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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Chromosomenaberrationen als Ursache von angeborenen

Fehlbildungssyndromen

Die Entwicklung eines Embryos aus einer einzelnen befruchteten Eizelle zu einem
ausgereiften Menschen verlduft nach einem priazisen Programm. Dieses Programm legt den
Zeitpunkt und den Ort fest, an dem die Gewebe und Organe gebildet werden. All diese
komplexen Schritte sind in einer einzigen, einfach aufgebauten polymeren organischen
Verbindung verschliisselt, der DNA. Die Erforschung der Embryonalentwicklung hat durch
die Untersuchung von weniger komplex aufgebauten Modellorganismen wie Fliegen,
Nematoden, Fischen und Froschen in den letzten Jahrzehnten grofle Fortschritte gemacht.
Aber auch die Beobachtung, dafl viele menschliche Fehlbildungssyndrome genetische
Ursachen haben und die Identifizierung der verursachenden Gene in einigen dieser Syndrome,

fithrte zu einem tieferen Verstindnis der embryonalen Entwicklungsmechanismen.

Beim Menschen sind spezifische Chromosomenaberrationen fiir eine Reihe von
Fehlbildungssyndromen verantwortlich. In etwa 0,7 % aller Lebendgeburten und iiber 2 %
aller Schwangerschaften bei Frauen tiber 35 Jahren treten Chromosomenaberrationen auf. Bei
6-10 % aller Neugeborenen mit schweren Entwicklungsdefekten  werden
Chromosomenaberrationen gefunden. Diese Zahlen zeigen deutlich die medizinische

Bedeutung von chromosomalen Anomalien.

Die Chromosomenaberrationen werden in sogenannte Aneuploidien, d.h. numerische
Abweichungen im Chromosomensatz, und in Strukturaberrationen klassifiziert. Zu letzteren
zéhlen  Translokationen,  Deletionen, = Duplikationen,  Inversionen, Insertionen,
Isochromosomen, dicentrische Chromosomen und Ringchromosomen. Am héufigsten sind
Deletionen (z.B. Wolf-Hirschhorn-, Miller-Dieker-, Cri-du-chat- und DeGrouchy-Syndrom).
Der bei Deletionen resultierende klinische Phinotyp ist das Ergebnis eines Verlustes von
genetischem Material aus der deletierten Region. Meist liegt ein Dosiseffekt zugrunde, so daf3
der Verlust einer Kopie eines oder mehrerer Gene zu einer zu geringen Proteinkonzentration
fithrt. Die Menge an gebildetem Protein reicht dann nicht mehr aus, um bestimmte Prozesse
wihrend der Embryonalentwicklung fehlerfrei auszufiihren. Man spricht in diesem Fall von
einem Haploinsuffizienzsyndrom. In den letzten Jahren wurden bei mehreren

Haploinsuffizienzsyndromen die entsprechenden Krankheitsgene identifiziert (z.B. Greig-
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Syndrom 1, Williams-Beuren-Syndrom, Alagille-Syndrom, kampomele Dysplasie und
Trichorhinophalangeales Syndrom).

1.2. Das DiGeorge-Syndrom

1.2.1. Historie und Phéanotyp

Das DiGeorge-Syndrom wurde 1965 auf einem Immunologie-Kongre3 das erste Mal erwihnt
(Cooper et al. 1965) und anschlieend von DiGeorge in einer Fallvorstellung verdffentlicht
(DiGeorge und Harley 1965). Embryologisch handelt es sich um einen
Entwicklungsfelddefekt der 3. und 4. Schlundtaschen (Lammer und Opitz 1986). Aus der
gestorten Entwicklung dieser embryonalen Strukturen resultieren die drei Leitsymptome
Thymus-Hypoplasie bzw. Thymus-Aplasie, Hypoparathyreoidismus und Herzfehler. Die
Fehlentwicklung des Thymus kann zu einem T-Zelldefekt fiihren, der sich durch
persistierende Infektionen bemerkbar macht. Die Hypoplasie der Nebenschilddriisen
(Hypoparathyreoidismus) fiihrt insbesondere in der neonatalen Periode zu einer
Hypokalzdmie. Bei den Herzfehlern dominieren diejenigen, die den HerzausfluB-Trakt
betreffen. Besonders hdufig wird eine Fallot'sche Tetralogie, ein unterbrochener
Aortenbogen, ein Truncus arteriosus und ein Ventrikelseptumdefekt beobachtet. Neben den
drei Leitsymptomen weisen die Patienten typische faziale Auffilligkeiten auf. Dazu gehoren
ein Hypertelorismus, ein kurzes Philtrum, eine charakteristische Nase, ein kleiner zugespitzter
Mund, ein kleines zuriickweichendes Kinn und tief sitzende Ohren mit einer abnormal
gefalteten Ohrmuschel (Abb. 2, Kapitel 1.2.5.2.). Meist sind die Patienten minderwiichsig und

zeigen eine psychomotorische Retardierung.

1.2.2. Ursachen des DiGeorge-Syndroms

1981 wurde von de la Chapelle et al. (de la Chapelle et al. 1981) erstmals eine partielle
Deletion von Chromosom 22 als mogliche Ursache des Krankheitsbildes vorgeschlagen. In
der Folge haben weitere Beobachtungen von Patienten mit unbalancierten Translokationen
und interstitiellen Deletionen den Zusammenhang des DiGeorge-Syndroms mit einer
Mikrodeletion del(22q11) bewiesen (Augusseau et al. 1986; Greenberg et al. 1984; Greenberg
et al. 1988b; Kelley et al. 1982; Wilson et al. 1992). Die Entwicklung der Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH) mit Sonden aus der deletierten Region zeigte die grof3e Bedeutung der
Mikrodeletion als Ursache des Syndroms (Carey et al. 1992; Driscoll et al. 1992). Heute gilt
eine Mikrodeletion auf Chromosom 22ql1 als Hauptursache fiir das DiGeorge-Syndrom. In

90 % der Fille kann die Deletion nachgewiesen werden (Carey et al. 1992; Driscoll et al.
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1993). Daneben wurden vereinzelt Félle beschrieben, bei denen andere
Chromosomenaberrationen vorlagen. Dabei handelte es sich um partielle Monosomien,
partielle Trisomien und um eine als Mosaik vorkommende Tetraploidie (Tab. 1). Bis auf eine
Ausnahme sind all diese Chromosomenaberrationen Einzelfdlle. Nur die partielle Monosomie
10p wird im Zusammenhang mit einem DiGeorge-Syndrom haufiger beobachtet. Elliot
beschrieb 1970 zum ersten Mal einen Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p (Elliot et
al. 1970). Bisher sind mehr als 50 Félle dieser Chromosomenaberration in der Literatur

verdffentlicht (Schuffenhauer et al. 1995; van Esch et al. 1999).

Bei wenigen Patienten kann weder eine Mikrodeletion 22qll1 noch eine andere
Chromosomenaberration nachgewiesen werden. In diesen Fillen wurde ein maternaler
Diabetes oder Teratogene wie Retinoide und Alkohol als Ursachen fiir die Fehlbildung in
Betracht gezogen (Ammann et al. 1982; Lammer et al. 1985; Wilson et al. 1993b).

Tabelle 1: Chromosomenaberrationen bei DiGeorge-Syndrom-Patienten.

Chromosomenaberration Referenz
del(4)(q21.3q25) (Fukushima et al. 1992)
del(5p) (Taylor und Josifek 1981)
dup(9)(q21q22) (Lindgren et al. 1994)
del(10)(p13) (Van Esch et al. 1999)
del(17)(p13) (Greenberg et al. 1988a)
del(18)(g21) (Greenberg et al. 1988b)
1(18q) (van Essen et al. 1993)
Tetraploidie (Mosaik) (Wullich et al. 1991)

1.2.3. Die Mikrodeletion 22q11

Bei dem mit der Mikrodeletion 22q11 assoziierten DiGeorge-Syndrom ist die Auspragung des
klinischen Vollbildes eher selten, hiufig zeigen die Patienten nur einen Teil der Symptome
(Ryan et al. 1997). Die Variabilitit des klinischen Bildes fiihrte zur Definition weiterer
Syndrome wie dem Velocardiofacialen Syndrom (Shprintzen et al. 1981) und dem
Conotruncal Anomaly Face Syndrome bzw. Takao-Syndrom (Kinouchi et al. 1976; Shimizu
et al. 1984; Takao et al. 1980). Da es sich nicht um ursdchlich unterscheidbare
Krankheitsbilder handelt, sondern um ein variables Krankheitsbild mit einer gemeinsamen
genetischen Atiologie, einer Mikrodeletion 22qll, wurde zunichst das gesamte
Symptomenspektrum mit dem Akronym CATCH22 beschrieben (Wilson et al. 1993a).
CATCH22 steht dabei fiir Herzfehler (cardiac abnormality), abnormale Fazies, T Zell-
Defekt/ Thymus-Hypoplasie bzw. Thymus-Aplasie, Gaumenspalte (cleft palate),
Hypokalziamie/ Hypoparathyreoidismus und Deletion del(22q11). Da CATCH22 im
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angelsidchsischen Sprachraum mit negativen Assoziationen bedacht ist, wird heute der Begriff

22q11-Deletionssyndrom verwendet (Burn 1999).

Mit Hilfe von polymorphen Markern und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) mit
vorwiegend genomischen YAC-Klonen aus der Chromosom 22ql1-Region, konnten die
Bruchpunkte bei Patienten mit einer Mikrodeletion 22q11 charakterisiert werden. Die meisten
Patienten besitzen eine etwa 3 Mb grole Deletion, etwa 10 % der Patienten haben eine
kleinere 1,5-2 Mb grofle Deletion (Carlson et al. 1997; Lindsay et al. 1995). Diese kleinere
Deletion iiberlappt vollstaindig mit der 3 Mb Deletion und ist in etwa 95 % der
Mikrodeletionspatienten deletiert. Aufgrund von Patienten mit seltenen Bruchpunkten, die fiir
andere Regionen auf 22ql1 deletiert sind, ist es nicht moglich, fiir alle del(22q11)-Patienten
eine gemeinsame kleinste iiberlappende Deletionsregion (SRO) zu definieren (Rauch et al.

1999; Saitta et al. 1999).

Die gesamte Mikrodeletionsregion liegt als genomische Sequenz vor. Sie enthélt vier grof3e
Blocke von repetetiven low copy repeat (LCR) Elementen und mehr als 20 Gene. Die meisten
Bruchpunkte sind innerhalb der LCR-Elemente lokalisiert (Shaikh et al. 2000). Von vielen
Genen konnte in Expressionsstudien und Tiermodellen eine Funktion wihrend der
Embryonalentwicklung gezeigt werden. Bei Patienten mit typischen Symptomen der
Mikrodeletion 22q11 und ohne zytogenetische Auffilligkeiten wurden Mutationsanalysen in
verschiedenen Genen aus der Region durchgefiihrt (Chieffo et al. 1997; Funke et al. 1997;
Gong et al. 1997; Lindsay et al. 2001; Wadey et al. 1999). Mutationen wurden bisher nicht
gefunden. Dies und die Tatsache, dal es keine einheitliche SRO in dieser Region gibt, zeigt
die Schwierigkeiten bei der Suche nach den Ursachen des DiGeorge-Syndroms.

1.2.4. Mausmodelle

Zwei transgene Maduse, deren Phénotyp dem DiGeorge-Syndrom &hnelt, sind bekannt. Bei
einem Modell handelt es sich um eine Knockout-Maus, bei der das Gen Hox-1.5 deletiert
wurde. Diese Maus hat weder einen Thymus noch Parathyreoideae und weist hdufig
Herzfehler auf (Chisaka und Capecchi 1991). Im zweiten Fall handelt es sich um eine Pax9
Knockout-Maus, bei der eine Aplasie des Thymus und der Parathyreoideae vorliegt (Peters et
al. 1998). Die beiden homologen humanen Gene HOX A3 und PAX-9 sind weder in der
Mikrodeletionssyndromregion 22q11 noch auf dem Nebenlocus auf 10p13-14 lokalisiert, so

daB3 die beiden Modelle bei der Aufklarung dieser Regionen keinen Beitrag leisten konnen.

Die aktuellen Bestrebungen zielen auf die Etablierung von Mausmodellen mit Deletionen aus

der Mikrodeletionssyndromregion 22ql1 ab. Die orthologe Mausregion ist auf Chromosom
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16 lokalisiert und liegt als genomische Sequenz vor. Abgesehen von einigen
Umstrukturierungen entspricht sie der humanen Region. Bis auf ein Gen werden in der
Mausregion alle humanen Gene wiedergefunden (Botta et al. 1997; Galili et al. 1997; Puech
et al. 1997; Sutherland et al. 1998). Zwei transgene Mause mit Deletionen der Gene Gscl bzw.
Hira zeigen keine Symptome des DiGeorge-Syndroms (Saint-Jore et al. 1998; Scambler et al.
1998; Wakamiya et al. 1998). Daneben wurden drei Mause mit groBeren Deletionen etabliert.
Wihrend das eine Modell mit einer etwa 150 kb Deletion phinotypisch unauffillig ist
(Kimber et al. 1999), wurden beim zweiten Modell mehrere Herzfehler gefunden, die auch bei
DiGeorge-Syndrom-Patienten héufig auftreten. In dieser Maus wurde eine etwa 1,2 Mb
Deletion eingefiigt. Mindestens 14 Gene wurden dabei deletiert (Lindsay et al. 1999). Das
dritte Mausmodell enthidlt eine etwa 550 kb grofe Deletion, zeigt aber keine typischen
DiGeorge-Syndrom-Symptome (Puech et al. 1997). Da die drei Deletionsregionen
iiberlappten, konnte die fiir den Herzfehler verantwortliche kritische Region, die bei einem
der Mausmodelle noch eine Grof3e von liber 1 Mb hatte, stark eingegrenzt werden. Eines der
Gene in dieser Region war der T-Box-Transkriptionsfaktor Tbxl, der aufgrund seiner
Expressionsdaten ein gutes Kandidatengen darstellte (Chapman et al. 1996; Chieffo et al.
1997). Mehrere Arbeitsgruppen etablierten Mause mit Nullallelen fiir dieses Gen (Jerome und
Papaioannou 2001; Lindsay et al. 2001; Merscher et al. 2001). Heterozygote Tbx1 +/- -Tiere
zeigten konotrunkale Herzfehler, die bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom hiufig beobachtet
werden. Homozygote Tbx1 -/- -Maéuse zeigten dariiberhinaus ein weites Spektrum von
Fehlbildungen, die mit dem DiGeorge-Syndrom-Phéanotyp korrelierten. Damit ist Tbx1 das
erste Gen, fiir das eine bedeutende Rolle bei der Atiologie des DiGeorge-Syndroms im
Tiermodell nachgewiesen wurde. Punktmutationen beim Menschen wurden bisher nicht

gefunden (Chieffo et al. 1997; Lindsay et al. 2001).

1.2.5. Die partielle Monosomie 10p

Die Beobachtung eines sehr dhnlichen Phianotyps bei Patienten mit einer Mikrodeletion 22q11
und einer Monosomie 10p fiihrte zur Hypothese, dal3 in beiden Deletionsregionen funktionell
und strukturell verwandte Gene lokalisiert sein konnten. Ein Vergleich beider Regionen, so
die Uberlegung, konnte die Identifizierung von Kandidatengenen ermdglichen und somit zur

Aufklarung des Pathomechanismus beim DiGeorge-Syndrom beitragen.

1.2.5.1. Krankheitsloci auf Chromosom 10p

Auf dem kurzen Arm von Chromosom 10 sind bis Mai 2001 sechs Einzelgenerkrankungen,

drei Suszeptibilititsloci und eine Haploinsuffizienzregion kartiert worden. Von den sechs
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Einzelgenerkrankungen wurde fiir zwei Krankheiten das mutierte Gen kloniert. Aullerdem

wurden auf 10p mehrere Loci fiir Tumorsuppressorgene kartiert (Abb. 1).

1.2.5.1.1. Einzelgenerkrankungen

Die Fettstoffwechselerkrankung Refsum-Krankheit wurde als autosomal rezessiver Erbgang
auf Chromosom 10pter-10p11.2 kartiert (Nadal et al. 1995). 1997 gelang es zwei
Arbeitsgruppen unabhingig voneinander, das verantwortliche Gen zu klonieren (Jansen et al.
1997; Mihalik et al. 1997). Mutationen in der Phytanoyl-CoA-Hydroxylase (PAHX bzw.
PHYH), die zu einer Inaktivierung des Proteins fiihren, sind fiir die sehr seltene Erkrankung

verantwortlich.

Die zweite auf 10p kartierte Erkrankung mit identifiziertem Krankheitsgen ist die
Megaloblastische Andmie Typ 1 (MGAI1), bei der es sich um eine Vitamin BI12-
Mangelerkrankung handelt. Durch Kopplungsanalysen wurde der Krankheitslocus auf
10p12.1 kartiert (Aminoff et al. 1995). Mutationen auf beiden Allelen im Gen CUBN, das den
intrinsischen Faktor des Vitamin B12-Rezeptors, Cubilin, kodiert, fiihren zur Erkrankung

(Aminoff et al. 1999).

Neben diesen zwei Erkrankungen sind weitere vier Einzelgenerkrankungen auf 10p lokalisiert
worden (Stand Mai 2001). In allen Fillen konnten die entsprechenden Krankheitsgene noch
nicht identifiziert werden. Es handelt sich um einen Locus fiir ein primires Glaucom mit
offenem Kammerwinkel, GLCIE (Sarfarazi et al. 1998), um einen Locus fiir eine
Blutkrankheit, Thrombozytopenie Typ 2, THC2, (Savoia et al. 1999), um einen Locus fiir
einen schweren Immundefekt, SCIDA (Li et al. 1998) und um einen Locus fiir eine
Herzerkrankung, ARVD6 (Li et al. 2000). Die ungefihre Position der Krankheitsloci kann der

Abbildung 1 entnommen werden.

1.2.5.1.2. Suszeptibilititsloci und Haploinsuffizienzregionen

Auf der Suche nach Suszeptibilititsgenen in multigenen Erkrankungen wurden Hinweise
dafiir gefunden, dal bei drei Erkrankungen Suszeptibilititsgene auf 10p lokalisiert sein
konnten. Dabei handelt es sich um Diabetes mellitus Typ 1, IDDM10 (Davies et al. 1994;
Reed et al. 1997), um Schizophrenie (Faraone et al. 1998; Faraone et al. 1999; Foroud et al.
2000; Kendler et al. 2000; Levinson et al. 2000; Schwab et al. 1998) und um Adipositas,
OB10 (Hager et al. 1998).
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Wie oben erwédhnt, wurden einige Patienten mit partieller Monosomie 10p und einem
assoziierten DiGeorge-Syndrom beschrieben. Diese Fille weisen darau hin, daf es neben dem

Hauptlocus auf Chromosom 22q11 noch eine Haploinsuffizienzregion auf 10p gibt.

1.2.5.1.3. Tumorloci

Somatische Chromosomenaberrationen, die den kurzen Arm von Chromosom 10 beinhalten,
sind bei verschiedenen Tumorerkrankungen beobachtet worden. Mehr als 40 unterschiedliche
10p-Aberrationen wurden bisher beschrieben, wobei akute myeloische Leukdmien die
Mehrzahl der Erkrankungen ausmachen. In den meisten Fillen sind die beiden Banden 10p11
und 10p12 betroffen (Mitelman et al. 1997). Viele Leukédmien sind mit einer Translokation
von Chromosom 1123 assoziiert. Eine dieser Translokationen betrifft auch das Chromosom
10p. So wurde bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie eine Translokation
t(10;11)(p12;923) beschrieben, bei der das Gen AF10 von Chromosom 10p12 mit dem Gen
MLL von Chromosom 11q23 fusioniert (Chaplin et al. 1995a; Chaplin et al. 1995b).

In Gliomen sind mehrere LOH-Regionen auf verschiedenen Chromosomen identifiziert
worden. Karlbom et al. bestimmte drei LOH-Regionen auf Chromosom 10, zwei auf 10q und
eine nahe des Telomers von 10p (Karlbom et al. 1993). Kimmelman et al. identifizierte
ebenfalls eine etwa 3 cM iiberspannende LOH-Region auf 10pl5 in Gliom-Patienten
(Kimmelman et al. 1996). Auf 10p15 sollte daher ein Tumorsuppressorgen lokalisiert sein,

das bei der Entstehung von Gliomen eine entscheidende Rolle spielt.

Eine weiterer Locus fiir ein Tumorsuppressorgen, ST12 bzw. PACI, wurde in Prostata-

Karzinomen in die Region 10pter-10q11 kartiert (Sanchez et al. 1996).
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Abbildung 1: Zytogenetische Lokalisation von Krankheitsloci auf Chromosom 10p.
Die Haploinsuffizienzregion DGS2 ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit und ist rechts vom Chromosom
dargestellt. Die Abkiirzungen fiir die Krankheiten sind im Text erldutert.

1.2.5.2. Phiinotyp

Patienten mit einer Mikrodeletion 22q11 sowie einer Monosomie 10p werden klinisch haufig
als DiGeorge-Syndrom-Patienten charakterisiert. Um die unterschiedlichen Ursachen in den
beiden Patientengruppen zu betonen, wird zwischen einem DiGeorge-Syndrom 1 (DGS1) und
einem DiGeorge-Syndrom 2 (DGS2) unterschieden. Ein Vergleich der Phénotypen in den
beiden Patientengruppen zeigt neben groBen Ahnlichkeiten auch deutliche Unterschiede (Van
Esch et al. 1999; Ryan et al. 1997). Sowohl die partielle Monosomie 10p als auch die
Monosomie 22q11 sind durch eine sehr variable Expressivitdt des Phénotyps gekennzeichnet.
Bei den meisten Patienten findet man nur ein Teilspektrum der Symptome des klassischen
DiGeorge-Syndroms. Dies geht soweit, dal einige Patienten mit Deletionen keine DGS-
Symptome zeigen, was eine verminderte Penetranz des DGSI1 und des DGS2 belegt.
Del(10p)-Patienten zeigen im allgemeinen eine schwerere mentale Retardierung als

del(22q11)-Patienten und sind in etwa 90 % der Fille kleinwiichsig (36 % bei del(22q11)-
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Patienten). Nieren-Fehlbildungen werden in 56 % der del(10p)-Patienten und in 36 % der
del(22ql1)-Patienten gefunden. Folglich scheinen Abnormalitidten des Harntraktes in DGS2-
Patienten hdufiger vorzukommen. Umgekehrt verhilt es sich mit den Herzfehlern, die bei 75
% der del(22ql1)-Patienten und etwa der Hilfte der del(10p)-Patienten beobachtet werden.
Die Herzfehler bei del(10p)-Patienten sind heterogener und beinhalten neben den DGS
typischen konotrunkalen Herzfehlern u.a. auch Atrium- und Ventrikel-Septumdefekte,
Aortenstenosen und Pulmonalstenosen. Zu den klassischen DGS-Symptomen gehoren
Immundefekte, wobei neuere Studien zeigen, dal sowohl bei del(22ql1)- als auch bei
del(10p)-Patienten diese seltener zu beobachten sind, als friiher angenommen wurde. In
beiden Patientengruppen findet man zu etwa 60 % eine Hypokalzdmie meist als Folge eines
Hypoparathyreoidismus. Die Kalzium-Werte normalisieren sich in der Mehrzahl der Fille im
Laufe der Entwicklung und sind gewdohnlich ein klinisches Problem der neonatalen Periode.
Die Hypokalzdmie bzw. der Hypoparathyeroidismus gehdren sowohl bei del(22ql1)-
Patienten wie bei del(10p)-Patienten zu den Hauptmerkmalen des DGS-Phanotyps. Del(10p)-
Patienten zeigen faziale Auffilligkeiten, die aber weniger spezifisch sind als bei DGSI1-
Patienten (Abb. 2). AuBler den Symptomen, die bei DGS-Patienten typischerweise gefunden
werden, zeigen del(10p)-Patienten auch Symptome, die nicht zum DGS-Spektrum gehoren.
Man findet bei 62 % der del(10p)-Patienten eine beidseitige sensorineurale Schwerhorigkeit,
die sich mit zunehmendem Alter verschlechtert. Bei der Schwerhorigkeit, die bei etwa einem
Drittel der del(22ql1)-Patienten gefundenen wird, handelt es sich dagegen um einen
konduktiven Horverlust, so daB3 von unterschiedlichen molekularen und pathogenetischen
Mechanismen in beiden Patientengruppen ausgegangen werden mufl. Wéhrend eine Ptosis bei
22ql1-Deletionen fast nicht bekannt ist , wird sie bei Patienten mit partieller Monosomie 10p

gehduft gefunden.
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A B

Abbildung 2: Phénotyp des DiGeorge-Syndroms.

Gezeigt sind vier Patienten mit DiGeorge-Syndrom.

A: Gesicht eines DiGeorge-Syndrom-Patienten mit einer Mikrodeletion 22q11.

B, C, D: Drei Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p und einem DiGeorge-Syndrom &hnlichen Phanotyp
(B - Patient MAJ, C- Patient HOV, D - Patient ROB). Die chromosomalen Bruchpunkte der drei Patienten

wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
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1.3. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der Arbeit bestand darin, anhand molekulargenetischer Untersuchungen bei
Patienten mit partieller Monosomie 10p eine oder mehrere Haploinsuffizienzregionen fiir das
DGS auf 10p zu identifizieren und zu charakterisieren und damit einen Beitrag zur

Erforschung der genetischen Ursachen des DGS zu leisten.

Die Isolierung geeigneter FISH-Sonden von Chromosom 10p und deren genaue Kartierung
waren dafiir eine wesentliche Voraussetzung. Mit Hilfe dieser Sonden sowie mit
hochpolymorphen Markern sollte bei Monosomie 10p-Patienten eine Deletionskartierung
vorgenommen werden. Eine anschlieBende Genotyp-Phinotyp-Analyse sollte eine kleinste
iiberlappende Region (SRO) definieren, flir die alle Patienten mit einem spezifischen

Phénotyp deletiert sind.

Uber die Haploinsuffizienzregion sollten mit genomischen Klonen Contigs etabliert werden,
mit dem Ziel, diese im Rahmen des Humangenomprojekts zu sequenzieren. Eine In-silico-
Analyse der Sequenzierdaten sollte sich anschlieBen. Die dabei identifizierten Transkripte aus
der Haploinsuffizienzregion sollten iiber Expressionsstudien ndher charakterisiert werden, um
einzelne Gene als potenticlle Kandidatengene fiir die Ausbildung des DGS-Phinotyps zu
identifizieren. Eine Mutationsanalyse dieser Gene bei zytogenetisch normalen DGS-Patienten

sollte folgen.

Uber die Untersuchungen auf dem Chromosom 10 hinaus, sollten auch Patienten untersucht

werden, die hemizygot fiir DGS-Kandidatengene aus der Maus waren.

11
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit molekulargenetisch und zytogenetisch untersuchten
Patienten wurden z.T. im Rahmen der genetischen Diagnostik und Beratung in der Abteilung
fiir Medizinische Genetik der Kinderpoliklinik untersucht (Prof. J. Murken, Dr. H. Seidel, Dr.
I. Rost). Von der Mehrheit der Patienten wurden Blutproben, DNA oder
Chromosomenpraparate aus Kliniken, Praxen oder anderen genetischen Beratungsstellen
zugesandt. Von einem Teil der Patienten wurden lymphoblastoide Zellinien etabliert. Die
Daten von einigen fiir die Arbeit besonders bedeutenden Patienten sind der Tabelle 2 zu

entnehmen.

Eine 10p-Deletionskartierung wurde bei 16 Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p und
einem Patienten mit einer balancierten Translokation t(10p;14q) durchgefiihrt. Bei 22
zytogenetisch normalen DGS-Patienten wurde mit FISH-Sonden nach Mikrodeletionen auf
10p gesucht. Bei 104 Patienten mit angeborenen Herzfehlern (P. Scambler, London; P.
Bouvagnet, Lyon; J. Henwood, Leeds) und fiinf Foeten mit Thymus-Hypoplasie (M.
Vekemans, Paris; H. Rehder, Marburg) wurden Mutationsanalysen im NAPOR-Gen
vorgenommen. Bei 13 Patienten wurde im GATA3-Gen nach Mutationen bzw. Deletionen
gesucht. Aulerdem wurde bei zwei Patienten mit interstitiellen Deletionen auf 14q11q13 eine

genauere Deletionskartierung durchgefiihrt.

2.2. Laborgerite und Laborhilfsmittel

Produkt Firma
Gelelektrophoresekammern Effenberger, Gibco BRL
Kulturflaschen 25¢m? Greiner

Peltier Thermo Cycler PTC-200 MJ Research
Pipettenspitzen flir Gilson-Pipetten Sarstedt
Reaktionsgefale 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml Eppendorf
Reaktionsréhrchen 15ml; 50ml Sarstedt

Sequenzierer ABI PRISMTM-System 377 Applied Biosystems
Sterilfilter Sartorius

12
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Tabelle 2: Zusammenfassung der klinischen Symptome von Patienten mit 10p-Aberrationen.

Patient GM3470 AMS* MEG MAR* LEM*  GM6936

Zellinie FCL LCL LCL LCL 'LCL LCL

Referenz 1) A b c d b e

10p-Aberration del(10)  del(10) del(10) del(10) del(10)  del(10)
(p12p13) (p12pl13) (p12pl3) (plipl3) (pl3)

Geschlecht W w w m ‘m

Untersuchungsalter (Jahre) 4 4/12 16/12 1/12 104/12 5

DGS-Symptome

Hypoparathyreoidismus - -

Hypokalzdmie - - +

Thymus-Hypoplasie - + +

T-Zelldefekt - + +

Infektionen 2) - + +

Herzfehler 3) - VSD/ASD ASD

andere Symptome

préinatale i N i i i

Wachstumsretardierung

postnatale i

Wachstumsretardierung - - -

psychomotorische N N N N N

Retardierung _

Muskel-Hypotonie + +

Krampfanfille - - -

Nierendefekte 4) - - HN VR

Kryptorchismus + +

Hernien - - +(1) -

Hand-/Fuanomalien 5) K5, CS2/3 FC K5, CS2/3 -

kraniofaziale Symptome

abnormaler Schidel 6) MC BC - DC DC,MC MC

Hypertelorismus - - - - + +

Gaumenspalte - + - - -

Schwerhorigkeit - - -

DGS/VCFS-Spektrum nein 7)  nein ja ja ja ja

Sind Symptome nicht bekannt, ist die Zelle leer; w - weiblich; m - ménnlich; r - rechte Seite; 1 - linke Seite; LCL
- lymphoblastoide Zellinie; FCL - Fibroblasten-Zellinie.
1) a - Coriell NGMS Katalog; b - (Schuffenhauer et al. 1998); c - (Lipson et al. 1996); d - (Obregon et al. 1992);
e - (Greenberg et al. 1986); f - (Shapira et al. 1994); g - (Schuffenhauer et al. 1995); h - (Koenig et al. 1985); 1 -
(Cowchock 1989); 2) GT - Gastrointestinaltrakt; OM - Otitis media; RT - respiratorischer Trakt; UT - Harntrakt;

3) ASD

Pulmonalstenose; TOF - Fallot'sche Tetralogie; VSD - Ventrikelseptumdefekt;

13

- Atriumseptumdefekt; AVS - Aortenklappenstenose; BAV - bicuspide Aortenklappe; PS -
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BIH  MAJ HOV  ROB TAT  KAN GM10207 | Patient
FCL LCL - LCL LCL LCL LCL Zellinie
f g b b h b 1 Referenz 1)
del(10) del(10) del(10) del(10) del(10) del(10) t(10;14) | 10p-Aberration
(P13)  (p13) (p13)  (p12) (p13) (p13) (p13;p24)
m w m m m m m Geschlecht
4 2 8/12 410/12 96/12 13/12 3 Untersuchungsalter
DGS-Symptome
- + + - + - Hypoparathyreoidismus
- + + + + + - Hypokalzdmie
+ - - - - Thymus-Hypoplasie
- + + - - + - T-Zelldefekt
RT RT/OM UT RT/GT RT RT - Infektionen 2)
BAV  TOF - AVS - - (VSD) 8) | Herzfehler 3)
andere Symptome
i i i N i prénatale
Wachstumsretardierung
i postnatale
- - - - - - Wachstumsretardierung
N N N N n N i psychomotorlsche
Retardierung
+ + + + + - Muskel-Hypotonie
+ - + - Krampfanfille
HK(r) HK(r),DP(1),VR VR - - HK(1),VR(]) - Nierendefekte 4)
+ + + + - Kryptorchismus
- - - + + - - Hernien
K5 PE K K5 CS2/3 - - Hand-/FuBanomalien 5)
kraniofaziale Symptome
MC MC - AS AS - abnormaler Schidel 6)
+ - - - + Hypertelorismus
- - . . - - + Gaumenspalte
+ + + - - - Schwerhorigkeit
nein  ja ja ja ja ja nein DGS/VCFS-Spektrum

4) DP - dichotomisches Pyelon; HK - hypoplastische Niere; HN - Hydronephrose; VR - vesicoureteraler Reflux;
5) CS2/3 - cutane Syndaktylie der Zehen 2 und 3; FC - Fingerkontrakturen; KS - Klinodaktylie des 5. Fingers;
PE - Pes equinovarus; 6) AS - asymmetrischer Schidel; BC - Brachycephalie; DC - Dolichocephalie; MC -
Mikrocephalie; 7) Patient GM3470 wurde aufgrund zu weniger Daten nicht in das DiGeorge-Syndrom-Spektrum
eingeordnet, gleichwohl ist ein DiGeorge-Syndrom in diesem Patienten nicht auszuschlieBen; 8) GM10207 hat
eine bilaterale Gaumenspalte, ist ansonsten aber gesund; sein Sohn trigt dieselbe Translokation und hat einen
isolierten Ventrikelseptumdefekt.
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2.3. Chemikalien und andere Materialien

Anorganische und organische Grundchemikalien wurden von der Apotheke der LMU

Miinchen, den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) sowie den unten

genannten Firmen bezogen. Weitere Chemikalien und andere Materialien sind im

Methodenteil aufgefiihrt.
Produkt

Acrylamid

Agarose

Agarose LGT

Anti-Avidin

Antibiotika

[0**P]-dCTP (370 MBg/ml, 10 mCi/ml)
Avidin-FITC

Bacto-Agar, -Trypton
Bisacrylamid

Byodine B Transfer Membrane
Colcemid (Kolchizin)

DAPI

Dextransulfat
Desoxyribonukleotidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Ficoll 400

FKS

Giemsa-Farblosung
Glaskugeln

Hefeextrakt

Humane COT-1 DNA

IPTG (dioxanfrei)
Langenstandard 1 kb-Leiter
Léngenstandard V
Rinderserumalbumin (BSA)
Tris

Tween 20

X-Gal

2.4. Puffer und Losungen

Firma

BIO-RAD
Biozym
Biozym
Vektor Laboratories
Sigma
Amersham
Sigma
Serva
BIO-RAD
Pall

Gibco BRL
Sigma
Pharmacia
Pharmacia

Pharmacia

Roche Diagnostics
Merck

Sigma

Serva

Gibco BRL

Roth

Gibco BRL

Roche Diagnostics
Sigma

USB

Sigma

Sigma

Alle Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt und je nach Bedarf autoklaviert

oder sterilfiltriert. Danach wurde der pH-Wert eingestellt. Die Mehrzahl der Losungen und

Puffer sind in den entsprechenden Abschnitten des Methodenteils aufgefiihrt.
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2.4.1. Puffer und Losungsmittel

PCR-Puftfer 10 x:

Probenauftragspuffer 6 x:

SSC 20 x:
TAE 50 x:
TBE 10 x:
TE:

PCIL:

CL

2.4.2. Nahrmedien

LB-Medium:

LB-Agar:
SOC-Medium:

TYM-Medium:

2 x YT-Medium:

500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 15 mM MgCl,, 0,1 %
(w/v) Gelatine.

15 % Ficoll 400, 0,25 % Orange G.

3 M NacCl, 300 mM Natriumcitrat.

2 M Tris, 50 mM EDTA, 57,1 ml Eisessig/l.

900 mM Tris, 900 mM Borsdure, 20 mM EDTA, pH 8,0.

10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5.

Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25 : 24 : 1).

Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1).

10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 1 Aqua
bidest.

1,5 g Bacto-Agar/100 ml LB-Medium.

20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 186 mg KCl, 4
g Glucose, ad 1 1 Aqua bidest.

10 g Bacto-Trypton, 2,5 g Hefeextrakt, 3,0 g NaCl, ad 1 | Aqua
bidest.

16 g Bacto-Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 1 Aqua
bidest.

YPD-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 20 g Hefeextrakt, 20 g Glucose, ad 1 1
Aqua bidest.

YPD-Agar: 1,5 g Bacto-Agar/100 ml YPD-Medium.

2.5. Kits

Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit Applied Biosystems

BioNick VLabeling System Gibco BRL

GeneAmp®XL PCR Kit Applied Biosystems

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
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2.6. Zellkultur

2.6.1. Primire Lymphozyten-Kulturen

Die primdren Lymphozyten-Kulturen dienten der Chromosomenanalyse mittels GTG-

Béanderung und der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH).

Etwa 0,7 ml steriles heparinisiertes Vollblut wurde in einem mit einem Silikonstopfen
verschlossenen 25 ml Erlenmeyerkolben mit 10 ml Kulturmedium A oder B versetzt und bei
37°C kultiviert. Antibiotika wurden nur zugegeben bei Blutproben zweifelhafter Sterilitét.
Diesen Kulturen wurde Penicillin (EK: 10 IE/ml) und Streptomycin (EK: 10 pg/ml) fiir die

gesamte Kulturdauer zugesetzt. Nach 72 h erfolgte die Chromosomenpriparation.
Kulturmedien:

A) RPMI 1640 mit 20 % foetalem Kélberserum (FKS) (v/v), 0,1 ml Phytohdmagglutinin
(PHA) (PHA-M, Wellcome) und 0,1 ml PHA (PHA-HA15, Seromed) pro 10 ml RPMI
1640/20 % FKS.

B) McCoy’s 5A/20 % FKS, 0,1 ml PHA-M und 0,1 ml PHA-HA15 pro 10 ml McCoy’s
5A/20 % FKS.

2.6.2. Lymphoblastoide Zellinien

Die Etablierung von lymphoblastoiden Zellinien erfolgte durch Transformation von
Leukozyten mit Epstein-Barr-Virus (EBV) nach einem modifizierten Protokoll von Neitzel
(Neitzel 1986). Die Leukozyten wurden iiber einen Ficoll-Gradienten (1400 U/min, 30 min)
isoliert, zweimal mit PBS gewaschen, in 1,0 ml Kulturmedium C aufgenommen und mit 1,0
ml EBV-Uberstand versetzt. Der EBV-Uberstand wurde durch Filtration (Millipore 0,45 um)
des Kulturmediums einer mit EBV transformierten Primatenzellinie (B95-8) gewonnen und

bei -70°C aufbewabhrt.

Kulturbedingungen:

Kulturmedium C, 37°C, 5 % CO,, 80 % Luftfeuchtigkeit.

Etwa 1-2 Wochen nach dem Kulturansatz erfolgte in Abhingigkeit vom Zellwachstum die
Zugabe von 1-3 ml Kulturmedium C, danach in Abhdngigkeit vom Zellwachstum eine
wiederholte Zugabe bzw. spiter ein partieller Austausch von Kulturmedium C (w6chentlich

ca. 2 X).
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Asservierung:

Nach Anreicherung (1400 U/min, 10 min) wurden die Zellen bis zu einer Zelldichte von ca. 2
x 10%ml in Kulturmedium C resuspendiert. Nach Zugabe von 1 Vol. Kulturmedium D (4°C)
wurden die Zellen in Kryordhrchen iiberfiihrt, einer Mehrschrittgefrierung unterzogen (60
min/-20°C, langsames Abkiihlen auf -70°C in Styroporbehilter liber ca. 24 h) und in
fliissigem Stickstoff (-196°C) gelagert.

Reaktivierung:

Die Reaktivierung der Zellen erfolgte durch rasches Auftauen bei 37°C, sofortiges Waschen
mit 10 ml PBS (Toxizitit von DMSO) (1400 U/min, 10 min, 4°C) und Resuspension in 5 ml

Kulturmedium C.
Kulturmedien:

C) RPMI 1640/10 % FKS, 200 mM L-Glutamin, 100 mM Natrium-Pyruvat,
Penicillin/Streptomycin (EK: 10 IE/ml/ 10 pg/ml).
D) Kulturmedium C mit 10 % DMSO (Einfriermedium).

2.7. Zytogenetische Methoden

2.7.1. Priaparation von Chromosomen

2.7.1.1. Chromosomenpréiparation aus priméiren Lymphozyten-Kulturen

Vor der Chromosomenpréparation wurden die primdren Lymphozyten-Kulturen fiir 10 min
mit Colcemid (EK: 0,1 pg/ml) versetzt und bei 37°C inkubiert. Die Chromosomenpréparation
erfolgte unmittelbar danach und wurde nach folgender Standardmethode durchgefiihrt
(Dutrillaux und Couturier 1983).

(1) Zellernte: Abtrennen des Kulturmediums durch Zentrifugation der Zellkultur (1000
U/min, 10 min).

(2)  Hypotone Behandlung: Resuspension der Zellen in 6 ml 75 mM KCI, Inkubation fiir
10-12 min bei 37°C, Zentrifugation (800 U/min, 10 min).

(3)  Fixation: Resuspension der Zellen in Fixativ (Ethanol/Essigsaure = 1/3) durch rasches

aber vorsichtiges Pipettieren unter Vermeidung von groBleren Luftblasen,
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Zentrifugation (1000 U/min, 10 min), 2-3 maliges Wiederholen der Fixation, vor
letzter Zentrifugation Inkubation bei 4°C fiir 15 min.

(4) Herstellung der Chromosomenpriparate: Auftropfen der fixierten Suspension
geeigneter Zelldichte auf gekiihlte (4°C), fettfreie mit Aqua dest. beschichtete
Objekttrager; nach Beurteilung der Pridparate im Phasenkontrastmikroskop

gegebenenfalls Einstellung der Zelldichte sowie Variation der Auftropfhohe.

2.7.1.2. Chromosomenpraparation aus lvmphoblastoiden Zellinien

Die o.g. Methode wurde folgendermallen modifiziert (Schuffenhauer 1997):

(1) Zellernte bei einer nicht synchronisierten Zellkultur: 15-20 h nach partiellem
Mediumersatz und 10-30 min Colcemid-Inkubation (EK: 0,1 pg/ml).
(2)  Hypotone Behandlung: 25-30 min, vor Zentrifugation Zugabe von 2-3 Tropfen Fixativ

und vorsichtiges Mischen (Prifixation zur Vermeidung von Zelladhdsionen).

2.7.2. GTG-Karyotypisierung von Chromosomen

Als Routinebdnderungsmethode diente die G-Banderung mit Trypsin und Giemsa-Farbstoff
(GTG) (Seabright 1971). Die Karyotypisierung erfolgte nach den Richtlinien der Association
of Cytogenetic Technologists Task Force zur Chromosomenanalyse (Knutsen et al. 1990).
Mindestens 8 Mitosen mit GTG-Farbung (400-550 BpH) wurden strukturell analysiert und
mindestens ein GTG-Karyogramm erstellt. Wenigstens 5 Mitosen und das Karyogramm

wurden im Computer dokumentiert.

2.8. Molekularzytogenetische Methoden

2.8.1. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Es wurde im wesentlichen dem Protokoll der Chromosomen-in situ-Suppressions-

Hybridisierung nach Lichter et al. (Lichter et al. 1988) gefolgt.

2.8.1.1. Vorbereitung der Priparate

Als Priparate dienten Objekttriger mit frisch aufgetropften Chromosomensuspensionen,
hochstens 2 Wochen alte Préparate (Lagerung bei 4°C) oder dltere Priparate, die bei -70°C

gelagert wurden.
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Vor der Hybridisierung wurden die Préparate in 2 x SSC inkubiert (37°C, 30 min),
anschliefend in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert (70 %, 90 %, 100 % Ethanol,

jeweils 3 min) und an der Luft getrocknet.

2.8.1.2. Vorbereitung der Sonden

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wurde mit zwei Arten genomischer Klone als Sonden
durchgefiihrt, kiinstlichen Hefechromosomen (YACs) und von P1 abstammenden kiinstlichen
bakteriellen Chromosomen (PACs). Die Markierung erfolgte mit Biotin-14-dATP iiber eine
Nicktranslation. Aliquots der Nicktranslationen wurden zur Kontrolle der Produktgréfen
(optimale GroBe 200-500 bp) auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen. Pro Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung wurde der halbe Nicktranslations-Ansatz (0,5 ug DNA) (Inter-Alu-PCR
Produkte, PAC-DNA) bzw. der gesamte Nicktranslations-Ansatz (1 pg DNA) (gesamte Hefe-
DNA-Priparationen) mit humaner COT-1"™-DNA (10 pg) und SS-DNA (20 png) alkoholisch
gefillt.

2.8.1.2.1. Markierung von YAC-Klonen

Die Markierung der DNA wurde mit dem BioNick “Labeling-System (Gibco BRL)
durchgefiihrt. Es wurde sowohl DNA aus der Hefe-DNA-Préparation direkt eingesetzt, als
auch rein humane DNA, die mittels Inter-Alu-PCR aus Hefe-DNA-Priparationen gewonnen

wurde. Das Herstellerprotokoll wurde dabei folgendermallen modifiziert:

(a) Fiir Inter-Alu-PCR Produkte: Der Nicktranslations-Ansatz wurde 30 min bei 16°C
inkubiert.
(b) Fiir gesamte Hefe-DNA-Pridparationen: Dem Nicktranslations-Ansatz wurde

zusitzlich DNasel zugegeben (EK: 0,2 U/ul) und die Reaktionszeit auf 2 h verléngert.
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2.8.1.2.2. Markierung von PAC-Klonen

Die Markierung der DNA wurde mit dem BioNick'“Labeling-System (Gibco BRL)
durchgefiihrt. Folgende Modifikationen zum Herstellerprotokoll wurden eingefiihrt: Dem
Nicktranslations-Ansatz wurde zusétzlich DNasel zugegeben (EK: 0,003 U/ul) und die

Reaktionszeit auf 2 h verldngert.

2.8.1.3. Hvybridisierungs-, Wasch- und Farbebedingungen

Denaturierung: Der mit COT-1"™-DNA und SS-DNA gefillte Nicktranslations-Ansatz wurde

in 5 ul deionisiertem Formamid und 5 pl Hybridisierungsmix gelost, die DNA denaturiert

(75°C, 5 min) und anschlieend priassoziiert (37°C, 20 min).

Die Chromosomenpréparate wurden in einer Denaturierungslésung inkubiert (70°C, 2,5 min),
sofort danach iiber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydratisiert (70 %, 90 %, 100 %

Ethanol, 0°C, je 2 min) und an der Luft getrocknet.

Hybridisierung: Die DNA-Sonde wurde auf das entsprechende Hybridisierungsfeld des

Priparats getropft und mit einem Deckglas (18 x 18 mm) abgedeckt. Die Rénder des
Deckglases wurden mit einem Gummiklebstoff (Fixogum, Marabuwerke GmbH & Co.,

Tamm) abgedichtet und das Préparat in einer feuchten Kammer inkubiert (37°C, 1-3 d).

Waschen: Nach Entfernen des Deckglases wurden folgende Waschschritte durchlaufen: 3 x
Waschlosung 1 (45°C, 5 min), 3 x 0,1 x SSC (60°C, 5 min) und 1 x 4 x SSC/0,2 % Tween 20
(37°C, 1 min). Dann wurden die Priparate mit 1 ml der Blockingldsung in einer feuchten
Kammer inkubiert (37°C, 20 min) und anschlieBend mit 4 x SSC/0,2 % Tween 20 gewaschen
(37°C, 1 min).

Farbung: Gefarbt wurden die Préparate mit FITC-Avidin und wenn nétig anschlieBend zur
Verstarkung des Signals mit Anti-Avidin gefolgt von FITC-Avidin. Die Inkubation mit den
FITC-Avidin- und Anti-Avidin-Losungen (jeweils 100 pl) fand in einer feuchten Kammer
statt (37°C, 45 min), und die Préparate wurden nach der Inkubation 3 x mit 4 x SSC/0,2 %
Tween 20 gewaschen (37°C, 3 min). Gegengefarbt wurden die Chromosomen mit DAPL
Nach zweimaligem Waschen mit Aqua dest. (RT, 1 min) wurden die Préparate mit einer

DABCO-Losung eingedeckelt.

Losungen:
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Hybridisierungsmix: 20 % Dextransulfat/4 x SSC, pH 7,0.

Denaturierungslosung: 70 % Formamid/30 % 2 x SSC, pH 7,0.

Waschlosung 1: 50 % Formamid/50 % 2 x SSC, pH 7,0.

Blockingldsung: 5% BSA/4 x SSC, pH 7,0.

FITC-Avidin-Losung: (Sigma), 1 : 200-Verdiinnung in 4 x SSC/0,2 % Tween 20.

Anti-Avidin-Losung: (Vektor Laboratories), 1 : 200-Verdiinnung in 4 x SSC/0,2 %
Tween 20..

DAPI-Losung: 0,025 % DAPI/Aqua dest.

DABCO-Losung: 1,8 M DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]oktan) in 90 %

Glycerin, 10 % 0,2 M Tris-HCI (pH 8,0).

2.8.1.4. Auswertung

Die Auswertung und Dokumentation erfolgte am Mikroskop Axiophot (Carl Zeiss, Frankfurt)
in Kombination mit einer CCD-Farbkamera und der Software MacProbe v4.0 (psi Scientific
Systems). Zum Ausschlul von Mikrodeletionen 10p wurden mindestens 20 Mitosen mit
Signalen auf beiden Chromosomen 10 ausgewertet. Fiir die Bestimmung einer Deletion auf
Chromosom 10p wurden mindestens 20 Mitosen mit Signalen nur auf dem intakten
Chromosom 10 ausgewertet. Sonden, die Deletionsbruchpunkte {iberdecken, wurden aufgrund

unterschiedlicher Signalintensitdten zwischen intaktem und deletiertem Chromosom ermittelt.

2.9. Molekulargenetische Methoden

Die Mehrheit der hier in Kurzform dargestellten molekulargenetischen Methoden sind

detailliert in Sambrook et al. (Sambrook et al. 1989) beschrieben.

2.9.1. DNA-Isolierung

2.9.1.1. Praparation von DNA aus Lymphozyten

Die DNA-Préparation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Miller (Miller et al.
1988). 5-10 ml EDTA-Blut wurden mit 40-45 ml kaltem Lysis-Puffer gemischt, 15 min auf
Eis unter mehrmaligem Durchmischen inkubiert und zentrifugiert (1500 U/min, 10 min, 7°C).
Das Pellet wurde in 40-50 ml Lysis-Puffer resuspendiert, 15 min auf Eis gestellt und
zentrifugiert. Das die kernhaltigen Zellen enthaltende Pellet wurde in 5 ml SE-Puffer
aufgenommen, mit 25 pl Pronase E (10 mg/ml) und 250 pl SDS (20 %) versetzt und iiber
Nacht bei 37°C oder 24-48 h bei RT inkubiert. Bei der DNA-Isolierung aus lymphoblastoiden
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Zellen wurde das aus der Kultur gewonnene Zellpellet ohne Inkubation mit Lysis-Puffer

direkt proteolytisch behandelt.

Die Proteinféllung erfolgte durch Zugabe von 2-3 ml 5 M NaCl, intensives Vortexen und
Zentrifugation (2500 U/min, 15 min, RT). Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues
Rohrchen gegossen und ggf. nochmals zentrifugiert (2500 U/min, 15 min, RT). Durch Zugabe
von 2 Vol. Ethanol (100 %, -20°C) erfolgte die DNA-Féllung. Die DNA wurde in 70 %igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 300-1000 pl TE-Puffer tiber Nacht unter stdndigem
Mischen geldst. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der UV-
Absorption bei 260 nm (1 ODygp = 50 pg DNA/ml).

Puffer:

Lysis-Puffer: 155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7.4.
SE-Puffer: 75 mM NaCl, 25 mM Na,EDTA, pH 8,0.

2.9.1.2. Praparation von DNA aus Hefen

Bei beiden beschriebenen Préiparationsprotokollen wird die DNA der transfizierten
kiinstlichen Hefechromosomen (Y ACs) zusammen mit der genomischen Hefe-DNA isoliert.
Eine Abtrennung der YACs von den Hefechromosomen ist mit diesen Methoden nicht

moglich.

2.9.1.2.1. Schnellaufschluf von Hefen

10 ml einer angeimpften YPD-Kultur wurden in den Inkubationsschiittler gestellt (30°C, 48
h). Die Zellen wurden abzentrifugiert (2000 U/min, 5 min), in 500 pl Aqua bidest.
resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl {iberfiihrt und nochmals kurz in einer
Tischzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet wurde mit 200 pl
GDIS-Losung, 200 ul PCI-Losung und 0,35 g Glaskugeln versetzt und 2 min kréftig
gevortext. Nach Zugabe von 200 ul Aqua bidest., Mischen und Zentrifugation (15000 U/min,
4 min) wurde der Uberstand in 2 neue 1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und in jedes RNase
A (EK: 50 ng/ul) zupipettiert. Die RNase A-Behandlung fand bei 37°C statt und dauerte 10
min. Danach wurde die DNA ethanolisch gefillt und in 50 pl TE-Puffer gelost.

Losungen:

GDIS-L6sung: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM Na;EDTA, 2 % Triton X-100,
1 % SDS.
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2.9.1.2.2. Aufschlufl von Hefen mit Lyticase

Diese Methode wurde fiir die Préparation groBerer Mengen DNA bevorzugt.

100 ml einer angeimpften YPD-Kultur wurden in den Inkubationsschiittler gestellt (30°C, 48
h) und zentrifugiert. Das Sediment wurde in 5 ml AufschluBlosung 1 resuspendiert, mit
Lyticase versetzt (EK: 40 pg/ml) und inkubiert (37°C, 1 h). Nach Zentrifugation (1500
U/min, 10 min, RT) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 5 ml AufschluBldsung 2
resuspendiert und inkubiert (65°C, 10 min). Die Suspension wurde auf RT abgekiihlt und mit
1 Vol. Ethanol (100 %) versetzt. Nach der Zentrifugation (2000 U/min, 10 min, RT) wurde
der Uberstand abgenommen, das Pellet getrocknet und in 2 ml TE-Puffer geldst. Es folgte
eine RNase A-Behandlung (EK: 50 ng/ul, 37°C, 30 min) und eine Proteinase K-Behandlung
(EK: 50 ng/ul, 65°C, 1 h) und anschlieBend eine Extraktion mit PCI gefolgt von einer
Extraktion mit CI. Die DNA wurde ethanolisch gefillt und in 500 pl TE-Puffer gelost.

Losungen:

AufschluBlosung 1: 0,9 M Sorbitol, 20 mM Na,EDTA, 14 mM [-Mercaptoethanol.
AufschluBBlésung 2: 4,5 M Guanidiniumhydrochlorid, 0,15 M NaCl, 0,1 M Na,EDTA, 0,05

% N-Lauroylsarkosin.

2.9.1.3. Priparation von extrachromosomaler DNA aus E. coli

2.9.1.3.1. Priparation von Plasmid-DNA

Alle Plasmid-Priparationen wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.9.1.3.1.1. Priaparation von PAC-DNA

Wurden grofle Mengen an PAC-DNA benétigt, insbesondere fiir FISH-Sonden, wurde eine
Maxiprdparation durchgefilhrt. In allen anderen Fillen (DNA fir PCR oder

Restriktionsspaltungen) wurde die DNA nach dem Mikropraparationsprotokoll isoliert.

(a) Maxipréaparation: Es wurde nach der Methode von Birnboim und Doley (Birnboim und

Doly 1979) vorgegangen. 200 ml LB-Medium versetzt mit Kanamycin (EK: 20 pg/ml)
wurden mit dem Bakterienklon angeimpft und im Inkubator geschiittelt (37°C, 16 h).
Nach Zentrifugation (3000 U/min, 15 min, 4°C) wurde der Uberstand verworfen, das

Bakteriensediment in 8 ml AufschluBBlésung 1 (0°C) resuspendiert und mit 16 ml
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(b)

AufschluBBlosung 2 versetzt. Es wurde vorsichtig gemischt und die Suspension auf Eis
5 min inkubiert. AnschlieBend wurde sofort AufschluBlosung 3 (0°C) zugegeben,
wieder vorsichtig gemischt und der Ansatz 10 min auf Eis gestellt. Der wélrige
Uberstand wurde durch Zentrifugation (3000 U/min, 15 min, 4°C) isoliert und die
DNA durch Zugabe von 0,6 Vol. Isopropanol mit anschlieBender Zentrifugation (3500
U/min, 5 min) gefallt und in 70 %igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 800 pl
TE-Puffer gelost und mit RNase A behandelt (EK: 50 ng/ul, 37°C, 30 min). Es folgten
Extraktionsschritte mit PCI und CI und zum Schlu} eine ethanolische Fillung. Die

DNA wurde in 500 ul TE-Puffer gelost.

Losungen:

AufschluBl6sung 1: 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCL, 10 mM Na,EDTA, pH 8,0.
AufschluBlosung 2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS.
AufschluBlésung 3: 3 M Kaliumacetat, pH 5,0 (Eisessig).

Mikropridparation: Es wurde nach einem modifizierten Protokoll von Marra et al.

(Marra et al. 1997) vorgegangen. Eine 1,2 ml 2 x YT Kultur versetzt mit Kanamycin
(EK: 20 pg/ml) in einem 2 ml Reaktionsgefdl wurde mit der Bakterienkultur
angeimpft und in den Inkubationsschiittler gestellt (37°C, 24 h). Die Bakterienkulturen
wurden zentrifugiert (7000 U/min, 15 min), der Uberstand abgegossen und das
Zellsediment in 50 ul GET-Puffer (0°C) durch kriftiges Vortexen resuspendiert. Nach
Zugabe weiterer 150 ul GET-Puffer wurden 200 pl AufschluBlosung 2 zupipettiert,
vorsichtig gemischt und die Reaktion mit 200 pl AufschluBlosung 3 (0°C)
neutralisiert. Der Ansatz stand 10 min auf Eis bevor er zentrifugiert wurde (15000
U/min, 15 min). Der Uberstand wurde iiber nichtsterile Gaze in ein neues
Reaktionsgefal (1,5 ml), das bereits mit 600 pl Isopropanol gefiillt war, gegossen.
Nach Inkubation (RT, 15 min) wurde zentrifugiert (15000 U/min, 15 min), das Pellet
mit 200 pl 80 %igem Ethanol gewaschen und nochmals zentrifugiert (15000 U/min,
15 min). Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 30 pul TE-Puffer gel6st (37°C, 30 min).

Losungen:

GET-Puffer: 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCIL, 10 mM Na,EDTA, 0,12
mg/ml RNase A, pH 8,0.
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2.9.1.4. Praparation von DNA-Blockchen

Fiir die Auftrennung sehr groBer DNA-Fragmente mittels einer Wechselfeldgelelektrophorese
(PFGE) wurde DNA in Agaroseblockchen prépariert.

2.9.1.4.1. Priparation von DNA-Blockchen aus Lymphozyten

5-10 ml EDTA-Blut wurden mit 40-45 ml kaltem Lysis-Puffer gemischt, 15 min auf Eis
inkubiert, durchmischt und zentrifugiert (1000 U/min, 10 min, 7°C). Das Pellet wurde in 30
ml Lysis-Puffer resuspendiert, wieder 15 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert und in 10 ml
PBS aufgenommen. Die Zellkonzentration wurde bestimmt (Neubauer-Zdhlkammer), die
Zellen abzentrifugiert und in soviel PBS aufgenommen, dal3 eine Endkonzentration von 3 x
10" Zellen/ml vorlag. Die Zellsuspension wurde 1:2 mit geschmolzener 2 %iger LGT-
Agarose (50°C) vermischt und in die auf Eis vorgekiihlten Blockchen-Formen pipettiert. Die
festen Blockchen wurden in 25 ml NDS-Puffer {iberfiihrt und nach Zugabe von Pronase E
(EK: 1 mg/ml) im Wasserbad inkubiert (50°C, 16 h). Dies wurde einmal wiederholt und die
Blockchen anschlieend noch 4 x kurz in NDS-Puffer gewaschen. In diesem Puffer wurden

die Blockchen bei 4°C gelagert.
Puffer:

Lysis-Puffer: 155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7.4.
NDS-Puffer: 0,5 M Na;EDTA, 10 mM Tris-HCI, 35 mM N-Lauroylsarkosin, pH 9,5.

2.9.1.4.2. Priparation von DNA-Blockchen aus Hefen

Eine 50 ml Hefekultur, die sich noch nicht in der stationidren Phase befindet, wurde
zentrifugiert (1500 U/min, 10 min), das Zellsediment in 10 ml 50 mM EDTA (pH 8,0)
gewaschen, zentrifugiert (1500 U/min, 10 min) und in 1 ml AufschluBlésung 4 resuspendiert.
Der AufschluBlosung 4 war zuvor Lyticase zugegeben worden (EK: 0,5 mg/ml). Die
Zellsuspension wurde mit 1,25 ml geschmolzener Fixierungslosung (50°C) vermischt und in
die auf Eis vorgekiihlten Blockchen-Formen pipettiert. Die Blockchen wurden in 25 ml
AufschluBlosung 5, der Lyticase zugegeben war (EK: 0,5 mg/ml), iiberfiihrt und unter
gelegentlichem Schiitteln inkubiert (37°C, 2 h). Die Losung wurde durch 25 ml LIDS-Puffer
ersetzt und die Blockchen darin wieder inkubiert (37°C, 1 h). Der LIDS-Puffer wurde
gewechselt und die fixierten Hefezellen im Brutschrank vollstindig lysiert (37°C, 16 h). Nach
erneutem Austausch des LIDS-Puffers wurden die Blockchen bei RT in diesem Puffer

gelagert.
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Losungen:

AufschluBBlésung 4: 1 M Sorbitol, 20 mM EDTA, 14 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,5.
AufschluBBlésung 5: 1 M Sorbitol, 20 mM EDTA, 14 mM B-Mercaptoethanol, 10 mM Tris-

HCI, pH 7.5.
Fixierungslosung: 1,5 % LGT-Agarose, 1 M Sorbitol, 20 mM EDTA, pH 7,5.
LIDS-Puffer: 1 % Lithiumdodecylsulfat, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0.

2.9.2. Gelelektrophoresen

2.9.2.1. Horizontale Agarosegelelektrophorese zum Auftrennen von DNA

PCR-Produkte, Plasmide und Fragmente aus Restriktionsspaltungen wurden in einer
horizontalen = Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Folgende Bedingungen wurden
angewandt: 0,8-2,0 %ige Agarosegele, Geldicke 6-8 mm, 1 x TBE-Puffer, 2-5 Volt/cm
Elektrodenabstand. Den Gelen wurde Ethidiumbromid zugesetzt (EK: 200 ng/ml). Die DNA-

Detektion erfolgte unter einem UV-Transilluminator bei einer Wellenldnge von 300 nm.

Genomische DNA, die mit Restriktionsendonukleasen gespalten worden war, wurde unter
folgenden Bedingungen aufgetrennt: 0,8 %ige Agarosegele, Geldicke 6-8 mm, 1 x Loening-
Puffer, 1-1,5 Volt/cm Elektrodenabstand. Die Detektion erfolgte mit Ethidiumbromid (s.o.).

Zur Etablierung eines Contigs aus PAC-Klonen mit Hilfe eines Fingerprinting-Verfahrens
wurde PAC-DNA in einem Volumen von 10 pl mit HindIII gespalten. Es wurde nach einem
modifizierten Protokoll von Marra et al. vorgegangen (Marra et al. 1997). Die
Spaltungsreaktion wurde mit 1,75 pl Gelauftragspuffer versetzt und 6 pl dieses Ansatzes
unter folgenden Bedingungen aufgetrennt: Elektrophoresekammer Horizon 20e25 (Gibco
BRL), Kamm Model H1/H4 Delrin Comb 30 Tooth, 1 MM (Gibco BRL), 1 %iges
Agarosegel, Geldicke 3-4 mm, 1 x TAE-Puffer (8 1), Zirkulation des Puffers mittels Pumpe,
Kiihlung 14°C, 70 Volt, 15 h. In jede fiinfte Spur wurden 2,5 pl des Lingenstandards
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Vistra Green (Amersham-Pharmacia). Das Gel wurde
samt Gelschlitten in einer Wanne mit 1 x TAE-Puffer, dem Vistra Green zugesetzt war (0,15
pl/ml 1 x TAE-Puffer), 45 min unter sanftem Schiitteln gefdrbt. AnschlieBend wurde die
DNA im Fluorlmager SI (Molecular Dynamics) detektiert und dokumentiert.
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2.9.2.2. Wechselfeldgelelektrophorese (PFGE)

Ein 1,5 %iges Agarosegel in 0,5 x TAE-Puffer wurde auf einem seitlich abgedichteten
Glasteller gegossen. Die in 0,5 x TAE-Puffer equilibrierten DNA-Blockchen wurden in die
Geltaschen eingesetzt und mit 0,5 %iger LGT-Agarose (50°C) iberschichtet. Als
Langenstandard diente DNA der Hefe Saccharomyces cerevisiae, die analog zu den DNA-
Blockchen prépariert wurde. Das PFGE-Geridt (T. Meitinger, Abt. Medizinische Genetik,
Eigenbau) faBit etwa 5,51 0,5 x TAE-Puffer, welcher iiber eine angeschlossene Kiihlapparatur
auf 15°C vorgekiihlt wurde. AnschlieBend wurde der Glasteller mit dem beladenen
Agarosegel in dem Elektrophoresegerdt plaziert und die Laufbedingungen (Spannung,
Umschaltzeit und Laufzeit) entsprechend der gewiinschten Auftrennung festgelegt (Tabelle
3). Zur Detektion wurde das Gel 45 min in 0,5 x TAE-Puffer, dem Ethidiumbromid (EK: 200
ng/ml) zugegeben worden war, gefarbt und unter einem UV-Transilluminator bei 300 nm

dokumentiert.

Tabelle 3:  Laufbedingungen der Wechselfeldgelelektrophorese (PFGE).

Auftrennung Spannung Umschaltzeit Laufzeit
[kb] V] [s] [h]
100-500 140 30 30
200-1000 130 60 40
800-2000 90 240 40

2.9.2.3. Polyacrylamidgelelektrophorese zur DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden auf einem ABI PRISM™-System 377 (Applied
Biosystems) nach den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen detektiert. Die gefillte und
getrocknete Sequenzreaktion wurde in 3 pl Sequenzauftragspuffer gelost. 1,5 pl davon
wurden auf das vertikale denaturierende Polyacrylamidgel (5 % Acrylamid/Bisacrylamid
29:1, Geldicke 0,2 mm, 7 M Harnstoff, 1 x TBE-Puffer) aufgetragen. Die Laufzeit betrug bei
einer Leistung von 48 Watt 9 h. Die Sequenzrohdaten wurden mit dem Programm Sequencing
Analysis  (Applied Biosystems) erfallt, analysiert und als Kurvendiagramm

(Elektropherogramm) ausgedruckt.

Losungen:

Sequenzauftragspuffer: 80 % Formamid, 20 % 25 mM EDTA (pH 8.,0).
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2.9.2.4. Polyacrylamidgelelektrophorese zur Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte auf dem ABI PRISM™-System 377 (Applied Biosystems)
entsprechend den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen. Die gefillten und getrockneten
PCR-Produkte wurden in 2,8 ul Sequenzauftragspuffer gelost. 1,8 pl davon wurden auf das
vertikale denaturierende Polyacrylamidgel (4,5 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, Geldicke 0,2
mm, 6 M Harnstoff, 1 x TBE-Puffer) aufgetragen. Die Laufzeit betrug bei einer Spannung
von 2700 Volt 3 h. Die Rohdaten wurden von dem Programm Gene Scan'™ Analysis
(Applied Biosystems) erfalt und in FragmentgroBen umgerechnet. Die Daten wurden am

Computer analysiert und zur Dokumentation ausgedruckt.

2.9.3. Ubertragung von DNA auf Nylonmembranen

2.9.3.1. Ubertragung von DNA in Agarosegelen auf Nylonmembranen (Southern-

Blot)
Die im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde depuriniert (0,25 M HCI, 10 min) und

anschliefend im Denaturierungspuffer denaturiert (2 x 20 min). Dann wurde das Agarosegel
auf eine Blotwanne gelegt und die DNA {iber Kapillarkrifte mit 0,4 M NaOH auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Byodine B Transfer Membrane, Pall) iibertragen. Die Blotzeit war
abhingig von der GroBe der DNA-Fragmente: PCR-Produkte 30 min, genomische
Restriktionsfragmente 5 h und DNA in Wechselfeldgelen iiber Nacht. Nach dem Blotten
wurde die Nylonmembran in Postblot-Waschpuffer (10 min) und in 2 x SSC (10 min)

neutralisiert und auf einem Filterpapier getrocknet.
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Losungen:
Denaturierungspuffer: 1,5 M NaOH, 0,5 M NaCl.
Postblot-Waschpuffer: 0,2 M Tris-HCI, 2 x SSC, pH 7,5.

2.9.3.2. Ubertragung von E. coli Fliissigkulturen auf Nylonmembranen (Dot-Blot)

Der Vorteil von Dot-Blots liegt darin, dal sehr viele Klone ohne den Aufwand eines
Southern-Blots ~ (DNA-Priparation,  Restriktionsspaltung, = Agarosegel) auf eine
Nylonmembran iibertragen werden konnen. Die Bakterien werden auf der Membran mit
Natronlauge lysiert und die DNA damit fiir Hybridisierungssonden zugénglich gemacht. Mit
spezifischen Sonden ist es dann moglich, diese Filter zu hybridisieren und positive Klone zu

1dentifizieren.

Eine mit LB (600 pl) und Kanamycin (EK: 20pg/ml) gefiillte Mikrotiterplatte wurde mit E.
coli-Klonen, die mit PACs transformiert waren, angeimpft und in den Inkubationsschiittler
gestellt (37°C/ 16 h). Mit einer Mehrkanalpipette wurden jeweils 5 pl einer Kultur auf die
Nylonmembran {ibertragen. Die Membran wurde auf ein mit 0,5 M NaOH getranktes
Filterpapier gelegt (4 min), was die Bakterienzellen lysierte und die DNA denaturierte. Zur
Neutralisation wurde die Membran in 1 M Tris-HCI pH 7,2 (4 min), in Postblot-Waschpuffer
(10 min) und in 2 x SSC (10 min) gewaschen. Abschliefend wurde die Nylonmembran auf

einem Filterpapier getrocknet.

Losungen:

Postblot-Waschpuffer: 0,2 M Tris-HCI, 2 x SSC, pH 7,5.

2.9.4. Radioaktive Hybridisierung von Southern-Blots, Northern-Blots und
Dot-Blots

2.9.4.1. Vorbereitung der Sonden

DNA-Fragmente grofer als 150 bp wurden mit der Methode der Primerverlangerung (random
priming) modifiziert nach Feinberg und Vogelstein (Feinberg und Vogelstein 1983)
radioaktiv markiert. 20 ng DNA wurden mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 32 pl gebracht
und denaturiert (95°C, 10 min). Das Reaktionsgefdll wurde sofort auf Eis abgekiihlt. Nach
Zugabe von 10 pl OLB-C, 2 ul BSA (10 mg/ml), Klenow-Fragment (1 U) und 1-3 pl [o**P]-
dCTP (0,5-1,5 MBq) wurde inkubiert (37°C, 30 min). Die Markierungsreaktion wurde durch
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Zugabe von 100 pul TES-Puffer (bei Sonden, die nicht praassoziiert werden muflten) bzw. 50
pul TES-Puffer (bei Sonden, die priassoziiert werden mufiten) gestoppt und die markierte
Sonde mit einer Sephadex-G50-Saule von freien Nukleotiden getrennt (2000 U/min, 10 min).
Sonden, die keiner Prdassoziierung bedurften, wurden anschlieBend denaturiert (95°C, 10
min) und bis zur Zugabe in die Hybridisierungsrohre auf Eis gestellt. Sonden mit repetitiven
DNA-Sequenzen muflten priassoziiert werden. Vor der Denaturierung wurden 60 pl 20 x
SSC und 100 pl Plazenta-DNA (10 mg/ml) zugegeben. Nach der Denaturierung (95°C, 10
min) wurde das Reaktionsgefa3 sofort auf 65°C gestellt und bei dieser Temperatur mindestens

1 h inkubiert. Die Sonde wurde direkt von 65°C in die Hybridisierungsrohre pipettiert.

Losungen:

OLB-C (Oligo-labeling-Puffer): Gemisch aus Losungen A, B und C im Verhéltnis 1:2,5:1,5.
Losung 0: 1,25 M Tris-HCI, 125 mM MgCl,, pH 8,0.
Losung A: I ml Losung 0, 18 pl B-Mercaptoethanol, je 5 ul 0,1 M dATP, dGTP,
dTTP.
Losung B: 2 M Hepes-Medium, pH 6,6.
Losung C: Zufallsprimer (5°-pd(N)s-Oligonukleotide, Amersham-Pharmacia) in
TE-Puffer gelost; EK: 90 AyqoU/ml.
TES-Puffer: 20 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 0,25 % SDS, 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau, pH 7,5.

2.9.4.2. Hybridisierungs-, Wasch- und Detektionsbedingungen

Die Nylonmembranen (Southern-Blots, Northern-Blots und Dot-Blots) wurden in 2 x SSC-
Puffer (RT, 10 min) gewaschen, in eine mit 10 ml Prahyb-Mix gefiillte Hybridisierungsréhre
gerollt und in einem Hybridisierungsofen unter stindigem Rotieren prahybridisiert (65°C, 2
h). Danach wurde der Prahyb-Mix gegen 10 ml Hyb-Mix getauscht, 100 ul denaturierte SS-
DNA (10 mg/ml) zugegeben und die radioaktiv markierte DNA-Sonde zupipettiert. Die

Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 65°C in einem Hybridisierungsofen.

Die Waschbedingungen richteten sich nach der Hybridisierungseffizienz. Die Anderung der
Signalintensitit bei den verschiedenen Waschschritten wurde mit einem Geigerzédhler
verfolgt. StandardmifBig wurden die Nylonmembranen kurz in 2 x SSC-Puffer gespiilt. Es
schlossen sich Waschschritte in den Waschlosungen 1-3 bei Temperaturen von 20°C-65°C an,
wobei die Stringenz von Waschlosung 1 nach Waschlosung 3 zunahm. Die Dauer der

Waschschritte variierte zwischen 5 min und 1 h.
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Die Autoradiographie erfolgte mit Fuji RX-Filmen und CAWO SE6 Verstirkerfolien bei -

70°C. Die Expositionszeit variierte von wenigen Minuten bis zu zwei Wochen.

Losungen:

Prahyb-Mix: 1,5 x SSPE, 1 % SDS, 0,5 % Magermilchpulver.

Hyb-Mix: 1,5 x SSPE, 1 % SDS, 0,5 % Magermilchpulver, 10 % Dextransulfat.
20 x SSPE: 3,6 M NaCl, 0,2 M Na,HPOy4, 20 mM EDTA, pH 7,4.

Waschlosung 1: 2,0x SSC, 0,1 % SDS.

Waschlosung 2: 0,5 x SSC, 0,1 % SDS.

Waschlosung 3: 0,1 x SSC, 0,1 % SDS.

2.9.5. RNA-in situ-Hybridisierung

Die RNA-in situ-Hybridisierungen wurden wihrend eines Aufenthaltes im Labor von Prof.

M. Vekemans (Hopital Necker Enfants Malades, Paris) durchgefiihrt.

2.9.5.1. Vorbereitung der Hybridisierungssonde

2.9.5.1.1. Linearisierung des Plasmids

Die Sonde war in den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert worden. Vor der In-vitro-
Transkription mullte der Vektor linearisiert werden. Je 10 pg des Plasmids wurden mit Ncol
bzw. Pstl gespalten. Die beiden Reaktionen wurden mit Phenol/ Chloroform extrahiert und
die DNA mit Alkohol (2,5 Vol.) und Natriumacetat (3M, 1/10 Vol.) gefillt (-80°C, 30 min).
Die Ansdtze wurden zentrifugiert, die Pellets mit 70 %igem Alkohol gewaschen und
nochmals zentrifugiert. Die Pellets wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in TE

aufgenommen (Endkonzentration der linearisierten Plasmide 200 ng/pl).

2.9.5.1.2. Markierung der Sonde

Die Sonde wurde durch In-vitro-Transkription mit *>S-UTP in zwei Parallelreaktionen
markiert. Zu je 4 pl des linearisierten Plasmids wurden 4pl Puffer, 3 pl **S-UTP (1250
Ci/mM), 1 ul NTP-Mix (10 mM), 2 ul DTT (0,1 mM), 1 pl Rnasine (36 U/ul, Promega) und
1,5 ul T7-RNA-Polymerase (Life Technologies) zugegeben. In der parallelen Markierung
wurde statt T7-RNA-Polymerase 2 pl SP6-RNA-Polymerase zugegeben. Der Ansatz wurde
bei 37°C zwei Stunden inkubiert, wobei nach einer Stunde noch einmal 1,5 ul T7-RNA-
Polymerase oder 2 pul SP6-RNA-Polymerase zugegeben wurden. Die Ansétze wurden mit je 1
ul RNase freier DNase (20 U) versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden 3 pl
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Hefe-tRNA (10 mg/ml) zugegeben. Die Sonden sollten eine Linge von weniger als 0,1 kb
besitzen, daher mufiten sie hydrolysiert werden. Zu den Reaktionen wurden 50 pl der
alkalischen Losung A zugegeben. Nach der Inkubation (60°C, 30 min) wurde durch Zugabe
von 50 pl Losung B der pH-Wert neutralisiert. Es schloB sich eine Passage durch eine
Sephadex G50-Sdule an. Die Sdule wurde mit 1 ml Equilibrierungspuffer, mit 50 pl Hefe-
tRNA (10 mg/ml) und nochmals mit 0,5 ml Equilibrierungspuffer vorbehandelt. Anschlieend
wurde der gesamte Transkriptionsansatz auf die Sédule pipettiert und mit 0,5 ml
Equilibrierungspuffer eluiert. Es wurden je acht Fraktionen aufgefangen. Die radioaktive
Aktivitdt wurde in einem Szintillationszdhler fiir jede Fraktion bestimmt. Die Fraktionen mit
der hochsten Aktivitdt wurden alkoholisch gefdllt und in 20 pl DTT (0,2 M) aufgenommen.
Es schloB sich erneut eine Aktivitatspriifung im Szintillationszdhler an. Die so vorbereiteten

Sonden wurden bei -20°C gelagert.

Losungen und Puffer:

Losung A: 10 mM DTT, 80 mM NaHCOs3, 120 mM Na,COs.
Losung B: 200 mM Natriumacetat, 10 mM DTT, 1/100 Vol. Eisessig.
Equilibrierungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 0,1 % SDS, 10 mM

DTT (kurz vor Gebrauch zugeben).

2.9.5.2. In-situ-Hybridisierung von humanen Embryvoschnitten

2.9.5.2.1. Prihybridisierung der Priiparate

Bei den Préparaten handelte es sich um Paraffinschnitte humaner Embryos, die auf
Glasobjekttriager aufgetragen waren. Der erste Vorbereitungsschritt fiir die Hybridisierung
war das Entfernen des Paraffins. Dafiir wurden die Préparate in Xylen gewaschen (3 x 10
min), in Ethanol (100 %, 3 min) iiberfiihrt und durch eine absteigende Alkoholreihe gefiihrt
(Ethanol 100 %, 95 %, 85 %, 70 %, 50 %, 30 %, je 3 min). Zur Fixierung wurden die
Priparate durch folgende vier Losungen geleitet: NaCl (0,85 %, 5 min), 1 x PBS (5 min),
Perfluoressigsdure (4 %, 20 min, 0°C) und 1 x PBS (2 X 5 min). Es schlo sich eine
Proteinase K-Behandlung an. Die Praparate wurden 8 min in Puffer PK inkubiert, mit 1 x PBS
gewaschen (5 min), wiederum mit Perfluoressigsdure (4 %, 5 min, 0°C) behandelt und sofort
in Wasser tiberfiihrt. Anschlieend wurde acetyliert (200 ml Wasser + 2,8 ml Triethanolamin
+ 0,5 ml Acetanhydrid, 10 min) und mit 1 x PBS und NaCl (0,85 %) je 5 min gewaschen. Die
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Priaparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert (EtOH 30 %, 50 %, 70
%, 85 %, 95 % je 3 min, 100 % 8 min) und an der Luft getrocknet.

Puffer:
Puffer PK: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM EDTA (pH 8,0), 20 ug/ml Proteinase K.

2.9.5.2.2. Hybridisierung der Priparate

Pro Priparat wurden 15 pl der Sonde bendtigt, wobei eine Gesamtaktivitidt von 750000 cpm
erreicht werden sollte. Die berechnete Menge an Sonde wurde mit dem Hybridisierungspuffer
auf ein Endvolumen von 15 ul eingestellt. Der Ansatz wurde 2 min bei 80°C denaturiert, gut
gemischt und auf den Embryoschnitt pipettiert. Mit einem Deckglédschen (22 mm x 22 mm)
wurde das Priparat abgedeckt und in einer mit Formamid geséttigten feuchten Kammer iiber
Nacht bei 50°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Priparate in Losung 1 (50°C, 30
min), in Losung 2 (65°C, 20 min) und zwei mal in der 1 x Waschlésung gewaschen (37°C, 30
min). Es schlof} sich ein RNase A-Verdau an (RNase A-Endkonzentration: 20 pg/ml in 1 x
Waschlosung, 37°C, 30 min), um die nicht gebundene Sonde zu entfernen. Dann wurden die
Préaparate in 1 x Waschlosung (37°C, 5 min), 2 x SSC (37°C, 15 min) und 0,1 x SSC (37°C,
15 min) gewaschen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert (EtOH 30 %, 50 %, 70
%, 85 %, 95 % je 3 min, 100 % 8 min) und an der Luft getrocknet.

Puffer:

Hybridisierungspuffer: 50 % Formamid, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 5
mM EDTA, 10 % Dextransulfat, 1 % Dehnhardt, 10 mM
Natriumdihydrogenphosphat, 0,5 mg/ml Hefe-tRNA.

Losung 1: 5x SSC, 10 mM DTT.

Losung 2: 2 x SSC, 10 mM DTT, 50 % Formamid.

10 x Waschldsung: 4 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM EDTA.

2.9.5.2.3. Auswertung der Hybridisierung

Die Priparate wurden in eine Filmkassette gelegt und mit Klebeband fixiert. Dann wurde ein
Rontgenfilm aufgelegt. Nach einer Exposition von drei Tagen wurde der Film entwickelt. Aus
der Intensitdt der Signale auf dem Film konnte die Expositionsdauer der Priparate mit einer
photosensitiven Emulsion abgeschédtzt werden. In einer Dunkelkammer wurde die
photosensitive Emulsion Kodak NTB-2 auf 45°C erwédrmt und die Pridparate anschlieend in

die Emulsion getaucht. Die Praparate wurden 3 h getrocknet und dann bei 4°C im Dunkeln 2-
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4 Wochen gelagert. Nach dieser Zeit schloB sich die Entwicklung der photosensitiven
Emulsion an. Zum SchluB3 wurden die Praparate mit Toluidinblau gegengefarbt, dehydratisiert
und mit Eukitt eingeschlossen. Die Auswertung der Hybridisierungen erfolgte unter dem

Lichtmikroskop. Fiir die Dokumentation wurden mit einer CCD-Kamera Fotos aufgenommen.

2.9.6. Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

2.9.6.1. Standard-PCR

Die DNA-Amplifikation mit Hilfe der PCR erfolgte meist nach der Standardmethode von
Saiki (Saiki et al. 1988). Fiir die Mehrheit der Reaktionen galten folgende Bedingungen: 1 x
PCR-Puffer, 0,2 M dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Oligonukleotid-Primer-EK: 0,4 uM,
Taqg-Polymerase-EK: 0,005 U/ul, DNA-EK: 2—4 ng/ul. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl
oder 50 pl, und die Reaktion fand in 0,5 ml ReaktionsgefdBlen statt. Das PCR-Programm
umfafite in der Regel 35 identische Zyklen, wobei die wichtigen PCR-Variablen (Primer-
Anlagerungstemperatur, Primer-Anlagerungszeit, DNA-Synthesezeit) flir jedes Primer-Paar
optimiert wurden. Sollten die PCR-Produkte sequenziert oder kloniert werden, wurden sie mit
dem QIAquick Spin PCR Purification Kit (QIAGEN) nach dem Protokoll des Herstellers

gereinigt.

2.9.6.2. PCR-Analyse polymorpher Mikrosatelliten

Die Mikrosatellitenanalyse erfolgte am ABI PRISM™-System 377 (Applied Biosystems).
Der Standard-PCR wurden 0,3 pl eines fluoreszenzmarkierten Desoxynukleotids (Genescan-
500-TAMRA, -R6G, -R110, Applied Biosystems) zugegeben, die PCR-Amplifikate
ethanolisch gefdllt und in 10 pl Aqua bidest. gelost. 0,1 — 1,0 ul davon wurden zusammen mit
0,3 pl eines Langenstandards (Genescan-500 size standard, Applied Biosystems) in einem

Vakuumkonzentrator getrocknet und in 2,8 ul Sequenzauftragspuffer gelost.

2.9.6.3. Inter-Alu-PCR

Die Inter-Alu-PCR wurde durchgefiihrt, um aus Hefe-DNA-Prédparationen spezifisch die in
der YAC-DNA klonierten humanen DNA-Sequenzen zu amplifizieren. Diese PCR-
Amplifikate wurden bei FISH-Analysen als Sonden eingesetzt.

Die Inter-Alu-PCR wurde analog zur oben dargestellten Standard-PCR durchgefiihrt, jedoch
in einem doppelt so grolen Ansatz mit einem Volumen von 100 ul. Folgende vier

Oligonukleotid-Primer wurden benutzt:
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CL1 (Lengauer et al. 1994): 5-TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA G-3°

CL2 (Lengauer et al. 1994): 5’-CTG CAC TCC AGC CTG GG-3’

PDJ34 (Breukel et al. 1990): 5-TGA GCT ATG ATT ATA CCT CTG CAC TCC
AGC CTG GG-37

Sall (Kwiatkowski et al. 1993): 5-AAG AGT GAG CCA CCG CAC CCA GCC-3".

Die Primer wurden einzeln (CL1, CL2, Sall, PDJ34) oder als Kombination (CL1+CL2,
Sall+PDJ34) in der Inter-Alu-PCR eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit folgendem
PCR-Programm: Anfangsdenaturierung 94°C/5 min; 35 Zyklen 94°C/1 min, 55°C/1 min,
72°C/10 min; Auffiillreaktion 72°C/10 min. Die sechs PCR-Ansdtze wurden vereinigt, die
DNA ethanolisch gefdllt und in 100 pl Aqua bidest. gelost. Nach einer
Konzentrationsbestimmung (1/10 Volumen wurde auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen)

wurde 1 pg DNA mit Nicktranslation fluoreszenzmarkiert.

2.9.6.4. Alu-Vektor-PCR

Die Alu-Vektor-PCR kam bei der Klonierung von PAC-Randfragmenten zum Einsatz. In
einer Standard-PCR mit PAC-DNA als DNA-Matrize wurden folgende Primerpaare
eingesetzt: CL1+T7, CL1+SP6, CL2+T7 und CL2+SP6, wobei CL1 und CL2 Alu-Primer und
T7 und SP6 PAC-Vektorprimer sind. Die Amplifikation erfolgte mit nachfolgendem
Programm: Anfangsdenaturierung 94°C/5 min; 35 Zyklen 94°C/1 min, 50°C/1 min, 72°C/4
min; Auffiillreaktion 72°C/5min. Unter diesen Bedingungen wurden sowohl Inter-Alu-PCR-
Amplifikate erhalten, als auch Alu-Vektor-Amplifikate. Ein Vergleich des Agarosegel-
Bandenmusters der Alu-Vektor-PCR mit der entsprechenden Inter-Alu-PCR (PCR nur mit
CL1 bzw. CL2 als Primer) ermdglichte es, die fiir die Alu-Vektor-PCR spezifischen Banden
zu identifizieren. Bei diesen Banden handelte es sich um potentielle PAC-Randfragmente, die
aus dem Gel préparativ isoliert und direkt sequenziert, bzw. isoliert, in den pGEM-T-Vektor

(Promega) kloniert und sequenziert wurden.

2.9.6.5. DOP-Vektor-PCR

Als Alternative zu der Alu-Vektor-PCR kam bei der Klonierung von PAC-Randfragmenten
die DOP-Vektor-PCR zum Einsatz. Thr Vorteil liegt darin, dal man auch dann Randfragmente
erhilt, wenn die klonierte humane DNA keine Alu-Sequenzen nahe der PAC-Vektor-
Klonierungsstelle besitzt. Es wurde nach dem modiizierten Protokoll von Wu et al. (Wu et al.
1996) vorgegangen. Die so erhaltenen PCR-Fragmente wurden prédparativ aus einem

Agarosegel isoliert, in den pGEM-T-Vektor (Promega) kloniert und sequenziert. Meist schlof3
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sich eine weitere PCR mit den Primerkombinationen DOP-Primer + T7 bzw. DOP-Primer +
SP6 und dem isolierten Fragment als DNA-Matrize an, um die Vektorsequenzen im Fragment
zu minimieren (die Primer bei Wu et al. waren so gelegt, dal noch 70 nt bzw. 80 nt
Vektorsequenz im Amplifikat verblieben, was eine Hybridisierung auf PAC-Filter unmoglich
machte). Das damit erhaltene PCR-Amplifikat enthielt nur wenige Nukleotide des PAC-
Vektors, so daf3 es direkt zur Hybridisierung einer PAC-Bibliothek eingesetzt werden konnte.

2.9.6.6. Amplifizierung der 5'-Bereiche von Genen: 5'-RACE-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurden cDNA-Klone (ESTs) kartiert, deren Position in
Datenbanken bereits grob angegeben waren. Da die kartierten EST-Klone ausschlieBlich aus
cDNA-Bibliotheken stammten, die mit Hilfe von poly-T-Primern konstruiert wurden, fehlten
ihnen die 5'-Bereiche. Deren Klonierung sollte durch 5'-RACE-PCR erfolgen. Es wurden
folgende Marathon Ready™ cDNA-Bibliotheken (CLONTECH) eingesetzt: Human Brain
(Cat.# 7400-1), Human Fetal Brain (Cat.# 7402-1), Human Fetus (Cat.# 7438-1), Human
Heart (Cat.# 7404-1) und Human Retina (Cat.# 7449-1). Die PCR-Reaktion wurde geméal3 den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei als Polymerase der Advantage cDNA
Polymerase Mix (CLONTEC) zum Einsatz kam. Es wurde grundsitzlich eine verschachtelte
(nested) PCR durchgefiihrt. PCR-Amplifikate wurden aus einem Agarosegel priparativ
isoliert, in den pGEM-T-Vektor (Promega) kloniert und sequenziert.

2.9.6.7. Amplifizierung srofler DNA-Stiicke

DNA-Stiicke groBer als 3 kb wurden mit Hilfe des GeneAmp®XL PCR Kits (Applied
Biosystems) amplifiziert. Die Reaktion wurde gemidfl den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Dabei kam folgendes PCR-Programm zur Anwendung: Anfangsdenaturierung

94°C/1 min; 25 Zyklen 94°C/30 s, 68°C/7 min; Auffiillreaktion 72°C/15 min.

2.9.7. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977) unter
Verwendung des Big Dye'™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Applied
Biosystems). Die Sequenzen wurden auf dem ABI PRISM'™-System 377 (Applied

Biosystems) analysiert.

2.9.7.1. Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Amplifikaten

Etwa 2 pg Plasmid-DNA oder 100 ng sauberes PCR-Produkt wurden pro Sequenzreaktion

eingesetzt. Zusétzlich wurden 2 pl Premix und 20 pmol Primer pro Reaktion benétigt. Der
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Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf 10 ul Gesamtvolumen gebracht und in die PCR-Maschine
gestellt. Das PCR-Programm umfafite folgende 25 identischen Zyklen: 96°C/30 s; 50°C/15 s;
60°C/4 min. Die Sequenzreaktion wurde anschlieBend ethanolisch bei RT gefillt, mit 70
%igem Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in einem Vakuumkonzentrator

getrocknet.

2.9.7.1.1. Sequenzierung von PAC-Klonen

Die Sequenzierung von PAC-Klonen verlief analog zur Sequenzierung von Plasmiden, wobei

3-5 ug DNA eingesetzt wurden. Als Primer dienten die PAC-Vektorprimer T7 und SP6.

2.9.8. Weitere molekulargenetische Methoden

2.9.8.1. Spaltung von DN A mit Restriktionsendonukleasen

2.9.8.1.1. Restriktionsspaltung von DNA in Losung

1-5 pg DNA (genomische DNA, PAC-DNA, Plasmide, PCR-Produkte) wurden mit der
entsprechenden Restriktionsendonuklease (1-5 U) und dem dazugehdrigen Puffer versetzt und
bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur inkubiert (1-16 h). Doppelspaltungen mit
unterschiedlichen Enzympuffern wurden schrittweise durchgefithrt. Das Enzym mit
geringerem Salzbedarf wurde zuerst eingesetzt. Die Bedingungen fiir das Enzym mit hoherem
Salzbedarf wurden nach erfolgtem ersten Verdau durch Zugabe der entsprechenden Menge an

NaCl optimiert.

2.9.8.1.2. Restriktionsspaltung von DNA-Blockchen

Vor der Restriktionsspaltung wurden die Blockchen in TE gewaschen (flinfmaliger Wechsel
des TE, iiber 24 h verteilt), um Reste des Lagerpuffers NDS bzw. LIDS zu entfernen. Die
Blockchen wurden in 1 x Enzympuffer equilibriert (30 min, 0°C), der Puffer abgenommen
und gegen 150 pl Inkubationspuffer getauscht. Nach zehnminiitiger Inkubation bei RT
wurden 20 U des Restriktionsenzyms zugegeben und der Ansatz bei der optimalen
Temperatur 2 h inkubiert. Danach folgte eine weitere Zugabe von 20 U des
Restriktionsenzyms. Die Gesamtreaktionszeit betrug 4 h. Die Blockchen wurden vor dem

Einsetzen in das Wechselfeldgel 15 min in 0,5 x TAE-Puffer equilibriert.

Puffer:
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Inkubationspuffer: 700 pl Aqua bidest., 100 ul Gelatine (1 mg/ml), 100 ul Spermidin (30
mM), 100 pl 10 x Enzympuffer, 1 ul DTT (1 M).

2.9.8.2. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

2.9.8.2.1. Isolierung von PCR-Banden und Restriktionsfragmenten

Einzelne PCR-Banden oder Restriktionsfragmente wurden iiber einem UV-Transilluminator
mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe
des QIAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN) aus dem Agarosegel extrahiert und mit 30 pl
Elutionspuffer (QIAGEN) von der Saule eluiert.

2.9.8.2.2. Isolierung von YAC-Klonen aus Wechselfeldgelen

Die Bande eines YAC-Klons wurde iiber einem UV-Transilluminator aus dem
Wechselfeldgel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde in mehrere
kleinere Stiicke zerteilt und in eine Kammer der Elektroelutionsapparatur (T. Meitinger, Abt.
Medizinische Genetik, Eigenbau) gegeben. Die Kammern waren mit Dialyseschlduchen
abgedichtet. Die Apparatur wurde mit 0,5 x TBE gefiillt und die DNA durch Anlegen eines
elektrischen Feldes in die zweite Kammer elektroeluiert (25 V, 16 h). Die elektroeluierte
DNA wurde mit einer Pipette in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt, ethanolisch gefallt und

in 20 ul TE wieder aufgenommen.

2.9.8.3. Klonierung von PCR-Produkten

Vor der Klonierung wurden die PCR-Produkte entweder mit Hilfe des QIAquick PCR
Purification Kits (QIAGEN) von iiberschiissigen Primern und Nukleotiden befreit, oder aber
es wurden PCR-Banden aus einem Agarosegel mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits
(QIAGEN) isoliert. Die so erhaltenen Produkte wurden nach dem Protokoll des Herstellers in
den pGEM-T-Vektor (Promega) ligiert.

2.9.8.4. Transformation kompetenter Bakterien

100 pul kompetenter Bakterien (XL-1 Blue, bei —70°C gelagert) wurden 5 min auf Eis
aufgetaut. Dann wurde der gesamte Ligierungsansatz (pGEM-T-Vektorsystem, Promega)
zupipettiert und das Gemisch 20 min auf Eis gestellt. Es folgte der Hitzeschock (42°C, 45 s),
eine Inkubation auf Eis (2 min) und anschlieend die Zugabe von 950 pl SOC-Mediums. Die
Bakterien wurden in den Inkubationsschiittler gestellt (37°C, 90 min), abzentrifugiert (4000

U/min, 10 min), das Medium abgenommen und in 100 pl frischem SOC-Medium
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resuspendiert. Das gesamte Volumen wurde auf eine LB/Amp/IPTG/X-Gal-Agarplatte

ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C kultiviert.

Losungen:

LB/Amp/IPTG/X-Gal-Agarplatte: 25 ml LB-Agar, 50 pul Ampicillin (50 mg/ml), 25 pl X-
Gal (40 mg/ml), 1,0 ul IPTG (1 M).

2.9.8.5. Herstellung kompetenter Bakterien

Die Bakterienzellen (XL-1 Blue) wurden in 2 ml TYM-Medium, dem MgCl, zugesetzt war
(EK: 10 mM), iiber Nacht bei 37°C angezogen. Am nichsten Morgen wurden die Bakterien
so 1 : 200 verdiinnt, dall ein Gesamtvolumen von 100 ml resultierte. Die Kultur wurde in den
Inkubationsschiittler gestellt und so lange geschiittelt, bis eine ODssy von 0,9 erreicht war
(etwa 3 h). Das Wachstum wurde gestoppt (0°C, 10 min) und die Bakterien zentrifugiert
(3000 U/min, 10 min, 4°C). Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt,
wobei sowohl die Losungen als auch die Zentrifuge vorgekiihlt wurden. Das
Bakteriensediment wurde in 15 ml Tfb-I-Losung resuspendiert, zentrifugiert (3000 U/min, 10
min, 4°C) und in 4 ml Tfb-II-Losung aufgenommen. Die kompetenten Bakterienzellen

wurden in vorgekiihlte 1,5 ml ReaktionsgefiBe zu je 100 ul aliquotiert und bei -70°C

aufbewahrt.

Losungen:

Ttb-I-Losung: 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 100 mM KCI, 50 mM MnCl,, 15
% Glycerin.

Ttb-1I-Losung: 10 mM Na-MOPS (pH 7,0), 75 mM CaCl,, 10 mM KCI, 15 %
Glycerin.
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3. Ergebnisse

3.1. Deletionskartierungen bei Monosomie 10p-Patienten

Insgesamt wurden 16 Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p und ein Patient mit einer
balancierten Translokation t(10p;14q) untersucht (s. Tabelle 2, Kapitel 2.1.). Die
Deletionskartierung wurde mit Hilfe polymorpher Marker und FISH durchgefiihrt. Als
Sonden dienten YAC-, PAC- und BAC-Klone, die aus verschiedenen genomischen

Bibliotheken identifiziert bzw. aus veroffentlichten Karten ausgewéhlt wurden.

3.1.1. Isolierung und Charakterisierung von Chromosom 10-YAC-Klonen

YAC-Klone wurden iiber PCR aus der CEPH-Mega-Y AC-Bibliothek (Research Genetics)
oder iiber Hybridisierung aus der ICRFy900-Y AC-Bibliothek (Zehetner und Lehrach 1994)
isoliert. Fiir die PCRs wurden aus der genetischen CEPH-Karte (Cohen et al. 1993) sechs
Marker aus der chromosomalen Region 10p12-10pter ausgewihlt. Mit fiinf Markern wurden
12 CEPH-MEGA-YAC-Klone identifiziert, mit einem Marker wurde kein Klon gefunden.
Zur Isolierung eines 10p terminalen Klons wurde das Gen der Theta-Untereinheit der
Proteinkinase C (PKCO), welches auf Chromosom 10p15 kartiert worden war (Erdel et al.
1995), als Sonde zum Durchsuchen der ICRFy900-Y AC-Bibliothek verwendet. Ein YAC-
Klon wurde isoliert. Von allen YAC-Klonen wurde DNA pripariert und mittels PCR das

Vorhandensein der Marker auf den Klonen kontrolliert.

Die Identifizierung von weiteren YAC-Klonen wurde durch die Verdffentlichung
genomischer Karten wesentlich vereinfacht (Chumakov et al. 1995; Dib et al. 1996), da die
Klone direkt aus den Karten iibernommen werden konnten. Aus diesen Karten wurden weitere
23 10p-YAC-Klone ausgewihlt. Als Kontrollsonden zur Identifizierung der Chromosomen 10
in FISH-Experimenten dienten zwei YAC-Klone vom langen Arm des Chromosoms 10

(937A6, 821D2).

Vor der Deletionskartierung wurden alle 38 YAC-Klone in einem FISH-Experiment auf
normale ménnliche Metaphasechromosomenpriparationen hybridisiert. 18 (50 %) der Klone
zeigten ein spezifisches Signal auf 10p. Drei Klone (8 %) zeigten kein Signal auf 10p und bei
15 Klonen (42 %) wurden neben den Signalen auf 10p noch =zusétzliche
Kreuzhybridisierungssignale auf anderen Chromosomen beobachtet. Ausgehend von diesen
Ergebnissen wurden 20 YAC-Klone fiir die Deletionskartierung bei Monosomie 10p-
Patienten ausgewihlt (Tabelle 4).
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Tabelle 4:  YAC-Klone von Chromosom 10p.

YAC-Klon Marker Ge‘net}sche Selektionsmethode | FISH-Signale
Lokalisation (¢cM)

959H8 D10S594 2 Karte 10p, 7p13/14

ICRFy900G0588 | PKCO k.D. Hybridisierung 10p, 15qter

809F9 D10S591 12 Karte 10p, 8q

876F3 D10S189 17 PCR 10p

877B11 D10S189 17 PCR 9,15,20

908C1 D10S189 17 PCR 10p, 8p11/12

627A4 D10S226 26 Karte 10p

918H11 D10S547 28 Karte 10p

747H7 D10S547 28 Karte 10p

747THS D10S547 28 Karte 10p, 14q31/32

773C3 D10S585 29 PCR 10p

765A4 D10S585 29 PCR 10p, 5

916D6 WI-8819 k.D. Karte 10p, 2pter, 13, 21

749D7 D10S1705 32 Karte 10p, 15p, 20p, 22p

815C2 D10S570 32 PCR 10p, S5qter

808A2 D10S223 32 Karte 10p

635F1 D10S223 32 Karte 10p

950B12 D10S223 32 Karte 10p

855D10 DI10S191 36 Karte 10p

780F11 D10S191 36 PCR 10p

958G9 D10S191 36 PCR 10p, 12

902H2 D10S191 36 PCR 10p, 1,3

959G10 D10S191 36 Karte 10p

958C9 D10S191 36 Karte 10p

927H1 D10S1653 39 Karte 4, 12q

817E11 D10S548 43 Karte 10p

696F5 D10S203 45 Karte 10p, 2pter

764G1 D10S203 45 Karte 10p

807B3 D10S563 47 Karte 10p

934E11 D10S563 47 Karte 10p

805E6 D10S1747 47 Karte 10p

761H2 D10S197 51 PCR 10p, 59, 6p, 13q

769B9 D10S197 51 PCR 10p

875B4 D10S197 51 PCR 6p22-24, 15q14/21

716A9 WI-8545 k.D. Karte 10p, 49

748E1 WI-8819 k.D. Karte 10p, 6q, 7q, 16p, 22p

937A6 D10S209 151 Karte 10q

821D2 D10S541 114 Karte 10q

YAC-Klone, mit denen 10p-Aberrationspatienten charakterisiert wurden, sind fett dargestellt. Die YAC-Klone
sind entsprechend ihrer Lokalisation vom Telomer (oben) zum Zentromer (unten) angeordnet. Fiir jeden YAC-
Klon ist nur ein korrespondierender Marker angegeben. Die Daten fiir die Marker und die genetischen
Lokalisationen sind der Whitehead-Karte entnommen (Dib et al. 1996). Das FISH-Hybridisierungssignal auf 10p
ist immer als erstes angegeben. Ist bei mehreren Hybridisierungssignalen pro YAC-Klon eines besonders stark,
ist es unterstrichen (Hauptsignal). Die YAC-Klone 937A6 und 821D2 kartieren auf 10q (Kontrollsonden). k.D. -
keine Daten.

3.1.2. Isolierung und Charakterisierung von Chromosom 10-PAC- und

BAC-Klonen

Im Rahmen der Etablierung von PAC-Contigs iiber die definierten Haploinsuffizienzregionen

wurden aus den RPCI1,3-5-PAC-Bibliotheken (Ioannou und de Jong 1996) mittels PCR und
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Hybridisierung etwa 300 PAC-Klone isoliert und charakterisiert (s. 3.2.). 31 PAC-Klone
dienten als FISH-Sonden zur Deletionskartierung (Abb. 3). Zusétzlich wurden fiir eine
Bruchpunktkartierung aus der Contig-Karte des Sanger Centre (http://www.sanger.ac.uk) fiinf
BAC-Klone ausgewéhlt (Tabelle 5).

Tabelle 5: PAC/BAC-Klone fiir Deletionskartierungen.

PLO2, PLO4, PL13, PL14, PL16, PL23, PL24, PL29, PL31, PL36, PL48, PL49,
PAC-Klone |PL52, PL61, PL64, PL69, PL81, PL100, PL113, PL121, PL135, PL143,
PL178, PL196, PL200, PL232, PL239, PL242, PL264, PL271, PL276

BAC-Klone |bA120C13,bA48A13,bA138118, bA401F24, bA348GS8

Bei den Namen der PAC-Klone handelt es sich um Laborbezeichnungen, die korrekten Namen der Klone
konnen der PAC-Konversionstabelle im Anhang IV entnommen werden. Die BAC-Klone entsprechen der
Nomenklatur des Sanger Centre.

3.1.3. Charakterisierung von 10p-Deletionen mit YAC-Klonen, PAC/BAC-

Klonen und polymorphen Markern

In der Literatur sind etwa 50 Patienten mit partieller Monosomie 10p beschrieben worden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde bei 16 solcher Patienten eine Deletionskartierung durchgefiihrt.
Bei allen Patienten wurde eine Mikrodeletion 22ql1 durch FISH mit dem Cosmid N25
(Oncor) ausgeschlossen. Alle Deletionen waren lichtmikroskopisch sichtbar und hatten somit
eine GroBe von mehreren Megabasen. Zehn der 16 Monosomie 10p-Patienten hatten eine
terminale Deletion (LEM, GM6936, BIH, MAJ, HOV, ROB, KAN, TAT, WON, WAB), vier
eine interstitielle Deletion (MAR, MEG, AMS, GM3470). Zwei Patienten hatten eine
unbalancierte Translokation (PEN, PEQ). Aulerdem wurde ein Patient mit einer reziproken
Translokation t(10p;14q) in die Untersuchung mit einbezogen (GM10207). Zur
Feinkartierung der Deletionen wurden einige Patienten auch mit PCR iiber Haplotypanalysen
charakterisiert. Bei sechs Patienten stand DNA der Eltern zur Verfiigung (MAR, AMS, LEM,
MAJ, HOV, WAB). Bei zwei Patienten war nur DNA der Mutter vorhanden (ROB, KAN).
Bei allen anderen 10p-Aberrationspatienten stand keine Eltern-DNA zur Verfligung. Aus
dieser Gruppe wurden dennoch vier Patienten mit polymorphen Markern untersucht (MEG,
GM6936, TAT, PEN), wobei bei Anwesenheit von zwei Allelen in dem betreffenden
Patienten eine Deletion des Markers ausgeschlossen werden konnte. War ein Marker in diesen

vier Patienten homozygot, konnte keine Aussage beziiglich einer Deletion gemacht werden.

parentaler Ursprung der Deletionen:

Der parentale Ursprung der Deletion konnte bei sechs Patienten bestimmt werden. Vier

Patienten zeigten eine de novo Deletion des viterlichen Chromosoms (MAR, LEM, HOV,
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Abbildung 3: Deletionskartierung durch FISH mit PAC-und YAC-Sonden.

Es sind beispielhaft fiir die Deletionskartierung mittels FISH vier Hybridisierungen gezeigt. Die
Metaphasechromosomen sind mit DAPI gegengeférbt. Die Hybridisierungssonden sind mit FITC markiert und
die Signale als griine Punkte auf dem kurzen Arm von Chromosom 10 sichtbar.

A: Patient = TAT, Sonde = PAC PL04, Ergebnis = nur ein Signal auf dem normalen Chromosom, kein Signal
auf dem deletierten Chromosom 10p, d.h. TAT ist hemizygot fiir diesen PAC-Klon.

B: Patient = KAN, Sonde = PAC PL14, Ergebnis = nur ein Signal auf dem normalen Chromosom, kein Signal
auf dem deletierten Chromosom 10p, d.h. KAN ist hemizygot fiir diesen PAC-Klon.

C: Patient GM6936, Sonde = YAC 780F11, Ergebnis = Signale auf beiden Chromosomen 10p, d.h. GM6936 ist
dizygot fiir diesen YAC-Klon.
D: Patient = WAB, Sonde = PAC PL16, , Ergebnis = Signale auf beiden Chromosomen 10p, d.h. WAB ist
dizygot fiir diesen PAC-Klon.
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WAB), zwei eine de novo Deletion des miitterlichen Chromosoms (AMS, MAJ). Bei den
beiden Patienten ROB und KAN stand nur miitterliche DNA fiir die Untersuchung zur
Verfiigung. Es wurden 13 (ROB) bzw. 14 (KAN) Marker getestet. Die beiden Patienten

zeigten bei allen Markern ein Allel, welches auch bei der Mutter vorhanden war.

Deletionskartierung — terminale Deletionen:

Die Ergebnisse der 90 FISH-Experimente mit 20 YAC-Sonden bei 15 Patienten und die

Ergebnisse der 110 PCR-Analysen mit 18 polymorphen Markern bei 12 Patienten sind
tabellarisch zusammengefal3t (Tabellen. 6 und 7). Die GroB3e der Deletionen lag zwischen 10
und 48 cM. Die grofiten terminalen Deletionen wurden in den Patienten ROB, KAN und TAT
gefunden. Thre Bruchpunkte kartieren in einem 2 ¢cM groBen Intervall zwischen den Markern
D10S548 (deletiert) und D10S563 (nicht deletiert), was einer Deletionsgrofle von mindestens
48 cM entspricht. Die zweitgroBte Deletion wurde in Patient HOV gefunden (39 cM). Die
Mikrosatellitenanalyse zeigte, dal der Marker D10S191 nicht deletiert ist. Die FISH-Daten
mit YAC-Klon 855D10, der fiir den Marker D10S191 positiv ist, zeigten jedoch kein
Hybridisierungssignal auf dem del(10)-Chromosom. Dies deutet darauf hin, da} der
Bruchpunkt von HOV in unmittelbarer Ndhe distal des Markers D10S191 kartiert. Die
Bruchpunkte der terminalen Deletionen in den vier Patienten LEM, BIH, MAJ und GM6936
wurden innerhalb eines 4 cM-Intervalls zwischen den Markern D10S585 (deletiert) und
D10S223 (nicht deletiert) kartiert, sind jedoch nicht identisch. LEM hat den distalsten
Bruchpunkt mit einer mindestens 31 ¢cM gro3en Deletion. Der Bruchpunkt in Patient WAB
wurde mittels PCR in das 6 cM-Intervall zwischen die Marker D10S1720 (deletiert) und
D10S223 (nicht deletiert) kartiert. Die Deletionskartierung von Patient WON wurde
ausschlieBlich mit PAC-Klonen in FISH-Experimenten durchgefiihrt (s. 3.1.4.) und der
Bruchpunkt in die Nidhe des Markers D10S547 lokalisiert, was einer Deletionsgréf3e von etwa

28 cM entspricht.

Deletionskartierung — interstitielle Deletionen:

Die interstitiellen Deletionen sind in Abbildung 4 so geordnet, dafl die distaleren
Deletionsintervalle iiber den proximaleren angeordnet sind. Patient MAR zeigt die distalste
und groflte interstitielle Deletion. Der distale Bruchpunkt kartiert in dem 4 cM-Intervall
zwischen den Markern D10S552 (nicht deletiert) und D10S189 (deletiert), und der proximale
Bruchpunkt kartiert in dem 1 cM-Intervall zwischen den Markern D10S595 (deletiert) und
DI10S211 (nicht deletiert). Daraus folgt eine DeletionsgroBBe von 31-36 cM. Die interstitielle
Deletion in Patient MEG hat wenigstens eine Gréfle von 17 ¢cM und enthdlt die Marker

D10S585 (distal) und D10S203 (proximal). Der distale Bruchpunkt in Patient AMS kartiert
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zwischen den Markern D10S1720 ( nicht deletiert) und D10S585 (deletiert), der proximale
Bruchpunkt kartiert zwischen den Markern D10S191 (deletiert) und D10S595 (nicht
deletiert). Dies ergibt eine Deletionsgrofle von 8-19 cM. Die proximalste Deletion wurde in
Patient GM3470 gefunden. Der distale Bruchpunkt liegt zwischen den Markern D10S1705
(nicht deletiert) und D10S570 (deletiert). Der proximale Bruchpunkt kartiert innerhalb des
YAC-Klons 805E6 (D10S1747), der auf dem del(10p)-Chromosom ein schwécheres Signal
zeigte als auf dem nicht deletierten Chromosom 10. Damit umfalit die Deletion eine Grof3e

von etwa 15 cM.

Deletionskartierung — Translokationen:

Die unbalancierte Translokation des Patienten PEN fiihrte zu einer partiellen terminalen 10p-
Deletion mit einer GroBe von mindestens 18 ¢cM. Der Bruchpunkt wurde zwischen den
Markern D10S189 (deletiert) und D10S226 (nicht deletiert) kartiert. Patient PEQ hat ebenso
wie PEN aufgrund einer unbalancierten Translokation eine terminale 10p-Deletion. Das
Bruchpunktintervall liegt distal vom YAC-Klon 809F9. Die Deletion in Patient PEQ ist

demnach kleiner als 13 cM.

Der 10p-Bruchpunkt der reziproken Translokation (10p;14q) im Patienten GM10207 kartiert
innerhalb eines 4 cM groflen Intervalls, das durch die Marker D10S552 (der(14)) und
D10S189 (der(10)) begrenzt wird (Abb. 4).
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Tabelle 6:  Charakterisierung von Patienten mit 10p-Aberrationen durch FISH.

Pos. [ YAC MAR | MEG [ AMS [ 3470 | LEM | 6936 | BIH | MAJ [ HOV | ROB | KAN | TAT [ 10207 | PEN [ PEQ
12 [809F9 + + - der(14)| - +
17 |[876F3 - + + - - der(10)| - +
26 [627A4 + - - |der(10)| + +
28 [918H11 + + - - - - - |der(10)| +

28 |[747H7 + + -

29 [773C3 - + - - - - - -

k.D.[916D6 - - - -

32 | 815C2 -

32 | 808A2 - - + + + - - - +

32 |950B12 + + -

32 | 635F1 - -

36 |855D10 + -

36 | 780F11 - - + - - +

43 [817E11}| - - - -

45 | 696F5 - + - -

45 [764G1 - - +

47 [807B3 + + +

47 [934El11 + - + +

47 | 805E6 +/- +

51 |875B4 + + + | der(10)

+ = Signale auf beiden Chromosomen 10, - = Signal nur auf dem nicht-deletierten Chromosom 10, +/- = YAC

iiberdeckt den Bruchpunkt. 3470 - Zellinie GM3470, 6936 - Zellinie GM6936, 10207 - Zellinie GM10207. Pos. -
Position in cM (entnommen der Whitehead-Karte (Dib et al. 1996)), k.D. - keine Daten.
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Tabelle 7:  Charakterisierung von Patienten mit 10p-Aberrationen mit polymorphen

Markern.
Pos. | Marker MAR [AMS |LEM |MAJ HOV | ROB | KAN | MEG | GM3470 | GM6936 [ BlH | PEN
17 |[D10S189 |n.i. pat.del. | mat.del. | pat.del. | 1 Atel | 1 Allel 1 Allel
26 | D10S226 |pat.del.|n.i. n.i. mat.del. 1Allel | 1Allel
k.D. gggg n.del. |pat.del. pat.del. | 1atel | 1anel |2 Alele
k.D. gﬁg% ndel. |ni. pat.del. | 1atel | 1ane |1 Al
k.D. ?SF 41\}/11b 4 n.i. n.i. pat.del. | 1ater | 1anet | 1Al
26 [ D10S1720 ndel.  |ni. pat.del. | 1Allel | 1Al | 2 Allcle
28 | D10S547 n.i. 1Alel | 1 Allel
29 |DI10S585 |n.i. mat.del |n.i. n.i. pat.del. | 1 Allel 1 Allel 1 Allel 1 Allel
k.D.|D10S1216 mat.del. | n.i. pat.del. 1 Allel
k.D. ggg?{ mat.del. | n.del. pat.del. | 1Atlel | 1Alkel 1 Allel 1 Allel
32 | D10S1705 mat.del. [ n.del. | mat.del. | pat.del. ] 1atlel | 1Al 2 Allele 1 Allel 2 Allele
32 |D10S570 |n.i. n.i. mat.del. | pat.del. | 1 Allel | 1 Alll 1 Allel 1 Allel
32 | D10S223 n.i. n.i. 1 Allel 2 Allele
36 | DI0S191 |pat.del. |mat.del. [n.del. [n.del. |n.del. 1 Allel
43 [DI10S548 n.i. n.del. | 1A
45 D10S203 n.i. ni. 1Allel | 1Allel | 1 Allel
45 |[DI10S595 |n.i n.del. n.i. LAllel | 1Allel
51 |D10S197 |n.del. |n.del. n.del. n.i. 2 Allele

Von den Patienten MAR, AMS, LEM, MAJ und HOV stand elterliche DNA zur Verfligung, bei den Patienten
ROB und KAN war nur miitterliche DNA vorhanden und von den Patienten MEG, GM4370, GM6936, BIH und
PEN gab es keine elterliche DNA.

n.i. - Marker ist nicht informativ, mat.del. - maternales Allel im Patienten deletiert, pat.del. - paternales Allel im
Patienten deletiert, n.del. - Marker ist im Patienten nicht deletiert, 1 Allel - Patient ist homozygot fiir den Marker
(keine Aussage iiber Deletion moglich), 2 Allele - Patient ist heterozygot fiir den Marker, Pos. - Position in cM
(entnommen der Whitehead-Karte (Dib et al. 1996)), k.D. - keine Daten.
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Abbildung 4: Bruchpunktkartierung von Patienten mit Chromosom 10p-Aberrationen.

* - Patienten ohne typische DiGeorge-Syndrom-Symptome. GM10207 besitzt eine balancierte Translokation.
Die tibrigen Patienten zeigen ein DiGeorge-Syndrom. Schwarze Balken zeigen nicht deletierte Regionen des
Chromosoms.

3.1.4. Genotyp-Phinotyp-Analyse

Zur Definition einer Haploinsuffizienzregion fiir das DiGeorge-Syndrom auf 10p wurden die
Deletionsbruchpunkte bei 16 Patienten mit einer Monosomie 10p molekulargenetisch kartiert
und damit die jeweiligen Deletionsregionen bestimmt. Die hohe Variabilitidt des Phanotyps
und die verminderte Penetranz des DGS zwingen dazu, daf} fiir die Kartierung einer kritischen
Region nur Patienten herangezogen werden konnen, die von ihrer klinischen Ausprigung in
das DGS-Spektrum fallen. Ein Ausschlu3 von genomischen Regionen anhand von Patienten
mit einer Monosomie 10p ohne Symptome des DGS ist nicht moglich. Unter Beachtung
dieser Voraussetzung sind 11 Patienten fiir die Bestimmung einer kritischen DGS-Region
informativ (LEM, MAJ, HOV, ROB, TAT, KAN, MEG, MAR, WON, WAB, GM6936). Die

kritische DGS-Region ist definiert als kleinstes gemeinsames Deletionsintervall innerhalb
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dieser Patientengruppe (SRO). Die einzelnen Symptome der Patienten konnen der Tabelle 2
(s. 2.1.) entnommen werden. Die Daten bereits veroffentlichter Fille (MEG, MAR, GM6936,
BIH, MAJ, TAT, WAB, GM10207) wurden aus der Literatur entnommen (Cowchock 1989;
Greenberg et al. 1986; Hasegawa et al. 1997; Koenig et al. 1985; Lipson et al. 1996; Obregon
et al. 1992; Schuffenhauer et al. 1995; Shapira et al. 1994a). Alle iibrigen Patienten wurden
im Rahmen dieser Arbeit publiziert (Lichtner et al. 2000; Schuffenhauer et al. 1998).

Der distale Bruchpunkt der interstitiellen Deletion im Patienten MEG definiert die distale
Grenze der kritischen Region. Die proximale Grenze der kritischen DGS-Region wird durch
die terminalen Deletionen der Patienten LEM, WON und WAB bestimmt. Die
Deletionsbruchpunkte dieser vier Patienten kartieren in einem engen Intervall und wurden zur
genauen Lokalisation der kritischen DGS-Region feinkartiert. Dabei wurden FISH-
Experimente mit PAC- bzw. BAC-Sonden durchgefiihrt, um bruchpunktiiberspannende Klone
zu identifizieren. Das Hybridisierungssignal eines solchen Klons zeigt auf dem deletierten
Chromosom 10 ein Signal von deutlich schwicherer Intensitdt als auf dem intakten
Chromosom 10. Bei jedem der vier Patienten MEG, LEM, WON und WAB wurden zwischen
7 und 12 Klone hybridisiert und fir jeden Patienten mindestens ein
bruchpunktiiberspannender Klon identifiziert (Abb. 5). Der Bruchpunkt bei Patient WON
kartiert auf den PAC-Klonen PL196 und PL232, wihrend der Bruchpunkt in Patient MEG auf
den PAC-Klonen PL23, PL24 und PL29 lokalisiert ist. Dies zeigt, daB3 beide Patienten fiir eine
gemeinsame etwa 300 kb grofle Region zwischen den PAC-Klonen PL196 und PL23 dizygot
sind und keine gemeinsam deletierte Region aufweisen. Eine einzige SRO kann somit nicht
definiert werden. Dies weist darauf hin, dafl die Pathogenese des DGS auf 10p komplexer ist
und mehrere Haploinsuffizienzloci, die durch grof3e Intervalle voneinander getrennt sind, zum
DGS-Phénotyp beitragen. Patient WAB wurde urspriinglich als Patient mit HDR-Syndrom
beschrieben (Hasegawa et al. 1997). Dieses Syndrom wurde zum ersten Mal in einer Familie
von Bilous et al. (Bilous et al. 1992) publiziert und beinhaltet einen Hypoparathyreoidismus,
eine sensorineurale Taubheit und Nierenfehlbildungen. Auch Patient WON zeigt einen
Hypoparathyreoidismus bzw. eine Hypokalzdmie, eine sensorineurale Taubheit und eine
Niereninsuffizienz und kann daher in das HDR-Symptomenspektrum eingeordnet werden.
Die fiir das DGS typischen Symptome wie Herzfehler und T-Zelldefekt wurden bei WON
nicht beobachtet. Neben WAB und WON zeigen acht weitere Patienten aus der Studie einen
Hypoparathyreoidismus mit Hypokalzamie (MAR, LEM, GM6936, MAJ, HOV, ROB, TAT,
KAN), drei eine Taubheit (BIH, MAJ, HOV) und sieben einen Nierendefekt (MAR, LEM,

50



Ergebnisse

el

= [ oS <+ 2 N ol la) [ =

< o Ve ~Q o — o <t — >

vy o~ —_— - al O < @ vy o O

W o <t <+ < 175] NN S 0 0 A

= - L = @ = o

a z = 2 2 N zz 8 = z =

| | | | | | | 1 | | | |

pter T 1 1 L — T T cen
—P],196 PL64
— P]232 — PL®Y
g}:%gé PL113 P
2 PL36
— 21y 61 il PLI4
PL100 PLI3
PL135 PL16
— D] ,24 PL29 PL264 LTI
PL2 o4 PL§7(’_ 401F24
bA401F
100 kb ——PL26 ———— bA348G8

I I =M
| I, WVAB
| | MEG
_ WON

Abbildung 5: Kartierung von bruchpunktiiberspannenden PAC/BAC-Klonen.

Ein Ausschnitt des PAC-Contigs ist im oberen Teil der Abbildung dargestellt. Die bruchpunktiiberspannenden
Klone sind durch breite Linien hervorgehoben. Deletierte Chromosomenbereiche sind durch weifle Balken, nicht
deletierte Chromosomenbereiche durch schwarze Balken dargestellt.

GM6936, BIH, MAJ, HOV, KAN). Damit kartiert auf 10p ein Haploinsuffizienzlocus fiir das
HDR-Syndrom (Abb. 6). Die HDR-Region ist distal durch den distalen Bruchpunkt der
interstitiellen Deletion von Patient MAR und proximal durch den Bruchpunkt von Patient
WON definiert. Patient MEG zeigt keine Symptome des HDR-Syndroms, hat aber einen
Herzfehler, ebenso wie sieben weitere Patienten (MAR, GM6936, BIH, MAJ, ROB, WAB).
Dies 146t darauf schlieBen, dal proximal zum distalen Bruchpunkt von Patient MEG eine
zweite Haploinsuffizienzregion kartiert, die mit einem Herzfehler und einem T-Zelldefekt

assoziiert ist (DGCR?2).

Im Ergebnis der Deletionskartierung konnte das mit 10p-Monosomie assoziierte DGS als
contiguous gene syndrome charakterisiert werden, das durch mindestens zwei
Haploinsuffizienzregionen verursacht wird. Einer distalen Region (HDR1), verantwortlich fiir
den Hypoparathyreoidismus, die sensorineurale Taubheit und die Nierenfehlbildungen, und
einer proximalen Region (DGCR?2), verantwortlich fiir den Herzfehler und den T-Zelldefekt
(Abb. 6).
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Abbildung 6: Definition der zwei am DGS-Spektrum beteiligten Haplinsuffizienzregionen.

Die deletierten Chromosomenregionen sind durch weifle Balken, die nicht deletierten Chromosomenregionen
durch schwarze Balken dargestellt. Gestreifte Balken bezeichnen die Regionen, in denen die Bruchpunkte in den
Patienten AMS und MAR Kkartiert wurden. Der Phanotyp der Patienten ist auf der rechten Seite durch Angabe
der entsprechenden Akronyme zu ersehen: C - Herzfehler, A - faziale Dysmorphien, T - T-Zelldefekt, C —
Gaumenspalte (cleft palate), H - Hypoparathyreoidismus, D - sensorineurale Taubheit (deafness), R — renale
Anomalien.

3.1.5. Mikrodeletionsanalysen in der DGCR2 und in der HDR1-Region bei

Patienten mit DiGeorge-Syndrom und HDR-Syndrom

Mit FISH wurden Patienten nach Mikrodeletionen in der DGCR2 durchsucht. Als Sonden
dienten die zwei nichtiiberlappenden PAC-Klone PL04 und PL14, die in der DGCR2
kartieren (Abb. 8, Kapitel 3.2.1.). Fiir die Suche nach Mikrodeletionen standen in Miinchen
22 Patienten zur Verfiigung, bei denen ein DiGeorge-Syndrom diagnostiziert wurde. Bei
diesen Patienten wurden wenigstens zwei der drei Hauptsymptome des DiGeorge-Syndroms
beobachtet: ein konotrunkaler Herzfehler, ein T-Zelldefekt und eine Hypokalzdmie bzw. ein
Hypoparathyreoidismus (Tab. 8). Eine Mikrodeletion 22ql1 war durch FISH mit einer
D22S75-Cosmid-Sonde (Oncor) ausgeschlossen worden. Alle Patienten zeigten mit den PAC-
Klonen auf beiden Chromosomen 10 jeweils gleich starke Hybridisierungssignale. Ein

Hinweis auf eine Deletion 10p wurde in keinem Fall gefunden.
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Tabelle 8:  Klinische Befunde von 22 DGS-Patienten ohne nachweisbare 22q11 Deletion.
Patient Alter Geschlecht Hypokalzimie/ T- angeborener mentale kraniofaziale weitere
(Jahre) Hypoparathyreoidismus | Zelldefekt | Herzfehler | Retardierung | Dysmorphien Merkmale
01 12 w ) 4 + 2u jung + spitz zulaufende
Finger
02 5 m + ) + . . Gaumenspalte,
taub
Velopharyngeale
03 7 W * ) * * " Insuffizienz
Lippen-
04 2 m + + + + + /Gaumenspalte,
Choanalatresie
05 3/12 m + - + Zu jung +
06 3/12 w - + + Zu jung + Choanalatresie
07 4/12 m + + + Zu jung +
08 1 m + - + + + Nierendysplasie
09 1 W + ? + + +
. doppelte Niere
10 5/12 w + + + Zu jung + links
11 1 m + - + + + taub, Mikrostomie
12 6 W + + - + + taub
13 1 m + + + + +
) . polycystische
14 1 m + + Zu jung + Niere
15 3 w i ) + + 4 hoher Gaumen,
taub
16 8 w + - + + +
17 5 W + ? + + + Hydrozephalus
18 3/12 m - + + Zu jung +
19 3 m + ? + + +
0 . .
> ?
20 verstorben w ? + + Zu jung + Thymusaplasie
. CHARGE
21 ! m " i * zujung " Assoziation
. Aplasie der
9 -
22 6/12 ) * * zujung * Nebenschilddriisen
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Zusitzlich wurden in Dresden 120 Patienten untersucht, die mit Verdacht auf DGS zum
Nachweis einer Mikrodeletion 22ql1 eingesandt worden waren. Bei zehn Patienten wurde
eine Mikrodeletion 22q11 nachgewiesen. Eine Mikrodeletion 10p mit dem PAC PL14 wurde
dagegen in keinem der 120 Patienten gefunden (Bartsch et al. 1999). Die beiden PAC-Klone
wurden dariiberhinaus an weitere Labors gesandt, um dort nach Deletionen bei DGS-
Patienten zu suchen. Eine Mikrodeletion 10p wurde bisher aus keinem Labor gemeldet (T.
Haaf, A. Schinzel, C. Buys, K. Zerres, M. Vekemans, M. Sutcliffe, G. Novelli, A. Mavrou, E.
Kjeldsen, miindliche Mitteilungen)

13 Patienten mit HDR-Syndrom wurden mit FISH auf eine Deletion in der HDR1-Region
untersucht. Als Sonde wurde der BAC 49M24 (Research Genetics) (Abb. 17, Kapitel 3.5.2.1.)
eingesetzt, auf dem das fiir das HDR-Syndrom verantwortliche Gen GATA-3 kartiert. In zwei

Patienten wurde eine Mikrodeletion nachgewiesen (s. 3.5.2.2.).

3.2. Etablierung von PAC-Contigs iiber die 10p-
Haploinsuffizienzregionen DGCR2 und HDR1

Uber die beiden Haploinsuffizienzregionen DGCR2 und HDR1 wurden Contigs aus PAC-

Klonen etabliert. Diese Contigs wurden im Rahmen des Humangenomprojekts sequenziert
und dienten damit als Grundlage zur Identifizierung von potentiellen Kandidatengenen.
AuBerdem erfolgte mit Hilfe der PAC-Klone die weitere Feinkartierung von 10p-Deltionen.
Die PAC-Klone wurden aus den Bibliotheken RPCI1,3-5 (Ioannou und de Jong 1996)
identifiziert. Die einzelnen Klone wurden vom Ressourcenzentrum des deutschen
Humangenomprojekts (Zehetner und Lehrach 1994) bzw. vom UK Human Genome Mapping

Project Resource Centre (http://www.hgmp.mrc.ac.uk/) bezogen.

3.2.1. Etablierung eines PAC-Contigs iiber die DGCR2

Die Deletionskartierung von Patienten mit Monosomie 10p und die anschlieBende Genotyp-
Phénotyp-Analyse identifizierte die Haploinsuffizienzregion DGCR2, die fiir die Herzfehler
und T-Zelldefekte bei den Patienten verantwortlich ist. Uber diese Region wurde ein PAC-
Contig etabliert. Als Startpunkt diente die genomische Karte des Whitehead-Instituts
(http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/phys map) zwischen den Markern D10S1720
und IB3080. Diese iiber 3 ¢cM grofle Region beinhaltete 14 Marker. Mit 11 dieser Marker
wurden die PAC-Bibliotheken durchsucht und 39 Klone identifiziert. Fiir jeden Marker wurde
mindestens ein Klon erhalten. Um die PAC-Klone mdglichst genau in die Whitehead-Karte

integrieren zu konnen, wurden sie mit PCR auf das Vorhandensein weiterer Marker getestet.
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AufBlerdem wurden von ausgewihlten PAC-Klonen Restriktionsspaltungen durchgefiihrt, diese
auf einem Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembranen iibertragen (Southern-Blots).
Durch Hybridisierungsexperimente mit diesen Southern-Blots und PAC-Klonen als Sonden
konnten iiberlappende Klone identifiziert werden. Die 39 PAC-Klone wurden in sechs

nichtiiberlappende Contigs angeordnet.

Die fiinf Liicken zwischen den Contigs sollten zundchst mit Hilfe eines PAC-walking-
Ansatzes geschlossen werden. Dafiir mufliten neue Marker generiert werden, mit denen
weitere PAC-Klone identifiziert werden konnten. Als neue Marker dienten PAC-
Randfragmente, die {iiber drei verschiedene Methoden isoliert wurden, der direkten
Sequenzierung der PAC-Klone mit dem T7- bzw. SP6-Vektorprimer, der Alu-Vektor-PCR
(Breukel et al. 1990; Lengauer et al. 1994) und der DOP-Vektor-PCR (Wu et al. 1996). Es
wurden acht Marker iiber die Sequenzierung, 18 Marker {iber Alu-Vektor-PCR und 29 Marker
iiber DOP-Vektor-PCR generiert. In die Sequenzen wurden PCR-Primer gelegt. Die PCR-
Produkte dienten als Hybridisierungssonden, mit denen die PAC-Bibliotheken hybridisiert
wurden. Die mit Hilfe der beiden PCR-Methoden gewonnenen Marker wurden meist ohne
Sequenzierung direkt zum Durchsuchen der PAC-Bibliotheken eingesetzt. Mit insgesamt 13
neuen Markern wurden 59 weitere PAC-Klone identifiziert, die iiber PCR, Dot-Blot-
Hybridisierungen und Southern-Blot-Analysen in die bestehenden Contigs integriert wurden.
Mit diesen PAC-Klonen konnten die schon vorhandenen Contigs verldngert werden. Zudem
konnten zwei vorher noch getrennte PAC-Contigs zu einem Contig verbunden werden. Vier

Liicken zwischen den Contigs blieben erhalten.

Fiir die weitere Contig-Etablierung wurde eine Fingerprinting-Strategie verfolgt. Weitere
PAC-Klone wurden mit Hilfe eines YAC-Klons isoliert, der die kritische Region (DGCR2)
iiberspannte. Aus der Datenbank (http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/phys map)
wurde der CEPH-Mega-YAC 918H11 ausgewdhlt, da er fiir alle Marker zwischen D10S1720
und D10S547 positiv war und alle Liicken zwischen den fiinf vorhandenen PAC-Contigs
iiberspannte. Der YAC hatte eine Grofle von 1760 kb und wurde aus einem Wechselfeldgel
von den Hefechromosomen abgetrennt und aus dem Gel extrahiert. Mit der so gewonnenen
gesamten YAC-DNA wurden die PAC-Bibliotheken hybridisiert und 131 PAC-Klone
identifiziert. 22 der Klone waren bereits im Rahmen des PAC-walking-Ansatzes isoliert
worden, 109 PAC-Klone waren neu. Um diese 109 Klone in die schon bestehende PAC-
Contig-Karte zu integrieren, wurde ein Fingerprinting-Protokoll durchgefiihrt (Marra et al.
1997). Alle 109 PAC-Klone und eine reprasentative Auswahl an 40 frither bereits isolierten

Klonen wurden mit Hilfe dieser Methode analysiert. Die PAC-Klone wurden mit einem
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Restriktionsenzym (HindlIIl) gespalten, auf einem Agarosegel aufgetrennt (Abb. 7) und die
Restriktionsfragmente anschlieBend mit dem Programm Image (Sulston et al. 1989)
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Image/) bearbeitet und digitalisiert. Die so erhaltenen
Daten  wurden in das Programm  FPC (Soderlund et  al 1997)
(http://www.sanger.ac.uk/Software/fpc/) libertragen. Dieses Programm erkennt aufgrund von
identischen FragmentgroBen der Restriktionsspaltungen iiberlappende PAC-Klone und ordnet
diese in Contigs an. Die Parameter entsprachen den Empfehlungen aus Marra et al. (Marra et
al. 1997), wurden jedoch wéhrend der halbautomatischen Auswertung zum Teil variiert
(weniger stringente Bedingungen), um keine iiberlappenden Klone zu iibersehen. Von den
109 mit dem YAC 918H11 isolierten PAC-Klonen wurden jeweils zwei Einzelkolonien dem
Fingerprinting-Protokoll unterzogen. Bei einem Vergleich der Einzelkolonien eines PAC-
Klons wurden in 11 Féllen (10 %) Deletionen beobachtet (Abb. 7). Die Spannbreite der
Deletionen reichte von einer fehlenden Bande bis zu einem Klon ohne Insert. Auflerdem
waren bei sechs PAC-Klonen (6 %) die jeweiligen beiden Einzelkolonien vollig verschieden.
Insgesamt waren bei 109 PAC-Klonen in 17 Féllen die beiden Einzelkolonien nicht identisch,
was einem Anteil von 16 % entspricht. Mit Hilfe des Fingerprinting-Ansatzes konnten die
neu gewonnen PAC-Klone in die bestehenden PAC-Contigs integriert werden. Es wurden alle
Contigs verldngert, sowie eine Liicke zwischen zwei Contigs geschlossen. Die
computergestiitzte Contig-Bildung wurde experimentell mit Southern-Blot- und Dot-Blot-
Hybridisierungen, sowie PCR-Experimenten verifiziert. Es wurden nur fiinf fehlerhaft
integrierte PAC-Klone identifiziert, bei den iibrigen Klonen wurde die Computerauswertung

bestatigt.

Abbildung 7: Fingerprinting-Agarosegel.

Gezeigt wird die Auftrennung von HindIll-
Restriktionsfragmenten verschiedener PAC-Klone. Es
wurden jeweils zwei Einzelklone eines PACs
analysiert. Man sieht deutlich, dafl beim ersten PAC-
Klon von links die beiden Einzelklone nicht identisch
sind. Bei einem der Klone fehlen -einige
Restriktionsbanden, was auf eine Deletion dieses
Klons hindeutet. M - DNA-Langenstandard (jede 5.
Spur).
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Als Ergebnis des PAC-walking-Ansatzes und des Fingerprinting-Protokolls wurden
anndhernd 200 PAC-Klone isoliert und in vier Contigs geordnet. Die Contigs haben eine
ungefdhre Lange von 850 kb, 650 kb, 400 kb und 300 kb, so daf3 eine genomische Region von
etwa 2,2 Mb mit PAC-Klonen iiberspannt wurde. Ausgehend von einer Durchschnittsldnge
eines PAC-Klons von 120 kb erhdlt man eine 18fache Repridsentation der Region mit
genomischen Klonen. Zusitzlich wurden 29 neue Marker in die Contig-Karten integriert. Mit
41 PAC-Klonen wurde eine Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung durchgefiihrt, wobei alle
Klone auf Chromosom 10p13-14 kartierten. Die Contigs wurden dem Sanger Centre zur
Verfiigung gestellt. 18 PAC-Klone wurden im Rahmen des Chromosom 10-
Sequenzierprojekts vom Sanger Centre fiir die Sequenzierung ausgewihlt und sequenziert.
Abbildung 8 zeigt die PAC-Contig-Karte, wobei aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur 109
PAC-Klone aufgefiihrt sind. Die vom Sanger Centre sequenzierten Klone sind fett dargestellt.
Die DGCR2-Haploinsuffizienzregion kartiert auf das proximale 850 kb grofle PAC-Contig 4

und ist ebenfalls eingezeichnet.

Contig 1 Contig 2 Contig 3 Contig 4
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Abbildung 8: PAC-Contig-Karte iiber die Region D10S1720-WI-8545.

Die vier Contigs sind durch Liicken unbekannter GroBe getrennt. Offentliche Marker sind in fetter Schrift, selbst
generierte Marker in normaler Schrift dargestellt. Der Abstand der Marker entspricht nicht dem realen Zustand,
sondern die Marker sind in einem &dquidistanten Abstand eingezeichnet. Die durch breite Balken
hervorgehobenen PAC-Klone wurden im Rahmen des Humangenomprojekts im Sanger Centre sequenziert. Die
mit einem Stern bezeichneten Klone 04 und 14 wurden als FISH-Sonden bei der Suche nach Mikrodeletionen
eingesetzt. DGCR?2 - kritische DiGeorge-Syndrom-Region 2.
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3.2.2. Etablierung eines PAC-Contigs iiber die HDR1-Region

In Zusammenarbeit mit Hilde van Esch (Leuven) wurde iiber die HDR1-Region ein Contig
aus PAC- und BAC-Klonen ctabliert. Mit Hilfe des Patienten 5/99, der eine Translokation
t(8q;10p) besalB(Van Esch et al. 1999), konnte die HDR1-Region auf eine Grofle von etwa 1
Mb eingegrenzt werden (s. 3.5.2.1.). Dieser Patient besal} eine kryptische Deletion in der 10p-
Translokationsregion zwischen den Markern D10S189 und WI-5574. Da der YAC 927G5
diese Region fast vollstdndig iiberspannte, wurde er als geeignete Sonde fiir das Durchsuchen
von PAC-Bibliotheken ausgewéhlt. Die PAC-Bibliotheken wurden mit der aus einem
Wechselfeldgel isolierten gesamten YAC-DNA hybridisiert. Zusétzlich wurden die PAC-
Bibliotheken mit einem neu generierten Marker, HVE10.9, durchsucht. Die Hybridisierung
identifizierte 55 positive PAC-Klone. Mit Hilfe eines Fingerprinting-Protokolls (Marra et al.
1997) wurden 44 dieser Klone in zwei nicht liberlappende Contigs von etwa 660 kb und 250
kb Lénge angeordnet (Abb. 9). Analog der Vorgehensweise bei der Contig-Etablierung fiir die
Region DGCR?2 (s. 3.2.1., S. 53ff) wurden die Ergebnisse durch Hybridisierungen und PCRs
bestatigt.

Buried]| [Configure Displa
Ay

= ] [Traii] [Contig] [Aralysi=
Froject Milde=1, CONLIE &, rusbér oF Clonds ® i%, LemMrced B 0, rusbée oF markecs ® 0

Abbildung 9: PAC-Contigs liber die HDR1-Region.
Die Darstellung der Contigs stammt aus dem Fingerprint-Programm FPC. Beide Contigs sind nicht iiberlappend
und haben eine GroBe von etwa 250 kb (links) bzw. 660 kb (rechts).
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3.3. In-silico-Analysen der genomischen Sequenzdaten

Die Sequenzdaten von 18 PAC-Klonen der DGCR2 wurden mit Hilfe eines
Computerprogramms (Tim M. Strom, Abteilung fiir Medizinische Genetik, LMU Miinchen)
automatisch analysiert. Zum einen wurden Exon-Vorhersageprogramme (MZEF, Genscan,
Grail) eingesetzt und zum anderen wurde mit der Sequenz eine Datenbanksuche durchgefiihrt.
Hierbei wurde eine cDNA-Datenbank sowie eine EST-Datenbank (Unigene) und eine STS-
Datenbank (UniSTS) durchsucht. AuBerdem wurde die translatierte Sequenz mit einer
Proteindatenbank (Swissprot) abgeglichen. Dariliberhinaus wurden repetitive Sequenzen und
CpG-Inseln identifiziert. Die Ergebnisse wurden grafisch dargestellt (Abb. 10). Bei 11 PAC-

Klonen konnte die vollstindige Sequenz analysiert werden, bei sieben Klonen lag nur eine

Clone: hA4SB24 (155584 hp) w down
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Abbildung 10: Analysewerkzeug flir genomische Sequenzen (Tim M. Strom, Abteilung fiir Medizinische
Genetik, LMU Miinchen).

Grafische Darstellung der Sequenzanalyse des BAC-Klons bA48B24. Der obere Teil entspricht dem (+)-Strang,
der untere Teil dem (-)-Strang der Sequenz. In der Mitte sind CpG-Inseln, unigene-Cluster und STSe dargestellt.

Im oberen und unteren Drittel sind die Ergebnisse der Exon-Vorhersageprogramme und der Datenbankanalysen
aufgefiihrt.

unvollstindige Sequenz vor. Neben den PAC-Klonen wurden auch zwei BAC-Klone, die das
PAC-Contig 4 proximal verlingerten (bA48A13, bA120C13), aus der Karte des Sanger
Centre in die In-silico-Analyse miteinbezogen. So wurden Sequenzdaten {iber fast die
gesamte DGCR2 analysiert. Tabelle 9 fait die Ergebnisse der Sequenzanalysen zusammen,

wobei nur die Resultate der Datenbankanalysen beriicksichtigt sind. Insgesamt wurden bei der
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Analyse vier verschiedene cDNAs identifiziert, AL114141, DKFZp5661L0824, NAPOR-1, 2,
3 und KIAA0019. PAC PL190 enthélt die Sequenz AL114141. Dies ist keine humane cDNA,
sondern wurde aus dem Pilz Botrytis cinerea isoliert. Auf Aminosdureebene entspricht die
Sequenz einer Transposase. Dies wurde auch bei der Datenbanksuche in einer
Proteindatenbank mit der translatierten genomischen Sequenz bestitigt, die Transposasen
verschiedener Prokaryonten identifizierte. Wahrscheinlich handelt es sich um ein
Klonierungsartefakt, welches wihrend der Klonierung der PAC-Bibliothek durch
Rekombination von E.coli-DNA mit humaner DNA gebildet wurde. Der Klon
DKFZp5661.0824 (PAC PL253) ist keine vollstindige c¢cDNA, d.h. es fehlt ithm ein
durchgehender offener Leserahmen mit entsprechendem Start-Codon. Er ist im Rahmen einer
groBangelegten Klonierung von gewebe- und chromosomenspezifischen cDNAs des
deutschen Humangenomprojekts aus foetaler Niere isoliert worden und gehort damit eher in
die Klasse der EST-Klone. Die einzigen identifizierten Gene der DGCR2 sind NAPOR und
KIAAO0019. Ersteres ist auf den Klonen PL81, PL14, bA120C13 und bA48A13 lokalisiert,
KIAAO0019 liegt auf Klon bA48A13. Von NAPOR sind drei humane Isoformen bekannt
(Choi et al. 1999), die sich hauptsdchlich im 5'UTR unterscheiden und fiir Proteine von 490,
509 und 508 Aminosduren kodieren. Es handelt sich um ein sehr gro3es Gen von etwa 550 kb
Lange (s. 3.5.1.2., S. 79ff). KIAAO0019 kartiert in der anderen Leserichtung proximal von
NAPOR und kodiert fiir ein Protein von 828 Aminosduren. Beide Gene sind im Contig 4 bzw.
proximal davon lokalisiert (Abb. 11). In den distalen Contigs 1-3, die auBlerhalb der DGCR2
liegen, wurden keine cDNAs identifiziert. Auch die Suche in der Unigene-Datenbank ergab
nur sehr wenige unigene-Cluster. Diese enthielten mit Ausnahme der Cluster fiir NAPOR und
KIAAO0019 zudem nie mehr als sieben EST-Sequenzen. Offene Leserahmen oder Homologien
mit bekannten cDNAs wurden nicht gefunden. Der Datenbankabgleich der translatierten
genomischen Sequenz mit einer Proteindatenbank ergab vier verschiedene Homologien, die
bereits als Klonierungsartefakt erwdhnte Transposase, sowie ein RNA-Polymerase-
Elongationsfaktor SIII, P15 Untereinheit, und die beiden 60S Ribosomalen Proteine L29 und
L39. Die beiden letztgenannten haben nur eine Homologie von 49 bzw. 31 %. Der RNA-

Polymerase-Elongationsfaktor SIII, P15 Untereinheit, hat eine Homologie von 86 %.
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Tabelle 9:  In-silico-Analysedaten der PAC/BAC-Sequenzen.

Contig PAC-Klon Status c¢DNA>93% sptr>94% sptr>50% unigene
PL43 fertig - - - -
PL111 fertig - - - -
PL156 21 ctgs. - - - AWO074085 (3)
AL114141 (Bortrytis
: . Transposase Transposase AW074085 (3),
Contig 1 .
ontie PL190 12 ctgs. | cinerea; (E.coli) (E.coli) AI472128 (2)
Transposase)
Al472128 (2),
PL171 fertig - - - AI003576 (2),
Al761698 (2)
PL189 13 ctgs. - - - -
PL48 29 cigs. - - - Al612853 (1)
Contig 2 60S
PL151 fertig - - Ribosomales -
Protein L.29
RNA RNA
. Polymerase Polymerase
Contig 3 PL82 fertig ) Elongations- Elongations- )
faktor SIII faktor SIIT
PL134 fertig - - - -
60S
PL196 19 ctgs. NAPOR-1 (Maus) - Ribosomales H29490 (5)
Protein L39
NAPOR-1  (Maus) 608 H29490 (1)
PL253 14 ctgs. - ’ - Ribosomales ’
DKFZp566L0824 Protein L.39 Al120241 (1)
PL100 10 ctgs. - - - -
PL23 fertig - - - -
AA909055 (5),
. AW205124 (1),
PL26 fertig - - - H11238 (1),
D59372 (2)
. Al652988 (8),
Contig 4 PL81 fertig NAPOR-3 - NAPOR-3 AW298034 (3)
(DGCR2) | PL31 fertig - - - A167946 (2)
. H29796 (2),
PL14 fertig NAPOR-1, 2,3 NAPOR NAPOR AI274943 (1)
Al056198 (1),
AI0649450 (6),
R40515 (4),
AW296773 (1),
AF007147 (7),
bA120C13 22 ctgs. NAPOR-1, 2, 3 NAPOR NAPOR A1760279 (3),
AI540204 (4),
AA677963 (3),
AlI274943 (1),
H29796 (2),
Al266647 (2)
NAPOR-1, 2, 3,
bA48A13 13 ctgs. KIAA0019 NAPOR NAPOR AI701553 (3)

Die PAC-Klone stammen aus den Contigs 1-4 (s. 3.2.1., S. 53ff), wobei Contig 1 das distalste und Contig 4 das
proximalste Contig ist; Contig 4 beinhaltet die Haploinsuffizienzregion DGCR2; bA48A13 und bA120C13 sind
BAC-Klone und wurden vom Sanger Centre proximal zu Contig 4 kartiert. Die PAC/BAC-Klone sind von distal
(oben) nach proximal (unten) angeordnet. Der Sequenzier-Status zeigt an, ob die Sequenz vollstdndig ist (fertig)
oder ob sie in Form mehrerer Contigs vorliegt (Anzahl ctgs.). cDNA>93%: Datenbankabgleich der genomischen
Sequenz mit einer cDNA-Datenbank; sptr>94%, sptr>50%: Datenbankabgleich der translatierten genomischen
Sequenz mit einer Proteindatenbank, FErgebnisse mit Homologien >94% bzw. >50%; unigene:
Datenbankabgleich der genomischen Sequenz mit der unigene-Datenbank, es ist jeweils ein EST-Klon aus einem
unigene-Cluster angegeben, die Anzahl der EST-Sequenzen im jeweiligen unigene-Cluster ist in Klammern
vermerkt.
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Abbildung 11: Identifizierte Gene in der Region DGCR2.

Die Region DGCR2 wurde durch die Patienten MEG und LEM definiert. Deletierte Chromosomenregionen sind
durch weifle, nicht deletierte Regionen durch schwarze Balken dargestellt. NAPOR wird von Telomer zu
Zentromer, KIAA0019 von Zentromer zu Telomer transkribiert. Ein Ausschnitt des PAC-Contigs ist oben
dargestellt.

3.4. Identifizierung von Transkripten aus der Region DGCR2

Noch bevor die genomische Sequenz der PAC-Klone aus den Contigs 1-4 zur Verfiigung
stand, wurden Transkripte aus dieser Region isoliert. Dabei wurden die Ressourcen des
Humangenomprojekts genutzt, in dessen Rahmen stindig neue expremierte Sequenzen
(ESTs) isoliert und mit Hilfe von Mensch-Nager-Hybridzellen im menschlichen Genom
kartiert werden. EST-Klone, die in die Ndhe der DGCR2 kartiert worden waren, wurden aus
offentlichen Transkriptionskarten ausgewidhlt und auf die etablierten vier PAC-Contigs 1-4
zuriickkartiert. Die zurlickkartierten Klone wurden vollstdndig sequenziert und in silico

analysiert. Mit einem Teil der Klone wurden weitere cDNA-Bibliotheken durchsucht.
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3.4.1. Kartierung von EST-Klonen aus der Gene Map 96 und Gene Map 98

Es wurden 57 EST-Klone aus den Transkriptionskarten Gene Map 96 und Gene Map 98
(Deloukas et al. 1998) ausgewédhlt. 41 der Klone stammten aus den Intervallen D10S226-
D10S191, D10S547-D10S223 und D10S546-D10S191 der Gene Map 96. Diese Intervalle
deckten die Region ab, in die auch die PAC-Contigs 1-4 kartiert wurden. Zusédtzlich wurden
16 neu kartierte Klone aus der Gene Map 98 in die Untersuchung miteinbezogen. Die EST-
Klone wurden vom Ressourcenzentrum des deutschen Humangenomprojekts (Zehetner und
Lehrach 1994) bezogen. Von jedem Klon wurden zwei Einzelkolonien gepickt und DNA
priapariert. In einer PCR wurden die Inserts mit Vektorprimern amplifiziert und die
Insertgrofen mit der Datenbankangabe verglichen. Bis auf zwei Ausnahmen (est19, est23)
stimmten bei allen EST-Klonen die experimentell mit PCR ermittelten Insertgro3en mit denen
aus der Datenbank {iberein. Auf eine Kontrollsequenzierung der EST-Klone im Vorfeld der
Kartierung wurde verzichtet. Die Details zu den fiir die Riickkartierung ausgewidhlten 57

EST-Klonen konnen der Tabelle 10 entnommen werden.

Tabelle 10: Aus der Gene Map 96 und Gene Map 98 fiir die Riickkartierung auf PAC-

Contigs ausgewihlte EST-Klone.

Laborname |IMAGp998 |GenBank |Vektor Gewebe Insert [bp]
est01 C0557 T64641 pBluescript Leber 651 (+)
est02 117150 R41885 Lafmid BA Gehirn 1404 (+)
est03 F2355 T70190 pBluescript Lunge 431 (+)
est04 L.04272 H09354 Lafmid BA Gehirn 1537 (+)
est05 M23275 H11238 Lafmid BA Gehirn 1967 (+)
est06 E16517 H91053 pT7T3D Leber, Milz | 1658 (+)
est07 010370 R90964 pT7T3D Leber, Milz | 240 (+)
est08 JO887 T90775 pT7T3D Leber, Milz | 780 (+)
est09 D17154 R43292 Lafmid BA Gehirn 1300 (+)
est10 C063 T40711 pBluescript Milz k.D. (300)
estll 11474 T77188 Lafmid BA Gehirn 2219 (4+)
estl12 E12439 H91832 pT7T3D Retina 778 (1)
estl3 F2373 R39268 Lafmid BA Gehirn 1500 (+)
estl4 K07154 R43535 Lafmid BA Gehirn 1899 (+)
estl5 109147 R42092 Lafmid BA Gehirn 1058 (+)
estl6 02345 T56175 pBluescript Ovarium 1005 (+)
estl7 10257 T67691 pBluescript Leber 1058 (+)
estl8 N1317 R16220 Lafmid BA Gehirn k.D. (1500)
estl9 F19101 T89613 pT7T3D Leber, Milz | 1773 (-)
est20 113266 H05895 Lafmid BA Gehirn 1234 (+)
est21 122177 R60145 Lafmid BA Gehirn k.D. (1600)
est22 J20217 R78587 pT7T3D Plazenta 478 (+)
est23 011737 W52336 pT7T3D Fibroblasten | 1219 (-)
est24 003172 R55907 Lafmid BA Gehirn 1641 (+)
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Laborname |IMAGp998 |GenBank |Vektor Gewebe Insert [bp]
est25 LO8112 T96467 pT7T3D Leber, Milz | 765 (+)
est26 103329 H50000 pT7T3D Gehirn 726 (1)
est27 C05163 R25288 Lafmid BA Gehirn 1439 (+)
est28 D2037 T48337 pT7T3D Milz 542 (+)
est29 D12167 R49146 Lafmid BA Gehirn 1840 (+)
est30 M12210 R70617 pT7T3D Plazenta 1026 (+)
est31 G09666 N70172 pT7T3D Lunge 1757 (+)
est32 B19167 R36308 Lafmid BA Gehirn 4500 (k.D.*)
est33 121288 H29489 Lafmid BA Gehirn 1018 (+)
est34 C10143 R40515 Lafmid BA Gehirn 1714 (+)
est35 NO151 T62527 pBluescript Lunge
est36 E1470 T66289 Lafmid BA Gehirn 1758 (+)
est37 M2118 T67149 pT7T3D Leber, Milz
est38 E08145 R40342 Lafmid BA Gehirn 3073 (k.D.*)
est39 124837 AA020935 |pT7T3D Retina
est40 A08158 R20162 Lafmid BA Gehirn 1397 (+)
est41 H24138 R12053 Lafmid BA Gehirn 1596 (+)
est42 H091481 AA176360 |pBluescript Neuroepithel |k.D. (3000)
est43 P24670 N70895 pT7T3D Lunge k.D. (2000)
est44 L18185 R26015 pT7T3D Plazenta 830 (+)
est45 G07466 H92287 pT7T3D Epiphyse 1171 (+)
est46 1101477 AA180285 |pBluescript Retina k.D. (k.D.*)
est47 F22298 R89729 pT7T3D Gehirn 1340 (+)
est48 D03317 H23916 pT7T3D Gehirn 738 (+)
est49 K03172 R56179 Lafmid BA Gehirn 1581 (+)
est50 H12162 R21357 Lafmid BA Gehirn 2058 (+)
est51 NO01178 R59360 Lafmid BA Gehirn k.D. (k.D.*)
est52 K13652 N69395 pT7T3D Leber, Milz | k.D. (900)
est53 NO081426 AA156188 | pBluescript Endothel k.D. (k.D.*)
est54 J09652 N69378 pT7T3D Leber, Milz | k.D. (1600)
est55 A15655 N69648 pT7T3D Leber, Milz | k.D. (900)
est56 C02280 H16594 Lafmid BA Gehirn 1427 (+)
est57 N22271 H08409 Lafmid BA Gehirn 1118 (+)
Laborname - interner Klonname; IMAGp998 - Klonname des Ressourcenzentrums des deutschen

Humangenomprojekts; GenBank - Klonname in Genbank; Vektor - EST-Klonierungsvektor; Gewebe - Gewebe,
aus dem der EST-Klon isoliert wurde; Insert - aus der Datenbank entnommene Lénge des Inserts in bp (k.D. -
keine Daten tiiber die Grofle des Klons in der Datenbank vorhanden), (+) - Lange des Insert-PCR-Amplifikats
stimmt mit den Angaben der Datenbank iiberein, (-) - Lidnge des Insert-PCR-Amplifikats stimmt mit den
Angaben der Datenbank nicht iiberein, (k.D.*) - keine Daten iiber die GroBe des Insert-PCR-Amplifikats
erhoben. EST-Klone, die auf PAC-Klone zuriickkartiert wurden, sind in fetter Schrift hervorgehoben.

Die EST-Klone wurden auf Southern-Blots der PAC-Klone hybridisiert. Um die genomische
Region aller vier Contigs abzudecken, wurden insgesamt 19 PAC-Klone hybridisiert, wobei
das grofite Contig 4 mit 14 PAC-Klonen hoher reprasentiert war als die drei distaleren
Contigs 1-3. Dies entspricht der Bedeutung von Contig 4, in das durch Deletionskartierung
die Haploinsuffizienzregion DGCR2 kartiert worden war (s 3.1.4.). Es wurden 12 der 57 EST-
Klone (23 %) auf PAC-Klone zuriickkartiert, die ausschlieBlich zum proximalen Contig 4
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gehoren. (Abb. 12). Die 12 EST-Klone des Contigs 4 wurden vollstindig sequenziert. Die
Sequenzen hatten eine Linge von 608 bp bis 3131 bp. Mit den Sequenzen wurden die

folgenden vier Datenbanken durchsucht: dbEST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html), EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html), unigene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/index.html) und THC

(http://www tigr.org/tdb/hgi/hgi.html). Die dbEST-Datenbank enthélt nur EST-Klone, die
EMBL-Datenbank enthélt alle DNA-Sequenzen mit Ausnahme von EST-Klonen und die
beiden Datenbanken unigene und THC enthalten Cluster von {iiberlappenden EST-Klonen.
Neben der Datenbank-Suche wurde jede Sequenz mit dem Programm Repeatmasker
(http://ftp.genome.washington.edu/RM/RM _details.html) auf die Anwesenheit von repetitiven
Elementen durchsucht. Poly(A)-Signale wurden anhand der Consensus-Sequenz AATAAA
identifiziert und offene Leserahmen mit Hilfe des Programms ORF-Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) erkannt. Die Daten der zuriickkartierten EST-

Klone sind in der Tabelle 11 zusammengefafit.

In einer Datenbanksuche wurden mit den 12 sequenzierten EST-Klonen aufer weiteren ESTs
keine zusétzlichen Sequenzhomologien gefunden. Neun der 12 zuriickkartierten ESTs
enthalten repetitive Elemente, nur zwei EST-Klone besitzen ein poly(A)-Signal. In keinem

Klon wurde ein signifikanter offener Leserahmen gefunden.
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Tabelle 11: Charakterisierung der zuriickkartierten EST-Klone.

Linge . repetitive ORF
Klon [bp] EMBL EST unigene | THC | Gewebe Elemente [bp] poly(A)
. 354 (+2)
estll | 1838 ; 5 1 2 ?2311‘;“ MERI  [345(+1)| -
261 (+3)
Retina
est12 608 - 3 - 1 Testis - - -
estl5 999 - 2 - - Gehirn - - -
144 (+3)
est20 1102 - 1 - - Gehirn MIR 136 (+3) -
117 (+3)
. MIR 141 (+2)
est21 1663 - 6 1 1 Gehirn MERI 11 (+2) -
Gehirn 216 (+3)
est24 1467 - 23 1 2 Herz - 156 (+3) -
Testis 141 (+1)
Gehirn
Herz LTR- 168 (+1)
est26 644 ) 14 ! 2 Lunge Retrov. | 117 (+1) *
Nase
276 (+3)
est29 1712 - 6 1 2 Gehirn - 192 (+2) -
159 (+1)
. simple 201 (+1)
estd5 | 1470 - 3 - - giﬁg repeat | 192 (+2) | -
MIR 147 (+2)
Alu 300 (+3)
est46 3131 - 3 - 1 Retina MERSA | 231 (+2) -
LTR 165 (+2)
Gehirn
Nase 168 (+1)
est48 644 - 16 1 2 Lunge LTR1 117 (+1) +
Herz
384 (+1)
est51 1663 - 11 1 2 Gehirn - 243 (+3) +
180 (+1)

Die GenBank-Nummern der EST-Klone konnen der Tabelle 10 entnommen werden. Die Sequenzen sind im
Anhang II aufgefiihrt. EMBL - Anzahl an gefundenen Eintrigen in der EMBL-Datenbank nach einer Blast-
Suche (alle DNA-Sequenzen ausschlieSlich ESTs), EST - Anzahl an gefundenen Sequenzeintrigen in der
dbEST-Datenbank (nur ESTs) nach Blast-Suche, unigene - Anzahl an gefundenen Eintrdgen in der unigene-
Datenbank nach Blast-Suche (EST-Cluster), THC - Anzahl an gefundenen Eintrdgen in der THC-Datenbank
nach Blast-Suche (EST-Cluster). Gewebe - Gewebe, aus denen die in den Datenbank-Suchen gefundenen EST-
Klone isoliert wurden. Die repetitiven Elemente wurden mit Hilfe des Programms Repeatmasker
(http://ftp.genome.washington.edu/RM/RM _ details.html) identifiziert. ORF - die drei lédngsten offenen
Leserahmen, ermittelt mit dem Programm ORF-Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) (offene
Leserahmen kleiner als 50 bp wurden nicht aufgefiihrt; es wurden nur Leserahmen auf dem (+)-Strang
beriicksichtigt; (+1), (+2), (+3) — Leserahmen des ORF). poly(A) - Identifizierung des poly(A)-Signals
AATAAA 11-30 bp 5 vom Beginn der Polyadenylierung, (-) - kein poly(A)-Signal vorhanden, (+) - poly(A)-
Signal vorhanden. Stand Oktober 1999.
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Abbildung 12: Kartierung von EST-Klonen auf das PAC-Contig 4.

EST-Klone sind als schwarze Quadrate, PAC-Klone sind als Linien dargestellt. Die Marker sind in einem
dquidistanten Abstand eingezeichnet, d.h. die Lange der Linien entspricht nicht der tatsdchlichen GroBle der
PAC-Klone. DGCR?2 - kritische DiGeorge-Syndrom-Region 2.

3.4.2. Durchsuchung von cDNA-Bibliotheken mit zuriickkartierten EST-

Klonen

Die Sequenzierung und anschlieBende In-silico-Analyse der 12 auf das PAC-Contig 4
zuriickkartierten EST-Klone ergab keinen Hinweis darauf, da3 es sich um funktionelle Gene
handelte. Da alle 12 EST-Klone aus ¢cDNA-Bibliotheken isoliert wurden, die mittels eines
poly(T)-Primers generiert worden waren, handelte es sich bei den Sequenzen jeweils um die
3'Regionen der mutmaBlichen cDNAs. Um auch die 5'Regionen der cDNAs zu erhalten,
wurden mit neun zuriickkartierten EST-Klonen weitere cDNA-Bibliotheken durchsucht. In

acht der Klone wurden interne PCR-Primer gelegt und mit diesen zwei Lambda gt11 cDNA-
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Bibliotheken durchsucht. Die Bibliotheken stammten aus adultem Thymus (clontech Cat.#
HL5041t) und foetalem Herz (clontech Cat.# HL5017b). Mittels PCR wurde bei zwei Klonen
eine Expression im Thymus und bei sechs Klonen eine Expression im foetalen Herzen
nachgewiesen. In vier Fillen waren dafiir zwei PCR-Runden nétig. Mit den beiden im
Thymus expremierten EST-Klonen (estll, est20) wurde die ausplattierte Lambda gtll
Thymus cDNA-Bibliothek hybridisiert. Est20 identifizierte einen positiven Klon, der in den
Vektor pPGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert wurde. Mit einer 5'Sonde dieses Klons
wurde die Bibliothek ein zweites Mal hybridisiert und ein weiterer cDNA-Klon erhalten, der
jedoch die cDNA-Sequenz nicht verldngerte. Mit dem estl1 wurde kein cDNA-Klon in der
Thymus cDNA-Bibliothek identifiziert. Mit drei der sechs im foetalen Herzen expremierten
EST-Klone (estll, estl2, estl5) wurde die foetale Herz cDNA-Bibliothek hybridisiert. Ein
positiver cDNA-Klon wurde in keiner der drei Hybridisierungen erhalten (Tab. 12).

Neben den zwei Lambda-cDNA-Bibliotheken standen des weiteren vier humane Marathon
Ready™ RACE-cDNA-Bibliotheken zur Verfiigung (adulte Herz-cDNA-Bibliothek, clontech
Cat# 7404-1; foetale Gehirn-cDNA-Bibliothek, clontech Cat.# 7402-1; Embryo-cDNA-
Bibliothek, clontech Cat.# 7438-1; adulte Retina-cDNA-Bibliothek, clontech Cat.# 7449-1),
die mittels 5’"RACE durchsucht wurden. Fiir die 5'RACE-Experimente wurden fiir neun der
zuriickkartierten EST-Klone Primer bestimmt und damit verschachtelte PCRs (nested PCR)
durchgefiihrt. Die Herz-, Gehirn- und Embryo- cDNA-Bibliotheken wurden mit allen neun
Klonen, die Retina-cDNA-Bibliothek wurde mit dem EST-Klon est12 durchsucht. Von sechs
EST-Klonen wurden dabei insgesamt 11 neue cDNA-Klone erhalten (Tab. 12).

Alle ¢cDNA-Klone wurden in den Vektor pGEM-T kloniert und anschlieBend vollstindig
sequenziert. Es schlof} sich eine In-silico-Analyse an, wobei die ldngsten offenen Leserahmen,
mogliche poly(A)-Signale und repetitive Elemente identifiziert wurden. Aulerdem wurden
mehrere DNA-Datenbanken (EMBL, GenBank, dbEST, unigene) mit den cDNA-Sequenzen
durchsucht. Die Analyse der sechs verliangerten EST-Klone wird im folgenden fiir jeden Klon

einzeln beschrieben.

estl5: Aus einer foetalen Gehirn-cDNA-Bibliothek wurden mittels 5'RACE zwei Klone von
1254 bp und 1812 bp Lénge isoliert. Der kiirzere Klon iiberlappt vollstindig mit dem ldngeren
Klon. Im Vergleich zu estl5 alleine wurden in einer Datenbanksuche keine zusétzlichen
homologen Sequenzen identifiziert. Die Klone enthalten keine repetitiven Sequenzen, keine

poly(A)-Signale und keine signifikant groen offenen Leserahmen.
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est20: Es wurden zwei cDNA-Klone aus einer in Lambda-Phagen klonierten Thymus-cDNA-
Bibliothek (2216 bp und 902 bp) und ein Klon aus der Embryo-RACE-cDNA-Bibliothek
(3317 bp) isoliert. Alle drei Klone stimmen in der Sequenz iiberein, wobei der RACE-Klon
den est20 am weitesten in 5 'Richtung verlangerte. Eine Datenbanksuche mit der verlangerten
est20-Sequenz fand einen neuen EST-Klon, der aus einem T Zell-Lymphom stammt, und der
mit dem Ausgangsklon est20 nicht entdeckt wurde. Weitere homologe Sequenzen wurden
nicht gefunden. Die auf 3317 bp verlidngerte EST-Sequenz enthélt an repetitiven Sequenzen
ein vollstdndiges Alu-Element in der 5'Region und zusitzlich L2- und MIR-Elemente. Ein
poly(A)-Signal ist nicht vorhanden. Der grofite offene Leserahmen hat eine Gréfe von 291
bp.

est21: Der est21 wurde durch zwei RACE-Klone auf 2319 bp und 2521 bp verlidngert. Beide
RACE-Klone stammten aus einer adulten Herz cDNA-Bibliothek und tiberlappen vollstindig.
Mit der verldngerten Sequenz des est21-Klons wurden in einer Datenbanksuche nur homologe
EST-Sequenzen identifiziert, die auch mit dem unverlidngerten est21 gefunden wurden. Die
auf 2521 bp verldngerte Sequenz enthélt zwei repetitive Elemente (MIR, MER1) und kein
poly(A)-Signal. Der groBite offene Leserahmen ist 174 bp lang.

est24: Der est24 wurde mit Hilfe eines 5'RACE-Klons auf 2021 bp verldngert. Der RACE-
Klon stammte aus einer Embryo-cDNA-Bibliothek. Mit der neuen Sequenz wurden in einer
Datenbanksuche keine neuen homologen Sequenzen gefunden. Die neue 554 bp grofle
Sequenzverldngerung enthélt ein 330 bp langes Alu-Element. Der verldngerte est24-Klon

besitzt kein poly(A)-Signal, und der grofite offene Leserahmen hat eine Lange von 216 bp.

est26: Mit dem est26 wurden insgesamt vier RACE-Klone erhalten. Zwei der Klone stammten
aus einer Embryo cDNA-Bibliothek (785 bp und 811 bp), zwei aus einer foetalen Gehirn-
cDNA-Bibliothek (821 bp und 1082 bp). Ein Klon wurde als Klonierungsartefakt verworfen,
da in seiner Sequenz der cDNA-Synthese-Primer gefunden wurde. Die Analyse der iibrigen
drei Klone zeigte, daBB zwei Klone vollstdndig iiberlappten und ein Klon eine 141 bp lange
Insertion in der 5'Region von est26 enthdlt. Eine Datenbanksuche mit den verldngerten
Klonen fand keine homologen Sequenzen, mit Ausnahme der EST-Sequenzen, die auch mit
est26 identifiziert worden waren. Der verldngerte est26-Klon enthilt ein LTR-Retrovirales
Element und besitzt ein poly(A)-Signal. Der grof3te offene Leserahmen hat eine Linge von

222 bp.

est29: Der est29 konnte mit einem RACE-Klon aus einer Embryo-cDNA-Bibliothek auf 3917

bp verldngert werden. Mit der verldngerten Sequenz wurden in einer Datenbanksuche keine
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neuen homologen Sequenzen identifiziert. Die verlingerte Sequenz enthilt in der 5'Region
Alu-Elemente, die eine Ldnge von insgesamt 602 bp haben. Weitere repetitive Sequenzen
wurden nicht gefunden. Der verlidngerte est29-Klon besitzt kein poly(A)-Signal. Der grofite

offene Leserahmen hat eine Lange von 291 bp.

Die Sequenzanalyse der verlingerten EST-Klone ergab in keinem Fall einen Hinweis auf

funktionelle Gene.

Tabelle 12: Durchsuchung von cDNA-Bibliotheken mit zuriickkartierten EST-Klonen.

Marathon Ready'" ¢cDNA-Bibliotheken Lambda gt11 cDNA-
EST-Klon (clontech) Bibliotheken (clontech)
Gehirn Retina
Herz (ad.) (fe.) Embryo (ad.) Thymus (ad.) Herz (fe.)
estll ) ) ) PCR: + (2. Runde) |PCR: + (1. Runde)
Hyb.: - Hyb.: -

estl2 ) ) i i PCR: - PCR: + (1. Runde)
Hyb.: -

estl5 ) 2 Klone i PCR: - PCR: + (1. Runde)
Hyb.: -

est20 PCR: + (2. Runde) _

- - 1 Klon Hyb.: 2 Klone PCR: + (1. Runde)
est21 2 Klone - - PCR: + (2. Runde)
est24 - - 1 Klon PCR: -
est26 - 2 Klone 2 Klone PCR: -
est29 - - 1 Klon PCR: + (2. Runde)
est48 - - -

Die GenBank-Nummern der EST-Klone kénnen der Tabelle 10 entnommen werden. Mit den Marathon Ready™
cDNA-Bibliotheken (Clontech) wurden 5'RACE-Experimente durchgefiihrt: - = mit der PCR keine cDNA-
Klone erhalten; 1 Klon/2Klone - mit der PCR 1 bzw. 2 ¢cDNA-Klone erhalten; leere Zelle - keine PCR
durchgefiihrt. Die Lambda gtl1 cDNA-Bibliotheken (clontech) wurden mit PCR getestet und gegebenenfalls
hybridisiert: PCR - mit PCR wurde getestet, ob der EST in der cDNA-Bibliothek expremiert wird
(gegebenenfalls 2 PCR-Runden durchgefiihrt); Hyb. - die ausplattierten cDNA-Bibliotheken wurden mit dem
EST-Klon hybridisiert (- = bei der Hybridisierung keine cDNA-Klone erhalten; leere Zelle - es wurde keine PCR
und/oder Hybridisierung durchgefiihrt). ad. - adult, fe. - foetal.

3.5. Identifizierung und Charakterisierung von Kandidatengenen

aus den Haploinsuffizienzregionen DGCR2 und HDRI1

Die Analyse der DGCR2 wurde in Miinchen durchgefiihrt. Die Charakterisierung der HDR1-

Region verlief in Zusammenarbeit mit Hilde Van Esch (Leuven) in Miinchen und Leuven.
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3.5.1. Identifizierung und Charakterisierung von Kandidatengenen aus der

Haploinsuffizienzregion DGCR2

Die Sequenzierung des PAC-Contigs 4 und weiterer grof3er Bereiche auf 10p im Rahmen des
Humangenomprojekts erleichterte die Identifizierung von Genen in der Region erheblich
(s.3.3, S. 57ff). Die DGCR2 wurde durch Deletionskartierung zwischen die Bruchpunkte der
beiden Patienten MEG und LEM Kkartiert (s. 3.1.4., S. 48ff). Auch wenn die Region noch nicht
als vollstiandige, d.h. liickenlose Sequenz vorliegt, so kann man anhand der Fingerprint-Daten
der PAC- bzw. BAC-Klone aus dem Contig und der bekannten bruchpunktiiberspannenden
PAC- bzw. BAC-Klone in den Patienten MEG und LEM die Grofe der DGCR2 abschitzen.
Die DGCR2 hat eine Linge von etwa 250 HindIII-Restriktionsfragmenten. Ausgehend von
einer durchschnittlichen Linge von 4,1 kb pro HindIIl-Fragment, ergibt dies fiir die DGCR2
eine Grofe von etwa 1 Mb. Die In-silico-Analyse identifizierte in dieser Region zwei Gene,
NAPOR und KIAA0019 (s. 3.3., S. 57ff). NAPOR lokalisiert im distalen Bereich der DGCR2
und umspannt eine genomische Region von etwa 550 kb, KIAA0O19 kartiert proximal von
NAPOR und hat eine Grofle von etwa 400 kb. Die Gengrofle von KIAA0019 wurde anhand
von Fingerprint-Daten abgeschitzt, die GengroB3e von NAPOR wurde aus der genomischen
Sequenz abgeleitet. Die Richtung der Transkription verlduft beim NAPOR-Gen in Telomer-
Zentromer-Richtung, beim KIAA0019-Gen in Zentromer-Telomer-Richtung (Abb. 13,
Kapitel 3.3.). NAPOR ist ein RNA bindendes und wéhrend der Apoptose induziertes Gen.
Dies macht es zu einem potentiellen Entwicklungsgen und damit zu einem mdglichen

Kandidatengen fiir Herzfehler und T-Zelldefekt.

3.5.1.1. Expressionsanalyse von NAPOR

Eine EST-Datenbanksuche mit der NAPOR-cDNA ergab mehr als 200 Eintrége, wobei die
identifizierten EST-Klone aus 25 verschiedenen Geweben isoliert worden waren. Dies weist
auf eine beinahe ubiquitire Expression des Gens hin. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, zu welcher Zeit der humanen Entwicklung und in welchen Organen NAPOR
expremiert wird. Dies wurde iiber eine Northern-Blot-Hybridisierung sowie iiber In-situ-
Hybridisierungen bestimmt. Fiir solche Untersuchungen stand eine Sammlung von humanen
Embryoschnitten aus verschiedenen Entwicklungsstadien zur Verfiigung (M. Vekemans,
Paris). Mit diesen Praparaten wurden mit einer NAPOR-Sonde RNA-in situ-Hybridisierungen
durchgefiihrt.

Als Hybridisierungssonde wurde ein Teil des 3'UTRs ausgewdhlt, der in allen bisher

bekannten Isoformen des Gens vorhanden ist. Es handelte sich um ein 410 bp langes
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Fragment, das mittels PCR aus einer humanen adulten Herz-cDNA-Bibliothek (clontech Cat.#
7404-1) amplifiziert wurde (Primer: NAPOR insitu2f (4062): 5’"CAA CCC ACC TGC ATG
CAT CTC CC 3’, NAPOR 3RTr (4044): 5’CAG AGT AGC ACA AGC CAA CTA TAA
CCC 3’). Die exakte Lokalisation dieses 3"'UTR-Fragments in den drei NAPOR-Isoformen ist
in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Lokalisation der fiir die In-situ-Hybridisierung klonierten NAPOR-Sonde in
den drei Isoformen NAPOR-1, -2 und -3.

Isoform GenBank |Position

NAPOR-1 |AF036956 |4383-4792
NAPOR-2 | AF090694 |4251-4660
NAPOR-3 | AF090693 | 5640-6050

In der Spalte GenBank ist die GenBank Accession No. angegeben. Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf
diese Eintrage. Die Isoformen wurden bei Choi et al. beschrieben (Choi et al. 1999).

Eine Computeranalyse mit dem Programm Repeatmasker
(http://ftp.genome.washington.edu/RM/RM _details.html) zeigte keine repetitiven Elemente in

der 410 bp groBen Sequenz.

Expressionsanalyse durch Northern-Blot-Hybridisierung:

Mit der NAPOR-Hybridisierungssonde wurde ein kommerzieller Northern-Blot aus
verschiedenen cardiovaskuliren Geweben hybridisiert (clontech Cat.# 7791-1). In allen
Geweben wurde ein identisches Hybridisierungsmuster erhalten. Das Hauptsignal hat eine
Grofle von etwa 6 kb. Daneben sind noch vier weitere Signale (9 kb, 5 kb, 4 kb und 1,5 kb)
mit geringerer Intensitdt zu identifizieren (Abb. 13), bei denen es sich wahrscheinlich um

verschiedene Isoformen des Gens handelt.
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Expressionsanalyse durch In-situ-Hybridisierungen:

Zur Isolierung einer RNA-Hybridisierungssonde iiber In-vitro-Transkription wurde das PCR-
Produkt in den RNA-Transkriptionsvektor pPGEM-T (Promega) kloniert. Die Orientierung des
klonierten PCR-Produkts im Vektor wurde durch Sequenzierung mit den Vektorprimern T7
und SP6 bestimmt. Die RNA-Sonde wurden in vitro mit der SP6-RNA-Polymerase
(Antisense-Sonde) bzw. der T7-RNA-Polymerase (Sense-Sonde) hergestellt. Als Markierung
fiir die Sonden diente *>S-UTP. Es wurden Embryoschnitte der Carnegie-Stadien C10, C12,
Cl14, C16 wund CI18 hybridisiert. Auflerdem wurden Préparate von Foeten der
Schwangerschaftswochen 8, 9, 15 und 18 (p. c.) hybridisiert. Die dargestellten
Organstrukturen variierten bei den eingesetzten Schnitten. Als Kontrolle wurde bei allen
Schnitten neben der Antisense-Sonde auch die Sense-Sonde hybridisiert. Die Ergebnisse der

Expressionsstudien sind in den Tabellen 14 und 15 zusammengetalt.

Tabelle 14: Expression von NAPOR wihrend der Embryogenese.

Carnegie-Stadium | Alter des Embryos | Expression

C10 22-23 Tage -

Urniere (Mesonephros)
C12 26-30 Tage Myotom

dorsale Ganglien
Cl4 31-35 Tage Myotom

dorsale Ganglien

Neuralrohr

distale Segmente der Gliedmalen
Cl6 37-42 Tage Ohr- und Augenanlagen
dorsale Ganglien

Thymus

Myotom

Neuralrohr

distale Segmente der GliedmalBen
C18 44-48 Tage Ohr- und Augenanlagen

dorsale Ganglien

Thymus

externe Muskelschicht des Darms

Die Auswahl der Schnitte richtete sich an die beim DiGeorge-Syndrom betroffenen Strukturen, insbesondere
dem entwickelnden Herzen und Thymus. Die abgebildeten Organe waren abhédngig von den ausgewihlten
Schnitten und sind in keinem Entwicklungsstadium vollstindig erfafit
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Tabelle 15: Expression von NAPOR im Foetus.

Alter des Foetus Expression

Thymus

8. Woche (p. c.) neurale Retina

Enzephalon

Herz

Thymus

9. Woche (p. c.) Lunge

Niere

externe Muskelschicht des Darms

externe Muskelschicht des Magens

neurale Retina

GroBhirnrinde

15. Woche (p. c.) Hippokampus

Riickenmark (dorsale Horner)

Niere (Nephron)

neurale Retina

GrofBhirnrinde

18. Woche (p. c.) Riickenmark (dorsale Horner)

Niere (Nephron)

Thymus

Die Auswahl der Schnitte richtete sich an die beim DiGeorge-Syndrom betroffenen Strukturen, insbesondere
dem entwickelnden Herzen und Thymus. Die abgebildeten Organe waren abhédngig von den ausgewihlten
Schnitten und sind in keinem Entwicklungsstadium vollstédndig erfal3t. p. c. - post conceptionem.

Eine Expression des NAPOR-Gens wurde ab dem Carnegie-Stadium C12 in der Urniere, im
Myotom, im Neuralrohr, in den proximalen und distalen Segmenten der entwickelnden
Gliedmafen, in den Ohr- und Augenanlagen, im Thymus, in der externen Muskelschicht des
Darms und in den dorsalen Ganglien beobachtet Im Herz konnte praktisch keine NAPOR-
Expression nachgewiesen werden (Abb. 14a-d). Die Kontrollhybridisierungen mit der Sense-
Sonde ergaben mit einer Ausnahme (pigmentierte Retina, Abb. 14d) keine spezifischen
Signale. Die Organe wurden durch eine Hédmalaun-Eosinfarbung (H&E) sichtbar gemacht.
Die Hybridisierungssignale heben sich durch ihre helle Farbung in den Autoradiogrammen

von der Umgebung ab.
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Abbildung 14a: NAPOR-Expression wihrend der Embryogenese.

Dargestellt sind die H&E-Farbungen und die dazugehorigen In-Situ-Hybridisierungen mit der
NAPOR-Antisense-Sonde.

A-D: Carnegie-Stadium C12 (26-30 Tage): Expression im Myotom (M), in den dorsalen
Ganglien (DRG) und im Mesonephros (Mn).

E-N: Carnegie-Stadium C16 (37-42 Tage): Expression im Neuralrohr (NT), in den dorsalen
Ganglien (DRG) und den cranialen Ganglien (CNG), im Myotom, in den proximalen
(migrierende Myotomzellen (M)) und distalen (AER) GliedmaBenknospen, im Enzephalon
(Rh, Me) und im Ohrbldschen (Ov).

O-R: Carnegie-Stadium C18 (44-48 Tage): Expression im Osophagus (E), im Magen (S) und
im Bereich der Trachea (T).

S-X: 8. Woche (p.c.): Expression im Thymus und in der Retina.
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Abbildung 14b: NAPOR-Expression in einem humanen Foetus der 9. Woche (p.c.).
Dargestellt sind die H&E-Féarbungen und die dazugehorigen In-Situ-Hybridisierungen mit der
NAPOR-Antisense-Sonde.

A-D: Frontaler Schnitt des Herzens. Expression im Herzen in beiden Ventrikeln und Aurikeln
(nicht aber in den groBen Gefdllen) und im Thymus (E,F: VergroBBerung von C,D).

G,H: Expression in den Bronchialknospen der Lunge.

I,J: Expression in den Nephronen der Niere und in der duBBeren Muskelschicht des Darms
(K,L und M,N: VergroBerungen von L,J).

O,P: Expression in der d&ulleren Muskelschicht des Magens.
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Abbildung 14c: NAPOR-Expression in einem humanen Foetus der 15. Woche (p.c.).

Dargestellt sind die H&E-Farbungen und die dazugehorigen In-Situ-Hybridisierungen mit der
NAPOR-Antisense-Sonde und der NAPOR-Sense-Sonde als Negativkontrolle (C,F,LLL,O).

A-C: parasagittaler Schnitt durch das Auge: Expression in der neuralen Retina.
D-F: VergroBerung von A-C (falsch positives Signal in der pigmentierten Retina).
G-I: Expression im Cortex und der ventriculdren Zone.

J-L: frontaler Schnitt durch den Hippocampus. Expression im Hippocamous.

M-O: transversaler Schnitt durch das Riickenmark: Expression in den dorsalen Hornern.
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Sense-Sonde

Abbildung 14d: : NAPOR-Expression in einem humanen Foetus der 18. Woche (p.c.).

Dargestellt sind die H&E-Féarbungen und die dazugehorigen In-Situ-Hybridisierungen mit der
NAPOR-Antisense-Sonde.

A-D: parasagittaler Schnitt durch das Auges: Expression in der neuralen Retina (B-D:
Vergroferungen von A).

E-J: frontaler Schnitt durch die cerebrale Hemisphire: Expression im gesamten cerebralen
Cortex, in den basalen Ganglien und in der germinalen Matrix.

K,L: transversaler Schnitt durch das Riickenmark: Expression in den dorsalen Hornern.
M,N: Expression in den Nephronen der Niere.

O,P: Expression im Thymus.
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3.5.1.2. Bestimmung der genomischen Struktur von NAPOR

Die genomische Struktur des Gens wurde in silico durch Vergleich der bekannten cDNA-
Sequenzen mit der genomischen Sequenz der Region (Contig NT 008698.1) bestimmt. Die
Suche mit der cDNA in der EMBL-Datenbank identifizierte drei Isoformen des Gens,
NAPOR-1, -2 und -3. Zusitzlich wurde das Gen ETR-3 gefunden, das jedoch mit NAPOR-2
identisch ist. Alle Isoformen bestehen aus 13 Exons. Der Hauptunterschied der drei Isoformen
liegt in den jeweils 1. Exons, die untereinander keine Sequenzdhnlichkeiten aufweisen und
unterschiedliche potentielle Translationsstartpunkte besitzen. Der Translationsstartpunkt von

NAPOR-1 liegt dabei nicht im Exon 1 sondern im Exon 2 (Abb. 15).

NAPOR-1 AGCCAGGGTAGGGCTGATAAGGCGCTGATGCGTTGATGGCAGCCTTGCAGAGC
NAPOR-2
NAPOR-3

NAPOR-1 TAGACCTGCACTTAACTTGCAGCTGCCTCCCGAGCCTCCAAGATGTCCACGCC
NAPOR-2
NAPOR-3 CGACTGTGGCATTGATGTTTGA

NAPOR-1 CTGGGTGACAGGCGGCAGGGCGCTGCCCCGTGCTCCCCCGGCTCTGCTCGACA
NAPOR-2 CCGGCCGGAATTCCGGCTGGATTTCCT
NAPOR-3 GCATACTTCTGAACTGGCTTTTGTTGAGACTATCAGTATAGAAGCATGCGCTG

NAPOR-1 GCAGCACGCAGTGAGAGCCTCGCCGCCGCCGAGGAGCAACTCATG TAACGG
NAPOR-2 CCCGGACATGACGGTCGAGGGCCGCCTGCTCGTTCCTGACAGAAT TAACGG
NAPOR-3 TCCCAAATCCGCTGTTACTATGAGAAATGAAGAGCTGCTTTTAAG TAACGG

Abbildung 15: cDNA-Sequenzen der Exons 1 in den NAPOR-Isoformen NAPOR-1-3.

Die Sequenzen der Exons 1 zeigen bei den drei NAPOR-Isoformen keine Ahnlichkeiten. Der Beginn des Exons
2 ist fett hervorgehoben. Potentielle Translationsstartpunkte sind unterstrichen (der Translationsstartpunkt von
NAPOR-1 liegt im Exon 2). Die cDNA-Sequenz der ersten 15 Basenpaare des Exons 1 von NAPOR-2 weicht
von der genomischen Sequenz ab (kursiv hervorgehoben).

Zwei weitere Unterschiede betreffen eine 18 bp Deletion in Exon 11 von NAPOR-3, was zu
einem Verlust von sechs Aminosduren im Protein fiihrt. Daneben besitzt NAPOR-3 eine 1359
bp Insertion im 3'UTR des Exons 13. Die drei Isoformen NAPOR-1, -2 und -3 kodieren fiir
Proteine mit 490, 509 bzw. 508 Aminosduren. Die Basen 1-15 des 1. Exons von NAPOR-2
wurden in der genomischen Sequenz nicht gefunden. Bei allen anderen Exons wurden keine
Sequenzabweichungen zwischen cDNA-Sequenz und genomischer Sequenz beobachtet. Das
Gen iiberspannt eine genomische Region von iiber 550 kb. Dies liegt zum groflen Teil an finf
besonders groflen Introns von 32.786 kb Lénge bis zu 265.632 kb Lénge. Das Intron zwischen
Exon 1C und Exon 2 ist mit 168 bp das kiirzeste. Die GréBe der iibrigen acht Introns liegt im

Bereich von 2471 bp und 8827 bp. Die Sequenzen aller Exon-Intron-Ubergiinge sind in
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Ubereinstimmung mit der AG-GT-Consensus-Sequenz. Tabelle 16 und Abbildung 16 fassen

die Ergebnisse der Exon-Intron-Struktur zusammen.

Tabelle 16: Genomische Struktur des Gens NAPOR.

Exon |Position (NAPOR-1) |Linge (nt) Intron |Linge (nt)

1A 1-120 (NAPOR-3) 120 1A 160 041

1B 16-72 (NAPOR-2) 72 1B 147 33

1C 1-204 204 1C 168

2 205-401 197 2 51779

3 402-484 83 3 32 786

4 485-533 49 4 8827

5 534-668 135 5 8722

6 669-748 80 6 3985

7 749-907 159 7 4231

8 908-971 64 8 2471

9 972-1106 135 9 265 632

10 1107-1226 120 10 6938
198

11 1227-1424 (NAPOR.3: 180) 11 4446

12 1425-1568 144 12 2944
4076

13 1569-5644 (NAPOR-3: 5434)

Soweit nicht anders angegeben bezichen sich die Positionen der Exon-Intron-Grenzen auf die Isoform NAPOR-1
(GenBank: AF036956).

Ex.1A Ex.1B Ex.1CEx.2 Ex.3 Ex. 4 Ex.5 Ex.6 Ex.7 Ex.8 Ex.9 Ex. 10 Ex.11 Ex.12 Ex.13

_E._//J]_//_EL-_//J_// 1 || 1 Bu l_._//

NAPOR-3

NAPOR-2

\/—\/-\/\/\/_\/_\/—\/_\/_\/_\/—\/_ e

NAPOR-1

_\/_\/—\/\/\/_\/_\/\/_\/_\/_\/—\/— e

Abbildung 16: Exon-Intron-Struktur der drei Isoformen des NAPOR-Gens.
Schwarze Vierecke bezeichnen kodierende Regionen, weifle Vierecke bezeichnen nicht kodierende Regionen.
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3.5.1.3. Mutationsanalyse des NAPOR-Gens

Es wurden 109 Patienten auf Mutationen im NAPOR-Gen untersucht. Die meisten Patienten
wurden aufgrund ihres Phinotyps in das DGS/VCFS-Spektrum eingeordnet und hatten fast
immer einen angeborenen Herzfehler. Eine Deletion des DGS-Hauptlocus auf 22q11 war in
allen Patienten ausgeschlossen worden. Ein Teil der Patienten wurde frither schon auf
Mutationen in Genen aus der 22ql1-Deletionsregion untersucht. Eine Mutation konnte in
keinem Fall nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von Exon 1B wurden alle Exons des
NAPOR-Gens mit PCR amplifiziert und mittels DHPLC (WAVE, Transgenomic) nach
Sequenzvarianten untersucht. Die DHPLC-Bedingungen wurden iiber praktische
Schmelzkurven und Computeranalyse (Wavemaker, Transgenomic) optimiert (Tab. 17). Bei
einem auffilligen DHPLC-Muster wurde das Exon des entsprechenden Patienten erneut mit
PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert. In sieben der 14 untersuchten PCR-
Fragmente (Exons mit benachbarten Intronsequenzen) wurden Sequenzvarianten identifiziert.
Dabei handelte es sich um drei 1 bp-Austausche im kodierenden Teil des Gens, die keinen
Aminosdureaustausch zur Folge hatten. In intronischen Regionen sowie im 5° UTR wurden
sieben Varianten gefunden, davon flinf 1 bp-Austausche. Daneben wurde in einem Intron eine
1 bp-Deletion und im 5° UTR eine 1 bp-Insertion beobachtet. Bei allen Sequenzvarianten
handelte es sich mit groBBer Wahrscheinlichkeit um Polymorphismen. Tabelle 18 faflit die

Ergebnisse der NAPOR-Mutationsanalyse in den 109 Patienten zusammen.
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Tabelle 17:

Bedingungen fiir die

NAPOR-Mutationsanalyse mittels DHPLC (WAVE,

Transgenomics).

Exon |Primer forward Primer reverse Grofle (nt) | DHPLC
1A CAG CAG ACA TCT AGC TCT GCC GGC AAA GTG CCT AAT GAG TCG 297 g%g?;gg
(51-61)57

1C AGA GGG CGC GTT AGT GAG C COGCTCTAGAA CTAGAAAAG 1 195 (48-58)60
(43-53)62

(54-64)62

2 CTT CCT GTC CCT CAT CGT GCC CCA CCT GGA CGC CTG GCG 293 (49-59)64
(39-49)67

3 AGC ATT CAC AGA AAT TTC TAA AAC | TGA TTC TGG TAC AAA AGT AAA 157 (48-58)57
C CCG (44-54)59

4 TCA ATC TGC CTT TAC TTT CTC CC AGC AAG ACA GTTGGT TACCACC | 111 Ejjgjgg;
(51-61)58

5 GAA ATG GCC TTT GCT CAT TCG AGC TCC AAT TAG CAC TGAAGG G | 222 (48-58)60
(45-55)62

6 GTT TAA CAA GCG TCC AAC CC GAA AGG GCA GAT GAT ACAGTAC | 176 822232
(52-62)62

7 TCC ACT TTC CAA TGT GTC TGA CC ‘égT CAGTITGCAGAGTITCAG | 543 (50-60)64
(47-57)66

(47-57)61

8 TCT CAC CAT CTC CAC TTT GCC AGC ACG GTC AAA AGG AGA GGC | 141 (47-57)63
(43-53)65

9 TGC TGA AAG TAA CTT TCT CTT CCC | ACC TGC AAG GGA AGA GCA CCC | 198 8;?;32 ;
(50-60)61

10 ACT CAC CTC GTG TCT TCT CTC CC GAA GGC TGT CCA CCA GAG CAGC [212 (48-58)62
11 SOCTOTTICTCTICT CIATIGTIG | AGT GCT GCC TGTTGG GCT GGG | 264 (52-62)66
12 ACT TTG GAA ACT AAG ACT CAA TGG GAA CCT ACT GCA ATA TAC 244 (53-63)57
GGG TAGC (49-59)59
(54-64)60

13 AGG CTG ACT CCC TCT CTC GG ACT GGG TAG GGG AAG TGG G 330 (52-62)61
(49-59)62

Die Primersequenzen sind von 5'nach 3’angegeben. In der GroBe-Spalte ist die Lange des PCR-Produkts und in
Klammern die Lange des kodierenden Teils des PCR-Produkts angegeben. Die letzte Spalte (DHPLC) zeigt die
Laufbedingungen auf der DHPLC-Anlage (WAVE, Transgenomic). Die Zahlen in Klammern geben den
Acetonitril-Gradienten an, die nachgestellte Zahl die Temperatur der Sdule. Fiir alle Exons wurde die PCR mit
AmpliTaq Gold (Perkin Elmer) und einer Primeranlagerungstemperatur von 60°C durchgefiihrt.
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Tabelle 18: Sequenzvarianten im NAPOR-Gen.

Exon |Sequenzvarianten Varianten/wt | %
1A keine Varianten 0/109 -
c.-133--132insC 19/90 17
1C c.-172G>A 1/108 1
c.-133--132insC+c.-172G>A | 1/108 1
2 IVS2+6G>T 1/108 1
IVS2+6G>A 1/108 1
3 keine Varianten 0/109 -
4 keine Varianten 0/109 -
5 c.345T>A 29/80 27
c.348G>A 1/108 1
6 keine Varianten 0/109 -
7 IVS7+28C>A 3/106 3
8 keine Varianten 0/109 -
9 IVS9+10G>A 48/80 44
10 c.1165C>T 37/72 34
11 keine Varianten 0/109 -
12 IVS11-18del(T) 48/72 44
13 keine Varianten 0/109 -

Die Numerierung der Nukleotidposition in der Spalte Sequenzvarianten bezieht sich auf die cDNA-Sequenz der
NAPOR-Isoform NAPOR-1 (GenBank: AF036956). Die Nomenklatur richtet sich nach den Empfehlungen der
Nomenclature Working Group (Antonarakis 1998). Die Spalten Varianten/wt bzw. % geben die Haufigkeit der
Varianten in absoluten Zahlen bzw. in Prozent wieder.

3.5.2. Identifizierung von Kandidatengenen aus der HDR1-Region

Distal von der DGCR2 wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Haploinsuffizienzregion fiir die
Symptomenkombination Hypoparathyreoidismus, sensorineurale Taubheit  und

Nierenfehlbildungen (HDR-Syndrom) kartiert (HDR1-Region, Kapitel 3.1.4.).

3.5.2.1. Feinkartierung der Kritischen HDR1-Region

Die Analyse von zwei HDR-Patienten mit polymorphen Markern und mit PAC- und BAC-
Klonen mittels FISH identifizierte in beiden Fillen Mikrodeletionen auf 10p. Patient 5/99
(Van Esch et al. 1999) zeigte eine scheinbar balancierte komplexe Translokation t(8q;10p).
Die FISH-Analyse mit dem YAC 927GS5 zeigte jedoch nur ein Signal auf dem normalen
Chromosom 10 und nicht auf dem derivaten Chromosom 10. Es lag daher in diesem Patienten
eine kryptische 10p-Deletion vor. Der YAC 927GS5 diente als Sonde zum Durchsuchen einer
PAC-Bibliothek und anschlieBender Etablierung eines PAC/BAC-Contigs {iber die
Deletionsregion (s. 3.2.2., S. 56f). Mit Hilfe von bruchpunktiiberspannenden PAC-Klonen
(PACs dJ29M21 und dJ119021) konnten die Bruchpunkte genau kartiert werden. Die Grofle
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der Mikrodeletion im Patienten 5/99 wurde damit auf etwa 900 kb geschétzt. Bei dem zweiten
HDR-Patienten handelt es sich um die Familie 23/91 mit einem autosomal dominanten
Erbgang (Bilous et al. 1992). Eine Haplotyp-Analyse mit polymorphen Markern, die bei
Patient 5/99 deletiert waren, zeigte auch hier bei den betroffenen Familienmitgliedern das
Vorliegen einer Deletion. Die anschlieBende FISH-Untersuchung mit PAC- und BAC-Klonen
aus dem Contig identifizierte bruchpunktiiberspannende Klone. Die Grofle der Deletion in
dieser Familie wurde zu etwa 250 kb bestimmt. Die Mikrodeletionen in beiden Patienten 5/99
und 23/91 tberlappten und ermdéglichten damit die Eingrenzung der kritischen HDR1-Region
auf etwa 200 kb (Abb. 17).
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- D10S223
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Abbildung 17: Eingrenzung der HDR1-Region.

In der Karte ist ein Ausschnitt des PAC/BAC-Contigs dargestellt. Der unterstrichene Klon BAC 49M24 wurde
als FISH-Sonde bei Mikrodeletionsuntersuchungen eingesetzt. Die deletierten Chromosomenregionen der
Patienten 5/99 und 23/91 sind als gestreifte Balken dargestellt. Die Haploinsuffizienzregion DGCR2 kartiert
proximal zur HDR1-Region.

3.5.2.2. Identifizierung und Mutationsanalyse des Kandidatengens GATA-3

Die kritische HDR1-Region ist in der Region 10p14/15 lokalisiert. Dorthin sind nur wenige
Gene kartiert worden, u.a. das Gen GATA-3 (Schuler et al. 1996). Es handelt sich um einen
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der in einer Vielzahl von embryonalen Geweben expremiert
wird, darunter in den Parathyreoideae, dem Innenohr und der Niere. Dies machte GATA-3 zu

einem guten Kandidatengen fiir das HDR-Syndrom. Uber PCR konnte gezeigt werden, daf
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GATA-3 auf BAC-Klonen aus der kritischen HDR1-Region lokalisiert ist. Mit einem BAC-
Klon (BAC 49M24), der GATA-3 vollstindig enthélt, wurden die beiden Mikrodeletionsfille
5/99 und 23/91 iiber FISH analysiert. Eine hemizygote Deletion wurde in beiden Fillen
nachgewiesen. 11 weitere Patienten wurden mittels FISH auf Deletionen untersucht. In diesen
Féllen konnte keine Deletion nachgewiesen werden. Zum Beweis einer direkten Beteiligung
des GATA-3-Gens mit dem HDR-Syndrom wurde in diesen Fillen eine Mutationsanalyse
initiiert. Alle fiinf kodierenden Exons wurden iiber PCR amplifiziert und sequenziert bzw.
iiber eine DHPLC-Anlage (WAVE, Transgenomic) analysiert (Tab. 19). In den drei Patienten
26/99, 3/99 und 12/99 wurden Mutationen gefunden (Tab. 20). Patient 26/99 besitzt eine 49
bp Deletion im Exon 3, die zu einer Leserasterverschiebung mit anschlieBendem vorzeitigen
Stop fiihrt. Patient 12/99 hat einen C nach T-Austausch im Exon 4, der zu einem Stop-Codon
fiihrt. Bei beiden Patienten wird ein verkiirztes Protein gebildet. Bei Patient 3/99 wurde eine
12 bp-Deletion im Exon 5 gefunden, was einem Verlust von vier Aminosduren im Protein
entspricht. Alle drei Sequenzvarianten wurden in 110 Allelen von 55 gesunden
Kontrollpersonen nicht gefunden. In den iibrigen Patienten konnten auBler zwei

Polymorphismen in den Intronbereichen keine weiteren Mutationen nachgewiesen werden.

Tabelle 19: Bedingungen fiir die GATA-3-Mutationsanalyse mittels DHPLC (WAVE,

Transgenomics).
Exon |Primer forward Primer reverse Grofle (nt) | DHPLC
2a CCG CGC TCC CGT GCG GGT CT GGT CCG CCG TCA CTT CCA T 501 (19) -
2b CCC AGG CGG ACC GCC CTTC TGG GGC TTT CGC TTG ACC TCT 421 (24 1) -
3a ACA CTC ACC CTC CTT CTC TCT CC EgG GGT GGA CAG CGA TGG GTC 316 (269) -
3b CGC ACC TCT TCA CCT TCC C AGG CTC CAG GGA AGA GCT GGC 363 (336) -
(49-59)63
4 GTG TTT TCC TTC CCT AAG TGG C TGG TCA GCA TGG AAT CCATCC C | 227 (143) (46-56)65
(42-52)67
TGG TCA CCA TCA GGA AGC GAG (50-60)62
5 GAT TTC ACC CTC TCC TCTCTC CC | 209 (126) (47-57)64
(54-64)59
6 AGA GCC TGT GCATTT CAGAGGC | CTG TGA GCA TCG AGC AGG GC 372 (285) | (50-60)65
(47-57)67

Die Primersequenzen sind von 5'nach 3’angegeben. In der GroBe-Spalte ist die Lange des PCR-Produkts und in
Klammern die Lange des kodierenden Teils des PCR-Produkts angegeben. Die letzte Spalte (DHPLC) zeigt die
Laufbedingungen auf der DHPLC-Anlage (WAVE, Transgenomic). Die Exons 2 und 3 wurden sequenziert. Die
Zahlen in Klammern geben den Acetonitril-Gradienten an, die nachgestellte Zahl die Temperatur der Saule. Fiir
alle Exons wurde die PCR mit der AmpliTaq Gold (Perkin Elmer) und einer Primeranlagerungstemperatur von
60°C durchgefiihrt.
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Tabelle 20: Varianten im GATA-3-Gen in HDR-Patienten.

Familie/Patient Phinotyp | Lokalisation | Mutation | Aminosiureaustausch

5/99 H,D,R |D10S1751- [900 kb Deletion eines Allels
D10S1779 Deletion

a.d. Familie 23/91|H,D,R |D10S1779 |250kb Deletion eines Allels

(4 Betroffene) Deletion

26/99 H,D,R |Exon3 465-513 | Leserahmenverschiebung 156-
Deletion | 177, 178 Stop

3/99 H,D,R |Exon5 Deletion der Codons 316-319,
946-957 . S
Deletion Verlust von vier Aminosiduren

(TSCA)
12/99 (2 Patienten) |H, D Exon 4 828 C-T |R277X

H - Hypoparathyreoidismus, D - sensorineurale Taubheit, R - Nierenfehlbildung. Die Nukleotid- und
Aminoséurepositionen bezichen sich auf die GATA-3-cDNA-Sequenz (Genbank Acc. No. X55122). a.d. —
autosomal dominanter Erbgang; die Familie 23/91 wurde von Bilous et al. beschrieben (Bilous et al. 1992).

3.6. De novo Deletion (14)(q11g13) in zwei Patienten: PAX-9 und

TTEF-1 als DiGeorge-Syndrom-Kandidatengene

Der homozygote Verlust von Pax9 in Méusen fiihrt zu einer Vielzahl von Fehlbildungen,
darunter eine Aplasie des Thymus und der Nebenschilddriisen (Peters et al. 1998). Damit
dhnelt der Maus-Phénotyp dem DiGeorge-Syndrom beim Menschen. Es ist daher zu
vermuten, dal3 ein Verlust des humanen PAX-9-Gens beim Menschen ebenfalls einen
DiGeorge-Syndrom-Phénotyp verursachen kann. Das humane PAX-9 wire demnach ein
DiGeorge-Syndrom-Kandidatengen. PAX-9 wurde in die Region 14q12-13 kartiert (Stapleton
et al. 1993). Im Rahmen dieser Arbeit sind zwei Patienten (SAN, MAL) molekulargenetisch
untersucht worden, die auf Chromosom 14q in diesem Bereich interstitielle Deletionen

aufwiesen.i

3.6.1. Molekulargenetische Eingrenzung der 14g-Deletionen in __den

Patienten SAN und MAL
Die Patienten SAN (Schuffenhauer et al. 1999) und MAL zeigen beide ein komplexes

Fehlbildungs-/Retardierungssyndrom. Chromosomenanalysen aus periphdren Lymphozyten
ergaben den Karyotyp 46,XX,del(14)(q11.2q13). Die elterlichen Karyogramme waren
normal. Von den Patienten SAN und MAL stand sowohl Patienten-DNA als auch DNA der
Eltern fiir molekulargenetische Untersuchungen zur Verfiigung. Die Eingrenzung der

Deletionen erfolgte durch die Analyse polymorpher Marker des Chromosoms 14q. Die
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Marker mit den entsprechenden Primerpaaren wurden der Whitehead-Karte (Dib et al. 1996)
entnommen. Bei Patient SAN wurden sieben, bei Patient MAL wurden 13 Marker getestet.
Sowohl SAN als auch MAL haben eine interstitielle de novo Deletion 14q paternalen
Ursprungs. Der proximale Bruchpunkt in Patient SAN kartiert in das 4,3 cM Intervall
zwischen D14S264 und D14S80, der distale Bruchpunkt kartiert in das 3,4 cM Intervall
zwischen D14S70 und D14S75. SAN besitzt demnach eine etwa 16 cM (12,3 ¢cM - 20 cM)
grof3e interstitielle Deletion. Die Deletion in Patient MAL liegt zwischen dem proximalen
Intervall D14S80-D14S1034 (4,7 ¢cM) und dem distalen Intervall D14S1057-D14S980 (4,0
cM). Sie ist mit einer Grofle von etwa 26 ¢cM groBBer als die Deletion von SAN. Beide
Deletionen iiberlappen im proximalen Bereich, wobei die Deletion von MAL etwa 12 ¢cM

weiter Richtung Telomer reicht als die Deletion von SAN (Abb. 18).
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Abbildung 18: Kartierung der interstitiellen 14g-Deletionen der Patienten SAN und MAL.
Deletierte Chromosomenregionen sind als weile Balken, nicht deletierte Chromosomenregionen sind als
schwarze Balken dargestellt. Die Bruchpunkte kartieren in die als gestreifte Balken gezeichneten Regionen.

3.6.2. Deletionsanalysen der Gene PAX-9 und TTF-1 bei den Patienten SAN
und MAL

Die Patienten wurden mit FISH auf Deletionen in den Genen PAX-9 und TTF-1 untersucht.
Fir PAX-9 wurden PAC-Klone aus einer PAC-Bibliothek isoliert. Als Sonde diente ein 227

bp grofles PAX-9 spezifisches PCR-Produkt aus der 5'Region der kodierenden Sequenz,
welches durch Amplifikation aus genomischer DNA gewonnen wurde. Die folgenden Primer

wurden eingesetzt:
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PAX-9F: 5'-GCT GTG TGT TCA TTT TGC AGA GCC A-3’
PAX-9R: 5'-TGG CTC CTG GCA AGA TCG AGC CC-3".

Hybridisiert wurde die auf Filtern aufgetragene PAC-Bibliothek des Ressourcenzentrums des
deutschen Humangenomprojekts, bei der es sich um eine Kopie der RPCII, 3-5 PAC-
Bibliotheken von P. de Jong handelte. Die folgenden fiinf positiven PAC-Klone wurden
identifiziert und vom Ressourcenzentrum bezogen: RPCIP704C14833, RPCIP704K 12630,
RPCIP704J18615, RPCIP704M22554 und RPCIP704B02531. Alle Klone waren in einer
PCR mit den PAX-9F/PAX-9R-Primern positiv. Bei vier Klonen (RPCIP704C14833,
RPCIP704K 12630, RPCIP704M22554, RPCIP704B02531) wurde mit einer Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung die chromosomale Lokalisation bestimmt. Alle vier PAC-Klone gaben
ausschlieBlich Signale auf Chromosom 14q12-13. Chromosomenpriparationen des Patienten
SAN wurden mit den drei PAX-9-PAC-Klonen RPCIP704K 12630, RPCIP704M22554 und
RPCIP704B02531 hybridisiert. In allen drei Fillen wurden Signale nur auf dem intakten
Chromosom14q detektiert, nicht aber auf dem deletierten Chromosom 14. Die Chromosomen
des Patienten MAL wurden mit dem PAX-9-PAC-Klon RPCIP704M22554 hybridisiert. Auch
hier zeigte die Sonde nur Signale auf dem intakten Chromosom 14q. Auf dem deletierten
Chromosom 14q wurden keine Signale beobachtet. Beide Patienten sind somit fiir PAX-9
hemizygot. Zur Bestitigung wurde beim Patienten SAN auch eine Gendosis-Analyse
durchgefiihrt. Es wurde ein quantitativer Southern-Blot (Dosisblot) hergestellt, in dem DNA
des Patienten SAN, DNA seiner Eltern und zwei Kontroll-DNAs mit dem Restriktionsenzym
EcoRI gespalten wurden. Der Blot wurde mit einer 1,1 kb langen PAX-9 cDNA-Sonde
(Schenkung von H. Peters, GSF Neuherberg) hybridisiert. Bei der Sonde handelte es sich um
den fast vollstindigen kodierenden Teil des PAX-9-Gens. Die Sonde detektierte eine 6 kb-
Bande, die beim Patienten SAN eine deutlich geringere Intensitét aufwies als bei den Eltern
und den beiden Kontroll-DNA-Proben (Abb. 19). Die Gendosis-Analyse bestétigte damit das
Ergebnis der FISH-Untersuchung.
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Abbildung 19: Gendosisanalyse des PAX-9-Gens.

Patient SAN zeigt eine verminderte Dosis des 6,0 kb grolen EcoRI-Fragments, das mit einer PAX-9-cDNA-
Sonde detektiert wird. Die Eltern und zwei unabhéngige nicht verwandte Kontrollpersonen haben eine normale
Gendosis. Die aufgetragene DNA-Menge wurde anhand einer Ethidiumbromidfirbung und einer
Kontrollhybridisierung mit einer Sonde aus 10p bestimmt und war in allen Spuren annéhernd gleich (Daten nicht

gezeigt).

Eine Haploinsuffizienz von TTF-1 konnte bei den beiden Patienten SAN und MAL fiir die
Auspragung ihres Phinotyps mitverantwortlich sein. Es wurde daher in einem FISH-
Experiment untersucht, ob SAN und MAL auch fiir TTF-1 deletiert sind. Als Sonde wurde ein
Cosmid verwendet, das das Gen TTF-1 enthielt (K. Devriendt, Leuven, Belgien). Die
Hybridisierung zeigte bei beiden Patienten nur Signale auf dem intakten Chromosom 14q.
Auf dem deletierten Chromosom waren keine Signale zu beobachten. Es liegt daher sowohl

bei SAN als auch bei MAL eine Hemizygotie fiir das Gen TTF-1 vor.
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4. Diskussion

4.1. Kartierungsarbeiten auf Chromosom 10p

Die Bruchpunkte bei Patienten mit partieller Monosomie 10p wurden mit Hilfe von FISH
eingegrenzt. Mit dem Beginn der Bruchpunktkartierung wurden genomische Karten
verdffentlicht, in denen fast das gesamte Genom mit einzelnen tliberlappenden Y AC-Klonen
kartiert worden war (Chumakov et al. 1995; Dib et al. 1996). Diese Karten erwiesen sich als
sehr hilfreich, da die Isolierung genomischer Klone aus Bibliotheken von da an nicht mehr
noétig war. Die kartierten YAC-Klone konnten direkt aus den Karten ausgewéhlt und von
Ressourcenzentren bezogen werden, um damit tiber FISH die Bruchpunktregionen in den
Patienten zu bestimmen. YAC-Klone haben den Vorteil, sehr groBe Inserts zu besitzen
(mehrere 100 kb bis zu weit iiber 1 Mb). Damit waren verhiltnissmaBig wenig YAC-Klone
notig, um das liber 3 Milliarden Basenpaar gro3e humane Genom abzudecken. Das war auch
bei der hier durchgefiihrten Bruchpunktkartierung von Vorteil, da mit wenigen Y AC-Klonen
eine gro3e Region auf 10p abgedeckt wurde und sich damit die Anzahl der FISH-Experimente
in Grenzen hielt. Mit 90 Hybridisierungsexperimenten konnten 15 Deletionspatienten
charakterisiert werden. Es war jedoch nur bei einem Patienten mdglich, anhand eines
bruchpunktiiberspannenden Y AC-Klons den Bruchpunkt auf einen bestimmtem genomischen
Klon zu kartieren. Bei den 14 anderen Patienten konnten keine Intensititsunterschiede bei der
Hybridisierung zwischen deletiertem und intaktem Chromosom 10p festgestellt werden. Dies
kann zum einen daran gelegen haben, da3 die Bruchpunkte in Regionen lagen, die nicht mit
den YAC-Klonen abgedeckt wurden, oder zum anderen daf3 die Bruchpunkte in den einzelnen
YAC-Klonen so am Rand lagen, dal mit der FISH-Methode keine
Signalintensititsunterschiede auszumachen waren. Beide Moglichkeiten trafen wahrscheinlich
zu, da die Bruchpunkte einiger Patienten mit {iberlappenden YAC-Klonen kartiert wurden und
daher zumindest ein Klon den Bruchpunkt {iberspannen sollte, wahrend bei anderen Patienten
die Bruchpunkte mit YAC-Klonen bestimmt wurden, die keine Uberlappung aufwiesen. Dem
Vorteil ihrer GroBe steht auch ein bekannter Nachteil gegeniiber. YAC-Klone sind nicht
stabil, d.h. sie weisen Deletionen und andere Strukurverdnderungen auf. Damit spiegeln sie in
vielen Féllen nicht die wahre genomische Situation wider. Dies wurde in dieser Studie
bestitigt. Von den 38 iiber FISH charakterisierten YAC-Klonen, waren knapp die Hélfte
chimdr. Sie zeigten neben Signalen auf Chromosom 10p, wo sie laut Karte hinkartiert worden

waren, auch Signale auf anderen Chromosomen. Z.T. wurden bei einzelnen Klonen
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Hybridisierungssignale auf fiinf verschiedenen Chromsomen identifiziert. Dieses Problem war
der Grund dafiir, dafl von 38 getesteten YAC-Klonen nur 15 bei der Deletionskartierung zum
Einsatz kamen. Fiir den Bereich 10p erwies sich die YAC-Karte dennoch als zuverléssig, da
nur drei YAC-Klone kein Signal auf 10p zeigten. Bei 92 % der Klone konnte ein Signal auf
10p nachgewiesen werden, wenngleich bei fast der Hélfte davon auch

Kreuzhybridisierungssignale auf anderen Chromosomen auftraten.

Fiir weiterfilhrende Arbeiten, insbesondere der Identifizierung von Kandidatengenen, waren
die YAC-Klone aus den oben genannten Griinden nicht zuverlédssig genug. Eine genomische
Karte aus kleinen bakteriellen Klonen (PAC- bzw. BAC-Klone) war zu dieser Zeit jedoch
noch nicht verfiigbar. Es wurde daher begonnen iiber die zuerst identifizierte
Haploinsuffizienzregion DGCR2 ein PAC-Contig zu etablieren. Dies war moglich, da die
PAC-Bibliotheken RPCI1,3-5 (Ioannou und de Jong 1996) kurze Zeit vorher allgemein
verfiigbar gemacht wurden. Die Bibliotheken lagen sowohl in Form von PCR-Pools als auch
in Form von Filtern vor. Sie wurden mit STS-Markern durchsucht, die in die Ndhe der Region
DGCR2 kartiert worden waren. Es wurden 14 Marker aus der genetischen Karte des
Whitehead Instituts  (http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/phys map) fiir die
Durchsuchung der Bibliotheken ausgewidhlt. Die Marker deckten mit 3 ¢cM dabei einen
groBBeren Bereich ab, als die Grofle der DGCR2 von geschétzter 1 Mb Linge notig erscheinen
lieB. Damit sollte die Klonierung der Region DGCR?2 sichergestellt werden. Die 14 Marker
waren auf eine 3 cM grofle genomische Region verteilt. Bei einer Durchschnittsgréfle von
etwa 120 kb pro PAC-Klon, war klar, dall selbst im giinstigsten Fall einer gleichmifligen
Verteilung der Marker kein vollstdndiges Contig erhalten werden konnte. Es ergaben sich
verschiedene Teilcontigs, die durch Liicken unbekannter GroBe voneinander getrennt waren.
Uber einen PAC-walking-Ansatz wurde versucht, diese Liicken zu iiberbriicken. Zu diesem
arbeits- und zeitaufwendigen Verfahren gab es damals noch keine Alternative. Erst mit der
Veroffentlichung eines Fingerprint-Protokolls (Marra et al. 1997) und der verfiigbaren
Software, konnte die Contig-Etablierung effizienter gestaltet werden. Bis dahin waren
Fingerprint-Protokolle ~ sehr  aufwendig und beinhalteten den  Einsatz  von
Fluoreszenzfarbstoffen und Polyacrylamidgelen. Bei dem von Marra et al. vorgestellten
Protokoll war lediglich eine Restriktionsspaltung der PAC-Klone nétig. Die Auftrennung der
Restriktionsbanden wurde mit einem normalen Agarosegel vorgenommen. Die Identifizierung
iiberlappender Klone anhand von Restriktionsbanden gleicher Gro3e wurde mit Hilfe einer
Software ermoglicht (Soderlund et al. 1997). Vor dem Einsatz dieser Methode wurden in

mehr als eineinhalb Jahren 98 Klone isoliert und in verschiedene Contigs geordnet. Mit dem

93



Diskussion

Fingerprint-Protokoll war es moglich, mehr als 100 Klone in zwei Monaten zu kartieren. Die
Methode war nicht nur sehr schnell, sondern auch sehr genau. Die Contig-Bildung per
Computer wurde durch PCR und Hybridisierung bestétigt. Es wurden nur fiinf fehlerhaft
eingeordnete Klone identifiziert, was weniger als 4 % der bearbeiteten Klone entspricht.
Insgesamt wurden etwa 200 PAC-Klone in vier Contigs von etwa 300 bis 850 kb Linge
angeordnet. Die GesamtgroBe der klonierten Region belief sich auf etwa 2,2 Mb. In das
proximalste und grofte Contig 4 wurde die Region DGCR2 Kkartiert. Uber die spiter
identifizierte zweite Haploinsuffizienzregion HDR1 wurde von Beginn an mit Hilfe des
Fingerprint-Protokolls innerhalb von etwa drei Monaten ein PAC/BAC-Contig etabliert. Dies

verdeutlichte nochmals die Effizienz dieser Kartierungstechnik.

4.2. Identifizierung von Haploinsuffizienzregionen auf

Chromosom 10p mit Deletionskartierung

4.2.1. Deletionskartierungen bei Patienten mit partieller Monosomie 10p

Die partielle Monosomie 10p gehort zu den seltenen Chromosomenaberrationen. Bis 1995
wurden 34 Fille in der Literatur beschrieben (Schuffenhauer et al. 1995), bei denen als
einzige chromosomale Auffalligkeit eine Deletion auf dem kurzen Arm von Chromosom 10
vorlag. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 16 Patienten mit Deletionen untersucht. 10 Patienten
wurden hier das erste Mal beschrieben, bei sechs Patienten handelte es sich um bereits
publizierte Fille, wobei von keinem der Patienten molekulargenetische Daten vorlagen. Bei
allen Patienten lagen zytogenetisch sichtbare Deletionen vor. Der Phénotyp der partiellen
Monosomie 10p &dhnelt hdufig dem des DiGeorge-Syndroms, das meist mit einer
Mikrodeletion 22ql1 assoziiert ist. Dies wies darauf hin, dafl es auf Chromosom 10p einen
zweiten Locus fiir das DiGeorge-Syndrom geben mufte, der allerdings wegen der Seltenheit

nicht die klinische Bedeutung hat wie die Mikrodeletion 22q11.

Zur genauen Eingrenzung einer DGS-Haploinsuffizienzregion auf 10p wurden in dieser
Studie 16 Patienten mit partieller Monosomie 10p molekulargenetisch mit Hilfe polymorpher
Marker und zytogenetisch iiber FISH analysiert. Zwolf Patienten hatten eine terminale, vier
Patienten eine interstitielle Deletion. Die Deletionsgrolen in den Patienten schwankten
zwischen 10 und 47 cM. Ein Bruchpunktcluster, d.h. eine Region, in der mehrere
Bruchpunkte kartieren wurde nicht identifiziert. Die Bruchpunktregionen sind iiber den
gesamten kurzen Arm von Chromosom 10 verteilt. Dies ist in Ubereinstimmung mit

Deletionen auf anderen Chromosomen, bei denen im allgemeinen auch keine Clusterung von
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Bruchpunkten beobachtet wird. Der parentale Ursprung der Deletionen wurde bei sechs
Patienten bestimmt. Vier Patienten wiesen eine Deletion paternalen Ursprungs, zwei eine
Deletion maternalen Ursprungs auf. Die Zahlen sind jedoch zu klein, um den Phénotyp mit

dem parentalen Ursprung der Deletion zu korrelieren.

Es ist aus mehreren Studien bekannt, daB3 Deletionen oder Duplikationen des gleichen
Chromosomensegments eine hohe Variabilitit in der klinischen Ausprigung aufweisen.
Beispiele hierfiir sind das Wolf-Hirschhorn-Syndrom mit einer partiellen Monosomie 4p und
das Cri-du-Chat-Syndrom mit einer partiellen Monosomie 5p. Aus diesem Grund kénnen bei
der Definition einer kritischen Region nur die Patienten herangezogen werden, die einen dem
DiGeorge-Syndrom dhnlichen Phénotyp zeigen. Ein Ausschlul von Chromosomenregionen
anhand von Patienten ohne den untersuchten Phénotyp ist aus dem oben genannten Grund
problematisch, da bei der grofen Variabilitit des Phénotyps mit einer verminderten Penetranz
gerechnet werden muf3. Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse der Bruchpunktkartierung bei einer
Auswahl der in dieser Studie untersuchten Patienten. Es zeigte sich, dafl auch bei Patienten
mit partieller Monosomie 10p, die eine Hemizygotie fiir die gleichen chromosomalen
Regionen aufwiesen, eine Variabilitdt des Phinotyps vorliegt. So waren die drei Patienten
KAN, TAT und ROB fiir die gleiche etwa 47 cM grofle Region deletiert. Allerdings zeigte nur
ROB mit einer Aortenstenose einen angeborenen Herzfehler, wihrend sich bei den anderen
beiden Patienten das Herz normal entwickelte. Noch deutlicher wurde die phinotypische
Heterogenitét bei den Patienten MAJ, BIH und GM6936, deren terminale 10p-Bruchpunkte in
dieselbe Region kartiert wurden. Alle Patienten waren fiir einen iiber 30 cM groflen Bereich
von 10p deletiert, doch wahrend MAJ und GM6936 die drei DGS-Leitsymptome Herzfehler,
T-Zelldefekt und Hypoparathyreoidismus aufwiesen, zeigte BIH nur einen Herzfehler. Dieser
war zudem fiir DiGeorge-Syndrom-Patienten nicht typisch. SchlieBlich wurde auch bei den
beiden interstitiell deletierten Patienten MEG und AMS ein deutlicher Unterschied im
Phinotyp registriert. Obwohl beide Patienten eine groBe gemeinsame hemizygote Region
aufwiesen, zeigte nur MEG mit einer Thymus-Hypoplasie und einem Herzfehler Symptome
des DiGeorge-Syndroms. Diese Beispiele verdeutlichen, daBl auch bei der partiellen
Monosomie 10p eine deutliche Variabilitit in der klinischen Ausprigung beobachtet wird.
Dies war der Grund dafiir, dal3 in dieser Studie nur 11 der 16 Patienten zur Kartierung einer
kritischen Haploinsuffizienzregion herangezogen werden konnten, da nur sie in das DGS-
Spektrum eingeordnet werden konnten. Fiinf Patienten zeigten keinen DGS-Phénotyp bzw.
die verfligbaren klinischen Daten waren nicht ausreichend, um sie als DGS-Patienten

bezeichnen zu konnen.
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Abbildung 20: Phénotypvariabilititen bei Patienten mit sehr dhnlichen Deletionen.

Deletierte Chromosomenregionen sind als weifle, nicht deletierte Regionen als schwarze Balken dargestellt. Die
variablen Symptome der Patienten sind in Klammern angegeben. Obwohl die Patienten innerhalb der drei
Gruppen sehr dhnliche Deletionen besitzen, zeigen sie auch bei den sog. DGS-Leitsymptomen (Herzfehler,
Hypoparathyreoidismus und T-Zelldeekt) z.T. deutliche Unterschiede (Herzfehler bzw. keinen Herzfehler und
Hypoparathyreoidismus bzw. keinen Hypoparathyreoidismus).

Als kritische Region wird der kleinste chromosomale Bereich definiert, fiir den alle
phéinotypisch auffilligen Patienten eine Hemizygotie aufweisen. Die proximale Grenze dieser
Region konnte anhand der drei Patienten LEM, WAB und WON charakterisiert werden, deren
Bruchpunkte bei der ersten Bruchpunktanalyse in dieselbe Region kartiert worden waren
(Abb. 4, Kapitel 3.1.3.). Die iibrigen DGS-Patienten mit terminalen Deletionen (KAN, TAT,
ROB, HOV, MAJ und GM6936), sowie die beiden Patienten mit interstiticllen Deletionen
(MAR, MEG) waren im Vergleich zu LEM, WAB und WON auch fiir weiter proximal
liegende Regionen deletiert und waren damit fiir die Bestimmung der proximalen Grenze der
kritischen Region ohne Bedeutung. Die distale Grenze der kritischen Region wurde durch den
distalen Bruchpunkt des interstitiell deletierten Patienten MEG vorgegeben, da sich die
Deletion des zweiten interstitiellen Deletionspatienten MAR noch weiter in distale Richtung
ausdehnte. Eine detaillierte Bruchpunktanalyse der vier Patienten LEM, WAB, WON und
MEG wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, die kritische Region mdglichst genau zu kartieren.
Als Grundlage diente das etablierte PAC-Contig. Mit FISH wurden fiir alle vier Patienten
Klone identifiziert, die die Bruchpunkte {iberspannten (Abb. 5, Kapitel 3.1.4.). Die vier
Bruchpunkte kartierten in eine etwa 1,2 Mb grofle Region um die polymorphen Ankermarker
D10S547 und D10S585, die einen genetischen Abstand von 1 ¢cM aufwiesen. Eine kleinste

gemeinsame Deletionsregion fiir alle vier Patienten wurde nicht erhalten. Nur die drei
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Patienten LEM, WAB und MEG besallen eine etwa 300 kb groBe gemeinsame
Deletionsregion. Daw et al. (Daw et al. 1996) beschrieben in einer dhnlichen Studie ebenfalls
eine kritische Region anhand von Patienten mit partieller Monosomie 10p. In deren Studie
konnte eine kritische Deletionsregion von etwa 2 Mb definiert werden. In Anlehnung an die
Mikrodeletionsregion auf Chromosom 22ql1, die fiir mehr als 90 % der DiGeorge-Syndrom-
Fille verantwortlich ist, wurde vorgeschlagen, die neu identifizierte Region auf 10p zweite
kritische DiGeorge-Syndrom-Region, DGCR2, zu nennen (Schuffenhauer et al. 1998; Daw et
al. 1996).

4.2.2. Das HDR-Syndrom und partielle Monosomie 10p

Die Patientin WON, die aufgrund ihres distalen Bruchpunkts eine gemeinsame kritische
Haploinsuffizienzregion in der hier durchgefiihrten Studie ausschlof (Kapitel 4.2.1.), zeigte
die fiir Patienten mit partieller Monosomie 10p  typischen = Symptome:
Entwicklungsverzogerung, Epikanthus, Hypertelorismus, Ptosis, flache breite Nase,
Mikrognathie, dysmorphe, tief sitzende Ohren und Anomalien an Héanden und Fiilen. Weitere
ganz typische Symptome des DiGeorge-Syndroms wie Herzfehler, Gaumenspalte oder T-
Zelldefekt waren bei dieser Patientin jedoch nicht vorhanden. Dafiir wurde eine
Hypokalzidmie bzw. ein Hypoparathyreoidismus, eine sensorineurale Taubheit und eine
Nierendysplasie beschrieben. Es wurde spiter vorgeschlagen, das Auftreten dieser drei
Symptome als Leitsymptome fiir ein eigenes Syndrom anzunehmen und es HDR-Syndrom zu
nennen, wobei die drei Buchstaben dieses Akronyms fiir die drei Symptome (in englischer
Sprache) Hypoparathyreoidismus, Taubheit (deafness) und Nierenfehlbildungen (renal
defects) stehen (Hasegawa et al. 1997). Zwei Betroffene aus einer von Bilous et al.
beschriebenen Familie zeigten zystische Nieren mit normaler Glomerulumfiltrationsrate,
wihrend drei betroffene Familienmitglieder eine bilaterale Nierendysplasie mit reduzierter
Filtrationsrate und eine anomale Serum-Kreatinin-Konzentration aufwiesen (Bilous et al.
1992). Die morphologischen Nierenfehlbildungen in dieser Familie wurden bei der Patientin
WON nicht beobachtet. Thre Nieren zeigten im Ultraschall lediglich eine diffuse kortikale
Begrenzung. Allerdings wies sie wiederholt eine reduzierte Glomerulumfiltrationsrate und
eine anormale Serum-Kreatinin-Konzentration auf. Dieser Nierendefekt zusammen mit dem
Hypoparathyreoidismus und der sensorineuralen Taubheit liel es moglich erscheinen, daf3
WON ein HDR-Syndrom aufwies. Der auch in dieser Studie untersuchte aber bereits frither
beschriebene Patient WAB zeigte ebenfalls ein HDR-Syndrom (Hasegawa et al. 1997).

Weitere vier Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p, die alle drei Leitsymptome des
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HDR-Syndroms aufwiesen, sind in der Literatur zu finden (Fryns et al. 1981; Hon et al. 1995;
Schuffenhauer et al. 1998; Schuffenhauer et al. 1995). Die Nierendefekte konnen
asymmetrisch sein und sind in ihrer Ausprigung variabel (Tab. 21). Man findet dysplastische
Nieren, zystische Nieren, aplastische Nieren und Hydronephrosen. Die Taubheit ist auf
sensorineurale Ursachen zuriickzufiihren. Neben den erwahnten sechs Patienten, die alle drei
Symptome des HDR-Syndroms aufwiesen, wurden in der Literatur mindestens 14 weitere
Patienten mit partieller Monosomie 10p beschrieben, die wenigstens zwei der drei
Leitsymptome des HDR-Syndroms zeigten (HD n - 4, HR n - 8, DR n - 2). Diese Ergebnisse
legten nahe, da3 auf Chromosom 10p eine Haploinsuffizienzregion fiir das HDR-Syndrom
kartiert.
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Tabelle 21: Symptome des DiGeorge-Syndroms und des HDR-Syndroms bei 9 Patienten
mit 10p-Strukturaberrationen.
Patient WAB WON C2 DW CH92-092
(Hasegawa et al. . (Fryns et al. 1981; . .
Literatur 1997; Lichtner et al. g[algg;ner et al Van Esch et al (Bgs;;ukl ot al (lgggleb ot al
2000) 1999)

Geschlecht m w W m w
10p-Aberration del(10)(p13) del(10)(p13) del(10)(p13) del(10)(p13) del(10)(p13)
Herzfehler 1) VSD - - - -
Faziale Dysmorphien + + + + +
T-Zelldefekt - - - + +
Gaumenspalte - - - - -
Hypokalzamie/ o " n . . .
Hypoparathyreoidismus
Taubheit + + + + ?

. DN(r) AN(r)
Nierendefekt 2) VR(]) NI DN(I) - DN(r)
DGS-Spektrum CAH AH AH ATH ATH
HDR-Spektrum 3) HDR HDR HDR HD HR
Molckulare Erecbnisse DGCR2 DGCR2 DGCR2 DGCR2 DGCR2

& partiell deletiert intakt intakt intakt intakt

Patient C1 MEG AMS MAR

. (Van Esch et al . (Schuffenhauer et | (Obregon et al
Literatur 1999) (Lipson et al. 1996) al. 1998) 1992)
Geschlecht m w w m
10p-Aberration ins(8;10)ins(10;8) del(10)(p12p13) del(10)(p12p13) del(10)(p11p13)
Herzfehler 1) - VSD, ASD - ASD
Faziale Dysmorphien + + + +
T-Zelldefekt - + - +
Gaumenspalte - + - -
Hypokalzdamie/ n ) ) n
Hypoparathyreoidismus
Taubheit + - - +
Nierendefekt 2) AN(]) - - HN
DGS-Spektrum A CATC A CATH
HDR-Spektrum 3) HDR - - HDR
Molekulare Erecbni DGCR2 DGCR2 DGCR2 DGCR2

OlCKUTATe BIECONISSC intakt deletiert deletiert deletiert

w - weiblich, m - ménnlich, r - rechte Seite, 1 - linke Seite
1)  ASD - Atriumseptumdefekt, VSD - Ventrikelseptumdefekt

2) AN - aplastische Niere, DN - dysplastische Niere, HN - Hydronephrose, NI - Niereninsuffizienz, VR - vesikoureteraler Reflux

3) Das vollstindige DGS-Spektrum beinhaltet die fiinf Symptome ,,CATCH®: C - Herzfehler, A - faziale Dysmorphien, T - T-Zelldefekt,
C - Gaumenspalte, H - Hypokalzdmie/Hypoparathyreoidismus. Das vollstindige HDR-Syndrom beinhaltet die drei Symptome ,,HDR*:
H - Hypoparathyreoidismus, D - Taubheit, R - Nierendefekt.
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4.2.3. Kartierung des HDR-Syndrom-Locus auf 10p

Der Bruchpunkt der terminalen Deletion des Patienten WON wurde etwa 300 kb distal zur
Region DGCR2 Kkartiert, dessen distale Grenze durch den distalen Bruchpunkt der
interstitiellen Deletion des Patienten MEG bestimmt wurde (Abb. 5, Kapitel 3.1.4.). MEG
zeigte einen Herzfehler und einen T-Zelldefekt und konnte daher in das Symptomenspektrum
des DiGeorge-Syndroms eingeordnet werden. WON hingegen wies alle drei Leitsymptome
des HDR-Syndroms auf. Damit konnte gezeigt werden, dal das HDR-Syndrom distal zur
anfangs definierten Haploinsuffizienzregion DGCR2 kartiert. Eine Genotyp-Phénotyp-
Korrelation der in der Literatur verdffentlichten Fille von Patienten mit partieller Monosomie
10p bestitigt dieses Ergebnis (Tab. 21). Patient C2 in Abbildung 21 wies alle drei Symptome
des HDR-Syndroms auf und besal3 einen Bruchpunkt, der ebenfalls distal zur Region DGCR2
kartiert wurde (Van Esch et al. 1999). Ein weiterer Patient (C1, Abb. 21) mit HDR-Syndrom
hatte eine zytogenetisch balancierte komplexe Translokation 10p;8q mit Bruchpunkten auf
10p, die distal und proximal zur Region DGCR2 lagen (Van Esch et al. 1999). Die Region
DGCR2 war in diesem Patienten intakt. Der Abstand des distalen 10p-
Translokationsbruchpunkts zur Region DGCR2 wurde mit mindestens 1-2 Mb angegeben,
was einen Positionseffekt unwahrscheinlich erscheinen lief3. Neben diesen beiden Patienten,
die alle drei Leitsymptome des HDR-Syndroms aufwiesen, sind zwei weitere Patienten
beschrieben worden, die zwei der drei HDR-Syndrom-Symptome zeigten (Patient DW mit
einem Hypoparathyreoidismus und einer sensorineuralen Taubheit (Dasouki et al. 1997) und
Patient CH92-092 mit einem Hypoparathyreoidismus und einem Nierendefekt (Gottlieb et al.
1998)). Die Deletionsregion bei Patient DW wurde distal zum Marker D10S547 lokalisiert.
Dieser Marker kartiert etwa 200 kb distal zur Region DGCR2. Der Bruchpunkt der terminalen
Deletion im Patienten CH92-092 wurde in das Intervall D10S1431-D10S226 kartiert und lag
damit etwa 2 Mb distal zur Region DGCR2. Damit hatten beide Patienten eine partielle
Monosomie 10p, die jedoch die Region DGCR2 intakt lieB3.
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Abbildung 21: Genotyp-Phénotyp-Analyse von ausgewéhlten Patienten mit partieller Monosomie 10p.

Die deletierten Chromosomenregionen sind durch weile Balken, die nicht deletierten Chromosomenregionen
durch schwarze Balken dargestellt. Gestreifte Balken bezeichnen die Regionen, in denen die Bruchpunkte in den
Patienten kartiert wurden. Der Phinotyp der Patienten ist auf der rechten Seite durch Angabe der entsprechenden
Akronyme zu ersehen: C - Herzfehler, A - faziale Dysmorphien, T - T-Zelldefekt, C - Gaumenspalte, H -
Hypoparathyreoidismus, D - sensorineurale Taubheit, R - Nierendefekt.

4.2.4. DGS2 als Contiguous Gene Syndrome

Genotyp-Phénotyp-Analysen mit Patienten aus dieser Studie sowie mit publizierten Féllen
legten den Schlufl nahe, da3 das mit partieller Monosomie 10p assoziierte DGS durch eine
Haploinsuffizienz von mindestens zwei verschiedenen Regionen verursacht wird, einer
distalen HDR1-Region, verantwortlich fiir den Hypoparathyreoidismus, den Nierendefekt und
die sensorineurale Taubheit, und einer proximalen Region DGCR2, verantwortlich flir den

Herzfehler und T-Zelldefekt (Abb. 21, Kapitel 4.2.3.).

Die proximale Region DGCR2 wurde urspriinglich durch die Patienten MEG und P1/P2, die
einen Herzfehler und T-Zelldefekt aufwiesen, auf eine GroBe von etwa 2 Mb eingegrenzt
(Daw et al. 1996) (Abb. 22). Bevor bekannt war, dall der Phéanotyp der partiellen Monosomie
10p durch mehr als eine Haploinsuffizienzregion verursacht wird, wurde die Region von Daw
et al. in dieser Arbeit zundchst mit Hilfe des Patienten LEM auf etwa 1 Mb verkleinert.
Patient LEM definierte anstelle von P1/P2 die proximale Grenze neu. Die distale Grenze
wurde weiterhin durch Patient MEG definiert. Patient LEM zeigte einen
Hypoparathyreoidismus und einen Nierendefekt, jedoch weder einen Herzfehler noch einen
T-Zelldefekt. Damit hat LEM Symptome des HDR-Syndroms, nicht aber Symptome, die mit
der Haploinsuffizienzregion DGCR2 assoziiert sind. Er kam nach den bereits diskutierten

Kriterien zur Definition von Haploinsuffizienzregionen (Kapitel 4.2.1.) damit fiir die
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Kartierung der DGCR2 nicht mehr in Frage. Im Rahmen dieser Studie wurde auch der Patient
WAB molekulargenetisch untersucht. Die Symptome dieses Patienten,
Hypoparathyreoidismus, sensorineurale Taubheit und T-Zelldefekt, sind wahrscheinlich das
Ergebnis der Haploinsuffizienz der distalen HDRI1-Region. WAB zeigt auBBerdem einen
Herzfehler, der mit der HDR1-Region nicht assoziiert ist, wohl aber mit der Region DGCR2.
WAB ist daher ein geeigneter Patient, um die Region DGCR2 weiter einzugrenzen. Der
Bruchpunkt wurde etwa 300 kb proximal zur distalen Grenze der DGCR?2 kartiert, die durch
Patient MEG vorgegeben war. Damit verkleinerte WAB die Grofle der
Haploinsuffizienzregion DGCR2 auf etwa 300 kb. Ein T-Zelldefekt, der neben dem
Herzfehler ebenfalls mit der DGCR2 assoziiert ist, wurde bei WAB nicht beobachtet. Dies ist
jedoch nicht ungewohnlich, da bei Patienten mit partieller Monosomie 10p eine hohe
Variabilitdt in der klinischen Ausprigung sowie eine verminderte Penetranz bekannt ist

(Kapitel 4.2.1.).

Die kleinste gemeinsame Deletionsregion, die mit den drei HDR-Syndrom-Leitsymptomen
Hypoparathyreoidismus, sensorineurale Taubheit und Nierendefekte assoziiert war, wurde
zunéchst durch die Deletionen der Patienten WON und C2 (jeweils terminale Deletionen) und
MAR (interstitielle Deletion) definiert (Abb. 21, Kapitel 4.2.3.). Dieses grofle Intervall
zwischen den Markern WI-2389 (WON, C2) und D10S552 (MAR) konnte mit den
Bruchpunkten der Patienten CH92-092 und C1 weiter eingeengt werden. Wenn man davon
ausgeht, dall Patient CH92-092 mit einem Hypoparathyreoidismus und einem Nierendefekt in
das HDR-Syndrom-Spektrum paf3t, kann die HDR-Syndrom-Deletionsregion auf eine Region
distal des Markers D10S226 eingegrenzt werden. Der distale Bruchpunkt im Patienten C1, der
eine komplexe Chromosomenaberration trug, die mit einem HDR-Syndrom assoziiert war,
kartierte zwischen die Marker D10S189 und WI-2389 (Van Esch et al. 1999). Damit konnte
die distale Grenze der HDR-Region auf Bereiche proximal des Markers D10S189 beschréinkt
werden. Die kleinste gemeinsame HDR-Syndrom-Deletionsregion (HDR1) wurde damit
durch das Intevall zwischen den Markern D10S189 (distal) und D10S226 (proximal)
bestimmt und hatte eine geschétzte Gréfle von 2-4 Mb (Abb. 21, Kapitel 4.2.3.).
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Abbildung 22: Definition der Haploinsuffizienzregion DGCR2.

PAC/BAC-Klone in fetter Schrit sind bruchpunktiiberspannend. * - sequenzierte Klone (Sanger Centre). Die
Pfeile bezeichnen die deletierten Regionen in den Patienten, wobei sich die Deletionen in Pfeilrichtung
fortsetzen. Der Phinotyp der Patienten ist auf der rechten Seite durch Angabe der entsprechenden Akronyme zu
ersechen: C - Herzfehler, A - faziale Dysmorphien, T - T-Zelldefekt, C - Gaumenspalte, H -
Hypoparathyreoidismus, D - sensorineurale Taubheit, R - Nierendefekt. Die Regionen fiir das DiGeorge-
Syndrom (DGCR2) und das HDR-Syndrom (HDR1) sind dargestellt. Die proximale Grenze der Region DGCR2
wurde in verschiedenen Studien durch die Patienten P1/P2 (Daw et al. 1996), LEM und WAB (diese Arbeit)
definiert. Mutationen im GATA-3-Gen sind fiir das HDR-Syndrom verantwortlich (Kapitel 3.5.2.2.), das Gen
NAPOR Kkartiert in die Region DGCR2 und ist ein Kandidatengen fiir Herzfehler und T-Zelldefekt (Kapitel
3.1.4).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Deletionskartierung bei Patienten mit
Monosomie 10p und die anschlieBende Genotyp-Phénotyp-Analyse unter Einbeziehung
weiterer publizierter Patienten, zeigte, daB3 die klinische Auspriagung der Monosomie 10p das
Resultat einer Haploinsuffizienz von mindestens zwei unabhingigen Regionen auf 10p ist, die
distale Region HDRI, die den Hypoparathyreoidismus, den Nierendefekt und die
sensorineurale Taubheit verursacht, und die proximale Region DGCR?2, die fiir den Herzfehler

und T-Zelldefekt verantwortlich ist.
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4.2.5. Weitere Krankheitsloci auf Chromosom 10p

Der Umfang der in dieser Arbeit beschriebenen Deletionen reichte von wenigstens 10 cM
beim Patienten AMS bis zu fast 50 cM bei den Patienten TAT und KAN. Verglichen mit
DiGeorge-Syndrom-Patienten mit einer Mikrodeletion 22q11, bei denen meistens eine 3 Mb
grof3e Deletion vorliegt, waren die 10p-Deletionen eine GroBenordnung umfangreicher. Es ist
erstaunlich, da3 Patienten mit einer Deletion, die etwa 2/3 des 10p-Arms betrifft und die nicht
als Mosaik vorliegt, lebensfahig sind und zum Teil sogar einen verhéltnismédBig milden
Phénotyp aufweisen. Bei dem Umfang der Deletionen ist es andererseits nicht verwunderlich,
daB3 die meisten Patienten zusétzliche Symptome zeigen, die nicht Teil des DiGeorge-
Syndrom-Symptomenspektrums sind. Als hiufige Symptome wurden bei vielen Patienten
Hand- und FuBBanomalien beobachtet. Dabei handelt es sich um ein heterogenes Symptom,
das bei einer Reihe von Syndromen auftritt. Daneben zeigen sechs Patienten aus dieser Arbeit
eine Ptosis (MAR, MAJ, HOV, ROB, TAT, KAN). Da eine Ptosis nicht so hdufig mit
chromosomalen Aneuploidie-Syndromen assoziiert ist, kann vermutet werden, dal3 ein oder
mehrere Gene auf 10p dafiir verantwortlich sind. Die kritische Ptosis-Region konnte zwischen
die Marker D10S552 (distal), welcher den distalen Bruchpunkt der interstitiellen Deletion in
Patient MAR flankierte, und D10S223 (proximal), welcher die terminale Deletion in Patient
MAJ flankierte, kartiert werden. Die Region hat eine Ausdehnung von 20 cM, was eine
Identifizierung des oder der ursidchlichen Gene schwierig macht. Da moglicherweise Gene,
die flir mitochondriale Proteine kodieren, als Ursache der Ptosis in Frage kommen, wiren
solche Gene gute Kandidaten. Die Verfiigbarkeit der genomischen Sequenz konnte helfen, sie
aus dem kritischen Intervall zu identifizieren. Die bei fast allen Patienten beobachtete mentale
Retardierung und die fazialen Dysmorphien sind wenig spezifisch flir die partielle
Monosomie 10p, sondern werden ganz allgemein bei Patienten mit groen Deletionen, bei

denen viele Gene betroffen sind, beobachtet.

Neben den beiden Haploinsuffizienzregionen HDR1 und DGCR2, die im Rahmen dieser
Arbeit identifiziert wurden, waren bis Mai 2001 sechs Einzelgenerkrankungen, drei
Suszeptibilitdtsloci und drei Tumorloci auf den kurzen Arm von Chromosom 10 kartiert (s.
Abb. 1, Kapitel 1.2.5.). Von den sechs Einzelgenerkrankungen wurde fiir zwei Krankheiten,
Refsum-Krankheit und Megaloblastische Andmie Typ 1, das mutierte Gen bereits kloniert
(Jansen et al. 1997; Mihalik et al. 1997; Aminoff et al. 1999) (Kapitel 1.2.5.1.1.). AuBBerdem
wurden auf 10p mehrere Loci fiir Tumorsuppressorgene kartiert (Kapitel 1.2.5.1.3.). Das wirft
die Frage auf, ob Patienten mit partieller Monosomie 10p Symptome dieser Krankheiten

zeigen. Dies ist nicht der Fall, was zum einen daran liegen kann, da3 es sich um autosomal
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rezessive Krankheiten handelt und man bei einem Haploinsuffizienzsyndrom eher einen
dominanten  Erbgang erwartet. Bei den wenigen dominanten Erkrankungen
(Thrombozytopenie Typ 2, THC2, und Arhytmische Dysplasie des rechten Ventrikels,
ARVD6) muB} der pathogenetische Mechanismus nicht unbedingt auf einen Dosiseffekt eines
Gens zuriickzufiihren sein, sondern kann andere Ursachen haben, die bei einer
Haploinsuffizienz nicht zum Tragen kommen. Betont werden muf} auch, daf3 es sich bei allen
in der Literatur publizierten Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p um Kinder handelt

und die Krankheiten sich erst im Erwachsenenalter manifestieren konnen.

Es wurden verschiedene LOH-Regionen auf 10p in Gliomen identifiziert, was auf ein oder
mehrere Tumorsuppressorgen hinweist, welches auf dem kurzen Arm von Chromosom 10
kartiert. Ein weiterer Locus fiir ein Tumorsuppressorgen in Prostatakarzinomen wurde auf
10p kartiert. Es wére interessant zu verfolgen, ob Patienten mit einer partiellen Monosomie
10p im Laufe ihres Lebens eine hohere Inzidenz fiir Gliome oder Prostatakarzinome
aufweisen. Da es sich bei allen Patienten aus dieser Studie und auch allen publizierten Féllen
um Kinder handelt, 148t sich hier noch kein Ergebnis ableiten. Tumorerkrankungen wurden

bisher im Symptomenspektrum der Monosomie 10p jedenfalls nicht beobachtet.

4.3. Das HDR-Syndrom und GATA-3

4.3.1. Mutationssuche im GATA-3-Gen bei HDR-Syndrom-Patienten

Die Genotyp-Phénotyp-Analyse von Patienten mit partieller Monosomie 10p fiihrte zur
Definition einer eigenen Haploinsuffizienzregion, die fiir die Ausbildung des HDR-Syndroms
verantwortlich ist (Abb. 21, Kapitel 4.2.3.). Die Suche nach Kandidatengenen fiihrte zum Gen
GATA-3, das auf 10p14-15 kartiert worden war (Schuler et al. 1996) und das aufgrund seiner
Expression u.a. in der humanen embryonalen Niere, den Parathyreoideae und dem Innenohr
(Debacker et al. 1999) sehr gut zum HDR-Syndrom-Phénotyp pafite. In einem
Translokationspatienten (C1) mit HDR-Syndrom sowie in betroffenen Familienmitgliedern
einer autosomal dominaten HDR-Syndrom-Familie (23/91) wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in Zusammenarbeit mit Hilde van Esch (Leuven) Deletionen identifiziert,
die das Gen GATA-3 miteinschlossen. Eine anschlieBende Mutationsanalyse des Gens
GATA-3 in sporadischen HDR-Syndrom-Patienten ergab in zwei Patienten eine kleine
Deletion und in einem Patienten einen Basenaustausch, der zu einem Stop-Codon fiihrt. Eine
der Deletionen umfafit 49 Basenpaare und fiihrt zu einer Verschiebung des Leserasters und

einem anschlieBenden vorzeitigen Stop. In beiden Féllen wird ein verkiirztes Protein erhalten,
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dem beide Zinkfinger-Domédnen fehlen (Abb. 23). GATA-3 gehort zur groBen Gruppe der
Cys,/ Cys;y-Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Jede Zinkfinger-Domine besitzt vier Cysteine,
die iiber ihre Sulfid-Gruppen einen tetraedrischen Komplex mit einem Zinkion eingehen. Das
Zinkion liegt in der Mitte einer grofBen globuldren Doméne, die sowohl fiir die Bindung des
Proteins an die DNA als auch fiir die Dimerisierung des Proteins eine entscheidende Rolle
spielt. Das Fehlen der Zinkfingerdoménen fiihrt zu einem inaktiven Protein und als
Konsequenz zu einer GATA-3-Haploinsuffizienz. Bei der zweiten Deletion handelte es sich
um eine 12 bp-Deletion ohne Verschiebung des Leserasters, was zu einer Deletion von vier
Aminosduren im Protein fiihrt. Eine der deletierten Aminosduren ist das erste Cystein in der
C-terminalen Zinkfinger-Doméne (Abb. 23). Die Vermutung, dall das Fehlen eines Cysteins
die korrekte Faltung der Zinkfinger-Doméne verhindert, da ein tetraedrischer Komplex mit
dem Zinkion nicht mehr moglich ist, und damit zu einem funktionslosen Protein fiihrt, wurde
durch DNA-Bindungsstudien bewiesen. Es zeigte sich, daB3 das deletierte GATA-3-Protein
keine DNA mehr binden kann (Van Esch et al. 2000). Das fiihrt auch bei dieser Deletion zu
einem inaktiven Protein und damit zu einer GATA-3-Haploinsuffizienz. Dies ist in
Ubereinstimmung mit GATA-3-DNA-Bindungsstudien, die zeigten, daB die C-terminale
Zinkfinger-Doméne fiir eine spezifische DNA-Bindung erforderlich ist (Yang et al. 1994).
Die beiden groBen Deletionen in dem Patienten C1 sowie in der Familie 23/91 mit einer
GATA-3-Deletion, sowie die drei GATA-3-Mutationen in zytogenetisch unauffalligen HDR-
Patienten, die in allen Féllen zu einem funktionslosen Protein fithren, bewiesen, dal3 der
zugrundeliegende Mechanismus fiir das HDR-Syndrom eine Haploinsuffizienz des GATA-3-
Gens ist. Dies unterstreicht die Bedeutung von Zinkfinger-Proteinen als Ursache von
Fehlbildungssyndromen. Weitere Beispiele wéren die Holoprosenzephalie und das Tricho-
Rhino-Phalangeal-Syndrom, bei denen eine Haploinsuffizienz der Zinkfinger-Gene ZIC2
bzw. TRPS1 nachgewiesen wurde (Brown et al. 1998; Momeni et al. 2000). In acht der in
Leuven (H. van Esch) und Miinchen (P. Lichtner) untersuchten HDR-Patienten wurden weder
mittels FISH Deletionen in der HDR1-Region gefunden, noch Mutationen im GATA-3-Gen
nachgewiesen. Dabei ist zu bemerken, daB3 lediglich die fiinf kodierenden Exons nach
Mutationen durchsucht wurden. Mutationen in regulatorischen Sequenzen sind nicht
ausgeschlossen worden. Mit der Moglichkeit einer Mikrodeletion im Gen, die zu klein ist, um
mittels einer etwa 100 kb groBen FISH-Sonde detektiert zu werden, die aber der
Mutationsuntersuchung mit Hilfe der PCR entgeht, muf3 ebenfalls gerechnet werden. Solche
Deletionen koénnen iiber Dosis-Blots oder quantitative PCR nachgewiesen werden. Beides

wurde im Rahmen dieser Studie nicht durchgefiihrt. Letztendlich ist auch nicht
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auszuschlieBen, da3 beim HDR-Syndrom eine genetische Heterogenitit vorliegt, oder dal3 es

nicht-genetische Ursachen fiir die Ausbildung des Syndroms gibt.

Exon 1 2 ATG 3 6 TAG

4 5
1+ | e IR B SR

TAIL TA2 ZF1 ZF2
—

156-171del

)
fis 4 inf316-319del
159 170 178

Abbildung 23: Positionen der Mutationen im GATA-3-Gen.

Die Exons 1-6 sind als Balken dargestellt, wobei die kodierende Sequenz in schwarzer Farbe hervorgehoben ist.
Die durch Mutationen bzw. Deletionen betroffenen Aminoséuren sind als schwarze Kreise dargestellt. TA1/TA2
- Transaktivierungsdoménen 1 und 2; ZF1/ZF2 - Zinkfingerdoménen 1 und 2; fs - Leserasterverschiebung
(frameshift); inf — Deletion im Leseraster (in frame).

4.3.2. GATA-3 als Entwicklungsgen fiir die Niere, das Innenohr und die

Parathyreoideae

Die Nierenfehlbildungen bei Patienten mit partieller Monosomie 10p aufgrund einer GATA-
3-Haploinsuffizienz sind sehr variabel und lassen auf einen gemeinsamen pathologischen
Mechanismus wihrend der embryonalen Entwicklungsphase schlieBen. GATA-3 ist an der
korrekten Nierenentwicklung beteiligt, da es sowohl in der humanen als auch in der Maus-
Ureterknospe expremiert wird (Labastie et al. 1995). Die Ureterknospe ist eine von zwei
Komponenten, aus der sich die Nachniere entwickelt. Sie wichst in die zweite Komponente,
dem metanephrogenen Blastem hinein, einem undifferenzierten mesenchymalen Blastem.
Gegenseitige Wechselwirkungen dieser beiden Strukturen fiihren zu Abzweigungen der
Ureterknospe, aus denen das Nierenbecken, die Nierenkelche und die Sammelrohre entstehen.
Im metanephrogenen Blastem differenzieren sich die Nephrone. Fehler in der

Wechselwirkung der Ureterknospe mit dem metanephrogenen Blastem fithren zu einem
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Spektrum unterschiedlicher Nierenfehlbildungen, je nachdem wann und wo diese fehlerhaften

Prozesse ablaufen.

Primérer Hypoparathyreoidismus ist eine endokrine Erkrankung, bei der eine verminderte
Produktion des Parathormons vorliegt. Als Folge kommt es zu einer Hypokalzdmie mit
unterschiedlich starker Ausprdgung. Der Hypoparathyreoidismus kann isoliert vorkommen,
wird aber auch als Symptom bei verschiedenen Syndromen beobachtet. Die HDR-Syndrom-
Patienten bzw. Patienten mit partieller Monosomie 10p und assoziiertem
Hypoparathyreoidismus lassen sich normalerweise gut mit Kalzium und Vitamin D
behandeln. Die Parathyreoideae entstehen aus der dritten und vierten Schlundtasche und sind
damit endodermalen Ursprungs, wobei Teile auch von Zellen der Neuralleiste abstammen. In
der Maus und im Menschen ist eine GATA-3-Expression in den Schlundbdgen nachweisbar
(Debacker et al. 1999; George et al. 1994). Es ist daher mdglich, dal eine GATA-3-
Haploinsuffizienz eine normale Entwicklung der Parathyreoideae negativ beeinflufit und zu

einem Hypoparathyreoidismus fiihrt.

Die Ursachen der sensorineuralen Taubheit liegen héufig im Innenohr. Das Innenohr
entwickelt sich aus dem Ohrblédschen, aus dem u.a. durch Umgestaltung die Bogengénge und
die Schnecke hervorgehen. GATA-3 wird wihrend der humanen Embryonalentwicklung im
Ohrblischen und in der Schnecke expremiert (Debacker et al. 1999), was die beobachtete
sensorineurale Taubheit bei HDR-Syndrom-Patienten und Patienten mit partieller Monosomie

10p aufgrund einer gestorten Innenohrentwicklung erkléren kann.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, daf die drei Organe, Niere, Parathyreoideae und Ohr,
die beim HDR-Syndrom betroffen sind, zwar eine vollkommen unterschiedliche embryonale
Entwicklung durchlaufen, aber die Expression von GATA-3 dabei immer eine Rolle spielt.
Eine Haploinsuftfizienz als Ursache des HDR-Syndroms kann daher auch aufgrund der
GATA-3-Expressionsdaten wihrend der embryonalen Entwicklung bestétigt werden. GATA-
3 ist ein Transkriptionsfaktor und es wére interessant zu wissen, welche Gene von GATA-3
reguliert werden. Dies wiirde zeigen, ob die molekularen Mechanismen bei der Entwicklung
der drei Organe sich grundlegend unterscheiden, oder ob ein gemeinsamer molekularer
Entwicklungsweg zugrunde liegt. Eine genaue Untersuchung des HDR-Phinotyps in den
Patienten mit nachgewiesener GATA-3-Haploinsuffizienz offenbarte, da3 alle Patienten einen
Hypoparathyreoidismus und eine sensorineurale Taubheit aufwiesen. Die beiden Patienten
26/99 und 12/99 (Tab. 20, Kapitel 3.5.2.2.), die beide Mutationen hatten, die zu einem
vorzeitigen Stop-Codon im GATA-3-Gen fiihrten, zeigten dagegen keine Fehlbildungen der
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Niere, was auf eine verminderte Penetranz der Nierenfehlbildung schlieBen 14Bt.
Weitergehende Aussagen iiber die Penetranz einzelner Symptome des HDR-Syndroms bzw.
eine Genotyp-Phanotyp-Analyse anhand verschiedener GATA-3-Mutationen ist aufgrund der

geringen Zahl, der in dieser Studie identifizierten Patienten, nicht mdglich.

Die Expression von GATA-3 wihrend der Embryonalentwicklung beschriankt sich nicht nur
auf die drei beim HDR-Syndrom betroffenen Organe, sondern ist viel verbreiteter. So findet
man auch eine Expression im Vorderdarm, in der Leber, im entwickelnden Auge, in den
Kiemenbdgen, im Pharynx und in verschiedenen Regionen des entwickelnden Gehirns und
des periphdren Nervensystems (Debacker et al. 1999; George et al. 1994). Da sich diese
Organe trotz einer GATA-3-Haploinsuffizienz normal entwickeln, scheint in diesen
Organsystemen eine geringere Dosisempfindlichkeit beziiglich des GATA-3-Proteins zu
bestehen, oder es liegt eine Kompensation durch andere Faktoren, etwa anderen GATA-
Transkriptionsfaktoren, vor. Daneben spielt GATA-3 eine Rolle bei der Hédmatopoese,
insbesondere bei der Ausdifferenzierung himatopoetischer Vorlduferzellen zu T-Zellen. Gata-
3-Knockout-Méuse zeigen u.a. schwerste himatopoetische Defekte und sterben als Embryo
zwischen Tag 11 und 12 (p.c.) (Pandolfi et al. 1995; Ting et al. 1996). Bei keinem in dieser
Studie untersuchten HDR-Syndrom-Patienten mit einer GATA-3-Mutation bzw. einer
Mikrodeletion, die zu einer GATA-3-Haploinsuffizienz fiihrte, konnte klinisch oder
biochemisch ein Immundefekt nachgewiesen werden. Dies deutete darauf hin, dafl die bei
Patienten mit partieller Monosomie 10p beobachteten T-Zelldefekte hochstwahrscheinlich
durch andere Gene verursacht werden, die, wie im Rahmen dieser Arbeit beschrieben (Kapitel
4.2.4)), in der Haploinsuffizienzregion DGCR2 kartieren sollten. Die Tatsache, daf} eine
GATA-3-Haploinsuffizienz beim Menschen zum Entwicklungsdefekt des HDR-Syndroms
fiihrt, war iiberraschend, da bei Midusen kein pathologischer Phidnotyp beobachtet wurde
(Pandolfi et al. 1995). In der Maus wurde das Gata-3-Exon 2, das den Translationsstart
beinhaltet, und die vorangehende 5 Exon-Intron-Grenze durch homologe Rekombination
deletiert. Die fiir diese Mutation heterozygoten Gata-3 +/- Mause waren fertil und schienen in
allen Belangen normal zu sein. Das zeigt, dal die Maus kein gutes Modell fiir das HDR-
Syndrom darstellt. Dies steht im Gegensatz zur Situation beim GATA-1-Gen, bei dem eine
Haploinsuffizienz sowohl beim Menschen wie auch in der Maus zu einer dyserythropoischen
Andmie und einer Thrombozytopenie fiihrt (Nichols et al. 2000). Die fiir Gata-3 heterozygot
mutierten Méuse sollten noch einmal griindlich nachuntersucht werden, da Nierendefekte sehr
mild sein konnen. AuBerdem sollten die Kalzium- und Parathormonwerte bestimmt und

Hortests durchgefiihrt werden und die Ergebnisse mit Wildtyp-Mdusen des gleichen
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genetischen Hintergrunds verglichen werden. Der genetische Hintergrund spielt bei
Mausmodellen eine wichtige Rolle. Moglicherweise verhindern modifizierende Gene in dem
benutzten Mausstamm, daf3 eine Gata-3-Haploinsuffizienz zu einem schweren Phénotyp fiihrt.
In der menschlichen Population mit ihrer viel stirkeren genetischen Heterogenitét wirken sich

solche Effekte wesentlich schwicher oder liberhaupt nicht aus.

4.4. Die Haploinsuffizienzregion DGCR2

4.4.1. Suche nach Kandidatengenen aus der Haploinsuffizienzregion
DGCR2

In die Haploinsuffizienzregion DGCR2 wurden die DGS-Symptome Herzfehler und T-
Zelldefekt kartiert. Eine Analyse der Region sollte Kandidatengene fiir diese Symptome
identifizieren. Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit etablierten PAC-Contigs war es
moglich, liber die Zuriickkartierung von EST-Klonen auf bestimmte PAC-Klone Transkripte
aus der Region DGCR2 zu identifizieren. Die EST-Klone stammten aus den Karten der
GeneMap 96 und GeneMap 98 (Deloukas et al. 1998). 13 EST-Klone konnten {iber
Hybridisierungen auf die PAC-Klone des DGCR2-Contigs kartiert werden. Keiner der Klone
besal} einen grofBeren offenen Leserahmen oder zeigte eine Sequenzdhnlichkeit mit Genen aus
der Datenbank. Dafiir wurden teilweise repetitive Elemente in den EST-Klonen identifiziert.
Da alle Klone iiber Poly-T-Primer generiert worden waren, war es wahrscheinlich, daf} die
EST-Klone nur den nicht-kodierenden 3" UTR der cDNAs beinhalteten. Die EST-Klone
wurden daher teilweise iiber Hybridisierung einer ausplattierten cDNA-Bibliothek oder iiber
RACE aus cDNA-Bibliotheken verschiedener Geweben in 5" Richtung verldngert. Die
verlangerten cDNA-Klone zeigten jedoch ebensowenig einen grofleren offenen Leserahmen
oder Sequenzhomologien mit bereits bekannten Genen. Vielmehr wurden noch mehr
repetitive Sequenzen im 5 Bereich nachgewiesen. Es war daher davon auszugehen, daf3 es
sich bei allen zuriickkartierten und verldngerten EST-Klonen entweder um Artefakte der
cDNA-Bibliotheken handelte oder da3 es zwar Sequenzen waren, die in der Zelle transkribiert
werden aber nicht den Translationsprozel durchlaufen (Normile und Pennisi 1999). Der
Ansatz, mit Hilfe von ESTs an Kandidatengene zu gelangen, wurde nicht weiter verfolgt, da
sich das offentliche Humangenomprojekt zu der Zeit beschleunigte und die Aussicht bestand,
daf die genomische Sequenz bald verfiigbar sein sollte. Dem Sanger Centre wurden aus allen
Contigs 18 PAC-Klone fiir die Sequenzierung iibergeben. Allein acht Klone stammten aus

dem proximalen DGCR2-Contig. Alle Klone wurden sequenziert und liegen zumindest als
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unvollstindige Sequenz vor. Die Sequenzen wurden mit einem Hilfsprogramm (T. M. Strom,
Abteilung flir medizinische Genetik, Miinchen) analysiert. Die proximale Grenze der Region
DGCR2 wurde in dieser Arbeit durch den Patienten WAB definiert, jedoch konnte aufgrund
einer weiteren Studie nicht ausgeschlossen werden, dafl auch weiter proximal noch Gene fiir
den beobachteten Phédnotyp kartieren (Abb. 22, Kapitel 4.2.4.). Es wurden daher zwei
zusitzliche BAC-Klone, die das PAC-Contig proximal verldngerten, in die Analyse
aufgenommen. Die In-silico-Analyse zeigte, dal die Region sehr genarm sein mufl. Eine
Suche mit der translatierten genomischen Sequenz in einer Proteindatenbank ergab in den drei
distalen Contigs lediglich zwei Treffer. Bei einem handelte es sich um ein Homolog des
RNA-Polymerase-Elongationsfaktors III, P15-Untereinheit mit einer 86 %igen Identitit. Der
andere Treffer war ein Homolog des 60S Ribosomalen Proteins L29 mit allerdings nur 49
%iger Identitdt. Beide Sequenzen kartierten weit distal von der Region DGCR2, was sie als
Kandidatengene unwahrscheinlich machte. Sie wurden daher nicht ndher untersucht. Eine
Suche in EST-Datenbanken ergab keine Treffer, so dal es sich u.U. nur um Pseudogene
handelt. Das gleiche 146t sich tiber ein Homolog des 60S Ribosomalen Proteins L39 sagen,
das im proximalen PAC-Contig 4 identifiziert wurde. Dieses Homolog hat nur eine Identitit
von 31 % und wurde in keiner EST-Datenbank gefunden. Es kartierte am distalen Ende des
PAC-Contigs, lag aber nicht innerhalb der kritischen Region DGCR2. Im distalsten Contig
wurde sowohl bei der Suche in cDNA- und EST-Datenbanken sowie in Proteindatenbanken
ein Transposon identifiziert. Dabei handelt es sich hochstwahrscheinlich um ein
Klonierungsartefakt der PAC-Bibliothek. In der DGCR2-Deletionsregion wurden zwei Gene
identifiziert. Beim ersten handelt es sich um das Gen fiir das RNA bindende Protein NAPOR,
beim anderen um das Gen KIAAO0019 (Abb. 11, Kapitel 3.3.). Neben diesen bereits als
vollstindige cDNA-Sequenzen in der Datenbank befindlichen Genen wurden noch mehrere
expremierte Sequenzen in EST-Datenbanken identifiziert. Bei allen ESTs handelte es sich um
vereinzelte Klone, ein grofBerer Cluster an Klonen fiir einen bestimmten EST, wie er fiir die
Gene NAPOR und KIAA0019 mit jeweils iiber 100 Sequenzeintrdgen existierte, war nicht
darunter. Die EST-Klone hatten keinen signifikanten offenen Leserahmen und zeigten keine
Homologien zu anderen Genen. Das NAPOR-Gen war zwar mit mehr als 100 EST-Eintragen
in der Datenbank reprasentiert, wurde aber nicht im Rahmen des EST-Kartierungsansatzes auf
das PAC-Contig zuriickkartiert, da es erst in der aktualisierten Version der GeneMap 99
aufgefiihrt war und in den Versionen GeneMap 96 und GeneMap 98 fehlte. Das zweite Gen
KIAA0019 war in der GeneMap 98 aufgefiihrt, und es wurde auch ein EST-Klon bei der
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Zuriickkartierung bearbeitet. Dieser kartierte aber etwas proximal zum PAC-Contig und

wurde daher bei der Hybridisierung auf die PAC-Klone nicht identifiziert.

Diese Arbeit war Teil des 6ffentlichen Humangenomprojekts. Im Gegensatz zum privaten
Sequenzierprojekt (Celera Genomics) (Venter et al. 2001), das das gesamte Genom in kleine
Plasmidvektoren subklonierte und direkt sequenzierte, wurde im O&ffentlich finanzierten
Humangenomprojekt ein Arbeitsschritt der Sequenzierung vorgeschaltet. Dort wurde das
gesamte Genom in grofere (120-150 kb) PAC- bzw. BAC-Klone kloniert und anschlieend
die Klone so geordnet, da3 sie in Form von iiberlappenden Contigs beinahe das gesamte
Genom iiberspannten. Moglichst minimal liberlappende Klone wurden ausgewdhlt und in den
Sequenzierzentren sequenziert. Damit hat das offentliche Humangenomprojekt nicht nur die
menschliche DNA-Sequenz allgemein zugéinglich gemacht, sondern auch genomische Karten
mit genau kartierten PAC- bzw. BAC-Klonen erstellt (Wolfsberg et al. 2001). Diese Karten
haben unabhéngig von der DNA-Sequenz eine Bedeutung bei verschiedenen Fragestellungen
wie z.B. der hier durchgefiihrten Deletionskartierung bei Patienten mit partieller Monosomie

10p.

4.4.2. NAPOR als Kandidatengen fiir einen Herzfehler und T-Zelldefekt in

Patienten mit partieller Monosomie 10p

4.4.2.1. NAPOR als Entwicklungsgen

Die In-silico-Analyse der genomischen Nukleotidsequenz des proximalen PAC-Contigs 4, auf
das die Region DGCR2 kartiert worden war, identifizierte in der Region nur zwei Gene,
NAPOR und KIAA0019. NAPOR ist im distalen Bereich des Contigs lokalisiert, KIAA0019
im proximalen Bereich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DGCR2 mit Hilfe der Patienten
MEG und WAB Kkartiert (Abb. 22, Kapitel 4.2.4.). In dieser etwa 300 kb groflen Region ist
nur das Gen NAPOR lokalisiert, nicht KIAA0019, welches weiter proximal liegt. Diese
Tatsache sowie die aus der Literatur bekannten Daten zu Funktion und Expression (s.u.)
machten NAPOR zu einem guten Kandidatengen fiir die bei Patienten mit partieller

Monosomie 10p beobachteten Herzfehler. Es wurde daher ndher untersucht.

Die Herzfehler bei Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p betreffen héufig den
HerzausfluBtrakt, was im Einklang mit der Vermutung steht, daB es sich um einen
Entwicklungsfelddefekt der 3. und 4. Schlundtaschen handelt, aus denen sich diese Teile des
Herzens bilden. Es wurde ein Northern-Blot aus verschiedenen Herzstrukturen (Aorta,

Herzspitze, linker und rechter Vorhof, linker und rechter Ventrikel) mit einer NAPOR-Sonde
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hybridisiert. Strukturspezifische Signale wurden nicht erhalten. Es wurden vielmehr in allen
vorhandenen Herzstrukturen sowie im gesamten adulten und foetalen Herz identische
Hybridisierungssignale beobachtet. Neben einem Hauptsignal bei etwa 6 kb wurden weitere
vier Signale von 9 kb, 5 kb, 4 kb und 1,5 kb mit geringerer Intensitdt beobachtet. Die
Intensititsverhéltnisse waren in allen Herzgeweben identisch. Die Sequenzunterschiede
zwischen den verschiedenen Transkripten sind nicht bekannt, jedoch sind in der Datenbank
drei verschiedene cDNAs fiir NAPOR zu finden, NAPOR-1, -2 und -3. Die drei Transkripte
unterscheiden sich hauptsédchlich im 5 Bereich des Gens, was zu alternativen N-terminalen
Dominen in den Proteinen fiihrt. Es ist zu vermuten, dafl die drei Gene iiber spezifische
Promotoren kontrolliert werden. Die funktionelle Bedeutung der Isoformen ist unklar und die
identifizierten Transkripte auf den Northern-Blots deuten darauf hin, daB3 es noch weitere
Isoformen geben mufB. Da die Unterschiede zwischen den drei bekannten Transkripten
NAPOR-1, -2 und -3 in der variablen N-terminalen Region liegen und nicht in den
konservierten RNA-bindenden Motiven, kann man spekulieren, da die Funktion durch
Anderung einer Transaktivierungsdomine oder durch Anderung der zelluliren oder zeitlichen
Expression der Gene modifiziert wird. Weitere Sequenzidnderungen betreffen eine 6-
Aminosduredeletion in der Linker-Region von NAPOR-3 und eine 1360 kb Insertion im 3’
UTR von NAPOR-3. In beiden Féllen handelt es sich um alternativ gespleifite Exons. Dal3
NAPOR fiir multiple mRNA-Formen kodiert, wurde auch von anderen Gruppen beobachtet.
In Northern-Blots wurde eine Expression in verschiedenen Hirnregionen, im Herzen, im
Muskel, im Eierstock, in der Lunge, im Pankreas, in der Plazenta und in periphdren
Leukozyten nachgewiesen (Choi et al. 1998; Choi et al. 1999; Good et al. 2000). In diesen
Publikationen wurde gezeigt, daBl in verschiedenen Geweben spezifische mRNA-Formen
expremiert werden. So wurde im Gehirn nur eine sehr lange mRNA nachgewiesen, im Herz
und im Muskel dagegen zwei gleichlange mRNA-Formen, wihrend im Herz zusétzlich noch

ein kiirzeres Transkript identifiziert wurde.

NAPOR wurde das erste Mal im Rahmen der Sequenzierung zufilliger Klone aus einer
foetalen Herz cDNA-Bibliothek isoliert (Hwang et al. 1994). Spiter wurde es als Gen
kloniert, das wéhrend der Apoptose von Neuroblastomzellen expremiert wird (Choi et al.
1998). Daher stammt die Bezeichnung NAPOR als Neuroblastom Apoptose induziertes
RNA-bindendes Protein. Es existieren fiir das Gen zwei weitere Namen, ETR-3 (Elav-Typ
Ribonukleoprotein 3) und BRUNOL-3 (Good et al. 2000), was es als Homologes des
Drosophila-Proteins Bruno ausweist. Bruno-Homologe werden in einer Vielzahl von Spezies

gefunden, darunter in C.elegans, Xenopus, Arabidopsis sowie in den Sdugern Mensch, Maus
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und Ratte. Eine Suche in EST-Datenbanken mit der Drosophila-Bruno-Sequenz identifizierte
sechs homologe Bruno-Gene im Menschen, BRUNOL-1-6. Die sechs Gene sind auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert (Good et al. 2000). Die entsprechenden Proteine
gehoren zu einer Protein-Superfamilie von RNA-bindenden Proteinen (RBPs), die durch die
Anwesenheit von RNA-Erkennungsmotiven (RRM) gekennzeichnet sind (Kenan et al. 1991).
Die hochkonservierten RRM-Domidnen werden aus 80-90 Aminosduren gebildet und
vermitteln die Interaktion mit RNA-Molekiilen. Die Brunol-Proteine besitzen eine
Domiénenstruktur aus einer variablen N-terminalen Region, gefolgt von zwei
aufeinanderfolgenden RRM-Doménen, einer variablen Linker-Region und einer dritten C-
terminalen RRM-Domédne (Abb. 24). Ein Sequenzvergleich der variablen N-terminalen
Regionen und der Linker-Regionen in den sechs humanen Proteinen BRUNOL-1-6 legte den
Schluf3 nahe, dal3 die sechs Proteine in zwei Untergruppen eingeordnet werden koénnen. Zur
einen gehoren die beiden Proteine BRUNOL-2 und 3, die iiber die gesamte Sequenz eine 80
%ige Identitit aufweisen und zur anderen Gruppe die vier Proteine BRUNOL-1, 4-6 (Good et
al. 2000). RNA-bindende Proteine besitzen viele Funktionen wihrend der post-
transkriptionalen Regulation der Genexpression (Siomi und Dreyfuss 1997) und sind u.a. bei
der RNA-Prozessierung, dem mRNA-Transport, der mRNA-Stabilisierung und der mRNA-
Translation beteiligt. Thre Bedeutung bei der embryonalen Entwicklung zeigten Beispiele in
verschiedenen Spezies wie Drosophila (Yao et al. 1993), C.elegans (Lundquist et al. 1996),
Maus (Ebersole et al. 1996) und Pflanzen (Macknight et al. 1997), in denen mutierte RBPs zu
Entwicklungsdefekten = fiihrten.  Das  Drosophila-Bruno-Protein ~ hat  bei  der
Keimzellentwicklung und der frithen Embryogenese eine Schliisselfunktion. In spezifischen
Regionen der Oozyte bindet es an die mRNA des Oskar-Gens und wirkt dabei als
Translations-Suppressor fiir Oskar. Kann das Bruno-Protein die Oskar-mRNA nicht binden,
weil z.B. die Sequenzen, die die Bindung der mRNA an das Protein vermitteln, deletiert sind,
wird Oskar in der gesamten Oozyte expremiert und es entwickelt sich eine Oozyte mit zwei
posterioren Polen (Ephrussi und Lehmann 1992; Kim-Ha et al. 1995). Die Tatsache, daf} das
homologe Drosophila-Gen Bruno ein Entwicklungsgen ist und dafl andere RBPs in vielen
Organismen wichtige Funktionen wihrend der Entwicklung einnehmen, bekréftigte die
Vermutung, dafl auch NAPOR (respektive BRUNOL-3) ein Entwicklungsgen sein konnte,
das im Falle einer Haploinsuffizienz einen Herzfehler beim Menschen verursacht. Es war
mithin sowohl aufgrund der Lokalisation innerhalb der Region DGCR2, als auch aufgrund der
zu vermutenden Funktion ein Kandidatengen fiir Herzfehler und/oder T-Zelldefekt in

Patienten mit partieller Monosomie 10p.
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Limker | RRM3_|

Abbildung 24: Schematischer Aufbau der Brunol-Proteine.
N - variable N-terminale Region; Linker - variable Verbindungsdoméne; RRM1,2,3 - RNA-Erkennungsmotive
1,2,3.

4.4.2.2. Expressionsprofil von NAPOR wihrend der humanen Entwicklung

Uber RNA-In-Situ-Hybridisierungen auf Schnitte humaner Embryos und Foeten wurde ein
Expressionsmuster des NAPOR-Gens wihrend der Entwicklung erstellt. Der jiingste
untersuchte Embryo stammte aus dem Carnegie-Stadium C10 (22-23 Tage) und zeigte keine
Expression. Eine Expression konnte ab dem Carnegie-Stadium C12 (26-30 Tage) und dann
durchgehend in allen untersuchten Entwicklungsstadien bis zu einem 20 Wochen alten Foetus
nachgewiesen werden. Besonders interessant war die Frage, ob NAPOR auch in den Geweben
expremiert wird, in denen ein Entwicklungsdefekt bei Patienten gefunden wird, die fiir die
Region DGCR2 hemizygot sind, ndmlich dem Herz und dem Thymus. Eine Expression im
Herz war bis auf eine Ausnahme (Foetus 9. Woche) iiberhaupt nicht nachweisbar. Dafiir
zeigte der Thymus ab dem Carnegie-Stadium C16 (37-42 Tage) bis zum Foeten der 18.
Woche eine NAPOR-Expression. Diese Daten sprechen fiir eine Beteiligung von NAPOR bei
der humanen Thymus-Entwicklung. In die kritische Region DGCR2 wurde neben einem
Herzfehler auch ein T-Zelldefekt kartiert. Eine Entwicklungsstérung des Thymus konnte den
T-Zelldefekt erkldren. Fiir wenige Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p ist eine
Thymus-Hypoplasie bzw. eine Thymus-Aplasie gezeigt worden. Da der Thymus schlecht
beurteilt werden kann, auBler ein operativer Eingriff wird durchgefiihrt, werden bei den
meisten Patienten die vermeintlich sekundiren T-Zelldefekte diagnostiziert. Die In-Situ-
Expressionsdaten machten NAPOR zu einem Kandidatengen, das im Fall einer
Haploinsuffizienz bei den Patienten zu einer Thymus-Hypoplasie/-Aplasie bzw. zu T-
Zelldefekten fiihren kann. Dal3 ausgerechnet der Patient WAB, der in dieser Studie zusammen
mit dem Patienten MEG die Region DGCR2 definiert (Abb. 22, Kapitel 4.2.4.), zwar einen
Herzfehler aufweist, aber keinen T-Zelldefekt hat, spricht nicht gegen diese Hypothese.
Vielmehr muf bei Deletionssyndromen ganz allgemein von einer sehr variablen Auspriagung

des Phénotyps ausgegangen werden. Eine verminderte Penetranz ist in diesen Fillen nicht die
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Ausnahme sondern die Regel (Abb. 20, Kapitel. 4.2.1). Die Tatsache, dall bis auf einen
Foeten der 9. Woche keine Expression im Herz nachgewiesen werden konnte, ist
iiberraschend, da die cDNA zu erst aus einer foetalen Herz ¢cDNA-Bibliothek isoliert wurde
(Hwang et al. 1994). Die Hybridisierungssonde wurde in den 3" UTR gelegt und sollte mit
allen drei bekannten NAPOR-Isoformen Hybridisierungssignale ergeben. Die Sonde erkannte
auf einem Northern-Blot auch mehrere Transkripte im foetalen Herz (Abb. 13, Kapitel
3.5.1.1.). Dies schlieft nicht aus, dal eine foetale Expression im Herz nur in einer kurzen
Periode stattfindet, vielleicht nur um die 9. Woche, wie die In-Situ-Hybridisierungsdaten es
erscheinen lieBen, so dal die Signale auf dem Northern-Blot von Foeten aus diesem
Entwicklungsstadium stammten. Auflerdem besteht die Moglichkeit, da3 in anderen Stadien
der embryonalen und foetalen Entwicklung spezifische bisher noch nicht entdeckte Isoformen
expremiert werden, die mit der Hybridisierungssonde nicht erkannt wurden. EST-Klone aus
mehr als 20 Geweben wurden in einer Datenbanksuche mit der NAPOR-Sequenz identifiziert.
Das steht im Einklang mit der Tatsache, daf bei der In-Situ-Hybridisierung eine Expression in
verschiedenen embryonalen und foetalen Strukturen gefunden wurde. Neben einer Expression
im Thymus gehorten dazu eine Expression im Neuralrohr, in der Urniere und Niere, in den
Ohr- und Augenanlagen und in der Retina, in der Lunge, in Muskelschichten des Magens und
Darms und auch in verschiedenen Strukturen des Gehirns und Riickenmarks. In den beiden
letztgenannten Organsystemen wurde auch eine Napor-Expression im Maus-Embryo gezeigt
(Choi et al. 1999). All diese Strukturen sind bei Patienten mit partieller Monosomie 10p
normalerweise nicht betroffen. Eine halbe Dosis fiihrt in diesen Organen demnach nicht zu
Entwicklungsdefekten, vielleicht weil eine Kompensation durch andere Gene stattfindet. Ein
Gen, das hierfiir in Frage kdme, widre BRUNOL-2 (respektive CUGBP), das mit NAPOR
(respektive BRUNOL-3) eine 80 %ige Identitit auf Proteinebene aufweist und das ubiquitér
expremiert wird (Good et al. 2000).

4.4.2.3. Mutationsuntersuchung im NAPOR-Gen

Der Nachweis einer Expression in embryonalen und foetalen Geweben, die bei
Entwicklungsdefekten betroffen sind, kann ein Gen zwar zu einem guten Kandidaten fiir die
Ursache der Defekte machen, aber ein Beweis kann damit nicht erbracht werden. Das
zuverlaBigste Ergebnis, um ein Gen einer Krankheit zuzuordnen, ist der Nachweis von Gen-
Mutationen in Patienten. Obwohl in der In-Situ-Hybridisierung eine starke Expression im
Herzen wiéhrend der Embryogenese nicht gezeigt werden konnte, weisen Daten aus der
Literatur darauf hin, dal NAPOR bei der Entwicklung des Herzens eine entscheidende Rolle

spielen konnte. NAPOR reguliert das alternative Spleifien spezifischer Gene, die wihrend der
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Herzentwicklung benoétigt werden (Ladd et al. 2001). Die In-Situ-Hybridisierungen, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, zeigten dagegen eine NAPOR-Expression im
Thymus verschiedener Entwicklungsstadien, was auf eine Rolle des Gens bei der
Thymusentwicklung hinweist. Falit man die Ergebnisse zusammen, so ist NAPOR ein gutes
Kandidatengen fiir die mit der Haploinsuffizienzregion DGCR2 assoziierten Symptome
Herzfehler und T-Zelldefekt oder Thymus-Hypoplasie/Aplasie. Wir untersuchten daher 109
Patienten, die in das DGS-Symptomenspektrum pafiten, auf Mutationen im NAPOR-Gen.
Keiner der Patienten besall eine Mikrodeletion 22q11 oder eine partielle Monosomie 10p. Die
Mehrzahl der Patienten wurde aufgrund ihrer Herzfehler in die Untersuchung aufgenommen.
Die Diagnose einer Thymus-Hypoplasie ist schwierig und kann meist nur bei einer Operation
eindeutig aufgestellt werden. Patienten mit Thymus-Hypoplasie sind selten und in der
Mutationsstudie hatten nur acht Patienten dieses Symptom. Es wurden 11 Sequenzvarianten
identifiziert, die entweder im nicht-kodierenden Teil des Gens lokalisiert waren und keine
SpleiBstellen beinhalteten oder stille Mutationen waren. AuBBerdem wurden alle Varianten in
mehreren Patienten gefunden, so dal von Polymorphismen auszugehen war. Mutationen im
NAPOR-Gen wurden nicht identifiziert. Dies kann zum einen an technischen Limitierungen
der PCR basierten Untersuchungsmethode liegen, die es beispielsweise unmdglich machte,
intragene Deletionen zu identifizieren, zum anderen konnen Mutationen in regulatorischen
Bereichen des Gens nicht ausgeschlossen werden. NAPOR ist ein Gen mit mehreren
Isoformen, die normalerweise auf unterschiedliche Spleiflvarianten zuriickzufiihren sind (Choi
et al. 1998). Wihrend der Herzentwicklung vollzieht sich ein Wechsel von hochmolekularen
zu niedermolekularen Isoformen (Ladd et al. 2001). Es ist moglich, daB bei der
Mutationsuntersuchung bisher unbekannte Exons nicht untersucht wurden, die spezifisch im
entwickelnden Herzen oder Thymus expremiert werden. Der Phinotyp des DiGeorge-
Syndroms kann daneben auch durch nicht-genetische Faktoren verursacht werden. So ist
bekannt, daB3 Teratogene wie Alkohol und Retinoide oder Krankheiten wie ein miitterlicher
Diabetes zu diesem Fehlbildungssyndrom fiihren kdnnen (Ammann et al. 1982; Lammer and
Opitz 1986; Wilson et al. 1993b). AuBlerdem ist insbesondere das Symptom eines
angeborenen Herzfehlers sehr heterogen. Unter dieser Voraussetzung war die Zahl der
untersuchten Patienten wahrscheinlich zu klein, um Mutationen im NAPOR-Gen zu erwarten.
Das Ergebnis der Mutationssuche ist in Ubereinstimmung mit der Situation auf Chromosom
22q11. Auch dieser Locus ist mit einem Herzfehler assoziiert und Mutationsuntersuchungen
in verschiedenen Genen aus dieser Regionen identifizierten bisher keine Patienten mit

Mutationen (Chieffo et al. 1997; Funke et al. 1997; Gong et al. 1997; Lindsay et al. 2001).
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Selbst im Gen TBX-1, von dem vor kurzem gezeigt wurde, dall im Mausmodell eine Tbx-1-
Haploinsuffizienz zu einem Herzfehler fiihrt, wurden in mehr als 100 Patienten ohne

Mikrodeletion 22q11 keine Mutationen gefunden (Gong et al. 1997; Lindsay et al. 2001).

4.4.2.4. Die Haploinsuffizienzregion DGCR2: Auf dem Weg zur ldentifizierung

von Kandidatengenen fiir Herzfehler und T-Zelldefekt

Eine Haploinsuffizienz der Region DGCR2 ist mit einem Herzfehler und einer Thymus-
Hypoplasie/Aplasie oder einem T-Zelldefekt assoziiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
kritische Region auf etwa 300 kb eingegrenzt. Bisher wurde nur das NAPOR-Gen in dieses
Intervall kartiert. Dies und die Tasache, da3 NAPOR wihrend der Herz- und
Thymusentwicklung in diesen Organen expremiert wird, machte es zu einem guten
Kandidatengen fiir den bei Patienten mit partieller Monosomie 10p beobachteten Phénotyp.
Patient WAB mit einer terminalen 10p-Deletion, der die proximale Grenze der Region
DGCR?2 definierte, zeigte einen Herzfehler. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
daBB es auf 10p mehrere Regionen gibt, die einen Herzfehler verursachen, und daf3 der
Herzfehler des Patienten WAB Folge einer Haploinsuffizienz eines Gens distal der DGCR2
ist. Auf der anderen Seite ist es auch mdglich, daB WAB aufgrund eines Positionseffektes
einen Herzfehler zeigt. Damit wire die Region DGCR2 gréBer als 300 kb und wiirde sich
weiter proximal erstrecken, so wie sie urspriinglich durch die Patienten MEG und P1/P2
definiert worden war (Daw et al. 1996) (Abb. 22, Kapitel 4.2.4.). In diese etwa 2 Mb grofle
Region sind neben NAPOR noch sechs weitere Gene lokalisiert. Das zu NAPOR proximal
kartierte Gen KIAAO0019 ist wie NAPOR selbst mit einer Grofle von etwa 400 kb ein sehr
grofles Gen. Es wurde urspriinglich aus einer unreifen myeloischen Zellinie isoliert (Nomura
et al. 1994) und spéter als ein Gen identifiziert, das das EGFR-Substrat Eps8 iiber dessen
SH3-Doménen bindet (Matoskova et al. 1996). Da es mit der N-terminalen Region des
Onkogens TRE eine Homologie aufweist, wurde es RNTRE (related to the N terminus of
TRE) genannt. Es wurde gezeigt, da3 dieses Protein ein GTPase aktivierendes Protein des
Rab5-Typs ist und im EGFR-Signalweg involviert ist (Lanzetti et al. 2000). Bei einer Suche
mit der Nukleotidsequenz in EST-Datenbanken wurden Klone aus vielen verschiedenen
Geweben identifiziert, was auf eine fast ubiquitidre Expression von KIAA0019 (respektive
RNTRE) schlieBen 14Bt. Die verfiigbaren Daten iiber Funktion und Expression machen
KIAAO0019 nicht unbedingt zu einem Kandidatengen flir den Phénotyp eines angeborenen
Herzfehlers und/oder T-Zelldefekts. Unter den weiteren fiinf in die Néhe der Region DGCR2
kartierten Genen befindet sich eines, das fiir ein Enzym kodiert, welches bei der RNA-
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Prozessierung eine Rolle spielt (RENT-2) und eines, das fiir eine ADP-Zucker-Hydrolase
kodiert (NUDT-5). Aullerdem sind in der Region die Gene fiir eine Proteinkinase vom
CamKI-Typ (LOC57118), fiir ein TNF-Alpha induzierbares Protein (FIP-2) und fiir einen
Initiationsfaktor der DNA-Replikation (HsSMCM10) identifiziert worden. Ahnlich wie bei
NAPOR konnte iiber eine In-Situ-Hybridisierung untersucht werden, in welchen Organen
diese Gene wihrend der embryonalen und foetale Entwicklung expremiert werden. Gene, die
von ihrem Expressionsprofil zum Phénotyp der DGCR2-Haploinsuffizienz passen, konnten
wieder in ausgewdhlten Patienten nach Mutationen durchsucht werden. Falls keine
Mutationen gefunden werden, bleibt noch die Mdglichkeit heterozygote +/- KO-Méuse zu
generieren und den Maus-Phinotyp mit dem humanen Phénotyp zu vergleichen. Dies war ein
erfolgreicher Ansatz beim DGS-Locus auf Chromosom 22q11. Dort wurde gezeigt, dafl Tbx-1
+/- Méuse die fiir das DiGeorge-Syndrom typischen Herzfehler entwickeln (Jerome and
Papaioannou 2001; Lindsay et al. 2001; Merscher et al. 2001).

4.5. PAX-9 als Kandidatengen fiir das DiGeorge-Syndrom

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Patienten untersucht, die eine zytogenetische
interstitielle Deletion im proximalen Bereich des Chromosoms 14q aufwiesen. Die schweren
craniofazialen Fehlbildungen dieser Patienten sind wahrscheinlich die Folge einer
Haploinsuffizienz dieser Chromosomenregion. PAX-9, ein Entwicklungsgen aus der PAX-
Genfamilie, wurde in diese Region kartiert (Stapleton et al. 1993). In beiden Patienten wurde
zum ersten Mal eine PAX-9-Hemizygotie mittels FISH und Dosis-Blot direkt nachgewiesen.
Pax-9 wird wiéhrend der Maus-Embryogenese im endodermalen Epithelium der
Schlundtaschen, in der Wirbelsdule und in begrenzten Regionen des Mesenchyms von
Gesicht und GliedmaBBen expremiert (Neubuser et al. 1995). Homozygote Pax-9 -/- KO-
Maiuse zeigen eine Vielzahl von Fehlbildungen, darunter eine Agenesie des Thymus, der
Parathyreoideae und der Zdhne, sowie eine Gaumenspalte (Peters et al. 1998). Damit dhnelt
das Mausmodell dem DiGeorge-Syndrom beim Menschen. Hemizygote Pax-9 +/- Méiuse
zeigen keine Fehlbildungen, was gegen eine Beteiligung von PAX-9 bei der Ausbildung der
craniofazialen Fehlbildungen in den beiden Patienten spricht, da sie hemizygot fiir PAX-9
sind. Allerdings zeigen andere Vertreter der PAX-Familie auch unterschiedliche Phénotypen
in Maus und Mensch. So fiihrt ein heterozygoter Funktionsverlust von PAX-6 zu
Microphthalmie bei Mdusen (small eye, sey), aber zu Anirdia mit normaler Augengrofle beim
Menschen (Glaser et al. 1992; Hill et al. 1991). Mutationen im PAX-2 sind beim Menschen

mit Kolobomen und Nieren-Fehlbildungen assoziiert (Sanyanusin et al. 1995). Dieselbe
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Basendeletion fiihrt in der Maus zu dhnlichen Augen- und Nieren-Fehlbildungen, zusitzlich
aber noch zu Hirn- und Ohr-Fehlbildungen, die beim Menschen nicht gefunden werden
(Favor et al. 1996). Mutationen im PAX-3-Gen, die eine verminderte DNA-Bindekapazitit
des Proteins zur Folge haben, verursachen im heterozygoten Fall Pigmentstérungen der Haut
in Mausen (splotch, sp) und Menschen (Waardenburg-Syndrom I und III). Dagegen werden
die Innenohr-Anomalien und der Horverlust, die hiufig beim Waardenburg-Syndrom
auftreten, in Mausmutanten nicht beobachtet. Diese Beispiele zeigen, dall eine normale
Entwicklung von hemizygoten Pax-9 +/- KO Mausen nicht ausschlieBt, dal die beobachteten
Fehlbildungen beim Menschen durch eine PAX-9-Haploinsuffizienz verursacht werden. Der
Phénotyp dhnelt in jedem Fall nicht dem des DiGeorge-Syndroms. Es ist allerdings nicht
ausgeschlossen, dal sich wie bei dem Mausmodell beim Menschen erst bei einer
homozygoten PAX-9-Deletion bzw. als Folge von Mutationen auf beiden PAX-9-Allelen
Symptome des DiGeorge-Syndroms ausbilden. Ein vollstindiger Verlust des PAX-9-Gens
wire vermutlich letal und Symptome des DiGeorge-Syndroms daher nur in Foeten

nachweisbar.

Deletionen im proximalen Bereich des Chromosoms 14q sind neben den beiden untersuchten
Patienten in acht weiteren Féllen publiziert (Bruyere et al. 1996; Chen et al. 1997; Govaerts et
al. 1996; Grammatico et al. 1994; Levin and Surana 1991; Shapira et al. 1994b). Bis auf
unspezifische Symptome wie Wachstumsretardierung und psychomotorische Retardierung
variieren die Phanotypen der Patienten betrdchtlich. Das Fehlen eines gemeinsamen Musters
von Fehlbildungen und Organdefekten spiegelt die unterschiedlichen Deletionsregionen in
den Patienten wider. Die beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten hatten mit

zwel weiteren Patienten die proximalsten Deletionen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Promotionsarbeit beschéftigt sich vorwiegend mit der Untersuchung von
Patienten mit partieller Monosomie 10p. Der Phéanotyp dieser Patienten dhnelt hdufig dem des
DiGeorge-Syndroms. Neben fazialen Dysmorphien und weiteren Nebensymptomen ist die
Symptomentrias Herzfehler, T-Zelldefekt und Hypoparathyreoidismus das typische Merkmal
dieses Entwicklungsdefektes. Viele Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p zeigen
diese Symptome, was fiir einen DiGeorge-Syndrom-Locus auf Chromosom 10p spricht. Der
Hauptlocus fiir das DiGeorge-Syndrom liegt jedoch auf Chromosom 22q11. Mehr als 90 %
der DiGeorge-Syndrom-Patienten haben eine Mikrodeletion 22q11. Diese Mikrodeletion zahlt
mit einer Frequenz von etwa 1/4000 zu den haufigsten Deletionen beim Menschen liberhaupt
und ist deshalb schon seit langem das Ziel intensiver Forschungstdtigkeit. Dennoch ist es erst
in der jlingsten Zeit gelungen, zumindest ein Gen aus der Mikrodeletionsregion 22q11 (TBX-
1) zu isolieren, welches fiir den beobachteten Herzfehler verantwortlich sein kdnnte.
Ansonsten sind die molekularen Ursachen dieses Entwicklunsdefektes noch immer
weitgehend unbekannt. Die Deletionen auf Chromosom 10p sind sehr selten. Sie sind aber
von wissenschaftlichem Interesse, da die molekulare Aufklidrung dieser Region zu einem
tieferen Verstdndnis der Pathogenese des DiGeorge-Syndroms und isolierter Fehlbildungen

insgesamt beitragen kann.

Im ersten Teil der Arbeit wurden 16 Patienten mit partieller Monosomie 10p zytogenetisch
und molekulargenetisch untersucht. Elf dieser Patienten zeigten einen DiGeorge-Syndrom
dhnlichen Phénotyp, fiinf Patienten wurden nicht in das DiGeorge-Syndrom-Krankheitsbild
eingeordnet. Die Patienten besallen terminale und interstitielle Deletionen im Grofenbereich
von 13-48 cM. Mit Hilfe von FISH mit genomischen YAC-, PAC- und BAC-Sonden wurden
die Bruchpunktregionen in den Patienten bestimmt. Bei einigen Patienten, bei denen DNA der
Eltern vorlag, konnte auch eine Genotypisierung mit polymorphen Markern aus der Region
vorgenommen werden. Mittels zweier Patienten konnte eine Haploinsuffizienzregion
(DGCR?2) kartiert werden, die fiir den Herzfehler und den T-Zelldefekt verantwortlich sein
sollte. Die Region DGCR?2 ist um den Marker D10S585 lokalisiert und besitzt eine minimale
Ausdehnung von etwa 300 kb. Eine genaue Genotyp-Phidnotyp-Analyse unter Einbeziehung
von Patienten aus der Literatur zeigte jedoch, daBl der gesamte Phdnotyp der partiellen
Monosomie 10p nicht mit der Haploinsuffizienz nur einer Region erkldrt werden konnte,
sondern da3 zumindest noch ein zweiter Locus (HDR1) deletiert sein mufite. Dieser Locus

war mit dem typischen DiGeorge-Syndrom-Symptom des Hypoparathyreoidismus assoziiert.
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Zusatzlich kartierten in diesen Locus noch eine sensorineurale Taubheit und Nierendefekte.
Patienten mit diesen drei Symptomen leiden an einem HDR-Syndrom. Dieser zweite

Haploinsuffizienzlocus HDR1 kartiert etwa 3 Mb distal zur Region DGCR2.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde sowohl iiber die Region DGCR?2 als auch iiber die HDR1-
Region ein PAC/BAC-Contig etabliert. Ausgewéhlte Klone aus den Contigs wurden im

Rahmen des Humangenomprojekts vom Sanger Centre sequenziert.

Der dritte Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der molekulargenetischen Untersuchung der
beiden Haploinsuffizienzregionen DGCR2 und HDRI1. Es konnten 12 EST-Klone in die
Region DGCR?2 kartiert werden. Bei allen Klonen handelte es sich um Transkripte, die nicht
zu funktionellen Proteinen translatiert wurden. Nachdem die genomische Sequenz zugéinglich
war, konnte eine In-silico-Analyse dieser Region durchgefiihrt werden. Es handelt sich um
eine sehr genarme Region. In die minimale Region DGCR2 kartiert nur das Gen NAPOR, das
fiir ein RNA bindendes Protein kodiert. Es wurde als Kandidatengen fiir den mit dieser
Region assoziierten Herzfehler und T-Zelldefekt niher charakterisiert. Eine Northern-Blot-
Hybridisierung zeigte eine Expression in allen aufgetragenen Herzgeweben. Es wurden
mindestens sechs verschiedene Transkripte identifiziert, was fiir die Existenz mehrerer
Isoformen des Gens spricht. RNA-in-situ-Hybridisierungen auf Schnitte humaner Embryos
und Foeten ergaben eine Genexpression in verschiedenen Geweben beginnend von Embryos
des Carnegie-Stadiums C12 bis zu 18 Wochen alten Foeten. Es wurde eine Expression im
Thymus vom Carnegie-Stadium C16 an und eine Expression im Herzen bei einem Foetus der
9. Woche beobachtet. Das Expressionsmuster machte NAPOR zu einem guten Kandidatengen
fiir den mit der Haploinsuffizienzregion DGCR2 assoziierten Herzfehler und T-Zelldefekt.
Mutationsanalysen in mehr als 100 Patienten ergaben keine Mutationen im NAPOR-Gen. Die
meisten untersuchten Patienten besallen einen DiGeorge-Syndrom dhnlichen Phinotyp waren
aber zytogenetisch normal. Besonderer Wert wurde auf die Anwesenheit eines Herzfehlers
gelegt. Nur bei etwa 10 % der untersuchten Patienten lag auch eine Thymus-Hypoplasie vor.
Ein direkter Beweis fiir die Beteiligung des NAPOR-Gens am Herzfehler und/oder T-

Zelldefekt bei Patienten mit partieller Monosomie 10p steht noch aus.

Die HDRI1-Region konnte mit Hilfe zweier Mikrodeletionspatienten auf etwa 200 kb
eingegrenzt werden. In diese Region kartiert das Gen GATA-3. Mutationsanalysen in
zytogenetisch normalen HDR-Patienten zeigten in drei Patienten Mutationen, die zu einem
funktionslosen GATA-3-Protein fithren. Damit wurde der Beweis erbracht, dal3 das HDR-

Syndrom eine Einzelgenerkrankung ist und dal die Symptome Hypoparathyreoidismus,

122



Zusammenfassung

sensorineurale Taubheit und Nierendefekte bei Patienten mit partieller Monosomie 10p auf

eine Haploinsuffizienz des GATA-3-Gens zuriickzufiihren sind.

Zusétzlich zu Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p wurden auch zwei Patienten
ndher charakterisiert, die eine interstitielle Deletion auf dem Chromosom 14qll1-ql3
aufwiesen. Diese Region war von Interesse, da das Gen PAX-9 dorthin kartiert und
homozygote Pax9 -/- Knockout-Mause unter anderem eine Thymus-Hypoplasie und einen
Hypoparathyreoidismus zeigen. Die Méause haben zwei der drei Leitsymptome des DiGeorge-
Syndroms und stellen eine Beziehung zum Phénotyp der partiellen Monosomie 10p her. Die
Deletionsbruchpunktregionen der beiden Patienten wurden iiber eine Genotypisierung mit
polymorphen Markern identifiziert. Mit Hilfe eines Dosis-Blots und einer FISH-Analyse
konnte gezeigt werden, daB3 beide Patienten fiir PAX-9 hemizygot waren. Beide Patienten
zeigen keine Symptome des DiGeorge-Syndroms, was darauthin weist, dal beim Menschen

eine PAX-9-Haploinsuffizienz nicht zu einem DiGeorge-Syndrom dhnlichen Phénotyp fiihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an Patienten mit partieller
Monosomie 10p und an Patienten mit einer interstitiellen Deletion 14q11-ql3 lieferten einen
Beitrag zur molekulargenetischen Charakterisierung des DiGeorge-Syndroms. Der DiGeorge-
Syndrom dhnliche Phinotyp bei vielen Patienten mit einer partiellen Monosomie 10p ist das
Resultat eines Contiguous Gene Syndroms, bei dem mindestens zwei unabhéngige Regionen
(DGCR2 und HDRI) auf Chromosom 10p hemizygot vorliegen miissen. Es wurde gezeigt,
daB eine GATA-3-Haploinsuffizienz u.a. zu einem Hypoparathyreoidismus fiihrt, einem der
drei Leitsymptome des DiGeorge-Syndroms. Fiir den mit dem Syndrom assoziierten
Herzfehler und T-Zelldefekt wurde mit NAPOR ein gutes Kandidatengen aus der
Haploinsuffizienzregion DGCR2 identifiziert und charakterisiert. Eine Haploinsuffizienz des

PAX-9-Gens auf Chromosom 14q12 fiihrt zu keinem DiGeorge-Syndrom beim Menschen.
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7. Abkiirzungen

Abb. Abbildung

BAC bacterial artificial chromosome
bp Basenpaare

cDNA komplementire DANN

cen Zentromer eines Chromosoms
cM Centimorgan (MaB fiir die genetische Entfernung fiir Loci)
DAPI 4,6-Diamidino-2-Phenylindol
dATP Desoxyadenosintriphosphat
DGS DiGeorge-Syndrom

dCTP Desoxycytidintriphosphat

del Deletion

der derivates Chromosom

dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DNA Desoxyribonukleinsdure

dTTP Desoxythymidintriphosphat
EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EK Endkonzentration

FISH Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
FITC Fluoresceinisothocyanat

GTG G-Bénderung mit Trypsin und Giemsa
h Stunden

H&E Héamalaun-Eosin-Farbung

IE internationale Einheiten

kb Kilobasenpaare

KO Knock out

Mb Megabasenpaare

min Minuten

PAC P1 artificial chromosome

p.c. post conceptionem

PCR Polymerasekettenreaktion
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RBP RNA bindendes Protein
RNA Ribonukleinsédure

RRM RNA-Erkennungsmotiv (RNA recognition motif)
RT Raumtemperatur

S. siche

SDS Natriumdodecylsulfat

t Translokation

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

U/min Umdrehungen pro Minute
VCFS Velokardiofaciales Syndrom
Vol. Volumen

YAC Yeast artificial chromosome
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PAC-Randsequenzen:

PLO2-T7:

TTTAAAATTTCCTTCACTTCCTGTCTTGGTATGCTTGTTATTTTCTTTAGAAATCATAAACTTGTACCATTAAAA
TACCTGAAATCCAGGTAATATTACATATAGAAGGATGTCTGACAACATTTACAGAAAGTTAATGCCCCATTGAAG
AAATGATGAACATATTATCTAAATATTATCTAAAAATATTATCTAAAATATTATCTAAATATTATCTAAAATGAC
ATAGAAGACTAGAAACCCCATGTGAGTTGTGAATATTCAGGAACCATAGATGCCAGCCAAATGATGACCATGATG
AAGCTCCATAAGTTTTTGGTTGATTTGCATGTGTCACTATGGAAGCTGGAACAGTGGCCTCAGGCTTTATATCTT
TGAAAGGATAAGAGAAAAAATTATAACAGGTGTTGATTTATTTGATGAGAAAATGA

PL04-SP6:

TTCTCAAAAGAGCAGAGAGCAAAATGCTGTCTCCTATTCTGACTTGTGATTCAAGCATACAAAGCCTTACCATTG
TTCTTTCTAAAGTACAGACTCACAGCAAGGGCTACTACTGCTGCTACATTTATGATATTCGCGAACAAGTTTATC
ACCATGGTTAAACAATTCCCCGAGTTACAAGAATCTGTTTTGTTATAGTCAGTCTGGAGTTTTTATTCTTGGATT
TAGGATTTTACCTGCATTTCTTTCATTTTAACATGACAGCCGATGGACTAAGTTCTGTCTTGTCAAAGCAAGAAC
TGTAGGTCCTGTAACTGCAGCTTGAAACTATCANTATATCTCACGTTGCANAATCCTTTAAGGTANGAGATAAAG
TGCTTGTTTATAAACAGATCTGGACTG

PL04-T7:

TTAAGGTGTCAGCCACTGTGCCCAGCCTATTTTATTCTTTTAATCATAGGTCTAATACAGTGTCAACTTTTTTCT
TCTGTGTACCAAGAATACTTTATTTAGCTTTTGAATTTTTTTCTTTGAATGCAGCTGGAGTGTTTGTACTTTCCG
AGGAGTCAAATGGGAGAATGTTGAAAATTATTGGCATGTCTTTTGGTGAAAATTAGGTTTCTTTTATGTCCCTTG
GGGTAGACAGTCATTAAAACACAGGCAGTAGCACTACGACCACCCCTGGTTTCTCCATGTAACAAAATGGAACAA
GGATGGAGCGATTTCAAATAGACAGTTCTTGANAAAGGCTTATAACCTGAAATTGTGCACTGCAAACAGATCATC
TCCTAAAACACTATATTGTGGCATAAGCAGGTTTTAAAATTGTGCCTTTTGATGACTTTTTAGGAGCAACAGGTT
TGGCAGAACTCTAGACTGAGCTCCTGGACCAAACACATGAGGATCTTCCAGGTTACGTGGGTTTAAAGGCCTTTT
TGCCTTGTAATATGCTTTTACATATCAAATGT

PL14-T7:

ACCAGCAGCAGTTTTACTGCATTCTCATACCTGAAAGAACATGGAATANNNTTTGCCATTCAATACAGCCCCTAG
GAAATGGGTGAACCCCACTCAAAACTTCCTGGATAGGACAGCTCTGCGTGCACCGTTCCCGGCATAGTCAGTGGT
GCCTTCAGGATTCAGGGGCATTTTGTACTTCTGAAGAGTAAGGTACAAGTATGCCAGATTCTCTCATTAGAATGA
AATCATTAATTACAGGAAAAGTGTAATTAGGGTATGTGAAATATTTTATATGGTGGAGTTTCTTGATGTTAAAGA
TGTTCTTGCATTGCCTACCCTCAATGCTCCTGTCTTTAAAACTCTCCTTGGCTGCTCTTAGAAGTACAGTGTCAT
CAGCCTTTGATGTGCTTGGAGATAGAATACAGGTGCACCTTGTTTAATTGCACTTCACTGGAATGTGCTTTTCAG
ATACTGCCTTTTTTTTCCTTTTTAACAAAATTGAAG

PL16-T7:

AGTTTCCTCAGTACAGGAACCCACACCGAGCATGAATCTAAAACACGACTTATCCCTCTGGCCGGCACACTGCTC
CCCCATCAACCGAGAATGACAGGAGCGGGTGGGCTGTGGAGGACAGAACCTGCAGTTCTCTGGTGAGTCCATCCA
TATGTTTCGGAACCAAGTACAATTTTCTAAGTGATTTGCCTCCAGCCTATTTCAACCTG

PL24-T7:

AACGGTCACTGAAAAATTCTGAATCACCTTTCAATGTGACACGGAGTCGCAGATGATTTGAACATGTTGTAGGAT
CTGTGCTCTGCTCAAGTTAACATGAATCAAGCATTGTCAGCCCCGTTTGGTCCTTCTCATCAAAATCTTACTTGT
TGCAGCTGCACTAAATTCCACATCTGAATAGGGGTTAAGTAGAATTTCTGAGGTCCTGAAGAACAAGCATTATAT
TTACAAGGTTCAGTGATAGTTAAAATTGTACCTCTTTGACAGAAGAAAAGAAAAATCATAAGGTTATTATATATG
GATATATATCTCCCCTTGAGTTCGGGGGATGAATAGTTCATCNAAAAAGAATCTTGAGAAATACTCACTTCAATT
GGGGATACTGATGTGGACAGAATGGANCATCATTTCATATTGTGAACATTGCTGCCAGTGTCTCTTTGGTACAGG
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PL41-SP6:

GAAGTGAGCACCAATGAAAATTGAAATATACTACTGTTTCTAAATTAGTAATTGATTTNAGTTGCTATTAGCTAT
TAAGTTATTTAGTTTTAAGAAGCTCTGAAATATCTGTTGTGTGCAGCATTTACTGATCATGATAGTTAAACTTTG
TCCATTCATGAGTTAAGGTGCCGAGTTNTGCCAGTGTCCTGAAGCACTCAAAGGTNAAGCCTCACATAAGAAGTC
CGTCATTACGACTGGCAGATATTCATCTCTCTGCTGTTTGGCTTGGNTTC

PL44-SP6:

TTTAAATCATTCATCTAATATAAATAAGTGTGGATTCATTTAGAAGCAACACTGACCAGAGAAAGAGTAGCCTAT
CAGGGGAGATCTCTGATCCAGAAAGACAAGGTCAAATATTCCTGTGGATATGGCTCCCTGTTTTACTCCTCCTCC
TGTTTGCCTTCACTCCTCCTCTTCTATAACCACTATCACAGTATCTGCTCTTCCTTTCCACTACCATCATCACCC
CACCTGGAAGTACAATTTTTTTTTTCATGGAGGAGTTTTGTTGANAAAAAAATTTTAAACTTTTCTATNAACCTA
TGGGTTTTACCTCACTCTTTATAAGAAANAANACTGGTGGTTAAACCCCATGCAATGTTACCC

PL44-T7:

CGTTGGGTCTCTTTATGGCTTATGGTAAAGAAGTTGCCATCACGGTAGTGAATTGCAAAACAATGATCTTGATCT
TTAATTCCTTCACTTCTCCTTTTCTCCTCACCTTTACTAACCGGGGCTTGGACTTTCCAAACAACATCTACACTT
TGATCTTTGCCTTAGGTTCTAATATAGGAGCCAGAATAAAGACACTATGCATATTTAAAGACAATTAACTGCTTT
TCAGCCAAAATATTTTTGCCGATGTGGGGGTGTTATTTCACATGTTCTGTTGGGGTAAAGTTCCTGAGTATTGAA
AATACAAATTCAGCATTCTTTTCTTTTAGTTTAACACAGATTATATTGTNATTAGCCAATGTGGACAAGACATCA
TAATGAGCCACATTAGGTCTGTTTCATATCATTTGGTCTGCCATTCATTTCTTTTGGAGANTTTTAGATTGG

PL196-SP6

ACAGAATACATTAGCAATATCCACATGCATAGATGGATGCGTCGTGTGGCCACAGAGTTCACTGTGACTCAGCTT
TGCCACTTGTAAACAGAGCCATTTTGAGTAAAAGCCTGTGTCGAACTANGAGTTGGATTTGAGGGGAGCATANTA
GAGGCAGGGGCTCTCCTACTTGCAAAGGCACAGGTCTATTCTACTGTTTTNCTGACTGAAAAAAAAAAAGGAAAT
AT

PL196-T7:
TTGTTAAACAGTTTGGGCTTTTGCAGCTGGGCACGGTGGCTCAGGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAG
GCGGGTGGATCACTTGANGTCGGGAGTTTGAGACCAGCCTGGCCAACGTGGTGAAACCCTCTCTCTACAAAACAT

CAAAAATTANCTGTATGTAGTGTCAGCACCTGTAATCCCAGCTACTCATGGAAGCTGANGTGGGAGAATTGCTTG
AATCTGGGAGGCGGANGCTGCAGTGAGCCTATATCATGCCACTG

EST-Sequenzen:

estll:

GGATTAATTCATGATGGACAGGTGAACTCCAGAAAAGCAGTCACCCTTGGCAGCTTTCGTCCATCGAGCGATTCT
GAGAGAGGGAACCTCTGGGGTGAGCCCCGAAACGTTAGGTTGCGCTCAGATCAGCCCTGCACTTTGGGATGTCAC
TGAGCAGACTTCCCGAGTCTCCATGGCTTCCTGTAACCTGCCCTTTCCATTGGCTCTGATTTAAGCTGCAGCCTC
TGGCACACCGATGGAAGCTCGCGGCATCGTGTTTTCCATCCACGTGCTCCCACAGAGCCAGGTTGTCCAAAAGGA
AAATAATCCCACTCTGGAGAAGCAAAAACTGCTGGGGCTGCTAAGAGGAGCACACTGAGTAAACCACCCACCTTC
CAACAGAATCCGCCTTTTTTGTTATTTTTCCATTGCAGAAAGACGAATGGCGGGACAGGCAGGGCTTTTGAGGAG
GTGTGGATTTCATCCTCCATCATAAACAAGCAGTGGCTCAGGCCAGCTGATGCTTTCCTCACTGAGCTCCTTCTC
TGCACATGAAGCGGAAGATGGGGCGTGCCATCCTGAGGTCGGGCTGCTTTCCGCCATCCACCCAAGCCAGGTCCC
TACTGCCCCGCACTGTGCACCTTGCCTGGTTAGGACCTCTTTGCTCTCCCACCTCCAGTCTCTCCAGACCCTTCG
TCCAGCTTCAATTCCACATCCCCCAGCGAGCCTTTCTCAAACACCTGGGTGCACGATTCGTAGTTTACAAGTATT
GTGGAATCGTGCCTTTCAACTTGTATTCCTTGGAGCCCTAGAGTTTCTGCGGTGTCCCAGGAGCTGTCACAGTGG
GGAGAGAGCTGGGTGGAAGGGATTCTGACCCCCCACTCACCGTCCCTGCCTCAAGAGCCCCAGTCACCCCGAGTA
TGTCACAGGCCACCTTCTCTCCATTTCTAGGAGAGAAAAGAGTCTAAACTTTCATTCCATGGATGACAAAACAGA
GGTCCTCAGAGGTCAGCCTATTCTCCAAAGACACATATCAAACTCATGGCAGCACCGGACCTAGAACCTTGGTCT
TCTAATCACCGCCATTGCTCTCCCCTTCAAGCCTTCTCTCCTCCTCTGAACTTGGAGGAGACACAGCAGGGGAAG
GAATCCTTGGCTGGGAGGAGGACTCCAGGCTGTGGGCCAGGCTGGATGACCCTAGGCAGGTCCCTCCCCCGLCTGG
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ACCTTGGGAAATCTTTTGGAGACAGACAGAAGCTCCCTTAGGTCTCTTCCTTCCACTCTGGGATGCTATGAAGAG
GAGCCTTTAGCTGTCTCCTCTAGGCCCTTCAGGGCCGTGCTGGCTCATGGAGCAATCATGTGTGGCTCTTTAATT
AAAATTACATTTTAGAAAAGCACTTCCTCAATCACACCAGTCCCTTTAAGTGCTCAGCAGCCACATGTGGCTTTA
GTTTCTGTGTCAACAGCACTGTGGTAGTGGAACCCACCTGTTACCAGTACACCTGCCCCAGCCCCTTCTCAGCAC
AGAGGTGTGCTTTAGCGTCCAGAAGGAACTGGCCCCAGTAAGTCTGGGATAATTGCCTATTCGCTAAATGAAAAT
GAGACACTTCCTGTCCGGGGTAGGCATAAAAGAAACAGAAATAAAAGCCAATTAAATAGGAATGACAAGATGATA
GTGCAGATTCAAAAGAAATAGGTATGCACAAGTGACTTAAAGCAGAGTCCTCCTCTAGCCCAGGACACTCTTCAG
TCTGGCTGCAGCTGGCTAGCTTCTTTTTTTTTTTTTTTAATTCTAAGAAATAGATTGAAATGAAACGATGGAAAA
GAAGCAGGACTTCTCCCCGTGGGTGTCTGTGATGTCCT

estl2:

CCGTCTTTGTCTCTGGATACTGCATTCATGTATTATAACCCACAGGAGCTTCAAAATATGTNCAGAATTGAGTGG
GATCTTGGGTGTAACCTATTACCATGAGAAATTGGCAAGAAGGAAATCACTTGTTTTCTGCATGTTCTTATGTAA
CCTTGAACAAACTGTTCTGTTAAAAAAAAAAAAAAGTCTTTTTCCTTGCTTAAAAAAAAAATCAGCTTAGCCTTC
CAGATATTTTCAATAGCTGCACTCGTTAGTATGCCATCTTTTTTTTTTTAAAAACTGCCTGTCTTTTTTTCTCCT
AACAACTTCCTAAGTTAAGCCTCAAGTGAGAATCTCAGCAAATTGACTTTTAGTAATATTTTAATTATTGAGATT
ATTACGGTGTGGTCCAGTGTGGTGAATCCTATAGTCATTTTACTCGTGTATTCTAATGTCAACAGGATTGTGCTA
GTTTAGATGCCCTGTTTGCGTCTAATCATTTTATGTCGAAAATAGATGGGGGAGAGGTCAAGGACGTAGTCTGTG
AAAACAATGTGAACCGGGACCTCTGATCTTCATTCCTGTTCCCTTTTTCTCCCAACTTATTTGTTCCTATCCCTT
TCTTTAGT

estl5:

CCTCGTGCCAAGCATGGCACGAGGCTCCAATGAGTTTATTTAGCAAATGTTATGAATTCAGGAAAATTATGATTA
ATTTTGGAGCCCCAGTCTAGACCTGTCATTTTAACACTGAAGAACTACAGTTAGATGCTTTGTGTGGTTATTAAG
AAGAACAGTAATTATTTCAGTAGTATAAAAATATCAACAATGATTACAGGTGACTTTTTGGCTTAAATATTCAAC
TCCCCAACACCTTTCAAGAATGTTGTGAGATCATAAAAAGTCCAGGAGCAAAATATTAGTTAAGGAAGAATGAGG
CTATTTAATTGGTTAGACTTGTTGGTGAGAAAGGCATGCTGTTTGTAGTCTGTTTCCATGACCACAGCTGTTTCC
CCACCCAGTTTTTAGTAGTATAATATTAAGCCTTAATTTACAACTGAAAGTTTTCCACCTCCGGTCCCGTAGTCC
AAATCAAGTTATTAAATTTAAACCTTATGGCTTTTCCTGTATATTCCCTGGATTCAGCTTACCACTTTGGCCCCT
ATTAAAGAACCATATTGCTAGTATCCCGGGCTTTGTGTGTACTTGAATTGTTTTTTCTTCTGTATCTTTTCCATG
GATGGGATAACTGGGAAAGAGACGAGGGAGTGTGTGAGTCAGTAACGATAGTGTAGGATTTTGCTGTTGCCGACA
GTTTATGGATTGTTGGTTTTGTATTGTTTTTATTTTGTCTTTTGGCAAGGCTGTGTTCCTTCCAGTTGAGTGAGG
TGGATAGAGTTTTGAACTCTGGACTCTACCATCACCTTATTCCTGGAGATGTATCAGTACCGTATACACAGGGGA
CCCTATGTGTGGCCATGAGCCTTGCTGTAGAACCTGTGGCTCCAGAGAGCCACCTGGCCACAGAGAGCAAAAGAT
AATTTTAGCCTTGAACTAAAAGGAGGAATGAGGCTGTGTTTTCTGGACCAAACCCTAACTTGAGTCCCTGGATGT
TTACATCTTATGGTGAATTGAGTC

est20:

AGAAAATGTACAGTCCTCTTATTAGCATAACGAAGCCATCAGCATTGCATCAAGCGGGTCCTCGTACCCTTTTCC
TTGTAATGGTGTTTGGTGTAGGGTCCTGAGGAAGAGCTGCCAGCCCCTACCTGATGGATCAAAATCCCCTTGGCA
CCAAAGAGTGACTGATAGTGTTAACCATCACAGGAGACATGTATGTATGTGTGTGGAACTCTGACGTGTATTTTA
AACTTTGCAATAGCCCAAAGTTAATTTGTTTCTTTGCCATTTGTTTTCGAATGGGTGTGGCATTGCTTATAAAAT
GTTGAATGTAAGTTGCCTAGGACAGCGCCTGGCATATGGTGGAAACTGAATAAAGGCTGCTAGGTAGTGTAGACT
AGATGGACTAGAAAACAGTACAGATGCAGATGCTTTCAGATGTTCTCTCTGCCACAGAGAGACCTTTCTGTGTGC
TTTGTTCAAAGTTGACAGTGTGAGTAAACTACCATCAACAAGGCGTTACTTTTGGGTAATTTTTTCAATGTTTAT
CCCAGTTCCTTCATCCGCTTTTACATAGCCTCTTGTACTGCAAGCTACACTCAGTTTTGAAGATGGTGGGTTAGC
GTTAGAGTGGTGTTCTGTGGCCAGTGGAGGAGGAAGCTTGCTCACTTTAATGCAGAATGTCTAAGCATCCTGCGC
TAACCATTGGCAGGAAGGTTATTTCAGTGAGACGCTGGTTCCTTCTCACCCCTGCACCCTTCCTGGAATCACCAC
TGGTTGCAGAAGCCTATATAGGGTGGCTCATTTGGACGAAGTATTGTTAAGGTGGTTATTAGAAGACTCGCAACT
TAGAAAAGGAAGTAAGCATGTTGATACTAGCTTTCATGAATCCCCCTCTCTGAGGAGCGCCCCTTTCTAAAAAAT
TCACATTGCTGGGGCATCCCCTGCACAGAATGTTTGGTGGGGAGGTATTGGAATTGATAGCAATTCTGAGTAAGT
TCCTTCTCATGTAGTTAATGCAGCATGATGAAAGAAATAAAAGTCTCCTTATTTTTTTACTTTCTGTGTTGCTTC
TTAAATATACTCCTTCAAGTCAGGTTAGCTTACCTTGGGTGTTTGTATTTTGTTGGCTTATGTTTGCATGTGTGA
ATT

est21l:
CTTTTCTTCAGAGGAGCTCAAGCTATTTAATGACAATTTGACCATTTAGAGAAGGGCTTTGACTTTGTAATGTTT

AGGGTATTTGCTCTGGTCAATTTTCCATGTGGATTCACTAGCTGATGTGTGGCCATCTCAGAGATGGTTTGGGGC
CTCATTCCATAATTTATGTGGCAGTGACTCAAAAGGTTTAGTACACATGATAAATGGTAACAATACCTTCCACCT
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AAATAGGGGAGTGTCATTATTTTCACATATTTTTGGTGGCGTAACTGATAACCAAAACATTTTGTTAAATTTACC
CAAAGTTTTCAGCAGCCCTGGATGCCACTACAGTTAAGACATAGCTGTGTCAGAAAGGTGGCAAACTCTGCCCTG
CCGAAAGGCAGTCATGGAAGACAGACGCGTTTTTCATGATGACTGTGAAGCAGTGCATTTTAAAAGGGAGTTGCA
ATTCCCAGAGCTCTGGGTTGGATGACCACTGACTCCTCTTCCTAAATCGAAAGGATGCGCTAAGTTGAGCATGGA
CAGGGCGCCTCCTGAGGGTAGGGCCTGAGTTTCTGATGTGTTCTCCAGCATGCAGTGTGGGAAGGAGCTGATGCT
GAGACCTTAGTTGCCCCACTGCCAGTCTGTTGGGAAGAGATTTCTCTTCTTAAATAATGGCAACACCAAAATGAA
CAATGTAGAGATTGTTAATATTAATGAATTTCATGTCTGTCCTGTTACCCGCCGGAGGCACCAGGCCCATCGCCA
GGTTCTTTCTGCTTTTGCCTTAAGCAGCTGAGTCTTGGACAGTTTCCTGTAATAACCAAACAAAGCCTGTTTCTT
CGTGTGCTATTACTTAAGTACAAGTGATATTTAAAAATGATTCCTGAGCCCTTTGAAAGAGTGGCTTGTTAGCTA
CAGAAATGATGGGACTGAAGTTAGGACATTAAGAAGAGCATTGGCATACCTGGCAAGAGATGGGGCTCTCGCAGC
ACCCCAATTAACCGGCCACTCAGCGGCCTGTCGGAGCCTCCAGGCTACTCTCCATAGTGTCAGTGACACCTTGTC
AGCTCTCCAGCCTGCAGCCTGTGTCACCTGTGAGCCAGAGGGACTGAATTGGACACAGGCAAGGAATCACAACAA
GATTTCAGGCAGCTGGTTATATTATCTAAATTAGCTTTTCCATGAATCTCTGGGTCCAGACCATAGCCATAGGAT
TATAGAAATTAAGAGCCAGATGGGAACTATCCTCTTGCTTTGTTTTACAAGTGAGGAAACTGAGGCGCAGAGTGG
TCACATCATTAGCCTCAGATCCTAGAGTTAAGTGGTTGCTGAGCCAGGATGAGAACTCAGGCCTCCTGGCCCACT
GTTCACTGACCTGCTGTTGAGGGCCTCAAGCACTGATGGGGCTTTCCTGGCCCCATATTCTTGTGTTTCCAAAAC
AAACCTCCCATGCAATGATGTTTAGATAAATCTCAACTCTAATCAGTAAAAAACAAGCAAAGGACAAGTATATTT
GCATCTATAGCTATTTAGGTAAACTGAAGTTAAATAAAAATTCAATTCCTTAGTTGCATTAGCCACATGTATCTA
GTGGCCACCATATTGGACTGTGCAAATACAGAACATTTCCTTCATGGCACCGGGTTGGGTAGCACTGACGTGGAT
TATCCCAAGGATC

est24:

GGAAAGGCAAAGCAAGCTGCACAAAGGGAAGATGGCCCGTAGCCTTGAAATGCACTCTTGCTAGCCCTCCCCATT
TTGGTTATTATCAGCAAAGATCAGTGACATGTTAATATATTCGGCTATTTTACTGTGAATATAATGGTAAATTTT
AATAGAAATTGAGTTAGATAGCAGTTTCTGAATCTGAAAGAAAGTGACATTGCTTGCGAATGCTCACAGTAGCAC
TTAACATTGTGAAGTTCAACTCAATTTTTATTTGCTGTTTCACAGAAAGCAATAATCCCTCATATTTTATAGTAC
CATCTGGGTTACAAAAATCCCGATGCGTCTTTGTTGGACAAGCCAGGATCTCAGGAAGGAGTGGAGGGGAGCTTC
ATCTCAGTGGCTTCTGCCCTGAATTTGAATTTTTAACAGGCAGCTTTTAAGCATCCTGTGGCACTCATCCCATCT
CAGTGTAGCAGAGACAGTAATGTCTTTCCCTCTATGGTTGAGAAGGAGCTTTTGAATGCCCTTTTGGAAGCTGTA
GAAATCTATGATACTCATCGTCAGCATTCGACCATGAACTTAAACTCCTATCACACCTCTAGGTGTGATAATATT
TCTCCTTCTGTTACAACAGAGTAATGTCACACTTGGCACTTTTACTGTCCTCTTGCGAGACTATCCTCCAAGTGC
TGTCTGAGAGTGTTAACTGCTATTTGGCTCATTTTTCTGCACCAAGGAGAACAGAAACACAGCAGGCACCAAGAG
GAGGTTTAGTGTGCAGTGGGTTGTTCTGAAAGGCAGTGAGTAAAATGAGGTATTCCCTGACTTCTGCTTTTGCTA
CATGAAGTCATGAGGTCCTTGAAGCCAGACTTAGGTACCGTTTCTTTCATCCCTTGCTAGTTCCTAATCGTAGAC
ACAAACCTTCCACATCCATCCAGGCGGATGGCAGTGCTTCTTGTAGAAAGCAATGTCACTAAGGCAGTGTCACTA
AGGAAAACAGGACAAGGCAACAGTTGTGTTCAGAGTTTTGACTGGCGTCTGATTGGAATTAGAAGGAAGATTATT
TTGCCATAACCTAGGTACCGTGACCCAAGCTCTTTTGGCAGACCTTGACGTCACAAACCGTACGCTTGCTGGAGA
AGGGAAAAGGAGAGTTGCAGCCACTAAGAGAGTCAAGGCTGTGGCCTGCCTGGTGGTGTTTTATAGGAACTGGCT
CAGGGAGGCTGCATGTCCTTTGTTTTCTGAGGCCTTGTTCCACGTGGCCTCCCACTTGAGGCCAGGAATATTGCA
GCAATGCCGAAGAGTGGGTGGACAAATAGCCTTATTATTAACCTAAGTTGGAAACATGGCTTTTTGAGTGTCTTC
ATTCACAGATGCAGTCACAAAATATTAATACTCTTTTTTTGAACATGACAAAACAAAGTATTCATTTAAACCTCC
TTTGTCCACGTCCATGGTAAAAGAGCACCTCAGGCAGGGGAG

est26:

GGCACGAGGCGGCACGAGGGTGTCAGTCAAGAGGCAACACTAGGAGGCAAGGAATCTGCATTTCTTTCAGACCTT
GGCAGAGAGCGCCCTGGGAAATGCGGATATAGAAGGTCAGGAGAACATCTCTCCTGGTTATACAGCATTCCAGGA
CTCCTCATCTGTTTTTAAGAGGGAAATCTGAGTTTTCAAGGAAAGCCGAATACAGTTGCCAAGTTGCCAGTCAAA
GAAACAATGTCAACACCTGCTCATAGAGATGGAATTCCTAACCCGGAATATTGCCCTTGAATTACAACGAGAAAA
AGAACACTTCTTATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACCACCTCAGGATGGAAATGTATTTCTTCA
TCCCCCTCTCTACTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAAAGAGAAGAGCAGAAGAACAGAAGAATG
GAGTGGCAAAGAGAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTGGTTGGGGATGGTCAGAGAGGAGATTAG
CTGCTAGACGGCCACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCCCCCTTCCAGCTCCCCATCCATCTCACC
AAGAGCCAGCTCCACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC

est29:

AGGTTCTAAAAGGTGGTGGTACTGAAAACTCGAAAATGTACCTCTGTTTCTCATTTCCAAAATCTGAGGTTGCAC
CTGTGTTTCTCATTTCCAAAGCCTGAGGATGCACCTCTGTTCCTCGTCTCCAAAGCCCGAGGTCCCACTTCTGTT
CCTCATCTCCAAAGCCTGAGGTTGCACCTCTGTTTCTCGTCTCCAAAGCCTGAGGTTGCCTGCAAGTCTCTTGAG
GATTTTTTGGTGTAAACAGGTTGAGTTTCTGGATAGGTGGGCATATTGGCAGCTGAATATGTGGGTTTTGAGTGT
GAAATACAGGTTCTTAGCTATGACCCAGCAATCTTCTACTTGTTCTGTGCTCTTCCACATAAATTGCTTTTTCTT
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GATTGTATTTCATAGAGCAATTTCTGAGGCTGGAAGGCAGGAGCATTGTAAGAGACATGTCAGTGGATGGGGACA
CCCAAGCAGTGTCAAGATCTCTTAATGCCTGAGGCAGATTCTCACTTACTGCCAAGATAAAGAAGCAATTAACAT
TGACTGCTAAGGTGGACACTTATTCTTCATTTATGATAACGGTATATTTTATGAAGAGGTTTCTTTGGAGGATTT
CATTAGACACCTGGCATTTTCCCCCATTAACTTCCAACTTAAAAATTTTTGCATATGACTTAGACGAATGCTTGG
CCTTCTCAGGTGGCGCTACGCCTTCTTGTGAATTAGAAAATGGTTCTCAGGTGGCATTTTGTCCCCACAGCCCAC
CTCAGTTGATGACCTTATGCAGTATCCTTTCTACAGTAACATCCGTTTTTACTCCCTCCTCCTTAAGTAGGCCTC
GTAAGTAGGCAATAGAATAAATGAGCCTCTATGCAGGATATCAGTGGAGTTTCAATGATGGACAGCTGTGGCCAG
CTGACATGTGGTACCTGGTCCATTTCAAGGATCATTACACTTTCAGCCACTCCACAGCTTTGTGCTCAAGTGCAT
AAACATTTGATGGGATTCTGTGTTTTCAGCAAATCATAAATTTCTGTCTACTTCTAGATACCCAATGTAAAGGAA
GGGATAATAGAAAAGTTAGAGTAGAATTCATGCATGGGTTGGCCTAACCCACAAACCATTTCATACTGAACATTA
GCTTGTCGAAATGCCTTTACTCTTGGCAGGACACAAGCGCCATAACCTAAGAGGATGTGATTTGAGTGGAGTTTT
CATGCCCTGTGTGCTTATTGTATTCTTGCTACTGATGCAAACATTATCTATAATTACATTTTCAAGTGACTGAAA
ATTGCAGGCTTTGTGGAACAAAAATACAGCCAAAGAATGGAATGTATATTCACTCCACCCTCATTATAAGGCTTT
CAGAAATCAGACTGTAAGGCCCAATACCATGGCTCTCAACTACGTGATACTAACTCCATTCTCTGATGTTTGAAC
ACTTTGTCAAAATGCTGGGTTTCCAATGATGATCGTATAATTTGAGGAAAATGCTATTACCCTTTTAGCGCTTCA
TTTGCTCCATTGTTGACTCAATCACAGTGGCACCTCCTCACACAAGTCCTCTATTTCCACCCTGTGAAACAAACA
CAATTTGATTTAGATCGAAGCATGATAGGCAAAGTTGAGAAAGTTGGTTGAGGTGCATGCCTTCTTGGGGCAGGT
GCGATTGCATCCCTGGGACATTATATGTCTTTACATCTCCCAGCTCCATATAGGGCTTAGCC

estdb:

GGCACGAGGAGACCTAAGTACTACATGGGCTATATCTGTTCTTGCCATCTTAATTGGCTACCAATCAAAGACGTC
AATAAAAGCATAAATGTAAATGAAAACTCTTGAGCTAGCCCTGGTTTTTAACACCAATTTTTTATGATGGATTCA
CAGGTGAATAGTTTCCCTTCTCCACCAAGACTTACATTATTAGAACTGTAAGAGGCAGCAAAAGTGTTAAACAGG
ATGGATTGTACAAAGCATTAGGCTAAAACTGGATATTCATTTTCTGCGTAACTGAACAATGGCATAAAACCAGTG
TCTTGGGAAGTCTAGAAGAGCAGTCATTCTGCTTTGATTTTTGAATCACGTAATTTCAGGATGAGTCAAGTACAG
TAATTTCATAGACACATTCCTGTAAATCTGTGACCAACTTCTGAAAAGAATTGCCTAATGTTAACCATCTTTCTC
TGGAAAAAAAAAAACAAAAAACAAAAAAAAACCCAAACCCAAAACACACAAAATACCTTCCTTCTTCATATATTA
ACTTCTATGTAATAGCACAAGAAGAGCTAACATTTACTGTGCCAGGCACTGGTTTTAACTTCTTGTGCATATTAT
GTTTATTCCTCAAAACAATCCCAGGAGATGGGGACAATCAAGATGCCCCTTTTACTGTAAGCCCCAAATTGTTAA
AACACACTGCTCAGAACCACACAGCTGTGAAGTGGTAGAATCAGAATTTGAGCCTAATCCAATTCCAGGGCACAT
GACAGTGAACTGCCAGAAAGGCAGTTATGTACCTGAATGAGTCCAGTGAAGAGAATGTACAAAACGTACCAAATT
CTTCCATTTTCCTTTAAAGAAACTGCAAAGATTTCCCCATAATTTTAGAAGGGGATGACATTCAGAAAAATGCTT
TCTTTCTCTTTCTGTGTTTCAGAATATCTAAATTGACTCATTTCTAATCTTTAAAATTTGTACATTTCACACCAG
GAAAGACAGTCAAAGAAGGGAACATTTTATTCCCAACTGACATTCTGGGTTTAAATATCCTTTGCAACAGTTTTG
TTTTGAAAGATCTCAGTGGTTGCATATGAACCTCCAGATGTCAACAATGTGTCTGCTGTGTACAATATCCCCCAA
AGACTAAAGATACTTCTTGCTGATATAGTATTTGGAAATAACTGGCAAACATCGTGGACCTGCAGCATCACTAAG
TGTCTGTGTAAACACCTCTGAAACAACAGATGTTCTGAATTCTTGTTCCCTTGGAATAACAAAATGACTTGCAGG
GAGCTGATGTTCCCCTCACTTTTCCAAAACAATTTCAGGAAGAATCCGTGAGCTCTCAAACTCAGATCAGCTTCA
GGTTCTGGAATCCACCTGTGGCTACTGGCAGTTTTTTTTTGCAGGTGTTTGCCCGTGGGAAGCTGTCAAGAATTG
GTCTAAATCAGGGCAGAGCTCCTGACAGAAGGATATTAACCAGC

estdo:

GCACGAGGCTACAAAAGGAATTAATCCCTGAAAAGCAAGATGGTATCACATTGATTTTTAGGAATTCTCATAATC
CAGTGGTTCTGCAAATATTTCTTATAATTCTTCATCCTTTCTCTCTTCCACTCTCTCATAGATTTTTCTCCCTTC
TCTGATATGCATGTGCCTTCTAGTTGACTTTTGTAAAGTAGAAAGAAATAATAAATTCTTGGATCACGCCTGAAA
TCCCAACACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGGTCAAGATCAGCCTGGCCAACGTGGT
GAAACCGCATCTCTACTAAAAATACAAAAAAAAAAAAAAATTAGCCAGGCGTGGTGGCACACACCTGTAGTCCCA
GCTACTCATGAGGCTGAAGCAAGAGAATCGCTTAAACCCTGGAGGCAGAGGTTGCAGTAAGCCAAGATTGCACCA
CTGCACTCCAGCCTAGGTGACAGAGTGAGACTCCATCTCACAAAAAAAATAAATAAAATAATAAAGAGAGAGAAA
AGAAAGAAACAATAAGTCTTGCAGAGGTTAGAAAGAAGGTAAAGAAATGGTTACTTTGAATGGAGCAATAATCAC
ATTTTAACATAAAGATTGTCCAAGATCACAGAGTAATCTGCATAATTGTGCAAAAATTCTCATGTTACATGACTG
TTCTCCCTGCAGTATACACTCAGCCTGTTAGTTTTTGTATCTAGAATCCTAGAACCTTAGAGCTCCATGGAACCT
GTTTTGCATCGTCTCCTTGTTTCACAGATGAATAGGCTGAAGATCAGACAGTGGAAACTAAGTCCTCATGACCAC
ACTGTGTGGGATCACTGGACAAGCTAACATTTTCTTGGGGTGGATGGAGTCCAGTTATCATTGCAGGGCCTGTTC
TTGGGGCAGAAGAGTCAGGAACCCTTTTAACTGCTTTCTGGTTGTCTGTACCTTTTCTCGCCACTACTTTGGTAA
CTTGTATCCCCCATCCCTGGGGACAAAATCTTCATTTCTAGCGTTTTCCACCATAACCTTGTTCTGGTGCTGAAA
CAAGCAAAAGCAAAGTGCTGAAACAAGTGTCGATGCTGGCATATCACAGTGTAGAATGGTGCTCCTCAAATTTAG
GTGGCTATGGAAGTGACCGGAGGATTGTGTTTAAATGCATGTTCTGATTCAGCTGGTCTGGGGCAAAACCTGAAA
TTCTGTATTTCTGACAAGCTCCCACGGGGTTTCTGATGATTCTGGTCCTCAGACCATCCTTTGAGGAGCAAACGA
CTACAGAGCCACCAGTCCCATCTTTGAAAGAAGTAACCGACACTTGCCAAGTCTCTCATCCGGAGCTTTAAGAAT
TTGATGCTTAGGCTTCAATTACATCTCAATAAAAATGAATGAATGAATGTAATGCTTTTATTTATTCTACCTTCT
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TTCTTCTTTTTTGTTTTTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGTGACAGAGCCTCGGTCTGTTGCCCAGG
CTGGAGCGCAGTGGTGCAATCTTGTCTCACCGGGAGGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTTCTGCCG
CAGCCTCCCAAGTAGCTGAGATTATAGGCAAGTGCCACCATGCCCAGCTGATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAG
GGTTTCCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAGGTGATCCGTCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGC
TGGATTACAGGCATGAGCCACCGTGCCTGGCCAATTCTACCTTATTTCTGATTGGCTTCTTCCCATTTGTTTTTT
GAGAAGATGCTACAAAGCATTTTGGAAACTGGTACTGCAGGAGTAATTTCTCTTCAAACTCTGAGTTACTATAAA
ACAGCTGTGGAATCCTGTGGATTGAAAAGAACTTGAGAAAGGCAATATTCTGTTACTGAGCTTAGGATACAGTAT
CATATTAGGATACAGTATCAATCAAGATTTGACTTTCAATTCTGAGTTTGTGATGAGTAGCTATAATTGACAGAG
TGACAGAAGTTTTTATATTAGTGTTTATTTTACCAATGTGAAGTGTTATTTGTGTGAAGTAATTGAGTTCCTAGA
TGTTCTCATTCTGTATCAGTGGCTGTAGACAGTGTAAGTCTAGATAGCATGATAGTGTATGAATGTATATATATA
TATGGAGGGAGGGAAAGAGGGACTATGAATTAACCATAGTTTTGAAATTGATTCCTGGAAACTGACATTTATTGA
CTGCACAGGTGTTAAAATTGTCTTTGTTTTATTTACTCCATATGAACTGAAAAGTATTAGAGAAGCAAAATTCTT
CTCTACTTTCGACTCTATTCCCATTCAGTCTATCCCCTCAACTAAAGTAAACTGAGGTATCTTAGATATAGAAAT
CTAATTTGGAATAACTCAAGAGAGATAGAGGGGAGATGGGTAATACTGAATATGCAGAATTCAATCATAGAAAAC
TAATCACTTTAGTGAAAAGCCAGCTGTTCTTTGTTTTCTAATGGGCATGTGATGTTGATGAAAAATAGCATTCAA
GTAAAGTTTACCAAGAACAACTGGTTTGATTCAAGGTATTATATTATTTTGCAGTATAGGAAATGTTATTTAGAT
TTAACAAAGGGCTGAACAGAGCAGCCAGTCCAAAGACCCAAATACCAAAGGATTATCTTTAAATTTAGAGAATGA
AAAATGCAAGAGCATTGTATTTTGGGCATCAGATGATAATTCTTTCAGAGAATATGCCTGGGTTTTTGTGTCCTT
CAAATTTCGTTTGAATGAACATTTTATGGATTTTTGTGACACTGAGGGATATGTTAAAATACCATTGCAAACATG
TCAGGCAACTCAAGTTTAGAAGATTCTCAACTTGAATTATTTTAGCATTCTGCTATTTGAATTACTTGGGGGAAA
ACAGGAGTTGTATGACAATTTGGAGGTCCTTTTCTTTGTCTCCCAAGTGAGTTTGTAGGTTCACTGAATTTCCCC
AAAGAAGATCCTGAGACAAGAATTTGAGTCTAAGGACATGAGGGAGGGGGATGTGAGACAGGAATGGGGGAGGTC
AGCAAAGCCTGAGTGTAGGTGGGTTAGTGCCTGGACAACTCAGGCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCC
TATAGTGAGTCGGTATTACAATTC

est48:

GGCACGAGGCGGCACGAGGGTGTCAGTCAAGAGGCAACACTAGGAGGCAAGGAATCTGCATTTCTTTCAGACCTT
GGCAGAGAGCGCCCTGGGAAATGCGGATATAGAAGGTCAGGAGAACATCTCTCCTGGTTATACAGCATTCCAGGA
CTCCTCATCTGTTTTTAAGAGGGAAATCTGAGTTTTCAAGGAAAGCCGAATACAGTTGCCAAGTTGCCAGTCAAA
GAAACAATGTCAACACCTGCTCATAGAGATGGAATTCCTAACCCGGAATATTGCCCTTGAATTACAACGAGAAAA
AGAACACTTCTTATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACCACCTCAGGATGGAAATGTATTTCTTCA
TCCCCCTCTCTACTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAAAGAGAAGAGCAGAAGAACAGAAGAATG
GAGTGGCAAAGAGAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTGGTTGGGGATGGTCAGAGAGGAGATTAG
CTGCTAGACGGCCACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCCCCCTTCCAGCTCCCCATCCATCTCACC
AAGAGCCAGCTCCACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC

est5l:

GGCACGAGGATCACATTGAATGGTTAATTTATTTTTAATTCTATGAAAGGAGCTGGAGAGAGAGAAGTAAAATAT
TCAGGGGATTTTCTGTGTTTTAAAAGAGAAAACCTCCTGATTGCAAGCTCTAAAATAAATGCTAAGATTTGTCAC
ACTTTCAGCCCACGGGAGATTTGCTTTTCTCGCATAGTATGGACTCACCAGGATCTGAAATTAGGGGCTTTCCTT
AGAGGTGGCCTCAGGCTTTCCTACCCCCACAGTTGGATTATGCAGAGAAGGTCACTGGGTCCTGAGGCTGCTGCC
GAGCGTGCTGTCCCGGGTGGACAGCGTGCCCTGTCATCTTTCATTAGGATGTGTGTGCCTGTGCCGCACCAGCCA
CAGGTCAGGATGCCAGCCCCTGCACGCCCTGCGTGCTCATTTGAAAACTGAGGGTATCTGGGAAGTCACCTTACA
AGGTGCCGAGGAGCAGATGGCTAATTTAAAGGCAATCTGTATGTGCTCTGAGCCTCCCAAATTATCCATTTCTTG
AATCCTCAATGTGTGAAATTCAGCACACTAAGTCCTCACAGGCTAGGAAATCAAATGCTGGACAGGCCATTCCCT
ACCATCATCTGGAGTATTCAGAGTATTTGGAATATTCACAGTCTTCAAGGTGTAGCTGTCGGGCTCTGTGAAGGA
TACCTTGCATTTATAGGGATCGTCAGGTCTCCTCTTCCTACGTATTTGAAGTATTATGGCTTGGAGTACTTTCTC
CACCAATGAAGAAAAGTAGGGCTTAACTCTGTCCTTGCCATCAATCTGTGCACATGTTATGGAGTGACCATGGTG
AATGGGCCGATAGAGGTTCCTTCCTAGGAGAAACTTTCCCAGCTTCCCCAAATGTGAGAGGGGCGCCTCTCTCCC
GAATTCCCCAGAGCCCTTTCCTCCCTTCCCTCTGCCCTCACCTCCCTGGATGCTTCAGGATACTCTGTGGATACT
CTTCCGTGCTCCAGGAGAGCATGGCCCCGTGGCTGATAGACTCAGCTCTCACCCCTCTAAGAGCTGCTCATGAGT
ATCCTCGAGTGGATGAGTGAACAGATTTCTAACTCAACAGACATAAATCCCCAGTGGAGCTTAAGTTAAATGCCT
GGTTTTTAAATTAAGAAATATGACTTCAGCAATATGTATAAACCAAAGGAACATTAAACTAATGATAGTATCTTT
ACAAATGAGTTGTTGAGGATTTGGAGATAGTTTGTATAACATAAAACATAACAAATACAGTAGAAAGCATATGGT
AGTGGGATTGAAGAAACCCGAGAGGTTATTTATCCCAAACACCACCTGATGTTACAGTGCTTATTGAGTGATTGA
TACTGTGTCCTACGTAGAGGGGGCACATAAACAATTCACATGTAATTTTTCTGTATTACATTGACAGATATATAT
AAAATGATCTCTGCATCTAAAATTCAAGCAGTCCAGCCTGGAATACTATCACCAAAAAGTGAAAACTGATTTTAG
AAACGAATAATATTTTGTTGTGAACAACTCTGAAAACATACTGGTCGATGAGGTTTATAGCTAGAGTCTAAAATG
CCACATTTATATGGGTGAAACATTTTCAGCTTCAGGAGAAAATAAAACC
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cDNA-Sequenzen:

estl15-RACEL:

CAAACATACAAACCTAAAATCTAAAAGATACTTTTGACACCATTCAAAGTGGAGATTATGGTTGAACCAACAGTG
GCTGCACTGAGCTCCAGCTTCCAGATCAGCAGTTGAGCTGCCTCTGTGTACCCAAACCTCCCCATGTCAACCAGC
AGGAAGAAAACAAAACACCTGGGCAGCCATTTGTTTTCAGCTTTCACTTTTGCATTTGCTTTTGAAGCTGTGCTA
TGCAACACTTAAATTATAATCTGTTTATTTCTCTCACATGTGGAGCTCCCGTCTCTCCAATGAGTTTATTTAGCA
AATGTTATGAATTCAGGAAAATTATGATTAATTTTGGAGCCCCAGTCTAGACCTGTCATTTTAACACTGAAGAAC
TACAGTTAGATGCTTTGTGTGGTTATTAAGAAGAACAGTAATTATTTCAGTAGTATAAAAATATCAACAATGATT
ACAGGTGACTTTTTGGCTTAAATATTCAACTCCCCAACACCTTTCAAGAATGTTGTGAGATCATAAAAAGTCCAG
GAGCAAAATATTAGTTAAGGAAGAATGAGGCTATTTAATTGGTTAGACTTGTTGGTGAGAAAGGCATGCTGTTTG
TAGTCTGTTTCCATGACCACAGCTGTTTCCCCACCCAGTTTTTAGTAGTATAATATTAAGCCTTAATTTACAACT
GAAAGTTTTCCACCTCCGGTCCCGTAGTCCAAATCAAGTTATTAAATTTAAACCTTATGGCTTTTCCTGTATATT
CCCTGGATTCAGCTTACCACTTTGGCCCCTATTAAAGAACCATATTGCTAGTATCCCGGGCTTTGTGTGTACTTG
AATTGTTTTTTCTTCTGTATCTTTTCCATGGATGGGATAACTGGGAAAGAGACGAGGGAGTGTGTGAGTCAGTAA
CGATAGTGTAGGATTTTGCTGTTGCCGACAGTTTATGGATTGTTGGTTTTGTATTGTTTTTATTTTGTCTTTTGG
CAAGGCTGTGTTCCTTCCAGTTGAGTGAGGTGGATAGAGTTTTGAACTCTGGACTCTACCATCACCTTATTCCTG
GAGATGTATCAGTACCGTATACACAGGGGACCCTATGTGTGGCCATGAGCCTTGCTGTAGAACCTGTGGCTCCAG
AGAGCCACCTGGCCACAGAGAGCAAAAGATAATTTTAGCCTTGAACTAAAAGGAGGAATGAGGCTGTGTTTTCTG
GACCAAACCCTAACTTGAGTCCCTGGATGTTTACATCTTATGGTGAATTGAGTC

est15-RACE2:

GACACAGAAAAGCTCACAGTTAAATTTCCCAGGGGAAATGTGGTTTCCAAAATTGATACCATATGACCCTGGGAG
GAGAATTAAAATTGTTTTTGTAGTAATATGGGTTGTTGTTAATATTTCTGTATCCTCCTGTCCTTGGTGAGTTTT
TAGCTTTCAACATCAGTGATATCTGTTTCATTGTTGTCTTTACTAACATAAGACACAAGTCTTTCCAAGTAGTTC
TGTTTTCCCTAAATCAGTCATCTAGAAAACAAACATACACACTTTGTGATTTTCAAAGAAAATGTAGAGCTGAAG
GCAAGAGCACAGGTATCACGCTTTTTGTGGTTTATAATCTTTATTTTGACCTAGTTACTTTGTGACGCCCCTCCC
AGCATAGCAAGTGTGTGCACTGCTATCTAAACATGAACCCTGCATGCCATGTCTTAGAGGAACTTGCGATCCACC
TTGTTTTGAAAAGACTTCCTTCATAATCATACTTGAATGACTTCATTGATTTGGGAATTCCTGTTTAGTTTCTTT
TGTTTGATTGCCCTTATATAATGGTCTGCAAGAACAAACATACAAACCTAAAATCTAAAAGATACTTTTGACACC
ATTCAAAGTGGAGATTATGGTTGAACCAACAGTGGCTGCACTGAGCTCCAGCTTCCAGATCAGCAGTTGAGCTGC
CTCTGTGTACCCAAACCTCCCCATGTCAACCAGCAGGAAGAAAACAAAACACCTGGGCAGCCATTTGTTTTCAGC
TTTCACTTTTGCATTTGCTTTTGAAGCTGTGCTATGCAACACTTAAATTATAATCTGTTTATTTCTCTCACATGT
GGAGCTCCCGTCTCTCCAATGAGTTTATTTAGCAAATGTTAGAATTCAGGAAAATTATGATTAATTTTGGAGCCC
CAGTCTAGACCTGTCATTTTAACACTGAAGAACTACAGTTAGATGCTTTGTGTGGTTATTAAGAAGAACAGTAAT
TATTTCAGTAGTATAAAAATATCAACAATGATTACAGGTGACTTTTTGGCTTAAATATTCAACTCCCCAACACCT
TTCAAGAATGTTGTGAGATCATAAAAAGTCCAGGAGCAAAATATTAGTTAAGGAAGAATGAGGCTATTTAATTGG
TTAGACTTGTTGGTGAGAAAGGCATGCTGTTTGTAGTCTGTTTCCATGACCACAGCTGTTTCCCCACCCAGTTTT
TAGTAGTATAATATTAAGCCTTAATTTACAACTGAAAGTTTTCCACCTCCGGTCCCGTAGTCCAAATCAAGTTAT
TAAATTTAAACCTTATGGCTTTTCCTGTATATTCCCTGGATTCAGCTTACCACTTTGGCCCCTATTAAAGAACCA
TATTGCTAGTATCCCGGGCTTTGTGTGTACTTGAATTGTTTTTTCTTCTGTATCTTTTCCATGGATGGGATAACT
GGGAAAGAGACGAGGGAGTGTGTGAGTCAGTAACGATAGTGTAGGATTTTGCTGTTGCCGACAGTTTATGGATTG
TTGGTTTTGTATTGTTTTTATTTTGTCTTTTGGCAAGGCTGTGTTCCTTCCAGTTGAGTGAGGTGGATAGAGTTT
TGAACTCTGGACTCTACCATCACCTTATTCCTGGAGATGTATCAGTACCGTATACACAGGGGACCCTATGTGTGG
CCATGAGCCTTGCTGTAGAACCTGTGGCTCCAGAGAGCCACCTGGCCACAGAGAGCAAAAGATAATTTTAGCCTT
GAACTAAAAGGAGGAATGAGGCTGTGTTTTCTGGACCAAACCCTAACTTGAGTCCCTGGATGTTTACATCTTATG
GTGAATTGAGTC

est20-RACEL:

CGCACAGCACACACGCACACACAGCACACACACGAGCACACAGCACACAAACGCACAGCACACGCACACACATGC
ACACACAGCACACTAGCACACAGCACACACACAAAGACACAGCACACACATGCACACACAGCACACACACGCGAA
CACAGCACACACGAACACAGCACACACAACACACACACACAAATGGCAAGCAGAGAAGAAAGTTTTGCTGTAAAT
GGAAAAAGGGGCTAGTTAGCTACACTGGGGAATGCTGTAATGGTAAAGCCAATGGGTCAGACAGTGGAGATGGCC
TTGGAAACACTGCAGGAATTGGTATTTTGGATCAGTATTCTTTTCATTCTCTATGTAAGTGACAGACATGTTTCT
AATCCAGTATCCACATTCAGGTATTAATTCACATTGGAGAAACCCATAAGATACACTCTGGACAGTGATCAGTTT
GAAGAATAAAGGAATATAATTTCTCTATTTCTACTGGAAGATCATAAATAGGAATTAGGGAGAAGAATTAAAGGG
CTGAGAGAATATTTACTCACCACACTATTTAACTGACCCACCATCTGATCATTATAAAATATGTTGGGCTTTATT
GCTTATGTAGGACAAATTCTGCAGCTTTACCCGCATGTGGGTCAAAACCTGTCTCTTTATAGTAGTCTTCCAGCT
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TTGTCTGCATTTACTAAGTTCATGAATTGCTGCTATTTTGTTGCCTTTTTAGCTTTTGGGGAAAAAATCCTTCCC
AAACTACTATAGTTTAATGGGAACTGCATCCTAGTCAAGTAAAGAAATAACGCAAACATCAGGGAGGGGGAGGAG
CAGAGGAAACAAGGCCTTACTCAGAATTGCTATCAATTTTAATACCTCCCTACTAAACATTCTGTGTAGGGGATG
CCTTAGTAATCTGAATTTTTTAGAAAGGGGTGTTTTTTAGAGAGGGATATTTATGAAAGCTAGTATTAACATGTT
TAAAGTCTGCCCCCCCGCCCCAAATGCTAAACGTTCCCAGTGATGCACCAGACACCAAGTGTTACGGAACAGGTA
ATCCACCACTTTTCACAGAAAGCTTTTTAGCTCCTAACTAGGCCACTGTACCTGATATTGGGAAACGTTTTTGAA
GGATATCAAGGAGATGGAGGAGTTCCAAGGGAGAGCAGCATGAATCGCAAAGGTCCGGGAAGGTGAGCCCACATG
GAAAGGTCTAGGAGGTTAACTTAAAAGACCTCAGAGCATTGAGTCATGAGATTGAAAAGGGGGAAAGGCTGTAGC
AAGACATTAAAAGGAGGGATTGTGTTCTCAAAAAAAAGAGAGAATATGATTGAAGTTTTGAAGACGCTAAAGTGC
AGAGTGAAGCTATATATAGATAAGTTCTTTCAATTAATGCTAAACCCTGGGATACTGCTGCTGATGTTTAAAATG
TTGGAACAGCAGGCAACATGTAGAGTTTGAGCCAAACTTTTACAGAGACGAGGTGGTGAACTTAGAGCATGTTAC
AAAAGTTAAGGAGATGGTGGGGCAGCTCACCCAGCAGTCCCCAGGAGGGGGCCTCCGGTCAGCTCTCACATAGGC
TTAATGCAGAGCCCTTTTGTAACAATGAGTTGAGGTTAGGGTACCCTTCAAAGCCCTGGGACCGTTTTAATGTTG
AACTGAATATAGAACAGAAACGATGAAAAATGTGGTGCCGGCAGCTGACACAGTGTTTACCAAAGCACCAGTCAT
GTGGCAGTAGATGCTTCTGGGTGCCTACTGTGTGCAAGGCATCATTCTCAGTGCTGAGAACATAAAGATGAGCAA
GCCATGTTCTTTGCCCCAGAAGGAGAGAAAGAATTGTCTGTAGTAAAGAGAGGAGAGCCACAATTACCTCGAAAT
GTAAAACCAGTTTCGGGTTAGCCATGTCCGTTGCACACATGCATGCATGTGTGTTCTTGTGCGCGTGTGTTTTCT
GTTTAGCAGAGAATGCGCTAGAGAGCGTGATCATCCTGTGCTATTCATATAATAAAGATGAAGTGAGAGAACATT
AGAGGAACCAAGGCCATGTGATGGTACACGTCTGACGTTTTTTCCTTTCGGTTACATGCCCGTATCTCCTCTTTC
CCCTTTTTCCCCTTTGTCTTCATTTGGTTCCCCTCCCTATAGGGAGTTTAGGACAAGAAGAGGCTAAAGTTTCAC
TGATGAGCCTTTCTGAGGGTTCTCCATTAAATCCAAGGACAGAAAATGTACAGTCCTCTTATTAGCATAACGAAG
CCATCAGCATTGCATCAAGCGGGTCCTCGTACCCTTTTCCTTGTAATGGTGTTTGGTGTAGGGTCCTGAGGAAGA
GCTGCCAGCCCCTACCTGATGGATCAAAATCCCCTTGGCACCAAAGAGTGACTGATAGTGTTAACCATCACAGGA
GACATGTATGTATGTGTGTGGAACTCTGACGTGTATTTTAAACTTTGCAATAGCCCAAAGTTAATTTGTTTCTTT
GCCATTTGTTTTCGAATGGGTGTGGCATTGCTTATAAAATGTTGAATGTAAGTTGCCTAGGACGGCGCCTGGCAT
ATGGTGGAAACTGAATAAAGGCTGCTAGGTAGTGTAGACTAGATGGACTAGAAAACAGTACAGATGCAGATGCTT
TCAGATGTTCTCTCTGCCACAGAGAGACCTTTCTGTGTGCTTTGTTCAAAGTTGACAGTGTGAGTAAACTACCAT
CAACAAGGCGTTACTTTTGGGTAATTTTTTCAATGTTTATCCCAGTTCCTTCATCCGCTTTTACATAGCCTCTTG
TACTGCAAGCTACACTCAGTTTTGAAGATGGTGGGTTAGCGTTAGAGTGGTGTTCTGTGGCCAGTGGAGGAGGAA
GCTTGCTCACTTTAATGCAGAATGTCTAAGCATCCTGCGCTAACCATTGGCAGGAAGGTTATTTCAGTGAGACGC
TGGTTCCTTCTCACCCCTGCACCCTTCCTGGAATCACCACTGGTTGCAGAAGCCTATATAGGGTGGCTCATTTGG
ACGAAGTATTGTTAAGGTGGTTATTAGAAGACTCGCAACTTAGAAAAGGAAGTAAACATGTTAATACTAGCTTTC
ATAAATCCCCCTCTCTAAAAAACACCCCTTTCTAAAAAATTCACATTACTAAGGCATCCCCTACACAGAATGTTT
AGTAGGGAGGTATTAAAATTAATAGCAATTCTGAGTAAGTTCCTTCTCATGTAGTTAATGCAGCATGATGAAAGA
AATAAAAGTCTCCTTATTTTTTTACTTTCTGTGTTGCTTCTTAAATATACTCCTTCAAGTCAGGTTAGCTTACCT
TGGGTGTTTGTATTTTG

est20-lambdal:

CTGATATTGGGAAACGTTTTTGAAGGATATCAAGGAGATGGAGGAGTTCCAAGGGAGAGCAGCATGAATCGCAAA
GGTCCGGGAAGGTGAGCCCACATGGAAAGGTCTAGGAGGTTAACTTAAAAGACCTCAGAGCATTGAGTCATGAGA
TTGAAAAGGGGGAAAGGCTGTAGCAAGACATTAAAAGGAGGGATTGTGTTCTCAAAAAAAAGAGAGAATATGATT
GAAGTTTTGAAGACGCTAAAGTGCAGAGTGAAGCTATATATAGATAAGTTCTTTCAATTAATGCTAAACCCTGGG
ATACTGCTGCTGATGTTTAAAATGTTGGAACAGCAGGCAACATGTAGAGTTTGAGCCAAACTTTTACAGAGACGA
GGTGGTGAACTTAGAGCATGTTACAAAAGTTAAGGAGATGGTGGGGCAGCTCACCCAGCAGTCCCCAGGAGGGGG
CCTCCGGTCAGCTCTCACATAGGCTTAATGCAGAGCCCTTTTGTAACAATGAGTTGAGGTTAGGGTACCCTTCAA
AGCCCTGGGACCGTTTTAATGTTGAACTGAATATAGAACAGAAACGATGAAAAATGTGGTGCCGGCAGCTGACAC
AGTGTTTACCAAAGCACCAGTCATGTGGCAGTAGATGCTTCTGGGTGCCTACTGTGTGCAAGGCATCATTCTCAG
TGCTGAGAACATAAAGATGAGCAAGCCATGTTCTTTGCCCCAGAAGGAGAGAAAGAATTGTCTGTAGTAAAGAGA
GGAGAGCCACAATTACCTCGAAATGTAAAACCAGTTTCGGGTTAGCCATGTCCGTTGCACACATGCATGCATGTG
TGTTCTTGTGCGCGTGTGTTTTCTGTTTAGCAGAGAATGCGCTAGAGAGCGTGATCATCCTGTGCTATTCATATA
ATAAAGATGAAGTGAGAGAACATTAGAGGAACCAAGGCCATGTGATGGTACACGTCTGACGTTTTTTCCTTTCGG
TTACATGCCCGTATCTCCTCTTTCCCCTTTTTCCCCTTTGTCTTCATTTGGTTCCCCTCCCTATAGGGAGTTTAG
GACAAGAAGAGGCTAAAGTTTCACTGATGAGCCTTTCTGAGGGTTCTCCATTAAATCCAAGGACAGAAAATGTAC
AGTCCTCTTATTAGCATAACGAAGCCATCAGCATTGCATCAAGCGGGTCCTCGTACCCTTTTCCTTGTAATGGTG
TTTGGTGTAGGGTCCTGAGGAAGAGCTGCCAGCCCCTACCTGATGGATCAAAATCCCCTTGGCACCAAAGAGTGA
CTGATAGTGTTAACCATCACAGGAGACATGTATGTATGTGTGTGGAACTCTGACGTGTATTTTAAACTTTGCAAT
AGCCCAAAGTTAATTTGTTTCTTTGCCATTTGTTTTCGAATGGGTGTGGCATTGCTTATAAAATGTTGAATGTAA
GTTGCCTAGGACGGCGCCTGGCATATGGTGGAAACTGAATAAAGGCTGCTAGGTAGTGTAGACTAGATGGACTAG
AAAACAGTACAGATGCAGATGCTTTCAGATGTTCTCTCTGCCACAGAGAGACCTTTCTGTGTGCTTTGTTCAAAG
TTGACAGTGTGAGTAAACTACCATCAACAAGGCGTTACTTTTGGGTAATTTTTTCAATGTTTATCCCAGTTCCTT
CATCCGCTTTTACATAGCCTCTTGTACTGCAAGCTACACTCAGTTTTGAAGATGGTGGGTTAGCGTTAGAGTGGT
GTTCTGTGGCCAGTGGAGGAGGAAGCTTGCTCACTTTAATGCAGAATGTCTAAGCATCCTGCGCTAACCATTGGC
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AGGAAGGTTATTTCAGTGAGACGCTGGTTCCTTCTCACCCCTGCACCCTTCCTGGAATCACCACTGGTTGCAGAA
GCCTATATAGGGTGGCTCATTTGGACGAAGTATTGTTAAGGTGGTTATTAGAAGACTCGCAACTTAGAAAAGGAA
GTAAACATGTTAATACTAGCTTTCATAAATCCCCCTCTCTAAAAAACACCCCTTTCTAAAAAATTCACATTACTA
AGGCATCCCCTACACAGAATGTTTAGTAGGGAGGTATTAAAATTAATAGCAATTCTGAGTAAGTTCCTTCTCATG
TAGTTAATGCAGCATGATGAAAGAAATAAAAGTCTCCTTATTTTTTTACTTTCTGTGTTGCTTCTTAAATATACT
CCTTCAAGTCAGGTTAGCTTACCTTGGGTGTTTGTATTTTG

est20-lambda?:

GTTTTTGAAGGATATCAAGGAGATGGAGGAGTTCCAAGGGAGAGCAGCATGAATCGCAAAGGTCCGGGAAGGTGA
GCCCACATGGAAAGGTCTAGGAGGTTAACTTAAAAGACCTCAGAGCATTGAGTCATGAGATTGAAAAGGGGGAAA
GGCTGTAGCAAGACATTAAAAGGAGGGATTGTGTTCTCAAAAAAAAGAGAGAATATGATTGAAGTTTTGAAGACG
CTAAAGTGCAGAGTGAAGCTATATATAGATAAGTTCTTTCAATTAATGCTAAACCCTGGGATACTGCTGCTGATG
TTTAAAATGTTGGAACAGCAGGCAACATGTAGAGTTTGAGCCAAACTTTTACAGAGACGAGGTGGTGAACTTAGA
GCATGTTACAAAAGTTAAGGAGATGGTGGGGCAGCTCACCCAGCAGTCCCCAGGAGGGGGCCTCCGGTCAGCTCT
CACATAGGCTTAATGCAGAGCCCTTTTGTAACAATGAGTTGAGGTTAGGGTACCCTTCAAAGCCCTGGGACCGTT
TTAATGTTGAACTGAATATAGAACAGAAACGATGAAAAATGTGGTGCCGGCAGCTGACACAGTGTTTACCAAAGC
ACCAGTCATGTGGCAGTAGATGCTTCTGGGTGCCTACTGTGTGCAAGGCATCATTCTCAGTGCTGAGAACATAAA
GATGAGCAAGCCATGTTCTTTGCCCCAGAAGGAGAGAAAGAATTGTCTGTAGTAAAGAGAGGAGAGCCACAATTA
CCTCGAAATGTAAAACCAGTTTCGGGTTAGCCATGTCCGTTGCACACATGCATGCATGTGTGTTCTTGTGCGCGT
GTGTTTTCTGTTTAGCAGAGAATGCGCTAGAGAGCGTGATCATCCTGTGCTATTCATATAATAAAGATGAAGTGA
GAGAACATTAGAGGAACCAAGGCCATGTGATGGTACACGTCTGACGTTTTTTCCTTTCGGTTACATGCCCGTATC
TCCTCTTTCCCCTTTTTCCCCTTTGTCTTCATTTGGTTCCCCTCCCTATAGGGAGTTTAGGACAAGAAGAGGCTA
AAGTTTCACTGATGAGCCTTTCTGAGGGTTCTCCATTAAATCCAAGGACAGAAAATGTACAGTCCTCTTATTAGC
ATAACGAAGCCATCAGCATTGCATCAAGCGGGTCCTCGTACCCTTTTCCTTGTAATGGTGTTTGGTGTAGGGTCC
TGAGGAAGAGCTGCCAGCCCCTACCTGATGGATCAAAATCCCCTTGGCACCAAAGAGTGACTGATAGTGTTAACC
ATCACAGGAGACATGTATGTATGTGTGTGGAACTCTGACGTGTATTTTAAACTTTGCAATAGCCCAAAGTTAATT
TGTTTCTTTGCCATTTGTTTTCGAATGGGTGTGGCATTGCTTATAAAATGTTGAATGTAAGTTGCCTAGGACGGC
GCCTGGCATATGGTGGAAACTGAATAAAGGCTGCTAGGTAGTGTAGACTAGATGGACTAGAAAACAGTACAGATG
CAGATGCTTTCAGATGTTCTCTCTGCCACAGAGAGACCTTTCTGTGTGCTTTGTTCAAAGTTGACAGTGTGAGTA
AACTACCATCAACAAGGCGTTACTTTTGGGTAATTTTTTCAATGTTTATCCCAGTTCCTTCATCCGCTTTTACAT
AGCCTCTTGTACTGCAAGCTACACTCAGTTTTGAAGATGGTGGGTTAGCGTTAGAGTGGTGTTCTGTGGCCAGTG
GAGGAGGAAGCTTGCTCACTTTAATGCAGAATGTCTAAGCATCCTGCGCTAACCATTGGCAGGAAGGTTATTTCA
GTGAGACGCTGGTTCCTTCTCACCCCTGCACCCTTCCTGGAATCACCACTGGTTGCAGAAGCCTATATAGGGTGG
CTCATTTGGACGAAGTATTGTTAAGGTGGTTATTAGAAGACTCGCAACTTAGAAAAGGAAGTAAACATGTTAATA
CTAGCTTTCATAAATCCCCCTCTCTAAAAAACACCCCTTTCTAAAAAATTCACATTACTAAGGCATCCCCTACAC
AGAATGTTTAGTAGGGAGGTATTAAAATTAATAGCAATTCTGAGTAAGTTCCTTCTCATGTAGTTAATGCAGCAT
GATGAAAGAAATAAAAGTCTCCTTATTTTTTTACTTTCTGTGTTGCTTCTTAAATATACTCCTTCAAGTCAGGTT
AGCTTACCTTGGGTGTTTGTATTTTG

est21-RACE1l:

GAGGATTCATTGGTGTCGTCCCTAAAGCGCTTTGGGAATGGGAAGCCCTCAATAAATCTTCCTTGTGGTGATTGT
TTCCCTGTTGCCATTTCTAAAAGTTCATCTAGAACACCTACCTCTCCCTGTGCAAACGCCTCCTGCTTGGCCCTG
AAGTCCACTGAACTATTTCTGATAAATCACAGAAGGAAATGAGTTGCCTGGGTGAGGGCTGTCTTAAGCTGCTG

CCTTGCTCCCTTCCCAGGGAGGGTTATTGTCTGTTCAGCCATCAGGTACCCCCTAGATGTCTCCAAATTTACTTC
TTTGTGGGGGTTCTCCAGCTTTGTGCCTTTTACTAGCAGTCACATTGAAATAAGGTAATAAGGTTTCCCTTTTCC
AAATGCCTGTGTTCTGTGATCTTTTCTGCAGGAATAGTTCTCTACGAATTTTGGATGCATTTTACCCTGGCAAGC
ATTTGAGACCCCCAACCGAACACAGTTCAGCAATACCTTTGGTAATCCAGCATAATGTCCCCAAGAACACAAATG
TGTTATTTCTTAGTTGTTTGTGAATANCAATGATGTCCTGTACATTCTTAAGAAACTATTTTTTTAATTTTGTCA
AAGTGCAGGATTGATCATAAGGTAATACGTGTGTATGTACATATAGGAAACCTGAACCTTTTCTTCAGAGGAGCT
CAAGCTATTTAATGACAATTTGACCATTTAGAGAAGGGCTTTGACTTTGTAATGTTTAGGGTATTTGCTCTGGTC
AATTTTCCATGTGGATTCACTAGCTGATGTGTGGCCATCTCAGAGATGGTTTGGGGCCTCATTCCATAATTTATG
TGGCGGTGACTCAAAAGGTTTAGTACACATGATAAATGGTAACAATACCTTCCACCTAAATAGGGGAGTGTCATT
ATTTTCACATATTTTTGGTGGCGTAACTGATAACCAAAACATTTTGTTAAATTTACCCAAAGTTTTCAGCAGCCC
TGGATGCCACTACAGTTAAGACATAACTGTGTCAGAAAGGTGGCAAACTCTGCCCTGCCGAAAGGCAGTCATGGA
AGACAGACGCGTTTTTCATGATGACCGTGAAGCAGTGCATTTTAAAAGGGAGTTGCAATTCCCAGAGCTCTGGGT
TGGATGACCACTGACTCCTCTTCCTAAATCGAAAGGATGCGCTAAGTTGAGCATGGACAGGGCGCCTCCTGAGGG
TAGGGCCTGAGTTTCTGATGTGTTCTCCAGCATGCAGTGTGGGAAGGAGCTGATGCTGAGACCTTAGTTGCCCCA
CTGCCAGTCTGTTGGGAAGAGAATTCTCTTCTTAAATAATGGCAACACCAAAATGAACAATGTAGAGATTGTTAA
TATTAATGAATTTCATGTCTGTCCTGTTACCCGCCGGAGGCACCAGGCCCATCGCCAGGTTCTTTCTGCTTTTGC
CTTAAGCAGCTGAGTCTTGGACAGTTTCCTGTAATAACCAAACAAAGCCTGTTTCTTCGTGTGCTATTACTTAAG
TACAAGTGATATTTAAAAATGATTCCTGAGCCCTTTGAAAGAGTGGCTTGTTAGCTACAGAAATGATGGGACTGA
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AGTTAGGACATTAAGAAGAGCATTGGCATACCTGGCAAGAGATGGGGCTCTCGCAGCACCCCAATTAACCGGCCA
CTCAGCGGCCTGTCGGAGCCTCCAGGCTACTCTCCATAGTGTCAGTGACACCTTGTCAGCTCTCCAGCCTGCAGC
CTGTGTCACCTGTGAGCCAGAGGGACTGAATTGGACACAGGCAAGGAATCACAACAAGATTTCAGGCAGCTGGTT
ATATTATCTAAATTAGCTTTTCCATGAATCTCTGGGTCCAGACCATAGCCATAGGATTATAGAAATTAAGAGCCA
GATGGGAACTATCCTCTTGCTTTGTTTTACAAGTGAGGAAACTGAGGCGCAGAGTGGTCACATCATTAGCCTCAG
ATCCTAGAGTTAAGTGGTTGCTGAGCCAGGATGAGAACTCAGGCCTCCTGGCCCACTGTTCACTGACCTGCTGTT
GAGGGCCTCAAGCACTGATGGGGCTTTCCTGGCCCCATATTCTTGTGTTTCCAAAACAAACCTCCCATGCAATGA
TGTTTAGATAAATCTCAACTCTAATCAGTAAAAAACAAGCAAAGGACAAGTATATTTGCATCTATAGCTATTTAG
GTAAACTGAAGTTAAATAAAAATTCAATTCCTTAGTTGCATTAGCCACATGTATCTAGTGGCCACCATATTGGAC
TGTGCAAATACAGAACATTTCCTTCATGGCACCGGGTTGGGTAGCACTGACGTGGATTATCCCAAGGATC

est21-RACE2:

GAAACCAGTCTCCTGTCAATCATCCAAAGAGCCACTTTCAATTAGTTGCCCATAGCCAACAGGTGGCTTCAGCAG
CATCCAGCCATTGGCAGGTAAGTCAGACTGGAAGGATACCCTAGACCTGCTGTAGAAGCAGGGGCTCCTGGAGGA
ATTTCCTGTCTGTAAAGTTAGGGGCAGTCACACTGAGCTCAGCCGCAGGAGAGAGGATTCATTGGTGTCGTCCCT
AAAGCGCTTTGGGAATGGGAAGCCCTCAATAAATCTTCCTTGTGGTGATTGTTTCCCTGTTGCCATTTCTAAAAG
TTCATCTAGAACACCTACCTCTCCCTGTGCAAACGCCTCCTGCTTGGCCCTGAAGTCCACTGAACTATTTCTGAT
AAATCACAGAAGGAAATGAGTTGCCTGGGTGAGGGCTGTCTTAAGCTGCTGCCTTGCTCCCTTCCCAGGGAGGGT
TATTGTCTGTTCAGCCATCAGGTACCCCCTAGATGTCTCCAAATTTACTTCTTTGTGGGGGTTCTCCAGCTTTGT
GCCTTTTACTAGCAGTCACATTGAAATAAGGTAATAAGGTTTCCCTTTTCCAAATGCCTGTGTTCTGTGATCTTT
TCTGCAGGAATAGTTCTCTACGAATTTTGGATGCATTTTACCCTGGCAAGCATTTGAGACCCCCAACCGAACACA
GTTCAGCAATACCTTTGGTAATCCAGCATAATGTCCCCAAGAACACAAATGTGTTATTTCTTAGTTGTTTGTGAA
TANCAATGATGTCCTGTACATTCTTAAGAAACTATTTTTTTAATTTTGTCAAAGTGCAGGATTGATCATAAGGTA
ATACGTGTGTATGTACATATAGGAAACCTGAACCTTTTCTTCAGAGGAGCTCAAGCTATTTAATGACAATTTGAC
CATTTAGAGAAGGGCTTTGACTTTGTAATGTTTAGGGTATTTGCTCTGGTCAATTTTCCATGTGGATTCACTAGC
TGATGTGTGGCCATCTCAGAGATGGTTTGGGGCCTCATTCCATAATTTATGTGGCGGTGACTCAAAAGGTTTAGT
ACACATGATAAATGGTAACAATACCTTCCACCTAAATAGGGGAGTGTCATTATTTTCACATATTTTTGGTGGCGT
AACTGATAACCAAAACATTTTGTTAAATTTACCCAAAGTTTTCAGCAGCCCTGGATGCCACTACAGTTAAGACAT
AACTGTGTCAGAAAGGTGGCAAACTCTGCCCTGCCGAAAGGCAGTCATGGAAGACAGACGCGTTTTTCATGATGA
CCGTGAAGCAGTGCATTTTAAAAGGGAGTTGCAATTCCCAGAGCTCTGGGTTGGATGACCACTGACTCCTCTTCC
TAAATCGAAAGGATGCGCTAAGTTGAGCATGGACAGGGCGCCTCCTGAGGGTAGGGCCTGAGTTTCTGATGTGTT
CTCCAGCATGCAGTGTGGGAAGGAGCTGATGCTGAGACCTTAGTTGCCCCACTGCCAGTCTGTTGGGAAGAGAAT
TCTCTTCTTAAATAATGGCAACACCAAAATGAACAATGTAGAGATTGTTAATATTAATGAATTTCATGTCTGTCC
TGTTACCCGCCGGAGGCACCAGGCCCATCGCCAGGTTCTTTCTGCTTTTGCCTTAAGCAGCTGAGTCTTGGACAG
TTTCCTGTAATAACCAAACAAAGCCTGTTTCTTCGTGTGCTATTACTTAAGTACAAGTGATATTTAAAAATGATT
CCTGAGCCCTTTGAAAGAGTGGCTTGTTAGCTACAGAAATGATGGGACTGAAGTTAGGACATTAAGAAGAGCATT
GGCATACCTGGCAAGAGATGGGGCTCTCGCAGCACCCCAATTAACCGGCCACTCAGCGGCCTGTCGGAGCCTCCA
GGCTACTCTCCATAGTGTCAGTGACACCTTGTCAGCTCTCCAGCCTGCAGCCTGTGTCACCTGTGAGCCAGAGGG
ACTGAATTGGACACAGGCAAGGAATCACAACAAGATTTCAGGCAGCTGGTTATATTATCTAAATTAGCTTTTCCA
TGAATCTCTGGGTCCAGACCATAGCCATAGGATTATAGAAATTAAGAGCCAGATGGGAACTATCCTCTTGCTTTG
TTTTACAAGTGAGGAAACTGAGGCGCAGAGTGGTCACATCATTAGCCTCAGATCCTAGAGTTAAGTGGTTGCTGA
GCCAGGATGAGAACTCAGGCCTCCTGGCCCACTGTTCACTGACCTGCTGTTGAGGGCCTCAAGCACTGATGGGGC
TTTCCTGGCCCCATATTCTTGTGTTTCCAAAACAAACCTCCCATGCAATGATGTTTAGATAAATCTCAACTCTAA
TCAGTAAAAAACAAGCAAAGGACAAGTATATTTGCATCTATAGCTATTTAGGTAAACTGAAGTTAAATAAAAATT
CAATTCCTTAGTTGCATTAGCCACATGTATCTAGTGGCCACCATATTGGACTGTGCAAATACAGAACATTTCCTT
CATGGCACCGGGTTGGGTAGCACTGACGTGGATTATCCCAAGGATC

est24-RACE1L:

TGCGTTTCATGTTTTAGAATTTTTCACAGTATTTTTACTTTTTAAAAATTTTTTATTTTATATATATTTTTGTGA
CAGAGTCTCGCTCTGTCGCCAGGCTGGAGTGTAGTGGCATGATCTCAGCTCACTGCAACCTCCACCTCCCAGGTT
CAGGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCACACGCCACCACACCCAGCTAATTTTTG
TATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATCTTGGCCAGGATGATCTCGATCTCTTGACCTCGTGATCCACCTGCC
TCGGCTTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCACACCCAGCCTATTTTTACTTTTTAAATTGAGTTT
TCATTTTGAAATGAAAAATGAGAAAATTCAAAATTTTTAAATGAAAACATTGGTCTTTGCCCAGTAACGAACATG
TGTACACCTTTGCATTCATACAGTCCCCTAGAACCAGTAAGTCCTTTCCCTGCAAAGCTGTCCTGAACATTCAGG
GTCCACACATTGACCACTGAAGGGTAGGAGGAAAGGCAAAGCAAGCTGCACAAAGGGAAGATGGCCCGTAGCCTT
GAAATGCACTCTTGCTAGCCCTCCCCATTTTGGTTATTATCAGCAAAGATCAGTGACATGTTAATATATTCGGCT
ATTTTACTGTGAATATAATGGTAAATTTTAATAGAAATTGAGTTAGATAGCAGTTTCTGAATCTGAAAGAAAGTG
ACATTGCTTGCGAATGCTCACAGTAGCACTTAACATTGTGAAGTTCAACTCAATTTTTATTTGCTGTTTCACAGA
AAGCAATAATCCCTCATATTTTATAGTACCATCTGGGTTACAAAAATCCCGATGCGTCTTTGTTGGACAAGCCAG
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GATCTCAGGAAGGAGTGGAGGGGAGCTTCATCTCAGTGGCTTCTGCCCTGAATTTGAATTTTTAACAGGCAGCTT
TTAAGCATCCTGTGGCACTCATCCCATCTCAGTGTAGCAGAGACAGTAATGTCTTTCCCTCTATGGTTGAGAAGG
AGCTTTTGAATGCCCTTTTGGAAGCTGTAGAAATCTATGATACTCATCGTCAGCATTCGACCATGAACTTAAACT
CCTATCACACCTCTAGGTGTGATAATATTTCTCCTTCTGTTACAACAGAGTAATGTCACACTTGGCACTTTTACT
GTCCTCTTGCGAGACTATCCTCCAAGTGCTGTCTGAGAGTGTTAACTGCTATTTGGCTCATTTTTCTGCACCAAG
GAGAACAGAAACACAGCAGGCACCAAGAGGAGGTTTAGTGTGCAGTGGGTTGTTCTGAAAGGCAGTGAGTAAAAT
GAGGTATTCCCTGACTTCTGCTTTTGCTACATGAAGTCATGAGGTCCTTGAAGCCAGACTTAGGTACCGTTTCTT
TCATCCCTTGCTAGTTCCTAATCGTAGACACAAACCTTCCACATCCATCCAGGCGGATGGCAGTGCTTCTTGTAG
AAAGCAATGTCACTAAGGCAGTGTCACTAAGGAAAACAGGACAAGGCAACAGTTGTGTTCAGAGTTTTGACTGGC
GTCTGATTGGAATTAGAAGGAAGATTATTTTGCCATAACCTAGGTACCGTGACCCAAGCTCTTTTGGCAGACCTT
GACGTCACAAACCGTACGCTTGCTGGAGAAGGGAAAAGGAGAGTTGCAGCCACTAAGAGAGTCAAGGCTGTGGCC
TGCCTGGTGGTGTTTTATAGGAACTGGCTCAGGGAGGCTGCATGTCCTTTGTTTTCTGAGGCCTTGTTCCACGTG
GCCTCCCACTTGAGGCCAGGAATATTGCAGCAATGCCGAAGAGTGGGTGGACAAATAGCCTTATTATTAACCTAA
GTTGGAAACATGGCTTTTTGAGTGTCTTCATTCACAGATGCAGTCACAAAATATTAATACTCTTTTTTTGAACAT
GACAAAACAAAGTATTCATTTAAACCTCCTTTGTCCACGTCCATGGTAAAAGAGCACCTCAGGCAGGGGAG

est26-RACEL:

GGCACGAGGCGGCACGAGGGTGTCAGTCAAGAGGCAACACTAGGAGGCAAGGAATCTGCATTTCTTTCAGACCTT
GGCAGAGAGCGCCCTGGGAAATGCGGATATAGAAGGTCAGGAGAACATCTCTCCTGGTTATACAGCATTCCAGGT
GGGCTTTCATGTGGTTGAGGATAATATCATTAGCACCAAAGGTGAAAATCCGTGGAAGCTCATCTTATTTCAGCA
GAAGAGTAGGATGGGCCTCGTGGCACGAGTAAGCCAAACAAGGGAAAGGCATTCACCATCAATTGACTCCTCATC
TGTTTTTAAGAGGGAAATCTGAGTTTTCAAGGAAAGCCGAATACAGTTGCCAAGTTGCCAGTCAAAGAAACAATG
TCAACACCTGCTCATAGAGATGGAATTCCTAACCCGGAATATTGCCCTTGAATTACAACGAGAAAAAGAACACTT
CTTATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACCACCTCAGGATGGAAATGTATTTCTTCATCCCCCTCT
CTACTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAAAGAGAAGAGCAGAAGAACAGAAGAATGGAGTGGCAA
AGAGAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTGGTTGGGGATGGTCAGAGAGGAGATTAGCTGCTAGAC
GGCCACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCCCCCTTCCAGCTCCCCATCCATCTCCCAAGAGCCAGC
TCCACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC

est26-RACE2:

ATCAAACCTTAAGGGCTTTCTTCCCACTGAAGCATTAAAAAGTGAGAATTCTGATTTCTGGTTGACAATGTTTCA
ATGAATATGTCACTTTATAATTACAAATGCAAGGGAGGAACTTTTTATAACTGAATATTTAACACATATTAAAGT
TCTAACACACGCCACATAATTTTTGTCTGAGATTGTCCATGAAGTGGGTATCTCAAATCATTCACTTGAAAACTG
AAAATAATTTTCTGAGATGAGTTCACTATGAAAACAGGGATATGACCAGCTGCCCTGTAGCTTTTCCTTCCCTGC
ACTCCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTACGTGTGTGTGTTTTAATAACATAATCCTTATAGGCAAATAAAGATC
AAAAGGAGTAGATGGTAAATATTTCCTGTAGAGGCAGGAGGTAGAAAATGGTTAAATTCACTGTCTTTCAGATTT
TCACTTTGCTTAATTCTAGAACACTTCTTATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACCACCTCAGGAT
GGAAATGTATTTCTTCATCCCCCTCTCTACTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAAAGAGAAGAGC
AGAAGAACAGAAGAATGGAGTGGCAAAGAGAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTGGTTGGGGATG
GTCAGAGAGGAGATTAGCTGCTAGACGGCCACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCCCCCTTCCAGC
TCCCCATCCATCTCACCAAGAGCCAGCTCCACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC

est26-RACES3:

CTAGAATTCAGCGGCCGCTGAATTCTAGAACGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGNTTTTTTTAGGAGAAACAC
TTTTGGGAATAATTTTATTGAATAACAACCACCACTCAATTACACTAAGCTTCAGAAATTGTTGGATTTGTTTAA
TTTTGCTGTGTACCTATACATTGTTTAGAAAGTTTCTTTTGGCTTAAACTGACCATTTCCCCCCTTCTTTTTGAG
TTTTCCATGATTAAACTTGCCCAAATAAAAACATAACAATCCATATGCAAAGCATATCTGCCACCACCTCCCACT
GCTTCCTGGGCCGCAAACAGAAAAATAAACAGTGATTAAAAAAAAATGCCAAAGTGAAGGTTTCTCTTTCTTCTA
TCACAACATAGTTGGGTAGTTCCCTTAAAGTACATCATTGCTATAAGTTGGTATCACTGCAAATCTCAAGTCCCA
AATAATCTCTTTTTCTGGATAGAAAGTTATTCAAAAGGGAGCACAAAAGAGCAAGCTTTGGGGCATACTGACAAA
CACTTCATTGGTTAGAAGAGAATAATTGTAAAAATCAAATAAAATTGAGGCTGGCATAGGAAGTACAGATTAAAT
ACAGGTTAAATAGCTACCAGAAACACAGAAGAGGTGGTTAATAAAAACTGAGATTGCTTCAGAGGACACAGGAGG
GTTGATGAGACCTAGAATTCAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTTAATTCTAGAACACTTCTT
ATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACCACCTCAGGATGGAAATGTATTTCTTCATCCCCCTCTCTA
CTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAAAGAGAAGAGCAGAAGAACAGAAGAATGGAGTGGCAAAGA
GAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTGGTTGGGGATGGTCAGAGAGGAGATTAGCTGCTAGACGGC
CACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCCCCCTTCCAGCTCCCCATCCATCTCACCAAGAGCCAGCTC
CACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC
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est26-RACE4:

TGTGTGTGACATCAAACCTTAAGGGCTTTCTTCCCACTGAAGCATTAAAAAGTGAGAATTCTGATTTCTGGTTGA
CAATGTTTCAATGAATATGTCACTTTATAATTACAAATGCAAGGGAGGAACTTTTTATAACTGAATATTTAACAC
ATATTAAAGTTCTAACACACGCCACATAATTTTTGTCTGAGATTGTCCATGAAGTGGGTATCTCAAATCATTCAC
TTGAAAACTGAAAATAATTTTCTGAGATGAGTTCACTATGAAAACAGGGATATGACCAGCTGCCCTGTAGCTTTT
CCTTCCCTGCACTCCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTACGTGTGTGTGTTTTAATAACATAATCCTTATAGGCA
AATAAAGATCAAAAGGAGTAGATGGTAAATATTTCCTGTAGAGGCAGGAGGTAGAGAATGGTTAAATTCACTGTC
TTTCAGATTTTCACTTTGCTTAATTCTAGAACACTTCTTATTCCTGTAGCACCTCTTCAAGTGAGATGGCAGACC
ACCTCAGGATGGAAATGTATTTCTTCATCCCCCTCTCTACTTCCCTGTGACCTCCTGCAAATAAGGGAGAGACAA
AGAGAAGAGCAGAAGAACAGAAGAATGGAGTGGCAAAGAGAAGAGAAGGAGTGACTGAACATTGACAAGACTTTG
GTTGGGGATGGTCAGAGAGGAGATTAGCTGCTAGACGGCCACACTGCGGAGAAAGATCATTTTCCCACTCCATCC
CCCTTCCAGCTCCCCATCCATCTCACCAAGAGCCAGCTCCACCACTCAATAAAACCTTACATTCATCTTTC

est29-RACE1L:

TGAAGACTGATTCTTTTTTCTTCCCCTCACCTTTCTGCATGATGATTGAGAAGTTCAATGAAGTTCATGTTCCTT
CTGTGAACTAGTGGTCAGACCTTTCCATTCTGGGATGGGGGGGAAGCAAAGGCAGTATCTCCACGTGGTCCTTCT
GAAAAGCCCTTCTCTACACCAGATTTTGATTTTCTTATGGGAAGAGAATCAGCCACACGATATGAAGGCTGGTTC
TGACATAATGGGAATCACAACCCTTGCAGAAACCCAGCCGTTAAGGAAACGATTTTTTCTTTTCTTTTCTTTTTC
TTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTCACACTGTCACCCAGGCTGAAGTGCAGTGGCGCGATCCCGGCTCACTGCA
ACCTCTGCCTCCTGGGTTCAAGTGATTCTCTTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGCGCCCGCCACC
ATGCCCTGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAAAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTG
ACCTCATGATCCACCTGCCTTGGCTTCCCAAAGTGCTAGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCACCCAGCCTTTTTT
TTTTTTTTGGGAGATGGAATCTTGCTCTGTTGCCCAGGCTAGAGTGCAGTGGTGCGATCTTGGCTCACTGCAACC
TCCACCTCCTGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGTCTTCTGAGTAGCTGAGATTACAGGCCCCCACCTGGCTA
ATTGTTTTGAACTTTTAATAGAGATGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTAGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTG
GTGAGTCCACCTTGGCCTTCCAAAGTTCTGGGATTACAGGCGTGAGTCACTGCACCTGGCCAAGGACACGATTTT
GATGGTATGAATATGGAGCAGAGAGGTCTGTAGACCTGGCAGCCTTGTGTGGCCTCATAAGGTGCTCAGGCCGCA
GAATGCCTGGAGGATGTAGATGGAGAGAGTCCTTGGGGAAATGACCTAGACAAGGAATTGGTGATTTTTGCCTTA
TGTGGTGGTGTAGGGTTAAGACAAGGGGTTTGGGGTATGGGTTATCTGTAGCATCTATGTGGTGTCCAGCTGCAG
GGTGTGTCCTGGTTATTTTGGTGGTTAATAAAAAAGGCACTTCTTTATTCTGATGTAGCTGATAGGGTCTTTGGA
GTGCTAAGAGATCAGAGTCTCCACAGAATGTGACAGTTTGCTCCCAGTGCTGCAAGTGACTTGATGCCCTAGATC
AGACAGCACAGATTCTGTTTGGAAGCCTAAAGCCTCGGTGTGTGAATCCATTGTTGAGGAATATCCTCCACGACG
GGCCAGGGGAATATTTGGCACCTACTGTAGCTGAGAGTGTGATATTGACTGTGGAGAAGCTCTCTGGGCTGTGAA
TGTGACCTCCAAAATGCAGACTCTTGCCTCTCATCACACAGCACTTTGCATTAGGGTGAACCAGGGAACTTTGCT
GGAGGCAGGGGGGCCTTTGGCAATATCAAAGATGACTGTTGTTGCTGAGATTCTTGGGAAGGGAAAACTAGGTCT
GTGGCTGAAAGCTGGCAAAATCTTTGGAGAAGAGGGCCAGCCACACAGATACTACAAATGTTTCTGTACAAATTA
ATTGGTACTTTGTAATTAGCACTTTTTCTCTTATCAATGTCCAAGAAGTCTGATTAACTTTATAGGCAGACTTTC
AGTTGGGCCAACAGTTTTAAATCTGCCTGTTGTAAAAAGTGACCAAAATTGGACTTTTGTCACCTCAGAAGCCAC
GTGATTGGCCACACTTTTATCTTGCCTCTCTCTCAGTCTCGTTTTTCAGGTCTCCTAAGGATGTGCTACTTTTGT
TCCAGATTTGTTTCCAGATGCCTGCTCAAGTAATAATCGTGCAGACCCCAGAAGCCAGAAAACATTTTCCAGTGT
CAACCAAACTAATTCCTTGCCAATCATACGCTGCTTTTTGGTGTGTGTTTCTTTTAATTCTGATTACTAACACTT
TAAGGGATGCTGCCTTCCTGTGGTTACATTTTCTGAACTATTTTATGAGATTAGTTATTCTTGATTTAGGATATA
CCATGGGCCAGCCATCAGGCTAAGGAGTTTATATTTTATCAATAATTCTCAGAAAAAATTTCCTCAATAATTTGT
GTCATTTCCATCTCACAAATGAGGATATTGAGGTTCTAAAAGGTGGTGGTACTGAAAACTCGAAAATGTACCTCT
GTTTCTCATTTCCAAAATCTGAGGTTGCACCTGTGTTTCTCATTCCCAAAGCCTGAGGATGCACCTCTGTTCCTC
GTCTCCAAAGCCCGAGGTCCCACTTCTGTTCCTCATCTCCAAAGCCTGAGGTTGCACCTCTGTTTCTCGTCTCCA
AAGCCTGAGGTTGCCTGCAAGTCTCTTGAGGATTTTTTGGTGTAAACAGGTTGAGTTTCTGGATAGGTGGGCATA
TTGGCAGCTGAATATGTGGGTTTTGAGTGTGAAATACAGGTTCTTAGCTATGACCCAGCAATCTTCTACTTGTTC
TGTGCTCTTCCACATAAATTGCTTTTTCTTGATTGTATTTCATAGAGCAATTTCTGAGGCTGGAAGGCAGGAGCA
TTGTAAGAGACATGTCAGTGGATGGGGACACCCAAGCAGTGTCAAGATCTCTTAATGCCTGAGGCAGATTCTCAC
TTACTGCCAAGATAAAGAAGCAATTAACATTGACTGCTAAGGTGGACACTTATTCTTCATTTATGATAACGGTAT
ATTTTATGAAGAGGTTTCTTTGGAGGATTTCATTAGACACCTGGCATTTTCCCCCATTAACTTCCAACTTAAAAA
TTTTTGCATATGACTTAGACGAATGCTTGGCCTTCTCAGGTGGCGCTACGCCTTCTTGTGAATTAGAAAATGGTT
CTCAGGTGGCATTTTGTCCCCACAGCCCACCTCAGTTGATGACCTTATGCAGTATCCTTTCTACAGTAACATCCG
TTTTTACTCCCTCCTCCTTAAGTAGGCCTCGTAAGTAGGCAATAGAATAAATGAGCCTCTATGCAGGATATCAGT
GGAGTTTCAATGATGGACAGCTGTGGCCAGCTGACATGTGGTACCTGGTCCATTTCAAGGATCATTACACTTTCA
GCCACTCCACAGCTTTGTGCTCAAGTGCATAAACATTTGATGGGATTCTGTGTTTTCAGCAAATCATAAATTTCT
GTCTACTTCTAGATACCCAATGTAAAGGAAGGGATAATAGAAAAGTTAGAGTAGAATTCATGCATGGGTTGGCCT
AACCCACAAACCATTTCATACTGAACATTAGCTTGTCGAAATGCCTTTACTCTTGGCAGGACACAAGCGCCATAA
CCTAAGAGGATGTGATTTGAGTGGAGTTTTCATGCCCTGTGTGCTTATTGTATTCTTGCTACTGATGCAAACATT
ATCTATAATTACATTTTCAAGTGACTGAAAATTGCAGGCTTTGTGGAACAAAAATACAGCCAAAGAATGGAATGT
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ATATTCACTCCACCCTCATTATAAGGCTTTCAGAAATCAGACTGTAAGGCCCAATACCATGGCTCTCAACTACGT
GATACTAACTCCATTCTCTGATGTTTGAACACTTTGTCAAAATGCTGGGTTTCCAATGATGATCGTATAATTTGA
GGAAAATGCTATTACCCTTTTAGCGCTTCATTTGCTCCATTGTTGACTCAATCACAGTGGCACCTCCTCACACAA
GTCCTCTATTTCCACCCTGTGAAACAAACACAATTTGATTTAGATCGAAGCATGATAGGCAAAGTTGAGAAAGTT
GGTTGAGGTGCATGCCTTCTTGGGGCAGGTGCGATTGCATCCCTGGGACATTATATGTCTTTACATCTCCCAGCT
CCATATAGGGCTTAGCC

PAC-Konversionstabelle:

Laborname PAC-Name Laborname PAC-Name
PLO1 12104 PL40 132B6
PLO2 12312 PL41 135H22
PLO3 208K22 PL42 130K15
PLO4 204F19 PLA43 249K20
PLOS 271G17 PL44 355N24
PLO6 436118 PLA45 270E6
PLO7 464L6 PL46 414F10
PLOS 462G23 PLA47 439P12
PLO9 18A9 PL48 138M9
PL10 35E13 PL49 203M21
PL11 112A13 PL50 301G17
PL12 112G7 PL51 329M5
PL13 22308 PL52 414017
PL14 323N1 PL53 499M20
PL15 32905 PL54 307K13
PL16 329N6 PL55 309N6
PL17 411E23 PL56 341124
PL18 410L23 PL57 65E12
PL19 455110 PL58 21HI12
PL20 520A18 PL59 18E7
PL21 464D9 PL60 18C4
PL22 288D14 PL61 106G1
PL23 287021 PL62 79016
PL24 39808 PL63 135H22
PL25 9EI18 PL64 118D1
PL26 186E20 PL65 99P9
PL27 209B18 PL66 127D12
PL28 210A13 PL67 103E14
PL29 315H22 PL68 91J16
PL30 30GS PL69 205H4
PL31 33E13 PL70 186M15
PL32 70P15 PL71 204M5
PL33 67119 PL72 148E11
PL34 66J20 PL73 182E22
PL35 150P18 PL74 187A16
PL36 224E11 PL75 199F18
PL37 253D9 PL76 163L22
PL38 466L13 PL77 163121
PL39 466N15 PL78 180D5




Anhang

Laborname PAC-Name
PL79 150F20
PL8O 168118
PL81 251M9
PL82 254P11
PL83 219017
PL84 255F6
PL8S5 225F6
PL86 240H17
PL87 240P15
PL88 224A2
PL89 218G20
PL90 274F15
PLI1 294H22
PL92=PL99 314010
PL93=PL96 302B23
PL94 317B24
PL95=PL98 315C16
PL96 302B23
PL97 317C24
PL98 315C16
PL99 314010
PL100 1135P13
PL101 1090110
PL102 1117B15
PL103 1105M19
PL104 1158H17
PL105 1158118
PL106 1158G18
PL107 536C17
PL108 558H19
PL109 553M8
PL110 557G8
PL111 533118
PL112 532L11
PL113 552A12
PL114 628P13
PL115 616111
PL116 58114
PL117 668H11
PL118 685G24
PL119 693C9
PL120 74504
PL121 750B10
PL122 741C20
PL123 786115
PL124 786N17
PL125 763A15

Laborname PAC-Name
PL126 814N18
PL127 814P17
PL128 793G5
PL129 863112
PL130 798N13
PL131 814K18
PL132 821J23
PL133 93203
PL134 933E2
PL135 978G6
PL136 975P8
PL137 996K 16
PL138 1003N4
PL139 1022N8
PL140 1022K23
PL141 42G1
PL142 839112
PL143 107117
PL144 316P16
PL145 313M15
PL146 29019
PL147 296F24
PL148 306G20
PL149 1184P24
PL150 74205
PL151 78803
PL152 760H2
PL153 754A16
PL154 754A5
PL155 763K16
PL156 780111
PL157 762A21
PL158 789M11
PL159 735E24
PL160 749D16
PL161 676N2
PL162 668M17
PL163 670H9
PL164 712G16
PL165 710F10
PL166 686C6
PL167 680B15
PL168 696N22
PL169 654D14
PL170 667C10
PL171 660B20
PL172 659D7
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Laborname PAC-Name
PL173 1070N23
PL174 1076J22
PL175 1078E17
PL176 1054D21
PL177 1024D8
PL178 1051H14
PL179 1056D10
PL180 1055F20
PL181 1079F11
PL182 1072A6
PL183 1011F5
PL184 1054C20
PL185 980P1
PL186 986020
PL187 986M19
PL188 940H19
PL189 976H8
PL190 964H6
PL191 997J19
PL192 978J23
PL193 985G16
PL194 941C1
PL195 880D24
PL196 928D21
PL197 908C23
PL198 902C12
PL199 88304
PL200 871D15
PL201 901C24
PL202 918B9
PL203 933LI18
PL204 911J15
PL205 92912
PL206 935G3
PL207 885D22
PL208 903D17
PL209 1096P18
PL210 1096P16
PL211 1138M7
PL212 1114A23
PL213 1117P16
PL214 1117P15
PL215 1131N20
PL216 1103124
PL217 1137L3
PL218 188121
PL219 14513

Laborname PAC-Name
PL220 187E10
PL221 187B2
PL222 189N10
PL223 189J7
PL224 25K1
PL225 81804
PL226 83011
PL227 848G1
PL228 808A3
PL229 841P3
PL230 847E22
PL231 847C22
PL232 837N7
PL234 =PL233 807M21
PL235 833J23
PL236 797111
PL237 797111
PL238 849C7
PL239 620P24
PL240 604111
PL241 626H12
PL242 578B3
PL243 596B1
PL244 589123
PL245 589F23
PL246 62706
PL247 587K2
PL248 593K2
PL249 593F23
PL250 548N19
PL251 570120
PL252 552H19
PL253 576A20
PL254 537115
PL255 569E14
PL256 18P5
PL257 149N19
PL258 952F10
PL259 979C19
PL260 941H2
PL261 763K15
PL262 767H12
PL263 765121
PL264 109G7
PL265 123A11
PL266 1038P19
PL267 1163H24
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Laborname PAC-Name
PL268 833C14
PL269 630K12
PL270 615118
PL271 600J18
PL272 600H19
PL273 554M22
PL274 531B2
PL275 898N3
PL276 910G21
PL277 1120F11
PL278 1134C15

Die PAC-Klone wurden der Ubersichtlichkeit halber
als Laborname durchnumeriert. Der wirkliche Name
des jeweiligen PAC-Klons stammt aus den PAC-
Bibliotheken RPCI1-3,5. Diese Bezeichnungen sind
eindeutig und konnen als Suchbegriff in 6ffentlichen
Datenbanken eingegeben werden.
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