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1 Einleitung

1.1 Humangenom

Die etwa 3 Miliarden (3 x 10°) Basenpaare, die das haploide menschliche Genom
ausmachen, wurden bis zum Jahr 2000 von zwei konkurrierenden Arbeitsgruppen, Celera
(Venter et al. 2001) und dem ,Human Genome Sequencing Consortium* (HGSC) (Lander et
al. 2001) weitgehend sequenziert. Im April 2003 wurde vom HGSC bekanntgegeben, dass
die Sequenz von 99 % der gencodierenden Regionen fertiggestellt wurde (UCSC Genome
Browser). Das menschliche Genom besteht zu ca. 50 % aus repetitiver DNA, zu der
transposon-abgeleitete Sequenzen, Pseudogene, einfache Sequenzwiederholungen und
tandem-repetitive Sequenzen zahlen. Obwohl ein Drittel des humanen Genoms transkribiert
wird, enthalt es weniger als 3 % protein-codierende Sequenzen (Lander et al. 2001). Von
den geschatzten 28000 - 34000 protein-codierenden Genen sind etwa 26000 bereits
bekannt, teils vollstandig, und teils mit partieller, vorhergesagter Sequenz. Die Anzahl der
menschlichen Gene wurde mit verschiedenen Methoden (Reassoziationskinetik, cDNA-
Bibliotheken mit ESTs, Vergleich der DNA-Basensequenz vom Pufferfisch mit der des
Menschen (Crollius et al. 2000; Crollius et al. 2002)) abgeschatzt und innerhalb der letzten
Jahre immer weiter nach unten korrigiert (Lander et al. 2001). Der Mensch besitzt nach
heutigem Kenntnisstand etwa doppelt so viele Gene wie Caenorhabditis elegans oder
Drosophila melanogaster. Bisher wurden etwa 1200 Gene, die in monogenen Erkrankungen
mutiert sind (OMIM-Datenbank), mit Hilfe verschiedener Klonierungsstrategien
(positionsunabhangige Kandidatengenverfahren und Positionsklonierungen) identifiziert. Die
fir monogene Erkrankungen eingesetzten Strategien eignen sich in gewissem Umfang auch

fir komplexe und multifaktorielle Krankheiten.

1.2 Strategien zur Identifikation von Krankheitsgenen

Um Krankheitsgene monogener, aber auch komplexer und multifaktorieller Erkrankungen zu
isolieren, bieten sich verschiedene Klonierungsstrategien an.

Genaue Kenntnisse von der Pathophysiologie und Biochemie einer Erkrankung lieferten die
Grundlage fir die ersten Identifizierungen von Krankheitsgenen uber funktionelle Klonierung
(z. B. Phenylketonurie und Sichelzellanamie) (Collins 1995). Unterschiede in aufgereinigten
Genprodukten von Patienten und Kontrollpersonen stellten die Ausgangssituation dar.
Ausgehend von der Aminosauresequenz des aufgereinigten Proteins und mit Hilfe daraus
resultierender degenerierter Oligonukleotide oder spezifischer Antikérper konnte das
zugrundeliegende Gen aus cDNA bzw. cDNA-Expressionsbibliotheken isoliert werden.
Neben veranderten Proteinen kdnnen auch Funktionstests und Komplementationsversuche

Hinweise auf involvierte Proteine bzw. Gene liefern.



In einem anderen positionsunabhangigen Ansatz stehen Kandidatengene in einem
vermuteten Zusammenhang mit einer genetisch bedingten Erkrankung. Gene werden
aufgrund von charakteristischen Expressionsmustern oder Funktionen, aufgrund von
Tiermodellen, die einem menschlichen Krankheitsbild ahneln (vergleichende Genetik) oder
aufgrund von Homologien zu Genen, die bereits beim Menschen mit einer &hnlichen
Krankheit in Verbindung stehen, zu Kandidatengenen.

Erfolgt die Identifikation eines Krankheitsgens tUber die Zuordnung zu einer chromosomalen
Position durch die Beobachtung, dass die Krankheit mit genetischen Markern co-segregiert,
so wird von positioneller Klonierung gesprochen. Die Grobkartierung erfolgt durch
Kopplungsanalysen in betroffenen Familien mit Hilfe von polymorphen Markern, mit denen
die Lokalisation des Krankheitslocus auf mehrere Megabasen oder Kilobasen eingegrenzt
werden kann. Auch Patienten mit Translokationen oder Deletionen kdnnen Hinweise auf die
Genlokalisation geben.

Nachdem aus dem humanen Genomprojekt die annahernd vollstdndige Nukleotidsequenz
des menschlichen Genoms zur Verfigung steht, lassen sich in einem durch
Kopplungsanalysen eingegrenzten Bereich neben bereits bekannten Genen neue
Kandidatengene mit Hilfe von Sequenz- und Genvorhersageprogrammen identifizieren, die
in einem nachfolgenden Mutationsscreening Uberprift werden. Dieses Vorgehen, die
Kombination aus genetischer Kopplung in Verbindung mit einer Transkript- bzw. Genkarte
des Menschen ist gegenwartig die bevorzugte Methode zur Klonierung von monogenen
Krankheitsgenen (Collins 1995).

1.3 Das Myoklonus-Dystonia-Syndrom (MDS)

1.3.1 Klinisch-genetische Heterogenitat

Ein Myoklonus ("myo" Muskel, "clonus" Zuckung) ist eine plotzliche, schockartige,
unwillkirliche Bewegung. Er wird durch spontane elektrische Entladungen aus dem
Zentralnervensystem aktiviert, die Uber die peripheren Nerven weitergegeben werden und
eine plotzliche Muskelkontraktion verursachen. Klassifiziert wird der Myoklonus als fokal
(isoliert), segmental oder generalisiert, wenn der gesamte Korper betroffen ist (Fahn et al.
1991).

Eine Dystonie beschreibt den unnatirlichen Spannungszustand (,fonus”) eines Muskels. Die
dadurch entstehenden Muskelkontraktionen verursachen eine verdrehte oder abnormale
Haltung. Sie kdnnen fokal z. B. nur Augenlider, Gesicht, Hals, Stimmbander, Rumpf oder
Arme betreffen, oder generalisiert auftreten.

Dystonien bilden eine klinisch und genetisch heterogene Gruppe von Bewegungsstérungen.
Verschiedene Loci wurden fir erbliche Formen von Dystonien kartiert. Bisher konnten drei

mutierte Gene identifiziert werden (Tab. 1-1): das Torsin A codierende Gen DYT1 in der frih
2



auftretenden generalisierten Torsionsdystonie auf Chr. 9q34 (Ozelius et al. 1997), das Gen
der GTP-Cyclohydrolase | (GCH1) in der dominanten dopa-responsiven Dystonie (DYT5) auf
Chr. 14922 (Ichinose et al. 1994) und das Gen fur die Tyrosinhydroxylase (TH) in der
rezessiven dopa-responsiven Dystonie auf Chr. 11p15.5 (Ludecke et al. 1995). Weitere
Kandidatenregionen wurden auf Chr. 4p12 - 13, 5q31.1 - 31.3, 6q14 - 21 und 15q11 - 13, auf
Chr. 19913 fir den friih einsetzenden Dystonie-Parkinsonismus (RPD) und auf Chr. Xq21 flr
die X-gekoppelte Torsionsdystonie (XLTD) beschrieben (Gasser et al. 1996).

Genprodukt Locus Erkrankung

Torsin A 9q34 frih auftretende generalisierte Torsionsdystonie (DYT1)
GTP-Cyclohydrolase | 14922 dominante dopa-responsive Dystonie (DYT5)
Tyrosinhydroxylase 11p15.5 rezessive dopa-responsive Dystonie

? 19913 frih einsetzender Dystonie-Parkinsonismus (RPD)
? Xqg21 X-gekoppelte Torsionsdystonie (XLTD)

? 4p12-13 Dystonie

? 5931.1 - 31.3 | Dystonie

? 15911 -13 Dystonie

? 6q14 - 21 Dystonie

Epsilon Sarkoglykan 7921.3 Myoklonus-Dystonia-Syndrom (MDS)

(in dieser Arbeit)

Tab. 1-1: Locusheterogenitit der Dystonien. Auflistung von bekannten mutierten Genen und

Kandidatenbereichen fiir verschiedene Formen der Dystonie (Gasser et al. 1996).

1.3.2 Klinik des MDS

Im Jahre 1933 wurde von Lindenmulder der .familidre essentielle Myoklonus® als eine
Kombination aus Dystonie und einem unwillkirlichen, ,blitzartig® schnellen Myoklonus
definiert (Lindenmulder 1933). Diese Erkrankung ist heute als ,hereditarer Myoklonus mit
essentieller Dystonie® oder Myoklonus-Dystonia-Syndrom (MDS oder DYT11; OMIM 159900)
bekannt. Das MDS ist eine seltene, nicht-degenerative neurologische Erkrankung. Der
Phanotyp dieser Bewegungsstdérung setzt sich aus einer variablen Kombination von
Myoklonus und/oder Dystonie zusammen. MDS Patienten weisen bilaterale, alkohol-
sensitive myoklonische Zuckungen auf, die vor allem in den Armen und axialen Muskeln
(Schulter-, Hals- und Rumpf-Muskeln) auftreten (Quinn et al. 1988; Gasser 1998). Die
dystonischen Zustande, vor allem Torticollis spasmodicus (spastischer Schiefhals) und/oder
Schreibkrampf treten bei vielen, aber nicht allen Patienten auf, und kénnen gelegentlich das
einzige Symptom des MDS sein (Kurlan et al. 1988; Gasser et al. 1996). Einige Patienten
zeigen psychiatrische Auffalligkeiten wie Panikattacken und Angst- oder Zwangsneurosen
(Kyllerman et al. 1990; Klein et al. 1999; Doheny et al. 2000). Es liegen keine anderen
Zeichen oder Symptome neurologischer Fehlfunktionen vor. Muskelkraft und

3



Sinneswahrnehmungen sind normal. Magnetresonanzbilder des Gehirns sind unauffallig,
ebenso wie elektrophysiologische Untersuchungen und die Nervenreizleitungs-
geschwindigkeit (Lundemo et al. 1985).

Der Krankheitsbeginn des MDS liegt zwischen 18 Monaten und 18 Jahren und hat meist
einen gutartigen Krankheitsverlauf. Die Symptome stabilisieren sich nach einigen Jahren mit
periodischen Fluktuationen und kdénnen sogar spontan zurickgehen (Remission). Die
myoklonischen Zuckungen, die typischerweise responsiv auf Alkohol sind, werden durch
Aufregung oder Stress verstarkt und reduzieren sich im Ruhezustand und im Schlaf. Die
Linderung der Symptome bei Einnahme von Alkohol ist dosisabhangig und zeigt einen
Gewdhnungseffekt. Meist schlagt eine medikamentése Behandlung mit Clonazepam an. In

der Behandlung werden auch Benztropine, Neuroleptika und Dopamin-Agonisten eingesetzt.

1.3.3 Kopplung des MDS auf Chr. 7g21

Das MDS wurde von Nygaard et al. durch eine genomweite Kopplungsuntersuchung in einer
Familie auf Chr. 7921 - g31 in einen Bereich von 28 cM kartiert (Nygaard et al. 1999).
Kopplungsanalysen mit polymorphen CA-Repeat-Markern in vier Familien ergaben eine
Kopplung in eine Region von 7,2 cM zwischen den Markern D7S652 und D7S2480 (Asmus
et al. 2001). Diese Untersuchung ergab einen Multipoint-LOD-Score von 5,99 fiir die Region
Chr. 7g21. Im Laufe dieser Dissertation erschien eine Publikation, in der die Kopplung des
MDS in vier anderen Familien in ein Intervall von 14 cM zwischen den Markern D7S2212 und
D7S821 beschrieben wurde (Klein et al. 2000b). Der Uberlappende Bereich der beiden
letzten Kopplungsanalysen von 3,2 Mb wurde fur diese Arbeit als Krankheitslocus definiert

(Abb. 1-1) und fir eine Identifikation des krankheitsverursachenden Gens untersucht.

Eﬁ prseng Abb. 1-1: Kopplung des MDS auf Chr. 7q21.3-
2 22.1 durch Mulitpoint-LOD-Score-Analysen in ein
ig% Intervall von 14 bzw. 7,2 cM. Der sich
ma s e tiberschneidende Bereich zwischen den Markern
i orsez D7S652 und D7S821 wurde als Krankheitslocus
i:f; S definiert.

B 7,2 cM

5 Dy 52480

Eine auf Chr. 11923 liegende Dopamin D2 Rezeptor-Mutation, die von Klein et al. (1999) in
einer Familie als mit dem MDS assoziiert beschrieben wurde, konnte in allen sechs
Indexpatienten durch Sequenzierung ausgeschlossen werden. Auch in der Literatur konnte
diese Mutation nicht als krankheitsverursachend fur das MDS bestatigt werden (Klein et al.
2000a; Grimes et al. 2001; Klein et al. 2002).



1.4 Epigenetik

An die Identifizierung eines krankheitsverursachenden Gens schlieRen sich ublicherweise
funktionelle Studien an, um das Gen in einen Wirkungszusammenhang zu stellen. Neben
genetischen Faktoren (Promotoren, Enhancer, Silencer und Transkriptionsfaktoren) kénnen
auch epigenetische Modifikationen die Regulation der Genexpression beeinflussen.

Unter Epigenetik versteht man den klonal vererbbaren Einfluss auf Chromosomen oder
Genfunktionen, der nicht von einer Veranderung der DNA-Basensequenz begleitet wird (Li
2002). Die beiden bekanntesten epigenetischen Modifikationen sind die Positionseffekte von
Heterochromatin (,Position Effect Variegation) und die genomische Pragung durch DNA-
Methylierung (,Genomic Imprinting“) (Li 2002). In weiblichen Saugetieren findet die
Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen durch epigenetische Effekte statt (Heard et
al. 1997; Avner et al. 2001).

1.4.1 Etablierung und Aufrechterhaltung der Methylierung

1.4.1.1 Die Methylierung von Cytosinen

Saugetiere besitzen die Moglichkeit, ihr Genom epigenetisch durch die kovalente Bindung
einer Methylgruppe an den Kohlenstoff C-5 eines Cytosinrings zu modifizieren. Die Cytosin-
Methylierung erfolgt in Vertebraten vorwiegend symmetrisch an beiden DNA-Strangen des
5-CpG-3’-Palindroms (Gruenbaum et al. 1982; Bestor et al. 1983; Alberts et al. 1994). Im
menschlichen Genom sind etwa 70 - 80 % der CpG-Dinukleotide (CpGs) methyliert, das
entspricht ~ 3 % aller Cytosine im Genom (Ehrlich et al. 1982).

1.4.1.2 DNA-Methyltransferasen

Die DNA-Methylierung wird von DNA-Methyltransferasen (DNMTs) durch kovalente Addition
einer Methylgruppe an das Kohlenstoffatom C-5 der Base Cytosin durchgefuhrt (Abb. 1-3, S.
8) (Reik et al. 2001). Als Methylgruppendonor fir DNMTs dient das S-Adenosyl-L-Methionin
(Alberts et al. 1994). Bisher sind die DNMTs 1, 2, 3A, 3B und 3L bekannt.

Fir die de novo Methylierung, d. h. die Etablierung der Cytosin-Methylierung sind DNMT3A
und 3B notwendig (Okano et al. 1998a).

Die DNA-Methyltransferase DNMT1 ist fiir die Aufrechterhaltung der Cytosin-Methylierung
zwischen den Zellgenerationen zustéandig. Nach der Replikation der DNA kopiert DNMT1 das
Methylierungsmuster hemi-methylierter DNA auf den neu synthetisierten Strang und sorgt flr
eine stabile Weitergabe des Methylierungsmusters an die Tochterzellen (Leonhardt et al.
1992; Chuang et al. 1997). In der S-Phase liegt DNMT1 an Stellen der Replikation mit dem
Proteinkomplex der Replikationsmachinerie assoziiert vor (Leonhardt et al. 1992; Cardoso et
al. 1997; Chuang et al. 1997).



FGr DNMT2 und 3L wurde in S&ugern noch keine Methylierungsaktivitdt nachgewiesen
(Okano et al. 1998b). Es gibt Hinweise dafiir, dass Dnmt3L in der Maus essentiell fir die
Etablierung der genomischen Pragung ist, und wahrend der Oogenese eine Rolle bei der de
novo Methylierung von Einzelkopiesequenzen in differentiell methylierten Regionen spielt
(Bourc'his et al. 2001).

Die DNA-Methylierung ist reversibel. Eine passive Demethylierung tritt auf, wenn das
vorhandene Methylierungsmuster nach der Replikation von DNMT1 nicht aufrecht erhalten
werden kann (Cardoso et al. 1999). Uber die aktive enzymatische Demethylierung von 5-
Methyl-Cytosin (5mC) ist wenig bekannt. Von Fremont et al. (1997) wurde eine 5-Methyl-
Cytosin-DNA-Glykosylaseaktivitat  beobachtet. Die  spezifische  Entfernung  von
Methylgruppen in Form von Methanol durch ein Polypeptid, das ein Methyl-CpG-bindendes
Motiv enthalt, wird diskutiert (Bhattacharya et al. 1999; Cedar et al. 1999).

1.4.1.3 Methylierungsmuster im Lebenszyklus

Eizelle und Spermium tragen verschiedene, geschlechtsspezifische Methylierungs- und
Pragungsmuster zur Zygote bei. Nach der Fertilisation ereignen sich Remodifikations-
prozesse der Methylierung, von der die Methylierung gepragter Gene ausgeschlossen bleibt
(Abb. 1-2).

Abb. 1-2: Methylierungs-Reprogrammierung unterschiedlicher Sequenzen auf der horizontalen
Zeitachse aus Reik und Walter (2001). Die gesamte genomische Methylierung und Prédgung wird in
der Keimbahn geldéscht und neu etabliert. Das Methylierungsmuster geprdgter Gene liegt
geschlechtsspezifisch unterschiedlich vor (methyliert schwarze Linie, unmethyliert graue Linie). Nach
der Fertilisation findet eine generelle Demethylierung (des paternalen Genoms in blau aktiv, des
maternalen Genoms in rot passiv) und darauffolgend eine de novo Methylierung statt. Von dieser

Reprogrammierung sind geprégte Gene ausgeschlossen.

In der Zygote findet eine aktive Demethylierung des paternalen Genoms und eine passive
Demethylierung des maternalen Genoms statt (Mayer et al. 2000). Nach der Implantation

erfolgt eine de novo Methylierung des Genoms (Reik et al. 2001).



Von der de novo Methylierung der epigenetischen Reprogrammierung nach der Befruchtung
sind CpG-Inseln autosomaler Haushaltsgene und gepragte Gene ausgeschlossen (Kafri et
al. 1992; Razin et al. 1995). Mdglicherweise schutzen spezifische Chromatin- oder
Sequenzeigenschaften bestimmte Regionen vor der Demethylierung und de novo
Methylierung in der Zygote (Cross et al. 1995; Constancia et al. 1998).

Die DNA-Methylierungsmuster und die elterlichen Pragungsmuster werden in den
somatischen Zellen des sich entwickelnden Organismus weitgehend beibehalten. DNMT1
colokalisiert wahrend der S-Phase mit Regionen der Replikation und dient dem Erhalt von
Methylierungen, indem es nach der Replikation das Methylierungsmuster der hemi-
methylierten DNA erganzt (Leonhardt et al. 1992; Cardoso et al. 1997; Bachman et al. 2001)
(Kap. 1.4.1.2).

In der Keimbahn wird zur Erstellung einer eigenen, geschlechtsspezifischen Pragung das
elterliche Pragungsmuster umgepragt. Dazu findet in der embryonalen Keimbahn eine
genomweite Demethylierung statt, wenn die Keimzellen in die Genitalleiste einwandern,
durch die die parentale Pragung vollstandig I6scht wird (Howlett et al. 1991; Brandeis et al.
1993; Tada et al. 1998; Hajkova et al. 2002). Bei der Maus geschieht das zwischen dem Tag
12 und 13 nach der Befruchtung (Mayer et al. 2000; Hajkova et al. 2002). Die neue,
geschlechtsspezifische Pragung wird Uber eine de novo Methylierung in spateren
Entwicklungsstadien etabliert (Abb. 1-2) (Brandeis et al. 1993).

1.4.2 Funktionen und Eigenschaften der Methylierung

1.4.2.1 Transkriptionelle Stilllegung

Vor uber 20 Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und
Genexpression entdeckt. 1979 flhrten Taylor und Jones (1979) Experimente in
Mauszelllinien mit dem Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin durch und zeigten, dass Gene im
methylierten Zustand stillgelegt werden (Kap. 1.5.1), und dass diese Stilllegung von Genen
reversibel ist, wenn die Methylierung verloren geht.

Die Methylierung von Cytosinen in CpG-Dinukleotiden fihrt zu einer Stilllegung von Fremd-
DNA wie Transposons und retroviraler DNA, die im Saugergenom akkumuliert sind
(,Genome Defense System*) (Yoder et al. 1997; Walsh et al. 1998). Die meisten CpGs, die
im Saugergenom methyliert sind, liegen in diesen ,parasitdren® DNA-Elementen oder
Retrotransposons. Die Suppression der Expression und Aktivitat von Retrotransposons
grenzt ihre Ausbreitung im Genom ein und schiitzt so die Genomintegritat (Yoder et al.
1997). Nach Auffassung von Bird (1995) flhrt die Aktivitat vieler Transposonpromotoren zu
einem hohen Pegel an ,transcriptional noise®, der die eigentliche Genexpression stort. Durch

die DNA-Methylierung der Transposons wird diese stérende Transkription unterdrtckt.



1.4.2.2 5-Methyl-Cytosin als Mutations-Hotspot

Die Base Cytosin kann spontan zu Uracil desaminiert werden, das in der nachsten
Replikation als Thymin gelesen wird (Abb. 1-3). Das Reparatursystem der Zelle erkennt
Uracil in der DNA sehr effektiv und behebt den Fehler mit Hilfe der Uracil-DNA-Glykosylase
(Jones et al. 1992). Die Desaminierung von 5-Methyl-Cytosin bildet die Base Thymin, die
auch in der DNA vorkommt. Eine solche Basenfehlpaarung wird nur ineffizient durch die
Thymin-DNA-Glykosylase detektiert und behoben (Jiricny 1996). Methylierte CpG-
Dinukleotide neigen aufgrund der ineffektiven Reparatur bei Desaminierung zu einer
Transition nach TpG und stellen Mutations-Hotspots dar. Diese Transitionen sind an ca.
30 % aller krankheitsverursachenden Punktmutationen in der Keimbahn beteiligt und sind fur
viele somatische Mutationen verantwortlich, die zur Krebsentstehung fiihren kénnen (Cooper
et al. 1988; Rideout et al. 1990; Jones et al. 1992). Wegen der haufigen Transition
methylierter Cytosine nach Thymin sind CpG-Dinukleotide im Saugergenom mit einem
statistischen Vorkommen von 1 : 60 - im Vergleich zu einem errechneten statistischen
Verhaltnis von 1 : 16 wie es beispielsweise in Bakterien vorliegt - unterreprasentiert (Cooper
et al. 1989).

54vethyl-Cytosin

N;H2
C
R
S-Adenosylhomocystein | 5-mc|
DNA Methvltransferﬁ R ~N Hydrolytische
Desaminierung
S-Adenosylmethionin
Verlust der
N'|'|2 Methylierung
NF N c N~ C“c "
el LTl
/C /C O“;C"“N/c
Cytosin Desamlnlerungo Thymin
\ ‘I::|
Reparatur durch N/ ~c DNARelekatlon
Uracil-DNA- | U ||
Glykosylase c
D/ “'\N/
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Abb. 1-3: Mégliche Transitionen von Cytosin. Der Ubergang von Cytosin nach Thymin kann (iber
die Desaminierung von 5-Methyl-Cytosin geschehen, oder (ber Desaminierung von Cytosin nach

Uracil, das in einer nachfolgenden DNA-Replikation als Thymin gelesen wird.

1.4.2.3 Genregulation und Gendosis

Die Cytosin-Methylierung reguliert als epigenetische Modifikation die Genexpression und
stellt den bekanntesten Mechanismus der Pragung dar. Bei der genomischen Pragung

bewirkt die Methylierung nur eines Alleles eine selektive, monoallelische Genexpression, die
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fur bestimmte Gewebe zu bestimmten Entwicklungsphasen spezifisch sein kann. Die
differentielle Methylierung und damit die Stilllegung eines Allels ist abhangig davon, ob das
Allel vom Vater oder von der Mutter vererbt wurde. Die unterschiedliche mutterliche bzw.
vaterliche Pragung der Allele geschieht in der Keimbahn und wird durch die Gameten dem

Embryo weitergegeben (Kap. 1.4.1.3).

1.5 Prdgung

Die genomische Pragung spielt eine Rolle in Entwicklung und Wachstum und bewirkt eine
differentielle Expression von paternalem und maternalem Allel. Etwa 50 Gene sind nach dem
momentanen Kenntnisstand (http://cancer.otago.ac.nz/IGC/Web/home.html) im Menschen
gepragt. Aufgrund von Imprintingdefekten, Phanotypen uniparental-disomer Mause und
Subtraktionsbibliotheken wird vermutet, dass im Genom etwa 100 bis 200 Loci der

genomischen Pragung unterliegen kénnten (Hayashizaki et al. 1994; Blagitko et al. 2000).

1.5.1 Promotormethylierung als zellularer Lesemechanismus

Der Markierungsmechanismus der genomischen Pragung ist die differentielle Methylierung
von DNA, (ber die die Expression gepragter Gene reguliert wird. Die Umsetzung des DNA-
Methylierungssignals auf Transkriptionsebene geschieht in der Zelle Uber verschiedene
,Lesemechanismen®. Eine Ubersicht geben Jaenisch und Bird (2003) und Reik und Walter
(2001).

Ein weitverbreiteter Mechanismus zur transkriptionellen Stilllegung eines Allels ist die
Promotormethylierung gepragter Gene (Abb. 1-4 A, S. 10). Methyliert werden einzelne CpG-
Dinukleotide oder ganze CpG-Inseln, die von der Promotorregion bis in das erste Exon und
Intron 1 des gepragten Gens hinein lokalisiert sein kdnnen (Constancia et al. 1998).

Als CpG-Inseln werden DNA-Abschnitte von 0,2 - 5 kb mit einem GC-Gehalt von mindestens
50 % und einer signifikanten Haufung von CpG-Dinukleotiden (>30 CpG/ 500 Nukleotide)
definiert (Gardiner-Garden et al. 1987; Antequera et al. 1993). Sie sind haufig am 5’-Ende
von Sauger-Genen in deren Promotorregion lokalisiert (Larsen et al. 1992). Alle
Haushaltsgene, nahezu alle gepragten Gene und 40 % der Gene mit spezifischer Expression
weisen CpG-Inseln auf (Larsen et al. 1992; Reik et al. 2001). CpG-Inseln sind im Gegensatz
zu anderweitig im Genom vorkommenden CpG-Dinukleotiden meist unmethyliert (Gardiner-
Garden et al. 1987). Ausnahmen bilden die CpG-Inseln auf dem inaktiven X-Chromosom, die
differentiell methylierten Regionen (DMRs) gepragter Gene und veranderte
Methylierungsmuster in Tumoren und gewebespezifischen Genen.

Die Chromatinstruktur ist dynamisch und kann durch Prozesse wie DNA-Methylierung,

Histon(de)acetylierung, Histonmethylierung, Methyl-CpG-bindende Proteine und ATP-



abhangige, chromatin-umformende Proteinkomplexe veradndert werden (,Chromatin-
Remodelling®) (Li 2002; Narlikar et al. 2002).

Unmethylierte, transkriptionell aktive DNA bildet eine ,offene“ Chromatinstruktur aus, deren
Nukleosomen acetylierte Histone H3 und H4 enthalten (Abb. 1-4 A, B, C Allel 1/oben)
(Grandjean et al. 2001; Gregory et al. 2001).

Zur epigenetischen Stilllegung werden Cytosine in CpG-Dinukleotiden von DNA-
Methyltransferasen  methyliert. Diese  Methylierung kann die  Bindung von
Transkriptionsfaktoren blockieren, oder Uber Schritte der Chromatinumformung eine
transkriptionelle Stilllegung bewirken. Methylierte DNA wird von Methyl-CpG-bindenden
Protein-Komplexen und Co-Repressoren gebunden, die Dbereits selbst eine
Chromatinkondensation bewirken und zudem Histondeacetylasen rekrutieren koénnen.
Histondeacetylasen entfernen die Acetylreste am N-terminalen Ende der Histone H3 und H4
und ermdglichen eine sterisch dichter-gepackte Chromatinformation, die unzuganglich fir
Transkriptionsfaktoren ist und die Genexpression unterdriickt (Abb. 1-4 C) (Jeppesen et al.
1993). (Kass et al. 1997).

Transkriptionstaktoren
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B Methyltransferase

B 0}19 aly ¢J1_= L"]"_a d‘j ey
llel 1 [ > ] RS 2 387383
Methyl-Cp G
bindende Proteine i» Histondeacetylase
und azsozierte
ﬂw Co-Repressaren
S .':.-'” n» 3 o o _;.1 b
¢ ¢ 8§ 88 8 &

Allel 2 - 4-+
E Transkription 5 i"‘f Deacetylierung

Tranzkriptionsfaktoren

I 'il & --' l]--'.J.'I:il--I\I-:l. ".u
< Methylierung \,d”’ S2e2E784 {_
o scetvlierung

) Transkriptionsko mplex L e

Transkriptionelle Stillle gung

Abb. 1-4: Promotormethylierung und Chromatin-Remodelling. A) Die Promotormethylierung
blockiert die Transkription des Gens auf Allel 2 (Reik et al. 2001). B) Auf dem transkriptionell aktiven
Allel 1 liegt eine offene Chromatinformation vor, wéhrend auf dem methylierten Allel 2 die
Transkription durch eine komprimierte Chromatinstruktur unterdriickt wird (Reik et al. 2001). C) Zu
einer kompakten Chromatinstruktur und transkriptionellen Stilllegung tragen neben der DNA-
Methylierung auch die Histondeacetylierung und die Bindung Methyl-CpG-bindender Proteine sowie
Co-Repressoren bei (Robertson et al. 2000).
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Histone kdénnen an ihrem aminoterminalen Ende durch die H3-K9 Histonmethyltransferase
methyliert werden (Rea et al. 2000). Die Histonmethylierung dient als Bindungssignal fur das
Heterochromatinprotein 1 (HP1) und bewirkt in Verbindung mit einer DNA-Methylierung und
Histondeacetylierung im Chromatin eine langerfristige Stilllegung (Bachman et al. 2001;
Burgers et al. 2002).

Es existieren weitere ,Lesemechanismen® zur Umsetzung der genomischen Pragung in der
Zelle. Dabei ist die Methylierung einer differentiell methylierten Region nicht immer mit einer
transkriptionellen Stilllegung von Genen dieses Allels assoziiert. Etwa 15 % der gepragten
Gene werden Uber ihre Antisense-Transkripte reguliert, die der genomischen Pragung
unterliegen (Reik et al. 2001). Die Antisense-RNA ist entgegengesetzt zur Transkription des
Sense-Gens orientiert, hat ihren Ursprung in Introns von Sense-Genen und kann auch mit
dessen Promotor Uberlappen (Lee et al. 1999; Smilinich et al. 1999; Lyle et al. 2000).
Antisense-Transkripte sind nicht-codierende RNAs, denen eine regulatorische Funktion
zugeschrieben wird (Reik et al. 2001). Die komplementaren Sense- und Antisense-
Transkripte hybridisieren zu doppelstrangiger RNA und destabilisieren sich (Sleutels et al.
2002). Nach der ,Silencing-Hypothese* verhindert das Antisense-Transkript auf dem
unmethylierten  Allel die Expression des U(berlappenden Sense-Gens Uber
posttranskriptionelle RNA-Interferenz (Reik et al. 1997a; Hammond et al. 2001; Reik et al.
2001; Sleutels et al. 2002) (Abb. 1-5 Allel 1).

Die Stilllegung des Antisense-Transkripts erfolgt Uber Methylierung von CpG-Dinukleotiden
in dessen Promotorregion und ermdglicht die Expression des Sense-Gens auf dem
methylierten Allel (Abb. 1-5, Allel 2).

Allel 1 | [cpa] [cpa]

antisense Transkript

o0
Allel 2 | |cpc] [cpa]

Sense-Gen
0 Methylierung

Abb. 1-5: Geprédgte Antisense-Transkripte, modifiziert nach Reik und Walter (2001), regulieren die
Genexpression: Im unmethylierten Zustand ist das Antisense-Transkript, das mit dem Sense-Gen
iiberlappt, aktiv und bildet mit dem Sense-Transkript eine doppelstréngige RNA. Uber RNA-Interferenz
wird die Expression des Sense-Gens verhindert. Durch Methylierung und Stilllegung des Antisense-

Transkripts auf Allel 2 wird das Sense-Gens exprimiert.

In  Abhangigkeit vom Methylierungszustand der DNA kdnnen verschiedene
genkontrollierende Faktoren (Transkriptionsfaktoren, Enhancer, Repressoren, Methyl-CpG-
bindende Proteine) binden und mit dem Promotor oder der Transkriptionsmaschinerie
interagieren (Drewell et al. 2000; Reik et al. 2001; Drewell et al. 2002). Durch
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Grenzelemente, das sind DNA-Sequenzen, die zwischen zwei genkontrollierenden
Elementen (Promotor und Enhancer oder Repressor) liegen, kann deren Kommunikation
oder Interaktion verhindern werden (Reik et al. 2001). Die Funktion der Grenzelemente wird
durch die Bindung spezifischer Faktoren, z. B. des Faktors CTCF (CCCTC Bindefaktor,
Zinkfingerprotein) an die unmethylierte DNA vermittelt (Bell et al. 2000; Hark et al. 2000;
Kanduri et al. 2000; Szabo et al. 2000).

1.5.2 Bedeutung der genomischen Pragung

Gepragte Gene spielen eine wichtige Rolle in Entwicklung, Wachstum und Verhalten. Eine
von der Norm abweichende Expression gepragter Gene kann zu Erbkrankheiten und
Imprintingsyndromen sowie einer Reihe von Tumorerkrankungen fuhren. Fehlerhafte oder
unausgeglichene Pragungs- und Expressionsmuster gepragter Gene kdnnen durch
uniparentale Disomien (UPD), Deletionen, Duplikationen, Mutationen und durch Defekte bei

der Ausléschung, Etablierung und Erhaltung der Methylierung zustandekommen.

1.5.2.1 Entwicklung, Wachstum und Verhalten

Maternales und paternales Genom werden gemeinsam flr ein normales Wachstum und eine
normale Entwicklung bendtigt, da sie funktionell nicht aquivalent sind. In Sdugern wurde das
Phanomen der Pragung 1984 mit der Beobachtung entdeckt, dass sich parthenogenetische
Embryonen nicht normal entwickeln (Surani et al. 1984). Daraus ergibt sich der Zwang zur
sexuellen Fortpflanzung (Jaenisch 1997).

Die normale menschliche Entwicklung bendtigt ein Zusammenspiel von Genexpressionen in
spezifischen Geweben in engen Zeitrahmen (Jaenisch 1997). Durch Pragung kann die
Gendosis reguliert werden, und entwicklungs- und gewebespezifisch eine differentielle
Expression von elterlichen Allelen stattfinden (Strachan et al. 1996). Die Genexpression wird
von genetischen und epigenetischen Faktoren kontrolliert.

Eine fehlerhafte Pragung kann Entwicklung, Wachstum und Verhalten stéren (Cattanach et
al. 1985; Hurst et al. 1997). Imprintingdefekte beeinflussen auch die Gehirnentwicklung und
-funktion, und kénnen zu neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen wie Autismus,

Epilepsie und Schizophrenie beitragen (Isles et al. 2000).

1.5.2.2 Uniparentale Disomien (UPD)

Ein Kind erbt normalerweise ein Chromosom von der Mutter, und das andere vom Vater. Bei

der uniparentalen Disomie (UPD) werden beide Chromosomen eines Chromosomenpaares

ausschlief3lich von der Mutter oder vom Vater vererbt (maternale UPD bzw. paternale UPD)

(Engel 1980).

Die haufigste Ursache flir eine UPD sind chromosomale Segregationsfehler

(,Nondisjunction)y wahrend der ersten oder zweiten Meioseteilung (Kotzot 1999).
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Entstehungsmechanismen von UPD sind die Gametenkomplementation  und
Postfertilisierungsfehler (Spence et al. 1988; Robinson 2000).

Bei uniparentalen Disomien ist die Expression gepragter Gene gestort, und es kann zu
Stérungen in Wachstum, Entwicklung und Verhalten und im Extremfall zum Tod des
Embryos kommen (Tilghman 1999). Mausexperimente mit uniparentalen Disomien von
Cattanach und Kirk (1985) brachten erste Erkenntnisse tber die Auswirkungen von UPD auf

die Entwicklung.

1.5.2.3 Imprintingsyndrome
Auf Chr. 15911 - q13 liegt eine Ansammlung unterschiedlich gepragter Gene, die bei

Stérungen zu zwei verschiedenen Syndromen, zum Angelman-Syndrom (AS) bzw. zum
Prader-Willi-Syndrom (PWS) fihren (Nicholls et al. 1998).

Patienten mit Prader-Willi-Syndrom (OMIM 176270) zeigen neonatal einen niedrigen
Muskeltonus (,Floppy Baby“) und dadurch bedingte Erndhrungsprobleme, in spaterer
Kindheit Hyperphagie, die Adipositas bewirkt, Kleinwlchsigkeit, malkig ausgepragte geistige
Behinderung und Hypogonadismus (Prader et al. 1956). Das PWS kommt in 1:10000 -
15000 Geburten vor, dabei sind die Ursachen in 70 % der Falle Deletionen, bei 25 % eine
maternale UPD15 und bei ca. 1 % Methylierungsdefekte (Zeschnigk et al. 1997). Es wird
angenommen, dass verschiedene paternal exprimierte Gene am PWS beteiligt sein kénnen
(Mann et al. 1999). Mikrodeletionen flihrten zu den Kandidatengenen SNRPN (,Small
Ribonucleoprotein N*), das zur gewebespezifischen Prozessierung von mRNA beitragt,
seinem bicistronischen Partner SNURF (,SNRPN Upstream Reading Frame“) und dem
Necdin-Gen NDN. In der Kandidatenregion von PWS liegen zudem das protein-codierende
Gen ZNF127 (Zinkfinger 127) und funf paternal exprimierte Transkriptionseinheiten: IPW,
PAR 1 und 5, PARSN und ZNF127AS (Buiting et al. 1995; Saitoh et al. 1997; Nicholls et al.
1998).

Das Angelman-Syndrom (OMIM 105830) erscheint als schwere motorische und geistige
Behinderung mit fehlender Sprachentwicklung, Mikrozephalie, Wachstumsstdrungen,
Hyperaktivitat, Krampfen, heller Pigmentierung, unkontrollierten Bewegungen, ataktischem
Gang und inadequaten Lachanfallen, und war friher als ,Happy Puppet"-Syndrom bekannt
(Angelman 1965). Das AS tritt in 1:20000 Geburten auf, wobei in 70 % der Falle Deletionen
vorliegen, in 20 % Genmutationen, in 4 % Methylierungsdefekte oder Imprintingmutationen
und in 2 % eine paternale UPD15 identifiziert wurde (Kishino et al. 1997). Beim AS wurde ein
Funktionsdefekt des maternal exprimierten Gens Ubiquitin-Protein-Ligase 3A (UBE3A/E6-
AP) entdeckt, das bei der Protein-Degradierung und Prozessierung eine Rolle spielt (Kishino
et al. 1997; Matsuura et al. 1997). An der Regulation von UBE3A kénnten andere Gene
direkt oder indirekt beteiligt sein (Saitoh et al. 1997; Mann et al. 1999).
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Die Chromosomenregion 11p15.5 umfasst weitere der Pragung unterliegende Gene.
Epigenetische Veranderungen, Mutationen oder eine paternale UPD 11 werden im Beckwith-
Wiedemann-Syndrom (BWS; OMIM 130650) gefunden (Reik et al. 1997b; Engel et al. 2000;
Maher et al. 2000). Die klinischen Merkmale des BWS sind pra- und postnatales
UbermaRiges Wachstum (UbergroRe Zunge, Eingeweidenibergréfie), Hemihypertrophie,
urogenitale Anomalien, erhdhtes Risiko fur bestimmte Tumoren und geistige Behinderung
(Elliott et al. 1994). Die Genetik von BWS ist komplex. Bei familidren Fallen wurden in 40 %
der Falle Mutationen im Gen CDKN1C (cyclin-abhangiger Kinaseinhibitor 1C) gefunden,
wahrend in sporadischen Fallen vor allem eine paternale UPD 11p15.5 oder ein Verlust der
Pragung von /IGF2 oder anderer gepragter Gene beobachtet wurde (Engel et al. 2000; Maher
et al. 2000). In einigen BWS-Patienten fehlte die Methylierung in einer differentiell
methylierten Region im Gen KCNQ1 auf Chr. 11p15.5, das flr einen spannungsgesteuerten
Kaliumkanal codiert (Smilinich et al. 1999; Engel et al. 2000).

Das Silver-Russel-Syndrom (SRS; OMIM 180860) umfasst pra- und postnatale
Wachstumsstérungen und Dysmorphiezeichen, vor allem eine laterale Asymmetrie und
Kleinwlchsigkeit. Die Manifestation der typischen SRS-Charakteristika schwankt enorm
zwischen den einzelnen Patienten. In etwa 10 % der SRS-Patienten wurde eine maternale
UPD 7 diagnostiziert (Kotzot et al. 1995), was auf eines oder mehrere gepragte Gene auf
Chromosom 7 schliefen lasst. Die molekulare Etiologie des SRS ist noch unklar. Es wird
vermutet, dass das SRS entweder durch eine fehlende paternale Expression eines
wachstumsférdernden Gens hervorgerufen wird, oder durch einen Uberschuss eines
maternal exprimierten wachstumshemmenden Gens (Hannula et al. 2001a). Sowohl die
Region 1723 - 24, als auch die Bereiche 7p11.2 - 13 und 7931 - gter sind Kandidaten-
regionen fir SRS, in denen als mdgliche Kandidatengene gepragte wachstumsregulierende
Gene vermutet werden (Hitchins et al. 2001).

Die erbliche Osteodystrophie Albright (AHO; OMIM 300800) ist eine autosomal dominante
Stérung, die durch  Kleinwichsigkeit,  Adipositas, Kurzfingrigkeit, = subkutane
Verknécherungen und geistige Behinderung gekennzeichnet wird. Mutationen im
gewebespezifisch paternal gepragten Gen GNAST (,Guanine Nucleotide-binding Protein
alpha-stimulating Activity Polypeptide 1) auf Chr. 20q13.2 verursachen die hormonresistente
Form der AHO, den Pseudohypoparathyroidismus Typ 1a (Germain-Lee et al. 2002).
Transienter neonataler Diabetes mellitus (TNDM; OMIM 601410) ist ebenfalls ein
Imprintingsyndrom und aufert sich in intrauteriner Wachstumsretardierung, Dehydrierung
und Insulinmangel. Einige Patienten weisen eine paternale UPD in der Region von Chr. 6q24
auf, in welcher eine differentiell methylierte Region und mindestens zwei gepragte Gene
HYMAI und ZAC lokalisiert sind (Arima et al. 2001).
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1.5.3 Nachweis der genomischen Pragung

1.5.3.1 Differentielle Methylierung

Methylierungsuntersuchungen werden oftmals zur Identifizierung neuer oder zur Bestatigung
vermuteter gepragter Gene eingesetzt (Kelsey et al. 1998). Gepragte Gene besitzen
differentiell methylierte Regionen (DMRs), die ein unterschiedliches Methylierungsmuster
zwischen paternalem und maternalem Allel aufweisen. DMRs bestehen meistens aus CpG-
reichen Sequenzen oder CpG-lnseln und sind oft mit tandem-repetitiven Elementen
assoziiert (Constancia et al. 1998).

Der Nachweis differentiell methylierter CpG-Dinukleotide kann Uber einen Verdau mit
methylierungs-sensitiven Restriktionsenzymen und Detektion der Fragmente vorgenommen
werden (Kawai et al. 1993; Lisitsyn et al. 1993; Hayashizaki et al. 1994; Peters et al. 1999).
Eine andere Methode ist die genomische Bisulfitsequenzierung, bei der genomische DNA
selektiv chemisch umgewandelt und anschlieBend sequenziert wird (Frommer et al. 1992;
Feil et al. 1994a; Grunau et al. 2001). Mit der Bisulfitsequenzierung kénnen alle CpG-
Dinukleotide in einer Sequenz auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht werden.
Natriumbisulfit desaminiert alle unmethylierten Cytosine und wandelt sie in Uracile um (Abb.
1-6) (Frommer et al. 1992; Feil et al. 1994a; Hayatsu 1996; Grunau et al. 2001).

Die DNA wird dazu alkalisch denaturiert, dann findet unter Inkubation mit Natriumbisulfit eine
reversible Addition des Bisulfitions an das Kohlenstoffatom C-6 des Cytosinrings statt. Es
entsteht Cytosin-Sulfonat, das durch hydrolytische Desaminierung weiter in Uracil-Sulfonat
umgewandelt wird (Abb. 1-6, Schritt 2). Im alkalischen Schritt werden die modifizierten
Basen (Uracil-Sulfonate) zu Uracil desulfoniert. Dann wird die Reaktion neutralisiert. Alle
unmethylierten Cytosine werden durch chemische Umwandlung in Uracile konvertiert. Bei
methylierten Cytosinen erfolgt der nukleophile Angriff durch das Bisulfitanion nicht oder nur

sehr langsam, und die 5mC bleiben unverandert.

j'_f HSO - __Ti_|'_ Abb. 1-6: Schematische Darstellung der
Ji |I _— Hrl]f Hl Bisulfitbehandlung von DNA, leicht verédndert
0~ “NH oW O~ NH “~go;  nach (Hayatsu 1996):
i Cytngk Sutonat 1.  Addition  des  Bisulfitions an  das
L '"“"xll Kohlenstoffatom C-6 des Cytosinrings.
HH, /lT 2. Cytosin-Sulfonat wird durch hydrolytische
. e Desaminierung in Uracil-Sulfonat umgewandelt.
HF"“‘“ H50, HNT 3. Uracil-Sulfonat wird im alkalischen Schritt zu
':'.:}H\‘[*Hﬂ oH 07~ ~.1H‘l“- 5 Uracil desulfoniert.
Uracil Uracil-Sulfonat
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Die modifizierte, bisulfitbehandelte DNA wird in einem anschlieRBenden PCR-Ansatz
amplifiziert. Das PCR-Produkt kann direkt sequenziert oder vorher subkloniert werden. In der
Sequenzanalyse der Bisulfitfragmente erscheinen alle unmethylierten Cytosine der nativen
DNA als Thymine, wahrend die methylierten Cytosine in der Sequenz als Cytosine erhalten
bleiben (Frommer et al. 1992).

Bei der genomischen Bisulfitsequenzierung von DMRs werden methylierte und unmethylierte
Allele erhalten. Zur Unterscheidung der maternalen und paternalen Allele kdnnen DNAs
verwendet werden, die eine Sequenzvariante mit bekanntem parentalem Ursprung im
untersuchten DNA-Abschnitt vorweisen. Auflerdem ist bei der Verwendung von DNA-
Material mit uniparentaler Herkunft beispielsweise eines Chromosoms (maternale und

paternale UPD) die elterliche Herkunft der untersuchten Allele gesichert.

1.5.3.2 Untersuchung auf Expressionsebene

Die genomische Pragung bewirkt eine monoallelische, differentielle Expression abhangig
vom elterlichen Ursprung und kann auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden. Zum
Nachweis stehen vergleichende und allelspezifische, quantitative oder qualitative
Expressionsanalysen zur Verfigung (Kelsey et al. 1998). Der Vergleich von cDNAs
parthenogenetischer oder uniparentaler Embryonen oder Zelllinien mit normaler cDNA zeigt
Expressionsunterschiede auf (Kaneko-Ishino et al. 1995; Mizuno et al. 2002). Eine
elternspezifische Expression lasst sich nachweisen, wenn die parentalen Allele durch eine
Sequenzvariante in der cDNA unterschieden und der elterlichen Herkunft zugeordnet werden
kénnen. Dazu eignet sich die PCR-Amplifikation von cDNAs (RT-PCR), an die sich eine

Sequenzierung zur Detektion der Allele anschliel3t.

1.5.3.3 Chromatinformation

Die standig sich andernde Chromatinstruktur und Chromatinzuganglichkeit (,Chromatin-
Remodelling*) spielt eine Rolle bei der transkriptionellen Regulation von Genen in vivo (Kap.
1.5.1). Ein ATP-abhangiger Proteinkomplex (Chromatin Accessibility Complex ,CHRAC®)
steuert die Nukleosomenbewegung entlang der DNA und veradndert die Histon-DNA-
Interaktion (Becker 2002; Eberharter et al. 2002). Die Chromatinkonformation wird au3erdem
durch DNA-Methylierung, Histonmodifikationen und verschiedene Proteine verandert (Li
2002; Narlikar et al. 2002).
Transkriptionell aktive DNA-Abschnitte zeigen eine ,offene® Chromatinstruktur, deren
Nukleosomen acetylierte Histone enthalten (Abb. 1-4, S. 10). Diese chromosomalen
Regionen sind zuganglicher fur Transkriptionsfaktoren und Desoxyribonuklease 1 (DNase | -
hyper-sensitive Stellen) (Reik et al. 2001). Die unterschiedliche Sensitivitdt der Allele
gepragter Gene fir DNase | spiegelt Uber die Chromatinstruktur den Transkriptionsstatus
wider. Mit einer differentiell methylieten DNA-Region gepragter Gene ist oft eine
16



allelspezifisch unterschiedliche Histonacetylierung assoziiert (Lau et al. 2001). Zusammen
mit einer DNA-Methylierung kann die Histondeacetylierung Uber eine sterisch engere
Chromatinformation die transkriptionelle Stilllegung von Genen bewirken (Kass et al. 1997;
Grandjean et al. 2001; Gregory et al. 2001).

Die Histonacetylierung kann mit der Chromatin-Immunoprazipitation (,ChIP“) nachgewiesen
werden. Mit Hilfe von Antikdrpern gegen acetylierte Histone werden Chromatinfragmente mit
Histonacetylierung vom ubrigen Chromatin getrennt und mit PCR-Techniken detektiert
(Orlando et al. 1997).

1.5.3.4 Asynchrone Replikation

Die Replikation von DNA in der S-Phase geschieht nicht gleichzeitig an allen Stellen des
Genoms oder eines Chromosoms, sondern wird eingeteilt in transkriptionell aktives, frih-
replizierendes und hochkondensiertes, spatreplizierendes Chromatin (Alberts et al. 1994).

In weiblichen Saugern ist das aktive X-Chromosom frihreplizierend, und das inaktive,
methylierte X-Chromosom spatreplizierend (Kitsberg et al. 1993). Auch in gepragten
Regionen wurde beobachtet, dass die DNA asynchron in der S-Phase des Zellzyklus
repliziert wird. In Chromosomenregionen, in denen maternal und paternal exprimierte Gene
vermischt liegen (z. B. in der PWS/AS-Region), wird das paternale Allel generell friher
repliziert als das maternale (Kitsberg et al. 1993; Knoll et al. 1994).

Experimentell kdénnen die Replikationszeitpunkte mit Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) in Interphasekernen untersucht werden. Durch eine BrdU-Markierung wachsender
Zellen und mit fluoreszenzmarkierten Sonden fiir die gepragten genomischen Regionen ist in
Interphasekernen die asynchrone Replikation als ein einzelnes und ein doppeltes

Hybridisierungssignal zu beobachten.
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der Arbeit bestand darin, anhand molekulargenetischer Untersuchungen das
krankheitsverursachende Gen flir das Myoklonus-Dystonia-Syndrom (MDS) in den
vorliegenden MDS-Familien zu identifizieren.

Aulerdem sollte die Vererbung dieses Gens und die molekularen Ursachen seiner
allelspezifischen Expression analysiert werden, um einen Beitrag zur Erforschung der

genetischen Ursachen des MDS zu leisten.

Mit einem positionellen Klonierungsansatz sollte das krankheitsverursachende Gen fiir das
MDS identifiziert werden. Kopplungsanalysen des MDS auf Chr. 7921 - 22 waren daflr eine
wesentliche Voraussetzung. In der Kandidatenregion sollten mit Hilfe eines
Annotationsprogramms bekannte und neue Gene identifiziert und eine vollstandige
Transkriptkarte von diesem Bereich erstellt werden. Neu vorhergesagte Gene mussten
experimentell verifiziert und vervollstandigt werden. Eine Mutationsanalyse der identifizierten

Kandidatengene flir das MDS sollte vorgenommen werden.

Die Vererbung des MDS erfolgte nach einem dominanten Erbschema, das jedoch keine
vollstdndige Penetranz besitzt. Familienstammbaumanalysen zeigten, dass die Transmission
der Erkrankung abhangig vom Geschlecht des krankheitsiibertragenden Elternteils ist. Daher
sollte eine mogliche genomische Pragung des in MDS-Patienten mutierten Gens in
genomischer DNA und auf transkriptioneller Ebene untersucht werden.

Die differentielle Methylierung von Cytosinen in CpG-Dinukleotiden ist ein epigenetischer
Mechanismus zur Pragung von Genen und kann der Identifizierung gepragter Gene dienen.
Die Etablierung der genomischen Bisulfitsequenzierung war die Voraussetzung, um den
Methylierungsstatus von CpG-Dinukleotiden im Promotorbereich von SGCE in
Lymphoblasten und Gehirngewebe zu analysieren.

Die maternale Pragung des SGCE-Gens sollte auf Expressionsebene verifiziert werden. Eine
monoallelische Expression des SGCE-Gens wurde in cDNA von genomisch heterozygoten
SGCE-Mutationstragern untersucht. Die differentielle Expression der elterlichen Allele sollte
in cDNAs uniparentaler Disomien von Chromosom 7 Uberprift werden. Da einige gepragte
Gene physikalisch gekoppelt vorliegen, wurden benachbarte Gene auf monoallelische
Expression analysiert.

Um einen besseren Einblick in die Vererbung des MDS zu bekommen, sollte der Fall einer
maternalen Transmission ndher untersucht werden, der im Widerspruch zu einer maternalen

Pragung des Krankheitsgens steht.
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2 Material und Methoden

Die Mehrheit der hier in Kurzform dargestellten Standardmethoden und -lésungen sind
detailliert in Sambrook et al. (1989) beschrieben.

2.1 Patientenmaterial

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Patientenmaterial wurde entweder im Rahmen
der genetischen Diagnostik und Beratung der Neurologischen Klinik und Poliklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum Grof3hadern aus Kliniken und Praxen
zugesandt, oder stammte aus der DNA-Datenbank der Abteilung Medizinische Genetik,
Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Mdinchen. Von einigen
Patientenblutproben wurden lymphoblastoide Zelllinien etabliert. EBV-transformierte
lymphoblastoide UPD7 Zellen aus Zelllinien wurden vom Max-Planck-Institut flir Molekulare
Genetik in Berlin zur Verfigung gestellt (Blagitko et al. 2000). Aus der ,German Brain Bank*

(http://www.brain-net) waren Gehirn-DNA-Proben und Gehirngewebe verfligbar.

2.2 Chemikalien und andere Materialien

Anorganische und organische Grundchemikalien entsprechen dem Reinheitsgrad ,p.a.“ und
wurden vor allem von den Firmen Sigma und Merck sowie den angegebenen Firmen
bezogen. Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer Mannheim, New England
Biolabs und Stratagene bezogen und nach Vorschrift eingesetzt. T4 DNA-Ligase und DNA-

Polymerase | (Klenow-Fragment) stammten von der Firma Boehringer Mannheim.

Produkt Firma
B-Mercaptoethanol Merck

Dextransulfat Amersham Biosciences
DMSO Roth

Dithiothreitol (DTT) Sigma

Eisessig (100 % Essigsaure) Merck

Ethanol absolut (99,8 %) Merck

Ethanol vergallt (96 %) Warenlager der GSF Neuherberg
Hefeextrakt Fluka BioChemika
Humane cot-1-DNA Gibco BRL
Hydrochinon Sigma

LiChrosolv-H,O Merck

Natriumacetat Merck

Natriumbisulfit Na,S,05 Sigma

Natronlauge NaOH Merck
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PBS

POP6-Matrix fir Sequenzierautomaten
Puffer fir Sequenzierautomaten
Salzsaure (32 % HCI)

Sephadex G50

Tri-Natrium-Citrat (NazCsHs07 x 2 H,0)

Tris

2.3 Kits

Advantage 2 Polymerase Mix
First-strand cDNA Synthese Kit
QIlAquick Gel Extraction Kit
QIlAquick PCR Purification Kit
QlAprep Spin Plasmid Miniprep Kit
RNeasy Mini Kit

RNase-free DNase Set

QlAamp DNA Mini Kit

Rapid-Ligation Kit (0 GEM-T-Vektorsystem)

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction

Marathon Ready RACE PCR Kit

2.4 Puffer und Lésungen

Gibco BRL bzw. PAA
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Merck

Amersham Biosciences
Merck

USB

Clontech
Amersham Biosciences
QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

Promega

Applied Biosystems
Clontech

Soweit nicht anders angegeben wurden Standardlésungen nach Sambrook et al. (1989) mit

bidestilliertem Wasser angesetzt und je nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert. Danach

wurde gegebenenfalls der pH-Wert eingestellt.

Haufig verwendete Standardlésungen sind: DTT (Dithiothreitol) (1 M), EDTA-L6sung (0,5 M;
pH 8,0), Salzsaure (1 M HCI), Kaliumchlorid-Losung (1 M KCI), Magnesiumchlorid-Lésung
(1 M MgCl,), MOPS-Puffer (pH 7,0), Natriumacetat (3 M NaOAc, pH 5 - 5,4), Natriumchlorid-
Lésung (5 M NaCl), Natronlauge (10 M NaOH), 10x PBS, 20 % SDS, 20x SSC, 10x TBE
(pH 8), 1x TE-Puffer (pH 7,2; 7,4 oder 8) und Tris-HCI (1 M).

Spezielle Losungen und Puffer sind in den entsprechenden Abschnitten des Methodenteils

aufgefihrt.
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2.5 Zellkultur

Die Etablierung der lymphoblastoiden Zelllinien erfolgte durch Transformation von
Leukozyten mit Epstein-Barr-Virus (EBV) nach einem modifizierten Protokoll von Neitzel
(1986).

2.5.1 Kultivierung

Zellkultur-Medium: RPMI 1640 mit Glutamax (PAA Laboratories), 10 % FCS (PAA Laboratories)
und ca. 1 % Penicillin/Streptomycin (ca. 100 U/ml EK; Gibco BRL)

Lymphoblastoide Zelllinien wurden in Zellkultur-Medium bei 37°C, 5 % CO, und 80 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Abhangig vom Zellwachstum erfolgte in Abstédnden von 1 - 3 Tagen
eine Zugabe von Medium oder spater ein Austausch von Medium durch Zentrifugation der
Zellsuspension (2 min bei 1000 U/min) und Resuspension des Zellpellets in frischem

Medium.

2.5.2 Zellen einfrieren

Einfriermedium: 10 ml RPMI 1640 mit Glutamax (PAA Laboratories), 20 % FCS (PAA
Laboratories), 20 % DMSO sterilfiltriert

Nach Anreicherung der Zellen in einer groRen Kulturflasche (75 cm?) wurden diese 5 min bei
1200 U/min zentrifugiert, das Zellpellet in 500 pl Zellkultur-Medium resuspendiert, in ein
Kryotube Ubergefihrt und mit 500 pl Einfriermedium vermischt. Zuerst wurden die Zellen bei
-70°C bis zu einer Woche in einer Styroporbox gelagert, bevor sie in flussigen Stickstoff

(-196°C) umgelagert wurden.

2.5.3 Zellen auftauen

Die Reaktivierung eingefrorener Zellen erfolgte durch rasches Auftauen bei 37°C, Waschen
der Zellen mit 10 ml warmem Zellkultur-Medium oder PBS (5 min bei 1200 U/min) und
Resuspension in 2 ml Zellkultur-Medium. Die Zellen wurden zuerst in Kulturflaschen von 25

cm? ausgesat, und spater in gréRere Kulturflaschen von 75 - 125 cm? iibergefiihrt.
2.6 Isolations- und Praparationstechniken fiir Nukleinsduren

2.6.1 DNA Isolationstechniken

Die bereitgestellte DNA aus der genetischen Beratungsstelle und Diagnostik der
Neurologischen Klinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum
GroBBhadern und der Abteilung Medizinische Genetik, Klinikum Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Minchen wurde aus EDTA-Vollblut nach einem modifizierten

Protokoll von Miller et al. (1988) aus peripheren Blutleukozyten isoliert.
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Die Isolation von DNA aus lymphoblastoiden Zelllinien oder Gewebe wurde mit dem QlAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN) nach den Protokollen des Herstellers (speziell fur Blut oder
Gewebeproben) durchgefuhrt.

Zur Ermittlung der DNA-Konzentration erfolgte eine Extinktionsmessung bei 260 nm
(10D260 entspricht 50 ug DNA/mI). Die Reinheit wurde Uber das Absorptionsverhaltnis

Aoso/Azso gemessen und lag im Bereich von 1,7 - 1,9.

2.6.1.1 DNA-Isolation aus EDTA-Blut

Lyse-Puffer: 155 mM NH,4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA, pH7,4
SE-Puffer: 75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8,0 mit NaOH

5 - 10 ml EDTA-Blut wurden mit 40 - 45 ml Lyse-Puffer vermischt, 15 min auf Eis inkubiert
und bei 1500 U/min 10 min bei 7°C zentrifugiert. Das Pellet kernhaltiger Zellen wurde in 5 ml
SE-Puffer nach Zugabe von 25 pl Pronase E (Sigma; 20 mg/ml) und 250 uyl SDS (20 %) UN
bei 37°C proteolytisch aufgeschlossen. Die Proteinfallung erfolgte durch Zugabe von 2 - 3 ml
5 M NaCl, intensives Vortexen und Zentrifugation bei 2500 U/min fur 15 min bei RT. Der
Uberstand wurde in ein neues Réhrchen tberfiihrt und die darin enthaltene DNA mit 2 Vol.
Ethanol absolut geféllt. Nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol und Trocknung wurde die
DNA in 100 - 1000 pl TE-Puffer (pH 8) gelost.

2.6.1.2 DNA-Isolation aus lymphoblastoiden Zelllinien

Unter Verwendung des QlAamp DNA Mini Kits (QIAGEN) wurden bis zu 5 x 10° Zellen aus
lymphoblastoiden Zelllinien in PBS mit Proteinase K (QIAGEN) und RNase A in AL-Puffer bei
56°C fir 10 min lysiert. Nach Zugabe von Ethanol wurde die Probe auf die QlAamp DNA
Mini Saule aufgebracht, mit den Puffern AW-1 und AW-2 gewaschen, die DNA
trockenzentrifugiert und mit ddH,O von der Membran eluiert. Es wurden etwa 6 - 30 ug DNA

isoliert.

2.6.1.3 DNA-Isolation aus Gewebeproben

25 mg Gewebe wurde mit einem Skalpell zerkleinert und in Puffer ATL mit Proteinase K
(QIAGEN) bei 56°C im Schuttelinkubator UN lysiert. Es erfolgte eine RNase A-Inkubation fur
2 min bei RT und nach Zugabe von AL-Puffer eine Inkubation fir 10 min bei 70°C. Die Probe
wurde mit Ethanol gemischt, auf die QlAamp DNA Mini S&ule aufgebracht und mit den
Puffern AW-1 und AW-2 gewaschen. Danach wurde die DNA trockenzentrifugiert und mit
ddH,0 von der Membran eluiert. Aus 25 mg Gehirngewebe wurden 6 - 10 ug DNA isoliert.

2.6.2 RNA Isolationstechniken

DEPC H,0O: 0,01 % (v/v) DEPC-L6sung aus Diethylpyrocarbonat (97 %, Roth) in dH,0,

autoklaviert
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Allgemeine Vorschriften flr das Arbeiten mit RNA finden sich in Sambrook et al. (1989). Alle
verwendeten Substanzen und Losungen missen RNase-frei sein.

Zur Beurteilung der RNA-Qualitdt und -Quantitdt wurde ein Aliquot der isolieten RNA
(1 - 2 yl) auf ein 0,7 % -iges Agarose-Gel aufgetragen und auf einem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Extinktionsmessung bei
260 nm (1 ODygy entspricht 40 yg RNA/mI). Die Reinheit isolierter RNA wurde Uber das

Absorptionsverhaltnis Ayso/Azs0 gemessen und lag im Bereich von 1,6 - 1,8.

2.6.2.1 RNA-Isolation mit dem TRIZOL-Protokoll
Die Praparation von Gesamt-RNA unter Anwendung des TRIZOL-Reagenz (Gibco BRL)

basiert auf einer sauren Phenol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski et al. 1987).
Nach Homogenisierung der zu praparierenden Probe in TRIZOL-Reagenz (1 ml/100 mg
Gewebe bzw. 5 x 10° Zellen) entsprach die Vorgehensweise bei der RNA-Isolierung dem

Protokoll des Herstellers. Die erwartete Ausbeute von 25 ug variierte um + 50 %.

2.6.2.2 RNA-Isolation mit DNase-Behandlung

Bei der Praparation von Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini Kit (QIAGEN) wurde zusatzlich
eine DNase-Behandlung (RNase-free DNase Set, QIAGEN) durchgefuhrt.

5x 10° - 1 x 10" Zellen aus der Zellkultur wurden in mit p-Mercaptoethanol-versetztem RLT-
Puffer durch Auf- und Abziehen in einer Injektionsnadel (Durchmesser 0,9 mm)
homogenisiert und lysiert. Nach Zugabe von 1 Vol. 70 % Ethanol wurde die Probe auf die
Saule des RNeasy Mini Kits (QIAGEN) gebracht und mit Puffer RW-1 gewaschen. Dann
erfolgte eine DNase | - Behandlung in RDD-Puffer auf der Membran, an die sich
Waschschritte mit Puffer RW-1 und zweimal mit RPE-Puffer anschlossen. Nach dem
Zentrifugieren wurde die RNA in RNase-freiem ddH,O eluiert. Es wurden 30 - 100 ug RNA

isoliert.

2.6.2.3 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription praparierter RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde der
First-strand cDNA Synthese Kit (Amersham Biosciences) verwendet. Etwa 3 ug Gesamt-
RNA dienten als Ausgangsmenge. Die denaturierte RNA wurde auf Eis mit dem Erststrang-
Reaktionsmix (1x RT-Puffer, dNTPs, Reverse Transkriptase), DTT-Losung und dem als
Primer dienenden Notl-d(T)ss -Oligomer (0,2 ug) vermischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Je
90 ng der synthetisierten Erststrang-cDNA konnten direkt in eine RT-PCR-Reaktion
eingesetzt werden (Kap. 2.9.2).
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2.7 Gelelektrophorese

SeaKem Agarose (Biozym)

Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma)

Langenstandard 1 kb-Leiter (Gibco BRL) oder Langenstandard V (Roche Diagnostics)

Orange G Probenauftragspuffer: 0,05 % (w/v) Orange G (Sigma) in 25 % (w/v) Ficoll™PM400
(Amersham Biosciences) in TE-Puffer (pH 7,4);

1:10 zur aufzutragenden Probe zugemischt

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese von DNA, RNA, PCR-Produkten und Plasmiden
fand unter folgenden Bedingungen statt:

0,7 - 2 % -ige Agarose-Gele mit 6 - 8 mm Geldicke und 0,2 pg/ml Ethidiumbromid-EK in 1x
TBE-Puffer wurden bei 2 - 5 V/cm Elektrodenabstand in TBE-Puffer betrieben. Ein
mitgeflhrter Langenstandard ermoglichte die Interpretation der Ergebnisse. Die Detektion
der Nukleinsauren erfolgte unter einem UV-Transilluminator (Herolab) bei einer Wellenlange

von 300 nm.

2.8 Bisulfitbehandlung von DNA

Die Bisulfitbehandlung von genomischer DNA ist eine selektive, chemische Umwandlung von
Cytosinbasen abhangig von ihrem Methylierungsstatus (Grunau et al. 2001). Unmethylierte
Cytosine werden wahrend der Bisulfitbehandlung desaminiert und in Uracile umgewandelt
(Abb. 1-6, S. 15), wahrend 5-Methyl-Cytosine nicht verandert werden (Frommer et al. 1992;
Clark et al. 1994).

10 mM Hydrochinonlésung: 55 mg Hydrochinon ad 50 ml ddH,O; entgast
2 M Natriumbisulfitldsung: 3,8 g Na,S,05 ad 10 ml ddH,O; pH 5 - 5,2 mit NaOH; entgast

Fir die Bisulfitbehandlung wurden 2 - 3 ug genomischer DNA in einer EK von 0,3 M NaOH
flr 15 min bei 37°C zur Denaturierung inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl 10 mM Hydrochinon
und 520 pl 2 M NayS,;0s (pH 5,1) wurde flr 16 Stunden bei 50 - 55°C inkubiert. Die DNA
wurde auf Saulen des QIAamp DNA mini Kits nach der Protokoll des Herstellers gereinigt.
Nach dem Aufbringen der DNA des Reaktionsansatzes auf die Sdule durch Zentrifugation
folgten Waschschritte mit den Puffern AW-1 und AW-2, danach wurde die DNA getrocknet
und mit auf 70°C erwarmtem ddH,0O eluiert. Im nachfolgenden alkalischen Schritt wurden die
modifizierten Basen (Uracil-Sulfonate) mit 44 yl 3 M NaOH (EK 0,3 M) fiir 15 min bei 37°C zu
Uracil desulfoniert. Die Reaktion wurde mit 90 yl 3 M NaOAc (pH 5,4) neutralisiert. Die DNA
wurde mit 1 ml Ethanol absolut prazipitiert (Sambrook et al. 1989) und in 30 pl 1 mM Tris (pH
7,4) aufgenommen. Bisulfitbehandelte DNA war stark degradiert und bei Lagerung zwischen
-15°C und -25°C bis zu 2 Monate lang in einer Bisulfit-PCR (Kap. 2.9.6) amplifizierbar.
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2.9 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

2.9.1 Standard-PCR

Eine DNA-Amplifikation mit Hilfe der Standard-PCR erfolgte nach der Methode von Saiki et
al. (1988). Die Reaktionsansatze variierten abhangig von der verwendeten Ausgangs-DNA
(genomische DNA, cDNA). Detaillierte Beschreibungen der Primersequenzen,
Anlagerungstemperaturen und amplifizierte Fragmentgréen finden sich im Anhang.

Ausgangsmaterial fir die Amplifikation einzelner Exons in einem Reaktionsansatz von 25 pl
in 1x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs (Amersham Biosciences), je 0,2 - 0,4
pmol/ul (5 pmol) Oligonukleotidprimer (F fur ,Forward” und R fir ,Reverse®) und 0,7 - 1 U
Taqg-DNA-Polymerase waren ca. 100 - 200 ng genomische DNA. Die Oligonukleotide wurden
von der Firma Metabion synthetisiert und lyophilisiert geliefert. Die PCR-Reaktion erfolgte in
0,5 ml Reaktionsgefalien in einem programmierbaren Thermocycler (MJ Research PTC-200)

unter folgenden Bedingungen:

1. initiale Denaturierung 95°C 5 min

2. Denaturierung 95°C 15 - 60 sec

3. Primeranlagerung 48 - 60°C 30 - 60 sec

4. Synthese 72°C 30 sec - 1 min 45 sec
5. Wiederholung der Schritte 2 - 4 in 24 - 34 Zyklen

6. finale Elongation 72°C 5 min

Das PCR-Reaktionsprogramm umfasste zwischen 25 und 35 Zyklen, wobei die PCR-
Variablen wie Temperatur und Zeit der Primer-DNA-Anlagerung in Abhangigkeit von der
Basenzusammensetzung und Lange der jeweiligen Primer und die DNA-Synthesezeit
(4. Schritt) je nach GroRe des zu amplifizierenden PCR-Produkts optimiert wurden.

Als Standard-PCR-Protokoll wurde der Ansatz der Ampli-Taq Gold verwendet:

Reagenzien fiir Ampli-Taq Gold PCR-Ansatz ul fiir 1x
ABI Gold PCR-Puffer (10x, Roche/Applied Biosystems) 2,5
dNTPs (2 mM) 2,5
MgCl; (25 mM, Roche/Applied Biosystems) 1,5
Primer F (20 pmol/ul) 0,25
Primer R (20 pmol/ul) 0,25
Ampli-Tag Gold DNA-Polymerase (5 U/ul, Roche/Applied Biosystems) 0,2

100 - 200 ng genomische DNA oder 90 ng cDNA 1-2
ddH,0 ad 25 ul Gesamtreaktionsvolumen ad 25 yl

2.9.2 RT-PCR

Die Amplifikation von cDNA-Fragmenten erfolgte entweder aus synthetisierter Erststrang-
cDNA der Reversen Transkription oder aus kommerziell erworbener cDNA (Marathon
Ready™ cDNA, Clontech).
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Etwa 90 ng cDNA wurden in die RT-PCR eingesetzt. Zum Test auf die Amplifizierbarkeit der
synthetisierten Erststrang-cDNA wurde eine RT-PCR mit GAPDH-Primern gemacht:
GAPDH-F: 5'-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3'

GAPDH-R: 5'-AGGTCCACCACTGACACGTT-3'

Der Vorwartsprimer (in Exon 7) und der Rickwartsprimer (in Exon 8) amplifizieren ein cDNA-
Fragment von 282 bp. Diese Primer flankieren ein genomisches Fragment mit Intron von ca.
500 bp und dienen gleichzeitig als Test auf DNA-Kontamination.

Allgemein empfiehlt es sich, Primer fir cDNAs introniberspannend zu legen. RT-PCR-
Reaktionen wurden nach dem Standard-Protokoll der Ampli-Tag Gold (Kap. 2.9.1)
durchgefihrt.

2.9.3 Nested PCR

Abhangig davon, wie hoch das zu untersuchende Gen im jeweiligen Gewebe exprimiert wird,
oder die Ausgangsmenge des amplifizierbaren Materials z. B. nach einer Bisulfitbehandlung
war, musste an die erste PCR eine zweite, sog. ,nested“ PCR-Reaktion angeschlossen
werden. Das Primerpaar der nested-PCR oder zumindest einer der beiden Primer (semi-
nested PCR) liegt versetzt innerhalb des ersten PCR-amplifizierten Fragments. Ein Aliquot
der entstandenen DNA-Fragmente der ersten PCR-Runde dient hierbei als Matrize in der

zweiten Runde.

2.9.4 Multiplex PCR
Die Multiplex-PCR erfolgte analog zur Vorschrift der Standard-PCR (Kap. 2.9.1). Anstelle

von einem Primerpaar wurden hier zwei Primerpaare gleichzeitig in einen PCR-
Reaktionsansatz gegeben. Die Menge der eingesetzten Oligonukleotide musste bei den
Multiplex-PCRs individuell optimiert werden. Bei Multiplex-RT-PCRs wurden die Kontroll-
GAPDH-Primer als interner Standard verwendet und aufgrund der hohen Expression von
GAPDH in geringeren Mengen eingesetzt, als die cDNA-Primer des zu vergleichenden
Gens. Die Produkte der verschiedenen Primerpaare konnten nach einer Gelelektrophorese
in einem 2 % -igen Agarose-Gel unterschieden werden. Eine ungefahre Abschatzung der
Expressionslevel von Genen verschiedener cDNAs war im Vergleich mit der GAPDH-Bande

moglich.
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Neben der Verwendung des Ampli-Tag-Gold-PCR-Ansatzes wurde als Multiplex-Ansatz

auch der Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) nach Herstellerangaben eingesetzt:

Reagenzien fiir Advantage 2 Polymerase PCR-Ansatz ul fiir 1x
Advantage PCR-Puffer (10x) 2,5
dNTPs (10 mM) 0,5
genspezifischer Primer F (20 pmol/ul) 0,5-1
genspezifischer Primer R (20 pmol/ul) 0,5-1
GAPDH Primer F (20 pmol/pl) 0,25
GAPDH Primer R (20 pmol/ul) 0,25
Advantage Polymerase Mix (50x) 0,07
cDNA (ca. 70 - 120 ng) 0,8-1,3
ddH,0 ad 25 yl Gesamtreaktionsvolumen ad 25 yl
PCR-Programm:

1.95°C 1 min

2.95°C 30 sec

3.56 - 59°C 30 sec

4.68°C 30 - 45 sec

5. Wiederholung der Schritte 2 - 4 in 30 Zyklen

6.68°C 1 -5 min

2.9.5 5-RACE-PCR
Eine spezielle Form der RT-PCR, die RACE-PCR, bedient sich als Ausgangsmaterial einer

mit synthetischen Sequenz-Adaptern versehenen cDNA (Marathon Ready™ cDNA, human
brain, human fetal brain, human testis, Clontech). Die RACE-PCR wird zur Amplifikation
fehlender 5’- und 3’-Enden von cDNA eingesetzt. Mit Hilfe eines genspezifischen Primers
(komplementar revers) in der bekannten cDNA-Sequenz und einem Adaptor Primer (AP 1)
wird ein spezifisches RACE-PCR-Produkt generiert. Fur die 5'- bzw. 3'-RACE-PCR werden
abhangig von den verwendeten Primern Anlagerungstemperaturen von 54 - 60°C genutzt.
Bei vermuteten ProduktgréfRen von 0,5 - 2 kb wird eine Synthesezeit von 2 min veranschlagt,
fir Produkte > 2 kb sind 4 min angemessen. Auch hier ist unter Umstanden eine zweite
,hested“-PCR notwendig, zu der ein Nested Adaptor Primer (AP 2) zur Verfliigung steht.

Das RACE-PCR-Protokoll ist meist ein Standard-Protokoll (Kap. 2.9.1) mit langerer
Extensionszeit im PCR-Programm. Fur GC-reiche Sequenzen im 5’-Bereich empfiehlt sich

das Protokoll der QIAGEN Taqg-Polymerase mit bzw. ohne Zugabe von Q-Solution:

Reagenzien fiir QIAGEN Taq-Polymerase PCR-Ansatz ul fiir 1x
QIAGEN PCR-Puffer (10x, QIAGEN) 5
dNTPs (2 mM) 4

Primer AP 1 oder AP 2 (20 pmol/pl) 1
genspezifischer Primer R (20 pmol/ul) 1
Q-Solution (5 x, QIAGEN) 10
QIAGEN Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul, QIAGEN) 0,14

90 ng Marathon Ready cDNA oder 1. Runde PCR 1-2
ddH,0 ad 50 yl Gesamtreaktionsvolumen ad 50 pl
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PCR-Programm:

1.94°C 5 min

2.94°C 1 min

3.56 -60°C 1 min

4.72°C 1 min

5. Wiederholung der Schritte 2 - 4 in 28 - 30 Zyklen
6.72°C 10 min

2.9.6 Bisulfit-PCR

3 - 5 pl der bisulfitbehandelten DNA (50 ng amplifizierbare DNA aus urspringlich 500 ng
(Grunau et al. 2001)) wurden in die PCR eingesetzt. Die Bisulfit-PCR ist auf eine
Fragmentldnge von maximal ca. 375 bp begrenzt, weil die DNA durch die
Bisulfitumwandlung stark beschadigt wurde und in kleinen Fragmenten vorliegt.

Die modifizierte, bisulfitbehandelte DNA wurde mit entsprechenden Primern amplifiziert. Bei
der Primerauswahl musste beachtet werden, dass codierender und nicht-codierender Strang
nach der Bisulfitumwandlung nicht mehr komplementar sind.

Der Erfolg einer Bisulfit-PCR war stark abhangig von den Primern und musste flir jeden
Fragmentbereich eigens optimiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene
Primer verwendet, um den Methylierungsstatus von SGCE im Promotorbereich mit der
Bisulfitsequenzierungsmethode zu untersuchen.

In der optimierten Erstrunden-PCR mit Ampli-Taq Gold DNA-Polymerase wurden die Primer
BSTx_F und BSTx_R (Sequenzen siehe Anhang) flir den Antisense-Strang verwendet.
Diese als ,methylierungsunabhangig” bezeichneten Primer liegen auferhalb von CpG-
Dinukleotid-Sequenzen und ermdglichen eine Amplifikation aller bisulfitbehandelten DNA-
Strange unabhangig von ihrem Methylierungsstatus.

Die methylierungsspezifischen Primer (BST_U_S4F / BST_U_S4R und BST_M_S4F /
BST_M_S4R) beinhalten 3 - 4 CpG-Dinukleotide in ihrer Ausgangssequenz, binden bei
stringenten PCR-Bedingungen spezifisch nur an methylierte oder nur an unmethylierte DNA-
Strange und wurden HPLC-gereinigt bestellt.

Die Bisulfit-PCRs wurden mit einem modifizierten Protokoll der Ampli-Tag Gold

(Roche/Applied Biosystems) mit erhéhter Primerzugabe (25 pmol) durchgefiihrt.

Reagenzien fiir Ampli-Taq Gold Bisulfit-PCR-Ansatz ul fiir 1x

ABI Gold PCR-Puffer (10x) 2,5

dNTPs (2 mM) 2,5

MgCl, (25 mM) 1,5

Primer F (100 pmol/ul) 0,25

Primer R (100 pmol/ul) 0,25
Ampli-Tag Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2

50 ng BST-DNA oder 5

1. Runde Bisulfit-PCR in 2. Runde 2

ddH,0 ad 25 pl Gesamtreaktionsvolumen 12,8 oder 15,8
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PCR-Programm:

1.95°C 5 min

2.95°C 30 sec

3.56°C 30 sec

4.72°C 40 sec

5. Wiederholung der Schritte 2 - 4 in 40 Zyklen
72°C 5 min

Die PCR-Reinigung erfolgte in einer Gelextraktion der Banden auf 1,5 - 2 % -igem Agarose-
Gel. Um Kklare, reprasentative Sequenzergebnisse von bisulfitbehandelten DNA-

Einzelstrangen zu erhalten, wurden die PCR-Produkte subkloniert.

2.9.7 Reinigung von PCR-Produkten

Um die amplifizierten Fragmente aus der PCR-Reaktion flr eine nachfolgende
Sequenzierung oder Klonierung (von Puffer, Nukleotiden und Primern) zu reinigen, wurde
eine PCR-Reinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) nach dem Protokoll
des Herstellers durchgefiihrt. Wurden Primer wie in der Bisulfit-PCR in groRem Uberschuss
eingesetzt, oder entstanden bei einer PCR mehrere Banden, fand eine DNA-Extraktion mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben statt.

2.10 DNA-Sequenzierung

210.1 Sequenzreaktion

BigDyeT'\’I Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v2.0 (Applied Biosystems)

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der von Sanger et al. (1977) beschriebenen
Kettenabbruchmethode. In die Sequenzreaktion wurden 50 - 100 ng gereinigtes PCR-
Produkt bzw. 0,4 - 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Zur doppelstrangigen DNA-Matritze
wurden 1,8 ul BigDyeT'\’I Terminator Mix, 4 pmol Primer und ddH,O bis auf ein
Gesamtvolumen von 10 pl zugegeben. Der Sequenzansatz wurde fur Vorwarts- (F) und
Ruckwarts- (R) Primer jeweils getrennt angesetzt. Bei PCR-Fragmenten wurden die zur
Amplifikation verwendeten Primer oder nested Primer in die Sequenzreaktion eingesetzt. Zur
Sequenzierung von Plasmiden dienten im pGEM-T-Vektor die universellen Vektorprimer SP6
(5'-ATTTAGGTGACACTATAG-3') und T7 (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3).

Die Sequenzreaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1.94°C 30 sec
2.50°C 15 sec
3.60°C 4 min

4. Wiederholung der Schritte 1 - 3 in 25 Zyklen
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210.2 Sequenzfallung

Nach Beendigung der zyklischen Sequenzreaktion wurde der Reaktionsansatz gefalit.

Zu 10 pl Sequenzreaktionsansatz in der Mikrotiterplatte wurden 25 pl Ethanol absolut
zugegeben, 15 min bei RT inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (30 min, RT, 4316
U/min). Nach einem Waschschritt mit 200 yl 70 % Ethanol (10 min, RT, 3425 U/min ) wurde
die prazipitierte DNA zum Trocknen mit der Mikrotiterplattenéffnung nach unten 1 min mit
1930 U/min zentrifugiert, dann 5 min bei RT stehen gelassen und schlielich in 25 - 80 ul
LiChrosolv-H,O (Merck) resuspendiert.

In 1,5 ml Einzelreaktionsgefallen erfolgte die Ethanolfallung der Sequenzreaktion unter
Zugabe von 32 pl Ethanol absolut und 8 pl LiChrosolv-H,O, 15 min Inkubation bei RT und
30 min Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei 1300 U/min. Das Pellet wurde mit 100 pl
70 % Ethanol gewaschen, fir 10 min inkubiert, gevortext und 30 min bei 1300 U/min
zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstands wurde das Pellet bei RT getrocknet und in
65 - 90 pl LiChrosolv-H,0 resuspendiert.

210.3 Sequenzanalyse

Die automatisierte Sequenzbestimmung wurde auf dem Sequenziergerdat ABI PRISM™-
System 3100 (Applied Biosystems) mit POP6-Matrix (Applied Biosystems) nach den vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen durchgefihrt. Je 25 ul der gereinigten DNA-
Sequenzreaktion wurden auf die Sequenzplatte aufgetragen. Die Laufzeit fir einen Lauf von
16 Sequenzen betragt je nach Kapillarlange (36 oder 50 cm) 1,5 oder 2,5 h. Die
Sequenzrohdaten werden mit dem Softwarepaket 3100 Data Collection Software Version 1.1
erfasst und im Programmpaket Staden Package als Elektropherogramme dargestellt und

analysiert.

2.11 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung diente der Vereinzelung von DNA-Molekullen. Fur die Ligation wurde das
pGEM-T-Vektorsystem (Promega) eingesetzt. Die Vermehrung der Plasmide erfolgte im
E. coli Bakterienstamm XL 1-Blue (Stratagene).
Ampicillin (100 mg/ml in ddH,0; Sigma) sterilfiltriert; EK in Medium und Agar: 50 - 100 pg/ml
1 M IPTG (Roth)
X-Gal Stocklésung (40 mg/ml in Dimethylformamid; Sigma)
LB-Medium (Luria-Bertani-Medium): 10 g Trypton (Peptone from Casein, tryptic digest, Fluka
BioChemika), 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl mit dH,O ad 1 I; autoklaviert
LB/Amp-Agarplatten: 3 - 4 g Agar (Fluka BioChemika) in 250 ml LB-Medium autoklaviert, Ampicillin
EK 50 - 100 pg/ml
Tfb | Lésung (pH 5,6): 30 mM Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 100 mM KCI, 10 mM CaCly,
15 % Glycerin, sterilfiltriert
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Tfb 1l Ldsung: 10 mM Na-MOPS (pH 7), 75 mM CaCl, , 10 mM KCl, 15 % Glycerin; sterilfiltriert
TYM-Medium: 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 6 g NaCl, mit dH,O ad 1 |; autoklaviert

2111 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterienzellen wurden mit der MgCl,-Methode hergestellt: E. coli des
Bakterienstamms XL7-Blue wurden in 2 ml Medium TYM / 10 mM MgCl, GN im
Inkubationsschiittler bei 37°C und 250 U/min angezogen. Am nachsten Tag wurde daraus
eine 1:200 Verdunnung in 100 ml Medium TYM/10 mM MgCl, hergestellt und bei 37°C und
250 U/min inkubiert, bis nach etwa 3 h eine ODs5 von 0,9 erreicht war. Die folgenden
Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C. Die Bakterienzellen wurden auf Eis gekuhlt und 10
min bei 3000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15 ml Tfb | Losung
resuspendiert, 8 min bei 3000 U/min bei 4°C zentrifugiert und in 4 ml Tfb Il Ldsung
aufgenommen. Die kompetenten Bakterienzellen wurden in Aliquots bei —70°C gelagert. Die
Kontrolle der Effizienz der Kompetenzinduktion erfolgte durch Bestimmung der
Transformationsrate nach Transformation von 1 pg zirkuldrer Plasmid-DNA und fuhrte

optimalerweise zu 5 x 10°— 2 x 10’ Einzelkolonien (Sambrook et al. 1989).

2.11.2 Ligation
Rapid-Ligation Kit (pPGEM-T-Vektorsystem, Promega)

PCR-Amplifikate besitzen ein von der Tag-DNA-Polymerase am 3’-Ende zusatzlich
angehangtes Einzelnukleotid (dATP) (Clark 1988) und wurden in einer ,sticky end“Ligation
nach dem Protokoll des Herstellers in das pGEM-T-Vektorsystem (Promega) eingebracht
(Mezei et al. 1994; Robles et al. 1994). Bei einem optimalen molaren Verhaltnis zwischen
Insert und Vektor von etwa 3 : 1 wurden 10 bis 50 ng an gereinigtem PCR-Amplifikat mit 50
ng pGEM-T-Vektor in 1x Rapid-Ligation Puffer (EK) mit 1 U T4-DNA-Ligase (3 U/ul) in einem
Ligationsansatz von 10 pl bei RT 1 - 3 h oder UGN bei 4°C inkubiert. Dann wurde der

kompetente Bakterienstamm E. coli XL 1-Blue mit dem ligierten Vektor transformiert.

2.11.3 Transformation

100 ul kompetente E. coli XL1-Blue Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut, mit dem
Ligationsansatz vermischt und fiir 15 - 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von
45 - 60 sec bei 42°C und Abkihlung auf Eis folgte die Zugabe von 1 ml Medium TYM /
10 mM MgCl,, in dem die transformierten Bakterienzellen fiir 1 h im Inkubationsschittler bei
37°C und 250 U/min Kkultiviert werden. Die Bakterien wurden 3 min bei 1300 U/min
abzentrifugiert und das Pellet in 50 yl Medium TYM / 10 mM MgCl, resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde auf einer LB/Amp-Agarplatte ausgestrichen und 0N bei 37°C im

Inkubator kultiviert. Fir eine blau-weil3-Selektion auf Plasmid-Inserts in Bakterienkolonien
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von XL1-Blue wurden je Agarplatte 25 yl X-Gal und 1,25 pyl 1 M IPTG ausplattiert oder dem
Agar beigemischt. Weille Einzelkolonien der ausplattierten Transformation wurden mit
Impfésen von der LB/Amp-Agarplatte aufgenommen und in 3 - 5 ml LB-Medium mit
Ampicillin (EK 50 - 100 pg/ml) als UN-Bakterienkultur bei 37°C im Inkubationsschittler bei
250 U/min kultiviert.

2.11.4 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien
QlAprep Spin Plasmid Miniprep Kit (QIAGEN)

Zur Konservierung der Bakterienklone wurden 500 pl der UN-Bakterienkultur im Verhaltnis
1:1 (v/v) mit Glycerin gemischt und als Glycerinstock bei -70°C gelagert.

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus bakteriellen GN-Kulturen erfolgte mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) nach dem Protokoll des Herstellers durch alkalische Lyse. Es wurden
20 - 30 pg Plasmid-DNA aus einer UN-Bakterienkultur isoliert.

211.5 Restriktionsspaltung von Plasmiden

Zur Detektion des Inserts im Plasmid wurden 1 - 5 pg der Plasmid-DNA in 1x Tango-Puffer
mit 2 - 5 U der entsprechenden Restriktionsendonuklease Pst | (10 U/ul) und Nco | (10 U/ul)
(MBI Fermentas) versetzt und in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei der
enzymspezifischen, vom Hersteller angegebenen optimalen Temperatur von 37°C flir1 -6 h

inkubiert. Die Restriktionsspaltung wurde dann auf einem Agarose-Gel analysiert.

2.12 Radioaktive Hybridisierung von Northern-Blots

Die Expressionsanalyse von SGCE wurde auf dem kommerziell erhaltlichen Northern-Blot
Filter human brain Il # 7755-1 (Clontech) durchgefihrt.

2121 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

[0**P]-dCTP (370 MBg/ml, 10 mCi/ml, Amersham Biosciences)
BSA (10 mg/ml, Sigma)
Klenow Fragment, exonukleasefreie DNA-Polymerase (10 U/ul, USB)
OLB C (Oligo Labelling Buffer): Gemisch aus Lésungen A, B und C im Verhaltnis 1:2,5:1,5
Lésung 0: 1,25 M Tris-HCI (pH 8,0), 125 mM MgCl,
Lésung A: 1 ml Lésung 0,18 pl B-Mercaptoethanol, je 5 pl 0,1 M dATP, dGTP, dTTP
Lésung B: 2 M HEPES (Sigma), mit NaOH auf pH 6,6
Lésung C:  Zufallsprimer (5’-pd(N)s-Oligonukleotide, Amersham Biosciences)
in TE-Puffer pH 7,6; EK 90 OD,go U/ml
Lachssperma DNA (10 mg/ml, Sigma)

Sephadex G50 (Amersham Biosciences)
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TES-Puffer (pH 7,5): 20 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 0,25 % SDS, 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau (Sigma)

Die verwendete DNA-Sonde wurde mit Hilfe der Primerverlangerung (random priming) und
einem modifizierten Protokoll nach Feinberg und Vogelstein (1983) radioaktiv markiert.

10 - 20 ng der aufgereinigten DNA-Sonde wurde in einem Gesamtvolumen von 32 ul 10 min
bei 95°C denaturiert und danach fir 10 min auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 10 pl
OLB C, 2 ul BSA, 0,4 pl Klenow-Polymerase und 2 pl [0*P]-dCTP wurde die
Markierungsreaktion fur 30 min bei 37°C inkubiert und anschliefend mit 100 pl TES-Puffer
gestoppt. Die markierte DNA-Sonde wurde (ber eine Sephadex G50-Saule durch
Zentrifugation (10 min, 2000 U/min) von freien Nukleotiden getrennt. Das Eluat und 100 pl
Lachssperma DNA (10 mg/ml) wurden in separaten Reaktionsgefafien 10 min bei 95°C

denaturiert, 2 min auf Eis gestellt und in die Hybridisierungsrdhre pipettiert.

212.2 Hybridisierungs-, Wasch- und Detektionsbedingungen

Prahyb-Mix: 1,5x SSPE, 1 % SDS, 0,5 % Magermilchpulver
20x SSPE: 3,6 M NaCl, 0,2 M Na,HPO,, 0,2 M EDTA,; pH 7 mit Phosphorsaure eingestellt
Hyb-Mix: 1,5x SSPE, 1 % SDS, 0,5 % Magermilchpulver, 10 % Dextransulfat

Waschldsung 1: 2x SSC, 0,1 % SDS
Waschlésung 2: 0,5x SSC, 0,1 % SDS
Waschlésung 3: 0,1x SSC, 0,1 % SDS

Die in 2x SSC geschwenkte Nylonmembran wurde in eine Hybridisierungsréhre gerollt und
nach Zugabe von 10 ml Prahyb-Mix fiir 1 h bei 65°C im Hybridisierungsofen unter stdndigem
Rotieren vorhybridisiert. Dann wurde der Prahyb-Mix gegen 10 ml vorgewarmten Hyb-Mix
ersetzt und nach Zugabe der denaturierten, radioaktiv markierten Sonde und der
denaturierten Lachssperma DNA (N im Hybridisierungsofen bei 65°C inkubiert.

Die darauffolgenden Waschbedingungen waren abhangig von Sonde und Filter.
Standardmalliig wurde die Membran kurz mit 2x SSC gespilt und dann mit steigender
Stringenz gewaschen. Zuerst wurde der Filter bei RT fur 15 min in Waschlésung 1 und 2
geschwenkt, und bei Bedarf fur 5 - 15 min in Waschldsung 3. Um die Stringenz danach
weiter zu erhdéhen, konnte die Waschlésung 3 auf 50 - 65°C erwarmt werden.

Die Autoradiographie erfolgte mit Fuji-RX-Rdontgenfilmen unter Verwendung von CAWO SEG6

Verstarkerfolie bei -70°C. Die Expositionszeit variierte zwischen 30 min und zwei Wochen.
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2.13 Datenbanken und Computerprogramme

2.13.1 Datenbanken und allgemeine Internetseiten

Unter der Internetseite (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/guide/human) der ,Human
Genome Resources” finden sich diverse Programme, Suchmaschinen und Datenbanken zur
Untersuchung von Nukleotid- und Proteinsequenzen.

Swissprot listet unter http://www.expasy.org vor allem Programme fiir Analyse und Vergleich
von Proteinsequenzen auf.

In OMIM (,,Online Mendelian Inheritance in Man*) werden Krankheiten symptomatisch und,
falls bekannt, auch mit Kopplungsanalyse und krankheitsverursachenden Genen
beschrieben. Weitere Datenbanken wie RefSeq und Uni Gene wurden ebenfalls als
Informationsquellen verwendet.

Auf der Harwell Imprinting Website (http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/imprinting/imprinting.html)
und auf der Internetseite der Universitdt von Otago (http://www.otago.ac.nz/IGC) sind
gepragte Gene und Gene parentaler Effekte bzw. uniparentaler Disomien von Mensch, Maus
und weiteren Spezies aufgelistet.

Mit BLASTN (,Basic Local Alignment Search Tool“) (Altschul et al. 1990) kann eine
Nukleotidsequenz mit einer Nukleotidsequenz-Datenbank verglichen werden. Auch der
Vergleich einer Sequenz mit der SNP Datenbank (dbSNP) ist damit mdglich.

Das Programm BLAT (http://genome.ucsc.edu/) kann dazu verwendet werden, die cDNA-
Sequenz eines Gens mit seiner genomischen Sequenz zu vergleichen und damit die Exon-
Intronstruktur darzustellen.

Die drei heute am haufigsten verwendeten Programme, mit denen die Annotation des
menschlichen Genoms graphisch und tabellarisch dargestellt werden kann, standen zum
Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht zur Verfiigung. Die ersten Versionen des UCSC Genome

Browsers, von Ensembl und des Map Viewers erschienen in der Mitte des Jahres 2000.

213.2 Genomanalyse

Genomische Sequenzen aus der GenBank Datenbank wurden mit dem
Annotationsprogramm ,CGTA Sequence Analysis* untersucht
(http://ihg.gsf.de/ihg/sequencing.html). Dieses Annotationsprogramm startet eine Reihe von
Sequenzanalyseprogrammen far eine DNA-Sequenz. Drei verschiedene
Genvorhersageprogramme (GENESCAN, GRAIL und MZEF), Exofish, elektronische PCR
von STSs und BLAST-Suchen gegen Datenbanken von mRNAs, Proteinen und UniGene
Clustern wurden fir die Sequenzanalyse eingesetzt. Hoch repetitive DNA wird mit dem
Programm REPEATMASKER (A.F.A. Smit und P. Green, unpublizierte Daten, University of

Washington Genome Center, Washington DC) identifiziert und maskiert.
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Das Programmpaket HUSAR (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources, DKFZ

Heidelberg) wurde zum Sequenzvergleich verwendet.

213.3 Computerprogramme

Zur Auswertung von sequenzierten Fragmenten wurde das Programm GAP4 des Staden
Package (MCR Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK) verwendet, das ahnliche
Sequenzen automatisch einander zuordnet und Sequenzabweichungen detektiert (Dear et
al. 1991).

Weiterhin wurde das Softwarepaket GDE (Genetic Data Environment) verwendet, in dem
mehrere Sequenzanalyseprogramme unter einer Oberfliche zusammengefasst sind. Dieses
Programmpaket enthalt u.a. Sequenzalignmentprogramme, ein Programm zum Auffinden
von Restriktionsenzymschnittstellen (TACG) und ein Programm zum Primerdesign (Primer3).
Die Blots von radioaktiven Hybridisierungen kénnen auf einem Phosphoimager mit dem
Programm BASReader 3.01 eingelesen und die Intensititen mit dem One-Dscan
Quantifizierungsprogramm Version 1.31 (Scanalytics, Fairfax, VA) untereinander verglichen

werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Positionsklonierung des Locus fiir das MDS

3.1.1 Kopplungsuntersuchung

Es standen DNAs von sechs Familien mit MDS aus der neurologischen Abteilung im
Klinikum GroRBhadern zur Verfliigung (Tab. 3-1).

Familie | Herkunft Zahl lebender | Altersdurchschnitt | Myo- Torti- | Schreib- psychiatrische Stérungen
betroffener zu Krankheits- klonus | collis | krampf (Zahl betroffener Patienten)
Patienten beginn (Jahre)
MD2 norddeutsche 11 (9@ 2 9) 87 + + + Panikattacken (3)
Kiiste ' ’
MD6 Ostbayern 3 (2@ 1 9) 3,5 + + + Zwangsneurosen (1)
MD7 Nordbayern 7 (3,@ 4 9) 4 + + + Angstneurosen (1)
MD8 Bayern 2 (0,@ 2 9) 7 + + - keine Daten bekannt
MD9 Bayern 4 (3,@ 1 9) 4 + + - Panikattacken (1)
- Alkoholmissbrauch (1)
MD10 Preufien 8 (35 5 9) 8 + + - keine Daten bekannt

Tab. 3-1: MDS-Familien aus Zimprich et al. (2001). Auflistung der MDS-Familien mit ihren
Phénotypen von Mpyoklonus, dystonischen Zustdnden wie Torticollis und Schreibkrampf und

psychiatrischen Stérungen.

Die Kandidatenregion des MDS wurde von Nygaard et al. (1999) in einer genomweiten
Kartierung auf Chr. 7g21 - q31 in einem Bereich von 28 cM lokalisiert. Durch eine weitere
Kopplungsanalyse mit polymorphen CA-Repeat-Markern wurde die Region auf 7,2 cM
zwischen den Markern D7S652 und D7S2480 eingeengt (Zimprich et al. 2001). Diese
Untersuchungen ergaben einen Multipoint-LOD-Score von 5,99 in vier deutschen MDS-
Familien (MD2, MD6, MD7 und MD10) (Asmus et al. 2001). Wahrend des Kandidatengen-
Screenings in diesem Bereich erschien eine Publikation, in der die Kopplung des MDS in ein
Intervall von 14 cM zwischen den Markern D7S2212 und D7S821 beschrieben wurde (Klein
et al. 2000b). Im Laufe des Projekts wurde der Uberlappende Bereich der beiden letzten
Kopplungsanalysen zwischen dem proximalen Marker D7S652 (Asmus et al. 2001) und dem
distalen Marker D7S821 (Klein et al. 2000b) auf Chr. 7921.3 als Krankheitslocus definiert
(Abb. 1-1, S. 4) und genauer untersucht. Dieser kritische Bereich wurde mit Hilfe eines neu
identifizierten CA-Repeats auf BAC-Klon AC003078 proximal weiter um ca. 160 kb auf ca.
3,2 Mb eingegrenzt (Abb. 3-2, S. 38) (Zimprich et al. 2001).

3.1.2 Suche nach Kandidatengenen fiir das MDS

Um in der Kandidatenregion nach Genen zu suchen, musste eine physikalische Karte erstellt
werden. Genomische Sequenzen von Chr. 7q21.3 waren durch das Humane Genomprojekt

verfugbar, im Jahr 2000 jedoch noch lickenhaft. Fir die jeweiligen Marker wurden BAC-
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Klone gesucht und zu drei Contigs verbunden (Abb. 3-2, S. 38). Die Region von ca. 3,2 Mb
enthielt zwei Licken. Die vollstdndigen und unvollstdndigen Sequenzen der BAC-Klone
wurden mit dem Annotationsprogramm CGTA, das verschiedene
Sequenzanalyseprogramme in sich kombiniert, untersucht (genauere Programm-
Beschreibung unter Kap. 2.13.3, S. 35). Eine exemplarische Darstellung der Analyse eines
BAC-Klons findet sich in Abb. 3-1.

Abb. 3-1: Das Annotationsprogramm CGTA zeigt die Vorhersage der Gene SGCE und PEG10 mit
rot markierten Exons und der Anzeige von CpG-Inseln in gelb auf BAC Klon AC069292 von
Chr. 7q21.3.

Die Sequenzanalysen zur Genvorhersage ergaben 16 Gene, 15 bekannte Gene, ein neues
Gen (CAS1) und 1 Pseudogen (,similar to ADP ribosylation factor®). Die so entstandene
physikalische Karte mit vorhergesagten und bekannten Genen des Krankheitslocus flir das
MDS, den Contigs der BAC-Klone und den genetischen Markern zeigt die Abb. 3-2. Die fur
Chr. 7921.3 erstellte Transkriptkarte ist unter http://ihg.gsf.de/chr7/index.html verfligbar.
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Abb. 3-2: Physikalische Karte der kritischen Region fiir das MDS auf Chr. 7q21.3 mit Markern
und BAC-Klonen der drei Contigs. Der Krankheitslocus fiir das MDS wurde auf etwa 3,2 Mb
eingegrenzt und die genomischen Sequenzen mit Genvorhersageprogrammen in-silico analysiert. Die
auf den jeweiligen Contigs lokalisierten, vorhergesagten und bekannten Gene ergeben eine
Transkriptkarte. Die fiir Chr. 7 angegebene relative Gendichte fiir ist der NCBI-Datenbank

GeneMap’99 entnommen.

3.1.3 Vervollstandigung eines neuen Gens

Durch die Sequenzanalyse wurde auf Chr. 79g21.3 ein neues Gen anhand von zwei ESTs mit
Homologien zu einem Drosophila-Gen vorhergesagt. Die EST-Klone stammten aus cDNA-
Bibliotheken, die mit Hilfe von poly-T-Primern konstruiert waren, und umfassten nicht die
gesamte Sequenz des vorhergesagten Gens. Das neu identifizierte Gen wurde an seinem 5'-
Ende experimentell vervollstandigt. Dazu wurde eine 5-RACE PCR (Marathon cDNA-RACE-
Kit, Clontech) durchgefiihrt, in der die cDNAs mit spezifischen Sequenzkassetten ligiert sind.
Mit genspezifischen Rickwartsprimern und einem universellen Adaptor-Primer konnte ein
langeres cDNA-Fragment amplifiziert werden. Durch RT-PCR und Sequenzierung wurde
dann die gesamte vorhergesagte cDNA-Sequenz experimentell bestatigt und z.T. korrigiert.
Das neue Gen mit seinen 3 623 bp cDNA umspannt genomisch mehr als 47 000 bp. Es hat
einen offenen Leserahmen flr 797 Aminosauren. Dieses Gen wurde als C7ORF12 bei
GenBank eingereicht. Zusatzlich wurden drei SNPs (AF397424, AK025532 und AK025532)
annotiert. Wegen seiner Homologie zu einer O-Acetyltransferase in Cryptococcus

neoformans wurde es spater in CAS71 umbenannt.

3.1.4 Identifikation von Mutationen im Epsilon-Sarkoglykan-Gen
(SGCE)

Fur die Mutationssuche in den Kandidatengenen wurde genomische DNA von

Indexpatienten aus den sechs MDS-Familien verwendet. Mit Hilfe von intronischen Primern
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wurden die einzelnen Exons der Gene amplifiziert und auf dem Vorwarts- und
Ruckwartsstrang sequenziert. Von den 16 identifizierten Genen wurden 10 vollstandig
sequenziert (TFPI2, GNGT1, GNG11, BET1, CAS1, SGCE, Neurabin (FLJ20068), ASB-4,
PDK4 und DNCI1) (Abb. 3-3). Wa&hrend des Mutationsscreenings wurden 7 stille
Polymorphismen in drei Genen (CAS1, Neurabin (FLJ20068), DNCI1) identifiziert, und ein
Polymorphismus, der zu einem Aminosaureaustausch im Neurabin-Gen (FLJ20068) fihrt
(Missense-Mutation R90Q) (Abb. 3-3).

Doocession Gene ORF Exons genomische Flone Pal yrnorphisrmen
Hr. [ 5]
i ] D7 5652 ACO02453
AlZOTTSE E5T 3 ACO02453
& Aknoo1og FLIZ0097 ACO023T7Y
Fal Loosay CALCR cakitonin receptar 40 q ACO030TE
1 H HUMPPS TFPIZ tissue factor 236 ] NT 000452_2
} ] SE2027 GMGTI guanine nucledtide binding | 74 2 MT 000452 _2
™ ® protein (G prateind, gamma
s transducing activity pobipeptide 1
1
31384 GHG11 guanine nuzlectide binding | 73 2 MT 000452_2
1;"2 * protein gamma subunit 11
}:: % | AAD47132 | BET1 Bet1 (5. cersviziae)homalag | 118 4 T 00462 2
- Joadad COL &2 collagen alpha-2-type 1367 44 HT 000452 _4
1.3 * AF255594 dro=sophila homalog CAS1 a7 20 NT 000452_5; ACORRS46 | 8210C08, [264]
TEETIC, F251F
. T1FECT
i 5] ® | AJDDOSEE 5GCE epsilon samoghican 3T+ 11+1 ACDGIZAZE 5 hintationen
1
na AR0Z22A974 PEG10 patemal espressed genail | 325 1 ACOGIZ92
21 ABD49234 Kl&d 10451 242
31-1! pazgsg zimilarto A0P fbosylaion facor 120 1 AL1ETITSE
g | AB0O33048 PPP1 R4 hypathetical protein 1095 20 ACOTIE86; ACOD2429; HMHAAG, LT3
na FLIZ0062 (reurabind ACO73880; NT 000432 _1 | 343654, RA00
k¥ LS37a4 POMN1 paraoxonase 1 346 a MT 000432 _1
a LARa16 POMZ paraoxonase 3 342 a MT 000432 _1
- AFOOGEDT POM2 paraoxonase 2 it ] NT 000432 _1
» g | AF12567PR | LOC51666 ASB-4 protein arkoyrin- L ii] ] MNT 000432_2
repeat and S0CS bo-containing 4
* 154517 POE4 pynnate detydrogenase 411 1 MT 0004332
kinase, izoenzyme 4
AF123074 DMCH dynein, cytoplasmic, 603 16 ACOTI096; AC0OZZ261; GBELAG, 01550
* intermediate pobypeptide 1 ACO11243; ACO183TT; 1321 GRA, WETEY
ACOZHTE; NT 000434 1 | 1672AC, G497 G
AF118838 ELC25A13 Cirn 676 13 MNT Q00424 _2; ACOTOFE0
GO3G626 O7saz1 ACO24362; NT 000340

Abb. 3-3: Transkriptkarte von Chr. 7q21.3 zwischen den polymorphen Markern D7S652 und
D78821. Neben den bekannten Genen wurden zwei neue Gene (EST und CAS1) und ein Pseudogen
(»similar to ADP®) identifiziert. Alle mit * markierten Gene wurden in den MDS-Indexpatienten
vollstdndig auf Mutationen hin untersucht. In der Auflistung sind der offene Leserahmen (ORF) in
Aminoséduren (AS), die Anzahl der Exons und die im Mutationsscreening gefundenen

Sequenzvarianten angegeben.

Bei der Sequenzierung des SGCE-Gens wurden in den sechs Indexpatienten flnf
verschiedene, heterozygote Mutationen identifiziert (Abb. 3-4). Im Exon 3 wurden zwei
Stoppmutationen gefunden, eine in der Familie MD6 (289C>T; R97X), die andere in den
Familien MD7, MD10 (304C>T; R102X). Eine Deletion von einer Base (483delA) in MD2

fihrt zu einer Leserahmenverschiebung und einem vorzeitigen Aminosaurekettenabbruch in
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Codon 169. Eine Deletion von 97 bp, die sich vom Intron 3 bis 15 bp in Exon 4 erstreckt
(406-97del) wurde in Familie MD8 detektiert. Weiterhin wurde eine Spleilstellenmutation am
Beginn von Intron 6 (825+1G>A) in Familie MD9 gefunden.

Die Nummerierung der Basenpaare erfolgte ausgehend vom Startcodon.

Untersuchungen weiterer Familienmitglieder ergaben, dass die Mutationen im SGCE-Gen
mit der Erkrankung segregierten, also in allen betroffenen Individuen zu finden waren (Abb.
3-4). Die Familienmitglieder der Generationen, die vom MDS-Phanotyp Ubersprungen
wurden, trugen ebenfalls Mutationen und waren stille Mutationsubertrager. In 72
sequenzierten Kontrollallelen wurden keine Sequenzveranderungen in den 11 untersuchten

Exons von SGCE gefunden.

Abb. 3-4: Sequenzausschnitte der Mutationen im SGCE-Gen mit MDS-Familienstammbéaumen
leicht verdndert aus Zimprich et al. (2001). Es wurden die Bezeichnungen + fiir Mutationstrédger und -
flr Wildtyp verwendet, wobei O weibliche und 1 ménnliche Familienmitglieder darstellen. Ausgefiillte

Symbole kennzeichnen Personen mit MDS.

Die Familien MD7 und MD10, die die gleiche Mutation R102X tragen, stammen aus
unterschiedlichen Regionen Deutschlands. Die Familienanamnese ergab keinen Hinweis auf
eine Verwandtschaft zwischen den beiden Familien. Sie weisen jedoch gleiche Haplotypen
fir die zwei nachstgelegenen CA-Repeat-Marker (D7S1513 und 69292 in Intron 3) auf
(Zimprich et al. 2001).
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3.1.5 Charakterisierung des SGCE-Gens

3.1.5.1 Genomische Struktur von SGCE

Das SGCE-Gen enthalt 12 Exons (McNally et al. 1998) (Abb. 3-5) und umspannt einen
genomischen Bereich von etwa 71 000 bp. SGCE tritt in zwei Isoformen, SGCE-1 und
SGCE-2 auf. Das Exon 10 wird alternativ gespleif3t und kommt nur in der seltenen Isoform 1
vor. Ein polymorpher Dinukleotid-CA-Repeat (69292) liegt am 3’-Ende von Exon 3 (McNally
et al. 1998).

Introngrifen 26 kb 1,3kh 4,8kb 43kb 15,3 kb 24 kh 09kb 0,7kb 10 kb 31kh
ATG
" Stopp
|
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 11 12

Abb. 3-5: Genstruktur von SGCE. Das SGCE-Gen besteht aus 12 Exons und besitzt ein alternativ
gespleilltes Exon 10. SGCE umfasst einen genomischen Bereich von ca. 71 kb. Die intronischen
Bereiche sind in kb angegeben und nicht mal3stabsgetreu zum gespleil8ten Transkript dargestellt, das

etwa 1,8 kb lang ist.

3.1.5.2 Klonierung und Kartierung von SGCE

Anhand von Homologien mit der Alpha-Sarkoglykan-Sequenz des Hasen identifizierten
Ettinger et al. (1997) einen humanen EST, der eine Teilsequenz eines neuen Proteins
codierte, das Epsilon-Sarkoglykan (SGCE) genannt wurde. Mit diesem humanen EST
wurden Maus-cDNAs isoliert, die der codierenden Sequenz von Sgce entsprachen (Ettinger
et al. 1997). Eine vollstandige, menschliche cDNA von SGCE (NM_003919) wurde 1998 von
McNally et al. (1998) isoliert.
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Abb. 3-6: Kartierung von SGCE (McNally et al. 1998). Das humane Epsilon-Sarkoglykan (links)
kartiert auf Chr. 7q21 - 22, das murine Ortholog Sgce liegt proximal auf Maus-Chr. 6 (Mitte). Ein

prozessiertes humanes Pseudogen wurde auf Chr. 2q21 (rechts) entdeckt.
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Das menschliche SGCE-Gen lokalisierten McNally et al. (1998) auf Chr. 7921 - 22
zwischen den Markern D7S644 und D7S657 und Kkartierten ein prozessiertes SGCE-
Pseudogen ohne offenen Leserahmen mit einer Homologie von 82 % auf Chr. 2921 (Abb.
3-6). In der Maus liegt proximal auf Chromosom 6 der zum menschlichen Chr. 7921

synthene Bereich, der das orthologe Maus-Gen Sgce beherbergt (McNally et al. 1998).

3.1.5.3 SGCE codiert flr das Protein Epsilon-Sarkoglykan

Das von SGCE codierte Protein Epsilon-Sarkoglykan ist ein Typ | Transmembranprotein, das
aus einer Signalsequenz, einer N-terminalen extrazelluldren Domaéne, einer
Transmembrandomane und einer C-terminalen zytoplasmatischen Domane besteht.

Die mRNA-Sequenz von SGCE wurde in die Aminosauresequenz aller mdglichen
Leserahmen Ubersetzt, und der langstmdgliche offene Leserahmen wurde bestimmt. In der
5’-nicht-codierenden Sequenz von SGCE liegen zwei mdgliche Startcodons flur die
Translation, vor denen kein Stoppcodon im gleichen Leserahmen lokalisiert ist. Beide
entsprechen der von Kozak beschriebenen Konsensussequenz eines Initiationscodons und
weisen in Position -3 ein Adenin auf (Abb. 3-7) (Kozak 1987).

AAGCTGGGAGGGAAGAAGAAAGGGAGGGGAGGGGAGAATCGAGGACGGACGGCCTAGCCAGGCCAAGA
ATGCAATTGCCCCGGTGGTGGGAGCTGGGAGACCCCTGTGCTTGGACGGGACAGGGTCGGGGGACACG
CAGGATGAGCCCCGCGACCACTGGCACATTCTTGCTGACAGTGTACAGTATTTTCTCCAAGGTACACT
CCGATCGGAATGTATACCCATCAGCA

Abb. 3-7: Translationsstart von SGCE. In der Sequenz am 5-Ende der mRNA von SGCE liegen
zwei potentielle Startcodons (ATG). Beide weisen entsprechend der Konsensussequenz eines

Initiationscodons in Position -3 ein Adenin (A) auf (Kozak 1987).

Ublicherweise wird die Sequenz ab dem erstméglichen Startcodon translatiert (Kozak 1987).
Daher wurde die ab dem ersten Initiationscodon translatierte Sequenz als
aminosaurecodierende cDNA-Sequenz des SGCE-Gens festgelegt. Die beiden potentiellen
Initiationscodons liegen im vorhergesagten Signalpeptid und sind nicht im prozessierten
Protein von SGCE enthalten.

Das Protein der haufigen Isoform SGCE-2 (NM_003919) besteht aus 437 Aminosauren und
enthalt eine hydrophobe Signalsequenz von 46 Aminosauren und eine grolde extrazellulare
Doméane von 271 Aminosauren mit 4 konservierten Cysteinen und einer maoglichen
Glykosylierungsstelle (As 200). Einer Transmembrandomane von 21 Aminosauren (As 318 -
338) folgt die =zytoplasmatische C-terminale Domane mit 99 Aminosauren. Nach
Aminosaureposition 418 kann alternativ das Exon 10, codierend fir 25 Aminosauren
(WSFAPVAQAG VQWRDLGSLQ PPPPR), eingespleit werden (Abb. 3-8) und ergibt die

seltene SGCE-1-Isoform.
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Das SGCE Protein ist im Sarkolemma lokalisiert und hat als unprozessiertes Vorlauferprotein

ein Molekulargewicht von 49 754 Dalton.

c C

e

LIT LAVPSAVALV
LFLILAYIMC CRREGVEKRN MQTPDIQLVH
HSAIQKSTKE LROMSKNREI AWPLSTLPVF
HPVTGEITIPP LHTDNYDSTN MPLMOTQONL
PHQTQIPQQOQ TTGKWYP

Zytoplasmatisch

Abb. 3-8: Aminosduresequenz und schematische Struktur des Epsilon-Sarkoglykan
Transmembranproteins nach Anlehnung an Crosbie et al. (2000). Der in grau gekennzeichneten
Signalpeptidsequenz folgt die extrazelluldre Doméne in griin, die Transmembrandoméne erscheint in
blau und das zytoplasmatische C-terminale Ende ist in rot dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die

alternative Spleil3stelle fiir Exon 10 in der Aminosduresequenz.

3.1.6 Northern-Blot von SGCE
SGCE ist ubiquitar exprimiert. In einer Northern-Blot Analyse zeigten McNally et al. (1998),

dass SGCE in den menschlichen Geweben Plazenta, Pankreas, Herz- und Skelettmuskel,
Lunge, Gehirn, Niere und Leber exprimiert wird.

Das MDS ist eine nicht-degenerative neuronale Erkrankung. Daher wurde die Expression
von SGCE in verschiedenen Gehirnregionen Uberprift. Eine Expressionsanalyse von SGCE
wurde auf dem Northern-Blot Filter human brain Il No. 7755-1 (Clontech) durchgefiihrt. Als
Sonde diente ein RT-PCR-Amplifikat aus humaner Gehirn-cDNA, das den Basenpaaren 599
bis 1239 der cDNA von SGCE entspricht.

Die Northern-Blot Analyse zeigte in allen untersuchten Gehirngeweben (Cerebellum,
cerebralem Cortex, Medulla, Rickenmark, Okzipitallappen, Frontallappen, Temporallappen,
Putamen) mit einer Bande von ca. 1,8 kb eine Expression von SGCE an (Abb. 3-9). Die
Expositionszeit flir SGCE betrug 96 h. Eine Kontrollhybridisierung des gleichen Filters mit
B-Aktin zeigte eine unterschiedliche Ladungsmenge an RNA in der Membran auf. Putamen

und Cerebellum waren starker markiert als die anderen Spuren.
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Zur Quantifizierung der Hybridisierungssignale wurden die Northern-Blots von SGCE und
[-Aktin eingescannt und mit einem Quantifizierungsprogramm (One-Dscan Version 1.31,
Scanalytics) analysiert. Beim Vergleich der Hybridisierungssignalintensitaten zwischen
SGCE und pg-Aktin (Abb. 3-10) konnte eine ansteigende Intensitat der Expression von SGCE
in folgenden Gehirngeweben festgestellt werden: Okzipitallappen, Medulla, Temporallappen,
Frontallappen, Rickenmark, cerebraler Cortex, Cerebellum und Putamen. Putamen und
Cerebellum zeigten selbst bei Beriicksichtigung der unterschiedlichen RNA-Ladungsmengen

des Northern-Blots eine héhere Expression von SGCE als die anderen Gehirnregionen.

5000
" o N —=— beta-Aktin Hybridisierung 21 h
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& 2000 A%._—_al ,&1 —&— SGCE Hybridisierung 4 Tage
£ g /
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I:I T T T T

Abb. 3-10: Vergleich von Hybridisierungssignalintensitdten. Die Intensitdtswerte der
Hybridisierungssignale von SGCE im Vergleich zu B-Aktin in den Geweben 1 - 8: Putamen,
Temporallappen, Frontallappen, Okzipitallappen, Riickenmark, Medulla, cerebraler Cortex,

Cerebellum.

Die Expression von SGCE wurde aufierdem in Tumorzelllinien neuronalen Ursprungs (drei
Neuroblastomzelllinien und einer Retinoblastomzelllinie) Uber RT-PCR-Amplifikation
nachgewiesen (Abb. 3-11) (Zimprich et al. 2001).
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£ X% 23 Abb. 3-11: RT-PCR-Analysen von SGCE

SGCE e Sant S i zwischen Exon 2 und Exon 5 und von p[-Aktin mit

76350 > Gesamt-RNA aus den Neuroblastomzelllinien

(SK-N-BE, SK-N-SH, SH-SY5Y) und der

Retinoblastomzelllinie (WERI-Rb-1) (Zimprich et

Akt - - al. 2001). SGCE ist in Tumorgeweben neuronalen
626 bp >~ Ursprungs exprimiert.

3.2 Untersuchung des SGCE-Gens auf genomische Pragung

3.2.1 Vererbung des MDS

Da nicht jeder obligate Mutationstrager betroffen war, wurde die Vererbung des MDS als
autosomal dominant mit unvollstandiger Penetranz definiert (Gasser 1998). Eine
unvollstdndige Penetranz ist eine extreme Form der variablen Expressivitat, bei der ein
Genotyp nicht zwangslaufig im selben Phanotyp resultiert (Rakyan et al. 2002).

Stammbaumanalysen der in dieser Arbeit untersuchten sechs Familien mit MDS (Abb. 3-4,
S. 40) zeigten die reduzierte Penetranz in den Nachkommen betroffener Frauen. 32 klinisch
betroffene Individuen erbten die Erkrankung von ihrem Vater, und nur zwei von ihrer Mutter
(Tab. 3-2). Bei den phanotypisch unauffalligen Mutationstragern wurde in allen 10
gesicherten Fallen ein mdutterlicher Ursprung des mutierten Allels festgestellt (Tab. 3-2).
Diese geschlechtsabhangige Vererbung des MDS gab den Hinweis auf eine mogliche

maternale Pragung des SGCE-Gens, die eine monoallelisch paternale Expression bewirkt.

paternale maternale
Status Transmission Transmission
betroffene Mutationstrager 32 2
betroffene Mutationstrager in Literatur > 60 6
asymptomatische Mutationstrager 0 >10
asymptomatische Mutationstrager in Literatur 3 21

Tab. 3-2: Parentale Transmissionen der Mutationen mit bzw. ohne MDS-Phénotyp der
Nachkommen. Eine véterliche Transmission der Mutation fiihrt zu betroffenen Nachkommen, wéhrend
eine maternale Transmission meist asymptomatische Mutationstrdger ohne MDS-Phé&notyp

hervorbringt.

Weitere in der Literatur verdffentlichte MDS-Familien zeigen ebenfalls Transmissionen, die
mit einem maternalen Pragungsmechanismus kompatibel sind (Tab. 3-2) (Kurlan et al. 1988;
Kyllerman et al. 1990, Lundemo, 1985 #41; Fahn et al. 1991; Nygaard et al. 1999; Klein et al.
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2000b; Asmus et al. 2002; Marechal et al. 2003). Mindestens 60 MDS-Patienten erbten ihre
Mutation vom Vater, und nur sechs von der Mutter. Bei 21 von 24 asymptomatischen
Mutationstragern wurde eine maternale Transmission festgestellt.

In der Maus liegt das Sgce-Gen in der zum menschlichen Chr. 7921 synthenen Region
proximal auf Mauschromosom 6 (Abb. 3-6, S. 41) (McNally et al. 1998). Experimentell
wurden an diesem Locus in der Maus zwei gepragte Gene beschrieben: das maternal
exprimierte Asb-4 bei 0,6 cM (Mizuno et al. 2002) und das vorwiegend monoallelisch
paternal exprimierte Sgce bei 1,0 cM Lokalisation (Piras et al. 2000). In den meisten adulten
Mausgeweben ist das maternale Allel von Sgce transkriptionell stillgelegt und wird nur im
Gehirn schwach exprimiert. Nachdem einige gepragte Gene einen konservierten
Pragungsstatus in der Maus und im Menschen aufweisen, war dies ein zusatzlicher Hinweis

auf eine maternale Pragung des menschlichen SGCE-Gens.

3.2.2 Methylierungsstatus im Promotorbereich von SGCE

Zur Analyse des Methylierungsstatus von CpG-Dinukleotiden vor dem Transkriptionsstart
des SGCE-Gens wurde eine genomische Bisulfitsequenzierung in diesem Bereich
durchgefiihrt. Eine differentielle Methylierung der elterlichen Allele ist ein Kennzeichen der
genomischen Pragung, die fir das SGCE-Gen untersucht wurde. Mit Hilfe von
Polymorphismen konnten die parentalen Allele in einer Bisulfitsequenzierung unterschieden
werden. Bei der Verwendung von DNA uniparentaler Disomien von Chr. 7 (UPD7) werden

ohne weitere Unterscheidung nur maternale oder nur paternale Allele untersucht.

3.2.2.1 Promotoranalyse

Im Bereich von -1117 bp am 5-Ende vor bis +662 bp nach dem SGCE Initiationscodon liegt
eine CpG-Insel, die 113 CpG-Dinukleotide enthdlt (Abb. 3-12). Die potentielle
Promotorregion, das erste Exon und der Anfang von Intron 1 des SGCE-Gens sind in diese
CpG-Insel eingebettet. Die Sequenz weist mit einem GC-Anteil von 60,4 % auf Uber 1,7 kb
(im Vergleich zu ~ 40 % im ubrigen Genom) und einem hohem CpG-Vorkommen mit einem
Verhaltnis CpGpeopachtet! CPGerwartet VON 0,70 (im Vergleich zu einem Wert von 0,25 im Ubrigen
Genom) die typischen Charakteristika einer CpG-Insel auf (Gardiner-Garden et al. 1987;
Antequera et al. 1993).

3.2.2.2 Polymorphismus-Screening im Promotorbereich von SGCE

Um elterliche Allele voneinander unterscheiden zu kénnen, wurde der Promotorbereich von
SGCE in 42 Leukozyten-DNAs und 36 DNAs aus humanem Gehirngewebe auf genomische
Polymorphismen hin untersucht. Durch die Sequenzierung des Bereiches von -1266 bp bis
-454 bp vor dem Translationsstart von SGCE wurden drei Polymorphismen detektiert, die ab
dem Startcodon von SGCE auf dem nicht-codierenden Strang angegeben sind. In der
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Leukozyten-DNA einer Kontrolle (#15025) wurde ein Polymorphismus mit den Allelen A und
G in der Promotorregion -1062 bp 5' vor dem Translationsstart von SGCE entdeckt, der von
der Mutter (#15024) vererbt wurde. In den Gehirn-DNAs wurden zwei Polymorphismen
identifiziert. In Gehirn-DNA #104 liegt ein Polymorphismus mit den Allelen C und G im
Promotorbereich -911 bp 5' vor dem Translationsstart. Ein weiterer Polymorphismus mit den
Allelen A und G in der Promotorregion -1067 bp 5' vor dem Translationsstart wurde in
Gehirn-DNA #2 entdeckt. Da von den Gehirn-DNAs keine elterliche DNA zur Verfiigung
stand, konnten die beiden Polymorphismen der Gehirn-DNAs zwar der Allelunterscheidung
dienen, jedoch keinem parentalen Ursprung zugeordnet werden. In den MDS-Indexpatienten
von den Familien MD2, MDG, MD7 und MD9 wurden Fragmente von -1266 bp bis -454 bp
und von -476 bp bis -65 bp vor dem Translationsstart von SGCE sequenziert. Es wurden
keine Polymorphismen im Promotorbereich gefunden.

CpG-Inzel PEG10

+552 bp bis -1117 bp :
fcen | aa—— i W | | — 1| r fter

[ 53% | G+C
I| Il ||||||I||| If I||I|||I|| |||I|||||||||I|| (R AR ER TR ||||I|||||||||||||||||||||||| [ I||| [ |||||‘3F3G
1300 bp 1000 hbp 800 bp 500 bp -500 hp -1000 bp -1800bp 1800 bp

CpG Position: -48 -58 -T2
L1 1l I I I I I I | | L0 1111 I
_._ * * F +
BET_F | g BETH R
-911CIG -10B2AG -10B7AG
Gehirn #104 Leukoryt #15025 Gehirn #2

Abb. 3-12: SGCE-Gen und CpG-Dichteblot auf Chr. 7q21.3. Schematische Darstellung der
genomischen Struktur von SGCE und PEG 10. Die gebogenen Pfeile sind Translationsstart von SGCE
bzw. Transkriptionsstart von PEG10. Die als graues Rechteck gekennzeichnete CpG-Insel beherbergt
113 CpG-Dinukleotide und reicht von der Promotorregion bis in Intron 1 von SGCE hinein. Darunter ist
der G+C-Gehalt in % angegeben. Die vertikalen grauen Striche stellen einen GpC-Dichteblot dar, die
schwarzen Striche zeigen die Verteilung von CpGs in diesem Bereich. Die unten vergré3ert
dargestellte Teilsequenz, in welcher drei Polymorphismen (*) liegen, wurde in einer Bisulfit-PCR mit

den Primern BSTx_F und BSTx_R (Pfeile) amplifiziert und sequenziert.

3.2.2.3 Bisulfitsequenzierung des Promotorbereichs in verschiedenen Geweben

Um die differentielle Methylierung zu untersuchen, wurde eine Bisulfitsequenzierung
durchgefiihrt. Es wurden DNAs aus zwei maternalen UPD7 lymphoblastoiden Zelllinien,

einer paternalen UPD7 lymphoblastoiden Zelllinie, eine weibliche Leukozyten-DNA, zwei
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Gehirn-DNAs und Leukozyten-DNA einer betroffenen MDS-Patientin von Familie MD7, die
eine SGCE-Mutation von ihrer Mutter geerbt hat, bisulfitsequenziert.

Durch die Behandlung mit Natriumbisulfit und Natronlauge wurde die DNA stark fragmentiert
und zu ~ 90 % degradiert (Grunau et al. 2001). Nach der Bisulfitbehandlung von 3 pug
genomischer DNA war photometrisch keine DNA-Konzentration mehr messbar. Dennoch
lie sich die bisulfitbehandelte DNA nach Optimierung des Bisulfit-PCR-Protokolls und der
verwendeten  Primersequenzen amplifizieren. Generell war eine  Amplifikation
bisulfitbehandelter DNA bis zu Fragmentgréfien von maximal 400 bp erreichbar.

In der optimierten Erstrunden-PCR mit Ampli-Tag Gold DNA-Polymerase bei 40 Zyklen
wurden die Primer BSTx_F und BSTx_R (Primersequenzen siehe Anhang) verwendet, die
keine CpG-Dinukleotide enthalten und eine Amplifikation aller bisulfitbehandelten DNA-
Strange unabhangig von ihrem Methylierungsstatus ermdglichen. Aus diesem Grund wurde
die Bisulfit-PCR als ,methylierungsunabhangig“ bezeichnet. Das amplifizierte Produkt war
376 bp lang, enthielt 25 CpG-Dinukleotide und war von -772 bis -1148 bp vor dem
Initiationscodon von SGCE auf dem nicht-codierenden Strang lokalisiert (Abb. 3-12). Mit der
Subklonierung dieser methylierungsunabhangigen Bisulfit-PCR-Amplifikate und der
Sequenzierung von Einzelkolonien wurde das Methylierungsmuster des 48. bis 72. CpG-
Dinukleotids vor dem Translationsstart von SGCE analysiert. Die Ergebnisse der
genomischen Bisulfitsequenzierung sind in Abb. 3-14 graphisch dargestellt und in Tab. 3-3
zusammengefasst (Grabowski et al. 2003).

Die Bisulfitsequenzierungen der maternalen UPD7s (lymphoblastoide Zelllinien 15/96 und
100/98), die nur mutterliche Allele von Chromosom 7 reprasentieren, ergaben in je 15 Klonen
eine Cytosin-Methylierung der CpG-Dinukleotide von tUber 94 % (Abb. 3-14 a+b). Von der
paternalen UPD7 (lymphoblastoide Zelllinie 108/98) wurden 15 Klone bisulfitsequenziert, die
alle komplett unmethyliert waren (Abb. 3-14 c).

Aus diesen Ergebnissen mit uniparentalen Disomien war zu erkennen, dass in
lymphoblastoiden Zelllinien auf den maternalen Allelen die Cytosine in CpG-Dinukleotiden
nahezu vollstandig methyliert vorliegen, wahrend die paternalen Allele ganzlich unmethyliert
sind. Dieser Zustand der differentiellen Methylierung zeigte sich auch, wenn die elterlichen
Allele anhand eines genomischen Polymorphismus unterschieden werden konnten (Beispiel
in Abb. 3-13). In der Leukozyten-DNA (#15025) waren die CpG-Dinukleotide der 9 Klone mit
maternalem Allel G methyliert, wahrend die 13 Klone des paternalen Allels A unmethyliert
vorlagen (Abb. 3-14 d).

Auch die Bisulfitsequenzierungen der zwei Gehirn-DNAs #2 und #104 zeigten zum einen
relativ einheitlich methylierte Klone eines Allels (91 - 92 %, beide mit Polymorphismus), zum
anderen zu 95 - 99 % unmethylierte Klone des anderen Allels (Abb. 3-14 e und f). Die

Polymorphismen der Gehirn-DNAs dienten der Allelunterscheidung, konnten jedoch keinem
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elterlichen Ursprung zugeordnet werden. Der Polymorphismus (-911 C>G) in CpG-
Dinukleotid Nr. - 58 von Gehirn-DNA #104 reduzierte die Anzahl an CpG-Dinukleotiden in
einem Allel auf 24. In Gehirn-DNA #2 wurden 10 methylierte und 9 unmethylierte Klone
vorgefunden, in Gehirn-DNA #104 war das Verhaltnis von methylierten zu unmethylierten
Klonen 8 zu 14.

Die Leukozyten-DNA einer MDS-Patientin (#19023) mit maternaler Transmission des MDS
zeigte in der Bisulfitsequenzierung sowohl methylierte, als auch unmethylierte Klone (Abb.
3-14 g). Es konnten jedoch keine Allele unterschieden werden, da im Promotorbereich kein
Polymorphismus gefunden wurde. Von den 28 gepickten Klonen waren 9 Klone, deren CpG-

Dinukleotide zu 93 % methyliert vorlagen, und 19 zu 95 % unmethylierte Klone.

ACTACAAAAA ACGCTACAAA AACGATGCGA TTAGCCAGCC unbehandelte DNA, paternales Allel A
ACTACAAAAA GCGCTACAAA AACGATGCGA TTAGCCAGCC unbehandelte DNA, maternales Allel G
ATTATAAAAA ATGTTATAAA AATGATGTGA TTAGTTAGTT BST unmethyliert, paternales Allel
ATTATAAAAA GCGTTATAAA AACGATGCGA TTAGTTAGTT BST methyliert, maternales Allel

Abb. 3-13: Ausschnitt aus der Promotorsequenz von SGCE mit Polymorphismus in der nativen
DNA von #15025 (oben) und nach der Bisulfitumwandlung. In blau sind unmethylierte Cytosine
gekennzeichnet, die wihrend der Bisulfitbehandlung (BST) in Uracil-Bausteine umgewandelt und in
der PCR als Thymine gelesen wurden. Die griin markierten Cytosine waren methyliert und wurden
nicht chemisch umgewandelt. Die elterlichen Allele sind (ber einen Polymorphismus (A/G)

unterscheidbar und zeigen eine allelspezifische Methylierung der CpG-Dinukleotide (unterstrichen).

DNA Klonanzahl | CpGs/Klon | £ CpGs | Ausnahmen % Methylierungsstatus
matUPD7 lymphoblastoide Zelllinie (15/96) 15 25 375 21 94,4 methyliert
matUPD7 lymphoblastoide Zelllinie (100/98) 15 25 375 16 95,7 methyliert
patUPD7 lymphoblastoide Zelllinie (108/98) 15 25 375 0 100,0 unmethyliert
Leukozyten DNA #15025, maternales Allel G 9 25 225 7 96,9 methyliert
Leukozyten DNA #15025, paternales Allel A 13 25 325 4 98,8 unmethyliert
Leukozyten DNA #19023 9 25 225 15 93,3 methyliert
Leukozyten DNA #19023 19 25 475 21 95,6 unmethyliert
Gehirn-DNA #2, Allel G 10 25 250 22 91,2 methyliert
Gehirn-DNA #2, Allel A 9 25 225 11 95,1 unmethyliert
Gehirn-DNA #104, Allel G 8 24 192 14 92,7 methyliert
Gehirn-DNA #104, Allel A 14 25 350 1 99,7 unmethyliert

Tab. 3-3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Bisulfitsequenzierungen von zwei maternalen
UPD7s (15/96 und 100/98), einer paternalen UPD7 (108/98), einer heterozygoten Kontroll-
Leukozyten-DNA (#15025), einer Leukozyten-DNA einer MDS-Patientin (#19023) mit maternaler
Transmission und zwei heterozygoten Gehirn-DNAs (#2 und #104).
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Abb. 3-14: Methylierungsmuster sequenzierter Klone aus methylierungsunabhéngigen
Bisulfitamplifikationen des 48. bis 72. CpG-Dinukleotids am 5-Ende vor dem Translationsstart von
SGCE (m=methyliert, O= unmethyliert). a) + b) maternale UPD7 Zelllinien stark methyliert c) paternale
UPD7 Zelllinie komplett unmethyliert d) Kontroll-Leukozyten-DNA (#15025) mit methylierten Klonen
des maternalen Allels G und unmethylierten Klonen des paternalen Allels A e) + f) Gehirn-DNAs mit
Polymorphismen zeigen je ein methyliertes und ein unmethyliertes Allel g) Leukozyten-DNA einer
MDS-Patientin (#19023) mit maternaler Transmission des MDS weist in der Bisulfitsequenzierung

sowohl methylierte als auch unmethylierte Klone auf.

Bei der Verwendung von methylierungsspezifischen Primern wurden &hnliche Ergebnisse
erzielt wie mit den methylierungsunabhangigen Primern. Die Bisulfitsequenzierung der
Gehirn-DNA #104 ergab zu 95,7 % einheitlich methylierte Klone des Allels G, und zu 98,1 %
unmethylierte Klone des Allels T.

Methylierungsspezifische PCRs reflektieren nicht immer das tatsachlich herrschende
Verhaltnis von methylierten zu unmethylierten DNA-Strangen im Ausgangsmaterial. Zum
einen konnen vereinzelt vorliegende DNA-Strange mit auflergewoOhnlicher Methylierung
ebenfalls spezifisch amplifiziert werden. Obwohl in der paternalen UPD7 (108/98) die Allele

vollstandig unmethyliert vorliegen (Abb. 3-14), war eine schwache Amplifikation mit Primern
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spezifisch fur methylierte DNA moglich. Die Subklonierung ergab vier Klone, die zu 95,5 %
methyliert waren. Zum anderen kann die Amplifikation durch Primer-Mismatches an
Methylierungsspezifitat verlieren. In maternalen UPD7s liegen die Allele methyliert vor. Mit
Primern spezifisch fur unmethyliete DNA gelang aufgrund von Primer-Mismatches eine

schwache Amplifikation. Die Klone waren zu 97,5 % methyliert.

3.2.3 Untersuchungen monoallelischer Expression auf Chr. 7g21.3

Die genomische Pragung von Genen kann Uber Expressionsanalysen nachgewiesen
werden. Potentiell gepragte Gene wurden auf monoallelische Expression untersucht, indem
RT-PCRs aus cDNA uniparentaler Disomien von Chr. 7 durchgefuhrt wurden. Alternativ
wurde die Expression einiger Gene mit einem Polymorphismus Uber RT-PCR-

Sequenzierung analysiert.

3.2.3.1 Expressionsanalyse durch RT-PCR an UPD7 cDNAs

Es wurden RT-PCR-Amplifikationen aus cDNAs lymphoblastoider Zelllinien einer paternalen
und zweier maternaler uniparentaler Disomien von Chr. 7 (UPD7) durchgefihrt, um eine
allelspezifische Expression von Genen auf Chr. 7 zu detektieren. Die Primer wurden so
gewahlt, dass sie, mit Ausnahme von ASB-4 und dem intronfreien PEG10, ein Intron
umfassten. Bei der RNA-Isolation wurde ein DNase-Verdau durchgefihrt, um eine DNA-
Kontamination zu vermeiden. Die RT-PCR aus der cDNA einer lymphoblastoiden Zelllinie
diente zur Kontrolle der Amplifikation, und eine Negativkontrolle erfolgte ohne cDNA-Zugabe.
Untersucht wurden das SGCE-Gen und 15 weitere Gene der Chromosomenregion 7q21.3.
Es standen getrocknete Zellpellets von Zelllinien einer paternalen UPD7 und zwei maternaler
UPD7 aus dem MPI Berlin zur Verfigung. Aus diesen Zellpellets wurde RNA isoliert
(RNeasy Mini Kit und RNase-free DNase Set, QIAGEN), in cDNA umgeschrieben (First-
strand cDNA Synthese Kit, Amersham Biosciences) und mit einer GAPDH-RT-PCR
Uberprift. GAPDH war in allen cDNAs mit annahernd gleicher Intensitat amplifizierbar und
zeigte keine DNA-Kontamination der RNAs an (Abb. 3-16 unten).

Bei den RT-PCR-Amplifikationen des SGCE-Transkripts von 153 bis 536 bp der cDNA wurde
konsistent in vier Versuchen in den maternalen UPD7 cDNAs nur eine sehr schwache bis
komplett fehlende Amplifikation vorgefunden. Die paternale UPD7 zeigte in der RT-PCR eine
starke Amplifikation, ebenso wie die Kontroll-cDNA. Um eine semi-quantitative Abschatzung
der Expression von SGCE in den verschiedenen cDNAs durch einen Vergleich der Starke
der Banden auf dem Agarose-Gel zu erméglichen, wurde eine Multiplex-PCR durchgefihrt.
In diesem RT-PCR-Ansatz wurden die Primer fur SGCE und GAPDH eingesetzt, um eine
Amplifikation von SGCE und GAPDH simultan unter gleichen Bedingungen zu gewahrleisten
(Abb. 3-15). Die GAPDH-Banden (282 bp) waren in allen cDNAs vorhanden und annahernd

gleich stark, wobei in der Kontroll-cDNA und der maternalen UPD7 15/96 die Amplifikation
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etwas geringer ausfiel. Die Amplifikation des SGCE-Transkripts von 679 bis 1070 bp war
auch mit der Multiplex-PCR in den einzelnen cDNAs sehr unterschiedlich. Die Expression
von SGCE in der Kontroll-cDNA und der paternalen UPD7 war anhand der starken RT-PCR-
Banden eindeutig erkennbar, wahrend in den beiden maternalen UPD7 cDNAs nur eine sehr
geringe Amplifikation von SGCE modglich war (Grabowski et al. 2003). Eine Wiederholung

dieser RT-PCRs mit erneut isolierter RNA ergab gleiche Bandenverhaltnisse.

Abb. 3-15: Multiplex-RT-PCR von SGCE und

5 - ° GAPDH mit c¢DNAs aus lymphoblastoiden
= e =
2 2 g 3 a2 £ Zelllinien einer Kontrolle, einer paternalen und
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ﬁ 2 25 o 2 zweier maternaler UPD7. SGCE lie8 sich aus
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£ E 55 5 8 cDNA der Kontrolle und der paternalen UPD7
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= < & E E E Z amplifizieren, jedoch nicht oder nur sehr schwach
SGCE s s in den maternalen UPD7 Zelllinien. Die simultane
GAPDH B "o o s o s

GAPDH-Amplifikation diente der Kontrolle und

dem Vergleich der cDNAs untereinander.

In maternalen UPD7 cDNAs kann prinzipiell die Expression biallelisch exprimierter und
paternal gepragter Gene Uber RT-PCR nachgewiesen werden. Unterliegt ein Gen der
maternalen Pragung und transkriptionellen Stilllegung, fehlt dessen Expression in
maternalen UPD7 cDNAs. Die in verschiedenen PCR-Ansatzen konstant schwache
Amplifikation von SGCE in den maternalen UPD7 cDNAs deutet daher auf eine vorwiegend
monoallelisch paternale Expression und maternale Pragung des Epsilon-Sarkoglykan-Gens
hin.

Da gepragte Gene oft gehauft in Clustern vorliegen, wurden auch umliegende Gene von
SGCE auf Chr. 7921.3 auf genomische Pragung und monoallelische Expression hin in den
UPD7 cDNAs untersucht. Neun Gene (TFPI2, BET1, PEG10, PON3, PON2, ASB-4,
SLC25A13 und DSS1) lieRRen sich in einer ersten RT-PCR-Runde amplifizieren und konnten
auf allelspezifische Expression in UPD7 cDNAs untersucht werden (Abb. 3-16), wahrend von
sechs weiteren Genen die Expression in Lymphoblasten zu gering war. Die Ergebnisse der
einzelnen RT-PCRs sind entsprechend der Genlokalisation auf Chr. 7 von proximal nach
distal beschrieben und in Tab. 3-4 (S. 55) zusammengefasst.

CALCR (,Calcitonin Receptor”) liely sich weder aus Lymphoblasten-cDNA, noch aus Gehirn
amplifizieren. ESTs wurden nach Datenbankeintragen nur in Ovarialkarzinomen und im
Knochen vorgefunden.

TFPI2 (,Tissue Factor Pathway Inhibitor 2“) zeigte in allen cDNAs RT-PCR-Produkte und ist
nicht gepragt.
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GNGT1 (,Guanine Nucleotide binding protein, Gamma Transducing activity polypeptide 1)
lie sich weder aus Lymphoblasten-cDNA, noch aus Gehirn amplifizieren. ESTs wurden
nach Datenbankeintragen nur in Stdbchenzellen der Photorezeptoren detektiert.

GNG11 (,Guanine Nucleotide binding protein, Gamma subunit 11“) wurde nicht auf
Transkriptionsebene untersucht, da dessen Expression nach EST-Datenbankeintragen
ausschlief3lich in der Retina stattfindet.

Das Gen BET1 (,Bet1-Homolog“) zeigte in allen cDNAs RT-PCR-Produkte und ist nicht
gepragt.

Die Expression von COL1A2 (,Collagen Alpha-2 type 1) liel3 sich aus Gehirn-cDNA, jedoch
nicht in Lymphoblasten detektieren.

CAS1 (,Drosophila homolog“) liell sich aus Gehirn-cDNA amplifizieren, ist jedoch in
Lymphoblasten zu schwach exprimiert, um in einer Erstrunden-PCR nachgewiesen werden
zu kénnen.

SGCE (,Epsilon Sarcoglycan®) wies in den maternalen UPD7 Zelllinien eine fehlende bzw.
vergleichsweise sehr schwache Expression auf und ist vorwiegend paternal exprimiert.
PEG10 (,Paternally Expressed Gene 10 lie3 sich aus lymphoblastoider cDNA der
Kontrollzelllinie und der paternalen UPD7 amplifizieren, fehlte jedoch in den beiden
maternalen UPD7 cDNAs. Zum semi-quantitativen Vergleich wurden Multiplex-RT-PCRs fur
GAPDH als internen Standard und PEG10 angesetzt. Die GAPDH-Banden waren in allen
cDNAs etwa gleich stark, wahrend keine spezifischen Banden fur PEG70 aus den
maternalen UPD7 cDNAs amplifiziert wurden. PEG10 ist in allen fetalen und adulten
Geweben, mit Ausnahme von Gehirn, maternal gepragt und nur paternal exprimiert (Piras et
al. 2000).

Das Pseudogen ,Similar to ADP ribosylation factor wurde nicht auf genomische Pragung hin
untersucht.

Die Gene flr Neurabin (,Hypothetical protein FLJ20068“) und PON1 (,Paraoxonase 1%
lieRen sich aus Gehirn-cDNA, jedoch nicht aus Lymphoblasten-cDNA amplifizieren.

PON3 (,Paraoxonase 3“) und PONZ2 (,Paraoxonase 2“) waren aus allen cDNAs gut
amplifizierbar und sind nicht gepragt.

ASB-4 (,Ankyrin-repeat and SOCS Box-containing 4) wurde aus Lymphoblasten im 3’'UTR
der cDNA von 1278 bis 1475 bp amplifiziert. In den maternalen und paternalen UPD7 cDNAs
war ASB-4 als leichte Doppelbande amplifizierbar und ist nicht gepragt. In ,Genbank" wurden
verschiedene Varianten von ASB-4 dokumentiert, die durch alternatives Spleiling der cDNA
am 3’-Ende entstehen und die Amplifikation der Doppelbande erklaren. Die grofere PCR-
Bande mit einer FragmentgroRe von 198 bp wurde sequenziert und liel® sich einer cDNA-

Sequenz von ASB-4 spezifisch zuordnen.
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PDK4 (,Pyruvate Dehydrogenase Kinase, isoenzyme 4% liel3 sich aus Gehirn-cDNA, jedoch

nicht aus Lymphoblasten-cDNA amplifizieren.

DNCI1 (,Dynein, cytoplasmic, intermediate polypeptide 1) wurde nicht auf Transkriptions-

ebene untersucht, da ESTs in der Datenbank nur in speziellen Gehirnregionen beschrieben

wurden.

SLC25A13 (,Solute Carrier family 25, member 13; Citrin®) und DSS1 (,Deleted in Split-
hand/Split-foot 1 region) zeigten in allen cDNAs annahernd gleichstarke RT-PCR-Banden

und sind nicht gepragt.
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Abb. 3-16: Vergleich der Genexpressionen
zwischen maternalen und  paternalen
uniparentalen Disomien von Chromosom 7
(UPD7) und einer GAPDH-Kontroll-Amplifikation
tiber RT-PCR mit cDNAs aus lymphoblastoiden
Zelllinien. In den maternalen UPD7 cDNAs ist
SGCE nur sehr schwach amplifizierbar und
PEG10 nicht spezifisch amplifizierbar. SGCE und
PEG10 sind maternal geprégte Gene, die auf dem
militterlichen Allel nur schwach oder nicht
exprimiert werden. Die umliegenden Gene auf
Chr.7q21 TFPI2, BET1 proximal, sowie PONS3,
PON2, ASB-4, SLC25A13 und DSS1 distal sind
nicht geprégt.
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Gen LB Gehirn | Pragungsstatus cDNA bp
CALCR ? 488 bis 898
TFPI2 + ? nicht gepragt 567 bis 993
GNGT1 ? -3 bis +376
BET1 + nicht gepragt 22 bis 305
COL1A2 + ? 95 bis 529
CAS1 + ? 332 bis 524
SGCE + + maternal gepragt 679 bis 1070
PEG10 + + maternal gepragt 868 bis 1297
Neurabin (FLJ20068) + ? 244 bis 621
PON1 ? ? 33 bis 415
PON3 + ? nicht gepragt 64 bis 407
PON2 + ? nicht gepragt 247 bis 690
ASB-4 + + nicht gepragt 1278 bis 1475
PDK4 + ? 56 bis 450
SLC25A13 + ? nicht gepragt 1180 bis 1554
DSS1 + ? nicht gepragt 60 bis 420

Tab. 3-4: Zusammenfassung der Ergebnisse der RT-PCRs. Expression von Genen in
lymphoblastoiden Zelllinien (LB) und Gehirn sowie deren Prédgungsstatus, der mit RT-PCRs aus cDNA
von UPD7 lymphoblastoiden Zelllinien analysiert wurde. Einige Gene waren nicht in einer ersten PCR-
Runde amplifizierbar und konnten nicht untersucht werden. Die cDNA-Amplifikation ist ab dem
Translationsstartcodon angegeben. Die Reihenfolge der Gene entspricht ihrer Lokalisation von

proximal nach distal auf Chr. 7q21.3.

3.2.3.2 RT-PCR-Sequenzierung bei genomisch Heterozygoten

Bei genomisch Heterozygoten kann Uber cDNA-Sequenzierung untersucht werden, ob ein
Gen monoallelisch oder biallelisch transkribiert wird. Die elterliche Herkunft der jeweiligen
Allele wird Uber Genotypisierung der parentalen DNAs festgestellt, falls diese verfiigbar sind.
In 42 DNAs von Zellkulturen wurden fir die Gene (CAS1, PON3, ASB-4 und SGCE)
Polymorphismen im codierenden Bereich und in den 3’'UTR und 5’'UTR gesucht. Aulerdem
wurde nach codierenden und nicht-codierenden SNPs gesucht, die in der SNP-Datenbank
(dbSNP) angegeben waren.

Zur Expressionsanalyse wurden die lymphoblastoiden Zellkulturen der genomisch
heterozygoten DNAs kultiviert und aus den Zellen RNA isoliert (RNeasy Mini Kit und RNase-
free DNase Set, QIAGEN). Weitere drei RNAs wurden aus Frischblut heterozygoter SGCE-
Mutationstrager isoliert.

Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben (First-strand cDNA Synthese Kit, Amersham
Biosciences) und mit einer GAPDH-RT-PCR uberprift. Dann wurde die cDNA in einer RT-

PCR im Bereich des Polymorphismus amplifiziert und sequenziert.
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CAS1

Fur CAS1 war keine heterozygote Zelllinie vorhanden. Bei der Sequenzierung von Exon 8
und Exon 11 von CAS7 konnten in den 42 DNAs lymphoblastoider Zelllinien keine
Sequenzvarianten nachgewiesen werden.

Expression von PON3 in Zellkultur mit Polymorphismus

Eine biallelische Expression von PON3 wurde durch RT-PCR-Sequenzierung in zwei
genomisch heterozygoten Zellkulturen nachgewiesen. In Exon 4 von PON3 wurde in zwei
DNAs ein synonymer SNP mit den Allelen G und A an Basenpaarposition 297 der cDNA
(297G>A; A99A) identifiziert. Uber die Sequenzierung der elterlichen DNAs war die Herkunft
der Allele bei zwei der Heterozygoten eindeutig nachvollziehbar. Die heterozygoten
Nachkommen erbten beide das Allel A vom Vater, das Allel G von der Mutter. Bei #16162
war die Mutter homozygot G, der Vater heterozygot A/G. Bei #16443 war der Vater
homozygot A, die Mutter heterozygot A/G.

Die aus den Zellkulturen von #16162 und #16443 isoliete RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und in eine RT-PCR eingesetzt. PON3 wurde mit cDNA-Primern von 209 bp
bis 407 bp amplifiziert und sequenziert. In den Elektropherogrammen war bei beiden cDNAs
eine biallelische Expression der Allele G und A von PON3 festzustellen. In der Zellkultur von
#16162 waren die Sequenzintensitaten von G und A gleich hoch, wahrend bei Zellkultur von
#16443 die Sequenzintensitat fir G hdoher war als flr A.

Expression von ASB-4 in Zellkultur mit Polymorphismus

Von ASB-4 wurde zur Bestatigung der RT-PCR-Ergebnisse eine weitere Expressionsanalyse
durchgeflihrt, da es Uber RT-PCR im intronfreien 3’'UTR amplifiziert wurde. Im ASB-4-Gen
wurden der 5’UTR von -315 bis +34 bp und der 3’'UTR von 1248 bis 1618 bp (342 bp nach
dem Stoppcodon) sequenziert. Dabei konnte im 3’'UTR ein haufiger SNP mit den Allelen C
und T in Basenpaarposition 1412 entdeckt werden. Weil ASB-4 in lymphoblastoiden Zellen
nur gering exprimiert wird, wurde von der Erstrunden-RT-PCR von ASB-4 eine zweite PCR-
Runde mit einem nach innen versetzten (,nested“) Primer durchgefiihrt und sequenziert. Die
RT-PCR-Sequenzierungen der genomisch heterozygoten lymphoblastoiden Zelllinien #639
und #494 im 3’'UTR ergaben die Allele C und T auch in der cDNA (Abb. 3-17) und zeigten
damit eine biallelische Expression an. Bei der paternalen UPD7 (108/98), die auf cDNA-
Ebene ebenfalls die beiden Allele C und T aufweist, handelt es sich um eine
Heteroisodisomie, bei der die zwei verschiedenen Allele des Vaters von Chr. 7 an den

Nachkommen weitergegeben wurden.
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Abb. 3-17: Sequenzierung von ASB-4 in
Patienten mit heterozygoter Sequenzvariante.
Die genomische Sequenzierung einer DNA
(oben) mit der heterozygoten Sequenzvariante
zeigte die Allele T und C mit gleicher
Intensitdt. Die RT-PCR-Sequenzierungen von
drei cDNAs aus lymphoblastoiden Zelllinien
wiesen die Transkription der beiden Allele von
ASB-4 nach. Das Verhéltnis der

Sequenzintensitdten der Allele variierte

geringfligig.

Expression von SGCE in Zellkultur mit Polymorphismus

In einer Zellkultur mit heterozygotem Polymorphismus wurde eine Expression von
vorwiegend paternalen, aber auch maternalen Allelen von SGCE gezeigt. Fir SGCE wurden
die 42 DNAs, von denen Zellkulturen existieren, im 5’UTR von -103 bp bis +116 bp und im
3'UTR von 1250 bp bis 1691 bp von SGCE auf Polymorphismen hin sequenziert. Im 3'UTR
wurde in cDNA Basenpaarposition 1415 ein Polymorphismus mit den Allelen A und G in der
mannlichen Kontroll-DNA #15012 gefunden. Da die DNA-Sequenzierung der Mutter einen
homozygoten Status des Allels A ergab, wird ein paternaler Ursprung des Allels G
angenommen. Aus der lymphoblastoiden Zellkultur von #15012 wurde RNA isoliert. Eine RT-
PCR-Sequenzierung der cDNA wurde von 1252 bis 1516 bp durchgefihrt. Im
Elektropherogramm war der Polymorphismus ebenfalls heterozygot sichtbar, obwohl die
Sequenzintensitat des paternalen Allels G etwa doppelt so hoch war wie die des maternalen
Allels A. Selbst bei RT-PCRs mit unterschiedlicher Zyklenzahl (18, 20, 22, 25 und 30 Zyklen)
war eine biallelische Expression der Allele A und G in der Zellkultur zu erkennen. Das PCR-
Produkt von 30 Zyklen RT-PCR wurde subkloniert. Davon wurden 10 Klone gepickt und
sequenziert, wobei 3 Klone das maternale Allel A aufwiesen, und 7 das paternale Allel G.
Expression von SGCE in Frischblut heterozygoter Mutationstrager

Eine rein monoallelisch paternale Expression von SGCE wurde in Leukozyten-cDNAs von
genomisch heterozygoten SGCE-Mutationstragern in drei verschiedenen MDS-Familien
(Abb. 3-18) vorgefunden. Die RNA wurde hier direkt aus Frischblut isoliert und durch RT-

PCR-Sequenzierung analysiert.
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Abb. 3-18: RT-PCR-Sequenzierung in drei heterozygoten SGCE-Mutationstrdgern von
verschiedenen MDS-Familien. Aus Frischblut der markierten Patienten wurde RNA isoliert. Die
Sequenzen der RT-PCRs ergaben immer eine monoallelische Expression des jeweils paternalen
SGCE-Allels.

Es wurde RNA aus Frischblut eines asymptomatischen Mutationstragers (aus MDG6)
untersucht, bei dem nur das paternale Wildtyp-Allel exprimiert ist. Das maternale, mutierte
Allel ist transkriptionell stillgelegt, so dass es nicht zur Auspragung des MDS kommt.

Die Sequenzen der RT-PCR einer MDS-Patientin (aus MD8) zeigen eine monoallelische
Expression des mutierten Allels von SGCE, das vom Vater vererbt wurde, der
asymptomatischer Mutationstrager ist. Auch hier wird nur das vaterliche Allel des SGCE-
Gens in Leukozyten exprimiert. Die Krankheitstransmission des MDS ist mit einem
maternalen Pragungsmechanismus vereinbar.

Wir untersuchten in Familie MD7 eine betroffene Patientin, bei der eine maternale
Transmission der Krankheit vorliegt. Die Mutation, die zu einem fruhzeitigen Aminosaure-
Kettenabbruch von SGCE flhrt, liegt in der DNA der erkrankten Mutter (#18512) und der
erkrankten Tochter (#19023) heterozygot vor (Abb. 3-19 oben). In den Blutleukozyten der
Mutter wird ausschlieldlich das mutierte SGCE-Allel exprimiert. Bei der RT-PCR-
Sequenzierung von SGCE wurde nur das mutierte Allel T detektiert (Abb. 3-19 Mitte). Die
erkrankte, genomisch heterozygote Tochter (#19023) zeigte auf Transkriptionsebene
ebenfalls eine monoallelische Expression von SGCE. In der cDNA-Analyse von Frischblut
der Tochter zeigte sich (berraschenderweise, dass nur das vaterliche Wildtyp-Allel C
exprimiert ist (Abb. 3-19 unten). Trotz der Expression des paternalen Wildtyp-Allels in
Leukozyten, das zu einer normalen Aminosduresequenz von SGCE fihrt, ist die Tochter
vom MDS betroffen.

58



Abb. 3-19: RT-PCR-Sequenzierung heterozygoter MDS-Patienten. Die am MDS erkrankte Tochter
(#19023) erbte die Mutation von ihrer ebenfalls betroffenen Mutter (#18512). Die genomisch
heterozygote Mutter (304C>T; R102X) exprimiert in Blutleukozyten nur das mutierte Allel T von
SGCE, das zu einem friihzeitigen Aminoséure-Kettenabbruch fiihrt. Die ebenfalls genomisch
heterozygote Tochter zeigt in Blutleukozyten nur die Expression des gesunden paternalen Allels C,

das zu einer normalen Aminoséuresequenz von SGCE fiihrt, und ist trotzdem erkrankt.

Eine Expressionsanalyse von SGCE in Gehirngewebe war nicht mdglich. Im codierenden
Bereich von SGCE konnte in 33 untersuchten Gehirn-DNAs kein Polymorphismus gefunden
werden. Gehirn-Gewebe von MDS-Patienten zum direkten Nachweis monoallelischer oder

biallelischer Expression von SGCE stand nicht zur Verfligung.
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4 Diskussion

4.1 Die Sarkoglykan-Proteinfamilie

4.1.1 Homologie der Sarkoglykane

Sarkoglykane sind N-glykosylierte Proteine mit einer Transmembrandomane (Ozawa et al.
1998). Bei Invertebraten kennt man drei Sarkoglykan-Gene, aus denen vermutlich durch
Genduplikationsereignisse in Sdugern zusatzliche Sarkoglykane entstanden sind (Wheeler et
al. 2002). Im Menschen sind die sechs Sarkoglykan-Gene Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-,
Epsilon- und Zeta- Sarkoglykan bekannt. Das Epsilon-Sarkoglykan wurde der
Sarkoglykanfamilie aufgrund seiner Homologie und der nahezu identischen Exon-Intron-
Struktur zu Alpha-Sarkoglykan (,Adhalin“, SGCA; NM_000023) zugeordnet (McNally et al.
1998). SGCE und SGCA sind auf Nukleotidebene zu 41 % identisch und besitzen auf
Proteinebene eine Ahnlichkeit von 62 % (Abb. 4-1 und Abb. 4-2) (McNally et al. 1998).

Alpha- und Epsilon- Sarkoglykan sind Typ 1 Transmembranproteine mit einem
extrazellularen N-Terminus, wahrend die Ubrigen Sarkoglykane der Sarkoglykanfamilie Typ 2
Transmembranproteine sind, deren N-Terminus intrazellular lokalisiert ist. Die Gamma-,
Delta- und Zeta- Sarkoglykane besitzen &ahnliche Aminosauresequenzen (Abb. 4-1,
Alignment im Anhang) und konservierte Exon-Intron-Strukturen (Crosbie et al. 2000;
Wheeler et al. 2002). Diese Proteine sind untereinander zu 48 — 58 % identisch, wahrend
das Beta-Sarkoglykan auf Proteinebene zu 23 - 25 % mit ihnen identisch ist und nur eine

schwache Homologie zeigt (Alignment im Anhang).
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Abb. 4-1: Aminoséduresequenz-Ahnlichkeit der Sarkoglykane aus (Hack et al. 2000). Alpha- und
Epsilon- Sarkoglykan sind Typ 1 Transmembranproteine. lhre Aminoséduresequenzen weisen eine
Ahnlichkeit von 62 % auf. Alle weiteren bekannten Sarkoglykane sind Typ 2 Transmembranproteine.
Die Aminoséuresequenzen der Gamma- und Delta- Sarkoglykane sind zu 69 % &hnlich und besitzen

eine schwache Homologie zu Beta-Sarkoglykan.
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Abb. 4-2: Alignment der Aminosauresequenzen von SGCE und SGCA. Epsilon- und Alpha-

Sarkoglykan sind auf Proteinebene zu 41 % identisch (grau unterlegt).
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Sequenzvergleiche von SGCE zwischen Homo sapiens und Mus musculus ergaben

Ubereinstimmungen von 89 % auf Nukleotidebene (Alignment im Anhang) und von 92 % auf
Proteinebene (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3: Alignment der Aminoséduresequenzen von Epsilon-Sarkoglykan des Menschen (homo

sapiens; hs) und der Maus (mus musculus; mm). Die Proteine sind zu 92 % identisch (grau unterlegt).
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4.1.2 Sarkoglykankomplexe

Die Alpha-, Beta-, Gamma- und Delta- Sarkoglykane bilden in quergestreiften Muskeln einen
heterotetrameren Sarkoglykankomplex, der ein Bestandteil des Dystrophin-Glykoprotein-
Komplexes (DGK) ist. Dieser enthdlt neben dem Sarkoglykankomplex eine zweite
Glykoproteineinheit, die Dystroglykane Alpha und Beta, und die zytoplasmatischen Proteine
Dystrophin, Dystrobrevin und Syntrophine (Abb. 4-4 A) (Yoshida et al. 2000). Der DGK
verbindet in Muskelzellen das Sarkolemma Uber Laminin-2 mit der extrazellularen Matrix und
Uber Dystrophin mit dem intrazelluldren Aktin-Zytoskelett und dient der Stabilitat der
Muskelfasermembranen. Mutationen in den Genen von Alpha-, Beta-, Gamma- und Delta-
Sarkoglykan fuhren zu den autosomal rezessiven Gliedergurtel-Muskeldystrophien (LGMD)
vom Typ 2C - 2F (Barresi et al. 2000), die auch als Sarkoglykanopathien bezeichnet werden.
Die Mutationen flihren Uber eine Membraninstabilitidt, eine veranderte Permeabilitat mit
erhéhter intrazellularer Kalziumkonzentration zur Apoptose und schlieRlich zu einer
Muskelfaserdegeneration in Herz- und Skelettmuskeln (Hack et al. 2000). Mutationen im
Dystrophin-Gen flihren ebenfalls zu Muskeldystrophien, die zusatzlich mit milder geistiger
Retardierung assoziiert sind (Hack et al. 2000). Fur die Sarkoglykanopathien existieren
Tiermodelle wie kardiomyopathische Hamster und Mause mit dystrophischen
Veranderungen der Skelett- und Herzmuskeln, die Mutationen in den Alpha-, Beta-, Gamma-
und Delta- Sarkoglykanen aufweisen (Liu et al. 1999; Hack et al. 2000). Fur Epsilon-
Sarkoglykan wurden bisher keine Tiermodelle beschrieben.
Sarkoglykankomplexe in
a) quergestreifter Muskulatur b) peripheren Nerven ¢) glatter Muskulatur

extrazellulare Matrix

Membran

Dystrophin ‘ o

=
T o Pt

Syntrophin

Utrophin

Abb. 4-4: Sarkoglykane in Komplexen. a) Sarkoglykane im Dystrophin-Glykoprotein-Komplex in
Herz- und Skelettmuskel, abgewandelt nach Hack et al. (2000) und Porter (2000). b) Proteinkomplex
mit Epsilon-Sarkoglykan, Dystroglykanen und Dystrophin-Homologen im peripheren Nerv nach
Imamura et al. (2000). c) Epsilon-Sarkoglykan mit Beta-, Gamma- und Delta- Sarkoglykan,
Dystroglykanen und Sarkospan in glatter Muskulatur (Straub et al. 1999; Barresi et al. 2000).

63



SGCE wird ubiquitar in allen fetalen und adulten untersuchten Geweben exprimiert und
unterscheidet sich dadurch von den gewebespezifisch exprimierten Alpha-, Beta-, Gamma-
und Delta- Sarkoglykanen. Das Alpha-Sarkoglykan wird nur in der quergestreiften
Muskulatur von Herz- und Skelettmuskeln exprimiert, Gamma-Sarkoglykan liegt zudem in
glatter Muskulatur vor, wie auch die Beta- und Delta-Sarkoglykane, die aulerdem in
peripheren Nerven und anderen Geweben exprimiert werden. SGCE kann mit Komponenten
des DGK in Komplexen vorliegen, deren Zusammensetzung gewebespezifisch variiert.
Obwohl Epsilon-Sarkoglykan in glatter Muskulatur anstelle von Alpha-Sarkoglykan im
Sarkoglykankomplex mit den Beta-, Gamma- und Delta- Sarkoglykanen und Sarkospan
vorkommen kann (Abb. 4-4 C), und diesen Komplex auch in der Skelettmuskulatur bildet,
scheint SGCE nicht als integraler Bestandteil am DGK in Muskelzellen beteiligt zu sein (Liu
et al. 1999; Straub et al. 1999; Barresi et al. 2000). In MDS-Patienten mit Mutationen im
Epsilon-Sarkoglykan-Gen finden sich keine Anzeichen von Muskeldystrophien (Zimprich et
al. 2001). Bei Untersuchungen am Herzmuskel und bei Muskelkraftanalysen in
Skelettmuskeln konnten keine Abweichungen von der Norm festgestellt werden.

In peripheren Nerven bildet Epsilon-Sarkoglykan mit Beta- und Delta- Sarkoglykan, mit den
Dystroglykanen Alpha und Beta und Dystrophin-homologen Proteinen wie Utrophin oder
Dp116 einen Komplex (Abb. 4-4 B) (Imamura et al. 2000).

Beim MDS handelt es sich um eine neurologische, nicht-degenerative Erkrankung. SGCE
liel sich in Zellkulturen neuronalen Ursprungs und in allen Regionen des adulten humanen
Gehirns nachweisen. Die starkste Expression von SGCE wurde in Cerebellum und Putamen
vorgefunden. Diese Regionen werden mit der Pathogenese von Bewegungsstérungen in
Verbindung gebracht (Perimutter et al. 1997). Bei Dystonien werden generell Dysfunktionen
oder Stérungen der Basalganglien vermutet (Kandel et al. 1996). Ein Myoklonus entsteht aus
einer Stérung des Zentralnervensystems, bei welcher spontane elektrische Entladungen
generiert und Uber die peripheren Nerven weitergegeben werden, und eine plétzliche
Muskelkontraktion verursachen (Adelmann 1999).

SGCE wurde auch in der aufleren Membran von Schwann’schen Zellen nachgewiesen
(Imamura et al. 2000). Allerdings liegen keine Kklinischen oder elektrophysiologischen
Anzeichen auf eine Erkrankung oder Schadigung der peripheren Nerven vor (Asmus et al.
2002). Die Nervenreizleitungsgeschwindigkeiten von MDS-Patienten zeigten keine

Abweichungen von der Norm.
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4.2 Mutationen im SGCE-Gen verursachen das MDS

Durch die Mutationsanalyse wurden die meisten Gene in der Kandidatenregion von Chr.
7921.3 untersucht. Dabei wurden in den Genen CAS17, Neurabin (FLJ20068) und DNCI1
sieben synonyme Polymorphismen vorgefunden, und ein nicht-synonymer SNP im Neurabin-
Gen (FLJ20068), der zu einem Aminosaureaustausch (R90Q) fuhrt. Diese Polymorphismen
kamen jeweils nur in einer DNA vor und wurden daher nicht als krankheitsverursachend
betrachtet.

Im Gen SGCE wurden in allen sechs Indexpatienten der MDS-Familien heterozygote
Mutationen gefunden (Abb. 4-5). Die 72 sequenzierten Kontrollallele zeigten keine

Sequenzabweichungen im SGCE-Gen.

289C T | | 304C—T |406-9?de|\ |483deIA|
ROTX R102X

ATG ‘ :I/ % Stopp
5

B25+1G —A

Exon1 2 3 4 g 7 8 9 10 11 12
I N ——
Signal- extrazellulire Transmembran- intrazellulire
peptid Domane Doméne Domine

Abb. 4-5: Lokalisation der fiinf verschiedenen, heterozygoten Mutationen im SGCE-Gen. Im

vorhergesagten Transmembranprotein befinden sich alle Mutationen in der extrazelluldren Doméne.

In Exon 3 wurden zwei Stoppmutationen (R97X; 289C>T in einer Familie und R102X;
304C>T in zwei Familien) identifiziert. Eine Deletion (406-97del), die Intron 3 und 15 bp von
Exon 4 betrifft, bewirkt den Verlust von 5 Aminosauren und zerstort die Splei3stelle am
5-Ende von Exon 4. Die 1-bp-Deletion (483delA) in einer weiteren MDS-Familie fihrt zu
einer Leserahmenverschiebung und einem vorzeitigen Stopp der Translation nach Codon
168. AuBerdem wurde eine Spleil3stellenmutation (825+1G>A) am 5'-Ende von Intron 6
identifiziert. Drei weitere intronische Spleil3stellenmutationen in MDS-Patienten (233-1G>A,
463+6T>C, 1037+5G>A) wurden spater beschrieben (Asmus et al. 2002). In 120
Kontrollichromosomen konnten keine Mutationen an den intronischen Positionen +5 oder +6
gefunden werden (Tab. 4-1).
Alle identifizierten Mutationen von SGCE fihren zu einem vorhergesagten Funktionsverlust
des Proteins. Die Stoppmutationen im SGCE-Gen bewirken einen Kettenabbruch bereits im
extrazellularen Bereich des vorhergesagten Transmembranproteins. Spleil3stellenmutationen
verhindern das korrekte SpleiRen der pra-mRNA und bewirken Uber eine aberrante mRNA-
Prozessierung den Funktionsverlust des mutierten Gens.
Bei einer paternal vererbten interstitiellen Deletion zwischen 9,0 und 16,5 Mb auf Chr.
7921.2-7921.3, die SGCE und benachbarte Gene umfasst, wurden Mikrozephalie,
65



Kleinwichsigkeit, Sprachverzdogerung, leichte faziale Abnormalitdten und myoklonische
Bewegungen (Intentionsmyoklonus) beschrieben (Deberardinis et al. 2003). Die zusatzlich
zum MDS vorhandenen Symptome werden vermutlich durch Haploinsuffizienz oder
genomische Pragung der weiteren deletierten Gene in diesem Bereich verursacht

(,Contiguous Gene Deletion Syndrome*) (Deberardinis et al. 2003).

Mutation in SGCE | Exon | vorhergesagte Auswirkung Anzahl | Referenz
106+1G>A 1 Spleilstellenmutation am 5°-Ende von Intron 1 1 (Dagvadorj et al. 2002)
232G>A 2 G788, Spleilstellenmutation am 3°-Ende von Exon 2 | 1 (Dagvadorj et al. 2002)
233-1G>A 3 Spleiflstellenmutation am 3’-Ende von Intron 2 1 (Asmus et al. 2002)
276delG 3 M92fsX40 1 (Asmus et al. 2002)
304C>T 3 R102X 12 (Zimprich et al. 2001; Asmus
et al. 2002; Han et al. 2003)
406-97del 4 del131ITAYN, SpleiRstellenmutation am 5°-Ende von | 1 (Zimprich et al. 2001)
Exon 4
463+6T>C 4 Spleiflstellenmutation am 5°-Ende von Intron 4 1 (Asmus et al. 2002)
483delA 5 Q161fsX9 1 (Zimprich et al. 2001)
556_559delGCAG 5 A186fsX1 1 (Marechal et al. 2003)
starker Phanotyp
587T>G 5 L196R 1 (Klein et al. 2002) mit
DYT1 del323FTKLDY328
734_737delAATT 6 Q245fsX10 1 (Asmus et al. 2002)
825+1G>A 6 Spleilstellenmutation am 5°-Ende von Intron 6 1 (Zimprich et al. 2001)
835_839delACAAA |7 T279fsX17 2 (Klein et al. 2002; Han et al.
2003) mit / ohnne DRD2 V1541
856C>T 7 Q286X 1 (Asmus et al. 2002)
884_885insT 7 P296fsX2 1 (Foncke et al. 2003) mit
Epilepsie
1037+5G>A 7 Spleilstellenmutation am 5°-Ende von Intron 7 1 (Asmus et al. 2002)
Chr. 7921 del von Deletion des SGCE-Gens und benachbarter Gene 1 (Deberardinis et al. 2003)
ca. 9-16.5 Mb ,Contiguous Gene Deletion
Syndrome*

Tab. 4-1: Ubersicht iiber Mutationen im SGCE-Gen mit cDNA-Position, betroffenem Exon und
vorhergesagter Auswirkung. Es wird angenommen, dass alle SGCE-Mutationen zu einem
Funktionsverlust fiihren. Zusétzlich zur SGCE-Mutation wurde in einem Fall eine Missensemutation im
DRD2-Gen beschrieben, in einem anderen Fall wurde ferner eine Deletion ohne

Leserahmenverschiebung im DYT1-Gen detektiert.

Es wird Uber eine genetische Heterogenitat des MDS diskutiert, bei der Mutationen von
verschiedenen Genen zum gleichen Krankheitsbild fuhren (Rie® 2002). In einer Familie
wurde ein neuer Locus flir das MDS auf Chr. 18p11 kartiert, nachdem keine Mutation im
SGCE-Gen gefunden wurde (Grimes et al. 2002). Angemerkt sei, dass das MDS aufgrund

seiner klinisch heterogenen Auspragung oft nur schwer zu diagnostizieren ist (Rief3 2002).
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4.3 Untersuchungen auf genomische Priagung

Stammbaumanalysen von MDS-Familien zeigten ein deutliches Ungleichgewicht in der
Penetranz abhangig vom elterlichen Ursprung des Krankheitsallels. Die vorherrschend
paternale Transmission des mutierten Allels auf MDS-Patienten liel3 einen maternalen
Pragungsmechanismus flr das krankheitsverursachende SGCE-Gen vermuten. Das murine
Epsilon-Sarkoglykan-Gen (Sgce) wurde zudem als monoallelisch paternal exprimiert
beschrieben (Piras et al. 2000).

Zur Untersuchung gepragter Gene wurden Methoden ausgewahlt, mit denen die Pragung in
der genomischen DNA und auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen werden kann. Auf
DNA-Ebene wurde die Cytosin-Methylierung in CpG-Dinukleotiden untersucht. Die Methode
der genomischen Bisulfitsequenzierung diente dem Nachweis einer differentiell methylierten
Region im Promotorbereich von SGCE. Gepragte Gene zeigten auf transkriptioneller Ebene

eine bevorzugte oder ausschlieRlich monoallelische Expression eines elterlichen Allels.

4.3.1 Bewertung der Bisulfitsequenzierungsmethode

Mit der genomischen Bisulfitsequenzierung wurde eine CpG-Insel, die im Promotorbereich
des SGCE-Gens lokalisiert ist, auf ihre Methylierung hin untersucht. Bei der
Bisulfitsequenzierung konnen Fehlerquellen, Artefakte und Probleme auftreten, die im
Folgenden analysiert werden sollen.

Zur Bisulfit-PCR-Amplifikation steht nur sehr wenig modifizierte DNA zur Verfigung, da die
DNA bei der Denaturierung mit Natronlauge fragmentiert wird (Rein et al. 1998) und nach der
Natriumbisulfitbehandlung etwa 84 - 96 % der eingesetzten DNA degradiert sind (Grunau et
al. 2001).

Nach der Bisulfitumwandlung sind der codierende und nicht-codierende Strang nicht mehr
komplementar zueinander. In dieser Arbeit wurde der Methylierungsstatus auf dem nicht-
codierenden Strang untersucht, der bei der Transkription die Vorlage fur die messenger-RNA
darstellt (Strachan et al. 1996). Es wird angenommen, dass die Methylierung der DNA
symmetrisch vorliegt (Eden et al. 1994; Tomatsu et al. 2002).

Zur Amplifikation bisulfitmodifizierter DNA wurden ,methylierungsunabhangige® Primer
verwendet, die aullerhalb von CpG-Dinukleotiden liegen und DNA unabhangig von ihrem
Methylierungsmuster amplifizieren. Die heterogenen Amplifikate wurden subkloniert. Durch
Sequenzierung zufallig ausgewahlter Klone wurde der Methylierungsstatus von DNA-

Einzelstrangen untersucht.

4.3.1.1 Artefakte und Fehler der Bisulfitumwandlung

Bei der Bisulfitbehandlung muss eine vollstandige und selektive Umwandlung unmethylierter

Cytosine gewahrleistet werden. Liegt die DNA vor allem in GC-reichen Sequenzen nicht
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komplett denaturiert als Einzelstrang vor, erfolgt eine unvollstdndige Bisulfitumwandlung und
es bleiben falsch positive Cytosine in der Sequenz (Thomassin et al. 1999). Unter optimalen
Bedingungen werden 99,48 + 0,39 % der unmethylierten Cytosine durch die
Bisulfitbehandlung in Uracile umgewandelt (Grunau et al. 2001). Nachdem die Methylierung
von Cytosinen aulierhalb von CpG-Dinukleotiden in Saugern nicht erwiesen ist (Gruenbaum
et al. 1982; Bestor et al. 1983), wurden unmethylierte Cytosine aul3erhalb von CpGs zur
Beurteilung der Effektivitat der Umwandlung herangezogen. Zwischen den Primern sind in
der DNA-Sequenz 85 Cytosine, von denen 25 in CpG-Position liegen und methyliert sein
kénnen. In den Bisulfitsequenzen wurden 99,85 % der Cytosine auflerhalb von CpGs
umgewandelt, was einer nahezu vollstandigen Bisulfitumwandlung entspricht.

Obwohl die Bisulfitumwandlung sehr selektiv ist, konnen bei langeren Reaktionszeiten auch
methylierte Cytosine desaminiert und in Uracil umgewandelt werden (Wang et al. 1980;
Grunau et al. 2001). Die Reaktionsgeschwindigkeit fir die Reaktion 5-Methyl-Cytosin —
Uracil ist zwar sehr langsam, jedoch bleiben dadurch méglicherweise 2 - 3 % der

methylierten Cytosine in CpGs als falsch Negative unentdeckt (Wang et al. 1980).

4.3.1.2 PCR-Artefakte

In einer Population von PCR-Fragmenten konnen durch den fehlerhaften Einbau von Basen
durch die Tag-DNA-Polymerase Sequenzabweichungen entstehen, die nach
Herstellerangaben mit einer Haufigkeit von 1 : 1000 Basenpaaren auftreten. Bei der
Sequenzierung subklonierter Einzelfragmente werden Sequenzabweichungen entdeckt.

Es wurden insgesamt 182 Abweichungen von den erwarteten Bisulfitsequenzen beobachtet,
die sich Uber 51136 bp der 136 Klone verteilen (Tab. 4-2). Davon sind 50
Sequenzabweichungen, die nicht in CpGs liegen, aufgrund ihrer Haufigkeit von 0,1 % Tag-
DNA-Polymerasefehlern zuzuschreiben. Die Ubrigen 132 Sequenzabweichungen, die in
CpG-Dinukleotiden liegen, reprasentieren geringfigige Abweichungen vom generellen
Methylierungsmuster des Allels. Auf methylierten DNA-Strangen erschienen 5,8 % der
Cytosine in CpGs als unmethyliert, und in unmethylierten DNA-Strangen wichen 2,1 % der
Cytosine in CpGs vom erwarteten Methylierungsmuster ab. Es wird angenommen, dass in

biologischen Systemen selten ein vollkommen einheitliches Methylierungsmuster vorliegt.
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Sequenzabweichung Anzahl | mégliche Ursachen

C unmethyliert—U in CpG 95 nicht 100 % methyliert vorliegende DNA-Strange,
5mC—-U desaminierte 5-Methyl-Cytosine,

C-T Tag-DNA-Polymerasefehler

5mC—C 37 nicht 100 % unmethyliert vorliegende DNA-Strénge,
U—-C Tag-DNA-Polymerasefehler

C unmethyliert—C in CpH 12 Taqg-DNA-Polymerasefehler

A—G in DpN 27 Taqg-DNA-Polymerasefehler

G—Tin DpN 5 Tag-DNA-Polymerasefehler

G—Cin DpN 1 Tag-DNA-Polymerasefehler

G—Ain DpN 3 Tag-DNA-Polymerasefehler

T—G in DpN 1 Tag-DNA-Polymerasefehler

C—Ain CpH 1 Tag-DNA-Polymerasefehler

Tab. 4-2: Abweichungen von den erwarteten Bisulfitsequenzen. Die CpG-Dinukleotide der DNA-
Strénge weichen zu 2,1 - 58 % vom generellen Methylierungsmuster des Allels ab. Die
Sequenzabweichungen aulerhalb von CpGs (in DpN oder CpH) sind auf Taq-DNA-Polymerasefehler

zuriickzufiihren.

In Ausnahmefallen traten bei der Bisulfitsequenzierung Klone mit erheblich unterschiedlicher
Methylierung auf. Sechs Klone von 136 hatten mindestens sechs aufeinanderfolgende CpG-
Dinukleotide, die randstandig positioniert waren, und von dem Methylierungsstatus der
Ubrigen CpG-Dinukleotide abwichen (Abb. 4-6). Solche Klone, die zur einen Halfte
methyliert, zur anderen unmethyliert waren, wurden auch in der Literatur beschrieben
(Zeschnigk et al. 1997), und sind vermutlich PCR-Artefakte, die durch eine fehlerhafte
Anlagerung und Verlangerung von PCR-Fragmenten entstanden sind (PCR-Hybride)
(Warnecke et al. 1997).
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Abb. 4-6: PCR-Hybride. DNA-Strénge, deren randsténdige CpG-Dinukleotide in ihrer Methylierung
vom (blichen Methylierungsstatus des Stranges abweichen, sind vermutlich PCR-Artefakte. Unter den
136 Klonen waren sechs PCR-Hybride.

Die Subklonierung liefert Informationen Uber das Verhaltnis von methylierten zu
unmethylierten Allelen im Bisulfitamplifikat. Es wurden meist mehr unmethylierte als
methylierte Klone vorgefunden. Nachdem sich in drei DNAs die methylierten und
unmethylierten DNA-Strange Uber Polymorphismen verschiedenen elterlichen Urspriingen
zuordnen lielRen, konnte ausgeschlossen werden, dass in den untersuchten DNAs mehr

DNA-Strange im unmethylierten Zustand vorlagen. Bei Voss et al. (1998) und Warnecke et
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al. (1997) wurde eine unausgeglichene Amplifikation von methylierten und unmethylierten
DNA-Strangen in der Bisulfit-PCR beschrieben. Eine geringere Amplifikation methylierter
DNA-Strange wird aufgrund der GC-reicheren Basenzusammensetzung vermutet, die mehr

Sekundarstrukturen und eine erhéhte Schmelztemperatur mit sich bringt (Voss et al. 1998).

4.3.2 SGCE weist eine maternal methylierte Promotorregion auf

Gepragte Gene weisen differentiell methylierte Regionen (DMRs) auf, die meist CpG-reich
sind und in Abhangigkeit vom elterlichen Ursprung auf einem Allel methyliert, auf dem
anderen unmethyliert vorliegen. Die Ausdehnung der DMRs variiert zwischen gepragten
Genen. Die Position der Methylierung muss experimentell herausgefunden werden (El
Kharroubi et al. 2001).

Innerhalb der CpG-Insel, die den Promotorbereich und das erste Exon des SGCE-Gens
umspannt, wurde das Methylierungsmuster mit der genomischen Bisulfitsequenzierung
untersucht. Neben der differentiellen Methylierung von 25 CpG-Dinukleotiden im Bereich von
-772 bis -1148 bp existierten weitere 28 differentiell methylierte CpG-Dinukleotide im Bereich
von -234 bis -625 bp vor dem Initiationscodon von SGCE (Abb. 4-7) (Muller et al. 2002).

Méglicherweise sind auch weitere Bereiche der CpG-Insel differentiell methyliert.
PEG10

CpG-Inzel :
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SGCE
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Abb. 4-7: Differentiell methylierte Regionen wurden in der CpG-Insel (grauer Balken) auf Chr.
7q21.3 im Bereich von -234 bp bis -625 bp und von -772bp bis -1148 bp (schattiert) vor dem

Translationsstart von SGCE nachgewiesen. Der G+C-Gehalt der Sequenz ist in % angegeben.

Die Ergebnisse der Bisulfitsequenzierungen zeigten, dass in peripheren Blutleukozyten das
maternale Allel methyliert ist. Das paternale Allel liegt unmethyliert vor. Bei methylierten
Allelen waren 91 - 97 % der CpG-Dinukleotide methyliert, bei unmethylierten Allelen waren
0 - 5 % der CpG-Dinukleotide methyliert.

In zwei DNAs aus Gehirngewebe wurde ebenfalls eine allelspezifische differentiell
methylierte Region nachgewiesen. Der elterliche Ursprung der Allele konnte nicht ermittelt
werden. Es wird angenommen, dass wie in Leukozyten auch im Gehirn das methylierte Allel
maternalen Ursprungs ist.

Die CpG-Dinukleotide lymphoblastoider Zellkulturen maternaler und paternaler UPD7 wiesen

ebenfalls das entsprechende elternspezifische Methylierungsmuster auf. Die maternalen
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UPD7-DNAs zeigten zu uber 94 % methylierte Allele, wahrend die Klone der
Bisulfitsequenzierung der paternalen UPD7 komplett unmethyliert waren.

Der Methylierungsstatus der Allele variierte leicht und ohne Praferenz fur bestimmte CpG-
Positionen und entspricht den Ublichen Abweichungen in biologischen Systemen. In der
PWS/AS-Region auf Chr. 15911 - q13 wurde eine DMR in der SNRPN-Region beschrieben,
deren 23 CpG-Dinukleotide auf dem maternalen Allel zu 94 - 97 % methyliert waren und auf
dem paternalen Allel komplett unmethyliert vorlagen (Zeschnigk et al. 1997).

Die in dieser Arbeit beschriebene DMR ist auf Chr. 7921.3 zwischen SGCE und PEG10
lokalisiert. Diese Gene sind beide paternal exprimiert und werden in entgegengesetzte
Richtung transkribiert (Abb. 4-7), so dass die DMR vor dem Transkriptionsstart beider Gene
lokalisiert ist und bei der Regulation der Genexpression eine Rolle spielen koénnte
(Smallwood et al. 2003).

4.3.3 Bewertung der Methoden der Expressionsanalyse

Uber RT-PCR-Amplifikation wurde in cDNAs aus UPD7-Zellkulturen maternalen bzw.
paternalen Ursprungs die Expression verschiedener Gene von Chr. 7g21.3 getestet, um
Gene zu identifizieren, die elternspezifisch exprimiert sind. Es wurde keine DNA-
Kontamination der cDNAs beobachtet. Fir die RT-PCRs wurden mit Ausnahme von PEG10
und ASB-4 intronliberspannende cDNA-Primer verwendet, um eine genomische
Amplifikation auszuschlieRen. Einige Gene auf Chr. 7921.3 waren in lymphoblastoiden
Zelllinien zu niedrig exprimiert, um Gber RT-PCR nachgewiesen zu werden.

Fur die differentiell exprimierten Gene SGCE und PEG70 wurden Multiplex-PCRs mit
GAPDH angesetzt, in denen die Expression des Gens mit der Expression von GAPDH als
interne Kontrolle verglichen wurde.

Weiterhin wurden Expressionsanalysen in Zelllinien durchgefiihrt, in denen sich die Allele der
Gene PON3, ASB-4 oder SGCE durch Polymorphismen unterscheiden liel3en.

Nachdem sich in Zelllinien unter Kulturbedingungen die Methylierungs- und
Expressionsmuster verandern kénnen, ist es fraglich, ob sich cDNAs von Zelllinien fir
Expressionsanalysen eignen. Es wurden in lymphoblastoiden Zellkulturen sowohl de novo
Methylierungen als auch Demethylierungen beschrieben, die zu einer veranderten
Expression von Genen fiihren (Hannula et al. 2001c). Ob solche Veranderungen auch die
Methylierung gepragter Gene betreffen, wurde nicht untersucht. Diese Mdglichkeit muss bei
der Interpretation der eigenen Expressionsergebnisse mit Zellkulturen berlcksichtigt werden.
Die Bisulfitsequenzierung der DMR von SGCE zeigte keine veranderten
Methylierungsmuster der UPD7-Zellkulturen im Vergleich zu Frischgewebe. Eine
Expressionsanderung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Zur Bestatigung der
paternalen Expression von SGCE wurden Expressionsanalysen aus Frischblut von drei

genomisch heterozygoten SGCE-Mutationstragern durchgefiihrt.
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4.3.4 Paternale Expression von SGCE und PEG10

In den Expressionsanalysen wurden SGCE und benachbarte Gene auf eine mdogliche
monoallelische Expression untersucht. Dazu wurden c¢cDNAs von verschiedenen

lymphoblastoiden Zelllinien und von peripheren Lymphoblasten verwendet.

4.3.4.1 RT-PCR von SGCE und anderen Genen auf 7921.3 in UPD7

Uber RT-PCR lasst sich eine allelspezifische Expression gepragter Gene in cDNAs aus
lymphoblastoiden Zelllinien mit UPD7 maternalen bzw. paternalen Ursprungs nachweisen.
SGCE und PEG10 sind maternal gepragt und zeigten eine bevorzugte monoallelische
paternale Expression. In den beiden maternalen UPD7 war die Expression von SGCE sehr
stark reduziert. Die Transkription von SGCE erfolgt bevorzugt vom paternalen Allel.

Die Expression von PEG10 war in beiden maternalen UPD7 cDNAs nicht nachweisbar.
PEG 10 wird monoallelisch paternal exprimiert und ist ein maternal gepragtes Gen.

Die Gene TFPI2, BET1, PON3, PON2, ASB-4, SLC25A13 und DSS1 haben eine biallelische

Expression in lymphoblastoiden Zelllinien und sind nicht gepragt.

4.3.4.2 Expressionsanalyse in Zelllinien mit Polymorphismus

Von Zellkulturen, in denen die elterlichen Allele Uber einen Polymorphismus in PON3, ASB-4
oder SGCE unterschieden werden konnten, wurde eine cDNA-Sequenzierung durchgefuhrt.
Die biallelische Expression von PON3, die bereits in maternalen und paternalen UPD7-
cDNAs gezeigt werden konnte, wurde in zwei heterozygoten Zelllinien bestatigt.

In den drei lymphoblastoiden Zelllinien mit heterozygotem Polymorphismus in ASB-4 wurde
eine biallelische ASB-4-Expression vorgefunden. Damit wurde das Ergebnis der biallelischen
Expression in maternalen sowie paternalen UPD7-cDNAs bestatigt. Anders als in der Maus,
in der Asb-4 maternal exprimiert vorliegt (Mizuno et al. 2002), wird ASB-4 in menschlichen
lymphoblastoiden Zelllinien biallelisch exprimiert.

Bei der cDNA-Sequenzierung einer Zellkultur mit Polymorphismus in SGCE erschien die
Expression von SGCE biallelisch, mit starkerer Expression des paternalen Allels.
Méglicherweise kam es in dieser Zelllinie zur Veranderung der Genexpression unter
Kulturbedingungen (Hannula et al. 2001c). Eine Lockerung der maternalen Pragung konnte

die Transkription des maternalen Allels bewirkt haben.

4.3.4.3 Expressionsanalyse in heterozygoten SGCE-Mutationstragern

Eine monoallelische Expression des paternalen Allels von SGCE wurde in drei
heterozygoten SGCE-Mutationstragern vorgefunden, bei denen eine cDNA-Sequenzierung
aus Frischblut durchgefiihrt wurde (Abb. 4-8). Die peripheren Blutleukozyten waren keinen

Kulturbedingungen ausgesetzt und reflektieren den in vivo Expressionsstatus von SGCE.
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Allelgenotyp: Allelgenotyp: Allelgenotyp:

maternal mutiert maternal mutiert maternal VWildtyp

paternal VWildtyp paternal Wildtyp paternal mutiert

— kein MDS Phanotyp — MD$E Phénotyp — MD$S Phénotyp

da SGCE maternal gepragt,  obwohl SGCE maternal gepragt, da SGIZE maternal gepragt,
nur paternal exprimiert nur paternal exprimiert nur paternal exprimiert

Abb. 4-8: Expressionsanalyse von drei heterozygoten SGCE-Mutationstrdgern. Bei der cDNA-
Sequenzierung aus Frischblut wurde in allen drei Féllen (markiert) eine Expression des paternalen
Allels von SGCE detektiert.

Selbst bei der maternalen Transmission des MDS in Familie MD7 war bei der Tochter nur
das paternale Allel exprimiert. Ob das maternale Allel in geringem Ausmal} zusatzlich
exprimiert wird, konnte nicht ausgeschlossen werden, weil heterozygote Allele bei der
Sequenzierung nur semiquantitativ detektiert werden. Wird ein Allel zu ca. 5 % exprimiert,
tritt es bei der Sequenzierung mdglicherweise nur als Hintergrundrauschen im
Elektropherogramm auf und bleibt unentdeckt (Kwok et al. 1994; Marth et al. 2001).

4.3.4.4 Expression kann gewebespezifisch variieren

Das flir das MDS als neuronale Erkrankung relevante Gewebe ist vermutlich das zentrale
Nervensystem. In der Maus ist Sgce in allen Geweben maternal gepragt. Im Gehirngewebe
der Maus findet jedoch auch eine schwache Expression des maternalen Allels statt (Piras et
al. 2000). Nachdem die allelspezifische Expressionsregulation gepragter Gene
gewebespezifisch variieren kann (Meguro et al. 2001), kénnte auch im menschlichen Gehirn
das SGCE-Gen nicht gepragt vorliegen. Eine monoallelische Expression des paternalen
Allels von SGCE konnte in Gehirngewebe mangels cDNA-Polymorphismus nicht untersucht
werden. Es fand sich aber eine allelspezifische Methylierung. Hochstwahrscheinlich ist im
menschlichen Gehirn, wie auch in den Leukozyten, das maternale Allel methyliert. Es ist
daher anzunehmen, dass SGCE im Gehirn ebenfalls maternal gepragt vorliegt und nicht
biallelisch exprimiert wird.

Bei einer unterschiedlichen Expression gepragter Gene in verschiedenen Geweben wird
erwartet, dass diese wie z.B. in den murinen, reziprok gepragten Genen /gf2 und H719 durch

ein verandertes Methylierungsmuster der Allele reflektiert wird (Feil et al. 1994b).
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4.3.5 Pragungsstatus in der Maus und im Menschen

Von den Uber 50 bekannten gepragten Genen weisen einige einen Kkonservierten
Pragungsstatus zwischen Mensch und Maus auf.

In der Maus liegt das Sgce-Gen im proximalen Bereich auf Chr. 6, dessen Region eine
Synthenie zum humanen Chr. 7921 aufweist (Abb. 4-9) (McNally et al. 1998). Eine maternale
uniparentale Vererbung dieses Bereiches von Chr. 6 ist in der Maus mit einer frihen
embryonalen Lethalitat vor dem 11. Tag verbunden und lal3t ein oder mehrere maternal
gepragte Gene vermuten, wahrend Embryonen mit paternaler UPD6 lebensfahig sind
(Cattanach et al. 1997; Beechey et al. 2000).

Die bekannten gepragten Gene der Maus in dieser Region sollen mit dem Pragungsstatus
der orthologen Gene des Menschen auf Chr. 7g21.3 verglichen werden.

Das murine Sgce-Gen ist, wie auch das menschliche SGCE, maternal gepragt und wird in
fast allen adulten und fetalen Geweben von Mus musculus Uberwiegend vom vaterlichen

Allel exprimiert.

Maus Chr 6 CALCR 7
Dix5 TFRIZ 7 Mikrozephalie,
Caler GNGTT ?  Kleinwichsigkeit,
frihe embryonale Lethalitat Asb4 BET] Sprachverzogerung,
Sgce SGCE . L
(maternale UPD) P o faziale Abnormalititen
eg10 = PEG10 _
Copg2 5 PON2 und Myoklonus be
Wachstumsverzogerung CopgZ2as iggﬁ paternaler Deletion
(maternale UPD) Mit1/Lb9 PDKA vonca. 9 - 18 Mb
Peg1/Mest um SGCE
SLC25A1
DLXE Chr. 7q22
COPGZ
COPG2AS
CR MIT1LBY =T 7032
£ E PEG1/MEST
- O
= ul
] @
e 5
g =
:
£ &

Abb. 4-9: Vergleich geprédgter Gene beim Menschen auf Chr. 7q21.3 und der synthenen Region auf
dem Maus-Chr. 6, abgewandelt nach (Beechey et al. 2000). Maternal exprimierte (paternal geprégte)
Gene sind kursiv unterstrichen, paternal exprimierte (maternal geprégte) Gene sind fett markiert. Die

tibrigen Gene sind nicht geprégt bzw. mit unbekanntem Prdgungsstatus (?).

Die Expression des Sgce-Gens fehlt in uniparentalen parthenogenetischen Maus-
Fibroblastenzelllinien und Iasst sich selbst nach Exposition mit Histondeacetylase- und/oder
Methyltransferase-Inhibitoren, die auf Chromatinebene die Pragungsmerkmale der

Histondeacetylierung bzw. der Cytosin-Methylierung I6schen, nicht reaktivieren (El Kharroubi
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et al. 2001). Der Pragungsstatus einiger anderer Gene konnte auf diese Weise aufgehoben
werden.

Das distal von Sgce gelegene Gen Peg10 wird in der Maus wie in menschlichen
Lymphoblasten nur paternal exprimiert (Kobayashi et al. 1997; Ono et al. 2003). PEG10 ist
durch die Integration eines Retrotransposons entstanden (Ono et al. 2001). In Mausen
bewirkte die Integration von Retrotransposon IAP (,Intracisternal Particle A“) eine gepragte
Expression eines nahegelegenen endogenen Agouti-Gens (Duhl et al. 1994; Morgan et al.
1999). In Analogie dazu kénnte durch die Methylierung des maternalen Allels zur Stillegung
des viralen, transponierbaren Elements PEG10 die Pragung von SGCE auf Chr. 7921.3
entstanden sein.

Proximal von den maternal gepragten Genen Sgce und Peg10 bei 1,0 cM (Piras et al. 2000)
ist das paternal gepragte Asb-4 auf dem Mauschromosom 6 bei 0,6 cM lokalisiert. In der
Maus liegt Asb-4 maternal exprimiert vor (Mizuno et al. 2002), wahrend die biallelische
Expression von ASB-4 in menschlichen lymphoblastoiden Zelllinien gegen eine paternale
Pragung von ASB-4 im Menschen spricht.

Die Gene Neurabin (FLJ20068), Pon2 und Pon3 zeigten in embryonalen Stadien der Maus
eine bevorzugte maternale Expression, die in neonatalen Geweben biallelisch wurde (Ono et
al. 2003). In menschlichen Lymphoblasten waren PON2 und PONS3 biallelisch exprimiert. Der
Pragungsstatus von CALCR, dessen Mausortholog maternal gepragt vorliegt, wird im
Menschen diskutiert (Okita et al. 2003). Fir DLX5 wurde in der Maus und in humanen
Lymphoblasten eine maternale Expression vorgefunden (Beechey et al. 2000; Okita et al.
2003).

Neben der Pragung in der Region 7921, in der SGCE und PEG10 liegen, gibt es Anzeichen
auf weitere gepragte Regionen auf dem Chromosom 7. Die Hinweise kommen von
Erkrankungen, bei denen ein Pragungsmechanismus eine Rolle spielt, und die auf das Chr.
7 kartieren.

Aufgrund des SRS-Phanotyps bei maternaler UPD7 wird angenommen, dass gepragte Gene
auf Chr. 7 in den Kandidatenregionen auf Chr. 7p11.2 - 13 und 7g31 - gter lokalisiert sind
(Hannula et al. 2001b; Hitchins et al. 2001; Kotzot et al. 2001).

Bei der Vererbung von Autismus, einer neuropsychiatrischen Erkrankung mit gestorter
Kommunikation und gestdrten sozialen Interaktionen sowie repetitiven Interessen und
Verhaltensweisen, wurde unter anderem eine maogliche paternale Assoziation mit Chr. 7q in
den Bereichen 7g21.3 - g22 und 7931 - q33 beschrieben (Ashley-Koch et al. 1999; Andres
2002). Beim Williams-Beuren-Syndrom (OMIM 194050) wurde eine mogliche Assoziation mit
einer Deletion maternalen Ursprungs auf Chr. 7911.23 beschrieben (Perez Jurado et al.
1996). Aufgrund von Deletionen und einer paternalen Monosomie wird auf Chr. 7922 ein

gepragtes Kandidatengen fur die adulte akute myeloische Leukdmie vermutet (Katz et al.
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1992; Frohling et al. 2001). Der Bereich auf Chr. 721 - 31 kdnnte fur Chorionkarzinome eine
Rolle spielen (Ono et al. 2001).

Weiterhin wurden einzelne gepragte Gene auf Chr. 7 beschrieben. Das Gen GBR10 auf Chr.
7p11.2 - 12 ist in einer stark isoform- und gewebespezifischen Art gepragt. In zahlreichen
fetalen Geweben werden alle GBR10-Spleivarianten biallelisch exprimiert. Im Gehirn
werden die meisten GBR70-Isoformen nur vom paternalen Allel transkribiert, und im
Skelettmuskel wird eine Isoform nur vom maternalen Allel exprimiert (Blagitko et al. 2000;
Yoshihashi et al. 2000; McCann et al. 2001).

Das Gen PEG1/MEST auf Chr. 7q32 wird in fetalen Geweben paternal exprimiert, in
Blutleukozyten biallelisch (Riesewijk et al. 1997; Yamasaki et al. 2000). Bei der Expression
von PEG1 in einer maternalen UPD7 wird vermutet, dass die Transkription von einem
alternativen Promotor ausgeht (Cuisset et al. 1997). Das Antisense-Transkript PEG1-
AS/MESTIT ist zwischen den zwei Promotoren von PEG1 lokalisiert und wird paternal
exprimiert (Nakabayashi et al. 2002). Zu dem benachbarten Gen COPG2 auf Chr. 7932, das
paternal oder biallelisch exprimiert vorgefunden wurde, existiert ein gepragtes Antisense-
Transkript CIT7 in Intron 20 (Yamasaki et al. 2000).

4.3.6 Transmission des MDS

Der Vererbungsmodus des MDS entspricht der Annahme einer maternalen Pragung fir
SGCE. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit hangt somit von der elterlichen Herkunft der
Mutation ab. Bei der genetischen Beratung muss mitberticksichtigt werden, dass die
Transmission des MDS zu 6 - 10 % abweichend von einer maternal gepragten Vererbung
erfolgen kann (Tab. 3-2, S. 45). In diesen Ausnahmeféallen wird das MDS von der Mutter
vererbt. Familie MD7 und MD9 zeigen je eine maternale Transmission des MDS (Abb. 4-10).

In beiden Stammb&umen erscheint das MDS als autosomal dominante Erkrankung.

.I: 0 -

o— — 0 0

0 . '
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Abb. 4-10: Ausnahmen von maternal gepréagter Transmission des MDS. In den Familien MD9 und
MD7 wird das MDS mit der Mutation von der betroffenen Mutter auf das Kind weitervererbt. Das Gen
scheint hier nicht maternal geprégt zu sein. In der Tochter von MD7 war in peripheren Leukozyten

dennoch nur das paternale Allel exprimiert.

Von der MDS-Patientin aus MD7, bei der eine maternale Transmission vorliegt, wurde in

peripheren Blutleukozyten die monoallelische Expression des paternalen Wildtyp-Allels
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nachgewiesen. SGCE liegt auch hier im peripheren Blut maternal gepragt vor, obwohl die
matterliche Transmission der Mutation zu einem betroffenen MDS-Phanotyp fihrte. Die
Bisulfitsequenzierung von DNA peripheren Blutes dieser Patientin detektierte eine DMR im
Promotorbereich von SGCE und bestatigte den maternalen Pragungsstatus von SGCE.
Warum die Mutation auf dem maternalen Allel trotz der Uberwiegend paternalen Expression
des Wildtyp-Allels den MDS-Phanotyp hervorrufen konnte, ist unklar.

Moglicherweise wird die Pragung von SGCE in Geweben, die fur die Pathogenese des MDS
entscheidend sind, reduziert oder aufgehoben wird. Ein solcher gewebespezifischer Verlust
der Pragung wurde fir das gepragte Gen IGF2 in Wilms-Tumoren beschrieben (Steenman et
al. 1994).

Die zusatzliche Expression des mutierten maternalen Allels misste einen dominant-
negativen Effekt oder Dosiseffekt austiben, um einen MDS-Phanotyp hervorzurufen. Als
dominant-negative Mutation wird eine Mutation bezeichnet, die zu einem veranderten
Genprodukt flhrt, das in Heterozygoten die Funktion eines Wildtyp-Genprodukts blockieren
kann (Strachan et al. 1996). Die Struktur des mutierten Proteins kénnte eine Komplexbildung
oder Protein-Interaktion verhindern. Gegen einen dominant-negativen Effekt der Mutation
R102X im SGCE-Gen spricht, dass in Familie MD10, in der dieselbe Mutation vorliegt wie in
MD7, bei einer mutterlichen Transmission der Mutation die Generation von der Krankheit
Ubersprungen wird.

Moglicherweise bestimmt die Gendosis von SGCE die Pathogenese des MDS. Ein Locus,
bei dem eine Verminderung der Aktivitdt um 50 % phanotypische Auswirkungen hat, ist
gendosisempfindlich (Strachan et al. 1996). Auf SGCE als gepragtes Gen Ubertragen kénnte
dies bedeuten, dass phanotypische Auswirkungen auftreten, wenn die Aktivitat des mutierten
maternalen Allels unzureichend unterdriickt wird, oder die Expression des Wildtypallels nicht
ausreichend hoch ist.

Weiterhin ist es moglich, dass in den Fallen der maternalen Transmission die Pragung von
SGCE z.B. im Gehirngewebe umgekehrt wurde, und SGCE nun nur maternal exprimiert wird.
SGCE konnte in einigen Geweben auch als metastabiles Epiallel vorliegen, bei dem die
Stilllegung der Allele eher zufallig bzw. nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit in

Abhangigkeit vom elterlichen Ursprung erfolgt (Rakyan et al. 2002).

4.3.7 Uniparentale Disomien von Chromosom 7 (UPD7)

Die klinischen Auspragungen der maternalen UPD7 wie pra- und postnatale
Wachstumsstorungen, vor allem Kleinwtchsigkeit und Dysmorphiezeichen, sind auch typisch
fir das Silver-Russel-Syndrom (SRS) (Kap. 1.5.2.3, S. 13) (Kotzot et al. 1995). Als
Kandidatenregionen fliir das SRS sind die Bereiche auf Chr. 7p11.2 - 13 und 7931 - qter

beschrieben, in denen ein oder mehrere maternal gepragte Gene vermutet werden (Hitchins
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et al. 2001). Eine paternale UPD7 scheint dagegen keine Auswirkungen auf Wachstum und
Entwicklung zu haben (Hoglund et al. 1994).

Bei Patienten mit maternaler UPD7 musste die fehlende Expression des maternal gepragten
SGCE-Gens zu Symptomen des MDS fuhren. Allerdings sind keine neurologischen
Symptome des MDS bei SRS-Patienten mit maternaler UPD7 beobachtet worden
(personliche Mitteilung von Dr. D. Kotzot). Es stellt sich die Frage, ob bei uniparentalen
Disomien die Genexpression verandert wird, und ein stark betroffenen Phanotyp verhindert
oder abgeschwacht wird, der aufgrund der unausgeglichenen Expression gepragter Gene
auftreten wurde?

Es wurde beobachtet, dass die Auspragung des Angelman-Syndroms in Fallen mit
paternaler UPD15 oder Imprintingmutationen schwacher sind, als bei Patienten mit einer
Mutation im Gen UBE3A (Bottani et al. 1994; Saitoh et al. 1997). Auch beim Silver-Russel-
Syndrom wurden vergleichsweise mildere Phanotypen bei SRS-Patienten mit maternaler
UPD7 beschriecben (Preece et al. 1997; Hannula et al. 2001a), die einen
.-Rettungsmechanismus® bei uniparentalen Disomien vermuten lassen. Eine in der Literatur
beschriebene maternale UPD7 war mit intrauteriner Wachstumsverzégerung assoziiert,
zeigte jedoch keine Symptome des SRS (Kotzot et al. 1995).

In Patienten mit maternaler UPD7 kdnnten ,Rettungsmechanismen® die fehlende Expression
von SGCE kompensieren, abschwachen oder aufheben, und das Auftreten des MDS-
Phanotyps verhindern. Es besteht die Méglichkeit, dass bei maternaler UPD7 alternative
Transkripte von SGCE aktiviert werden, oder die Stilllegung des gepragten maternalen Allels
gelockert oder aufgehoben wird.

Eine Lockerung der Pragung von SGCE konnte in den maternalen UPD7-Zelllinien auf
Methylierungsebene nicht festgestellt werden. Die Allele waren im untersuchten Abschnitt zu
Uber 94 % einheitlich methyliert und entsprachen der durchschnittlich erwarteten
Methylierung gepragter Allele (Zeschnigk et al. 1997). Ob die Methylierung bei UPD7-
Patienten in anderen Geweben wie im Gehirn verandert vorliegt, ist unbekannt.

In drei heterozygoten SGCE-Mutationstragern wurde SGCE in peripheren Lymphoblasten
monoallelisch vom paternalen Allel exprimiert, wahrend in den beiden maternalen UPD7-
Zelllinien die Expression von SGCE sehr schwach detektierbar war. Das deutet darauf hin,
dass in maternalen UPD7-Zelllinien trotz Methylierung die Expression des maternalen Allels
nicht vollkommen unterdriickt wird. Die schwache Rest-Expression von SGCE koénnte das
Auftreten von MDS-Symptomen bei maternaler UPD7 verhindern.

Die Beschreibung eines Patienten mit einer Deletion von ca. 9 - 16 Mb auf dem paternalen
Chr. 7921 bekraftigt wiederum, dass SGCE ein maternal gepragtes Gen ist (Deberardinis et
al. 2003). Durch die Deletion des paternalen SGCE-Gens und die fehlende Expression

wurden die myoklonischen Bewegungen hervorgerufen (Deberardinis et al. 2003).
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde Uber positionelle Klonierung das Gen SGCE
identifiziert. Mutationen in diesem Gen sind die Ursache flr das Myoklonus-Dystonia-
Syndrom (MDS). In den MDS-Patienten von sechs Familien wurden funf verschiedene,
heterozygote Mutationen im Gen fir SGCE gefunden, die zu einem vorhergesagten
Funktionsverlust des Epsilon-Sarkoglykan-Proteins flhren. Die Diagnostik flir das MDS

wurde in Form einer Sequenzmutationsanalyse im SGCE-Gen etabliert.

Die Vererbung des MDS wurde in Stammbaumanalysen naher charakterisiert. In allen
betroffenen Personen war eine Mutationen im SGCE-Gen nachweisbar. Beim MDS wurde
ein autosomal dominanter Vererbungsmodus mit reduzierter Penetranz angenommen, da
nicht alle Mutationstrager betroffen sind.

Hinweise auf eine mogliche maternale Pragung von SGCE waren einerseits die
Transmission des MDS in Abhangigkeit vom elterlichen Ursprung des mutierten Allels und
andererseits die monoallelisch paternale Expression des Maus-Orthologen Sgce-Gens. Es
wurde deshalb der Pragungsstatus des SGCE-Gens in der genomischen DNA und auf

transkriptioneller Ebene untersucht.

Durch genomische Bisulfitsequenzierung wurde in der CpG-Insel im Promotorbereich von
SGCE eine differentiell methyliete Region (DMR) in humanen Leukozyten und in
Gehirngewebe nachgewiesen. In lymphoblastoiden Zelllinien von Patienten mit uniparentalen
Disomien von Chromosom 7 (UPD7) und in DNAs, deren parentale Allele Uber eine
Sequenzvariante unterschieden werden konnen, waren die Cytosine von CpG-Dinukleotiden
auf dem maternalen Allel nahezu vollstandig methyliert nachweisbar, wahrend das paternale
Allel unmethyliert vorlag.

Expressionsanalysen in Leukozyten bestatigten, dass die Methylierung des miitterlichen
Allels zur transkriptionellen Stilllegung fuhrt. In Blutleukozyten wurde SGCE ausschlief3lich
vom paternalen Allel exprimiert. Die allelspezifische Expression des SGCE-Gens wurde auch
in UPD7-Zelllinien nachgewiesen. Das SGCE-Gen war in einer paternalen UPD7-Zelllinie
exprimiert. In zwei maternalen UPD7-Zelllinien war die Expression dagegen nur sehr

schwach nachweisbar.

SGCE liegt auf Chromosom 7 in der Region 7g21.3. In diesem Bereich wurden 8 weitere
Gene auf eine differentielle Expression zwischen maternalen und paternalen UPD7-cDNAs
untersucht. Das zu SGCE benachbarte Gen PEG10 zeigte ebenfalls eine maternale

Pragung. Dariiber hinaus konnten keine weiteren gepragten Gene nachgewiesen werden.
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Das MDS wird meist Uber eine vaterliche Transmission des mutierten Allels Ubertragen und
ist mit einer maternalen Pragung vereinbar. In zwei von mindestens 14 Fallen, in denen die
Mutter das mutierte SGCE-Gen vererbte, wurde jedoch das MDS beobachtet. Im einen
Ausnahmefall maternaler Transmission wurde das Methylierungsmuster und die Expression
von SGCE in peripheren Lymphozyten untersucht. Die Bisulfitsequenzierung ergab eine
differentiell methylierte Promotorregion. Auf Expressionsebene wurde lediglich das vaterliche
Allel, das keine Mutation trug, detektiert. Warum es in dieser Situation zur Auspragung des
MDS kommt, ist unklar. Die Expression von SGCE konnte nicht in anderen Geweben
untersucht werden. Eine veranderte bzw. relaxierte Pragung von SGCE im zentralen
Nervensystem, dem flir das MDS als neuronale Erkrankung vermutlich relevanten Gewebe,

koénnte eine Erklarung fir die maternale Transmission in Einzelfallen sein.

Welche pathophysiologische Rolle SGCE beim MDS spielt, ist noch nicht geklart. Die
Verteilung und Lokalisation des ubiquitar exprimierten Epsilon-Sarkoglykans in Zellen des
Nervensystems ist nur teilweise bekannt. Ob SGCE als Transmembranprotein mit anderen
Proteinen Komplexe bildet oder interagiert, ist wenig untersucht. Um bindende Proteine zu
identifizieren, bieten sich verschiedene Interaktionsanalysen an. Weiterfiihrend kénnte Uber
funktionelle Promotoranalysen in Zellkulturen die Regulation der Expression des SGCE-

Gens untersucht werden.
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Anhang

Primer:

Intronische Primer fiir die Mutationsanalyse der SGCE-Exons:

Exon 1: 5-AGCAAGAATGTGCCAGTGGT-3’; 5-GCTAGAGGGAGTACGGGATT-3’; 230 bp
Exon 2: 5-GCTGAATTATCAAGGGCGTATC-3’; 5-TTAGACCATTTGAAATAATGTTAATGA-3’; 302 bp
Exon 3: 5-TGATTGAAACTACCAAAGCAACA -3'; 5-CTGTGTTTCCATGCACAAAAT-3’; 370 bp
Exon 4: 5-TCATTGCCCAGAGAAGGAAT-3’; 5-TTTTCACCATCATAACACACCA-3’; 417 bp
Exon 5: 5-CCTGCTGCCAGGATTATGAC-3’; 5-TGCAATAGGCCATCTTCCAT-3’; 401 bp

Exon 6: 5-TCCTGCTTTTAAGGTGGATTG-3’; 5-AAACGTTAACTCCAGCCACA-3’; 302 bp
Exon 7: 5-TTGGAAAAGATGGCTTTTTAGA-3’; 5-TGAACCAAATGAAACTTTGCT-3’; 421 bp
Exon 8: 5-AGCATTTCCACATCATGCAA-3’; 5-ATGATGGGCAACTGAGAGGT-3’; 187 bp

Exon 9: 5-TTGATGACCCATCAGGCTAA-3’; 5-AACAAACACAACAACAGAAAGCTC-3’; 345 bp
Exon 11: 5-AGGGGAATTGTGCTGGATTA-3'; 5-TGTTTTGCCTTATTTGGTGAA-3’; 286 bp
Exon 12: 5-TGTCAACGCTTCCTGTGTTC-3’; 5- TATGCCAGAAAAGCTCATGC -3’; 200 bp

Exon 12 3'-UTR: 5-AAAGAAAACTGACTGAAGCAATGA-3’; 5-ACAAATTGTCAAAAATGCTTTAAGT-3’; 201 bp

SGCE-Promotorprimer:
esarcPro1: 5'-CCTGTCTTCGCAGAGGAGTC-3', 5'-GTACTCCGCAGCTCATGTC-3'; 812 bp

SGCE cDNA-Primer:
Exon 3 Fc: 5-CCATCAGCAGGTGTCCTCTT-3’; Exon 5 Rc: 5-ACCTCACTGGCCAACATTTC-3’; 384 bp

Exon 6 Fc: 5-TGTAGTCAAGAAATGGAGCCTGT-3’; Exon 8 Rc: 5-GGACCAGTTGGATGTCTGGT-3’; 337 bp

Multiplex-RT-PCR:

Exon 6 Fc: 5-GGTGCAGATGTCCCGTTTTC-3'; Exon 8/9 Rc: 5'-TGGATGTCTGGTGTTTGCATG-3'; 392 bp (679

bis 1070 bp)
Northern-Blot-Sonde der cDNA von SGCE:
5-ACATCACATCGGCCCTAGAC-3’; 5-CAATGGCATGTTTGTGCTATC-3’; 641 bp (599 bp bis 1239 bp)

cDNA-Primer verschiedener Gene fiir RT-PCR:

GAPDH: 5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3’; 5-AGGTCCACCACTGACACGTT-3’; 283 bp
SGCE: 5-GGTGCAGATGTCCCGTTTTC-3’; 5-TGGATGTCTGGTGTTTGCATG-3’; 389 bp
TFPI2: 5-TGGCTGTGGAGGGAATGAC-3’; 5-ACGACCCCAAGAAATGAGTG-3’; 426 bp
BET1: 5-GAAGGAGTACCTCCTGGC-3’; 5-GCATCATATAGCACAGCAGC-3’; 283 bp
PEG10: 5-GAAAGCTGAACCTGTGCCTC-3’; 5-TCAAATGACAGCACCTCTCG-3’; 429 bp
PON3: 5-AATATCCAGGCATGCCAAAC-3’; 5-ATGTGGGGATGATTCACAAC-3’; 200 bp
PON2: 5-GCACGGGAATTAAGAATCAG-3’; 5-TTCATGAGCCAATATGTCAGC-3’; 443 bp
SLC25A13: 5-GTTGCCACAGTTATTGGGAG-3’; 5-AACCTGCCCATCTTCATTTG-3’; 373 bp
DSS1: 5-TCCTTGAGGAAGAGTGAGG-3'; 5-AGTGTCCCATCCTGGGTTC-3’; 360 bp
ASB-4: 5-GCCTTATGAGACAGCAGTTC-3’; 5-TGAAAATTCCTTAACTTTACTTC-3’; 197 bp im 3'-UTR

Universelle 5'-RACE-Primer :
Adaptor Primer 1, AP1 (10 uM): 5'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'
Nested Adaptor Primer 2, AP2 (10 uM): 5'-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3'
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Bisulfit-Primer fiir den Promotorbereich von SGCE:

Die methylierungsunabhangigen Primer BSTx F und BSTx R liegen auferhalb von CpG-
Dinukleotiden und ermdglichen eine Amplifikation von bisulfitbehandelter DNA mit jedem
Methylierungsmuster im Promotor von SGCE.

BSTx_F: 5-GTGTTATGTTTTATAAATAGATAAG-3'; BSTx_R: 5'-AACTCATATACCTCTACAATTC-3'; 375 bp

Die methylierungsspezifischen Bisulfit-Primer liegen in genomischen Sequenzen mit mehreren CpG-
Dinukleotiden und wurden nested oder semi-nested untereinander oder in Kombination mit dem
methylierungsunabhangigen Primer BSTx_R verwendet.

Amplifikation des unmethylierten Strangs (in 2. Runde PCR bei 56°C)

BST_U_S5F: 5-TTATAAGTATGTTTTATGTGGGT-3'

BST_U_S4: 5-TGGATGGGTGTTTTAGTGGT-3'; 5'-~ATACCTCACAACACAATAAAACA-3'; 190 bp

Amplifikation des methylierten Strangs (in 2. Runde PCR bei 56°C)

BST_M_S5 F: 5-TAAGTACGTTTTACGCGGGC-3'

BST_M_S4: 5-AAATTGAATTGCGTTTTATATGC-3'; 5'-ATCGAACTAACTAATCGCATCG-3'; 93 bp
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Alignment von Aminosauresequenzen des Menschen (homo sapiens; hs)
von SGCD (Isoform 1 und 2), SGCG und SGCZ

SGCD1_AS_hs
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1
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51
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101
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GNALYFKSAR
DSSLLLQSTQ
DSPLVLQSDR

151

LLFSADNNEV
LLFSADNNEV
PLFETVDEKEV
VLFSADEDEI

201

RSLVMEAPKG
RSLVMEAPKG
RSLSMDAPRG
RSL IMEAPRG

251
HGSYT. . .PT
NRPTL. . .PI
QGTWG. . .PS
TGSFSSSSPS

RS. .TMPGSV
RS. .TMPGSV
TEGICIERPE
TQQNNLPRTE

VMNFT 1DGMG
VMNFT 1DGMG
VMWESPAGMG
VMNFTVDGMG

NVTVNILNDQ
NVTVNILNDQ
NVTVNARNSE
NVTVNARNHM

VVGAERLRVL
VVGAERLRVL
VVGTDKLRVT
TI1GAEKLKVT

VEINAEAGNM
VEINAEAGNM
VHIQAHAGKI
VQVSAAAGDF

GTR. .QKVFE

GPQVYKVGIY
GPQVYKVGIY
NQYVYKIGIY
NAQLYPVGIY

NLRITEKGLK
NLRITEKGLK
HLCVTKDGLR
NLRVTKKGIR

TKVLTQLITG
TKVLTQLITG
GEVTGRLKVG
GQLTGQLTIG

GAEGTVFPKS
GAEGTVFPKS
GPEGALFEHS
GTEGAVFGHS

EATCRTELRL
EATCRTELRL
EALSQMDILF
KATCRKELHL

1CVCANGRLF

GWRKRCLYFF
GWRKRCLYFF
GWRKRCLYLF
GWRKRCLYFF

LEGDSEFLQP
LEGDSEFLQP
LEGESEFLFP
LEGISEFLLP

PKAVEAYGKK
PKAVEAYGKK
PKMVEVQNQQ
ADAVEAQCKR

1ETPNVRADP
1ETPNVRADP
VETPLVRADP
VETPHIRAEP

ESKDGE IKLD
ESKDGEVRDE
HSSDGMLVLD
QSTEGEIFLN

LSQAGAGSTC

50
VLLLMILILV
VLLLMILILV
VLLLLEIILVV
VLLLLVTMIV

100
LYAKE1QSRP
LYAKEIQSRP
LYAKEIHSRV
LYVKEIHSRK

150
FEVKTV.SGK
FEVKTV.SGK
FQINSN.DGK
FEVRASEDGR

200
FKELRLESPT
FKELRLESPT
FQDLRLESPT
SQDLRLESPT

250
AAKIRLPRLP
KDRSSKSYSF
AETVCLPKLV
AETIKLGNLP

300
QINTSVCL~~

TG
GSS. .QSLYE
SSSSRQTVYE

1CVCPDGKLY
LCVCPNGKLY

LSVAGVSTTC
LSPAGVGSTC

QEHSHICL~~
QSSSNICLWS
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Alignment von Aminosauresequenzen des Menschen (homo sapiens; hs)
von SGCB, SGCD (Isoform 1 und 2), SGCG und SGCZ
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SGCD1_AS_hs
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SGCG_AS_hs
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1
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101
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CVTKDG. LRL
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151
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MGQLTGQLTI

201
PSGVKSLNVQ
LGAEGTVFPK
LGAEGTVFPK
TGPEGALFEH
TGTEGAVFGH

251

FHMGGNMELK
MEATCRTELR
MEATCRTELR
1EALSQMDIL
FKATCRKELH

301
KLCMCADGTL
EI1CVCANGRL

KGNLAICVII
RKRCLYFFVL
RKRCLYFFVL
RKRCLYLFVL
RKRCLYFFVL

KQVSDMGV IH
EGDSE. .FLQ
EGDSE. . FLQ
EGESE. .FLF
EGISE. .FLL

TSITSDIGMQ
GPKAVEAYGK
GPKAVEAYGK
GPKMVEVQNQ
GADAVEAQCK

KASTERITSN
SIETPNVRAD
SIETPNVRAD
SVETPLVRAD
SVETPHIRAE

AENS. _1ILN
LESKDGEIKL
LESKDGEVRD
FHSSDGMLVL
LQSTEGEIFL

FKVQVTSQNM
FLSQAGAGST

MTREQY

LLFILAVINL
LLMILILVNL
LLMILILVNL
LLLTILVVNL
LLLVTMIVNL

PLYKSTVGGR
PLYAKEIQSR
PLYAKEIQSR
PLYAKEIHSR
PLYVKEIHSR

FEDPRTQ. . .
KFEVKTV.SG
KFEVKTV.SG
QFQINSN.DG
RFEVRASEDG

ATSDLNIKVD
PFKELRLESP
PFKELRLESP
PFQDLRLESP
PSQDLRLESP

GSVMVSTTRL
DAAKIRLPRL
EKDRSSKSYS
DAETVCLPKL
NAETIKLGNL

GCQISDNPCG
.CQINTSVCL

EI1CVCPDGKL
ELCVCPNGKL

YLSVAGVSTT
YLSPAGVGST

.CQEHSHICL
_CQSSSNICL

SVNKEHNSNF
THHRS. . .TM
THHRS. . .TM
TTATEGI .Cl
ILATQON.NL

11 TLVIWAVI
AMT IWILKVM
AMT IWILKVM
ALTIWILKVM
AMT IWILKVM

RNENLVITGN
PGNALYFKSA
PGNALYFKSA
VDSSLLLQST
KDSPLVLQSD

NILESTD. ..
KLLFSADNNE
KLLFSADNNE
KPLFTVDEKE
RVLFSADEDE

GRAIVRGNE.
TRSLVMEAPK
TRSLVMEAPK
TRSLSMDAPR
TRSLIMEAPR

PSSSSG. .DQ
PHGSYT. . .P
FNRPTL. . .P
VQGTWG. - .P
PTGSFSSSSP

333
NTH

50
KAGY IPI1DED
PGSVGP. . . .
PGSVGP. . . .
ERPENQ.. . . .
PRTENA. . . .

100
RIGPNGCDSM
NFT IDGMGNL
NFT IDGMGNL
WFESPAGMGHL
NFTVDGMGNL

150
-NQP1VFQQG
RNVTVN I LND
RNVTVN I LND
QNVTVNARNS
RNVTVNARNH

200
- -YETHEFHL
VVVGAERLRV
VVVGAERLRV
VVVGTDKLRV
ITIGAEKLKV

250
GVFIMGKTIE
GVEINAEAGN
GVEINAEAGN
GVHIQAHAGK
GVQVSAAAGD

300
LGSGD .WVRY
TGTR. .QKVF

SGSS. .QSLY
SSSSSRQTVY
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Alignment von cDNAs der Gene SGCE des Menschen (homo sapiens; hs) und

Sgce der Maus (mus musculus; mm): 89 % identisch

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

1
AAGCTGGGAG

GGAAGAAGAA

AGGGAGGGGA

GGGGAGAATC

50
GAGGACGGAC

51
GGCCTAGCCA

GGCCAAGAAT

GCAATTGCCC

CGGTGGTGGG

100
AGCTGGGAGA
GAGA

101
CCCCTGTGCT
CCCTTGTGCT

151
CGACCACTGG
CGACCACTGG

201
CACTCCGATC
CACTCTGACC

251
TTTGGAAAGA
GTTGGAGAGA

301
GCGAGATTAG
GGGAGGTTAG

351
CCAGACCGAC
CCAGATAGAC

401
TGGAGTCCTA
TGGAGTCCTG

451
TCATTGAGAT
TTATTGAGAT

501
AATTTGATAA
AACTTGATAA

551
AGCAGAATTC
AGCAGAATTC

601
AGGTTCTTGG
AGGTTCTTGG

651
CGCCTGAACG
CGCCTCAACG

701
GCCACTTCCC
GCCGCTTCCT

TGGACGGGAC
TGGACGGGAA

CACATTCTTG
CACATTCTTA

GGAATGTATA
GGAACGTGTA

GAATATTTTA
GAGTATTTTA

TAATGATCCC
TAATGATCCC

CTGGATGGCT
CTGGATGGCT

TATGGGTCCC
TATGGGTCTC

AACTGCCTAC
AACTGCCTAC

TTAATATAAT
TTAATATAAT

TTCATTAAGA
TTCATCAAAA

AGACTTTCTT
AGACTTTCTC

CCATAAACAT
CCATAAACAT

ATTAATGACC
ATTAATGACA

AGGGTCGGGG
AGGGTCGGGG

CTGACAGTGT
CTGACAGTGT

CCCATCAGCA
CCCATCTGCA

AGGGGGAATT
AGGGTGAATT

ATAACATTTA
ATAACATTTA

TCGATATATC
TCGATATATC

CAACAGCTGA
CAACAGCTGA

AACAGGCGCA
AATAGACGTA

GTCTGCAGAA
GTCAGCAGAA

ATATGAATGT
ATATGAATGT

GGCGCAGTGA
GGGGCTGTAA

CACATCGGCC
CACGTCAGCC

TGAAGGAGGG
TGAAGGAGGG

GACACGCAGG
GACACTCAAG

ACAGTATTTT
ACACTCTTTT

GGTGTCCTCT
GGTGTCCTCT

TCCACCTTAC
TCCACCTTAT

ATACAAATTT
ACACAAATTT

CAAAGGACAC
CAAAGGACCC

AAATGTGGGG
AAATGTGGGG

CCTTTGAGAC
CCTTTGAGAC

GACTTCCCGT
GAATTCCCGT

AGAAGAAATG
GGAAGAAATG

AAAATGTGTG
AAAATGTGTG

CTAGACAGGG
CTGGATAGGG

CGTTTATGTC
TGTTTATGTC

150
ATGAGCCCCG
ATGAGCCCCG

200
CTCCAAGGTA
CTCCAAGGTG

250
TTGTTCATGT
TTGTTCATGT

300
CCAAAACCTG
CCAAAGCCTG

350
AATGGGTTAC
AATGGGCTAC

400
CATATAGTGA
CGTACAGTGA

450
AAGCCAACAA
AAACCAACTA

500
TGCAAGGCAT
TGCAAGGCAT

550
TGCCATATCA
TGCCATATCA

600
TTGGCCAGTG
TTGGCCAGCG

650
GCAGCCAGAG
GCAGCCAGAG

700
GTGGCAGGGT
GTGGCAGAGT

750
ATGGTTGGTG
ATGGTTGGTG
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SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

751
CAGATGTCCC
CCGATGTTGC

801
CAATTGAGAT
CAGTTAAGAT

851
ATTTCGTACT
GTTCCGAACT

901
AAACAAAGCA
AAACAAAGCA

951
TTACCTGATG
TTGCCCGACG

1001
AGACTATTAC
AGACTATTAC

1051
CACTGGTCCT
CACTGGTGCT

1101
GGCGTGGAAA
GGAGTGGAAA

1151
CAGTGCTATT
CAGCTCGATT

1201
GAGAGATAGC
GAGAGATTGC

1251
GGGGAAATCA
GGGGAGGTTA

1301
GCCATTGATG
GCCGTTGATG

1351
AACAGCAGAC
AACCGCAGAC

1401
AGCAATGAAT
AGCAATGAGT

1451
CTCTTCCAAT
CCCTTCCAAT

1501
GTATTAAGTG
GTGTTGAGA.

GTTTTCTTCT
ATTTTCTTCT

GTAGTCAAGA
GCAGTCAAGA

CAATTTTACA
CACTTTCATA

AGTGTCCACC
AGTGTCCACC

GTGGAGAATA
GCGGGGAGTA

ACGGATTTCC
ACGGATTTCC

TTTTCTAATA
TTTCCTAATA

AGAGAAACAT
AGAGAGACAT

CAGAAATCTA
CAGAAATCTA

ATGGCCCCTG
ATGGCCCCTG

TACCTCCTTT
TACCTCCCAC

CAAACGCAGC
CAGGCACAGC

TACAGGTAAA
TACAGGTAAA

TTATAATCAG
TTATAATCAG

AATGCATGAG
AATGCATGAG

TATACCAAAT
- - -ACCAAAT

TGTTTACGAG
TGTTTACGAG

AATGGAGCCT
AATGGAGCCT

TTGACTGGTG
TCGACTGGTG

TATCAGGAAG
TATCAGGAAG

CAAACCCCCT
CAAGCCCCCT

TAATTACACT
TCGTTACCCT

CTTGCTTATA
CTCGCTTATA

GCAAACACCA
GCAAACCCCA

CCAAGGAGCT
CCAAGGAGCT

TCAACGCTTC
TCTACCCTGC

ACACACAGAC
GCACACAGAC

AGAACTTGCC
AGAACTTGCC

TGGTATCCCT
TGGTATCCCT

ACAATATAGC
-CACTGCTGC

CTTTTCTGGC
CTTTCCTGAC

AATACAACAT
ACCGTGACAC

AAGTTGAAAA
AAGTTGAAAA

GTAATAACAT
GTGATAACAT

CAAAATTTCA
CAAGATTTCA

TGATTCGTGG
TAGTTCGTGG

TCTGATTCTT
TCGGATTCTT

GGCTGTGCCC
GGCTGTGCCC

TCATGTGCTG
TCATGTGCTG

GACATCCAAC
GATATCCAGC

TCGAGACATG
TCGAGACATG

CTGTGTTCCA
CCGTGTTCCA

AACTATGATA
AACTACGACA

ACATCAGACT
ACACCAGACT

GAAGAAAGAA
GAAGAAAGAA

AGTTACATCA
AGCCGTGICT

ATATGTTATG
ATCGGTTACG

AACTTTCATT
ATCTCTCACT

800
TCCACAGAAT
TCCACAGAAT

850
GTGATAAAAA
GCGACAAAAA

900
TTGGTTGATA
CTGGTTGACA

950
AGAGGGGATT
CGAGGGCATT

1000
TGAAAAGCAG
TGAAAAGCCG

1050
TCGGCAGTGG
TCGGCGGTAG

1100
CCGACGGGAA
CCGACGGGAA

1150
TGGTCCATCA
TTGTCCATCA

1200
TCCAAGAATA
TCCAAAAACA

1250
CCCTGTGACT
CCCTGTAACT

1300
GCACAAACAT
GCACCAACAT

1350
CAGATTCCCC
CAGATCCCTC

1400
AACTGACTGA
AGCTGACAGA

1450
CATTTCTTTT
CACCCCTTT .

1500
CATGTTGGCA
CATGCCCACT

1550
TTACTAATGT
T_ACTAATGC
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SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

SGCE_hs_mRNA
Sgce_mm_mRNA

1551 1600
ATTTTTTTGT ACTTAAAGCA TTTTTGACAA TTTGTAAAAC ATTGATGACT
ATTTTTTTGT ACTTAAAGCA TTTTTGAAAA TTTATAAGAC ATCAACGACT

1601 1650
TTATATTTGT TACAATAAAA GTTGATCTTT AAAATAAATA TTATTAATGA
TTATATTTGT TACAATAAAA AGTAAACTTT AAAATAAATA TTAAAAAAAA

1651
AAAAAAAG
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IUPAC-Schliissel

Nukleinsaure Aminosaure

A Adenin A Ala Alanin

B nichtA | B Asx Asparagin oder Asparaginsaure
c Cytosin | cC  Cys Cystein
D nichtC | D Asp . Asparaginséure
[ E  Gu Glutaminsdure
Fo ] F  Phe | Phenylalanin
G Guann | G Gy Glycn
H nictG | H Hs | Histdin
] L e lsoleucin
J __________________________________________ J ___________________________________________________________________________
K GoderT | K Lys | Lysim
[ L Leu | Lewcn
Mo AoderC | M Met | Methionin
N A C,GoderT | N Asn Asparagn
Gy T e
e ] P  Po Prolin
a ] Q  Gn Glycn
R . AoderG | R Arg Arginin
s CoderG | s Ser sein
T Thymin | T Thr Threonin
u Uracil | v
v nicht T | v o val vain
W AoderT | wo Tp Tryptophan
x ] X Xxx  jede beliebige As
Y CoderT | Yy Tyr Tyrosin
z ] z Gx Glutamin oder Glutaminséure
- Licke | - Licke
L TAA, TAG,TGA |*  Stopp
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