefallt.

2.11.7 Herstellen von glatten Enden und Ligation zur Herstellung von Ditags

Zum Auffiillen der durch die BsmF [-Restrikion entstandenen iiberhdngenden Enden wurde
Klenow Enzym (Pharmacia, Freiburg) benutzt.

Dazu wurden die zwei cDNA-Ansétze getrennt jeweils mit 1x Zweitstrangpuffer (cDNA-
Synthese Kit, GibcoBRL, Karlsruhe), 2x BSA, 500 uM dNTPs und 3 U Klenow Enzym
(Pharmacia, Freiburg) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Ansitze mit Phenol/Chloroform aufgereinigt und einer Ethanolfdllung unterworfen. Die
gewaschenen, getrockneten Pellets wurden in jeweils 6 pul LoTE-Puffer resuspendiert.

Im folgenden Schritt wurden die beiden Fragmente mit den stumpfen Enden durch Inkubation
bei 16°C fiiber Nacht ligiert. Hierfir wurde eine hochkonzentrierte T4-Ligase (5U/ul)
(GibcoBRL, Karlsruhe) verwendet. Durch Zugabe von 14 pl LoTE-Puffer wurde die Ligation
nach 20 h abgebrochen, es erfolgte sofort im Anschlu3 eine PCR-Amplifikation der Ditags.

2.11.8 PCR-Amplifikation und Aufreinigung der Ditags

Im Anschluf3 an die Ligation wurde das Reaktionsvolumen mit 14 ul LoTE-Puffer auf 20 ul
aufgefiillt. Es wurde eine Verdiinnungsreihe angesetzt, wobei 1 pl als template in der
anschliefenden PCR-Reaktion diente. Der PCR-Ansatz setzte sich aus 16,6 mM (NH4),SOy;
67 mM Tris pH 8,8; 6,7 mM MgCl,; 10 mM [-Mercaptoethanol; 6% DMSO; 1,5 mM dNTPs,
350 ng von beiden internen SAGE-Primern und 5 U der AmpliTaq Gold (Perkin Elmer)
zusammen. Es wurde grundsitzlich ein ,hotstart™ durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz durchlief 28
Zyklen, mit 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C, 30 Sekunden Anlagerung der Primer bei
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55°C und 1 Minute Elongation bei 70°C. Es folgte eine abschliefende Inkubation fiir
5 min bei 70°C.

Nach Optimierung der PCR-Bedingungen wurden die Ansétze im 96 Lochformat amplifiziert.
Zur Aufreingung der PCRs wurden jeweils 8 Ansdtze vereinigt, mit einem Volumen
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Hilfe von Ethanol prézipitiert. Danach wurden 96
aufgereinigte PCR-Ansétze in 216 pl LoTE-Puffer resuspendiert. Die Ausbeute der Produkte
wurde zundchst photometrisch bestimmt und dann iiber 12-%ige Polyacrylamid-Gele
aufgetrennt.

Die amplifizierten Fragmente mit einer Grof3e von 102 bp wurden aus dem Gel ausgeschnitten
und zerkleinert. Die DNA wurde durch Zugabe von 300 pl LoTE-Puffer und 15-miniitige
Inkubation bei 65°C aus dem Gel eluiert. Es folgte die Abtrennung der DNA-haltigen
Fliissigkeit von dem Polyacrylamid-Gel durch Zentrifugation durch SpinX-Sdulen (Costar,
Bodenheim). Nach Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprizipitation wurden die
Ditags in insgesamt 81 pl LoTE-Puffer gelost. Es wurde keine weitere Quantifizierung

durchgefiihrt.

2.11.9 Restriktion der Ditags mit Nla III und Aufreinigung

Die Abtrennung der Linkersequenzen von den Ditags erfolgte durch Restriktion mit 100 U
Nla II (NEB, Bad Schwalbach) in einem 100 pl Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C. Nach der
Restriktion wurde der Ansatz iiber Phenol/Chloroform aufgereinigt und mit Ethanol gefallt.
Das Pellet wurde in 32 pl LoTE-Puffer resuspendiert und auf einem 12%-igen Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt. Die 22 - 26 bp grofle Ditag-Bande wurde ausgeschnitten und wie oben
beschrieben aufgereinigt, einzige Ausnahme war, daf3 die Elution aus dem Polyacrylamid-Gel
nicht bei 65°C, sondern bei 37°C fiir 15 min stattfand. Die Pellets wurden in 7,5 pl LoTE-

Puffer gelost.

2.11.10 Herstellung von Ditag-Konkatemeren und Aufreinigung

Durch Zugabe von 5 U Ligase (Gibco BRL, Karlsruhe) in ein Ansatzvolumen von 10 pl

wurden die aufgereinigten Ditags {iber Nacht bei 16°C konkatemerisiert.
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Durch 15-miniitige Inkubation bei 65°C und anschlieBende Inkubation fiir 10 min auf Eis
wurden die Konkatemere denaturiert. Die Auftrennung erfolgte auf einem 8%-igen
Polyacrylamid Gel. Nach SYBR-Green-Farbung wurden drei Fragmente unterschiedlicher
GrofBBe aus dem Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten und, wie bereits beschrieben, aufgereinigt.
Im Anschlul wurden die aufgereinigten Konkatemere in Sphl-geschnittenen pZero-Vektor

(Invitrogen) ligiert und wie unter 2.4.4 beschrieben durch Elektroporation transformiert.

2.11.11 Herstellung von Datenbanken fiir die Auswertung der erhaltenen SAGE

Sequenzen

Die erhaltenen SAGE-Sequenzen wurden zunichst mit dem Sequencher'™ 3.0-Programm
(Gene Codes Corporation, Inc. USA) soweit editiert, dass die Vektorsequenzen entfernt und
mogliche Unstimmigkeiten aufgekldrt werden konnten. Sequenzen mit Unklarheiten wurden
keiner weiteren Analyse unterworfen.

Im Anschluss wurden die Konkatemersequenzen in das SAGE-Programm (Version 1.00, John
Hopkins University, USA) kopiert. Das Programm zerlegt die Konkatemere zunichst in
Ditags, nach Ausschluf3 zu langer bzw. zu kurzer Ditags auch in einzelne Tags. Diese Tags
wurden in eine Liste abnehmender Héufigkeit sortiert. Diese Tag-Datenbank konnte innerhalb
des SAGE-Programms mit einer entsprechend bearbeiteten Datenbank verkniipft und so ein

Homologievergleich der ermittelten Tags durchgefiihrt werden.

2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der von Sanger et al. (1977) beschriebenen
Kettenabbruchmethode, die 1992 von Lee et al. durch eine Markierung mit fluoreszierenden
Didesoxynukleotiden am 3’-Ende modifiziert wurde.

Als template fiir die Sequenzierung wurden speziell aufgereinigte superzirkuldre Plasmid-
DNA (vgl. 2.1.2), PCR-Produkte und Cosmid-DNA eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden
durch Zugabe von 1 Volumen 4 M NHy-Acetat und 2 Volumen Isopropanol selektiv von den
PCR-Primern getrennt, mit 70% Ethanol gewaschen und vakuumgetrocknet. Fiir die
Sequenzreaktion wurden 20-30 ng DNA eingesetzt. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des

,PRISM Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kits* nach Vorschrift des
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Herstellers (Applied Biosystems, Weiterstadt) in einer linearen PCR-Reaktion (25 Zyklen:
95°C 15s; 55°C 15s; 4 min 72°C).

Die direkte Sequenzierung von Cosmid-DNA geschah nach Isolierung der DNA mit Hilfe des
Nucleobond® AX-Kits (Machery und Nagel, Diiren) (vgl. 2.1.3) mit genspezifischen Primern.
Fiir die Sequenzierung wurden 300 bis 500 ng DNA eingesetzt. Das Taq-Polymerase-Gemisch
wurde nach vierminiitiger Denaturierung der Proben-DNA zugegeben. Auch das
Sequenzierungs-Programm wurde modifiziert (30 Zyklen: 96°C 30s; 50°C 5s; 60°C 4 min).
Die Gelelektrophorese, die Aufnahme der Fluoreszenzsignale und die automatisierte
Auswertung der Sequenzsignale wurden mit dem automatischen Sequenzierungsgerit 373A

bzw. 377 der Firma ABI (Weiterstadt) durchgefiihrt.

2.13 Computerauswertung von DNA-Sequenzen

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm Sequencher' ™ 3.0
(Gene Codes Corporation, Inc. USA).

Fiir Homologievergleiche mit Nukleotid- bzw. Proteindatenbanken wurden die Programme
»BLASTN* und ,,BLASTX*“ (Altschul et al., 1990 und 1997) verwendet, die unter der

Internetadresse http://www.ncbi.nih.gov/ durch das “US National Center for Biotechnology

Information” zur Verfiigung stehen.

2.14 Proteine

2.14.1 Stabile Transfektion von 293-Zellen

Humane 293-Zellen wurden mittels Elektroporation (BioRad Gene Pulser) (960uF, 350V) mit
10ng FGFR3-pcDNA-Konstrukt transfiziert. Das Konstrukt, bestehend aus 4 kBp FGFR3-
cDNA in pcDNA3-Vektor, wurde von G. Gross (Braunschweig) zur Verfligung gestellt.
Einzelne Zellen wurden nach Kultivierung in DMEM-Medium mit G418 (1200ug/ul) (PAA
Laboratories, Linz, Osterreich) in 96 Lochformat-Platten iiberfiihrt und mit Selektionsmedium
weiter kultiviert. Insgesamt wurden sechs mit FGFR3-pcDNA-Konstrukt und drei mit
pcDNA-Vektor stabil transfizierte Zellinien hergestellt.
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2.14.2 Protein-Extraktion

Zur Isolierung von Proteinextrakt wurden die Zellen nach Abgielen des Kulturmediums mit
5 ml eiskaltem PBS-Puffer gespiilt. Pro 75 cm’-Kulturflasche wurde 1 ml Extraktions-
puffer A pipettiert und 10 min auf Eis unter gelegentlicher Bewegung inkubiert. Der Zellrasen
wurde dann mit einem Gummiwischer abgeschabt und die lysierte Zellsuspension bei
14000 Upm fiir 10 min in einer Kiihlzentrifuge (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand, der
hauptsidchlich die Proteine des Cytosols und der Cytomembran enthdlt, wurde bis zur

gelelektrophoretischen Auftrennung bei —80°C gelagert.

2.14.3 SDS-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist es moglich, Proteine aufgrund ihrer
relativen Molekiilmasse zu trennen (Laemmli, U. K., 1970). Natriumdodecylsulfat (SDS)
lagert sich an hydrophobe Bereiche der Proteine an, wodurch eine Entfaltung der Proteine und
gleichzeitig eine Einfiihrung negativer Ladungen bewirkt wird. Dadurch wird die Eigenladung
der Proteinmolekiile vernachldssigbar. Die Konsequenz ist, dass weder die native Form noch
die Ladung der aufzutrennenden Proteine bei der Wanderung durch die Gelmatrix ins Gewicht
fallt und es durch den Molekularsiebeffekt der Gelmatrix zur Auftrennung der Proteine nach
der relativen Molekiilmasse kommt.

Zunidchst wurde ein 7,5%-iges Trenngel gegossen und mit H,O-gesittigtem Butanol
iiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Butanol abgekippt, das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen und der Probenkamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden mit 6x SDS-
Probenpuffer versetzt und 4 min bei 100°C denaturiert. Als Langenstandard dienten 6 pl
,Prestainded Protein Marker Broad Range* (NEB, Bad Schwalbach), der ebenfalls denaturiert
wurde. Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur in einer Minigelapparatur bei 15 mA

fur 3 - 4 Stunden.

Trenngel (7,5% PAA): 3,75 ml 30% PAA (30:0,8)
3,75 ml 4xTris Cl/SDS ph 8,8
7,5 ml H,O
50 pl 10% APS
10 ml TEMED

Sammelgel (3,9% PAA): 650 pul PAA (30:0,8)
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1,25 ml 4x Tris CI/SDS pH 6,8
3,05 ml H,O

25ul 10% APS

5ul TEMED

5x SDS Elektrophorese-Puffer: 15,1 g Tris
72 g Glycin
5g SDS
ad 1000 ml H,O

2.14.4 Proteintransfer (Western Blot)

Der Proteintransfer aus einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran (<
0,45 pum, Schleicher und Schiill, Dassel) erfolgte in einer ,,Tank-Blotting“-Apparatur der
Firma BioRad. Der Aufbau des Blots wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der
Transfer erfolgte mit Towbin-Puffer {iber Nacht bei Raumtemperatur und einer angelegten

Spannung von 30V.

2.14.5 Immunologischer Nachweis

Durch 2-stiindige Inkubation in 1x PBS/ 0,1% Tween/ 5% Magermilchpulver bei RT wurden
zundchst freie Bindungsstellen auf der Membran blockiert. Danach wurde der erste Antikorper
entsprechend in 1x PBS/ 0,1% Tween/ 5% Magermilchpulver verdiinnt und fiir 2 Stunden bei
RT inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen in 1x PBS/ 0,1% Tween fiir jeweils 5 min wurde
der entsprechende Peroxidase-gekoppelte-Zweit-Antikorper, in 1x PBS/ 0,1% Tween/ 5%
Magermilchpulver verdiinnt, zugegeben. Nach 60 min Inkubation wurde viermal 5 min mit
1x PBS/ 0,1% Tween und zweimal 5 min mit 1x PBS gewaschen. Der Protein-Antikorper-
Komplex  wurde durch  Zugabe einer Entwicklerlosung (50 mM  Tris,
pH 7,4/ 0,01% H,0,/ 1 mg/ml DAB in 1x PBS-Puffer) sichtbar gemacht und durch erneutes
Waschen mit 1x PBS gestoppt.

35



MATERIAL UND METHODEN

2.15 Reagenzien und Materialien

2.15.1 Puffer und Losungen

Agar-Platten

Church-Puffer (Hybridisierungspuffer)

Denaturierungsldsung

DNA-Probenpuffer

DTM

Extraktionspuffer A

2x FM (Freezing Media)

LB-Medium

LoTE-Puffer

MOPS (10X)

Neutralisierungslosung

NZYDT-Medium

15 g Agar-Agar

ad 1000 ml bzw. NZYDT-Medium
1 mM EDTA

0,5 M NaHPO,, pH 7,2

7% SDS

1% BSA

1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

0,25% Bromphenolblau

0,25% Xylenycyanol

40% Sucrose

je 100 uM dATP, dGTP, dTTP in 250 mM
TrisCl, 25 mM MgCl,,

50 mM B-Mercaptoethanol; pH 7,0
10 mM Tris, pH 7,5

140 mM NaCl

5mM EDTA

1 % Triton X-100

1 mM PMSF

1 mM DTT

0,025 M TrisCl, pH 7,0

0,1 M MgS0,

65% Glycerin

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml Aqua bidest, pH 7,5

3 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,2 mM EDTA, pH 7,5

0,2 M 3(N-morpholin) Propan Sulfonséure
0,05 M Na-Acetat

0,01 M EDTA, pH 7,0

0,5 M Tris-HCI, pH 7,0

1,5 M NaCl

5 g NaCl

5 g Hefeextrakt
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OL
OLB
PBS-Puffer

Proteinase K Puffer

Puffer QBT

Puffer QC

Puffer QF
1,5x RNA-“Sample* Puffer

6x SDS-Probenpuffer

SM-Medium

SOB-Medium

Standard-Saline-Citrat-Puffer
(1X SSC)
Tris-Borat-Elektrophoresepuffer
(1IX TBE)

10 g NZ-Amine, pH 7,5
90 OD U 5’-pd(Ng)/ml TE

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

120 mM NaCl
2,7 mM KCl1
10 mM KCl1

10 mM Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,4

3 M NaCl
0,5M EDTA
1 M TrisHCI, pH 7,8

iiber Nacht rithren und pH 8,0 einstellen

750 mM NaCl

50 mM MOPS

15% Ethanol

0,15% Triton X-100; pH 7,0
1,0 mM NaCl

50 mM MOPS

15% Ethanol; pH 7,0

1,24 M NaCl sonst wie Puffer QC

60% Formamid (deionisiert)
1,5x MOPS-Puffer

9% Formaldehyd

7 ml 4x Tris CI/SDS, pH 6.8
3 ml Glycerol

1g SDS

0,93 ¢ DTT

1,2 mg Bromphenolblau

add 10 ml H,O

0,1 M NaCl

50 mM Tris-HCI; pH 7,5

8 mM mM MgS0,

0,1% Gelatine

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

ad 1000 ml A. bidest; pH 7,0
2,5 mM KCl und 10 mM MgCl,
0,15 M NaCl

0,015 M Natriumcitrat; pH 7,0
90 mM Tris

90 mM Borsdure
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Tris-Acetate-Elektrophoresepuffer
I1X TAE
Tb 1

Ttb 11

TE-Puffer

Towbin-Puffer

2x YT-Medium

2.15.2 Radioisotope, Enzyme

[a*?P] ACTP

[07°S] dATP

Alkalische Phosphase
Klenow-DNA-Polymerase
Reverse Transkriptase
RNase A

Taq-DNA-Polymerase

2.15.3 Bakterienstimme

DH5a

SOLR™

XL1-Blue

1,25 mM Na,EDTA; pH 8,3

0,04 M Tris-Acetat
0,001 M EDTA

30 mM K-Acetat

100 mM KCl

10 mM CacCl,

50 mM MnCl,

15% Glycerin; pH 5,8

10 mM NaMOPS; pH 7,0

10 mM KCl
75 mM CaCl,
15 % Glycerin

10 mM Tris-HCI; pH 7,8

1 mM Na,EDTA

25 mM Tris

192 mM Glycin

20% Methanol; pH 8.3
10 g NaCl

10 g Hefeextrakt

16 g Trypton; ad 1000 ml A. bidest.

Amersham (Braunschweig)

Du Pont (Dreieich)

F-, end Al, hsdR17, (1, my,), supE44, thi-1
Lambda-, recAl, gyrA96, relAl,

®89dlacZdeltaM 15
el4 (mcrA), A (merCB

bcC, recB, recl], umuC:

-hsdSMR-mrr)171,

Tn5(kan"), uvrC, lac,

ryA96, relAl, thi-1, endA1, lambda®,

F’proAM, lacI*M15] Su'(nonsupressing)
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
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2.15.4 Molekulargewichtstandards
AxHindIT

100 bp-Leiter

123 bp-Leiter

2.15.5 Chemikalien und Materialien

Chemikalien:
Agar-Agar
Agarose
Ampicillin
EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Hefeextrakt
IPTG

Phenol

SDS

Trypton

Tris

Tris-HCI

X-Gal

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien (Reinheitsgrad “p.

Materialien:

Nylonmembran (Hybond™-N")
Rontgenfilme (Hyperfilm"™-MP)
Gerite:

DNA-Sequenziergerit

elAl, lac, [F’proAB, lacI"ZAM15, Tn10(tet")

Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, USA
Gibco BRL, USA

Difco (USA)

Eurogentec (Belgien)

Ratiopharm (Ulm)

Boehringer (Mannheim)
Riedel-de-Haen (Seelze)

Oncor (USA)

Difco (USA)

Boehringer (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

INC (USA)

Difco (USA)

Boehringer (Mannheim)

Gerbu (Gaiberg)

Eurogentec

a.” oder reinst) wurden von folgenden Firmen bezogen:
Merck (Darmstadt

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva Feinbichemica (Heidelberg)

Sigma (USA)

Amersham Life Science (Braunschweig)

Amersham Life Science (Braunschweig)

ABI PRISM™?”
Applied Biosystems Gmbh (Weiterstadt)
Software: Analysis 2.1.2
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Power Macintosh 7200/90

Elektroporationsanlage BioRad Laboratories GmbH (Miinchen)
Gel-Imaging-System Herolab E.A.S.Y.

Herolab (Wiesloch)
Hybridisierungsofen Techne Hybridieser HB-2
Zellkultur-Inkubator IR 1500 Automatics CO,-Inkubator

Flow Laboratories
PCR-Gerite DNA Thermal Cycler

Perkin Elmer Cetus (USA)

PTC 200™ und PTC 100™
MJ Research, Inc. (USA)

Photometer Pharmacia LUC. Ultrospec III
Pharmacia (Freiberg)

Sterilbank antair BSK

Szintillationszéhler Liquid Scintilations Counter

WALLACE-1410
Pharmacia (Freiberg)
Zentrifugen Biofuge A
Heraeus Sepatech (Hanau)

Eppendorf Zentrifuge 5415C

Eppendorf (Hamburg)
Hettich Zentrifuge EBA12P
Hettich (Tuttlingen)
Sigma 3K 12 Zentrifuge
Sigma (Deisenhofen)
Sorvall RT 6000D
DuPont (USA)
Sorvall RC5C
DuPont (USA)
2.15.6 Primersequenzen
Alle abgebildeten Primer sind in 5'—3’-Orientierung.
Allgemeine Primer:
T;A ATTAACCCTCACTAAAGGG
T;A AATACGACTCACTATAGGG
Agtl1-A GACGACTCCTGGAGCCCG
Agtl1-B CTCGCGGCCAGCGATGGT
FGFR3 Primer:
E CTGAATGCCTCCCACGAGGACT
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pCl
pF1
pCF3
pCF4
pCF5

UR2
UR4
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F8
F9
F10
F15

Mint-Primer (Maus):

mintf
mintr
7sint
312
3L7
5-UPM2
1A2
1B1
3L3
3L1
1B2
1D1
1C2
m2F
1E1
m2R
1D4
m6f
m3r
m5f
1F8
1F2
1H1

AGTCCTCGTGGGAGGCATTCAG
CTGTGTCCACACCTGTGTCC
ACATCGAGATGGGAGGAGG
CTGCCACCGCCAAAGCCCTGCC
GGCTGGTGGGTGGGCTGCGGCT
CATTGTCCAGGGGAGCCC
GAACTCCCTGCCGTTCTTCAG
GCACGTCCAGCGTGTACGTCTG
CTACACCTGCGTCGTGGAGAAC
CTGCAGGATGGGCCGGTGCG
CAGTGGCTCAAGCACGTGGA
TCCACTGGGTCCTCAG
ATACCAGGTTCTGAGCTGCC
GAGTACACCTGCCTGGCG
CCTGTGTGTCCCTGTGTCC
TCTCCCACATCCTGCCTC
GACCCGTTTCCGTGTCTG
AGCCTTGCGATGCGCACC
ACAGGAGAGGCCTTTGGG
TGGAGCTGCCAGCCTTGC
ACAGGATGCACGTCTCTG
CGGTCCGCCATGACCACCTGGCC
AGGCCATCGGCATTGACAAGGA
TGGATCCACAGGGACCTGGCTG
CTTCATCACGTTGTCCTCGGTC
TGACCGAGTCTACACTCACCAG
CAGCGTGAAGATCTCCCAGAG
CTTCATCACGTTGTCCTCGGTC
TGCATCCACAGGGACCTGGCTG
CAGCGTGAAGATCTCCCAGAG
TGACCGAGTCTACACTCACCA
CTGCTTGAAGGTGGGCCTCTG
GTACATGATCATGCGGGAGTGC
CTCACATTGTTGGGGACCAGTG
GTTTGCCCACGACCTGCTG
CCTGTCGGCGCCTTTCGAGCAG

GCTCACAACTCCGTCAACAA
GTCCGATCAAATGCTCCTGT
CCCTCCAGCACTTCCTCTG
GGGGCCCCTAAATACGAGT
CAGATGGAGCTATTTGGCTGCT
ACCAGCAGCCAAATAGCTCCA
CTGAAAACCGAGAGGTGCTC
CTTTCCGTGGAATTACACTTG
ATGTCCATCGCCTCAGTTT
TCTGCCTGGCTCCTCTTTAG
TTCCACAGGAAGCAAGGAG
TCGGACAAGACATTACGATC
TGGACTTCGACTCCGAGAAG
GGGAGGTACGAGGCAGAAGGC
CGGAAAAGTTTTGGGATCAA
TAAACTCATGGAAAAGGCCG
TCCCAAAGCAACGAGAACTC
ACGGACCTGTGGTAAAGGTG
ACCAATTTTCCTGCCCTTGGT
GCAGGAAAATTGGTGGG
GATGGCTCAGTCCAAGCAT
ATTCGCGAGGCTCATCATAG
CCACGGTACGATAAGCTGGA
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1G2 TTGTCCGCCTTTTCGTTTTTT
1k1 CTCTGGACCTGGAGAAGCTG
1k2 TTTTGAGGGGATGGCTTTT
1z1 TACACGCAGGACTGGGAG
Tabelle 2

Sequenzen der Primer zur Herstellung von Sonden fiir das EST-Projekt

Primerbe- | Produkt- Primersequenz Homologie zu (Acc. No.)
zeichnung | Grosse
(bp)
Koll F1 999 5"CCT CTG GTG CCG AAG GTC 3’ X16468 2684 — 2701
Koll R1 5"TCT CCA CTC TTC CAC TCA GG 3’ 36893 — 366
Koll F2
Koll R2 902 5" CTA CTG GAT TGA CCCCAACC ¥ X06268 369 — 387
5" GCA CCT GAA GGG AGG TCT TC 3~ 1271 — 1252
Elo F 923 5" GGA TGG AAA GTC ACC CGT AA 3’ X16869 652 — 671
EloR 5" CCA AAG TGG TCA CAC AAA ACA 3’ 1574 — 1555
Fer F 501 5" CGA TGA TGT GGC TTT GAA GA 3’
Fer R 5" TAA AGG AAA CCC CAA CAT GC 3’ MI11146 209 — 228
709 — 690
Ubi F 697 5" TCA AAA TGC AGA TCT TCG TGA 3’ U49869 2078 — 2098
Ubi R 5" GAA TTA ACA GCC ACCCCT CA 3” 2775 -2756
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3. Ergebnisse

3.1 Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (FGFR3)

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens als Ursache
fiir verschiedene Skelettdysplasien identifiziert werden. So wurde 1994 erstmals bei Patienten
mit Achondroplasie eine Mutation im FGFR3-Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 4
nachgewiesen (Shiang et al., 1994). In den folgenden Jahren konnten auch bei Patienten mit
Hypochondroplasie (Bellus et al., 1995; Prinos et al., 1995) und Thanatophorer Dysplasie
(Tavormina et al., 1995) Mutationen im FGFR3-Gen gefunden werden. Jedoch kann nur in
etwa 70% der Hypochondroplasie-Patienten die Diagnose mit der bisher publizierten
Mutation bestétigt werden. Die Tatsache, dass auch bei einem Patienten mit Crouzon
Syndrom mit Acanthosis nigricans (Meyers et al, 1995), sowie bei Féllen mit
nichtsyndromischer Kraniosynostose (Bellus et al., 1996) Mutationen innerhalb des FGFR3-
Gens gefunden werden konnten, ldsst die Vermutung zu, dass auch an anderen als den bereits
publizierten Stellen Verdnderungen im FGFR3-Gen vorliegen. Aus diesem Grund ist die
Aufkldrung der genomischen Struktur des FGFR3-Gens fiir die Mutationsanalyse des Gens
unerlésslich, insbesondere da somit eine Amplifikation des gesamten codierenden Bereiches
auf genomischer Ebene durch Blutuntersuchung ermdglich wird. Dies ist von klinischem
Interesse, da von den wenigsten Patienten Gewebe zur Isolierung der FGFR3-mRNA
vorhanden ist. Durch Sequenzierung eines entsprechenden Cosmidklons wurde die
Exon/Intron Struktur des humanen FGFR3-Gens aufgekldrt. Mit Hilfe dieser Information
konnte ein Set geeigneter Primer generiert werden, welches die Amplifikation des gesamten
codierenden Bereichs des FGFR3-Gens ermoglicht und somit die Diagnose wesentlich
vereinfacht.

Der FGF-Rezeptor 3 gehort zur Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(FGFR), die der Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren angehdren. Man kennt bisher vier
verschiedene FGFR-Gene, die fiir strukturell sehr dhnlich aufgebaut Proteine (FGFRI-
FGFR4) codieren. Sie bestehen aus drei extrazelluliren Immunglobulin-dhnlichen Doménen
(Igl-IglIll), einer Transmembran-Domine und einer intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne.
Ein gemeinsames Merkmal der Rezeptoren FGFR1-FGFR3 ist das Vorliegen unterschied-
licher Proteinvarianten die aufgrund alternativer SpleiBmechanismen entstehen. Im Fall von
FGFR3 sind zwei Spleilvarianten bekannt, die sich in einem ungefiahr 50 Aminosiure-langen
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Abschnitt in der C-terminalen Halfte der dritten Immunglobulin-dhnlichen Doméne
unterscheiden (Abb. 4) (Keegan et al., 1991; Murgue et al., 1994). Die unterschiedlichen
Formen werden als FGFR3 IIIb- bzw. FGFR3 Illc-Variante bezeichnet und unterscheiden sich
in ihrer Ligandenbindungsaffinitit. Durch Analyse der rdumlichen und zeitlichen Expression
der FGFR3-Spleifliformen sollte ihre entwicklungsbiologische Bedeutung eingeschitzt werden
bzw. untersucht werden, ob den verschiedenen Varianten aufgrund des Expressionsmuster

eine spezifische Krankheitsrelevanz zukommt.

Tel Il
Tell Iell
Telll Iell
1 Hic

Abb. 4: Aufbau des FGF-Rezeptor 3
Dargestellt ist der extrazelluldre Anteil mit den drei Immunglobulin-ghnlichen Doméanen (Igl — IgIII),
die “saure” Doméne (schwarzer Kasten), die Transmembran-Doméne (dunkelgrauer Kasten), sowie die
geteilte Tyrosinkinase-Doméne (hellgraue Késten). Durch alternatives Spleilen kann die FGFR3 I11b-
(rot) bzw. die FGFR3 Illc-Variante (griin) erzeugt werden.

3.1.1 Aufkléirung der genomischen Struktur des humanen FGFR3-Gens und Vergleich

mit der murinen Fgfr3-Sequenz

Zur Aufkldrung der Exon/Intron-Struktur des humanen FGFR3-Gens standen zwei Cosmid-
Klone (pC385.1 und pC385.12) zur Verfiigung. Diese Cosmide wurden urspriinglich aus einer

gesamtgenomischen Cosmidbank isoliert (Smith et al., 1988) und freundlicherweise von John
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Wasmuth zur Verfiigung gestellt. Die DNA der Klone pC385.1 und pC385.12 wurde jeweils
mit den Restriktionsenzymen BamH1 und Pstl verdaut. Der Vergleich der Bandenmuster der
beiden Klone zeigt weitgehende Ubereinstimmung der FragmentgroBen (Abb. 5). Daraus kann
geschlossen werden, dass die beiden Cosmide teilweise liberlappende Regionen inseriert
haben. Durch Hybridisierungsexperimente mit spezifischen Sonden aus dem 5’- (nt 172- nt
624) bzw. 3’-Bereich (nt 2208 - nt 2487) der bis dahin verdffentlichten FGFR3-
Sequenzinformation (Acc. Nr.: M58051, Keegan et al., 1991) konnte gezeigt werden, dass das
Cosmid pC385.1 die gesamte FGFR3-Sequenzinformation enthélt (keine Abbildung). Dieser

Klon wurde zur weiteren Aufklirung des genomischen Aufbaus herangezogen.

Abb. 5: Gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktion der Cosmidklone 385.1 und 385.12.
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Der Vergleich der Bandenmuster nach Restriktion von 385.1 (Spur 1) und 385.12 (Spur 2) mit Bam H1
zeigt weitgehende Ubereinstimmung, wohingegen der Verdau mit Pst 1 von 385.1 (Spur 3) bzw. 385.12
(Spur 4) einige Unterschiede erkennen lasst.

Molekulargewichtsstandart M1: HindIIl restringierte A-DNA, M2: 100 bp Leiter. Die Auftrennung

wurde auf einem 1,2%igen Agarose-gel durchgefiihrt.

Versuche, das 5'-Ende der FGFR3-mRNA durch die Primer-Extension Methode genau zu
analysieren schlugen fehl, da wahrscheinlich aufgrund sehr starker Sekundirstrukturen die
Amplifikation des 5’-Bereichs des Gens nicht moglich war. Deshalb wurde der weiter 5'-
wirts gelegene Sequenzabschnitt der bereits bekannten FGFR3-Sequenz des humanen
FGFR3-Gens durch eine “Primerwalking”-Strategie weiter untersucht. Ausgehend von Primer
C1 (siehe 2.15.6) wurde die Cosmid-DNA pC385.1 direkt sequenziert. Aus den resultierenden
Einzel-sequenzen wurde eine Konsensussequenz erstellt, die in Abb. 6 abgebildet ist.

Insgesamt wurden 916 Bp vor dem bekannten Translations-Initiationsstart sequenziert.
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tgccgctcacaccacagggttcactcegeggetatcteggegaagectectgacatcecgaceccecgecgagacctecectetgagetectgageacag 100
cceccaggggacccgagetgegegatatgecaaacacaggectgecctegeccteggtgegeccegtgeeccgeegeccectgggecgeccegeggtgagac 200
AP2 Spl SP1

taggggcctagecccgectgeceeggeteccacgeccttgagaccgecegggegeccecegececggecacgeccecteggatgeceegetecgececegaggg 300

AP2 AP2 Spl
ggcgtgecectgegeccecgegagecgggeggggaccggdgcggdgagegggdeggggecggdgeggggegeggaccegtcececactggetgeggegegegg 400

Krox24 Spl SP1 Spl P1

Exon 1
ggcagcccaggctcagTGCGCGGTGGCGGCGGCGTCGCGGGCAGCTGGCGCCGCGCGGTCCTGCTCTGCCGGTCGCACGGACGCACCGGCGGGCCGCCG 500
GCCGGAGGGACGGGGCGGGAGCTGGGCCCGCGGACAGCGAGCCGGAGCGGGAGCCGCGCGTAGCGAGCCGGGCTCCGGCGCTCGCCAGgtcegtgettg 600
gggccgggcaggetcgeggaggggt ccaacggtgect cgeggaggggt cggggegeggetgt cgeggaaccacagaggtcectgecagegggeegggecgg 700
ggcgcgggcetteccgetecggaaagtttgeccgecgeegecgecctgggaggget ttgecagcagecagggagggaagggggaggagggagggaccgegge 800
ggggaggaggcggccggcgecaggeggecegggagecetgggeggeggeggeggegggeggggeggetgggggt cggaggggt cgggacgcaggageey 900

Exon 2

gccaccgecgetttegteectgtecgecectetaacgagetgecttectectectgeagTCTCCCGAGCGGCGCCCGCCTCCCGCCGGTGCCCGCGCCG 1000
GGCCGTGGGGGGCAGCATGCCCGCGCGCGCTGCCTGAGGACGCCGCGGCCCCCGCCCCCGCCATGGGCGCCCCTGCCTGCGCCCTCGCGCTCTGCGTGG 1100
ccgtggccatce

Abb. 6: Nukleotidsequnz der 5’-flankierenden Region des humanen FGFR3-Gens.
Exon 1 und Exon 2 sind doppelt unterstrichen. Die Translations-Initiationsstelle (ATG) ist durch
Fettdruck gekennzeichnet. Konsensussequenzen von moglichen Bindungsstellen verschiedener

Transkriptionsfaktoren (Sp1, Krox24) sind unterstrichen.

Der Homologievergleich dieses Sequenzabschnittes mit dem 5’-untranslatierten Bereich der
Maus (Perez-Castro et al., 1995) bis zum Transkriptionsstart zeigt eine Homologie von 60%
(Abb.7). Die Homologie zwischen dem murinen Intron 1 und dem vermutlichen humanen
Intron 1 betrigt 65%, wohingegen die Homologie der Exons 1 bei 72% lag. Aufgrund dieser
hohen Homologie wurde das human Exon 1 wie in Abb. 6 dargestellt lokalisiert. Geméaf
dieser Annahme hat das erste Exon eine Grofle von 171 Bp mit einem GC-Gehalt von 84%.
Das Dinukleotid CpG kommt durchschnittlich alle 5,2 Bp vor, was einer Hiufigkeit
entspricht, wie sie in CpG-Inseln zu beobachten ist (Bird, 1987). Das hédufige Auftreten des
Dinukleotids CpG ldsst die Vermutung zu, dass es sich bei diesem Abschnitt um eine CpG-
Insel handelt, wie sie hdufig im 5" regulatorischen Bereich einer Vielzahl von Genen gefunden
wird. Der GC-Gehalt von Exon 2 und 3 liegt bei 82% bzw. 70%, das CpG Dinukleotid wird
im Mittel alle 6,8 Bp bzw. 16,8 Bp gefunden. Konservierte Sequenzen, die stromaufwérts
vom Startpunkt eukaryontischer Transkriptionseinheiten liegen, wie z. B. TATA- bzw. CAAT-
Boxen, konnten nicht nachgewiesen werden. Die weitere Sequenzanalyse zeigt aber
zahlreiche potentielle Bindungsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, u. a. Spl und
Ap2. Die genaue Lage dieser Bindungsstellen ist in Abb. 6 eingezeichnet. Der Vergleich mit
dem murinen Fgfi-3-Promoter zeigt weitgehende Ubereinstimmung. So konnte auch hier keine
TATA-Box nachgewiesen werden. Spiter durchgefiihrte Untersuchungen an dem murinen
Fgfr3-Promotor zeigten, dass ein Sequenzabschnitt von ungefahr 1000 Bp vor der bekannten

Transkriptions-Initiationsstelle ausreicht um eine Verstirkung der Transkriptionsaktivitit zu
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erreichen und dass Transkriptionsfaktoren der Spl-Familie an die wahrscheinliche

Promotorsequenz bindet (Perez-Castro et al., 1995; McEwen und Ornitz, 1998).

hu 151 TCGGTGCGCCCCGTGCCCGCCGCCCCCTGGGCCGCCCCGCGGTGAGACTA 200
mu 1 e AAGGGGTCGAGCGTGCGACCCTTGCC 26

hu 201 GGGGCCTAGCCCGCCTGCCCCGGCTCCCACGCCCT . TGAGACCGCCGGGL 249

mu 27 TCGCCTGCTCCGCCCCAGCTGGGCTCCCACGCCCTCTGGGACCGCLCCGGL 76

hu 250 GCCCCCGCCCGGCCACGCCCCCTCGGATGCCCCGCTCCGCCCCGAGGGGG 299

mu 77 GCCCCCGCCTGACCACGCCTCTTCGGATCTCCCG. + v v v v v i iie e n 110

hu 300 CGTGCCCTGCGCCCCCGCGAGCCGGGCGGGGACCGGGCGGGAGCGGGGCG 349

mu 111 oo CCCCCTGGCCGCCGGGGAAGGGGAGTGTTCGGGGCG 146

hu 350 GGGCCGGGGCGGGGCGCGGACCGTCCCCCACTGGCTGCGGCGCGCGGGGL 399

mu 147 TGGCGGGAGCACCCCCCAACC. . .CCCGCCCGGGCTGCTGCGCGCCGGGL 193

hu 400 AGCCCAGGCTCAGiTGCGC 449
T T T T

mu 194 AGCCCCAGTTCAG TGCAC. . . it ittt ittt et ettt e e e e 211

Abb. 7: Vergleich der humanen (obere Sequenz) mit dem murinen (untere

Sequenz) 5'-Bereich des FGFR3-Gens.
Der Beginn der Nukleotid-Sequenz von Exon 1 ist durch einen Pfeilspitze angedeutet.

Konsensussequenzen von Spl und Krox24 Bindungsstellen sind unterstrichen.

Die Aufkliarung der Exon/Intron Struktur des FGFR3-Gens erfolgte mittels PCR und auf der
Basis der bekannten Struktur des FGFRI-Gens (Johnson et al., 1991). Ein Set von 9 Primer-
Sequenzen wurde abgeleitet, mit denen das gesamte Gen, inklusive der Introns, amplifiziert
werden konnte (Tab.3). Die Grofe der Amplifikationsprodukte variierte zwischen 400 Bp und
5 kBp (Abb. 8). Durch Sequenzierung der genomischen PCR-Produkte und Vergleich der
erhaltenen Sequenzen mit der bereits verdffentlichten humanen cDNA (Keegan et al., 1991)
konnte die Lokalisation der Introns vorgenommen werden. Auf den folgenden Seiten wird die

Sequenzierungsstrategie des 3’'-gelegenen Abschnitts des humanen FGFR3-Gens erldutert.
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Tabelle 3

Sequenzinformation der 9 abgeleiteten Primersequenzen zur Ermittlung der Exon-
Intron Grenzen des FGFR3-Gens

Primer | Lokalisation | Accession No. Primersequenz ProduktgroBe
cDNA DNA
UF1 100 -120 NM_000142 5" TCC TCG GAG TCC TTG GGG ACG 3’
Cl 224 - 205 NM_000142 5" GGA CAG CTC AGC TCC ACAGC 3’ 222 Bp 5336 Bp
172 -193 NM 000142 | 5" CAG CAG GAG CAG TTG GTC TTC G3*
F 624 - 604 NM_000142 5" GAA CTC CCT GCC GTT CTT CAG 3’ 454 Bp 2229 Bp
G 509 - 530 NM 000142 | 5" AGC GGA TGG ACA AGA AGC TGC T3’
UR3 968 - 948 NM_000142 5" TTG AGC ACG GTA ACG TAG GGT 3’ 460 Bp 635 Bp
UF3 948 - 968 NM_000142 5" ACC CTA CGT TAC CGT GCT CAA 3’
XR1 98 - 77 U22410 5" AAA TTG GTG GCT CGA CAG AGG T3’ 122 Bp 1043 Bp
XF1 79 - 98 U22410 5" CTC TGT CGA GCC ACC AATTT 3~
K 1038 -1017 | NM_000142 | 5" GTC CTC AAA GGT GAC GTT GTG C 3’ 153 Bp 781 Bp
Publ 977 - 996 NM_000142 5" GCG CTA ACA CCA CCG ACA AG 3
Pub2 [ 1198 -1079 | NM_000142 5" TGA ACA GGA AGA AGC CCA CC 3’ 222 Bp 715 Bp
A 1121 -1139 | NM 000142 5"AGG AGC TGG TGG AGGCTG A 3’
P2 1740 - 1721 | NM_000142 5" CCA GAA ACT CCC GCA GGT TAC 37 621 Bp 1477 Bp
Q 1690 - 1710 | NM 000142 5" CTG TAC GTG CTG GTG GAG TAC 3’
U2 | 2268-2248 | NM_000142 5'CTG CTT GAA GGT GGG CCT CTG 3’ 580 Bp 1135 Bp
v 2208 -2229 [ NM 000142 | 5" GTA CAT GAT CAT GCG GGA GTG C3’
TD2 | 2518-2495 | NM 000142 5" CAC CAG CAG CAG GGA GGG CTG 312 Bp 492 Bp
CTA 3’

Die Primer XR1 und XF1 wurden aus der von Murgue et al. (1994) verdftentlichten FGFR3 IlIb-Variante

abgeleitet.
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Abb. 8: PCR-Strategie zur Ermittlung der Exon/Intron-Struktur des humanen FGFR3-Gen.
(A) Schematische Darstellung der Primerkombinationen, die zur Ermittlung der genomischen Struktur des
FGFR3-Gens verwendet wurden.
(B) Gelelektrophoretische Auftrennung der neun generierten PCR-Produkte.
Die Spuren 1-9 entsprechen den in Abb. 8A abgebildeten Fragmenten 1-9. Als
Molekulargewichtsstandard wurde Hind-III verdaute A-DNA (M) bzw. 100 Bp-Leiter (M") verwendet.

Bei der Aufkldrung der Exon/Intron-Struktur des FGFRI-Gens war es Johnson et al. (1991)
nicht mdéglich, den 5" Bereich des Gens auf genomischer Ebene zu amplifizieren. Sie gingen
von einem oder mehreren sehr groflen Introns in diesem Bereich aus. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit mit der Primerkombination UF1/C1 eine “Expand”-PCR durchgefiihrt.
Auf cDNA-Ebene entsteht mit dieser Primerkombination ein 124 Bp-Fragment. Die
Amplifikation mit der Primerkombination und pC385.1-Cosmid-DNA als Matrize ergab ein 5
kBp-Fragment. Zur doppelstringigen Sequenzierung dieses PCR-Produkts wurde eine “shot-
gun”-Klonierung von Rsa I- und Hae III-Restriktionsfragmenten durchgefiihrt. Restliche, nur
einzelstringig sequenzierte Bereiche wurden mit spezifischen Primern doppelstringig
sequenziert. Die Auswertung der Sequenzen ergab, dass das 5 kBp-Fragment lediglich ein
Intron (Intron 2) umspannt, dessen Grofle 5210 Bp betrdgt. Die PCR (siehe 2.5) mit der
Primerkombination C/F und pC385.1-Cosmid-DNA als Matrize ergab ein 2,2 kBp-Fragment.
Durch “shot-gun”-Klonierung von Rsa I- und Hae IlI-Restriktionsfragmenten konnte eine fast
vollstindige doppelstrangige Sequenzierung erreicht werden. Restliche, einzelstringige

Bereiche wurden auch hier mit spezifischen Primern doppelstringig sequenziert. Die
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Sequenzierungsstrategie ist in Abb. 9 schematisch dargestellt. Es konnte so die genaue

Lokalisation und Grofe von Intron 3 (223 Bp) und Intron 4 (1554 Bp) ermittelt werden.

C/F T34
hphaf
—
hphaR
PR

haefZ
—

haeZR
==

C/HFTTA

hphZR

hph3F
—_—

Abb. 9: Sequenzierungsstrategie des mit der Primerkombination C/F amplifizierten PCR-Fragments.
Die doppelstriingig sequenzierte Konsensussequenz von 2229 Bp wurde durch Uberlappung von 35

Teilsequenzen, die als horizontale Pfeile dargestellt sind, erhalten.

Der weitere Bereich des humanen Gens konnten durch die Primerkombinationen G/UR3,
UF3/XR1, XF1/K, Pub1/Pub2, A/P2, Q/U2 und V/TD2 amplifiziert werden. Die jeweiligen
Produktgroflen nach Amplifikation mit pC385.1-Cosmid-DNA als Matrize sind in Tabelle 3
aufgelistet. Alle Fragmente wurden in T-Vektor kloniert und mit randspezifschen bzw. intern
gelegenen spezifischen Primern doppelstringig sequenziert. Die Sequenzierungsstrategien
sind nicht abgebildet. Die genaue GroB3e und die Lokalisation der so ermittelten Introns ist der

Abb. 10 zu entnehmen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der genomischen Struktur von FGFR3
Zahlen iiber den Pfeilen geben die Introngrofle in Bp an. Pfeile und gestrichelte vertikale Linien zeigen
die Lokalisation eines Introns an. Zahlen zwischen den gestrichelten vertikalen Linien zeigen die
entsprechende Exonnummer an.
AB: acid box, TM: Transmembran-Doméne, JM: Juxtamembran Doméne, Ig: Immunglobulin-dhnliche

Domaéne

Die Auswertung aller Sequenzen ergab, dass sich das humane FGFR3-Gen aus 19 Exons und
18 Introns zusammensetzt. Es umfasst ungefihr 16 kBp, davon stellen 11 kBp
Intronsequenzen und 4,2 kBp Exonsequenzen dar. An allen Exon/Intron-Grenzen konnten
konservierte GT und AG Dinukleotide nachgewiesen werden (Tab. 4) (Sharp P. A., 1987).
Die Exons haben eine durchschnittliche GréBe von 150 Bp. Die Grofle der Introns variiert
zwischen 80 Bp und 5 kBp, wobei das grofite Intron zwischen Exon 2 und Exon 3 lokalisiert
ist. Die Lage und die GroBe der Introns ist in Abb. 10 zusammengefasst. Die Sequenzen der
Introns 2 bis 18 sind unter den Accession-Nummern Y09852 und Y08086-Y08101 in der
Genbank/EMBL-Datenbank abgelegt (Wuechner et al., 1997).

Innerhalb der codierenden Region konnten zwei Polymorphismen im Vergleich zu der
publizierten cDNA (Keegan et al., 1991) und der Cosmid-Sequenz nachgewiesen werden. Es
handelt sich um den Austausch eines C durch ein T an der dritten Position von Codon 294 in
Exon 7 und um eine A zu T-Transversion im 3 -untranslatierten Bereich. Keiner dieser
Austausche beeinflusst die Aminosduresequenz und stellen wahrscheinlich seltene
Polymorphismen dar. Das Translations-Initiations- bzw. das Terminationscodon (ATG bzw.

TGA) sind in Exon 2 bzw. in Exon 19 lokalisiert.
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Tabelle 4
Exon-/Introngrenzen im FGFR3-Gen

Exon Exon- 5'Spleiflakzeptor Intron- 3" Spleifidonor
grofle grofle
(Bp) (Bp)

1 171 GCCAGgtccgtgecttggggcecgg 368 gccttcecctectectgecagTCTCC
2 211 GGCAGgtaagaagggacccacta 5210 tgcccatcttcceccacaghAAGTC
3 270 GACAGgtgagctctggggccacg 223 gccatctctgecttgcagACGCT
4 66 CACAGgtaggagcagggtccagg 1554 acgcacctcggecccgcagGGGCC
5 170 TCAAGgtgggcgcggecggggtgg 83 gccecgcecgtecececggtgcagCTGCG
6 124 GCTGGgtgagggccctggggcgg 91 cgtcatctgcccccacagAGCGC
7 191 TCAAGgtgggccaccgtgtgcac 888 ggtctcttgtcccegecagTCCTG
8 151 AGCAGgtaacgactctgtcccat 627 tctgctctctectttgtagACGGC
9 145 GCCAGgtaccggcttctgetget 492 acgcccatgtctttgcagCCGAG
10 191 GACAGgtaacagaaagtagatac 303 ccctgctgacccaagcagGTGTC
11 146 GCCCGgtcagtggtgctgagggce 385 ctctgcctccactgccagGCTGA
12 122 GAAAGgtgaggagggggcggcca 82 cccececgctecegtgcacagACGAT
13 111 GGGCGgtaggtgcggtagcggcg 80 aggagcccgtgtccccagGGCCC
14 191 AGAAGgtgggcagggcggcaggt 110 ctcccacccecctteccccagTGCAT
15 123 CCAACgtgagcccggeccctgggg 83 cttcccacaccctecccagGGCCG
16 71 GACGTgtacgtgtcctgcagagc 218 cctcacctteccecctgecagCTGGT
17 138 GACCTgtgagtggcatccctgge 145 tgagcgccctgccecgcagGTACA
18 106 CCGACgtgagtgctggctctgge 181 cccgccteccecgeccagcagGAGTA
19 1644

Die Exonsequenzen sind in Grof3-, die Intronsequenzen in Kleinbuchstaben dargestellt. Die Konsensussequenzen
fiir SpleiBdonor- und Spleiflakzeptorstellen sind fett gedruckt.

Aufgrund der Kenntnis der genomischen Struktur des murinen Fgfr3-Gens (Perez-Castro et
al.,, 1995) war ein direkter Vergleich des Aufbaus und der Sequenz des Maus- und des
menschlichen Gens moglich (Tab. 5). Der Vergleich der Nukleotidsequenz der codierenden
Region zwischen Mensch und Maus zeigt eine Sequenziibereinstimmung von 82,5%, beim
Vergleich der Aminoséuresequenz konnte sogar eine Homologie von 92% nachgewiesen
werden. Wie aus Tabelle 5 hervorgeht zeigt der Vergleich der Intronsequenzen eine
durchschnittliche Homologie von 51,9%, wobei die Sequenziibereinstimmungen der meisten
Introns zwischen 42% und 58% liegt. Die Introns 1, 8, 12, 13 und 18 zeichnen sich jedoch
durch deutlich hohere Werte zwischen 64% und 67% aus. Moglicherweise korreliert diese
Ubereinstimmung mit konservierten funktionellen Dominen in den entsprechenden Introns

(z. B. Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen).
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Tabelle 5

Vergleich des humanen mit dem murinen FGFR3-Gen

Exon Exongrofe SpleiBdonorstelle IntrongroB | Mensch/ SpleiBakzeptorstelle
(bp) e Maus
(bp) Ident.
1 171 GCCAGgnccgtgcttggggccgg 368 64.6% gccttecteccteectgeagTCTCC
163 GCCAGgttagtgtgaaggactcg 350 agtgctctcctcctgtagTCTCC
2 211 GGCAGgtaagaagggacccacta 5210 53.3% tgcccatcttecceccacagAAGTC
204 GGCAGgtaaggactgacccaagg 5138 gtcccatttactccacagAGGTT
3 270 GACAGgtgagctctggggccacg 223 45.8% gccatctctgeccttgecagACGCT
270 AACAGgtaagtgcttggtgggtg 275 cccacttggaacttgcagATGCT
4 66 CACAGgtaggagcagggtccagg 1554 42.1% acgcacctecggeccecgecagGGGCC
54 CACAGgtgagattagagtcttat 1452 gggtacttctgccatcagGGGCT
5 170 TCAAGgtgggcgcggcggggtgg 83 48.0% gcccgegtecceggtgeagCTGCG
170 TCAAGgtaggtctgggaaagaaa 85 cagactaactacctgcagCTCCG
6 124 GCTGGgtgagggccctggggegg 91 52.0% cgtcatctgcccccacagAGCGC
124 GCTGGgtgagggccaggccgggt 84 cctgactgcctcttgcagAGCGC
7 191 TCAAGgtgggccaccgtgtgcac 888 45.2% ggtctcttgtccececgecagTCCTG
191 TCAAGgtaggctctatcccegge 943 agtctcttgtcccegecagTCCTG
8 151 AGCAGgtaacgactctgtcccat 627 64.3% tctgectetetetttgtagACGGC
151 AGCAGgtaacgactctgtcccat 684 tctgttctcectcectttgtagACTGC
9 145 GCCAGgtaccggcttctgectget 492 56.9% acgcccatgtctttgcagCCGAG
145 GCCAGgtactcgttctgctgectg 460 aaatttgtatctttgcagCTGAG
10 191 GACAGgtaacagaaagtagatac 303 57.6% ccctgectgacccaagecagGTGTC
191 GACAGgtaacagaaagtagatac 345 tcctgatgacccaagcagGTGTC
11 146 GCCCGgtcagtggtgctgagggce 385 57.1% ctctgcctccactgeccagGCTGA
146 ACCCGgtcagtggtggtgaggga 318 ctctgtttccatggtcagGCTGA
12 122 GAAAGgtgaggagggggcggcca 82 67.0% cccecegetececgtgecacagACGAT
122 GAAAGgtgaggagggagggaagt 74 cctctgttcccggcacagATGAT
13 111 GGGCGgtaggtgcggtagcggcg 80 64.5% aggagcccgtgtcceccagGGCCC
111 GGGTGgtaggtcaggtggttggt 80 aggtgcctgtgcttccagGGCCC
14 191 AGAAGgtgggcagggcggcaggt 110 53.1% ctceccaccectteccccagTGCAT
191 AGAAGgtgggcagagacagggac 109 ttccttttgtctcttcagTGTAT
15 123 CCAACgtgagcccggccctgggg 83 60.0% cttcccacaccctcccagGGCCG
123 CAAATggccggctcgagatgtge 133 acctctcecctetgeccagGGCCG
16 71 GACGTgtacgtgtcctgcagagce 218 44.7% cctcacctteeccectgeagCTGGT
71 GATGTgtatgtgtccctacatag 227 atcctcaattccctgcagTTGGT
17 138 GACCTgtgagtggcatccctgge 145 49.1% tgagcgccctgcccgcagGTACA
138 GACCTgtgagcccttgttcatte 144 tagctatacttgccgcagGTACA
18 106 CCGACgtgagtgctggctctgge 181 65.2% cccgectecececgecagecagGAGTA
106 CCGACgtaagtgtccctcagtcc 175 accatgtccaccaaacagGAGTA
19 ?
1644

Humane Sequenzen sind in der oberen Zeile (Fettdruck), murine Sequenzen in der unteren Zeile dargestellt.
Exonsequenzen sind durch GroBbuchstaben, Intronsequenzen durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet, Exon-
bzw. IntrongréBe, sowie die SpleiBdonor- und die SpleiBakzeptor-Stellen sind neben den Sequenz-

iibereinstimmung (%) der humanen und der murinen Intron-Sequenz abgebildet.
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3.1.2 Mutationsanalyse

Mit Hilfe der ermittelten genomischen Sequenz des FGFR3-Gens wurde ein Set von 16

Primerpaaren generiert (Tab. 6), das eine Amplifikation aller Exons auf genomischer Ebene

ermoglichte.
Tabelle 6
PCR-Primer zur Amplifikation der FGFR3 Exons 2- 18.
Exon Primersequenz Accession Lokali- PCR-
Nummer sation product
(Bp)
1 CGAGGGGGCGTGCCCTGCGCC 339
AGCACCGTTGGACCCCTCCG L78720 1138-1119

2 AGGGGTCGGGACGCAGGAG L78720 1379-1397 350
CCCAACGCCTCTGCCCGCAC Y09852 70-51

3 GTCTGTAAACGGTGCCGG Y09852 5163-5180 425
ACCAGAGAGACCCCCAGC Y08086 107-90

4 ATCTGGGAGGGGCACCTGGG Y08086 166-185 222
GTCCCTCAGCTGCCTGTGAAG Y08087 98-78

5 GTTCAGAGGGGCCTCTGCTC Y08087 1507-1526 290
AGTGAGCGGAGGCAGCAACC Y08088 72-53

6 CAGGCGCGGTGGTTGCTGCC Y08089 43-62 177
GCACGTCCAGCGTGTACGTCTG * NM 000142.1 775-754

7 CGGCAGTGGCGGTGGTGGTG Y08089 45-64 299
CCAGCCCAGGAGCCCCAGCG Y08090 61-42

8 TCTCCCACATCCTGCGTC Y08090 827-841 277
GGGCCTTGGAGCTGGAGCTC Y08091 64-45

9 AGGGCGGTGCTGGCGCTCGC Y08091 595-614 228
AGACAGTGCGGAGCAGCAGC Y08092 50-31

10 CAGGCCAGGCCTCAACGCCC Y08092 473-492 271
AGGCCTGGCGGGCAGGCAGC Y08093 60-40

11 CTGTACCTCCACGCCCTGTCGC Y08093 257-278 264
CTGTTTCACCCCCACCACC Y08094 71-53

12 GAGTGGGCGAGTTTGCACACTC Y08094 351-372 211
GCCCCCAGCCCTGCTCTGCAC Y08095 54-34

13 GTGCAGAGCAGGGCTGGGGGC Y08095 34-54 240
GCTCCTCAGACGGGCTGCCAG Y08096 81-60

14 CTGGCAGCCCGTCTGAGGAGC Y08096 60-81 286
CTGCTCCCAGCATCTCAGGGCA Y08097 74-53

15 GGTGGAGAGGCTTCAGCCCT Y08097 83-102 217
GCCAGGCGTCCTACTGGCATGA Y08098 66-45

16 TCATGCCAGTAGGACGCCTGGC Y08098 45-66 184
GGTCCTGGCTCTGCCCAGTTC Y08099 74-54

17 CAGCGCAGCCCTGGCCTATTC Y08099 143-163 314
CCTGAAGGGCTGCCAGTCCCT Y080100 100-79

18 GAAGCGGCGGGGCTCACTCCT Y080100 120-140 180
ATAGGCGGGTGGCACCAGGC Y080101 48-29

19 GCGAAGAGGGGCTCGGTGGCAC Y080101 145-166 254

CACCAGCAGCAGGGTGGGCTGCTA M64347 2254-2231
Primersequenzen (5°—3’-Orientierung), die Lage der Primer in den entsprechenden Introns (Accesssion

Nummer) und die resultierende PCR-ProduktgroBe zur Amplifikation der FGFR3 Exons 2-18 ist angegeben.

* Da die 5" Region von Intron 6 sehr GC-reich ist, wurde der Primer an das 3" Ende von Exon 6 gelegt. Deshalb

konnen die letzten 25 Bp von Exon 6 mit diesem Primer nicht ausgewertet werden.

In einer anschlieBend durchgefiihrten Mutationsanalyse im Rahmen der Routine-Diagnostik

der Mainzer Kinderklinik wurden 171 Patienten untersucht (Tab. 7) (Hilbert et al.,1998) .
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Tabelle 7

Nachgewiesene FGFR3-Mutationen

Erkrankung Anzahl der Nachgewiesene Mutation Anzahl der
Patienten Patienten mit
Mutation (%)
Achondroplasie 83 Gly 380 Arg GGG—AGG 75 (90%)
GGG—CGG 2 (3%)
Thanatophore 8 Arg 248 Cys CGC->TGC 7 (88%)
Dysplasie Typ I Tyr 373 Cys TAT—STGT 1 (12%)
Thanatophore 1 Lys 650 Glu AAG—GAG 1 (100%)
Dysplasie Typ 11
Hypochondroplasie 79 Asn 540 Lys AAC—AAA 31 (39%)
AAC—AAG 19 (24%)
Asn 540 Ser AAC—AGC 1(1,3%)
Asn 328 Ile AAC—ATC 1(1,3%)

Dargestellt ist die Anzahl der untersuchten Patienten sowie die Anzahl derer bei denen eine Mutation

nachgewiesen werden konnte (%). Die ausgetauschten Nukleotide sind durch Fettdruck gekennzeichnet.

Bei 93% der untersuchten Patienten mit diagnostizierter Achondroplasie konnte die klassische
Punktmutation in der FGFR3-Transmembran-Doméne nachgewiesen werden (Shiang et al.,
1994), wihrend eine ebenfalls publizierte Mutation an Position 375 in keinem der Patienten
(Superti-Furga et al., 1995) vorlag. Bei 7% der untersuchten Patienten konnte keine Mutation
gefunden werden. Die Diagnose der Achondroplasie lie3 sich bei diesen Patienten allerdings
durch fehlende klinische Daten bzw. Rontgenbilder nicht bestétigen.

Bei allen untersuchen Patienten mit diagnostizierter thanatophorer Dysplasie konnten
ebenfalls Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens identifiziert werden. Es waren ausnahmslos
bereits publizierte Mutationen (Tavormina et al., 1995; Rousseau et al. 1995).

Von 79 untersuchten Patienten mit Verdachtsdiagnose einer Hypochondroplasie (HCH)
zeigten 50 (65%) den bereits beschriebenen Austausch eines Asparagin durch ein Lysin an
Position 540 innerhalb der Tyrosinkinase-Doméne 1 (Bellus et al., 1995; Prinos et al., 1995).
In einem Patienten konnte eine bis jetzt noch nicht publizierte Transition von A nach G an
Position 1659 nachgewiesen werden, die ebenfalls an Position 540 einen
Aminosdureaustausch bewirkt, allerdings kommt es hier zu einem Asparagin zu

Serinaustausch. Alle bisher beschriebenen HCH-Mutationen sind in der Tyrosinkinase-
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Domaine 1 lokalisiert und haben wie die anderen bereits publizierten FGFR3-Mutationen eine
Liganden-unabhdngige Aktivierung des FGF-Rezeptors 3 zur Folge (Raffioni et al., 1998).
Bei 28 Patienten konnte keine Mutation an den bereits verdffentlichten Positionen ermittelt
werden. Dies 148t sich zum einen durch fehlerhafte Diagnosestellung erkldren, zum anderen
muf3 davon ausgegangen werden, dass weitere noch nicht verdffentlichte Mutationen
innerhalb des FGFR3-Gens existieren bzw. weitere Gene fiir die Erkrankung verantwortlich
sind (Rousseau et al., 1996). Um die Vermutung zu kldren, ob weitere Mutations-,,hot-spots‘
innerhalb des FGFR3-Gens existieren, wurde die gesamte codierende Region des Gens bei
HCH-Patienten untersucht. Der Nachweis einer neuen Mutation bei einer Patientin mit allen
klinischen Merkmalen der Hypochondroplasie bestétigte diese Annahme.

Bei der Untersuchung der Patientin in der Universitétsklinik Mainz von Prof. Spranger wurde
eine Hypochondroplasie diagnostiziert. Das Méadchen hatte eine Geburtsgrofle von 50 cm, bis
auf langsames Wachstum verlief die postnatale Entwicklung normal. Im Alter von 20
Monaten zeigte die Patientin geringen Minderwuchs (KorpergroBle: 73 cm; Gewicht: 10,7 kg)
und abnormale Korperproportionen mit verkiirzten Oberarmen und Oberschenkeln.
RoutinemiBig durchgefiihrte Blutuntersuchungen (Alkalische Phosphatase, Insulin-&hnlicher
Wachstumsfaktor-I (IGF-I), IGF-Bindeprotein) waren normal. Bis auf den Kleinwuchs gab es
keine Auftilligkeiten, das Kind wirkte munter und zeigte eine normale psychomotorische
Entwicklung. Die Mutter des Kindes ist 150 cm groB3, sie scheint ebenfalls von geringem
dysproportioniertem Minderwuchs betroffen, lehnt aber eine klinische Untersuchung ab. Die
maternalen GrofB3eltern haben eine Korpergrofle von 185 bzw. 170 cm.

Die Untersuchung des gesamten FGFR3-Gens bei der Patientin fiihrte zu der Identifizierung
einer Transversion von A nach T an Position 1022 (Exon 9). Die Mutation hat den Austausch
eines Asparagins durch Isoleucin an Position 328 in der Immunglobulin-dhnlichen Doméne
Illc zur Folge. Die Mutation konnte bei der vermutlich ebenfalls betroffenen Mutter, jedoch
nicht beim normalwiichsigen Vater der Patientin nachgewiesen werden (Abb. 11). In 50
weiteren normalwiichsigen Probanden konnte dieser Austausch ebenfalls nicht nachgewiesen
werden, was die Annahme bestitigt, dass es sich um die Phédnotyp verursachende Mutation

handelt (Winterpacht et al., 2000).
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Abb. 11:De novo Mutationsnachweis im FGFR3-Gen eines Hypochondroplasie Patienten
DNA-Sequenzanalyse von Exon 9 des FGFR3-Gens. Die heterozygote Transversion von A nach T die
den Austausch eines Asparagins durch Isoleucin zur Folge hat, konnte in der Patientin sowie in der
betroffenen Mutter, aber nicht in dem gesunden Vater und in 50 weiteren nicht-betroffenen Probanden

(nicht abgebildet) nachgewiesen werden.

Die nachgewiesene Mutation kann zwei krankheitsverursachende Auswirkungen haben. Zum
einen kann durch Verdnderung der Glykosylierung das Krankheitsbild verursacht werden.
Zum anderen kann die Sekundarstruktur des Proteins durch die Mutation verdndert werden,
woraus dann der beschriebene Phinotyp resultiert.

Um festzustellen, ob der nachgewiesene N328I-Austausch eine Auswirkung auf die Faltung
der entsprechenden Region hat, wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Decker (Universitit
Mainz) ein dreidimensionales Modell des Wildtyp- und des mutierten Rezeptors erstellt (Abb.
12). Das Modell wurde mit Hilfe des Programms “Modeller 4” (Sali und Blundell, 1993) auf
Grundlage der bekannten Struktur der Immunglobulindominen generiert. Ahnliche Modelle

fiir Ig-Doménen wurden schon von anderen Arbeitsgruppen aufgestellt (Gray et al., 1995;

Wilkie et al., 1995).



NORMAL MUTANT

Abb. 12: Dreidimensionale Struktur der modellierten IgIII-Doméine
von FGFR-3 (blau) und der FV-Doméne des Antikdrper (Proteindatenbank: 1A6U) von Mus musculus (C57BL/6)
(rot). Der normale FGF-Rezeptor 3 ist auf der linken, der mutierte (N3281) Rezeptor ist auf der rechten Seite

abgebildet. Die mutierte bzw. normale Seitenkette ist angedeutet.

In Abb. 12 ist zu erkennen, dass die dreidimensionale Struktur der modellierten Ig-III Doméne
von FGFR3 und die FV-Doméne des Antikorpers (Proteindatenbank: 1A6U) von Mus
musculus (C57B1/6) sehr gut iibereinstimmen. Diese Ubereinstimmung wird besonders
deutlich in den drei schleifenformigen Abschnitten der Ig-IIl Doméne, in der auch die mutierte
Aminosdure lokalisiert ist. Da die strukturellen Verdnderungen, die durch die Mutation
verursacht werden, nur fiir die direkte Umgebung der mutierten Aminosdure berechnet werden
konnen, ist es nicht moglich, die Auswirkung der Mutation auf die Struktur des gesamten
Proteins darzustellen. Trotzdem erscheint es aufgrund dieses Modells unwahrscheinlich, dass
es zu grofleren strukturellen Umlagerungen kommt, da die mutierte Aminosdure an der
Oberflédche einer der drei Schleifen lokalisiert ist.

Vergleicht man die hier beschriebenen Ergebnisse mit der kiirzlich verdffentlichten
Kristallstruktur von FGF2 gebunden an Ig II und Ig IlI-Doméne von FGFR1 (Plotnikov et al.,
1999), kann davon ausgegegangen werden, dass das Asparagin an Position 328 (Position 330
in FGFR-1) nicht an Liganden-Rezeptor bzw. an Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen beteiligt
ist. Das bestdtigt die Annahme, dass allein der Aminoséure-Austausch nicht die Phanotyp
verursachende Wirkung besitzen kann.

Die hier beschriebene Mutation kann jedoch auch, wie bereits erwihnt, durch Verdnderung

der Gykosylierung des Rezeptors eine krankheitsverursache Auswirkung haben. Der
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Vergleich der vier verschiedenen FGF-Rezeptoren zeigt, dass das durch Isoleucin ersetzte
Asparagin an Position 328, sowie die umgebende Glykosylierungs-Consensusstelle (N-V-T)
hoch konserviert ist (Abb. 37). Das deutet auf eine funktionelle Bedeutung der
entsprechenden Position hin. Untersuchungen verschiedener Mutationen innerhalb des
FGFR2-Gens, die die konstitutive Aktivierung und die liganden-unabhingige Aktivierung des
Rezeptors zur Folge hatten, zeigten, dass die mutierten Formen im Vergleich zu den Wildtyp-
Rezeptoren weniger stark glykosyliert waren (Mangasarian et al., 1997). Um festzustellen, ob
die Verdnderung der Glykosylierung von FGFR3 krankheits-verursachende Auswirkungen
hat, wurde eine 293-Zell-Linie mit dem humanen FGFR3-Gen stabil transfiziert (siche
2.14.1). Die Rezeptoraktivitét sollte mit der Aktivitét nicht-glykosylierten FGFR3 verglichen
werden. Die Glykosylierung kann durch Tunicamycin-Behandlung inhibiert werden.
Tunicamycin ist ein Antibiotikum, welches zahlreiche biochemische Vorginge, u. a. die
Glykoproteinsynthese, inhibiert. Durch Herstellung eines FGFR3-Rezeptor mit der N328I
Mutation sollte dann ebenfalls die Glykosylierung und die Rezeptoraktivitit untersucht und
mit dem Wildtyp verglichen werden.

Das Expressionskonstrukt mit 2,5 kBp kodierender und 1,5 kBp nicht-kodierender FGFR3-
Sequenz in dem Expressionsvektor pcDNA3 wurde von G. Gross (Braunschweig) zur
Verfiigung gestellt. Durch Northern-Blot-Analyse wurde die Expression des FGFR3-Gens in
das Wirtsgenom {iberpriift (Abb. 13). Von fiinf untersuchten Zellinien zeigte eine (293-
FGFR3 #14) die korrekte Integration des FGFR3-Gens. Bei den iibrigen konnten entweder
mehrere Transkripte oder nur eine schwache Expression nachgewiesen werden. In
untransfizierten 293-Zellen, sowie in 293-Zellen die nur mit pcDNA3-transfiziert wurden,

konnte keine FGFR3 Expression gezeigt werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Northern Blot Analyse transfizierter 293-Zelllinien

Das dargestellte Autoradiogramm eines Northern Blots, mit jeweils 15 pg poly (A+) RNA wurde nach
Hybridisierung mit dem radioaktiv markiertem FGFR3-spezifischem PCR-Produkt E/F und einer
Exposition von 18 Stunden erhalten. Aufgetragen sind RNAs verschiedener mit FGFR3 stabil
transfizierter 293-Zellinien (239-FGFR3 #9, -#10, -#12, -#14 und -#62). Nur die 293-FGFR3 #14-RNA
zeigte eine starke Expression eines 4 kBp-Fragments. Die anderen Zellinien scheinen FGFR3 nur
schwach bzw. mehrere Transkripe zu exprimieren. In unbehandelten 293-Zellen bzw. in Zellen, die mit
dem leeren Vektor (293-pcDNA) transfiziert wurden, konnte keine FGFR3-Expression nachgewiesen
werden.

Das untere Autoradiogramm zeigt den gleichen Northern Blot nach Hybridisierung mit einer Aktin-

Sonde und Exposition von einem Tag.

Dieses Ergebnis konnte durch Western Blot-Analyse bestitigt werden (Abb. 14). FGFR3 liegt
in der Zelle in drei unterschiedlichen Formen vor. Eine nicht-glykosylierte 97 kDa-Form, eine
wahrscheinlich unausgereifte 125 kDa-Form, sowie eine fertig prozessierte 135 kDa-Form
(Keegan et al., 1991). Die Zellinie #9, #12 und #14 zeigten deutliche Expression der 97 kDa-
Form sowie der beiden groBeren, glykosylierten Formen, die wahrscheinlich aufgrund
geringer GroBenunterschiede nicht als Einzelbanden erkennbar sind. Aufgrund der Northern-
und der Western-Blot Analyse wurden alle weiteren Experimente mit der 293-FGFR3- #14
Zellinie durchgefiihrt.
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Abb. 14: Western Blot Analyse transfizierter 293-Zellen
Nach Auftrennung der Proteinextrakte auf einem 7,5% SDS-PAA-Gel wurden diese auf einen
Cellulosenitratfilter transferiert und mit FGFR3-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology) hybridisiert.
Die Proteinextrakte der Zellinie #9, #12 und #14 zeigten deutliche Expression der verschiedenen
FGFR3-Formen. Im Proteinextrakt der Zellinien #10 und #62 sowie in 293-pcDNA3-Zellen und
Proteinextrakt aus unbehandelten 293-Zellen konnte FGFR3 nicht nachgewiesen werden. Die
Proteinextrakte wurden keiner Aufreinigung unterworfen, so dass iibrige, deutlich schwichere Banden

auf unspezifische Hybridisierung zuriickzufiihren sind.

Durch Zugabe von 5 pg/ml Tunicamycin konnte nach 18-stiindiger Inkubation die
Gykosylierung vollstindig inhibiert werden (Abb. 15). Eine deutlich stirkere FGFR3-
spezifische Bande ist im Vergleich zu dem Proteinextrakt aus unbehandelter Zellen zu
erkennen. Die auf die Polyacylamid-Gele aufgetragenen Proteinextrakte wurden keiner
Aufreinigung unterworfen, dadurch ist das Auftreten weiterer Banden, die durch unspezifische

Hybridisierung entstanden sind, zu erkléren.
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Abb. 15: Inhibierung der Glykosylierung durch Tunicamycin
293-FGFR3 #14, 293-pcDNA und 293-Zellen wurden 18 Stunden mit 5 pg/ul Tunicamycin kultiviert
(+T). Das isolierte Proteinextrakt wurde gelelekrophoretisch aufgetrennt und auf Cellulosenitrat
transferiert. Die anschlieBende Hybridisierung mit FGFR3-Antikdrper zeigte, dass in Anwesenheit von
Tunicamycin nur noch die nicht-glykosylierte 97 kDa-Form vorliegt, die nicht behandelten Zellen (-T)
zeigten die 125 kDa- und 135 kDa-Form. In 293-pcDNA-Zellen und 293-Zellen konnte FGFR3 nicht

nachgewiesen werden.

Der Nachweis die FGFR3-Rezeptoraktivitit durch Western-Blot Analyse mit einem
spezifischen Tyrosinkinase-Antikorper fithrte zu keinem Ergebnis. Die Vermutung die
Glykosylierung beeinflusst die Rezeptoraktivitit konnte mit diesem Versuchsansatz nicht
bestitigt werden. Andere Methoden wie z. B. Kinase-Assay-Untersuchungen konnten zu
einem Ergebnis fiihren.

Ein FGFR3-Konstrukt mit der N328[-Mutation wurde mit Hilfe eines Mutagenese-Kits
(Stratgene) hergestellt. Das Konstrukt ist Ausgangspunkt weitere Untersuchungen und soll
dann mit etablierten Methoden auf Rezeptoraktivitit untersucht werden.

Trotz der nicht bestitigten Vermutungen stellt die hier beschriebene Mutation ein
ausgezeichnetes Modell dar um die Auswirkung der Glykosylierung von normalen und
mutierten FGF-Rezeptor auf deren Funktion zu untersuchen und einen Zusammenhang zu
assozierten Krankheiten herzustellen, ein Aspekt dem bis jetzt noch keine detaillierte

Bedeutung beigemessen wurde.
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3.1.3 Expression der alternativen Spleiliformen des FGF- Rezeptor 3-Gens

Um die entwicklungsbiologische Bedeutung der zwei bekannten FGFR3-Splei3varianten (/11b
und /llc-Form) ndher zu untersuchen und deren mogliche Relevanz bei der Entstehung
verschiedener Erkrankungen einschétzen zu konnen, wurden in-situ-Experimente mit Exon-
spezifischen Sonden durchgefiihrt. Frithere Untersuchungen (Peters et al., 1993) hatten bereits
die spezifische Expression der /llc-Form wihrend der Mausentwicklung zeigen konnen, das
Expressionmuster der //Ib-Variante wurde jedoch noch nicht untersucht. Die Experimente
wurden aufgrund von Mangel an humanen Untersuchungsgewebe mit Mausgewebe
unterschiedlicher  Entwicklungsstadien (E12.5; E14.5, E20.5) durchgefiihrt. Als
Hybridisierungssonden dienten wie in Abb. 16 dargestellt Exon /IIb bzw. [llc-spezifische
Oligonukleotide.

857 nts 684 nts 453 nts

LU R— T CACT GTACT GAAL“ ......... cagT CCT GGAT G CL-’LIC "4;!(1' GCCTGCT GCC\AFL ......... cag CT GAGGAGGA.,

IITh-sp ezifische Oligonukl eotid
3-CGGGATGCAGTGACATGAG

IIlc-spezifische Oligonukleotid

3°CG "GACTCCTICCICCTCGACTACCITIG-S'

Abb. 16: Aufbau und Sequenz des alternativ gespleiiten Bereichs des FGFR3-Gens mit

abgeleiteten Hybridisierungssonden.
[Ia, IIb und Illc deuten Exonsequenzen (GroBbuchstaben) an, Kleinbuchstaben
kennzeichnen Intronsequenzen. (J: Juxtamembran-Exon). Die fiir die Versuche
verwendete negativ Kontrolle (5'-
GTTCCACTGCAAGGTGTACAGTGACGCACAGCCCCACATCCAGTGGCTCA
AGCACGTGGA-3") (Nukleotide 854-913; Keegan et al., 1991) ist in der
Transmembran-Domine lokalisiert.

Die Untersuchungen zeigten, dass sich das Expressionmuster der FGFR3 Illc-Variante
deutlich von der //Ih-Form unterscheidet. So konnte am Tag E12.5 eine deutliche Expression
der FGFR3 Illc-Spleiivariante im Nachhirn, in den Wirbelkorpern, in den Knochen der

Extremititen, sowie in der Leber nachgewiesen werden (Abb. 17A). Eine Expression der //7b-
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Variante in diesem Entwicklungstadium ist nicht nachweisbar (nicht abgebildet). Zwei Tage
spéter (E14.5) ist eine schwache Expression der ///h-Form im Epithelium des Magen-Darm-
und des Harntraktes erkennbar (Abb. 17C). Im Gegensatz dazu ist die //lc-Variante stark in
dem sich entwickelnden Epithelium des zentralen Nervensystems, in der Wirbelsdule, in den
Rippen und im Riickenmark exprimiert (Abb. 17B). Deutliche Expression der ///h-Form ist
am Tag E20.5 zu erkennen. Ein Nachweis ist in den epithelialen Strukturen des Magen-Darm-
Traktes, des Bronchial- und des Blasentraktes, sowie der epithelialen Zellschicht der
Epidermis mdglich. Eine sehr spezifische und starke Expression findet man auch in den
epithelialen Zellen der sich entwickelnden Barthaare. Innerhalb der sich entwickelnden
Knochen kann die FGFR3 IlIb-Variante nicht nachgewiesen werden (Abb. 17E). Im
Vergleich dazu ist die /llc-Form am Tag E20.5 im zentralen Nervensystem, aber auch im
ventralen Riickenmark zu erkennen. Zusitzlich kann eine starke Expression in der
Wirbelsédule, in den Rippen und in den Knochen der Extremititen beobachtet werden. In
diesem Entwicklungsstadium findet sich auch in den Knorpelspangen der Trachea und in der
Glandula submandibularis eine deutliche Expression. Schwach hingegen ist die Expression in
den epithelialen Zellen der Epidermis (Abb. 17D). Die Hybridisierung der “sense”-Probe als
Negativkontrolle zeigt kein spezifisches Signal (Abb. 17F).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression der ///h-Variante im Gegensatz zur /l/c-Form, die
sehr stark im sich entwickelnden Skelett (Abb. 18D) und im zentralen Nervensystem
exprimiert wird, ausschlieBlich auf epitheliale Zellschichten (Abb. 18A) beschrinkt ist.
Histopathologische Untersuchungen an Patienten mit thanatophorer Dysplasie konnten eine
erhohte Menge an FGFR3 im Knorpel der betroffenen Feten nachweisen, ohne dass die
mRNA-Menge verdndert schien (Delezoide et al., 1997). Der immunhistochemische
Nachweis wurde jedoch mit einem Antikorper durchgefiihrt der beide FGFR3-Splei3varianten
erkennt, sodass es im Moment schwer zu berurteilen ist, welche Bedeutung das
unterschiedliche Expressionmuster der beiden FGFR3-Varianten fiir die Pathogenese von
Skeletterkrankungen hat.

Eine Verbindung zwischen epithelialen Erkrankungem und FGFR3-Gendefekten konnte in
zwei Fillen erbracht werden. So konnte bei einem Patienten mit Crouzon-Syndrom und
Acanthosis nigricans eine Ala391Glu Konversion in der Transmembrandoméne des FGFR3-
Gens nachgewiesen werden (Meyers et al.,, 1995). Acanthosis nigricans ist eine seltene
Hauterkrankung, die sich in Hyperkeratose und Hyperpigmentierung &ufert. Untersuchung
des FGFR3 IlIb-Exons bei Patienten mit Acanthosis nigricans ohne Skelettbeteiligung

konnten weitere Aufklidrung bringen. Untersuchungen an Blasen- und Cervixkarzinomen
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zeigten, dass in 30% der Félle Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens nachgewiesen werden
konnte. Dariiberhinaus konnte durch semiquantitative RT-PCR nur die Expression der FGFR3
I1Ib-Form in gesunden als auch in entartem Gewebe nachgewiesen werden (Cappellen et al.,
1999).

Dieses Ergebnis, sowie der Nachweis der FGFR3 IIIb-mRNA-Expression in epithelialen
Geweben ist ein deutlicher Hinweis dafiir, dass die FGFR3 IlIb Variante vor allem fiir die

Entstehung epithelialer Strukturen verantwortlich ist.
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Abb. 17: Im Dunkelfeld aufgenommene Autoradiogramme von sich entwickelnden Miiusen hybridisiert
mit spezifischen Sonden [FGFR3-Illc: A, B, D; FGFR3-IIIb: C, E] und einer Negativkontrolle
(F). Sagitale Schnitte wurden am Entwicklungstag E12 (A), E14 (B und C) und E20 untersucht. (A) Die
starke Expression der IlIc-mRNA ist in der sich entwickelnden Wirbelsdule (Pfeil) sowie im sich
entwickelnden ZNS zu sehen. Deutliche Expression ist auch in der Leber nachweisbar. (B) Starke
Expression mit der Illc-spezifischen Sonde ist am Tag E14 in der Wirbelsdule, in den Rippen und
Extremitdtenknochen, sowie in den epithelialen Strukturen des ZNS erkennbar. (C) Die FGFR3 IlIb-
Expression beschrankt sich auf die epithelialen Strukturen des Magen-Darm-Traktes und der Blase
(kurze Pfeile). Am Tag E20 ist schwéchere, aber deutliche Expression mit der Illc-spezifischen Sonde
im Riickenmark, starke Expression in der Wirbelsdule, den Rippen und Extremitdtenknochen sichtbar.
Deutliche Expression ist auch in der Trachea (T) und in der Glandula submandibularis erkennbar. (E)
Die IlIb-Expression beschréinkt sich auf das Epithel des Magen-Darm Traktes, der Bronchien und der
Blase, sowie die epithelialen Zellschichten der Epidermis. Starke Expression ist auch in den epithelialen
Zellen der sich entwickelnden Barthaare zu erkennen (dicker Pfeil). (F) Die Hybridisierung einer Sense-
Probe zeigt kein Signal.
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Abb. 18: Expressionsmuster von FGFR3 in der Blase (A,B) bzw. in der Wirbelséule (C, D) der Maus am
Tag E20 der Entwicklung.

Die in-situ-Hybridisierung am Tag 20.5 zeigt einen Gewebeschnitt durch einen kompletten Embryo im Bereich
der Blase (A, B) bzw. der Wirbelséule (C, D). Hybridisierung mit der IIIb-spezifischen Sonde zeigt deutliche
Expression in den epithelialen Strukturen der Blase (A), nicht aber in der sich entwickelnden Wirbelsdule (C). Im
Gegensatz dazu ist nach Hybridisierung mit der Illc-spezifischen Sonde keine Expression in den epithelialen
Strukturen zu erkennen (B), aber starke Expression in den Wirbelkorpern (D). Da fiir alle Hybridisierungen die

mitgefiihrten “sense”-Kontrollen negativ waren, wurde auf ihre Darstellung verzichtet.
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3.2 Isolierung und Charakterisierung von EST-Klonen aus einer humanen

Chondrozyten cDNA-Bibliothek

Eine mogliche Strategie zur systematischen Identifizierung von Genen, die bei der
Entwicklung, beim Wachstum und bei der Differenzierung von Knorpel und Knochen
beteiligt sind, stellt die Herstellung von ESTs (expressed sequence tags) dar, d. h. der
teilweisen Sequenzierung von zufdllig ausgewidhlten cDNA-Klonen (ESTs) aus einer
geeigneten cDNA-Bibliothek (Adams et al., 1991). Knorpelgewebe setzt sich aus nur wenigen
in extrazelluldrer Matrix eingemauerten Zellen (Chondrozyten, Osteoblasten, Osteoklasten)
zusammen. Die RNA-Extraktion ist schwierig und in der Regel werden nur geringe
Ausbeuten erreicht. Durch Vereinigung mehrerer Knorpelfragmente kann eine ausreichende
Menge an RNA gewonnen werden. Ausgegangen wurde bei diesem EST-Ansatz von der
einzigen, zur Zeit existierenden cDNA-Bank, die aus humanem, fetalem Knorpel (20.
Schwangerschaftswoche bis 2. Lebensjahr) von Dr. B. Lee (Houston, Texas) hergestellt
wurde. Ziel dieses Ansatzes war zunéchst, durch Sequenzierung einer Anzahl von Klonen die
Qualitidt der cDNA-Bibliothek zu beurteilen. Vorversuche hatten bereits gezeigt, dass die
cDNA-Bank knorpelspezifische Gene wie z. B. Kollagen Typ II oder Kollagen Typ X enthélt.
Des Weiteren konnten bereits zwei Zinkfinger-Gene (Dreyer et al., 1998b; Dreyer et al.,1999)
und das fiir die erbliche multiple Exostose verantwortliche Gen (EXT1) (Ahn et al., 1995) aus
der cDNA-Bibliothek isoliert werden. Die Herstellung der cDNA-Bank erfolgte unter
Verwendung eines “ZAP”-cDNA Synthese Kits (Stratagene, Heidelberg), der auf der Methode
von Gubler und Hoffmann (1983) basiert. Die cDNA wurde mit Hilfe eines modifizierten
oligo-dT Primers hergestellt und konnte gerichtet in einen Uni ZAP Vektor (Short et al.,
1988) kloniert werden. Dieser Vektor bietet aufgrund seiner cDNA Insertionsstelle im [3-
Galaktosidase-Locus die Mdglichkeit der Farbselektion von rekombinanten Phagen. Die
Bestimmung des Phagentiters der cDNA-Bank ergab eine Konzentration von 2 x 10° pfu/ml,
wobei sich durch Blau/Weil3 Selektion ca. 1% der Klone als nicht rekombinant erwiesen.

Zur Evaluierung der cDNA-Bibliothek wurden in einer ersten Analyse 384 Klone durch
Amplifikation mit vektorspezifischen T;A- und T;A-Primern auf IntegratgroBe untersucht.
Die durchschnittliche Insertgrof3e betrug 550 Bp. Es wurden im Folgenden nur solche Klone
bearbeitet, deren Insert mindestens 400 Bp grof3 war. Grundsétzlich wurden die aufgereinigten
PCR-Produkte nur von ihrem 5’-Ende mit dem vektorspezifischen T;A-Primer ansequenziert,

da eine Sequenzierung der PCR-Produkte mit T7A-Primer iiber das polyA-Ende nicht moglich
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war. Zur Langzeitkonservierung wurden die untersuchten Phagen in 96 Loch-Format Platten

(Costar, Bodenheim) in SM-Medium/10% DMSO iiberfiihrt und bei —30°C gelagert.

3.2.1 Auswertung der Sequenzdaten und Homologievergleich

Die erhaltenen Sequenzen wurden zunédchst mit Hilfe der “Sequencher”-Software Version 3.0
(Gene Codes Corporation) editiert und Vektorsequenzanteile abgetrennt. Die Sequenzen, die
mehr als 3% Leseungenauigkeit bzw. kleiner als 100 Bp waren, wurden nicht weiter
bearbeitet. Zur Archivierung wurde eine Datenbank aller im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sequenzierten Knorpel-ESTs mit Hilfe der “Sequencher’-Software erstellt.

Die ausgewerteten Sequenzdaten wurden auf Homologie zu bereits bekannten
Nukleotidsequenzen untersucht. Diese Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms “BlastN”
am “US National Center for Biotechnology Information” (NCBIL release 112,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990) gegen die “nicht-redundante”-
(nr) Datenbank. Sequenzen mit einem P-Wert kleiner 10™"? wurden als Gene mit signifikanter
Homologie angesehen (Claudio et al., 1998). DNA-Sequenzen, die nach “BlastN” Analyse
diese Anforderung nicht erfiillten, wurden einem Vergleich gegen die EST-Datenbank
unterworfen.

Nach den Ergebnissen der Homologievergleiche lassen sich die ESTs in unterschiedliche
Kategorien einteilen. Die erste Kategorie beinhaltet EST-Sequenzen, die signifikante
Homologie zu cDNA-Sequenzen besitzen, die bekannten und charakterisierten Genen
entsprechen. Von insgesamt 251 sequenzierten Klonen konnten 155 EST-Klone (62%) dieser
Kategorie zugeordnet werden (Tab. 8.1-8.9).

In der zweiten Kategorie sind EST-Sequenzen zusammmengefasst, die Homologie zu
verdffentlichten cDNA-Sequenzen zeigen, iiber deren Funktion keine Information vorliegt. Es
handelt sich dabei zum Teil um PAC-, BAC- oder Cosmid-Sequenzen (Tabelle 9), zum Teil
sind es nicht weiter charakterisierte cDNA-Sequenzen (Tabelle 10). In diese Klasse konnten
34 EST-Klone (13%) eingeordnet werden.

Die dritte und vierte Kategorie umfassen 36 EST-Klone (15%), die nach Vergleich mit der nr-
Datenbank Homologien mit einem P-Wert groBer 107 aufzeigen, d. h. sie besitzen keine
signifikante Homologie zu bekannten Sequenzen. Sie wurden einem Vergleich gegen die
EST-Datenbank unterworfen. In der dritte Kategorie sind 25 Klone (10%) zusammengefasst

die nach Vergleich mit der EST-Datenbank signifikante Homologien zeigen (Tab. 11 und
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Tab. 12). Die vierte Kategorie beinhaltet 11 EST-Klone (4,5%) die auch mit der EST-
Datenbank keine Sequenziibereinstimmungen erkennen lieBen. Diese EST-Klone sind in
Tabelle 13 aufgelistet.

Der fiinften Kategorie wurden Klone zugeordnet, die nicht weiter bearbeitet wurden. Es
handelt sich dabei um fiinf Klone die Homologie zu repetitiven Sequenzen zeigen, sowie
21 Klone mit verschiedensten Sequenzunregelmissigkeiten, wie z. B. fehlender Vektor-Linker

Anteile.

3.2.1.1 EST-Klone mit Homologie zu bekannten Genen

155 EST-Klone (62%), die Homologie zu bekannten Genen zeigen, lassen sich entsprechend
ithrer Funktion in neun Gruppen einteilen (Tab. 8.1-8.9). In Tab. 8.1 sind 12 ESTs (4,7%), die
Homologie zu Proteinen der extrazelluliren Matrix zeigen, zusammengefasst. Die Tatsache,
dass fiinf unabhingige EST-Klone aus der cDNA-Bank isoliert werden konnten, die Teilen
der Typ II Kollagen-cDNA entsprechen, zeigt, dass die cDNA-Bibliothek das spezifische
Expressionsmuster von Knorpel widerspiegelt. Der Nachweis weiterer knorpelspezifischer
Gene wie Osteonektin, Fibronektin und Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) bestétigt
diese Annahme. Tabelle 8.2 fasst die zahlenméssig umfangreichste Gruppe verwandter
cDNAs zusammen. Es handelt sich um EST-Klone, die Homologie zu Genen zeigen, die an
der Translation beteiligt sind. Die weiteren Gruppen fassen ESTs zusammen die Homologie
zu Proteasen, Membranproteinen, Cytoskelettproteinen, mitochondrialen Proteinen besitzen
bzw. cDNAs die an verschiedenen Stoffwechselprozessen bzw. an der Transkription beteiligt
sind (Tab. 8.3-8.8). In Tabelle 8.9 sind ESTs zusammengefasst, die Homologie zu Proteinen
mit bekannter Funktion besitzen, die aber aufgrund geringen Auftreten nicht in einzelne

funktionelle Einheiten aufgeteilt wurden.
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Tabelle 8.1

Zusammenfassung aller EST-Klone, die Homologie zu Proteinen der extrazelluliren
Matrix zeigen.

GroBe | Putative Orthologe Gen Accession  |BlastN | %
Klon (Bp) No. P -Wert | Uberein
-stimm-
ung
Efc78 223 Human mRNA for alpha-1 type II collagen X16468 e 100
Efc94 305 | Human mRNA for alpha-1 type II collagen X16468 e'® 98
Efcl17 171 | Human mRNA for alpha-1 type Il collagen | X06268 2¢™ 99
Efcl31 367 | Human mRNA for alpha-1 type II collagen X06268 0.0 97
Efcl57 704 | Human mRNA for alpha-1 type II collagen X06268 0.0 98
Efc38 589 | human fibronectin (fn) 3' coding region K00799 0.0 99
Efc197 228 | Human mRNA for fibronectin X02761 e'” 97
Efc48 430 | Homo sapiens cartilage oligomeric matrix protein NM _000095.1 0.0 98
Efc51 261 | (COMP) mRNA ' 99
Efc54 587 | Human SPARC/osteonectin mRNA J03040 0.0 98
Efc107 309 | Human link protein mRNA, complete cds U43328 199 87
Efc 252 353 | Homo sapiens hexabrachion (HXB) mRNA M55618 e 98

Die Grofle (in Basenpaaren) umfasst die Anzahl der sequenzierten Basen und stellt nicht die tatsdchliche
InsertgroBe dar. Das gilt fiir alle nachfolgenden Tabellen.

Tabelle 8.2

Zusammenfassung aller EST-Klone mit Homologie zu cDNAs die an der Translation

beteiligt sind
GroBe | Putative Orthologe Gen Accession [BlastN | %
Klon (Bp) No. P -Wert | Uberein
stimm-
ung
Efc149 288 | Human cyclophilin B (hCyPB) mRNA M60857 e 99
Efc 44 260 | Human elongation factor EF-1-alpha gene | X16869 e 99
Efc 91 141 Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 8e™ 100
Efc 99 312 | Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 C 95
Efc 101 148 | Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 8" 100
Efc 132 594 | Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 0.0 99
Efc 137 494 | Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 0.0 99
Efc 208 275 | Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 e 100
Efc 217 241 Human elongation factor EF-1-alpha gene X16869 0.0 99
Efc19 385 | H.sapiens mRNA for elongation factor-1-gamma 71153 e 92
Efc204 448 | H. sapiens eukaryotic translation elongation- | NM_001960.1 | 0.0 99
1-delta
Efc216 169 | H.sapiens mRNA for elongation factor 2 711692 5e™ 98
Efc232| 62 | H.sapiens mRNA for elongation factor 2 211692 3¢ 100
Efc214 366 | Homo sapiens putative translation initiation factor AF100737 0.0 99
Efc40 298 | Human scar protein mRNA M22146 e!'® 99
Efc2 483 | Human ribosomal protein L23a mRNA U43701 0.0 98
Efc188 477 | Human ribosomal protein L23a mRNA U43701 0.0 98
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GroBe | Putative Orthologe Gen Accession |BlastN | %
Klon (Bp) No. P -Wert | Uberein
stimm-
ung
Efc3 392 | Human ribosomal protein S25 mRNA M64716 0.0 99
Efel53 343 Human r%bosomal prote%n S25 mRNA M64716 O_.g9 99
Efel59 348 | Human ribosomal protein S25 mRNA M64716 e 95
Efc4 192 | Human mRNA for ribosomal protein S11 X06617 2¢" 91
Efc23 289 | Human mRNA for ribosomal protein S11 X06617 7¢”! 88
Efcol 359 | Human mRNA for ribosomal protein S11 X06617 0.0 99
Efcl4 159 | H.sapiens mRNA for ribosomal protein L31 X69181 le™ 87
Efcl5 199 | Human ribosomal protein 15 mRNA U14966 e® 87
Efcl6 270 | Homo sapiens ribosomal protein L30 mRNA M94314 2¢"” 86
Efc18 450 | Human ribosomal protein L3 mRNA, 3' end M90054 e 85
Efc33 354 | Human ribosomal protein L3 mRNA, 3' end M90054 e 89
Efcl14 525 | Human ribosomal protein L3 mRNA, 3' end M90054 0.0 98
Efc226 296 | Human ribosomal protein L3 mRNA, 3' end M90054 e 98
Efc20 197 | Human ribosomal protein L35 mRNA U12465 3¢’ 90
Efc26 240 | Human ribosomal L5 protein mRNA U76609 3e™ 88
Efcl78 161 | Human ribosomal L5 protein mRNA U76609 2¢” 100
Efc28 185 | H.sapiens mRNA for ribosomal protein S18 X69150 6e " 89
Efc50 351 Human ribosomal protein L28 mRNA U14969 e 98
Efc55 284 | Human ribosomal protein L28 mRNA U14969 ¢! 98
Efc52 487 | Human L23 mRNA for putative ribosomal protein X53777 0.0 99
Efc61 359 [ Human mRNA for ribosomal protein S11 X06617 0.0 99
Efc65 337 | H. sapiens ribosomal protein L13 (RPL13) mRNA NM 000977.1 [0.0 99
Efc68 236 | Human acidic ribosomal phosphoprotein P2 mRNA | M17887 ¢! 99
Efc73 414 | Homo sapiens ribosomal protein S2 (RPS2) mRNA | NM 002952.1 {0.0 99
Efc243 226 | Homo sapiens ribosomal protein S2 (RPS2) mRNA |NM 002952.1 |e'” 98
Efc79 332 | Human mRNA for ribosomal protein L.32 X03342 e’ 97
Efc122 330 | Human mRNA for ribosomal protein L32 X03342 ' 97
Efc82 114 | H. sapiens ribosomal protein L10a (RPL10A) mRNA |NM 007104.1 |9¢™" 100
Efc87 549 | Human ribosomal protein S16 mRNA M60854 0.0 100
Efc154 594 | Human ribosomal protein S16 mRNA M60854 0.0 99
Efc183 278 | Human ribosomal protein S16 mRNA M60854 e-155 100
Efc96 284 | Human ribosomal protein S17 mRNA M13932 e 98
Efcl13 317 | H. sapiens ribosomal protein S21 (RPS21) mRNA  |NM 001024.1 [e'"* 100
Efcl15 484 | Homo sapiens ribosomal protein S20 L06498 0.0 99
Efc213 490 | Homo sapiens ribosomal protein S20 L06498 0.0 98
Efc227 259 | Homo sapiens ribosomal protein S20 L06498 ¢! 96
Efc142 390 | Human acidic ribosomal phosphoprotein PO mRNA | M17885 0.0 98
Efc250 402 | Human acidic ribosomal phosphoprotein PO mRNA | M17885 0.0 99
Efc145 77 H. sapiens ribosomal protein L10a (RPL10A) mRNA [NM 007104.1 |1e™' 92
Efc146 595 | Human mRNA for heterogeneous nuclear D55672 0.0 95
ribonucleoprotein D (hnRNP D)
Efc147 295 | Human ribosomal protein S6 mRNA J03537 e 96
Efc150 329 | Human mRNA for HL23 ribosomal protein X55954 e 98
Efcl158 355 | Homo sapiens ribosomal protein L18a L05093 0.0 100
Efc165 333 | Homo sapiens ribosomal protein L18a 0.0 98
Efc167 462 | Human ribosomal protein L7a (surf 3) M36072 0.0 95
Efc248 232 | H. sapiens ribosomal protein L7a (RPL7A) mRNA  |NM 000972.1 |e'" 99
Efc182 339 | H. sapiens ribosomal protein S23 (RPS23) mRNA NM 001025.1 [0.0 99
Efc202 303 | H.sapiens mRNA for ribosomal protein L37a X66699 e 100
Efc212 450 | Human ribosomal protein S10 mRNA U14972 0.0 99
Efc215 279 | Human ribosomal protein S3a mRNA M77235 ¢! 98
Efc253 384 | Homo sapiens ribosomal protein L30 mRNA L05095 0.0 99
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Tabelle 8.3

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu Genen zeigen, die an verschiedenen
Stoffwechselprozessen beteiligt sind.

GroBe | Putative Orthologe Gen Accession  |BlastN | %
Klon (Bp) No. P -Wert | Uberein
-stimm-
ung
Efc10 | 300 |Homo sapiens H3 histone, family 3B NM 005324 |7¢™" 92
(H3.3B) (H3F3B) mRNA A
Efc1gs| 2% H.sapiens hH3.3B gene for histone H3 e!'? 100
748950
Efc62 550 | Human aldolase A mRNA M11560 0.0 99
Efc84 518 Human mRNA for lactate dehydrogenase-A X02152 0.0 99
Efc170 517 | Homo sapiens spermidine/spermine N1- NM_002970 0.0 99
acetyltransferase (SAT) mRNA
Efc81 249 | Human ferritin H chain mRNA M11146 e 100
Efc110 492 | Human ferritin H chain mRNA M11146 0.0 97
Efc123 491 Human ferritin H chain mRNA M11146 0.0 96
Efc136 366 Human ferritin H chain mRNA M11146 0.0 100
Efcl55 166 | Human ferritin H chain mRNA M11146 e 90
Efc160 614 | Homo sapiens hydroxyacyl-Coenzyme A NM _000182.1 (0.0 99
dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A
thiolase/enoyl-Coenzyme A
Efc177 151 Homo sapiens hydroxymethylbilane synthase gene M95623 7e ™ 100
Efc207 231 H.sapiens SOD-2 gene for manganese superoxide X65965 98
dismutase
Efc228 127 | Homo sapiens lipoprotein receptor associated protein | AF035766 le™® 97
(LRPAPI1) gene
Efc231 182 | Human chitinase precursor U58514 2¢™ 99
Efc236 177 Human smooth muscle myosin alkali light chain (MLC | M22920 2¢ 93
Ism) mRNA
Efc237 265 | Human geranylgeranyl transferase type II beta-subunit | U49245 e 99
mRNA
Efc246 216 Homo sapiens cytosolic selenium-dependent MS83094 1e”’ 95
glutathione peroxidase gene
Efc247 299 | Homo sapiens cold inducible RNA-binding protein NM _001280.1 |e* 98
(CIRBP) mRNA
Efc251 483 | Homo sapiens chromosome 3q13 beta-1,4- AF038662 0.0 99
galactosyltransferase mRNA

Bei den verschiedenen Stoffwechselprozessen handelt es sich u. a. um DNA-Metabolismus, Fettsdure-
metabolismus, Metabolismus der glatten Muskulatur, Eisenstoffwechsel.
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Tabelle 8.4

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu Proteinen des Cytoskeletts zeigen

GroBe | Putative Orthologe Gen Accession  |BlastN | %
Klon (Bp) No. P -Wert | Uberein
-stimm-
ung
Efc13 404 | Homo sapiens ARP1 (actin-related protein 1, yeast) NM_005736. e 90
homolog A (centractin alpha) (ACTR1A) mRNA
Efcl7 220 | Human vinculin mRNA M33308 8e™ 96
Efcl18 320 | Homo sapiens actin, gamma 1 (ACTG1) mRNA NM 001614.1 [ 96
Efc156 225 | Homo sapiens gamma-filamin (ABPL) mRNA AF089841 2¢™” 93
Tabelle 8.5
Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu Proteasen besitzen
Grofie | Putative Orthologe Gen Accession BlastN | %
Klon (Bp) No. P- Uberein
Wert | -stimm-
ung
135 | Homo sapiens proteasome subunit HSPC mRNA AF054185 Te 91
Efc 29 507 | Homo sapiens proteasome subunit HSPC mRNA AF054185 0.0 99
Efc 227 | Homo sapiens mRNA for 26S proteasome subunit p28 [ AB009619 e 97
119
Efc239
Efc 45 520 | Human ubiquitin carrier protein (E2-EPF) mRNA M91670 0.0 97
Efc186 638 Human mRNA for pro-cathepsin L (major excreted X12451 0.0 98
protein MEP)
Efc195 281 | Human mRNA for collagenase X05231 e 100
Efc45 520 | Human ubiquitin gene U49869 0.0 97
Efc104 176 | Human ubiquitin gene U49869 le™ 100
Efc101 395 | Human ubiquitin gene U49869 0.0 97
Efc184 269 | Human ubiquitin gene U49869 4e 87
Efc187| 522 | Human ubiquitin gene U49869 0.0 97
Efc221 259 | Human ubiquitin mRNA, 3' end M10939 0.0 97
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Tabelle 8.6

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu Membranproteinen zeigen

Grofie | Putative Orthologe Gen Accession | BlastN | %

Klon (Bp) No. P —Wert | Uberein
-stimm-
ung
Efc18 214 | Human MHC class I HLA-A2 gene K02883 e 99
1 482 [ Human MHC class I HLA-B44 mRNA M15470 0.0 99
Efc201
Efc8 258 Human 78 kdalton glucose-regulated protein gene M19645 6e”" 82
Efc46 119 Human 78 kdalton glucose-regulated protein gene M19645 le? 98
Efc126 214 Human 78 kdalton glucose-regulated protein gene M19645 1™ 94
Efc80 107 Human mRNA for clathrin coat assembly protein D63643 2¢ ™ 92
Efc89 362 Human guanine nucleotide exchange factor p532 U50078 e 97
mRNA
Efc13 304 | Human mRNA for heme oxygenase X06985 e1% 98
0
Efc174 86 Homo sapiens VAMP-associated protein B AF086628 |9¢”" 100
Efc191 528 | Homo sapiens UCP2 mRNA U82819 e 100
Efc219 309 H.sapiens mRNA for surface glycoprotein 750022 ¢'% 98
Efc222 246 | Human lysosomal membrane glycoprotein M58485 e 99
Tabelle 8.7

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu Genen aufzeigen, die an der
Transkription beteiligt sind

Grofie | Putative Orthologe Gen Accession BlastN | %
Klon (Bp) No. P— | Uberein
Wert | -stimm-
ung
Efcl2 262 | Homo sapiens activating transcription factor 4 (tax- NM _001675.1 |1e%° 89
responsive enhancer element B67) (ATF4)
Efc66 508 | H.sapiens NFKBI gene, exon 24 747744 0.0 98
Efc206 499 | Homo sapiens hXBP-1 transcription factor DNA L13850 0.0 99
Efc4l 517 | H.sapiens max gene X66867 0.0 98
Efc106 455 | Homo sapiens scaffold attachment factor AF068846 0.0 99
Efcl51 603 Homo sapiens nuclear receptor coactivator NCoA-62 | AF045184 0.0 94
mRNA
Efc163 210 | Homo sapiens nucleophosmin phosphoprotein U89321 e 99
Efc234 296 | Human nuclear corepressor KAP-1 (KAP-1) mRNA | U78773 e'% 99
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Tabelle 8.8

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu mitochondrialen Genen besitzen

Klon Grofie Accession No. %
(Bp) | Putative Ortholge Gen Blast | Uberein-
NP- stimmung
Wert
Efc 1 544 | Human mitochondrial 16S ribosomal V00710 0 98
RNA
Efc 47 579 | H. sapiens mitochondrial genome V00710 0.0 99
Efc 140 501 | H.sapiens mitochondrial DNA, comple genome | X93334 0.0 98
Efc 176 548 | H.sapiens mitochondrial DNA, comple genome | X93334 0.0 99
Efc 240 256 | Human mitochondrion, complete genome J01415 e 99
Efc 245 75 | H.sapiens mitochondrial genome X62996 5¢ 100

Tabelle 8.9

Zusammenfassung alles ESTs, die Homologie zu Genen mit sonstigen Funktionen

besitzen
Klon Grofle Accession No. %
(Bp) | Putative Ortholge Gen Blast | Uberein
N P- -stimm-
Wert e
Efc39 291 | Homo sapiens mRNA for 14-3-3gamma, AB024334 e!'® 100
Efc56 530 | Homo sapiens mRNA for Epsilon COP AJ131182 0.0 99
Efc92 496 | Homo sapiens cGMP-specific phosphodiesterase AF048837 0,0 99
(PDE9A2) mRNA
Efc144 | 484 | Human p66shc (SHC) mRNA u73377 0.0 98
331 | Homo sapiens protein tyrosine phosphatase NM_003463.1 |2¢™ 91
Efc30 type IVA, member 1 (PTP4A1) mRNA
Efcl6l | 454 | Human guanylate kinase (GUK1) mRNA L76200 0.0 97
181 Human atrial natriuretic factor gene (Hormonéhnlich) | M54947 3¢ 91
Efc31
Efc69 | 466 Human prothymosin alpha mRNA (Hormondhnlich) M14630 8e™ 98
Efc88 |305 Homo sapiens jun dimerization protein gene AF111167 8¢ 100
Efc198 |[467 Homo sapiens clathrin, heavy polypeptide-like 2 NM_004859.1 0.0 99
(CLTCL2) mRNA
Efc152 |[323 Homo sapiens mRNA for EDF-1 protein AJ005259 ¢! 98
Efc192 (420 H.sapiens mRNA for melanoma growth regulatory X75450 0.0 100
protein MIA
Efc238 [181 Human mRNA for cyclin | D50310 4e™" 98
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3.2.1.2 EST-Klone mit Homologie zu Sequenzen unbekannter Funktion

In den letzten Jahren kam es vor allem aufgrund des humanen Genomprojekts zur vermehrten
Sequenzierung von PAC-, BAC- bzw. Cosmidsequenzen und zur Verdffentlichung dieser
Sequenzen in Datenbank. Neben der reinen Sequenzinformation liegen zum Teil weitere
Informationen beziiglich der chromosomalen Lokalisation aber auch moglicher transkribierter
Bereiche vor. In Tabelle 9 sind 11 EST-Klone zusammengefasst, die Homologie zu solchen
Sequenzen zeigen. Bei 7 EST-Klonen liegen Informationen beziiglich der chromosomalen
Lokalisation vor. Die Homologie der EST-Klone Efc83, Efc193, Efc200 und Efc224 liegt in
Bereichen, die als mdgliche transkribierte Abschnitte beschrieben werden. Funktionelle

Angaben liber die mdglichen Gene liegen nicht vor.

Tabelle 9

Zusammenfassung aller ESTSs, die Homologie zu BACs, PACs bzw. Cosmiden besitzen

Klon Grofle | Herkunft Accession BlastN | %
(Bp) No. P- Uberein
-stimm-
Wert e
Efc 6 99  |Homo sapiens cosmid clone U169D2 from Xp22.1-|U72788.1 1e”’ 96
22.2
Efc36 129 | Homo sapiens chromosome 19, cosmid R26529 AC005551 5¢7° 100
Efc76 449 | Homo sapiens clone NHO556H17 AC005237 0.0 99
Efc83 230 [ Homo sapiens BAC clone NH0414C23 from Y AC006157 e'” 100
Efc128 457 | Homo sapiens clone NHO556H17 AC005237 0.0 98
Efc134 463 Homo sapiens chromosome 4 clone C0481P14 map [ AC006160 0.0 100
4pl16
Efc179 411 |Human DNA sequence from clone 554CI12 on|AL080242.11 |e*! 99
chromosome 22
Efc193 541 Homo sapiens clone UWGC:y54¢125 from 6p21 AC006165 0.0 98
Efc196 510 | Homo sapiens clone NH0449G16 AC007684 0.0 93
Efc200 555 Homo sapiens chromosome Y, clone 47511 AC004474 0.0 99
Efc224 220 | Homo sapiens PAC RPCI4-613B23 AC006059 0.0 99

In Tabelle 10 sind 23 EST-Klone aufgelistet, die Homologie zu cDNA-Sequenzen
unbekannter Funktion besitzen. Teilweise gibt es Informationen {iiber chromosomale
Lokalisation bzw. liber das Expressionsmuster der cDNA-Sequenzen. Funktionelle Angaben
iiber diese cDNAs liegen nicht vor. Bis auf eine Ausnahme zeichnen sich alle EST-Klone

durch Homologie zu humanen cDNA-Sequenzen aus. Lediglich der Klon Efc34 zeigt
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deutliche Sequenziibereinstimmung zu einem EST-Klon isoliert aus einer murinen Cochlea-

cDNA-Bibliothek. Die Charakterisierung dieses Klons wird unter 3.2.3 nédher beschrieben.

Tabelle 10

Zusammenfassung aller ESTs, die Homologie zu verschiedenen cDNAs besitzen.

Klon Grofie | Herkunft Accession P- %
(Bp) No. Wert ﬁb.erein
-stimm-
ung
Efc7 169 | Human mRNA for KIAA0102 D14658 4e 93
Efc22 353 Homo sapiens mRNA for KIAA0721 protein AB018264 8¢ 86
Efc25 330 | Human mRNA for KIAA0132 gene D50922 e 95
Efc34 536 | M.musculus partial cochlear mRNA (clone 28D2) 778160 3e ™ 83
Efc37 275 | H.sapiens mRNA for 23 kD highly basic protein X56932 e’ 100
Efc42 520 |Homo sapiens mRNA, chromosome 1 specific | AB007962 94
transcript KIAA0493
Efc53 114 | Homo sapiens CGI-126 protein mRNA, complete cds | AF151884 4% 100
Efc64 474 | Homo sapiens mRNA HSM800685 0.0 100
Efc90 281 Homo sapiens clone 23698 mRNA sequence AF052094 e’ 100
Efclll 250 | Human GOS2 protein gene M69199 e 97
Efcl16 311 |Homo sapiens full length insert cDNA clone | AF086370 e 98
ZD67D08
Efc120 | 219 |Homo sapiens RAD21 (S. pombe) homolog | NM_006265.1 |e"'° 100
(RAD21) mRNA
Efc135 611 Homo sapiens mRNA for KIAA0947 protein, partial | AB023164 0.0 100
cds
Efc139 202 | Homo sapiens HSPC025 mRNA, complete cds AF083243 '™ 100
Efc143 298 | Homo sapiens mRNA for GANP protein AJ010089.1 e!® 99
Efc164 147 |Homo sapiens brain-specific STE20-like protein | AF083420 2¢7"7 100
kinase 3 (STK3) mRNA
Efcl75 120 | Human mRNA for KIAA0068 gene D38549 2¢°! 100
Efc194 263 | Human mRNA for KIAA0144 gene D63478 ¢! 100
Efc203 260 Homo sapiens CAG repeat domain (ERDA3), mRNA [NM 005878.1 |4e”” 96
Efc223 375 | Homo sapiens clone 23596 mRNA sequence AF038203 0.0 100
Efc242 297 | Homo sapiens mRNA for KIAA0765 protein AB018308 e 99
Efc244 459 | Homo sapiens HSGCN1 mRNA, partial cds U77700 0.0 99
Efc249 215 | Human (chromosome 3p25) membrane protein mRNA | L09260 ¢! 96

Die Auswertung der EST-Sequenzen ergab, dass 36 sequenzierte EST-Klone (15%) keine

Homologie zu Genen der “non-redundant”’-Datenbank besitzen. Diese Klone wurden auf

Homologie

zu Eintrdgen der

EST-Datenbank untersucht.

25 EST-Klone

zeigen

Sequenzidentitit zu bereits veroffentlichten EST-Sequenzen (Kategorie 3), 11 EST-Klone

zeigen auch nach Vergleich gegen die EST-Datenbank keine Homologie an (Kategorie 4,

siche 3.2.1.3).
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Die gewebespezifische Verteilung der ESTs die in Kategorie 3 zusammengefasst wurden ist in
Tabelle 11 dargestellt. Deutlich wird, dass die meisten EST-Klone “in-silico” in zahlreichen

verschiedenen humanen Geweben nachgewiesen werden konnten.

Tabelle 11
Gewebeverteilung der EST-Klone, die Homologie zu Sequenzen der EST-Datenbank
zeigen.
=& “in silico”-Expressionsmuster
S| g
| 2 &
= ® = @ = < -
SR |=Z |7~ |2 |Z|P |5 |% |- E1S |=
A
473
Efch
Efc21 300
Efc24 220
Efc27 153
Efc35 171
Efc43 112
Efc49 131
Efc58 244
Efc59 249
Efc77 225
Efcl112 425
Efc126 405
Efcl62 249
Efc166 216
Efc168 474
Efcl172 | 396
Efc189 | 125
Efc190 | 109
Efc199 | 217
Efc205 | 559
Efc210 | 210
Efc220 | 379
Efc225 | 220 [ [ ] ]
Efc235 | 304 | | [ | B
Efc241 | 437 [

Grau unterlegte Felder zeigen an, dass der EST-Klon in dem entsprechendem Gewebe in der EST-Datenbank als
auch in der UniGene-Datenbank nachgewiesen werden konnte. Bei schwarz unterlegten Feldern konnte der Klon
nur in der UniGene-Datenbank, bei hellgrau unterlegten Feldern nur in der EST-Datenbank nachgewiesen

werden.

79



ERGEBNISSE

Mit Hilfe des UniGene Programms (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) wurden
diese EST-Sequenzen weiter analysiert. UniGene ist eine Datenbank, in der iiberlappende
EST-Klone automatisch zu einer Gruppe zusammengefasst werden. Jede UniGene-Gruppe
enthdlt Sequenzen, die vermutlich ein einziges Gen reprdsentieren. Weitere Informationen
beziiglich der chromosomalen Lokalisation und des exprimierenden Gewebes sind angegeben.
Wie aus Tabelle 5 hervorgeht konnte mit Hilfe dieser Datenbank die Sequenzinformation aller
untersuchter EST-Klone verldngert werden. Die Klone Efc21 und Efc235 konnten um etwa
350 Bp verldngert und die iibrigen EST-Klone auf iiber 1000 Bp ausgedehnt werden.

Die erweiterten Sequenzdaten wurden erneut auf Homologie zu bereits bekannten Nukleotid-
und auch Proteinsequenzen untersucht. Fiir den Vergleich der abgeleiteten
Aminosduresequenzen mit Sequenzen aus Proteindatenbanken wurde das Computerprogramm
“BlastX” verwendet.

Von den 25 untersuchten EST-Sequenzen konnten sechs eindeutig bekannten Genen
zugeordnet werden. Die EST-Klone waren ausnahmslos im 3 -untranslatierten Bereich der
entsprechenden Gene lokalisiert, sodass die Zuordnung nur aufgrund der Sequenz-
verldngerungen moglich wurde. Es handelt sich dabei um die Klone Efc24 (High density
lipoprotein binding protein), Efc35 (SpleiBfaktor), Efc49 (ATP-bindende Cassette), Efc77
(Translations-Initiations Faktor) und Efc199 (Collagen Typ 9). Die Klone Efc225, Efc59 und
Efc168 zeigen auf Nukleotid- bzw. auf Proteinebene eine signifikante Homologie zu
humanen, nicht weiter charakterisierten cDNA- bzw. Aminosduresequenzen.

Der Klon Efc 190 zeigt auf Nukleotidebene eine deutliche Homologie zu der im Huhn
gefundenen p52-pro-apototischen Protein mRNA auf (Abb. 19). Die Aminoséduresequenz des
Leserahmens +2 bzw. +3 zeigt zu dem entsprechenden Protein eine Homologie zwischen 37%

und 100% (Abb. 20).
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gb |AF029071|AF029071 Gallus gallus p52 pro-apototic protein mRNA, complete cds

Score = 1
Identities
Strand = P
Query: 692
Sbjct: 1090
Query: 752
Sbjct: 1150
Query: 812
Sbjct: 1210
Score = 58
Identities
Strand = P
Query: 5
Sbjct: 277
Query: 65
Sbjct: 336
Score = 44
Identities
Strand = P
Query: 605
Sbjct: 1003
Score = 44
Identities
Strand = P
Query: 968
Sbjct: 1365
Query: 1028
Sbjct: 1425

Abb. 19: DNA-Sequenzvergleich des EST-Klons Efc 190 mit der EST-Datenbank.

Length = 1768

43 bits (72), Expect = le-31
= 154/180 (85%), Gaps = 1/180 (0%
lus / Plus

gatcagatagaagttgtttttagagctaatgctattgcaagectttttgettggactgga 751

gatcagattgaagttgtttatcgagcaaatggtattgcaagtctctttgecttggacagca 1149

gcacaagctatgtatcaaggattctggagtgaagcagatgttactcgaccttttgtcetee 811

gcgcaagcaatgtatcaaggattctggaatgaagcagacgtgactcgtecttttgtatca 1209

caggctgtgatcacagatggaaaatacttttccttttttcectgectaccagectaaatacttt 871

caggctgtagtgacagatggaaaatac-tttgctttcttttgttaccagttaaatacttt 1268

.0 bits (29), Expect = 6e-06
= 62/72 (86%), Gaps = 1/72 (1%)
lus / Plus

aagtacatggtttacccgcagacctttcgegetgantgeccgaccgetggtaccagtactt 64

aagtacatggtgtacccgcaaacctt-cgeccctcaacgeccgaccgetggtaccggagett 335

caccaagaccgt 76

caccaagaccgt 347

.2 bits (22), Expect = 0.089
= 34/38 (89%)
lus / Plus

gcagatccttgctgttacggtcacacccagtttcatct 642

gcagatccatgctgctatggccacacccagtttcatct 1040

.2 bits (22), Expect = 0.089
= 55/66 (83%)
lus / Plus

tgtgaaaggttttaatgatgatgttctacttcagatagttcactttctactgaatagacc 1027

tgtgagaggttttaatgatgaagttctgcttcagttggttggttttctgttaaatagacc 1424

aaaaga 1033

aaaaga 1430
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gi]|2599492 (AF029071) p52 pro-apototic protein [Gallus gallus]
Length = 465

Score = 246 bits (621), Expect(3) = le-89
Identities = 110/158 (69%), Positives = 134/158 (84%)
Frame = +2

Query: 377 GEEIIPRGHRRGRIDDLRYQIDDKPNNQIRISKQLAEFVPLDYSVPIEIPTIKCKPDKLP 556
GEE++ GHR+GR+D +R+QIDDKP+ QIR+ KQL E VPL+ + ++P + KP KLP
Sbjct: 247 GEEVVVHGHRKGRVDPVRFQIDDKPHLQIRVPKQLPEIVPLESDLG-DVPVVDHKPSKLP 305

Query: 557 LFKRQYENHIFVGSKTADPCCYGHTQFHLLPDKLRRERLLRQNCADQIEVVFRANAIASL 736
LFK+QYEN +F+GSK ADPCCYGHTQFHL+PDKL+R+R + N DQIEVV+RAN IASL
Sbjct: 306 LFKKQYENKVFIGSKVADPCCYGHTQFHLIPDKLKRQRFIIANLEDQIEVVYRANGIASL 365

Query: 737 FAWTGAQAMYQGFWSEADVTRPFVSQAVITDGKYFSFF 850
FAWT AQAMYQGFW+EADVTRPFVSQAV+TDGKYF+FF
Sbjct: 366 FAWTAAQAMYQGFWNEADVTRPFVSQAVVTDGKYFAFF 403

Score = 106 bits (263), Expect(3) = le-89
Identities = 47/65 (72%), Positives = 54/65 (82%)
Frame = +3

Query: 840 FPFFCYQLNTLALTTQADQNNPRKNICWGTQSKPLYETIEDNDVKGFNDDVLLQIVHFLL 1019
F FFCYQLNTLALT + Q + RKNICWGT SKPLY+ +ED V+GFND+VLLQ+V FLL
Sbjct: 400 FAFFCYQLNTLALTAETIQKSSRKNICWGTDSKPLYDVVEDGSVRGFNDEVLLQLVGFLL 459

Query: 1020 NRPKE 1034
NRPKE
Sbjct: 460 NRPKE 464

Score = 37.9 bits (86), Expect(2) = 0.005
Identities = 16/21 (76%), Positives = 18/21 (85%)
Frame = +3

Query: 30 FALXADRWYQYFTKTVFLSGL 92
FAL ADRWY+ FTKTVF+ GL
Sbjct: 88 FALNADRWYRSFTKTVFVPGL 108

Score = 24.3 bits (51), Expect(2) = 0.005
Identities = 9/9 (100%), Positives = 9/9 (100%)
Frame = +2

Query: 5  KYMVYPQTF 31
KYMVYPQTF
Sbjct: 80 KYMVYPQTF 88

Score = 21.6 bits (44), Expect(3) = le-89
Identities = 13/35 (37%), Positives = 17/35 (48%)
Frame = +3

Query: 183 LXQEHFYLXXXXXXXXYEESEVISLPFLDQLVSTL 287
L QE +Y Y + + PFL QLVS+L
Sbjct: 185 LLQESYY-QNKKRPFLYRDQDHTPAPFLTQLVSSL 218

Abb. 20: Peptidsequenzvergleich des EST-Klone Efc190 mit BLASTX.

Bei sechs Klonen (Efc5, Efc58, Efc126, Efc172, Efc210 und Efc220) war auf Nukleotidebene
keine Homologie zu erkennen, wihrend sie auf Proteinebene schwache Homologie (zwischen
26% und 58%) zu nicht-humanen Proteinen aufwiesen. Aufgrund der Sequenzverlingerung
konnte gezeigt werden, dass die Klone Efc162 und Efc241 repetitive Sequenzabschnitte
beinhalten. Bei acht (Efc21, Efc27, Efc43, Efcl112, Efc166, Efc189, Efc205, Efc235) der 25
untersuchten EST-Klone konnte auch nach Sequenzverldngerung keine Homologie erkannt
werden.

Eine chromosomale Lokalisation von 24 der 25 EST-Klone war moglich. Die chromosomale
Lokalisation der Klone Efc5, Efc24, Efc59 und Efc77 war nicht eindeutig, sie wurden

verschiedenen chromosomalen Loci zugeordnet.
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3.2.1.3 EST-Klone ohne Homologie zu Sequenzen der nr-Datenbank bzw. der EST-
Datenbank

Die vierte Kategorie umfasst 11 Klone (4,5%) die nach Homologievergleichen mit Eintrigen
der nr-Datenbank und der EST-Datenbank keine signifikanten Sequenziibereinstimmungen
erkennen lieBen. Die Sequenzen dieser Klone sind auf den folgenden Seiten dargestellt. Nur
die Klone Efc72 und Efc173 besitzen einen durchgehenden offenen Leserahmen. Bei den
tibrigen EST-Klonen kann es sich um Sequenzabschnitte handeln, die im 3" untranslatierten

Bereich liegen. Mdgliche poly-Adenylierungssignale sind unterstrichen.

Efc60 Lange: 570 Bp

CACATATAGCAAAGAAATTTAATTTTGAAATCAAATAACAAAAAGTTTCTACATATATGTGTGTGTGCATATACAGATACTTTTA
ATAATTTTAACAATTGCTAATAATTGTATTTCACATCAAGACTTTCAGTAGGTCAACTTGAAACTCATGCCTTCTTCTCCTTGTTC
TGAAAGAAGCACAGGTTCCGGCACTAAGAGAACTTGAAGAAGGCAATTTGGTTCGTTTGTGAGGCTATTGAACTAAGTGATGAC
TCCGCTGCTGCACTCCCCCGACTCATCCTAGGTCCAACAGGAAGGGAGGCCATGGCCATCTGAGGAGTTATTTGGTTGGTGCAA
AAGTAATTGTGGTTTTTGCCATTAATACTAGAATTCCTTCTCAGGTTCTCAGGTAGGCACATCGCTTTGCCTCTCTATTCTTCAGA
GGAGCCAATCAAGTGAATGTATACAGAGAATTGCTTGGGGGGAGTGCATCCCAATAGTTTGTTTTGCTTTGACCAAAAAGGCAC
TGAAAAAACAGTATGTGGCTGAAGTAACATTAATACGGGCCCCATGCCATTTAGCCACTAT

Efc63 Lénge: 547 Bp
CTTCCTCTAGGAGGGAAAAACAGACAAACAAACAAACAAACAAACCTGTGTATGTGGAAGCTGGTTTCATTTTTAAATGTTTAA
GCAGCAGTTGGTANTGAGGTTTACAGATAGTGTCAAATCTTGTTTTTGGCAAATACGTCCCTTTTTAGTGCTGTCACTGTCATTA
CCTTGGCAAATGTGCTACCTTGACCCAACGTGTTGATCTTTCATACTCAAGTGCCATTTCCTTGTAGCTCATTTCCTTTCTGCCTG
CTGACCACTTCCTGTAGGAACAAAGGTTGGGGGGCAGTACTGAGGAGGAGAAAAGGGTGAGAGAGGAAGAACATCTACAGTG
GTGTTAGGAAAACGAACGTGGAATTTATAAAACTCCATTCTCAGGATCACTCAGTTCAGCTACGAGGAAGAAGATGGAACCAC
CCCTCTCTGGAGCCAGGTTGCTTGTCTACTTGAGTCATATTGATTCAAGCAGGAGAACAGACTTTGAAGGCAGCTAGGATGTAT
GTGTGTCTATACAATGTCTGAGCCCAAACCATATCAGGCCTCC

Efc70 Lange: 143 Bp

GGCACGAGTTCTTCTCTTCTATGAGCTACTTGGGTGTGCTTTCTGTTACTTGAGCCATTGGTTCCTCCTCTTTTGCTCAAATTAGT
TTGGGTTAGGCTTCTGTCACTTCTGATCAGTTCAAACTAATTAAAATTGGTTCCAGG

Efc72 Lange: 172 Bp
CAgAAGCAGACCCGTGCCGGCCAGCGCACCAGGTTCAAGGCATTTGTTGCTATCGGGGACTACAATGGCCACGTCGGTCTGGGTGTTAAGTGCT
CCAAGGAgGTGGCCACCGCCATCCGTGGGGCCATCATCCTGTCCAAGCTCTCCATCgTCCCCGTGCGCAGAAGCTACT

Efc98 Lange: 284 Bp
CCACGGCCAGCGGCCACATCAACCGCCAGTCTTTCCTGAAGATGTGCCACGCGAGATTGCGATTCATGGCGCAGCTCCCGTGCGCGCGGCCCGG
GCGAGCGTTTTGAATACCGAATTCAAGGGTAGTGTTTGAGTGTCTACCTGCCGCACCGGACCCAGCACGAGTCGCAGCCGCTCTTCCAGGTTTT
CATCACTGAAGCGGCTGTCGACAAACGTGAGCACATTCCCGAATGCCCGCGCCTGCAGCCACTCTTTGGGCAGGCGCTCCGGCACCACTGCCGG
CT
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Efcl00 Lange: 286 Bp
GGGAgGGCAGGGTGGAGGGGGTCTTGCCCTGGGCTGGTGGGAgAGTGGACTGCATGCTCTGTGGACACAAGGCCTCTCTGGCAGGGGATGTGAG
AAGAGCTTCCTGTGCTACGCCACATGGCCTCTGTGGGTATGGAGCCCTGCAGGCCTGGCCACCACTCTGCAGTCCTCCTGGCCCCTTCCCTCAG
CTGTGGGTCCTAGGAGCCCCCCAGGAAGGTGATTAGATGGAGCCCTGTGCCACGTCCAAGGCCTGCTACCTCTGGGCCTGGTTCCCACTGGCAC
TTCG

Efcl05 Lange: 593 Bp

CTCCGGGTGCCATCCTCCGCGGGGTGAGGTGCCACCAGGAATCCCTTTCCTTAGATTGTCTGATGCTGTGAGTTAGAAGATTCC
TGTTTCTACTCACACGATTGGGTGCCCAGTATACACTGCCATGGTTTAGAGGAAGCTCTGCCACTAACTGTGTGACTGAGGCAA
GTGGCTTCACTGCCCTGTGCCTCAGTTTCTCTCCCTGAAAATGGGAATAAAATGTACTTGACTCATGGGCTTAATGAACTGATCC
TGGGAGCTCTTGGCTGTAAGGTGCTCAGGACAGGGTGGCATCCACACCCTCAGGGGCCCTGCTACTTTTTATTACCATCTTGAC
TCTAGGAGCTCCGACCTTGGTTTTCATGGATGCCAATGGAAATTCTGTTTTCAGACAAATGTGGAAGGCATCCTTAAAGATAAT
AGGATTAAGTAACACAAATATAAAGAGGAAAAATGATCACCGATGAAGAATGCAAGAGACCACGTGTGTGTGCTTGGGAATGG
AGGGCCTGAAGGTCCCACCCTCCGCTGGGCCCGCCCTTGCCCCATGCTGCTCCCGCTCTCCTGGGGCACCCTACCACCTCCTGG
CTCCC

Efcl38 Lange: 142 Bp

TGAAAGACTAGACTAGCAATAATGGGAAGACAAGTATATCCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACTCACACACTCACACACTC
ACACACACACACACAAACACATACACACCAACATTCTCTCATCTTATGTCCAGGGAG

Efcl48 Lange: 558 Bp
ATTTggTTGAAGATGAAGGAgAGCCTCaGGAAgAAATATCCAGGCACATTAGAgGAAATCTTTGGTTATGACCGAAAAAAATACCaAGATGAAAG
TGATTATGCCTTACGTTACATGGAAAGTAGTTGGAAAGAGCAgCAgAAGGAAGAAGCAgAGAGCTTAAGACTGGGTATGCAAGAGGACTTACAG
GAAATGAGACGTGAAGAAgAAgGAAATGCNACGTCGAAGGGCCAAGAAGCTGAAGAGGCGTTAGCTGCTGCTTTTATTTTTGTGAAATTCTATAG
CTGCTCTGCTGCAAGGATTTCCTGCCTTCAGACTGAAGAAGCCCCCTTATCATTTTAGATTTATACTTGGGTACTCAAGGAGAAGGAATGCATA
CTGTCATTTGCAGGCTGTCATTTGAGCATAAAATATTTTCAGATATTTTCCAGGGTGAAATCTGTAATGCAGATGATATAATGCCCACTTGTGC
TCTTATGAAGTTAACTGTTCaCAGATGCCAGCCTTGATCCTGATGAGCTATGCCCTCTAATGTGGGGCCACTCCCCAGTCAGCCAATC

Efcl71 Lange: 488 Bp

GCACAATGAATCTACATTCTTGTACAACGTGGTGTCCTGCATGCCGTAGATGACTCTGCTGCCTGGAACTGGGACTTCAGTGCC
TTTCTGGTATCATGAATCAGCAAAGCTACAACCACCCCCATTTCCACTTCTAGCACTCAACTCCCTGCCAAGTTCTGGAGGCAA
TAGAGTCCCGTGTTTGTCTTCTTTTCTGAACACCCACAGTAATGCTGCTATTATCATTATCATCATCATCAAACACTAAACCCTT
GCCAAGTGTCCTTCATTCTGTATTCTGTGTCAGAGAACTAATATCAACTGAGTGTCCAGTAAATGGCGGTTCCTCTGCTTGGTAT
TTAAATTGTGTTATCTAAATTGAACCTCACGACAACTCTGTCAGATGTCACAATCCCCATTTTATAGAGGCTATAGCATGCTCAA
AGAAATAATTTGCCCAAGGTCACATAGCTCATCATAGGTGAAGTGTGGACTGCATTCCCTGCCTA

Efcl73 Lange: 142 Bp
CAGAAAATGTGAGTTCGTATCCTAGTTATGCCATGTATAAGCTTTGTGCATCTAAGCAAATCACTTATTTTCTCTGTGCTTGTGCCTTTAGTTA
TAAATGCATGCTTAAAATGACAGCGTTAAAACCAGGTGTGAAAATACC
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Die Sequenzen wurden mit der htgs-Datenbank (High Throughput Genomic Sequences), die
Sequenzdaten groBBer Sequenzierprojekte beinhaltet, verglichen. Bis auf die Klone Efc98 und
Efc138 konnten fiir jeden Klon Sequenziibereinstimmungen festgestellt werden. Die
Ergebnisse dieser Sequenzvergleiche sind in Tab. 13 dargestellt. Mit Hilfe dieses Vergleichs
konnte die chromosomale Lokalisation von vier Klonen ermittelt werden. Eine genauere

Lokalisation war jedoch nicht angegeben.

Tabelle 13
Ergebnis der Datenbankvergleich gegen die htgs-Datenbank
Klon Homologie zu chrom.
Lokalisation
Efc 60 Homo sapiens clone NH0362A15 -
Efc 63 Homo sapiens clone RP11-110C15 15
Efc 70 Homo sapiens clone RP4-779E11 20
Efc 72 Homo sapiens clone RP11-291G2 -
Efc 100 Homo sapiens clone BAC 393G12 8
Efc 105 Homo sapiens clone DJ0703P08 -
Efc 148 Homo sapiens clone RP11-504G3 -
Efc 171 Homo sapiens clone RP11-217L21 -
Efc 173 Homo sapiens clone RP11-87N3 17
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3.2.2 Ausarbeitung einer Strategie zur Isolierung weiterer EST-Klone aus der

humanen Chondrozyten cDNA-Bibliothek

Die Auswertung der 253 EST-Klone bestdtigt die Eignung der cDNA-Bank zur Isolation
Knorpel-/Knochen-spezifischer Transkripte und zeigt, dass neben einer Vielzahl bekannter
Gene auch ungefdhr 5% neue Gene gefunden werden konnen. Fiir die Durchfiihrung eines
umfassenden EST-Projekts mufl eine Strategie entwickelt werden, mit der der
Sequenzieraufwand auf ein Minimum beschrinkt wird. Die weitere Vorgehensweise wurde so
gewihlt, dass hdufig vorkommende Transkripte erkannt und ausgeschlossen wurden. Die
Strategie ist in Abb. 21 schematisch dargestellt. Die Phagen wurden in einer Dichte von etwa
1000 pro Platte (40 x 40 cm) in Weichagar ausplattiert. Durch Zugabe von IPTG/XGal
konnten rekombinante von nicht-rekombinanten Phagen unterschieden werden. Die
rekombinante Phagen wurden anschlieend auf einen Nylonfilter iiberfiihrt und mit spezifisch
hergestellten Sonden hybridisiert. Als Sonde wurde ein Gemisch héufig vorkommender

Transkripte verwendet.

° NZYDT-Agar Platten mit ungeférbten
o rekombinanten Phagen und blau gefarbten
o nicht-rekombinanten Phagen.

Uberfithren der Phagen auf einen Nylonfilter
und anschlieende Hybridisierung.

Lo . o Autoradiogramm
5% e Rekombinante Phagen mit bereits bekannter
P C0e] Sequenz als Integrat hybridisieren mit der Sonde

und zeigen Signale im Autoradiogramm.

Sequenzierung der Phagen, die weder
im Autoradiogramm ein Signal zeigen
noch blau geférbt sind.

Abb. 21: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Isolierung weiterer Klone aus der

humanen Chondrozyten cDNA-Bank.
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Die Auswertung der bereits sequenzierten EST-Klone zeigte, dass einige cDNA-Sequenzen
besonders hdufig in der Chondrozyten-spezifischen cDNA-Bibliothek vertreten sind. Dazu
zahlen ESTs die Teilen der Typ II Kollagen-, der Ferritin-, der Ubiquitin- bzw. der
Elongations Faktor 1-cDNA entsprechen. Von den verdffentlichten cDNA-Sequenzen dieser
vier Gene wurden spezifische Primer abgeleitet. Durch RT-PCR mit humaner
Chondrosarkoma-cDNA als Template konnten genspezifische Sonden hergestellt werden,
welche nach Aufreinigung radioaktiv markiert werden konnten (Abb. 22).

Des Weiteren zeigte sich, dass ribosomale Proteine besonders hédufig in der cDNA-Bank
vertreten sind. Von 253 ansequenzierten Klonen zeigen 53 Homologie zu ribosomalen
Proteinen. 11 Klone (Efc2, Efc3, Efc23, Efc26, Efc33, Efc50, Efc73, Efc87, Efc115, Efc142,
Efc158) wurden durch in-vivo Exzision in ein bakterielles System tiberfiihrt (siehe 2.9.1). Von
der praparierten DNA wurde durch EcoR1/ Xho1-Restriktion die Linkersequenzen abgetrennt
und anschlieBend tiber ein Agarosegel aufgereinigt. Diese Fragmente wurden ebenfalls

radioaktiv markiert.

M 12 3435

1000 Bp-

500 Bp—

Abb. 22: Herstellung spezifischer Sonden
Gelelektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten PCR-Produkte, die als Sonden eingesetzt wurden.
(1) Elongations Faktor 1, (2) Ferritin, (3) und (4) Kollagen Typ II und (5) Ubiquitin. Als
Molekulargewichtsstandard (M) wurde eine 100 Bp “Leiter” verwendet. Die gelelektrophoretische

Auftrennung erfolgte auf einem 1,2% Agarosegel.

Insgesamt wurden ungefdhr 3000 rekombinante Phagen-Klone auf Filter iiberfiihrt und mit

dem beschriebenen, radioaktiv markierten Sondengemisch hybridisiert. 480 Phagen, die weder
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eine Blaufarbung noch ein Signal im Autoradiogramm zeigten, wurden anschlieBend in SM-
Medium {berfiihrt und tber T;A/T;A-PCR amplifiziert. Die Sequenzierung und die
anschliefende Auswertung der Sequenzdaten der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte am
Baylor College (Houston, Texas). Die erhaltenen Sequenzdaten sind unter der web-Adresse

http://www.hgsc.bcm.tms.edu/~gmei/cDNA/CUAA/aaa.htm abgelegt.

Die Auswertung der Sequenzdaten ergab, dass 73% (162) der ESTs Homologie zu bekannten
Genen zeigen. 22% (8) zeigen dabei Homologie zu verschiedenen ribosomalen Proteinen,
jeweils 1,8% weisen Sequenziibereinstimmung zu Elongationfaktor 1 o bzw. Ferritin auf und
1,3% der untersuchten ESTs sind identisch mit Kollagen Typ II. 5% der untersuchten ESTs
stellen repetitive Sequenzabschnitte dar, 9,5% zeigen Homologie zu PAC, BAC- bzw.
Cosmidsequenzen. 11% zeigen nach Vergleich gegen die nr-Datenbank keine signifikante
Homologie.

Die weitere Auswertung dieser Ergebnisse und die Untersuchung der gefundenen Gene ist

Ausgangspunkt einer Promotionsarbeit und wird in dieser Arbeit nicht weiter beschrieben.

3.2.3 Isolierung und Analyse des EST-Klons Efc34

3.2.3.1 Analyse von Efc34

Wie bereits wunter 3.2.1.2 beschrieben, zeigt der EST-Klon Efc34 in ersten
Homologievergleichen auf Nukleotidebene eine 81%ige Homologie zu einem aus einer
murinen Cochlea-cDNA-Bibliothek isolierten EST-Klon (Abb. 23). Zu humanen Sequenzen
konnte keine Homologie nachgewiesen werden. Zur Ermittlung der vollstindigen Sequenz-
information wurde der Phagenklon durch in-vivo-Excision (siehe 2.9.1) in pBluescript-Vektor
umkloniert. Mit Hilfe der vektorspezifischen Primer T;A und T;A konnte das gesamte
Integrat sequenziert werden. Die Sequenz ist in Abb. 24 dargestellt. Sie umfasst 693 Bp und
beinhaltet Polyadenylierungstelle und poly(A)-Sequenz.
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Z78160|MMZ78160 M.musculus partial cochlear mRNA (clone 28D2)

Length = 835
Identities = 165/203 (81%), Positives = 165/203 (81%), Strand = Plus / Plus

Query: 37 AGATACAAGCCTTAAAGATGGCCTTTTCCATGAATTTAAGAAATTTGGAAAAGTAACTTC
Sojer: o4 AACACAACCHEAAMGACKH LAttt chabacAtitd
Query: 97 AGTGCAGATACATGGAACTTCAGAAGAGAGGTATGGTCTGGTATTCTTTCGGCAGCAAGA
sojer: 158 brbbAdhtedhobselerbobicbithbathobdebidbtattbbcb A bbb
Query: 157 GGACCAAGAAAAAGCCTTGACTGCATCAAAAGGAAAACTTTTCTTTGGCATGCAGATTGA
Sojer: 218 CACCAACMAMGIATAGA AN chatbeRRs T bbb T
Query: 217 AGTAACAGCATGGATAGGTCCAG 239

Sojer: 274 clacherbiAtboahbalthd 206

Abb. 23:  DNA-Sequenzvergleich des 5'-Bereichs von EST-Klons Efc34 mit einer aus
einer Maus isolierten cDNA-Klon.

1 AGAGAGAATTAATAACTTGGTTTTTTTTGGGAATTTAGATACAAGCCTTAAAGATGGCCT 60
61 TT??E&?QAATTTAAGAAATTTGGAAAAGTAACTTCAGTGCAGATACATGGAACTTCAGA 120
121 AGAGAGGTATGGTCTGGTATTCTTTCGGCAGCAAGAGGACCAAGAAAAAGCCTTGACTGC 180
181 ATCAAAAGGAAAACTTTTCTTTGGCATGéiEXf;%AAGTAACAGCATGGATAGGTCCAGG 240
241 TAAGACACAAGCAAGCTGAGTTTGAGTTACTCATCACACACACTGTTTGTGTTG%XE%Z? 300
301 ATGAGAGGGCAGCATATGATCCTGAATGAGGACACTATTCTGGCTTTATTTATTGACATA 360
361 TTTCCATTGTCTTCTGTTTTAAAAGATGGTTCTATTTATTGTTCAACTTEE:EE&AAAQA 420
421 TTGTTTTGGTTAEE%ZE@ATAGATTTTTCTGTTGCTGGGATTACAGGTGTTAGCTACCAT 480
481 GCCTGGCCTTCATTTTTATAATACAAACTTGTGTAGAACTTTTTGTTGCCTTATTAATGA 540
561 TTTCTTTTTTCTTTTTTTGAGATGGAGTCTTGCTCTGTCCCCAGGCTGGAGCGGAGTTTG 600
601 CAGTGAGCTGAGGTCAGGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACTCTGTCTC 660

661 TAAAAAAAAANAAAAAAAAAAAAAAANAANAANA

Abb. 24: Sequenz des EST-Klons Efc34.

Das mogliche Polyadenylierungssignal ist eingerahmt. Unterstrichene Primersequenzen wurden zur

Isolierung tiberlappender cDNA-Klone verwendet.

Homologievergleiche mit der Sequenz zeigten im weiter 3’-gelegenen Abschnitt eine

Sequenziibereinstimmung von 100% zu dem humanen EST-Klon Z37007 (Abb. 25).
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Z37007HHEA93W H. sapiens partial cDNA sequence; clone HEA93W; single read.
Length =271
Score = 387 bits (195), Expect = e-105, Identities = 195/195 (100%), Strand = Plus / Plus

Query: 263 tgagttactcatcacacacactgtttgtgttgcagtgtatgagagggcagcatatgatcc 322
S T AT T
Query: 323 tgaatgaggacactattctggctttatttattgacatatttccattgtcttctgttttaa 382
cogecs o T T
e T T T T T T I assag =

Sbjct: 123 aagatggttctatttattgttcaacttaataaaaaacattgttttggttagggaggatag 182

AT
Sbjct: 183 atttttctgttgetg 197

Abb. 25: DNA-Sequenzvergleich des 3"-Bereichs von EST-Klon Efc34 mit einer humanen cDNA-Sequenz.

Der 5’-Bereich der cDNA zeigte bei einer BlastX Suche Homologie zu dem murinen Klon
778160, sowie zu einer RNA-Erkennungsmotiv von Drosophila melanogaster (59%

Homologie) (Abb. 26).

gb|AAF13218.1|AF188205 1 (AF188205) Spen RNP motif protein long isoform [Drosophila
melanogaster]
Length = 5533
Score = 78.8 bits (191), Expect = 2e-14
Identities = 39/66 (59%), Positives = 48/66 (72%)
Frame = +2
Query: 38 DTSLKDGLFHEFKKFGKVTSVQIHGTSEERYGLVFFRQQEDQEKALTASKGKLFFGMQIE 217
DTSLKDGLFHE+KK GKVT V++ G + ERY LV F++ +D EKAL S K FFG +IE
Sbjct: 567 DTSLKDGLFHEYKKHGKVIWVKVVGQONSERYALVCFKKPDDVEKALEVSHDKHFFGCKIE 626
Query: 218 VTAWIG 235
VvV + G
Sbjct: 627 VEPYQG 632

Abb. 26: Aminosiurevergleich des humanen EST-Klons Efc34 mit einer RNA-Erkennungsmotiv von

Drosophila melanogaster.

Zur Isolierung eines mit der EST-Sequenz {iberlappenden cDNA-Klons wurden die in Abb. B
eingezeichneten vier Primer P34.1F und P34.1R sowie P34.2F und P34.2R synthetisiert. In
einer PCR mit humaner genomischer DNA bzw. humaner cDNA als Matrize lieferte die
Primerkombination P34.1F/P34.1R ein 151 Bp Produkt, die Primerkombination
P34.2F/P34.2R ein 141 Bp Produkt. Mit der Primerkombination P34.1F und P34.2R konnte
weder auf cDNA-Ebene noch auf genomischer Ebene ein Amplifikat nachgewiesen werden.

Die mit Hilfe der Primerkombination P34.1F/P34.1R und P34.2F/P34.2F isolierten PCR-
Produkte wurden radioaktiv markiert und als Sonden fiir eine Plaquefilterhybridisierung (siche

2.8.3) eingesetzt. Hybridisiert wurde eine humane fetale Cochlea-cDNA-Bibliothek (16-22
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SSW) (C. Morton, unverdffentlicht). Mit keiner der beiden Sonden konnte ein positiver Klon
aus der Cochlea-Bibliothek isoliert werden. Auch mit Hilfe der UniGene-Datenbank konnten

keine weiteren iiberlappenden EST-Klone identifiziert werden.

3.2.3.2 Chromosomale Lokalisation des EST-Klons Efc34

Die chromosomale Lokalisation des Klons Efc34 erfolgte mittels Fluoreszenz in-situ-
Hybridisierung. Zundchst wurde durch PCR mit der Primerkombination P34.1F/P34.1R ein
PAC-Klon aus einer hierarchisch angelegten PAC-Bank des humanen Genoms (Ioannou et al.,
1994) isoliert. Die Verifizierung des Klons erfolgte durch direkte Sequenzierung der PAC-
DNA mit Efc34-spezifischen Primern. Die Hybridisierung der Pstl-restringierten, mit
Digoxygenin-11-dUTP markierten DNA auf gespreiteten Metaphasechromosomen zeigte ein
Signal auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (Abb. 27).

Die Lokalisation konnte spiter durch Homologievergleich mit der htgs-Datenbank bestétigt
werden. Es zeigte sich eine Homologie zu dem humanen Klon 134019 (Accession Nr.:

AL034555), der aus der chromosomalen Region 1p36.11-36.33 stammt.

Abb. 27: Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung des PAC-Klons “PDJ183R8S11”
an humanen Metaphasechromosomen. Die PAC-Sonde wurde mit anti-DIG-TRITC detektiert und zeigt

Signale auf beiden Chromatiden der chromosomalen Region 1p36.
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3.2.3.3 Isolierung eines homologen Maus-Gens mfc34

Wie bereits erwéhnt zeigt Efc34 im 5’-Bereich auf Nukleotidebene eine 81%ige Identitdt, auf
Aminosdureebene eine 57%ige Identitit zu einem Maus-EST (Accession Nr.: Z78160).
778160 wurde aus einer Maus Cochlea-cDNA-Bibliothek isoliert und nicht weiter
charakterisiert (Crozet et al., 1997). Im folgenden wird die Isolierung des murinen homologen
Maus-Gen (mfc34) beschrieben. Von der Maussequenz Z78160 wurden die spezifischen
Primer mfclF und mfclR synthetisiert. Durch PCR mit fetaler Maus-cDNA (E11,5) als
Matrize wurde ein PCR-Produkt hergestellt, welches in einer Plaquefilterhybridisierung (sieche
2.8.3) gegen eine fetale Maus-cDNA-Bibliothek (E7, Clontech, Palo Alto, USA) als Sonde
eingesetzt wurde. Mit dieser Sonde konnten acht positive Einzelphagen isoliert werden (FM1
— FMS). Durch PCR mit der Primerkombination mfc1F/mfc1R wurden die Klone FM1, FM3,
FMS5, FM6, FM7 und FMS als positiv identifiziert und weiter analysiert. Die Phagen-Integrate
wurden mittels ,,Expand“-PCR mit den Primern Agtl10 und Agtl1 amplifiziert und in den T-
Vektor umkloniert (siche 2.4.1). Die Insertgrofle der zu untersuchenden Klone lag zwischen
1,7 kBp und 3 kBp. Die in T-Vektor umklonierten Integrate wurden mit den Primern T3A und
T7A, sowie spezifischen Primern doppelstrangig sequenziert. In Abb. 28 sind die sechs
untersuchten Fragmente und die daraus resultierenden Konsensussequenzen dargestellt. Wie
aus Abb. 28 hervorgeht zeigt der Klon FM3 in seinem 5'-Bereich (1208 Bp) keine
Ubereinstimmung zu den iibrigen isolierten Klonen.

Ein Homologievergleich der Konsensussequenz mit der NCBI-EST-Datenbank zeigt auf
Nukleotidebene deutliche Homologie (86%) der ersten 253 Bp der Klone FM5, FM6 und FM7
zu den Basen 1-117 eines EST-Klons (Accession Nr.: Z19242). Der 3’-Bereich (nt118-323)
desselben EST-Klons ist homolog (93%) zu den ersten 207 Bp des Klons FM3. Wie in
Abbildung 28 angedeutet, stellt somit der EST-Klon Z19242 eine Uberlappung zwischen dem
Klon FM3 und den Klonen FM5, FM6 und FM7 her. Die ersten 1208 Bp von FM3 stellen
wahrscheinlich ein alternativ gespleifites Exon dar, welches in den iibrigen Klonen nicht
vorhanden ist. Dieser Abschnitt ist in Abb. 28 bei Klon FM3 farbig unterlegt.

Zwei weitere Bereiche konnten ebenfalls nach genauer Analyse als alternativ gespleifite Exons
identifiziert werden. Es handelt sich dabei um deutlich kiirzere Sequenzabschnitte von 69 Bp
bzw. 99 Bp. Die Klone FM3 und FM7 beinhalten diese Exons, der Klon FM1 jedoch nicht.
Die Bereiche sind in Abb. 30 unterstrichen.

Da die bisher ermittelte Sequenz weder ein Polyadenylierungssignal noch eine poly(A)-

Sequenz besitzt, wurde eine weitere am 3'-Ende liegende Sonde iiber PCR hergestellt und die
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fetale Maus cDNA-Bibliothek erneut hybridisiert. Es konnten fiinf weitere Klone isoliert
werden (FM9 - FM13). Die Phagen-Integrate wurden mittels ,,Expand*“-PCR mit spezifischen
Primern amplifiziert und in T-Vektor kloniert. Die Integratgrofe variierte zwischen 1,5 kBp
und 2,5 kBp. Auf diese Weise konnte die Konsensussequenz auf insgesamt 5743 Bp
verlingert werden (siche Abb. 30). Die Konsensussequenz besitzt weder ein
Polyadenylierungssignal noch eine poly(A)-Sequenz und stellt somit keine vollstdndige
cDNA-Sequenz dar.

Auf eine erneute Hybridisierung mit einer weiter 3 -gelegenen Sonde wurde verzichtet, da ein
Homologievergleich gegen Ende der Arbeit (Juli 1999) eine Sequenziibereinstimmung von
98% zu dem zu diesem Zeitpunkt verdffentlichten murinen Gen MINT zeigt (Newberry et al.,
1999). Ausgeschlossen von dieser Homologie war das wahrscheinlich alternativ gespleilite
Exon das durch den Klon FM3 nachgewiesen werden konnte. Auch gab es in der
Veroftentlichung keinen Hinweis auf alternativ gespleifite Exons, die in der vorliegenden

Arbeit nachgewiesen werden konnten.

150 . FM1 a7nsep)  as
267 FM3 (2959 bp) 3226
B 219242
1266 1s1 FM5 (1390bp) 2616
1 266 151 FM6 (1115bp) 230
151 266 151 FM7 (2254 bp) 3537
&
L FMS8 (1732 bp) 3
2514 FMQ(]S&H:])) 4150
>
T e FM10C0sibR
o0 FM11 483 bp) En
o l— FMi2 (1279bp)N41m

31“15 FM1i3 (1284 bp) adsg

fone Tonde 2
L, 267 1430 e 2726 2931 .

514
feg—— = = == ]:3: Imfc34

4533
P] smfc34

Abb. 28: Sequenzierungsstrategie des murinen Klons mfc34
Eine fetale Maus cDNA-Bibliothek (Stratgene) wurde zunédchst mit dem radioaktiv markierten PCR-
Produkt (Sonde 1) hybridisiert. Von acht isolierten Phagen wurden sechs vollstdndig sequenziert. Mit
Hilfe dieser Sequenzinformation wurde eine zweite Sonde generiert und die cDNA-Bank nochmals
untersucht. Es konnten fiinf weitere Phagen isoliert und sequenziert werden. Die Sequenzen der 11
Fragmente bilden mindestens zwei mogliche Contigs, die durch RT-PCR verifiziert wurden.
Wahrscheinlich alternativ gespleilte Exons sind als Balken gekennzeichnet. Bei Anwesenheit des Exons

ist der Balken griin gezeichnet, fehlende Exons sind durch weifle Balken gekennzeichnet.
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3.2.3.4 Verifizierung und Analyse der ermittelten mfc34 Gensequenz

Um die ermittelte mfc34 Sequenz zu bestitigen, wurden RT-PCRs mit sequenzspezifischen
Primern an fetaler Maus-Gesamt-RNA (E 11,5) durchgefiihrt. Des Weiteren wurden aus dem
3’-Bereich der publizierten MINT-Sequenz spezifische Primer abgeleitet und tiberpriift ob
alternative Exons existieren.

Es konnten, bis auf die Primerkombinationen mintR/mintF und 1F3/1F4, bei allen anderen
Primerkombinationen auf cDNA-Ebene PCR-Produkte in der erwarteten Lange amplifiziert
werden. Nach Auftrennung des mit der Primerkombination mintR/mintF hergestellten RT-
PCR-Produkts auf einem 1%igem Agarosegel konnten zwei Produkte gleicher Intensitdt mit
den GroBen 1513 Bp und 305 Bp nachgewiesen werden. Nach Extraktion dieser Produkte aus
dem Gel und anschlieBender Sequenzierung zeigte sich, dass das 1513 Bp Fragment die 1208
Bp von FM3 beinhaltet, bei dem kleinen 305 Bp Fragment fehlt dieser Abschnitt.

Die RT-PCR mit der Primerkombination 1F3/1F7 zeigt nach Auftrennung der Produkte auf
einem 1,5% Agarosegel drei Banden, die aufgrund geringer Gréfenunterschiede nicht einzeln
aus dem Gel extrahiert werden konnten. Der gesamt PCR-Ansatz wurde in T-Vektor kloniert.
Untersuchungen der InsertgroBe durch T;A/T7A-PCR zeigten das Vorliegen vier
unterschiedlich grofer Integrate mit 529 Bp, 460 Bp, 439 Bp und 361 Bp. Die Sequenzierung
zeigte, dass das 529 Bp Fragment sowohl das 69 Bp als auch das 99 Bp Fragment enthielt, bei
den 460 Bp bzw. 439 Bp Fragment fehlte eines der beiden Fragmente, und bei dem 361 Bp
Produkt fehlten sowohl das 69 Bp als auch das 99 Bp Fragment.

RT-PCR Analysen mit RNA-Populationen verschiedenster Entwicklungsstadien (E9, El11,
E13) bzw. verschiedenster Gewebe (Gehirn, Knochen, Leber) fiihrten immer zur
Amplifikation aller moglichen Fragmente, der Nachweis entwicklungsspezifischer bzw.
gewebsspezifischer SpleiBprodukte konnte nicht erbracht werden. Auch konnten durch RT-
PCR Analyse mit den aus dem 3’-Bereich des MINT-Gens abgeleiteten Primerkombinationen

keine weiteren Splei3varianten nachgewiesen werden.

96



ERGEBNISSE

4G
tess++ [ I I B = |
TG
ez [ I 2] I
ATG
T
e+ [ I I ] |
ATG
_ s
e [ [ I |
ATG
\I‘
sfeddr+ | I
ATG
\l:
s34+ [ [3] |
ATG
i
sz [ [21 |
ATG
'
sfe3d- || |
|
200 Bp

Abb. 29: Schematische Darstellung aller méglichen Spleiivarianten.

Wie in Abb. 29 angedeutet konnte der Nachweis acht verschiedener Spleivarianten erbracht
werden. Die Auswertung der Sequenzergebnisse zeigte, dass aufgrund des Fehlens bzw.
Vorhandenseins des 1208 Bp Exons zwei unterschiedliche Translationsstartpunkte existieren
und somit zwei unterschiedliche Proteine entstehen. Fehlt das 1208 Bp Fragment (smfc34+/+;
smfc34+/-, smfc34-/+, smfc34-/-) ist die Konsensussequenz identisch mit der kiirzlich
verdffentlichten MINT-Sequenz (Newberry et al., 1999). Smfc34 (alle vier moglichen
Varianten) besitzt an Position +53 ein ATG-Start-Codon, dessen Umgebung
Ubereinstimmung zu der nach Kozak (1996) beschriebenen Konsensussequenz fiir
Translationsstarts aufweist. Die Sequenzanalyse ergab einen putativen offenen Leserahmen
von 1498 Aminosduren, wobei in der vorliegenden Arbeit nicht die vollstindige
proteincodierende Sequenz von smfc34 isoliert wurde. Die Aminosduresequenz des
verdffentlichten Gens ist im Vergleich zu smfc34 2078 Aminosduren ldnger. In Abb. 30 ist
nur der Bereich abgebildet der deutliche Unterschiede zu der veroffentlichten Sequenz besitzt.
Eine Motivanalyse des proteincodierenden cDNA-Bereiches lieferte drei RNA-
Erkennungsstellen im N-terminalen Bereich.

Bei Vorliegen des 1208 Bp Exons (Imfc34+/+; Imfc34+/-, Imfc34-/+, Imfc34-/-) (Abb. 29)
wird der putative offene Leserahmen zerstért. Ein moglicher Transkriptionsstart ist an
Position +2271 lokalisiert, wobei dessen Umgebung aber nicht der Konsensussequenz fiir
Translationsstarts entspricht. Das Protein wire um das erste RNA-Erkennungsmotiv verkiirzt.

Die zwei 69 Bp und 99 Bp alternativen Exons verursachen keine Verédnderung des offenen
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Leserahmens. Wobei das Fehlen des 99 Bp Exon das dritte RNA-Erkennungsmotiv deutlich

verkiirzen wiirde.

1 GGATTTTGTGGACATCAAAAGTGCACAGAAAGCTCACAACTCCGTCAACAAAATGGGAGACCGAGAC
M G D R D 5
68 CTCCGCACGGATTATAATGAGCCAGGAACTATTCCGAGTGCTGCCCGGGGACTGGACGAGACAGTTT
L R T DY N E P G T I P S A A R G L D E T V 27
135 CCATAGCGTCTCGTAGTAGAGAGGTTTCTGGGTTCAGAGGAAGTGCTGGAGGGCCTGCTTATGGTCC
s I A S R S R E V s G F R G S A G G P A Y G P 50
202 CCCACCATCACTTCATGCACGAGAAGGACGCTATGAGCGGAGACTCGATGGGTAAGTTCCAAGGTTT
P P S L H A R E G R Y E R R L D G 67
269 CGGTAGGCAGGTATTTTGTATTTGATGTGGTGAGAAACAGAAACTCGTATTTAGGGGCCCCAGATGG
336 ATTTAAAGTTTTGGGCATTCTCAATGTTTCCTGTTTTGGGTTGGAGACGGAAGTTATTTCTATCCCA
403 GTGGCTGGTACCTCACTGAATCGTAGAGGATATTTCCTGCAGCAGCTTGGATATCTACCGGGAGATC
470 ACATGGCGGAAGAGCTCCTGTAGAGCTTCAGTTTTGGGGTTACCTGGCTTCTAGAAGGACGTGTCCT
537 CCCTTTGGATATTATCAAGGCCTTCCTTGGATATATCCTTACTACCAGATGGAGCTATTTGGCTGCT
604 GGTTTTGTCTTCGGGCTATTTGGAATATATCCGGAGTATCAGAGCCTACAAAGCTTGTAGAAGCTGA
671 TGAGCACCTCTCGGTTTTCAGTGTGTGAAGTCTACAAACAGATTGGATTGTCAGAGATCTCGCAGAT
738 CACTGATTCCCTCACTTGGATGCTACAAACAATACGCCAGCGTGGAGTGGAAATGTGTGCGTGGGTG
805 AGGAGGAACGCAGGCTACCCTTGATTCCCATTTTGGATCTACTCACTTTCCGTGGAATTACACTTGA
872 TGGAATTGGGGAAACTGAGGCGATGGACATTTCTAAATGCTGGATATAGCCGTTCCTAACTGCTGGG
939 ATGTATGGGATGCTATGAGCTCAAGACTCCAGTAGCCGAGGGAAGAGGATTACTGTCGCTTCCGCCC
1006 CGCTGAGGGAACTTTAGCTTCGGACGGTCCGATCAGTTGTGGATACAGCAGTCAGACTGTCTGGGCT
1073 GGATGTCTATAAAGTGAACAGTTACCAGCAACTTTGTTCCTCACTGGTTGGAATTATAGAGAAATTT
1140 TCCTCGTTTCCATCTGCCTGGCTCCTCTTTAGGGATGCAGATTTTTTATGAATGTGGATCAATTTAT
1207 AATTGTCTACTATCTCAAGAAAGAAGTCTGGGGGTTTAAGAGTTACAGTTTGTTTGGGACTCCTTGC
1274 TTCCTGTGGAATTCTTTGTCTGGTCACTAAGATTTTTTTCCTTGTGGTTCATCTAAATATCACTTGA
1341 CACCCTTGCCCACCGAGGAGGTGGATTACCCCCGTAAGAGGGGCCAATGGGGGAAGTTATGGTCACA
1408 ATTCTCTCCCTAGATTTAATTGGGATTATAGGTCGTGTTTCCACAGTTGGAAAAGGGCTTCAGATAA
A S D N 71
1475 CAGGGAGCGTGCTTATGAACATAGTGCCTATGGACACCATGAACGGGGGACAGGAGCATTTGATCGG
R E R A Y EH S A Y G HHE R G T G A F D R 93
1542 ACAAGACATTACGATCAGGATTACTATAGAGACCCTCGAGAGCGGACTTTACAACACGGGCTCTATT
T R H Y D Q DY Y R D P R ER TUL Q H G L Y 115
1609 ACACTTCTCGGAGTCGAAGTCCAAACCGCTTTGATGCTCATGACCCCCGATACGAACCTAGGGCCCG 138

Yy T S R S R S P N R F DA HD P R Y E P R A R

1676 GGAGCAGTTTACACTGCCCAGTGTGGTACACAGGGATATCTACAGGGACGACATTACCCGGGAGGTA
E Q F T L P SV VHURUDTITYURUDUDTITTREV 160

1743 CGAGGCAGAAGGCCAGAGCGCAGTTACCAACACAGCAGGAGTCGCTCACCACATTCGTCCCAGTCTA
R GRRPEU RS Y OQHSR SRS PHS S Q S 182

1810 GAAACCAGTCCCCGCAGAGGCTGGCTAGCCAAGCGTCCAGACCCACCAGGTCCCCCAGCGGCAGCGG
R N Q S P QRLASI QA ASTZ RTZPTI RS SUZPS G S G 205

1877 CTCCAGGAGTCGATCCTCCAGTAGTGACTCCATCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACACTGACAGT
S R S R S S S S DS I S S S S S S S NTD S 227

1944 AGCGACTCCAGCAGCACGGCCAGTGACGACTCTCCGGCCCGCTCTGTTCAGTCGGCTGCAGTCCCCG
S DS s s T ASUDUDSU&PARI SV QS A AUV P 249

2011 CACCCACTTCCCAGTTGCTTTCGTCCCTTGAAAAAGATGAGCCCCGGAAAAGTTTTGGGATCAAAGT
A P TS QL L S S L EZXKUDTET PT RIE KSFI[GEB I K 272

_>

2078 TCAGAATCTTCCAGTACGCTCTACAGACACAAGCCTTAAAGACGGCCTTTTCCATGAGTTTAAGAAG
[ Q N L P VR S TDT S L KD GTULF HE F K K| 294

2145 TTTGGCAAGGTGACGTCAGTGCAGATCCACGGGGCCTCCGAGGAGAGATACGGCCTGGTGTTCTTCC
[F G K VvV T s Vv g I H GA S EZETZRZY G L V F F | 316

2212 GGCAGCAAGAGGACCAAGAARAAGCATTGACCGCATCCAAGGGGAAGCTCTTCTTCGGCATGCAGAT
R 0 0 ED QE KA LT AS K GIKTULTFF G M Q T 339

(_

2279 CGAGGTGACTGCATGGGTAGGACCAGARACAGAGAGTGAAAATGAGTTTCGGCCCTTGGATGAGAGG
[EV]T AWV GeGPETTESTENTETFT RTPTILTDE R 361

2346 ATAGATGAATTCCATCCCAAAGCAACGAGAACTCTTTTTATTGGGAACCTTGAAAAAACGACTACTT
I DEF H P K A[T R TULF I GNTULEZKTT T | 383

2413 ACCACGACCTTCGARACATCTTTCAGCGCTTTGGAGAAATTGTGGACATTGACATTAAGAAGGTGAA
Yy H D L R N I F Q R F G E I V D I D I K K V N 406
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2480 CGGGGTGCCTCAGTACGCGTTCCTGCAGTACTGTGATATCGCTAGTGTGTGTAAGGCCATCAAGAAG
[ 6 VvV P 0 Y A F L QY CDIA SV CZKA ATI K K| 428
2547 ATGGACGGAGAGTACCTTGGAAATAACCGCCTCAAGCTGGGTTTTGGAAAGAGCATGCCTACCAACT

[M D G E Y L G N N R L KL G F G K S|M P T [N | 450

2614 GTGTGTGGTTAGATGGGCTTTCTTCAAATGTGTCCGATCAGTATTTAACTCGGCATTTCTGCCGATA
C v w L D G L S S N Vs D Q Y L T RHTF CR Y 473

2681 CGGACCTGTGGTARAGGTGGTGTTTGACCGCTTGAAAGGCATGGCTCTGGTTCTCTACAGCGAGATC
[ 6 P VVKVVFDZRTILIEKGMMATLUVULZY S E I] 495

2748 GAGGATGCACAGGCGGCTGTCAAGGAGACCAAGGGCAGGAAAATTGGTGGGAATAAGATTAAGGTGG
[E DA QA AV KETIKGURIKTIGG GNZ K I K V | 517

2815 ACTTTGCAAATCGGGAAAGCCAACTGGCATTTTATCACTGCATGGAGAAATCTGGTCAGGATATGAG
D F AaNRIESOQULATFJYHT CMMETZ KT S GQDMR R 540

2882 AGACTTCTATGAAATGCTAACAGAGAGAAGGGCAGGGCAGATGGCTCAGTCCAAGCATGAAGACTGG
D F YEMTLTET RI RASGT QMAZ QS KUHEDW 562

2949 AGTGCAGATGCCCAGAGCCCACATAAATGCCGAGAGGAACGAAGAGGGTCCTATGAGTACAGTCAAG
S ADAQ S PHZ KT CRTETET RT RTG G SYETY S Q 584

3016 AACGGACATACTATGAAAATGTTCGCACTCCAGGCACCTACCCTGAGGACTCCAGGAGGGACTATCC
ER T Y Y ENUVURTU®PGTYUPETDSTU RTI RTID Y P 607

3038 GGCTCGGGGGAGAGAGTTTTACTCGGAGTGGGAGACGTACCAAGGAGAGTATTATGACTCCCGGTAC
AR GRETF Y S EWETYOQGE YYD S R Y 629

Abb. 30: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiuresequenz des mfc34-Gens

Die durchgehende Numerierung der Nukleotide ist links, die Aminoséurenumerierung ist am rechten Seitenrand
angegeben. RRM-Motive sind eingerahmt. Das wahrscheinlich alternativ gespleiite 1208 Bp-Exon ist
unterstrichen. Das alternative gespleifite 99 Bp Exon ist rot, das 69 Bp Exon ist blau gekennzeichnet. Der Beginn
und das Ende des Ursprungsklons Efc34 ist durch Pfeile gekennzeichnet. Abgebildet sind nur die ersten 629

Aminoséuren, die weitere Sequenz entspricht der unter der Accession-Nummer AF156529 abgelegten Sequenz.

3.2.3.5 Northern Analyse zur Bestimmung der Transkriptgrofie von mfc34

Zur Bestimmung der Transkriptgro8e von mfc34 wurde eine radioaktiv markierte Sonde mit
einem Northern Blot (Clontech) hybridisiert. Die Sonde wurde durch RT-PCR aus Maus-
Gesamt RNA (E14,5) mit den Primern P34.1F und P34.1R generiert und radioaktiv markiert
(siche 2.7.1). Auf dem Autoradiogramm des Northern-Blots, der in jeder Spur jeweils 2 ng
Poly(A)"-RNA auf verschiedenen Entwicklungsstadien der Maus enthielt, zeigt sich, dass das
Gen wahrscheinlich in zwei alternativen Formen exprimiert wird. Nach dreitdgiger Exposition
konnte bei dem Entwicklungsstadium E7 ein etwa 12 kBp und ein ca. 4,6 kBp grof3es
Transkript nachgewiesen werden. Bei den Entwicklungsstadien E11 und E17 konnte nur das
kleinere Transkript und bei E15 nur das grofle Transkript nachgewiesen werden (Abb. 31).

Die Northern-Blot Analyse bestétigt das durch RT-PCR ermittelte Ergebnis, dass mfc34 in

Form unterschiedlich groer Transkripte vorliegt. Im Northern-Blot sind nur die Transkripte
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nachweisbar, die sich deutlich in ihrer GroB3e unterscheiden. Transkripte, die sich in den 69 Bp
bzw. 99 Bp Exons unterscheiden, sind im Northern-Blot aufgrund der geringen GroBen-

unterschiede nicht nachweisbar.

E7

Ell
El5
E17

<4+ ~12kBp

1.35—

Abb. 31: Northern Blot Analyse des murinen mfc34 Gens.
Autoradiogramm eines fetalen Maus-Blots, mit jeweils 2 pg Poly(A") RNA des angegebenen
Entwicklungsstadiums nach Hybridisierung mit dem radioaktiv markierten PCR-Produkt P34.1F/P34.1R
(3 Tage Exposition).

Unter gleichen Versuchsbedingungen wurde ein Maus RNA Master Blot (Clontech)
hybridisiert. Dieser enthielt poly(A)’-RNA von 22 verschiedenen adulten Mausgeweben und
sieben verschiedenen Kontroll-RNAs bzw. —DNAs. Deutliche Signale waren in den RNAs
verschiedener Entwicklungsstadien der Maus nachweisbar (3 Tage Exposition)
(E11>E7>E25/E17). Sehr schwache Signale waren in der Skelettmuskulatur, in der glatten
Muskulatur und in Hoden adulter Méuse zu finden (Abb. 32).
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1 2 3 4 5
A Auge Leber Lunge Niere
Gehirn
I 2 8 4 5
A
B | Herz Skelett- | glatte B
musk. Musk.
C
C Bauch- Schild- Thymus submax. Milz D
Spel?hel— driise Driise
driise E B .
D Hoden Ovar Prostata Neben- Uterus
hoden F
E Embryo Embryo Embryo Embryo G
E7 Ell E15 El17
F Hefe Hefe E. coli E. coli
Gesamt t-RNA RRNA DNA
RNA
G
poly Cot Maus Maus
1(A) DNA DNA DNA

Abb. 32:Dot Blot Analyse des murinen mfc34-Gens
Autoradiogramm eines kommerziell erworbenen RNA-Dot Blots (Clontech) nach Hybridisierung mit dem
radioaktiv markierten PCR-Produkt P34.1F/P34.1R (3 Tage Exposition). Deutliche Signale sind bei den
RNAs isoliert aus Embryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien zu erkennen. Schwache Hybridisierung

zeigt sich auch in Skelettmuskulatur, glatter Muskulatur und Hoden isoliert aus adulten Mausen.

3.2.3.6 Chromosomale Lokalisation von mfc34

Die chromosomale Lokalisation des Maus mfc34-Gens erfolgte mit Hilfe von Maus/Hamster-
Hybridzellen (Radiation Hybrids, Research Genetics, Inc, USA). Mit Hilfe der
Primerkombination PXLI1.1/1H1 konnten 45 positive und 55 negative Hybridklone
identifiziert werden. Die Auswertung und Zuordnung der chromosomalen Lokalisation
erfolgte am Jackson Institut (Bar Harbor, USA) (www.jax.org/resources/documents/cmdata).
Die Ergebnisse ergaben eine LOD-Score von 13.7 zu dem chromosomalen Marker D4Mit340.
In Abb. 33 ist die Lage von mfc34 auf Maus-Chromosom 4 und die bekannten Marker

eingezeichnet.
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® cen

D4Mit245
101.2
462 D4Mit9
549 D4Mit1 66
’ D4Mit155
67.6
23.1 D4Mit31
553 7 Magoh
134 D4Mit219
426 D4Mit331
. D4Mit306
88.5
D4Mit199
54.0
#Wc33/34b
50.9
455 D4Mit332
' D4Mit37
97.5
D4Mit225
91.1
D4Mit12*
50.9
D4Mit203*
63.8
D4Mit54
99.5
51.9 D4Mit353
175 D4Mit259
23.0 D4Mit340 ‘ mfc34
217.3
D4Mit33
;491-2 D4Mit63
54-; D4Mit190
’ D4Mit189
76.3
177 Hes2 DA4Mit256 **temp030
47 D4Mit51*
tel

Abb. 33: Lage von mfc34 auf Maus-Chromosom 4
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3.3 Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)

Die Methode SAGE (serial analysis of gene expression) wurde 1995 von V. Velculescu et al.
entwickelt und erlaubt die Erstellung globaler Expressionsprofile.

Ausgangsmaterial ist mRNA, die mit Hilfe eines biotinylierten Oligo-d(T)-Primers in
doppelstringige ¢cDNA umgeschriecben wird (Abb. 34). Diese ¢cDNA wird mit einer
Restriktionsendonuklease (Ankerenzym) verdaut, von der man annimmt, dass sie jedes
Transkript mindestens einmal schneidet. Typischerweise werden Restriktionsenzyme mit
einer 4 Bp-Erkennungsstelle verwendet. Durch Bindung an Streptavidin-Kiigelchen kénnen
die am meisten 3’-gelegenen Restriktionsfragmente der Transkripte isoliert werden.
AnschlieBend wird der Ansatz halbiert und es wird jeweils ein spezifischer Linker kovalent an
das 5’-Ende der Fragmente gebunden. Dieser Linker besitzt eine Typ II-
Restriktionserkennungsstelle, so dass nach Restriktion mit dem sogenannten ,,Tagging®
Enzym (z. B. BsmFI) ein Konstrukt aus Linkersequenz und kurzer Sequenzabfolge der cDNA
entsteht. Diese kurzen cDNA-Abschnitte welche ,,Tags* genannt werden, haben eine Lange
von 12-13 Bp und charakterisieren somit ein spezifisches Transkript. Nach Auffiillen der
iiberstehenden Enden werden die beiden Ansétze vereinigt und die ,,Tags* kovalent verkniipft.
Die so entstandenen ,,Ditags* (24-26 Bp), die von Restriktionsschnittstellen des Ankerenzyms
flankiert werden, dienen als Matrize in einer anschlieBenden PCR-Reaktion mit Linker-
spezifischen Primern. Durch Restriktion mit dem Ankerenzym werden die Linkeranteile
abgeschnitten, die ,,Ditags* werden iiber ihre kohesiven Enden konkatemerisiert und in einen
geeigneten Vektor kloniert. In der abschlieBenden Sequenzreaktion erhélt man aneinander
gereihte ,,Ditags die immer durch die 4 Bp Erkennungsstelle des Ankerenzyms voneinander
abgegrenzt werden konnen. Im Durchschnitt enthilt jeder Klon 12-15 ,,Ditags®, so dass in

einer Sequenzreaktion 24-30 Transkripte analysiert werden konnen.
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Reverse Transkription mit
biotinylierten Oligo(dT)-Primern

AAAAA XXXXXXXXXK
XXXXXXXXXX: AARRR @—rrr XXXXKXXXXX
XXXXXXKX: TTTT 1—.
@—ITTTT——XXXXXXXXXX
XXXXXXXX TTTT 1—. ARAAA=———— XX KX XXXXX
XXXXXXXXXX AARRR
l Verdau mit Ankerenzym (AE)
Koppeln an Streptavidin Beads
AAAAA XXXXXXXXXXCATG
XXXXXKXXXX: AARRA T ERRREHIRK
GTAC TTTTT
[T T T e CATG
XXXXXXXXX. TTTTT ARAAR HXXXHKKXXK
GTACXXXXXXXXXX: AAAARA
/ Aufteilung der Ansétze
Ligation der Linker 1 und 2
AAMAL: KKAKAKAAKACATG'P. 2|
AARRA TTTTT XXXXXXXXXETAC] * [Imer

imor 1 CATGXXXNOOHK
Primer l[gac TTTTT

TTTTT
. CAT TTTTT
Primer 1[GTa CXXXXXXXXKX:
L 1

XXXXXXXXXXCATG
AAAAA——XXXXXXXXXY
AAAAA
L_IL_1

TE AR TAG Verdau mit Tagging Enzym (TE)
Herstellung von glatten Enden

XXXXXXXXXK
GTACXXXXXXXXXX xxxxxxxxxx
I | S | XXXXXXXXXH]
TE AE TAG
Primer 1ICALAXXXXXXXXXX TAG AE TE
ML Y GTACKXXXXXXXXX XXXXXXXXXXCATG
XXXXXXX XXX TACE rimer 2
\ / Ligation
Amplifikation mit Primer 1 und 2
" CATEXXXXXXXXXX CATG| .
Primer |G A CxX XXX XXX XXX XXX XX XXX KT Caner2|
, CATQ XXXXXXXXXCATq . 3
Mx XXXXXXXXXXXXXXXXXXETAC [ rimer 2| Verqau mit Ank?renZym (AE)
L IL I Isolierung der Ditags
TAG TAG L.
L I Konkatemerisierung
DITAG Klonierung

e GTAC KX XXX XX XXX XXX XXX XX CATGX XXX XXX XXX XX XX XXX XXX CATG
- GTAC XXXXXX xxxxxxxxxﬁxu1ﬁgxxxxxxxxxxxxxxxxx?xxulAC"

DITAG DITAG

Abb. 34: Graphische Darstellung der SAGE-Methode (Velculescu et al., 1995).

mRNA wird mit einem biotinyliertem Oligo-(dT)-Primer revers transkribiert. Durch Bindung an
Streptavidin-Kiigelchen und anschlieBender Restriktion mit dem Ankerenzym (Nlalll) wird das am
meisten 3’-gelegene Restriktionsfragment jedes Transkript isoliert. Der Ansatz wird halbiert und es
werden zwei spezifische Linker kovalent gebunden. Jeder Linker besitzt eine Typ-II-Restriktions-
erkennungssequenz. Nach Restriktion mit dem ,,Tagging Enzym (BsmFI) entsteht ein Konstrukt aus
Linkersequenz und kurzer Sequenzabfolge der cDNA (,,Tag®). Nach Herstellung von glatten Enden,
werden die beiden Ansitze wieder vereinigt und die ,,Tags™ werden ligiert. Die entstandenen ,,Ditags™
werden amplifiziert. Durch Restriktion mit dem Ankerenzym (Nlalll) werden die Linkeranteile
abgetrennt. Nach Konkatemerisierung der ,,Ditags* werden diese in einen geeigneten Vektor kloniert
und sequenziert.
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3.3.1 Herstellung einer Chondrosarkom-SAGE-Bank

Zur Etablierung der Methode wurde einfach zu isolierende und in groBBen Mengen verfiigbare
RNA einer Chondrosarkom-Zell-Linie (ATCC Nummer HTB-94) verwendet. Chondro-
sarkome (Knorpelsarkom) sind neben Osteosarkomen die zweithdufigst vorkommenden
malignen Knochentumore, die sich aus embryonalen oder ausgereiftem knorpeligem Gewebe
entwickelt (Pschyrembel, 1994). Die Herstellung der SAGE-Bank diente neben der
Etablierung der Methode auch der Charakterisierung der Zell-Linie, die als Referenz fiir das
durchgefiihrte Knorpel-EST-Projekt herangezogen werden kann.

Aus 540 pg Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Oligotex-mRNA-Kits (Qiagen, Hilden) 5,8 pg
mRNA isoliert, die als Ausgangsmaterial fiir eine cDNA-Synthese diente. Mit Hilfe von
biotinyliertem Oligo-d(T)-Primer konnten 3.4 pg doppelstrangige, biotinylierte cDNA
hergestellt werden. Nach Restriktion mit Nlalll wurde der Ansatz halbiert und es erfolgte die
Kopplung der am meisten 3’-gelegenen Restriktionsfragmente iiber die biotinylierte oligo-dT-
Sequenz an magnetische Streptavidin-Kiigelchen. Durch Bindung der Streptavidin-Kiigelchen
an den magnetischen Partikeltrenner (Dynal, Oslo, Norwegen) konnten die am meisten 3'-
gelegenen Restriktionsfragmente von den 5'-Bereich jedes Transkript abgetrennt werden.
Sofort im Anschluss erfolgte die Ligation des doppelstringigen Linker an das 3’-gelegene
Fragment. Die Herstellung der doppelstringigen Linker erfolgte aus -einzelstringigen
Oligonukleotiden und ist unter 2.11.4 genau beschrieben. Die Linkersequenz ist so
konstruiert, dass eine Typ-II-Restriktionserkennungssequenz innerhalb des Linkers liegt.
Durch Restriktion mit dem Typ-II-Restriktionsenzym BsmFI wird der Linker einschlieflich
10-11 Bp der cDNA abgeschnitten. Die ,,Linker/Tag*“-Konstrukte konnen von den an den
magnetischen Partikeltrenner gekoppelten 3’-Fragmenten einfach getrennt und weiter
bearbeitet werden. Vor der Ligation der ,,Tags“ wurden die durch die BsmFI-Restriktion
entstandenen {berstehenden Enden mit Klenow-Enzym aufgefiillt. Die Ligation der
»Linker/Tag“-Fragmente iiber die Linkerenden sollte durch eine Modifikation der Linker an
ihren 3’-Enden verhindert werden. Der Ligationsansatz stellt dann das Template fiir die
anschlieBende PCR-Reaktion dar.

Nach Amplifikation der ,,Ditags* mit Linker-spezifischen Primern war eine 102 Bp-Bande,
bestehend aus zwei Linkern (= 40 Bp) und einem ,,Ditag® (= 22 Bp), zu erwarten. Wie in Abb.
35A dargestellt konnte mit einer 1/50 Verdiinnung der ligierten ,,Tags* als Template in der
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durchgefiihrten PCR eine deutliche 102 Bp Bande generiert werden. Insgesamt wurden 5x 96
PCRs durchgefiihrt, vereinigt und iiber ein Polyacrylamidgel aufgereinigt. Die isolierte 102
Bp Bande wurde nicht quantifiziert. Die Abtrennung der Linkersequenzen von den ,,Ditags®
erfolgte durch Restriktion mit NIlalll und anschlieBender Auftrennung auf einem
Polyacrylamidgel. Die 22-26 Bp groflen ,,Ditag“-Banden wurden so von den 40 Bp groB3en
Linkers, sowie von ungeschnitten ,Linker-Ditag®“ Anteilen getrennt (Abb. 35B). Nach
Konkatemerisierung der ,,Ditags* war ein Gemisch aus unterschiedlich langen Fragmenten zu
erwarten. Einer weiteren Sequenzierung sollten nur die Fragmente unterworfen werden, die
aus moglichst vielen aneinandergereihten ,,Ditags® bestehen. Aus diesem Grund wurden die
konkatemerisierten ,,Ditags auf einem 8%igem Polyacrylamidgel gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Es wurden drei Fraktionen unterschiedlicher Grofe aus dem Gel ausgeschnitten
(Abb. 35B), aus dem Gel eluiert und in pZero-Vektor kloniert. Die Transformation lieferte aus
der ersten Fraktion 1750 Kolonien, aus Fraktion 2 2800 und Fraktion 3 2750 Kolonien.

PCR-Analyse mit vektorspezifischen M13F/M13R-Primern zeigte, da3 ungefdhr 50% der
Fraktion-1-Kolonien ein Insert besallen, wobei die InsertgrofBe zwischen 500 und 700 Bp
variierte. Ungefdhr 75% der Fraktion-2-Kolonien besaflen ein Insert mit einer Integratgrofe

von 250-500 Bp, wihrend bei Kolonien der Fraktion 3 keine Integrate nachweisbar waren.
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(A) Optimierung der Ditag PCR (A) Ditag PCR im groBen MaBstab
—»> <«
Linker | Ditag | Linker
~40 Bp ~22Bp ~ 40 Bp
M2 M3
S Fraktion 1
=
<—| Linker | Ditag | Linker | E —
~40Bp ~22Bp  ~40Bp == Fraktion 2

— | Ditag | Ditag | Ditag

[

Fraktion 3
(B) Isolierung von Ditags (C) Konkatemerisierung von Ditags

Abb. 35: “SYBR-Green”-gefirbte Polyacrylamid-Gele [Bei (A) und (B) 12%, bei (C) 8%] mit Beispielen

verschiedener Schritte der SAGE-Methode.

(A) Jeweils 1 pl unterschiedlicher Verdiinnungen (1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/200) der ligierten ,,Tags* dienten als
Matrize zur Amplifikation der ,,Ditags* (28 Zyklen). Deutlich ist neben mehreren Hintergrund-Banden, eine
102 Bp-Bande, die den amplifizierten ,,Ditags® entspricht, zu erkennen. Nach Optimierung der PCR-
Bedingungen wurde von der 1/50 Verdiinnung die ,,Ditag”-PCR im 96-Lochformat durchgefiihrt. Die PCR-
Produkte wurden vereinigt, geféllt und auf einem priparativen Gel aufgetrennt. Die 102 Bp-Bande wurde
ausgeschnitten und aufgereinigt.

(B) Nach Restriktion mit Nlalll zum Abtrennen der Linker-Anteile, wurde der Ansatz gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die 22-26 Bp grofle ,,Ditag““-Bande ausgeschnitten und aufgereinigt.

(C) Die isolierten ,Ditag* wurden konkatemerisiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt.Es wurden drei
Bereiche unterschiedlicher Groflie aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und in pZero-Vektor kloniert.

M1 25 Bp-Leiter, M2 20 Bp-Leiter, M3 100 Bp-Leiter.
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3.3.2 Auswertung der Sequenzdaten

Insgesamt wurden 249 Integrate mittels M13R/M13F-PCR amplifiziert und doppelstringig
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden zunédchst mit Hilfe der “Sequencher”-Software
Version 3.0 (Gene Codes Corportion) editiert, Vektorsequenz-Anteile wurden abgetrennt. Die
editierten Sequenzdaten wurden im Anschluss mit der “SAGE”-Software Version 1.00, die
von der John Hopkins Universitit (Baltimore, USA) zur Verfiigung gestellt wurde,
ausgewertet. Das Programm zerlegt zundchst Konkatemere in ,,Ditags®. Im Anschluf3 werden
die ,,Ditags* in ,,Tags“ getrennt und in 5'—3’-Orientierung in ein Projekt abgelegt. Die
Parameter bei der Erstellung des Projekts wurden so gewdhlt, dass die ,,Tags*“ aus 10 Bp
bestehen und die ,,Ditags* eine Linge von 24 Bp nicht iiberschreiten sollten. ,,Ditags™ die
groBer als 24 Bp, kleiner als 20 Bp sind bzw. sich aus zwei identischen ,,Tags®
zusammensetzten, wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die Sequenzierung
der 249 Integrate fiihrte zur Generierung von 3335 ,,Ditags* (6670 ,,Tags*), d. h. dass sich im
Durchschnitt jedes Integrat aus 13 ,,Ditags® zusammensetzt. Von der ,,Sequencer-Software*
wurden 412 ,,Ditags* aussortiert, da diese die erforderten Parameter nicht erfiillten, sodass
insgesamt 6258 ,,Tags* weiter untersucht werden konnten.

Die Auswertung der , Tag“-Sequenzinformation ergab, dass die 6258 ,Tags* 3477
verschiedene Sequenzen reprisentieren. Der Hauptanteil (78,8%) lag als Einzelkopien vor,
gefolgt von einer Fraktion von 632 ,,Tags* (18,2%) die in einer Kopienzahl zwischen 2 und 5
vorkamen. Lediglich zwei ,,Tags“ konnten in einer Kopienzahl groBer 50 nachgewiesen

werden (Tab. 14).
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Tabelle 14

Prozentuale Verteilung aller ausgewerteten ,,Tags*

) Anzahl Anzahl GenBank Treffer
Kop:jeer:zahl aller ,,Tags verschiedener ,, Tags*
einzelnen
»rags”
>100 496 (7,9%) 1 (0,03%) 0
50 und <100 81 (1,3%) 1 (0,03%) 0
10 und <50 830 (13,3%) 42 (1,2%) 35 (81%)
>5 und <10 451 (7,2%) 62 (1,8 %) 51 (82%)
>1 und <5 1661 (26,5%) 632 (18,2%) 383 (60,6%)
1 2739 (43,8%) 2739 (78,8%) nicht ausgewertet
Gesamt 6248 (100%) 3477 (100%) 469 (63,7%)

Im Anschluss wurden die ,,Tags* auf Homologie zu bereits bekannten Nukleotidsequenzen
untersucht. Dafiir musste innerhalb der “SAGE”-Software eine Datenbank aller verfiigbarer
humaner Sequenzen (NCBI-release 104) erstellt werden. Nach Kopieren aller in der NCBI-nr-
Datenbank verdffentlichten Sequenzen, wurden diese von der ,,SAGE“-Software in Fragmente
zerlegt. Diese Fragmente bestanden aus 10-Bp die sich in 3’-Orientierung direkt an eine
Nlalll-Schnittstelle anschliessen. Die Parameter der ,,SAGE“-Software sind vom Hersteller so
eingestellt, dass nur die ,,Tags“ einem Sequenzvergleich unterworfen werden, die mit
mindestens zwei Kopien nachgewiesen werden konnten. Von 3477 verschiedenen ,,Tags*
wurden demzufolge nur 738 ,, Tags* mit der erstellten Datenbank verglichen. Wie aus Tabelle
14 hervorgeht zeigen 469 , Tags®“ (63,7) Homologie zu bekannten Sequenzen, 269 , Tags®
zeigen keine Homologie an. In Tabelle 15 sind die 40 hiufigsten ,,Tags* aufgelistet und die
Ergebnisse der Homologievergleiche. Auftillig ist, das die zwei ,,Tags* die am héufigsten
nachgewiesen werden konnten, keine Homologie anzeigen. Es stellt sich heraus, dass es sich
um Fragmente der verwendeten Linker handelte. Besonders hervorzuheben ist des Weiteren,

dass von diesen 40 ,,Tags* 16 Homologie zu verschiedenen ribosomalen Proteinen zeigen.
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Tabelle 15

Liste der 40 hiufigsten ,,Tags*“ und deren Homologie

,»lags Gen (Accession Nummer) Hiufig-keit  Prozent
TCCCTATTAA keine Homologie (Linker) 496 7,9%
TCCCCGTACA keine Homologie (Linker) 81 1,3%
TGTGTTGAGA | Translations-Elongationsfaktor 1 alpha (Hs.181165) 44 0,7%
CCCGTCCGGA | Ribosomale Protein L13 (Hs.180842) 40 0,64%
TTGGGGTTTC Ferritin H chain mRNA (M11146) 37 0,59%
ATGGCTGGTA | mRNA fiir LLRep3 (X17206) 36 0,57%
TCCCGTACAT keine Homologie (Linker) 32 0,51%
GCTTTATTTG Beta-Aktin Gen (M10277) 31 0,49%
TTGGTGAAGG | Thymosin-beta 4 (Hs.75968) 30 0,48%
CCTAGCTGGA | Cyclophilin A (Hs.182937) 29 0,46%
CGCCGCCGGC | Ribosomale Protein L35 (Hs.182825) 29 0,46%
GTGAAACCCC | Homologie zu 23 verschiedenen Genen (u. a. 25 0,39%
deoxyribonuclease II; Thymopoietin)
CGCCGGAACA | Ribosomale Protein L4 (Hs.286) 24 0,38%
AACGCGGCCA  Makrophagen Migration inhibitorischer Faktor 23 0,36%
(Hs.73798)
CCCTGGGTTC Ferritin (leichte Kette) (Hs.111334) 23 0,36%
CTAGCCTCAC | Aktin (gamma) (Hs.14376) 23 0,36%
AGGCTACGGA | Ribosomale Protein L13a (Hs.119122) 22 0,35%
TGGTGTTGAG | Ribosomale Protein S18 (Hs.75362) 22 0,35%
TTGGTCCTCT Ribosomale Protein L41 (Hs.108124) 21 0,33%
CACAAACGGT | Ribosomale Protein S27 (Hs.195453) 18 0,28%
CTTCCAGCTA Annexin A2 (Hs.217493) 17 0,27%
CCGTGACTCT Follistatin-like 1 (Hs.155712) 16 0,25%
GCCCCCAATA | Lektin (Hs.227751) 16 0,25%
GCCGTGTCCG | Ribosomale Protein S6 (Hs.241507) 16 0,25%
GTGCTGAATG | Myosin (Hs.77385) 16 0,25%
GTGACCACGG | Glutamate receptor (Hs.36451) 15 0,24%
ATGTGAAGAG | Osteonektin (Hs.111779) 14 0,22%
CAGCAGAAGC | ESTs, Highly similar to GLUTAMATE (Hs.244733) | 14 0,22%
CCTGTAATCC Homologie zu 23 verschiedenen Genen 14 0,22%
(u. a.: Homo sapiens clone 23716 mRNA sequence;
tumor necrosis factor receptor superfamily; cathepsin
S)
GTGAAGGCAG | Ribosomale Protein S3A (Hs.77039) 14 0,22%
AGCTCTCCCC Ribosomale Protein L17 (Hs.82202 13 0,20%
CGCTGGTTCC Ribosomale Protein L11(Hs.179943) 13 0,20%
GAGGGAGTTT | Ribosomale Protein L27a (Hs.76064) 13 0,20%
GCCTGTATGA | Ribosomale Protein S24 (Hs.180450) 13 0,20%
TACCATCAAT Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 13 0,20%
(Hs.195188)
TCCAAATCGA | Vimentin (Hs.2064) 13 0,20%
CCCCCTGGAT PITSLRE proteins (cell division cycle 2-like 1) 13 0,20%
(Hs.183418)
GGCAAGCCCT | Ribosomale Protein (Hs.178551) 12 0,19%
TTGTAATCGT Ornithine decarboxylase antizyme (Hs.125078) 12 0,19%
AAGGTGGAGG | Ribosomale Protein L18a (Hs.163593) 11 0,17%
AGGGCTTCCA | Ribosomal protein L10 (Hs.29797) 11 0,17%

Im Anschluss

wurde ein Homologievergleich gegen eine erstellt EST-Datenbank

durchgefiihrt. Hier zeigten nur noch 27 ,,Tags“ keine Homologie an, alle iibrigen ,,Tags*
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konnten bestimmten ESTs zugeordnet werden. Diese 27 , Tags®“ wurden gegen eine
offentliche SAGE-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/SAGEtag.cgi) verglichen,
die sich aus 1728516 ,, Tags* aus 41 unterschiedlichen SAGE-Banken zusammensetzt. 14 der
27 untersuchten ,Tags“ zeigten Homologie zu ESTS die durch UniGene-Cluster

charakterisiert sind.

Tabelle 16

Darstellung der 27 ,,Tags* die nach ersten Untersuchungen keine Homologie zeigen

»lage Gen (Accession Nummer) vorkommen
in anderen
Banken
TCCCCTACAT keine Homologie 38
CAGCGCGCCC | Hs.152932 : ESTs 35
TCCCATTAAA keine Homologie 3
TCCGTATTAA keine Homologie 35
CCGACGTCTT keine Homologie 0
CGCAAGCTGG | Hs.77886 : lamin A/C 30
GATAGGTCGG | Hs.154721 : iron-responsive element binding protein 1 | 29
TCCCCGTAAA keine Homologie 18
TCCCGACATC keine Homologie 19
TCCCTATTGG keine Homologie 3
TCCTTATTAA Hs.148589 : ESTs 37
ATTTTGTGTC Hs.75056 : adaptor-related protein complex 3, delta 1 | 28
subunit
CCCCGTACAT keine Homologie 34
CCCGGGCGGC | keine Homologie 0

CGCCGAGCAC | Hs.123426 : ESTs, Weakly similar to predicted using | 10
Genefinder [C.elegans]

CGCGGCGGCG | Hs.134012 : Clqg-related factor 8
CTGCCTCCGT Hs.12851 : ESTs, Moderately similar to 25
phosphatidylserine synthase-2 [M.musculus]
GATACCTGGA | keine Homologie 1
GCCCCCCCGT | Hs.85573 : ESTs, Weakly similar to !!!! ALU 30

SUBFAMILY SX WARNING ENTRY !!!!
[H.sapiens]
GTATGACCAG | Hs.75416 : KIAA0058 gene product, in 14 anderen 14

GTCCTCACTA

GTTTTATGCG
TCCCCGTAGA
TCCCCTATTA
TCCCGATTAA
TTAGAATGTT
TTGGGGTCCA

Banken

Hs. 153445 : Human mRNA for unknown product,

partial cds

Hs.34665 : ESTs
keine Homologie
keine Homologie
keine Homologie
Hs.27379 : ESTs
keine Homologie

12

32
17
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4. Diskussion

4.1 Das FGFR3-Gen

4.1.1 Merkmale der FGFR-Familie

Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGFs) regulieren Zellproliferation, Differenzierung und
Migration in verschiedenen Geweben iiber komplizierte Signaltransduktionsmechanismen.
Bisher konnten mindestens 18 strukturell dhnliche FGF-Proteine isoliert werden (Ohbayashiet
al., 1998), die mit einer Vielzahl von Funktionen wie z.B. Embryonalentwicklung, maligner
Transformation, Angiogenese und Wundheilung in Verbindung gebracht werden (Wilkie et
al., 1995). Die Weiterleitung der FGF-Signale in das Cytoplasma erfolgt iiber eine Gruppe
von Tyrosinkinase-Rezeptoren, den sogenannten Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptoren
(FGFR). Zur Zeit sind vier verschiedene Gene (FGFRI-FGFR4) (Dionnen et al., 1990;
Keegan et al., 1991; Partanen et al., 1991) bekannt, die fiir strukturell sehr dhnlich aufgebaute
Rezeptoren codieren. Die Rezeptoren setzen sich aus einem extrazelluldren Anteil mit zwei
oder drei glykosylierten Immunglobulin-dhnlichen Doménen, einer Transmembrandoméne
und einer intrazelluldren, geteilten Tyrosinkinasedoméne zusammen. Die vier humanen
FGFR-Proteine weisen eine Aminosdurehomologie von 55-72% (Johnson und Williams,
1993) auf, sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Ligandenbindungsspezifitit und in der
Gewebeverteilung (Peters et al., 1992; Peters et al., 1993; Miki et al., 1992; Werner et al.,
1992). In den letzten Jahren konnten bei den Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptoren 1, 2
und 3 zahlreiche Mutationen als Ursache unterschiedlicher Skelettdysplasien und
Kraniosynostosen ausgemacht werden (Ubersichtsartikel: Passos-Bueno et al., 1999; Kannan
und Givol, 2000), im FGF-Rezeptor 3 konnten dariiber hinaus Mutationen bei verschiedenen

Tumorerkrankungen nachgewiesen werden (Cappellen et al., 1999).
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4.1.2 Die genomische Struktur des humanen FGFR3-Gens im Vergleich mit der

murinen Fgfr3 Sequenz

Das FGFR3-Gen codiert fiir eine 4,5 kBp grofe mRNA, die einen offenen Leserahmen von
2193 Nukleotiden umfasst und in die Chromosomenregion 4p16.3 kartiert (Keegan et al.,
1991, Thompson et al., 1991). Die Aufklarung der genomischen Sequenz des FGFR3-Gens in
der vorliegenden Arbeit erfolgte durch teilweise Sequenzierung eines Cosmidklons, der die
gesamte humane FGFR3-cDNA-Sequenzinformation enthélt. Die Sequenzanalyse ergab, dass
das FGFR3-Gen aus 19 Exons und 18 Introns besteht und ungefdhr 16 kBp umfasst. Davon
stellen 11 kBp Intronsequenzen und 4,2 kBp Exonsequenzen dar. Die Exons haben eine
durchschnittliche Grée von 150 Bp, die Gréfle der Introns variiert zwischen 80 Bp und 5
kBp.

Die exakte Transkriptions-Initiationsstelle konnte experimentell nicht ermittelt werden, da
wahrscheinlich aufgrund starker Sekundirstrukturen die Amplifikation des 5'-Bereichs des
Gens nicht mdglich war. Dieser Bereich wurde durch direkte Sequenzierung eines
genomischen Klons untersucht. Insgesamt wurden 916 Bp vor dem publizierten Translations-
Initiationsstart sequenziert. Aufgrund der signifikanten Homologie der ermittelten humanen
Sequenz zu dem entsprechenden murinen Fgfr3-Sequenzabschnitt (Abb. 7) (Perez-Castro et
al., 1995) wurde die GroBe und die genaue Position des humanen Exon 1 und Intron 1
festgelegt (Wuechner et al., 1997). Wie bei dem murinen Gen konnten auch bei dem humanen
FGFR3-Gen keine regulatorischen Sequenzabschnitte wie TATA- bzw. CAAT-Boxen in der
Promotorregion nachgewiesen werden. Statt dessen zeigte die weitere Sequenzanalyse
zahlreiche CpG-Inseln, sowie Bindungsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, u. a.
Spl, AP2 und KROX24 (Abb. 7). Der Hauptanteil dieser Transkriptionsfaktor-Bindestellen
ist innerhalb von 400 Bp in der 5’-flankierenden Region, ein Bereich, der im Vergleich mit
der Maussequenz stark konserviert ist. Auch ist der Abstand und die Position der
Transkriptionsfaktor-Bindestellen zwischen Maus und Mensch sehr dhnlich. Das Vorliegen
dieser regulatorischen Elemente sowie die signifikante Ubereinstimmung zu der Maus-
Sequenz lassen die Vermutung zu, dass es sich bei dem Sequenzabschnitt um einen
regulatorisch wichtigen Abschnitt handelt.

Von McEwen und Ornitz (1998) durchgefiihrte Untersuchungen am murinen Fgfr3-Promotor
konnten die beschriebenen Vermutungen bestétigen. Sie zeigten, dass ein Sequenzabschnitt

von nur 100 Bp vor der Transkriptions-Initiationsstelle ausreicht, um eine 20-40fache
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Verstarkung der Trankriptionsaktivitidt zu erreichen. Die Aktivitdt der Transkription wurde
zusétzlich durch purinreiche Sequenzmotive innerhalb von Intron 1, woran Mitglieder der
Sp1-Transkriptionsfaktor-Familie binden konnen, verstirkt. Diese Sequenzmotive konnten
auch im Intron 1 des humanen FGFR3-Gens nachgewiesen werden.

Der weitere Sequenzvergleich der humanen mit der murinen genomischen FGFR3-Struktur
lisst ebenfalls deutliche Ubereinstimmungen erkennen. Der Nukleotidsequenzvergleich der
codierenden Region zeigt eine Identitit von 85,2% zwischen Mensch und Maus und weist, mit
Ausnahme der Exons 1 und 2 (Tabelle 5), die den 5 -untranslatierten Bereich codieren, fast
identische ExongrofSen auf. Obwohl auch die Introngrofen fast identisch sind, liegt die
Ubereinstimmung der Nukleotidsequenzen nur bei durchschnittlich 51,9%. Diese Homologie
ist deutlich niedriger als z. B. die Sequenziibereinstimmungen der murinen und humanen
COL2A1 Intronsequenzen, die zwischen 60% und 75% liegen (Ala-Kokko et al., 1996). Die
Sequenziibereinstimmung der meisten Introns variiert zwischen 42% und 58%, die Introns 1,
8, 12, 13 und 18 zeigen hohere Ubereinstimmungen zwischen 64% und 67%. Méglicherweise
resultiert diese hohere Sequenziibereinstimmung auf dort lokalisierten funktionell relevanten
Sequenzabschnitten (z. B. Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen).

Ein charakteristisches Merkmal der verschiedenen FGFRs ist das Vorliegen zahlreicher
strukturell unterschiedlicher Varianten, die aufgrund alternativen Spleiflens entstehen kdnnen.
Bei den drei FGF-Rezeptoren 1-3 sind u. a. Varianten bekannt, die sich in einem ungefdhr 50
Aminosdure-langen Abschnitt in der C-terminalen Hailfte der dritten Immunglobulin-
dhnlichen Domaéne unterscheiden. Durch gewebespezifisches Spleilen der sich gegenseitig
ausschlieBenden Exons 8 bzw. 9 entstehen so die Varianten IIIb bzw. Illc, die sich in ihrer
Ligandenbindungsspezifitit unterscheiden. Durch Untersuchungen an dem FGFR2-Gen
konnten drei Sequenzabschnitte identifiziert werden, die wesentlichen Einfluss auf das
spezifische Spleiflen der IlIb-Variante haben (Gilbert et al., 1993; Del Gatto et al., 1995). So
wurde u. a. gezeigt, dass eine pyrimidinreiche Sequenz in direkter Ndhe der Spleif3-
Donorstelle des Introns 7 essentiell fiir das SpleiBen von Exon IIIb ist. Durch Entfernung
dieser Sequenz wird das Spleilen von Exon IIIb blockiert (Del Gatto et al., 1995). Dieser
Sequenzabschnitt konnte im Intron 7 des murinen als auch des humanen FGFR3-Gen
nachgewiesen werden. Jedoch kann im Fall von FGFR3 diese Sequenzabfolge nur erwihnt
und ihre mogliche Verkniipfung mit alternativen SpleiBmechanismen, aufgrund der

Zugehorigkeit der Rezeptoren zu einer Genfamilie, vermutet werden. Weitere Experimente
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miissten durchgefiihrt werden, um die genaue Funktion dieser pyrimidinreichen Sequenz zu
ermitteln.

Durch die Aufkldrung der genomischen Struktur des humanen FGFR3-Gens und die
vergleichende Untersuchung mit dem murinen Fgfir3-Gen konnten somit Erkenntnisse

gewonnen werden, die bei der weiteren Aufklirung der Genfunktion und Genregulation

hilfreich sind.

4.1.3 Kilinisches Spektrum der FGFR3-Defekte und ihre molekulare Ursache

Molekulargenetische Untersuchungen aus den vergangenen Jahren zeigten, dass die
Achondroplasie (ACH), die Hypochondroplasie (HCH) sowie die Thanatophore Dysplasie
(TD), die aufgrund radiologischer Befunde als sogenannte Achondroplasie-Skelett-
dysplasiefamilie zusammengefasst wurden, durch Mutationen im FGFR3-Gen hervorgerufen
werden (Shiang et al., 1994; Rousseau et al., 1994; Superti-Furga et al., 1995; Bellus et al.,
1995A und B; Tavormina et al., 1995). Die Achondroplasie ist die hiufigste
Osteochondrodysplasie, sie kommt mit einer Frequenz von 1:15000 vor. Sie wird autosomal-
dominant vererbt und ist im wesentlichen charakterisiert durch dysproportionierten
Kleinwuchs mit rhizomel verkiirzten Extremitidten, Makrozephalie mit Hypoplasie des
Mittelgesichts. Die Finger sind kurz, hidufig findet man einen vergroferten Abstand zwischen
dem 3. und dem 4. Finger (”Dreizackhand”). Die Endgré8e liegt um 131 cm (118-143 cm) bet
Miénnern und 125 cm (112-138 cm) bei Frauen. Im Gegensatz zur Achondroplasie ist die
Diffenzialdiagnose der ebenfalls dominant vererbten Hypochondroplasie schwierig.
Grundsatzlich haben HCH-Patienten einen dhnlichen Phénotyp wie ACH-Patienten, die
Erwachsenengrofle ist etwas grofer und liegt zwischen 132 und 147 cm. Die typische
Dysproportionierung ist oft nur angedeutet und der Minderwuchs wird meist erst im
Kindesalter manifest. Die Héufigkeit der Hypochondroplasie ist aufgrund der schwierigen
Abgrenzung u. a. vom konstitutionellen Kleinwuchs nur schwer abzuschitzen. Im Gegensatz
hierzu ist die letale Thanatophore Dysplasie schon vor bzw. bei der Geburt aufgrund
schwerem dysproportioniertem Kleinwuchs mit ausgepragtem Makrozephalus und eventuell
Kleeblattschidel erkennbar. Die Patienten haben einen schmalen Thorax mit stark verkiirzten
Rippen, sie sterben aufgrund respiratorischer Insuffizienz meist unmittelbar nach der Geburt.

Eine Unterteilung in TD-Typ I bzw. -Typ II erfolgt aufgrund der Form der Femora. Der Typ I
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ist durch eine lateralkonvexe Kriimmung der Femora charakterisiert, die bei der TD-Typ II

fehlt.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass FGFR3-Mutationen nicht nur zu dysproportioniertem
Kleinwuchs fiihren, sondern auch bei Erkrankungen aus der Gruppe der Kraniosynostose-
Syndrome, die sonst hauptsidchlich durch FGFRI- bzw. FGFR2-Genmutationen bedingt sind
(Jabs et al., 1998), nachzuweisen waren. So konnten Meyers und Mitarbeiter (1995) bei
einigen Féllen mit Crouzon-Syndrom und Hautverdnderungen (Acanthosis nigricans) eine
Ala391Glu-Mutation im FGFR3-Gen aufdecken. Des Weiteren konnten bei Féllen von
nichtsyndromatischer Kraniosynostose eine FGFR3-Pro259Arg-Mutation nachgewiesen
werden (Bellus et al., 1996). Interessanterweise zeigen diese Patienten im Gegensatz zu den
Patienten mit Erkrankungen aus der Achondroplasie-Gruppe ein normales Langenwachstum.
Somit fiihren Mutationen im FGFR3-Gen nicht nur zu dhnlichen Erkrankungen mit graduell
unterschiedlichen Schweregraden, sondern sie konnen auch die Ursache von phénotypisch
sehr verschiedenen Krankheitsbildern sein.

Das Spektrum spezifischer FGFR3-Mutationen lédsst sich noch weiter ausdehnen. So haben
jingste Untersuchungen gezeigt, dass FGFR3 auch eine onkogene Funktion zukommen kann.

Chesi et al. (1996; 1997, 1998) konnte nachweisen, dass es bei den vom Knochenmark
ausgehenden multiplen Myelomen zur Translokation zwischen dem IgH-Locus auf
Chromosom 14 und weiteren Loci kommt. In 20-25% der untersuchten multiplen Myelomen
konnte der Translokationsbruchpunkt t(4;14) ca. 50-100 kBp von FGFR3 entfernt
nachgewiesen werden (Chesi et al., 1997). Neben der Uberexpression des FGFR3-Gens in den
untersuchten Geweben bzw. Zelllinien konnten auch in wenigen Fillen Mutationen im
FGFR3-Gen identifiziert werden (Chesi et al., 1997). Aufgrund weiterer Untersuchungen der
Translokationsbruchstelle t(4;14) wurde das WHSCI- (MMEST)-Gen kloniert, das als Folge
der Translokation ebenfalls tiberexprimiert wird (Chesi et al., 1998). Experimente, die die
Bedeutung von FGFR3 speziell in epithelialen Tumoren untersuchten, zeigten, dass in den
meisten der untersuchten Blasen- bzw. Cervixkarzinomen auch eine FGFR3-Uberexpression
nachgewiesen werden konnte (Cappellen et al., 1999). Durch RT-PCR-Analyse wurde
gezeigt, dass speziell die FGFR3 IlIb-Variante, also die vor allem im epithelialen Gewebe
exprimierte Form, in entartetem Gewebe nachzuweisen war. Dariiber hinaus konnten in 25%

der untersuchten Cervixkarzinome und in 35% der Blasenkarzinome spezifische Mutationen
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im FGFR3-Gen nachgewiesen werden (Cappellen et al., 1999). Alle gefundenen Mutationen
waren bereits in TD-Patienten bekannte Mutationen.

Die Suche nach weiteren Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens sowie die genaue
Aufkldrung der Signalkaskade von FGFR3 konnte somit nicht nur zum Verstdndnis der
Entstehung von Erkrankungen der Knorpel/Knochenentwicklung beitragen, sondern auch

helfen, die Entstehung einiger Krebserkrankungen weiter aufzukliren.

Die Funktion von FGFR3 wihrend der Knorpel-/Knochenentwicklung wurde durch die
Generierung von ,knock-out“- bzw. transgenen Maédusen und anhand unterschiedlicher
Transfektionsexperimente intensiv untersucht. Durch Herstellung einer Fgfi3-"knock-out”
Maus konnte gezeigt werden, dass es durch Fehlen des Rezeptors zu einer iiberschiefenden
Proliferation von Chondrozyten und damit zu einem verstirkten Langenwachstum kommt.
Die Fgfr3-"knock-out” Miuse sind im Vergleich zu den normalen Wildtyp-Méusen deutlich
groBer (Colvin et al., 1996; Deng et al., 1996). Funktionell hat FGFR3 also einen hemmenden
Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten. Ein beschleunigtes
Aufbrauchen der Zellschichten wird verhindert. Durch Transfektionsexperimenten mit
FGFR3-Konstrukten, die spezifische ACH- (G380R) und TD (K650E)-Missense Mutationen
enthielten (siche 4.1.4; Abb. 37) konnte gezeigt werden, dass die Mutationen eine
konstitutive, Liganden-unabhédngige Aktivierung von FGFR3 zur Folge haben (Naski et al.,
1996), wobei der Grad der Aktivierung dem Schweregrad des Krankheitsbildes entspricht. Bei
Vorliegen eines durch Mutation verdnderten FGF-Rezeptor-3 in den Zellmembranen kommt
es also, unabhédngig von der Anlagerung von Wachstumsfaktoren, zu der fiir den Rezeptor
typischen Zusammenlagerung zweier Rezeptormolekiile (Dimerisierung) und dann zu einer
tiberschiefenden, konstitutiven Rezeptoraktivierung. Im Mausmodell der Achondroplasie
(Wang et al., 1999; Segev et al., 2000) bzw. der Thanatophoren Dysplasie (Li et al., 1999) ist,
dhnlich wie bei ACH-Patienten, eine Verschmélerung der entsprechenden Zonen in der
Wachstumsfuge zu beobachten, die dann letztendlich in einem verminderten Langenwachstum
resultiert. Die Inhibierung des Zellwachstums in der Wachstumsfuge wird moglicherweise
durch den Transkriptionsfaktor Statl (”signal transducer and activatior of transcription”)
vermittelt. Su und Mitarbeiter (1997) zeigten, dass die TD2-Mutation (K644E) die
Translokation von Statl in den Zellkern zur Folge hat und damit die Expression des
Zellzyklus-Inhibitors p21(WAF1/CIP1) induziert, was eine verminderte Proliferation der

Chondrozyten und somit eine frithzeitige Differenzierung in der Wachstumsfuge zur Folge
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hat. Statl-Aktivierung und erhohte p21-Expression konnten auch in einem TD2-Fetus
nachgewiesen werden, nicht jedoch in gesunden Feten. So ist die fehlerhafte Statl-
Aktivierung und die mit ihr gekoppelte p21-Expression mdglicherweise fiir die Entstehung
von TD2 verantwortlich. Jedoch zeigten Untersuchungen des Mausmodells der
Thanatophoren Dysplasie (K644E), dass die FGFR3-Aktivierung nicht nur einen Einfluss auf
die Statl-Aktivierung, sondern auch die Aktivierung von Stat5a und StatSb zur Folge hat (Li
et al., 1999). Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Transfektionsexperimenten (Su et al.,
1997) konnte im Mausmodell jedoch keine erhohte Expression von p21(WAFI1/CIP1)
nachgewiesen werden (Li et al., 1999). Statt dessen kommt es aufgrund der FGFR3-Aktivitit
zu einer erhohten Expression der Zellzyklus-Inhibitoren pl6, p18 und pl9, die zur ink4-
Familie gehoren (Li et al., 1999). Der dadurch bedingte Zellzyklusarrest fiihrt zur Ausdehnung
der ruhenden Chondrozyten auf Kosten der proliferierenden und reifenden Chondrozyten (Li
et al., 1999). Weitere Untersuchungen miissen durchgefiihrt werden, um diese
widerspriichlichen Ergebnisse zu kléren.

Die stabile Expression von FGFR3*“"

in einer Ratten-Chondrozyten-Zelllinie (CFK?2) zeigte,
dass die Mutation u. a. auch eine Verdnderung der Expression der Integrin-Untereinheiten zur
Folge hat. Aufgrund dieser Ergebnisse kann angenommen werden, dass die konstitutive
Aktivierung des Rezeptors durch die Mutation nicht nur einen Einfluss auf die
nachgeschaltete ras-raf-MAPK-Kaskade, sondern auch auf die Integrin-Signalkaskade hat

(Henderson et al., 2000).

4.1.4 Mutationsanalyse

Durch Kenntnis der genomischen Sequenz des FGFR3-Gens konnte ein Set geeigneter Primer
abgeleitet werden, mit dem die Amplifikation des gesamten codierenden Bereichs des
FGFR3-Gens  auf  genomischer  Ebene  ermoglicht  wurde. So  konnten
Mutationsuntersuchungen vereinfacht werden, indem sie auf genomischer Ebene aus
Blutproben gewonnener DNA erfolgen konnten. Dies ist deshalb von klinischem Interesse, da
von den wenigsten Patienten Gewebe zur Isolierung der FGFR3-mRNA zur Verfligung steht.

Im Rahmen der Routine-Diagnostik wurden in der Mainzer Kinderklinik bisher bei 171
Patienten Mutationsanalysen durchgefiihrt. Bei 77 von 83 (93%) der untersuchten Patienten

mit diagnostizierter ACH konnte die klassische Punktmutation (1138G-A bzw. 1138G-C) in
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der FGFR3-Transmembrandoméne nachgewiesen werden (Tab. 7) (Hilbert et al., 1998). Eine
ebenfalls publizierte Mutation an Position 375 konnte in keinem der Patienten bestétigt
werden (Superti-Furga et al.,1995). Bei 7% der untersuchten Patienten war der Nachweis einer
Mutation nicht moglich, allerdings lie sich die Diagnose der ACH bei diesen Patienten
aufgrund fehlender klinischer Daten auch nicht bestitigen.

Bei allen untersuchten Patienten (9) mit diagnostizierter Thanatophorer Dysplasie Typ I bzw.
Typ II konnten Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens identifiziert werden. Wahrend bei
Patienten mit Thanatophorer Dysplasie Typ II bisher nur eine spezifische Mutation in der
Tyrosinkinasedoméne (Lys650Glu) beschrieben ist (Tavormina et al., 1995), findet man bei
Patienten mit Thanatophorer Dysplasie Typ I eine Verteilung der Mutationen iiber das
gesamte FGFR3-Gen [Arg248Cys; Ser249Cys; Ser371Cys, (Tavormina et al., 1995);
Tyr373Cys, Ter807Gly, Ter807Cys, Ter807Arg (Rousseau et al., 1995)].

Im Fall der Hypochondroplasie wurden bis jetzt drei verschiedene Mutationen beschrieben
[Asn540Lys (Bellus et al., 1995B; Prinos et al., 1995); Asn540Thr (Deutz-Terlouw, 1998);
[le538Val (Grigelioniene et al., 1998)], die alle in der Tyrosinkinasedoméne lokalisiert sind.
Bei Routine-Untersuchungen an der Kinderklinik Mainz konnte bei 50 von 79 analysierten
Patienten (65%) die Diagnose HCH durch den Nachweis der bereits publizierten Asn540Lys
Mutation bestétigt werden. Bei 28 Patienten konnte keine Mutation an den bereits
verdffentlichten Positionen ermittelt werden. Dies ldsst sich zum einen durch eine fehlerhafte
Diagnosestellung erkldren, zum anderen muf} aber auch davon ausgegangen werden, dass
weitere noch nicht veroffentlichte Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens existieren bzw.
andere Gene fiir die Erkrankung verantwortlich sind (Rousseau et al., 1996). Um der
Vermutung nachzugehen, ob weitere Mutations-"hot-spots” innerhalb des FGFR3-Gens
existieren, wurde die gesamte codierende Region von FGFR3 bei einer Patientin mit der
eindeutigen Diagnose einer HCH, aber ohne die iibliche Mutation, mit den etablierten
Primerpaaren untersucht. So konnte die erste Mutation au3erhalb der Tyrosinkinase-Doméne
bei einem HCH-Fall identifiziert werden. Die Patientin, die bis auf einen geringen
dysproportionierten Minderwuchs keine Auffilligkeiten zeigt, weist eine Transversion von A
nach T an Position 1022 (Exon 9) auf. Die Mutation hat den Austausch eines Asparagins
durch Isoleucin an Position 328 in der Immunglobulin-dhnlichen Doméne Illc des FGFR3-
Gens zur Folge. Die Mutation konnte bei der vermutlich ebenfalls betroffenen Mutter, jedoch

nicht beim normalwiichsigen Vater sowie in 50 weiteren normalwiichsigen Probanden
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nachgewiesen werden. Das bestitigt die Annahme, dass es sich um die Phénotyp-
verursachende Mutation handelt (Winterpacht et al., 2000).

Viele der bis jetzt beschriebenen Mutationen in der extrazelluldren, Liganden-bindenen
Domine von FGFR3 haben die Erzeugung eines Cystein-Restes zur Folge, wodurch es zu
einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors aufgrund Dimerisierung in Abwesenheit von
Liganden kommt (Webster et al., 1996). Andere Mutationen betreffen konservierte
Aminosdurereste, die fiir die korrekte dreidimensionale Struktur des FGFR3-Proteins wichtig
sind. Bis jetzt konnte noch keine Aminosdurekonversion zu Leucin bzw. Isoleucin gefunden
werden. Moglicherweise filihrt ein solcher Austausch zu einem unauffilligen bzw.
unerwarteten Phédnotyp. In dem hier beschriebenen Fall kommt es zum Austausch eines
Asparagins durch ein Isoleucin, welches Teil einer N-Glykosylierungs-Consensusstelle (N-V-
T) ist. Der FGF-Rezeptor 3 besitzt sieben N-Glykosylierungsstellen in der extrazelluldren
Domiéne (Thompson et al., 1991; Keegan et al., 1991). Vergleicht man diese N-

hFGFR-3 TAGANTTDKELEVLSLHNVTFEDAGEYTCLAGNSIGFSHHSAWLVVLP

MEGER -3 . . . i i i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 100%
cFGFR-3 J Y s . T. .. 90%
aFGFR-3 ...V..S. ... IQF .R. . . &t i i it e e e e e e e e e Y....... T. .. 83%
hFGFR-1 J Y M.. . H.R..S. ... ... Li....... T. .E 83%
hFGFR-2 A..V...... I...YIR. . i i i i i e e e e e et e e e I.F......... 83%
hFGFR-4 ..DI.SS--.V... Y. R..SA . . .« ueeneenon.. L.YQ....T. .. 69%

Glykosylierungsstelle (N-X-S/T) mit anderen FGF-Rezeptoren erkennt man, dass es sich um
einen hochkonservierten Bereich handelt (Abb. 36). Aufgrund dieser Konservierung kann
angenommen werden, dass es sich tatsdchlich um einen glykosylierten Bereiche handelt, der
moglicherweise funktionelle Bedeutung besitzen.

Abb. 36: Die humane FGFR3-Aminosiure-Sequenz der Immunglobulin-Doméine Illc
im Vergleich mit FGF-Rezeptoren anderer Spezies bzw. mit dem humanen FGFR1, FGFR2 bzw.
FGFR4-Protein. mFGFR3 (Maus: Acc. No. M81342), cFGFR3 (Huhn: Acc. No. M35195), aFGFR3
(Amphibien: Acc. No. CAA53271), hFGFR1 (Human: Acc. No. AAB19501); hFGFR2 (Human: Acc.
No. AAD31561), hFGFR4 (Human: Acc. No. L03840). Mogliche N-Glykosylierungsstellen sind fett

gedruckt (N-X-S/T), die betroffene mutierte Aminosaure-Position ist unterstrichen.

Somit kann die nachgewiesene Mutation prinzipiell mehrere Phanotyp-verursachende
Auswirkungen haben. Zum einen kann sie durch Verdnderung der Glykosylierung des
Rezeptors zu einer Fehlfunktion fithren und so das Krankheitsbild verursachen, zum anderen

kann die Sekundir- und die Tertidrstruktur des Proteins durch die Mutation direkt verdndert
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werden. Um die beiden Hypothesen zu {berpriifen, wurde die computersimulierte
Konstruktion eines dreidimensionalen Modells des Wildtyp-Proteins mit dem mutierten
Rezeptorprotein verglichen. Das Ergebnis zeigt, dass die ausgetauschte Aminosdure am
duBersten Rand einer Schleife, mit Orientierung nach auen, lokalisiert ist. Die Mutation fiihrt
deshalb wahrscheinlich nicht zu einer direkten Stérung der Tertidrstruktur (Abb.12). Dies
wird durch einen Vergleich mit der verdffentlichten Kristallstruktur von FGF2, gebunden an
die Ig-1I- und Ig-IlI-Dominen von FGFR1 verdeutlicht (Plotnikov et al., 1999). Das Asparagin
an Position 328 scheint demnach nicht an Liganden-Rezeptor- bzw. an Rezeptor-Rezeptor-
Interaktionen beteiligt zu sein. Der Aminosdure-Austausch allein hat deshalb vermutlich nicht
die Erkrankung zur Folge.

Der vorliegende Fall ist von besonderem Interesse, da zum ersten Mal eine Mutation in der
extrazelluldiren FGFR3-Doméne bei Hypochondroplasie nachgewiesen werden konnte, an
einer Position, die dariiber hinaus eine mogliche N-Glykosylierungsstelle darstellt. Die
Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die korrekte Glykosylierung eine wichtige Rolle
beim Funktionieren der FGF-Rezeptoren spielt und dass Verdnderungen im
Glykosylierungsmuster zu einer entsprechenden Erkrankung fiihren konnen. Untersuchungen
an dem mutierten FGFR2-Gen, die zu einer Liganden-unabhingigen Kkonstitutiven
Aktivierung fithren, haben gezeigt, dass die Genprodukte im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor
weniger stark glykosyliert sind (Mangasarian et al., 1997). Raffioni und Mitarbeiter (1998)
konnten zeigen, dass es durch die K650E-Mutation (in geringerem Ausmass auch durch die
N540K-Mutation) zu einer Reduzierung der reifen, glykosylierten Rezeptorform kommt und
zu einer Liganden-unabhdngigen Phosphorylierung der weniger stark glykosylierten Form.
Obwohl beide Formen normalerweise in der Zelle vorliegen, ist eine Phosphorylierung der
kleineren Form im Normalfall nicht zu beobachten.

Weitere Experimente, die diese Fragestellung genauer untersuchen, sind geplant. So konnte
bereits durch Mutagenese-Experimente ein mutierter Rezeptor kloniert werden. Dieser soll
stabil in Zellen exprimiert und die Rezeptoraktivitdt untersucht soll werden. Auflerdem sollen
weitere HCH-Patienten ohne klassische Mutation untersucht werden, ob auch sie Mutationen
innerhalb der N-Glykosylierungsstellen aufweisen. Auf jeden Fall ist der hier beschriebene
Fall ein ausgezeichnetes Modell, um die Auswirkung der Glykosylierung auf die
Rezeptoraktivitdt zu untersuchen, ein Aspekt, der bis jetzt noch nicht genauer untersucht

wurde.
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Bis jetzt sind bereits einige Erkrankungen beschrieben, die mit einer verdnderten
Glykosylierung in Verbindung gebracht werden konnen (Bhatia und Mukhopadhyay, 1998),
sehr wenige werden aber durch direkte Mutation einer moglichen N-Glykosylierungsstelle
verursacht (Lonnquist et al., 1996; Pariyarath et al., 1996; Ricketts et al., 1996; Wilkie et al.,
1995). Bei einem Patienten mit Crouzon-Syndrom konnte ein S275P-Austausch im Igllla-
Exon von FGFR2 nachgewiesen werden, wodurch eine wahrscheinliche N-
Glykosylierungsstelle zerstort wird (Wilkie et al., 1995). Die mutierte Aminosédure befindet
sich in direkter Nachbarschaft zu einer hoch konservierten Homeo-Interaktions-Doméne
(McKeehan et al., 1998) und fiihrt einen starken Helixbrecher (Prolin) ein. Es kann deshalb
angenommen werden, dass diese Mutation im Gegensatz zu der hier beschriebenen N328I-
Mutation die FGFR-Funktion durch direkte Zerstorung der Tertidrstruktur beeinflusst und
nicht durch Zerstérung der Glykosylierungsstelle.

Abb. 37 gibt einen Uberblick iiber alle bisher beschriebenen FGFR3-Mutationen und die

damit assoziierten Erkrankungen.
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Exon #
Bl - .
5 asen Multiple
bzw.
. Myelom
— Cervix-
karzinom
3 IGI
4]
5
] IGII
6 |
Arg248Cys TD 1 Arg248Cys
7 II1a Ser249Cys Ser249Cys
N\ Pro250Arg NSC
] IG 111 Asp3281le ‘
8 | 9 |1mc Aspiz8lie  HCH
— Gly370Cys Gly372Cys
Ser371Cys ™™D 1
10 Tyr373Cys Tyr373Cys
Gly375Cys ACH
] Gly380Arg
11
12 |
- TK1 Ile538Val
13 Asn540Lys  HCH
— Asn540Thr
14 |
o Lys650Glu TD 2 Lys652Glu Lys650Glu
16| TK2 y ¥$03 Lys650Met
17
18 |
19
Ii Term807 TD 1
Abb. 37: Uberblick iiber alle bisher beschriebenen Mutationen im FGFR3-Gen und die damit

assozierten Erkrankungen.

ACH: Achondroplasie, HCH: Hypochondroplasie; TD I bzw. II: Thanatophore Dysplasie I

bzw. II, NSC: nicht-syndromatische Kraniosynostose; CAN: Crouzon-Syndrom mit

Acanthosis nigricans, SADDAN: ”severe achondroplasia with developmental delay and

acanthosis nigricans” (Ubersichtsartikel: Passos-Bueno, 1999; Cappellen et al., 1999).

4.1.5 Expression  alternativer

wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (Fgfr3)

Spleivarianten

des

murinen

Fibroblasten-

Wie bereits erwédhnt zeichnen sich FGFR1, 2 und 3 durch das Vorliegen zahlreicher

strukturell unterschiedlicher Varianten aus, die aufgrund alternativen Spleiflens entstehen. So

liegen von FGFR1 und FGFR2 sowohl sezernierte wie auch membrangebundene Formen vor,
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sowie Rezeptoren mit zwei oder drei Immunglobulin-dhnlichen Doménen. Im Fall von
FGFR3 sind bis jetzt lediglich zwei unterschiedliche Varianten bekannt, die sich in der C-
terminalen Hélfte der Immunglobulin-dhnlichen Doméne 3 unterscheiden (Murgue et al.,
1994). Wie bei FGFR1 und FGFR2, bei denen diese Varianten ebenfalls bekannt sind, dndert
sich hierdurch die Ligandenspezifitit. Wahrend die wesentlich hdufiger vorkommende Illc-
Variante verschiedene Liganden binden kann (FGF1, FGF2, FGF4), ist die IIIb-Form durch
eine sehr restringierte Bindung (FGF1) ausgezeichnet. Die FGFR3 Illb-Variante hat
wahrscheinlich die am stirksten eingeschrankte Liganden-Bindungseigenschaft von allen vier
bekannten FGFRs (Chellaiah et al.,, 1994). Um die entwicklungsbiologische Relevanz der
zwei verschiedenen FGFR3-Varianten zu untersuchen und mdgliche Hinweise auf ein
krankheitsrelevantes Expressionsmuster zu erhalten, wurde das Expressionmuster der beiden
FGFR3-Varianten wihrend der Mausentwicklung untersucht.

Mit Hilfe von Exon IIIb- bzw. Ilc-spezifischen Oligonukleotiden wurden in situ-
Hybridisierungsexperimente der zwei verschiedenen Formen wihrend unterschiedlicher
Phasen der murinen Entwicklung (E12, E14 und E20) durchgefiihrt. Eine Kreuzhybridisierung
der zwei Fgfr3-spezifischen Sonden mit dem Fgfi2-Gen konnte aufgrund geringer Homologie
(51% bzw. 57%) ausgeschlossen werden.

Die Experimente zeigten, dass sich die beiden Formen in ithrem Expressionsmuster deutlich
unterscheiden. Die wesentlich haufigere Illc-Form wird stirker und frither im sich
entwickelnden Skelett und im zentralen Nervensystem exprimiert, wohingegen die IIIb-
Variante ausschlieBlich in epithelialen Strukturen nachweisbar war. Die Expression war hier
vor allem in epithelialen Strukturen des Gastrointestinaltrakts, der Bronchien, dem
Blasenepithel und in den epithelialen Zellschichten der Epidermis nachweisbar.

Die gewonnenen Erkenntnisse stehen im FEinklang mit bereits bekannten Ergebnissen
beziiglich der Expression von FGFRI und FGFR2 bzw. ihrer entsprechenden IIIb- und Illc-
Varianten. So wird die FGFR2-I1Ib-Variante auch in erster Linie in epithelialen Strukturen
exprimiert.

Wie bereits unter 4.1.3 beschrieben, konnte auch bei Patienten mit Crouzon-Syndrom und
Acanthosis nigricans eine Mutation im FGFR3-Gen nachgewiesen werden. Gerade die
genauere Untersuchung der in der Haut exprimierten FGFR3-1IIb Variante konnte die
Krankheitsentstehung und die funktionelle Bedeutung dieser Spleilform weiter aufkldren

helfen.
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Von besonderem Interesse ist im Zusammenhang mit der in der vorliegenden Arbeit gezeigten
epithelialen Expression der IlIb-Variante zum einen der Nachweis der Uberexpression der
FGFR3 IlIb-Variante und zum anderen die Identifizierung spezifischer FGFR3-Mutationen in
Blasenkarzinomen (und Cervixkarzinomen) (Cappellen et al., 1999). Die in den Tumoren
nachgewiesenen somatischen Mutationen (R248C; S249C; G372C und K650E) (siche Abb.
37) konnten bereits als Keimbahnmutation bei der Thanatophoren Dysplasie Typ I
nachgewiesen werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass bei der Thanatophoren
Dysplasie die R248C-Mutation durch die Einfiihrung eines zusitzlichen Cysteinrestes eine
intermolekulare Disulfidbriicke ausbilden kann und so zu einer liganden-unabhéngigen
Dimerisierung des Rezeptors fiihrt. Die aktivierende Funktion der K650E-Mutation ist auf die
Konformationsdnderung der Tyrosinkinase-Doméne zuriickzufiihren (Naski et al., 1996).
Welche Auswirkungen die nachgewiesenen Mutationen im Falle der epithelialen Blasen- und

Cervixkarzinome haben, muss jedoch noch geklart werden.

4.2 Methoden zur Identifizierung differenziell exprimierter Gene

Die Identifizierung und weitere Charakterisierung neuer differenziell exprimierter Gene ist fiir
das Verstiandnis entwicklungsbiologischer Fragestellungen von zentraler Bedeutung und kann
auch zum Verstidndnis der molekularen Vorgédnge bei der Entwicklung des Skelettsystems
Wesentliches beitragen. Ziel des 1990 in den USA ins Leben gerufenen internationalen
Humangenomprojekts (HUGO) ist zundchst die Sequenzierung des gesamten menschlichen
Genoms und die Identifizierung aller Gene. Bis heute ist die vollstdndige Entschliisselung der
genetischen Information von Chromosom 21 und 22 gelungen und hat zur Entdeckung von
225 bzw. 545 Genen gefiihrt (Dunham et al., 1999; Hattori et al., 2000). Wie aus der
offentlichen Presse am 26. Juni 2000 zu erfahren war, verkiindete das Internationale Human
Genom Projekt Konsortium und die Firma Celera Genomics die Veroffentlichung eines
ersten, noch unvollstindigen Sequenzentwurfs des humanen Genoms.

In einem zweiten, wesentlich aufwendigeren Projekt sollen alle entdeckten Gene funktionell
analysiert werden. Die Kombination von Methoden zur Identifizierung von differenziell
exprimierten Genen mit der dramatisch anwachsenden Sequenzinformation der
Humangenomprojekts bzw. groer EST-Projekte wird die Charakterisierung neuer Gene

deutlich vereinfachen. Eine ganze Reihe solcher Methoden wurden entwickelt und bereits
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erfolgreich angewandt: (1) EST-Sequenzierung; (2) cDNA Microarray Hybridisierung; (3)
,Differential display”’-Methode; (4) subtraktive Klonierung; (5) SAGE (serial analysis of gene

expression).

Zu (1): 1991 wurde von Adams und Mitarbeitern erstmals ein EST-Projekt beschrieben. Die
Grundidee ist einfach. Aus einem definierten Gewebe wird RNA isoliert und eine cDNA-
Bibliothek hergestellt. Nach der Isolierung einer moglichst grofen Anzahl willkiirlich
ausgewdhlter cDNA-Klone wird eine einzelstringige Sequenzierung durchgefiihrt. Durch jede
Sequenzreaktion werden durchschnittlich 300 Bp generiert, die ein bestimmtes Transkript, ein
sogenanntes EST (“expressed sequence tag”), reprasentieren. In den folgenden Jahren wurden
zahlreiche EST-Projekte fiir unterschiedliche Gewebe bei Mensch, Maus, Ratte und anderen
Organismen beschrieben (Adams et al., 1993; Liew et al., 1994; Adjaye et al., 1997).
Mittlerweile sind iiber 2,000,000 humane ESTs und tber 1,000,000 murine ESTs in der
NCBI-Datenbank verdffentlicht (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST; Stand: 9. Juli 2000).
Trotz dieser groBen Anzahl an EST-Sequenzen haben Projekte, ausgehend von sehr
spezifischen cDNA-Bibliotheken (z. B. aus Maus-Blastozyste), gezeigt, dass die Sammlung
der ESTs noch nicht vollstindig ist und immer noch bis zu 14% neue, offensichtlich
gewebespezifische ESTs gefunden werden kdnnen (Mao et al., 1998; Saski et al., 1998). Die
iiberlappende Anordnung der verschiedenen ESTs im Rahmen des UniGene-Programms zeigt,
dass die sequenzierten Klone ungefdhr 86,000 verschiedene Gene reprédsentieren, wobei
anndhernd 11% vollstindig sequenzierte cDNAs darstellen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/-
UniGene/index.html). Zahlreiche stark exprimierte Gene werden von sehr vielen ESTs
abgedeckt, so ist z. B. das Genprodukt Serumalbumin mit mehr als 1300 EST-Sequenzen in
der EST-Datenbank vertreten (Schuler et al., 1996). Durch Herstellung normalisierter cDNA-
Banken kann dieses Problem der Redundanz umgangen und der Anteil an schwach
exprimierten Genen erhdht werden (Bonaldo et al., 1996).

Ein Sequenzvergleich der cDNA-Sequenzinformation, die durch iiberlappende Anordnung
von EST-Klonen gewonnen werden konnte, mit genomischen Sequenzen ermdglicht dariiber
hinaus eine Aussage iiber die Exon/Intron-Struktur des untersuchten Gens. Alternativ
gespleiite Exons, die nur in spezifischen Geweben exprimiert und somit nur in bestimmten
EST-Banken vorliegen, konnen identifiziert werden.

Neben der beschriebenen Redundanz der EST-Datenbank stellt die relativ schlechte Qualitét

der EST-Sequenzen einen gewissen Schwachpunkt der Strategie dar. Da die in der EST-
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Datenbank verdffentlichen Klone in der Regel nur einzelstrangig sequenziert und nicht editiert
werden, kann von einer Lesegenauigkeit von etwa 97% ausgegangen werden (Hillier et al.,
1996). Da fiir die Synthese der verwendeten cDNA-Bibliotheken zumeist Oligo-dT-Priming
verwendet wird, stellen etwa 65% der verdffentlichten EST-Sequenzen das 3"-Ende und somit
groBtenteils untranslatierten Bereich der cDNAs dar, nur 26% représentieren das 5'-Ende.
Daher gibt es ein verstirktes Bestreben von zahlreichen oOffentlichen, aber auch privaten
Organisationen, alle exprimierten Gene zu identifizieren und durch Etablierung neuer
Methoden der cDNA-Bibliothek Synthese ,,volle Lénge“-cDNAs zu isolieren und in die
entsprechenden EST-Projekte einzubinden (Neto et al., 2000).

Zu (2): Die cDNA-Mikroarray Hybridisierung ist eine Hochdurchsatzmethode, bei der eine
sehr groBe Anzahl von cDNA-Sequenzen auf einen Glass-Objekttrager immobilisiert werden.
Durch eine anschlieBende Hybridisierung mit unterschiedlichen RNAs kann die differenzielle
Expression verifiziert bzw. untersucht werden (Schena et al., 1995). Es handelt sich um eine
Methode, die sich hdufig an ein EST-Projekt anschliesst, da neben cDNA-Sequenzen auch
Oligonukleotide auf Objekttrigern immobilisiert und untersucht werden kénnen (Lockhart et
al., 1996). Limitierender Faktor der Methode ist, dass nur die Gene untersucht werden konnen,
deren Sequenz bekannt sind. Jedoch wird durch den schnellen Fortschritt des humanen
Genomprojekts auch dieses Problem wahrscheinlich iiberwunden. Besonderer Vorteil dieser
Methode ist, dass durch Herstellung mehrere Objekttriger der gleiche Satz von Genen unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen und mit verschiedenen Sonden untersucht
werden kann. Heller und Mitarbeiter (1997) konnten durch Hybridisierung mit RNA, isoliert
aus kultivierten Makrophagen, Chondrozyten und arthrotischem Gewebe die Beteiligung von
IL3 an rheumatischer Arthrose nachweisen.

Ein am “National Institute of Health” initiiertes ”Skeletal genome anatomy project” (SGAP)
plant durch Anordnung von 5000 cDNAs bzw. EST-Sequenzen auf einem Chip, das
Expressionsmuster der Gene durch Hybridisierung mit verschiedenen Knorpel- bzw.
Knochengewebe-RNAs zu untersuchen. Ergebnisse, die dieses Projekt betreffen, sind jedoch
noch nicht publiziert. Ein &hnlicher Microarray-Ansatz ist auch mit Maus-ESTs geplant
(http://www .lsc.pku.edu.cn/meeting/abstract/33t.html).

Zu (3): Der von Liang und Pardee (1992) entwickelte Methode des “Differential Display”
liegt die Idee zugrunde, die RNA-Profile mehrerer Zellpopulationen mittels Gelelektrophorese

miteinander zu vergleichen. Dazu werden Subpopulationen der RNA der zu untersuchenden
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Geweben bzw. Zellen in cDNA umgeschrieben, amplifiziert, auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt und verglichen. Hierbei werden nur sehr kleine Mengen an RNA bendtigt, was die
Nachweisempfindlichkeit der Methode sehr grof3 macht. Differentiell exprimierte Fragmente
konnen dann isoliert und sequenziert werden. Mit dieser hohen Sensitivitit ist allerdings auch
ein entscheidender Nachteil verbunden. Die geringste Variation der experimentellen
Bedingungen kann zu nicht reproduzierbaren Daten fithren. Auch ist die Generierung
zahlreicher falsch positiver Klone, die keine unterschiedlich exprimierten Gene
reprisentieren, von Nachteil. Trotz dieser Problematik, die v. a. die Reproduzierbarkeit
betreffen, wurde die Methode bereits mehrfach erfolgreich angewendet. So konnte durch
Vergleich der mRNA-Population von differenzierten Chondrozyten mit in vitro kultivierten
und Retinsdure behandelten Zellen das im Knorpel exprimierte Chondromodulin-I-Gen
isoliert werden. (Dietz et al., 1999).

Zu (4): Bei der Methode der Subtraktionshybridisierung wird von einer ersten zu
untersuchenden Zellpopulation einzelstringige c¢DNA synthetisiert und gegen einen
Uberschuss von poly(A)-RNA (bzw. cDNA) einer zweiten Zellpopulation hybridisiert. Unter
geeigneten Bedingungen hybridisieren die cDNA-Molekiile, die in beiden Zellpopulationen
vorhanden sind. Spezifische cDNAs der ersten Zellpopulation, fiir die keine
korrespondierenden Transkripte in der zweiten Zellpopulation vorhanden sind, konnen
angereichert und kloniert werden. Der Vorteil der Methode liegt darin, dass stark exprimierte
Transkripte durch mehrmalige Hybridisierung der cDNAs beider Zellpopulationen eliminiert
werden konnen und somit die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, seltene Transkripte zu
detektieren. Die Methode hat unter anderem zur Isolierung einer Reihe tumorrelevanter Gene
gefiihrt. Allerdings ist die Methode sehr aufwendig und es konnen jeweils nur zwei
Zellpopulationen miteinander verglichen werden. Der Vergleich einer grofleren Anzahl von

Zellpopulationen ist somit nicht praktikabel.

Zu (5): Die SAGE Technik (“serial analysis of gene expression”) basiert auf der Generierung
und quantitativen Auswertung von kurzen, mRNA-spezifischen 12 Bp-Sequenzabschnitten
(Velculescu et al., 1995). Die Herstellung einer SAGE-Bibliothek erfordert zahlreiche
enzymatische Schritte. Nach Erzeugung von doppelstrangiger cDNA wird diese mit einem 4-
Basenpaar-Erkennungsrestriktionsenzym geschnitten. Nach Halbierung des Ansatz wird an
jede Halfte ein spezifisches Linkerpaar ligiert. Besonderheit dieser Linker ist, dass sie eine

Typ-II-Restriktionserkennungssequenz besitzen, so dass nach Ligation der Ansitze, die
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nachfolgende Amplifikation und Restriktion (z. B. mit BsmFI) der Pools 13-20 Bp lange
Fragmente entstehen, die sich aus einem Linkeranteil sowie einer spezifischen cDNA-
Sequenz zusammensetzen. Nach anschlieBender Konkatemerisierung und Klonierung dieser
Fragmente kann pro Sequenzreaktion ein Satz von bis zu 20 verschiedenen ,,Tags
sequenziert werden, wobei jedes ,,Tag® ein Transkript reprasentiert. Dadurch kann mit einem
geringen Sequenzieraufwand eine Vielzahl von Transkripten analysiert werden. Die relative
Haufigkeit der untersuchten Gene (und somit ihre Expressionsstdrke) kann durch Auszdhlen
der sequenzierten “Tags” ermittelt werden. Wesentlicher Vorteil der SAGE-Methode ist, dass
eine sehr groBe Anzahl an Transkripten untersucht werden kann und, dass nach Herstellung
mehrerer verschiedener SAGE-Bibliotheken das Expressionsprofil der verschiedenen
untersuchten Gewebe bzw. Zellkulturen verglichen werden kann. Zur Auswertung der
gewonnenen Sequenzdaten ist allerdings eine spezielle Computer-Software notwendig. Des
Weiteren ist, wie auch bei allen anderen beschriebenen Methoden, die Qualitdt der RNA von
wesentlicher Bedeutung. So konnen geringste Spuren von genomischer Verunreinigung zu
irrefithrenden Artefakten fiihren.

In Tabelle 14 sind einige Merkmale und Bedingungen der Techniken aufgelistet, die bei der
Auswahl der durchzufiihrenden Methoden zu beachten sind. Eine Schwierigkeit der
Hochdurchsatz-Methoden ist es, relevante Gene aus den gewonnenen Daten zu erkennen und
weiter zu analysieren. Die genaue bioinformatische Auswertung der gewonnenen Ergebnisse
kann entscheidend dazu beitragen, relevante Gene fiir die jeweilige Fragestellung zu finden.
Auch kann die Untersuchung zahlreicher verschiedener Proben und die weitere Bearbeitung
nur der Gene, die bei unterschiedlichen Versuchsansitzen ein auffilliges Ergebnis zeigen, bei
der Identifizierung relevanter Gene helfen. Von Bedeutung ist auch das Leistungsvermdgen
des jeweiligen Labors, so ist die Durchfithrung eines EST- bzw. SAGE-Projekt nur bei
ausreichender Sequenzierkapazitit moglich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die
Evaluierung eines EST- und eines SAGE-Projektes unter Beriicksichtigung der Knorpel-

/Knochenentwicklung.
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Tabelle 14

Merkmale der fiinf beschriebenen Hochdurchsatzmethoden der differenziellen Genexpression

Bendtigte RNA-| Durchsatz Bendtigte Bendétigte bioinformat.
Menge Sequenz- Ausriistung
kapazitit
EST-Sequenzierung | 1.0-5,0 ug gering hoch Standard-Datenbankvergleiche

poly(A)-RNA

Mikroarray mindestens Ipg hoch gering Spezieller Imaging-Computer,
Hybridisierung poly(A)-RNA Standard-Datenbankvergleich
Differential display | 10-100ng  poly(A)- | gering-mittel mittel Standard-Datenbankvergleich
RNA

Standard-Datenbankvergleich
Subtraktions- 10-100ng mittel gering
hybridisierung poly(A)-RNA

1.0-5.0 pg hoch hoch Spezielle Software zur Aus-wertung
SAGE poly(A)-RNA der erhaltenen Sequenzen,
Spezielle Datenbankvergleich

4.3 Analyse von EST-Klonen aus einer humanen Chondrozyten-cDNA-

Bank

Trotz der Vielzahl der beschriebenen unterschiedlichen EST-Projekte ist noch kein Ansatz
veroffentlicht, der sich auf die Charakterisierung des Expressionsprofils von Knorpelgewebe
konzentriert. Griinde dafiir liegen zum einen in der schweren Verfiigbarkeit des Gewebes,
zum anderen wird die RNA-Extraktion erschwert, da sich Knorpelgewebe aus nur wenigen, in
extrazelluldrer Matrix eingebetteten Zellen zusammen setzt. In der vorliegenden Arbeit wurde
aufgrund der Verfiigbarkeit einer humanen Chondrozyten cDNA-Bibliothek die Durchfiihrung
eines EST-Sequenzierprojekts beurteilt. Die ausgewerteten Sequenzdaten wurden auf
Homologie zu bereits bekannten Nukleotidsequenzen untersucht und entsprechend der
Funktion der zugrundeliegenden Genprodukte tabellarisch aufgelistet. Ziel des Projektes war
zundchst, durch Sequenzierung einer kleineren Anzahl von Transkripten die Qualitit der
cDNA-Bibliothek zu evaluieren und die Mdglichkeiten eines umfassenden EST-Projektes

abzuschitzen.
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4.3.1 Homologievergleich der erhaltenen EST-Sequenzen

Die bei der Durchfiihrung des EST-Projekts gefundenen EST-Sequenzen wurden aufgrund
threr Homologievergleiche in verschiedene Kategorien eingeteilt. Die Kategorie (1) enthilt
ESTs mit signifikanten Homologien zu bekannten, auch funktionell charakterisierten Genen
(Tabelle 8.1-8.9). In den Kategorien (2-3) sind solche ESTs zusammengefasst, die ebenfalls
signifikante Homologien zu Sequenzen der nr- bzw. EST-Datenbank zeigen (Tabelle 9-12),
iiber deren funktionelle Bedeutung aber keine Aussage gemacht werden kann. Die vierte
Kategorie umfasst alle EST-Sequenzen, die nur schwache oder keine Homologien zeigen
(Tabelle 13). Es handelt sich bei diesen Sequenzen hochstwahrscheinlich um ESTs aus bisher
unbekannten neuen Genen. In der flinften Kategorien sind die EST zusammengefasst, die
aufgrund von  Homologie zu  repetitiven  Sequenzen  bzw.  verschiedenen
Sequenzunregelmissigkeiten, wie z. B. fehlender Vektor-Linker Anteile, nicht weiter

bearbeitet und auch nicht diskutiert werden.

ESTs mit Homologie zu Genen mit bekannter Funktion:
Insgesamt konnten 155 (62%) EST-Klone in Kategorie (1) zusammengefasst werden.
Entsprechend ihrer Funktion wurden sie in 9 Untereinheiten eingeteilt. Die Untereinheiten

und das prozentuale Vorkommen der entsprechenden ESTs ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15
Einteilung der EST-Klone die Homologie zu bekannten, auch funktionell

charakterisierten Genen zeigten

Anzahl der nachgewiesenen ESTs
(%) Funktion der nachgewiesenen ESTs
68 (44%) Translation
20 (13%) unterschiedliche Stoffwechselprozesse
13 (8,3%) sonstige Funktionen
12 (7,7%) extrazellulire Matrixproteine
12 (7,7%) Proteasen
12 (7,7%) Membranproteine
8 (5,2%) Transkription
6 (3,9%) mitochondriale Proteine
4 (2,6%) Zytoskelettproteine
13 (8,3%) sonstige Funktion
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Die Tatsache, dass Kollagen Typ II und weitere knorpelspezifische extrazelluldre
Matrixproteine wie Osteonektin, “Cartilage oligomeric matrix protein” (COMP) oder
”Cartilage Link Protein” nachgewiesen werden konnten, zeigt, dass die cDNA-Bank das
spezifische Expressionsmuster von Knorpel wiederspiegelt. Wesentliche Merkmale einiger
Bestandteile der extrazelluliren Matrix werden im Folgenden kurz erldutert. Kollagen Typ II
macht mehr als 50% der extrazelluldren Knorpelmatrix aus und ist somit der wichtigste
Faserbestandteil des hyalinen Knorpels (Mundlos, 1994). Mittlerweile sind 10 verschiedene
humane Erkrankungen beschrieben, die entweder zu COL2A41 gekoppelt gefunden wurden
bzw. vollstindig oder teilweise auf COL2A[-Genmutationen zuriickzufiihren sind (Spranger
et al, 1994). Osteonektin (SPARC) ist eine der héufigsten nicht-kollagenen
Matrixbestandteile und stellt ungefdhr 2,5% der gesamten extrazelluliren Matrix dar. Die
Expression von Osteonektin konnte in verschiedenen Zonen der Wachstumsfuge, aber auch in
weiteren Geweben (fetale Haut, Gefdlle, Hoden, Ovarien, Nebenniere) nachgewiesen werden
(Mundlos, 1994). Wahrscheinlich iibernimmt Osteonektin in den verschiedenen Geweben
unterschiedliche Funktionen und ist aufgrund der Fahigkeit, Calzium zu binden, im Knorpel
an der Regulation der Mineralisierung beteiligt (Mundlos, 1994). ’Cartilage oligomeric matrix
protein” (COMP) ist ein weiterer nicht-kollagener Bestandteil der Knorpelmatrix. Das Protein
besteht aus flinf identischen Glykoprotein-Untereinheiten, wobei jede Untereinheit EGF-
dhnliche und Calzium-bindende (Thrombospondin-dhnliche) Dominen besitzt. Verschiedene
Arbeitsgruppen  konnten = Mutationen als Ursache der autosomal dominanten
Osteochondrodysplasien Pseudoachondroplasie (OMIM: 177170) und multiplen epiphysiren
Dysplasie (MED) (OMIM: 132400) innerhalb des COMP-Gens nachweisen (Hecht et al.,
1995; Briggs et al., 1995). Es handelt sich bei den Erkrankungen um dysproportionierte
Kleinwuchssyndrome mit unterschiedlich starker Auspridgung. “Cartilage link protein” 1
(CRTL1) schlieBlich ist eine andere extrazellulire Matrixkompontente des Knorpels. Das
Protein interagiert mit Proteoglykan bzw. Hyaluronsdure und trdgt so zu Stabilitdt und
Dehnbarkeit von Knorpel bei. CRTLI1 besteht aus einer NH,-terminalen Immunglobulin-
dhnlichen Doméne und zwei sich wiederholenden Doménen, die an der Interaktion mit
Hyaluronsdure beteiligt sind. Durch RNA-in situ-Hybridisierung konnte die bevorzugte
Expression von CRTLI im Knorpel nachgewiesen werden. Sie ist beziiglich der Intensitit und
Verteilung mit der Expression von Aggrecan zu vergleichen (Mundlos, 1994). CRTLI

“knock-out” Maiuse zeigen Defekte bei der Knorpelentwicklung und eine verzogerte

132



DISKUSSION

Knochenentwicklung mit kurzen Extremititen (Watanabe und Yamada, 1999). Bis jetzt
konnte CRTL 1 mit keiner humanen Erkrankung in Verbindung gebracht werden.

Die Tatsache, dass neben Kollagen Typ II keine weiteren Kollagene isoliert werden konnten
und auch der Nachweis von Genen, die bekannterweise an der Knorpelentwicklung beteiligt
sind (z. B. SOX9, BMPs oder IGF2), nicht erbracht werden konnte, ldsst sich durch die relativ

geringe Anzahl der sequenzierten ESTs erkléren.

ESTs mit Homologien zu Sequenzen unbekannter Funktion:

In den Kategorien (2) und (3) sind die ESTs zusammengefasst, die Homologie zu Sequenzen
der nr- bzw. der EST-Datenbank zeigen, iiber deren funktionelle Bedeutung aber bisher keine
Aussage gemacht werden kann. Teilweise zeigen die ESTs Homologie zu genomischen
Sequenzen, die im Rahmen grofer Sequenzierprojekte in der Datenbank verdffentlicht
wurden. Neben der reinen Sequenzinformation liegen bei einem Teil der verdffentlichten
Daten weitere Informationen beziiglich der chromosomalen Information bzw. liber mdgliche
transkribierte Bereiche vor. Kategorie (2) umfasst 34 EST-Klone, von denen 11 Homologien
zu Cosmid-, PAC- bzw. BAC-Sequenzen zeigen. Bei sieben der Klone ist eine chromosomale
Lokalisation moglich. Eine genaue bioinformatische Untersuchung zeigte, dass vier ESTs in
moglichen transkribierten Bereichen liegen, weitere Analysen fiihrten jedoch zu keinen
Erkenntnissen, die eine besondere Relevanz bei der Knorpelentwicklung erkennen lielen. Die
restlichen 23 EST-Klone der Kategorie (2) zeigten Homologien zu verschiedenen cDNAs, die
zum Teil als volle Liange cDNAs vorliegen. Der Klon Efc34 wurde aufgrund seiner
Homologie zu einem Maus-EST weiter bearbeitet und wird unter 4.3.3 diskutiert.

In Kategorie (3) sind die ESTs (25) zusammengefasst, die lediglich mit Sequenzen der EST-
Datenbank Homologien erkennen lieBen. Von den 25 untersuchten ESTs zeigen 13
Homologie zu ESTs aus mindestens 10 verschiedenen cDNA-Banken. Bei diesen Klonen
handelt es sich wahrscheinlich um ubiquitdr exprimierte Gene, die keine besondere
Gewebespezifitit aufweisen. Lediglich ein Klon (Efc205) konnte in nur drei verschiedenen
Geweben nachgewiesen werden und reprisentiert moglicherweise ein selten exprimiertes
Transkript. Mit Hilfe des UniGene Programms (NCBI, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/UniGene) konnte die Sequenzinformation aller ESTs dieser Kategorie deutlich
verlangert werden. Durch einen erneuten Homologievergleich mit den verldngerten cDNAs

konnten sechs der 25 untersuchten Klone eindeutig bekannten Genen zugeordnet werden.
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Die Sequenzinformation des Klons Efc205 konnte mit Hilfe des UniGene-Programms von
559 Bp auf 2412 Bp verldngert werden. Ein weiterer Homologievergleich fiihrte zu keinem
Ergebnis. Durch das UniGene Programm konnte die chromosomale Lokalisation des Gens auf
Chromosom 12 zwischen den Markern D12S322 und D12S327 ermittelt werden. Es handelt
sich dabei um eine 3 cM groB3e Region in der u. a. auch die Matrixproteine Lumican an
Position 12q22 und Decorin an Position 12q21.3-23 lokalisiert sind (Grover et al., 1995).
Lumican und Decorin sind Leucin-reiche Proteoglykane, die u. a. auch in der extrazelluldren
Matrix von Gelenkknorpel exprimiert werden (Grover et al., 1995). Dariiber hinaus konnte
durch Kopplungsanalyse die Brachydaktylie Typ C (BdC) in der Region 12924 lokalisiert
werden (Polymeropoulos et al., 1996). BdC ist gekennzeichnet durch die Verkiirzung
einzelner oder mehrerer Finger oder Zehen (betroffen sind mittlere und proximale Phalangen
des zweiten, dritten und flinften Fingers). Jedoch konnte die BAC kritische Region auf einen
Bereich von 9 ¢cM um den Marker D12S367 eingegrenzt werden, ein Bereich, der mindestens
65 cM von Efc205 entfernt ist. Somit scheidet Efc205 als Kandidatengen fiir BdC
wahrscheinlich aus.

Auch der EST-Klon Efc190 konnte mit Hilfe des UniGene Programms von 109 Bp auf 1137
Bp verldngert werden. Die tliberlappenden EST-Klone des ,,UniGene Cluster* wurden aus acht
cDNAs isoliert, die aus verschiedenen Geweben hergestellt wurden (”in-silico”
Expressionsnachweis). Homologievergleiche mit der verldngerten Sequenz zeigten auf
Nukleotid- und auf Proteinebene eine signifikante Homologie zu dem pro-apoptotischen
Protein p52 des Huhns. (Accession Nummer: AF029071; Sun et al., 1998). Apoptose spielt
auch bei der Knorpelentwicklung eine entscheidende Rolle, so konnten apoptotische Zellen in
der Wachstumsfuge nachgewiesen werden. Der genaue Reaktionsmechanismus ist noch wenig
verstanden, doch ist davon auszugehen, dass neben den bereits bekannten Faktoren (z. B. Bcl-
2, Ihh, PTHrP) weitere Molekiile an dem apoptotischen Reaktionsmechanismus beteiligt sind.
Moglicherweise handelt es sich bei Efc190 um einen solchen Faktor. Durch einen weiteren
Homologievergleich mit der NCBI-Datenbank konnte festgestellt werden, dass die
vollstindige cDNA-Sequenz kloniert und sequenziert ist (Carim et al., 1999). Das ubiquitér in
adulten Geweben exprimierte PDCD9-Gen (programmed cell death 9) hat einen offenen
Leserahmen von 438 Aminosduren. Dariiber hinaus konnte die von mir vermutete
chromosomale Lokalisation auf 5q11 durch FISH-Analyse bestitigt werden (Carim et al.,
1999). Eine mogliche erbliche Erkrankung, die mit diesem Locus gekoppelt vorliegt, gibt es

zur Zeit nicht.
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ESTs ohne Homologie

In Kategorie (4) sind ESTs ohne Homologie zu Sequenzen der Datenbanken
zusammengefasst. Es handelt sich um wahrscheinlich neue Gene. Nur zwei Klone (Efc72 und
Efc173) besitzen einen offenen Leserahmen, eine durchgefiihrte Motivanalyse fiihrte jedoch
zu keinem Ergebnis. Bei den iibrigen EST-Klonen handelt es sich moglicherweise um
Sequenzabschnitte, die im 3" untranslatierten Bereich der entsprechenden Gene liegen. Durch
Homologievergleich gegen die htgs-Datenbank konnten vier EST-Klone bestimmten
Chromosomen zugeordnet werden, jedoch ohne Angabe {iber die genaue Lokalisation auf dem
entsprechenden Chromosom, so dass keine Aussagen iiber mogliche gekoppelte Erkrankungen
gemacht werden kann. Weitere experimentelle Untersuchungen dieser ESTs mit dem Ziel, die
Sequenzinformation zu erweitern und die gewebe- bzw. entwicklungsspezifische Expression
zu ermitteln, sind notig, um die Bedeutung dieser Gene wihrend der Knorpelentwicklung

abschétzen zu konnen.

4.3.2 Gesamtbewertung der durchgefiihrten Sequenzierungen

Ein Vergleich des erhaltenen Expressionsmuster der Gene mit bekannter Funktion ist seit
Mirz 2000 moglich. Ein EST-Projekt ausgehend von humanem Knorpel wurde auf dem 46.
jahrlichen Treffen der ”Orthopaetic Research Society” (12.-15. Mérz 2000, Orlando, F1, USA)
vorgestellt. In diesem Projekt wurde aus humanem, fetalem Knorpel (Oberschenkel, 8-12
Schwangerschaftswoche) eine cDNA-Bibliothek hergestellt und 3632 ESTs sequenziert.
Davon zeigten 58% Homologien zu bekannten Genen, 19% zu ESTs, 5% zu DNA-Sequenzen
und 7% zu repetitiven Sequenzen. 11% der untersuchten Gene zeigten keine Homologie und
stellen wahrscheinlich neue Gene dar. Der Vergleich der prozentualen Verteilung der
unterschiedlichen funktionellen Klassen mit den hier beschriebenen Ergebnissen zeigt
deutliche Ubereinstimmungen.

Die Generierung und Auswertung von 253 EST-Sequenzen bestétigte die Eignung der cDNA-
Bank zur Isolierung neuer, moglicherweise knorpelspezifischer Gene. Neben einer Vielzahl
bekannter Gene konnten 4,5% neue Gene isoliert werden. Des Weiteren zeigten 10% der
isolierten Klone Homologie zu noch nicht weiter charakterisierten EST-Sequenzen. Die hier
beschriebenen Ergebnisse stellen die Grundlage fiir ein vom DHGP gefordertem Knorpel-

EST-Projekt dar, welches eine umfassende Sequenzierung beinhaltet, woran sich ein
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Mikroarray-Ansatz anschlieBen soll. Ob fiir dieses Sequenzierprojekt eine Strategie
durchgefiihrt werden soll, mit der ubiquitir exprimierte Gene eliminiert werden, ist in

Anbetracht der zunehmenden Automatisierung der Sequenzierung fraglich.

4.3.3 Detaillierte Analyse des Klons Efc34

Der in der vorliegenden Arbeit charakterisierte murine EST Klone Efc34 ist identisch mit
einer cDNA (MINT) die von Newberry et al. (1999) publiziert wurde. Bei der Suche nach
Interaktionspartnern von Msx-2 konnte das MINT-Gen (Msx-2 interacting nuclear target)
identifiziert werden. Durch Northern-Blot Analyse konnte die Expression in Hoden sowie in
Osteoblasten und Gehirn nachgewiesen werden. Die MINT-cDNA codiert fiir ein Protein von
3576 Aminosduren. Die Proteinsequenz-Analyse zeigt das Vorliegen von drei N-terminalen
RNA-Erkennungsmotiven (RRM) und vier nukledren Lokalisationssignalen (NLS), inklusive
einer Msx-2 Bindedomine (Newberry et al., 1999). Die cDNA-Sequenz von Efc34 wurde
aufgrund des Vorliegens der publizierten MINT-Sequenz nicht vervollstdndigt. Der Vergleich
der ermittelten Efc34 Sequenz mit der MINT-cDNA zeigte einige Unterschiede. So konnte in
der vorliegenden Arbeit der Nachweis mehrerer alternativ gespleifliter Exons erbracht werden
(Abb. 29). Wihrend das alternative Spleilen von einem 99 Bp- bzw. einem 69 Bp-Exons
keinen vorzeitigen Abbruch des offenen Leserahmens zur Folge hat, wird bei Anwesenheit
eines 5'-gelegenen 1208 Bp-Exons der Translationsstart zerstort. Ein mdglicher, weiter
stromabwirts gelegener Translationsstartpunkt zeigt jedoch keine Ubereinstimmung zu der
von Kozak (1987) formulierten Consensussequenz fiir Translationsstarts. Bei der Nutzung
diese Translationsstarts wire das mogliche Protein um das erste RNA-Erkennungsmotiv
verkiirzt. Der Nachweis zweier unterschiedlich grof8er Transkripte in Northern-Blot Analyse
mit Grofen von 12 kBp und 4,6 kBp bestdtigen das Vorliegen mehrerer Varianten (Abb. 31).

Newberry et al. (1999) zeigten, dass das reife MINT-Protein in ein N-terminales 110 kDa
Fragment und ein C-terminales 250 kDa Fragment gespalten wird. Beide Fragmente konnten
im Chromatin nachgewiesen werden. Das 110 kDa Fragment erkennt und reguliert iiber die
drei RRM-Doménen den Osteocalcin-Promotor. Jedes RNA-Erkennungsmotiv setzt sich aus
90 bis 100 Aminosduren zusammen. Das Motiv kann in einfacher oder in tandemartiger
Anordnung in dem Protein vorkommen (Burd und Dreyfuss, 1994). Im Fall des MINT-Protein

konnte gezeigt werden, dass es dhnlich wie andere Transkriptionsfaktoren (z. B. hTAFII68,
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Bertolotti et al., 1996), die mehrere RRM-Doménen besitzen, sowohl einzel- als auch
doppelstringige DNA binden kann. Somit stellt MINT ein neues Mitglied einer
expandierenden Familie von Transkriptionsfaktoren dar, deren Einfluss liber die RRM-
Domine durch Interaktion mit einzel- und doppelstrangiger DNA vermittelt wird.

Die funktionelle Verbindung zwischen dem N-terminalen RRM-Fragment, dem C-terminalen
Fragment mit Msx2-Bindungseigenschaften und den in der Arbeit nachgewiesenen alternativ
gespleifiten Varianten muss noch ermittelt werden.

Msx2 ist ein Transkriptionsfaktor der bei der Osteoblastendifferenzierung eine Funktion
iibernimmt. Das Homodbox-Protein ist ein negativer Regulator der Osteocalcin Transkription
in Osteoblasten und Odontoblasten (Newberry et al. 1997; Liu et al., 1999). Jedoch zeigten
zahlreiche Untersuchungen, dass Msx2 nicht allein fiir die transkriptionelle Repression
verantwortlich ist (Zhang et al., 1996).

Ein weiterer wesentlicher Faktor der Osteoblastendifferenzierung ist Cbfal. Das Cbhfal-
»Knock-out“-Mausmodell konnte wesentlich zum Verstindnis der Differenzierungsprozesse
von Osteoblasten beitragen. Homozygot mutante Cbhfal-Méuse besitzen ein korrekt
ausgebildetes Skelett, was jedoch ausschlieflich aus Knorpelgewebe und nicht aus
Knochengewebe besteht und auf einen Mangel an Osteoblasten zuriickzufiihren ist (Otto et al.,

1997; Komori et al., 1997).

Durch einen Homologievergleich der murinen MINT-cDNA Sequenz und der eigenen
ermittelten SpleiBvarianten mit der htgs-Datenbank konnte das humane Gen identifiziert
werden (Accession Nummer: AL034555). Der Vergleich der Sequenzen zeigt, dass sich die
humane MINT-cDNA aus mindestens 24 Exons zusammensetzt und einen Bereich von mehr
als 30 kBp umspannt. Der genomische Klon stammt aus der Region 1p36.11-36.33, was die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte chromosomale Lokalisation durch FISH-Analyse
bestdtigt. Mit dieser Lokalisation befindet sich das humane MINT-Gen in einer
chromosomalen Region, die als eine von mehreren Kandidatenregionen fiir Osteopenie
angesehen wird (Deveto et al, 1998). Osteopenie ist die Bezeichnung fiir
Knochenverdnderungen, die durch Calciummangel infolge von Malabsorption und
verminderter Zufuhr hervorgerufen werden. Im hohen Alter ist die Osteopenie von der
Osteoporose als Krankheit praktisch nicht zu trennen ist (Pschyrembel, 1994). Innerhalb der
Region 1p36.11-36.33 konnten 14 Gene und 22 cDNA-Sequenzen identifiziert werden. Als
mogliche Kandidatengene werden zur Zeit das Gen fiir Lysyl-Hyroxylase (PLOD) und das
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Gen fiir Tumor-Nekrose-o-Rezeptor 2 (TNFaR?2) diskutiert (Deveto et al., 1998). Ein
funktioneller Zusammenhang zwischen diesen beiden Genen und der Skelettentwicklung
findet sich insofern, als dass PLOD an der Hydroxylierung von Lysin-Resten von Typ-I-
Kollagen beteiligt ist und TNFoR2 eine Funktion bei der Osteoklasten-Physiologie zukommt
(Deveto et al., 1998). Weitere Untersuchungen miissen durchgefiihrt werden um zu klédren, ob
diese Gene fiir Osteopenie in Frage kommen oder ob und in wie weit MINT in die Erkrankung

involviert ist.

4.4 ”Serial Analysis of Gene Expression” (SAGE)

Die SAGE- Methode (serial analysis of gene expression) basiert im wesentlichen auf zwei
Grundlagen. (1) Ein Sequenzabschnitt von 9-10 Basenpaaren enthélt genligend Information,
um ein bestimmtes Transkript eindeutig zu identifizieren, vorausgesetzt es liegt an einer
bestimmten Position innerhalb dieses Gens. (2) Die Konkatemerisierung dieser kurzen
Sequenzabschnitte erlaubt eine sehr effiziente Analyse einer Vielzahl von Transkripten
(Velculescu et al., 1995). Die Durchfiihrbarkeit der Methode wurde zunéchst, ausgehend von
humanem Pankreas Gewebe, demonstriert (Velculescu et al., 1995) und es konnte gezeigt
werden, dass im Gegensatz zur Subtraktions-cDNA-Bank bzw. zur Differential Display
Methode auch eine quantitative Aussage beziiglich der isolierten Transkripte gemacht werden
kann. Die Herstellung einer SAGE-Bibliothek, ausgehend von S. cerevisiae, verdeutlichte,
dass mit der Methode die technischen Voraussetzungen geschaffen waren, alle Transkripte
eines bestimmten Organismus zu erfassen und ein sogenanntes Transkriptom zu erstellen
(Velculescu et al., 1997). Im Gegensatz zu dem statischen Genom kann das Transkriptom
durch externe oder interne Faktoren verdndert werden und stellt somit ein dynamisches
Bindeglied zwischen dem Genom und seinen physikalischen Merkmalen her (Velculescu,
1999). Durch die Erstellung der Hefe-SAGE-Bibliothek wurden 4665 Gene identifiziert, die
in einer Kopienzahl von 0,3 bis mehr als 200 Transkripten pro Zelle vorkommen.
Uberraschenderweise konnten zahlreiche neue Gene nachgewiesen werden, die zuvor durch
Genvorhersageprogramme nicht gefunden wurden. (Velculescu et al., 1997). Weitere
Untersuchungen die, die SAGE-Methode benutzten, konzentrierten sich u. a. auf den
Vergleich des Expressionsprofil von gesunden bzw. Tumor-Gewebe (Zhang et al., 1997), auf

das Expressionsprofil von p53-exprimierenden Zellen (Polak et al., 1997) oder auf das

138



DISKUSSION

Nieren-Transkriptom (Virlon et al., 1999). Zahlreiche Verbesserungen der Methode erlauben
mittlerweile auch die Herstellung von SAGE-Bibliotheken ausgehend von sehr geringen
Mengen an RNA ((Powell, 1998; Kenzelmann und Miihlenmann, 1999; Datson et al., 1999;
Chen et al. 2000).

Die Analyse von 3,5 Millionen Transkripten von 19 verschiedenen SAGE-Bibliotheken aus
normalen bzw. entarteten Geweben fiihrten zur Identifizierung von ungefahr 84000 Genen
und zeigten, dass mehr als 43000 Gene in einem einzelnen Zelltyp exprimiert werden kénnen
(Velculescu, 1999). Dariiber hinaus konnten einige Gene gefunden werden, die sich durch
eine spezifische Expression in bestimmten Zelltypen auszeichnen, eine Masse von
Transkripten, die ubiquitér in allen untersuchten Zelltypen nachgewiesen werden konnten und
einige wenige Gene, die spezifisch im Tumorgewebe iiberexprimiert werden (Velculescu,
1999). Trotz unterschiedlicher Anwendungen der SAGE-Methode wurde noch kein Ansatz
veroffentlicht, welcher das spezifische Expressionsprofil von Chondrozyten untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde zunédchst zur Etablierung der Methode, ausgehend von RNA aus
einer humanen Chondrosarkom-Zelllinie, eine SAGE-Bibliothek hergestellt. Chondrosarkome
(Knorpelsarkom) sind neben Osteosarkomen die zweithdufigst vorkommenden malignen
Knochentumore, die sich aus embryonalen oder ausgereiftem knorpeligem Gewebe
entwickeln (Pschyrembel, 1994). Nach Herstellung der Bibliothek wurden 249 Klone
sequenziert. Die Auswertung der Sequenzdaten fiihrte zur Generierung von 3335 “Ditags”
(6670 Tags). Nach Eliminierung von 412 “Ditags” durch die “Sequencer-Software” aufgrund
nicht erflillter Programm-Parameter konnten 6258 Tags weiter bearbeitet werden. Diese
reprasentieren 3477 verschiedene Sequenzen. Die Analyse der Fragmente ergab, dass 78,8%
aller ,,Tags” in Form von Einzelkopien vorlagen, 18,2% konnten in einer Kopienzahl
zwischen zwei und fiinf nachgewiesen werden, lediglich zwei “Tags” kamen in einer
Kopienzahl groBer 50 vor. Diese “Tags” stellten jedoch Linkersequenz-Anteile dar, ein
Ergebnis, was auch bei veroffentlichten Daten beobachtet werden konnte (Velculescu et a.,
1995). Aufgrund der voreingestellten SAGE-Software Parameter wurden nur die “Tags”
einem Homologievergleich unterworfen, die mit einer Kopienzahl von mindestens zwei
nachgewiesen werden konnten. Von den analysierten 738 “Tags” zeigten 63,7% Homologie
zu Sequenzen der nr-Datenbank. Ahnlich wie bei der Evaluierung des Chondrozyten EST-
Projekts konnten auch bei dem SAGE-Projekt zahlreiche verschiedene ribosomale Proteine
(mehr als 300 Tags), sowie das Elongationfaktor-1-alpha (44 Tags) und Ferritin (37 Tags)

besonders héufig nachgewiesen werden. Der Nachweis von Kollagen Typ II, als
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knorpelspezifischer Bestandteil, konnte wahrscheinlich aufgrund der geringen Anzahl der
analysierten ,,Tags“ nicht erbracht werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war zunichst die
Etablierung und Evaluierung der SAGE-Methode. Es konnte gezeigt werden, dass die
prinzipielle Durchfiihrbarkeit der SAGE-Methode moglich ist und, dass SAGE eine
brauchbare Technik darstellt z. B. Verdnderungen der Expression von mesodermalen Zellen
die in Richtung Chondrozyten differenzieren zu untersuchen. Ein geeignetes Modellsystem
zur Untersuchung der Faktoren, die bei der Chondrozytendifferenzierung eine Funktion
ibernehmen, konnte die Zelllinie ATDCS5 darstellen. ATDC5 wurde aus der murinen
Teratokarzinom-Linie AT805 isoliert. Die Zellen differenzieren nach Zugabe von Insulin und
bilden knotendhnliche Zell-Aggregate, die Knorpel-spezifische Proteoglykane und Typ II
Kollagen produzieren (Atsumi et al. 1990). Durch die Herstellung und den anschlieenden
Vergleich der Expressionsprofile von SAGE-Bibliotheken aus undifferenzierten und
differenzierten ATDCS Zellen konnten nicht nur Riickschliisse iiber Chondrozyten-spezifische
Faktoren gewonnen werden, die Bibliotheken wiirden auch eine Grundlage zum Vergleich mit
anderen Bibliotheken bilden. Zum Beispiel konnen Expressionunterschiede zwischen
Osteoblasten und Chondrozytendifferenzierung untersuchen werden. Die SAGE-Methode
wurde bereits zur Identifizierung von Osteoblasten- bzw. Adipozytenspezifischen Gene
angewendet. Ji et al. (2000) zeigte, dass durch die Behandlung einer mesenchymalen
Vorldufer-Zelllinie (3T3-F442A) mit BMP-2 die Zellen zu Osteoblasten und Adipozyten
differenzieren. Durch Herstellung von SAGE-Bibliotheken aus BMP-2-behandelten bzw. aus
unbehandelten Zellen konnte die differenzielle Expression einiger Gene nachgewiesen

werden.
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5. Zusammenfassung

Die Skelettentwicklung wird von zahlreichen genetischen Faktoren gesteuert, die bei
Fehlfunktion Ursache unterschiedlichster Erkrankungen des Knorpel-/Knochengewebes sein
konnen. Die Untersuchung von bekannten Kandidatengenen (FGFR3) sowie der Versuch der
Identifizierung und Charakterisierung neuer Kandidatengene, ist Inhalt der vorliegenden
Arbeit.

Das humane FGFR3-Gen stellt ein bekanntes Kandidatengen dar, das bei Verdnderungen zu
einem Spektrum an Erkrankungen fiihrt, das nicht lebensfahige Skelettentwicklungsstérungen,
schwere und leichte dysproportionierte Kleinwuchsformen, nicht-syndromatische Kranio-
synostosen sowie Tumorerkrankungen umfasst. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
die vollstindige genomische Struktur des FGFR3-Gens aufgeklart wurde. Hierdurch konnte
ein Set von Primern generiert werden, mit dem die genomische Mutationsanalyse des
kompletten FGFR3-Gens bei Patienten ohne Verdnderungen in den bekannten Mutations-,,hot
spots“ mdoglich war. Die Anwendung dieser umfassenden FGFR3-Diagnostik erbrachte den
ersten Nachweis einer HCH-Mutation bei einer Patientin mit Hypochondroplasie (HCH) in
der extrazelluliren Doméne des FGFR3-Gens. Durch Computer-simulierte Strukturanalyse
konnte gezeigt werden, dass die Sekundér- bzw. Tertidrstruktur dieses FGF-Rezeptors durch
die Mutation mit groler Wahrscheinlichkeit nicht krankheitsverursachend verandert wird. Die
Mutation betrifft jedoch eine mogliche funktionell wichtige N-Glykosylierungsstelle des
Rezeptors, was den phinotypischen Effekt der Mutation erkldren konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde aullerdem das Expressionsmuster der zwei bekannten
SpleiBvarianten (IlIb und Illc) des Ffgfr3-Gens zum ersten Mal detailliert untersucht. Anhand
von Mausschnitten unterschiedlicher Entwicklungsstadien konnte nachgewiesen werden, dass
die Illc-Variante bei der Maus in erster Linie in Knorpel-/Knochengewebe exprimiert wird,
wihrend sich die IIIb-Variante ausschlieBlich auf epitheliale Strukturen beschrinkt. Dieses
Ergebnis war im Hinblick auf den Nachweis der Uberexpression der FGFR3-IIIb-Variante in
epithelialen Tumoren (Cervix- und Blasenkarzinom) und der Identifizierung spezifischer

FGFR3 Mutationen in diesen Tumoren von besonderem Interesse.

Zur Evaluierung systematischer Ansétze zur Isolation neuer knorpelspezifischer Gene wurden
in einer ersten umfassenden Serie - ausgehend von einer humanen fetalen Chondrozyten-

cDNA-Bank - die Mdoglichkeiten eines Knorpel-/Knochen-EST-Projekts untersucht und
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beurteilt. Die Sequenzanalyse von 251 Klonen, zeigte dass 62% der analysierten Fragmente
signifikante Homologie zu cDNA-Sequenzen besitzen, die bekannten und charakterisierten
Genen entsprechen. Weitere 23% der sequenzierten Klone zeigten Homologie zu cDNA-
Sequenzen unbekannter Funktion bzw. zu Sequenzen der EST-Datenbank wihrend bei 5%
keine Homologie nachgewiesen werden konnte. Die ermittelten Ergebnisse zeigen also, dass
5% der untersuchten EST-Klone neue, moglicherweise knorpelspezifsche Gene darstellen.
Die Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass die verwendete cDNA-Bank zur
Isolierung neuer, moglicherweise knorpelspezifischer Gene geeignet ist. Diese Einschétzung
wurde dadurch unterstiitzt, dass im Rahmen der durchgefiihrten EST-Sequenzierung ein Klon
(Efc34) isoliert und charakterisiert wurde, der im Verlauf der Arbeit als Msx2-interagierender
Faktor (MINT) publiziert wurde und in der Knorpel-/Knochen-Entwicklung eine wichtige
Rolle spielt.

In einem zweiten Versuchsansatz wurde die von Velculescu et al. (1995) veroffentliche SAGE
(,,serial analysis of gene expression“)-Methode - ausgehend von RNA einer humanen
Chondrosarkom-Zelllinie - etabliert. Die relativ aufwendige Technik konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden. Die Auswertung ergab, dass auch die bei dieser Versuchsreihe
verwendete Strategie die Moglichkeit erdffnet, systematisch gewebsspezifische Gene zu

isolieren.
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