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3.1 Auswirkungen bekannter MID1-Mutationen auf die PP2A-abhingige Phosphorylierung

Mikrotubulus-assoziierter Proteine in embryonalen Fibroblasten von OS-Patienten

Wie wir kiirzlich zeigen konnten, wirkt MID1 als Ubiquitin-Ligase und katalysiert die
Polyubiquitinierung Mikrotubulus-assoziierter PP2A (PP2Ac) (Trockenbacher et al. 2001).
Die Spezifitit dieser Reaktion wird durch die Bindung der BBox 1 an eine regulatorische
Untereinheit der PP2Ac, das a4-Protein, gewihrleistet. PP2Ac wird durch
Polyubiquitinierung fiir die Degradierung im Proteasom markiert. Mutiertes MID1 in OS-
Patienten bindet nicht mehr an Mikrotubuli, sondern bildet, eventuell aufgrund herabgesetzter
Léslichkeit, zytoplasmatische Aggregate. Es konnte gezeigt werden, dass dadurch die Ligase-
Aktivitit des mutierten MID1 und somit die Polyubiquitinierung und Degradierung von
PP2Ac beeintrichtigt wird. Als Konsequenz akkumuliert PP2Ac in Fibroblastenzelllinien von
OS-Patienten. Die biologischen Auswirkungen dieses Vorgangs bzw. die Entstehung des

Phénotyps in OS-Patienten sind jedoch nach wie vor nicht geklart.

Da die Akkumulation von PP2Ac in OS-Patienten eine Verdnderung der PP2A-regulierten
Phosphorylierung von Mikrotubulus-assoziierten Zielproteinen nahelegt, sollte diese in der
embryonalen Fibroblastenzelllinie eines OS-Patienten (17/98) untersucht werden und mit der
PP2A-abhingigen Phosphorylierung Mikrotubulus-assoziierter Proteine in embryonalen
Fibroblastenzelllinien dreier gesunder Kontrollen verglichen werden.

Dazu wurden gereinigte Mikrotubuli der Fibroblastenzelllinie 17/98 und der drei
gleichaltrigen Kontroll-Fibroblastenzelllinien durch zweidimensionale SDS
Gelelektrophorese aufgetrennt und Westernblot-Experimente mit einer Kombination aus
Phosphoserin- und Phosphothreonin-Antikdrpern durchgefiihrt. Wie erwartet zeigten die
Fibroblasten 17/98 eine generelle Hypophosphorylierung Mikrotubulus-assoziierter Proteine
(Abb 3.1).

Um nachzuweisen, dass die auf dem Westernblot beobachteten Signale phosphospezifisch
sind, wurde ein weiterer Blot mit alkalischer Phosphatase vorbehandelt. Keines der vorher

beobachteten Signale wurde auf diesem Blot detektiert (Abb 3.1).
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Kontrolle 1

Kontrolle 2

Kontrolle 3

OS-Patient

Kontrolle 2 +
alkalische Phosphatase

Abbildung 3.1: Hypophosphorylierung mikrotubulus-assoziierter Proteine in embryonalen
Fibroblasten eines OS-Patienten

Dargestellt sind zweidimensionale Westernblots aufgereinigter Mikrotubuli (20 pg Protein/Blot) von drei
Kontrollzellinien und einer Zellinie von einem Fetus mit OS. Die beiden Phospho-spezifischen Antikdrper
4H4 und 16B4 wurden gepoolt. Die Spezifitit der Antikoper wird durch die Prainkubation mit alkalischer
Phosphatase bestitigt. Die Detektion von Aktin zeigt die gleichméBige Beladung der Gele.

3.2 Auswirkungen einer Punktmutation in der BBox2 des MID1-Proteins auf die

Mikrotubulus-Assoziation von a4

Der BBox2 des MID1-Proteins konnte bisher keine Funktion zugordnet werden. Die BBox2
konnte wie die BBox1 eigene Protein-Bindungspartner besitzen. Andererseits kdnnte sie einen
Einfluss auf die Bindung der BBox1 an a4 ausiiben. Es war zu erwarten, dass die
Primérsequenz der BBox2 eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung ihrer Funktionen spielt.
In der BBox2 der MID1-cDNA, die in die vor dem Pcyy Promotor liegende Klonierungsstelle
des pBudCE4 Vektor kloniert worden ist, ist durch eine Punktmutation von A zu G die
Aminosdure Glutamin an Position 192 durch Arginin ausgetauscht worden. Das a4-Protein ist
in diesem Konstrukt in die vor dem EF-1a Promotor gelegene Klonierungsstelle kloniert. In

Immunfluoreszenz-Experimenten in COS7-Zellen sollte untersucht werden, ob das mutierte
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MID1-Protein genauso wie das Wildtyp MID1-Protein die Assoziation von a4 mit
Mikrotubuli bewirken kann.

Die Immunfluoreszenz-Experimente zeigten, dass zwar das Wildtyp MID1-Protein die
Assoziation von a4 mit Mikrotubuli bewirkt, nicht jedoch das MID1-Protein, das die
Mutation in der BBox2 enthilt. Das a4-Protein zeigte hier eine diffuse zytoplasmatische

Lokalisation (Abb. 3.2).

myc/MID1
myc/MID1 V5/ o4

myc/MID1

Abbildung 3.2 Lokalisationsstudien von MID1 und a4 in COS7-Zellen

Myc-markiertes MID1 und V5-markiertes 04 wurden in COS7-Zellen liberexprimiert. Das liberexprimierte
MID1-Protein in A. weist eine Punktmutation in der BBox2 auf. Die Mikrotubulus-Assoziation von o4 ist
gestort. B. zeigt die positive Kontrolle mit nicht mutiertem MID1-Protein. Sowohl MID1 als auch a4

assoziieren hier mit Mikrotubuli.
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3.3 Erkennung von Mutationen in der MID/-mRNS

Weder mit SSCP noch mit DHPLC- Analyse der DNA des OS-Patienten ML konnte eine
Mutation im offenen Leserahmen des MID [-Gens oder in Exon-flankierenden Intron-
Sequenzen identifiziert werden. Um mogliche gréfere genomische Verdnderungen, die die
Expression des MIDI-Gens bei dem entsprechenden Patienten beeinflussen konnten,
aufzudecken, wurde die MID-Expression des OS-Patienten ML und seiner Mutter in
Fibroblasten untersucht. Northern-Blot-Analyse von PolyA+ RNA aus Fibroblasten einer
gesunden Kontroll-Person zeigte drei verschiedene MID [-Transkripte von 7kb, 4.5kb und
3.5kb (Abb. 3.3.A). Wihrend die ubiquitér exprimierte 7kb und 3.5kb Bande schon vorher auf
Gewebe-Northern-Blots beobachtet worden waren, konnte die 4.5kb Bande bisher in keinem
anderen Gewebe detektiert werden. Interessanterweise waren in Fibroblasten des Patienten
ML alle drei Transkripte um etwa 600-700bp vergroBBert (Abb. 3.3.A). Auffillig war auch,
dass die Expression der vergroferten Transkripte im Vergleich zur gesunden Kontrolle stark
reduziert war. In der Mutter des Patienten, die milden Symptome des Syndroms wie
Hypertelorismus und eine laryngo-tracheale Fistel zeigt, waren sowohl Transkripte normaler
GroBe als auch die vergroBerten Transkripte vorhanden. 5’Race-Experimente mit Primern in
Exon 1des MIDI-Gens erbrachten ein PCR-Produkt von 400bp in der Kontrollzelllinie. In der
Patientenzellinie hingegen wurden zwei Produkte von 400 und 1000bp amplifiziert (Abb.
3.3.B). Die Sequenzierung des 1000bp Produktes ergab eine Duplikation von Exon 1 des
MIDI-Gens (Abb. 3.3.C). Das 400bp-Produkt resultierte aus der Bindung des Primers an die
erste Kopie von Exon 1, wohingegen das 1000bp-Produkt aus der Bindung des Primers an die
zweite Kopie von Exon 1 resultierte.

Da die Duplikation von Exon 1 im Patienten ML héchstwahrscheinlich von einer
genomischen Duplikation herriihrte, wurden Southern-Blot-Analysen des auf Exonl
folgenden Intron 1 durchgefiihrt. Genomische DNA von ML und einer ménnlichen Kontrolle
wurde mit den Enzymen EcoR1, Hindlll, Pstl, Xbal und BsaBI geschnitten. Intron 1
iiberspannende PCR-Proben wurden auf Southern Blots mit den geschnittenen DNAs
hybridisiert. Aberrante Banden in der Patienten-DNA konnten auf Southernblots genomischer
DNA, die mit den Enzymen Ps¢/ und BsaBI geschnitten worden war, detektiert werden (Abb.
3.3.D). Durch Vergleich der genomischen Sequenz des MID-Gens mit den verwendeteten
Enzymen und PCR-Produkten, konnte die genomische Region, die einen der beiden

Duplikationsbruchpunkte enthilt, auf ein 4,4kb Intervall eingegrenzt werden (Abb. 3.3.E).
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Abbildung 3.3: Identifizierung der intragenischen Duplikation im M| D1-Gen des OS-Patienten ML

A. zeigt den Northernblot mit den um 600-700 bp vergroBBerten MID [-Transkripte des OS-Patienten ML
(165/98) im Vergleich zu einer ménnlichen Kontrolle (166/98). B. zeigt die in der 5’Race identifizierte
Duplikation im MID1-Gen von ML und C. die schematische Darstellung dieser Duplikation. In D ist der
Southernblot dargestellt, der zur Identifizierung eines der beiden Bruchpunkte in Intron 1 des MIDI-Gen fiihrte.
Aberante Banden sind durch Pfeile markiert. Die Lage des Bruchpunktes (BP) ist in E. schematisch dargestellt.
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3.4 Regulation von MIDI1

Die Expression von Genen kann von verschiedenen genomischen Elementen, transkribiert
oder nicht transkribiert, beeinflufit werden. Wihrend zu den transkribierten Elementen vor
allem regulatorische RNAs und alternativ gespleiite Transkripte zéhlen, gehoren zu den nicht
transkribierten Bereichen regulatorische Elemente wie z.b. Enhancer- oder Silencer-Elemente.
Um bisher unbekannte transkribierte und nicht transkribierte regulatorische Elemente im
MID1-Gen zu identifizieren, wurde von zwei verschiedenen Ansitzen ausgegangen. Erstens
sollte sowohl das inzwischen vollstindig sequenzierte humane MID[-Gen als auch das
teilweise sequenzierte Maus-mid/-Gen mit dem Softwareprogramm Nix ausgewertet werden.
Dieses Programm ermdglicht die Vorhersage von Exon-, Promotor-, polyA-Signal- und CpG-
Inselbereichen. Uns interessierten vor allem die Exonvorhersagen. Zweitens wurde die
humane genomische MID[-Sequenz mit den verfiigbaren Bereichen der Maussequenz mit
dem Softwareprogramm PipMaker verglichen. PipMaker vergleicht Sequenzen verschiedenen
Ursprungs und zeigt Bereiche hoher Homologie an. So gefundene konservierte Bereiche
haben oft funktionelle Relevanz. Sowohl die vorhergesagten Exons als auch die identifizierten
konservierten Sequenzen wurden mit verschiedenen Techniken wie RT-PCR, 5” und 3’ Race
und NorthernBlot-Analyse auf eine mogliche Expression untersucht. Durch diese Techniken
identifizierte exprimierte wie nicht exprimierte Sequenzen sollten funktionell weiter

charakterisiert werden.

3.4.1 Nix-Analyse des M1 D1-Gens

Um alternativ gespleiBite Exons im MID-Gen zu identifizieren, wurde sowohl die humane
genomische MIDI-Sequenz als auch die verfligbare genomische Sequenz der Maus mit dem
Softwareprogramm Nix ausgewertet. Nix arbeitet mit verschiedenen
Exonvorhersageprogrammen wie GRAIL, Genefinder, Genemark, Fex, Hexon und Fgene.
Jedes dieser Programme fiir sich alleine kann keine 100%ige Vorhersage treffen, jedoch steigt
aufgrund unterschiedlicher Vorhersageparameter die Zuverldssigkeit der Vorhersage, wenn
sie durch mehrere Programme getroffen wird. Vorhergesagte Exons im MIDI-Gen wurden
aus diesem Grund nur weiter untersucht, wenn sie von mindestens drei Programmen

identifiziert worden waren.
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3.4.1.1 Nix-Analyse des humanen MIDI-Gens

In der Nix-Analyse des humanen MID[-Gens wurden insgesamt acht alternative Exons
identifiziert und nach ihrer genomischen Anordnung als Exons I, II, III, IV, V, VI, VII und
VIII bezeichnet. Alle alternativen Exons wurden von mindestens drei verschiedenen

Exonvorhersageprogrammen identifiziert (Abb.3.4.A). Ihre Lénge variierte zwischen 57 und

382 bp.

3.4.1.2 NIX-Analyse von MID1 in der Maus

Die genomische Sequenz des midl-Gens in der Maus liegt zur Zeit nur in Bruchstiicken vor
(Golden Path und Celera). Wéhrend der 5’Bereich bis Exon 3 vollstdndig sequenziert ist,
liegen fiir den 3’Bereich von Exon 3 bis Exon 9 nur kurze Bruchstiicke vor, zwischen denen
Sequenzliicken unbekannter Grofe existieren. Daher wurde nur das durchgéngig sequenzierte
Stiick des 5’Bereiches vor Exon 3 durch Nix ausgewertet. Es wurden zwei 87 und 111bp
lange Exons von mehreren Programmen (Abb. 3.4.B) vorhergesagt, die wiederum nach ihrer
genomischen Lage als ml und mlI bezeichnet wurden. Ein Sequenzvergleich beider Exons mit
der humanen MID-Sequenz zeigte, dass nur mll zwischen Maus und Mensch konserviert ist.

Die Homologie betragt 84,7%.

3.4.2 PipMaker-Analyse zwischen Mensch und Maus zur Charakterisierung konservierter
Bereicheim MID1-Gen

Die PipMaker-Analyse stellt Abschnitte hoher Konservierung zwischen zwei orthologen
Sequenzen in einer iibersichtlichen Grafik dar. Die beiden orthologen Sequenzen waren hier
die genomischen MID1-Sequenzen von Mensch und Maus. Wie im Prozent Identitits-Plot
ersichtlich, sind die Sequenzen von Mensch und Maus neben Homologien in den Exons und

in kiirzeren Intronbereichen (Exon mll, siehe oben) interessanterweise vor allem in einer
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langeren Region in Intron 1 stark konserviert (Abb.3.5.A). Diese Region — Regld — umfasst
1.126 kb und ist zwischen Mensch und Maus zu 84,5% homolog. Da die genomische Region
des midl-Gens der Maus zur Zeit nur teilweise sequenziert ist, wurde das humane MIDI-Gen
ausserdem mit den von Celera in der Maus sequenzierten Bruchstiicken in silico verglichen.
Dieser Vergleich zeigte die Existenz einer weiteren stark konservierten Region in Intron 4, die
als 4* bezeichnet wurde (Abb. 3.5.B). Sie umfasst 276 bp und ist zu 89% zwischen beiden

Spezies homolog. Beide Sequenzen wurden in der Nix-Analyse nicht als Exons erkannt.

3.4.3 Exprimierte Sequenzen im humanen MID1-Gen

Um die Expression der vorhergesagten Exons und der konservierten Bereiche zu tiberpriifen,
wurden RT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Wie bereits gezeigt wurde, existieren im Fugu-
MIDI-Gen alternativ gespleifite Exons im genomisch zwischen Exon 1 und Exon 2
lokalisierten Bereich. RT-PCR-Experimente zeigten, dass diese Exons mit Exon 1 aber nicht
mit Exon 2 verbunden sind. Um die Expression der vorhergesagten Exons und der
konservierten Sequenzen im humanen MID[-Gen sowie deren Verbindung zu 5’ und 3’
gelegenen Bereichen der humanen MID1-cDNA zu iiberpriifen, wurden Primer in diesen
Sequenzen in RT-PCR-Experimenten mit Primern in Exon 1 und Exon 5 kombiniert. Da
bekannt ist, dass das MID1-Gen sehr schwach exprimiert ist, wurde eine nested PCR
angeschlossen. Die cDNA wurde aus testis RNA synthetisiert. Testis hat den Vorteil, dass in
diesem Gewebe die meisten Transkripte exprimiert werden. Mogliche falsche negative
Ergebnisse aufgrund von gewebsspezifischer Expression sollten so vermieden werden. Die
RT-PCR ergab, dass sowohl die Exons I, IV, V,VI, VIII als auch die konservierte Sequenz 4*
als alternativ gespleilite MIDI-Exons exprimiert werden (Abb. 3.7.A). Die restlichen
Vorhersagen konnten von uns nicht bestétigt werden. Es erfolgte eine Umbenennung der
exprimierten Sequenzen zu Exon la, Exon 2¢, Exon 2d, Exon 2f, Exon 3a und Exon 4a (Abb.
3.6). In ihrer Gesamtheit werden sie als neue Exons bezeichnet.

Dartiiber hinaus identifizierte die Nix-Analyse der genomischen mid/-Sequenz der Maus u. a.
das Exon m2b. Ein Vergleich der Sequenz dieses Exons mit der humanen genomischen
MID1-Sequenz zeigte, dass m2b zwischen beiden Spezies zu 84,7% homolog ist. Aufgrund
seiner genomischen Anordnung wurde es im Menschen als Exon 2e bezeichnet. Seine

Expression im Menschen wurde durch RT-PCR- und Race-Experimente bestitigt.
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Abb. 3.5: Homologievergleich des M| D1-Gens zwischen Mensch und Maus

3. Ergebnisse

A. PipMaker-Analyse. Bekannte MID-Exons ( Exons 1, 2, 3, 4) sind durch farbige Balken

hervorgehoben. 3’ zu Ex2 war in der Maus keine genomische Sequenz verfiigbar. Die Regld ist

durch eine geschweifte Klammer hervorgehoben.

B. Sequenzvergleich der Region 4* des MID1-Gens zwischen Mensch (Query) und Maus (Sbjct)
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Die Region 1d bildet ein eigenes Kapitel und wird im Abschnitt 3.3.8 behandelt.

Nach Bestitigung der Expression der neuen Exons wurde eine Reihe weiterer RT-PCR und
Race-Experimente angeschlossen, im Rahmen derer weitere alternativ gespleifite Exons und
zahlreiche Isoformen der neuen Exons identifiziert wurden (Abb. 3.6; Abb. 3.7; Abb. 3.8).
Bevor im Einzelnen auf identifizierte alternativ gespleite Transkripte eingegangen wird,
folgt eine Auflistung der, zusitzlich zu den beschriebenen RT-PCR-Experimenten,

durchgefiihrten Experimente:

1. Bei Wiederholungen oben beschriebener RT-PCRs wurden weitere Transkripte
gefunden (Abb.3.8) Die Amplifikation unterschiedlicher Transkripte bei gleichen
Versuchsbedingungen mag an der Komplexitét des alternativen Spleifiens liegen

2. Die Verbindung der neuen Exons untereinander wurde in RT-PCR-Experimenten mit
entsprechenden Primerkombinationen iiberpriift. Auerdem wurde mit Primern in den
neuen Exons und Primern in Ex9 die Verbindung zum MID/ 3’Ende untersucht. Auch
hier erfolgte die cDNA-Synthese mit total RNA aus adultem Testis.

3. Mit RT-PCR-Experimenten von Gesamt RNA aus adultem Testis, adultem Herz,
adulten Fibroblasten, fetaler Leber, fetalem Gehirn und fetalen Fibroblasten sollte die
gewebsspezifische Expression der Exons untersucht werden. In diesem Abschnitt
sollen diesbeziiglich nur die zusdtzlich identifizierten Transkripte genannt werden.
Auf die Gewebespezifitit wird im entsprechenden Kapitel eingegangen.

4. Zur Identifizierung alternativer Transkriptionsstarts und -stops wurden schlie8lich 3’
und 5’Race-Experimente durchgefiihrt. Die Race-Experimente erfolgten nach
SMART™. Die cDNA-Synthese erfolgte aus totaler RNA aus adultem Testis.

5. An die Race-Experimente der Exons 2d und 2f schlossen sich erneut RT-PCR-

Experimente an.
Im Folgenden werden die identifizierten alternativ gespleiBiten Transkripte ndher erldutert.
Exon 1a:
Durch RT-PCR-Experimente mit Primern in den Exons la und 1 wurden sieben verschiedene

Isoformen (Exla.7 — Exla.13) identifiziert (Abb. 3.7 A und 3.8 A). Jede dieser sieben

Isoformen enthilt ausschliesslich die Exons 1 und 1a, jedoch entstanden durch alternatives

54



3. Ergebnisse

Spleiflen im 3’Bereich von Exon 1 und im 5’Bereich von Exon 1a verschieden lange

Varianten beider Exons.

human Exons Exons

Exonl Exon2 Exon3 Exon4

- uHu E—IIIIEIII—EI-I"I—

Maus

mExonl mExon2 mExon3 mExon4

- e wE N EeeEE EEE

mExons mExons

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung aller neu identifizierten alternativ gespleifiten Exons in den
MID1-Genen von Mensch und Maus

Schwarz: bekannte MIDI-Exons 1-9 im Menschen und m1-m9 in der Maus

Dunkelgrau: durch Nix vorhergesagte Exons, deren Expression mit RT-PCR bestétigt werden konnte
Weil}: durch Nix vorhergesagte Exons, deren Expression mit RT-PCR nicht bestétigt werden konnte
Hellgrau: durch RT-PCR und Race-Experimente identifizierte Exons

Hellgrau quergestreift: zwischen Mensch und Maus konservierte Region, deren Expression durch RT-PCR

bestatigt wurde

Im 3’Bereich von Exon 1 wurden zwei verschiedene Spleiliiberginge benutzt. Einer dieser
Ubergiinge ist der bekannte, der zweite liegt 114bp stromaufwirts im Exon. Seine Benutzung
fiihrt zur Deletion besagter 114bp, was auf Proteinebene die Deletion des grofiten Teils der
BBox2 bedeutet. Im 5’Bereich von Exon 1a wurden fiinf verschiedene Spleif3iibergénge
verwendet, die Exon la um 24 bp verkiirzen oder um 237, 131, 126 oder 506 bp verlédngern.
Exon 1a fiihrt in alle sieben Isoformen Stopkodons ein.

Durch RT-PCR-Experimente mit Primern in Exon 1a und Exon 5 bzw.Exon 9 wurden die
Isoformen Exla.l — Exla.3 detektiert (Abb. 3.7 A und 3.8 A). In Isoform Ex1la.l folgen die
MID1-Exons 2-9 3’ auf Exla. Isoform Ex1a.2 enthélt neben den MIDI-Exons 2-5 noch ein
weiteres — bisher unbekanntes — Exon, das als Exon 1b bezeichnet wurde. Exon 1b wird
zwischen Exon la und Exon 2 gespleifit und fiihrt wie Exon la Stopkodons in die Sequenz
ein. Isoform Ex1a.3 enthdlt neben Exon 1a und den Exons 2-5 das zwischen Exon 2 und Exon
3 integrierte Exon 2f. Exon 2f wurde ebenfalls durch Nix identifiziert. Es wird an spéterer

Stelle ausfiihrlicher {iber dieses Exon berichtet. Bei der Untersuchung der Verbindung von
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Exon 1a zu den neuen Exons 2c¢, 2d, 2f, 3a und 4a wurden neben Ex1a.3 die Isoformen
Exla.4 und Ex1a.5 identifiziert (Abb. 3.8 A). In Ex1a.5 weist Exon la genau wie in Ex1a.3
Verbindung zu Exon 2f auf, jedoch schlieft Exon 2f direkt an Exon 1a an. Exon 2 ist
herausgespleiflt. In Ex1a.4 ist Exon la in ein gemeinsames Transkript mit Exon 2d gespleif3t.
Wie die 3’Race-Experimente zeigen, besitzt Exon 1a neben der Verbindung zum MID1
3’Ende in Exon 9 ein alternativ gespleifites 3’Ende. Der identifizierte 3’UTR (Isoform
Ex1a.6) schlieBt genomisch direkt an Exon 1a an. Ein alternatives PolyA-Signal der Sequenz
GATAAA liegt 32 bp 5’ vor dem PolyA-Schwanz.

Charakteristisch fiir Exon 1 ist, dass dieses Exon fiir sich alleine zwar einen offenen
Leserahmen besitzt, die identifizierten Isoformen resultieren jedoch in einer
Leserasterverschiebung in Exon la und somit in der Einfithrung von Stopkodons. Die iibrigen
MID1-Exons sind von dieser Leserasterverschiebung nicht betroffen. Somit fiihrt das
alternative Spleiflen von Exon 1a zur Einfiihrung vorzeitiger Stopkodons in die Sequenz.

Dieser Aspekt wird im Kapitel NMD (Abschnitt 3.4.9) wieder aufgegriffen.

Exon 2¢:

Die RT-PCR mit Primern in den Exons 2¢ und 1 erbrachte keine Banden. RT-PCR-
Experimente mit Primern in Exon 2¢ und Exon 5 fiihrten hingegen zur Identifizierung der
Isoformen Ex2c.1 — Ex2c¢.3 (Abb. 3.7 A und 3.8 C). Wihrend in Isoform Ex2c.3 die
bekannten MIDI-Exons 3-5 an Exon 2¢ anschlieffen, ist in Isoform Ex2c.2 neben diesen
Exons zusitzlich auch Exon 2f vorhanden. Die dritte [soform — Ex2c.1 enthélt zusitzlich
Exon 2d. Wie die RT-PCR-Experimente deutlich zeigen, besitzt Exon 2¢ Verbindung zu Exon
5 aber nicht zu Exon 1. Es ergeben sich daraus mehrere Moglichkeiten. Exon 2¢ konnte direkt
an ein Exon des MID1-5’UTR gespleifit werden oder es konnte einen eigenen 5’UTR und
somit auch einen eigenen Promotor besitzen. In beiden Féllen miisste Exon 2¢ zum
Translationsstart eine Kozak-Sequenz aufweisen. Race-Experimente sollten hier Klarheit
schaffen. Sie fithrten jedoch nicht zum Erfolg, da in der 5’Race nur ein Schmier amplifiziert
wurde (Abb.3.7B). Somit kdnnen keinerlei Aussagen iiber das 5’Ende getroffen werden.
Ausserdem bleibt unklar, ob Exon 2¢ Stopkodons in die Sequenz einfiihrt oder ob ein offener

Leserahmen fortgesetzt wird.

Exon 2d, Exon 1¢, Exon 2a und Exon 2b:
Wie die RT-PCR-Experimente zeigen, hat Exon 2d sowohl Verbindung zu Exon 1 als auch zu
Exon 5 (Abb. 3.7 A). RT-PCR-Experimente mit Primerkombinationen in Exon 2d und Exon 1
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fiihrten zur Identifizierung der Isoformen Ex2d.8, Ex2d.10 und Ex2d.11 (Abb. 3.8.D). In
Ex2d.8 schlieBt Exon 2d an die MID-Exons 1 und 2 an. Die Isoform Ex2d.10 integriert ein
bisher unbekanntes Exon — Exon 1c¢ — zwischen Exon 1 und Exon 2d in die cDNA.
Bemerkenswert ist, dass Exon 2 aus diesem Transkript herausgespleif3t ist. Ausserdem ist
Exon 2d im 5’Bereich um 36 bp verkiirzt. Der 5’Spleif3iibergang ist in Folge dessen nicht
konserviert. Exon 1c setzt den offenen Leserahmen nicht fort, sondern fiigt Stopkodons in die
Sequenz ein. Isoform Ex2d.11 weist verkiirzte Varianten von Exon 1 und Exon 2d auf. Exon
2 ist wie in Ex2d.10 herausgespleiit. Sowohl der 3’Spleiliibergang in Exon 1 als auch der
5’Spleifltibergang in Exon 2d sind nicht konserviert.

RT-PCRs von Exon 2d zu Exon 5 bzw. zu Exon 9 ergaben die Isoformen Ex2d.1, Ex2d.2
(Primer in Exon 2d und Exon 9) und Ex2d.3 (Abb. 3.8 D). Wihrend in Isoform Ex2d.1 die
MIDI-Exons 3-5 auf Exon 2d folgen, schliefit in den beiden Isoformen Ex2d.2 und Ex2d.3 ein
weiteres Exon, Exon 2f, an Exon 2d an. Auf Exon 2f folgen in Ex2d.2 Ex3-9, in Ex2d.3 die
Exons 3 und 5. Exon 4 ist herausgespleifit (Abb. 3.8.D). Da Exon 2d — wie Isoform Ex2d.2
zeigt - AnschluB an Exon 9 hat, ist anzunehmen, dass zumindest in diesem Transkript das
MID1-3’Ende benutzt wird. In der 3’Race wurde ausserdem ein alternatives 3’Ende (3°In2)
identifiziert, das genomisch direkt an Exon 2d anschliefSt und 9 bp 5’ zum Poly-Schwanz das
alternative PolyA-Signal ATTAAA aufweist. Uber RT-PCR mit Primern in 3’ In2 und Exon 1
wurde Isoform Ex2d.7 identifiziert, die Exon 1, Exon 2, Exon 2d und 3’In2 enthilt (Abb.
3.8.D). Exon 2d fiihrt nach 42 bp ein Stopkodon in die Sequenz ein. Interessanterweise ist
Exon 1 im 3’Bereich um 114bp verkiirzt. Die Benutzung des entsprechenden Spleil3-
Ubergangs war schon in den Isoformen Ex1a.8, Exla.11 und Ex1a.12 beobachtet worden
(Abb. 3.8 A). Die Folge ist eine fast vollstindige Deletion der BBox2 auf Proteinebene.

Die 5’Race aus Exon 2d amplifizierte 533 bp des genomisch stromaufwirts gelegenen
Bereichs (5°In2). Es konnte sich hier theoretisch um einen alternativen 5’UTR handeln. Bei
der Ubersetzung der Sequenz in AS fillt jedoch auf, dass es kein ATG mit einer Kozak-
Sequenz gibt. Potentielle offene Leserahmen, die mit einem ATG beginnen, enden nach
wenigen AS mit einem Stop.

Zur Verifizierung der 5’Race wurden RT-PCR-Experimente mit Primern in 5’In2 und 3’°In2
bzw. Exon 5 durchgefiihrt. In der RT-PCR von 5’In2 zu 3’In2 wurde Isoform Ex2d.6
detektiert (Abb. 3.8 D). Ex2d.6 enthilt neben 5°In2, Exon 2d und 3’In2. Da Ex2d.6 keinen
lingeren offenen Leserahmen besitzt, erscheint eine Ubersetzung in Aminosiuren fragwiirdig.
In der RT-PCR von 5’In2 zu Exon 5 gelang die Identifizierung zweier weiterer Isoformen

(Ex2d.4 und Ex2d.5; Abb. 3.8 D) In Ex2d.5 geht 5’ In2 direkt in Exon 2d {iber. 3* an Exon 2d
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schlieBen die MID1-Exons 3-5 an. In Ex2d.4 ist zusitzlich zwischen Exon 2d und Exon 3
Exon 2f integriert (Abb. 3.8.D). Da der Bereich der Isoformen Ex2d.4 und Ex2d.5
stromabwirts von 5°In2 bereits in den Isoformen Ex2d.2 und Ex2d.1 identifiziert wurde,
konnte es sich um dieselben Transkripte handeln. Wie weiter oben beschreiben, ist in 5°In2
kein ATG enthalten, das den Beginn eines ldngeren offenen Leserahmens anzeigen konnte. In
Ex2d.4 und Ex2d.5 hingegen existiert ein offener Leserahmen, der 21 bp 5’ zu Exon 2d in
5’In2 beginnt. Das erste ATG dieses Leserahmens liegt jedoch 202 bp stromabwirts in Exon
4. Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass 5’In2 ein alternativer 5’UTR ist.

In der 5’Race von Exon 2d wurde ausserdem eine weitere Isoform — Ex2d.9 - identifiziert
(Abb. 3.8 D). In Ex2d.9 liegen stromaufwiérts vor Exon 2d Exon 2, das neue Exon 1c¢ sowie
Exon 1. Exon 1c ist in dieser Isoform verglichen mit Ex2d.10 um 156 bp verldngert. Wie in
Ex2d.10 fiihrt Exon 1¢ Stopkodons in die Sequenz ein (Abb. 3.17A und B). Die 3’Race von
Exon Ic ergab drei neue Isoformen und wenigstens zwei neue alternative
Polyadenylierungsstellen (Abb. 3.8.B). In Isoform Ex1c.1 sind neben Exon 1c das MID1-
Exon 2 sowie zwei neue Exons, Exon 2a und Exon 2b, enthalten. Exon 2b weist ein
alternatives Polyadenylierungssignal (TATAAA) auf, das unmittelbar stromaufwéirts zum
PolyA-Schwanz liegt. Die Exons 2a und 2b verldngern den offenen Leserahmen nicht,
sondern fiihren ebenso wie Exon 1c Stopkodons in die Sequenz ein. In Ex1c.3 schlieen sich
ca. 1.560 bp der stromabwirts gelegenen genomischen Sequenz 3’ an Exon lc an.
Unmittelbar 5° des PolyA-Schwanzes liegt das alternative Polyadenylierungssignal
TATAAA. In Ex1c.2 schlieBBen sich ca. 310 bp der stromabwiérts gelegenen genomischen
Sequenz 3’ an Exon Ic¢ an. Da im Bereich bis 30 bp stromaufwirts des PolyA-Schwanzes kein
Polyadenylierungssignal identifiziert werden konnte, ist es fraglich, ob Exlc.2 ein

vollstdndiges Produkt ist.

Exon 2e:

Die RT-PCR-Experimente von Exon 2e zu den MIDI-Exons 1 bzw. 5 ergaben kein Ergebnis.
Die 3’Race identifizierte hingegen die Isoform Ex2e.1 (Abb. 3.8 E). In dieser Isoform
schliesst der PolyA-Schwanz direkt an Exon 2e an. Unmittelbar stromaufwirts des PolyA-
Schwanzes befindet sich ein Polyadenylierungssignal der Sequenz AATAAA. Es ist daher

davon auszugehen, dass das 3’Ende dieses Transkriptes identifiziert wurde.
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Exon 2f, Exon 2g und Exon i6:

Auch Exon 2f weist sowohl Verbindung zu Exon 1 als auch zu Exon 5 auf. In der RT-PCR
von Exon 2f zu Exon 1 wurden die Isoformen Ex2f.8 und Ex2f.9 detektiert (Abb. 3.7 A und
3.8 F). In Ex2f.8 schlieBt Exon 2f an die MIDI-Exons 1 und 2 an. In Ex2f.9 schlie3t Exon 2f
an die Exons 1 und 2 an, jedoch ist Exon 1 um 114 bp verkiirzt. Es wird der gleiche
SpleiBiibergang benutzt wie fiir die Isoformen Ex1a.8, Exla.11 und Exla.12 sowie Ex2d.7
beschrieben wurde. Die RT-PCR von Exon 2f zu Exon 5 bzw. Exon 9 ergab die Isoformen
Ex2f.4, Ex2f.6 und Ex2f.7 (Abb. 3.7 A und 3.8 F). In Ex2f.4 schliessen die MIDI-Exons 3-9
an Exon 2f an, was die Benutzung des MID-3’Endes in diesem Transkript bestdtigt. Die RT-
PCR mit Primerkombinationen in Exon 2f und den anderen neuen Exons macht deutlich, dass
Exon 2f neben den bereits bekannten Verbindungen zu Exon 1a, Exon 2¢ und Exon 2d auch
Verbindung zu Exon 4a besitzt (Isoform Ex2f.5). Die RT-PCR von Exon 4a zu Exon 1 konnte
diese Verbindung bestédtigen und erbrachte die Isoformen Ex2f.2 und Ex2f.3 (Abb. 3.8F).
Wihrend jedoch in Ex2£.5 ein bisher nicht bekanntes Exon — Exon 2g — auf Exon 2f folgt,
fehlt dieses Exon in Ex2f.2 und Ex2f.3. Exon 2g setzt den offenen Leserahmen nicht fort,
sondern fiihrt Stopkodons in die Sequenz ein. In Ex2f.3 ist Exon 1 wiederum um 114bp
verklirzt.

Die aus Exon 2f durchgefiihrte 3’Race identifizierte zwei verschiedene Isoformen (Abb. 3.8
F): Wiahrend Ex2f.4 bereits in der RT-PCR detektiert wurde, ist Ex2f.1 eine neue Isoform, die
ein alternatives 3’Ende aufweist. Auf Exon 2f folgen zunichst die Exons 3-6. 3* an Exon 6
schlieBen 415 bp des genomisch folgenden Intronbereichs (Exon 16) an. Ca. 21 bp 5° vor dem
PolyA-Schwanz befindet sich ein alternatives PolyA-Signal mit der Sequenz TATAAA. Um
ein vollstindiges Produkt zu erhalten, wurde eine RT-PCR mit Primern in Exon 16 und Exon
1 angeschlossen. Diese RT-PCR identifizierte vier Isoformen — Ex2f.1, Exi6.1, Exi6.2 und
Exi6.3 (Abb. 3.8F und I). Wéhrend Exi6.1 die MID1-Exons 1-6 und daran anschlielend 16
enthilt, ist in Ex2f.1 neben diesen Exon 2f in die cDNA integriert. Exon 16.2 enthélt
wiederum nur die Exons 1-6 und daran anschlieend 16, jedoch ist Exon 1 in dieser Variante
erneut um 114bp verkiirzt. Die Sequenz 16 erweitert den offenen Leserahmen um 180bp.
Darauf folgt das erste Stopkodon. Auch Exon 2f wird in den offenen Leserahmen integriert
und erweitert ihn um 152bp. Aufgrund des identifizierten alternativen 3’Endes ist bei allen
Isoformen (Ex2f.1, Exi6.1, Exi6.2, Exi6.3) die Translation in ein trunkiertes Protein sehr
wahrscheinlich. Die Isoformen Exi6.1 und Ex2f.1 wurden daher genau wie die Isoform
Ex2d.7 funktionell ndher charakterisiert (Abschnitt 3.3.6). Exi6.3 enthélt nur die Exons 1 und

16, jedoch in verkiirzter Form ohne konservierte Splei3iibergénge.
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Exon 3a:

Die RT-PCR von Exon 3a zu Exon 1 erbrachte nur einige schwache Banden, die nicht
kloniert und sequenziert werden konnten. Es ist daher wahrscheinlich, dass diese Banden
unspezifisch waren (Abb.3.7A). In der RT-PCR zur Untersuchung der gewebsspezifischen
Expression (siehe Kapitel 3.3.5), die mit Primern in Exon 3a und Exon 1 durchgefiihrt wurde,
konnte hingegen eine Verbindung zu Exon 1 identifiziert werden (Abb. 3.8G). In dieser
Isoform — Ex3a.3 - ist Exon 1 im 3’Bereich um ca. 212 bp verldngert. Die Spleiliibergange
der beiden Exons sind in dieser Isoform nicht konserviert.

Die RT-PCR von Exon 3a zu Exon 5 ergab die Isoform Ex3a.2 (Abb. 3.7A und Abb. 3.8.G).
In Ex3a.2 folgen die MIDI-Exons 4 und 5 3’ auf Exon 3a.

3’Race-Experimente aus Exon 3a identifizierten ein alternatives 3’Ende (Isoform Ex3a.1)
(Abb. 3.7B und Abb. 3.8G). An Exon 3a schlie3en sich ca. 799 bp des 3’ direkt folgenden
genomischen Bereichs an. 10-30 bp 5° vor dem PolyA-Schwanz konnte jedoch kein PolyA-
Signal detektiert werden.

Ob Exon 3a Stopkodons in die Sequenz einfiihrt oder einen offenen Leserahmen weiterfiihrt,

konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht entschieden werden.

Exon 4a und Exon 6a:

Das Gelfoto der RT-PCR von Exon 4a zu Exon 1 zeigt zwei Banden (Abb.3.7A). Die beiden
zugrunde liegenden Isoformen Ex4a.8 und Ex4a.10 (Abb. 3.8H) unterscheiden sich dadurch,
dass aus Ex4a.10 Exon 3 herausgespleifit wurde, aus Ex4a.8 jedoch nicht. Abgesehen hiervon
folgt Exon 4a in beiden Isoformen 3’ auf die bekannten MIDI-Exons. In einer weiteren RT-
PCR wurde ein zusitzliches Transkript identifiziert: Isoform Ex4a.7 unterscheidet sich von
Ex4a.8 durch die schon beschriebene Verkiirzung von Exon 1 um 114bp (Abb. 3.8 H).
Ausserdem wurden Transkripte identifiziert, in die neben Exon 4a auch Exon 2f
hineingespleifit ist (Ex2f.2 und Ex2f.3). Diese Isoformen wurden bei der Beschreibung von
Exon 2f bereits erwahnt (Abb. 3.8F).

Die RT-PCR von Exon 4a zu Exon 5 erbrachte die Isoform Ex4a.1, RT-PCR von Exon 4a zu
Exon 9 erbrachte die Isoformen Ex4a.2, Ex4a.3 und Ex4a.4 (Abb. 3.7A; Abb. 3.8H). Exon 4a
iberspannt in Ex4a.1 eine Linge von 500bp und wird somit {iber den konservierten Bereich
von 276bp hinaus exprimiert. Interessanterweise geht Exon 4a ohne Intronbereich direkt in
Exon 5 iiber. In Ex4a.2 ist Exon 4a im 3’Bereich um 329bp verkiirzt, weist jedoch
konservierte Spleifliiberginge auf. In Ex4a.3 ist Exon 4a im 3’Bereich um 224bp verkiirzt.

Hier ist der Spleif3iibergang im 3’Bereich von Exon 4a jedoch nicht konserviert und enthilt
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anstelle eines GT ein GC. In Ex4a.4 umfasst Exon 4a wie in Ex4a.1 eine Lange von 500 bp.
In allen drei Isoformen folgen die Exons 5-9 3 auf Exon 4a.

Die 3’Race ausgehend von Exon 4a konnte drei alternative 3’Enden identifizieren: Isoform
Ex4a.5 weist Exon 4a in verkiirzter Form auf. Die Exons 5 und 6 schlieen 3’ an Exon 4a an,
darauf folgt ein bisher nicht identifiziertes Exon — Exon 6a. Dieses Exon fiihrt Stopkodons in
die Sequenz ein und besitzt 16bp vor dem PolyA-Schwanz ein PolyA-Signal (AATAAA). In
Isoform Ex4a.6 sind die Exons 4a, 5 und 6 enthalten. 3’ auf Exon 6 folgt das bereits unter
Exon 2f beschriebene und in den Isoformen Ex2f.1, Exi6.1 und Exi6.2 identifizierte Exon i6.
Isoform Ex4a.12 enthélt nur Exon 4a. In Exon 4a ist unmittelbar 5° zum PolyA-Schwanz ein
alternatives PolyA-Signal der Sequenz AGTAAA vorhanden (Abb. 3.7B; Abb. 3.8H).

Die 5’Race von Exon 4a ausgehend erbrachte Isoform Ex4a.7, die neben Exon 4a 938bp des
direkt stromaufwirts zu Exon 4a gelegenen genomischen Bereichs umfasst (Abb. 3.8H). Auf
dieses Transkript wird im Kapitel 3.3.6 ndher eingegangen.

5’Race-Experimente in der Maus bestétigten, dass das Maushomologe von Exon 4a, mExon

4b, auch in diesem Organismus exprimiert wird (mExon 4b; Abb. 3.9D; Kapitel 3.4.4).
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Abbildung 3.7: RT- und Race-PCR-Experimente

Aus der gesamten Menge durchgefiihrter RT- und Race-PCR Experimente wurden Beispiele gewahlt

Dabher sind nicht alle identifizierten Isoformen in der Abbildung enthalten.

A. RT-PCR-Experimente mit Primern in den Exons 1a, II, III, 2¢, 2d, 2f,VI, 3a und 4a kombiniert mit
Primern in den Exons 1 oder 5.

B. 3’ und 5’Race der Exons la, 1c, 2¢, 2d, 2f, 2g, 3a und 4a
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Exons 4a and 6a (human)
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Exon i6 (human)
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Abbildung 3.8: alternativ gespleifite Transkripte im M1 D1-Gen
Dargestellt sind simtliche im Rahmen der RT-PCR und Race-Experimente identifizierten Transkripte
A. Exon la; B. Exon 1c, Exon 2a, Exon 2b; C. Exon 2¢; D. Exon 2d; E. Exon 2e; F. Exon 2f, Exon 2g; G.

Exon 3a; H. Exon 4a, Exon 6a; I. Exon 16

3.4.4 Exprimierte Sequenzen in der Maus

In der Maus wurden zwei alternativ gespleillite Exons — ml und mlI - durch Nix vorhergesagt
(Abb. 3.4 B). Die Expression beider Exons sollte durch RT-PCR mit Primerkombinationen in
ml oder mIl und den Maus-midI-Exons 1 und 5 iiberpriift werden. Die cDNA-Synthese
erfolgte aus Gesamt RNA gewonnen aus Mausembryonen e19. Aufgrund der schwachen
Expression des midl-Gens wurde eine nested PCR angeschlossen. Die Expression beider
Exons konnte iiber diese RT-PCR-Experimente bestitigt werden. Es erfolgte eine
Umbenennung zu mExon 2a und mExon 2b (Abb. 3.6).

Weitere Experimente zur Charakterisierung der beiden identifizierten Exons wurden
angeschlossen: Die RT-PCR mit Primern in mExon 2a oder mExon 2b und mExon 5 wurde
mit verschiedenen Geweben durchgefiihrt. Auf die Gewebsspezifitit wird im Abschnitt 3.3.5
eingegangen, hier sollen nur die identifizierten Transkripte genannt werden. Die Kenntnis der
vielfdltigen alternativen 3’ und 5’Enden der humanen Isoformen, lieB eine dhnliche Situation
in der Maus vermuten. Aus diesem Grund wurden auch 3’ und 5’Race-Experimente

durchgefiihrt.
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Die Expression des zwischen Mensch und Maus homologen Exons 4a (in der Maus als
mExon 4b bezeichnet) wurde mit RT-PCR- und Race-Experimenten bestitigt.

Um weitere alternative Spleilvarianten zu identifizieren, wurde ausserdem 3’Race-
Experimente ausgehend vom midl Maus-Exon 1 durchgefiihrt.

Die 3° und 5’Race-Experimente erfolgten nach der SMART™ Methode, wobei die cDNA aus
Gesamt RNA, gewonnen aus €19 Mausembryonen, synthetisiert wurde. Nachfolgend werden

die identifizierten Isoformen im Einzelnen besprochen.

mExon 2a:

Die RT-PCR mit Primern in mExon 2a und mExon 1 konnte keine Bande amplifizieren.

Die RT-PCR-Experimente mit Primerkombinationen in den Maus-Exons mExon 2a und
mExon 5 identifizierten drei verschiedene Isoformen (Abb. 3.9 A). In mEx2a.1 ist mExon 2a
vor die Exons m3-m5 gespleifit. In mEx2a.2 ist mExon 2a vor die Exons 3 und 5 gespleift,
Ex4 ist herausgesplei3t. In mEx2a.3 schlieBlich ist mExon 2a um 479bp verlédngert, was zur
Einflihrung eines vorzeitigen Stopkodons in die Sequenz fiihrt.

Die 3’Race detektierte ein alternativ gespleiites 3’Ende (Isoform mEx2a.4; Abb. 3.9 A). In
dieser Isoform schlieBen 610bp des stromabwirts auf mExon 2a unmittelbar folgenden
genomischen Bereichs an mExon 2a an. Das PolyA-Signal (AATAAA) liegt komplementér
zum PolyA-Primer in einer A-reichen Sequenz. Moglicherweise hat der PolyA-Primer diese
Sequenz anstelle des PolyA-Schwanzes gebunden. Das wiirde bedeuten, dass mEx2a.4
unvollstdndig ist, die 3’Race-Experimente miissten deshalb noch fortgesetzt werden.

Die 5’Race erbrachte Isoform mEx2a.5 (Abb. 3.9 A). Legt man die durch Nix vorhergesagten
5’Enden von mExon 2a zugrunde, schlieft mExon 2a in dieser Isoform an 470 bzw. 509 bp
genomisch unmittelbar stromaufwirts lokalisierter Sequenz an. Eine exaktere Bestimmung
des mExon 2a 5’Endes ist aufgrund der fehlenden Verbindung zu mExon 1 nicht méglich. Die
Proteinsequenz von mEx2a.5 besitzt nur sehr kurze offene Leserahmen von 61, 66 oder 111
AS ab dem ersten ATG. Darauf folgen in allen drei Leserahmen mehrere Stopkodons. Keines
der ATGs folgt den wichtigen Kriterien einer Kozak-Sequenz. Es ist daher fraglich, ob hier
wirklich ein alternatives 5’Ende identifiziert wurde. Moglicherweise ist Isoform mEx2a.5

unvollstindig. Zur weiteren Klidrung miissten die 5’Race-Experimente fortgesetzt werden.

mExon 2b, mExon 2¢ und mExon 4a:
mExon 2b weist sowohl Verbindungen zu mExon 1 als auch zu mExon 5 auf. Die RT-PCR

mit Primern in mExon 2b und mExon 1 fiihrte zur Identifizierung der Isoform mEx2b.9 (Abb.
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3.9 B). In ihr liegen die Maus-Exons 1,2 und 2b vor. mExon 2 ist allerdings im 3’Bereich um
211 bp und mExon 2b — nimmt man das durch Nix vorhergesagte 5’Ende an - im 5’Bereich
um 607 bp verléngert. Das fiihrt dazu, dass die Spleifliibergénge zwischen mExon 2 und
mExon 2b nicht konserviert sind. Der verldngerte 3° Bereich von mExon 2 fiihrt in der
Isoform mEx2b.9 Stopkodons in die Sequenz ein.

Die RT-PCR-Experimente mit Primern in den Exons mExon 2b und mExon 5 ergaben acht
verschiedene Isoformen (Abb. 3.9 B). In mEx2b.2 folgen die MID1-Exons 3-5 3’ auf mExon
2b. mEx2b.8 unterscheidet sich von diesem Transkript durch Herausspleilen von mExon 4. In
mEx2b.4 folgt auf mExon 2b ein bisher unbekanntes Exon — mExon 2¢ — und in mEx2b.1
folgt auf mExon 4 ein weiteres bisher unbekanntes Exon —-mExon 4a. Sowohl mExon 2c¢ als
auch mExon 4a fiihren vorzeitige Stopkodons in die Sequenz ein. Isoform mEx2b.3 ist
ebenfalls dieser Gruppe von Transkripten zuzuordnen, da es neben den Exons m2b und m3-
m5 den gesamten genomischen zwischen m2b und 3 lokalisierten Bereich enthélt. Auch
dieser Bereich fiihrt vorzeitige Stopkodons in die Sequenz ein. Isoformen mEx2b.5 —
mEx2b.7 weisen alternativ gespleifite 3’Bereiche von mExon 2b auf, was ebenfalls zur
Einfiihrung vorzeitiger Stopkodons in die jeweiligen Transkripte fiihrt. Die Spleifliibergénge
dieser mExon 2b-Varianten sind nicht konserviert. mEx2b.5 enthélt ausserdem eine im
5’Bereich verkiirzte Variante von Exon 4 und mEx2b.7 eine im 5’Bereich verldangerte
Variante von mExon 3. Die Spleif3iibergidnge dieser Varianten sind ebenfalls nicht
konserviert.

Mit mExon 2b durchgefiihrte 3’Race-Experimente identifizierten ein alternatives 3’Ende
(Isoform mEx2b.10; Abb. 3.9 B). In mEx2b.10 schlieen 730bp der unmittelbar auf mExon
2b folgenden genomischen Sequenz an mExon 2b an. Im Bereich 10 —30 bp 5’ vor dem
PolyA-Schwanz gibt es kein PolyA-Signal. Allerdings endet das Transkript mit einer A-
reichen Sequenz. Mdglicherweise hat der in der 3’Race verwendete PolyA-Primer an diese A-
reiche Sequenz gebunden. Dann konnte es sich um ein unvollstdndiges Produkt handeln und
ein weiteres PolyA-Signal stromabwirts in der Sequenz existieren.

Die von mExon 2b ausgefiihrte 5’Race ergab keine spezifischen Produkte.

mExon i2:

Die von mExon 1 aus durchgefiihrte 3’Race ergab ein alternatives 3’Ende (Isoform mExi2.1;
Abb. 3.9 C). In mExi2.1 schlieBen 1,22 kb der unmittelbar stromabwiérts gelegenen
genomischen Sequenz an mExon 2 an. Unmittelbar vor dem PolyA-Schwanz ist ein PolyA-

Signal lokalisiert, was fiir die Vollstdndigkeit dieses Transkripts spricht. Zur weiteren
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Charakterisierung wurde RT-PCR-Experimente mit Primern in mExon i2 und mExon 1
durchgefiihrt. Dabei wurden neben dem Produkt der 3°’Race folgende Isoformen identifiziert
(Abb. 3.9 C): In Isoform mExi2.2 ist mExon 1 um 114bp verkiirzt. Interessanterweise wurde
diese Exon 1-Variante auch schon im Menschen mehrfach detektiert (z.B. Ex1a.8, Exla.11,
Exla.12, Ex2d.7, Ex2e.9, Ex4a.5 und Exi6.2). Sowohl im Menschen als auch in der Maus
erscheinen als letzte drei Aminoséduren vor der Deletion D,E und K, was deutlich zeigt, dass
es sich um eine konservierte Variante handelt.

In mExi2.3 ist mExon 1 zwar in voller Lange vorhanden, mExon 2 ist jedoch 3’ um ca. 55bp
stark verkiirzt. mExon i2 ist 5° um ca. 180 bp verkiirzt. Da die Spleif3iiberginge nicht

konserviert sind, kdnnen keine exakteren Angaben iiber die Anzahl der bp gemacht werden.

mExon 4b:

Weder die mit Primern aus mExon 4b durchgefiihrten RT-PCR-Experimente noch die 3’Race
ergaben spezifische Produkte. Die aus mExon 4b durchgefiihrte 5’Race identifizierte ein 207
bp langes Produkt, das als Isoform mEx4b.1. bezeichnet wurde (Abb. 3.9 D). In mEx4b.1
schlieBen sich ca. 140 bp der stromaufwirts von mExon 4b lokalisierten genomischen
Sequenz 5’ an dieses Exon an. Ob mExon 4b wie Exon 4a im Menschen Anschluf3 an mid -
Exons besitzt, kann zurzeit nicht entschieden werden.

Zur Kldrung miissten weitere RT-PCR- und 3’Race-Experimente mit anderen Primern

durchgefiihrt werden.

Exon m2a (Maus)

(ool - o -
mEx2a. 1

mEx2a.2
[m2a] |
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aataaa

mEx2as  [Ljmea
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Exons m2b, m2¢ and m4a (Maus)
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Exon m4b (Maus)

ol e e -
[ st mEx4b. 1

Abbildung 3.9: alternativ gespleifite Transkripte im mid1-Gen der Maus
Es sind sdamtliche durch RT-PCR- und Race-Experimente identifizierte Isoformen dargestellt

A. mExon 2a; B. mExon 2b, mExon 2¢, mExon 4a; C. mExon i2; D. mExon 4b

3.4.5 Gewebsspezifische Expression der alternativen Exonsin Mensch und Maus

Durch RT-PCR (human und Maus) und Northernblot-Analyse (human) sollte das
Expressionsmuster der alternativ gespleiiten Exons in Mensch und Maus untersucht werden.
Zunichst soll die gewebsspezifische Expression der einzelnen Exons im Menschen
beschrieben werden, danach die in der Maus. Fiir gewebsspezifische RT-PCR-Experimente
im Menschen standen uns adulter Testis, adultes Herz und adulte Fibroblasten sowie fetales
Gehirn, fetale Leber und fetale Fibroblasten zur Verfiigung. Die Primer kombinierten die
Exons la, 2¢, 2d, 2f, 3a und 4a mit dem MIDI-Exon 1. Primer in Exon 1a wurden ausserdem
mit Primern in Exon 5 kombiniert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefalt.
Generell kann festgestellt werden, dass die Expression der alternativ gespleifiten Transkripte
gewebsspezifisch erfolgt. In Exon la wurden zehn verschiedene Transkripte identifiziert.
Auffallend ist, dass diese zehn Transkripte nur in den Geweben Testis, fetales Gehirn und
fetale Leber exprimiert werden. Exla.1 und Ex1a.8 werden in allen drei Geweben exprimiert,
Exla.2, Exla.3, Exla.13 und Ex1la.14 sind Testis spezifisch, Exla.11 und Exla.12 werden in
Testis und fetalem Gehirn exprimiert, Ex1a.9 ist spezifisch fiir fetales Gehirn und Ex1a.8 wird
in fetalem Gehirn und fetaler Leber exprimiert. Es wurde keine Expression in einem der
anderen hier getesteten Gewebe beobachtet.

Wie schon weiter oben beschrieben konnten wir keine Verbindung von Exon 2¢ zu Exon 1

feststellen. Dies gilt fiir alle getesteten Gewebe, sodass zur Gewebsspezifitit von Exon 2¢
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3. Ergebnisse

keine Aussagen getroffen werden konnen. Weitere RT-PCR-Experimente mit Primern in
Exon 2¢c und Exon 5 konnten hier Klarheit schaffen.

Exon 2d wird neben adultem Testis nur noch in fetalen und adulten Fibroblasten exprimiert.
Es gibt sowohl Transkripte, die nur in adulten Fibroblasten (Ex2d.10), nur in fetalen
Fibroblasten (Ex2d.8) oder nur in adultem Testis (Ex2d.9) erscheinen als auch ein Transkript
(Ex2d.11), das in adultem Testis und fetalen Fibroblasten exprimiert wird.

Die mit Primern in Exon 2f und Exon 1 durchgefiihrte RT-PCR erfasste ein ubiquitér
exprimiertes Transkript (Ex2f.8). Daneben gibt es ein Testis spezifisches (Ex2f.1) Transkript,
zwei Transkripte mit ausschliesslicher Expression in fetalen Fibroblasten (Ex2f.3 und Ex2£.9)
und ein Transkript, das sowohl in fetalen Fibroblasten als auch in fetaler Leber (Ex2f.2)
gefunden wurde. Das ubiquitér exprimierte Transkript Ex2f.8 entstand durch die RT-PCR von
Exon 2f zu Exon 1 und enthilt die Exons 1, 2 und 2f. 3’ zu Exon 2f wird dieses Transkript
wahrscheinlich alternativ gespleil3t fortgesetzt, wie die Beispiele Ex2f.1, Ex2f.2 und Ex2f.4
zeigen.

Die mit Primern in Exon 3a und Exon 1 durchgefiihrte RT-PCR ergab lediglich die Isoform

Ex3a.3, die ausschlieBlich in Testis gefunden wurde.

Die RT-PCR von Exon 4a zu Exon 1 identifizierte vier Transkripte, von denen zwei (Ex2f.2
und Ex2f.3) schon bei Exon 2f beschrieben wurden. Die anderen beiden — Ex4a.5 und Ex4a.6
—werden in adultem Testis, fetalen und adulten Fibroblasten, Ex4a.6 ausserdem in fetalem
Gehirn exprimiert.

Die RT-PCR mit Primern in Exon 16 und Exon 1 erbrachte drei verschiedene Transkripte.
Exi6.1 wird in allen getesteten Geweben auller in fetalen Fibroblasten exprimiert, Exi6.2 in
adultem Testis und adulten Fibroblasten, Exi6.3 in adultem Testis, adulten Fibroblasten,
fetaler Leber und fetalen Fibroblasten.

Um die GroBe der alternativ gespleiBten Produkte und die Stéirke ihrer Expression in den
einzelnen Geweben zu bestimmen, wurden Northernblots mit verschiedenen fetalen und
adulten Geweben mit einem Pool aus Oligonukleotidproben der Exons 1a, 2¢, 2d, 2f und 3a
hybridisiert (Abb. 3.10 A). Zur Zuordnung der Banden zu den einzelnen Exons wurden
anschlieBend Northernblots mit Oligonukleotidproben der einzelnen Exons hybridisiert (Abb.
3.10 C). Die PolyA"-RNA zur Herstellung dieser Northernblots war aus der embryonalen
Fibroblastenzellinie 18/98 gewonnen worden. Eine Oligonukleotidprobe des Exons 4a war in
dem Pool nicht enthalten. Exon 4a wurde stattdessen als einzelstringige RNA-Probe auf

adulte und fetale multiple Gewebe-Northernblots hybridisiert (Abb. 3.10 D).
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Die Hybridisierung des Oligopools auf adulte und fetale multiple Gewebe-Northernblots
ergab folgendes Bild: Die stirkste Bande war bei 2kb zu beobachten. Sie erschien in allen
fetalen und adulten Geweben, jedoch mit dramatischen Intensitétsunterschieden. So war auf
dem adulten Blot die starkste Expression in Herz und Leber, gefolgt von Skelettmuskel und
Niere, Gehirn, Plazenta, Colon, Diinndarm, Lunge und peripheren Blutleukozyten zu
detektieren. Deutlich schwichere Expression des 2kb-Transkripts wurde in der Milz und im
Thymus festgestellt (Abb. 3.10 A). Der fetale Blot zeigte ein &hnliches Bild. Die Expression
war hier am stérksten in der Leber und in der Niere, gefolgt von Gehirn und Lunge. Neben der
2kb Bande war in allen fetalen und adulten Geweben eine weitere starke Bande zu
beobachten, deren Grofe bei ca. 1kb lag. Die starkste Expression dieser Transkripte wurde in
adulter Plazenta, Leber, Skelettmuskel, Herz und Niere beobachtet. Deutlich schwiacher war
diese Bande in adulter Lunge, peripheren Blutleukozyten, Diinndarm, Colon, Gehirn, Milz
und Thymus. Ahnlich ist die Situation wiederum auf dem fetalen Blot. Das
Expressionsmuster gleicht hier dem der 2kb Bande (Abb. 3.10 A).

Neben diesen beiden prominenten Banden sind weitere schwéchere Transkripte auf den Blots
zu sehen, die teils ubiquitér, teils aber auch gewebespezifisch exprimiert werden. Eine auf
dem adulten Blot ubiquitir exprimierte Bande erscheint bei ca. Skb. Auf dem fetalen Blot ist
sie nur in der Lunge detektierbar. In den Spuren der iibrigen fetalen Gewebe kann diese
Bande nicht mit Sicherheit vom Hintergrund getrennt werden (Abb. 3.10 A).

Weitere schwache Banden erscheinen bei ca. 4kb in den adulten Geweben Skelettmuskel und
Leber und bei ca. 3kb in den adulten Geweben Niere und Plazenta. Die Ergebnisse der
Gewebeblots bestdtigen die gewebsspezifische Expression der alternativ gespleifiten Exons.
Die Hybridisierung der Aktin-Probe zeigte die gleichméBige Beladung der multiplen Gewebe-
Northernblots mit RNA (Abb. 3.10 B). Um detektierte Banden einzelnen Exons zuordnen zu
konnen, wurden anschlieBend Northernblots aus fetaler Fibroblasten-PolyA™-RNA angefertigt
und diese jeweils einzeln mit den jeweiligen Oligonukleotidproben der im Pool enthaltenen
Exons hybridisiert (Abb. 3.10 C). Auf diesen Blots erschienen die schon auf den Gewebeblots
beobachteten Banden bei 1 und 2kb. Ausserdem gab es eine fibroblastenspezifische Bande bei
ca. 4,4kb. Auffallend war, dass auf bei der Hybridisierung mit Oligonukleotidproben der
Exons 2¢, 2d, 2f und 3a ein dhnliches Bandenmuster erschien. Um die Spezifitit dieses
Bandenmusters zu iiberpriifen, wurde parallel eine Hybridisierung mit einem sense-
Oligonukleotid durchgefiihrt. Der entsprechende Blot zeigte keine Banden, die Spezifitit des

Bandenmusters war somit belegt. Zwei verschiedene Erklarungen konnen fiir die
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testis heart | fibroblasts @ fetal brain fetal liver fetal fibroblasts
Ex1a.1 X X X
Ex1a.2 X
Ex1a.3 X
Ex1a.8 X X
Ex1a.9
Ex1a.10
Ex1a.11
Ex1a.12
Ex1a.13
Ex1a.14
Ex2d.8 X
Ex2d.9 X
Ex2d.10 X
Ex2d.11 X X
Ex2f.1
Ex2f.2 X
Ex2f.3
Ex2f.8 X X X X X
Ex2f.9
Ex3a.3
Ex4a.5
Ex4a.6
Exi6.1
Exi6.2
Exi6.3

X|X|X|X]|X

X | XXX

x

XXX X[X]X
x
XXX X|[X
x

X X

Tabelle 3.1: Ergebnisse der RT-PCR-Experimente zur Gewebsspezifitit alternativ
gespleiiter MID1-Isoformen im Menschen

Ein x zeigt die Expression der jeweiligen Isoform im entsprechenden Gewebe.

iiberlappenden Bandenmuster angefiihrt werden. Erstens konnten Transkripte existieren, in
die die Exons 2c, 2d, 2f und 3a gemeinsam hineingespleiflit werden. Zweitens kénnten
Transkripte dhnlicher GroBe existieren.

Um die Gewebsspezifitit von Exon 4a zu untersuchen, wurde eine einzelstringige RNA-
Probe auf die Gewebe-Northernblots hybridisiert. Wie in Abb. 3.10 D deutlich zu erkennen
ist, erschien sowohl auf dem adulten multiplen Gewebe-Northernblot als auch auf dem fetalen
eine Bande bei ca. 6,5kb. Da diese Bande in allen Geweben detektiert wurde, ist von einer

ubiquitdren Expression auszugehen.

Um die Gewebsspezifitit der in der Maus alternativ gespleiiten Exons mi2, m2a und m2b zu
untersuchen, wurde GesamtRNA aus Mausembryonen der Stadien el3, e15 und el9 isoliert.
Ausserdem wurde GesamtRNA aus folgenden Organen sechs bis acht Wochen alter
weiblicher Mause prépariert: Herz, Gehirn, Muskel, Lunge, Milz, Niere, Magen, Leber,

Pankreas und Colon. GesamtRNA aus Maus-Testis wurde kduflich erworben (Clontech).
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Durch die grofle Anzahl vorhandener Gewebe war eine umfassende Analyse der
Gewebsspezifitit in der Maus moglich. Zur Feststellung der Gewebsspezifitdt wurden RT-
PCR-Experimente mit Primern in den Maus Exons 12, 2a und 2b mit Primern in mExon 1
kombiniert durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefaf3t. Auf den ersten
Blick ist zu erkennen, dass - wie im Menschen — die alternativ gespleifiten Exons des Maus-
midl-Gens gewebsspezifisch exprimiert werden. Wie im Menschen ist auch in der Maus die
Expression der identifizierten Isoformen auf unterschiedliche Gewebe verteilt, sodass ein
duBerst komplexes Muster entsteht. Auffallend ist, dass die Isoformen mExi2.1 und mExi2.2
beide in den Geweben Gehirn, Niere, Magen und Pankreas exprimiert werden. mExi2.1
wurde ausserdem in €19 gefunden. Das Transkript mEx2.3 wird hingegen Muskel-spezifisch
exprimiert.

Die Expressionsstudien der Maus Exons 2a und 2b deuten ebenfalls auf die funktionelle
Bedeutung der einzelnen Isoformen in spezifischen Geweben hin. mEx2a.1 ist die einzige
Isoform, die in allen getesteten Embryonalstadien exprimiert wurde. Ausserdem wurde sie in
Testis, Herz, Niere und Leber gefunden. mEx2a.2 wurde in Testis und Niere exprimiert.
mEx2a.3 hingegen wird ausschlieBlich im Gehirn exprimiert.

Expression der Isoform mEx2b.1 wurde ausschlielich in €19 gefunden, Expression der
Isoform mEx2b.2 hingegen in €13, Niere und Colon.

Das Expressionsmuster des Transkripts mEx2b.3 ist wiederum ganz anders. Es wurde in Herz,
Gehirn und Lunge detektiert, nicht aber in den Embryonalstadien. mEx2b.4 wurde in Milz
und Leber gefunden, mEx2b.8 ist Testis-spezifisch. Die drei librigen Transkripte (mEx2b.5,
mEx2b.6 und mEx2b.7) wurden jeweils nur in einem Gewebe gefunden — mEx2b.5 in

Muskel, mEx2b.6 in Colon und mEx2b.7 in el5.
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el3 | el5 | el9 | Testis | Herz |Gehirn Muskel Lunge| Milz Niere Magen  Leber Pankras | Colon
mExi2.1 X X X X X
mExi2.2 X X X X
mExi2.3 X
mEx2a.1 X X X X X X X
mEx2a.2 X X
mEx2a.3 X
mEx2b.1 X
mEx2b.2 X X X
mEx2b.3 X X X
mEx2b.4 X X
mEx2b.5 X
mEx2b.6 X
mEx2b.7 X
mEx2b.8 X

Tabelle 3.2: RT-PCR zur gewebsspezifischen Expression alternativ gespleiiter mid1l-Transkripte in der
Maus
Die RT-PCR-Experimente wurden durchgefiihrt mit Primerkombinationen in mExon i2 und mExon 1 oder

mExon 2a sowie mExon 2b und mExon 5.

3.4.6. N-terminal trunkierte M1 D1-Proteine

5’ und 3’Race-Experimente einiger Exons wiesen auf die Existenz trunkierender Transkripte
hin.

So enthielt das PCR-Produkt der 5’Race aus Exon 4a (Isoform Ex4a.10) 938bp des
Intronbereichs, der im 5’Bereich unmittelbar vor Exon 4a liegt (Abb. 3.8 H). Dieser Intron-
Bereich zeichnet sich durch Stop-Kodons in allen drei moglichen Leserastern aus. Ein offener
Leserahmen mit einem ATG als moglichen Translationsstart, das im Abstand von zwei Basen
auf das letzte Stopkodon folgt, beginnt 285 Nukleotide vor dem Beginn von Exon 5 in Exon
4a (Abb. 3.11 A und B). Er liegt im gleichen Raster wie der Leserahmen der sich
3’anschlieBenden MIDI-Exons 5-9. Die Sequenz, die das ATG umgibt, entspricht jedoch nur
teilweise der Kozak-Sequenz. Lediglich die Position -3 enthélt mit Adenin das an dieser Stelle
vorgeschriebene Purin. Trotzdem konnte hier ein alternatives N-terminal trunkiertes MID1-
Protein abgelesen werden. Abb. 3.11 B zeigt einen Teil der Aminosduresequenz dieses

hypothetischen Proteins.
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Abbildung 3.10: Northernblot-Analyse zur Gewebsspezifit:it

A. Ein adulter sowie ein fetaler Gewebe-Northernblot wurden mit einem Oligonukleotidpool der Exons 1a,
2c, 2d, 2f und 3a hybridisiert. Der adulte Gewebe-Northernblot wird aufgrund der unterschiedlichen
Signalstdrke nach zwei verschiedenen Expositionszeiten gezeigt.

B. Zum Vergleich der aufgetragenen RNA-Mengen wurden die in A. gezeigten Blots mit einer Aktin-
Probe hybridisiert.

C. Umdie in A. beobachteten Banden den einzelnen Exons zuordnen zu konnen, wurden Northernblots
aus PolyA+RNA einer embryonalen Fibroblastenzellinie (18/98) angefertigt und mit den
Oligonukleotiden der Exons 1a, 2¢, 2d, 2f und 3a einzeln hybridisiert.

D. Eine das Ex4a spezifisch detektierende einzelstringige RNA-Probe wurde auf die adulten und fetalen

Gewebe-Northernblots hybridisiert.
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N-terminal trunkierte Proteine sollten mit Westernblots nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Zu
diesem Zweck wurde gesamtes Zellysat aus embryonalen Fibroblasten auf ein 10%iges SDS-
Gel aufgetragen. Das Gel wurde nach dem Gellauf auf eine PVDF-Membran geblottet. Die
Detektion der trunkierten Proteine sollte mit einem gegen den C-Terminus von MID1
gerichteten Antiserum erfolgen. Dieses Antiserum (A1) wurde durch Immunisierung zweier
Kaninchen mit einem C-terminalen MID1-Protein (Aminosduren 311-667) erhalten. Al
detektierte neben den zwei MID1-Banden bekannter GroBe (72 kDa) weitere grofBere und
kleinere Banden (Abb. 3.13). Um die Spezifitit der Detektion zu iiberpriifen, wurde eine
zweite Spur des SDS-Gels mit embryonalem Fibroblastenlysat geladen und geblottet. Diese
Spur wurde zusétzlich zu dem C-terminalen Antiserum mit dem zur Immunisierung
verwendeten Protein inkubiert. Spezifische Antigen-Antikorper Bindungen sollten so
blockiert werden. Neben der durch A1l detektierten MID1-Bande von 72 kDa wurden so
Banden von 50 kDa und 20-40 kDa verdrangt (Abb. 3.13). Die spezifische Verdrangung
gerade der kleineren durch A1 detektierten Banden weist eindeutig auf die Existenz
trunkierter MID 1-Proteine hin. Eine mogliche Kreuzreaktivitit des C-terminalen Antiserums
mit homologen Proteinen kann nicht vollig ausgeschlossen werden. Um die Spezifitit der
Banden letztendlich zu beweisen, miissten die Proteine daher aufgereinigt und entweder einer

massenspektroskopischen Analyse unterzogen oder ansequenziert werden.

3.4.7 C-terminal trunkierte MI D1-Proteine

Die 3’Race-Experimente aus den alternativen Exons 2d und 2f und anschliefende RT-PCR-
Experimente identifizierten alternative 3’Enden im humanen MID-Gen (Isoformen Ex2d.7,
Ex2f.1, Exi6.1 und Exi6.2) und im Maus-mid/-Gen (mExi2.1-mExi2.3; Abb. 3.12).

Die humane Variante Ex2d.7 enthilt 1073bp des genomischen Intronbereichs (In2b), der sich
Exon 2d im 3’Bereich unmittelbar anschlieit. Sbp 5’ vor dem PolyA-Schwanz befindet sich
das alternative PolyA-Signal ATTAAA.

Isoform Ex2f.1 enthélt die Exons 1, 2, 2f, 3, 4, 5 und 6. An Exon 6 schlieBen 415bp der
genomisch 3’ unmittelbar folgenden Intronsequenz (i6) an. Das alternative PolyA-Signal
TATAAA befindet sich ca. 21bp 5’ vor dem PolyA-Schwanz.

Isoform Exi6.1 unterscheidet sich von Ex2f.1 lediglich durch Herausspleiflen des Exons 2f.

Exi6.2 enthélt die um 114 bp verkiirzte Variante von Exon 1 (Abb. 3.12).
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In den drei Maus-Isoformen mExi2.1-mExi2.3 schliessen 1,22 kb der unmittelbar
stromabwirts gelegenen genomischen Sequenz an mExon 2 an. Unmittelbar vor dem PolyA-

Schwanz befindet sich ein Polyadenylierungssignal der Sequenz AATAAA (Abb. 3.12).

A

N-terminal trunkierende Isoform Ex4a.11

JJHSPPCCCOLA LWPCIMEHQF S*LENE+LDL VLNCFEVVSL LENS(QHPTOY
SATHSS*ECC LWHLTEYOQTO OQDY*S5IT+Y AQEWTASCHN SLVFERSTCI
FESECSLLIT EPSE+*T*EYI EGD*DTPVEC FLVYT*EL*P ENLHEEEE*C
IHWGDL*ESS +IFSTASAGH MWIENETEEE ENEPDEELFF *CLF*EEASH

Exon 4a

*LH*+5SNIWEH SFLIFTLPFM OFEILETLL* SG5GLELEGT NSFPORCVEE

CLELRASCWG +T+PGQTVEY TAT*NMNILL LSQGIFFPDS FREEGEPFCC

FLOFLHFFLE LAFICFMLLC CDILECLLEL MCEFALFERY LFSFSFSFLC

Exon 5
SOVESHLDIS ETLFDLHEAE SHATASSIVL IPEINLNDTF DTFALDFSEE

EELLEC,

Abbildung 3.11: Die N-terminal trunkierende Isoform Ex4a.11
In A. ist Ex4a.11 schematisch dargestellt. B. zeigt einen Ausschnitt der Sequenz von
Ex4a.11. Das offene Leseraster wird durch den unterstrichenen Bereich hervorgehoben.

Die Pfeilkdpfe markieren den Beginn von Exon 4a und von Exon 5.

Wie die N-terminal trunkierten Proteine (Abschnitt 3.4.6) sollten die C-terminal trunkierten
Proteine mit Westernblots nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Das Antiserum 2 (A2) wurde
durch die Immunisierung zweier Kaninchen mit einem N-terminalen MID1-Protein
(Aminoséduren 64-113) erhalten. Die Herstellung des Westernblots erfolgte wie in Abschnitt
3.4.6 beschrieben.

A2 detektierte eine starke Bande bei 90 kDa, die beiden MID1-Banden bei 72 kDa und

mehrere kleinere Banden (Abb. 3.13). Nach der zusétzlichen Inkubation einer zweiten Spur
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des Westernblots mit dem zur Immunisierung verwendeten Protein wurden die 90 kDa Bande,
die beiden MID1-Banden bei 72 kDa und kleinere Banden bei 50 und 30-40 kDa verdriangt
(Abb. 3.13).

Mensch: C-terminale Trunkierungen Maus: C-terminale Trunkierungen
STOP STOP
Ex2d.7 mExi2.1
attaaa aataaa
STOP STOP
tataaa aataaa
STOP
STOP
Exi6.1 | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 -tataaa mExi2.3 \!ataaa
STOP

Exi6.2
tataaa

Abbildung 3.12: C-terminal trunkierende Transkripte in den M| D1-Genen von Mensch und Maus
Dargestellt sind alle im Rahmen dieser Arbeit identifizierten trunkierenden MIDI-Transkripte von Mensch und

Maus. Das Erscheinen des ersten Stopkodons in den jeweiligen Transkripten ist durch ein Stop markiert.

Die spezifische Verdringung der durch A2 detektierten Banden weist auf die Existenz C-
terminal trunkierter MID 1-Proteine hin. Eine mogliche Kreuzreaktivitit des N-terminalen
Antiserums mit homologen Proteinen ist dennoch méglich. Um die Spezifitit der Banden
letztendlich zu beweisen, miissten die Proteine daher aufgereinigt und entweder einer

massenspektroskopischen Analyse unterzogen oder ansequenziert werden.

Abbildung 3.13: Detektion trunkierter Proteine mit
18/98 18/98 Antiseren gegen den MID1 C- oder N-Terminus

A1 A1
+Peptid

Die Gele wurden mit Lysat aus embryonalen
Fibroblasten (18/98) geladen, auf PVDF-Membranen
geblottet und mit Antiseren, die gegen den MID1 C-
Terminus (A1) oder gegen den MID1 N-Terminus (A2)
gerichtet sind, inkubiert. Die mit Pfeilen markierten
Banden lieBen sich durch Priainkubation der Antiseren
mit den zur Herstellung verwendeten Peptiden spezifisch

verdriangen. Die Verdringung der durch A1 detektierten

Banden von 20-40 kD ist nach dem Einscannen des

Blots nur schwer zu erkennen. Der Originalblot zeigt die

Verdrangung hingegen deutlich.
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Es hatte gezeigt werden konnen, dass das MID1-Protein iiber seinen C-Terminus an
Mikrotubuli bindet. C-terminal trunkierte MID1-Proteine haben die Fihigkeit, an Mikrotubuli
zu binden, verloren und bildet stattdessen - mdglicherweise aufgrund herabgesetzter
Loslichkeit - zytoplasmatische Klumpen. Wir erwarteten daher, dass auch die alternativ
gespleifiten C-terminal trunkierten MID1-Transkripte Ex2d.7, Ex2f.1 und Exi6.1 nicht an
Mikrotubuli binden wiirden. Diese Hypothese sollte mit Immunfluoreszenz iiberpriift werden.
Ex2d.7, Ex2f.1 und Exi6.1 wurden in die Klonierungsstelle Pcyy des pBudCE4 Vektors
kloniert und in COS7-Zellen mit einem C-terminalen myc-tag iiberexprimiert. Als positive
Kontrolle diente in den pBud-Vektor kloniertes MID1, mit dem auf gleiche Art und Weise
verfahren wurde. Wie Abb. 3.14 zeigt, banden die so untersuchten Proteinisoformen, im
Gegensatz zum full length MID1-Protein, nicht an Mikrotubuli. Im Gegensatz zu C-terminal
trunkierten Transkripten, die in Folge von MID[-Mutationen in OS-Patienten entstehen,
erfolgt hier jedoch keine Bildung zytoplasmatischer Klumpen. Stattdessen sind die Isoformen

diffus im Zytoplasma verteilt (Abb. 3.14).

myc/MID1 myc/Ex2d.7

myc/Exi6.1 yc/Ex2f.1

Abbildung 3.14: Lokalisationsstudien ausgewiihlter Isoformen in COS-7 Zellen
Die myc-markierten Konstrukte wurden in CO7-Zellen iiberexprimiert. Zu sehen sind zelluldre Lokalisationen

von A. MIDI1, B. Ex2d.7, C. Exi6.1 und D. Ex2f.1
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Aus vorhergehenden Untersuchungen (Liu et al. 2001; Trockenbacher et al. 2001) war
bekannt, dass das MID1-Protein iiber die BBox1 an seinen Interaktionspartner alpha4 bindet.
Da alle drei C-terminal trunkierten Isoformen diese Doméne beinhalten, wurde von uns
angenommen, dass sie alpha4 binden konnen.

Um die Bindungsaffinitit der trunkierten Proteine zu alpha4 zu messen, wurde ein auf dem
Yeast-Two-Hybrid System basierender Fliissigassay durchgefiihrt (Abb. 3.15). In diesem
Assay wird die 3-Galaktosidase-Aktivitdt cotransformierter Zellen nach der o-nitrophenyl-3-
D-galactopyranosid (ONPG) Methode bestimmt. Wie dieser Assay zeigte, sind die trunkierten
Proteine Ex2f.1 und Exi6.1 interessanterweise nicht bzw. nur sehr schwach in der Lage,
alpha4 zu binden (Abb. 3.15).

Das trunkierte Protein Ex2d.7 weist hingegen eine sehr hohe Bindungsaffinitit zu alpha4 auf,
die im Vergleich zu MID1 um 5,2x erhoht ist (Abb. 3.15). Uberraschenderweise ist diese
sogar noch 2,9x hoher als die Bindungsaftinitit der BBox1 alleine. BBox1 wurde als die
alpha4 bindende Doméne des MID1-Proteins identifiziert und zeigte in fritheren Versuchen -
durchgefiihrt mit verschiedenen MID1-Deletionsmutanten - die hdchste Affinitdt. Durch die,
mit dem full length MID1-Protein verglichene, deutlich hohere Bindungsaffinitit des
trunkierten Proteins Ex2d.7 konnte diese Isoform iiber eine dominant-negative

Wirkungsweise die MID1-Proteinfunktion regulieren (siehe Diskussion; Kapitel 4.4.4).

R-Galaktosidase-Einheiten

ad+ 0 50 100 150 200 250 .30.0»
MID1 BB1 H BB2]_CC ]\

BBox1 BB1 ——

Ex2d.7 @— P —

Exi6.1 881 H BB2 | CcC p
Ex2e.1 —| BB1 H BB2 - CcC ]

Abbildung 3.15: B-Galaktosidase-Assay
Die Interaktionsstiarke zwischen a4 und den verschiedenen MID1-Proteinen wird durch die Aktivitit eines

B-Gal Reportergens bestimmt und in Form von 3-Galaktosidase-Einheiten dargestellt.
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3.4.8 I dentifizierung von neuen Protein-Doméanen in den alternativ gespleil3ten MID1-

| soformen

In den Kapiteln 3.4.6 und 3.4.7 wurde die Existenz trunkierender MID[-Transkripte im
Menschen und in der Maus gezeigt, in die einige der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten
neuen Exons gespleilt werden. Diese Exons erweitern die offenen Leserahmen der
trunkierenden MID -Transkripte, sodass anzunehmen ist, dass bei der Translation trunkierte
MID1-Isoformen entstehen, die neue Proteinsequenzen enthalten. Es ist ausserdem
anzunehmen, dass die neuen Proteinsequenzen spezifische Funktionen erfiillen. Um diese
Funktionen zu untersuchen, sollten diese Proteinsequenzen mit dem Softwareprogramm
GeneQuiz analysiert werden. Das Softwareprogramm GeneQuiz untersucht Proteinsequenzen
nach Hinweisen auf ihre Sekundérstruktur, Funktion und Proteinfamilie.

Nur fiir die Proteinsequenz von mExon 2a erbrachte diese Analyse Hinweise auf seine
mogliche Funktion (Abb. 3.16). Den Proteinsequenzen der iibrigen Exons konnte keine
Funktion zugeordnet werden.

mExon 2a ist in verschiedene midI-Isoformen integriert. In den Isoformen mEx2a.1 —
mEx2a.3 weist mExon 2a Verbindung zu mExon 5 des midl-Gens auf (Abb. 3.9 A). Die
3’Race-Experimente identifizierten zusitzlich ein alternatives 3’Ende, das stromabwdérts
direkt an mExon 2a anschlie3t (mEx2a.4; Abb.3.16 A). 5’Race-Experimente identifizierten
ausserdem einen moglichen eigenen 5’UTR von mExon 2a, der stromaufwiérts direkt an
mExon 2a anschlie8t (mEx2a.5; Abb. 3.16 A). Dieser 5’UTR ist der einzige, der fiir mExon
2a identifiziert werden konnte. In den mit mExon 2a durchgefiihrten RT-PCR-Experimenten
war keine Verbindung zum Exon 1 von midl gefunden worden. Verbindet man die Isoformen
mEx2a.4 und mEx2a.5 miteinander, so entsteht ein hypothetisches Transkript, das keine
Verbindung zu midl aufweist (mEx2a.6; Abb. 3.16 A). Die Aminosduresequenzen dieses
Transkriptes wurden in allen drei moglichen Leserastern analysiert. Ein Leseraster enthélt
einen offenen Leserahmen. Dieser offene Leserahmen konnte an dem ersten Methionin an der
Position 21 beginnen und sich liber 111 Aminosduren hinweg bis zum ersten Stopkodon
fortsetzen (Abb. 3.16 A). Das Methionin an der Position 21 ist allerdings nicht in eine Kozak-
Sequenz eingebettet. Weder die -3 noch die +4 Position stimmen mit den Kriterien der

Kozak-Sequenz iiberein.
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A
mEx2a.4 -] mEx2a.6
aataaa L HPLLPWSM EFUTRTSLAL “AS4LLHWNL LSMLSLALLN LSPHNTEESY
mEx2a.5 ! Sl FHEIYDSLASE VLASOTEFRR [FEMLSPLEY FONVISFETT FLLHLEPCEF
1L LSFTIPILEE CRITTHFVEH ATLLEDRJRC AODENRFAST SFUSWILERL
: sy Pp—— B
mEx2a.6 g 150 SOFTTSVPRL TFFLFLFPFL SHTTEENTS DESNSRASDS SENOTER
aataaa
B
mEx2a.6 AS 84-95
[ [
/ \
QrcaGiCWapAS

Konsensus-Sequenz:  Q-x(3-GEx-c-[YWx(2HSTAGCHSTAGCV]

Abbildung 3.16: Identifizierung einer Thiol-Protease Domiine in einem moglichen offenen Leserahmen
von mExon 2a

In Abb.A sind die Isoformen mEx2a.4, mEx2a.5 und die aus diesen Isoformen zusammengesetzte
hypothetische Isoform mEx2a.6 sowie der mogliche offene Leserahmen von mEx2a.6 schematisch dargestellt
(A.). In Abb.B wird die Identifizierung der Tiol-Protease Doméne durch das im GeneQuiz Server enthaltende

Softwareprogramm Prosite gezeigt.

Interessanterweise identifizierte das in GeneQuiz enthaltene Softwareprogramm Prosite eine
konservierte Domine, die die Aminosduren 84 — 95 des offenen Leserahmens umfasst (Abb.
3.16 B). Es handelt sich bei dieser Doméne um eine in Eukaryonten vorkommende Cystein
,,active site* einer Thiol-Protease. Die Aminosduren 84 — 95 des offenen Leserahmens von

mEx2a.6 stimmen mit der Konsensus-Sequenz perfekt {iberein (Abb. 3.16 B).

3.4.9 NMD als Regulationsmechanismus
Stopkodons, die mehr als 50 bp stromaufwirts des letzten Intron-Exon-Ubergangs liegen, sind

nach den Regeln des NMD (durch vorzeitige Stopkodons vermittelter mRNA-Abbau)

vorzeitige Stopkodons und fiihren zur Destabilisierung des jeweiligen Transkripts. Die diesen
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Kriterien entsprechenden, in Mensch und Maus identifizierten, Stopkodons sowie die
dazugehorigen Transkripte sind in Abb. 3.17 A abgebildet.

Die Existenz vorzeitiger Stopkodons in diesen MIDI-Spleiflvarianten wies darauf hin, dass
diese Transkripte tiber NMD reguliert werden konnten. Mit Northernblot-Analyse sollte
gezeigt werden, ob diese Annahme stimmt.

NMD ist bekannterweise ein translationsabhéngiger Mechanismus. Wird die Translation
inhibiert, reichern sich Zieltranskripte des NMDs in der Zelle an.

Zur Untersuchung des NMDs in den MID[-Isoformen wurden humane kindliche Fibroblasten
fiir vier Stunden mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid inkubiert. Ein zweiter Ansatz
wurde ohne Cycloheximid inkubiert. AnschlieBend wurde aus den mit und ohne
Cycloheximid inkubierten Fibroblasten PolyA"-RNA isoliert und Northernblots hergestellt.
Das humane Exon 1c fiihrt vorzeitige Stopkodons in einige der identifizierten Isoformen ein
(Abb. 3.17 B). Es wurde eine RNA-Probe dieses Exons generiert und auf die Fibroblasten
PolyA"-Northernblots hybridisiert (Abb. 3.17 C).

Die Hybridisierung der Fibroblasten-Northernblots mit der RNA-Probe von Exon ¢ zeigte
eine starke Bande bei ca. 2kb und zwei schwichere bei ca. 4,5 und 6,5 kb. Die Intensitit
dieser Banden unterschied sich nicht oder nur sehr gering zwischen den Zellen, die mit
Cycloheximid oder ohne Cycloheximid behandelt worden waren (Abb. 3.17 C). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die zugrunde liegenden Transkripte nicht durch NMD abgebaut werden.

Ausser diesen Transkripten erschien noch eine weitere Bande bei ca. 3,5 kb (Abb. 3.17 C).
Diese war allerdings nur in der Spur detektierbar, die PolyA™-RNA aus Zellen, die mit
Cycloheximid behandelt worden waren, enthielt. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass das
zugrunde liegende Transkript vorzeitige Stopkodons enthilt und iiber NMD abgebaut wird.
Die Beladung der Northernblots mit gleichen RNA-Mengen wurde durch die Hybridisierung
einer Aktin-Probe bestitigt (Abb. 3.17 C).

Die Northerblot-Analyse zeigt, dass durch alternatives Spleiflen von Exon 1c¢ sowohl MID1-
Isoformen entstehen, die nicht tiber NMD abgebaut werden als auch solche, die durch NMD
reguliert werden. Dieses Ergebnis wird dadurch bestétigt, dass sowohl Isoformen von Exon Ic
identifiziert worden waren, die fiir C-terminal trunkierende Transkripte kodieren, als auch

Isoformen, die vorzeitige Stopkodons in die Sequenz einfiihren (Abb. 3.17 B).
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Abbildung 3.17: Analyse der Regulation von MID1-Isoformen iiber NMD
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3. Ergebnisse

A. zeigt die im Menschen und in der Maus identifizierten MID1-Isoformen, die vorzeitige Stopkodons in die

jeweiligen Sequenzen einfithren. Die Region, in der das erste Stopkodon auftritt, ist mit einem STOP markiert.

In B. sind die identifizierten Exon 1c-Isoformen schematisch dargestellt. C. zeigt die Northernblot-Analyse der

mit und ohne Cycloheximid inkubierten Zellen. Der Pfeil markiert die Bande des {iber NMD regulierten Exon

1c-Transkriptes.
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3.4.10 Region 1d

Im Rahmen der PipMaker-Analyse der humanen und Maus-mid[-Sequenz wurde ein
zwischen beiden Spezies konservierter Bereich im Intron 1 gefunden. Dieser Bereich wurde
als Regld bezeichnet. Er erstreckt sich iiber 1.126 bp und ist zwischen beiden Spezies zu
84,5% homolog (Abb. 3.5 A).

Der Regld wird ein eigenes Kapitel gewidmet, da aufgrund der durchgefiihrten Experimente
anzunehmen ist, dass sie ein sogenanntes ,,Gen im Gen* ist. In RT-PCR-Experimenten mit
RNA auf humanem adultem Testis und el1, €13, €15 und €19 Mausembryonen konnte mit
internen Primern in der konservierten Regld ein spezifisches Produkt erzielt werden. Da der
negative RT-Ansatz keine Bande zeigte, konnte eine genomische Kontamination
ausgeschlossen werden. RT-PCR-Experimente mit humanem Testis mit Primerkombinationen
in Regld und den MIDI-Exons 1-9 sowie den neuen Exons 1a-4a erbrachten hingegen keine
Produkte. Diese Ergebnisse deuteten auf eine Expression der Regld als unabhéngiges
Transkript hin. Da keine Verbindung zum MID1-Gen besteht, konnte zundchst auch die
Transkript-Orientierung nicht festgestellt werden. Erschwerend kam hinzu, dass anscheinend
kein langer offener Leserahmen existierte. Um die Orientierung des Transkripts festzustellen,
wurden einzelstringige RNA-Sonden auf adulte und fetale multiple Gewebe-Northernblots
von Clontech hybridisiert (Abb. 3.18 A und B).

Interessanterweise identifizierte die Northernblot-Analyse Banden mit beiden Proben. Dieses
Ergebnis weist auf eine Transkription beider DNA-Stringe hin. Die Expressionsmuster der
beiden Transkripte, sense und antisense, stimmten dabei nur teilweise liberein.

Der mit der relativ zur MID-Transkriptionsrichtung orientierten sense-Probe hybridisierte
adulte Gewebe-Blot wies starke Banden bei ca. 1kb auf. Die Expression dieses Transkripts
war am stdrksten in Herz und Leber, gefolgt von Skelettmuskel und Niere. Schwichere
Expression konnte ausserdem in Gehirn, Colon, Diinndarm, Plazenta und Thymus beobachtet
werden. In den iibrigen Geweben konnte die 1kb Bande nicht detektiert werden, was andeutet,
dass das Transkript in diesen Geweben gar nicht oder unterhalb des Detektionslimits
exprimiert wird (Abb. 3.18 A).

Schwéchere Banden konnten ausserdem bei 1,35 und 2kb detektiert werden. Die starkste
Expression der 2kb-Bande erfolgte in Skelettmuskel, gefolgt von Leber, Herz, Colon und
Gehirn, Diinndarm und Plazenta. In Thymus, Niere, Lunge und peripheren Blutleukozyten
konnte die 2kb Bande nicht detektiert werden. Die 1,35kb Bande wurde am stéirksten in

Skelettmuskel und neben diesem Gewebe nur noch in Herz exprimiert. In Diinndarm ist
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ausserdem eine Bande bei ca 7,5kb zu erkennen. Da sie nur in diesem Gewebe erscheint und
sehr schwach ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich moglicherweise um ein
unspezifisches Signal handelt. Zur Spezifizierung dieser Bande miisste eine erneute
Hybridisierung erfolgen. Auf dem fetalen Blot wurden nur die 1kb und 2kb Bande detektiert,
die 1kb Bande in fetaler Leber und fetaler Niere und die 2kb Bande in fetaler Leber (Abb.
3.18 A). Da ausser diesen beiden Geweben nur noch RNA aus zwei weiteren Geweben —
fetaler Lunge und fetalem Gehirn — auf dem Blot waren, kann iiber weitere Gewebe keine
Aussage getroffen werden. Zusammengefasst ergibt sich folgendes Bild: In adulten Geweben
existieren wenigstens drei verschiedene Transkripte, die einer gewebsspezifischen Expression
unterliegen. In fetalen Geweben werden mindestens zwei verschiedene Transkripte
exprimiert, auch hier ist die Expression gewebsspezifisch.

Bei der Hybridisierung der relativ zu MID]1 orientierten antisense-Probe auf den adulten
Gewebe-Blot, fillt zunédchst eine ca. 1,5kb grofle Bande in Auge, die in Skelettmuskel
erscheint (Abb. 3.18 B). Diese Bande ist die insgesamt am stirksten exprimierte auf diesem
Blot und kommt ausschlieBlich in diesem Gewebe vor. Neben dieser Bande gibt es ein
weiteres, sehr schwach exprimiertes Transkript von ca. 4,6kb, das in den Geweben
Skelettmuskel, Herz, Leber und Niere erscheint. Interessanterweise ist das
Hybridisierungsmuster des fetalen Blots ein anderes. Neben einer schwachen Bande bei ca.
2kb, die in allen vier Geweben erscheint, wurde eine weitere Bande bei ca. 1,5kb detektiert
(Abb. 3.18 B). Es konnte sich hier um das zuvor schon in adultem Skelettmuskel detektierte
Transkript handeln. Diese Bande wurde nur in fetaler Leber sowie fetaler Niere beobachtet.
Diese Ergebnisse zeigen, dass auch die Expression der in sense zur MID1-
Transkriptionsrichtung orientierten Transkripte gewebsspezifisch ist. Da sich die Gewebe, in
denen sense und antisense Transkripte exprimiert werden, nicht vollstdndig decken, scheint
die Existenz einzelstrangiger RNA-Transkripte in manchen Geweben und die Existenz
doppelstringiger RNA-Molekiile in anderen Geweben plausibel zu sein.

Durch die RT-PCR-Experimente war uns bisher nur ein kleiner Teil der Regld-Sequenz
bekannt. Transkriptionsstart und —stop sollten durch Race-Experimente identifiziert werden.
Da die Expression der Regld in sense und antisense zur MID1-cDNA gezeigt worden war,
erfolgten 3’ und 5’Race sowohl vom sense- als auch vom antisense-Transkript ausgehend.
3’Race-Experimente des sense-Transkripts ergaben Isoform 1. Hier schlieen sich iiber den
zwischen Mensch und Maus konservierten Bereich hinausgehend 223bp der 3’ direkt auf
Regld folgenden genomischen Sequenz an. Das PolyA-Signal AATAAA liegt in einer A-

reichen Sequenz, die komplementir zum PolyA-Primer erscheint. Somit ist nicht
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Abbildung 3.18: Northernblot-Analyse der Region 1d
Adulte und fetale Gewebe-Northernblots wurden mit einzelstrdngigen RNA-Proben der Region 1d
hybridisiert. A. zeigt die Hybridisierung einer relativ zur MID[-Transkriptionsrichtung orientierten sense

Probe der Region 1d, B. die Hybridisierung einer antisense Probe.
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auszuschlieBen, dass der PolyA-Primer diese A-reiche Sequenz anstelle des PolyA-
Schwanzes gebunden hat und das Produkt unvollstindig ist. Zur Kldrung miissten die 3’Race-
Experimente fortgesetzt werden.

5’Race-Experimente des sense-Transkripts konnte Isoform 2 identifizieren. In dieser Isoform
setzt sich der konservierte Bereich der Regld im 5’Bereich in 709bp genomisch angrenzende
Sequenz fort. Da in der 5’Race hiufig unvollstindige Produkte detektiert werden, miissten
auch diese Experimente noch weiter fortgesetzt werden. Die bisher durchgefiihrten
Experimente ergaben, dass das sense-Transkript der Regld ein Transkript ohne Introns ist,
dem ein ldngerer offener Leserahmen fehlt.

Die mit dem relativ zur MID[-Transkriptionsrichtung orientierten antisense-Transkript
durchgefiihrten Race-Experimente brachten keine Ergebnisse. Die 3’Race ergab ein als
artifiziell einzustufendes Produkt, in dem sich die Regld zunéchst ca. 300bp iiber den
konservierten Bereich hinaus in 5’Richtung fortsetzt. 5’ an diese 300bp schliefit jedoch
Sequenz an, fiir die auf dem X-Chromosom keine komplementére Sequenz gefunden werden
konnte. Die Sequenzanalyse ergab vielmehr Ubereinstimmungen dieser Sequenz mit dem
Klon RP11-758G22 auf Chromosom 3.

Die 5’Race-Experimente ergaben iliberhaupt keine Banden. Diese Experimente miissen daher

mit anderen Primern wiederholt werden.
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