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Einleitung 1

1. Einleitung

Noch im Jahr 1999 wurde die Zahl der menschlichen Gene auf iiber 140 000 geschitzt
(DICKSON 1999), so dass die Erkenntnis des Humangenomprojektes, diese Zahl auf 20 000 bis
25 000 Protein kodierende Gene zu reduzieren (Lander et al. 2001, Venter et al. 2001), als
durchaus unerwartet anzusehen war. Das humane Genom enthidlt somit ungefdhr so viele
Gene wie das der Maus (WATERSTON ef al. 2002) und nur wenige mehr als das von
C. elegans (ca.19000) (ConsoRTIUM, T. C. E. S. 1998) oder von Drosophila (ca.13600)
(ADAMS et al. 2000). Diese Erkenntnis lenkte das Interesse auf das Transkriptom bzw.
Proteom, um die unterschiedliche Komplexitit der verschiedenen Organismen trotz dhnlicher
Anzahl von Genen zu erkldren. Alternatives Spleilen und variable Transkriptionsinitiation
und -termination sowie RNA-editing erhéhen die Diversitit des Proteoms und somit riickte
die Aufkldrung der Struktur der einzelnen Gene in den Mittelpunkt. Durch alternatives
Spleiflen kénnen von einem Genlocus verschiedene Transkripte generiert werden, die sich in
threr Wirkung leicht unterscheiden oder sogar entgegengesetzte Funktionen haben. Die
Anzahl der Transkripte eines Gens kann damit die Anzahl der Gene in einem Genom
iibersteigen (GRAVELEY 2001). Wihrend die Vorhersage von Genen in einem bestimmten
Chromosomenabschnitt mittels Computer unter Verwendung verschiedenster Algorithmen
wihrend des Humangenomprojektes immer weiter verbessert wurde und schlieflich eine
relativ hohe Erfolgsrate aufwies, konnen auch bis heute die exakten Genstrukturen nur schwer
vorhergesagt werden (BRENT und GUIGO 2004). Da viele alternativ gespleifite Transkripte
sehr selten sind und oft nur in wenigen Geweben zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten
oder unter bestimmten physiologischen Bedingungen gebildet werden, sind sie auch in EST
(expressed sequence tag)-Datenbanken, die zur Strukturvorhersage herangezogen werden,
unterreprasentiert (GRAVELEY 2001). Unter diesen Umstinden bleiben experimentelle

Ansitze zur Aufklarung von Struktur und Expression eines Gens bis auf weiteres unabléssig.

1.1. Identifizierung und erste Charakterisierung von SCAPININ

Im Rahmen des Deutschen Humangenomprojektes (DHGP) wurden in einem Projekt zur
physikalischen und transkriptionellen Kartierung des humanen Chromosomenabschnittes
20q13 (HSA20q13) (KUBMANN ef al. 1998) am Institut fiir Humangenetik und Medizinische
Biologie eine Reihe von Genen aus diesem Bereich identifiziert und charakterisiert (GROB
2000, GRoS8 et al. 2000, WORCH 2000). Ausgehend von zwei in dieser chromosomalen Region
lokalisierten ESTs, A005Z17 und H17739, wurde im Rahmen einer Diplomarbeit (WORCH
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2000) eine korrespondierende cDNA von 2,4 kb Lénge isoliert, die sich in 13 Exons aufteilen
lieB (AJ311122). Dariiber hinaus konnten zu diesem Zeitpunkt durch Northern Blot
Experimente mit verschiedenen humanen Geweben zwei Transkripte nachgewiesen werden,
was als Hinweis auf alternatives Spleiflen bewertet wurde.

Im Jahr 2003 veroffentlichten SAGARA et al. (2003) eine Arbeit iiber Verdnderungen der
Zellkernmatrix wihrend der Differenzierung von HL-60-Zellen, einer humanen
promyelotischen Leukémie-Zelllinie. Sie entwickelten monoklonale Antikdrper gegen diverse
Matrixproteine aus HL-60-Zellen, und einer dieser Antikdrper erkannte zwei Polypeptide von
60 kDa bzw. 75 kDa. Durch immunoscreenen einer HL-60-spezifischen Agtl1-cDNA-
Bibliothek isolierten sie das entsprechende Gen, bestehend aus 13 Exons und einem alternativ
gespleifiten Exon 5 als Ursache fiir die zwei Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts.
Weitere Experimente zeigten, dass beide Proteine mit Elementen des Cytoskeletts assoziiert
sind und dass diese Verbindung teilweise iiber RNAs bzw. Ribonukleoproteine vermittelt
wird, obwohl beide kein bekanntes RNA-Bindemotiv enthalten. Mit Hilfe des yeast two-
hybrid Systems wurden Interaktionspartner gesucht und die a-katalytische Untereinheit von
Proteinphosphatase-1 (PP1), einer eukaryotischen Serin/Threonin-Phosphatase, als bindendes
Protein identifiziert. Durch diese Interaktion wird die Aktivitdt von PP1 inhibiert, weshalb es
SCAPININ (scaffold-associated PP1 inhibiting protein) genannt wurde. SAGARA et al. (2003)
fiihrten Deletionsexperimente durch und zeigten, dass ca. 70 Aminosduren am C-Terminus
von SCAPININ essentiell fiir eine effektive Bindung und Inhibierung von PP1 sind, obwohl
sich dort kein RVXF-Motiv befindet, das in vielen PP1 bindenden Proteinen vorhanden ist
(COHEN 2002). Weit iiber 50 regulatorische Untereinheiten von PP1 sind bekannt, die in der
Mehrzahl der Fille iiber dieses RVXF-Sequenzmotiv an die katalytische Untereinheit PP1c
binden und somit die subzellulare Lokalisation und die Funktion von PP1 beeinflussen. Diese
Regulation erfolgt als Antwort auf extra- oder intrazelluldre Signale und geht meist einher mit
Anderungen der Konformation oder des Phosphorylierungsstatus der regulatorischen
Untereinheiten (COHEN 2002). PP1 wird ubiquitidr exprimiert und ist in eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen involviert. Das Enzym beeinflusst z.B. Muskelkontraktion,
Glykogenstoffwechsel und Zellzyklus und spielt eine wichtige Rolle im Nervensystem, z.B.
bei der Regulation der synaptischen Plastizitét iiber die Kontrolle verschiedener lonenkanéile
und Signaltransduktionsenzyme (COHEN 2002, STRACK et al. 1999). Die Rolle von PP1 bei
der Modulation der synaptischen Funktion und der Einfluss PP1-bindender Proteine darauf
wurde von ALLEN et al. (2004) untersucht. Durch Interaktionsklonierung identifizierten sie

ein Protein, das an PP1 und an cytoplasmatisches Aktin bindet und nannten es PHACTR
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(phosphatase and actin regulator). Sie fanden Homologien zu drei anderen humanen
Proteinen und fassten diese zur PHACTR-Familie zusammen, wobei PHACTR-3 dem von
SAGARA et al. (2003) beschriebenen SCAPININ entspricht. STELZL et al. (2005) fanden einen
dritten moglichen Interaktionspartner fiir SCAPININ-Proteine. In einer high-throughput
yeast-two-hybrid Studie identifizierten sie iiber 3000 Kandidaten fiir humane Protein-
Interaktionen. Da solche umfassenden experimentellen Ansétze anféllig fiir falsch negative
wie falsch positive Ergebnisse sind (VON MERING et al. 2002), fiihrten sie fiir zufillig
ausgewdhlte Proteinpaare zusitzliche pull-down- und Coimmunoprizipitationsexperimente
durch, bei denen 66% bzw. 62% der Interaktionen verifiziert wurden. Die erhaltenen Daten
wurden bioinformatisch ausgewertet und die Wahrscheinlichkeit fiir eine identifizierte
Proteininteraktion mit hoch, mittel oder gering bewertet. Nach den Ergebnissen der yeast-two-
hybrid Studie bindet SCAPININ mit mittlerer Wahrscheinlichkeit an den eukaryotischen
Translationselongationsfaktor 1 Gamma (EF-1y), was allerdings nicht durch weitere Versuche
verifiziert wurde. Dimere von EF-1y bilden zusammen mit je einer B- und einer o-
Untereinheit von EF-1 einen Komplex, der GDP fiir GTP austauscht und somit die EF-1a
vermittelte Bindung einer Aminoacyl-tRNA ans Ribosom und eine weitere Elongationsrunde
ermoglicht (SHEU und TRAUGH 1999).

Beziiglich der verdffentlichten Sequenzinformationen zu SCAPININ/Scapinin fiel auf, dass
sich sowohl die von SAGARA et al. (2003) (AB098521 & AB098522) als auch die von ALLEN
et al. (2004) (AY500157) ermittelten cDNA Sequenzen von der zuerst beschriebenen
Sequenz AJ311122 in ihrer 5’-UTR unterschieden, genauer gesagt in ihrem Exon 1.
Alternatives Spleilen fand also nicht nur innerhalb des Transkriptes sondern auch im

5’-Bereich statt.

1.2. Alternatives Spleifien und Phiinotypen aufgrund von Storungen dieses Prozesses

Die Identifizierung verschiedener SCAPININ-Transkripte steht im Einklang mit der
Entdeckung von immer mehr alternativ gespleifiten Transkripten bei Mensch und Maus. Nach
derzeitigen Erkenntnissen scheinen bis zu 90% der humanen Gene dieser Regulation zu
unterliegen (BOUE et al. 2003), so dass die Anzahl der Transkripte beim Mensch als auch bei
der Maus wenigstens zehnmal so hoch ist wie die Anzahl ihrer Gene (CARNINCI et al. 2005).
Aus diesem Grund konnen Storungen des normalen SpleiBBvorganges Krankheitsverldufe
beeinflussen oder sogar auslosen (FAUSTINO und COOPER 2003). Verschiedene Mutationen

des Spleiflens, die sowohl in cis als auch in trans wirken, wurden bereits beschrieben.
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Die Mutation einer klassischen Spleifistelle fiihrt zu einer verdnderten mRNA, die entweder
abgebaut oder in ein verdndertes Protein translatiert wird, was meist dem Funktionsverlust des
betroffenen Alleles entspricht.

Eine zweite in cis wirkende Mutation kann eine alternative Splei3stelle betreffen, was zum
Verlust von Proteinisoformen fiihrt und Ausloser fiir Krankheiten wie Familial isolated
growth hormone deficiency type Il (IGHD II) (MOSELEY et al. 2002), Frontotemporal
dementia and Parkinsonism linked to Chromosome 17 (FTDP-17) (D'SouUzA et al. 1999,
HONG et al. 1998, HUTTON et al. 1998, SPILLANTINI et al. 1998), Atypical Cystic Fibrosis
(DELANEY et al. 1993, STRONG et al. 1993) und Frasier Syndrome (ARMSTRONG et al. 1993)
ist. Bei letzterem beispielsweise ist das Wilms Tumor-Suppressorgen (WT1) betroffen, was
zu Verdnderungen des Urogenitaltraktes fiihrt. Es enthdlt zwei alternative Spleifstellen fiir
Exon 9, die 9 Nukleotide voneinander entfernt liegen, welche die Aminosduren Lysin-
Threonin-Serin (KTS) kodieren. Normalerweise wird in allen Geweben etwas mehr der 9
Nukleotide lingeren +KTS-Isoform gegeniiber der kiirzeren -KTS-Isoform gebildet (HABER
et al. 1991). Bei der Mehrheit der Patienten mit Frasier-Syndrom ist die weiter 5’-wiérts
gelegene Spleiflstelle mutiert, so dass nur noch die -KTS-Isoform gebildet wird (BARBAUX et
al. 1997, KOHSAKA et al. 1999, MELO et al. 2002).

In trans wirkende Mutationen konnen mit Verdnderungen der SpleiBmaschinerie selbst
einhergehen, wie etwa bei der Auspriagung der Retinitis pigmentosa (RP) (Franceschetti 1953)
durch Verdnderungen des Spleillfaktors PRPF31. Fiir dieses Gen wurden verschiedene
Mutationen gefunden, die alle die Funktion des Genproduktes beeintrachtigen, wodurch das
Uberfiihren des Pri-SpleiBosoms in einen aktiven Komplex verhindert wird (MAKAROVA et
al. 2002).

Dariiber hinaus wurden bei verschiedenen Tumoren in frans wirkende Mutationen gefunden,
welche die Regulation des SpleiBvorganges selbst storen konnen. Beispielsweise fiihrt in
malignen Glioblastomen eine erhohte Expression des Spleifiregulators PTB zu verstirktem
HerausspleiBlen des a-Exons vom Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor 1 (FGFRI) (JIN et
al. 2000).

Auch nicht kodierende RNAs mit einer regulatorischen Wirkung kdnnen in alternativen
Transkriptformen auftreten. So existieren beispielsweise fiir das Ube3a Gen, welches im Hirn
nur vom maternalen Allel exprimiert wird und bei Verlust oder Inaktivierung zum Angelman-
Syndrom fiihrt, mehrere alternativ gespleifite Antisense-Transkripte, die die hirnspezifische

Inaktivierung des paternalen Allels kontrollieren (LANDERS ef al. 2004).
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1.3. Genomisches Imprinting

Bei der genomischen Prigung bzw. dem Imprinting handelt es sich um eine Form der
epigenetischen Regulation, bei der die Nachkommen zwar mit beiden elterlichen Allelen
ausgestattet werden, diese werden aber hinsichtlich Thres Ursprungs markiert und differentiell
exprimiert (CONSTANCIA et al. 1998). Gene, die einem Imprinting unterliegen, sind an einer
Vielzahl von biologischen Prozessen, wie Embryogenese, Wachstum und Verhalten beteiligt,
so dass eine Storung des Imprintings zu Missbildungen und Krebs fiihren kann (SASAKI und
ISHINO 2006). Uber den Ursprung des genomischen Imprintings gibt es verschiedene
Theorien, von denen keine alle Eigenschaften von geprigten Genen erkldren kann (DAY und
BONDURIANSKY 2004, IWASA 1998, IWASA und POMIANKOWSKI 1999, VARMUZA und MANN
1994). So versucht laut der so genannten Konflikthypothese (MOORE und HAIG 1991) das
paternale Genom dem Embryo mdglichst viele Ressourcen auf Kosten der Mutter zugénglich
zu machen. Das maternale Genom hingegen versucht, dem entgegen zu wirken, um spéter
weitere Nachkommen, auch von anderen Vitern, bekommen zu konnen. Als Konsequenz
dieser Hypothese wiirden Gene, die das embryonale Wachstum fordern, wie z. Bsp. der
Insulin-like growth factor Il (Igf2), paternal exprimiert werden. Gene hingegen, die dem
entgegenwirken, wie z. Bsp. der Igf2-Rezeptor (Igf2r), wiirden paternal reprimiert. Allerdings
lasst sich diese Theorie nicht auf alle an der fetalen Entwicklung beteiligten Gene anwenden
und erkldrt auch nicht die Unterschiede im Imprintingstatus orthologer Gene unter den
Saugetieren (MORISON et al. 2005). Momentan sind iiber 80 Gene bei Mensch und Maus
bekannt, die einem Imprinting unterliegen (MORISON ef al. 2005). Sie neigen dazu in Clustern
aufzutreten, die hiufig unter der Kontrolle von so genannten Imprintingcentern (IC) stehen
(LEwis und REIK 2006). ICs sind DNA-Abschnitte, welche die Genexpression auf einem
Allel z. Bsp. als Chromatin-Insulator beeinflussen. Dies kann durch Rekrutierung bestimmter
Proteine geschehen, welche den Kontakt eines Enhancers mit einem Promotor verhindern.
Das Igf2/HI19 1C beispielsweise enthidlt einen Insulator mit Bindestellen fiir das CCCTC-
Bindeprotein (CTCF), das am unmethylierten, maternalen Allel binden kann und somit den
Zugang von Enhancern zum /Igf2 Promoter unterbindet. Am methylierten, paternalen Allel
kann CTCF nicht binden und der Enhancer interagiert mit dem Promotor des Gens in
normaler Weise (BELL und FELSENFELD 2000, HARK et al. 2000, KANDURI et al. 2000, SZABO
et al. 2000). Desweiteren kontrollieren ICs allelspezifisch die Methylierung der DNA sowie
die Modifizierung der Histone in einem bestimmten Chromosomenabschnitt und sie konnen

Promotoren fiir nicht-kodierende RNAs enthalten (LEWIS und REIK 2006).
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Erste Hinweise auf das Vorhandensein von geprigten Genen im distalen Bereich von
Chromosom 2 der Maus (MMU2), der syntin zu  HSA20ql3  ist,
ergaben Untersuchungen an Méiusen mit maternaler bzw. paternaler Disomie fiir diesen
Bereich, welche entgegensetzt anormale Phinotypen aufweisen (CATTANACH und KIRK
1985). Dieser als Imprintingregion 1 (IR1) bezeichnete Chromosomenabschnitt wird
proximal begrenzt durch den Translokationsbruchpunkt T(2;8)2Wa in Bande H3 und distal
durch T(2;16)28H in Bande H4 (CATTANACH et al. 1992). Die Ausdehnung dieser Region
wurde seinerzeit mit ca. 7 Mb angegeben (PETERS et al. 2006). Im Bereich dieser
Bruchpunkte wurden die Gene Ada (T2Wa) und ragged alias Sox18 (T28H) kartiert (PETERS
et al. 1994). Allerdings liegen laut aktuellem Datenbankeintrag (www.ncbi.nlm.gov) diese
beiden Gene bei der Maus 18 Mb und beim Menschen sogar 20 Mb voneinander entfernt. In
Abbildung 1 sind die Lokalisation von IR1 bei Mensch und Maus sowie die Syntenie der

beiden Regionen durch ausgewihlte Gene dargestellt.

HSA20

ADA —5“
V‘— Ada
EYA2 =+~
-+ LEya? >. <
T Rab22a RERERTTE ) 20 M
18 Mb T A?p%ée ATPSe 1T~ -
X Ein3 EDN3 ==
, ql3.1
SCAPININ =+
== Scapinin
] LAMAS = Al a2
— Lama)b
13.3
- Sox18 SOX18 +/ \_/ a

Abb.1: Syntenie in IR1 zwischen MMU2 und HSA20ql3. Abgebildet ist die Lokalisation der
Imprintingregion 1 (IR1) im distalen Bereich von Maus-Chromosom 2 (MMU2) und der synténe
Abschnitt des humanen Chromosoms 20q13 (HSA20q13). Die IR1, mit den sie begrenzenden Genen,
ist vergrofert und die Lage ausgewéhlter Loci ist schematisch dargestellt. Die GréBenangaben
beziehen sich auf Werte aus 6ffentlichen Datenbanken (www.ncbi.nlm.gov, www.sanger.ac.uk).
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Innerhalb der IR1 liegt der GNAS/Gnas-Locus, welcher sowohl bei der Maus als auch beim
Menschen einem Imprinting unterliegt und sich in seiner genomischen Organisation sehr
komplex darstellt (PETERS et al. 2006). In Abbildung 2 sind die unterschiedlichen Transkripte
des Gnas-Locus der Maus als Folge der Verwendung verschiedener Promotoren und des
alternativen Spleiflens von vier Startexons an die Exons 2-13 dargestellt. Die Transkription
vom unmethylierten Gnas Promoter erfolgt in den meisten untersuchten Geweben von beiden
parentalen Allelen, allerdings fanden YU ef al. (1998) in einigen Geweben der Nierenrinde
sowie in weilem und braunem Fettgewebe rein maternale Expression. Die Promotoren fiir
GnaslA und Gnasx! sind maternal methyliert und werden ausschlieBlich paternal exprimiert
(L1U et al. 2000b), beim Nesp Gen verhilt es sich umgekehrt, der Promoter ist paternal

methyliert und wird maternal exprimiert (PETERS et al. 1999).

R ++++ttrt+

Nesp
—P
E
" T T T

Pat

Abb.2: Der geprigte Gnas-Locus der Maus. Gezeigt sind die verschiedenen Spleiflvarianten, die vom
maternalen (Mat) bzw. paternalen (Pat) Allel in teilweise entgegengesetzten Orientierungen (Pfeile)
transkribiert werden. Maternal exprimierte Exons sind rot, paternal exprimierte blau und das paternale
Gnas blau schraffiert dargestellt, um zu zeigen, dass letzteres in einigen Geweben inaktiv ist. Die
differenziell methylierten Regionen (DMRs) sind mit einem ,,+“ versehen, wenn sie methyliert und
mit einem ,,-“ wenn sie unmethyliert sind (aus PETERS 2006).

Diese Transkripte des Grnas-Locus kodieren fiir verschiedene Proteine. Gsa ist das Gen fiir die
a-Untereinheit eines stimulierenden heterotrimeren Guanidin Nukleotid-Bindeproteins (G-
Proteins), welches extrazelluldre Signale, die von Transmembranrezeptoren aufgenommen
wurden, durch die Aktivierung einer Adenylatcyclase an Effektorproteine im Zellinneren
weiterleitet (SPIEGEL et al. 1992). Das XLas Protein, welches von der Grasx/-mRNAs

translatiert wird, ist eine Variante von Gso mit einer anderen N-terminalen Doméne.
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Desweiteren existiert in neuralen Geweben ein verkiirztes Protein GsaN1, das zwischen den
Exons 3 und 4 abbricht (WEINSTEIN et al. 2001). Das Nesp-Gen wiederum kodiert fiir das
neuroendokrine sekretorische Protein-55 (Nesp5S5), einem Chromogranin-dhnlichen Protein
(ISCHIA et al. 1997). Dariiber hinaus gibt es ein nicht-proteinkodierendes Antisensetranskript
zu Nesp, Nespas, das ausschlieBlich paternal exprimiert wird und den kodierenden Bereich
von Nesp iiberlappt (L1 et al. 2000, WILLIAMSON et al. 2002, WROE et al. 2000).

Durch Deletionsexperimente des Bereiches um ExonlA von Gnas wurde gezeigt, dass diese
Region essentiell fiir die gewebespezifische Abschaltung des paternalen Gras-Allels ist (L1U
et al. 2005, WILLIAMSON et al. 2004). Diese in cis wirkende Sequenz gehort zu den so
genannten imprinting control regions (ICR), die bei der Regulation der uniparentalen
Expression von geprigten Genen eine wichtige Rolle spielen. Die Expression der anderen
Transkripte des Gnas-Locus (Gnasxl, Nesp, Nespas) war durch diese Deletion nicht veréndert,
was fiir eine zweite Kontrollregion spricht, die im Bereich der maternal methylierten
Promotoren von Nespas und Grasx! vermutet wird (COOMBES et al. 2003, L1U ef al. 2000a).
Ob sich weitere gepragte Gene in der IR1 befinden ist unklar. BEECHEY und PETERS (1994)
untersuchten Dosiseffekte in IR1 und zeigten bei Méusen mit partiellen Trisomien fiir den
distalen Bereich von MMU2 (distMMU?2), dass eine paternale Duplikation durch ein
zusitzliches maternales distMMU2-Fragment gerettet werden kann und umgekehrt, woraufhin
sie mindestens ein weiteres geprigtes Gen in diesem Chromosomenabschnitt vermuteten.
Allerdings war zu diesem Zeitpunkt der komplexe Aufbau des Gnas-Locus mit
entgegengesetzt gepragten Transkripten noch nicht bekannt. Dariiber hinaus wurden im
Verlaufe der Genomprojekte weitere Gene im Bereich von IR1 entdeckt, von denen eine
Vielzahl auf uniparentale Expression getestet wurde (PETERS ef al. 2006, WILLIAMSON et al.
1995). Bis heute gibt es keinen Hinweis auf weitere gepridgte Gene in IR1 (PETERS et al.
2006). Scapinin liegt innerhalb der IR1 ca. 4 Mb distal von Gnas und wurde bisher nicht auf

elternspezifische Expression hin untersucht.

1.4. Ziele der Arbeit

Ausgehend von den Ergebnissen der an der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg im
Institut fiir Humangenetik und Medizinische Biologie angefertigten Diplomarbeit mit dem
Titel ,,Isolierung und Untersuchungen zur Struktur und Expression zweier Gene aus dem
Bereich des humanen Chromosoms 20q13“ (WORCH 2000) sollten in der vorliegenden Arbeit
folgende Aspekte untersucht werden: Eine weitestgehende Aufklidrung der genomischen

sowie der cDNA-Struktur des SCAPININ/Scapinin-Gens bei der Maus und beim Menschen.
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Daran anschlieBen sollte sich eine umfangreiche Expressionsanalyse bei der Maus, mit dem
Ziel, sowohl die gewebe- als auch die entwicklungsspezifische Genexpression zu analysieren.
Soweit moglich, sollten die erhaltenen Daten der Maus auf den Menschen {ibertragen und an
humanem Material untersucht werden. Abschlieend sollte ein Mausmodell etabliert werden,
mit dessen Hilfe eine mdgliche epigenetische Regulation am Scapinin-Locus untersucht

werden konnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

o’*P-dCTP
2-Mercaptoethanol
Ammoniumacetat
Betain

Borsédure
Bromphenolblau
Chloroform
Desoxyribonukleotide
Dextranblau
Dimethyldicarbonat
Dimethylformamid
EDTAxNa,x2H,0O
Eisessig

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Formamid

Gel loading dye blue

Gel loading dye orange G

Glukose

Glycerin

Glykogen
Guanidinthiocyanat
Halothan
Hexaminkobaltchlorid
IPTG

Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

MP Biochemicals

Ferak, Berlin

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

GE Healthcare, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Bayer, Leverkusen

Sigma, Deisenhofen

GE Healthcare, Freiburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka Biochemica, Ulm

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka Biochemica, Ulm
Hoechst, Frankfurt am Main
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

MOPS

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydroxid
N-Lauroylsarcosinat-Natriumsalz
Nylonmembranen

Parafin

Phenol

Polyethylenglykol
Rapid-Hyb-Puffer

SDS
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris-Base
Whatman-Papier

X-Gal

2.1.2. Biochemikalien

Agar

Agarose

Antibiotika:  Ampicillin
Chloramphenicol
Kanamycin

Bakterienstamm DH5a

GeneFinder cDNA Pools

Hefeextrakt

IMAGE-Klone

Oligo(dT)-Cellulose

Pepton

Proteinase K

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Fluka Biochemica, Ulm
GE Healthcare, Freiburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Whatman International Ltd., Maidstone/UK

AppliChem, Darmstadt

Fluka Biochemica, Ulm

Gibco BRL, Eggenstein

Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka Biochemica, Ulm

Roche Diagnostics, Ulm
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
RZPD, MPI Mol. Genetik, Berlin
Gibco BRL, Eggenstein

RZPD, MPI Mol. Genetik, Berlin
GE Healthcare, Freiburg

Gibco BRL, Eggenstein

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
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Restriktionsenzyme mit Puffer Gibco BRL, Eggenstein
New England Biolabs, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
CHIMERx, Madison, WI, USA
Tag-DNA-Polymerase mit Puffer Promega, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Boehringer, Mannheim

T4-RNA-Ligase mit Puffer MBI Fermentas, St. Leon-Roth
TAE/TBE-Puffer Roth, Karlsruhe
Trypton Gibco BRL, Eggenstein

2.1.3. Humane RNAs

Human Fetal Brain poly(4)"-RNA Clontech, Heidelberg
aus normalen, ganzen Hirnen von 10

ménnlichen und weiblichen kaukasischen

Feten zwischen der 21. und 30. Woche

Human Brain Total RNA Clontech, Heidelberg
aus normalen, ganzen Hirnen von

2 minnlichen Kaukasiern

zwischen 47 und 55 Jahren

Human Testis Total RNA Clontech, Heidelberg
normale Testis von 39 Kaukasiern

zwischen 14 und 64 Jahren

Human Ovary Total RNA BioChain, Hayward/USA
1 Donor, 59 Jahre alt

2.1.4. Vorgefertigte Systeme

Advantage® cDNA PCR-Kit Clontech, Heidelberg
eLONGase™-Mix Gibco BRL, Eggenstein
Expand Reverse Transcriptase Roche Diagnostics, Mannheim

Human Multiple Tissue Northern Blot Clontech, Heidelberg
Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire, UK
M-MLYV Reverse Transcriptase Promega, Mannheim

Marathon-Ready™-cDNA Clontech, Heidelberg
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Megaprime™ DNA Labeling System GE Healthcare, Freiburg
pGEM-T/pGEM-Teasy vector system Promega, Mannheim
QIAprep® Spin Miniprep Kit 250 Qiagen, Hilden
SuperScriptTMH RNase H Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
SuperScript 111 RNase H- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Thermosequenase™ II dye terminator
cycle sequencing kit GE Healthcare, Freiburg
BigDye" Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit GE Healthcare, Freiburg
TOPO TA Cloning®-Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
2.1.5. Langenstandards
pUC-Mix Marker 8 MBI Fermentas, St. Leon-Roth
AEco 1301 MBI Fermentas, St. Leon-Roth
100 bp ladder Gibco BRL, Eggenstein
pUC-Mix Marker 8 AEco 1301 100 bp ladder
bp bp
— 103207
— 1118 - 7743
— 881 W
480 — 2BA0
— 404
— a7 — 1882
940 — 1489
190
- 147 — 0
<o
— &7
— 47
Abb.3: Darstellung der verwendeten DNA-Molekulargewichtsstandards. Quellen: www.mbi-

fermantes.com, www.invitrogen.com.

2.1.6. Gerite

Autoklav ,,Sanoclav

Proportionalzihler, LB 122 B-y-Detector

Schiitt, Gottingen
Berthold, Bundoora, Australien
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Elektrophoresekammern
Heizblock
Hybridisierungsofen

Mikroliterpipetten

Multipipette

Netzgerite fiir Elektrophorese
pH-Meter, Typ CG 810
Phosphorimager, STORM 860
Photometer UltrospeclII
Schiittler Innova 4000 & 4300
Sterilbox

Peqlab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Hereaus, Osterode

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heinemann, Géttingen

Schott, Hofheim

Molecular Dynamics, Krefeld

GE Healthcare, Freiburg

New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

Zapf-Instrumente, Sarstedt

Thermocycler, Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Herolab, Wiesloch

Herolab, Wiesloch

Transilluminator
Videoprinter, E.A.S.Y. Image Plus
Waagen Schiitt, Gottingen

Zentrifugen Heraeus, Osterode

2.1.7. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Computerprogrammes GENERUNNER (Version 3.0;
Hastings Software) berechnet und von den Firmen Biosource (Nivelles, Belgien), Metabion
(Martinsried), Invitrogen (Carlsbad, CA, USA ) und Qiagen (Hilden) bezogen. Die
nachstehende Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bei PCR- und
Sequenzierungsreaktionen verwendeten Primer mit den dazugehorigen Sequenzen und in

Abbildung 4 sind die spezifischen Bindestellen dieser Primer am Scapinin-Locus der Maus

(Abbildung 4A) bzw. des Menschen (Abbildung 4B) schematisch dargestellt.

Tab.1: Bezeichnung und Sequenz der verwendeten Primer. Links ist die Primernummer angegeben,
die im fortlaufenden Text verwendet wird und die den entsprechenden Primer in Abbildung 4
bezeichnet.

Primer-Nr. | Primername Primersequenz 5°-3°

pZero-R2 TGTGCTGCAAGGCGATTAAG

mDI17M1 TGACCACTGACTACAAGAGGAGC
mAU066M 1 AGCACGCTCAGAGCCTCTGG




Material und Methoden

15

mD17M2

ACAAAATACTGAATGACACTGGG

mAOO5maratl

GTCTGCCCTCCTGTCATAGTCC

H17739mR

TCCAAGGTTTGAAGATCCTG

Anchor3

PHOSPHAT-CTAGGAATTCCATCGATGGTTACCT-AMIN

Anchor3Prim1

AGGTAACCATCGATGGAATTC

Anchor3Prim2

ACCATCGATGGAATTCCTAG

H17739marat5

TTGAAGATCCTGCCCAGGGTG

AKO039213F

CCTTCAGGGAGATGCGTGG

AKO039213R

TCCGGTGGTGGTGTCTTGG

AKO032242F

TTGTCTCCCCACCCTGAAGC

AKO032242start

ATGGCCGCATCCGAGGAC

AKO032242R

AAGCTGGGGTCACTCTGCG

altex1-F

ACACTCAATGCAAACAGCC

altex1-F2

CTTAAAGTCAGAAGCCATGC

altex1-R2

CACAGCGGCTGGGCCCAC

AK098449F

GAGGAGCTGCAGGGAAG

AK098449F2

CAGTCTCTGCCTCCCAGG

AK098449R

CTCATGGCCAAGGTCAAG

mAQ005marat-K1-fw3

GAAAACTGTCCTGACGGTG

mAOOSmarat-K1-rw2

AGCTTCTGTCCTCCGATG

mA005-27Arw

ATCAAAATGTTGGAGCTG

A005Z17mR

GTTACTCTGGGCCTAAAGTG

A005Z17mF2

GGTACACGCATCCAGCAAGC

mAO005Smarat3

CCAGCTTGCTGTTCCTCCTCAC

Int10-F

AGGATTATTTGATGCATTCTG

R44seq10

AAAGGAATGATCAGACAGAG

mo-ex2-R2

GGCTCTGAGCGTGCTGGG

mAO05marat-K1-fw4

AGTCAGACCCAGCTAAGG

m3UTR-F

TAAACACAAGAAAGGAAATGC

m3UTR-R

TTTGTCAGCTCATTTCTTCC

00821seq

AGCTTCATCTCGATCTGC

H17739marat8

CGGCCATCTTCTTCTCCAGC

H17739marat6

GTGGCCAGTTTGCTGTTCCTC

H17739marat4

TGGAGGACCCCGATCTGTACAG

H17739F

CAGATTCCTTAGCGGCAG

orfH17-4F

AACCACCCACTCCCAAGTCG

AKO098788-F

ATGCGTGGCCGTGGCGGG

hum-ex1-F

ATGGCCGCGTCGGAGGAC

hum1C-F

ACCTTTCAGGGAGATTTGAG

hum1D-F

CTGTGTAGGATGCATCTGCG

H17739F3

AGACCAGATATTCAGGACGC

1B2-F

GTGTCTCACTCTGTCGCCC

1B2-R

CTGTAGTCCCAGCCACTCG

humIC-R

TTATGGTCACAGAGGGATCC

hum1D-R

TGGTTTCATCAGGTTTCTTGC

H17739marat7

AGCAGCCCCTTCTTGATGAGC

pZero-F

CCAGGCTTTACACTTTATGCTTC
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Abb.4: Lokalisation der verwendeten Primer. Schematische Darstellung des SCAPININ/Scapinin-
Locus der Maus (A) und des Menschen (B). Die Primer sind mit Nummern versehen, die im
fortlaufenden Text verwendet werden und deren Sequenz in Tabelle 1 angegeben ist. Die Pfeile
unterhalb der Nummern zeigen die Orientierung der Primer an. Die alternativ gespleifiten
SCAPININ/Scapinin-Exons sowie der alternativ polyadenylierte 3’-Bereich bei der Maus sind blau
dargestellt.

2.1.8. Beschreibung der verwendeten Mausstdmme

Beim NMRI-Stamm handelt es sich um ein Albino-Mausmodell, das spontan verschiedene
Tumore sowie Nierenerkrankungen entwickelt. Er wurde in den 1930er Jahren als
Auszuchtstamm entwickelt und ab 1937 am National Institute of Health als NIH/P1 Linie in
Inzucht gehalten. Im Gegensatz zur Auszucht wird eine Mauslinie als Inzuchtstamm
bezeichnet, wenn die Maéuse seit mindestens zwanzig Generationen ausschlieBlich in
Geschwisterverpaarungen gehalten worden sind. AuBler dem Geschlechtsunterschied sind
Maiuse eines Inzuchtstammes genetisch identisch, sie sind fiir praktisch alle genetischen Loci
homozygot (BECK et al. 2000). Spater wurde die NIH/P1 Linie am Naval Medical Research
Institute, USA (NMRI), unter der heute giiltigen Bezeichnung, wieder willkiirlich verpaart
und gelangte schlieBlich zum Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht (Hannover) und zur Danish
mouse breeding company M&B A/S (heute Taconic) (www.Informatics.jax.org,
www.taconic.com, BECK et al. 2000). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten NMRI
wurden am Zentrum fiir medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg, ebenfalls in Auszucht, gehalten.

Die Mus musculus castaneus wurden von Frau Dr. Bettina Harr, Abteilung fiir
Evolutionsgenetik des Institutes fiir Genetik der Universitdt Koln, zur Verfiigung gestellt.
Diese Linie stammt urspriinglich aus dem Laboratoire Génome Populations Interactions

Adaptation aus Montpellier, das die in Indien gefangenen Méduse etwa in der 18. Generation
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in zufdlliger Kreuzung, also nicht in Inzucht, hielt (Auskunft von Professor Francois

Bonhomme, Montpellier).

2.2. Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden die hier aufgefiihrten Methoden aus SAMBROOK und

RUSSEL (2001) entnommen und gegebenenfalls modifiziert.

2.2.1. Kultur und Stammbhaltung von Bakterien

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in fliissigen oder auf festen Medien. Nach dem
Autoklavieren der Ndhrmedien und Abkiihlen auf ca. 55°C wurden die in Tabelle 2
aufgelisteten Zusatzstoffe beigemischt, um selektive Wachstumsbedingungen zu schaffen.
Fliissigkulturen wurden iiber Nacht bei 37°C und 190 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Die
Bakterien wurden dann bei 4000 rpm 30 min abzentrifugiert und die DNA sofort pripariert
(vgl. 2.2.2.) oder das Zellpellet bei -20°C tiefgefroren. Néhrboden wurden ebenfalls tiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten konnen dann ca. 1 Monat bei 4°C gelagert werden. Fiir
die langerfristige Aufbewahrung der Klone empfiehlt sich das Anlegen von Stammbhaltungen.
Dazu werden 800 pl einer iiber Nacht.-Kultur mit 200 pl 87%igem, autoklaviertem Glycerol

gemischt und ziigig bei -80°C eingefroren.

Tab.2: Zusitze zur selektiven Anzucht von Bakterien.

Losungsmittel Stammlosung Endkonzentration

Ampicillin dH,0 50 mg/ml 50 pg/ml
Chloramphenicol Ethanol, absolut 50 mg/ml 50 pg/ml
Kanamycin dH,0 30 mg/ml 30 pug/ml
IPTG dH,0 1M 0,5 mM
X-Gal Dimethylformamid 40 mg/ml 40 pg/ml
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton SB-Medium: 20 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt 10 g Bacto-Hefeextrakt
5 g NaCl 20 g NaCl
ad 11H,0 ad 11H,0
autoklavieren autoklavieren

Um einen festen Ndhrboden zu erhalten, wurde dem
LB-Medium vor dem Autoklavieren 20 g Agar zugegeben.
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2.2.2. Priparation von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA wurde der ,,QIAprep® Spin Miniprep Kit (250)* und die
darin enthaltenen Pufferlésungen verwendet.

e 5 ml LB-Medium + Antibiotikum mit Einzelkolonie animpfen und iiber Nacht bei 190 rpm

und 37°C schiitteln

Kulturlésung 30 min bei 4000 rpm zentrifugieren

Pellet in 250 pl Puffer P1 resuspendieren und in 1,5 ml-Reaktionsgefaf tiberfiihren

250 pl Puffer P2 zugeben und vorsichtig mischen (nicht vortexen)

350 pl Puffer N3 zugeben und vorsichtig mischen

10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

Uberstand auf QIAprep-Siule geben und 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Durchfluss

verwerfen

e 500 pl Puffer PB auf Sdule geben und 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

e 750 pl Puffer PE auf Sdule geben und 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

e nochmals 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Sidule in neues 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tiberfithren, 30 pl H,O auf Sdule geben und 1 min
stehen lassen

¢ 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

¢ DNA-Konzentration im Durchfluss photometrisch bestimmen (vgl. 2.2.4.)

2.2.3. Aufarbeitung von Gewebeproben der Maus
2.2.3.1. Entnahme von Geweben aus Méusen

Fiir die Gewebeentnahme vorgesehene Miause wurden zundchst mit Halothan betdubt und
anschlieend ihre Halswirbelsdule durchtrennt. Die Préparation der Organe und Gewebe
erfolgte unter Anleitung und entsprechend der Literatur (RUGH 1990). Proben fiir die RNA-
Isolation wurden in Denaturierungslosung homogenisiert und entweder direkt die RNA
prépariert (vgl. 2.2.3.3.) oder in einem Ethanol/Trockeneisbad schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Gewebe flir die Préparation von DNA wurden direkt in entsprechendem Puffer
aufgenommen und weiterverarbeitet (vgl. 2.2.3.2.) oder ohne Puffer schockgefroren und bei

-80°C gelagert.

Denaturierungslosung: 4 M Guanidinthiocyanat
25mM  Natriumcitrat pH 7,0
0,5% (w/v) N-Lauroylsarcosinat-Natriumsalz
0.1 M 2-Mercaptoethanol (erst vor Gebrauch zusetzen)
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2.2.3.2. Préaparation von genomischer DNA aus Geweben

Gewebe in 1xSSC, 0,5% SDS aufnehmen (ca. 100mg Gewebe/ml Puffer) und pro ml
Puffer 30 ul Proteinase K (20mg/ml) zugeben

bei 55°C inkubieren bis die Gewebestruktur vollstindig gelost ist (ca. 2 h)

mit 1 Vol Phenol/Chloroform versetzen, gut mischen und 3 min bei 13000 rpm
abzentrifugieren

Uberstand abnehmen und gegebenenfalls nochmals mitl Vol Phenol/Chloroform
versetzen, gut mischen und 3 min bei 13000 rpm abzentrifugieren

Uberstand abnehmen und mit 0,7 Vol Isopropanol die DNA ausfillen

10 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol waschen und erneut abzentrifugieren

Uberstand abnehmen und Pellet trocknen

Pellet in angemessener Menge TE oder Wasser 16sen und Konzentration bestimmen (vgl.
224)

20x SSC: 3M  Natriumchlorid

0,3M Natriumcitrat

1x TE: 10 mM Tris-HCI1

1l mM EDTA

2.2.3.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus Maus-Geweben

(nach CHOMCZYNSKI und SACcHI 1987)

Gewebe in 1 ml Denaturierungslésung pro 100 mg Gewebe aufnehmen und
homogenisieren

0,1 Vol 2 M Natriumacetat pH 4,0 zugeben und gut durchmischen

1 Vol Phenol und 0,2 Vol Chloroform:Isoamylalkohol 24:1 zugeben und gut durchmischen
15 min auf Eis inkubieren und 20 min bei 10000 g und 4°C zentrifugieren

Uberstand abnehmen, mit 1 Vol Isopropanol versetzen und 30 min bei -20°C inkubieren
RNA-Pellet in 0,5 ml Denaturierungslosung aufnehmen und nochmals mit 1 Vol
Isopropanol 30 min bei -20°C fillen

20 min bei 10000 g und 4°C zentrifugieren

Pellet mit 1 ml 75% Ethanol waschen und 20 min bei 10000 g und 4°C zentrifugieren
Pellet lufttrocknen lassen und in nukleasefreiem Wasser ldsen

Konzentration bestimmen (vgl. 2.2.4.) und in Aliquots bei -80°C lagern

2.2.3.4. Isolierung von polyadenylierter RNA (poly(A)"-RNA) aus Gesamt-RNA
(nach Aviv und LEDER 1972)

zwel 2ml Reaktionsgefdlle mit entsprechenden Mengen Oligo(dT) Cellulose fiillen (vgl.
Tabelle 3), 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand abnehmen

in Wasser geloste Gesamt-RNA 5 min bei 65°C denaturieren, Lithiumchlorid zu einer
Endkonzentration von 0,5 M zugeben und mit der Oligo(dT) Cellulose 3 min bei RT
vorsichtig schiitteln
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2 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand auf das zweite Oligo(dT) Cellulose Aliquot
geben und 3 min bei RT vorsichtig schiitteln

2 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

beide Oligo(dT) Cellulose Aliquots jeweils mit 1 Ausgangsvolumen high-salt Puffer
waschen, 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

beide Oligo(dT) Cellulose Aliquots jeweils mit 1 Ausgangsvolumen low-salt Puffer
waschen, 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

beide Oligo(dT) Cellulose Aliquots je 2x mit 150ul Elutionspuffer (auf 65°C vorgewérmt)
spiilen, 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Uberstand sammeln

Eluat gegebenenfalls nochmals 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren um mitgeschleppte
Oligo(dT) Cellulose abzutrennen

poly(A)"-RNA mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 4,0), 1 Vol Isopropanol und 1pl
Glykogen (10mg/ml) iiber Nacht bei -20°C fillen

20 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugieren

Pellet mit 500u1 75% Ethanol waschen und 20 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugieren
Pellet lufttrocknen und in 1x TE pH 7,8 l6sen

Konzentration bestimmen (vgl. 2.2.4.) und in Aliquots bei -70°C lagern

Oligo(dT) Cellulose: 25mg/ml

high-salt Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

I mM EDTA
0,5M NaCl

low-salt Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

I mM EDTA
0,1 M NaCl

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

I mM EDTA

Tab.3: Benétigte Mengen an Oligo(dT) Cellulose zur Isolierung von polyA"-RNA aus Gesamt-RNA.

Ausgangsmenge an Menge an Oligo(dT) Cellulose fiir | Menge an Oligo(dT) Cellulose fiir

Gesamt-RNA 1. Isolierung 2. Isolierung

100 - 300pg

<lmg

<3mg

>3mg

2.2.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Anhand der Extinktion wurde die Konzentration der isolierten Nukleinsduren mit einem

Spektralphotometer bestimmt. Es wurde eine Quarzkiivette mit 1 cm Schichtdicke verwendet.

Nach Abgleich des Photometers wurden die Nukleinséurelosungen bei den Wellenldngen 260

und 280 nm gemessen. Eine ODy40 von 1 entspricht bei einer Schichtdicke von 1 cm 50 pg/ml
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doppelstringiger DNA oder 37 pg/ml einzelstringiger DNA oder RNA. Das Verhiltnis
zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm (OD,6/OD5g¢) gibt ein MaB fiir die Reinheit
der Nukleinsduren an und sollte bei DNA-Losungen 1,8-1,95 und bei RNA 1,9-2 betragen.

2.2.5. Northern Blotting
2.2.5.1. Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese

Vorbereitung eines 1%igen Gels

e Ig Agarose in 85 ml nukleasefreiem Wasser und 10ml 10x MOPS unter kochen 16sen

e auf 60°C abkiihlen, unter einem Abzug 5 ml 12,3M Formaldehyd zugeben und in
vorbereitete Gelkammer mit Kamm gief3en

e nach Erkalten Kamm ziehen und 1x MOPS als Laufpuffer zugeben, sodass das Gel
vollstindig bedeckt ist

10x MOPS: 0,4M MOPS pH 7,0
0,IM Natriumacetat
0,01M EDTA

Vorbereitung der RNA-Proben

e RNA-Proben (und gegebenenfalls Marker) mit nukleasefreiem Wasser auf gleiche
Volumina einstellen (GroBe der Geltaschen berticksichtigen)

e entsprechendes Volumen 5x Ladepuffer zugeben und gut mischen

e 5 min bei 95°C denaturieren, sofort auf Eis

e Gel laden und mit 5V/cm laufen lassen bis Ladepuffer ca. 2/5 des Gels passiert hat

5x Ladepuffer: 16 pl gesittigte Bromphenolblau-Losung (in Wasser)
80 ul 500 mM EDTA pH 8,0
720 ul 12,3 M Formaldehyd
2 ml 100% Glycerol
3,084 ml Formamid
4 ml 10x MOPS
ad 10 ml nukleasefreies Wasser

Gel farben und dokumentieren

e Gel aus der Kammer nehmen, mit nukleasefreiem Wasser bedecken und Ethidiumbromid
zu einer Endkonzentration von 0,5ug/ml zugeben

30 min schiitteln

Férbelosung abgieBen und Gel zum Entfarben mit nukleasefreiem Wasser bedecken

15 min schiitteln, Wasser abgieen und Gel erneut mit nukleasefreiem Wasser bedecken

15 min schiitteln, Wasser abgieen und RNA mit UV-Licht sichtbar machen

Lineal ans Gel anlegen und fotografieren, um spiter Hybridisierungssignale mit dem
Marker vergleichen zu kénnen
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2.2.5.2. Transfer der RNA mittels Kapillarblot

Photoschale zu % mit 20x SSC als Transferlosung fiillen, eine Kunststoffplatte dariiber
legen, auf der sich ein Filterpapier befindet, das auf beiden Seiten in die 20x SSC-Ldsung
eintaucht

Filterpapier mit 20x SSC anfeuchten und mit einem Glasstab luftblasenfrei andriicken
nacheinander 3 Schichten feuchtes Whatman Papier luftblasenfrei auflegen

Gel auflegen und Gelridnder so mit Folie abdichten, dass die Transferlosung nur durch das
Gel hindurch gesaugt werden kann

auf GelgroBe zugeschnittene Nylonmembran mit 2x SSC anfeuchten und luftblasenfrei auf
das Gel auflegen

luftblasenfrei mit einer Schicht Whatman Papier bedecken

mehrere Schichten saugfdhiges Papier auflegen und mit einem Gewicht beschweren (ca.
500g)

nach 24-48h Saugpapier und oberste Schicht Whatman entfernen

auf der Membranriickseite mit Bleistift die Geltaschen markieren und gegebenenfalls eine
Identifikationsnummer aufbringen

Membran vom Gel abziehen und kurz in 2x SSC spiilen

Membran soweit lufttrocknen lassen, dass keine stehende Fliissigkeit mehr vorhanden ist
RNA mittels eines UV-Stratalinkers 1800 kovalent an die Nylonmembran binden

Gel unter UV-Licht auf Rest-RNA und somit Blot-Effizienz hin {iberpriifen

2.2.5.3. Hybridisierung der Northern-Blots mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Markierung glfr Sonden mit Markierung der Sonden mit
,Megaprime DNA labelling systems“-Kit ,ready-to-go  Labelling beads*
20-50 ng DNA 20-50 ng DNA in 45 ul TE
5 pul random Primer 16sen

ad 33 ul H,O

5 min bei 95°C inkubieren 5 min bei 95°C inkubieren
sofort auf Eis sofort auf Eis

10 pl labelling Puffer Labelling-bead und

5 ul a*?P-dCTP 5 ul a*P-dCTP zugeben

2 pl Klenow-Fragment (1 U/ul)

250 ul 250 ul

Ansatz 30min bei 37°C inkubieren
nicht eingebaute dNTPs und random Primer iiber MicroSpin™G50-Séule abtrennen

Vorhybridisierung

Membran mit 2xSSC/0,05% SDS anfeuchten und in Hybridisierungsréhren geben
5-10 ml ,,Rapid-Hyb*“-Puffer in Hybridisierungsrohren geben
1 h bei 63°C prihybridisieren
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Hybridisierung

e Sonde 5 min bei 95°C denaturieren und sofort zum Vorhybridisierungsansatz geben
e 2-16h bei 63°C hybridisieren

Waschen

e Membran 2x 5min in 2xSSC/0,1% SDS bei RT waschen und Aktivitdt messen (Aktivitit
sollte 10-15x Hintergrund betragen)

e Membran gegebenenfalls in 0,2xSSC/0,1% SDS bei 63°C waschen und regelméBig
Aktivitdt messen

Detektion

e in Folie eingeschlagene Membranen fiir mindestens 2 h auf Phosphorimager-Screen
exponieren

e Detektion der Signale mit Phosphorimager und Auswertung mit ImageQuant®-Software

e Zuordnung der Signale zu Molekulargewichten der detektierten Transkripte mittels
Herolab Software und unter Bezugnahme zu den bei der Gelelektrophorese mitgefiihrten
Standards

2.2.6. Reverse Transkription (RT)

Fiir die Reverse Transkription kamen verschiedene Produkte zum Einsatz, die entsprechend
der Herstellerangaben verwendet wurden. Fiir einen 20 pl Ansatz wurden 50-200 ng
poly(A)"-RNA bzw. 0,5-10 pg Gesamt-RNA mit 10 pmol Primer, 10 nmol von jedem dNTP
und einer entsprechenden Menge nukleasefreiem Wasser fiir 10 min bei 65°C inkubiert und
anschlieend fiir mind. 5 min auf Eis abgekiihlt. Dann wurden, je nach verwendetem Produkt,
Reaktionspuffer, Enzym und gegebenenfalls weitere Zusétze hinzugefiigt und der Ansatz fiir
1 h bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion abgestoppt, indem sie fiir 10 min
auf 65°C erhitzt wurde. Fir eine anschlieBende PCR wurde 1/100 bis 1/10 der RT-Reaktion

eingesetzt.

2.2.7. PCR (nach Saiki ef al. 1988)

Die fiir die verschiedenen Anwendungen konzipierten PCR-Reaktionsansitze werden im
Folgenden ausfiihrlich dargelegt und die dafiir verwendeten Reaktionsbedingungen (PCR-
Programme fiir den ,,Eppendorf Mastercycler Gradient”) sind in der folgenden Tabelle 4

aufgefiihrt.
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Tab.4: Ubersicht iiber die wesentlichen Parameter der verwendeten PCR-Programme.

[ Progranmi | Progamm2 | Programm3 | Programm4 [ Programms |

Zugabe von Mix A

Zugabe von Mix A

einmalige

Denaturierung

95°C/120 s

95°C/120 s

94°C/120 s

95°C/120 s

95°C/120 s

Zugabe von Mix B

Zugabe von Mix B

Denaturierung

95°C/40 s

95°C/40 s

92°C/30 s

95°C/40 s

95°C/40 s

Annealing

50-70°C/40 s

50-70°C/40 s

50-60°C/30 s

72°C/40 s, -1°C/Zyklus

72°C/40 s, -1°C/Zyklus

Elongation

72°C/60 s

72°C/60 s

60°C/2 min

68-72°C/240 s

68-72°C/240 s

einmalige

Elongation

72°C/180 s

72°C/180 s

Zyklenzahl

30

30

22

22

Denaturierung

95°C/40 s

95°C/40 s

Annealing

50-60°C/40 s

50-60°C/40 s

Elongation

72°C/240 s

72°C/240 s

Zyklenzahl

25

2.2.7.1. Standard-PCR

Ein Standard-PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

20-100 ng
1,5 pl

3,3 mM

5 nmol

5 pmol

5 pmol
0,5U

ad 15 ul

Template
10xPCR-Puffer
M gC12

je dNTP

Primer forward
Primer reverse
Tag-Polymerase
H,O

PCR-Programm 1 (vgl. Tabelle 4)

25

Gegebenenfalls enthielt der PCR-Ansatz 1,6 M Betain, da es die Denaturierungstemperatur

der DNA herabsetzt und somit die Amplifikation von GC-reichen Regionen erleichtert

(HENKE et al. 1997, REES et al. 1993). Um fiir Primerkombinationen die optimale

Annealingtemperatur zu finden, wurde ein Programm mit Temperaturgradient (50°C -70°C )

durchgefiihrt. War dies nicht moglich, so wurde ein fouch down-Programm verwendet. Dabei

wird die anfdngliche Annealingtemperatur von 72°C um 1°C pro Zyklus verringert bis zu

einer Temperatur von 50°C, um sich so von oben an die optimalen Bedingungen anzundhern

und unspezifische Amplifikation moglichst auszuschlieBen. Daran schlossen sich nochmals

25 Zyklen mit einer mittleren Annealingtemperatur (50°C-60°C) an (PCR-Programm 4, vgl.
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Tabelle 4). Eine weitere Moglichkeit, um unspezifische Produkte zu vermeiden, ist die Aot
start-PCR. Hierbei kommen Template, Primer und Polymerase erst bei hoher Temperatur

zusammen. Dazu wurde der PCR-Ansatz wie folgt aufgeteilt:

Mix A Mix B
x ul -—- Template
1,5 pl 1,5 ul MgCl, (25 mM)
1,5 pl 1,5 pl 5xReaktionspuffer
0,5 ul --- dNTPs (10 mM)
0,5 ul - Primer forward (10pmol/ul)
0,5 ul --- Primer reverse (10pmol/ul)
- 0,1 ul Tag-Polymerase
x pul x pl H,O

27,5ul > 7,5l

PCR-Programm 2 (vgl. Tabelle 4)

Mix A wurde zunichst fiir 5 min bei 95°C inkubiert und erst dann wurde Mix B zugegeben.
AnschlieBend wurde eines der oben genannten Programme durchgefiihrt. Bei allen PCR-
Ansdtzen wurde eine Negativkontrolle (ohne Template) und, wenn moglich, auch eine
Positivkontrolle (genomische DNA, Plasmid-DNA) mitgefiihrt. Die Reaktionen wurden
anschlieBend durch Gelelektrophorese ausgewertet (vgl. 2.2.9.)

2.2.7.2. Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

Die RACE-PCR ist eine Methode, um fehlende 5’- bzw. 3’-Enden von cDNAs zu
amplifizieren. Voraussetzung ist eine effiziente Reverse Transkription, insbesondere im
5’-Bereich von Genen, die einen hohen GC-Gehalt haben und daher zur Bildung von
Sekundérstrukturen neigen. Des Weiteren wird eine bekannte Sequenz benétigt, z. Bsp. in
Form eines Adaptors, die an das 5’-Ende der erhaltenen Einzelstrang-cDNA ligiert wird, um
eine Amplifikation zu ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene
Templates fiir die RACE-PCR eingesetzt.

Zunichst wurde versucht, aus gewebespezifischen Pools einer vorhandenen cDNA-Bank
(GeneFinder-cDNA-Pools, RZPD, Berlin), die positiv fiir Scapinin waren, gezielt die
5’-Enden der enthaltenen cDNA-Klone zu amplifizieren. Hierfiir wurden die
vektorspezifischen Primer pZERO-F bzw. pZERO-R2 (Primer P50 und P1 in Tabelle 1) in

Kombination mit einem genspezifischen Primer in einer Standard-PCR-Reaktion eingesetzt.



Material und Methoden 26

Als weiteres Ausgangsmaterial diente die Marathon-Ready ™ cDNA-library, die Einzelstrang-
cDNAs enthélt, an deren Enden Adaptoren ligiert wurden, fiir die geschachtelte Primer zur
Verfiigung stehen. Somit konnten zwei PCR-Runden durchgefiihrt werden, wodurch die
Spezifitit der Amplifikation erhdht wurde. Da die Lange der Produkte nicht bekannt war,
wurden Enzym-Kombinationen verwendet, die auch die Amplifikation gréBerer Fragmente
gewihrleisten. Zudem wurde fiir beide PCRs ein hot start-touch down-Programm gewihlt
(PCR-Programm 5, vgl. Tabelle 4). Erst nach der zweiten Runde erfolgte eine Auftrennung
der Produkte mittels Agarosegelelektrophorese. Folgender Ansatz wurde fiir die erste

Amplifikationsrunde verwendet:

Mix A Mix B

0,7 ul - Marathon-Ready™ cDNA (0,1 ng/ul)

--- 0,1 pul dNTPs (10 mM)

0,2 ul 0,8 ul 10x Advantage® cDNA PCR-Reaktionspuffer
0,1 pul --- Adaptorprimer 1 (10 pM)

0,1 pul - genspezifischer Primer (10 pM)

- 0,2 pl 50x Advantage® cDNA Polymerase Mix

3,9 ul 3,9 ul H,O

x5upl 25ul

Folgender Ansatz wurde fiir die zweite Amplifikationsrunde verwendet:

Mix A Mix B

1,0 ul - DNA (1:50 verdiinntes Produkt der 1. Runde)
0,5 ul --- dNTPs (10 mM)

1,0 pl 3,0 ul ELONGASE™-Puffer B

- 1,1 pl MgCl; (25 mM)

0,2 ul - Adaptorprimer 2 (10 pM)

0,2 ul -—- genspezifischer Primer (10 uM)

- 0,4 ul ELONGASE™-Mix

7,1 ul 5,5 ul H,O

2 10l 2 10ul

Dariiber hinaus wurde ein eigenes RACE-Template generiert, indem poly(A) -RNA zunichst
in einer Reverse Transkriptions-Reaktion in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben wurde (vgl.
2.2.6.). AnschlieBend wurde ein so genannter Anker-Oligo mit Hilfe einer RNA-Ligase an das

5’-Ende der generierten cDNA ligiert. Um die Ligationseffizienz zu erhdhen, wurden
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Polyethylenglykol und Hexaminkobaltchlorid zugegeben. Ein mdglicher RNase-Verdau vor
der Ligation wurde nicht durchgefiihrt:

2,5 ul RT-Reaktion

1 ul  anchor3 (10 pmol/ul)
10 ul  PEG 6000

2 ul  Hexaminkobaltchlorid
2 ul  10xRNA-Ligase-Puffer
2ul  ATP-Losung (10 mM)
0,5 ul RNA-Ligase (10 U/ul)

Der Ligationsansatz wurde fiir mind. 48 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend wie die

Marathon-Ready ™ cDNA-library fiir die RACE-PCR eingesetzt.

2.2.8. Restriktion

Restiktions(endo)nukleasen sind Enzyme, die DNA sequenzspezifisch schneiden. Sie haben
unterschiedliche Erkennungssequenzen, die palindromisch angeordnet sind. Die Spaltung von
DNA mit unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen erfolgte in den vom Hersteller
mitgelieferten Restriktionspuffern bei den angegebenen Reaktionsbedingungen. In der Regel
wurden pro ug DNA 10 Units des jeweiligen Enzyms eingesetzt, die Spaltung erfolgte fiir
2-5 h bei entsprechender Temperatur. Die Nomenklatur erfolgte entsprechend Roberts et al.
(2003)

2.2.9. Elektrophorese

Durch eine Elektrophorese in Agarosegelen konnen DNA-Molekiile in einem GroBenbereich
von 0,1 - 30 kb aufgetrennt werden. Je nach GroBBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente
wurden 0,5 - 3%ige (w/v) Agarosegele verwendet. Die jeweils benétigte Agarosemenge
wurde in 0,5xTBE- bzw. 1xTAE-Puffer gegeben, durch Aufkochen gelost und nach
Abkiihlung auf etwa 50°C in einen Geltrager gegossen und Kdmme eingehingt, so dass
Taschen entstehen, in die die DNA eingebracht werden kann. Fiir einige Anwendungen wurde
die Agarose mit Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml) bis zu einer Endkonzentration von
0,1 pg/ml versetzt. Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen
pipettiert. Als Molekulargewichtsstandard diente eine DNA mit bekannten Fragmentgrofen.
Als Laufpuffer wurde 0,5xTBE- bzw. 1xTAE verwendet. Die Elektrophoresen wurden in der
Regel bei 6 V/cm Gelldnge durchgefiihrt. Nach Ablauf der Elektrophorese wurden die Gele in
Ethidiumbromid-Losung (0,5 pg/ml) angefarbt, wenn kein Ethidiumbromid zur Agarose
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zugegeben worden war. Die Gele wurden mit Hilfe eines Videoprinter-Systems dokumentiert.

10xTAE: 0,4 M Tris pH 8,0 10xTBE 1 M Tris pH 8,0
0,2 M Eisessig 1 M Borsaure
10 mM EDTA 20 mM EDTA

2.2.10. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Agaroseblockchen, welche die gewiinschten DNA-Banden enthielten, wurden unter UV-Licht
(305 nm) mit einem sterilen Skalpell aus den prédparativen Gelen ausgeschnitten und in ein
Filterpapier tiberfiihrt, welches sich in einem 1,5 ml-Reaktionsgefd3 mit perforiertem Boden
befand. Dieses Reaktionsgefal wurde in ein weiteres 1,5 ml-Reaktionsgefall gestellt, so dass
es nach Zentrifugation in einer Tischzentrifuge fiir 45 sec bei 12000 rpm mdglich war, die im
Puffer geloste DNA frei von Agarose im unteren GefdB3 aufzufangen. Die so isolierte DNA
wurde mit 1 Vol Isopropanol gefillt, abzentrifugiert, mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut abzentrifugiert. Nach dem Trocknen des Pellets wurde die DNA in Wasser oder

TE gelost und fiir Klonierungen, Sequenzierungen oder Hybridisierungen eingesetzt.

2.2.11. Klonierung von PCR-Produkten

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurden entweder der TOPO TA Cloning®* Kit oder
das pGEM-T bzw pGEM-Teasy vector system verwendet. Bei diesen Systemen wird
ausgenutzt, dass die 7ag-DNA-Polymerase unabhéngig vom Template an das 3’-Ende der
PCR-Produkte ein zusétzliches Adenin anhédngt. Die in den Kits enthaltenen Vektoren
besitzen Thymin-Uberhinge was die Integration der PCR-Produkte erleichtert. Die
Ligationsansidtze wurden entsprechend den Herstellerangaben angesetzt und inkubiert. Die
anschlieBende Transformation erfolgte durch Hitzeschock (HANAHAN 1983) in chemisch
kompetente DHS5a-Zellen. Dazu wurde ein 100 pl Aliquot der Zellen vorsichtig auf Eis
aufgetaut und der Ligationsansatz hinzugefiigt. Nach einer 30 miniitigen Inkubation auf Eis
wurden die Zellen fiir 1 min bei 42°C ,,geschockt®. Unmittelbar danach wurden 250 pl SOC-
Medium zugegeben, der Ansatz 30 min bei 190 rpm und 37°C geschiittelt und schlieBlich auf
selektivem LB-Agar-Medium ausplattiert.

SOC-Medium: 2% Trypton 10 mM MgCl,
0,5% Hefeextrakt 10 mM MgSO,4
10 mM NacCl 20 mM Glukose

2,5 mM KCl
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2.2.12. Sequenzierung (nach SANGER et al. 1977)

Fiir Sequenzierungen wurde entweder der ,,Thermo Sequenase™ II dye terminator cycle
sequencing premix kit“ oder der ,BigDye® Terminator v1l.1 Cycle Sequencing Kit*
entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Es wurden ca. 100 ng Template und 3 pmol
Primer in Verbindung mit den entsprechenden Komponenten der Sequenzierungskits in 20 pl-
Ansitzen eingesetzt (PCR-Programm 3, vgl. Tabelle 4). Nach erfolgter Reaktion wurden die
Produkte durch Zugabe von 0,5 pl Glykogen (10 pg/ul), /10 Vol 1,5 M NaAcetat/250 mM
EDTA und 4 Vol Ethanol (absolut) ausgefillt und abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Pellet mit 150 pl 70%igem Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert und getrocknet. Die
Auswertung der Sequenzierungsreaktionen erfolgte im Zentrum fiir Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultit in Halle unter Leitung von Herrn

Dr. Georg Kaltenborn bzw. Frau Dr. Dorothea Darmer.

2.2.13. Analyse der allelspezifischen Expression

Fiir die Analyse der allelspezifischen Expression wurde wie im Ablaufdiagramm dargestellt
(Abbildung 5) vorgegangen. Adulte Méuse des NMRI-Stammes und Mus musculus castaneus
wurden reziprok gekreuzt und aus den Wiirfen beider Kreuzungen wurden jeweils ein
mannliches und ein weibliches Tier der F1-Generation innerhalb eines Tages nach ihrer
Geburt (Neugeborene) bzw. 24 Tage danach fiir die Gewinnung von Geweben entnommen
und individuell weiter aufgearbeitet. Die so erhaltenen Gesamt-RNAs, die jeweils ein Gewebe
eines Tieres reprasentierten, wurden fiir zwei unabhingige Reverse Transkriptionen, einmal
mit einem Oligo(dT)-Primer und einmal mit einem genspezifischen Primer (P6, P10 oder
P31) eingesetzt. Eine Ausnahme bildeten hier Ovarien und Testis von Neugeborenen, die
aufgrund der geringen RNA-Ausbeute lediglich mit dem Oligo(dT)-Primer revers
transkribiert wurden. Mit den so generierten zwei Erststrang-cDNA-Pools pro Gewebe wurde
eine erste PCR durchgefiihrt und ein Teil jeder Reaktion zur Kontrolle auf mégliche cDNA-
Kontaminationen im Agarosegel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Produkte der ersten
PCR id.R. mit geschachtelten Primern reamplifiziert und ein Teil (ca. ') dieser
Amplifikationen wiederum mittels Gelelektrophorese iiberpriift. Der Rest wurde mit dem
jeweiligen Restriktionsenzym fiir mindestens zwei Stunden inkubiert und nach anschlieBender
Auftrennung im Agarosegel analysiert. Gegebenenfalls wurden die Produkte der zweiten PCR

auch isoliert und direkt sequenziert.
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M. m. castaneus X NMRI
oder
NMRI X M. m. castaneus

» OO0
"O O O O

Neugeborene 24 Tage alte Mause
I l I |
4
Entnahme von Hirn und Gonaden
|
Priparation von Gesamt-RNA aus den individuellen Geweben
'd N
Reverse Transkription Reverse Transkription
der individuellen, gewebe- der individuellen, gewebe-
spezifischen RNA mit OligodT-Primer spezifischen RNA mit genspezifischem Primer
CABNANNANNABARARS  POIYATERNA  CAB AN RAARAR
| TTTTT <DNA ACGT |
1. Amplifikation 1. Amplifikation
Y N\ Y N\
Kontrolle der Amplifikation ~ Kontrolle der Amplifikation
LSRRGS durch Gelelektrophorese durch Gelelektrophorese L
I'4 N (1/5 der Reaktion) (1/5 der Reaktion) P4 N
Kontrolle | ggf. Sequenzierung Kontrolle gef. Sequenzierung
der Amplifikation der Amplifikation
Restriktion Restriktion
| |
Gelelektrophorese/Auswertung Gelelektrophorese/Auswertung

Abb.5: Ablaufdiagramm zur Analyse der allelspezifischen Expression von Scapinin bei der Maus.
Erléuterungen im Text unter 2.2.13. P: Parentalgeneration, F1: erste Filialgeneration.
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3. Ergebnisse

Die hier vorliegende Arbeit basiert auf Daten einer am Institut fiir Humangenetik und
Medizinische Biologie im Rahmen des Humangenomprojektes angefertigten Diplomarbeit
(WoRcH 2000), bei der ausgehend von expressed sequence tags (ESTs) das inzwischen als
SCAPININ bzw. PHACTR3 bezeichnete Gen erstmals kloniert und néher charakterisiert
wurde. Durch die Analyse von cDNA-Klonen aus verschiedenen Ressourcen sowie RACE-
PCR Experimente konnte ein ca. 2,4 kb grofles humanes Transkript beschrieben werden.
Dieses teilte sich in 13 Exons auf und wurde durch weitere Untersuchungen im distalen
Bereich des humanen Chromosoms 20 lokalisiert sowie seine Expression im Hirn
nachgewiesen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der weiterfiihrenden Analysen
beschrieben, die sowohl beim Menschen aber hauptsidchlich bei der Maus Erkenntnisse zur
Struktur und zur Expression des SCAPININ/Scapinin-Gens erbrachten. Die fiir die
verschiedenen Experimente verwendeten Primer wurden im fortlaufenden Text mit einem in
Klammern stehenden ,,P*“ mit folgender Nummer versehen. Die exakte Bezeichnung und
Sequenz sowie die Lage der Primer am SCAPININ/Scapinin-Locus sind in der Tabelle 1
sowie in Abbildung 4 dargestellt.

3.1. Analyse des SCAPININ-Locus des Menschen
3.1.1. Genomische Struktur des SCAPININ-Locus

Fiir das humane SCAPININ-Gen war zu Beginn dieser Arbeit nur das eine im cDNA Klon
IMAGP998J09283 enthaltene Startexon bekannt (WORCH 2000), das sich im weiteren Verlauf
der Arbeiten als Exon 1B herausstellte (AJ311122). Durch regelméfige Recherche in den
aktualisierten Sequenzdatenbanken konnte eine cDNA mit einem weiteren Startexon
identifiziert werden, welches Exon 1A darstellt (AK098788). Dartiber hinaus veroffentlichten
SAGARA et al. (2003) ihre Ergebnisse zum SCAPININ-Gen mit der dazugehoérigen cDNA
Sequenz, welche Exon 1D enthielt (AB098522). Eigene RACE-Analysen lieferten schlieSlich
ein viertes, bis dahin unbekanntes Startexon (AJ617581).

3.1.1.1. Ergebnisse der RACE-PCR-Experimente

Fiir die RACE-Experimente wurde, wie unter 2.2.7.2. beschrieben, humane polyA™-RNA aus
fetalem Hirn genspezifisch revers transkribiert (P34) und ein Anker-Oligo (P7) an diese
Erststrang-cDNA ligiert. AnschlieBend folgten zwei PCRs mit geschachtelten Primern, die
spezifisch fiir den Anker (P8 & P9) bzw. fiir Exon 2 des humanen SCAPININ-Gens waren
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(P35 & P36). Auf diese Weise wurden, wie in Abbildung 6 gezeigt, Fragmente zwischen 100
bp und 600 bp erhalten, die anschlieBend subkloniert wurden. Nach der Sequenzierung
ausgewdhlter Klone wurde eine neue 104 bp lange Sequenz erhalten, die Exon 1C darstellt

(AJ617581).

RACE-PCR
Negativkontrolle

et
]
=
<
p=

Abb.6: Ergebnis der 5’-RACE-PCR fiir das humane SCAPININ-
Gen. Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template. Das Signal
in der Negativkontrolle ist aufgrund seines Molekulargewichtes
vermutlich auf Primer-Dimere zuriickzufiihren. Marker: 100 bp
ladder.

600 bp— g.

Die RACE-PCR-Analysen des 3’-Bereiches (WORCH 2000) erbrachten ein einzelnes

100 bp ==

Fragment, das der aus den verschiedenen cDNA-Klonen bekannten 3’-UTR entsprach und
lieferten daher keine Hinweise auf etwaige strukturelle oder regulatorische Besonderheiten
wie z. Bsp. eine alternative Polyadenylierungsstelle. Auch in den Sequenzdatenbanken finden
sich bis zum jetzigen Zeitpunkt weder eine ¢cDNA noch ein EST, die auf ein solches

Phénomen hinweisen.

3.1.1.2. Analyse des 5’-Bereiches des SCAPININ-Gens

Neben der Moglichkeit, in einer Vielzahl verschiedener ¢cDNA-Bibliotheken mittels PCR
bzw. Hybridisierungen nach Klonen zu suchen, kénnen beim RZPD (Berlin) auch durch eine
BLAST-Suche teilsequenzierte Klone als positiv fiir ein bestimmtes Gen identifiziert werden.
Auf diese Weise wurde der cDNA-Klon IMAGp998A099490 erhalten, der ebenfalls ein
SCAPININ-Transkript mit Startexon 1B enthdlt. Nach dessen Sequenzierung im Rahmen
dieser Arbeit, konnte die bekannte Sequenz im 5°-Bereich um weitere 332 bp verldngert
werden. Um im Folgenden zu untersuchen, ob sich die vier Startexons gegenseitig
ausschlieBen, oder ob es Spleiflvarianten gibt, in denen sie in Kombination auftreten, wurden
RT-PCR Analysen mit RNA aus fetalem Hirn durchgefiihrt. Dabei kamen Primer zum
Einsatz, die jeweils spezifisch fiir eines der Startexons (P40, P41, P42 & P43) und fiir Exon 2
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(P36) waren. Wie in Abbildung 7A gezeigt, konnte kein Exon 1D-spezifisches Produkt
generiert werden und nur ein schwaches Produkt fiir Exon 1C, das aber der erwarteten Grofle
von 195 bp entspricht. Fiir die Exons 1A und 1B zeigten sich neben den erwarteten Produkten
von 200 bp bzw. 209 bp zusitzliche, grolere Fragmente, von denen das gréBere 1A-Produkt
von etwa 250 bp GroBe bisher nicht abschlieBend analysiert werden konnte. Nach
Subklonierung und Sequenzierung des zusdtzlichen 1B-PCR-Fragments stellte sich heraus,
dass es sich dabei um ein weiteres, neues 147 bp groes Exon handelt, das sich genomisch
zwischen den Exons 1B und 1C, ca. 8 kb stromaufwirts von Exon 1B, befindet (vgl.
Abbildung 9). Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden mehrere hirnspezifische RT-PCR-
Ansétze mit Primern, die spezifisch fiir dieses neue Exon 1B2 waren (P45 & P46), in
Kombination mit anderen Startexon-spezifischen Primern (P40, P41, P47 & P48) bzw.
Primern fiir die Exons 2 (P36) und 3 (P49) durchgefiihrt und die erhaltenen Produkte
sequenziert. Dabei wurden nur Exon 1B2-Produkte gefunden, die an Exon 1B und Exon 2
gespleilt wurden, andere Spleilvarianten von Exon 1B2, das kein Startexon zu sein scheint,
konnten nicht identifiziert werden. Im Anhang (Anlage 3) ist die Sequenz dieses neuen Exons
1B2 hinterlegt, und exemplarisch ist in Abbildung 7B das Ergebnis einer RT-PCR mit
Exon1B2- und Exon 2-spezifischen Primern (P45 & P36) dargestellt. Das erhaltene Fragment
hat eine GroBe von 234 bp und enthélt keine Sequenz der Startexons C oder D, die auf

genomischer Ebene zwischen 1B2 und Exon 2 lokalisiert sind.
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Abb.7: RT-PCR-Analyse des 5’-Bereiches von SCAPININ und Verifizierung von Exon 1B2 im Hirn.
Abbildung (A) zeigt das Ergebnis der RT-PCR mit Startexonspezifischen Primern. Die deutlichen
Fragmente fiir 1A und 1B sowie das Produkt fiir 1C entsprechen Amplifikaten, die keinen Hinweis auf
Kombinationen der Startexons untereinander geben. Fiir 1A und 1B wurden zusitzliche, groBere
Fragmente erhalten, von denen bisher nur das zusétzliche 1B-Produkt analysiert werden konnte und
sich als weiteres, alternativ gespleiites Exon herausstellte. In Abbildung (B) ist die Verifizierung
dieses neuen Exons mittels RT-PCR exemplarisch fiir eine der verwendeten Primerkombinationen
dargestellt, die ein Produkt von 234 bp lieferte, das nur Sequenzen von 1B2 und Exon 2 enthielt.
Negativkontrollen: PCR-Ansatz ohne Template. Marker in (A): 100 bp /adder. Marker in (B): pUC-
Mix Marker 8.
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Bei der Analyse des 5’-Bereiches des humanen SCAPININ-Gens fiel dartiber hinaus auf, dass
die Transkripte im Bereich ihrer jeweiligen Startexons ATG-Codons (bzw. AUG in der
mRNA) enthalten, die teilweise in_frame mit dem putativen Translationsstart in Exon 2 liegen.
Ob von diesen upstream AUGs (uAUGs), neben den von SAGARA et al. (2003)
beschriebenen, weitere Genprodukte gebildet werden oder ob sie eine andere Funktion haben,
wurde bisher nicht untersucht. Die bei der Analyse des 5°-Bereichs des humanen SCAPININ-
Gens erhaltenen Ergebnisse beziiglich der Grofle der Startexons und den enthaltenen AUGs
sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Im Anhang sind die Sequenzinformationen zum
SCAPININ-Gen (Anlagen 1 bis 7) sowie eine Grafik zur Lokalisation der uAUGs in den
Startexons (Anlage 17) abgebildet.

Tab.5: Ubersicht iiber die GroBe der Startexons des SCAPININ-Gens des Menschen und die in ihnen
enthaltenen ATGs. Die Sequenzen sind in 6ffentlichen Datenbanken unter den aufgefiihrten accession-
Nummern (Acc.-Nr.) abgelegt. Die Position der ATGs ist bezogen auf den Translationsstart in Exon 2
angegeben, mit dem sie in frame sind, wenn sie mit einem * markiert sind.

Griie (bp)

AKO098788

AJ311122

AJ617581
AB098521
AB098522

3.1.1.3. Untersuchungen zum alternativen Splei3en von Exon 5

Eine weitere strukturelle Besonderheit des humanen SCAPININ-Genes wurde von SAGARA
et al. (2003) erstmals beschrieben. Sie fanden Transkripte in humanen Krebszelllinien, bei
denen Exon 5 herausgespleiit wurde. Um zu {iberpriifen, ob dieses Phidnomen auch in
normalem Gewebe auftritt, wurden RT-PCR Experimente mit RNA aus fetalem und adultem
Hirn sowie Testis und Ovar durchgefiihrt. Nach einer ersten PCR mit Primern aus den Exons
vier (P37) und sieben (P38) wurde mit geschachtelten, ebenfalls Exon 5 iiberspannenden
Primern (P39 & P22) in allen untersuchten Geweben ein 520 bp grofles Produkt amplifiziert,

das Exon 5 enthilt. Zusétzlich wurde in allen Ansétzen ein 310 bp Fragment erhalten, das
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Transkripte mit herausgespleifitem Exon 5 anzeigt. In Abbildung 8 sind die beiden Fragmente
in den erwarteten GroBen dargestellt, die das alternative Spleilen von Exon 5 in den

analysierten humanen Geweben bestétigen.
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Abb.8: Analyse des alternativen Spleiflens von Exon 5 beim humanen SCAPININ-Gen. Die RT-PCR
mit Exon 5 {iberspannenden Primern lieferte zwei Produkte, die das alternative Spleifien von Exon 5 in
den untersuchten Geweben anzeigen. Neben einer Negativkontrolle (ohne Template) wurden als
Positivkontrollen cDNA-Klone mitgefiihrt, die SCAPININ-PCR-Produkte mit (+) und ohne (-) Exon 5
enthielten. Marker: pUC-Mix Marker 8.

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der RACE sowie der weiteren Analysen zur Organisation
des humanen SCAPININ-Gens in Form einer genomischen Struktur grafisch
zusammengefasst. Das Gen erstreckt sich iiber ca. 280 kb und besteht aus insgesamt
mindestens 17 Exons, von denen sechs alternativ gespleifit werden kénnen (weile Boxen).
Daher variiert auch die Grofe der mdglichen Transkripte, von denen das ldngste bisher
darstellbare 2726 bp umfasst. Der offene Leserahmen beginnt in Exon 2 (ATG) und endet in
Exon 13 (TAG). Er hat eine Lange von 1557 bp mit bzw. 1347 bp ohne Exon 5 und kodiert

somit fiir Proteine von 518 bzw. 448 Aminoséauren.

ca. 20 kb

cen f—vfp—t+—~—"~4—"F—""F—""F+—"F—""+F+—"F+—"F+—"F—+—tl
1A 1B 1B2 1C 1D 2 5 13
ATG TAG

Abb.9: Genomische Struktur des humanen SCAPININ-Locus. Alternativ gespleifite Exons sind als
weille Boxen dargestellt und der ORF ist durch ein Start- bzw. Stop-Codon angezeigt. Die nicht
malBstabsgetreu dargestellten Exons sind teilweise nummeriert.



Ergebnisse 36

3.1.2. Gewebespezifische Expression von SCAPININ

Die bereits vorliegenden Ergebnisse zur Expression des humanen SCAPININ-Gens zeigten
zwei spezifische Signale von 3,0 kb und 2,7 kb im Hirn (WORCH 2000) (Abbildung 10A). In
der hier vorliegenden Arbeit konnte unter Verwendung einer DNA-Sonde, die spezifisch fiir
den 3’-Bereich des Gens war und mit Hilfe eines weiteren Northern Blots auch in Ovar ein

2,7 kb groBBes Transkript nachgewiesen werden (Abbildung 10B).

. Plazenta
Lunge
- Skelettmuskel

Abb.10: Gewebespezifische Northern Blot-Analyse des humanen SCAPININ-Gens. Abbildung (A)
zeigt das bereits bekannte, hirnspezifische Expressionsmuster nach der Hybridisierung eines Filters
mit acht verschiedenen humanen Geweben. In Abbildung (B) ist ein spezifisches Signal von 2,7 kb in
Ovar dargestellt.

Da mittels Northern Blot in Testis keine SCAPININ-Transkripte nachgewiesen werden
konnten, sollten diese Ergebnisse durch RT-PCR Analysen mit RNA aus fetalem und adultem
Hirn sowie Testis und Ovar verifiziert werden. Dabei kamen Primer zum Einsatz, die jeweils
spezifisch fiir eines der Startexons (P40, P41, P42 & P43) und fiir Exon 2 (P44) waren. Wie
Abbildung 11 zeigt, wurde unter den gegebenen Versuchsbedingungen, die keinen
quantitativen Ansatz darstellten, die Expression der Exons 1A, 1B und 1C in beiden
Entwicklungsstadien des Hirns mit spezifischen Produkten von 154 bp, 163 bp bzw. 149 bp
belegt. Fiir Testis konnte eine Expression von 1A-spezifischen Transkripten gezeigt werden,
wohingegen in Ovar keine Expression der SCAPININ-Startexons nachgewiesen werden
konnte. Dabei muss aber in Betracht gezogen werden, dass die verwendete Ovar-RNA nur
von einer einzelnen Person stammt und die Genexpression in Abhingigkeit von Alter oder

Physiologie schwanken kann. Wie bereits bei der Analyse moglicher Spleilvarianten des
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5’-Bereiches (vgl. 3.1.1.2.) konnten auch bei den hier untersuchten Geweben keine Exon 1D-

spezifischen Produkte amplifiziert werden (Abbildung nicht gezeigt).
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Abb.11:  Gewebespezifische = RT-PCR-
Analyse der einzelnen Startexons von
SCAPININ. Fir Exon 1A wurden Produkte in
beiden Entwicklungsstadien des Hirns sowie
in Testis amplifiziert, wohingegen das Exon
1B-spezifische Amplifikat nur in den
Hirnproben nachweisbar war. Exon 1C war
ebenfalls nur im Hirn detektierbar und fiir
Exon 1D konnte keine Expression
nachgewiesen werden. Negativkontrolle:
PCR-Ansatz ohne Template. Marker: pUC-
Mix Marker 8.

3.2. Analyse des Scapinin-Locus der Maus

Gewebe | fet. Hirn Testis
Exon

Tab.6:  Tabellarische = Zusammenfassung  der
gewebespezifischen RT-PCR-Analyse der einzelnen
Startexons von  SCAPININ. x:  Expression
nachgewiesen, o: keine Expression nachweisbar.

3.2.1. Genomische Struktur des Scapinin-Locus

Ausgehend von den Sequenzdaten der in vorangegangenen Untersuchungen (WORCH 2000)

isolierten Maus-cDNA-Klone IMAGp998D171141 und IMAGp998M174100 und unter

Verwendung der in EST-Datenbanken abgelegten Sequenzabschnitte sollte die Sequenz des

Scapinin-Gens der Maus vervollstdndigt werden. Da die beiden cDNA-Klone nur etwa 0,5 kb

Sequenzinformation des 3’-Bereiches

enthielten, wurden RACE-PCR Experimente

durchgefiihrt, fiir die verschiedene Quellen zur Verfiigung standen.
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3.2.1.1. Ergebnisse der RACE-Analysen
RACE in GeneFinder-cDNA-Pools

Die GeneFinder-cDNA Bank des RZPD setzt sich aus insgesamt ca. 1,25 Mio Klonen
zusammen, die auf 280 gewebe- und entwicklungsspezifische Pools verteilt sind. Mit Hilfe
von vektorspezifischen Primern, in Kombination mit spezifischen Primern fiir das
entsprechende Zielgen, lassen sich die 5’- bzw. 3’-Enden der in der cDNA-Bank enthaltenen
Klone amplifizieren. Fiir die ersten RACE-Experimente wurde die GeneFinder-cDNA Bank
zunidchst auf das Vorhandensein von Scapinin-spezifischen Klonen getestet und als positiv
identifizierte Pools anschlieBend als Template fiir die eigentliche RACE-PCR eingesetzt. Mit
Hilfe eines vektorspezifischen (P1) und eines genspezifischen Primers (P2) konnten auf diese
Weise zwei 3’-spezifische Fragmente von ca. 900 bp und 400 bp Liange amplifiziert werden
(Abbildung 12A). Nachdem sie subkloniert und sequenziert waren, stellte sich das kleinere
Fragment als Teilsequenz des ca. 900 bp grolen PCR-Produktes heraus, welches 419 bp
langer ist. Auch eine zuséitzliche Restriktionsanalyse der erhaltenen Subklone zeigt diesen
GroBenunterschied der Inserts (Abbildung 12B). Da beide Fragmente ein
Polyadenylierungssignal enthalten (Anlage 18) war dies ein erster Hinweis auf mogliche

Varianten der 3’-UTR des Scapinin-Gens der Maus.
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Abb.12: Ergebnis der 3’-RACE-PCR in GeneFinder cDNA-Pools fir das Scapinin-Gen der Maus.
Abbildung (A) zeigt das Ergebnis der 3’-RACE-PCR, die zwei Fragmente lieferte, welche subkloniert
wurden. In (B) ist die Restriktionsanalyse zweier dieser Subklone dargestellt, deren Insertgroflen um
419 bp variieren, da der 3’-Bereich des Scapinin-Gens der Maus aufgrund einer alternativen
Polyadenylierungsstelle zwei unterschiedliche Grofien aufweisen kann. Das hohere Molekulargewicht
der Restriktionsfragmente im Vergleich zu den subklonierten PCR-Produkten ist auf verbliebene
Vektor-DNA zuriickzufiihren. Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template. Marker in (A): AEco
130 I. Marker in (B): pUC-Mix Marker 8.
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RACE in der Marathon-Ready ™ cDNA-library

Da unter Verwendung der GeneFinder-cDNA-Pools bis zu diesem Zeitpunkt keine weiteren
Sequenzinformationen aus dem 5’-Bereich des Scapinin-Gens vorlagen, wurde wie unter
2.2.7.2. beschrieben die Marathon-Ready ™ cDNA-library analysiert. Dieses RACE-Template
basiert auf mit einem Oligo(dT)-Primer unter optimierten Bedingungen revers transkribierter
RNA aus 11 Tage alten Mausembryonen. Anschlieend wurde sowohl an das 5°- als auch an
das 3’-Ende der Einzelstrang-cDNA ein Adapter ligiert, fiir den ein geschachteltes Primerpaar
zur Verfligung steht, das in Verbindung mit genspezifischen Primern die Amplifikation der
cDNA-Enden ermdglicht. Nach zwei PCRs mit den Primern P3 & P4 bzw. P3 & PS5 konnte
das in Abbildung 13 gezeigte Produkt isoliert und sequenziert werden. Dieses Fragment hatte
eine Lange von 1414 bp, so dass die Gesamtlange der cDNA zu diesem Zeitpunkt und unter

Berticksichtigung des variablen 3’-Bereiches 2091 bp bzw. 2510 bp betrug.
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Abb.13: Ergebnis der RACE in der Marathon-Ready ™ cDNA-library. Negativkontrolle: PCR-Ansatz
ohne Template. Marker 1: pUC-Mix Marker 8. Marker 2: AEco 130 I.

RACE mit selbst generiertem Template

In einem folgenden Ansatz wurden weitere 5’-RACE-Analysen mit einem selbst generierten
Template durchgefiihrt, was u. a. die Moglichkeit eréffnet, die RACE-Experimente bereits
durch Verwendung eines genspezifischen Primers bei der Reversen Transkription auf ein
spezielles Zielgen abzustimmen. Um ganz spezifisch 5’-Enden des Maus-Scapinin-Gens
darzustellen, wurde ausgehend von poly(A)'-RNA aus Hirn zunichst in einer RT-Reaktion
mit einem in Exon 2 gelegenen Primer (P6) eine Einzelstrang cDNA generiert, an deren 5°-
Ende anschlieend, wie unter 2.2.7.2. beschrieben, ein Anker-Oligonukleotid (Anchor, P7)
ligiert wurde. In zwei aufeinander folgenden PCRs mit geschachtelten Primern spezifisch fiir

den Anchor (P8 & P9) bzw. Exon 2 (P6 & P10), konnten mehrere spezifische Fragmente
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amplifiziert und anschlieBend sequenziert werden. In Abbildung 14 ist exemplarisch das
Ergebnis einer solchen RACE-PCR mit den Primern P9 und P10 dargestellt. Bei einem
Abgleich der so erhaltenen Sequenzen mit verschiedenen Datenbanken zeigte sich, dass von
den vier bereits bekannten Startexons die Exons 1A, 1C und 1D durch die neu generierten

Sequenzinformationen um 8 bp, 31 bp bzw. 32 bp in 5’-Richtung verldngert werden konnten.

RACE-PCR
Negativkontrolle
Marker

. —242bp
" — 147 bp

Abb.14: Darstellung eines Ergebnisses der 5’-RACE-PCR mit selbst generiertem Template. Nach
zweil aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen mit geschachtelten Primern wurden zwei distinkte
Fragmente von ca. 150 bp und ca. 250 bp erhalten, die anschlieBend subkloniert und sequenziert
wurden. Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template. Marker: pUC-Mix Marker 8.

Die zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Daten zu den insgesamt vier Startexons sind in
Tabelle 6 zusammengefasst. Aufgefiihrt ist neben der jeweiligen Lénge die Lage der in Ihnen
enthaltenen upstream AUGs, von denen einige, wie beim Menschen, im gleichen Leserahmen
liegen wie der putative Translationsstart in Exon 2. Die Sequenzen zum Scapinin-Gen der
Maus sind im Anhang (Anlagen 10 bis 15) ebenso abgebildet wie eine Grafik mit der Lage
der uAUGs in den Startexons (Anlage 18).
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Tab.6: Ubersicht iiber die GroBe der Startexons des Scapinin-Gens der Maus und die in ihnen
enthaltenen ATGs. Die Sequenzen sind in 6ffentlichen Datenbanken unter den aufgefiihrten accession-
Nummern (Acc.-Nr.) abgelegt. Die Position der ATGs ist bezogen auf den Translationsstart in Exon 2
angegeben, mit dem sie in frame sind, wenn sie mit einem * markiert sind.

Acc.-Nr. Grofe (bp)
AJ632220 125

XM 130742 | 599

AJ632221

AJ632222

3.2.1.2. Weiterfiihrende Analyse der Startexons

Analog zur Vorgehensweise beim Menschen (vgl. 3.1.1.2.) sollte gekldrt werden, ob es sich
tatsdchlich um vier verschiedene Startexons handelt oder ob es Transkripte gibt, die
Kombinationen von zwei oder mehr dieser Exons aufweisen. Dazu wurden RT-PCR
Experimente mit RNA aus Hirn durchgefiihrt, wobei ein Exon 2 spezifischer Primer (P10) in
verschiedenen Reaktionen jeweils mit startexonspezifischen Primern eingesetzt (P11, P13,
P16 & P19) wurde. Abbildung 15 zeigt die erhaltenen Fragmente, von denen keines mehr als
ein Startexon enthielt, was durch Sequenzierung dieser Produkte verifiziert werden konnte.
Somit handelt es sich bei diesen Startexons, entsprechend der Ergebnisse beim Menschen, um

vier verschiedene Transkriptionsstartpunkte, die sich gegenseitig ausschlieen.
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Abb.15: RT-PCR-Analyse des 5’-Bereiches von Scapinin. Die RT-PCR mit startexonspezifischen
Primern und einem Primer in Exon 2 lieferte jeweils die erwarteten Produkte fiir sich gegenseitig
ausschlieBende Startexons. Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template. Die Signale in den
Negativkontrollen sind aufgrund ihrer Molekulargewichte vermutlich auf Primer-Dimere
zuriickzufithren. Marker: 100 bp ladder.

3.2.1.3. Untersuchungen zum alternativen Spleiflen von Exon 5

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen von SAGARA et al. (2003) konnte ein alternatives
Spleiflen von Exon 5 beim Menschen, wie unter 3.1.1.3. beschrieben, verifiziert werden. Zur
Uberpriifung eines alternativen SpleiBens von Exon 5 bei der Maus wurden nun mehrere RT-
PCR-Experimente mit Exon 5 flankierenden Primern (P22 & P23) durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 16 dargestellt, wurde bei diesen Analysen in drei verschiedenen Geweben (Hirn,
Testis und Ovar) zu zwei unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten (neugeboren und adult)
nur ein einzelnes Produkt von 426 bp erhalten, was der erwarteten GroBle eines Exon 5
enthaltenden Amplifikates entspricht. Da kein zweites, kleineres Produkt von 216 bp generiert
wurde, kann das alternative Spleilen von Exon 5 im Maus-Scapinin-Gen in diesen Geweben

ausgeschlossen werden.
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Abb.16: Analyse des alternativen Spleilens von Exon 5 beim Scapinin-Gen der Maus. Die RT-PCR
mit Exon 5 tiberspannenden Primern wurde bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstufen der Maus,
adult (links) und neugeboren (rechts), durchgefiihrt. Die Analyse lieferte nur ein Produkt von 426 bp,
das Exon 5 enthielt. Neben einer Negativkontrolle (ohne Template) wurde als Positivkontrolle ein
cDNA-Klon mitgefiihrt, der ein Scapinin-PCR-Produkt mit Exon 5 enthielt. Marker: pUC-Mix
Marker 8.

3.2.1.4. Untersuchungen zur alternativen Polyadenylierung

Um die in den RACE-PCR-Experimenten erhaltenen Ergebnisse beziiglich einer alternativen
Polyadenylierung (sieche 3.2.1.1.) zu verifizieren und detaillierter zu untersuchen, wurden
weitere Analysen durchgefiihrt. Zunédchst wurden hirnspezifische Northern Blots, die im
weiteren Verlauf noch ausfiihrlicher besprochen werden, mit einem PCR-Fragment
hybridisiert, das spezifisch fiir den ldngeren 3’-Bereich des Scapinin-Gens der Maus war
(,,Sonde 1, generiert mit den Primern P32 & P33 in Abbildung 17D). Die so erhaltenen
Ergebnisse wurden mit Hybridisierungen verglichen, fiir die eine ,,Sonde 2* aus der 3’-UTR
verwendet wurde, die alle Scapinin-Transkripte detektiert (Primer P2 & P24). Wie in
Abbildung 17A an hirnspezifischen Geweben dargestellt, ist der 1dngere 3’-Bereich nur in den
3,3 kb und 2,9 kb Transkripten vorhanden. Das 2,5 kb Fragment kann mit dieser ,,Sonde 1,
im Gegensatz zu Abbildung 17B (,,Sonde 2°), nicht nachgewiesen werden. Durch eine
weiterfiirende RT-PCR-Analyse wurde die Transkription des lédngeren 3’-Bereiches
bestdtigt. Mit den Exon iiberspannenden Primern P26 & P33 (Abbildung 17D) wurde in drei
adulten Geweben (Hirn, Testis und Ovar) das in Abbildung 17C gezeigte 992 bp Produkt

amplifiziert.
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Abb.17: Analyse des 3’-Bereiches des Scapinin-Gens der Maus. In Abbildung (A) sind als Ergebnis
der Hybridisierung mit ,,Sonde 1“ nur zwei Transkripte von 3,3 kb und 2,9 kb zu sehen. Die
Hybridisierung mit ,,Sonde 2 erbrachte zusétzlich zu diesen beiden Fragmenten eine weitere 2,5 kb
grofle Bande (B), woraus sich eine alternative Polyadenylierung ableiten lésst. Das in (C) abgebildete
RT-PCR-Produkt zeigt in Hirn, Testis und Ovar die Expression des lingeren 3’-Bereiches. Die Grafik
(D) gibt einen Uberblick iiber die Lokalisation der Primer sowie die verwendeten Sonden.
Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template. Marker 1: pUC-Mix Marker 8. Marker 2: AEco 130 L.

Unter Beriicksichtigung der erhaltenen Daten ergibt sich die in Abbildung 18 dargestellte
genomische Struktur fiir das Scapinin-Gen der Maus. Es erstreckt sich iiber ca. 220 kb und
besitzt mit 16 Exons eines weniger als der Mensch, was auf das Fehlen von Exon 1B2
zuriickzufiihren ist. Keines der durchgefiihrten RT-PCR-Experimente erbrachte Hinweise auf
ein vergleichbares Exon bei der Maus und auch eine BLAST-Suche mit der Sequenz des
humanen Exons 1B2 im Mausgenom erbrachte keinerlei Homologien, so dass es sich um ein
nicht konserviertes Exon zu handeln scheint. Weitere Unterschiede in der Struktur des
Scapinin-Locus der Maus zum Menschen sind zum einen das Fehlen eines alternativ
gespleifliten Exons 5 und ausschlieBlich bei der Maus zu findende, alternativ polyadenylierte
Transkripte (schraffierter Bereich in Exon 13). Die GroB3e des offenen Leserahmens hingegen
ist mit 1557 bp konserviert und das ldngste darstellbare Scapinin-Transkript besteht aus
3131 bp.
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Abb.18: Genomische Struktur des Scapinin-Locus der Maus. Alternativ gespleifite Exons sind als
weille Boxen dargestellt und der alternativ polyadenylierte 3’-Bereich ist schraffiert. Der ORF ist
durch ein Start- bzw. Stop-Codon angezeigt, die einzelnen Exons sind teilweise nummeriert.

3.2.2. Gewebe- und entwicklungsspezifische Expression von Scapinin

Analog zur Analyse des Expressionsmusters des humanen SCAPININ-Gens sollten auch bei
der Maus mittels Northern Blot Hybridisierungen die Transkriptgroen bestimmt und deren
gewebespezifische Verteilung untersucht werden. Dariiber hinaus bot die Verfligbarkeit von
verschiedenen Entwicklungsstufen der Maus fiir die RNA-Priparation die Moglichkeit, die
Genexpression von der frilhen Embryonalentwicklung bis zum adulten Stadium zu
dokumentieren. Durch RT-PCR Experimente sollten die erhaltenen Ergebnisse verifiziert und
wenn moglich spezifische Daten fiir die verschiedenen Transkriptvarianten generiert werden.
Die fiir diese Analysen bendtigten RNAs wurden aus gepoolten Geweben von NMRI-Miusen

isoliert.

3.2.2.1. Gewebespezifische Expression

Im Rahmen der Expressionsanalyse des Scapinin-Gens der Maus wurden zunichst Northern
Blot Hybridisierungen durchgefiihrt, um die GroBe der einzelnen Transkripte sowie deren
gewebespezifische Verteilung zu untersuchen. Hierflir wurden Filter angefertigt, die RNA aus
13 adulten Geweben reprasentierten. Fiir die Hybridisierung wurde eine Scapinin-spezifische
Sonde mittels PCR und Primern aus der 3’-UTR generiert (P2 & P24, Abbildung 17D), um
moglichst alle Transkripte detektieren zu kdnnen. Wie in Abbildung 19 gezeigt, sind nur in
zweil der 13 Gewebe (Hirn und Testis) Transkripte nachweisbar. Insgesamt konnten mit der
hier verwendeten Sonde drei Transkripte von 3,3 kb, 2,9 kb und 2,5 kb im Hirn nachgewiesen
werden. Des Weiteren ist das 2,5 kb Fragment auch schwach in Testis zu detektieren und es
existiert in beiden Geweben ein schwaches Signal von ca. 1,8 kb GréBe. Allerdings gibt es
bisher keinen Datenbankeintrag in Form einer cDNA oder eines EST, der einen Hinweis auf
die Struktur eines solchen Transkriptes gibt. Auch eigene Versuche, dieses Transkript mittels

RT-PCR unter Verwendung verschiedenster Primerkombinationen darzustellen, fithrten zu
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keinem Ergebnis. Bis auf Weiteres wird daher von einer unspezifischen Kreuzhybridisierung
ausgegangen. In weiterfiihrenden Untersuchungen mit Hilfe der RT-PCR wurden sowohl die
Ergebnisse der Northern Blot-Hybridisierungen iiberpriift, als auch ein moglicherweise
gewebespezifisches Spleilen von Exon 5 analysiert. Wie bereits in Abbildung 16 dargestellt,
konnte die Expression in Hirn und Testis bestdtigt und dariiber hinaus auch im Ovar detektiert
werden. Somit wird das Scapinin-Gen der Maus, ebenso wie das des Menschen, hauptsiachlich

im Hirn exprimiert, es konnen aber auch Transkripte in den Gonaden nachgewiesen werden.
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Abb.19: Gewebespezifische Northern Blot-Analyse des Scapinin-Gens. Die Hybridisierung des
Filters, der 13 adulte Gewebe der Maus représentiert, erbrachte spezifische Signale von 3,3 kb, 2,9 kb
und 2,5 kb in Hirn sowie von 2,5 kb in Testis. Dem Signal bei 1,8 kb konnte bisher keine Struktur
zugeordnet werden. Im unteren Bereich ist das Ergebnis einer Kontrollhybridisierung mit B-Actin
dargestellt, das zeigt, dass die Leber-RNA allem Anschein nach nicht intakt war.

Um die Verteilung der Maus-Scapinin-Transkripte in spezifischen Regionen des Hirns zu
untersuchen, wurden Northern Blots mit RNA aus acht verschiedenen adulten Hirnregionen
angefertigt und mit der 3’-UTR spezifischen ,,Sonde 2* hybridisiert. Dieser Versuch wurde
insgesamt dreimal mit verschiedenen Filtern durchgefiihrt, jedes Mal zeigte sich die in
Abbildung 20 dargestellte typische Verteilung der verschiedenen Scapinin-Transkripte
bezogen auf die einzelnen Gewebe. Das 2,9 kb Transkript ist die am stdrksten exprimierte

Form in Bulbus olfactorius, Cerebrum, Thalamus, Hypothalamus and Mesenzephalon. In
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Cerebellum, Pons and Medulla ergibt das 2,5 kb Produkt das stérkste Signal, wohingegen die
3,3 kb mRNA in allen Hirnregionen am schwédchsten transkribiert wird. Neben einer
Kontrollhybridisierung mit B-Actin (4CTB) zur Uberpriifung der RNA-Qualitit wurde eine
zweite Kontrollhybridisierung mit einer fiir den Dopamin Rezeptor D2 (Drd 2) der Maus
spezifischen Sonde durchgefiihrt. Dieses ebenfalls regionenspezifisch im Hirn exprimierte
Gen zeigt in Abbildung 20 sehr deutlich eine distinkte Verteilung der Transkripte und kann

somit die erfolgreiche Anreicherung der verschiedenen Hirngewebe bestétigen.
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Abb.20: Expression von Scapinin in 8 verschiedenen Regionen des Hirns der Maus. Die
Hybridisierung dieses Filters, der polyA™-RNA aus acht verschiedenen Hirnregionen und Gesamthirn
enthielt, erbrachte eine distinkte Verteilung der Scapinin-Transkripte, bezogen auf das untersuchte
Gewebe. Im unteren Bereich sind die Kontrollhybridisierungen mit Drd2- und B-Actin-Sonden
abgebildet.

3.2.2.2. Entwicklungsspezifische Expression

Im Anschluss an die Analyse der gewebespezifischen Verteilung der Scapinin-Transkripte
sollte eine moglicherweise zeitliche Kontrolle der Scapinin-Expression wihrend der
Entwicklung der Maus untersucht werden. Fiir diese Experimente wurden poly(A)"-RNAs aus
sieben verschiedenen Entwicklungsstufen der Maus isoliert und ein Northern Blot angefertigt.
Die Embryonen im Alter von 8 und 10 Tagen post coitum (pc) wurden komplett zur RNA
Isolierung eingesetzt. Vom 12. Tag pc an wurden bei der Préparation Kopf und Rumpf
voneinander getrennt. Ab Tag 15 pc wurde bei einigen Tieren zusétzlich Hirn-RNA isoliert,

bei Neugeborenen (NG, max. 24 h alt) sowie adulten Tieren wurde hingegen ausschlieflich
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Hirn-RNA untersucht. Dieser Northern Blot wurde ebenfalls mit ,,Sonde 2 aus der
gemeinsamen 3’-UTR hybridisiert (vgl. 3.2.1.4.). In Abbildung 21 ist gezeigt, dass die
Expression des 2,9 kb Transkriptes von Scapinin bei der Maus ab dem 10. Tag pc schwach
und ab dem 15. Tag pc deutlich nachweisbar war. Ab Tag 15 pc konnte zusédtzlich das 3,3 kb
Signal detektiert werden. Die Transkription des 2,5 kb Produktes hingegen ist in keinem der
Embryonalstadien nachweisbar und wird erst perinatal detektierbar. Zur Kontrolle der RNA-

Qualitdt wurde auch dieser Blot mit einer B-Actin Sonde hybridisiert.
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Abb.21: Entwicklungsspezifische Northern Blot-Analyse. Ab Tag 10 pc kann schwach die Expression
des 2,9 kb und ab Tag 15 pc des 3,3 kb Transkriptes nachgewiesen werden, wogegen das 2,5 kb
Produkt erst perinatal detektierbar wird. Die Kontrollhybridisierung mit B-Actin ist darunter
abgebildet.

Diese Ergebnisse zur entwicklungsspezifischen Expression des Maus Scapinin-Gens wurden
analog zur gewebespezifischen Expression mittels RT-PCR analysiert und tiberpriift. Durch
RT-PCR-Experimente mit den Exon {iberspannenden Primern P11, P14, P16 & P19 fiir die
Startexons sowie P27 fiir Exon 2 (Abbildung 22C) wurde fiir jedes der Startexons der
Zeitpunkt der hirnspezifischen Expression untersucht (Abbildung 22A). Da fiir die frithen
Embryonalphasen keine hirnspezifische RNA zur Verfligung stand wurde RNA aus gesamten
Embryonen (8 dpc & 10 dpc) bzw. aus dem Kopf (12 dpc) verwendet. Fiir die Exons 1A und
1B konnte auf diese Weise eine mit Tag 8 pc bereits sehr frith in der Embryonalentwicklung
der Maus einsetzende Expression durchgehend bis zum adulten Stadium nachgewiesen

werden. Exon 1C-Transkripte hingegen treten erst ab dem 15. Tag pc auf und Exon 1D
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spezifische RT-PCR-Fragmente wurden ab Tag 10 pc erhalten. Somit kdnnten sie mit den im
Northern Blot ebenfalls erst relativ spét in der Entwicklung detektierbaren Transkripten von
2,5 kb bzw. 3,3 kb korrelieren (Abbildung 21). Eine eindeutige Zuordnung der einzelnen

Startexons zu bestimmten Transkriptgrofen ist anhand dieser Daten allerdings nicht moglich.
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Abb.22: Entwicklungsspezifische RT-PCR-Analyse des Scapinin-Gens der Maus. In Abbildung (A)
ist das Ergebnis der hirnspezifischen Expressionsanalyse gezeigt. Die Expression der
unterschiedlichen, Startexon-spezifischen Transkripte beginnt zZu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten und bleibt bis zum adulten Stadium nachweisbar. Bei der Analyse der
Gonaden (B) zeigte sich, dass 1A-spezifische Transkripte in allen, 1C-spezifische in keinem
Entwicklungsstadium amplifiziert werden konnten. Dariiber hinaus nimmt die Expression von 1B und
1D im Ovar zum adulten Stadium hin ab, wéhrend sie fiir Testis gleich bleibt. In Abbildung (C) ist die
Lokalisation der fiir diese Untersuchungen verwendeten Primer dargestellt.

Die Analyse der entwicklungsspezifischen Genexpression des Scapinin-Gens der Maus wurde
anschlieBend dahin gehend erweitert, dass die Gonaden von neugeborenen bzw. adulten
Maiusen mittels RT-PCR untersucht wurden. Wie in Abbildung 22B dargestellt, sind Exon 1A
enthaltende Transkripte in beiden Entwicklungsstufen von Testis und Ovar nachweisbar.
Wihrend das Exon 1B in den Gonaden von Neugeborenen ebenfalls gut darstellbar ist, wurde

unter den gegebenen Versuchsbedingungen bei adulten Tieren fiir Ovar, im Gegensatz zu
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Testis, nur ein schwaches Signal erhalten. Die Transkription von Exon 1C hingegen ist in
beiden Entwicklungsstadien der Gonaden nicht detektierbar. Moglicherweise sind fehlende
1C-Transkripte der Testes also fiir das unterschiedliche Signalmuster zwischen Hirn und
Testes im Northern Blot verantwortlich (vgl. Abbildung 19). Die Ergebnisse der Analyse fiir
Exon 1D sind dhnlich denen fiir 1B, es ist in den Gonaden von Neugeborenen und in Testis

von Adulten deutlich nachweisbar, allerdings ist das Signal in adultem Ovar sehr schwach.
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3.3. Analyse der allelspezifischen Expression des Scapinin-Gens in der Maus

Grundvoraussetzung fiir die Analyse der allelspezifischen Expression ist die
Unterscheidbarkeit der parentalen Allele. Dies gelingt am einfachsten, wenn im Bereich der
reifen mRNA singuldre Nukleotidpolymorphismen (SNPs) lokalisiert sind. Durch die
Kreuzung zweier Mauslinien, die fiir jeweils eine Variante des Polymorphismus homozygot
sind, entstehen in der ersten Filialgeneration (F1) Heterozygote, deren Allele eindeutig den
Eltern (P) zugeordnet werden konnen. Fiir die hier beschriebenen Untersuchungen wurden
Maiuse des NMRI-Stammes und Mus musculus castaneus reziprok gekreuzt und die F1 auf die
Expression von polymorphen Loci, die aus der SNP-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)
ausgewdahlt wurden, untersucht. Diese SNPs befanden sich in den Startexons 1C und 1D

sowie in Exon 11. Fir die Exons 1A und 1B waren keine SNPs bekannt.

3.3.1.Analyse des SNP 1527649398 in Exon 11
Analyse des Genotyps

Der innerhalb des ORFs liegende, synonyme SNP rs27649398 betrifft das 42. Nukleotid des
Exons 11 und sollte somit nach bisherigem Kenntnisstand in allen Scapinin-Transkripten
enthalten sein. Da sich die vier Startexons gegenseitig ausschlieBen und unter
Beriicksichtigung der alternativen Polyadenylierungsstelle ergibt sich eine maximale Anzahl
von acht Transkripten. Fiir diesen SNP sind in der Datenbank zwei Zustandsformen
beschrieben, und zwar entweder Adenin (NMRI) oder Guanin (M. m. castaneus). In beiden
Féllen ist er durch ein Restriktionsenzym darstellbar. Handelt es sich um ein Guanin so spaltet
Hinfl, bei einem Adenin spaltet Apol (Abbildung 23C). Sowohl die Elterntiere als auch die
Nachkommen (n=8) wurden zundchst auf genomischer Ebene auf das Vorhandensein des
Polymorphismus hin untersucht. Hierfiir wurde mit Hilfe der in Abbildung 23C gezeigten
Primer in Intron 10 (P28) und in Exon 11 (P5) ein 254 bp Produkt amplifiziert und mit jeweils
einem der Restriktionsenzyme analysiert. Abbildung 23A zeigt die Ergebnisse der
Restriktionsanalyse mit Hinfl fiir die Kreuzung @ M. m. castaneus x & NMRI (links) bzw.
die reziproke Kreuzung (rechts). Die M. m. castaneus-Mause der Parentalgeneration (P) sind
homozygot fiir ein Guanin an der polymorphen Stelle, da das 254 bp PCR-Produkt vollstidndig
in ein 188 bp und ein 66 bp Fragment gespalten wurde. Die NMRI-Eltern sind ebenfalls
homozygot, allerdings fiir Adenin, da das Amplifikat ungespalten bleibt und alle F1-Tiere,
sowohl die Neugeborenen (NG) als auch die 24 Tage alten (24d), zeigen ein heterozygotes

Restriktionsmuster mit drei Fragmenten. Analog dazu ist in Abbildung 23B das die erste
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Analyse mit Hinfl bestitigende Ergebnis der Restriktion mit Apol gezeigt, bei der ein 187 bp

und ein 67 bp Fragment entstehen.

Kreuzung Q M. m. castaneus X O" NMRI QNMRI X O" M. m. castaneus
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Abb.23: Genomische Analyse des SNP 1s27649398 in Exon 11. In (A) ist die Hinfl-
Restriktionsanalyse eines 254 bp-Amplifikates von genomischer DNA fiir die Kreuzung @ M. m.
castaneus * 3 NMRI (links) und die reziproke Kreuzung Q@ NMRI x & M. m. castaneus (rechts)
dargestellt. Die M. m. castaneus-Fragmente wurden vollstindig in 188 bp und 66 bp Produkte
gespalten, wihrend die NMRI-Amplifikate ungespalten blieben. Die Nachkommen (F1), sowohl
Neugeborene (NG) als auch 24 Tage alte (24d), zeigten ein heterozygotes RFLP-Muster. In (B) ist die
analoge Analyse mit Apol dargestellt. Marker: pUC-Mix Marker 8. Abbildung (C) zeigt die Lage des
SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur Amplifikation verwendeten Primer. Des
Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit einem Teil der Sequenz am rot
hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (R=A oder G) dargestellt. Darunter sind die
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sowie die entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.
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Analyse der Expression

Ausgehend von den Ergebnissen der Genotypanalyse wurden fiir die Charakterisierung der
Scapinin-spezifischen Transkripte die in Abbildung 24C dargestellten Primer P29 und PS5
verwendet. Da diese in unterschiedlichen Exons liegen, kann eine artifizielle Amplifikation

von genomischer DNA als mogliche Fehlerquelle ausgeschlossen werden.

Kreuzung Q M. m. castaneus X O" NMRI QNMRI X O" M. m. castaneus
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Abb.24: Analyse der allelspezifischen Expression des SNP rs27649398 in Exon 11. Die Abbildung
(A) zeigt das Ergebnis der Restriktionsanalyse mit Hinfl fiir ein 170 bp RT-PCR-Fragment. Sowohl
bei der Kreuzung @ M. m. castaneus x & NMRI (links) als auch bei der reziproken Kreuzung @
NMRI x & M. m. castaneus (rechts) exprimieren die neugeborenen (NG) und 24 Tage alten (24d)
Nachkommen (F1) beide parentalen Allele, da ein Heterozygotie anzeigendes Restriktionsmuster mit
gespaltenen (104 bp und 66 bp) und ungespaltenen (170 bp) Fragmenten erhalten wurde. Die zur
Kontrolle mitgefiihrten Produkte der Eltern (P) zeigen ein homozygotes Restriktionsfragment. In
Abbildung (B) ist die analoge Analyse mit Apol dargestellt, die die Hinf I-Restriktion bestitigt.
Marker: pUC-Mix Marker 8. Abbildung (C) zeigt die Lage des SNP am Scapinin-Locus und die
Lokalisation der zur Amplifikation verwendeten Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte
PCR-Produkt mit einem Teil der Sequenz am rot hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (R=A oder
G) dargestellt. Darunter sind die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sowie die
entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.
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Das zu analysierende PCR-Produkt ist 170 bp lang und wurde ebenfalls mit Hinfl und Apol
gespalten. Als Positivkontrollen wurden die RT-PCR-Produkte der Elterntiere mitgefiihrt. In
Abbildung 24A ist die Analyse mit Hinfl fiir die Kreuzung @ M. m. castaneus x & NMRI
(links) bzw. die reziproke Kreuzung (rechts) gezeigt. Aus ihr geht hervor, dass die Elterntiere
entsprechend ihrem Genotyp homozygot sind und dass die Analyse der F1-Nachkommen
(n=8) ein heterozygotes Restriktionsmuster ergibt, somit also beide parentalen Allele
exprimiert werden. Da diese Ergebnisse durch die Restriktionsanalyse mit Apol bestdtigt
wurden (Abbildung 24B), kann ausgeschlossen werden, dass der gesamte Scapinin-Locus

einer Regulation unterliegt, die zu einer uniparentalen Genexpression fiihrt.

3.3.2. Analyse des SNP rs27685005 in Exon 1D
Analyse des Genotyps

Als zweiter polymorpher Marker diente der SNP 1527685005 an Position 23 in Exon 1D,
welcher entweder ein Adenin (NMRI) oder ein Guanin (M. m. castaneus) aufweist und somit
fiir eine Hpall-Schnittstelle polymorph ist. Dieser RFLP wurde von genomischer DNA mit
den in Abbildung 25B schematisch dargestellten, Exon 1D-spezifischen Primern (P20 & P21)
als 111 bp Fragment amplifiziert. Die Auswertung der Restriktion mit Hpall ergab, dass die
Elterntiere jeweils homozygot fiir den SNP waren. Bei beiden Kreuzungen besallen sowohl
die Neugeborenen (Abbildung 25A links) als auch die 24 Tage alten Nachkommen (n=8) der
F1-Generation (Abbildung 25A rechts) einen heterozygoten Genotyp, da sie neben dem 111
bp Fragment auch die Spaltungsprodukte von 89 bp und 22 bp aufwiesen. Das 22 bp
Fragment war im Agarosegel nur schlecht zu sehen, so dass dieser Bereich in den

Abbildungen 25 und 26 nicht gezeigt wird.
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Generation P F1 P F1 P F1 P F1
% % NG 7 E 24d E % NG E % 24d
N A A N A A A A N el A m
=009 =009 Q00Q=Q009 =
111 bp — '.,n .. ,.—- 8 & e —111 bp
89 bp— I - . .. E T EBES T —
e
B Primer 20 21
Exon  +— 1C — SNP D 2 |}
—— ACCRGG {
PCR-Produkt 111 bp
——acGe !
Hpall-Restriktion 22 bp 89 bp

Abb.25: Genomische Analyse des SNP rs27685005 in Exon 1D. In (A) ist die Hpall-
Restriktionsanalyse eines 111 bp-Amplifikates von genomischer DNA fiir die Kreuzung @ M. m.
castaneus x 3 NMRI (links) und die reziproke Kreuzung @ NMRI x & M. m. castaneus (rechts)
dargestellt. Die gespaltenen PCR-Produkte bei M. m. castaneus sowie die nicht gespaltenen Fragmente
bei NMRI zeigen einen jeweils homozygoten Genotyp. Alle Nachkommen (F1) zeigen ein
heterozygotes RFLP-Muster. Marker: pUC-Mix Marker 8. Abbildung (B) zeigt die Lage des rot
hervorgehobenen SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur Amplifikation verwendeten
Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit einem Teil der Sequenz am rot
hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (R=A oder G) dargestellt. Darunter sind die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.

Analyse der Expression

Die Analyse der allelspezifischen Expression im Hirn erfolgte {iber die Restriktion eines 198
bp PCR-Produktes, welches entsprechend 2.2.13. mit den Primern P20 und P10 amplifiziert
und anschlieBend mit P20 und P27 reamplifiziert wurde (Abbildung 26B). Als
Positivkontrollen wurden die Gewebe der Elterntiere (P) mitgefiihrt. Der Locus wurde von
cDNA amplifiziert und die erhaltenen PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym Hpall
gespalten. Wie in Abbildung 26A dargestellt wurde bei diesem Ansatz sowohl fiir die
Kreuzung @ M. m. castaneus x & NMRI (links) als auch fiir die reziproke Kreuzung 9
NMRI x & M. m. castaneus (rechts) eine biparentale Expression in allen Proben der
Nachkommen (F1, n=8) detektiert, da neben der 198 bp Bande auch immer

Spaltungsprodukte von 176 bp und 22 bp erhalten wurden.
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A Kreuzung Q M. m. castaneusX O" NMRI QNMRI X O M. m. castaneus
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Abb.26: Analyse der allelspezifischen Expression des SNP rs27685005 in Exon 1D. Die Abbildung
(A) zeigt das Ergebnis der Restriktionsanalyse mit Hpall fiir ein 198 bp langes PCR-Fragment fiir die
Kreuzungen @ M. m. castaneus < 3 NMRI (links) und @ NMRI x & M. m. castaneus (rechts). Die zur
Kontrolle mitgefiihrten Fragmente der Eltern (P) zeigen ein homozygotes und die der neugeborenen
(NG) und 24 Tage alten (24d) Nachkommen (F1) ein heterozygotes RFLP-Muster. Marker: pUC-Mix
Marker 8. Abbildung (B) zeigt die Lage des SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur
Amplifikation verwendeten Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit
einem Teil der Sequenz am rot hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (R=A oder G) dargestellt.
Darunter sind die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden
Spaltungsprodukte abgebildet.

Fir die Analyse der gonadenspezifischen 1D-Transkripte stand nur sehr wenig
Ausgangsmaterial zur Verfligung, so dass eine eindeutige Reproduktion der Ergebnisse nicht
gelang. Somit konnen zum jetzigen Zeitpunkt keine Aussagen liber den Expressionsstatus

dieser Transkripte getroffen werden.
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3.3.3. Analyse des SNP rs27685047 in Exon 1C
Analyse des Genotyps

Der dritte analysierte SNP (rs27685047) befindet sich an Position 54 der bisher bekannten
Sequenz von Startexon 1C und kann ebenfalls ein Adenin (M. m. castaneus) oder ein Guanin
(NMRI) sein. Fiir die Amplifikation des 156 bp langen, den RFLP tragenden Fragmentes von
genomischer DNA, wurden die in Abbildung 27C gezeigten Exon 1C-spezifischen Primer
verwendet. Der RFLP ist ausschlieflich mit Hilfe des Restriktionsenzymes CviJl darstellbar,
dessen Erkennungssequenz RGCY ist (Abbildung 27C), so dass dieses Amplifikat fiinf
Schnittstellen enthélt und es daher zu mehreren Spaltungsprodukten kommt, die sich im Gel
teilweise liberlagern (Abbildung 27A). Diese Tatsache erschwert eine eindeutige Auswertung
des RFLP, auch wenn man sich auf ein 114 bp Fragment beschrankt, welches den SNP trigt
und somit in ein 77 bp und ein 37 bp Produkt gespalten wird, wenn es sich um ein Guanin
handelt. Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Auswertung des RFLP mittels
Restriktionsspaltung und anschlieBender Agarosegelelektrophorese wurden die PCR-Produkte
zusitzlich sequenziert. Auf der Ebene der genomischen DNA wurden jeweils eine Mus
musculus castaneus und eine NMRI-Maus (Spur 2 bzw. 3 in Abbildung 27A) sowie eine F1-
Maus aus jeder Kreuzung (Spur 5 bzw. 18) untersucht. Fiir das polymorphe Nukleotid waren
NMRI und M. m. castaneus jeweils homozygot und die Nachkommen (n=8) waren

heterozygot (Abbildung 27B).
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Abb.27: Genomische Analyse des SNP rs27685047 in Exon 1C. In (A) ist die CvilJl-
Restriktionsanalyse eines 156 bp-Amplifikates von genomischer DNA fiir die Kreuzung 9 M. m.
castaneus * 3 NMRI (links) und die reziproke Kreuzung Q@ NMRI x & M. m. castaneus (rechts)
dargestellt. Da dieses Fragment fiinf Schnittstellen des Restriktionsenzymes enthélt, ist fiir die Analyse
ein entstehendes 114 bp Produkt entscheidend, das den SNP trigt und bei den M. m. castaneus-Eltern
(P) ungespalten bleibt, bei NMRI-Maiusen aber vollstindig in 77 bp und 37 bp Fragmente gespalten
wurde. Die Nachkommen (F1), sowohl Neugeborene (NG) als auch 24 Tage alte (24d), zeigten ein
heterozygotes RFLP-Muster. Marker: pUC-Mix Marker 8. In (B) ist die Sequenzanalyse einer M. m.
castaneus (Spur 2) und einer NMRI-Maus (Spur 3) der Parentalgeneration (P) sowie zweier
Nachkommen (F1) dargestellt (Spuren 5 & 18), die bestitigt, dass die Eltern homozygot und die F1-
Tiere heterozygot fiir die polymorphe Stelle (markiert durch rote Pfeile) in der genomischen DNA
sind. Abbildung (C) zeigt die Lage des SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur
Amplifikation verwendeten Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit
den 5 CviJI-Schnittstellen gezeigt. Darunter ist das 114 bp lange Fragment gezeigt, das das rot
hervorgehobene polymorphe Nukleotid (R=A oder G) tridgt. Ganz unten sind die Erkennungssequenz
des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.
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Analyse der Expression

In die Analyse der Genexpression wurden nur hirnspezifische Transkripte einbezogen, da
Exon 1C in den Gonaden nicht nachweisbar war (vgl. Abbildung 22B). Fiir die Amplifikation
des zu untersuchenden Fragments wurden, wie unter 2.2.13. beschrieben, zunidchst Primer in
Exon 1C (P17) und in Exon 2 (P10) eingesetzt, deren Produkt anschlieBend mit den Primern
P17 und P30 reamplifiziert wurde (Abbildung 28). Somit wurde ein 196 bp Produkt erhalten,
das sieben CviJI-Schnittstellen enthielt. Auch bei diesen Analysen ist das 114 bp Fragment
entscheidend, das in 77 bp und 37 bp Produkte gespalten wird, wenn sich an der polymorphen

Stelle ein Guanin befindet.

Primer 17 30 10
Exon | SNP 1C | 2
PCR-Produkt 196 bp
F—— CARCCA {
SNP-Fragment 114 bp
b RACY {
CviJI-Restriktion 37 bp 77 bp

Abb.28: Schematische Darstellung der allelspezifischen Expressionsanalyse des SNP 1527685047 in
Exon 1C. Die Abbildung zeigt die Lage des SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur
Amplifikation verwendeten Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit
den 6 CviJI-Schnittstellen gezeigt. Darunter ist das 114 bp lange Fragment gezeigt, das das rot
hervorgehobene polymorphe Nukleotid (R=A oder G) tragt. Ganz unten sind die Erkennungssequenz
des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.

Die Auswertung der Restriktionsanalyse fiir die Kreuzung @ M. m. castaneus x & NMRI
(Abbildung 29A) bzw. die reziproke Kreuzung (Abbildung 29C) erbrachte, dass die
Elterntiere, wie erwartet, homozygot waren, die Nachkommen (n=8) aber kein heterozygotes
Restriktionsmuster aufwiesen, sondern nur ein parentales Allel exprimierten. Bei allen
Nachkommen beider Kreuzungen wurde das RFLP-Fragment vollstindig gespalten, wodurch
die exklusive Expression des NMRI-Allels in der FI1-Generation dieser reziproken
Kreuzungen nachgewiesen wurde. Um die Ergebnisse der RFLP-Analyse zu verifizieren,
wurde das PCR-Produkt von M. m. castaneus und NMRI (Abbildung 30 auf Seite 61), sowie
allen F1-Tieren (Abbildungen 29B und 29D) sequenziert. Hierbei bestétigte sich, dass alle 8

Nachkommen an der polymorphen Stelle ein Guanin, also das NMRI-Allel, exprimieren.
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Abb.29: Analyse der allelspezifischen Expression des SNP rs27685047 in Exon 1C. Die
Restriktionsanalyse eines 196 bp langen RT-PCR-Fragmentes mit CviJl zeigt, dass die Eltern (P)
homozygot sind und auch die neugeborenen (NG) und 24 Tage alten (24d) Nachkommen (F1) nur
eines der beiden parentalen Allele exprimieren, da das den SNP tragende 114 bp Fragment sowohl bei
der Kreuzung @ M. m. castaneus x 3 NMRI (A) als auch bei der reziproken Kreuzung @ NMRI x &
M. m. castaneus (C) vollstindig gespalten wurde. Die aberrante Bande beim 24 Tage alten F1-
Mainnchen in Abbildung (C) entspricht keinem der spezifischen Signale von 114 bp oder 77 bp. Sie ist
daher wohl auf eine unvollstindige Spaltung einer der anderen vier CviJl-Schnittstellen
zuriickzufiihren. Marker: pUC-Mix Marker 8. Durch Sequenzierung wurde bestitigt, dass alle
Nachkommen am SNP ein Guanin tragen, also bei beiden Kreuzungen das NMRI-Allel exprimiert
wird (B & D). Die polymorphe Stelle ist in den dargestellten Chromatogrammen mit einem roten Pfeil
markiert.
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M. m. castaneus NMRI

ATGCAAACAGCCAAC

Abb.30: Sequenzanalyse der Elterntiere fiir den SNP rs27685047 in Exon 1C. Durch die
Sequenzierung wurde bestdtigt, dass M. m. castaneus-Mause an der polymorphen Stelle ausschlieSlich
ein Adenin und NMRI ein Guanin exprimieren.

Identifizierung und Genotypisierung eines EcoRI-Polymorphismus in Startexon 1C

Im Zuge der durchgefiihrten Sequenzanalysen wurde ein zweiter, bis dahin noch nicht
beschriebener SNP an Position 93 in Exon 1C identifiziert. An dieser Stelle befindet sich
entweder ein Thymin (M. m. castaneus) oder ein Guanin (NMRI) und sie ist damit polymorph
fiir das Restriktionsenzym EcoRI (Abbildung 31C). Dieser Polymorphismus stellte somit eine
Moglichkeit dar, die fiir den SNP 1527685047 erhaltenen Daten zu reproduzieren und zu
verifizieren. Fiir die Amplifikation des EcoRI-RFLP wurden sowohl auf genomischer als auch
auf cDNA Ebene die gleichen Primer verwendet wie fiir den CviJI-Polymorphismus
(Abbildung 31C). Die Analyse des Genotyps erbrachte auch hier, dass die Elterntiere
homozygot und die Nachkommen (n=8) mit beiden parentalen Allelen ausgestattet waren.
Aus Abbildung 31A geht hervor, dass das 156 bp PCR-Produkt von M. m. castaneus
vollstdndig in ein 86 bp und ein 70 bp Fragment gespalten wurde, wogegen das NMRI-
Produkt ungespalten bleibt und bei den F1-Nachkommen alle drei Fragmente erhalten
wurden. Auch hier wurde der Genotyp bei zwei Elterntieren (Spuren 2 & 3 in
Abbildung 31A) sowie zwei Nachkommen (Spuren 5 & 14) durch Sequenzierung liberpriift
(Abbildung 31B) und das Ergebnis der Restriktionsanalyse bestétigt.
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Abb.31: Genomische Analyse des EcoRI-Polymorphismus in Exon 1C. In (A) ist die EcoRI-
Restriktionsanalyse eines 156 bp-Amplifikates von genomischer DNA fiir die Kreuzung @ M. m.
castaneus * 3 NMRI (links) und die reziproke Kreuzung Q@ NMRI x & M. m. castaneus (rechts)
dargestellt. Die M. m. castaneus-Fragmente wurden vollstindig in 86 bp und 70 bp Produkte
gespalten, wihrend die NMRI-Amplifikate ungespalten blieben, was zeigt, dass die Parentalgeneration
(P) homozygot fiir jeweils eine Variante des Polymorphismus war. Die Nachkommen (F1), sowohl
Neugeborene (NG) als auch 24 Tage alte (24d), zeigten ein heterozygotes RFLP-Muster. Marker:
pUC-Mix Marker 8. In (B) ist die Sequenzanalyse einer M. m. castaneus (Spur 2) und einer NMRI-
Maus (Spur 3) der Parentalgeneration (P) sowie zweier Nachkommen (F1) dargestellt (Spuren 5 &
14), die bestatigt, dass die Eltern homozygot und die F1-Tiere heterozygot fiir die polymorphe Stelle
(markiert durch rote Pfeile) in der genomischen DNA sind. Abbildung (C) zeigt die Lage des rot
hervorgehobenen SNP am Scapinin-Locus und die Lokalisation der zur Amplifikation verwendeten
Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte PCR-Produkt mit einem Teil der Sequenz am rot
hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (K=G oder T) dargestellt. Darunter sind die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden Spaltungsprodukte abgebildet.
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Analyse der Expression

Analog zur Analyse des CviJI-Polymorphismus wurde ein 196 bp PCR-Produkt amplifiziert
und durch Restriktion mit EcoRI charakterisiert (Abbildung 32).

Primer 17 30 10
Exon | SNP 1C | 22—
| TGAAKTCA {
PCR-Produkt 196 bp
= qAATTc :
EcoRI-Restriktion 86 bp 110 bp

Abb.32: Schematische Darstellung der allelspezifischen Expressionsanalyse des EcoRI-
Polymorphismus in Exon 1C. Die Abbildung zeigt die Lage des SNP am Scapinin-Locus und die
Lokalisation der zur Amplifikation verwendeten Primer. Des Weiteren ist schematisch das analysierte
PCR-Produkt mit einem Teil der Sequenz am rot hervorgehobenen polymorphen Nukleotid (K=G oder
T) dargestellt. Darunter sind die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms sowie die entstehenden
Spaltungsprodukte abgebildet.

Die analog zum CviJI-Polymorphismus durchgefiihrte Analyse der Genexpression bestitigte
die vorangegangenen Untersuchungen. Wie in Abbildung 34A und 34C zu sehen ist, wird
durch das Restriktionsenzym EcoRI ausschlieBlich das 196 bp PCR-Produkt von M. m.
castaneus in ein 110 bp und ein 86 bp Fragment gespalten. Die NMRI-Amplifikate bleiben,
wie die aller Nachkommen (n=8), ungespalten. Die Sequenzanalyse zweier Elterntiere
(Abbildung 33) sowie der Nachkommen beider Kreuzungen (Abbildungen 34B und 34D)
zeigen eindeutig, dass die F1 ausschlieBlich das NMRI-Allel exprimiert.

M. m. castaneus NMRI
LGGATGAATTCAGGCC VAGG ATGAAGTCAGGC

Abb.33: Sequenzanalyse der Elterntiere fiir den EcoRI-Polymorphismus in Exon 1C. Durch die
Sequenzierung wurde bestdtigt, dass M. m. castaneus-Mause an der polymorphen Stelle ausschlielich
ein Adenin und NMRI ein Guanin exprimieren.
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A Kreuzung Q M. m. castaneus X O NMRI
Generation “p F1 -
— - = ~
)7 § NG 24d
St wn $t
ig § Z2 —m— —— £
<
s Q00 Q0@ =
196 bp =
110 bp e
86 bp =

Jr ~ v —— ¥

B AGGATGAAGTCAGGC? AGGATGAAGTCAGGC LAGGATGAAGTCAGGC AGGATGAAGTCAGGC

C Kreuzung QNMRI X O" M. m. castaneus
Generation P Fl -
—— - —— ~
>
7] NG 24d
5 &
s 00 Q@ 0@ =
196 bp
110 bp
86 bp

y 3 NV ¥

D AGGATGAAGTCAGGCE W AGGATGAAGTCAGGC AGGATGAA GTCAGGC, AGGATGAAGTCAGGC.

Abb.34: Analyse der allelspezifischen Expression des EcoRI-Polymorphismus in Exon 1C. Die
Restriktionsanalyse eines 196 bp RT-PCR-Fragmentes mit EcoRI zeigt, dass die Eltern (P) homozygot
sind und auch die neugeborenen (NG) und 24 Tage alten (24d) Nachkommen (F1) nur eines der
beiden parentalen Allele exprimieren, da das PCR-Produkt sowohl bei der Kreuzung @ M. m.
castaneus * 3 NMRI (A) als auch bei der reziproken Kreuzung @ NMRI x & M. m. castaneus (C)
ungespalten blieb. Marker: pUC-Mix Marker 8. Durch Sequenzierung wurde bestitigt, dass alle
Nachkommen am SNP ein Guanin tragen, also bei beiden Kreuzungen das NMRI-Allel exprimiert
wird (B & D). Die polymorphe Stelle ist in den dargestellten Chromatogrammen mit einem roten Pfeil

markiert.
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3.4. In silico-Analysen des SCAPININ/Scapinin-Locus bei Mensch und Maus

Ausgehend von den nun bekannten genomischen und cDNA-Sequenzen sollten durch
in silico-Analysen weitere Informationen liber die Struktur sowie mogliche regulatorische

Bereiche am SCAPININ/Scapinin-Locus identifiziert werden.

3.4.1. Promotoranalyse

Die Vorhersage von RNA-Polymerasell-Promotoren in einer bestimmten Sequenz ist bis
heute problematisch (ZHANG 2003) und erreicht bei einem der am haufigsten genutzten
Programme, Promoter2.0 (KNUDSEN 1999), nur eine durchschnittliche Trefferquote von 80%
(www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/performance.php). Daher wurde neben Promoter2.0 mit
PROSCAN (PRESTRIDGE 1995) eine zweite Software eingesetzt, um in den Sequenzen der
genomischen Klone Al121908 (Mensch) und A1731783 (Maus) nach mdglichen Promotoren
zu suchen. Als Kernpromotor wird dabei laut Literatur ein Bereich von -40 bp bis +40 bp um
den Transkriptionsstart angesehen (ZHANG 2003). Beide verwendeten Programme konnten
weder beim Menschen noch bei der Maus im 5’-Bereich der Startexons von
SCAPININ/Scapinin mogliche Promotorelemente wie TATA-, CCAAT- oder GC-Box
identifizieren. Aus diesem Grund wurde zusitzlich nach einem Initiatorelement gesucht, das
vor allem bei Promotoren ohne TATA-Box den Transkriptionsstart anzeigt und eine
Konsensussequenz von Py Py A.; N 7/, Py Py aufweist (JAVAHERY ef al. 1994). Ein solches
Initiatorelement wurde im Bereich des Exons 1D der Maus identifiziert und liberlappt, wie in

Abbildung 35 dargestellt, exakt mit der durch RACE-PCR erhaltenen Sequenz.

Sequenz Startexon 1D AGTCTCTGCC —
Genomische Sequenz €— GCTCCTTGCCAGTCTCTGCC —
Konsensussequenz Initiatorelement YYANWYY

Abb.35: Identifizierung eines Initiatorelementes im 5’-Bereich von Exon 1D des Scapinin-Gens der
Maus. In der Mitte ist die Sequenz des Mausgenoms in diesem Bereich abgebildet, dariiber der Anfang
der durch RACE-Analysen erhaltenen Sequenz von Startexon 1D und darunter die Konsensussequenz
eines Initiatorelementes, die den putativen Transkriptionsstart anzeigt.



Ergebnisse 66

3.4.2. Identifizierung von CpG-Inseln im 5’-Bereich des SCAPININ/Scapinin-Locus

Da zumindest einige Scapinin-Transkripte der Maus, wie fiir Exon 1C beschrieben, nicht von
beiden Allelen exprimiert werden, konnten sie einer Regulation unterliegen, die
moglicherweise mit der Methylierung einzelner DNA-Abschnitte einhergeht. Daher wurde im
5’-Bereich der SCAPININ/Scapinin Gene von Mensch und Maus mit Hilfe der
CpGPlot/CpGReport-Software ~ (www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/index.html)  nach  so
genannten CpG-Inseln gesucht. Mit den Standardeinstellungen, mindestens 200 bp Lange und
>50% GC-Gehalt, wurden beim Menschen drei und bei der Maus zwei solcher CpG-Inseln
identifiziert, die jeweils im Bereich der Exons 1A und 1B liegen (Abbildung 36 sowie
Anlagen 19 & 20). Die erste CpG-Insel des Menschen, mit einer Ausdehnung von 662 bp,
beginnt 380 bp vor der bisher bekannten Sequenz von Exon 1A, iiberspannt es vollstdndig und
endet 174 bp hinter Exon 1A im Intron. Die zweite, mit 393 bp Linge, beginnt in Exon 1B,
mit dem es 210 bp iiberlappt und endet 182 bp dahinter. Nur 87 bp weiter beginnt die dritte
CpG-Insel von 380 bp Linge. Die Lage der CpG-Inseln am Scapinin-Locus der Maus ist sehr
dhnlich. Der erste, 423 bp groBe GC-reiche Abschnitt beginnt 160 bp vor Exon 1A,
iiberspannt es und endet 146 bp dahinter. Der zweite Bereich beginnt ebenfalls in Exon 1B,
tiberlappt 258 bp und erstreckt sich bis 33 bp ins Intron 1B. Unter wesentlich stringenteren
Suchbedingungen (mindestens 200 bp Lange und >80% GC-Gehalt) wurden beim Menschen
immer noch zwei der drei GC-reichen Regionen um die Startexons 1A und 1B gefunden, bei
der Maus aber keine mehr. Fiir die Exons 1C und 1D, die im Verlaufe dieser Arbeit beziiglich
einer allelspezifischen Genexpression bei der Maus untersucht wurden, konnte auch mit
relativ unstringenten Suchparametern keine nennenswerte Haufung von CpG-Dinukleotiden
detektiert werden. Die Sequenzbereiche der CpG-Inseln sind im Anhang (Anlagen 18 & 19)
detailiert dargestellt.

662 bp 393 bp 380 bp

Exon «— 1A | ,' 1B___| iB2HICHIDH 2
423 bp 291 bp

Abb.36: Schematische Darstellung der CpG-Inseln im 5’-Bereich der SCAPININ/Scapinin-Gene von
Mensch und Maus. Die im Bereich der Exons 1A und 1B identifizierten CpG-Inseln sind fiir den
Menschen in blau und fiir die Maus in griin dargestellt.
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3.4.3. Weitere in silico-Analysen

Durch weitere in silico-Analysen sollten mdogliche Sekundarstrukturen im 5°-Bereich der
SCAPININ/Scapinin  mRNAs sowie putative Phosphorylierungsstellen in  den
SCAPININ/Scapinin-Proteinen untersucht werden. Die Aussagen dieser erginzenden
Untersuchungen werden unter Beriicksichtigung der in der Literatur beschriebenen Modelle

im folgenden Diskussionsteil besprochen.

Analyse moglicher mRNA-Sekundérstrukturen im 5’-Bereich

Die Sekundédrstruktur einer transkribierten (pre)mRNA ist entscheidend fiir zahlreiche
zelluldre Abldufe, u. a. das Spleilen (BURATTI und BARALLE 2004, KLAFF et al. 1996). Das
Programm mfold (www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold, ZUKER 1989) berechnet die freie
Energie, die bendtigt oder freigesetzt wird, um bestimmte Konfigurationen einzunehmen. Je
kleiner der Wert der freien Energie desto hoher die Wahrscheinlichkeit, dass sich diese
Sekundarstruktur spontan ausbildet. Da die natiirliche Bildung einer Struktur aber auch von
unberechenbaren Faktoren, wie der Beteiligung von Chaperonen abhéngt, errechnet mfold fiir
jede Sequenz eine gewisse Anzahl suboptimaler Faltungen als Kandidaten fiir die natiirliche
Struktur. Auf diese Weise wurden fiir die SCAPININ/Scapinin-Startexons die in Tabelle 8,
Abbildung 37 sowie im Anhang (Anlagen 21 & 22) dargestellten putativen stabilen

Sekundérstrukturen vorhergesagt.

Untersuchungen zu mdglichen Phosphorylierungsstellen in SCAPININ/Scapinin-Proteinen

Bereits ALLEN ef al. (2004) hatten fiir das Phactr-1 Protein berichtet, dass es acht mdgliche
Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase A (PKA) und sieben fiir Proteinkinase C (PKC)
enthdlt. Sie fanden, dass sich diese Stellen im Bereich der RPEL-repeats am N- bzw. C-
Terminus hiuften und vermuteten einen Einfluss auf die Phactr-1-Interaktion mit Aktin und
PP1. Fiir die Analyse des SCAPININ/Scapinin-Proteins wurden die cDNA-Sequenzen von
Mensch und Maus zunichst in die putative Aminosiurenabfolge des jeweiligen Genproduktes
(Aminosduresequenzen im Anhang, Anlagen 8, 9 & 16) ibersetzt und mit Hilfe von
NetPhosK (BLOM et al. 2004) auf mogliche Phosphorylierungsstellen hin untersucht.
Ausgehend von der Umgebung einer phosphorylierbaren Aminoséure wird ein Score-Wert
berechnet, der angibt, wie wahrscheinlich eine Phosphorylierung an dieser Stelle ist. Dieser

Score geht bis maximal 1.0 und wird bereits ab 0.5 angegeben. Geringe Score-Werte
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beinhalten aber ein hoheres Risiko fiir falsch positive Ergebnisse, so dass fiir
SCAPININ/Scapinin erst Score-Werte ab 0.7 in die Analyse aufgenommen wurden. Dabei
wurden, wie in Tabelle 9 zusammengefasst, mehrere putative Phosphorylierungsstellen

identifiziert.
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4. Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen eine komplexe genomische
Organisation des SCAPININ/Scapinin-Locus, die sich auch 1im gewebe- und
entwicklungsspezifischen Expressionsmuster wieder findet. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist
allerdings weder dem Scapinin-Gen eine exakte Funktion zugewiesen worden, noch konnte
der Vielzahl der auftretenden Transkriptvarianten eine biologische oder biochemische
Bedeutung zugeordnet werden. Aus diesem Grund soll im Folgenden im Vergleich mit Genen
dhnlicher Struktur oder Komplexitit gezeigt werden, welche Moglichkeiten eine komplexe
genomische Organisation als Grundlage fiir Diversitidt und Flexibilitdt bei der Regulation
eines Gens bietet, und zwar hinsichtlich der Lokalisation sowie der Kontrolle von

Transkription und Translation.

4.1. Regulationsmoglichkeiten am SCAPININ/Scapinin-Locus
4.1.1. Moglichkeiten zur Regulation der Transkription sowie zur Kontrolle der Lokalisation

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten variablen Startexons des SCAPININ/Scapinin-
Gens sowie das zusdtzliche Exon 1B2 beim Menschen und der alternativ polyadenylierte 3’-
Bereich bei der Maus bilden den Ausgangspunkt flir eine hohe Diversitit an moglichen
Transkripten. Wie die bei Northern Blot- und RT-PCR-Analysen erhaltenen Ergebnisse
zeigen (vgl. Abbildungen 10 & 19 bis 22), unterliegen diese Transkripte sowohl einer
gewebe- als auch einer entwicklungsspezifischen Kontrolle. Inwieweit der komplexe Aufbau
des Genlocus dem zugrunde liegen konnte, zeigt ein Vergleich mit dem O#x2-Gen, welches
ebenfalls alternativ gespleifite, nicht kodierende Startexons (Exons A-C) besitzt, die von drei
verschiedenen Promotoren aus transkribiert werden. Das Otx2-Gen der Maus, das ortholog
zum otd-Gen von Drosophila und Bestandteil einer Genfamilie zusammen mit O#x/ und den
crx-Genen ist, spielt eine essentielle Rolle bei der Hirnentwicklung von einem sehr frithen
Zeitpunkt bis nach der Geburt. Bereits in der Gastrula ist es an der Ausbildung der anterior-
posterior-Achse beteiligt und spielt spiter eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
sensorischer Organe, speziell des Auges und der Retina (COURTOIS et al. 2003).
Voraussetzung fiir die Erfiillung dieser vielfdltigen Aufgaben ist eine fein regulierte zeitliche
und rdumliche Genexpression, deren Grundlage die bereits erwihnten drei Spleivarianten
mit den nicht kodierenden Startexons A-C sind. Dabei ist die C-Form das Haupttranskript in
frithen embryonalen Stammzellen (ES), wogegen die A- und B-Formen in der adulten Retina

gefunden werden. Wiahrend der Differenzierung der ES dndert sich das Expressionsmuster
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weg von der C- hin zur A-Form (COURTOIS et al. 2003). Die Organisation des Otx2-Genes
bietet also die Moglichkeit, die Genexpression an verschiedene biologische Funktionen
anzupassen.

Im Gegensatz zum Otx2-Gen verfiigt die Argininosuccinat-Synthase (AS) iliber nur einen
Promotor, von dem dennoch verschiedene gewebespezifische Transkripte exprimiert werden.
Die AS ist u. a. am Harnstoffzyklus beteiligt und bildet drei verschiedene Transkripte, die sich
in der GroBe der 5’-UTR unterscheiden, aber alle vom gleichen Promotor aus exprimiert
werden. Wiahrend das kiirzeste Transkript sowohl in Endothel- als auch in Leberzellen von
Rindern nachgewiesen wurde, fanden PENDLETON et al. (2002) die lingeren Formen
ausschlieBlich im Endothel. Diese Art der rdumlichen Verteilung verschiedener
Transkriptvarianten ist beim Scapinin-Gen insbesondere innerhalb verschiedener Hirnareale
detektierbar. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse von acht verschiedenen
adulten Hirnregionen mittels Northern Blot (vgl. Abbildung 18) zeigt deutlich, dass die
Lokalisation der verschiedenen Scapinin-Transkripte innerhalb des Maushirns variiert. Dies
stimmt insoweit mit den Befunden von ALLEN et al. (2004) iiberein, dass anhand von in situ-
Hybridisierungen ein spezifisches Verteilungsmuster von Scapinin-Transkripten im Hirn der
Ratte dargelegt werden konnte. Durch die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse konnen
diese Befunde allerdings erstmalig mit dem Auftreten verschiedener Transkripte korreliert
werden (vgl. 3.2.1.4.).

Moglicherweise sind fiir diese Lokalisation der Transkripte Sequenzelemente in den 5°- UTRs
der verschiedenen Startexons verantwortlich, wie beispielsweise fiir die rdumliche Kontrolle
des gurken (grk)-Transkripts von Drosophila. Gurken kodiert fiir ein TGFa-&hnliches Protein,
das in der Keimbahn als Ligand fiir forpedo agiert, den Drosophila EGF-Rezeptor, und ist
somit mit verantwortlich fiir die Ausbildung sowohl der anterior-posterior- als auch der dorso-
ventral-Achse im Ei und im Embryo. Deletionsexperimente zeigten, dass Sequenzabschnitte
im 5’-Bereich der mRNA verantwortlich dafiir sind, dass die gurken mRNA wihrend der
frithen Entwicklungsphasen aus den so genannten nurse-Zellen in den posterioren Bereich der
Oocyte transportiert wird. Diese Signale haben jedoch keinen Einfluss auf die Akkumulation
der grk-mRNA im dorsal-anterioren Bereich zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt.
Hierfiir sind Signale im 3’-Bereich der grk-mRNA notwendig, welche allein wiederum nicht
den Transport aus den nurse-Zellen in die Oocyte bewirken konnen (THIO et al. 2000).

Des Weiteren kdnnen auch variable 3’-Bereiche, wie es hier fiir das Scapinin-Gen der Maus
beschrieben wurde (vgl. Abbildungen 12 & 17), an der Regulation einer gewebespezifischen

Genexpression beteiligt sein. So wurde fiir das an der Hamatopoese beteiligte Kernprotein
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Hemogen (HEMGN) die Expression zunichst nur in himatopoetischen Zellen nachgewiesen.
Doch YANG et al. (2003) fanden eine Isoform, die ausschlieflich in runden Spermatiden der
Testis exprimiert wird. Diese Isoform verwendet einen eigenen Promotor und eine alternative
Polyadenylierungsstelle, besitzt aber den gleichen ORF wie die himatopoetische Form.

Dariiber hinaus sollte erwéhnt werden, dass das Expressionsmuster des humanen SCAPININ-
Gens, das SAGARA et al. (2003) bei ihren Analysen von Krebszelllinien fanden, von dem in
normalem Gewebe deutlich abwich. Sie detektierten bei ihren Northern Blot-
Hybridisierungen nur ein einzelnes Transkript. Der Verlust von alternativen Transkripten, und
das zeigen diese Blots an, kann zur Tumorbildung beitragen (NISSIM-RAFINIA und KEREM
2002, PHILIPS und COOPER 2000). Inwieweit dieses verdnderte Expressionsmuster ein
sekundirer Effekt durch genomweite Anderungen der Genexpression in den untersuchten
Zelllinien war oder ob SCAPININ selbst an der Onkogenese, zumindest einiger Tumore,
beteiligt ist, miissen zukiinftige Untersuchungen in dieser Richtung zeigen. Auch dass die
Genexpression in Zelllinien nicht immer der im zugrunde liegenden Tumor entsprechen muss,
sollte beriicksichtigt werden (HODGSON et al. 2003). Trotzdem fallt auf, dass SAGARA et al.
(2003) bei ihren Untersuchungen SCAPININ-cDNAs aus diesen Zellinien isolierten, die
Startexon 1D enthielten. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es nicht, die Expression dieses

Exons in normalem humanem Gewebe nachzuweisen.

4.1.2. Moglichkeiten zur Regulation der Translation

Wie in den Tabellen 5 & 6 sowie im Anhang (Anlagen 16 & 17) gezeigt, enthalten die vier
Startexons von SCAPININ/Scapinin ATG-Codons, die teilweise in frame mit dem von
SAGARA et al. (2003) beschriebenen Translationsstart in Exon zwei sind. Solche upstream
open reading frames (UORFs) konnen durchaus einen regulatorischen Einfluss auf die
Translation ausiiben, wie beispielsweise beim bereits erwdhnten Argininosuccinat-Synthase
(AS)-Gen. Die beiden lidngeren Transkriptformen enthalten ein Startcodon, welches in der
Zelle dafiir sorgt, dass die Translationseffizienz auf einem relativ niedrigen Niveau gehalten
wird. Durch die Entfernung dieses uORFs im Rahmen von Mutationsanalysen lie§ sich die
Translationsrate signifikant steigern (PENDLETON et al. 2002). Dariiber hinaus kann eine
solche Kontrolle der Translation auch entscheidend fiir die physiologische Wirkung eines
Genproduktes sein. Das mdm?2-Protein kontrolliert p53 und andere Proteine, die beim
Zellwachstum eine Rolle spielen (DAUJAT et al. 2001, MICHAEL und OREN 2002, MOMAND et
al. 2000). Das Transkript enthdlt zwei uORFs, die die Translation reprimieren. Fehlen diese

uORFs im Transkript, fiihrt das zur Deregulation der Translation und es kann sogar zur
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Ausbildung von Tumoren kommen (BROWN ef al. 1999). Im Falle von mdm?2 ist die
Repression der Translation auf die Sequenz der uORF-kodierten Proteine zuriickzufiihren, die
direkt mit der Translationsmaschinerie interagieren und so eine Blockade fiir weitere
Ribosomen darstellen (JIN ef al. 2003). Ein weiteres Beispiel hierfiir ist Atf4/ATF4 (Activating
Transcription Factor 4), welches bei der Maus zwei und beim Menschen drei uORFs in der
5’-leader Sequenz besitzt, von denen die jeweils am weitesten 3’-wirts gelegenen mit dem
Atf4/ATF4-kodierenden ORF {iberlappen. Das Gen wird ubiquitdr exprimiert, aber das
Genprodukt ist nur in geringen Mengen in den Zellen nachweisbar (VALLEJO ef al. 1993). Bei
Stress, wie z.B. Hypoxie, nimmt der Gehalt an ATF4-Protein in den Zellen zu, ohne dass die
Menge an mRNA ansteigt (YUKAWA et al. 1999). Es konnte auch gezeigt werden, dass die
mRNA mit niedermolekularen Polyribosomen und Monoribosomen assoziiert ist, was eine
effiziente Translation verhindert. Nach Stresseinwirkung wurden hohermolekulare
Ribosomen nachgewiesen, was die Aufhebung der Repression der Translation anzeigt. Im
Reporter Gene Assay mit der 5’-UTR von ATF4 fanden HARDING et al. (2000), dass die
uORFs fiir die Repression essentiell sind. Die bisher charakterisierten Proteine, die von
solchen uORFs kodiert werden, haben keine gemeinsame Konsensussequenz und greifen auf
unterschiedlichen Wegen in die Translation ein (MORRIS und GEBALLE 2000).

Neben den uORFs konnen auch Sekundérstrukturen der mRNA die Initiation der Translation
in hoheren Eukaryoten beeinflussen (KOzAK 1991). Diese, insbesondere bei hohem GC-
Gehalt vorhandenen Sekundédrstrukturen konnen dabei sowohl 5°- als auch 3’-wirts vom
Translationsinitiationscodon AUG liegen. Wéhrend die 5’-wérts gelegenen meist einen
negativen Einfluss haben, etwa in dem sie die Ribosomenbindung verhindern, haben 3’-wiérts
gelegene eher positiven Einfluss. Durch die Verlangsamung des Ribosoms in diesem Bereich
wird das Startcodon besser erkannt, besonders wenn es sich in ecinem schwachen
Sequenzkontext befindet (KozAK 1991). KozAK (1989) beschrieb, dass bereits eine Struktur
mit einer freien Energie von -30 kcal/mol die Initiation der Translation inhibieren kann, wenn
sie sich im 5’-Bereich innerhalb von 12 Nukleotiden nach der CAP befindet, da sie die
Bindung der 40S-Ribosomenuntereinheit verhindert. Sekundéarstrukturen, die weiter von der
CAP entfernt, aber immer noch vor dem AUG liegen, bendtigen etwa -50 kcal/mol, um das
Vorankommen der Ribosomen zu unterbinden (K0zAK 1986). Im Rahmen einer in silico-
Analyse mit Hilfe des Programms mfold (www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold, ZUKER
1989) wurden daher auch die Startexons der SCAPININ/Scapinin-Gene auf die Ausbildung
moglicher stabiler Sekundirstrukturen auf RNA-Ebene hin untersucht. In Tabelle 8 sind die

Anzahl der moglichen Faltungen und die errechneten freien Energien zusammengefasst und
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im Anhang (Anlagen 21 & 22) ist fiir jedes Startexon die energetisch glinstigste Struktur
abgebildet. Die FErgebnisse dieser in silico-Analyse zeigen, dass auch am
SCAPININ/Scapinin-Locus mit hoher Wahrscheinlichkeit stabile Sekundérstrukturen gebildet
werden. Natiirlich ist die Komplexitét der erhaltenen Strukturen sowie deren freie Energie
abhingig von der Lédnge der analysierten Sequenz, dennoch bilden beispielsweise die
Startexons 1A und 1D der Maus und des Menschen laut dieser Befunde die in Abbildung 37
gezeigten Haarnadelstrukturen mit einer freien Energie von bis zu -78,4 kcal/mol. Sie kdnnten
also durchaus eine regulatorische Wirkung auf die Translation haben, wie es beispielsweise

fiir das Gen p275%! beschrieben wurde (GOPFERT et al. 2003).

Tab.8: Berechnung moglicher Sekundérstrukturen der Startexons von SCAPININ/Scapinin. Die
Anzahl und die freie Energie (dG) der mittels mfold berechneten moglichen Faltungen jedes
Startexons sind fiir den Menschen (links) und fiir die Maus (rechts) zusammengefasst.

T e T ew

Anzahl dG (kcal/mol) Anzahl dG (kcal/mol)
4 -62,6 bis -61,7 8 -50,1 bis -48

23 -226 bis -214,8 21 -203,9 bis -194,1
1 -38,1 17 -50,2 bis -47,8
11 -78,4 bis -74,9 6 -38,3 bis -36,5
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Abb.37: Ausgewihlte mRNA-Sekundérstrukturen der Startexons 1A und 1D. Abgebildet sind die mit
dem Programm mfold berechneten Haarnadelstrukturen mit mdglicherweise regulatorischer Wirkung
von Exon 1A des Menschen (A) und der Maus (B) sowie von Exon 1D des Menschen (C) und der
Maus (D).
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Das Gen p27°"' ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, indem es an cyclinabhingige
Kinasen bindet und deren Aktivitdt beeinflusst. Daher wird auch die Translation von p27
zellzyklusmiBig reguliert und ist am stirksten in der Gl-Phase. Dies geschieht iiber
Strukturen in der 5’-UTR der mRNA, die einen uORF und eine GC-reiche Region enthilt, die
laut dem RNA-Struktur-Vorhersageprogramm mfold stabile Haarnadelstrukturen bilden kann.
Deletionsexperimente zeigten, dass bei diesem Gen nicht die Lange des uORFs oder das von
ihm kodierte Protein regulativ wirkt. Entscheidend ist die Sequenz um das uAUG herum in
Verbindung mit GC-reichen Haarnadelstrukturen, um eine effiziente Translation zum
richtigen Zeitpunkt zu gewéhrleisten (GOPFERT et al. 2003). Die Funktion der GC-reichen
Sequenz liegt moglicherweise in ihrer Fahigkeit, verschiedene stabile Sekundérstrukturen zu
bilden und somit verschiedene Proteine zu rekrutieren oder ribosomale Faktoren zu
beeinflussen. Dass Proteine an Sekundérstrukturen von mRNAs binden, zeigt das Beispiel des
trans-activation response element (TAR) im 5’-Bereich des HI-Virus Typ 1. TAR bildet eine
stabile Haarnadelstruktur, die die Translation inhibiert und an die virale und zellulidre Proteine
binden. Das viruseigene Tat-Protein aktiviert die virale Genexpression, wahrend das zelluldre
La-Autoantigen die translationsinhibierende Wirkung der Haarnadelstruktur abschwicht
(SVITKIN et al. 1994). Beim bovine viral diarrhae virus ist die Bildung eines stem-loops im
5’-Bereich sogar essentiell fiir eine effiziente Translation (YU et al. 2000).

Die hier angefiihrten Beispiele zeigen, dass die Struktur des SCAPININ/Scapinin-Locus eine
Vielzahl an Moglichkeiten zur gewebe- und entwicklungsspezifischen Regulation bietet,
besonders vor dem Hintergrund, dass einige, aber eben nicht alle, Scapinin-Transkripte bereits
sehr friih wahrend der Entwicklung des Maushirns nachweisbar sind und bis ins adulte

Stadium aktiv bleiben (vgl. Abbildung 22).

4.2. Analyse der Expression von Scapinin wihrend der Entwicklung der Maus

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass das SCAPININ/Scapinin-Gen
sowohl beim Menschen als auch bei der Maus hauptsichlich im Hirn transkribiert wird. Zwar
wurde es auch in den Gonaden detektiert, doch konnte in Northern Blot- und RT-PCR-
Analysen weder in Testis noch in Ovar eine dhnliche Vielzahl an Transkripten wie im Hirn

nachgewiesen werden (vgl. Abbildungen 8, 10 & 11 fiir Mensch sowie 19 & 22 fiir Maus).

4.2.1. Hirnentwicklung

Die genaue biologische Funktion der verschiedenen Scapinin-Transkripte ist bisher nicht

bekannt. Die distinkten Verdnderungen im Expressionsmuster konnten aber sowohl auf eine
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Beteiligung des Scapinin-Gens an der Hirnentwicklung der Maus hindeuten, als auch eine
Rolle bei der Erhaltung von Strukturen oder eines physiologischen Zustandes anzeigen. Im
Gegensatz zur sehr gut untersuchten und beschriebenen anatomischen Entwicklung des
Maushirns (RUGH 1990), ist das fiir die korrekte Ausbildung einer neuronalen Diversitét
mitverantwortliche Genexpressionsmuster bis heute erst in Ansétzen verstanden. Kaskaden
von Transkriptionsfaktoren in so genannten Signalzentren sind an der frithen Musterbildung
im zentralen Nervensystem beteiligt. Zahlreiche solcher Signalzentren finden sich an
verschiedenen Stellen im sich entwickelnden Hirn und kontrollieren das Schicksal der
angrenzenden Strukturen (KIECKER und LUMSDEN 2005). Signalzentren werden von
bestimmten Zellen gebildet und sezernieren 16sliche Proteine, welche durch Induktion oder
Repression einzelner Signalwege die Entwicklung der umgebenden Zellen beeinflussen.
Bereits wiahrend der Gastrulation sendet das dorsale Mesoderm Signale in Form von Noggin-
und Chordin-Proteinen an das dariiber liegende Ektoderm, die dessen Entwicklung zum
neuralen Gewebe festlegen (MULLER 1997). Unter anderem durch Interaktionen der Sonic
hedgehoc und BMP (bone morphogenetic protein) Signalwege wird die dorso-ventral-Achse
angelegt (BRISCOE und ERICSON 2001). Auch die anterior-posterior-Achse wird, neben
anderen Genen, durch die Expression von Otx2 (anterior) und Gbx2 (posterior) in
gegeniiberliegenden Doménen festgelegt (CHAMBERS und MASON 2006). Am sechsten Tag
nach der Befruchtung (dpc) ist die Nidation des Embryos abgeschlossen und bereits kurz
danach entstehen Kopffalte und Neuralplatte bzw. Neuralrinne (RUGH 1990). Abbildung 38
zeigt nachfolgende Entwicklungsstufen des Saugerhirns und dient der Veranschaulichung der

im Ergebnisteil untersuchten Hirnareale (vgl. 3.2.2.1.)

A B

Prosenzephalon Mesenzephalon Rhombenzephalon
(Metenzephalon+ Mesenzephalon
Myelenzephalon)

Telenzephalon Dienzephalon

7
Rhombomere Dienzephalon Metenzephalon

-
Cerebellum

Telenzephalon
(Hemisphire)

Myelenzephalon
(Medulla)

Bulbus olfactorius —— /

Abb.38: Schematische Darstellung der Entwicklung des Sdugetiergehirns. Abbildung (A) zeigt eine
frithe Entwicklungsstufe mit den drei primiren Hirnvesikeln Pros-, Mes- und Rhombenzephalon. In
(B) ist das Hirn etwas spiter, mit seinen fliinf Hauptbestandteilen Tel-, Di-, Mes-, Met- und
Myelenzephalon, dargestellt (nach MULLER 1997).
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Am achten Tag ist das Neuralrohr schon teilweise geschlossen und die drei primdren
Hirnvesikel, Prosenzephalon, Mesenzephalon und Rhombenzephalon bilden sich. Das
Prosenzephalon geht aus der Otx2-Doméne hervor, das Rhombenzephalon entsteht im Bereich
der Gbx2-Expression. Dazwischen befindet sich ein Signalzentrum, der midbrain-hindbrain-
organizer (MHB) (RAIBLE und BRAND 2004, WURST und BALLY-CUIF 2001), auch Isthmus
genannt, der die weitere Entwicklung dieser Region kontrolliert. Durch nachgeschaltete
Transkriptionsfaktoren wie Pax2, Pax5, Pax8, Enl und En2 wird die Entwicklung des
Mesenzephalons, durch Hox-Gene die Entwicklung des Rhombenzephalons gesteuert
(CHAMBERS und MASON 2006, LUMSDEN 2004, PRAKASH und WURST 2004). Andere
Transkriptionsfaktoren wie Dlx, Emx, Fox und Six regulieren die weitere Entwicklung des
Prosenzephalons (KIECKER und LUMSDEN 2005). Das Prosenzephalon unterteilt sich weiter in
Telenzephalon und Dienzephalon, aus dem Rhombenzephalon gehen Metenzephalon und
Myelenzephalon hervor. Zu diesem Zeitpunkt (8 dpc) konnen mittels RT-PCR bereits
Scapinin-Transkripte mit den Startexons 1A und 1B nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
22). Am neunten Tag bilden die Neuralleisten unabhidngige Einheiten, aus denen die
Spinalganglien und weite Teile des vegetativen Nervensystems entstehen (MULLER 1997).
Nach 10 Tagen ist das Hirn in seine fiinf Hauptstrukturen einteilbar, die Verbindung mit den
ersten Hirnnerven aufnehmen. Zu diesem Zeitpunkt wird die Expression des 2,9 kb-
Transkriptes im Northern Blot detektierbar (vgl. Abbildung 21) und die RT-PCR zeigt
erstmals Scapinin-Transkripte mit Exon 1D (vgl. Abbildung 22). Bis zum 15. Tag nimmt das
Hirn an GroBe zu, weitere Nervenverbindungen werden etabliert und weitere Strukturen
werden sichtbar. Aus dem Telenzephalon entstehen u. a. Bulbus olfactorius, die
GroBhirnhemisphdren und der Neocortex, aus dem Dienzephalon Thalamus und
Hypothalamus. Aus dem Metenzephalon werden Cerebellum und Pons, das Myelenzephalon
bildet die Medulla oblongata. Im Northern Blot kann vom 15. Tag pc an zusétzlich das 3,3 kb-
Transkript detektiert werden (vgl. Abbildung 21) und mittels RT-PCR sind jetzt alle vier
Startexons nachweisbar (vgl. Abbildung 22). Am 17. Tag treten der olfaktorische und der
optische Nerv aus dem Telenzephalon bzw. dem Dienzephalon hervor und an Tag 18 beginnt
das Cerebellum seine charakteristischen Querfaltungen, die erst einige Zeit nach der Geburt
abgeschlossen werden. Moglicherweise korreliert die Expression des 2,5 kb Transkriptes von
Scapinin mit der Entwicklung des Cerebellums, da es im Northern Blot erst perinatal
detektierbar ist (vgl. Abbildung 21) und im adulten Hirn am stdrksten im Cerebellum
exprimiert wird (vgl. Abbildung 20).
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4.2.2. Gonadenentwicklung

Die Entwicklung der Gonaden verlduft bis zum 13. Tag pc bei beiden Geschlechtern zum
grofiten Teil gleich, erst danach werden die Unterschiede deutlich sichtbar (RUGH 1990). Fiir
die entwicklungsspezifische Analyse der Scapinin-Expression in den Gonaden der Maus
standen allerdings nur zwei postnatale Stadien, neugeboren und adult, zur Verfiigung (vgl.
Abbildung 22). Wie bereits erwéhnt, ist die nachweisbare gonadenspezifische Expression von
Scapinin bei der Maus bei Weitem nicht so variabel wie im Hirn, dennoch konnte auch
wihrend der postnatalen Gonadenentwicklung ein distinktes Muster der verschiedenen
Startexon-spezifischen Transkripte dargestellt werden. Auffillig ist zum einen die Tatsache,
dass SpleiBvarianten mit Exon 1C weder bei neugeborenen noch adulten Tieren nachgewiesen
werden konnten. Dariiber hinaus gibt es auch einen Unterschied beziiglich der nachweisbaren
Spleifvarianten zwischen den untersuchten Stadien der Gonaden. Wéhrend bei neugeborenen
Miusen sowohl in Testis als auch in Ovar noch insgesamt drei verschiedene
Transkriptvarianten mit den Startexons 1A, 1B und 1D detektiert werden konnten, scheint es
wiahrend der Entwicklung zum adulten Tier zu Umstellungen der Scapinin-Expression im
Ovar zu kommen. Im Zuge dieser Verdanderungen gehen die 1B- und 1D-Transkripte verloren,
so dass hier nur noch eine Spleiflvariante mit Exon 1A nachgewiesen wurde.

Fiir die anderen Mitglieder der von ALLEN et al. (2004) postulierten Phactr-Familie sind
entwicklungsspezifische Daten bisher nicht bekannt, so dass ein Vergleich mit Scapinin
(Phactr-3) hier nicht méglich ist. Das gewebespezifische Expressionsmuster, zumindest von
Phactr-1 und Phactr-2, ist allerdings nicht so spezifisch wie das von Scapinin, sondern diese
beiden Gene werden ubiquitér exprimiert (ALLEN et al. 2004, ISHIKAWA et al. 1998, NAGASE
et al. 2000).

4.3. Entstehung von Genfamilien und vergleichende Analyse der Phactr-Familie

Neben dem gewebespezifischen Expressionsmuster scheint auch die Struktur des
SCAPININ/Scapinin-Gens (phactr-3) einen Unterschied zu den anderen PHACTR/Phactr-
Genen darzustellen, da fiir diese bisher kein so komplexer Aufbau beschrieben wurde wie hier
fiir SCAPININ/Scapinin. Aufgrund der Tatsache, dass alle vier PHACTR/Phactr-Proteine mit
Aktin und PP1 interagieren konnen, wurden sie zur Genfamilie der phosphatase and actin
regulators (Phactr) zusammengefasst (ALLEN ef al. 2004). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind
fast 8000 humane Gene iiber 1300 Genfamilien zugeordnet, die sich in sechs funktionale
Klassen einteilen lassen (SHARMA et al. 2005). Genfamilien entstanden in der Evolution

tiberwiegend durch Duplikation von Chromosomenabschnitten, einzelnen Chromosomen und
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ganzer Genome (Polyploidisierung) (VANDEPOELE ef al. 2004). AuB3er fir PHACTR-2 gibt es
auch bei der chromosomalen Lokalisation der einzelnen PHACTR-Gene Hinweise auf solche
Ereignisse. Wie in Abbildung 39A dargestellt, liegt SCAPININ, also PHACTR-3 auf
Chromosom 20q13 unmittelbar distal vom ENDOTHELIN 3-Gen (EDN3). Diese Anordnung
stimmt augenscheinlich mit der Lokalisierung von ENDOTHELIN 1 (EDNI) proximal zu
PHACTR-1 auf HSA6p24 iiberein. In der gleichen chromosomalen Region wie SCAPININ
befinden sich dariiber hinaus weitere, zu bestimmten Genfamilien gehdrende Gene, was auf
Duplikationsereignisse schlieBen ldsst. So liegt auf HSA20ql3 ebenfalls proximal von
SCAPININ das Gen RAB22A4 und ein anderes Mitglied der R4B-Familie, RAB42 kartiert auf
Chromosom 1p35 distal vom SCAPININ-éhnlichen PHACTR-4. Auch die beiden Gene EYA2
und EYA3 liegen jeweils proximal von SCAPININ auf HSA20ql3 bzw. auf HSA1p35,
proximal von PHACTR-4. Bei der Lokalisation der orthologen Gene im Mausgenom verhilt
es sich ganz dhnlich (Abbildung 39B). Lediglich die Lage der Gene Eya3 und Rab3b zu
Phactr4 ist invertiert, was auf chromosomale Rearrangements nach der Trennung von Mensch
und Maus hindeutet. Geht man von einem gemeinsamen Ursprung der einzelnen Mitglieder
der PHACTR/Phactr-Familie aus, so sind die offensichtlichen Gemeinsamkeiten,
insbesondere in der Struktur der jeweils kodierten Proteine nicht verwunderlich. Sowohl beim
Menschen als auch bei der Maus gibt es zwei Abschnitte mit hohen Homologien (ALLEN et al.
2004, SAGARA et al. 2003). Im Bereich des N- sowie des C-Terminus befinden sich so
genannte RPEL-repeats, bezeichnet nach den Aminosduren Arginin, Prolin, Glutaminséure
und Leucin. Beim myocardin-related SRF coactivator (MAL), der zwei RPEL-repeats am N-
Terminus tréigt, sind sie fiir die Bindung an Aktin essentiell. Die Mutation dieser Bindestellen
verhindert die Interaktion und somit den Transport von MAL in den Zellkern, so dass er als
Co-Aktivator des Transkriptionsfaktors SRF fehlt (MIRALLES et al. 2003). Die Tatsache, dass
SCAPININ zumindest in HL-60 Zellen hauptséchlich im Zellkern gefunden wurde (SAGARA
et al. 2003) und dass es ebenfalls mit Aktin interagieren kann, ldsst vermuten, dass dieser
Lokalisation ein dhnlicher Mechanismus zu Grunde liegen konnte. Desweiteren befindet sich
im Bereich von Exon 5 des SCAPININ/Scapinin-Gens, das beim Menschen alternativ
herausgespleiit wird, eine Prolin-reiche Region. Bei der Ena/vasodilator-stimulierten
Phosphoprotein (VASP)-Proteinfamilie, die ebenfalls an Aktin binden kann und so zahlreiche
Aktin-basierte zelluldre Prozesse reguliert (LOUREIRO et al. 2002), dient eine Prolin-reiche
Region als Bindestelle fiir verschiedene Proteine. Dazu gehdren z. Bsp. die Profiline, kleine
Proteine, die Komplexe mit Aktin-Monomeren bilden kdnnen (REINHARD et al. 1995), sowie

Proteine mit WW- und SH3-Doménen (ERMEKOVA et al. 1997, GERTLER et al. 1996).
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Abb.39: Chromosomale Lokalisation der PHACTR/Phactr-Gene im Humangenom (A) und
Mausgenom (B). In rot dargestellt sind die Gene PHACTR-3 (SCAPININ) auf HSA20q13 bzw.
MMU2H4, PHACTR-1 auf 6p24 bzw. MMU13A4 und PHACTR-4 auf 1p35 bzw. MMU4D2. Die
Mitglieder anderer Genfamilien, die Hinweise darauf geben, dass Duplikationen im Genom zur
Entstehung der PHACTR-Familie fiihrten, sind blau (EDN), braun (RAB) und violett (EYA)
hervorgehoben (nach www.ncbi.nlm.gov).

Die Entwicklung und Bedeutung von Genfamilien wie sie die Gruppe der PHACTR/Phactr-
Gene darstellt, ldsst sich sehr gut am Beispiel des Hox-Genclusters darlegen (PRINCE 2002).
Die Hox-Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die eine hoch konservierte, 60
Aminosiduren umfassende DNA-bindende Domine, die Homeodomine, besitzen. Diese
Transkriptionsfaktoren sind entscheidend an der Ausbildung der primidren Korperachse des
Embryos und dessen Segmentierung beteiligt. Alle mehrzelligen Organismen, bis auf einige
Schwiamme, scheinen solche Hox-Gene zu enthalten. Invertebraten besitzen nur ein einzelnes
Hox-cluster welches z.B. bei Drosophila aus acht Genen besteht und beim Lanzettfischchen

(Amphioxus) aus 14. Vergleichende Analysen dieser beiden Cluster zeigten, dass beide auf
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einen gemeinsamen Vorldufer mit sieben Genen zuriickgehen (DE ROSA et al. 1999), welcher
wiederum durch Duplikationen eines Urgens entstanden ist. Durch Duplikationen des
gesamten Clusters bzw. ganzer Chromosomen besitzen Wirbeltiere mehrere Hox-Cluster.
Tetrapoden besitzen vier Cluster, Fische bis zu sieben.

Nach der Verdopplung eines Urgens ist aber weiterhin nur eine Kopie notig, um die
urspriingliche Funktion aufrecht zu erhalten. Es gibt zwei Modelle, die versuchen zu erkléren,
wie beide Kopien erhalten bleiben konnten und es somit {iberhaupt erst zur Bildung von
Genfamilien kommen konnte. Das klassische Modell besagt, dass eine Kopie des Urgens dazu
neigt, Mutationen zu akkumulieren, die hiufig mit der Degeneration dieses Genes
einhergehen. Es konnen auch beide erhalten bleiben, die dann redundante Funktionen haben
und zusétzlich neue Funktionen erlangen (PRINCE und PICKETT 2002). Das zweite Modell, das
Duplikation-Degeneration-Komplementation-Modell (FORCE et al. 1999) postuliert, dass
degenerative Mutationen in unterschiedlichen regulatorischen Bereichen oder funktionalen
Subdominen beider Kopien eines duplizierten Gens dazu fiithren, dass sich die urspriingliche
Funktion auf die beiden Kopien aufteilt, sie sich also gegenseitig komplementieren. Ein
Beispiel hierfiir sind die Gene Hoxa3 und Hoxd3 der Maus, deren jeweilige Nullmutanten
unterschiedliche Phianotypen ausbilden. Fehlen Hoxa3 Transkripte sind aus der Neuralrinne
hervorgegangene Strukturen wie Thymus und Thyroidea betroffen (CHISAKA und CAPECCHI
1991, MANLEY und CAPECCHI 1995), wihrend bei Hoxd3-Mutanten die ersten Halswirbel
verdndert sind (CONDIE und CAPECCHI 1993). Doppelmutanten fehlen die Wirbel ganz
(ConDIE und CAPECCHI 1994), was auf eine Redundanz in der Funktion dieser Gene
hindeutet. Da die Hoxa3- und Hoxd3-Proteine funktionell austauschbar sind (GREER et al.
2000), gehen die nicht-redundanten Funktionen eher auf Unterschiede in der cis-Regulation
dieser Gene zuriick als auf Anderungen ihrer kodierenden Sequenz. Diese Unterschiede in der
Genexpression haben entscheidenden Einfluss auf ihre Funktion und sind ein gutes Beispiel
fiir die funktionelle Komplementation duplizierter Gene. Wie bereits besprochen, hebt sich
Scapinin mit seinem hirn- und gonadenspezifischen Expressionsmuster von den anderen
PHACTR/Phactr-Genen deutlich ab und bietet aufgrund seiner genomischen Organisation
auch zahlreiche Moglichkeiten zur Regulation in cis. Betrachtet man die Verteilung der
verschiedenen Phactr-Transkripte im Hirn der Ratte (ALLEN ef al. 2004), so unterscheiden
sich die einzelnen Expressionsmuster deutlich. Ahnlich verhilt es sich bei den Genen hoxbla
und hoxblb des Zebrafischs. Es handelt sich bei ihnen um Duplikationen des Maus-Gens
Hoxbl, die durch degenerative Mutationen in cis-regulativen Bereichen unterschiedliche

Expressionsmuster ausbildeten und sich zu dem urspriinglichen HoxbI-Muster
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komplementieren. Das Zebrafischgen hoxb1b gleicht der frithen Expression von Maus Hoxb1
im Rautenhirn, wogegen die Expression von hoxbla der spdten Expression von Hoxbl in
einem einzelnen Segment des Rautenhirns wihrend der Neurulation entspricht (PRINCE und
PICKETT 2002). HoxblI-Nullmutanten der Maus zeigen Verdnderungen der neuronalen
Identitdt, denn von Rhombomer-4 abstammende faziale Neuronen unterliegen nicht ihrer
typischen posterioren Migration. Knockdown-Experimente beim Zebrafisch zeigten, dass
hoxbla ebenfalls fiir die Migration dieser Neuronen verantwortlich ist, hoxb/b an diesem
Prozess aber nicht beteiligt ist, sondern stattdessen fiir die korrekte Segmentiereng des
Rautenhirns bendtigt wird (MCCLINTOCK et al. 2001, MCCLINTOCK et al. 2002, STUDER et al.
1996). Diese Funktion wird in der Maus vom Hoxal Gen iibernommen. Dieses function
shuffling ist vermutlich auf die groe Redundanz der Gene der Paraloggruppe 1
zuriickzufithren, wird aber auch bei anderen Zebrafisch-Genen beobachtet (PRINCE 2002).
MCCLINTOCK et al. (2002) vermuteten, dass dieses function shuffling auf einen Abschnitt in
der Genomevolution der Vertebraten zuriickgeht, in dem es partielle funktionale Redundanz
zwischen nicht-orthologen Genen gab.

Die Wechselwirkung von Scapinin mit EF-1y (STELZL et al. 2005), die fiir die anderen Phactr-
Proteine bisher nicht beschrieben wurde, deutet an, dass es unter ihnen auch nicht-redundante
Funktionen geben konnte. Auch die fiir SCAPININ nachgewiesene direkte Interaktion mit
Komponenten der Zellkernmatrix (SAGARA et al. 2003) kann zumindest fiir Phactr-1
ausgeschlossen werden, da ALLEN et al. (2004) dieses Protein nur im Cytoplasma, aber nicht
im Zellkern von N2a Zellen, eciner Neuroblastom-Zelllinie der Maus, nachweisen konnten.
Dennoch zeigten ALLEN et al. (2004) fiir das Phactr-1 Protein, dass es acht putative
Phosphorylierungsstellen enthélt, die moglicherweise die Interaktion mit Aktin und PP1
regulieren. Fiir die SCAPININ/Scapinin-Proteine wurden durch eine in silico-Analyse
ebenfalls mehrere putative Phosphorylierungsstellen identifiziert, die iiber die Interaktionen
mit Aktin, PP1 und EF-1y hinaus einen Einfluss auf dessen Bindung an Komponenten der
Zellkernmatrix haben konnten. Mit Hilfe des Programmes NetPhosK (BLOM et al. 2004)
sowie der auf den vorhandenen cDNA-Sequenzen basierenden Aminosdurenabfolge der
jeweiligen Genprodukte (Aminosduresequenzen im Anhang, Anlagen 8, 9 & 16) wurden die
in Tabelle 9 dargestellten moglichen Phosphorylierungsstellen im humanen sowie im murinen

Protein identifiziert.
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Tab.9: In silico-Untersuchungen zu moglichen Phosphorylierungsstellen im SCAPININ/Scapinin-
Protein. Angegeben ist die Position der phosphorylierbaren Aminosaure, die Kinase (Proteinkinase A
(PKA), Proteinkinase C (PKC), Cyclin abhédngige Kinase 5 (cdk5)) und der von NetPhosK
ermittelte Score-Wert fiir das humane Protein (links) und das der Maus (rechts).

Aminosiure Kinase Score-Wert Aminosiure Kinase Score-Wert
T-18 cdk5 0.71 T-18 cdk5 0.70
S-25 PKA 0.87 S-25 PKA 0.87
T-29 PKC 0.82 T-29 PKC 0.82
T-204 PKC 0.79 S-201 PKC 0.83
T-205 PKC 0.81 T-205 PKC 0.84
S-219 PKC 0.78
T-242 PKC 0.71
T-262 PKC 0.86
S-274 PKC 0.76
T-352 PKC 0.87
S-401 PKC 0.79
S-405 PKC 0.73
T-439 PKC 0.90

Ein Beispiel fiir die iiber Phosphorylierungen kontrollierte Interaktion mit der Kernmatrix ist
die RNA-Polymerase II, ein Multimer aus verschiedenen Untereinheiten, das die
proteinkodierenden Gene in Eukaryoten transkribiert. Thre groffte Untereinheit kann
unphosphoryliert oder hyperphosphoryliert sein, wobei die hyperphosphorylierte Form mit
bestimmten Regionen der Kernmatrix interagieren kann und somit ein mogliches Bindeglied
zwischen Transkriptions- und Splei3faktoren darstellt (MORTILLARO et al. 1996, NIKOLOV
und BURLEY 1997, VINCENT et al. 1996). Die Kernmatrix selbst ist nicht nur ein
dreidimensionales Netzwerk aus Proteinen und RNAs im Inneren des Zellkerns, das die Form
des Nukleus aufrecht erhdlt (BARBORO et al. 2002, MIKA und ROST 2005), sondern unterteilt
zusitzlich den Kern in Subkompartimente mit unterschiedlichen enzymatischen Aktivitéten
(Hozak et al. 1994, MATERA 1999). Neben der regulatorischen Wirkung von
Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen auf die Interaktion mit PP1, Aktin oder
EF-1y konnte daher auch die Bindung von SCAPININ an die Kernmatrix auf diese Weise
reguliert werden, oder SCAPININ fungiert sogar als Vermittler zwischen Komponenten der

Matrix und seinen anderen Interaktionspartnern.
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4.4. Analyse der allelspezifischen Scapinin-Expression in der Maus

Ausgehend von der Lokalisation des Scapinin-Gens innerhalb der Imprinting Region 1 auf
Mauschromosom 2, stellte es einen Kandidaten dar, um es auf mogliche elternspezifische
Expression hin zu untersuchen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
umfassten 3 verschiedene Loci innerhalb des Gens bei 2 unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der Maus. Bei einer ersten Analyse eines Polymorphismus in Exon 11,
der vermutlich in allen Transkripten vorhanden ist, zeigte sich, dass am Scapinin-Locus beide
parentalen Allele, also sowohl von NMRI als auch von Mus musculus castaneus, exprimiert
werden. Fiir diese Untersuchungen wurden zwei verschiedene Enzyme verwendet, die jeweils
die entgegengesetzte Form der polymorphen Stelle darstellen konnen und sich damit die
vorliegenden Ergebnisse gegenseitig verifizieren lassen.

Wie das im Abschnitt 1.3. bereits beschriebene Gras-Gen zeigt, konnen einzelne, alternativ
gespleifite Transkripte eines Gens in ithrem parentalen Expressionsstatus vom gesamten Locus
abweichen. Daher wurden im Folgenden weitere polymorphe Stellen im Scapinin-Gen
analysiert, mit deren Hilfe einzelne Spleilvarianten charakterisiert werden konnten. Dabei
zeigte die Analyse eines Markers in Startexon 1D fiir hirnspezifische Transkripte bei
neugeborenen und 24 Tage alten Miusen ebenfalls eine Expression von beiden parentalen
Allelen. Bei den Untersuchungen von Startexon 1C-enthaltenden Transkripten wurden zwei
unterschiedliche Marker verwendet, die iibereinstimmende Resultate lieferten. Sie zeigten,
dass die F1-Nachkommen beider reziproker Kreuzungen von NMRI und Mus musculus
castaneus ausschlieBlich das NMRI-Allel exprimieren.

Um als mogliche Fehlerquelle etwaige Kontaminationen auszuschlieen, wurden wie bereits
unter 2.2.13. dargelegt, bei allen PCR-Reaktionen Negativkontrollen mitgefiihrt. Sollte
hingegen bereits ein PCR-Produkt die RNA- oder cDNA Pools kontaminieren und wiirde
somit ebenfalls amplifiziert, wire dies anhand aberranter Banden bei der RFLP-Analyse
identifizierbar. Die Verfdlschung der Ergebnisse durch kontaminierende genomische DNA
kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da die fiir Expressionsanalyse verwendeten Primer in
unterschiedlichen Exons liegen und somit durch das dazwischen liegende Intron kein Produkt
bilden konnen. Da es auch keinerlei Hinweise auf ein intronloses Pseudogen von Scapinin
gibt, ist davon auszugehen, dass bei der Kreuzung von NMRI mit Mus musculus castaneus
die F1-Generation ausschlieBlich das NMRI-Allel von Exon 1C von Scapinin exprimiert.

Es ist bekannt, dass bei der Maus die Auspridgung eines Phianotyps durchaus abhidngig von
den verwendeten Mausstimmen ist. Beim Modell fiir die Alzheimer-Krankheit beispielsweise

wird das Alzheimer amyloid precurser protein iberexprimiert, worauthin Tiere aus
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Inzuchtstimmen (FVB/N oder C57BL/6J) friihzeitig sterben, ohne den Alzheimer-typischen
Phénotyp zu entwickeln. Auszuchtméuse hingegen iiberleben und bilden mit ca. 1 Jahr die
typischen Plaques im Hirn aus (CARLSON et al. 1997).

Auch andere Phinotypen, wie z. Bsp. die uniparentale Expression eines Transgens, sind bei
verschiedenen Mauslinien unterschiedlich stark ausgeprigt (CHAILLET 1994, REIK et al. 1990,
SURANI et al. 1988). Als erstes internes Gen, das einem stammspezifischen Imprinting
unterliegt, wurde K,lqt! gefunden. JIANG et al. (1998) kreuzten weibliche 129/SvEv Mause
mit mannlichen Mus musculus castaneus und fanden in mehreren Entwicklungsstadien der
F1-Generation vom frilhen Embryo bis zum adulten Tier maternale Expression in allen
untersuchten Geweben mit Ausnahme von Hirn, wo eine biparentale Expression
nachgewiesen wurde. Bei der reziproken Kreuzung ist in den postnatalen Stadien eine gleich
starke Expression beider parentalen Allele vorhanden (JIANG ef al. 1998).

Fiir das Atpl0c-Gen der Maus berichteten KASHIWAGI et al. (2003) von maternaler
Expression im Bulbus olfactorius und im Hippocampus von F1-Miusen der reziproken
Kreuzungen von C57BL/6J und JF1. Bei Kreuzungen der Staimme PWK (Mus musculus) und
C57BL/6J wurde aber keine uniparentale Expression von A#p/0c in diesen Geweben gefunden
(KAYASHIMA et al. 2003).

Dass die Expression der parentalen Allele eines Gens variiert und nicht immer im 50:50
Verhiltnis steht, ist nichts Ungewdhnliches, sondern scheint die genetische Basis der
Individualitit zu sein (JOHNSON und PORTER 2000, LEVINE 2002, Lo et al. 2003). Griinde
dafir sind moglicherweise langsame, reversible stochastische Fluktuationen der
Genexpression, epigenetische Faktoren oder Polymorphismen in regulatorischen Sequenzen
(RASER und O'SHEA 2005). YAN et al. (2002) untersuchten die allelische Genexpression bei
verschiedenen Genen des Menschen und fanden, dass Unterschiede im Transkriptionslevel
der parentalen Allele einer Person nichts Ungewohnliches bei normalen Individuen sind. In
ihrer Studie entdeckten sie Abweichungen von bis zu 30%. Eine solche allelische Variation
oder Imbalance scheint im vorliegenden Fall der Scapinin-1C-Transkripte nicht vorzuliegen,
da iiberhaupt nur ein Allel nachgewiesen werden konnte. Es handelt sich auch nicht um ein
klassisches Imprintingphdnomen, da die Vererbung weder maternal noch paternal gerichtet
verlauft, sondern es wurde eine dominierende Expression bezogen auf einen Mausestamm
gefunden. Einige, im weitesten Sinne, epigenetische Phinomene, die als Modellvorstellungen
fiir den Scapinin-1C-Expressionsstatus herangezogen werden konnen, sind in Tabelle 10 kurz

beschrieben.
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Tab.10: Ubersicht iiber einige epigenetische Phinomene, die mit Verinderungen der allelischen
Expression einhergehen kdnnen.

Genomisches Imprinting
Geprégte Gene sind hinsichtlich ihres elterlichen Ursprungs markiert und werden nur von einem
der beiden homologen parentalen Allele exprimiert. Diese elternspezifische Genregulation wird
durch epigenetische Regulationen der DNA und des Chromatins kontrolliert (ALLEMAN und
DOCTOR 2000, FERGUSON-SMITH ef al. 2003).

Paramutation
Paramutation wurde zuerst bei Mais beobachtet (BRINK 1956) und bezeichnet die mitotisch und
meiotisch vererbbare Verinderung eines Allels durch sein homologes in frans. Dieser Vorgang
beinhaltet Verdnderungen der Chromatinstruktur und der DNA-Methylierung (CHANDLER und
STAM 2004).

Transvection
Transvection ist ein nicht vererbbarer Einflull eines Genlocus auf die Expression des homologen
Allels, oft durch die Aktivitdt von Enhancern in trans (DUNCAN 2002).

X-Inaktivierung
Dosiskompensation durch Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen von weiblichen
Saugetieren durch Heterochromatinisierung (CHOW und BROWN 2003).

Allelic Exclusion
Ein Prozess, bei dem nur ein Allel einer leichten bzw. schweren Immunglobulinkette innerhalb
einer Zelle transkribiert wird (ALT et al. 1980, PERNIS ef al. 1965).

Positionseffekt
Wenn durch chromosomale Verdnderungen euchromatische Gene in die Nahe von
Heterochromatin verlagert werden, so kann sich dieses ausbreiten und zur transkriptionellen
Inaktivierung dieser Gene fithren (REUTER und SPIERER 1992).

RNA Interferenz
RNA-Interferenz ist ein Mechanismus, bei dem doppelstringige RNA den Abbau homologer
RNA induziert, aber auch an der Methylierung von DNA, Bildung von Heterochromatin und der
Repression der Translation beteiligt sein kann (CERUTTI 2003).

RNA abhiingige DNA-Methylierung
Ein in Pflanzen beobachtetes Phanomen, bei dem eine transkribierte RNA als Signal fiir die
Methylierung der komplementidren DNA-Sequenz dient (MELQUIST und BENDER 2003, METTE
et al. 2000, WASSENEGGER et al. 1994).

Aufgrund der Tatsache, dass die Expression von Scapinin-1C-Transkripten sowohl bei NMRI
als auch bei Mus musculus castaneus in der Parentalgeneration nachgewiesen wurde und die
Transkription der M. m. castaneus-Allele erst in der F1-Generation reprimiert wird, konnte
das NMRI-Allel einen Einfluss auf den Expressionsstatus seines Homologen haben. Somit
konnte es sich im vorliegenden Fall um eine Paramutation oder eine Transvection handeln.
Beide Phinomene werden bei der Maus in der aktuellen Literatur als Paramutations-dhnlicher
Effekt zusammengefasst und unterscheiden sich dadurch, dass die Transvection im
Unterschied zur Paramutation nur mitotisch, nicht aber meiotisch stabil sein soll (ASHE und
WHITELAW 2007). Die Ausprigung der Paramutation beruht auf der Wirkung eines

paramutagen wirkenden Allels, das die Expression seines homologen, paramutierbaren Allels
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beeinflusst (CHANDLER und STAM 2004). Diesem Modell entsprechend wiirde das Scapinin-
1C-Allel von NMRI-Méusen als paramutagen und das von M. m. castaneus als paramutierbar
eingestuft werden konnen.

Die Paramutation wurde vornehmlich in Mais untersucht (BRINK 1956) und ein klassisches
Beispiel ist das in Abbildung 40 links dargestellte booster-Gen (b1). Es kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor, der fiir die Bildung von violetten Anthocyanpigmenten verantwortlich
ist. Pflanzen, die homozygot fiir das B-/-Allel sind, zeigen eine starke b/-Expression und sind
daher violett. Wenn das B’-Allel homozygot vorliegt, wird b/ schwach exprimiert und die
Pflanzen sind nur leicht pigmentiert. Treffen beide Allele aufeinander, so wird die Expression
des paramutierbaren B-I-Allels auf das Niveau von B’ herunterreguliert. Dieses verdnderte
B’*-Allel verhdlt sich in der nidchsten Generation wie das paramutagene B’-Allel (COE 1966).
Entscheidend fiir die Regulation dieses Effektes sind Tandemwiederholungen, die 100 kb
stromaufwérts vom b/-Locus lokalisiert sind. Die Sequenz dieser Wiederholungen ist beim
B-I- und beim B’-Allel identisch, die DNA ist aber unterschiedlich methyliert und das
Chromatin am B-I-Allel ist offener (STAM et al. 2002a). Des Weiteren wird eine RNA-
abhingige RNA-Polymerase, der so genannte mediator of paramutation (mopl), bendtigt, um
small interfering RNAs (siRNAs) aus dem Bereich der Tandemwiederholungen zu bilden
(ALLEMAN et al. 2006). Diese siRNAs vermitteln zwischen den B-I- und B’-Allelen, um
einen distinkten Chromatinstatus zu etablieren (CHANDLER 2007).

Bei der Maus wurden bis heute vier Loci beschrieben, die einem Paramutations-dhnlichem
Effekt unterliegen (HATADA et al. 1997, RASSOULZADEGAN et al. 2002, HERMAN et al. 2003,
RASSOULZADEGAN et al. 2006). Fiir das Kit-Gen, einen Tyrosin Kinase Rezeptor, ist der
Effekt in Abbildung 40 rechts dargestellt. Méuse, die heterozygot fiir einen Kit-Knock out
sind (Kit™*"*) exprimieren weniger Kit-mRNA als der Wildtyp und haben weife
Schwanzspitzen und weille Fiile. Kreuzt man diese Tiere untereinander oder mit Wildtyp-
Maiusen, so zeigen einige der Nachkommen (Kit*) die genotypisch homozygot Wildtyp sind
den Phinotyp der heterozygoten Knock out Tiere mit reduziertem mRNA Level, weillen
Schwanzspitzen und weillen Fiilen (RASSOULZADEGAN ef al. 2006). Dabei war es egal, ob die
Mutter oder der Vater heterozygot fiir den Knock out war. Dariiber hinaus fanden die Autoren,
dass der Phédnotyp mit dem Abbau von Kit-mRNA und der Anhdufung von nicht-
polyadenylierten RNAs unnormaler Grof3e einherging. Die Injektion von Gesamt-RNA von
Kit™" """ Mausen sowie Kit-spezifischen miRNAs in befruchtete Eizellen induzierte den
beobachteten Phéanotyp. Somit scheint die epigenetische Vererbung des Phénotyps auf einem

zygotischen Transfer von RNA Molekiilen zu beruhen (RASSOULZADEGAN et al. 2006).
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Abb.40: Paramutation bei Mais und Maus. Auf der linken Seite ist der Mechanismus der Paramutation
fiir das booster-Gen (b1) bei Mais, mit starker Expression am B-/-Locus in violetten Pflanzen und
schwacher Expression am B’-Locus in griinen Pflanzen, dargestellt. Das orangefarbene Dreieck bzw.
Viereck symbolisieren den unterschiedlichen Methylierungsstatus der sieben Tandemwiederholungen
(blauer Balken mit weilen Pfeilen), die sich ca. 100 kb stromaufwirts vom Transkriptionsstart
befinden. Die sich daraus ergebende potentiell unterschiedliche Assoziation mit verschiedenen
Proteinen ist durch hell- und dunkelblaue Ellipsen gekennzeichnet. Innerhalb der Wiederholungen soll
sich ein Enhancer befinden, der die Expression des b/-Gens induziert (griiner Pfeil), wenn sich das
Chromatin im B-/-Status befindet. Vermutlich sind RNAs fiir die Verdnderung des B-I-Allels zum
B’*-Allel verantwortlich, da sowohl mopl als auch die transkribierten Tandemwiederholungen
bendtigt werden. Mop1 ist dariiber hinaus essentiell fiir die Reprimierung der Transkription am B -
Locus.

Im rechten Teil der Abbildung ist die Paramutation am Kit-Locus der Maus dargestellt. Mause, die
heterozygot fiir einen Knock out des Kit-Gens sind, haben weille Schwanzspitzen und weille Fiif3e.
Kreuzt man diese mit Wildtyp-Mausen, so zeigen viele Nachkommen, obwohl sie genotypisch
Wildtyp sind, ebenfalls den beschriebenen Phanotyp (Kit*). Dies wurde mit einer geringen Frequenz
auch in der F2-Generation beobachtet. (verandert nach Chandler 07)

Sowohl der Paramutations-dhnliche Phinotyp am Kit-Locus (RASSOULZADEGAN et al. 20006),
als auch die drei anderen Gene der Maus, die einem solchen Effekt unterliegen (HATADA et
al. 1997, RASSOULZADEGAN et al. 2002, HERMAN et al. 2003) beruhen ausschlieBlich auf
transgenen Méusen bzw. deren Nachkommen. Das bedeutet, dass die im Rahmen dieser
Arbeit beschriebenen Ergebnisse fiir Scapinin 1C-Transkripte den ersten Paramutations-

dhnlichen Effekt fiir ein internes Mausgen darstellen.
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Obwohl die Mechanismen, die fiir die Gene booster (PATTERSON et al. 1993, STAM et al.
2002a, STAM et al. 2002b) und red (KERMICLE et al. 1995, ALLEMAN und DOCTOR 2000,
WALKER und PANAVAS 2001) in Mais beschrieben wurden und letztendlich zum Phéinotyp der
Paramutation fiihren, sehr unterschiedlich sein konnen, sind immer Verdnderungen der
Chromatinstruktur und der DNA-Methylierung nachweisbar. Fiir letzteres konnten die in
Abbildung 32 und in den Anlagen 18 & 19 dargestellten CpG-Inseln im 5’-Bereich des
Scapinin-Gens in Frage kommen. Sollten sie differentiell methyliert sein und als
Kontrollregion wirken, hdtten sie mdglicherweise Einfluss auf die Expression des weiter
3’-wirts gelegenen Exons 1C. Beim Gnas-Gen befindet sich, wie in Abbildung 2 bereits
gezeigt, im Bereich des Exons 1A eine solche differentiell methylierte Kontrollregion, welche
die maternale Expression des weiter 3’-wirts lokalisierten Gras in bestimmten Geweben
reguliert (WILLIAMSON et al. 2004). Der zu dieser Kontrollregion orthologe Locus des
Menschen GNAS-Exon A/B wiederum scheint selbst unter der Kontrolle eines 220 kb
proximal gelegenen Bereichs zu stehen. Bei Patienten mit Pseudohypoparathyreoidismus Typ
Ib (PHP-Ib), die eine 3 kb-Mikrodeletion im nicht gepragten Syntaxin-16 (STX16)-Gen tragen,
wurde der Verlust der Methylierung von Exon A/B festgestellt (BASTEPE et al. 2003). Der
Mechanismus dieser Regulation ist ungekldrt, beinhaltet aber vermutlich Verdnderungen in
iibergeordneten Chromatinstrukturen (LEWIS und REIK 2006). Aber auch in cis wirkende
Polymorphismen kénnen die Auspragung eines epigenetischen Effekts beinflussen. So fanden
Xu et al. (1993) fiir den humanen [Insulin-like growth factor Il receptor (IGF2R) sowohl
biparentale als auch monoallelische Expression und die Bildung rein maternaler Transkripte
scheint von der Vererbung eines bestimmten Polymorphismus abhéngig zu sein (Xu et al.
1997).

Da Scapinin moglicherweise das erste interne Mausgen darstellt, das einem Paramutations-
dhnlichem Effekt unterliegt, sollte der Status des orthologen SCAPININ beim Menschen
ebenfalls in dieser Hinsicht untersucht werden. So ist in der Literatur ein Paramutations-
dhnliches trans-Allel-Phdnomen beschrieben, welches die Auspriagung von Typ-1-Diabetes
beim Menschen beeinflussen kann. Ausgehend von einem variable number of tandem repeats
(VNTR) Polymorphismus im Bereich des Insulin-Gens (/NS) scheinen Klasse-1-Allele mit 26
bis 63 Wiederholungen rezessiv pradisponierend zu wirken. Demgegeniiber sind Klasse-3-
Allele (iiber 140 Wiederholungen) eher dominant protektiv (BENNETT und ToDD 1996). Ein
bestimmter Klasse-1-Polymorphismus, Allel 814 mit 42 Wiederholungen, kann allerdings
ebenfalls protektiv wirken, aber ausschlieBlich, wenn er von einem 814/Klasse-3 Vater

vererbt wurde (BENNETT et al. 1997). Das Klasse-3-Allel des Vaters hat also einen
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vererbbaren Einfluss auf das 814-Allel, so dass hier ein epigenetischer, elternspezifischer
Effekt vorliegt, bei dem das nicht vererbte Allel das Verhalten des vererbten Allels bestimmt.
Allerdings ist die direkte Ubertragung eines epigenetischen Status von der Maus auf den
Menschen und umgekehrt nicht immer moglich, da es einen nicht unerheblichen Unterschied
im Imprintingstatus zwischen Mensch und Maus gibt. Von 83 Transkriptionseinheiten bei
Mensch und Maus, die nach heutigem Wissen einem Imprinting unterliegen, zeigen nur 29 in
beiden Spezies uniparentale Expression (MORISON et al. 2005). Das humane L3MBTL-Gen
beispielsweise, das fiir ein Protein der Polycomb-Gruppe kodiert, wird in hdmatopoetischen
Geweben ausschlieBlich vom paternalen Allel exprimiert und enthdlt zwei CpG-Inseln, die
auf dem maternalen Allel methyliert sind (L1 et al. 2004). Diese CpG-Inseln sind am
orthologen Genlocus auf Chromosom 2 der Maus nicht vorhanden und die Analyse der
elternspezifischen Expression in zahlreichen Geweben und zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten erbrachte ausschlieBlich biparentale Expression (LI ef al. 2005).
Genau anders herum verhélt es sich bei Impact, dem ersten, auf Chromosom 18 der Maus
lokalisierten geprigten Gen (OAKEY et al. 1995). Im ersten Intron befindet sich eine CpG-
Insel, die charakteristische Tandem-Wiederholungen enthilt und die auf dem reprimierten
maternalen Allel hypermethyliert und auf dem transkriptionell aktiven paternalen Allel
hypomethyliert ist. Beim Menschen fehlt diese intronische CpG-Insel und die IMPACT-
Expression erfolgt von beiden parentalen Allelen (OKAMURA und ITO 2006).

Die hier beschriebenen Untersuchungen zeigen eindeutig einen Paramutations-dhnlichen
Effekt am Scapinin-1C-Locus. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mittels verschiedener
Experimente reproduziert und verifiziert und stiitzen somit die am Anfang dieses Abschnittes
geduBerte Vermutung, dass die komplexe Struktur des Scapinin-Gens einer fein justierbaren

gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression der einzelnen Spleilvarianten dient.

4.5. Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, insbesondere die zur elternspezifischen
Expression des Scapinin-Gens der Maus, bilden die Grundlage fiir eine Reihe von
weiterfilhrenden Untersuchungen. Zunichst sollte versucht werden, polymorphe Marker in
den Startexons 1A und 1B zu identifizieren, um auch diese Transkripte nach dem in dieser
Arbeit dargestellten Prinzip analysieren zu konnen. In Erweiterung der hier durchgefiihrten
Versuche konnten weitere Mausstimme mit entsprechenden SNPs in die Analyse mit
einbezogen werden, um den Paramutations-dhnlichen Effekt niher zu charakterisieren.

Inwieweit dieser Effekt auch meiotisch stabil ist, konnte fiir die Scapinin 1C-Transkripte
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durch Riickkreuzungen der F1-Nachkommen verifiziert werden. In diesem Zusammenhang ist
auch von Interesse, ob bereits bei den Elterntieren eine allelische Imbalance festzustellen ist.
Dies konnte moglicherweise mittels quantitativer RT-PCR fiir alle zur Verfligung stehenden
Transkriptvarianten durchgefiihrt werden. Auch die CpG-Inseln, die im Bereich der
Startexons 1A und 1B identifiziert wurden, sollten auf ihren Methylierungsstatus und damit
thren regulatorischen Einfluss auf die Expression des Scapinin-Gens untersucht werden.
Neben weiteren elternspezifischen Expressionsanalysen bleiben auch noch Fragen zu den
gewebespezifischen Transkripten zu kldren. Zunéchst sollte ermittelt werden, welche der
aufgrund der Genstruktur theoretisch moglichen Transkripte tatsdchlich in welchem Gewebe
und zu welchem Entwicklungszeitpunkt gebildet werden. AnschlieBend konnen spezifisch fiir
diese Transkripte in situ-Hybridisierungen durchgefiihrt werden, um zu untersuchen, in
welchen Geweben bzw. Zellen des Hirns und der Gonaden sie lokalisiert sind. Auch eine
Zuordnung der erhaltenen Northern Blot-Signale zu einzelnen Transkripten wére dann
moglich.

Um auch das Genprodukt ndher charakterisieren zu konnen, sollte ein Antikérper gegen die
SCAPININ/Scapinin-Proteine entwickelt werden. Dies bietet die Moglichkeit, ihre zelluldre
und gewebespezifische Lokalisation zu untersuchen und die Bindung an die beschriebenen
Interaktionspartner zu verifizieren und moglicherweise neue zu identifizieren. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung fiir Untersuchungen zur biologischen und/oder biochemischen

Funktion der SCAPININ/Scapinin-Proteine.
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5. Zusammenfassung

Fir das humane SCAPININ-Gen konnten im Verlauf dieser Arbeit vier Exons erstmals
beschrieben oder nédher charakterisiert werden, so dass sich die Gesamtzahl der bekannten
Exons von anfangs 13 auf nun 17 erweitern lie. Diese Exons erstrecken sich tiber ca. 280 kb
auf Chromosom 20q13 und sechs von ihnen konnen alternativ gesplei3t werden. Es wurden
vier verschiedene Startexons (1A bis 1D) nachgewiesen, die an Exon zwei gespleifit werden
und zusitzlich das Exon 1B2 identifiziert, das alternativ zwischen Startexon 1B und Exon
zwei gespleifit werden kann. Dariiber hinaus konnte durch RT-PCR-Analysen das alternative
Spleilen von Exon fiinf in fetalem und adultem Hirn sowie Testis und Ovar nachgewiesen
werden. Somit ergeben sich bis zu 2726 bp lange Transkripte, die, abhdngig von Exon fiinf,
einen offenen Leserahmen von 1557 bp bzw. 1347 bp besitzen, der fiir Proteine von 518 bzw.
448 Aminosduren kodiert. Die Analyse der gewebespezifischen Expression mittels Northern
Blot und RT-PCR ergab eine Expression sowohl in Hirn als auch in Testis und Ovar.

Fiir das orthologe Gen der Maus konnten durch RT-PCR- und RACE-Analysen insgesamt 16
Exons identifiziert werden, die sich iiber ca. 220 kb in Bande H4 von Chromosom zwei
erstrecken und von denen ebenfalls vier als alternative Transkriptionsstartpunkte dienen
konnen. Die bis zu 3131 bp langen Transkripte enthalten, wie beim Menschen, einen 1557 bp
OREF, es gibt aber auch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Loci. So konnte fiir
das Mausgen nachgewiesen werden, dass Exon fiinf keinem alternativen Spleiflen unterliegt
und auch fiir ein mit Exon 1B2 des Menschen vergleichbares Exon gibt es keine Hinweise.
Dariiber hinaus konnte fiir das Scapinin-Gen der Maus gezeigt werden, dass es iiber eine
alternative Polyadenylierungsstelle verfligt. Die Expression konnte mittels RT-PCR in Hirn,
Testis und Ovar nachgewiesen werden, wobei Northern Blot-Untersuchungen zeigten, dass
die grofite Anzahl verschiedener Transkripte im Hirn gebildet wird. Hier wurden spezifische
Signale von 3,3 kb, 2,9 kb und 2,5 kb erhalten, wogegen in Testis nur das kleinste dieser
Transkripte detektiert wurde. Weitere Northern Blot-Analysen zeigten, dass die drei
nachweisbaren Transkripte in verschiedenen Hirnregionen unterschiedlich stark exprimiert
werden und dass sie wihrend der Embryonalentwicklung der Maus zu verschiedenen
Zeitpunkten gebildet werden. Eine weiterfilhrende RT-PCR-Analyse zeigte, dass bereits ab
Tag 8 pc Scapinin-Transkripte mit den Startexons 1A und 1B im Hirn nachweisbar sind. Die
Exons 1C und 1D sind erst ab dem 15. bzw. 10. Tag pc detektierbar. Auf diese Weise wurde
auch fiir die Gonaden ein entwicklungsspezifisches Expressionsmuster nachgewiesen.
Aufgrund seiner Lokalisation in einem als Imprintingregion 1 bezeichneten

Chromosomenabschnitt, 4 Mb distal vom gepriagten Gnas-Gen, stellte das Scapinin-Gen einen
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Kandidaten dar, der auf allelspezifische Expression untersucht wurde. Hierfiir wurden Mause
des NMRI-Stammes und Mus musculus castaneus reziprok gekreuzt und die Nachkommen
auf die Expression verschiedener SNPs untersucht. Fiir einen Marker in Exon 11 wurde
nachgewiesen, dass er in Hirn und Gonaden von beiden parentalen Allelen exprimiert wird,
also der gesamte Locus keinesfalls einer Regulation unterliegt, die zu uniparentalen
Transkripten fiihrt. Bei einem zweiten analysierten SNP, der in Startexon 1D lokalisiert war,
wurde filir hirnspezifische Transkripte ebenfalls biparentale Expression festgestellt.
Schlieflich wurden noch zwei polymorphe Marker fiir das ausschlieBlich im Hirn exprimierte
Exon 1C untersucht und fiir beide Marker bei den Nachkommen beider Kreuzungen eine
ausschlieBlich vom NMRI-Allel erfolgende Expression festgestellt. Es handelt sich dabei um
kein klassisches Imprinting, sondern vermutlich um einen Paramutations-dhnlichen Effekt,
der bisher noch fiir kein internes Mausgen beschrieben wurde. Somit stellt das im Rahmen
dieser Arbeit etablierte Mausmodell eine Moglichkeit dar, trans-Allel Phanomene ndher zu
untersuchen und somit auch weitere Erkenntnisse iiber den Einfluss epigenetischer Regulation

der Genexpression auf die Auspragung verschiedener humaner Krankheiten zu gewinnen.
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Anhang A

Anhang

Alle nachfolgenden Angaben beziehen sich auf das SCAPININ/Scapinin-Gen des Menschen

bzw. der Maus oder deren Genprodukte.

Anlage 1: Sequenz des Startexons 1A des Menschen.

ATGCGTGGCCGTGGCGGGGGGCGCGCCCGCTGTCCTGCGCCCCTGCGCTCGCTGCTGGGC 60
GCCTTCGGGGCCCGGGACGCTGCCGCCGCCGCCCGAGATCCTGCGCAAG 109

Anlage 2: Sequenz des Startexons 1B des Menschen.

GCAATTGCAAGAGCAAAGATTCTTCCTTTTCCCTTTTTTCCTGGGGGGGTGGGGGGTGGG 60
GTGGGGGGAGGGAGCGCCCCCAGACATTCCAGGACATCACCCCCTGCCCCAAGCACGCAA 120
TAAACACTGACAAGAAAAAGTTTTTATTTCCTGGTTCAACTTTTTTTTTTTTCCCTGGAA 180
TATAGACTGAAGAATGGGAATAAACACGAATAAATAACAAAGCGAGGCCGCGCACGCCGG 240
GATGCGCCTGGCTGCAGCCGGCGAGGCTATTGTCTCCCCGCCCTGAAGCCAGCCCCGGCG 300
TCTTTCTCCAGCTCGTTTCCTTTCCCGGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTCT 360
TTTTTAAAAAGACGCCCCCTCCAGCCCCCTCGCCGGTGACCTTGGCCGCCTCGGATGCTC 420
TGATTCCACGCGGCTCGCTCTAACTTGCCCCCGCGCCGGCCGGGCCCATGGCCGCGTCGG 480
AGGACGGGAGCGGCTGCCTCGTGTCGCGGGGCCGCTCGCAGAGTGACCCCAGCGTCCTCA 540
CCGACTCCTCGGCCACCTCCTCCGCGGACGCCGGGGAGAACCCAG 585

Anlage 3: Sequenz des Exons 1B2 des Menschen.

GACAGTGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCCGGAGTGCAGTGACGCCATCTCGGCTCACTGTG 60
ACCTCTGCCTGCCTGGTTCAAGCAATTCTTGCCTGCAGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCT 120
CAGCCTCCCGAGTGGCTGGGACTACAG 147

Anlage 4: Sequenz des Startexons 1C des Menschen.

ACCTTTCAGGGAGATTTGAGAGAAAGACTCCAGAAGCCCGCGGGGAGAGCAGGGGTTCTG 60
GGGAAGATAAAGCCCTTCATCCAGGATCCCTCTGTGACCATAAG 104

Anlage 5: Sequenz des Startexons 1D des Menschen.

CATTCAAACCCAGTCCATTCTGGCTCATGGGGCCCAAGCCTTGCTCTGCTGCCCCAGGCT 60
GTGTAGGATGCATCTGCGGTGGCCATTCTTCTCTCCAGAGGTCCTTCCTAGGACTGACTT 120
TGTGGAGATTCTGTGCTGGTAGGTGGCGGGGCAAGACACGCCTGTCTCTCCCCCTGGAAG 180

GAGTCAGTCCAGCAAGAAACCTGATGAAACCAGTGACTCCCAGCTCTGG 229



Anhang B

Anlage 6: Sequenz der Exons 2-13 des Menschen inklusive Exon fiinf, der offene
Leserahmen ist fett hervorgehoben.

ATGAGATGGACCAAACGCCCCCGGCGCGTCCTGAATATCTGGTCTCAGGGATTCGAACTC 60
CCCCTGTGAGGAGGAACAGCAAACTGGCCACCCTGGGCAGGATCTTCAAACCCTGGAAAT 120
GGAGGAAAAAGAAAAACGAAAAACTGAAGCAGACAACGTCAGCGCTGGAGAAGAAGATGG 180
CCGGCAGGCAAGGCCGAGAGGAGCTCATCAAGAAGGGGCTGCTGGAGATGATGGAGCAGG 240
ATGCTGAAAGCAAAACTTGCAACCCCGATGGAGGACCCCGATCTGTACAGAGTGAACCAC 300
CCACTCCCAAGTCGGAGACGCTGACTTCAGAAGATGCCCAGCCCGGAAGCCCCTTGGCCA 360
CTGGGACGGACCAGGTCTCCCTGGACAAGCCACTGTCCTCAGCTGCCCACTTGGACGATG 420
CAGCCAAGATGCCTTCTGCATCCAGTGGTGAAGAAGCAGACGCTGGCAGCCTCCTGCCCA 480
CCACCAATGAGCTCTCCCAAGCCTTAGCTGGGGCTGACTCCCTGGACAGTCCTCCCAGAC 540
CTCTGGAGAGATCCGTGGGCCAGCTCCCCAGCCCCCCACTGCTGCCCACTCCGCCcACCCcA 600
AGGCAAGCTCCAAAACCACAAAAAATGTCACAGGCCAAGCCACACTCTTCCAAGCCTCCA 660
GCATGAAGAGTGCCGACCCTTCCCTCCGGGGCCAGCTCTCCACACCCACGGGGTCTCCGC 720
ATCTCACCACGGTCCACCGGCCTCTTCCCCCAAGCCGCGTCATTGAGGAGCTGCACAGGG 780
CGCTGGCCACGAAGCACCGCCAGGACAGTTTTCAAGGAAGAGAAAGTAAAGGGTCTCCAA 840
AGAGGCGGCTGGATGTCCGTCTGTCGAGAACGTCCAGCGTGGAGCGGGGCAAGGAGAGGG 900
AGGAGGCTTGGAGCTTTGACGGGGCATTGGAGAACAAGCGAACTGCCGCTAAGGAATCTG 960
AGGAGAACAAGGAGAACCTGATCATAAATTCTGAACTCAAAGACGACTTGCTTTTGTATC 1020
AGGACGAGGAGGCGCTGAACGACTCCATTATTTCTGGAACACTGCCACGGAAATGCAGGA 1080
AGGAGCTCCTGGCCGTGAAGCTAAGGAACCGGCCAAGCAAACAGGAACTAGAAGACCGGA 1140
ACATTTTCCCCAGAAGGACTGATGAAGAGAGACAGGAGATCCGGCAGCAGATCGAGATGA 1200
AGCTTTCCAAACGGCTGAGCCAAAGACCTGCCGTGGAAGAGCTGGAGAGAAGAAATATCT 1260
TGAAACAAAGGAATGATCAGACAGAGCAGGAAGAAAGAAGAGAAATCAAGCAAAGATTGA 1320
CAAGAAAGCTTAATCAGAGACCCACTGTTGATGAATTAAGAGACAGAAAAATTCTGATAC 1380
GATTCAGTGATTACGTGGAAGTAGCAAAAGCGCAGGACTATGACAGGAGGGCAGACAAAC 1440
CCTGGACGAGACTGTCAGCAGCAGATAAGGCAGCAATTCGTAAAGAATTAAATGAGTACA 1500
AAAGTAATGAAATGGAGGTACATGCATCAAGCAAGCACTTGACAAGATTCCACAGGCCAT 1560
AGAGATTTTCTTCTGAGAAGAATTTGTGTTTAATTTTTTGATACCAACACTGAACATTCA 1620
TCAGGGAACTTTCCTGAAGTTCAGCTCAAGACTACCCTACCTGCTGTGTTTGTGAGAAGA 1680
GTAGGATCACACACACAGGTGCAATCTTGACCACACTTACCTGCAAGAGGAGTAACCAGA 1740
GGACACACTTCCTTCCTTCTTTGGTGTCTGAGGAGTGTGAACTGTTGGGGTCAGTTAAGA 1800
CCCAACATAACTCTATCAGAAGAAAACTGTTGTTTGCCTTTCAACCTTGTTTTACAGTTC 1860
TGCAGTGTAATGGAGGACGGGCAACGTGCATGTGCAGGCTCACCACTCCCAGGCCTCTGA 1920
CATGAGGGACATGTGACAGTGTCATTCAGTATTATGTTCAAAAGACATTTTTATCCTGAT 1980
CATAATTAATTTGAAAACTCTTTAAGTTCATGTTACACAAGATGATTTACCGCATTATAC 2040
TTTTCCTTTTTTATATAATGTCTAACAAAAAATACAGCTGCAACATTTTGATTCCTGTTA 2100

ATTTTGTTCTTTAATTAAATGACTACTTATTGCAGGAAATT 2141



Anhang C

Anlage 7: Sequenz der Exons 2-13 des Menschen ohne Exon fiinf, der offene Leserahmen ist
fett hervorgehoben.

ATGAGATGGACCAAACGCCCCCGGCGCGTCCTGAATATCTGGTCTCAGGGATTCGAACTC 60
CCCCTGTGAGGAGGAACAGCAAACTGGCCACCCTGGGCAGGATCTTCAAACCCTGGAAAT 120
GGAGGAAAAAGAAAAACGAAAAACTGAAGCAGACAACGTCAGCGCTGGAGAAGAAGATGG 180
CCGGCAGGCAAGGCCGAGAGGAGCTCATCAAGAAGGGGCTGCTGGAGATGATGGAGCAGG 240
ATGCTGAAAGCAAAACTTGCAACCCCGATGGAGGACCCCGATCTGTACAGAGTGAACCAC 300
CCACTCCCAAGTCGGAGACGCTGACTTCAGAAGATGCCCAGCCCGGAAGCCCCTTGGCCA 360
CTGGGACGGACCAGGTCTCCCTGGACAAGCCACTGTCCTCAGCTGCCCACTTGGACGATG 420
CAGGCCAAGCCACACTCTTCCAAGCCTCCAGCATGAAGAGTGCCGACCCTTCCCTCCGGG 480
GCCAGCTCTCCACACCCACGGGGTCTCCGCATCTCACCACGGTCCACCGGCCTCTTCCCC 540
CAAGCCGCGTCATTGAGGAGCTGCACAGGGCGCTGGCCACGAAGCACCGCCAGGACAGTT 600
TTCAAGGAAGAGAAAGTAAAGGGTCTCCAAAGAGGCGGCTGGATGTCCGTCTGTCGAGAA 660
CGTCCAGCGTGGAGCGGGGCAAGGAGAGGGAGGAGGCTTGGAGCTTTGACGGGGCATTGG 720
AGAACAAGCGAACTGCCGCTAAGGAATCTGAGGAGAACAAGGAGAACCTGATCATAAATT 780
CTGAACTCAAAGACGACTTGCTTTTGTATCAGGACGAGGAGGCGCTGAACGACTCCATTA 840
TTTCTGGAACACTGCCACGGAAATGCAGGAAGGAGCTCCTGGCCGTGAAGCTAAGGAACC 900
GGCCAAGCAAACAGGAACTAGAAGACCGGAACATTTTCCCCAGAAGGACTGATGAAGAGA 960
GACAGGAGATCCGGCAGCAGATCGAGATGAAGCTTTCCAAACGGCTGAGCCAAAGACCTG 1020
CCGTGGAAGAGCTGGAGAGAAGAAATATCTTGAAACAAAGGAATGATCAGACAGAGCAGG 1080
AAGAAAGAAGAGAAATCAAGCAAAGATTGACAAGAAAGCTTAATCAGAGACCCACTGTTG 1140
ATGAATTAAGAGACAGAAAAATTCTGATACGATTCAGTGATTACGTGGAAGTAGCAAAAG 1200
CGCAGGACTATGACAGGAGGGCAGACAAACCCTGGACGAGACTGTCAGCAGCAGATAAGG 1260
CAGCAATTCGTAAAGAATTAAATGAGTACAAAAGTAATGAAATGGAGGTACATGCATCAA 1320
GCAAGCACTTGACAAGATTCCACAGGCCATAGAGATTTTCTTCTGAGAAGAATTTGTGTT 1380
TAATTTTTTGATACCAACACTGAACATTCATCAGGGAACTTTCCTGAAGTTCAGCTCAAG 1440
ACTACCCTACCTGCTGTGTTTGTGAGAAGAGTAGGATCACACACACAGGTGCAATCTTGA 1500
CCACACTTACCTGCAAGAGGAGTAACCAGAGGACACACTTCCTTCCTTCTTTGGTGTCTG 1560
AGGAGTGTGAACTGTTGGGGTCAGTTAAGACCCAACATAACTCTATCAGAAGAAAACTGT 1620
TGTTTGCCTTTCAACCTTGTTTTACAGTTCTGCAGTGTAATGGAGGACGGGCAACGTGCA 1680
TGTGCAGGCTCACCACTCCCAGGCCTCTGACATGAGGGACATGTGACAGTGTCATTCAGT 1740
ATTATGTTCAAAAGACATTTTTATCCTGATCATAATTAATTTGAAAACTCTTTAAGTTCA 1800
TGTTACACAAGATGATTTACCGCATTATACTTTTCCTTTTTTATATAATGTCTAACAAAA 1860
AATACAGCTGCAACATTTTGATTCCTGTTAATTTTGTTCTTTAATTAAATGACTACTTAT 1920

TGCAGGAAATT 1931



Anhang

Anlage 8: Putative Aminoséuresequenz des humanen Proteins inklusive Exon fiinf.

MDQTPPARPEYLVSGIRTPPVRRNSKLATLGRIFKPWKWRKKKNEKLKQTTSALEKKMAG
ROGREELIKKGLLEMMEQDAESKTCNPDGGPRSVQSEPPTPKSETLTSEDAQPGSPLATG
TDQVSLDKPLSSAAHLDDAAKMPSASSGEEADAGSLLPTTNELSQALAGADSLDSPPRPL
ERSVGQLPSPPLLPTPPPKASSKTTKNVTGQATLFQASSMKSADPSLRGQLSTPTGSPHL
TTVHRPLPPSRVIEELHRALATKHRODSFQGRESKGSPKRRLDVRLSRTSSVERGKEREE
AWSFDGALENKRTAAKESEENKENLIINSELKDDLLLYQDEEALNDSIISGTLPRKCRKE
LLAVKLRNRPSKQELEDRNIFPRRTDEERQEIRQQIEMKLSKRLSQRPAVEELERRNILK
ORNDQTEQEERREIKQRLTRKLNQRPTVDELRDRKILIRFSDYVEVAKAQDYDRRADKPW
TRLSAADKAAIRKELNEYKSNEMEVHASSKHLTRFHRP

Anlage 9: Putative Aminosduresequenz des humanen Proteins ohne Exon fiinf.

MDQTPPARPEYLVSGIRTPPVRRNSKLATLGRIFKPWKWRKKKNEKLKQTTSALEKKMAG
ROGREELIKKGLLEMMEQDAESKTCNPDGGPRSVQSEPPTPKSETLTSEDAQPGSPLATG
TDQVSLDKPLSSAAHLDDAGQATLFQASSMKSADPSLRGQLSTPTGSPHLTTVHRPLPPS
RVIEELHRALATKHRQDSFQGRESKGSPKRRLDVRLSRTSSVERGKEREEAWSFDGALEN
KRTAAKESEENKENLIINSELKDDLLLYQDEEALNDSIISGTLPRKCRKELLAVKLRNRP
SKOELEDRNIFPRRTDEERQETRQQOIEMKLSKRLSQRPAVEELERRNILKQRNDQTEQEE
RREIKQRLTRKLNQRPTVDELRDRKILIRFSDYVEVAKAQDYDRRADKPWTRLSAADKAA
IRKELNEYKSNEMEVHASSKHLTRFHRP

Anlage 10: Sequenz des Startexons 1A der Maus.

AACGGGTCTGGCCTTCAGGGAGATGCGTGGCCAAGGCAGGGGGCACGCCCGLCTGGLCCGL
GCCTCTGCGCTCACTGCTGCGTGCCTTTGGGCCCCAAGACACCACCACCGGAGGCTTGGA
GCAAG

Anlage 11: Sequenz des Startexons 1B der Maus.

GTTTTCCAACAGATGCTCCAAGAACAGCTTTCAGATTAAAGCAATTGCAAGAGCAAAGAT
TCTCCTTTTTCCCTTTTTTTCGGGGGGGTGGGGGGTGGGGTGGGGGGAGGGAGCACCCCC
AGACATTCCTGGACATCTCCCCCAGCCCCAAGCACGCCATAAACACTGACAAGAAAAAGT
TTTTATTTCCTGGTTCAACTTTTTTTTTTCCCCTGGAATATAAGCAGAAGAATGGGAATA
AATACGAATAAATAACAAAGCGAGGCCGCGCAAGCCGGGATGCGCCTGGCTGCAGCCTGC
AAGGCTTTTGTCTCCCCACCCTGAAGCCAGCCTGGCGTCCTCCTCCGTTCTTTTTCTTTC
CTGGTCCCTTTTGCTTTTCCTTTTAAAAAAGACGCCCTCTCCAGCCCCCTCGCCGGTGAC
CTTGGCCGCCTAGGATGCTCTGATTCCGCATCTCCCTCCAACTTGCCCCTGCGTCGCCTT
TCCCATGGCCGCATCCGAGGACGGCAGCAGCTGCCTTGTGTCGCGGGGCCGCTCGCAGAG
TGACCCCAGCTTCCTCAGCGACTCCTCAGCCACCTCCACGGACGCCGGGGAGAALCCCAG

Anlage 12: Sequenz des Startexons 1C der Maus.

RCTTCTTAAAGTCAGAAGCCATGCTTTGAAACAGTACCACACTCAATGCAAACAGCCAAC
CAGATGCTAAGTCTGAACTTCAGAAGGATGAAGTCAGGCACTGCAGCAGTGCGCACGCGC
GCACGCCATCGGCCTCCGGGGAGTGGGCCCAGCCGCTGTGGTG

Anlage 13: Sequenz des Startexons 1D der Maus.

AGTCTCTGCCTCCCAGGGCACCAGGGAACATCCAGGAGCTGCAGGGAAGCCGAGCTGCTG
GGGAAAATGGAGCCTTCCATCCAGAGCCACCCCTTGACCTTGGCCATGAG

60
120
180
240
300
360
420
480
518

60
120
180
240
300
360
420
448

60
120
125

60
120
180
240
300
360
420
480
540
599

60
120
163

60
110



Anhang E

Anlage 14: Sequenz der Exons 2-13 der Maus mit kurzem 3’-Bereich, der offene Leserahmen
ist fett hervorgehoben.

ATGAGATGGACCAAACTCCCCCAGCACGCTCAGAGCCTCTGGTCTCAGGGATTCGAACTC 60
CCCCTGTGAGGAGGAACAGCAAGCTGGCCACCCTGGGCAGGATCTTCAAACCTTGGAAAT 120
GGAGGAAAAAGAAAAACGAGAAACTGAAGCAGACGACGTCAGCGCTGGAGAAGAAGATGG 180
CTGGCAGGCAAGGCCGGGAGGAACTCATCAAGCAGGGACTGCTGGAGATGATGGAGCAAG 240
ATTCTGAAAATAAGGCATGCAGTCCCAAGGAAGGCTCCCAACCTGTGCAGAGTGAGCCGC 300
CCGCTGGCGAGCAGGAGACGCTGACCTCGGAGGGCGCCCAGCCCGGAAGCCCCTCGG CCA 360
GTGGAACAGATCAGGTGTCCCAGGATGAGCTTCTGTCCTCCGATGCTCATCTGGATGATA 420
CAGCCAATATACCGTCTGCATCCACTGCGGAAGAAGCAGACGCTGGCAGCCTCCTGCCCA 480
CCACTGATGAGCCCTCTCAAGCCTTAGCTGGGTCTGACTCCCTGGACAGTCCTCCCAGAT 540
CCCTGGAGAGATCTGTGAGCCAGCTCCCCAGCCCTCCACTGCTGCCCACCCCGLCcACcCA 600
AGGCCAGCTCTAAAGCCACAAAAAATGTCACAGGACAAGCTGCGCTCTTCCAAGGCCCCA 660
GCATGAAGAACAATGAGCCGGCTCTCAGAGGACAGCTTGCCACCCCCACAGGGTCCCCTC 720
ATGTCACCACTGTCCACCGGCCACTGCCCCCCAGCCGCGTGATGGAGGAGCTGCATAGGG 780
CACTGGCTACAAAGCACCGTCAGGACAGTTTTCAAGGGCGGGAATGCAGAGGGTCTCCAA 840
AGAAGCGGATGGATGTGCGTCTGTCTAGGACGTCCAGCATGGAGCGGGGCAAGGAGAGGG 900
ACGAGGCGTGGAGCTTTGACGGGGCCTCAGAGAACAAGTGGACGGCTACCAAAGACTCCG 960
AGGAGAACAAGGAGAATCTGATGCTGAGCTCCGAGCTCAAGGATGACATGCTCCTGTATC 1020
AGGACGAGGAGGCGCTCAATGACTCCATCATCTCGGGAACTTTGCCGAGGAAATGCAAGA 1080
AGGAGTTGCTGGCAGTGAAGCTGAGGAACCGGCCGAGCAAGCAGGAGCTAGAGGACCGGA 1140
ACATCTTCCCCAGGAGGACCGATGAGGAGAGACAGGAGATCCGACAGCAGATAGAGATGA 1200
AGCTGTCCAAAAGGCTGAGCCAGAGACCCGCCGTGGAGGAACTGGAGAGAAGAAATATCC 1260
TGAAACAAAGGAATGATCAGACAGAGCAGGAAGAAAGGAGAGAAATCAAGCAAAGATTAA 1320
CAAGAAAGCTTAACCAGAGACCCACTGTTGATGAATTGAGAGACAGAAAAATTCTGATCC 1380
GTTTCAGTGATTATGTGGAAGTAGCAAGAGCACAGGACTATGACAGGAGGGCAGACAAGC 1440
CCTGGACAAGACTGTCAGCAGCAGATAAGGCAGCAATTCGTAAAGAATTAAATGAATATA 1500
AAAGTAACGAAATGGAGGTACACGCATCCAGCAAGCACTTGACAAGATTCCACAGGCCAT 1560
AGAGATTTTCTTCTGAGAAGAATTTGTGTTTAATTTTTGATACCAACACTGAACATTCAT 1620
CAGGGAACTTTCCTCAAGTCTAACTGCTGTGTTTGTGAGAAGAGCAGAATCACGGAGACG 1680
CAATCCTGACCACTGACTACAAGAGGAGCAACCCAGAGGATACACTCCCCTCTCTGGTGT 1740
CTGAGGAGTGTGAACCGTTGGGGTCACTTTAGGCCCAGAGTAACTCTCCCAGAAGAAAAC 1800
TTGTTTGCCTTCAACCTTGTTTTCCAGTTCTGCAGCGTCATGGAGGATGGGCGGGCGCCA 1860
TGCATGTGCAGGCTCACACTCCCAGCCTCCGCCACGCCACGAGGGACCTGTGACCCAGTG 1920
TCATTCAGTATTTTGTTGAGAAGACATTTTTATCCTAATGATTTGAAAACTAAGTTCATG 1980
TTATAGAGTGGTTTACTGTACTATACTTTCTCTTTTTTATATGATGTCTAACAAAAANAA 2040
AATACAGCTCCAACATTTTGATTCCTGTTAATTTTGTTCTTTAATTAAATGACTACTTAT 2100

TACAGGAAATGAA 2113



Anhang F

Anlage 15: Sequenz der Exons 2-13 der Maus mit langem 3’-Bereich, der offene Leserahmen
ist fett hervorgehoben.

ATGAGATGGACCAAACTCCCCCAGCACGCTCAGAGCCTCTGGTCTCAGGGATTCGAACTC 60
CCCCTGTGAGGAGGAACAGCAAGCTGGCCACCCTGGGCAGGATCTTCAAACCTTGGAAAT 120
GGAGGAAAAAGAAAAACGAGAAACTGAAGCAGACGACGTCAGCGCTGGAGAAGAAGATGG 180
CTGGCAGGCAAGGCCGGGAGGAACTCATCAAGCAGGGACTGCTGGAGATGATGGAGCAAG 240
ATTCTGAAAATAAGGCATGCAGTCCCAAGGAAGGCTCCCAACCTGTGCAGAGTGAGCCGC 300
CCGCTGGCGAGCAGGAGACGCTGACCTCGGAGGGCGCCCAGCCCGGAAGCCCCTCGG CCA 360
GTGGAACAGATCAGGTGTCCCAGGATGAGCTTCTGTCCTCCGATGCTCATCTGGATGATA 420
CAGCCAATATACCGTCTGCATCCACTGCGGAAGAAGCAGACGCTGGCAGCCTCCTGCCCA 480
CCACTGATGAGCCCTCTCAAGCCTTAGCTGGGTCTGACTCCCTGGACAGTCCTCCCAGAT 540
CCCTGGAGAGATCTGTGAGCCAGCTCCCCAGCCCTCCACTGCTGCCCACCCCGLCcACcCA 600
AGGCCAGCTCTAAAGCCACAAAAAATGTCACAGGACAAGCTGCGCTCTTCCAAGGCCCCA 660
GCATGAAGAACAATGAGCCGGCTCTCAGAGGACAGCTTGCCACCCCCACAGGGTCCCCTC 720
ATGTCACCACTGTCCACCGGCCACTGCCCCCCAGCCGCGTGATGGAGGAGCTGCATAGGG 780
CACTGGCTACAAAGCACCGTCAGGACAGTTTTCAAGGGCGGGAATGCAGAGGGTCTCCAA 840
AGAAGCGGATGGATGTGCGTCTGTCTAGGACGTCCAGCATGGAGCGGGGCAAGGAGAGGG 900
ACGAGGCGTGGAGCTTTGACGGGGCCTCAGAGAACAAGTGGACGGCTACCAAAGACTCCG 960
AGGAGAACAAGGAGAATCTGATGCTGAGCTCCGAGCTCAAGGATGACATGCTCCTGTATC 1020
AGGACGAGGAGGCGCTCAATGACTCCATCATCTCGGGAACTTTGCCGAGGAAATGCAAGA 1080
AGGAGTTGCTGGCAGTGAAGCTGAGGAACCGGCCGAGCAAGCAGGAGCTAGAGGACCGGA 1140
ACATCTTCCCCAGGAGGACCGATGAGGAGAGACAGGAGATCCGACAGCAGATAGAGATGA 1200
AGCTGTCCAAAAGGCTGAGCCAGAGACCCGCCGTGGAGGAACTGGAGAGAAGAAATATCC 1260
TGAAACAAAGGAATGATCAGACAGAGCAGGAAGAAAGGAGAGAAATCAAGCAAAGATTAA 1320
CAAGAAAGCTTAACCAGAGACCCACTGTTGATGAATTGAGAGACAGAAAAATTCTGATCC 1380
GTTTCAGTGATTATGTGGAAGTAGCAAGAGCACAGGACTATGACAGGAGGGCAGACAAGC 1440
CCTGGACAAGACTGTCAGCAGCAGATAAGGCAGCAATTCGTAAAGAATTAAATGAATATA 1500
AAAGTAACGAAATGGAGGTACACGCATCCAGCAAGCACTTGACAAGATTCCACAGGCCAT 1560
AGAGATTTTCTTCTGAGAAGAATTTGTGTTTAATTTTTGATACCAACACTGAACATTCAT 1620
CAGGGAACTTTCCTCAAGTCTAACTGCTGTGTTTGTGAGAAGAGCAGAATCACGGAGACG 1680
CAATCCTGACCACTGACTACAAGAGGAGCAACCCAGAGGATACACTCCCCTCTCTGGTGT 1740
CTGAGGAGTGTGAACCGTTGGGGTCACTTTAGGCCCAGAGTAACTCTCCCAGAAGAAAAC 1800
TTGTTTGCCTTCAACCTTGTTTTCCAGTTCTGCAGCGTCATGGAGGATGGGCGGGCGCCA 1860
TGCATGTGCAGGCTCACACTCCCAGCCTCCGCCACGCCACGAGGGACCTGTGACCCAGTG 1920
TCATTCAGTATTTTGTTGAGAAGACATTTTTATCCTAATGATTTGAAAACTAAGTTCATG 1980
TTATAGAGTGGTTTACTGTACTATACTTTCTCTTTTTTATATGATGTCTAACAAAAANAA 2040
AATACAGCTCCAACATTTTGATTCCTGTTAATTTTGTTCTTTAATTAAATGACTACTTAT 2100
TACAGGAAATGAATAAAGGCTTTCACTTTCTTGGGGTTGGGATGAGGTATAGCTGGGGAC 2160
TTTGAAAAAAAAAAAGTCAGCGCTTTTGAATATAAACACAAGAAAGGAAATGCCAACTTT 2220
GTTCTCTGTAGATTCTGTCAAATATATACAGGCTTGTGCCTTGACAAACTAGTTACCATT 2280
TTTTCAAGTTAATTAATTGAAAATTTATGAAAGAGTATTGAACACATTTAACCTAGAAGG 2340
AACTTACTGGAAACCCTAACAAAAGGAAAATCTATACCTTCTTTAAGAAAAGTTGTAAGT 2400
TTTCATTTGTCTGCATTATCAAAACCCCTATTATAAGAGGTTTAGATGGAATGAAGGTTT 2460
GGAGTAAGTAGTTTACTGAAATACAAGGGGAAGAAATGAGCTGACAAACAATAAAAATCC 2520
CCTACGTTTGTT

2532

Anlage 16: Putative Aminosduresequenz des murinen Proteins.

MDQTPPARSEPLVSGIRTPPVRRNSKLATLGRIFKPWKWRKKKNEKLKQTTSALEKKMAG 60
ROGREELIKQGLLEMMEQDSENKACSPKEGSQPVQSEPPAGEQETLTSEGAQPGSPSASG 120
TDQVSQODELLSSDAHLDDTANIPSASTAEEADAGSLLPTTDEPSQALAGSDSLDSPPRSL 180
ERSVSQLPSPPLLPTPPPKASSKATKNVTGQAALFQGPSMKNNEPALRGQLATPTGSPHV 240
TTVHRPLPPSRVMEELHRALATKHRQDSFQGRECRGSPKKRMDVRLSRTSSMERGKERDE 300
AWSFDGASENKWTATKDSEENKENLMLSSELKDDMLLYQDEEALNDSIISGTLPRKCKKE 360
LLAVKLRNRPSKQELEDRNIFPRRTDEERQEIRQQIEMKLSKRLSQRPAVEELERRNILK 420
ORNDQTEQEERREIKQRLTRKLNQRPTVDELRDRKILIRFSDYVEVARAQDYDRRADKPW 480

TRLSAADKAAIRKELNEYKSNEMEVHASSKHLTRFHRP 518



Anhang G

Anlage 17: Darstellung des 5’- Bereiches des Menschen. Die ATG-Codons in den Startexons
sind unterstrichen, und fett hervorgehoben wenn sie in frame mit dem putativen
Translationsstart in Exon 2 sind.

ATGCGTGGCCGTGGCGGGGGGCGCGCCCGCTGTCCTGCGCCCCTGCGCTCGCTGCTGGGCGCCTTC
GGGGCCCGGGACGCTGCCGCCGCCGCCCGAGATCCTGCGCAAG

GCAATTGCAAGAGCAAAGATTCTTCCTTTTCCCTTTTTTCCTGGGGGGGTGGGGGGETGGGEGETG
GGGGGAGGGAGCGCCCCCAGACATTCCAGGACATCACCCCCTGCCCCAAGCACGCAATAAACA
CTGACAAGAAAAAGTTTTTATTTCCTGGTTCAACTTTTTTTTTTTTCCCTGGAATATAGACTG
AAGAATGGGAATAAACACGAATAAATAACAAAGCGAGGCCGCGCACGCCGGGATGCGCCTGGL
TGCAGCCGGCGAGGCTATTGTCTCCCCGCCCTGAAGCCAGCCCCGGCGTCTTTCTCCAGCTCG
TTTCCTTTCCCGGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTCTTTTTTAAAAAGACGCCCC
CTCCAGCCCCCTCGCCGGTGACCTTGGCCGCCTCGGATGCTCTGATTCCACGCGGCTCGCTCT
AACTTGCCCCCGCGCCGGCCGGGCCCATGGCCGCGTCGGAGGACGGGAGCGGCTGCCTCGTGT
CGCGGGGCCGCTCGCAGAGTGACCCCAGCGTCCTCACCGACTCCTCGGCCACCTCCTCCGCGG
ACGCCGGGGAGAACCCAG

GACAGTGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCCGGAGTGCAGTGACGCCATCTCGGCTCACTGT
GACCTCTGCCTGCCTGGTTCAAGCAATTCTTGCCTGCAGGGTTCAAGCAATTCTCCTGC
CTCAGCCTCCCGAGTGGCTGGGACTACAG

ACCTTTCAGGGAGATTTGAGAGAAAGACTCCAGAAGCCCGCGGGGAGAGCAGGGGT
TCTGGGGAAGATAAAGCCCTTCATCCAGGATCCCTCTGTGACCATAAG

CATTCAAACCCAGTCCATTCTGGCTCATGGGGCCCAAGCCTT
GCTCTGCTGCCCCAGGCTGTGTAGGATGCATCTGCGGTGGCC
ATTCTTCTCTCCAGAGGTCCTTCCTAGGACTGACTTTGTGGA
GATTCTGTGCTGGTAGGTGGCGGGGCAAGACACGCCTGTCTC
TCCCCCTGGAAGGAGTCAGTCCAGCAAGAAACCTGATGAAAC
CAGTGACTCCCAGCTCTGG

A IB 1B2 1C 1D 2 S 13

ATG TAG

| | | [ | | 1 | | | | | 1 | |
cen - 1 1 1 1 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T tel

ca. 20 kb

—




Anhang H

Anlage 18: Darstellung des 5’- und 3’-Bereiches der Maus. Die ATG-Codons in den
Startexons sind unterstrichen, und fett hervorgehoben wenn sie in frame mit dem putativen
Translationsstart in Exon 2 sind. Die unterschiedlichen 3’-Bereiche sind farblich
unterschieden und die enthaltenen Polyadenylierungssignale sind unterstrichen.

AACGGGTCTGGCCTTCAGGGAGATGCGTGGCCAAGGCAGGGGGCACGCCCGCTGGCCCGCGCCTCT
GCGCTCACTGCTGCGTGCCTTTGGGCCCCAAGACACCACCACCGGAGGCTTGGAGCAAG

1 GTTTTCCAACAGATGCTCCAAGAACAGCTTTCAGATTAAAGCAATTGCAAGAGCAAAGATTCTC
I CTTTTTCCCTTTTTTTCGGGGGGGTGGGGGGETGGGETGGGGGGAGGGAGCACCCCCAGACATTC
‘ CTGGACATCTCCCCCAGCCCCAAGCACGCCATAAACACTGACAAGAAAAAGTTTTTATTTCCTG
GTTCAACTTTTTTTTTTCCCCTGGAATATAAGCAGAAGAATGGGAATAAATACGAATAAATAAC
AAAGCGAGGCCGCGCAAGCCGGGATGCGCCTGGCTGCAGCCTGCAAGGCTTTTGTCTCCCCACC
CTGAAGCCAGCCTGGCGTCCTCCTCCGTTCTTTTTCTTTCCTGGTCCCTTTTGCTTTTCCTTTT
AAAAAAGACGCCCTCTCCAGCCCCCTCGCCGGTGACCTTGGCCGCCTAGGATGCTCTGATTCCG
CATCTCCCTCCAACTTGCCCCTGCGTCGCCTTTCCCATGGCCGCATCCGAGGACGGCAGCAGCT
| | GCCTTGTGTCGCGGGGCCGCTCGCAGAGTGACCCCAGCTTCCTCAGCGACTCCTCAGCCACCTC
| | CACGGACGCCGGGGAGAACCCAG

“\ RCTTCTTAAAGTCAGAAGCCATGCTTTGAAACAGTACCACACTCAATGCAAACAGCCAACC
|\ AGATGCTAAGTCTGAACTTCAGAAGGATGAAGTCAGGCACTGCAGCAGTGCGCACGCGCGL
\ ACGCCATCGGCCTCCGGGGAGTGGGCCCAGCCGCTGTGGTG

AGTCTCTGCCTCCCAGGGCACCAGGGAACATCCAGGAGCTGCAGGGAAGCCGAGCT
GCTGGGGAARAATGGAGCCTTCCATCCAGAGCCACCCCTTGACCTTGGCCATGAG

20 kb

ATTCCACAGGCCATAGAGATTTTCTTCTGAGAAGAATTTGTGTTTAATTTTTGATACCAACACTGA
ACATTCATCAGGGAACTTTCCTCAAGTCTAACTGCTGTGTTTGTGAGAAGAGCAGAATCACGGAGA
CGCAATCCTGACCACTGACTACAAGAGGAGCAACCCAGAGGATACACTCCCCTCTCTGGTGTCTGA
GGAGTGTGAACCGTTGGGGTCACTTTAGGCCCAGAGTAACTCTCCCAGAAGAAAACTTGTTTGCCT
TCAACCTTGTTTTCCAGTTCTGCAGCGTCATGGAGGATGGGCGGGCGCCATGCATGTGCAGGCTCA
CACTCCCAGCCTCCGCCACGCCACGAGGGACCTGTGACCCAGTGTCATTCAGTATTTTGTTGAGAA
GACATTTTTATCCTAATGATTTGAAAACTAAGTTCATGTTATAGAGTGGTTTACTGTACTATACTT
TCTCTTTTTTATATGATGTCTAACAAAAAAAAAATACAGCTCCAACATTTTGATTCCTGTTAATTT
TGTTCTTTAATTAAATGACTACTTATTACAGGAAATGAATAAAGGCTTTCACTTTCTTGGGGTTGG
GATGAGGTATAGCTGGGGACTTTGAAAAAAAAAAAGTCAGCGCTTTTGAATATAAACACAAGAAAG
GAAATGCCAACTTTGTTCTCTGTAGATTCTGTCAAATATATACAGGCTTGTGCCTTGACAAACTAG
TTACCATTTTTTCAAGTTAATTAATTGAAAATTTATGAAAGAGTATTGAACACATTTAACCTAGAA
GGAACTTACTGGAAACCCTAACAAAAGGAAAATCTATACCTTCTTTAAGAAAAGTTGTAAGTTTTC
ATTTGTCTGCATTATCAAAACCCCTATTATAAGAGGTTTAGATGGAATGAAGGTTTGGAGTAAGTA
GTTTACTGAAATACAAGGGGAAGAAATGAGCTGACAAACAATAAAAATCCCCTACGTTTGTT



Anhang 1

Anlage 19: Abbildung der zwei CpG-Inseln im 5’-Bereich des Scapinin-Gens der Maus. Die
Sequenzen der enthaltenen Startexons 1A bzw. 1B sind fett hervorgehoben.

CACTGCTGAGCCCCTCTGCGCCTCCGCCCTGAGAAGGGGCCGAGCCTTTCAAGGCGGLCGC 60
CGCCCCCGCTCCAGTCCCGCCCCGCCCCGCCAGCACCTCCCGGGGLCCLGGLTCTGCALCC 120
GTGCTCTGAGGGGCGGACGCAGCCCGGAGTCTCACGGGTCKGGCCTTCAGGGAGATGCGT 180
GGCCAAGGCAGGGGGCACGCCCGCTGGCCCGCGCCTCTGCGCTCACTGCTGCGTGCCTTT 240
GGGCCCCAAGACACCACCACCGGAGGCTTGGAGCAAGGTAAGTGCGAAGGGGATCTAAGG 300
TCCCCGGCGCACGCCGGGCTGGGCGACCTGTCCAGAACCTTACTGGTACTGCCCTTGACT 360
GCCGTGCACAGCTCGGATGCCTGCCGGCTGCTCCCCAGCCACAGCGCCGGLGCGETCCTGL 420
TTC 423
CCTCCGTTCTTTTTCTTTCCTGGTCCCTTTTGCTTTTCCTTTTAAAAAAGACGCCCTCTC 60
CAGCCCCCTCGCCGGTGACCTTGGCCGCCTAGGATGCTCTGATTCCGCATCTCCCTCCAA 120
CTTGCCCCTGCGTCGCCTTTCCCATGGCCGCATCCGAGGACGGCAGCAGCTGCCTTGTGT 180
CGCGGGGCCGCTCGCAGAGTGACCCCAGCTTCCTCAGCGACTCCTCAGCCACCTCCACGG 240
ACGCCGGGGAGAACCCAGGTACTGGGCCCGGCGGGGGCGGCCAGGLCGGGGT 291

Anlage 20: Abbildung der drei CpG-Inseln im 5’-Bereich des SCAPININ-Gens des
Menschen. Die Sequenzen der enthaltenen Startexons 1A bzw. 1B sind fett hervorgehoben
und Bereiche in denen der GC-Gehalt laut CpG-Plot iiber 80 % liegt sind unterstrichen.

CCAGCCCATTTTACACACCAGACCACTGAGGCTCAGAGAGGCCAAGCGACTCGCCCGCCG 60
CCCCACAGCGGCTCCAGCGCTGCTGCCTGTTTACAGCGCGGGGAACCGGCGGCTACACCT 120
CCCGCCCGGCTGTCCCTTTAACGTTTCTAGGGCATCCCTGGAAGGCCCGGGCACGGCGLT 180
GAGGTCTCCGCTCCCGCTCCCGCTCGCCCGGGCGAGGCTGCGGCTCCGGGCGGGTCAAGG 240
TCGCAGCGGAGCCCCTCGGAGCCCCCGCCCGGCGGAGAGGCCGGCCTCGCGTGGCGGCGC 300
CGCCCCCGGCCCTGGEGTCCCGGTCCCGCCCCGCCGGCGCCTCCCCGCGGCCCCGGCTCCGC 360
TCCGCGGCCCTCCGGCGGGATGCGTGGCCGTGGCGGGGGGCGCGCCCGCTGTCCTGCGCC 420
CCTGCGCTCGCTGCTGGGCGCCTTCGGGGCCCGGGACGCTGCCGCCGCCGCCCGAGATCC 480
TGCGCAAGGTAAGCGCGCGCTGCGGGGAGGGGACGCGGGACGTGGGGCCCGGGGTGCCCG 540
CCGGGCACGAGGCGCTGGGGGACGACTCCTCCTGAATCCCTTGCCCTTGGCCGTTGCGGG 600
TGGCCGGGAGGCCCGCTGCGCCCCCAGCCACAGAGGTGGGCGCCCCGGGTCTCGGGCTTA 660
cc 662
CCCCTCCAGCCCCCTCGCCGGTGACCTTGGCCGCCTCGGATGCTCTGATTCCACGCGGCT 60
CGCTCTAACTTGCCCCCGCGCCGGCCGGGCCCATGGCCGCGTCGGAGGACGGGAGCGGCT 120
GCCTCGTGTCGCGGGGCCGCTCGCAGAGTGACCCCAGCGTCCTCACCGACTCCTCGGCCA 180
CCTCCTCCGCGGACGCCGGGGAGAACCCAGGTAACGGGCTGGGCGGGGGCGGCGGGCGGG 240
TCGGGGAGGCCCGAGGCAGGTGGCGCTGAGAGCAGGACCCCGCGAGGCTCCGCGCCCCGC 300
CTGCATTCGGGGAGCCGCGGCAGGAACCCGCGCTCGGCCCCGCGGTTCCTATCCCCAGTC 360
TCGCAGGGCTGGGGCGCCTCGGAGCCCTTTGTC 393
AGGCTTCCTTTCCTCGGGTGCTGACCGGCTGGGGGAAGAGAGGCAGACCCGTGGCCGCCT 60
CCGCCCAGCGCCGGTTCTGGGCCATTCCCTCCCTCCCCACTGCCGGGCCCCAGCTCCGGA 120
CGTCCCCGCTTGGGCATCTGCTCCTGGAAGGCAGCGCTCCGCAGCTGAGGCCACCGCGCT 180
GAGGGCTTCCACCAGGCGCCTGACTCCAGCGGGGCCTGGCGCACCTGGGCGCGCTAGLCCC 240
CCGGACAGGTGTGCTGGGCAGAGCCGCCGGCAGGGAGACGAAGGGCGTGCGCCAGGACAG 300
AGCCCGGTTTCGTGACAGCGTGTGGACTCCGTCCACTCTTCCACCCCCATGGCAGCGTTG 360

ATTGTTTAGGTGATAAACCG 380



Anhang

Anlage 21: Abbildung der jeweils
energetisch  giinstigsten Faltung der
mRNAs der Startexons der Maus. Die
Buchstaben bezeichnen das jeweilige

Startexon.
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Anhang

Abbildung der jeweils energetisch giinstigsten Faltung der mRNAs der Startexons
des Menschen. Die Buchstaben bezeichnen das jeweilige Startexon.

Anlage 22
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