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Einleitung 4

1 Einleitung

Die DNA eukaryotischer Zellen wird durch das Chromatin organisiert. Die Proteine des
Chromatins werden in Histone und Nicht-Histon-Proteine eingeteilt. Die Histone sind eine
Gruppe kleiner, stark basischer Proteine. Sie tragen zur strukturellen Organisation des
Chromatins bei. Thre basischen Aminosduren neutralisieren die sauren Phosphatgruppen der
DNA und erméglichen die dichte Packung der DNA im Zellkern. Je zwei Histon-Molekiile der
Gruppen H2A, H2B, H3 und H4 bilden einen oktameren Komplex, um den 146 Basenpaare
gewickelt sind. Diese Partikel werden als Nukleosomen bezeichnet und stellen die unterste
Verpackungsebene der DNA dar. An die zwischen den Nukleosomen befindliche DNA bindet
das Histon H1 und unterstiitzt die Ausbildung einer {ibergeordneten 30 nm-Faser, der
Solenoidstruktur des Chromatins. Die Solenoide wiederum bilden Chromatinschleifen von ca.
20.000 bis 80.000 Basenpaaren. Das Ende jeder Schleife ist an eine Geriiststruktur gebunden, die
man als Kerngertiist, Matrix oder Scaffold bezeichnet. Es wird angenommen, dass die DNA {iber
Anheftungssequenzen an das Kerngeriist gebunden wird. Diese MARs bzw. SARs genannten
DNA-Sequenzen, fiir Matrix bzw. Scaffold Attachment Regions, sind 250 bis mehrere tausend
Basenpaare lang (Gasser und Laemmli, 1987; Phi-Van und Strétling, 1990). Die MARs/SARs
sind AT-reiche Sequenzen, fiir die bisher keine Konsensussequenz identifiziert werden konnte
(Gasser und Laemmli, 1987; Boulikas, 1995). Zwischen den MARs liegt die DNA in Schlaufen
um das Proteingeriist herum. Dieses Modell wurde durch Paulson und Laemmli (1977)
experimentell untermauert. Histonproteine wurden durch Behandlung mit Polyanionen von
Metaphasechromosomen aus HelLa-Zellen entfernt. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
wurde dadurch das Proteingeriist der Chromosomen und die in Schlaufen liegende DNA

sichtbar.

Um mogliche Funktionen von MARs zu analysieren, wurde ein Reporterkonstrukt mit der
5’-gelegenen MAR-Region des Hiihnerlysozymgens flankiert und stabil in das Genom integriert.
Dabei konnten zwei Beobachtungen gemacht werden. Einerseits wurde die Expression des
Reportergens durch die MAR-Elemente verstirkt, und andererseits war die Genexpression vom
Integrationsort des Konstrukts unabhingig (Stief et al., 1989). Dieser Effekt wurde auch mit
einigen anderen MARs bestétigt (Phi-Van und Stritling, 1996). Vermutlich stellen die MAR-

flankierten DNA-Schlaufen Transkriptionseinheiten dar, die Genexpression unabhingig von der
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genomischen Lage und ohne stérende Einfliisse benachbarter Chromatinregionen ermoglichen
(Bode et al., 1995). Dieses Modell der Chromatinorganisation mit Hilfe von MAR/SAR-
Sequenzen wurde in vielen Organismen wie Huhn, Mensch, Drosophila, Soja und Tabak
nachgewiesen (Boulikas, 1995). Es zeigte sich, dass MARs offenbar eine evolutionir stark
konservierte Rolle spielen. So ist das 5’-gelegene MAR des Hiihnerlysozymgens nicht nur in
Monozyten aus Huhn (Stief et al., 1989), sondern auch in Rattenfibroblasten (Phi-Van et al.,
1990), in transgenen Méusen (McKnight et al., 1992) und sogar in Tabakpflanzen (Mlynérova et
al., 1994) biologisch aktiv. Daher wird angenommen, dass das Chromatin durch MAR-

Sequenzen in einzelne Transkriptionseinheiten unterteilt wird.

Im Labor von Prof. Stréitling wurde in Southwesternblotting-Assays ein Protein aus dem Huhn
identifiziert, das an die 5’-gelegene MAR-Region des Hiihnerlysozymgens spezifisch bindet. Es
wurde Attachment Region Binding Protein (ARBP) genannt (von Kries et al.,, 1991). ARBP
bindet in dieser MAR mit hoher Affinitit [Kp= (2-6) x 107 M] ein DNA-Motiv bestehend aus
der zentralen Sequenz 5’-GGTGT-3" und flankierenden AT-reichen Sequenzen (Buhrmester et
al., 1995). Substitutionen in der zentralen Sequenz fiihren zu Verlust oder Abnahme der ARBP-
Bindung, was die Bedeutung der zentralen Sequenz belegt (Buhrmester et al., 1995). ARBP
bindet ferner an MARs von Drosophila, der Maus und des Menschen (von Kries et al., 1991).

Weitzel et al. (1997) stellten fest, dass das MAR-bindende Protein ARBP homolog zum Methyl-
CpG-bindenden Protein MeCP2 ist. MeCP2 wurde als Protein, das spezifisch methylierte CpG-
Stellen in vitro und in vivo bindet, identifiziert (Lewis et al., 1992). Im Folgenden wird
hauptsdchlich die Bezeichnung MeCP2 verwendet. MeCP2 ist ein abundantes, zwischen
Mensch, Ratte, Huhn und afrikanischem Krallenfrosch hoch konserviertes Kernprotein.
Humanes MeCP2 ist 486 Aminosduren lang und besteht aus mehreren Domédnen (Abbildung 1):
Die im N-terminalen Bereich lokalisierte, evolutionir stark konservierte DNA-Bindungsdoméne,
eine sich daran anschlieBende transkriptionelle Repressordomine und der C-terminale Bereich,
der moglicherweise an der Nukleosomenbindung des Proteins beteiligt ist (Chandler et al.,
1999). In der N-terminalen Region des hMeCP2 wurde die MAR-Bindungsdoméne auf einen
Bereich von 125 Aminosduren eingegrenzt (AS 71-195). Sie wurde iiber die Bindung von
Deletionsmutanten an MAR-Sequenzen im Southwesternblot definiert (Weitzel et al., 1997).
Innerhalb der MAR-Bindungsdoméne befindet sich die Methyl-CpG-Bindungsdoméne (MBD),
die 85 Aminosduren umfasst (AS 78-162). Die MBD wurde iiber Deletionsmutanten und Band-
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Shift-Assays lokalisiert. Die MBD von MeCP2 ist in der Lage, eine DNA-Sequenz zu binden, die
ein einzelnes, symmetrisch methyliertes CpG-Dinukleotid enthélt (Nan et al., 1993).

EMAR-Bindungsdoméneg transkriptionelle
i | Repressordomane|
|| Methy-CpG- | (TRD) |
! Bindungsdomane| .
E MBD |
=l 2 N By
. %
\_Y_J
1 7178 162 195207 NLS 310 PR 486

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Doménenstruktur des humanen Methyl-CpG-
bindenden Proteins 2 (hMeCP2). Die MAR-Bindungsdoméne ist schwarz und diagonal gestreift,
die Methyl-CpG-Bindungsdoméne diagonal gestreift, die transkriptionelle Repressordoméne
senkrecht gestreift dargestellt. Das Kernlokalisationssignal (NLS) und die Prolin-reiche Region
(PR) sind jeweils grau markiert. Die Zahlenangaben bezeichnen die Aminosiurepositionen.

Die Methylierung der 5’-Position von Cytosinen in Cytidin-Guanosin (CpG) Dinukleotiden ist
eine hiufig auftretende Modifikation des eukaryotischen Genoms. In Genomen von Sdugern sind
ungefdhr 60 bis 90 Prozent der CpG-Dinukleotide methyliert (Fujita et al., 1999). Diese
Methylierung ist bedeutend fiir die Repression von Genen, die X-chromosomale Inaktivierung,
die Allel-spezifische Genexpression (Imprinting), die negative Regulation transponierbarer
Elemente und die Entstehung von Krebs (Eden und Cedar, 1994; Bird, 1992). Im Menschen gibt
es drei DNA-Methyltransferasen (DNMT). DNMT1 st fiir die Erhaltung des
Methylierungsmusters wihrend der Replikation der DNA zustdndig, wahrend DNMT3A und 3B
de novo Methyltransferasen sind, die das Methylierungsmuster der DNA etablieren (Okano et al.,
1998, 1999). Der Knock-out von DNA-Methyltransferasen fiihrt bei Méusen zu schweren
Schiadigungen. Der Knock-out des DNMTI- oder des DNMT3B-Gens ist embryonal letal, der
Knock-out des DNMT3A-Gens ist frithzeitig postnatal letal (Li et al., 1992; Okano et al., 1999).
Bei Menschen verursachen Mutationen des DNMT3B-Gen das rezessive autosomale ICF-
Syndrom (Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies; Xu et al., 1999).
Eine abnormale DNA-Methylierung ist an der Pathogenese vieler Krebsfille beteiligt. So kann
die Hypomethylierung zur Aktivierung von Onkogenen und die Hypermethylierung zur
Repression von Tumorsuppressorgenen fithren. In beiden Fillen kann unkontrolliertes

Zellwachstum erfolgen (Robertson, 2001; Rountree, 2001). Im Genom ist 5’-Methylcytosin ein
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Hotspot fiir Mutationen (Rideout et al., 1990), da die Desaminierung von 5’-Methylcytosin zu
Thymin spontan ablaufen kann (Frederico et al., 1990). Daher sind CpG-Dinukleotide hiufig von
Mutationen betroffen. Gleichzeitig sind sie seltener im menschlichen Genom anzutreffen als die
Basenzusammensetzung erwarten liee. Ein kleiner Teil der CpG-Dinukleotide liegt im Genom
nicht zufillig verteilt vor, sondern gehduft in CpG-Inseln, die meist mit Promotoren assoziiert
sind (Antequera und Bird, 1993; Cross und Bird, 1995). Diese Cluster von CpG-Stellen liegen
dort unmethyliert vor (Antequera und Bird, 1993). Im Allgemeinen geht die Methylierung von
CpG-Dinukleotiden, die nicht in Clustern vorliegen, mit transkriptioneller Repression von Genen
einher (Bird, 1986; Siegfried und Cedar, 1997). Bei weiblichen Sdugern ist die starke
Methylierung eines der beiden X-Chromosomen an dessen transkriptioneller Inaktivierung
beteiligt. Das inaktivierte X-Chromosom ist duBlerst kompakt und lichtmikroskopisch als so

genannter Barr-Korper im Zellkern sichtbar (Riggs und Pfeifer, 1992).

In GST-Pulldown-Assays und mittels Immunprézipitation wurde gezeigt, dass die Transkription-
reprimierende Domédne (TRD) von MeCP2 einen oligomeren Ko-Repressorkomplex bindet (Nan
et al., 1998; Jones et al., 1998). Dieser enthélt den transkriptionellen Ko-Repressor mSin3A, die
Histondeacetylasen HDAC 1 und 2, die Histon-bindenden Proteine RbAp46 und 48
(Retinoblastoma protein-associated protein 46/48) und die Proteine SAP18 und 30 (Silencer
associated protein 18/30). Nach allgemeiner Auffassung bindet MeCP2 an methyliertes
Chromatin und rekrutiert den Ko-Repressorkomplex bestehend aus mSin3A und den erwéhnten
Proteinen. Die folgende Deacetylierung von Histonen induziert eine Kompaktierung der DNA zu
einer transkriptionell inaktiven Chromatinstruktur (Nan et al., 1998; Jones et al., 1998; Razin,
1998). Durch den Einsatz des Histondeacetylase-Inhibitors Trichostatin A wurde die MeCP2-
vermittelte transkriptionelle Repression zumindest teilweise wieder aufgehoben (Nan et al.,
1998; Jones et al., 1998). Damit wurde die Abhdngigkeit der transkriptionellen Repression von
den Histondeacetylasen gezeigt. Es wurde auch eine MeCP2-vermittelte transkriptionelle
Repression beschrieben, die Histondeacetylase-unabhingig ist (Yu et al., 2000; Kaludov und
Wolffe, 2000). In Reportergenanalysen wurde gezeigt, dass die transkriptionelle Repression des
SV40-Promotors durch die TRD von MeCP2 mit Trichostatin A nicht aufgehoben wird. Die
Repression des adenoviralen major late promoter durch die TRD von MeCP2 wurde jedoch
durch Trichostatin A aufgehoben. Die Repression ist in diesem Fall also Histondeacetylase-

abhingig. So scheint der Mechanismus der Repression durch den Promotor bestimmt zu sein.
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Der Repressor MeCP2 verbindet durch die Domidnen MBD und TRD zwei generelle
Mechanismen der Genregulation, DNA-Methylierung und Histondeacetylierung (Razin, 1998).
Stratling und Yu (1999) vermuteten, dass durch die Bindung von MeCP2 an MAR-Elemente das
Chromatin in der ndheren Umgebung in einen transkriptionell inaktiven, kompakten Zustand
iiberfiihrt wird. Infolgedessen kdme es weiter entfernt vom MAR-Element zu einer relativ
erhohten Konzentration an Proteinen, die Acetyltransferase-Aktivitit besitzen und das
Chromatin in einen ,offenen” Zustand {iiberfithren. Transkriptionsfaktoren konnten dadurch

besser an Promotoren binden und die Expression steigern.

MeCP2 gehort zu einer Familie von Kernproteinen, die alle das Aminosduremotiv der Methyl-
CpG-bindenden Domédne (MBD) besitzen. Sie wurden aufgrund der Sequenzhomologie mit der
MBD von MeCP2 in einer EST-Datenbank identifiziert (Hendrich und Bird, 1998). Die weiteren
Mitglieder dieser Familie wurden MBD1, MBD2, MBD3 und MBD4 genannt. Auferhalb der
MBD besitzen die fiinf Proteine keine hohe Homologie (Hendrich und Bird, 1998). Fiir MeCP2,
MBDI1, MBD2 und MBD4 wurde gezeigt, dass sie spezifisch an methylierte DNA binden,
unabhéngig von der DNA-Sequenz (Lewis et al., 1992; Cross et al., 1997; Hendrich und Bird,
1998).

MBD1 und MBD?2 sind wie MeCP2 ebenfalls transkriptionelle Repressoren (Fujita et al., 1999;
Ng et al., 2000; Cross et al., 1997). Rekombinantes MBD1 reprimiert in vitro die Transkription
von methylierter, nicht aber von unmethylierter DNA (Fujita et al., 1999). MBDI1 besitzt eine
C-terminale transkriptionelle Repressordoméne, die jedoch keine Sequenzihnlichkeit zu der von
MeCP2 aufweist (Ng et al.,, 2000). Die transkriptionelle Repression kann durch den
Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A teilweise aufgehoben werden. Es ist noch unbekannt,
welche Histondeacetylasen mit MBD1 assoziiert sind (Ng et al., 2000). MBD2 ist Bestandteil
von MeCP1 (Cross et al., 1997; Ng et al, 1999), einem groBen Proteinkomplex von
400 bis 800 kDa, der zwolf oder mehr methylierte CpG-Stellen unabhéngig vom Sequenzkontext
bindet (Meehan et al., 1989). Der MeCP1-Komplex bindet und deacetyliert methylierte
Nukleosomen in vitro und reprimiert somit methylierte Gene (Feng und Zhang, 2001). MBD2
besitzt eine transkriptionelle Repressordoméne, die mSin3A bindet und teilweise mit der Methyl-
CpG-Bindungsdomine iiberlappt (Boeke et al., 2000). Die transkriptionelle Repression von
MBD?2 ist ebenfalls Histondeacetylase-abhéngig, sie wird durch Trichostatin A aufgehoben (Ng
et al, 1999). Humanes MBD3 bindet als einziges Mitglied der MBD-Familie nicht an
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methylierte DNA (Hendrich und Bird, 1998). Nur fiir MBD3 aus dem afrikanischen
Krallenfrosch konnte eine Bindung an methylierte DNA nachgewiesen werden (Wade et al.,
1999). MBD3 wurde als eine Komponente des Ko-Repressorkomplexes Mi-2/NuRD identifiziert
(Tong et al., 1998; Wade et al., 1998, 1999; Xue et al., 1998). Der Mi-2/NuRD-Komplex ist am
Nucleosome-Remodeling beteiligt (Zhang et al., 1999). Der NuRD-Komplex kann von MBD2
in vitro an methylierte DNA rekrutiert werden, obwohl MBD2 nicht Teil des Komplexes ist
(Zhang et al., 1999). Fiir MBD2 und MBD3 wurde gezeigt, dass sie iiber C-terminale coiled-
coil-Motive dimerisieren konnen (Tatematsu et al., 2000). Nach Dimerisierung sind sie in der
Lage, an hemimethylierte DNA zu binden. MBD4 hat eine dhnliche Proteinsequenz wie
bakterielle DNA-Reparatur-Enzyme und ist an der Reparatur von TG-Mismatches (TGeCQG)
beteiligt, welche durch spontane Desaminierung von Methylcytosin zu Thymin entstehen

(Hendrich et al., 1999a und 1999b).

Die Strukturen der hochkonservierten MBD von humanem MeCP2 und MBDI1 wurden mit
kernmagnetischer Resonanzspektroskopie (NMR) aufgeklart. Die Domidne besteht aus einem
drei- oder vierstringigen, antiparallelen B-Faltblatt, einer direkt folgenden o-Helix und zwei
Schleifen (Wakefield et al., 1999; Ohki et al., 1999, 2001; Brunner et al., 2000). Die B-Faltblatter
und die o-Helix bilden eine keilformige Tertidrstruktur, wobei basische, in der MBD-Familie
konservierte Aminosduren weitestgehend auf eine Seite der Struktur und eine flexible Schleife
begrenzt sind. Durch diese basischen Aminosduren ergibt sich eine grofle positiv geladene
Oberflache, die mit der DNA interagiert (Ohki et al., 1999). Diese Struktur wurde bisher bei
keinem anderen Protein gefunden (Wakefield et al., 1999). Fiir die exponiert lokalisierten
Aminoséurereste Tyrosin-123 und Isoleucin-125 der MBD von MeCP2 wird eine Bindung tiber
van der Waals’sche Krifte mit den Methylgruppen der 5’-Methylcytosine diskutiert (Wakefield
et al., 1999). Ohki et al. (2001) zeigten fiir MBDI, dass die zwei Methylgruppen der
methylierten  CpG-Stelle  durch ~ Wechselwirkungen = zwischen den  Aminosduren
Valin-20 (Lysin-109), Arginin-22 (111), Tyrosin-34 (123), Arginin-44 (133) und Serin-45 (134)
und der groBBen Furche der DNA-Helix erkannt werden (in Klammern: Positionen im hMeCP2).
Diese fiinf Aminosduren bilden eine kontinuierliche hydrophobe Struktur, die die
Wechselwirkungen zwischen DNA und Protein vermittelt. Bis auf das Valin-20 sind diese
Aminoséduren in allen funktionsfahigen MBD-Proteinen konserviert. MeCP2 enthélt stattdessen

ein basisches Lysin. Die eine Methylgruppe der methylierten CpG-Stelle wird in einer Tasche
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bestehend aus den hydrophoben Aminosduren Valin-20 und Tyrosin-34 (123) sowie dem
aliphatischen Arginin-22 (111) gebunden (Ohki et al., 2001). Die zweite Methylgruppe wird
durch hydrophobe Wechselwirkungen mit den aliphatischen Resten der konservierten
Aminosduren Arginin-44 (133) und Serin-45 (134) erkannt. Die Wechselwirkungen mit den
Guanin-Basen erfolgen iiber Wasserstoffbriickenbindungen der Aminosduren Arginin-22 (111)
und -44 (133). Das Arginin-22 (111) interagiert mit seiner Guanidiniumgruppe zusétzlich mit der
zwischen Methylcytosin und Guanin liegenden Phosphatgruppe (Ohki et al., 2001).
Mutationsanalysen ergaben, dass die Arginine-22 (111) und -44 (133) fiir die Bindung
methylierter DNA essentiell sind. Die Erkennung methylierter CpG-Stellen erfolgt
ausschlieBlich durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen der fiinf genannten
Aminosduren (Ohki et al., 2001). Das von Wakefield et al. (1999) fiir die DNA-Bindung
diskutierte Isoleucin-125 ist nur zwischen MeCP2 und MBD4 konserviert, MBD1 enthélt
stattdessen Glutamin, MBD2 Phenylalanin und MBD3 Tyrosin. Die Aminosdure Tyrosin-123
des humanen MeCP2 wird von beiden Arbeitgruppen fiir die Bindung methylierter DNA
favorisiert und ist zwischen MeCP2, MBD1, MBD2 und MBD4 konserviert, nur MBD3 enthélt
Phenylalanin an dieser Position (Wakefield et al., 1999; Ohki et al., 1999, 2001). Wie bereits
erwihnt, ist MBD3 das einzige Mitglied der MBD-Familie, das nicht an methylierte DNA
bindet. Es hat an den beiden Positionen, die fiir die Bindung von MeCP2 an methylierte DNA
favorisiert werden, andere Aminosduren (Wakefield et al., 1999). Das MBD3 des afrikanischen
Krallenfroschs, welches als einziges beschriebenes MBD3 an methylierte DNA bindet, enthélt an
der Position 123 ein Tyrosin, analog zu MeCP2 und MBD1 (Ohki et al., 1999, 2001). Dies weist
auf die Bedeutung dieser Aminosdure fiir die Bindung methylierter DNA hin. Im MeCP2
existiert noch eine dritte hydrophobe Aminosiure (Alanin-131), die in den anderen Homologen
durch basische Aminoséduren ersetzt wird. Die keilférmige DNA-bindende Struktur der MBD
von MeCP2 wird durch ein hydrophobes Trio aus Leucin-108, Tyrosin-120 und Valin-159
begrenzt, das bei MBD1 bis 3 nicht vorkommt (Wakefield et al., 1999). Aufgrund dieser
Unterschiede kann angenommen werden, dass jedes Mitglied der MBD-Familie zur Bindung an

methylierte CpG-Sequenzen individuelle flankierende DNA-Sequenzen benétigt.

In Mausembryonen fiihrt der Knock-out der DNA-Methyltransferase 1 zu schweren Defekten
wéhrend der Entwicklung und zu frither embryonaler Letalitdt (Li et al., 1992). Gleiches gilt fiir
die MBD3 Knock-out-Maus. Sie stirbt wihrend der frithen Embryogenese, wihrend die MBD?2
Knock-out-Maus lebensfihig ist (Hendrich et al., 2001). Die Deletion des MBD3-Gens fiihrt
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moglicherweise zu einem kompletten Ausfall des NuRD-Komplexes, wihrend die Deletion des
MBD2-Gens nur einen Einfluss auf einen Teil der NuRD-Funktion hat (Hendrich et al., 2001).
Die lebensfihige MBD2 Knock-out-Maus zeigt jedoch ein gestortes miitterliches Verhalten, da
ihr Geruchssinn eingeschrankt ist (Hendrich et al., 2001).

Das MECP2-Gen liegt auf dem X-Chromosom (Xq28), ist 75,9 Kb lang und enthilt vier Exons
(Quaderi et al., 1994; Vilain et al., 1996; Reichwald et al., 2000). Der Promotor und das erste,
nicht kodierende Exon (69 bp) liegen in einer CpG-Insel. Der Translationsstart befindet sich im
zweiten Exon (124 bp). Das dritte und vierte Exon (351 und 9642 bp) kodieren fiir die wichtigen
Doménen von MeCP2, die MBD (Exon 3 und 4) und die TRD (Exon 4). Das MECP2-Gen wird
in allen untersuchten Geweben ubiquitir exprimiert und besitzt zwei Polyadenylierungsstellen
(Reichwald et al., 2000). Daher entstehen zwei unterschiedlich lange Transkripte von 1,9 Kb und
etwa 10 Kb, deren Verteilung gewebespezifisch ist (Reichwald et al., 2000). So wird im Gehirn
das 10 Kb-Transkript stark, das 1,9 Kb-Transkript dagegen kaum exprimiert. In Muskelgeweben
wie der Skelettmuskulatur und dem Herz wird das kurze Transkript stark exprimiert, das ldngere
wiederum sehr viel weniger (Reichwald et al., 2000). Der Gehalt von MeCP2 ist in der adulten
Maus in Geweben aus Hirn, Lunge und Milz hoch, in Herz und Niere schwicher und in Leber,
Magen und Diinndarm gerade noch zu detektieren (Shahbazian et al., 2002). Es wurde keine
Korrelation zwischen Protein- und RNA-Gehalt gefunden, so dass die Translation des Proteins
moglicherweise durch gewebsspezifische Faktoren posttranskriptionell reguliert wird. Der
Zeitpunkt der Expression von MeCP2 korreliert bei Maus und Mensch mit der Reifung des
zentralen Nervensystems, wobei die ontogenetisch dlteren Strukturen wie das Riickenmark und
der Hirnstamm MeCP2 friiher als die neueren Strukturen wie Hippocampus und cerebraler
Cortex exprimieren (Shahbazian et al., 2002). Im Cortex erscheint MeCP2 zuerst in den Cajal-
Retzius-Zellen, dann in den Neuronen der tiefer gelegenen, reiferen cortikalen Schichten und
zum Schluss in den Neuronen der hoheren Schichten. Im ausgereiften Gehirn ist MeCP2 in der
Mehrzahl der Neurone vorhanden, in Gliazellen jedoch nicht (Shahbazian et al., 2002). Durch
Untersuchungen mit Laser-Scanning-Cytometrie zeigten LaSalle et al. (2001), dass es im
normalen humanen Hirn eine Subpopulation von Zellen gibt, die MeCP2 stark exprimieren,
wihrend die librigen Zellen eine niedrigere MeCP2-Expression aufweisen. Die unterschiedlich
MeCP2-exprimierenden Zellen waren mosaikartig verteilt: die MeCP2 stark exprimierenden

Zellen lagen in der Schicht IV der GroBhirnrinde, die MeCP2 schwach exprimierenden Zellen in
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der granuldren Schicht des Cerebellums akkumuliert vor (LaSalle et al., 2001). In dieser Arbeit
wurde MeCP2 auch in Gliazellen schwach detektiert (LaSalle et al., 2001).

Amir et al. (1999) identifizierten Mutationen im MECP2-Gen als Ursache fiir das Rett-Syndrom.
Bereits 1966 beschrieb der Wiener Kinderarzt Dr. Andreas Rett erstmals diese neurologische
Storung (Rett, 1966). Es handelt sich um eine dominante Erkrankung, von der vor allem
Maidchen betroffen sind (Amir et al., 1999). Das Rett-Syndrom tritt mit einer Hiufigkeit von
etwa 1 zu 15.000 weiblichen Neugeborenen auf (Hagberg, 1985; Kerr und Stephenson, 1985).
Mainnliche Embryonen sind von dem sporadisch auftretenden Rett-Syndrom kaum betroffen, da
die bevorzugt zugrunde liegenden de novo Mutationen in der paternalen Keimbahn entstehen
(Girard et al., 2001; Trappe et al., 2001). Da Jungen nur ein X-chromosomal lokalisiertes
MECP2-Allel besitzen, sind Mutationen des Gens dariiberhinaus fiir Jungen moglicherweise
letal. Es wurden jedoch auch einige Fille von ménnlichen Trigern mit MECP2-Mutationen
beschrieben, die nicht letal waren (Wan et al., 1999; Orrico et al., 2000; Clayton-Smith et al.,
2000; Villard et al., 2000). Bei Rett-Patientinnen sind im Vergleich zu gesunden Frauen der
Kopfumfang, das Gewicht des Gehirns, die GroBe der Neuronen und Zellkerne sowie die
Zelldichte im Gehirn reduziert (Hagberg et al., 2000; Baumann et al., 1995; Belichenko et al.,
1994). Viele Hirnregionen weisen eine geringere Anzahl an Dendriten und Verzweigungen auf
(Belichenko et al., 1994; Armstrong et al., 1995, 1998). Aus klinischer Sicht entwickeln sich die
Patientinnen in den ersten sechs bis 18 Lebensmonaten normal. Es folgt eine Phase, in der es zu
mentaler Retardierung und zu einer rasch fortschreitenden Riickentwicklung bereits erworbener
Féhigkeiten kommt, z. B. zum Verlust bereits erlernter Sprache, gezielter Handbewegungen und
sozial-kommunikativer Fahigkeiten. Es werden sterecotype Bewegungen entwickelt, z. B.
Waschbewegungen der Hiande, die wihrend der gesamten Wachperiode ausgefiihrt werden. Oft
treten Atemprobleme auf. Ab dem vierten Lebensjahr folgt eine Phase der Stagnation, in der es
auch zu epileptischen Anféllen kommen kann. Zu den klinischen Diagnosekriterien gehoren
neben der mentalen Retardierung und den stereotypen Handbewegungen auch Atemprobleme,
Krampfe, Skoliose und allgemeine Hypoaktivitit. Bisher sind weder eine biochemische
Diagnose noch eine kausale Therapie verfiigbar, die Diagnostik erfolgt PCR-basiert. Es wurde
noch nicht gekldrt, wie das Fehlen von funktionellem MeCP2 die Pathogenese des Rett-

Syndroms verursacht.



Einleitung 13

In ca. 80 % der sporadisch auftretenden Félle mit klassischem Rett-Syndrom und der Patienten
mit einer variablen Form des Syndroms wurden Mutationen im MECP2-Gen gefunden (Amir et
al., 1999; Wan et al., 1999; Bienvenu et al., 2000; Cheadle et al., 2000; Dragich et al., 2000;
Huppke et al., 2000). Es wurden Missense- und Nonsense-Mutationen sowie Insertionen und
Deletionen detektiert. Im MECP2-Gen sind sdmtliche Bereiche der kodierenden Sequenz von
Mutationen betroffen. Hiufig kommen Transitionen von C zu T innerhalb von CpG-Stellen vor.
Sie konnen durch die Desaminierung von 5’-Methylcytosin zu Thymin entstehen. Transitionen
sind fiir etwa 65 % der Mutationen in Patienten mit klassischem Rett-Syndrom verantwortlich
und treten bevorzugt im kodierenden Bereich der MBD und der TRD auf. Deletionen und
Insertionen sind die Ursache fiir Frame-Shift-Mutationen, die besonders hiufig im 3’-Ende des
vierten Exons anzutreffen sind. Sie sind fiir ca. 10 % der Mutationen bei Rett-Patienten
verantwortlich (Dragich et al., 2000). In etwa 20 % der sporadisch auftretenden Fille mit
klassischem Rett-Syndrom wurden keine Mutationen im MECP2-Gen gefunden. Da sich die
Untersuchungen jedoch iiberwiegend auf die kodierende Sequenz beschrinkten, konnen in
diesen Féllen Mutationen in den bisher kaum untersuchten nicht-translatierten Bereichen des
MECP2-Gens nicht ausgeschlossen werden. Ebenso kdnnen groflere Deletionen oder Insertionen
mit Hilfe der verwendeten Analyseverfahren wie PCR-basiertes oder direktes Sequenzieren nicht
detektiert werden. In den seltenen familidr auftretenden Féllen mit Rett-Syndrom werden im
Vergleich zu den sporadischen Fillen weitaus weniger Mutationen detektiert (Amir et al., 2000;
Cheadle et al., 2000). Eine Korrelation zwischen Mutationstyp und Krankheitsbild wurde von
den meisten Autoren nicht gefunden. Es wurden auch Fille von Frauen mit Mutationen im
MECP2-Gen beschrieben, die wahrscheinlich durch nicht-zuféllige X-chromosomale
Inaktivierung symptomfrei sind (Amir et al., 2000; Bienvenu et al., 2000). Amir et al. (2000)
fanden in 31 von 34 Patientinnen mit klassischem Rett-Syndrom (91 %) eine zufillige
Inaktivierung des X-Chromosoms. Bei drei Patientinnen lag eine nicht-zufidllige Inaktivierung

vor, die mit einem milderen Phénotyp assoziiert war.

Konditionale MECP2 Knock-out-Miduse zweier Arbeitsgruppen wiesen dem humanen Rett-
Syndrom vergleichbare Eigenschaften auf (Guy et al., 2001; Chen et. al., 2001). Beide MECP2-
Null-Mutanten, mannlich hemizygot und weiblich homozygot, waren lebensfahig und zeigten
direkt nach der Geburt keinen Rett-Phinotyp. Nach ungefdhr drei bis acht Wochen stellten sich
Rett-dhnliche Symptome wie unkoordinierte Bewegungen, reduzierte Aktivitit und

Atmungsprobleme ein (Guy et al., 2001; Chen et al., 2001). Diese Méuse hatten insbesondere
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kleinere Gehirne sowie kleinere und dichter gepackte Neuronen (Chen et al., 2001). Die Tiere
starben innerhalb von zehn Wochen. Bei heterozygoten Weibchen wurde ein Rett-dhnlicher
Phénotyp erst nach drei bis zwolf Monaten diagnostiziert (Guy et al., 2001; Chen et al., 2001).
Durch gezielte Mutagenese wurden Maiuse erzeugt, in denen MECP2 wihrend des
Embryonalstadiums spezifisch im Gehirn deletiert wurde (Guy et al., 2001; Chen et al., 2001).
Diese Méuse zeigten einen dhnlichen Phénotyp wie die Null-Mutanten. Bei weiteren Knock-out-
Maiusen, in denen MECP?2 selektiv in post-mitotischen Neuronen des Gehirns ausgeschaltet
wurde, trat ebenfalls ein den Null-Mutanten vergleichbarer Phianotyp auf, wenn auch spéter und
schwicher ausgeprigt (Chen et al., 2001). Diese Untersuchungen verdeutlichen, dass durch
MECP2-Mutationen vor allem die Neuronen des Gehirns geschiddigt werden, andere Gewebe
scheinen nicht oder kaum betroffen zu sein. Des Weiteren scheint sich die Mutation erst im
ausgereiften postmitotischen Gehirn zu manifestieren, die Hirnentwicklung wird nur geringfligig
beeintrachtigt (Guy et al., 2001; Chen et al., 2001). Es wird diskutiert, dass MeCP2 im Gehirn
die unspezifische Transkription, das ,,Hintergrundrauschen®, unterdriickt und deshalb das Gehirn
in der Lage ist, differenzierte Signale wahrzunehmen und auf diese ebenso geordnet mit der
Transkription neuer Gene zu reagieren (Nan et al., 1997; Carter und Segal, 2001, Van den
Veyver und Zoghbi, 2000). Moglicherweise sind Neuronen gegeniiber dem transkriptionellen
Rauschen empfindlicher als andere Zelltypen, so dass sich die MECP2-Mutationen hauptsichlich
im Gehirn auswirken. MeCP2 konnte auBerdem fiir das Neuronen-spezifische Expressionsmuster
mitverantwortlich sein. Eine MECP2-Mutation flihrt in diesem Fall zur unkontrollierten
Expression Neuronen-spezifischer Gene (Carter und Segal, 2001). Genexpressionsanalysen des
Hirngewebes von Rett-Patienten zeigten eine Erh6hung von Glia-Transkripten, die in bekannte
neuropathologische Mechanismen involviert sind (Colantuoni et al., 2001). Eine Abnahme der
Expression wurde bei vielen Neuronen-spezifischen mRNAs beobachtet. Die dramatische
Abnahme der Expression von priasynaptischen Markern deutet auf ein spezifisches Defizit der

prasynaptischen Entwicklung hin (Colantuoni et al., 2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung einer Bibliothek, in der MeCP2-gebundene
DNA-Sequenzen angereichert sind. Untersuchungen von MeCP2 gebundenen humanen
Sequenzen wurden bisher meist in vitro durchgefiihrt, in vivo sind die Zielsequenzen noch
weitestgehend unbekannt. In vitro wurde gezeigt, dass Mutationen in der MBD von humanem
MeCP2 die Affinitit zu methylierter DNA herabsetzen oder génzlich unterbinden (Ballestar et
al., 2000; Free et al., 2001). ARBP/MeCP2 bindet in vitro an unmethylierte sowie methylierte
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Méuse- und Hiihner-Satelliten-DNA (Weitzel et al., 1997). In Ubereinstimmung damit wurde
durch Immunfluoreszenzuntersuchungen gezeigt, dass murines MeCP2 ein abundanter
Bestandteil des in vivo stark methylierten, pericentromeren Heterochromatins von murinen
Metaphasechromosomen ist (Lewis et al., 1992). Es stellt sich die Frage, ob MeCP2 im humanen
Genom ebenfalls an stark methylierten DNA-Sequenzen lokalisiert ist. Aufgrund der
beschriebenen Affinitit zu methylierter DNA stellen Retrotransposons, o-Satelliten- und
klassische Satelliten-DNA im humanen Genom ein mogliches Ziel von MeCP2 dar. Die
Retrotransposons stellen mit etwa 90 % den grofiten Anteil an methylierter DNA im humanen
Genom (Lander et al., 2001). Die o-Satelliten- und klassischen Satelliten-DNAs liegen ebenfalls
stark methyliert vor. a-Satelliten-DNA ist in den Centromeren, die klassischen Satelliten-DNAs

in den Juxtacentromeren der Chromosomen lokalisiert.
Im humanen Genom werden vier Klassen von Retrotransposons unterschieden.

Eine groBe Familie von Retrotransposons ist die Gruppe der Short Interspersed Nuclear
Elements (SINEs). SINEs sind ca. 100 bis 400 bp kurze Elemente, die einen internen
Polymerase-III-Promotor beinhalten und keine Proteine kodieren. SINEs sind nicht-autonome
Transposons, die vermutlich unter Verwendung der LINE-Maschinerie transponieren. Die
Familie der SINEs besteht aus der Subgruppe der Alu-Elemente und der Subgruppe der
Mammalian-wide Interspersed Repeats (MIRs). Die MIRs stellen etwa 2 % des humanen
Genoms, stammen von tRNA-Sequenzen ab und sind im humanen Genom inaktiv (Lander et al.,
2001). Alu-Elemente stellen dagegen mit 1,09 Millionen Kopien etwa 10 % des humanen
Genoms (Lander et al., 2001), stammen vom 7SL-Gen ab (Quentin, 1994) und zidhlen zu den
noch aktiven Nicht-LTR-Retrotransposons. Alu-Elemente wurden nach ihrem evolutiondrem
Alter mit der Nomenklatur J, S, Y benannt. Die idltesten Alu-Elemente mit ca. 60 bis 100
Millionen Jahren sind die AlulJ, die mittelalten mit ca. 25 bis 60 Millionen Jahren die AluS und
die jiingsten mit bis zu ca. 30 Millionen Jahren die AluY. Zur Gruppe der dlteren Alu-Elemente J
und S zdhlen ca. 83 % aller Alu-Elemente, etwa 17 % sind der jiingeren und noch aktiven
Gruppe der AluY zugeordnet (Roy-Engel et al., 2001). Die jiingeren AluY-Elemente weisen
mehr CpG-Stellen auf als die dlteren AluS- und AluJ-Elemente. Die dlteren Alu-Elemente haben
diese CpG-Stellen aufgrund von C—T Transitionen verloren. Bei der Retrotransposition sind
Alu-Elemente auf die Maschinerie von LINE-1-Elementen angewiesen (Boeke, 1997). Die Alu-

Elemente konnen durch Retrotransposition oder homologe Rekombination Krankheiten auslosen.
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Sie konnen durch Insertion unter anderem Hadmophilie B, Hypercholesterindmie und Duchenne-
Muskeldystrophie auslésen (Deininger und Batzer, 1999). Alu-Elemente haben mdglicherweise
eine physiologische Funktion. Unter zelluldren Stressbedingungen werden vermehrt Alu-
Transkripte produziert, diese konnen die Interferon-induzierbare, durch doppelstringige RNA
aktivierte Proteinkinase (PKR) inhibieren und infolgedessen die Proteintranslation induzieren
(Chu et al., 1998). Alu-Elemente sind stark methyliert (Liu und Schmid, 1993). Die DNA-
Methylierung hemmt die Alu-Transkription in vitro und diese Inhibition wird durch einen

limitierenden, bislang nicht identifizierten Faktor vermittelt (Liu und Schmid, 1993).

Eine weitere Familie an Retrotransposons bilden die Long Interspersed Nuclear Repeats
(LINEs). Es existieren etwa 868.000 LINE-Kopien im humanen Genom, dies entspricht einem
Gehalt von tiber 20 % (Lander et al., 2001). LINE-Elemente sind autonome Retrotransposons
(Smit, 1996), die aufgrund ihrer Verbreitung als ,,erfolgreichste Erfindung® im eukaryotischen
Genom gelten (Furano, 2000). Bei den LINE-Elementen sind drei Subfamilien zu unterscheiden:
LINE-1, LINE-2 und LINE-3. Nur eine Untergruppe der LINE-1-Elemente ist im humanen
Genom noch aktiv. Vollstindige humane LINE-Elemente sind ca. 6 Kb lang, beinhalten einen
internen RNA-Polymerase-II-Promotor im 5’-untranslatierten Bereich und enthalten zwei lange
offene Leserahmen (ORF). Der interne 5’-Polymerase-II-Promotor enthilt eine stark methylierte
CpG-Insel (Woodcock et al., 1997). ORF1 kodiert fiir ein RNA-bindendes Protein, ORF2 fiir ein
Protein mit Endonuklease- und reverse Transkriptase-Doménen. Der Mechanismus der
Retrotransposition beinhaltet die Entstehung eines vollstdndigen Transkripts des LINE-Elements,
die Translation der beiden offenen Leserahmen sowie die reverse Transkription und Insertion in
neue genomische Loci (Boeke, 1997). Im Cytosol binden die gerade translatierten Proteine direkt
an die LINE-RNA. Dieser Komplex gelangt auf noch unbekanntem Weg in den Zellkern. Hier
induziert die Endonuklease einen Einzelstrangbruch, bevorzugt in der Sequenz 5°-TTTT | AA-3°
(Feng et al., 1996; Cost und Boeke, 1998). Das 3’-Ende der LINE-RNA hybridisiert an die
Schnittstelle und das 3’-Ende der geschnittenen DNA dient als Primer fiir die reverse
Transkriptase. Nach reverser Transkription wird der zweite DNA-Strang geschnitten und durch
eine  DNA-Polymerase mit der LINE-Sequenz aufgefiillt. Héufig erfolgt die reverse
Transkription nicht vollstdndig, so dass 5’-deletierte, inaktive LINE-Kopien entstehen. Die
wenigsten LINE-Elemente im Genom (etwa 5.000) verfligen iiber eine vollstindige Sequenz,
daher ist die iiberwiegende Mehrheit der LINE-Elemente nicht mehr aktiv. Insbesondere

LINE-2- und LINE-3-Elemente liegen nur mutiert und stark trunkiert vor und sind daher inaktiv.
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Auch die LINE-1-Elemente sind oft am 5’-Ende verkiirzt, intern umgeordnet oder mutiert und
konnen daher meist nicht mehr transponieren (Kazazian und Moran, 1998). Etwa 5.000 LINE-
Kopien mit kompletter Sequenz sind bekannt, wirklich aktiv sind nur noch ca.
60 bis 100 LINE-1-Elemente (Sassaman et al., 1997; Lander et al., 2001). LINE-Elemente sind
egoistische molekulare Parasiten, die durch Transpositionsereignisse den Wirt aktiv schaden
koénnen. Durch LINE-1-Insertion werden mindestens 13 humane Krankheitsbilder verursacht,
unter anderem Hamophilie A, Retinitis Pigmentosum und verschiedene Muskeldystrophien
(Ostertag und Kazazian, 2001). Die LINE-Maschinerie ist vermutlich fiir die meisten
Retrotranspositionsereignisse im humanen Genom verantwortlich, einschlieBlich der
Retrotransposition nicht-autonomer SINEs (Okada et al., 1997; Goodier et al., 2000) und der
Erzeugung prozessierter Pseudogene (Esnault et al., 2000). Humane X- und Y-Chromosomen
besitzen dreimal bzw. neunmal mehr vollstindige Kopien von LINE-1-Elementen als
Autosomen. In minnlichen Keimzellen konnen die durch Insertion von LINE-Elementen
geschidigten Loci auf dem X- bzw. Y-Chromosom nicht durch chromosomale Rekombination
repariert werden (Boissinot et al., 2001). Daher treten hier vermehrt intakte LINE-1-Elemente
auf. Es wird diskutiert, dass die starke Methylierung der LINE-1-Promotorregion einen
wesentlichen Abwehrmechanismus gegen diese genomischen Parasiten darstellt (Self defense
Hypothese, Yoder et al., 1997). Yu et al. (2001) zeigten in Transfektionsexperimenten, dass
MeCP2 die Transkriptionsrate des LINE-1.3-Elements stark reduzieren kann, wenn dessen
interner Promotor durch Hpall methyliert wurde. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die
transkriptionelle Repressordoméne (TRD) von MeCP2 in der Lage ist, die Retrotransposition
von LINE-Element L1.3 effektiv zu reprimieren (Yu et al., 2001). Diese vorausgegangenen

Analysen lassen vermuten, dass LINE-Elemente auch in vivo wichtige Zielsequenzen von

MeCP2 sind.

Eine weitere Gruppe transposabler Elemente bilden die Long Terminal Repeat Retrotransposons
(LTRs). Die LTRs sind autonome Elemente und stellen gut 8 % des humanen Genoms (Lander
et al., 2001). Vollstindige LTR-Retrotransposons kodieren fiir eine Protease, eine reverse
Transkriptase, eine RNase H und eine Integrase. Sie sind von langen terminalen direkten Repeats
(LTRs) flankiert und haben sich durch einen retroviralen Mechanismus verbreiteten. Die reverse
Transkription fand unter Benutzung von tRNA als Primer in cytoplasmatischen, virus-dhnlichen
Partikeln statt. Moglicherweise stammen exogene Retroviren von endogenen LTR-

Retrotransposons ab, die sich zusétzlich das zelluldre Hiillproteingen (env) angeeignet haben
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(Malik et al., 2000). Von den LTR-Retrotransposons scheinen nur die Vertebraten-spezifischen
endogenen Retroviren (ERV) im humanen Genom aktiv gewesen zu sein. Sie sind jedoch schon
lange inaktiv, oft ging die kodierende Sequenz durch homologe Rekombination zwischen den
flankierenden LTR-Sequenzen verloren oder der Promotor wurde durch unvollstindige reverse
Transkription deletiert. Hinzu kamen zahlreiche natiirliche Mutationen, so dass die LTR-
Elemente heute nur noch als Fossile betrachtet werden. 85 % der im Genom existierenden LTR-
Retrotransposon-Sequenzen bestehen nur noch aus den flankierenden LTRs. Zuletzt waren zwei
endogene retrovirale LTR-Familien in Primaten vor 10 bis 15 Millionen Jahren aktiv (Goodchild

et al., 1993; Di Cristofano et al., 1995).

Die letzte Klasse an Retrotransposons bilden die DNA-Transposons, sie stellen knapp 3 % des
humanen Genoms, haben terminal invertierte Repeats und kodieren eine Transposase (Lander et
al. 2001). Die Transposase bindet nahe der invertierten Repeats und vermittelt die Mobilitét des
Elements iiber einen cut and paste Mechanismus. DNA-Transposons sind innerhalb einer
Spezies kurzlebig, da die im Cytoplasma produzierte Transposase im Zellkern nicht zwischen
vollstdndigen und unvollstindigen Kopien des DNA-Transposons unterscheiden kann. So
akkumulieren die inaktiven Kopien im Genom, die Transposition wird immer ineffizienter und
fiihrt zum Aussterben des Elements. Es gibt Anzeichen dafiir, dass DNA-Transposons den
horizontalen Transfer in ,jungfriuliche Genome zum Uberleben benutzen (Haring et al., 2000).
Im menschlichen Genom wurden sieben grofle Familien der DNA-Transposons mit

unterschiedlichem Ursprung gefunden (Smit, 1996).

Moglicherweise unterbindet die Methylierung all dieser Retrotransposons ihre Ausbreitung im
Genom, die zu schweren Erkrankungen fiihren kann (Yoder et al., 1997; Ostertag und Kazazian
Jr., 2001). Yu et al. (2001) haben bereits gezeigt, dass MeCP2 eine Rolle bei der Repression der
LINE-1-Expression und LINE-1-Retrotransposition spielen kann, es wurde jedoch bislang kein

reprimierender Einfluss auf die Alu-Transkription festgestellt.

Neben den Retrotransposons sind die a-Satelliten- und klassischen Satelliten-DNAs potentielle
Zielsequenzen von MeCP2. Sie liegen im humanen Genom stark methyliert vor. Die humane
a-Satelliten-DNA-Familie besteht aus tandemartig wiederholten Monomeren von etwa
171 bp Lénge, ist AT-reich und in den centromeren Regionen der Chromosomen lokalisiert

(Manuelidis, 1976; Willard und Waye, 1987a, 1987b; Waye und Willard, 1987). Die a-Satelliten
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verschiedener Chromosomen weisen charakteristische Sequenzmotive auf, die spezifisch fiir das
jeweilige Chromosom sind (Waye und Willard, 1987). a-Satelliten-DNAs liegen im centromeren
Heterochromatin normalerweise methyliert vor, hypomethylierte Sequenzen wurden mit dem

ICF-Syndrom (Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies) assoziiert

(Miniou et al., 1994).

Klassische Satelliten-DNA gliedert sich in drei Subfamilien (1, 2 und 3) und wurde ebenfalls in
den centromeren Regionen der Chromosomen lokalisiert (Prosser et al., 1986). Die Satelliten-
DNA 1 besteht aus zwei AT-reichen Sequenzen (17 bp und 25 bp) (Waye und Willard, 1987).
Die Satelliten-DNAs 2 und 3 sind verwandte Familien, die Wiederholungen des Sequenzmotivs
5’-ATTCC-3’ enthalten. Satelliten-DNA 2 wurde definiert als Wiederholung der Sequenz
ATTCCAATTCG, gefolgt von einem oder zwei ATG. Die Konsensussequenz besteht aus 23 bp
und 26 bp. Die Definition basiert auf drei Hinfl-DNA-Fragmenten (Prosser et al., 1986).
Satelliten-DNA 3 wurde definiert als die Alternation zahlreicher CCATT-Pentamere mit dem
Pentamer CGGGT (Prosser et al., 1986). Die Satelliten-DNAs 2 und insbesondere 3 enthalten
somit zahlreiche methylierbare CpG-Stellen, die im humanen Genom meist auch methyliert
vorliegen. In fotalen Geweben werden asynchron methylierte klassische Satelliten-DNAs und
o-Satelliten-DNAs gefunden (Miniou et al., 1997). Es wird angenommen, dass diese asynchrone
Methylierung der klassischen und a-Satelliten-DNAs das asynchrone Timing der Methylierung
wihrend der Embryogenese widerspiegelt (Miniou et al., 1997).

Fiir das Verstindnis der in vivo Funktion von MeCP2 ist die Charakterisierung der durch das
Protein gebundenen Sequenzen unerldsslich. Die Identifizierung der Bindungssequenzen von
MeCP2 und deren Lage im Genom koénnte Hinweise fiir die molekularen Ursachen des Rett-
Syndroms liefern und helfen, dieses Krankheitsbild kausal zu verstehen. Mit indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die MeCP2-Verteilung in Zellkernen und auf
Metaphasechromosomen mit der methylierter DNA verglichen. Es wurden festgestellt, dass das
Methyl-CpG-bindende Protein 2 (MeCP2) in stark methylierten DNA-Bereichen nicht
angereichert vorliegt. Die Methode der Wahl zur Identifizierung von DNA-Zielsequenzen ist die
Chromatin-Immunprézipitation. Bisher wurde diese Technik fiir Interaktionsanalysen von
MeCP2 mit Promotorregionen bestimmter Gene verwendet (Nguyen et al, 2001;

Lorincz et al., 2001; Gregory et al., 2001; Ghoshal et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
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wurde die Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) eingesetzt, um eine Bibliothek MeCP2-

gebundener DNA-Sequenzen zu erstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von der Firma Merck (Darmstadt)

in p. A. Qualitdt bezogen. Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Roche (Mannheim)

oder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) erworben. Primer wurden von MWG-Biotech (Ebersberg)

synthetisiert.

30 % Acrylamid Losung
BenchMark gefarbte Protein Leiter
cis-Platin

Colcemid

Dialyseschlauch (12 kDa cut off)
DNA-Leiter-Mix

ECL-System
ExpressHyp-Hybridisierungsldsung
Fugene 6 Reagenz

Geneticinsulfat (G418)

GeneScreen plus Membran
Hydroxylapatit (4 g/Aj6Units)
inkomplettes Freundsches Adjuvans
komplettes Freundsches Adjuvans
Lachssperma-DNA/Agarose
Magermilchpulver

Mineral6l, PCR-grade
Nickel-NTA Agarose

Nitrozellulosemembran
Protan BASS, 0,45 um

Nick-Saule, Sephadex G-50
Roti-Phenol

Bio-Rad, Miinchen

Life Technologies, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
BD Bioscience, Clontech, Heidelberg
Roche, Mannheim

Life Technologies, Karlsruhe

NEN, Boston, MA, USA

Biorad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Upstate, Lake Placid, NY, USA
Uelzena Milchwerke e. G., Uelzen
Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Roth, Karlsruhe
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Protein-A-Sepharose CL-4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
dNTPs MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Sephadex G-50 Spin Sdulen Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Trypanblaufarbelosung Sigma, Deisenhofen

Enzyme

BigDye Terminator Ready Reaction Mix ~ ABI PRISM, Applied Biosystems, Darmstadt
Dye Terminatoren (Rosenblum et al., 1997)
Deoxynucleosidtriphosphate (dATP, dUTP, dCTP, dITP)
Ampli Tag-DNA Polymerase FS

rTth Pyrophosphatase
Magnesiumchlorid
Puffer
CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
DNasel Roche, Mannheim
Lysozym Sigma, Deisenhofen
RNase Sigma, Deisenhofen
T4-DNA-Ligase (30 U/ul) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Radiochemikalien
[0**P]dATP (3000 Ci/mmol) Hartmann, Braunschweig
[v**P]dCTP (3000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig
[Methyl-3H]Thymidin (250 Ci/mmol) Hartmann, Braunschweig

2.1.2 Antibiotika und Medien fur die Bakterienkultur

Ampicillin Stammldsung: 50 mg/ml in Ethanol
bei -20 °C lagern
Endkonzentration: 50 pg/ml

Streptomycin Stammldsung: 50 mg/ml in Ethanol
bei -20 °C lagern
Endkonzentration: 50 pg/ml

Agar Difco, Detroit, USA
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Bacto-Tryptone

Bacto-Yeast-Extract

LB-Agarplatten

LB-IPTG/X-Gal-Agarplatten

LB-Medium

2.1.3 Puffer und Losungen

Antifade

Block-Puffer B

Block-Puffer M

10x CIAP-Reaktionspuffer

Colcemid

Coomassie-Farbelosung

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

10 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto-Yeast-Extract

10 g NaCl

15 g Agar

ad 1 Liter mit H,O, pH 7,0,

nach dem Autoklavieren auf 50 °C abkiihlen,

bei Bedarf Antibiotika zugeben,

in sterile &10 cm-Platten gieBen, ca. 20 ml pro Platte,
erstarren lassen und bei 4 °C lagern

20 pl 500 mM IPTG

50 pl 20 mg/ml X-Gal

auf eine LB-Agarplatte ausplattieren, 30 min bei 37°C,
frisch verwenden

10 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto-Yeast-Extract

10 g NaCl

ad 1 Liter mit H,O, pH 7,0

nach dem Autoklavieren auf 50 °C abkiihlen,
bei Bedarf Antibiotika zugeben, bei 4 °C lagern

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
90 % Glycerin
2,3 % DABCO

3 % BSA in PBS-Puffer
5 % Magermilchpulver in TBS-Puffer

0,1 M Tris-HCI
0,1 M MgCl,
pH 7,5

10 pg/ml in PBS
steril filtriert

0,1 % Coomassie-Blau
200 ml Methanol

50 ml Eisessig

250 ml H,O
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Coomassie-Entfarbelosung

DNA-Bindungspuffer

DNA-Denaturierungspuffer

DNase |

DNA-Verdiinnungspuffer

Elutionspuftfer

50 ml Methanol
75 ml Eisessig
875 ml H,O

10 mM Tris-HCL, pH 7,5
50 mM NacCl
2 mM EDTA

0,25 M NaOH
0,5 M NaCl

10 KU lyophilisierte DNase I
550 pl steriles H>O, bei -20 °C lagern

0,125 M NaOH
0,1x SSC

0,1 M NaHCO3
1 % SDS

ExpressHyb-Hybridisierungslosung keine Angaben {iber Zusammensetzung

Extraktionspuffer E1

Extraktionspuffer E2

Formaldehydldsung 11 %
(Orlando et al., 1997)

Fixativ (fiir Metaphasen)

10 mM Tris-HCI
10 mM N2128205

1 M NaCl

0,1 % NP-40

1 mM EDTA-KOH
0,5 mM PMSF

pH 8,0

10 mM Tris-HCI
10 mM N2128205
0,1 M NaCl

0,1 % NP-40

1 mM EDTA-KOH
0,5 mM PMSF

pH 8,0

5,9 ml 37 % Formaldehydldsung
14,1 ml 0,1 M NaCl

1 mM EDTA

0,5 mM EGTA

50 mM HEPES, pH 8,0

75 ml Methanol
25 ml Essigsdure
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Glycin-Laufpuffer 25 mM Tris-Base
254 mM Glycin
0,1 % SDS
pH 8,3

Hank’s Puffer 1,3 mM CaCl,
5,4 mM KClI
0,4 mM KH2P04
0,5 mM MgCl,
0,6 mM MgSO4
137 mM Na-Acetat
4,2 mM NaHCO;
0,3 mM Na,HPO,
5,6 mM D-Glukose

2x HBS 50 mM HEPES
280 mM NaCl
1,5 mM NazHPO4
pH 7,1
steril filtrieren, bei -20 °C lagern

IgY-Lagerpuffer 0,1 M NaCl
0,01 M K,HPO4
50 pg/ml Gentamycinsulfat, pH 7,4

10x Ligase-Puffer (Roche) 400 mM Tris-HCl
100 mM MgCl,
100 mM DTT
5 mM ATP
pH 7,8

Lysispuffer (Samuel et al., 1998) 5 M Harnstoff
2 M Guanidin-HCI
2 M NaCl
1 mM PMSF
pH 7,5

Lysozym 10 mg Lysozym
l6sen in 1 ml H,O
steril filtrieren, lagern bei -20 °C

Neutralisationspuffer 0,5 M NaCl
0,5 M Tris-HC1
pH 7,5
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2x NP40-Puffer
(Hecht et al., 1996)

PBS

PBSmn

10x PCR Puffer (MBI Fermentas)

Puffer B (Roche)

Puffer MM

RF 1

RF II

280 mM NaCl

100 mM HEPES/KOH, pH 7,5

2 mM EDTA

2 mM PMSF

20 % Glycerin

1 % NP-40

steril filtrieren, lagern bei -20 °C

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

4,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,
pH 7.3

154 mM NacCl

10 mM Na2P04

5 mM 2-Mercaptoethanol
0,005 % NaNj3

pH 7,5

100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
500 mM KCI

0,8 % Nonidet P40

25 mM MgCl,

100 mM Tris-HCI

100 mM NacCl

5 mM MgCl,

1 mM 2-Mercaptoethanol
pH 8,0

2,5 % Magermilchpulver in TBS

100 mM RbCl

50 mM MnC12

30 mM Kaliumacetat

10 mM CaC12

15 % Glycerin

pH 5,8 mit Essigséure einstellen, bei 4 °C lagern

10 mM MOPS

10 mM RbCl

75 mM CaCl,

15 % Glycerin

pH 6,8 mit Essigsédure einstellen, bei 4 °C lagern
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RSB

1x SDS-Gelladepuffer

20x SSC-Puffer

STET-Puffer

5x TBE-Puffer

TBS-Puffer

TBS-T-Puffer

TE

Transfer-Puffer

Trypsin-Losung

10 mM Tris-HCI
10 mM NacCl

3 mM MgCl,
pH 8,0

50 mM Tris-HCI, pH 6,8

1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
2 % SDS

0,1 % Bromphenolblau

10 % Glycerin

175,3 g NaCl
88,2 g Na;-Citrat
ad 1 Liter

pH 7,0

8 % Saccharose
0,5 % Triton X 100
50 mM EDTA

10 mM Tris-HC1
pH 8,0

445 mM Tris-HCI
445 mM Borséaure
10 mM EDTA
pH 8,0

10 mM Tris-HCl1
150 mM NacCl
pH 7,5

0,5 % Tween-20 in TBS-Puffer

50 mM Tris-HCI1
10 mM EDTA
pH 8,0

195 mM Glycin

25 mM Tris

0,01 % SDS

20 % Methanol
pH-Wert nicht justieren
frisch ansetzen

0,05 % Trypsin
0,02 % EDTA
in PBS

pH 7,3
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Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Waschpuffer 3

PBS, pH 7,7
10 % Glycerin
10 mM Imidazol

PBS, pH 7,7
10 % Glycerin
50 mM Imidazol

PBS, pH 7,7
10 % Glycerin
500 mM Imidazol

2.1.4 Kits

EGGstract IgY Purification System

EndoFree Plasmid Maxi Kit
Qiagen P1

Qiagen P2

Qiagen P3
Qiagen QBT

Qiagen QC

Expand Long Template PCR System

Helios Gene Gun Optimization Kit
NucleoSpin Plasmid

Al
A2
A3
A4
AW
AE

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A, bei 4 °C lagern
200 mM NaOH

1 % SDS

3 M Kaliumacetat, pH 5,5, bei 4 °C lagern
750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Ethanol

0.15% Triton X-100

1 M NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Ethanol

Roche, Mannheim

Biorad, Miinchen

Macherey-Nagel, Diiren

(basierend auf Birnboim und Doly, 1979)
Lysepuffer mit RNase, bei 4 °C lagern

Lysepuffer mit SDS

Neutralisationspuffer mit Guanidiniumhydrochlorid
Ethanolischer Waschpuffer

Waschpuffer mit Guanidiniumhydrochlorid

5 mM Tris-HCI, pH 8,5
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NucleoSpin Extract Macherey-Nagel, Diiren
(basierend auf Vogelstein und Gillespie, 1979)
NT1 keine Zusammensetzung angegeben
NT3 keine Zusammensetzung angegeben
NE 5 mM Tris-HCI, pH 8,5
PGEM-T easy Vektor System 1 Promega, Mannheim
2x Rapid Ligationspuffer 60 mM Tris-HCI, pH 7,8
20 mM MgCl,
20 mM DTT
2 mM ATP

10 % Polyethylenglycol (MW 8000)
T4-DNA-Ligase (3 U/ul)

pGEM-T easy (50 ng/ul)
QI4amp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick Gel Extraktions-Kit keine Zusammensetzung angegeben, Qiagen, Hilden

Rediprime II Random Prime Labelling System Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.1.5 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden vier verschiedene Zelllinien verwandt. Die humane
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurde hauptsichlich fiir Chromatin-Immunprazipitationen und
Immunfluoreszenzuntersuchungen benutzt. Sie wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Holzel (IMBM, Universititsklinikkum Hamburg-Eppendorf) zur Verfiigung gestellt. MCF-7-
Zellen stammen urspriinglich aus dem Pleura-Exudat einer 69-jdhrigen Patientin mit einem
metastasierenden Mammakarzinom (Soule et al., 1973). Des Weiteren wurde die
Fibroblastenzelllinie Tasp7 (Luckow und Schiitz, 1989) aus Huhn fiir Crossl/ink-Versuche mit
cis-Platin benutzt. Fiir Transfektionsexperimente und Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden
die murine Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 (Cox und Gesner, 1967) und die adenoviral

transformierte humane embryonale Nierenzelllinie HEK293 (Graham et al., 1977) verwandt.

2.1.6 Datenbanken und Programme

Homologievergleiche von Sequenzdaten wurden in den Datenbanken des National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) und der Datenbank FEnsembl

(http://www.ensembl.org) des Sanger Institute und des European Bioinformatics Institute
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durchgefiihrt. Weiterhin wurden Sequenzvergleiche und Sequenzformatierungen mit dem
Programm Bioedit (T.A. Hall Software) erstellt. Der Gehalt und die Klassifizierung repetitiver
Sequenzen wurde mit dem RepeatMasker Programm durchgefiihrt
(http://repeatmasker.genome.washington.edu, Smit und Green). Es erkennt weitestgehend alle
humanen repetitiven Sequenzen. Die Analyse von MAR-Sequenzen erfolgte mit den Internet-
basierten Programmen MAR-Wiz 1.5 von Futuresoft (http://www.futuresoft.org/MAR-Wiz) und
dem S/MAR-Test von Genomatix (http://www.genomatix.de/cgi-bin/smartest pd/smartest.pl).
Tabellenkalkulationen und Abbildungen wurden mit Hilfe des MS-Office Pakets von Microsoft,
dem HP-Deskscan Programm von Hewlett Packard und dem Photoshop von Adobe erstellt.
Proteinmengen gescannter Westernblots wurden mit dem Programm SigmaPlot (SPSS Science)

quantifiziert.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden an sterilen Werkbianken (Hera Safe, Heraeus) mit vertikalem

Luftstrom durchgefiihrt.

Das Zellwachstum wurde mit einem Lichtmikroskop (Zeiss) tiberpriift. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte im Brutschrank (Heraeus) bei 37 °C in einer Wasserdampf geséttigten 5 % CO,-
Atmosphire. Die Zelllinien HEK293 und NIH-3T3 wurden in DMEM-Medium (Life
Technologies) mit 10 % FCS (Life Technologies) kultiviert. Das DMEM-Medium fiir Tasp-7-
Zellen war neben 10 % FCS zusitzlich mit 4 % Hiihnerserum (Life Technologies) angereichert.
Die Zelllinie MCF-7 wurde in 25 mM HEPES gepuffertem RPMI11640-Medium mit Glutamax |
(Life Technologies) unter Zugabe von 10 % FCS kultiviert. Das Ndhrmedium wurde alle zwei
bis vier Tage gewechselt. Waren die Zellen konfluent gewachsen, so wurde der Zellrasen einmal
in PBS gewaschen und durch 5 min Inkubation mit 2-3 ml 37 °C warmer Trypsin-Losung pro
250 cm”® Kulturflasche (Greiner) gelost. Die Zellen wurden mit einer Glaspipette homogenisiert,
das Trypsin durch Zugabe von 37 °C warmem Medium inaktiviert und die Zellen in einer neuen
Kulturflasche subkultiviert. Die Zelldichte wurde im Coulter Counter (Modell ZM, Coulter
Electronics) ermittelt. Jede Zellzahlbestimmung wurde zwei- bis dreimal wiederholt und

gemittelt.
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Zur Kryokonservierung wurden subkonfluent gewachsene Zellen, die am Tag zuvor frisches
Medium erhalten hatten, trypsiniert, erneut mit 30 ml Medium versetzt und fiir 3 min bei 1000 g
zentrifugiert (Varifuge 3.0R, Heraeus). Das Zellpellet wurde dann in 4 ml zellspezifischem
Kryo-Medium aufgenommen, resuspendiert und in Kryo-Rohrchen (Nunc) aliquotiert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension 2 h bei -20 °C und 16 h bei -80 °C eingefroren, bevor sie
langfristig in fliissigem Stickstoff gelagert wurde. Die Kryokonservierung der Zelllinien
HEK?293, NIH-3T3 und Tasp-7 erfolgte im jeweiligen Kulturmedium unter Zusatz von 10 %
DMSO, die der Zelllinie MCF-7 unter Zusatz von 10 % Glycerin. Zur Wiederanzucht wurde die
gefrorene Zellsuspension schnell aufgetaut und in eine mit Ndhrmedium versetzte
Zellkulturflasche iiberfiihrt. Sobald die Zellen angewachsen waren, tiblicherweise nach einem

Tag, wurde das Medium gewechselt.

2.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgte modifiziert nach einer von Hanahan (1983)
beschriebenen Methode. 50 ml LB-Medium wurden mit dem jeweils geeigneten Antibiotikum

versetzt (Tabelle 1) und mit dem gewlinschten Bakterienstamm angeimpft.

Bakterienstamm Antibiotikum

E. coli XL1-Blue 12,5 pg/ml Tetrazyklin

E. coli BL21(DE3)pLysS | 12,5 pg/ml Tetrazyklin

E. coli DH10B 50 pg/ml Streptomycin

Tabelle 1: Bakterienstimme und jeweilige Selektionsantibiotika

Die Bakterien wurden bis zu einer Zelldichte von 4 - 7 x 107 Zellen/ml bei 37 °C inkubiert
(entsprechend ODgponm = 0,6). Die Kultur wurde fiir 15 min auf Eis abgekiihlt und bei 1000 g
(Varifuge 3.0R, Heraeus) und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 16,7 ml
kaltem RF I resuspendiert und erneut fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei
1000 g und 4 °C fiir 15 min wurde das Zellpellet in 4 ml kaltem RF II resuspendiert und
wiederum fiir 15 min auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden in 200 pul Aliquots in

1,5 ml Eppendorfgefdfie pipettiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
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gelagert. Nur der E. coli Stamm DH10B wurde in einem Ethanol-Kochsalz-Eisbad (ca. -40 °C)

schonender schockgefroren, anschlieBend auch bei -80 °C gelagert.

2.2.3 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei einem Doppelverdau wurde
der Reaktionspuffer so gewihlt, dass beide Enzyme mindestens 50 % ihrer maximalen
Aktivitidten aufwiesen. Fiir den Fall, dass dies nicht moglich war, wurde die DNA mit beiden
Enzymen nacheinander geschnitten. Das erste Enzym wurde nach Herstellerangaben
hitzeinaktiviert, bevor die zweite DNA-Spaltung durchgefiihrt wurde. Vektor-DNA, die fiir eine
Klonierung geschnitten wurde, wurde zusétzlich mit CIAP dephosphoryliert (Ahmad und Huang,
1981). Es wurden 10 bis 40 ul Vektor-DNA mit 5 pl des 10x CIAP-Reaktionspuffers versetzt
und mit H,O auf 49 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurde 1 pl CIAP (1 U/ul) hinzu gegeben und
fiir 30 min bei 37 °C dephosphoryliert. Die Hitzeinaktivierung der CIAP erfolgte bei 85 °C fiir

15 min.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von geschnittenen DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten wurde die
horizontale Gelelektrophorese benutzt. Es wurden 0,5 g Agarose in 50 ml 0,5x TBE-Puffer durch
Kochen in der Mikrowelle geldst, mit 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in einen
praparierten Geltrdger gegossen. Nach vollstindigem Aushérten des Gels wurde die
Elektrophorese in einer mit 0,5x TBE gefiillten Gelkammer bei konstanter Spannung
(6 - 8 V/cm) durchgefiihrt. Parallel zu den Proben wurde ein Léngenstandard (DNA-Leiter-Mix)
aufgetragen, um die spitere Grofenbestimmung der DNA-Fragmente auf einem UV-Tisch zu

ermoglichen.

2.2.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Gelen, sei es von enzymatisch geschnittenen oder
PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten, erfolgte iiber eine Séule mit dem NucleoSpin Extract Kit.
Die Fragmente wurden in einem 1 % Agarosegel nach GroBe elektrophoretisch getrennt. Auf
dem UV-Tisch wurde die gewiinschte DNA-Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein

Eppendorfgefa3 transferiert. Fiir grole Ausbeuten an DNA sollte das Gelstiick moglichst klein
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sein. Pro 100 mg Gel wurden 300 pl Puffer NT1 zugegeben. Die Agarose wurde 10 min bei
50 °C im Heizblock mit leichtem Vortexen zwischendurch gelost. Die Losung wurde auf eine
NucleoSpin-Sédule, in einem 2 ml Auffanggefdl stehend, pipettiert und 1 min bei 8.000 g
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge). Der Durchlauf wurde verworfen und 600 pl
ethanolischer Puffer NT3 auf die Sédule gegeben. Nach Zentrifugation fiir 1 min bei 11.000 g
wurde der Durchlauf entfernt und die Séule erneut mit 200 pl Puffer NT3 beladen. Nach 2 min
Zentrifugation bei 11.000 g wurde die Sdule in ein neues Eppendorfgefiall gestellt. Zur Elution
der DNA-Fragmente wurden 50 pl Puffer NE oder steriles H>O auf die Sdule pipettiert und fiir
1 min mit 11.000 g zentrifugiert. Die Reinheit der eluierten DNA wurde in einem Agarosegel

iiberpriift.

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente (Inserts) wurden in dreifach molarem Uberschuss mit
50 ng linearisierter dephosphorylierter Vektor-DNA unter Verwendung von 1 ul (30 U) T4-
DNA-Ligase in 1x Ligasepuffer in einem Endvolumen von 60 pl fiir 4 h oder tiber Nacht bei RT

inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieend direkt zur Transformation eingesetzt.

2.2.7 Transformation

Die Transformation der Bakterien erfolgte nach dem Verfahren von Hanahan (1983). 200 pnl
kompetente Bakterienzellen wurden bei RT aufgetaut und auf Eis gestellt. Der Ligationsansatz
oder die Plasmid-DNA wurde zu den kompetenten Bakterien gegeben, kurz geschiittelt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 90 sec bei 42 °C im Wasserbad.
AnschlieBend wurden die Bakterien wieder auf Eis gestellt. Zu der Zellsuspension wurden
400 pl vorgewiarmtes LB-Medium ohne Antibiotika gegeben und fiir 30 min bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 7.000 rpm abzentrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge). Vom Uberstand wurden 500 pl verworfen, die Bakterien im restlichen LB-
Medium resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert.

Die Platte wurde iiber Nacht (ca. 15 h) bei 37 °C inkubiert.
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2.2.8 Praparation von Plasmid-DNA in kleinem MaRstab (Mini-Prap)

Es wurde eine Boiling Prep basierend auf dem Protokoll von Holmes und Quigley (1981)
verwandt. Diese Methode eignet sich zur DNA-Isolierung fiir viele E. coli-Laborstimme. Die
Vorteile liegen in der schnellen Durchfiihrung (ca. 30 min) und in der hohen Qualitdt der
gewonnenen DNA. Es wurden jeweils 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
mit einer E. coli-Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Kulturréhrchen geschiittelt. Je
1,5 ml der Ubernachtkulturen wurden in EppendorfgefiBe iiberfiihrt und bei 5.000 rpm
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge). Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in
500 ul STET-Puffer durch Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pl Lysozym (10 mg/ml)
wurde das Eppendorfgefal mehrfach invertiert und 3 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde
die Inkubation fiir 90 sec im Heizblock bei 95 °C unter Schiitteln fortgesetzt und fiir 5 min bei
14.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit einem sterilen Zahnstocher entfernt.
Nach Zugabe von 50 ul 7,5 M Natriumacetat (pH 5,2) und 500 pl Isopropanol wurde die Losung
geschiittelt und die Plasmid-DNA durch 10 min Zentrifugation bei 14.000 rpm prézipitiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet nach Lufttrocknung in 50 ul H,O aufgenommen.
Typischerweise liefen sich auf diese Weise bis zu 20 pug Plasmid-DNA gewinnen, deren

Reinheit ausreichend fiir die anschlieende Restriktionsanalyse war.

2.2.9 Praparation von Plasmid-DNA fur die Sequenzierung

Die Prédparation von Plasmid-DNA zum Zwecke der Sequenzierung erfolgte mit dem NucleoSpin
Plasmid-Kit. Es wurden 3 ml der Ubernachtkultur wie in 2.2.8 beschrieben pelletiert. Das Pellet
wurde in 250 pl Resuspensionspuffer Al mit RNase durch Vortexen resuspendiert.
AnschlieBend wurde 250 pl Lyse-Puffer A2 zupipettiert, das Eppendorfgefiall 8-mal invertiert
und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 250 pul Neutralisationspuffer A3 wurde das
Eppendorfgefdl erneut 8-mal invertiert und 10 min bei 11.000 g zentrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge). Der klare Uberstand wurde auf eine NucleoSpin-Siule, in einem 2 ml
Auffanggefdll stehend, pipettiert und 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen und 600 ul Waschpuffer A4 auf die Sdule gegeben. Nach Zentrifugation fiir 1 min
wurde der Durchlauf entfernt und erneut 2 min zentrifugiert. Zur Elution der Plasmid-DNA
wurde die Séule in ein neues Eppendorfgefill gestellt, 50 pl steriles H,O auf die Séaule pipettiert
und fiir 1 min mit 11.000 g zentrifugiert. Um die Ausbeute an DNA zu erhéhen, wurde die
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Elution mit dem Durchfluss einmal wiederholt. Die auf diese Weise gewonnene DNA war fiir
die Sequenzierung (siehe 2.2.11) geeignet. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm. Bei 260 nm und einer Schichtdicke von 1 cm
entspricht eine Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA einer optischen Dichte von

1,0.

2210 Praparation von Plasmid-DNA in groRem MaRstab
(Maxi-Prap)

Die Préiparation groBer Mengen Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
nach Birnboin und Doly (1979). Fiir die Priaparation wurde das EndoFree Plasmid Maxi Kit von
Qiagen verwendet. Es wurden jeweils 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
mit einer E. coli-Kolonie angeimpft und liber Tag bei 37 °C im Kulturrdhrchen geschiittelt. Mit
dieser Bakteriensuspension wurde anschlieBend eine 250 ml Ubernachtkultur angeimpft. Die
250 ml Ubernachtkultur wurde in einem GSA-Rotor (Sorvall) fiir 10 min bei 4 °C und 5.000 rpm
in einer Sorvall-Zentrifuge (RC5B) pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml Qiagen P1 vollstindig
resuspendiert. AnschlieBend wurde die alkalische Lyse der Bakterien durch Zugabe von
10 ml Qiagen P2 durchgefiihrt, es wurde vorsichtig gemischt und bei RT fiir 5 min inkubiert. Zur
Neutralisation wurden 10 ml kaltes Qiagen P3 zugegeben und es wurde sofort vorsichtig
gemischt. Nach Inkubation fiir 10 min bei RT wurden die ausgefillten Proteine durch eine
QlAfilter Maxi Cartridge Filtration von der gelosten Plasmid-DNA abgetrennt. Zu dem Filtrat
wurden 2,5 ml Qiagen ER gegeben, es wurde durch 10-maliges Invertieren gemischt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Das klare Lysat wurde auf eine zuvor mit 10 ml Qiagen QBT
aquilibrierte Qiagen-tip-500-Saule pipettiert. Nachdem das Lysat durchgeflossen war, wurde die
Sdule 2-mal mit je 30 ml Qiagen QC gewaschen, um Kohlenhydrate zu entfernen. SchlieBlich
wurde die gebundene Plasmid-DNA mit 15 ml Qiagen QN eluiert. Die DNA im Eluat wurde mit
10,5 ml ungekiihltem Isopropanol geféllt und fiir 30 min bei 14.000 rpm (Eppendorf
Tischzentrifuge) im Kiihlraum pelletiert. Das Pellet wurde mit 2,5 ml kaltem 70%igem
endotoxinfreien Ethanol gewaschen und fiir 10 min zentrifugiert. Die gereinigte DNA wurde an
der Luft getrocknet und in 200 - 1000 pl H,O aufgenommen. Die auf diese Weise gewonnene

endotoxinfreie DNA wurde fiir die Transfektion kultivierter Zellen (siehe 2.2.16) verwendet.
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221 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung mit BigDye-Terminatoren basiert auf einer modifizierten Form der
enzymatischen Didesoxynukleotid-Methode (Sanger et al., 1977). Jede DNA-Probe wird nur
einer einzigen Sequenzierungsreaktion unterworfen, die alle vier unmarkierten dNTPs enthilt.
Der Abbruch der enzymatischen Synthese erfolgt durch den Einbau eines der vier
Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs), die unterschiedlich fluoreszenzmarkiert sind. Alle
so entstandenen Oligonukleotide konnen in einem Sequenziergel anhand ihrer unterschiedlich

Fluoreszenz identifiziert werden und die DNA-Sequenz kann direkt abgelesen werden.

Zur Sequenzierung wurde 200 ng Plasmid-DNA oder 100 bis 400 ng gereinigtes PCR-Produkt,
15 pmol Primer und 4 pl BigDye-Terminator Ready Reaction Mix eingesetzt. Der Ansatz wurde
mit H,O auf ein Volumen von 20 pl aufgefiillt. Die Reaktion wurde in einem Thermozykler mit
Heizdeckel (Mastercycler, Eppendorf) ohne Olschicht durchgefiihrt, da BigDye-Fluorophore sich
in Mineraldl 16sen und so nicht mehr fiir die Sequenzierreaktion zur Verfiigung stehen. Das
Sequenzierprogramm sah wie folgt aus: Zundchst wurde 1 min bei 95 °C denaturiert,
anschliefend folgten 25 Sequenzierzyklen. Jeder Zyklus umfasste 30 sec Denaturierung bei
96 °C, 15 sec Annealing bei 50 °C und 4 min Elongation bei 60 °C. Danach wurde der
Reaktionsansatz mit 80 ul 0,3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 250 pl abs. Ethanol gemischt und
mit 14.000 rpm fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge). Der Uberstand
wurde abpipettiert, das Pellet luftgetrocknet und im Servicelabor des Instituts fiir Zellbiochemie
und klinische Neurobiologie (UKE, Hamburg) analysiert. Die Detektion der vier unterschiedlich
markierten Dye-Terminatoren erfolgte dort auf einem Applied Biosystems 377 DNA-Sequencer.
Auf diese Weise wurde ein Bereich von bis zu 600 bp sequenziert. Die Sequenzdaten wurden in
Textformat gespeichert und fiir Homologievergleiche in den Datenbanken des National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) und der Datenbank Ensembl
des Sanger Institute und des European Bioinformatics Institute (http://www.ensembl.org)

verwendet.

2212 Praparative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation von DNA im priparativen MaBstab wurde das Expand Long Template
PCR System von Roche verwendet. Bei der verwendeten DNA-Polymerase handelte es sich um

ein Gemisch aus zwei Enzymen (Tag- und Pwo-Polymerase) im Verhéltnis 10:1. Dieses hat den
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Vorteil, dass recht lange DNA-Fragmente mit hoher Genauigkeit amplifiziert werden konnen.
Die Reaktionen wurden im Mastercycler (Eppendorf) oder im OmniGene Thermocycler
(Hybaid) durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation des Flag-markierten humanen MECP2-Gens und

die Flankierung mit passenden Restriktionsschnittstellen wurden folgende Primer verwendet:

Forwardprimer CKO1f: 5’-GAAGATCTGACTACAAGGACG-3’
Reverseprimer CK02r: 5’~-AACTGCAGGCTAACTCTCTCG-3".

Der Reaktionsansatz bestand aus 5 pl 10x Puffer 3, 25 pM dNTPs (10 mM), 1,5 ul je Primer
(15 pM), 10 ng Matrizen-DNA und 2,6 U Enzym-Mix. Der Ansatz wurde mit H,O auf 50 pl
Endvolumen aufgefiillt und mit 30 ul Mineraldl iiberschichtet. Das Temperaturprofil fiir die
Amplifikation von Flag-hMECP2 sah wie folgt aus:

1x 2 min 94 °C
5x 10 sec 94 °C, 30 sec 40 °C, 90 sec 68 °C  (Denaturierung, Annealing, Elongation)
35x  10sec 94 °C, 30 sec 62 °C, 90 sec 68 °C  (Denaturierung, Annealing, Elongation)
1x 7 min 68 °C

Die Annealingtemperatur richtete sich nach den eingesetzten Primern geméfl der Formel:
Temperatur = 2 x (A + T) + 4 x (C + G). Die Buchstaben A, T, C und G stehen fiir die Anzahl
der gleichnamigen Basen in den Primern. Die Elongationszeit richtete sich nach der Grofe des
erwarteten PCR-Fragmentes und betrug 60 sec bei 1 Kb. Am Reaktionsanfang lag keine
vollstdndige Paarung zwischen Primer und Matrizen-DNA vor, weil Restriktionsschnittstellen in
die Primersequenz eingefiihrt wurden. Daher wurde eine niedrigere Annealingtemperatur in den
ersten 5 Zyklen benutzt. Zum Schluss wurde der Ansatz bei 68 °C fiir 7 min inkubiert, damit alle
PCR-Produkte vervollstindigt werden konnten. Der PCR-Ansatz wurde in einem 1%igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, das PCR-Produkt aus dem Gel herausgeschnitten und
mit dem NucleoSpin Extract Kit (siehe 2.2.5) isoliert. Das gereinigte DNA-Fragment konnte
aufgrund der eingefiihrten Restriktionsschnittstellen verdaut und in den entsprechend

vorbereiteten Vektor eingebaut werden.

2213 Expression von rekombinantem hMeCP2

Die Expression des humanen MeCP2 erfolgte im E. coli Stamm BL21(DE3)p(Lys)S. Der

hMeCP2-kodierende Vektor lag bereits in der Arbeitsgruppe vor. Die Transformation wurde wie
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in 2.2.7 beschrieben durchgefiihrt. Mit den transformierten Bakterien wurde eine LB-
Ubernachtkultur im 10 ml-MaBstab unter Zugabe von Ampicillin angeimpft und bei 37 °C
geschiittelt. Zur weiteren Vermehrung wurde die komplette Bakteriensuspension in 490 ml LB-
Amp-Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert, gemessen bei einer Wellenldnge
von 600 nm). Nun wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 ml 0,5 M IPTG induziert
und die Kultur bei 35 °C weiter geschiittelt. Durch erneute Zugabe des Antibiotikums blieb
gewdhrleistet, das nur Transformanden wachsen konnten. Nach weiteren zwei Stunden wurden
die Bakterien im GSA-Rotor (Sorvall) fiir 15 min mit 5.000 rpm bei 4 °C in einer Sorvall-
Zentrifuge (RC5B) pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml PBSmn gewaschen und erneut im GSA-
Rotor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 14 ml PBSmn resuspendiert, in fliissigem Stickstoff fiir
3 min schockgefroren und wieder aufgetaut bei RT. Zur Lyse wurden
750 ul 5 M Natriumchloridlosung sowie je 15 pl DNasel (50 mg/ml), RNase (10 mg/ml) und
Lysozym (10 mg/ml) zugegeben. Die Suspension wurde 30 min bei 37 °C geschiittelt,
anschliefend in ein Stahlgefdf tiberfiihrt und bei 4 °C fiir 15 min mit 11.000 rpm im SS-34 Rotor
(Sorvall) zentrifugiert (RC5B, Sorvall). Der proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und
bei -80 °C gelagert.

2214 Aufreinigung des rekombinanten hMeCP2

MeCP2 verfiigt liber einen endogenen Histidinstretch, so dass eine Aufreinigung {iber Nickel-
Agarose (Qiagen) im Batch-Verfahren moglich ist. Auf 30 ml proteinhaltigen Uberstand nach
der Expression (2.2.13) wurden 3 ml Nickel-Agarose-Matrix pipettiert und die Suspension wurde
fiir 20 min bei 4 °C iiberkopf rotiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 5.000 rpm
(Varifuge 3.0R, Heraeus) wurde der Uberstand sorgfiltig abpipettiert und zur spiteren Analyse
im Gel bei -20 °C gelagert (,,Durchlauf*). Die Matrix wurde mit 5 ml Waschpuffer 1 fiir 20 min
bei 4 °C iiberkopf rotiert und anschlieBend durch erneute Zentrifugation pelletiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und wie beschrieben gelagert (,,W1“). Die Matrix wurde mit 5 ml
Waschpuffer 2 fiir 20 min bei 4 °C i{iberkopf rotiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
erneut abgenommen (,,W2-1°) und der Vorgang wiederholt (,,W2-2). SchlieBlich wurde die
Matrix mit 5 ml Waschpuffer 3 fiir 20 min bei 4 °C iiberkopf rotiert und die Proteine eluiert.
Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen (,,W3-1°) und auch dieser Vorgang
wiederholt (,,W3-2%). W3-1 und W3-2 wurden vereinigt. Der vereinigte, vorgereinigte

Proteinextrakt wurde durch einen 0,22 pm Spritzenaufsatz filtriert und in einem zweiten Schritt
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iiber eine FPLC mit einer Mono-S-Saule gereinigt. Der Extrakt wurde auf die Mono-S-Saule der
FPLC-Anlage (500-Serie, Pharmacia) aufgebracht, die Proteine wurden eluiert und in ca. 1 ml-

Fraktionen aufgefangen.

Puffer A | Puffer B o2 a3 A B (T U4 22 Y
Omin | 100 % 0 % .
23 min 100 % 0 % 97- !
24min | 85% 15%| hMeCP2 > - - —
29 min 85 % 15 % =4 - = -
49 min 20 % 80 % 45-1% | 5 —
51 min 0% | 100 % ~ P
S6min | 0% | 100 % f_!_ _— -
57 min 100 % 0% 31— - —

Tabelle 2: Gradient zur Elution Abbildung 2: Fraktionen von FPLC-gereinigtem hMeCP2.

von gereinigtem hMeCP2 von Rekombinantes hMeCP2 wurde iiber eine Mono-S-Siule

einer MonoS-Séule. chromatographisch aufgetrennt. Die Fraktionen 12 bis 21
wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt.

Es wurden zwei Puffer (A: PBS, pH 7,7 / B: PBS pH 7,7 + 1 M NaCl) mit dem in Tabelle 2
beschriebenen Gradienten zur Elution eingesetzt. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Ab 20 min
wurden 1 ml-Fraktionen gesammelt. Aliquots dieser Fraktionen (Abbildung 2) sowie Aliquots
der Waschfraktionen der Nickel-Agarose-Aufreinigung (nicht gezeigt) wurden mit SDS-PAGE

aufgetrennt und mit Coomassie-Féarbelosung gefarbt, um ithren MeCP2-Gehalt zu analysieren.

2.2.15 Produktion von Antikorpern gegen humanes MeCP2

Da es zu Beginn der vorliegenden Arbeit keine verfiigbaren Antikorper gegen hMeCP2 gab,
musste ein Antikorper selbst produziert werden. Um einen Antikdrper zu generieren, der
moglichst hohe Spezifitit hat, sollte man einen Organismus wihlen, der das Antigen (Epitop
bzw. Protein) moglichst nicht besitzt. Dies ist bei dem Repressorprotein MeCP2 kaum moglich,
da es vom afrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis iiber Huhn, Ratte, Maus bis hin zum
Mensch ubiquitdr vorhanden ist. Damit es iiberhaupt zu einer Immunantwort kommen kann,
muss das applizierte Protein als korperfremd erkannt werden. Das Huhn wurde als Antikorper-
produzierender Organismus ausgewéhlt, da es phylogenetisch vom Menschen weit entfernt ist.
Zudem bietet es den Vorteil, dass der produzierte Antikorper aus dem Ei gewonnen werden
kann. Die Tierhaltung erfolgte artgerecht im Tierstall des Universititsklinikums Hamburg-
Eppendorf unter der Leitung von Dr. J. Dimigen. Die Hennen wurden mit Pelletfutter fiir

Legehennen (Plambeck) sowie Mais, getrockneten Garnelen und Kalk gefiittert. Sie hatten einen
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geregelten 12 h Tag/Nacht-Rhythmus und ein Freilaufgehege. Es wurden zwei Strategien zur
Produktion geeigneter Antikorper verfolgt.

22151 Klassische Immunisierung

Bei der klassischen Immunisierung wird die Immunantwort durch Injektion einer immunogenen
Losung provoziert. Hierzu wurde das rekombinant hergestellte hMeCP2 als Antigen mit
komplettem Freundschem Adjuvans zu einer homogenen Lésung vermengt. Die Homogenitét
wurde durch 20-miniitiges Hin- und Herpumpen zwischen zwei {iber ein Ventil verbundene 2 ml
Spritzen erreicht. Diese Losung wurde drei Maraner-Hennen subkutan in der Brustregion
injiziert (je 1 ml entsprechend 300 pg hMeCP2 pro Huhn), um die Immunantwort zu stimulieren.
Die Immunantwort wurde durch Injektion von inkomplettem Freundschem Adjuvans und
rekombinantem hMeCP2 sechsmal restimuliert. Diese Stimulationen fanden im Abstand von
zweil Wochen bis drei Monaten statt — je nach Gesundheit der Tiere und deren Antikdrperstatus.
Die Hiihnerantikorper (IgY) wurden durch Extraktion der Hiithnereier gewonnen. Hierflir wurde
das EGGstract IgY Purification System verwandt. Im Vergleich zu den Methoden von Lemamy
et al. (1999) und Camenisch et al. (1999) erwiesen sich die auf diese Weise extrahierten

Antikdrper als qualitativ gleichwertig bei deutlich verkiirztem Zeitaufwand.

Das Antikorper-enthaltende Eigelb wurde manuell vom Eiweil3 separiert. Nach Verdiinnung des
Eigelbs mit Prézipitationslosung A wurden Lipide durch Zentrifugation im SS-34-Rotor
(Sorvall) fiir 10 min bei 10.000 g und 4 °C prizipitiert (RC5B, Sorvall). Der Uberstand wurde
mit der Antikdrper-prizipitierenden Losung B verriihrt und die Antikdrper wurden durch erneute
Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 g und 4 °C prézipitiert. Das Antikorperpellet wurde in IgY-
Lagerpuffer aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Die Qualitit der Antikorper wurde durch
Detektion von rekombinantem hMeCP2 und MCF-7-Totallysaten im Westernblot analysiert. Als
sekundérer Antikorper diente ein Meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-IgY-Antikorper aus

Kaninchen (Promega), die Detektion erfolgte mit dem ECL-System (siche 2.2.23).

2.2.15.2 Genetische Immunisierung

Bei der genetischen Immunisierung produziert der immunisierte Organismus (hier: Huhn) das

Antigen selbst. Das Antigen wird in diesem Fall dem Immunsystem nativ und unfragmentiert
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prasentiert. Moglicherweise konnen so Antikdrper erzeugt werden, die eine hohere Affinitdt zum

Epitop — hier hMeCP2 — aufweisen.

Fiir die genetische Immunisierung wurde der Vektor pDisplay (Invitrogen), der eine PDGFR-
Transmembrandomine enthélt, verwendet. In die multiple Klonierungsregion des Vektors wurde
iiber die Restriktionsschnittstellen BglIl und Pstl ein Konstrukt aus dem Flag-7Tag (Kodak) und
dem hMeCP2 einkloniert (Abbildung 3). Auf diese Weise wird ein Fusionsprotein aus Flag-Tag,
hMeCP2 und Transmembrandoméne exprimiert. Das gewiinschte Protein ist somit
membranstdndig und wird an der Zelloberfliche dem Immunsystem présentiert. In
Immunfluoreszenzexperimenten wurde die Expression des Fusionsproteins in NIH-3T3-Zellen
mit Hilfe des Flag-7ags und der zugehorigen monoklonalen Anti-Flag-Antikorper (Sigma) und
FITC-konjugierten Anti-Maus-Antikorper nachgewiesen. Parallel wurden nicht-transfizierte

NIH-3T3-Zellen als Kontrolle verwendet.

Flag-h

Signal PR et
Peptide 3
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2

PDGFR Transmem-
E brane Domain
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Abbildung 3: Karte des Expressionsvektors pDisplay (Invitrogen). FLAG- und humane MECP2-
Sequenz wurden tiber BglII- und PstI-Schnittstellen einkloniert.
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Nach der Maxi-Prép (siehe 2.2.10) wurde das Plasmid mit dem Helios Gene Gun Optimization
Kit fur die genetische Immunisierung prépariert. Hierfiir wurden 50 mg Gold (1.0 Micron) in
einem 1,5 ml Eppendorfgefall mit 100 pl 0,05 M wissriger Spermidinldsung gevortext und 5 sec
im Becherresonator sonifiziert (Tip 7, Sonifier 450, Branson). Zu der Goldlosung wurden 100 pg
Plasmid gegeben. Unter permanentem Vortexen wurden zusitzlich 100 ul 1 M CaCl,-Losung
zugetropft. Nach 10-miniitiger Ruhephase wurden die Goldpartikel durch Zentrifugation fiir
15 sec bei 14.000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert. Das Pellet wurde 3-mal mit je
1 ml abs. Ethanol gewaschen, in 200 pl Ethanol/Polyvinylpyrrolidon-Losung (20 mg/ml)
aufgenommen und in einem 15 ml Falcongefdl durch Vortexen gemischt. Die homogene
Goldlosung wurde blasenfrei in einen zuvor in die Beladungsapparatur (Tubing Prep Station,
Biorad) eingespannten, Ethanol-gespiilten und Stickstoff-getrockneten Kunststoffschlauch
tiberfiihrt. Die Goldpartikel setzten sich fiir 4 min ab. Dann wurde mit einer Spritze innerhalb
45 sec das Ethanol vorsichtig aus dem Schlauch abgesogen und der Schlauch durch die
Apparatur um 180° gedreht. Nach 4 sec lieB man die Apparatur mit Schlauch auf Stufe 1
rotieren, nach weiteren 25 sec wurde ein Stickstoffstrom von 0,35 bis 0,40 LPM (Skala des
Gerites) eingestellt und dadurch die Trocknung des DNA/Goldpartikel-beladenen Schlauches
eingeleitet. Nach 5 min wurde der trockene Schlauch entnommen und mit dem
Patronenschneider in fiir die Gene Gun passende Kapseln geschnitten. Diese wurden bei 4 °C
gelagert. Es wurden 4-mal jeweils sechs Kapseln pro Huhn mit einem Druck von 400 Psi
appliziert. Zwischen den einzelnen Applikationen lag ein Zeitintervall von 4 Wochen. Die
Gewinnung der Antikorper erfolgte aus den Hithnereiern (s. 2.2.15.1), die Qualitit der
Antikorper wurde mittels Westernblot tiberpriift (s. 2.2.23).

2.2.16 Transfektion

Die Technik der Transfektion ermdglicht das Einbringen fremder DNA in Zellen und damit die
Untersuchung tiberexprimierter Proteine unter zelluliren Bedingungen. Das in Abschnitt 2.2.15.2
beschriebene Konstrukt aus dem Vektor pDisplay, der Flag-Doméne und dem hMeCP2-Gen
wurde in HEK293-Zellen auf Funktionalitit {iberpriift.

Zunichst wurde die dlteste Transfektionsmethode mit Calciumphosphat (Graham und van der
Eb, 1973) verwendet. Dabei wird ein Prizipitat aus DNA und Calciumphosphat erzeugt, das

wahrscheinlich durch Phagozytose von Zellen aufgenommen wird. In der mitotischen Phase ist
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die Kernmembran zeitweise aufgelost, so dass die DNA in den Zellkern gelangen kann. Diese

Methode wird oft verwendet, jedoch ist die Transfektionseffizienz meist sehr gering.

24 Stunden vor der Transfektion wurden 6 x 10° HEK293-Zellen in & 35 mm-Zellkulturschalen
(Greiner) ausgesit, so dass sie fiir die Transfektion zu 50 — 80 % konfluent waren. Drei Stunden
vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Fiir die Herstellung der DNA-
Calciumphosphat-Komplexe wurden 3 pg Plasmid-DNA mit sterilem H,O auf 153 pl
Endvolumen aufgefiillt und mit 22 pl 2 M CaCl, in einem 12 ml Réhrchen (Greiner) gemischt.
Unter Vortexen wurden 175 pl 2x HBS hinzu getropft. Die Losung wurde 30 min bei RT
inkubiert, kurz gevortext und zu den vorbereiteten Zellen getropft (100 pl pro Schale). Die
entstandenen Mini-Kristalle aus DNA und Calciumphosphat waren anschlieBend im Mikroskop
als feine Kornchen sichtbar. Die Schalen wurden im Brutschrank (Heraeus) unter
Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Fiir eine stabile
Transfektion, d.h. eine dauerhafte Integration der fremden DNA in das zelluldre Genom, erfolgte
eine Selektion mit 500 pg/ml G418 im Kulturmedium. Die Selektion dauerte an, bis in den
Kontrollschalen alle nicht-transfizierten Zellen starben und sich in den behandelten Schalen
Kolonien um transfizierte Zellen bildeten. Die Kolonien wurden vereinigt und die
Uberexpression des Zielproteins im Westernblot analysiert, oder es wurden Zellen auf

Objekttrager liberfithrt und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.

Dartiber hinaus wurden NIH-3T3- und HEK293-Zellen mittels Lipofektion transfiziert, um eine
hohere Transfektionseffizienz zu erreichen. Bei dieser Methode wird die DNA an ein
kationisches Lipid gebunden. Dieser Lipidkomplex fusioniert mit der Zellmembran oder wandert
durch die Zellmembran hindurch. Die DNA, die an dem Lipid haftet, gelangt so in das
Cytoplasma der Zellen. Das Aussden der Zellen erfolgte analog zur Calciumphosphat-Methode
(siche oben). In einem Eppendorfgefdll wurden 97 pl serumfreies Medium und 3 pl Fugene 6-
Reagenz gegeben, durch Anschnippen vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. In ein zweites
Gefill wurde 1 pg Plasmid-DNA vorgelegt und dann mit dem Gemisch aus dem ersten Gefal3
tropfenweise versetzt, durch Anschnippen vermischt und fiir 15 min bei RT inkubiert.
Wihrenddessen wurde das alte Zellkulturmedium gegen 800 pl frisches Medium getauscht,
bevor die DNA-haltigen Liposomen tropfenweise auf die Zellen pipettiert wurden. Nach

dreistiindiger Inkubation im Brutschrank wurde 1 ml frisches Medium hinzugefiigt, nach
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24 Stunden das Medium komplett erneuert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen

geerntet oder flir eine stabile Transfektion mit G418 selektiert (s. 0.).

2217 Praparation von Metaphasechromosomen und Zellkernen

Metaphasechromosomen wurden aus peripheren humanen Lymphozyten (mit freundlicher
Unterstiitzung von Herrn Prof. Dr. Singh, Institut fiir Humangenetik, UKE), aus NIH-3T3-
Mausfibroblasten und aus der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 prépariert. Periphere
Lymphozyten aus humanem Blut wurden in Chromosomen Medium (Life Technologies)
aufgenommen und bei 37 °C und 5 % CO, fiir 71 h im Brutschrank inkubiert. Die
Zellkulturflasche (Greiner) wurde tdglich einmal leicht geschiittelt. AnschlieBend wurde zum
Medium 150 pl Colcemid (10pg/ml) zugegeben und fiir 20 min im Brutschrank inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation in einem 15 ml Falconréhrchen fiir 5 min bei 800 g
(Varifuge 3.0R, Heraeus) pelletiert und der Medieniiberstand vorsichtig abgenommen. Durch
Anschnippen des Rohrchens wurden die Zellen vereinzelt. Es wurde tropfenweise 10 ml 37 °C
warme hypotone 0,07 M KCI-Losung unter Schiitteln zugegeben (Dauer 15 min). Die Zellen
wurden nun erneut pelletiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen durch Vortexen
vereinzelt. Durch tropfenweise Zugabe des Fixativs (Methanol/Essigsdure: 3:1) wurden die
Zellen fixiert. Es wurden zunidchst nur zwei Tropfen Fixativ zu den Zellen gegeben, das
Rohrchen wurde angeschnippt, bis sich die Zellsuspension braun (Eisen) férbte, erst dann
wurden unter Vortexen sehr langsam 10 ml Fixativ hinzugetropft. Die so fixierten Zellen wurden
20 min bei RT inkubiert, wiederum fiir 10 min bei 800 g pelletiert und der Uberstand wurde
abgenommen. Der Fixierungsschritt wurde 2-mal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation
wurde 300 pl Fixativ auf dem Zellpellet gelassen, das durch Anschnippen des Rohrchens
resuspendiert wurde. Mit einer Plastikpipette wurden 30 pl Zellsuspension aus ca. 30 cm Hohe
auf leicht schrig gehaltene, zuvor mit Wasser befeuchtete Objekttrager getropft. Die

Objekttriager wurden luftgetrocknet und schnellstmdglich immunzytologisch untersucht.

MCF-7- und NIH-3T3-Zellen wurden fiir Metaphasepraparationen halbkonfluent kultiviert und
dann mit Colcemid (Endkonzentration im Medium: 1 pg/ml) fiir 1 bis 6 h inkubiert. Fiir einfache
Zellkernpréparationen wurde die Colcemid-Behandlung unterlassen. Nach Trypsinierung wurden
diese Zellen ebenfalls bei 800 g fiir 5 min pelletiert. Die hypotone Behandlung und die Fixierung

verlief analog derer der humanen Lymphozyten (s.0.).
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2.2.18 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die zu untersuchenden Zellen wurden 24 Stunden vor der Mikroskopie so auf sterile
Objekttriger ausgesdt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung zu ca. 50 % konfluent waren.
Die Zellen wurden fiir 10 min mit 1%iger Paraformaldehyd-Losung fixiert, einmal kurz mit PBS
gewaschen, fiir weitere 10 min mit -20 °C kaltem Methanol permeabilisiert und anschlieend fiir
10 min in PBS rehydratisiert. Zur Kontrolle wurde der Permeabilisierungsschritt bei den Zellen,
die mit dem in Abschnitt 2.2.15.2 beschriebenen, hMeCP2-kodierenden Konstrukt transfiziert
wurden, weggelassen, um zu lberpriifen, ob das detektierte Protein tatsdchlich membransténdig
vorliegt. Nach Absaugen der Fliissigkeit von dem Objekttriger wurden 50 pl primérer
Antikorper (1:50 verdiinnt in PBS mit 3 % BSA) auf die Zellen pipettiert und fiir 20 min bei RT
in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Zellen wurden 2-mal mit PBS fiir je 15 min gespiilt,
luftgetrocknet und mit 50 pl FITC-konjugiertem sekunddren Antikdrper (1:50 verdiinnt in PBS
mit 3 % BSA) fiir 20 min bei RT in einer feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Die Zellen
wurden 10 min mit 0,0005 % DAPI in PBS gefarbt, anschlieBend 10 min in PBS bei leichtem
Schwenken auf einem Schiittler gewaschen und in 30 pl Antifade fiir die

Fluoreszenzmikroskopie eingebettet.

Objekttrager mit Metaphasechromosomen oder mit Zellkernprdparationen wurden vor der
Inkubation mit Antikérpern ca. 10 mm mit PBS iiberschichtet und fiir 16 h mit UV-Licht (UV-C
30 Watt, Phillips) im Abstand von 30 cm bestrahlt (Miller, 1974). Diese Bestrahlung diente der
Auflockerung des Chromatins, damit der 5’-Methylcytosin-erkennende Antikdrper seine Epitope
binden konnte. Anschliefend erfolgte direkt die Inkubation mit den jeweiligen Antikorpern

analog der Zelluntersuchungen.

Fiir Kolokalisationsstudien wurden die zu untersuchenden Zellkernpriparationen mit beiden
primdren Antikorpern (Anti-MeCP2 und Anti-Methylcytosin) in PBS mit 3% BSA fiir 1 h
inkubiert und anschlieBend mit PBS 2-mal fiir 15 min gewaschen. Die folgende Inkubation fand
mit zwel sekunddren Antikérpern (Rhodamin Red-konjugiertem Anti-Kaninchen, Cy2-
konjugiertem Anti-Maus) in PBS mit 3 % BSA fiir 1 h statt. Hiernach wurden die Objekttriger
fiir 10 min in PBS bei leichtem Schwenken auf einem Schiittler gewaschen und in 30 pl Antifade

fiir die Fluoreszenzmikroskopie eingebettet.
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In dieser Arbeit wurden das Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Ortholux (Leica) mit einem FITC-
Filter (Leitz), einem Rhodamin-Filter (Leitz) und einem DAPI-Filter (Leitz) unter Verwendung
des Ektachrome P1600x Films (Kodak), sowie ein konfokales Lasermikroskop (CLSM, Leica)
und ein konfokales Mehrfarbenlasermikroskop (TCS 4d, Leica) benutzt. Konfokale Aufnahmen
wurden mit einem PL APO 63x1/1,40 Objektiv digital aufgenommen.

Primére Antikorper:

Anti-Flag Maus monoklonal, IgG, Klon M2 (Sigma), Verdiinnung: 1:50

Anti-Methylcytosin - Maus monoklonal, Geschenk von Dr. Alain Niveleau, (Reynaud et al.,
1991), Verdiinnung: 1:7

Anti-MeCP2 Kaninchen polyklonal IgG (Upstate), Verdiinnung: 1:50

Anti-MeCP2 Huhn polyklonal IgY (Box2 eigene Produktion), Verdiinnung: 1:20

Sekundire Antikorper:

Cy™2-konjugiertes AffiniPure Esel Anti-Maus IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch),
Verdiinnung: 1:50

FITC-konjugiertes Schaf Anti-Maus IgG (Jackson ImmunoResearch), Verdiinnung: 1:40
FITC-konjugiertes Schaf Anti-Kaninchen IgG (Jackson ImmunoResearch), Verdiinnung: 1:40
FITC-konjugiertes Kaninchen Anti-Huhn-IgG (Promega), Verdiinnung 1:40

Rhodamine Red™-X-konjugiertes Ziege Anti-Kaninchen IgG (H+L) (Molecular Probes),
Verdiinnung: 1:50
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2.219 Vernetzung von zellularer DNA und Proteinen mit cis-Platin
(Walter et al., 1997)

Vernetzte zellulire DNA-Proteinkomplexe dienen als Ausgangsmaterial fiir die
Immunprazipitation, die nachfolgend die Analyse von Zielsequenzen DNA-bindender Proteine
ermoglichen soll. Das Chemotherapeutikum cis-Platin (cis-Diammino-dichloro-platin II) sollte
hier als vernetzende Briicke zwischen dem Protein MeCP2 und der zelluldren DNA eingesetzt

werden.

2.2.191 Inkubation mit cis-Platin

Da cis-Platin ein starkes Zellgift ist, wurden durch Zytotoxizititsmessungen die Uberlebensraten
von Tasp-7-Hiihnerfibroblastenzellen und von humanen MCF-7-Zellen zeit- und
konzentrationsabhiingig bestimmt (Samuel et al., 1998). Es wurden Uberlebensraten in Phosphat-
und Chlorid-armem Hank’s Puffer mit cis-Platin Konzentrationen von 0 bis 1000 uM in
hunderter Schritten gemessen. Es wurden Zeitintervalle bis zu 6 Stunden in 30 min bis 1 h
Schritten untersucht. Die Zellen wurden in & 35 mm Zellkulturschalen (Greiner) ausgesit. Die
Zellzahlen wurden nach Trypsinierung mit einem automatischen Zellzdhler (Coulter) oder nach
Trypanblau-Féarbung in einer Neubauer-Kammer ermittelt. Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff und
wird nur von toten Zellen aufgenommen, so dass eine Unterscheidung zwischen toten und
vitalen Zellen moglich ist. Die Trypanblau-Féarbung erfolgte mit 50 ul Aliquots trypsinierter, mit
PBS gewaschener Zellen unter Zugabe von 10 pl Trypanblaufirbelosung fiir 5 min im
Eppendorfgefd. Anschliefend wurde die Zellsuspension auf eine Neubauerkammer aufgetragen
und unter einem Lichtmikroskop (Zeiss) wurden die ungefdrbten lebenden Zellen ausgezahlt.
Hiernach ergab sich fiir die Tasp-7-Zellen ein Inkubationsoptimum von 500 puM cis-Platin
(Sigma) und 90 min, fiir die MCF-7-Zellen von 1 mM cis-Platin fiir 120 min unter
Zellkulturbedingungen in Phosphat-und Chlorid-armem Hank’s Puffer (Samuel et al., 1998;
Mattia et al., 1998; Ferraro et al., 1995).
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2.219.2 Aufarbeitung cis-Platin-vernetzter Proben (Bloom und
Anderson, 1978)

Sédmtliche zur Aufarbeitung verwendeten Losungen wurden mit PMSF versetzt. Die mit cis-
Platin in Chlorid- und Phosphat-armem Hank’s Puffer inkubierten Zellen wurden 2-mal mit
kaltem PBS gewaschen, mit einem Gummispatel abgelost und pelletiert. Die Zellpellets wurden
in Lyse-Puffer resuspendiert. Diese Lysate wurden 2-mal fiir je 30 s im gekiihlten
Becherresonator sonifiziert (Tip7, B12, Branson). Diese Behandlung ergab DNA-Fragmente von
ca. 700 bp Lénge. AnschlieBend wurden 400 pl in Lysispuffer dquilibriertes Hydroxylapatit
zugegeben und 1 h im Uberkopfrotor bei 4 °C inkubiert. DNA bindet an das Hydroxylapatit mit
hoher Affinitidt. Somit binden auch DNA-Protein-Komplexe an das Hydroxylapatit und kénnen
von freiem Protein und von RNA getrennt werden. AnschlieBend wurde das Hydroxylapatit bei
4 °C durch 10 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, Eppendorf) bei 14.000 rpm pelletiert. Der
RNA- und freie Proteine- enthaltende Uberstand 1 (US1) wurde abgenommen. Das
Hydroxylapatit wurde anschlieBend 2-mal in 300 ul Lysispuffer gewaschen. Hiernach wurde das
Pellet in Lysispuffer mit 1 M Thioharnstoff suspendiert und bei 4 °C fiir 2 h im Uberkopfrotor
inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min mit 10.000 rpm bei 4 °C wurde der Uberstand 2 (US2)
abgenommen. Dieser Uberstand enthielt Proteine, deren Vernetzung an DNA durch
Thioharnstoff revertiert wurde (Filipski et al., 1979). Das verbliebene Pellet wurde noch 2-mal
mit dem Thioharnstoff-haltigen Lysispuffer gewaschen. Die DNA wurde vom Hydroxylapatit
durch Resuspension des Pellets mit 0,5 M Natriumphosphatlosung fiir 5 min unter Schiitteln
geldst. Nach erneuter Zentrifugation wurde der DNA-haltige Uberstand 3 (US3) abgenommen.
Die sehr salzhaltigen Uberstinde wurden in Dialyseschliuche (12 kDa cut off, Roth) verpackt
und fiir 5 h gegen 4 1 H,O dialysiert. AnschlieBend wurden die Uberstiinde lyophilisiert. Die
lyophilisierten Uberstinde wurden in SDS-Gelladepuffer aufgenommen und iiber SDS-PAGE
aufgetrennt. Als Proteinkontrolle diente eine bereits vorliegende FPLC-gereinigte ARBP-
Fraktion (F14) aus Hiihnerovidukt. Die Proteine wurden mittels Westernblot auf
Nitrozellulosemembranen tiiberfiihrt. Die Westernblot-Detektion wurde bei der Analyse des
Hiihnerproteins ARBP mit einem primiren Antikorper aus Ratte und einem sekundéren, HRP-
konjugierten Antikorper aus Ziege (1:5000, Southern Biotechnology Associates Inc.)
durchgefiihrt. Fiir die Detektion von humanem MeCP2 aus MCF-7-Zellen wurde als primirer
Antikorper ein selbstproduzierter aus Huhn (Verdiinnung 1: 500) und als sekundérer ein HRP-
konjugierter Anti-IgY-Antikorper aus Kaninchen (1:5000, Promega) verwendet. Die eigentliche
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Detektion erfolgte mit dem ECL-System und durch anschlieBende Exposition gegeniiber

Rontgenfilmen (X-OMAT, Kodak).

Als weitere Detektionsvariante von MeCP2 wurde das Fragment H1-Haell (von Kries et al.,
1991) im Southwesternblot eingesetzt. Es enthilt eine Matrix-Anheftungsregion (MAR) und
kann Matrix-bindende Proteine wie das untersuchte ARBP/MeCP2 detektieren.

2.219.3 Radioaktive Endmarkierung des Fragments H1-Haell

Das Fragment HI1-Haell wurde aus dem Vektor pBluescript (Klon-Nr. 133) {iber die
Restriktionsschnittstellen HindIII und BamHI herausgeschnitten. Es wurden 6,4 pg Vektor mit
5 Units HindIIl und 5 Units BamHI im Puffer B (Roche) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Dieser
Reaktionsansatz wurde iiber ein Agarosegel aufgetrennt und das das Fragment HI1-Haell
enthaltende Gelstiick herausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem Qiagen Gel Extraction Kit

extrahiert.

30 ul des Fragments H1-Haell (284 ng) wurden mit 6 pl 10x Klenow-Fragment-Puffer und 3 pl
Klenow-Fragment-Polymerase I (5U, Boehringer) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert (Exonuklease-
Reaktion). Es wurden 5 pl [0**P]dATP und 2 pl 10 mM dNTP-Mix (ohne dATP) hinzupipettiert
und fir 60 min bei 25 °C inkubiert (Polymerase-Reaktion). Die Reaktion wurde mit
3 ul 0,5 M EDTA gestoppt und mit 80 pl TE versetzt. Diese Reaktionsmischung wurde auf eine
Nick-Séule (Pharmacia) mittig aufgetragen. Nicht eingebaute Nukleotide wurden zunéchst durch
Elution der Saule mit 350 ul TE entfernt, die Sonde wurde mit weiteren 450 pl TE eluiert und in
einem Eppendorfgefdl gesammelt. Die Sonde wurde durch diinnschichtchromatographische
Auftrennung mit 0,8 M Ammoniumsulfatlosung als Laufmittel und anschlieBender Analyse des

radioaktiven Nukleotideinbaus im Szintillationszéhler iiberpriift.

2.2.19.4 Southwesternblot Detektion

Die geblottete Membran wurde fiir 1 h mit 5 % Magermilch in DNA-Bindungspuffer blockiert.
AnschlieBend wurde die Membran mit 225 pl radioaktivem H1-Haell-Fragment (60.000 bis
150.000 cpm/pul) in 0,5 % Magermilch und 50 pg/ml E. coli-DNA in DNA-Bindungspuffer bei
RT fiir mindestens 1 h oder iiber Nacht auf einem Schiittler inkubiert. Die Membran wurde mit

0,5 % Magermilch in DNA-Bindungspuffer 2-mal gespiilt und 8-mal auf einem Schiittler
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gewaschen, bis die gemessene Radioaktivitdt auf der Membran nur noch bei 50 bis 100 cpm lag.
Die Membran wurde feucht in Klarsichtfolie verpackt. Die anschlieBende Autoradiographie

erfolgte bei -80 °C auf einen Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak).

2.2.20 Vernetzung von zellularer DNA und Protein mit

Formaldehyd (Crosslink)

Zur Erstellung einer Bibliothek von MeCP2-gebundenen DNA-Sequenzen wurde in vivo
zelluldire DNA mit den daran gebundenen Proteinen vernetzt. Die Experimente wurden mit der
humanen Mammacarcinoma Zelllinie (MCF-7) durchgefiihrt. Die verwendete Methode mit
Formaldehyd als Crosslinker beruht auf einem modifizierten Protokoll von Gohring und

Fackelmayer (1997).

Zunichst wurde in einer Kinetik die Effektivitit der Vernetzung von MeCP2 und DNA mit
1 % Formaldehyd im Zellkulturmedium untersucht. MCF-7-Zellen wurden in & 35 mm-
Zellkulturschalen (Greiner) ausgesét, so dass sie am folgenden Tag fast konfluent waren. Das
Zellkulturmedium wurde durch 1 ml neues und 100 pl 11 % gepufferte Formaldehydlosung
ersetzt. Die Kontrollschalen wurden mit 1 ml Kulturmedium und 100 pl Formaldehyd-freiem
Puffer inkubiert. Zunichst wurden die Zellen in 30 bis 60 min Abstinden ldngstens nach 48 h
geerntet. Die Vernetzung von MeCP2 mit Formaldehyd war jedoch nach kurzer Zeit schon fast
quantitativ, so dass kiirzere Inkubationszeiten gewéhlt wurden. So wurden die Zellen in 5 bis
15 min Abstinden lidngstens nach 60 min geerntet. Die Zellen wurden mit kaltem PBS
gewaschen, mit einem Zellschaber abgelost und in ein Eppendorfgefdl tberfiihrt. Nach
Zentrifugation bei 4 °C mit 14.000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf) wurde das Zellpellet in
50 ul SDS-Gelladepuffer resuspendiert und fiir 10 min bei 100 °C im Wasserbad denaturiert.
Jeweils 10 pl der so behandelten Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit Anti-MeCP2-IgY auf ihren relativen MeCP2-
Gehalt untersucht. Die digitalisierten MeCP2-Banden wurden mit Hilfe des Programms
Sigmaplot (SCSS Science) quantifiziert. Es wurde jeweils die Bandenintensitit vermessen und
mit der Intensitit nicht Formaldehyd-vernetzter, parallel aufgearbeiteter Zellen
(Scheininkubation) verglichen. Die Bandenintensitdt dieser scheininkubierten Zellen war jeweils

der maximale Wert, auf den alle anderen normiert wurden.
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Es zeigte sich, dass 5 min Inkubation mit 1 % Formaldehyd im Zellkulturmedium iiber

97 % des MeCP2 vernetzt. Daher wurden diese Bedingungen im Folgenden verwendet.

MCEF-7-Zellen wurden in & 145 mm-Zellkulturschalen (Greiner) ausgesdt, so dass sie am
folgenden Tag fast konfluent waren. Fiir jedes Experiment wurden mindestens 20 Schalen
angesetzt. In das Medium einer Schale wurden 15 pCi [Methyl->’H]Thymidin (1 mCi/ml)
gegeben. Der Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin ermoglicht eine spitere
Identifizierung DNA-haltiger Fraktionen mit Hilfe eines Szintillationszéhlers (Wacker). Der
Einbau des [Methyl->’H]Thymidins erfolgte fiir 24 h. Hinterher wurden die Schalen fiir 5 min mit
frisch angesetzter, gepufferter Formaldehydlosung versetzt (Endkonzentration im Medium: 1 %).
Das Medium wurde entfernt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen. Anschliefend wurden die
Zellen mit einem Gummispatel (Rubberpoliceman) in 10 ml PBS pro Schale gelost und in ein
50 ml-Falconr6hrchen iiberfithrt. Nach Zentrifugation fiir 5 min mit 900 g bei 4 °C (Varifuge
3.0R, Heraeus) wurde das Zellpellet in 10 ml RSB resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in
einen Glas-Dounce-Homogenisator (Wheaton) tiiberfithrt und mit dem Stempel B 15-mal
homogenisiert. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation fiir 8 min mit 800 g bei 4 °C
prézipitiert und 2-mal mit je 10 ml RSB gewaschen. AnschlieBend wurden die Kerne mit Puffer
El extrahiert, um ungebundene Proteine zu entfernen. Mit Formaldehyd vernetzte Zellkerne
tiberstehen diesen Schritt. Nach der Extraktion wurden die Kerne erneut pelletiert (s. 0.) und in
2,7 ml Puffer E2 resuspendiert. Durch Zugabe von 0,3 ml einer 20 % Natriumsarcosylldsung
wurden die vernetzten Kerne lysiert. Im Becherresonator wurde die DNA fiir 5 min bei 4 °C
durch 50 % gepulste Sonifizierung (Tip 10, Sonifier 450, Branson) fragmentiert. Diese Losung
wurde auf vier Rohrchen mit 3,25 ml Césiumchloridlésung (Dichte 1,55 g/ml) verteilt und fiir
mindestens 40 h mit 40.000 rpm bei 20 °C im Beckman-Rotor SW60 in der Ultrazentrifuge
(Beckman HL60) zentrifugiert. Im Gradienten formten die gereinigten DNA-Proteinkomplexe
eine weille, etwas glibbrige Scheibe bei einer Dichte von 1,4 g/ml. Der entstandene Gradient
wurde von oben in 0,25 ml-Fraktionen abpipettiert. Sobald die DNA-Protein-Scheibe frei an der
Oberflache des Gradienten lag, wurde sie mit einer Pinzette entnommen und der entsprechenden
Fraktion zugeordnet. Der relative DNA-Gehalt der Fraktionen wurde mit Hilfe eines
Szintillationszdhlers ermittelt. Die Dichte jeder einzelnen Fraktion wurde refraktometrisch
bestimmt. Im Westernblot wurden Aliquots der Fraktionen nach 6 h thermischer Reversion der
Vernetzung bei 65 °C auf den MeCP2-Gehalt analysiert. Es zeigte sich, dass die Fraktion bei
einer Dichte von ca. 1,4 g/ml, sowohl die DNA-Protein-Scheibe als auch viel MeCP2 und DNA
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enthielt. Die in dieser Fraktion enthaltene Scheibe wurde 3-mal jeweils 15 min in 50 ml TE
gewaschen und in 3 ml TE aufgenommen. AnschlieBend wurde die Losung bei 0 °C ca. 30 bis 60
min sonifiziert (50 % gepulst, Tip 10, Sonifier 450, Branson) bis sich die Scheibe quasi aufgeldst
hatte. Die sonifizierte Losung, die nun die vernetzten Nukleoproteine von 20 Kulturschalen
enthilt, wurde in 1,5 ml-Eppendorfgefdfle tiberfiihrt und bei 14.000 rpm und 4 °C fiir 30 min
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge). AnschlieBend wurde der Uberstand (Crosslink-
Fraktion) abgenommen, in neue Eppendorfgefile iiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

2.2.21 Chromatinimmunprazipitation

22211 Protein-A-Sepharose-Slurry (50/50 v/v)

Protein-A bindet Antikorper der IgG-Klasse von Kaninchen und Maus. Durch die Kopplung an
eine Sepharosematrix konnen direkt und indirekt an Protein-A gebundene Proteine in Prizipitate
tiberfiihrt werden. Es wurden 0,5 g Protein-A-Sepharose CL-4B in ein 50 ml-Falconr6hrchen
eingewogen und 50 ml kaltes PBS hinzugefiigt. Die Sepharose wurde fiir mindestens zwei
Stunden bei 4 °C quellen gelassen. AnschlieBend wurde bei 4 °C und 5 min mit 3.000 g
zentrifugiert (Varifuge 3.0R Heraeus). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet 4-mal
mit kaltem PBS gewaschen. Die Protein-A-Sepharose wurde in ein 10 ml-Greiner-Rohrchen
iiberfiihrt, bei 4 °C fiir 5 min mit 3.000 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das
Volumen des Protein-A-Sepharosepellets wurde abgeschétzt (ca. 2 ml) und mit dem gleichen
Volumen an 1x NP40-Puffer aufgefiillt. Dieser Protein-A-Sepharose-Slurry (50/50 v/v) war bei
4 °C bis zu sechs Monate haltbar.

2.2.21.2 Immunprazipitation

Die folgenden Inkubationen im Uberkopfrotor wurden mit dem Gerit Reax2 der Firma Heidolf

durchgefiihrt.

Zur Vorreinigung der Crosslink-Fraktion wurden 1 ml Crosslink-Fraktion mit 80 pl
Lachssperma-DNA/Protein-A-Agarose versetzt und mindestens 30 min bei 4 °C {iberkopf rotiert.
AnschlieSend wurde bei 4.000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge),
der Uberstand abgenommen, in neue EppendorfgefiBe iiberfiihrt und direkt als Crosslink-

Fraktion fiir die Immunpréizipitation eingesetzt.
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Es wurden 50 pl Protein-A-Sepharose-Slurry in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal vorgelegt und
200 pl 2x NP40-Puffer, 188 ul H,O, 2 ul PMSF (50 mM Stammldsung) und 10 ug Anti-MeCP2-
IgG Antikorper (polyklonal aus Kaninchen, Upstate) zupipettiert. Parallel wurden
Immunprézipitationen mit 10 pg Anti-Sp1-Antikdrpern (polyklonal aus Kaninchen, Santa Cruz
Biotechnology Inc.) oder 10 pug unspezifischen IgG-Antikérpern (aus Kaninchen, Dianova)
durchgefiihrt, um die Effizienz der Methode zu kontrollieren. Dieser Mix wurde im
Uberkopfrotor mindestens 2 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Protein-A-Sepharose
fiir 5 min bei 4 °C mit 4.000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 400 pl 1x NP40-Puffer versetzt und fiir 10 min bei
4 °C im Uberkopfrotor inkubiert. Dieser Waschschritt wurde 2-mal wiederholt.

Zu der pelletierten Protein-A-Sepharose wurden 200 pl 2x NP40-Puffer, 2 pl PMSF (50 mM
Stammlosung) sowie 100-150 pul vorgereinigte Crosslink-Fraktion pipettiert und es wurde auf
400 pl mit H,0 aufgefiillt. Der Immunprizipitationsansatz wurde {iber Nacht (12 - 16 h) bei 4 °C
im Uberkopfrotor inkubiert. Im Anschluss wurde die Protein-A-Sepharose bei 4 °C fiir 8 min mit
4.000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert und der Uberstand abpipettiert. Die
Immunkomplexe wurden mit 400 pl 1x NP40-Puffer versetzt und fiir mindestens 15 min bei
4 °C im Uberkopfrotor gewaschen. AnschlieBend wurden die Immunkomplexe erneut bei 4 °C
flir 8§ min mit 4.000 rpm pelletiert. Dieser Waschschritt wurde 2-mal wiederholt
(Waschfraktionen 1-3). Das Pellet wurde mit 250 pl Elutionspuffer versetzt, bei RT mindestens
20 min im Uberkopfrotor inkubiert und fiir 2 min bei 3.300 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde
abgenommen und das Pellet erneut mit 250 pl Elutionspuffer fiir 20 min im Uberkopfrotor
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die beiden FEluate vereinigt und mit
20 ul 5 M NaCl-Losung versetzt. Zur thermischen Reversion des Crosslinks zwischen DNA und
Protein wurden die Eluate fiir 6 h bei 65 °C im Heizblock (Thermomixer 5436, Eppendorf) unter
Schiitteln (700 rpm) inkubiert (Solomon und Varshavsky, 1985).

2.2.21.3 Aufreinigung und Klonierung der DNA-Fragmente

Zur Aufreinigung und Klonierung von DNA-Fragmenten wurden die revertierten Eluate (s.
2.2.21.2) verwendet. Sie wurden mit 1 ml abs. Ethanol versetzt, geschiittelt und Proteine und
DNA wurden iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert. Das Prézipitat wurde bei 4 °C fiir 30 min mit
14.000 rpm pelletiert, der Uberstand abgenommen, die Prizipitate mit 200 pl -20 °C kaltem
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70%igem Ethanol versetzt und bei 4 °C fiir 15 min mit 14.000 rpm zentrifugiert. Die Pellets
wurden luftgetrocknet, dann in 100 pl TE gelost, mit 100 pl Roti-Phenol versetzt und bei RT fiir
15 min im Uberkopfrotor bei Geschwindigkeit 0 inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte durch
Zentrifugation fiir 1 min bei 1.000 rpm. Die obere, DNA-haltige, wassrige Phase wurde in ein
neues 1,5 ml-Eppendorfgefal3 iiberfiihrt, die untere organische Phase mit 100 pl TE fiir 15 min
im Uberkopfrotor riickextrahiert. Die Phasentrennung erfolgte erneut durch Zentrifugation. Die
wiassrigen Phasen wurden vereinigt und mit 200 pl Roti-Phenol wiederholt fiir 15 min im
Uberkopfrotor bei Geschwindigkeit 0 extrahiert. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation
wurde die wéssrige Phase (200 pl) abpipettiert und in einem neuen 1,5 ml-Eppendorfgefall mit
1 ml abs. Ethanol, 30 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 1 pl Glycogen versetzt und geschiittelt.
Die DNA wurde bei -20 °C iiber Nacht prézipitiert. Die DNA wurde aus der wéssrigen Phase bei
4 °C fiir 30 min mit 14.000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert. Das Pellet wurde mit
200 pl -20 °C kaltem 70%igem Ethanol gewaschen, bei 4 °C fiir 15 min mit 14.000 rpm

zentrifugiert und luftgetrocknet, um die Phenolreste zu entfernen.

Die Pellets wurden in 24 pl H,0 und 3 pl 10x PCR-Puffer durch Vortexen gelost. AnschlieBend
wurde diese Losung mit 2 ul 10 mM dNTP-Mix (MBI Fermentas) und 1 pl Tag-Polymerase
(MBI Fermentas) versetzt, gemischt und fiir 10 min bei 72 °C im Wasserbad inkubiert. In diesem
Schritt wird an das 3’-Ende eines jeden DNA-Fragmentes ein Adenin angehiangt, wodurch die
DNA-Fragmente definierte, klonierbare Enden erhalten. Die Losung wurde nach Zugabe von
250 pl 100 % Ethanol und 80 pl 0,3 M Natriumacetat (pH 5,2) gemischt, 30 min bei -80 °C
inkubiert und die DNA durch 30-miniitige Zentrifugation bei 4 °C mit 14.000 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 60 pl -20 °C kaltem 70%igem Ethanol
gewaschen. Die DNA wurde fiir 15 min bei 4 °C mit 14.000 rpm erneut pelletiert und
luftgetrocknet. Anschlieend erfolgte die Klonierung mit dem pGEM-T easy Vektor System 1
nach Herstellerangaben. Die DNA wurde in 3,5 pl H,0 und 5 pl 2x Ligasepuffer aufgenommen
und mit 0,5 pl Vektor (0,5 pg/ul) sowie 1 ul T4-DNA-Ligase (3 U/ul) versetzt. Die Ligation
erfolgte tiber Nacht bei 16 °C (Thermomixer 5436, Eppendorf) im Kiihlraum. Der gesamte
Ligationsansatz (10 pl) wurde in 200 ul chemisch-kompetente E. coli DHI0B Zellen (s. 2.2.2)
transformiert. Zunichst wurden die auf Eis getauten E. coli zu dem Ligationsansatz pipettiert und
30 min auf Eis inkubiert. Nach 90 sec Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad wurde die
Inkubation auf Eis fiir 2 min fortgesetzt. Nun wurden 400 pl LB-Medium zugegeben und der
Ansatz 30 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde auf LBamp-



Material und Methoden 55

IPTG/X-Gal-Platten ausgetropft, unter der Sterilbank luftgetrocknet (ca. 30-60 min) und die LB-
Platten {iber Nacht im 37 °C-Brutschrank (Heraeus) iiberkopf inkubiert.

2.2.21.4  Aufreinigung der Proteinfraktion

Die Aufreinigung der Proteinfraktion erfolgte aus den in 2.2.21.3 anfallenden Protein-haltigen
organischen Phasen. Die organischen Phasen wurden vereinigt (300 pl), auf zwei 1,5 ml-
Eppendorfgefile verteilt und die Proteine mit 10 Volumina Aceton bei -20 °C {iber Nacht
préazipitiert. AnschlieBend wurden die Proteine durch Zentrifugation bei 4 °C fiir 30 min mit
14.000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert. Das Pellet wurde mit 200 pl -20 °C kaltem
Aceton gewaschen, um Phenolreste zu entfernen, bei 4 °C fir 15 min mit 14.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und anschlieBend luftgetrocknet. Die Proteinpellets
wurden in 30 pul SDS-Gelladepuffer gelost und im Westernblot analysiert (siche 2.2.23). Die
Detektion erfolgte mit einem polyklonalen Anti-MeCP2-IgG Antikorper (Upstate) in einer
Verdiinnung von 1:1.700 in 2,5 % Magermilch und einem Meerrettichperoxidase-konjugiertem
Ziege Anti-Kaninchen-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology Inc.) in einer Verdiinnung von

1:5.000 in 2,5 % Magermilch.

2.2.22 Uberpriifen von Bakterienkolonien

Zur schnellen Uberpriifung von pGEM-T easy transformierten Klonen wurde ein PCR-basiertes
Verfahren verwendet. Die zu untersuchende Bakterienkolonie wurde mit einer 10 pl-
Pipettenspitze isoliert und in 10 pl sterilem H,O in einem Eppendorfgefd3 resuspendiert. Um den
Klon nicht zu verlieren, wurde mit derselben Pipettenspitze eine neue LBamp-Platte angeimpft.
Die Bakteriensuspension wurde 10 min bei 100 °C im Wasserbad lysiert. 2 ul des Lysates
wurden mit 8 pul Master-Mix (Tabelle 3) einer PCR unterzogen. Als Primer wurden T7-forward
und Sp6-reverse Primer eingesetzt, die die multiple Klonierungsregion umfassen.

10 ul 10x PCR-Puffer (MBI Fermentas)
2 ul dNTPs (10 mM)
10 ul T7-forward Primer (5 pmol/pl)
10 ul Sp6-reverse Primer (5 pmol/pl)
47,5 ul H,O
0,5 ul Tag-Polymerase (MBI Fermentas)
1x 96 °C 2 min

40x (96 °C 10 sec, 52 °C 30 sec, 72 °C 25 sec)
I1x 72 °C 5 min.

Tabelle 3: Master-Mix und Programm fiir die PCR-basierte Analyse von zehn
Bakterienkolonien.
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Eine funktionierende PCR lieferte bei dem pGEM-T easy-Vektor immer ein PCR-Produkt von
177 bp, dies ist die Linge zwischen den Hybridisierungsstellen der verwendeten Primern. Sobald
ein Insert im Vektor enthalten war, wurde das Amplifikat groBer als 177 bp und die
entsprechenden Klone wurden als positiv klassifiziert. Die DNA positiver Klone wurde meist
nach einer Mini-Priparation mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten, um den Klon erneut

zu iiberpriifen.

2.2.23 Westernblot

Die diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der
Auftrennung von Proteingemischen aufgrund unterschiedlicher Molekularmassen mit
nachfolgender Identifikation der Proteine (Laemmli, 1970). Es wurde das Minigel-System
PROTEAN II (Bio-Rad) verwendet. Die {iblicherweise benutzten 8%igen Gele setzten sich wie

folgt zusammen:

Trenngel (8 %) Sammelgel (5 %)

H,O 2,3 ml 1,4 ml
Acrylamid-Mix (30 %) 1,3 ml 0,33 ml
1,5 M Tris, pH 8,8 1,3 ml -
1,0 M Tris, pH 6,8 - 0,25 ml
10 % SDS 50 pl 20 ul
10 % Ammoniumpersulfat 50 ul 20 ul
TEMED 2 ul 2 ul

Tabelle 4: Zusammensetzung des 8%igen Trenngels und des 5%igen Sammelgels fiir SDS-
PAGE.

Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese in 1x SDS-Gelladepuffer aufgenommen und
bei 100 °C im Wasserbad fiir 10 min denaturiert. Zur Bestimmung der Proteingr68en wurden
5 ul gefiarbter Protein-Leiter-Mix in einer Spur neben den Proben aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde bei 120 V in 1x Glycin-Laufpuffer durchgefiihrt und beendet, sobald

die Lauffront (Bromphenolblau) aus dem Gel austrat.

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des Mini-Transblot-Systems
(Bio-Rad) auf eine Nitrozellulosemembran (Protan BAS8S, Schleicher & Schuell) geblottet.
Zuvor wurden die SDS-Polyacrylamidgele und die Nitrozellulosemembranen fiir 20 min in
Transferpuffer dquilibriert. Der Transfer erfolgte Eiswasserbad-gekiihlt bei 110 V fiir 75 min.

Die Effektivitit des Transfers wurde anhand der Ubertragung des gefiirbten Proteinmarkers
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tiberpriift. Die Membranen wurden anschlie8end fiir mindestens 1 h bei RT, oft auch iiber Nacht,
in 25 ml Block-Puffer M auf einem Schiittler inkubiert. Durch diesen Schritt werden
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abgesittigt. Die blockierten Membranen wurden
mit primdrem Antikdrper (Verdiinnung: 1:500 - 1:10.000) in Puffer MM fiir mindestens 1 h auf
einem Schiittler inkubiert. Die Membranen wurden dann 3-mal mit je 15 ml Puffer MM fiir je
10 min gewaschen. Zur Detektion der gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe wurde fiir
mindestens 1 h mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundidren Antikorper
(Verdiinnung: 1:5.000) in Puffer MM bei RT inkubiert. Durch mehrfaches Waschen mit je
15 ml Waschlosung auf einem Schiittler wurden nicht gebundene Antikorper entfernt. Es wurde
2-mal mit TBS gespiilt, 3-mal je 10 min, 2-mal je 15 min, 2-mal je 30 min mit TBS-T gewaschen
und zum Abschluf3 2-mal je 30 min mit TBS.

Vor der Detektion wurden je 1 ml ECL-Losung 1 und 2 (Amersham) frisch gemischt. Die
Nitrozellulosemembran wurde fiir 1 min unter Schwenken in der ECL-L&sung inkubiert, dann
auf Filterpapier (Whatman) leicht getrocknet und in Klarsichtfolie eingeschlagen. Zur Aufnahme
der Chemolumineszenzsignale wurden fiir 5 sec bis 2 h Rontgenfilme (X-OMAT, Kodak, Super
RX, Fuji) aufgelegt und anschlieend maschinell entwickelt.

2.2.24 Dotblot immunprazipitierter DNA

Der Dotblot ermdglicht eine relative Quantifizierung spezifischer DNA-Sequenzen. Die
immunprizipitierte DNA wurde im Dot-Blot auf den Gehalt an Alu- und Line-Sequenzen

untersucht.

2.2.241 Produktion radioaktiv markierter Sonden

Die Herstellung radioaktiver Sonden erfolgte durch das Rediprime II Random Prime Labelling
System nach Herstellerangaben. Es wurde mittels PCR eine AluSx Sonde (282 bp) und eine
5’-LINE 1.3 Sonde (876 bp) wie in Tabelle 5 beschrieben amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden {liber Agarosegele aufgetrennt und iiber eine Séule gereinigt (NucleoSpin Extract). Zur
radioaktiven =~ Markierung  wurden 25 ng der gereinigten PCR-Produkte in
1,5 ml-EppendorfgefaBBe mit TE-Puffer auf 45 pl Endvolumen aufgefiillt. Nach Denaturierung
fiir 5 min bei 100 °C im Wasserbad wurden die Gefdl3e fiir 5 min auf Eis gekiihlt. Um die DNA

am Boden des Gefdles zu konzentrieren wurde kurz anzentrifugiert.
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Plasmid | Forward-Primer Reverse-Primer PCR-Programm
Ix 3 min 96°C
pNP- Alu forward: Alu reverse:
39x 15 sec 96°C
AluSx- 20 sec 63,9°C
5’-GGCCGGGCGCGAGTGGCTC-3 5’-GAGACCGAGTCTCGCTCTGTC-3’ sec 65,
TMBCI 20 sec 72°C
1x 5 min 72°C
1x 3 min 96°C
pGL3- JW60: CK-L1.887rev:
39x 15 sec 96°C
L13 20 55,8°C
5’-CAAGATGGCCGAATAGGAA-3* | 5>-GGTCTTTGATGATGGTGATG-3’ sec 2o,
20 sec 72°C
Ix 5 min 72°C

Tabelle 5: Primer und PCR-Programm zur Amplifikation der Alu- und Line-Sonde

Zu dem im Reaktionsgefdl3 befindlichen trockenen Pellet aus gepuffertem dATP, dGTP, dTTP,
Exonuklease-freiem Klenowenzym und Randomprimer (Amersham) wurde die denaturierte
DNA und 5 pl **P-dCTP (3000Ci/mmol) zugegeben. Durch mehrfaches Pipettieren im
Reaktionsgefd3 wurde das Gemisch homogenisiert. Nach Inkubation fiir 10 min bei 37 °C wurde
die Losung iiber Nacht bei RT stehen gelassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
5 ul 0,2 M EDTA-Losung gestoppt. Die nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide wurden
durch Zentrifugation des gesamten Reaktionsansatzes iiber eine Sephadex™-Sédule (Amersham)
von der Sonde abgetrennt. Der in der Sephadex™-Saule befindliche Puffer wurde zuvor durch
Zentrifugation mit 5.000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf) entfernt. Die Qualitit der Sonde
wurde durch diinnschichtchromatographische Auftrennung mit 0,8 M Ammoniumsulfatlosung
als Laufmittel und anschlieBender Analyse des radioaktiven Nukleotideinbaus im

Szintillationszahler tiberpriift.

2.2.24.2 Dotblot

Die Menge immunprizipitierter DNA war so gering, dass sie mit Trager-DNA zusammen
geblottet wurde, um Verluste an GefdBwinden gering zu halten. Als Trager-DNA wurde der
pGL3-Vektor benutzt, da er keine Affinitidt zu Alu- und 5’-LINE-Sonden aufwies. Es wurden
jeweils 50 ng DNA mit 1 pg Trager-DNA in TE aufgenommen. Zur Kontrolle wurde auch die
Input-DNA der Immunprizipitation sowie der Uberstand des Priizipitats aufgetragen. Ein Ansatz

fiir 6 ,,Dots* enthielt 6 pg Triger-DNA und 300 ng zu untersuchende DNA in 30 pl TE. Es
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wurde nach dem Protokoll fiir die Nylonmembran GeneScreen Plus (NEN Life Science
Products) gearbeitet. Zu den 30 ul DNA wurden 370 pl DNA-Denaturierungspuffer pipettiert
und fiir 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA-Probe auf Eis mit 800 ul DNA-
Verdiinnungspuffer versetzt, so dass 6 Proben a 200 pl in die Dotblot-Apparatur (96 Well, BRL)
eingesetzt wurden. Als Negativkontrolle wurde immer 1 pg pGL3-Vektor-DNA, als
Positivkontrolle je 5 ng der Sonden-enthaltenden Plasmide und 5 ng genomische DNA parallel
aufgetragen. Die genomische DNA wurde aus MCF-7-Zellen mit dem QIAamp DNA Mini Kit

isoliert.

Die positiv geladene Nylonmembran wurde auf die Groe der Dotblot-Apparatur zugeschnitten
und in 0,4 M Tris-HCI (pH 7,5) fiir 5 min dquilibriert. AnschlieBend wurde die Membran in die
Dotblot-Apparatur eingespannt. Das Gerdt wurde mit den DNA-Proben befiillt (200 ul je
Offnung/Well) und fiir 30 min ruhen gelassen. Dann wurde mit einer Wasserstrahlpumpe fiir ca.
90 sec starker Unterdruck angelegt, bis die Probenfliissigkeit durch die Membran hindurch
gesogen war. Nach vorsichtigem Ldsen des Vakuums wurde die beladene Membran aus der
Dotblot-Apparatur herausgenommen und in Neutralisationspuffer gewaschen. Auf eine
Fixierung der Proben mit UV-Licht wurde verzichtet, da gezeigt werden konnte, dass diese bei

der verwendeten Membran keine Vorteile zeigt.

Die beladene Membran wurde in einem 50 ml-Falconrohrchen mit 5 ml ExpressHyb-
Hybridisierungslosung fiir 30 min bei 60 °C im rotierenden Hybridisierungsofen prahybridisiert.
Parallel wurden 10 pl radioaktiver Sonde, entweder Alu-Sonde oder LINE 1.3-Sonde
(s. 22241) mit S5 ml ExpressHyb-Hybridisierungslosung  vermischt.  Die
Prahybridisierungslosung wurde dekantiert und durch die radioaktive Hybridisierungslosung
ersetzt. Die Inkubation der Membran mit dieser Hybridisierungslosung erfolgte fiir mindestens
1 h oder iiber Nacht ebenfalls bei 60 °C im rotierenden Hybridisierungsofen. Anschlieend
wurde die Membran fiir 5 min mit 10 ml 2x SSC bei RT und 2-mal 30 min mit
20 ml 2x SSC/1 % SDS bei 50 °C gewaschen. Zum Abschluss wurde bei RT mit 0,1x SSC
gewaschen, bis die mit einem Handgeigerzdhler messbare Radioaktivitit unter 10 cpm fiel. Die
Membran wurde feucht in Klarsichtfolie verpackt. Die anschlieBende Autoradiographie erfolgte
bei -80 °C mit 800-fachem Verstarkerschirm auf einem Rontgenfilm (Medical X Ray Film Super
RX, Fuji).
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3 Ergebnisse

3.1 Produktion von Antikdrpern im Huhn

Fiir die Erstellung einer Bibliothek, in der MeCP2-gebundene DNA-Sequenzen angereichert
sind, war ein Anti-MeCP2-Antikorper fiir die Chromatin-Immunprézipitation von grof3er
Wichtigkeit. Da es zu Beginn der vorliegenden Arbeit keine verfiigbaren Antikorper gegen
MeCP2 gab, mussten diese zunidchst selbst produziert werden. Als Organismus fiir die
Antikorperproduktion wurde das Huhn ausgewéhlt. Es ist vom Menschen phylogenetisch weit
entfernt, was bei der Produktion eines Antikorpers gegen ein ubiquitdr in vielen Organismen
vorkommenden Proteins wichtig ist. Das Hiihner-MeCP2 (ARBP) und das des Menschen
besitzen im N-terminalen Bereich eine Sequenzidentitit von 66,8 %, wobei vier Sequenzblocke
mit Wiederholungen einer Aminosdure im Hiithnerprotein ausgelassen wurden (Weitzel et al.,

1997).

3.1.1 Produktion von Antikorpern durch klassische Immunisierung

Es wurden zwei Strategien zur Produktion von Antikdrpern verfolgt. Einerseits wurde ein
klassischer Ansatz gewihlt. Die Immunantwort wurde durch primére Injektion von rekombinant
hergestelltem hMeCP2 in komplettem Freundschem Adjuvans induziert. Das komplette
Freundsche Adjuvans enthdlt Mycobacterium tuberculosis, das Makrophagen und andere Zellen
zu der Einstichstelle lockt und so die Immunantwort verstiarkt. Um die Nebenwirkungen der
Behandlung zu verringern, erfolgten weitere Stimulationen mit einer Emulsion aus hMeCP2 und
inkomplettem Freundschem Adjuvans ohne Mycobakterien. Es wurden drei Hithner immunisiert,

die mit ,,Box1“, ,,Box2“ und ,,Box3“ bezeichnet wurden.

Es wurden keine Antikorperextrakte aus Eiern gewonnen, die vor der Erstimmunisierung gelegt
wurden. Daher gelten die aus den jeweils zuerst gelegten Eiern gewonnenen Antikorperextrakte
als ,Null“-Extrakte. Nach der Erstimmunisierung wurden die gelegten Eier von drei
immunisierten Hithnern iiber acht Monate gesammelt (Abbildung 4). Die Antikdrper wurden aus

den Eidottern extrahiert. Die Legetdtigkeit der Hennen war insbesondere nach Restimulation der
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Immunantwort nicht kontinuierlich, so dass der Antikorperstatus der Tiere nur in

unregelmédfBigen Abstinden untersucht werden konnte. Die aufgereinigten Antikdrper wurden

1. Injektion 2. Injektion 4. Injektion 5. Injektion
16.12.1998 30.12.1998 15.4.1999 4.6.1999
300ug 150ug 500ug 1500ug
3. Injektion
29.1.1999
150ug
Huhn Legedaten extrahierter Eier
Box1  23.12.1998 22.02.1999 10.07.1999
Box2 23.01.1999 22.02.1999 17.05.1999 24.06.1999
Box3 18.12.1998 24.06.1999

Abbildung 4: Zeitschema der klassischen Immunisierung. Es wurden drei Hiihner (,,Box1“,
»Box2%, [ Box3“) immunisiert. Die Erstinjektion erfolgte mit hMeCP2 und komplettem
Freundschem Adjuvans, weitere Injektionen mit hMeCP2 und inkomplettem Adjuvans. Die
Zeitpunkte der Injektionen und die Menge des injizierten Proteins sind angegeben. Die
Antikorperextrakte wurden kontinuierlich analysiert, nur die Zeitpunkte der in Abbildung 5
iiberpriiften ausgewidhlten Antikorperextrakte wurden dargestellt.

gegen MCF-7-Totallysat und gegen rekombinantes hMeCP2 im Westernblot analysiert, eine
Auswahl der getesteten Antikorperextrakte ist in Abbildung 5 dargestellt. Es wurde ein starkes
Signal bei ca. 80 kDa detektiert. Diese Grofle ist identisch mit der apparenten GroBe von
endogenem rMeCP2 (Lewis et al., 1992). MeCP2 ist Proteolyse-empfindlich (Lewis et al.,
1992). Niedermolekulare Banden unterhalb der 80 kDa-Bande von MeCP2 deuten dies an. Es
konnte sich auch um Kreuzreaktionen der Antikdrper mit anderen Proteinen handeln, jedoch
erscheint dies unwahrscheinlich vor dem Hintergund, dass FPLC-aufgereinigtes rekombinantes
hMeCP2 ebenfalls diese Abbaubanden unterhalb von 80 kDa zeigt (Spur 10). Die wenige Tage
nach der ersten Injektion extrahierten Antikdrper konnen als ,,Null“-Extrakte gelten, dort wurde
jeweils keine Affinitdt zu hMeCP2 detektiert (Spuren 1 und 8). Eine Ausnahme bildet das Huhn
,»B0ox2%“, welches erst vier Wochen nach der Erstimmunisierung mit hMeCP2 ein Ei legte. Aus
diesem Ei wurden Antikorper gewonnen, die bereits Titer zu rekombinantem hMeCP2
aufwiesen, nicht jedoch zu nativem hMeCP2 aus dem Totallysat von MCF-7-Zellen (Spuren 4).
Nach ca. zwei Monaten wiesen die Antikorperextrakte der Hiihner ,,Box 1 und ,,Box 2
deutliche Titer zu nativem und rekombinantem hMeCP2 auf (Spuren 2 und 5), die Titer blieben

bis zum sechsten Monat nach Erstimmunisierung erhalten (Spuren 3 und 6). Das Huhn ,,Box3*
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zeigte kaum eine Immunantwort (Spur 9). Die Antikorper der Hiihner ,,Box1*“ und ,,Box2*
zeigten etwa gleichen Titer gegen hMeCP2, doch wies der Antikérper des Huhns ,,.Box2*
weniger unspezifische Nebenbanden auf (nicht gezeigt). Fiir die weiteren Arbeiten wurde der
Antikdrper des Huhns ,Box2“ vom 24.06.99 eingesetzt (Spur 7), da er am wenigsten
unspezifische Banden bei gleichzeitig bester Affinitit zu hMeCP2 zeigte.

MCF-7 Totallysat Rekombinantes hMeCP2
8 2 88 88 8|8 § 83 818388 38 8g;
Legedatum & § 515 & 8 S| 8 Llegedaum & S 5|35 8 8 g|¥ 8|9
& 828 dr ey &8 8 2|8+ 3”2
Huhn Huhn
125- ¥ 125 - |
89 - - 3 89 -
hMeCP2 ——> ‘ . - hMeCP2 ——> - -
55 - 65 - =
. - 19 i
53 - g, - —
‘ -_ = ‘ - | 5
il 40 -
o s t§d
12 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 78 910

Abbildung 5: Analyse von Antikorperextrakten. Westernblots von MCF-7-Totallysaten (links)
und rekombinantem hMeCP2 (rechts) wurden mit aus Eidottern extrahierten AntikOrpern
inkubiert, anschlieend mit einem sekundidren HRP-konjugierten Anti-IgY-IgG (Promega). Die
Detektion erfolgte mit dem ECL-System. FPLC-gereinigtes rekombinantes hMeCP2 wurde iiber
eine SDS-PAGE aufgetrennt und Coomassie geféarbt (Spur 10). Die Legedaten der verwendeten
Eier der Hiithner ,,.Box 1%, ,,Box2‘“ und ,,Box 3 sind angegeben.

Um die Antikorperextrakte zu konzentrieren und um die affinsten Antikorper anzureichern,
wurde eine Affinitdtsreinigung mit immobilisiertem Zielprotein probiert. Die Aufreinigung des
polyklonalen Antikorpers des Huhns ,,Box2“ vom 24.06.1999 wurde durch Bindung an
immobilisiertes rekombinantes hMeCP2 versucht. Das Protein wurde an eine
Nitrozellulosemembran gebunden und mit der Antikdrperlosung inkubiert. Nach Waschen der
Membran sollten die affinen Antikérper von dem Protein mit unterschiedlichen Puffern eluiert
werden. Es konnten jedoch im Eluat keine Antikdrper nachgewiesen werden. Die Aufreinigung

durch einen kommerziellen Anbieter (Davids Biotechnologie) blieb ebenfalls erfolglos.

Um den Antikorper ohne vorherige Affinitédtsreinigung fiir die Immunprézipitation einsetzen zu
konnen, muss der Antikorper an eine sedimentierbare Matrix gebunden werden. Bei Antikorpern

aus Kaninchen und Maus wird das an Sepharose gekoppelte Protein-A verwendet, da es
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Antikorper dieser Spezies stark bindet. Antikdrper aus Huhn (IgY) haben jedoch eine verkiirzte
Fc-Doméne und werden von Protein-A nicht gebunden. Daher wurde versucht, den Antikérper
an eine Matrix zu koppeln. Aktivierte Sepharose (Pharmacia) wurde nach Herstellerangaben mit
der Antikorperlosung von Huhn ,,Box2* inkubiert. Es konnte jedoch nur eine geringe Kopplung
des Antikorpers an die Sepharose festgestellt werden, da viel Protein im Eluat der Sepharose
detektiert wurde. Es wurde vermutet, dass der Hiihnerantikdrper (IgY) aufgrund seiner

verkiirzten Fc-Domine nicht mit Standardmethoden an eine Matrix konjugiert werden kann.

3.1.2 Produktion von Antikorpern durch genetische Immunisierung

Des Weiteren wurde ein genetischer Ansatz zur Produktion von Antikérpern verfolgt. Bei der
genetischen Immunisierung wird das Antigen vom Tier selbst hergestellt. Diese Methode
verspricht qualitativ bessere Antikorper, da das Antigen nativ und unfragmentiert prisentiert
wird. Fiir die genetische Immunisierung wurde die humane cDNA fiir MeCP2 und als 7ag die
Sequenz fiir das Flag-Epitop (DYKDDDDK) in das Plasmid pDisplay einkloniert. Mit Hilfe des
Flag-Epitops wurde die Funktionalitit des Konstrukts in Transfektionsexperimenten iiberpriift.
Der Vektor pDisplay bietet den Vorteil, dass das einklonierte Gen als Fusionsprotein mit der
PDGFR-(Platelet-derived Growth Factor Receptor)-Transmembrandoméine exprimiert wird. Die
Transmembrandomine stellt sicher, dass das Kernprotein MeCP2 an der Oberfldche von Zellen

lokalisiert wird.

3.1.21 Funktionalitat des hMECP2-kodierenden Vektors

Zunichst wurde versucht, den klonierten Vektor durch Calciumphosphatkoprizipitation (Graham
et al., 1977) in HEK293- und NIH-3T3-Zellen zu transfizieren. Die Effizienz dieser weit
verbreiteten Methode erwies sich jedoch als zu gering, so dass stattdessen eine
Transfektionsmethode mit einem kationischen Lipid verwendet wurde. Das Konstrukt wurde
komplexiert mit Fugene 6 in NIH-3T3-Zellen transfiziert. Nach drei Tagen Zellkultivation
wurden die transfizierten Zellen auf einem Polylysin-beschichteten Objekttriger (Sigma) liber
Nacht subkultiviert. Das exprimierte Fusionsprotein wurde mit monoklonalem Anti-Flag-
Antikdrper und sekunddrem FITC-konjugierten Anti-Maus-Antikorper detektiert. In konfokalen
lasermikroskopischen Aufnahmen wurde das Immunfluoreszenzsignal und somit das

Fusionsprotein an der Zellmembran lokalisiert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Membranstindige Expression des Fusionsproteins FLAG-hMeCP2-PDGFR-
Membrandomine. NIH-3T3-Zellen wurden mit dem Konstrukt pDisplay-Flag-hMeCP2
transfiziert. Nach Paraformaldehyd-Fixierung wurden die Zellen mit Anti-Flag-Antikorpern
(Sigma) und FITC-konjugierten  Anti-Maus-Antikorpern  (Dianova) inkubiert. Die
Fluoreszenzdetektion erfolgte am konfokalen Lasermikroskop (CLMS, Leica).

Abbildung 6 zeigt die Akkumulation exprimierter Flag-hMeCP2-Transmembrandoménen-
Proteine an der Zellmembran. Die Fluoreszenz verteilte sich entlang der Membranausldufer der
Zellen. Parallel behandelte, nicht-transfizierte NIH-3T3-Zellen zeigten unter gleichen
Bedingungen keine Fluoreszenz (Daten nicht gezeigt). Damit wurde die Funktionalitit des

Konstrukts im Zellkulturmodell bewiesen.

3.1.2.2 Genetische Immunisierung

Fiir die genetische Immunisierung wurde das DNA-Konstrukt an Goldpartikel geheftet, in einen
Kunststoffschlauch eingebracht und an dessen Innenwand abgelagert. Der beladene Schlauch
wurde in kurze Stiicke (,,Patronen®) geschnitten und die Goldpartikel mit der Gene Gun mittels
Luftdruck subkutan in die Brusthaut von drei Hennen (,,Braun®, ,,Weil}*, ,,Griin“) geschossen.
Die Immunantwort der Hennen wurde alle vier Wochen durch erneute Verwendung der Gene

Gun restimuliert.

Die erzeugten Antikorper wurden ebenfalls im Westernblot analysiert (Abbildung 7). Es wurde
erwartet, dass die genetisch erzeugten Antikorper besser an hMeCP2 binden als die durch
klassische Immunisierung induzierten. Es zeigte sich jedoch, dass die Antikorper aus den Eiern

genetisch immunisierter Hithner diesen Erwartungen nicht entsprachen.
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Abbildung 7: Analyse von Antikdrperextrakten. Westernblots von MCF-7-Totallysaten wurden
mit Antikorpern aus Eidottern genetisch immunisierter Hennen inkubiert, anschlieBend mit
einem sekundidren HRP-konjugierten Anti-IgY-IgG (Promega). Die Detektion erfolgte mit dem
ECL-System. Die Legedaten der extrahierten Eier verschiedener Hennen (,,Braun®, ,,Weil}*,
,,@rin®) sind angegeben.

Vor Beginn der genetischen Immunisierung wurde von jedem der drei verwendeten Hiihner ein
Ei extrahiert. Diese Antikorperextrakte der Hiithner ,,.Braun® und ,,Griin“ vom 09.02.99 und
,»Weil vom 10.02.99 waren die ,,Null“-Extrakte und wurden in Spur 1, 4 und 6 (Abbildung 7)
analysiert. Nur das Huhn ,,Weil}* entwickelte nach der Immunisierung Antikérper mit Titer
gegen hMeCP2 aus MCF-7-Totallysat (Spur 5). Leider verstarb dieses Tier kurz darauf an einer
Eierstockzyste, so dass der -erfolgversprechendste Antikorperlieferant der genetischen
Immunisierungsstrategie ausfiel. Die anderen beiden Hiihner (,,Griin“ und ,,Braun®) lieferten
Antikorper, die hMeCP2 nicht (Spur 7) bzw. nicht als prominenteste Bande (Spuren 2 und 3) im
Westernblot detektierten. Wéhrend die Antikorper des Huhns ,,Braun® zumindest auch auf der
Hohe des hMeCP2 eine schwache Bande erkannten (Spuren 2 und 3), wurde mit den
Antikorpern des Huhns ,,Griin“ gar kein hMeCP2 in der erwarteten GroBe detektiert (Spur 7).
Auffallend ist, dass keiner der genetisch erzeugten AntikOrper das rekombinante hMeCP2

detektieren konnte (nicht gezeigt).

3.2 Immunzytologische Untersuchungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit sind die DNA-Zielsequenzen von MeCP2. Zunichst stellte sich

die Frage, ob hMeCP2 in bestimmten chromosomalen Bereichen akkumuliert vorliegt. Lewis et
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al. (1992) zeigten, dass mit einem polyklonalen Serum gegen MeCP2 pericentromeres
Heterochromatin von Metaphasechromosomen der Maus stark angefdrbt wird. Die MeCP2-
Verteilung auf humanen Metaphasechromosomen war jedoch bislang unbekannt. Um diese zu

analysieren, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt.

3.2.1 Lokalisation von hMeCP2 und 5’-Methylcytosin

Zunichst wurden Metaphasechromosomen von humanen peripheren Lymphozyten untersucht.
Durch die Verwendung von Anti-MeCP2-Antikorpern und Anti-5’-Methylcytosin-Antikorpern
(Anti-5-MeC) wurde die Verteilung von MeCP2 bzw. die Verteilung methylierter Cytosine auf
Metaphasechromosomen dargestellt. Die Analyse humaner Metaphasechromosomen erfolgte mit
Anti-MeCP2-IgY aus Huhn (,,Box2“ 24.06.99) und sekunddrem FITC-konjugiertem
Anti-IgY-IgG  aus Kaninchen. Die  Anti-MeCP2-Antikérper  dekorierten  humane

Metaphasechromosomen in einer uniformen Weise (Abbildung 8 A).

Anti-MeCP2 Anti-5-Me-C

Abbildung 8: Lokalisierung von MeCP2 (A) und methylierter DNA (B) auf humanen
Metaphasechromosomen. Immunfluoreszenzmikroskopie von Anti-MeCP2-IgY (A) und
Anti-5-MeC (B) dekorierten Metaphasechromosomen. Jeweils sichtbar gemacht durch FITC-
markierte sekundidre Antikorper. Die Farbung mit Anti-MeCP2-IgY zeigt eine homogene
Verteilung von MeCP2 auf humanen Metaphasechromosomen. Die Farbung mit Anti-5-MeC
ergab eine homogene Verteilung mit starker Ansammlung methylierter DNA in den
Juxtacentromeren der Chromosome 1, 9 und 16 sowie des langen Arms des Y-Chromosoms.

Fiir murines MeCP2 wurde zuvor gezeigt, dass es speziell an methylierte Cytosine bindet (Lewis

et al., 1992). Deshalb wurde in der vorliegenden Studie auch ein monoklonaler Antikdrper
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eingesetzt, der methylierte Cytosine spezifisch erkennt (Reynaud et al., 1991). Metaphase-
chromosomen humaner peripherer Lymphozyten wurden mit monoklonalem Anti-5-MeC
(Reynaud et al., 1991) und sekunddrem FITC-konjugiertem Anti-Maus-IgG aus Schaf dekoriert.
Das Chromatin der Metaphasechromosomen wurde vor der Anfiarbung durch UV-Bestrahlung
aufgelockert, um die DNA fiir den Antikérper zugénglich zu machen. Der Anti-5-MeC-
Antikorper bindet erwartungsgemdll an die stark methylierten Regionen im juxtacentromeren
Heterochromatin der Chromosomen 1, 9 und 16 und im langen Arm von Chromosom Y
(Abbildung 8 B, Miller et al., 1974). In situ Hybridisierungen zeigten, dass im juxtacentromeren
Heterochromatin der Chromosomen 1 und 16 die klassische Satelliten-DNA 2 liegt (Jones und
Corneo, 1971). In den 5’-Methylcytosin-positiven Regionen des Chromosoms 9 wurden
ebenfalls durch in situ Hybridisierungen die Satelliten-DNAs 2 und 3 detektiert (Jones et al.,
1973). In den Centromeren weiterer Chromosomen wurde ebenfalls methylierte DNA gefunden,
jedoch nicht so stark wie in denen der Chromosome 1, 9 und 16. MeCP2 kommt in den hoch

methylierten Bereichen humaner Metaphasechromosomen nicht akkumuliert vor.

Um die im Fluoreszenzmikroskop erhaltenen Ergebnisse zu iiberpriifen, wurden dariiber hinaus
konfokale Untersuchungen von MCF-7-Zellkernen durchgefiihrt. Die Verwendung von
vollstindigen Zellen war in diesem Fall nicht mdglich, da der Anti-5-MeC-Antikorper starke
unspezifische Signale in der gesamten Zelle zeigte. Es handelte sich dabei vermutlich um
methylierte RNAs, die ebenfalls von dem Antikorper detektiert wurden. Die Experimente
wurden mit einem polyklonalen Anti-MeCP2-Antikérper aus Kaninchen fortgefiihrt, der
zwischenzeitlich kommerziell verfiigbar geworden war und eine bessere Qualitit als die eigen
produzierten aufwies. Dieser neue Anti-MeCP2-Antikorper wurde mit einem Rhodamin-
konjugierten sekunddren Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege detektiert, der monoklonale

Anti-5-MeC-Antikorper wurde mit einem Cy2-konjugierten Anti-Maus-Antikdrper detektiert.

In den Zellkernen zeigte MeCP2 eine gleichmifBig gesprenkelte Verteilung (Abbildung 9, links).
Bei Detektion mit Anti-5-MeC wurden die Zellkerne fein gesprenkelt mit Cy2 gefarbt
(Abbildung 9, Mitte). Dariiber hinaus waren mindestens sieben intensiv griin fluoreszierende
Spots zu sehen. Diese stammen wahrscheinlich von den stark methylierten, heterochromatischen
Bereichen der Pericentromere der Chromosomen 1, 9 und 16 sowie des langen Arms des Y-
Chromosoms. Wie bereits erwéhnt, liegen in diesen Regionen die Satelliten DNAs 2 und 3

akkumuliert vor. Um kolokalisierte Fluoreszenzbereiche zu detektieren, wurden die einzeln
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Abbildung 9: Laserkonfokale Immunfluoreszenzmikroskopie von MCF-7-Zellkernen.
Priparierte und UV-bestrahlte Zellkerne wurden mit zwei primdren AntikOrpern, einem
polyklonalen Anti-MeCP2-Antikdrper aus Kaninchen und einem monoklonalen Anti-5-MeC
inkubiert. Zur Detektion wurden zwei sekundidre Antikorper, ein Rhodamin-konjugierter Anti-
Kaninchen-IgG aus Ziege und ein Cy2-konjugierter Anti-Maus-Antikorper verwendet. Die
Methylcytosinverteilung der Zellkerne (griin, Mitte) wurde mit der MeCP2-Verteilung (rot,
links) im jeweils rechten Bild (Merge) iiberlagert.

aufgenommenen Bilder iiberlagert (Abbildung 9, rechts). Die Uberlagerung zeigte rote und griine
Bereiche nebeneinander. Es wurde keine Kolokalisation festgestellt, diese hitte gelb erscheinen
miissen. Zusétzlich wurden Metaphasechromosomen von MCF-7-Zellen prépariert und mit den
bereits genannten Antikorpern inkubiert. Auch bei den Chromosomen war keine Kolokalisation
von MeCP2 und 5’-Methylcytosin zu detektieren (nicht gezeigt). Die Verteilung von MeCP2
folgt demnach nicht der Verteilung methylierter Cytosine. Offenbar ist MeCP2 nicht in den am
stiarksten methylierten Bereichen der DNA konzentriert.

3.2.2 Lokalisation von hMeCP2 verglichen mit murinem MeCP2

Die im vorangegangenen Abschnitt beobachtete gleichmifBige Lokalisation von hMeCP2 steht
im Kontrast zu der Lokalisation von MeCP2 an murinen Metaphasechromosomen (Lewis et al.,
1992). Daher wurden die immunzytologischen Untersuchungen an humanen Zellen (MCF-7) und

an Mauszellen (NIH-3T3) parallel durchgefiihrt. Fixierte Zellen wurden mit Anti-MeCP2 und
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einem sekundiren Rhodamin-markierten Antikorper inkubiert. In beiden Spezies wurde
spezifisch der Zellkern angefarbt. Es zeigten sich jedoch starke Unterschiede in der Verteilung
von MeCP2 in den Zellkernen beider Spezies (Abbildung 10). In Zellkernen von humanen
MCEF-7-Zellen wies die Immunfluoreszenz ein fein gesprenkeltes Muster auf, wobei die Nukleoli

ausgespart blieben (Abbildung 10, links). Die DNA wurde mit DAPI gefarbt, um kompaktes

MCF-7 Zellen NIH-3T3-Zellen

Anti-MeCP2

DAPI

Abbildung 10: Vergleich der Lokalisation von MeCP2 und der DNA in humanen und murinen
Zellen. MCF-7- und NIH-3T3-Zellen wurden mit Anti-MeCP2-IgG (Upstate) und Rhodamin
Red-konjugiertem Anti-Kaninchen-IgG (Molecular Probes) inkubiert. Die DNA-Férbung wurde
mit DAPI (Sigma) durchgefiihrt.

Heterochromatin zu detektieren. DAPI ist ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der in
kompaktem Heterochromatin heller fluoresziert als in lockerer gepacktem Chromatin. Die DAPI-
Féarbung zeigte Schalen von Heterochromatin um die Nukleoli herum. Die Verteilung von
hMeCP2 wies hingegen keine dhnliche Lokalisierung des Proteins um die Nukleoli herum auf.
Folglich scheint MeCP2 im Heterochromatin von MCF-7-Zellen nicht akkumuliert vorzuliegen,
obwohl diese Bereiche stark methyliert sind. Murine Zellkerne wiesen hingegen akkumulierte
Fluoreszenzbereiche auf (Abbildung 10, rechts), in denen MeCP2 konzentriert vorlag. Diese
Bereiche hoben sich deutlich vom Hintergrund ab, der homogen und fein gesprenkelt gefarbt
war, dhnlich dem Muster in humanen Zellkernen. Die Nukleoli blieben ausgespart. Die DAPI-
Féarbung zeigte eine Fluoreszenzverteilung, die der der MeCP2-Fluoreszenzverteilung glich. Mit
DAPI wurden in murinen Zellkernen ebenfalls akkumulierte Fluoreszenzbereiche detektiert, die

exakt mit denen der MeCP2-Firbung iibereinstimmten. Bei Mauszellen liegt MeCP2 demnach in
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centromeren Heterochromatin akkumuliert vor. Diese Akkumulationen stellen wahrscheinlich
Bereiche stark methylierter Maus-Satelliten-DNA dar, die von MeCP2 gebunden werden, wie
zuvor von Lewis et al. (1992) beschrieben. Das Heterochromatin humaner MCF-7-Zellen bildet
Schalen um die Nukleoli. Dort wurde keine Akkumulation von MeCP2 detektiert. MeCP2 bindet
also nicht an das Heterochromatin. Hier zeigt sich ein Unterschied zwischen Mensch und Maus.
MeCP2 erkennt folglich beim Menschen nur eine spezifische Untergruppe methylierter DNA-

Sequenzen oder nicht nur methylierte DNA.

3.3 Chromatin-immunprazipitation (ChlP) von MeCP2

3.3.1 Studien zur Vernetzung von MeCP2 und DNA

3.3.11 Studien mit cis-Platin

Es wurde zunichst cis-Platin als Crosslink-Reagenz eingesetzt, weil MeCP2 als Matrix-
bindendes Protein beschrieben wurde und mit cis-Platin bereits mehrere Matrix-bindende
Proteine erfolgreich untersucht wurden. Fiir das Crosslink-Reagenz cis-Platin  wurde
beschrieben, dass es insbesondere nicht-Histon-Proteine mit der DNA komplexiert und daher ein
relativ spezifischer Crosslinker ist (Wedrychowski et al., 1986). Cis-Platin wird in der
Chemotherapie wegen seiner iiberragenden Antitumoraktivitét seit Jahren eingesetzt, und seine
Zytotoxizitit fiir Zellen ist bekannt. Daher wurden zunichst Zytotoxizititsstudien an zwei
verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt. Bei der einen Zellline handelt es sich um eine humane
Mammacarcinoma Zellline (MCF-7), bei der anderen um eine Fibroblastenzelllinie aus Huhn
(Tasp-7). Die Zytotoxizititsstudien wurden sowohl zeit- als auch konzentrationsabhingig
durchgefiihrt. Cis-Platin wurde in Konzentrationen von 100 pM bis 1000 uM eingesetzt, die
Inkubation erfolgte fiir 30 Minuten bis maximal 6 Stunden. Die Uberlebensrate der Zellen wurde
einerseits mit einem automatischen Zellzéhler (Coulter Counter), andererseits nach Trypanblau-
Féarbung durch Zellzdhlung am Mikroskop bestimmt. Bei der letzteren Methode wurde das
Verhiltnis von lebenden zu toten Zellen ermittelt. Das Inkubationsmedium wurde Chlorid- und
Phosphat-arm gewihlt, da diese beiden Anionen die Aktivitit von cis-Platin stark negativ
beeinflussen. Als Inkubationsoptimum wurde eine moglichst hohe cis-Platin-Konzentration
angestrebt, bei gleichzeitiger Uberlebensrate von mindestens 50 %. Es zeigte sich, dass die als

aggressiv bekannten Brustkrebszellen (MCF-7) wesentlich robuster gegeniiber Behandlung mit
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cis-Platin waren als die Hiihnerfibroblasten (Tasp-7). So konnte fiir die Zelllinie MCF-7 ein
Inkubationsoptimum von 1000 pM cis-Platin fiir 120 Minuten und fiir die Zelllinie Tasp-7 ein
Optimum von 500 uM cis-Platin fiir 90 Minuten festgestellt werden.

Nach Inkubation der Zellen mit den ermittelten optimalen Bedingungen wurden die Tasp-7-
Zellen parallel mit und ohne cis-Platin inkubiert, anschlieBend pelletiert und lysiert. Um die
DNA zu fragmentieren, wurden die Zelllysate sonifiziert. Die derart behandelten Lysate wurden
mittels Hydroxylapatit in drei Fraktionen separiert. Die erste Fraktion (Uberstand 1) enthilt
simtliche nicht an DNA gebundene Proteine sowie RNA. Die zweite Fraktion (Uberstand 2)
enthélt alle an DNA gebundene Proteine. Die Verbindungen zwischen DNA und Protein wurde
durch den Einsatz von Thioharnstoff geldst. Die letzte Fraktion (Uberstand 3) enthiilt schlieBlich
die vom Hydroxylapatit geloste DNA. Die Proteine, RNA und DNA lagen jeweils in

hochmolaren Salzpuffern vor, so dass sie zunichst gegen Wasser dialysiert wurden.

Kontrolle cis-Platin
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Abbildung 11: Westernblot cis-Platin-inkubierter Tasp-7-Zellen. Tasp-7-Zellen wurden mit oder
ohne cis-Platin (Kontrolle) inkubiert, aufgereinigt und fraktioniert von einer
Hydroxylapatitmatrix eluiert. In den Spuren 1 und 4 sind die Uberstinde 1, die RNA und
unvernetzte Proteine enthalten, in den Spuren 2 und 5 die Uberstinde 2, die vernetzte Proteine
enthalten, in den Spuren 3 und 6 die DNA-enthaltenden Uberstiinde 3 und in Spur 7 FPLC-
gereinigtes ARBP aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Anti-cMeCP2-Antikorpern aus Ratte,
sekunddrem HRP-konjugiertem Anti-Ratten-IgG aus Ziege und dem ECL-System.
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AnschlieBend wurden die Fraktionen lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden in SDS-Ladepuffer
gelost und die enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf
Nitrozellulosemembranen geblottet, anschlieBend entweder einer Westernblot-Detektion
(Abbildung 11) oder einer Southwestern-Detektion (Abbildung 12) unterzogen. In den
Uberstinden 1 (Spuren 1 und 4) wurde unvernetztes ARBP stark detektiert. Im direkten
Vergleich ist kein quantitativer Unterschied zwischen den Uberstinden 1 unvernetzter
Kontrollzellen (Spur 1) und cis-Platin-inkubierter Zellen (Spur 4) sichtbar. Der aus unvernetzten
Kontrollzellen stammende Uberstand 2 zeigt erwartungsgemilB keine ARBP-Bande (Spur 2).
Doch auch der Uberstand 2 cis-Platin-vernetzter Zellen (Spur 5) enthielt keine ARBP-Bande,
obwohl in dieser Fraktion die vernetzten ARBP-Proteine zu erwarten waren. In den DNA-

haltigen Uberstinden 3 (Spuren 3 und 6) wurden ebenfalls keine ARBP-Banden detektiert. Als
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Abbildung 12: Southwesternblot cis-Platin-inkubierter Tasp-7-Zellen. Tasp-7-Zellen wurden mit
oder ohne cis-Platin (Kontrolle) inkubiert, aufgereinigt und fraktioniert von einer
Hydroxylapatitmatrix eluiert. In den Spuren 1 und 4 sind die Uberstinde 1, die RNA und
unvernetzte Proteine enthalten, in den Spuren 2 und 5 die Uberstinde 2, die vernetzte Proteine
enthalten, in den Spuren 3 und 6 die DNA-enthaltenden Uberstinde 3 und in Spur 7 FPLC-
gereinigtes ARBP aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit einer o-*2P radioaktiv-markierten H1-
Haell-Sonde und anschlieBender Autoradiographie.
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Blotkontrolle wurde FPLC-gereinigtes ARBP (Spur 7) aufgetragen. Die Southwesternblot-
Analyse erfolgte mit einer radioaktiv-markierten H1-Haell-Sonde, die eine Matrix-Anheftungs-
Region enthdlt und daher das Matrix-assoziierte Protein MeCP2 detektieren kann. Im
Southwesternblot wurde ARBP nur in den Uberstinden 1 detektiert, die unvernetztes Protein
enthalten (Spuren 1 und 4). Der Uberstand 1 aus unvernetzten Zellen (Spur 1) wies jedoch ein
wesentlich stirkeres ARBP-Signal auf als der Uberstand 1 der cis-Platin-inkubierten Zellen
(Spur 4). Der Uberstand 2 der unvernetzten Kontrollzellen zeigte erwartungsgemil keine
ARBP-Bande (Spur 2). Gleiches gilt jedoch auch fiir den Uberstand 2 der cis-Platin-vernetzten
Zellen (Spur 5), obwohl in dieser Fraktion vernetztes ARBP vorliegen sollte. Die DNA-haltigen
Uberstéinde 3 (Spuren 3 und 6) zeigten keine ARBP-Banden. Der Proteinstandard aus FPLC-
gereinigtem ARBP (Spur 7) zeigt nur sehr schwach die Groe des ARBP an.

Im Southwesternblot wurde deutlich, dass die Behandlung mit cis-Platin zu einem Verlust an
freiem ARBP im Uberstand 1 fiihrt. Die fehlende Proteinmenge hiitte eigentlich im Uberstand 2
detektierbar sein miissen, da hier die vernetzten Protein erscheinen. Es wurde keine Vernetzung
von MeCP2 mit der DNA nachgewiesen. Weder im Western- noch im Southwesternblot wurde
MeCP2 im Uberstand 2 detektiert. Hieraus folgt, dass der Crosslink zwischen MeCP2 und DNA
unterhalb des Detektionslimits lag oder nicht stattfand. Das Crossl/ink-Reagenz cis-Platin erwies
sich somit als ungeeignet fiir die Verbindung von DNA mit dem hier untersuchten Protein

MeCP2.

3.3.1.2 Vernetzung mit Formaldehyd

Als weiteres Crosslink-Reagenz kam Formaldehyd in Frage. Es vernetzt sowohl DNA und
Proteine als auch nur DNA oder nur Proteine untereinander. In der Literatur werden Crosslink-
Zeiten von vier Minuten bis vier Tagen beschrieben (Gohring und Fackelmayer, 1997; Orlando
et al., 1997; Solomon et al., 1988). Daher wurde die Rate der Vernetzung von MeCP2 mit DNA
in Abhingigkeit von der Inkubationszeit untersucht. MCF-7-Zellen wurden mit
1 % Formaldehyd im Zellkulturmedium bis zu zwei Tage lang inkubiert. Nach unterschiedlichen
Zeitintervallen wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Proteine der Lysate wurden mit SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieBend im Westernblot auf ihren relativen MeCP2-Gehalt

untersucht. Im Westernblot zeigte sich bereits nach fiinf Minuten eine sehr schnelle Abnahme
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Abbildung 13: Kinetik der Crosslink-Reaktion. A: MCF-7-Zellen wurden nicht behandelt
(Spuren 1) bzw. mit 1 % Formaldehyd fiir 5 bis 60 min (Spuren 2 bis 8) inkubiert. Die Zellen
wurden lysiert und deren Proteine im Westernblot mit Anti-MeCP2-IgY detektiert.
B: Quantifizierung der gezeigten Westernblots mit Hilfe von SigmaPlot. Die Signale
unbehandelter MCF-7-Zellen wurden jeweils als 100 % MeCP2-Menge definiert. Es wurde die
MeCP2-Menge in % in Abhédngigkeit der Inkubationsdauer dargestellt. Die aufgetragenen Daten
reprasentieren zwei unabhingige Experimente (1 und 2).

des unvernetzten MeCP2 (Abbildung 13 A, Spuren 1 und 2). Mit DNA vernetztes MeCP2 kann
nicht in SDS-Polyacrylamid-Gele einwandern, daher wurde davon ausgegangen, dass die
Vernetzung von MeCP2 mit DNA bereits nach fiinf Minuten fast komplett war. Nach zehn bis
60 Minuten war MeCP2 nur noch schwach detektierbar (Spuren 3 bis 8). Nach zwei Tagen war
MeCP2 kaum mehr nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Um die Vernetzung von MeCP2 mit
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DNA in MCF-7-Zellen zu quantifizieren, wurden die Westernblots digitalisiert. Die einzelnen
Bandenintensitidten wurden mit SigmaPlot analysiert und jeweils auf die Intensitidt des MeCP2-
Signals unbehandelter MCF-7-Zellen normiert (Abbildung 13B). In zwei Experimenten wurde
eine schnelle Abnahme des freien MeCP2 deutlich, so dass bereits nach fiinfminiitiger
Inkubation mit 1 % Formaldehyd 98 % (Experiment 1) und iiber 99 % (Experiment 2) des
MeCP2 vernetzt waren. Lingere Inkubationszeiten bis zu 60 Minuten fiithrten kaum zu stérkerer
Vernetzung von MeCP2. Um die Revertierungsreaktion nicht zu sehr zu ,,belasten”, wurde die
Inkubation mit Formaldehyd kiinftig auf fiinf Minuten begrenzt. MCF-7-Zellen wurden fiinf
Minuten mit 1 % Formaldehyd inkubiert, die vernetzten Zellkerne prépariert, freie Proteine mit
1 M NaCl extrahiert und die Kerne durch 2 % Sarcosyl in 0,1 M NaCl lysiert. Die Losung wurde
kurz sonifiziert und durch Zentrifugation in einem Céasiumchlorid-
Gleichgewichtsdichtegradienten aufgetrennt. Protein bandet bei einer Dichte von 1,2 g/ml, DNA-
Protein-Komplexe bei ca. 1,4 g/ml und DNA bei 1,55 g/ml, daher ist eine Trennung gut moglich.
Die DNA war vor der Vernetzung mit Formaldehyd durch 24-stiindigen Einbau von
radioaktivem [Methyl-"H]Thymidin markiert worden. Nach der Fraktionierung des CsCl-
Gradienten wurde der relative DNA-Gehalt der einzelnen Fraktionen im Szintillationszahler und

der relative MeCP2-Gehalt im Westernblot gemessen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Dichtegradientenzentrifugation von Formaldehyd-vernetztem Chromatin. Von
Formaldehyd-inkubierten MCF-7-Zellen wurden Kerne prépariert, lysiert und DNA-Protein-
Komplexe {iiber einen CsCl-Dichtegradienten gereinigt. Der Gradient wurde von oben
fraktioniert. Die Dichte (®) wurde refraktrometrisch gemessen. Der MeCP2-Gehalt (m) wurde
aus Westernblots mit Hilfe des Programms SigmaPlot ermittelt, der DNA-Gehalt (A) durch
Fliissigszintillationszdhlung gemessen.
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Nach thermischer Reversion der Formaldehydvernetzung wurde MeCP2 in den Fraktionen fiinf
bis zwolf gefunden. Das detektierte MeCP2 kann nur von DNA-Protein-Komplexen stammen, da
ungebundene Proteine zuvor entfernt wurden. Der MeCP2-Gehalt stieg bis zur Fraktion 11 bei
einer Dichte von ca. 1,4 g/ml an, um im weiteren Verlauf des Gradienten stark abzunehmen. Bei
dieser Dichte war in den priparativen Gradienten eine gallertartige Scheibe sichtbar, die aus
konzentrierten DNA-Protein-Komplexen besteht. Da sich die Dichte der MeCP2-DNA-
Komplexe je nach DNA-Protein-Verhiltnis unterscheidet, wurde MeCP2 auch in Fraktionen
geringerer Dichte nachgewiesen. Die DNA-Menge stieg ab Fraktion 6 an, erreichte ein
Maximum in den Fraktionen 9 und 10, um sodann kontinuierlich abzunehmen. Im Dichtebereich
von 1,5 bis 1,7 g/ml lagen in den Fraktionen 15 bis 21 geringe Mengen freier DNA vor. Fiir die
Chromatin-Immunprézipitation wurde die Fraktion 11 ausgewihlt, die die gallertartige Scheibe
umfasste und in der sowohl der Gehalt an MeCP2 als auch der an DNA hoch war. Die Scheibe
wurde in TE durch Sonifikation geldst, unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation
abgetrennt. Der klare Uberstand dieser Zentrifugation wird im Folgenden Crosslink-Fraktion

genannt.

3.3.2 Immunprazipitation

Die Immunprizipitation von MeCP2-DNA-Komplexen wurde mit einem polyklonalen
Antikorper aus Kaninchen (Upstate) durchgefiihrt. Der selbst hergestellte Antikdrper aus Huhn
lieB3 sich nicht an eine Matrix koppeln (siehe 3.1.1) und konnte daher fiir die Immunprazipitation
nicht eingesetzt werden. Fiir die Immunprézipitation von DNA-MeCP2-Komplexen wurde die
mit Lachssperma-DNA/Protein-A-Agarose vorgereinigte Crosslink-Fraktion eingesetzt. Nach
Waschen und Eluieren der immunprézipitierten DNA-Protein-Komplexe wurde die Vernetzung

zwischen DNA und Protein durch thermische Behandlung revertiert (Solomon und Varshavsky,

1985).

Um die Effizienz und Spezifitiat der Immunprézipitation zu analysieren, wurden die Prézipitate
sowie deren Uberstinde auf ihren MeCP2-Gehalt untersucht. Die Proteine wurde durch eine
Phenol-Extraktion von der DNA getrennt, mit Aceton aus der organischen Phase prézipitiert
(Kuo und Allis, 1999) und im Westernblot analysiert. Die Immunprézipitation wurde zur
Kontrolle auch mit einem unspezifischen Antikdrper (IgG) aus Kaninchen oder einem Anti-Sp1-

Antikorper anstelle des Anti-MeCP2-Antikérpers durchgefiihrt. Die entsprechenden
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Immunprizipitate bzw. Uberstinde wurden analog aufgearbeitet und ebenfalls im Westernblot
analysiert. Zusétzlich wurde die Crosslink-Fraktion (Input) und ein Totallysat aus vernetzten

MCF-7-Zellen aufgetragen (Abbildung 15).
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Abbildung 15A: Effizienz und Spezifitit der Chromatin-Immunprézipitation. In Spur 1 sind
Formaldehyd-vernetzte MCEF-7-Zellen, in Spur 2 die Crosslink-Fraktion als Input der
Immunpréazipitation, in Spur 3 die Proteine des Anti-MeCP2-Prézipitats, in Spur 5 die Proteine
des unspezifischen IgG-Préizipitats und in Spur 7 die Proteine des Anti-Spl-Préizipitats
aufgetragen. In den Spuren 4, 6 und 8 sind die Uberstéinde der jeweiligen Immunprizipitation
aufgetragen. Die Detektion des Westernblots 17A erfolgte mit Anti-MeCP2-Antikorpern, die des
Westernblots 17B mit Anti-Sp1-Antikoérpern, HRP-konjugiertem sekunddrem Antikorper und
dem ECL-System.

Die mit dem Anti-MeCP2-Antikorper erzeugten Immunprézipitate (Spur 3) wiesen eine starke
Anreicherung von MeCP2 bei 79 kDa auf (Abbildung 15A). In demselben Bereich wurde
MeCP2 in der Crosslink-Fraktion (Input, Spur 2) und in den vernetzten Zellen (Spur 1)
detektiert. Im Uberstand des Anti-MeCP2-Prizipitats (Spur 4) wurde nur eine sehr geringe
Menge MeCP2 detektiert. Der Anti-MeCP2-Antikorper detektiert das C-terminale Epitop der
Aminosduren 465 bis 478. Dieses Epitop steht also trotz Formaldehydvernetzung bei der
Chromatin-Immunprézipitation {liberwiegend zur Verfiigung. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass es fiir den Antikorper unzugéingliche C-terminale Epitope gibt.

Solche Epitope konnen naturgemilBl nicht prézipitiert werden. Erst nach der Reversion der
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Vernetzung wiirden diese wieder zuginglich und dann im Uberstand detektierbar. Der
verwendete Antikorper ist ein polyklonaler, der unterschiedliche Affinititen zu MeCP2
aufweisen kann. Dies konnte ein weiterer Grund fiir die nicht ganz quantitative Chromatin-
Immunprézipitation von MeCP2 sein. Der Vergleich von Spur 3 mit Spur 4 zeigt, dass die
Chromatin-Immunprézipitation von MeCP2 sehr effizient war. Nach Immunprézipitation mit
einem unspezifischen Antikorper (IgG) (Spur 5) bzw. mit Anti-Spl-Antikdrpern (Spur 7) wurde
im Prézipitat erwartungsgemifl kein MeCP2 detektiert. MeCP2 befindet sich bei diesen
Immunprizipitationen im Uberstand, dementsprechend wurden in den entsprechenden
Spuren (6 und 8) starke Banden bei 79 kDa nachgewiesen. Dies zeigt, dass die
Immunprézipitation eine hohe Spezifitit aufwies. Die hoher molekularen Banden in Spur 3 und 5
sowie die niedermolekularen Banden um 50 kDa in den Spuren 3 bis 6 sind wahrscheinlich

Antikdrperbanden der fiir die Immunprézipitation eingesetzten Antikorper.

Zur Kontrolle, ob die ChIP mit Anti-Spl-Antikorpern ebenfalls funktioniert, wurden die
Westernblots auch mit Anti-Spl-Antikorpern detektiert (Abbildung 15 B). Das mit dem Anti-
Spl1-Antikorper erzeugte Prazipitat zeigt auf der Hohe von 95 und 106 kDa schwache Spl-
Banden (Spur 7). In dem dazugehérigen Uberstand wurden keine Sp1-Banden detektiert. In dem
Anti-MeCP2-Immunprézipitat (Spur 3) und dem Immunprézipitat des unspezifischen
Antikorpers (IgG) (Spur 5) wurde kein Spl nachgewiesen. In den Uberstinden der beiden
Immunprézipitationen (Spuren 4 und 6) wurde Spl allerdings auch nicht detektiert. Das Lysat
vernetzter Zellen (Spur 1) und die Crosslink-Fraktion (Input, Spur 2) zeigten auf der Héhe von
95 und 106 kDa nur schwache Spl-Doppelbanden. Diese schwache Detektion von Spl in der
Crosslink-Fraktion zeigt, dass Spl in Zellen wesentlich seltener vorkommt als MeCP2, und es
daher nur akkumuliert nach der Immunprizipitation (Spur 7) nachweisbar ist. Im Uberstand
liegen die Proteine sehr viel verdiinnter als im Input vor, so dass bei der Acetonprézipitation
moglicherweise Protein verloren geht. Durch die alleinige Detektion von Spl in dem
entsprechenden Immunprézipitat (Spur 7) wurde die Kontrolle dennoch als positiv bewertet. Die
fehlenden Sp1-Banden im Uberstand der Chromatin-Immunprizipitation mit Anti-MeCP2- und
mit unspezifischem Antikdrper waren offensichtlich auf ein Quantitatsproblem zuriickzufiihren.
Das belegte auch eine einfache Immunprézipitation von MCF-7-Totallysaten im Vergleich zur
Chromatin-Immunprézipitation aus der Crosslink-Fraktion. Unter den gegebenen Bedingungen

liessen sich sowohl MeCP2 als auch Sp1 prézipitieren (Daten nicht gezeigt).
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Die immunprézipitierte DNA wurde nach Trennung von den Proteinen mittels
Ethanolprézipitation aus der wéssrigen Phase pelletiert (Kuo und Allis, 1999). Diese mehrfach
sonifizierte DNA hatte keine definierten Enden, die leicht klonierbar gewesen wiren. Daher
wurde hier die Eigenschaft der Taq-Polymerase ausgenutzt, an 3’-Enden ein Adeninnukleotid
anzuhdngen. Dadurch wurden definierte klonierbare DNA-Enden erzeugt. Die mit Tag-
Polymerase inkubierten DNA-Fragmente wurden in den 7/4-Cloning-Vektor pGEM-T easy
kloniert, der wiederum 3’-Thyminiiberhdnge bietet. Der Ligationsansatz wurde in chemisch-
kompetente E. coli Zellen des Stammes DHI10B transformiert. Der gewdhlte E. coli Stamm
musste moglichst tolerant gegeniiber putativen Zielsequenzen von MeCP2 sein. Der E. coli
Stamm DH10B wurde gewdhlt, da er fiir die Klonierung repetitiver und GC-reicher Sequenzen
und fiir die Blau-Weil3-Selektion geeignet ist (Woodcock et al., 1989). Die transformierten
E. coli wurden auf LBamp-Platten mit IPTG/X-Gal inkubiert. Kolonien, die ein Insert im
Plasmid enthielten, blieben weil3. Optisch positive Kolonien wurden mittels PCR-Screening auf
tatsdchlich vorhandene Plasmidinserts untersucht. Falsch positive Kolonien, in denen das
Plasmid ohne Einbau eines Inserts ligiert wurde, ergaben ein PCR-Produkt von 177 bp. Sobald
ein PCR-Produkt im Agarosegel eine Linge von mehr als 177 bp aufwies, galt diese Kolonie als
positiv (Abbildung 16). Mit den positiven Klonen wurden DNA-Prédparationen im kleinen
Malfstab durchgefiihrt und diese mit EcoRI-Restriktionsanalysen erneut auf enthaltene Inserts
untersucht. War diese Kontrolle ebenfalls positiv, wurde eine Praparation von Plasmid-DNA fiir

die Sequenzierung durchgefiihrt und diese anschliefend sequenziert.

PCR-Produkte von Bakterienklonen
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Abbildung 16: PCR-Analyse ausgewihlter Bakterienklone: DNA-Fragmente einer ChIP von
MeCP2 wurden in den 7/4-Cloning-Vektor pGEM-T easy ligiert und in E. coli transformiert. Die
MCS des Vektors wurde mit T7- und SP6-Primern amplifiziert.
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3.4 Analyse sequenzierter Klone

Es ist bekannt, dass MeCP2 ein Repressor ist, der an methylierte DNA bindet. Bislang war
jedoch unklar, welche Zielsequenzen MeCP2 in vivo bindet bzw. welche Gene durch MeCP2
negativ reguliert werden. Die Chromatin-Immunprazipitation mit Anti-MeCP2-Antikérpern
lieferte eine Bibliothek, die mit MeCP2-gebundenen Sequenzen angereichert war. Von dieser
Bibliothek wurden 155 Klone mit einer Gesamtlinge von knapp 61 Kb sequenziert (siche
Tabelle 6 und sieche Abschnitt 3.5, Tabelle 11). Die sequenzierten Klone wiesen eine
durchschnittliche Fragmentldnge von 393 Bp bei einer Varianz von 35 bis 1346 Bp auf. Zunéchst
wurde die Anzahl an CpG-Stellen in den sequenzierten Klonen untersucht. Es wurde festgestellt,
dass 141 Klone (91 %) mindestens eine CpG-Stelle enthielten (Tabelle 6). Damit war ein in vitro
bereits definiertes Ziel von MeCP2, methylierte CpG-Stellen, in einem groflen Teil der Klone
vorhanden. Die bakterielle Klonierung der DNA-Fragmente fiihrt jedoch zum Verlust der
Methylierung. In den sequenzierten Klonen waren 2,52 % aller Dinukleotide CpGs, im humanen
Genom ist dieses Dinukleotid hingegen unterreprésentiert und nur mit einer Haufigkeit von etwa

0,8 % vorhanden (Lander et al., 2001).

Anzahl sequenzierter Klone 155
Fragmentlinge | Gesamt 60.958 bp
Durchschnitt 393 bp (35 bis 1346 bp)
CpG-Stellen Anzahl der Klone mit CpG-Stelle(n) 141 (91,0 %)
CpG-Dichte (16213615 gg (/:;OGO/blp 00 bp)
GC-Gehalt Durchschnitt 43,1 % (29,3 bis 63,6 %)
Anzahl der Klone tiber 41 %" 93 (60,0 %)
Anzahl der Klone unter 41 %* 62 (40,0 %)
Anzahl von Klonen mit repetitiven Elementen 94 (60,6 %)
Anzahl der im humanen Genom lokalisierten Klone 117 (75,5 %)
Anzahl intergenisch lokalisierter Klone 83 (53,5 %)
Anzahl intragenisch lokalisierter Klone 34 (21,9 %)

41 % ist der durchschnittliche GC-Gehalt des humanen Genoms (Lander et al., 2001)
Tabelle 6: Allgemeine Charakteristika sequenzierter Klone.

Weiterhin wurde der GC-Gehalt der klonierten Fragmente bestimmt. Der durchschnittliche GC-
Gehalt der 155 sequenzierten Klone lag bei 43,1 %. In Abbildung 17 wurde die Anzahl der
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Klone gegen den GC-Gehalt aufgetragen. Im humanen Genom liegt der durchschnittlichen GC-
Gehalt bei 41 % (Lander et al., 2001). 62 Klone verfiigen iiber einen GC-Gehalt unterhalb des
humanen Durchschnittswertes, 93 Klone einen GC-Gehalt oberhalb dessen (Tabelle 6). In der

Verteilung der sequenzierten Klone zeigte sich ein Trend zu GC-reichen Fragmenten.

12

Anzahl der Klone
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Abbildung 17: Histogramm des GC-Gehaltes der sequenzierten Klone.

In 94 Klonen (60,6 %) wurden repetitive Elemente mit dem RepeatMasker Programm
(http://repeatmasker.genome.washington.edu) detektiert. Diese Klone werden im Folgenden
eingehender betrachtet. Es wurden 117 Klone (75,5 %) im humanen Genom lokalisiert. Die
weiteren Klone konnten aufgrund ihres groflen Anteils repetitiver Sequenzen oder da sie zu kurz
waren nicht im humanen Genom lokalisiert werden. Von den lokalisierten Klonen wurden
83 (53,5 %) intergenisch und 34 (21,9 %) intragenisch im Genom detektiert. Auch diese Klone

werden nachfolgend detailliert analysiert.

3.4.1 Klassifizierung und Anteile repetitiver Elemente in sequenzierten

Klonen

Uber 90 % der 5°-Methylcytosine im humanen Genom liegen in Retrotransposons, ein kleiner
Prozentsatz findet sich in Satelliten-DNA, noch weniger in Exons und regulatorischen
Sequenzen (Riggs und Porter, 1996; Stritling und Yu, 1999; Wade, 2001). Somit ist denkbar,
dass das abundante Kernprotein MeCP2 hauptsdchlich ein Repressor der zahlreichen

Retrotransposons ist und nur zweitrangig die Expression wirtseigener Gene negativ reguliert.
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Daher wurde untersucht, ob die Klone repetitive DNA-Elemente enthielten. Die sequenzierten
Klone wurden drei Klassen zugeordnet. Die Klasse I beinhaltet alle Klone ohne Transposons und
Satelliten-DNA. Die Klasse II umfasst Klone, die Transposons enthalten und die Klasse III
Klone mit a-Satelliten-DNA. Der ersten Klasse wurden 61 Klone (39,4 %) zugeordnet, die keine
repetitiven Elemente enthielten. Innerhalb der Klasse I wurden zwei Kategorien unterschieden:
diejenigen Klone, die einen iiberdurchschnittlichen GC-Gehalt aufwiesen (23,9 %) wurden der
Unterklasse IA zugeordnet, diejenigen, deren GC-Gehalt unter dem Schnitt des humanen
Genoms lag (15,5 %) der Unterklasse IB. Die Fragmente mit tiberdurchschnittlichem GC-Gehalt,
aber ohne repetitive Sequenzen konnten aufgrund ihres GC-Reichtums mdglicherweise zu CpG-
Inseln gehoren. Es wurden Klone, die eine hohe Dichte an CpG-Stellen aufwiesen darauthin
analysiert, ob sie Teil einer CpG-Insel sind. Zwei Klone wurden mit Hilfe der Ensembl-
Datenbank (www.ensembl.org) in bzw. an der Flanke von CpG-Inseln gefunden. Der Klon 76
liegt angrenzend zu einer CpG-Insel. Im humanen Genom wurde der Klon 76 im zweiten Exon
des PRAM-1 Proteins lokalisiert. Er ist daher kein Teil der vor dem PRAM-1-Gen liegenden
CpG-Insel. Der Klon 111 liegt 93 Kb von einem vorhergesagtem und 41 Kb von dem Gen fiir
das Oasis-Protein (BBF-2 Drosophila Homolog) und damit jeweils sehr weit entfernt. Da aber
CpG-Inseln Indikatoren fiir 5’-Enden von Genen sind (Cross und Bird, 1995), wurde nach ESTs
gesucht, die in der unmittelbaren Nédhe des Klons liegen. So wurde 1,1 Kb angrenzend zu dem
Klon 111 ein EST lokalisiert (ENS ESTG 00000010647). Dieses EST wurde noch nicht
charakterisiert. Dariiber hinaus wurde der Klon 154 als weiteres, ausgedehntes CpG-Cluster
identifiziert. Dieser Klon konnte jedoch nicht im Genom lokalisiert werden, so dass keine

Aussage tiber die genetische Umgebung des Klons moglich ist.

Die Fragmente der Unterklasse IB waren teilweise sehr AT-reich und konnten zu MAR-
Regionen gehdren. MAR-Sequenzen kniipfen die DNA an ein Kerngeriist aus Proteinen und
bilden dadurch DNA-Schleifen, die jeweils separate Doménen darstellen (Stief et al., 1989; Phi-
Van und Stratling, 1996). Es wurde noch keine MAR-Konsensussequenz gefunden, doch wurden
MAR-Sequenzen neben strukturellen Eigenschaften auch durch AT-Reichtum charakterisiert
(Boulikas, 1995). Da MeCP2 auch als MAR-bindendes Protein identifiziert wurde, wurden die
gefundenen AT-reichen Klone mit dem S/MAR-Test (Genomatix) und dem MAR-Wizl.5

(Futuresoft) auf mogliche MAR-Sequenzen untersucht. Dabei werden die Sequenzen hinsichtlich
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Klassifizierung sequenzierter Klone

Klasse Charakterisierung ﬁzh;ﬁl:rrét?:)
Klasse I Klone ohne Transposons und o-Satelliten DNA 61 (39,4 %)
IA GC-Gehalt iiber Durchschnitt von 41 % 37 (23,9 %)
IB GC-Gehalt unter Durchschnitt von 41 % 24 (15,5 %)
Klasse II Klone, die Transposons enthalten 92 (59,4 %)
IITA Klone, die SINE-Elemente enthalten 60 (38,7 %)
Klone, die Alu-Elemente enthalten 50 (32,3 %)
Alul 18 (11,6 %)
AluS 22 (14,2 %)
AluY 17 (11,0 %)
Klone, die MIR-Elemente enthalten 10 ( 6,5 %)
IIB Klone, die LINE-Elemente enthalten 28 (18,1 %)
LINE-1 19 (12,3 %)
LINE-2 8( 52%)
LINE-3 1( 0,7 %)
Inc Klone, die LTR-Retrotransposons enthalten 13 ( 8,4 %)
D Klone, die DNA-Transposons enthalten 11( 7,1 %)
Klasse III | Klone, die o-Satelliten-DNA enthalten 4( 2,6 %)

Tabelle 7: Klassifizierung der sequenzierten Klone. Die Untergruppen der Klasse II und die
Klasse III iiberlappen partiell miteinander, da manche Fragmente mehr als ein repetitives
Element enthalten.

verschiedener Kriterien bewertet. Zu diesen Kriterien z&hlen der Reichtum an TG- und AT-
Dinukleotiden, das Topoisomerase II-Muster, die Ahnlichkeit zu einer pflanzlichen MAR-
Konsensussequenz, der Startpunkt der Replikation, die ATC-Regel und die vorhergesagte
dreidimensionale Struktur der DNA, insbesondere die Kriimmung und der Knick. Es wurden
jeweils 2 Kb-Fragmente aus dem humanen Genom, die den zu untersuchenden Klon mittig
enthielten, mit den MAR-Suchmaschinen analysiert. Vier Klone (2, 49, 91 und 97) wurden so
identifiziert, die in oder angrenzend zu putativen MARs liegen. Die Klone 49 und 91 liegen mit
Teilen ihrer Sequenz in vorhergesagten MAR-Regionen. Die Klone 2 und 91 liegen nur wenige
100 Basenpaare von putativen MAR-Regionen entfernt. Da MAR-Regionen unzureichend
definiert sind, konnen MAR-Suchmaschinen nur ungefédhre Vorhersagen treffen. Genaue MAR-
Analysen konnen bisher nur experimentell durchgefiihrt werden. Die Klone 2, 49 und 91 sind
sehr AT-reich mit AT-Gehalten von 70 %, der Klon 97 ist mit 65 % etwas weniger AT-reich. Da

das MeCP2-Homologe des Huhns in vitro innerhalb der 5’-gelegenen MAR-Region des
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Hiihnerlysozymgens das Motiv 5’-GGTGT-3" flankiert mit AT-reichen Sequenzen bindet
(Buhrmeister et al., 1995), wurde untersucht, ob dieses Sequenzmotiv in den putativen MAR-
Klonen enthalten ist. Nur der Klon 91 enthdlt das beidseitig von AT-reichen Sequenzen
flankierte Motiv 5°-GGTGT-3". Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass dieser Klon Teil einer
MAR-Region ist.

Anteil repetitiver Elemente in sequenzierten Klonen

Lénge (bp) Anteil (%) Anteil am Genom (%)
Sequenzierte Klone (total) 60.958 (100)
Repetitive Elemente (total) 25.817 42,35 44,83
SINEs 10.370 17,01 13,14
Alu 9.082 14,90* 10,60
MIR 1.288 2,11 2,20
LINEs 7.489 12,29 20,42
LINE L1 5.042 8,27* 16,89
LINE L2 2.171 3,56 3,22
LINE L3 276 0,45 0,31
LTR-Elemente 2.987 4,90* 8,29
DNA-Elemente 1.574 2,58 2,84
o-Satelliten 1.823 2,99 -

* Statistisch signifikante Unterschiede (x>-Test: p < 0,00001) zwischen Anteil der Klone und dem im humanen Genom.

Tabelle 8: Anteil repetitiver Sequenzen der sequenzierten Klone verglichen mit dem des
humanen Genoms. Die Daten fiir das humane Genom stammen von Lander et al. (2001).

In die Klasse II wurden 92 Klone (59,4 %) eingeordnet, die Transposons enthielten (Tabelle 7).
In die Klasse III fielen 4 Klone (2,6 %) mit o-Satelliten-DNA (Tabelle 7). Der repetitive
Nukleotidanteil aller Klone wurde mit dem Anteil der repetitiven Elemente im humanen Genom
verglichen (Tabelle 8). Insgesamt ist der Anteil repetitiver Sequenzen in den sequenzierten

Klonen dhnlich gro wie im humanen Genom (42,4 % versus 44,8 %).

Bei der Einordnung der Klone in die verschiedenen Klassen repetitiver Elemente fiel auf, dass
60 Klone (38,7 %) Short Interspersed Nuclear Repeats (SINEs) enthielten, die die Klasse 1A
bilden (Tabelle 7). Diese Klasse setzt sich zusammen aus 50 Klonen (32,3 %) mit Alu-
Elementen und 10 Klonen (6,5 %) mit MIR-Elementen. Der Nukleotidanteil von Alu-Elementen
ist in der erstellten Bibliothek gegeniiber dem humanen Genom um 4,3 % erhoht (Tabelle 8).
Dieser Unterschied ist statistisch hoch signifikant (y*-Test: p < 0,00001). Der recht groBe Anteil

an Klonen mit Alu-Sequenzen ldsst vermuten, dass MeCP2 in vivo bevorzugt an genomische
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Alu-DNA bindet. Shiraishi et al. (1999b) haben in vitro gezeigt, dass eine derartige Préaferenz
besteht. So wurden unterschiedlich methylierte DNA-Fragmente oder fragmentierte genomische
DNA {iber eine Sdule mit immobilisierter, rekombinant hergestellter MBD von MeCP2
fraktioniert. Die anschlieBende Analyse mittels Southernblot und Alu-Sonden ergab, dass
Fragmente, die Alu-Sequenzen enthielten und stark methyliert waren, am besten gebunden
wurden. Der {iberwiegende Teil der von Shiraishi et al. (1999b) untersuchten Klone enthielt Alu-

Sequenzen (28 von 39).

Die Alu-Elemente werden nach evolutiondrem Alter in drei Subgruppen, AluY, AluS und AluJ
aufgeteilt. Von den 50 Klonen, die teilweise auch mehrere Alu-Elemente enthielten, wurden
17 (30 %) den AluY-Elementen und 40 (70 %) den AluJ- und AluS-Elementen zugeordnet. Im
humanen Genom zihlen etwa 83 % aller Alu-Elemente zu der Gruppe der AluJ- und AluS-,
17 % sind der jiingeren und noch aktiven Gruppe der AluY-Elemente zugeordnet (Roy-Engel et
al., 2001). Damit sind in der erstellten Bibliothek im Vergleich zum humanen Genom jiingere
AluY-Elemente angereichert. Die grofle Zahl von Klonen mit Alu-Elementen (32,3 %)
(Tabelle 7) und der groe Anteil an Alu-Sequenzen, der auf Nukleotidebene hoch signifikant
tiber dem Anteil im humanen Genom lag (Tabelle 8), deuten darauf hin, dass Alu-Sequenzen

offenbar ein wichtiges Ziel von MeCP2 sind.

In die Subklasse der Mammalian-wide Interspersed Repeats (MIRs) wurden zehn der
sequenzierten Klone (6,5 %) eingeordnet. Der Nukleotidanteil dieser Transposons innerhalb der
Bibliothek ist mit 2,1 % mit dem des humanen Genom (2,2 %) identisch (Tabelle 8). Bei den
MIRs handelt es sich um inaktive nicht-autonome Transposons, die frither mittels der LINE-2-

Maschinerie innerhalb des Genoms transponierten (Smit und Riggs, 1995).

Die groBite Klasse repetitiver Sequenzen im humanen Genom ist die Klasse der Long
Interspersed Nuclear Elements (LINEs). Sie gliedert sich in drei Unterklassen, bestehend aus
LINE-1, LINE-2 und LINE-3. Insgesamt enthielten 28 Klone (18,1 %) LINE-Sequenzen. Den
grofiten Anteil machten 19 Klone (12,3 %) mit Teilen von LINE-1-Sequenzen aus, nur acht
Klone (5,2 %) enthielten Teile von LINE-2-Sequenzen und nur ein einziger Klon (0,7 %) ein
Stiick einer LINE-3-Sequenz. Der Nukleotidanteil von LINE-1-Sequenzen ist in der Bibliothek
gegeniiber dem im humanen Genom etwa halbiert (8,28 % versus 16,89 %). Dieser Unterschied

ist statistisch hoch signifikant (y’~Test: p < 0,00001). Der Nukleotidanteil von LINE-2-
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Sequenzen in der Bibliothek betrigt 3,56 % und stimmt mit dem des humanen Genoms iiberein
(3,22 %) (Tabelle 8). Es wurden nur kurze Fragmente dlterer, nicht mehr aktiver LINE-Familien
in der erstellen Bibliothek detektiert. Es handelt sich dabei um fossile LINE-Fragmente ohne

Retrotranspositionsaktivitdt, vollstindige LINE-Elemente waren nicht dabei.

Um mogliche Bindungs-Priaferenzen von MeCP2 innerhalb der LINE-Sequenzen zu detektieren,
wurden alle in den sequenzierten Klonen gefundenen LINE-Fragmente mit Hilfe des
RepeatMasker Programms (http://repeatmasker.genome.washington.edu) einer bekannten LINE-
Konsensussequenz zugeordnet (Abbildung 18). Die LINE-Nomenklatur wurde von Smit et al.
(1995) iibernommen. Auf den Namen des repetitiven Elements (L1) folgt der Buchstabe, der die
Speziesspezifitit bestimmt. H steht fir Human, P fir Primat und M fiir Mammalian. Der
Buchstabe an vierter Position gibt eine weitere Unterteilung der Subfamilie basierend auf der
globalen 3’-UTR-Sequenzstruktur an. Subfamilien innerhalb dieser Gruppen werden
nummeriert, beginnend bei der Subfamilie, die zuletzt aktiv war. Einige Subfamilien werden
noch mit einem zusétzlichen kleinen Buchstaben charakterisiert, was darauf hinweist, dass die
jeweilige Subfamilie eine Verzweigung von der evolutiondren Hauptachse darstellt (Smit et al.,
1995). Es wurde festgestellt, dass in der Bibliothek LINE-Fragmente aus bestimmten Bereichen
der LINE-Konsensussequenz akkumuliert vorlagen. Der grofite Teil der sequenzierten LINE-1-
Fragmente konnte dem 3’-Bereich der Konsensussequenz zugeordnet werden. Vier dieser LINE-
1-Fragmente, die der Klone 86, 157, 80 und 113, enden mit vier bis sechs Adenosinen, dem
wahrscheinlichen Poly-A-Schwanz des Elements. Aufgrund des Target Primed Reverse
Transcription Mechanismus (TPRT) der LINE-Retrotransposition hybridisiert und inseriert
prinzipiell das 3’-Ende der LINE-RNA zuerst an die geschnittene chromosomale DNA. Bei
einem Abbruch der Retrotransposition ist daher die Wahrscheinlichkeit am gréften, dass das
3’-Ende eines LINE-Elements in das Genom integriert wird. So kam es wahrscheinlich zu einer
Akkumulation unvollstédndiger, 5’-trunkierter LINE-Kopien im humanen Genom, wie sie auch in
der erzeugten Bibliothek gefunden wurden. Ein Grofteil der sequenzierten LINE-1-Fragmente
wurde innerhalb der letzten 1.000 Basen des 3°-Bereichs zugeordnet. Drei der gefundenen LINE-
1- und fast alle LINE-2-Fragmente liegen im 5’-Bereich des zweiten offenen Leserahmens
(ORF2) der LINE-Konsensussequenz. Des Weiteren finden sich LINE-Fragmente nur dreier
Klone in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) der LINE-Konsensussequenz. Eigene

Analysen eines 0,5 Mb grolen Bereichs des Chromosoms 1 ergaben ebenfalls eine
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Clone LINE Position |5¢_[JTR
number family [bp]

73 L1P 4819-5002 =]
107 L1P 2432-2751 =

140 L1P 4931-5376 —

144 L1P4 5388-5796 _

18 LiM1 782-919 =]

86 LIMA7  5869-6291 .
17 LIM2 4961-5366 —

157 LIMA10 6174-6330 =]
151 L1M3c 46-184 =

51 LIMB3  5592-6181 —
114 L1M4 2616-2893 =

80 LIMC1  6185-6333 -
24 LIMC3  2304-2505 =

87 L1MC4a 5353-5398 1

148 LIMD2  5802-5924 B

86 L1MDa5 3297 1

86 L1MDa5 85-168 [ |

50 LIME1  5809-5915 -

50 LIME1  5832-5894 ]

113 LIME1  6007-6165 =]
83 LIME2  5397-5639 =

157 LIME2  5757-6027 ==
61 LIMEd4a 5833-5854 !

12 L2 2606-3224 =

16 L2 2673-2935 o |

27 L2 2995-3053 1

34 L2 2687-3157 =

34 L2 2614-2699 =]

34 L2 1701-1711

120 L2 3189-3241 |

136 L2 2951-3202 =

137 L2 2928-3197 =

149 L2 2947-3154 ] I IK_Ib
39 L3 652-927 =

Abbildung 18: Zuordnung der LINE-Fragmente (schwarze Balken) der Bibliothek zu einer
schematischen LINE-1-Konsensussequenz. Die LINE-Fragmente stammen aus den angegebenen
sequenzierten Klonen der Chromatin-Immunprézipitation mit Anti-MeCP2-Antikérpern. Die
GroBBe der korrespondierenden, im humanen Genom tatsdchlich vorliegenden LINE-Fragmente
ist mit grauen Balken dargestellt. Die LINE-1-Fragmente sind nach evolutiondrem Alter
aufgetragen. Die jeweilige Position der LINE-Fragmente innerhalb der Konsensussequenz ist
angegeben.

Verteilung 5’-trunkierter LINE-Fragmente. Es wurden jedoch mehr vollstindige 3’-Enden der
LINE-Fragmente gefunden. Die erstellte Bibliothek spiegelt somit nur teilweise die genomische

LINE-Verteilung wider. Eine Anreicherung bestimmter LINE-Fragmente ist nicht erkennbar.

Dartiiber hinaus wurden 13 Klone (8,4 %) gefunden, die Long Terminal Repeat-Retrotransposons
(LTR) enthielten (Klasse II C, Tabelle 7). Der Nukleotidanteil von LTR-Retrotransposons ist in
der Bibliothek gegeniiber dem des humanen Genoms fast halbiert (4,9 % versus 8,3 %; Tabelle
8). Dieser Unterschied ist statistisch hoch signifikant (y*~Test: p < 0,00001). Die Bibliothek
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umfasst zehn Klone (6,5 %), die nur Long Terminal Repeats ohne kodierende Sequenz und drei
Klone (1,9 %), die Fragmente kodierender Sequenz enthielten. LTR-Retrotransposons des
humanen Genoms werden als Fossile betrachtet, da sie meist nur noch aus Long Terminal

Repeats ohne kodierende Sequenz bestehen.

In elf Klonen (7,1 %) wurden Sequenzen von DNA-Transposons gefunden (Klasse II D,
Tabelle 7). Die DNA-Transposons haben in der Bibliothek einen dhnlichen Nukleotidanteil
(2,58 %) wie im humanen Genom (2,84 %) (Tabelle 8). DNA-Transposons sind im humanen
Genom nicht mehr aktiv. Sie sind ebenfalls nur noch fossile DNA-Fragmente, die ihre
Transpositionskompetenz verloren haben. Diese Sequenzklasse ist in der erstellten Bibliothek

nicht angereichert.

Der Klasse III wurden vier Klone (2,6 %) mit o-Satelliten-DNA zugeordnet (Tabelle 7). Die
Bibliothek enthélt damit 2,99 % o-Satelliten-DNA (Tabelle 8), im humanen Genom ist der
Anteil an o-Satelliten-DNA noch unklar. o-Satelliten-DNA befindet sich in den Centromeren
humaner Chromosomen, ist hoch repetitiv und stark methyliert (Miniou et al., 1997). In
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Anti-MeCP2-Antikdrpern wurden diese
stark methylierten centromeren Bereiche nicht bevorzugt dekoriert. Da nur vier Klone
o-Satelliten-DNA enthielten, und die Immunfluoreszenzmikroskopie keine Hinweise auf
bevorzugte Lokalisation von MeCP2 in Centromerregionen gab, ist o-Satelliten-DNA mit hoher
Wahrscheinlichkeit kein Hauptziel von MeCP2. Interessanterweise wurden keine klassischen
Satelliten-DNAs in der Bibliothek gefunden. Sowohl die Chromatin-Immunprizipitation als
auch die Immunfluoreszenzmikroskopie (siche Abbildung 8) zeigten folglich keine Affinitdt von
MeCP2 zu klassischer Satelliten-DNA. Trotz starker Methylierung sind diese Sequenzen
offenbar kein Ziel von MeCP2 (Miller et al., 1974).

3.4.2 Quantifizierung prazipitierter Alu- und LINE-Sequenzen

Alu- und LINE-1-Sequenzen sind die beiden wichtigsten repetitiven Elemente, die in der
erstellten Bibliothek auftreten, da sie im humanen Genom noch aktiv sind. Um die Menge der
tatsdchlich im Immunprizipitat angereicherten Alu- und LINE-Sequenzen zu quantifizieren,
wurde eine Dotblot-Hybridisierung mit der DNA des Prazipitats durchgefiihrt. Eine derartige

Quantifizierung ist sinnvoll, um die Daten der erstellten Sequenzbibliothek zu stiitzen. Es
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wurden zwei Sonden zur Detektion der entsprechenden Sequenzen konstruiert. Fiir die
Quantifizierung von immunprézipitierter LINE-DNA wurde eine Sonde aus der
5’-untranslatierten Region des noch aktiven LINE-1-Elements (L.1.3) gewéhlt, da diese Region
eine potentielle Zielsequenz von MeCP2 darstellt. In dieser Region befindet sich der interne
RNA-Polymerase-II-Promotor in einer methylierten CpG-Insel (Woodcock et al., 1997). Die
Alu-Sonde umfasste fast die komplette AluSx-Sequenz ohne Poly-A-Sequenz. Jede Probe wurde
dreifach aufgetragen. Neben der DNA des Prizipitates und des Uberstandes der Priizipitation
wurde auch die DNA der Crosslink-Fraktion (Input) eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde
jeweils das Sonden-enthaltende Plasmid und genomische DNA von MCF-7-Zellen verwendet.
Da nur sehr wenig immunprézipitierte DNA zur Verfiigung stand, wurden alle verwendeten
DNA-Proben mit jeweils 1 pg Trager-DNA (Vektor-DNA: pGL3basic) versetzt, um Verluste an
GefilBwénden etc. gering zu halten. Als Negativkontrolle diente jeweils 1 pg der eingesetzten
Trager-DNA. Das mit einer AluSx-Sonde detektierte Autoradiogramm zeigte nur schwache
Signale bei den Dots der Crosslink-Fraktion (Input, Spur 2, Abbildung 19). Die Dots der
genomischen MCF-7-DNA (Spur 7) zeigten dagegen wesentlich stérkere Signale. Die Dots der
Crosslink-Fraktion enthielten bereits die 10fache Menge an DNA im Vergleich zu den Dots der
MCF-7-DNA. Daher war die Hybridisierung Formaldehyd-behandelter, revertierter DNA nicht
mit der Hybridisierung unbehandelter DNA vergleichbar. Die Dots der Immunprézipitate
(Spuren 3, 5) und deren Uberstinde (Spuren 4, 6) zeigten ebenfalls deutlich geringere
Hybridisierungssignale im Vergleich zu denen der MCF-7-DNA, obwohl sie die 10fache DNA-
Menge enthielten. Die weitere Positivkontrolle mit Alu-enthaltendem Plasmid zeigte ebenfalls
starkere Hybridisierungssignale (Spur 8) als all diejenigen DNA-Proben, die mit Formaldehyd
vernetzt worden waren (Spuren 2 bis 6). Die ,,raue” Behandlung der DNA von der Vernetzung
mit Formaldehyd bis zur thermischen Reversion fiihrt dazu, dass die Hybridisierung mit einer
DNA-Sonde nicht funktioniert und daher eine Quantifizierung nicht moglich ist. Die recht lange
thermische Reversion der Vernetzung von DNA und Protein kann zur Hydrolyse von einzelnen
Nukleotiden fithren. Mdoglicherweise werden einzelne Basen durch Schiff’sche Reaktion mit
Formaldehyd abgespalten, da Formaldehyd mit Zuckern zu Schiff’'schen Basen reagieren. In
beiden Fillen wire kein gegen eine Sonde hybridisierbarer vollstindiger DNA-Strang mehr
vorhanden. Klonierte DNA-Fragmente wurden demgegeniiber durch bakterielle DNA-

Reparaturenzyme wieder vervollstdndigt und daher sequenzierbar.



90

Ergebnisse
Alu-Sonde LINE-Sonde
B
IP1 P2 w0 IP1 IP2
| =11 =1 - | =11 =
—_ le)) —_ (e)] _ —_ [@)) —_ [@)) _
) 2 £ 2 5 2 8 3 g 5 2 5 2
3 o re) o re) L = 3 o re) o rs) w0
-— —_ Ye) ~ 0 ~ [ -— — Te) ~ Yo} ~
~ o T c ~ c < i ~ o = c ~ c <
s 25858 2¢ 52585 ¢88
o = . = =
g 8 2 ¢ ¥ § o = 3 & X ® X ©® K
(<] — © ™ © ™ w | ™ - i - e L w
6' 3 w %)) w 7)) (@) % (T')I 3. w 7)) w %)) O
2 £ o0 S5 o 35 = S 2 £ o S5 4o 35 =
. - s @ s P EEe 1
R R e ee
. * 9o e ¥
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 19: Hybridisierung immunprézipitierter DNA mit einer Alu- bzw. LINE-Sonde. Die
DNA des Inputs (Spuren 2 und 10), des Prézipitats (Spuren 3, 5, 11, 13) der Chromatin-
Immunpriizipitationen mit Anti-MeCP2-Antikoérpern und deren Uberstinde (Spuren 4, 6, 12, 14)
wurden analysiert. Pro Dot wurden 50 ng DNA mit 1 pg des Plasmids pGL3basic als Trager-
DNA cingesetzt. Die Negativkontrolle bestand aus 1 pg Triger-DNA (Spuren 1, 9), die
Hybridisierungskontrollen aus 5 ng genomischer DNA aus MCF-7-Zellen (Spuren 7, 15) und
jeweils 5 ng des Sonden-enthaltenden Plasmids (Spuren 8, 16), ebenfalls mit 1 pg Triager-DNA
versetzt. Die Hybridisierung wurde mit radioaktiv markierten Sonden gegen AluSx (Spuren 1 bis
8) und den 5’-untranslatierten Bereich von LINE-1.3 (Spuren 9 bis 16) durchgefiihrt. Die
Autoradiogramme stellen die Ergebnisse von jeweils zwei unabhdngigen Chromatin-
Immunprézipitationen (IP1 und IP2) dar.

Die Hybridisierung der LINE-Sonde mit der DNA der Crosslink-Fraktion (Input, Spur 10,
Abbildung 19) ergab ebenfalls fast keine Signale. Die Dots der genomischen MCF-7-DNA (Spur
15) zeigten dagegen schwache Signale im Autoradiogramm (Abbildung 19). Die ehemals
Formaldehyd-vernetzten Proben wurden erneut in 10fachem Uberschuss im Vergleich zur
genomischen MCF-7-DNA eingesetzt, dennoch wurden kaum Signale erkennbar (Spuren 11 bis
14). Nur die Positivkontrollen mit dem Sonden-enthaltenden Plasmid zeigten starke Signale
(Spur 16). Die sehr schwachen Signale der vormals mit Formaldehyd vernetzten DNA-Proben
sind vermutlich ebenfalls auf die ,,raue* Behandlung der DNA zuriickzufiihren. Auch hier macht
die Formaldehydbehandlung den Vergleich zu Kontroll-DNA unmdéglich. Die Quantifizierung

der repetitiven Elemente Alu und LINE durch einen Dotblot immunprézipitierter DNA war

daher nicht moglich.
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3.4.3 Einordnung sequenzierter Klone in das humane Genom

Um die jeweilige genetische Umgebung der einzelnen sequenzierten Klone zu analysieren,
wurde versucht, sdmtliche gefundene Fragmente in das humane Genom einzuordnen. Hierzu
wurde die Blast-Funktion der Ensembl-Datenbank (www.ensembl.org) verwendet. Von 155
Klonen wurden 117 in das humane Genom eingeordnet (siche 3.5, Tabelle 11, Stand 28.02.03).
Nur 34 Klone konnten nicht eingeordnet werden. Fiir diese Klone lagen teilweise mehrere gleich
wahrscheinliche Loci im Genom vor. Sie enthielten einen sehr hohen repetitiven Sequenzanteil

oder waren zu kurz.

Von den 117 auf chromosomaler Ebene lokalisierten Klonen waren 83 zwischen Genen
(intergenisch) und 34 in Genen (intragenisch) gelegen. Von MeCP2 ist bekannt, dass es tliber
Distanzen von mindesten 1,8 Kb die Transkription von Genen reprimieren kann (Nan et al.,
1997). Daher wurden die 83 intergenischen Fragmente analysiert, um mdgliche regulative
Sequenzen von Genen, z. B. Promotorregionen, zu detektieren. Der analysierte Bereich wurde
mit einem Abstand von maximal 2 Kb zu Genen festgelegt. Eine dariiber hinausgehende
Entfernung macht eine Repression des jeweiligen Gens liber die Bindung von MeCP2
unwahrscheinlich. Nach dieser Einschriankung verblieben die drei Sequenzen der Klone 80, 84
und 130, die innerhalb des 2 Kb-Bereichs upstream zu Genen lagen (Tabelle 9). Uber diese
Sequenzen konnte eine Repression der jeweils angrenzenden Gene durch MeCP2 erfolgen. Der
Klon 84 liegt vor dem Gen fiir die Gamma-2-Untereinheit des GABA-(A)-Rezeptors. Der
Rezeptor ist ein integrales Membranprotein, das aus einem Pentamer von fiinf GABA-(A)-
Rezeptorketten besteht: Alpha, Beta, Gamma, Delta und Rho. Die Gamma-Untereinheit enthélt
die GABA/Benzodiazepin-Bindungsstelle des Rezeptors (Pritchett et al., 1989). Der am meisten
vorkommende inhibitorische Neurotransmitter in Hirnen von Vertebraten ist GABA. Durch die
Bindung an den Rezeptor wird ein integraler Chlorid-Kanal gedffnet und eine neuronale
Inhibition ausgeldst. Mutationen der Gamma-Untereinheit sind der Ausloser fiir idiopathische
Epilepsie, Myoklonus-Epilepsie und fiebrige Anfélle (Baulac et al., 2001; Wallace et al., 2001).
MeCP2 konnte durch die Repression dieses wichtigen Gens eine Rolle bei epileptischen
Erkrankungen spielen. Die Klone 80 und 130 liegen nah an vorhergesagten Genen, iiber deren

Funktion bisher nichts bekannt ist.
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Analyse immunprézipitierter Fragmente in putativen Promotorbereichen

Klon.-Nr. | Genbeschreibung Entfernung [bp]
80 vorhergesagtes Gen 1995
84 Gamma-2-Untereinheit des GABA-(A)-Rezeptors 1475
130 vorhergesagtes Gene dhnlich zu Phospholipase C delta 1902

Tabelle 9: Intergenische Klone im Promotorbereich von Genen. Dargestellt wurden nur Klone,
die innerhalb eines 2 Kb-Bereiches upstream von Genen lokalisiert wurden.

Von den 155 sequenzierten Klonen wurden 34 im humanen Genom intragenisch lokalisiert
(Tabelle 10). Transkriptionelle Repressoren beeinflussen die Genexpression iiber die Bindung an
den Promotorbereich. Es wird jedoch diskutiert, dass MeCP2 iiber die klassische Repression von
Promotoren hinaus weitere Funktionen haben kdnnte. Durch Expressions-Screening und Far-
Western-Experimente wurde MeCP2 als Bindungspartner der WW-Doménen des Spleillfaktors
Formin Binding Protein 11 (FBP11) identifiziert (Bedford et al., 1997). FBP 11 ist mit dem
Small Nuclear Ribonucleoprotein Particle (snRNP) Ul assoziiert und an der Briickenbildung
zwischen den Donor- und Akzeptor-SpleiBistellen beteiligt (Koa und Siliciano, 1996; Abovich
und Rosbash, 1997). Uber die Funktion der Interaktion von MeCP2 mit FBP11 ist jedoch noch
nichts bekannt. Daher wurde in der Ndhe der intragenisch lokalisierten Klone nach Spleif3stellen
gesucht. Bei 16 Klonen wurde in einem Bereich von maximal 2 Kb eine Spleifistelle lokalisiert.
Von sechs Klonen war die SpleiB3stelle weniger als 200 bp entfernt (Klon Nr. 20, 78, 79, 99, 112,
145). Vier dieser Klone liegen in Exons bzw. teilweise in Exons. Eine funktionelle Bindung von
MeCP2 in Exons wurde bisher nicht beschrieben. Nguyen et al. (2001) zeigten in humanen
Krebszelllinien, dass MeCP2 an methylierte CpG-Inseln in Exons binden kann. Diese Bindung
von MeCP2 in Exons interferierte jedoch nicht mit der Transkription des entsprechenden Gens.
Zwei der Klone sind in Introns lokalisiert, jedoch handelt es sich um kleine bis sehr kleine
Introns, so dass eine Funktion von MeCP2 beim Spleilen von RNA eher unwahrscheinlich

erscheint.
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Analyse sequenzierter Klone in intragenischen Bereichen

Klon-Nr. | Donor-Spleiistelle (Kb) | Akzeptor-Spleilistelle (Kb) Intron Exon
3 130 48 2
6 13,5 4,1 4
9 1,2 6,6 8 -
19 21,8 10,7 2
20 0 0,2 - 6
23 32,1 1,1 10 -
25 54,9 95,4 1
35 1,2 2,2 4/5 5
36 12,6 27,1
37 1,6 2,0 6 -
43 6,7 7,0 1
49 13,0 11,9 3
58 11,0 1,3 1 -
71 3,6 6,1 5
76 0,7 0,5 - 2
78 0,3 0,04 5 6
79 34 0,02 1 -
81 26,1 6,1 4
87 17,1 18,7 2
98 1,6 10,5 5 oder 6 -
99 - 0,2 - 12
103 7,5 2,4 1
112 0,9 0,2 4 -
119 2273 56,2 16
125 1,1 4,4 9 -
132 14,6 8,0 1
133 4,5 3,9 1
138 1,2 3,9 4 -
145 0,1 0,1 5 5
146 111,8 28,1 1
152 1,6 3,6 1 -
155 9,2 10,7 3
156 57,9 169,2 2
158 4,7 15,5 1

Tabelle 10: Analyse intragenischer Klone. Die Abstéinde der sequenzierte Klone zu Donor- bzw.

AkzeptorspleiB3stellen wurde mittels der Ensemb/-Datenbank analysiert (www.ensembl.org).
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3.5 Auswertung sequenzierter Klone

No. [Length?| con?lecnlb CpG*| Localldzauon ]éle;:t;::l‘/ss Genes and MARs' Sequence®
1 35 | 4857 2 - - - ITAAGCGAGCAGCAGCGCAGTAATAAAGGCCATCAA
Intergenic [PCTGATGAGTTTAAATGTCTAGGATCTAATTCAGTAATGATAGAAATGTGTAGACAAAT.
centromeric: (37.0 kb) ESTROGEN [ATTCTAATGCTTGTCTCTCAACARAGAAAGACAARATAATTCACATTCTAAAGTCGTGTATT
SULFOTRANSFERASE ITAATTGTAGAATTTATAACTGAAGGATTTGTTATGATTTTGATGATAGGTTTTCTTTCAGGA
2 | 422 | 2986 1 | 4q133 - telomeric: (33.5 kby ALPHA.§]  [PATAACAAACTGTTTAATATTATTTCAAACCAGATACAGAATTTCTGACTGTCTAATTARAG
CASEIN PRECURSOR: IAAAGATGATTTACTGCAAGACCAATTTAGT TTTTCAGTTCTTTGCATTTAGTCATCTGAGTA
g IATTATGTTGCTCTTTGATGTCACCTAATGATCAAAGTTGATACTTCCTTTATGGAAAGAAA
at the border ofa MAR GACTCAGATTTTGTTTCTAATCAGTTCCCAGGCAGCTTAGATGCCACTCC
[ATTCGATTATATATATTTGTATATATATTTATATATTATATATTTATATATATATTTATATA
T TATATATATTTATATATATATATTTATATATTATATATATATTTATATATATATATTTATA
AT TATATATATATTTATATATATATATTTATATATTATATATATATTTATATATATATATT
TATATATACATATATTTAATGGCCAAAGGCAATGGTTTTCAATGTGTGGGCTGCAACCAGCA
GCATCATTATCCCCCAGGAGCTCATTAGAAATCAGAAATTAGAAATTCACAGGGCCCTTGCC
MERS5A [AGCCCTATTGAAAACAGTCTGAGAAACACCTGCCTAAAGAAGACAGACCTAGGTGACAGACA
(MERI Type) | | . [ACGAAAAATTGAGATTTTAACTCTCTGCGGAATGAAATCCTAAGCTGGGACTATAGCCTTCT
216-322 gXEﬁT§€Tigiﬁggﬁg?§ﬁ%ﬁ? CATAGCTCTGCTCTACCTGAAGTAAATCAAGGATCACAGGTGAGCTACATGGGGCTTCACAG
3 | 1035|3720 | 11 | 15¢26.1 | (1-100), TRANSPORTER), MEMBER 11, |(TCATTCTTCAACACTGATGCAGTACAGGGGCTACCARAACTGCAGCCTTGGACAAGGCAGT
AluSx SRS g " |CTGTACTGCACTTCAGTACAGCTACAGATTCTGACACATGTGCACAGAAAAGARAGTCTATA
638-945 Size of intron: 179 kb TTATAAAGAAAATACTCTTTTGTTTTTTGAGACAGAGTCTCACTCTGTAGCCCAGGCTGGAG
(293-1) IPGCAGTGGCATGATCTTGGCTCAATGCAACCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGC
CTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTATAGGTGCCTGCCAGCCACATCGCCCAGGTATTTTTT
T TTTTCTTTTGGTATTTTTAGTAGAGACAAGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAA
CTCCTGATCTCAAGTGACCCATCCGTCTCGGCCTCCCARAGTGCTGTTATTACAGGTGTGAC
CCACCACGCCCAGCCGACAATAACTTTTTGAAGATGTTTTTATGTGTCCACTGTAGGCTGTC
CAATATAGCTTACAATCTGACACTGTAGATAATCACTAGTGAA
4 29 |saa3 ]| 3 ] AluJ 252 i [TCTTGGCCTCCCARAGTGCTGGAATTACAGTCGTGAGCCACCACGCCCGGCCTGTATTCTAC
i (1-51) ITCCTCCCATAGGTCTTA
5 35 | 4286 | 0 - - - IPAGTGGCCAACAAGTGTGATTTGATGGAGGTGTTA
[T TGCCTCTATCCTAARATTTTTTCAGAGGGGTARATGCAAGGGACTTGTTTTAAATTGAGTA
CAAGAAAGAACTATTTTAGTAAAGTTGCCTGAAGATCTGCTCATCAGTGGAATAAAACAGGA
IAGGACAGAATTCTGATAAGCTCTTTCATAATGACTATGTTGGAATGTCTCATCCCTCTGTCA
) GTTGCTTTGGCTTGAGCTTCTGATTCAGAGAGCATGAARAGGTGAGACTAAGGAGGARATTC
223214 2&;?¥Xaiﬁ£§§iészal(NOVEL T TTTCACAGAGAAGCTCAGAGCCGAACCAATCCTTGGCTGTAGAGAAGGAGGAGCTTTCAGA
6 653 | 3874 | 5 10g25.1 (1-127) TRANSFERASE) GTTTGCTGGTTCCAAGCTTTTTTCTGTTACTTAAATTTAAAGCTGGAACAGAAGGTCAAGAA
SARS : IACAGGAAGGAAAACCGTATCAAGATATCAAGTCATGGTATTCTTTTTCATTCTTACAGAAAA
Size of intron: 18 kb GAATTCACAAGAGACTTGAGGAAGCTTTTTTATTTTTATTTTGTTCTGTTTATTTATTTATT
T TAAGATGGGGTCTCACCCTGTTGCCCAGGTTGGTCTCAAACTTCTGGGCTCAAGTGATCTG
(CCCACTTCGGCCTCCCARATTGCTGTGATTACAGGCATGAGCCACTGCGCCTGGCCAATTTT
[P TTTTTTTTTTTTTTTTTGCGACAAGGACTTTA
T TAACATGATGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAARATAAGCCAGGAGTGGTGGCATG
Aluy Intergenic ICGCCTGTAGTCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATGGCTTGAACCCGGGAGGCGG
7 | 289 | 4567 | 8 | 17q232 |2-203 centromeric: (44 kb) predicted gene [AGGTTGCAGTGAGCCAAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACTCTG
(93-294) telomeric: (37 kb) predicted gene  [TCTCGAGAAAAAAAARAGCTTCATARACTTTTTTTGTAATCTTAAATTCTATATTARAGTCT
GACATTTACTAAATGGACCATGCTTARAGAAGGGGGCTTCA
Intergenic TGGAAGTGACAAAATTGGACTCTTCCGTCATTTCAGAAGGGGAAATAGCCGCAATCGCGCCT
centromeric: (223 kb) predicted (CAGATTCAGGCTTTTAATCTACARARAGCAGCAGCGGAAGGCTTGATGAGCCTTCTTCGTGA
8 | 344 {4622 | 12| 20212 . gene IAAGGGGGAAAGGTTATTTAGCTTTGTGTTCTTACCACGGCAAAGAAGCTATCAGCATCTTGA
’ : telomeric: (73 kb) PUTATIVE G IGCCATCTAGCTTCTCACCACCGCAATACCGGTTGGGTACTGTGCCAAATCGGAAGGGCCTAT
PROTEIN-COUPLED RECEPTOR [TGTAAACTTTCAGAGTCCACGCAAGCTGAAAGACAATTCTCAGAGGTTAGGAGGATTGAGAR
GPR39 T TACAGAGTCGAAGGCATGGAGATCTACTCTACA
. [AGGCACCCACCACCACGCCTGGCTAATTTTTTTTTTTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGT
In intron 8 of ESTROGEN
AluY RECEPTOR BETA o in inron 4 of [FXCATCATGTTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTCETGATCTGCCTGCCTTGGCCTC
o | 311 |4636 | 3 | 1aq2 |16 ESTROGEN RECEPTOR ER CCAGAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACTGTACCCAGCCCTCCCTGACAATTTCTTAGT
(158-1) ESTRADIOL RECEPTOR. [AGCTTTGCCTTGTGAGCATTCTCTGCCCTTTTCTTTTCTCTGTGTATGTAACAGATTAGAAC
>R (CCTCAGCTATTATAGTTCAGTTACAGCAGAAGTTCTCTTCATCTGATCATGCTTCTCTGGCT
Size of intron: 8 kb [TCCTAGAGTCACTGATGATCTTCATTTCCTCTGTAGAACATCCTGCCAGTGCCCATAGCCT
Intergenic
centromeric: (165 kb) predicted GATGTCTACCTCGTAGTAATTCACTGAGTTACTACAGGTTACCCAAATATAGTTCTCATAAA
10 68 35.29 1 14q32.2 - gene IrCAGTT
telomeric: (14 kb) B-CELL CLL/
LYMPHOMA 11B, ISOFORM 2.
[AGGGAAGCCTGCAGCAGAGAAGACTGGATTCCATCTGGCCTCTGCCCCTCCTCTCCCAAAGG
TCACTGCAGATGGAAGTGAGCTCCAGGTCTGCACCAGGCCAGACTCARAACCAAATGATTTG
Intergenic GTCAGAAAGGAATCAACTCTGCAGCTTAAATCAACTCCAGGCTGGTCAGTGACTTCTCCATT
1| aso [a792 | 1| 139323 ) centromeric: (90 kb) BAISSN32.2  [GTGCAGGTGCCACCCATAGGCACCAGGCCAAGACCATAAAGGAGTAAGTAGTATGGGTAAAA
: - (KIAA1058) (FRAGMENT) TACCATTTTCCTGACATGAAATGCAATGCTCACTGGAATATGCTGATTCTCCCACTGAGTTG
telomeric: (133 kb) predicted gene ~ [CCCAAGAGATGGAGAGGTAGGGCTGCTTCGEGGCCCATTGCCCAGGGTGGAGGATATCCAAG
IATGCCAAGATTCCACATTGTAAGGACAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTAAATGTCTAACAAC
[TGAAGCCATGGAARARACATCTGTAGTTCCCCCAAATTCTGGGAGC
[AAGTGGGCGCCTGARGACAAGGATGGAGCATGAAGAGAGATCCTCCGGCTGGAGACCCTGCA
GAGAGGCCCCAGATACCTGGCAGAGGAGTACATGGGCCARCAGAGAACCAGGAGGCCAGGCC
TGAGGAGGGAATGGAAGGTGGAGTTTCCTGCTGTTGCTTGTGAATTTCTTTCTTTGCTTAAG
(CTGGGGGGAARAARACAAAAAATCAGATAACAAAAGGAGAAGTCCARAAGGCAACGTGCCCT
Intergenic CAGGCTGCAGGAATGGTTAGCAGGAGATCCAGCCAACACACCAGGGAGCCAGCTCCTTCCAC
centromeric: (1 kb) predicted gene  [CCGACTGTACTGCCTTCCTGCAGCCTCCACTAAGGTAACAACCCTCCATTAAGGTAACAACT
telomeric: (6 kb) ITTCTAACTGGTCTCCCTGCATCTTCCTCTCCTTTCCCAAGGCATCCTCTCCATGGCCCCTAT
LINE-2 DIHYDROPYRIDINE- TAACCTTCCTAAAGCACAGCTCAGGGTCTGTAACTCCCCCAGCTCATAGATCTTCAATGGCT
12 | 1346 | 5141 | 7 17q12 | 353-891 SENSITIVE L-TYPEE, CCCTATTGCTCACTGGATTCAGATCAGTCTCCACTTGACATTCAAGAGCTTCCACGAACAGC
(2606-3224) | CALCIUM CHANNEL BETA-1  [CCCCACCTGCCTTCACAGGTTTATCTCCCAGGCTCTGTATCTACTGGTTCCTGCCTATACAT
SUBUNIT (CABI) (VOLTAGE-  [GCCTGGCTCTTTCTGATGGTGCCTTTGCTTCTGCATTTCCTCCTTGAGTGCCTTTCACCTTC
DEPENDENT CALCIUM ITCAGAAAGGAGAATGCCTGAGACCCATTAGCTGCCCTGCCATAAAAGCCACCTGCTTCCCCA
CHANNEL BETA-1 SUBUNIT).  [GCCCTGACTTGGTTCTCCAGCCACATGGGGCTTCTCCCTACACTGGGCTTATAGACGGGCAR
GTCTGTTTCCTCCCATCAACTGTGAGTACCAGGGTGGGATTCATATATTGTTAACCAGCATA
TGACCTCCCCCGCCAGCCCAATCACTCCCTGCCTGGTCCAGAACCCTGCACACAGGAGGAAT
GTGTTGCTGTCAGACTGATGTAGAATGAGTTAAGCTACAGCCTGAGAAATGGCACTTGGAGT
[ATTAAARAAGGAATGTGAACACAAGTTTAAGAGGATTGAGGAAGGCTGGGAAGTTTGCGGGA
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IAGAAGAAGGAAAATAGCTGACTAAATACAGACTTTCATCCCACCCTGCTTGGTGCCCAGAGT
ITAGAAGGATAGAGTTGACTGCCAGAGCCCATCTGGGCTGATTGCATTTCAGCCTTAGGAGAG
IAAGGAGCCAAGTCTGGGGCTGGGGGGTGGGGCACCAAGGGTGCTGAGGGAAGCAGCAGTGTC
ITTAAGCATTTTACCATCTGTTTCCTGGGGTTAGTGGGATGCGGGGAGGAACATCTTAGTGCA
[TGCTGCCCTCCCCACCTCCTCTTTGCAGAATTGAAAGTAACACT
IACCATCTGATATAATAACCTATGCAATTTTCTCTTCGAATAGCAATGAAAAAATAATGATTA
CAATAGTGGATAATGTCATTATCCTGTAGCATCCATGCCATGGTGTAGAAGACTGAGTGCAG
ICCGATAGAAAGGAGTGAGGGTGGGTTTCCCCCCACGCCACTGAGAAGAACTGGTGGGGGAGG
IACGTCTGCTTGGCCCTTACGCTGACATTTTGATGGATAAAAGGGCAACGTCTCCCCTTCCCT
ITGGTACATTCACTGTCGTCTCAGCAAAATTTAGAGCTATTGTGACCAGGGATTCTCAGTCTC
MER20 IAGCACTATTGATATTTGCGGGGCCGGGGGTGGGGATATTTGTGGTGAGGGAGTTCTGTCGGT
(MER1 ITTTGGGATGTTTAGTGGTGTCCCTGCATTCTGCCCATTAGGTGCCATTCCCCTGCCCTGAAA
Type) [ACTGACAACCAACAATGTCTCAAGACACTGCCGATGTGCCCTGGGCTGGAAGCCTTGGTCTA
204479 IGAATAAGCAGATCAAGATCTGCTGTAACCCCATTAGGAAGGAACACAGTGAACACTTTCGAA
(1-219) ] ) IACCAATAGTCTTGGCTTCCATGCCTAGGGCCCTGCAGAAAGGGCTCCTGTTTCCTGCTCACT
13 1279 | 47.46 | 20 | 12q24.32 MER9 lyB Telomeric region ITTGCCCACAAAGTCACTGAGTCTTTTTCTTTGCAAGGTCTGGGCCCTGCTTATTTTTGAGCA
MERL IATGATGTCATTCTCAGGGTGGGGGCTAACTTAGAGTTTAGTAGCTTTACTATTTTCTTTTCT
& [TTACTCATATTGTTTTTAACCCCCTGTGGACCTTAGAACCTGACATTTATATGGGTCTTGCA
1¥§L232 IAAAGTCATAATGGAGTTTTCATCCCATGTAGGGTCAGGGAAGGGTGCACTGGGGGTTTGGGE
[TGGCTACAGCAGAGGAGCACCCTGGGCAGGCAACTCCCAAGAGGAAGAGAAACTGAAGACCA
(102-158) [TGGATGTCCCCCCACCTGCTGAAGCTTGAGAGTTCTCGCCCACTGAGTGACCCAGCCAATAT
ICCACCTGAACACGCACCGGGAGGTGCTAATATGATGCCATAGATTGTGCTTTATACAGATGC
IACCGTGATCAAGATGGTGCTGTTCCCATCGTAGATGGTGTAGCTTTGAGTGTCTAGCAAAGC
IAGCTTAGTAGCAGGTGGCAAGACAGTGTCCTGTCCTCGTCATATCAGCAGATGATTTGCTTG
ICTAACAGATGGGCGTAAAGTATTTTGAGAAAGGGGTGCCTTTGTCTAATTCATAGTTGTAAT
IAGACAGGGTAGTAATGGCCACACGGTCACTGAATGTATT
IATGCTCAGATGCGTGTTTATAGCATCTGCTGGAAATACAGGAGCGTCTGTGCGATGTGCTCT
GTTTAGGAGGGCTCGTGTGGTGAAAATGAGGGGCAGCTGAGTCTTTGAAACAGCTGGCCTTC
[TTTCTAAGTCCCTCCAAAAGAGGCACAGTCGAGTTCCCAGACAGCTGTTTTGCTGCAAACTC
Charlie [TGTACCTGGACAATACAGGCAATCAACCTCCTAAAGAAAACAGGCATTATTTTGACTCAAAC
(MERI Intergenic IAGGCCACTTTTGCACATGATTTACTTCCTGATGAACAATTTTTCCTGAACAATATACGTTTT
14 | 669 | 47.23 | 10 | 12q24.33 | Type) el sene 61 kb) predicted GTTTGATTTGCACAGGGATTTTAAACATCCAAGCAAATGTTAAAAAATTGAAAGATTTCTGG
302-512 clomeric: (61 kb) predicted gene Iy i1 AGCAGGTCTAGAAAAATCCAGAGATCTGGCAACTGACAGCCGGCATTCCCACCTGR
(46-283) IGAAGGCTCTAGAGCCTAAAGAATGGATGTGTCCTCTGAGAGGGTGCAGCCGGCCACCCTCCC
ICGCCTCTCACAGCCTGCAGGGCATGGTCATTCCACCCGCTTCCTTACCCACCTCCTCCTTTC
[ACCTGTCCCTTGCATTTGCGACTCCTGGTTAAATGGCTCAGAATTTCACATGGATGCCTCTG
[AGTCCAGCTAGCTTTGCAGCCTCTCAGCATTCAGTCCTACAATTACAAG
[AATACATTTAGGATTCTTTAACAAGGAAGAACGGGAAAATTACTAAACATTCTGCAGTGTTT
LINE-2 IGCTACAGAGGGCATGAGACACTCAGGAAATTCAAATAATTCAGTATGTTTGAAATATAAAGA
85.346 Intergenic IAGAAGATTGGAAATGAAGTGAATGGAAAATCAAGGTCAAGCCAGATCTTGATGGGCCTTTAA
(2673-2935), | centromeric: (426 kb) predicted IAGTCACCAGTCTGAGTTTAGACTTTCTCCTGAAGGCAATGGGAAGCTATTGTACCATTGTAA
16 546 | 4432 4 8q22.1 MIR ’ gene : IGCAGGGAAATGACACAATTCGACTGGAAAT. GTCTGGATTTATTATGAAGAATGAATGG
455-546 telomeric: (450 kb) predicted gene IATGGGACAAGATTAAAGACAAGAGGGCATAAGGAAACATAAGGCATGGCTGTCAAGTAATGA
. GATGGTTTCCACATGACTTGCAAATAATATTATACTAGCTAACATTTACTCGAATTAGCTCA
(35-133) ITGCAACCTTCACGATAACCTGGTGAGGAAACTGAGACACAGAGGTTAAGTAACCTGCCCAAA
GTTTAAAAGTTATGGCAGAGTTGGGGCTGAAACTCAGGAAGTCTGTCTCC
ICCTATCTATTACCACACAC GTCAGAT. TGGATTAAAGACTTGAATCTAGGATCT
IGAAACTATGAAACTACTGGAAGAAAACATTGGGGAAATACTCCAGGACATTGGTCGATGCAA
IAGATTTCTTGTGTAAGACCTCAAAAGCACAGGTAACCAAAGCAAAAATAAACAACTGGAATT
LINE-IMA4 JATATCAAGCTAAACAGCTTCTGCACAGCAAAGGAAACAATCAACAAAGTGAACAGATAACCC
1-403 Intergenic [ACAGAATGGGAGAAAATATTTGCAAACTATCCATCACAAGAGATTAATAACAAGAATGTACA
17 43 | 3943 | 3 18q12.1 (4961-5366), | telomeric: (150 kb) NEURAL- IAGGAGCTCAAGTAACTCAATAGCAAAGAAATAGATAATCTGGTTT. TGTGC. GAT
: : AluJo CADHERIN PRECURSOR (N- ITG. GACATTTATC. GAAGACATACAGGCTGGCATGGTTGCTCATGCCTGTAATCCC
408-708 CADHERIN). [AGCACTTTGGGAGGCTGAGGTCAGAGGATCACTTGAGCTCAGGAGTTTGAAACCAGCCTGGG
(6-305) IAAACATAGTGTGACCCTGTCTCTAC. TTT. TTAACGAGGCACAGTGACACAT
GTCTGTTGTCCTAGCTACTCAGGAAGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAGGAGTTCAA
[GTCTGCAGTAAGCCATAACTGCAACACTGCACTTCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTCTGT
ICTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTTCAATGAATGAGGCATCTCACACTCAAGTTGG
LINE-1M1 GTTTAATTTTGCTTCACCTGCTTGCACTTTTGGCTCATCAGTTAGCAGGTGATGAATGCTGC
18 169 | 4793 | 0 - 32-169 - ICAGGACTGCATTCTTTCCTTCAAGCCAGCAGGTTCCCTTCTGGCCCAGGGTGCATCTAGAAA
(782-919) ITATCATCTAGGAGCTAGTGCCTGGAAAGGGAGTCTCATGATTCTG
[AATGATACAGCATCTTTAACATAGTTTAAAAATATATATATATAGGCGGGGTGTGGTGGCTC
. IACACCTGTGATCCCAGTACTTCTGGAGGCCAAGGCAAGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTC
10 | 310 {4922 s | 20q1332 :gg?; g;g?%hi;iﬁﬁ;;i?LATED [AAGACCCAGCCTGGCCARTATGGTARRACCCTGTCTCTACTARAAATACAAARATTAGCAGG
g ize of intron: 33 kb GTGTGGTGGCGGGTACGTGTAATGCCAGCTACTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGA
(1-275) Size of intron: [ACCCAGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCAAGATCATGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCGACAG
IAGTGAGACT
IAGAGGATTCAATTGTCTAAAATACTTCGAAGTACAGAAATTAAATGCTTTAGCCCATAAACA
[TATCCCTCATCTATTGTGTTGCTAGGGAACACATGAGCAAAATCTATCATTCGCACTTCTAC
[TTCAGCAATCTCTTGGCAACCAGTGGGAAGATGGTAGAAAACTTTTTCCAGTTGGGAAAGTA
In exon 6 of predicted gene with ICATTTCCATTTAAATGTTCCTGTGACATGCTTTTCCACCCATTGTCTTGCTCCAGATTTTCA
homology to INOSITOL IACTTTCAATGAAGTCTGACTGTGATGCTTTTTTGTATATATTTTCCTGTGACGCGCATACAT
20 | 631 |3740]| 5 10g21.1 - POLYPHOSPHATE CTTGGACAAGCTTTTGCCCACTGAAGACTCTATTTTTCCATTAGCTGTGGAACTTAACACAT
MULTIKINASE. GAAAGTTATTATTGTACTCTAGTACTTCTGTGTCTGACAGTTGTCCTTTGGACAAAAACTTT
Size of exon: 0.8 kb ITCTGCCAAAGTTCTGTCATTCAATTTTGTAGTGGTTGGCTGAGATGAACCTTCATAAACAAA
GAGTAATGAACTTGCGTAAAAATTAAGCTGCTTCTGGTTTTCAAACCACTGCAGAATTTTCT
CAATCTTCTGAATACTGGCAGCAACAGCATCTTTTCTTAAGCAGTACCCATTATGAAAAAAT
ICTGGAGACTCC
AluSg/x ITATTCCATGGTGTATATATATATCACACTTTCTTTTCTTTCTTTCCCTTTTTTTTGAGTCGG
29-257 IAGTCTCTCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCATGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTG
21 350 | 5125 | 10 R (307-83), . ICCTCTCAGGTTCGAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGTGTGT
’ Aluy IGCCACCACGCCCAGCTAATTATTATTATTTTTTTTTTTTGAGGTGGAGTCTCACTCTGTCGC
258-359 ICCAGGCTGGAATGCAGTGACGCGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCATCTCCCGGGTTCACGC
(249-148) ICATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGTGCCCACC
LTRS2 IACTCCTCTGAAAGGGATTACAGACCATAATAGAGAGTCTGGCTCCAGTTCTGATGATTGACT
(LTR/ERVL) IGCTGACGGTTTGATGCCTCACCCATTCCTTTCCCCTTGTGTGGCACAACTAGCCAAGCTCAT
22 | 282 | 5213 | 2 - 27074 - IGTGAAAGCCCGAGTTCCCCCTCCTTAGGCTCCAGTGGGAGATTCAAACTCAGCCCCTAACCA
(3-291) ICAGTAAAAACCCAGAGCTAGTCTTCCTTCCTTGCCTCATCAAGTCATTTTGGCCCTGCTGGA
IGGGGGCTGCCTTGCTCTCACCAGAGACCTGTGTC
In intron 10 of predicted gene with IGATCACCTGAAGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAGACCCATCTCTACT
AluSq homology to Mus musculus [AAAAATACAAAAAATCAGCTGGGCGTGGTGGTGCCCACCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGG
23 | se1 | arso | 3 14q232 | 1243 POTASSIUM CHANNEL EAG2  [CCRAGGCAGAAGAATCGCTTGAATTCGGTAGGTAGAGATTGCAGTGAGCTGAGATTGTGCCA
’ : (59-300) (FRAGMENT) [TTGCACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGTGAAACTTTGTCTCAAAAGAAAAAAAAAAAAGCAAA
X . : ICTCAGCTCTTAATTTACAAAATTACTGGGTTAATACTAAGCACAGATTGGCAAAGCTCTTTG
Size of intron: 33 kb CCATTTTTCCCAATGCTTCCCCTGAGTGTCTCCCATTAACTGGAACATATTTGTATAATAAC
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ITCTATTTCTATAGCCACAAAGGCATGGTTATAAGGACAGTATCTCAGCAGATAGCAGGGTTC
ITCAGCCAAATGATAGATATAATTCAGGATGAGCTTAGAACCTGTAGTTAAAGTGCAAGCTTT
IAGGTCAAGTTAAATCAACTAATGCTAATCTCAGCACATGCAGCAAAACAGTACAGAAGTCTG
[TTC
AluSp ICAAGACCAGCCTGACCAACATGGAGAAACCCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAATTGGCCGG
1233 IGGTGGTGGCGCATGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCCCTTGAA
80-313) ICCGGGGAGACGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATTGCGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAA
24 431 | 3991 8 - iINE 11\;1C3 - IGAGTGAAACTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAA G G. G. GG. TTG
~ GTAAAAATTAAGGAGGTCTAACTAAAGTATGGACTTCAGTTAATTACAATGTATTAACTTCA
234-429 IGTTCATTAACGGTAACAAATATACTATACCAGTGCAAGATGTTAATAAAAGGGGGAAATGGT
(2304-2505) [ACAGGATATATGAGAATCCTACTGTCTTAACAATTTTTCTGTAAATTTAAAAACATTGT
L"S'I'}t;g'R}ZuII&,Nﬁ\éﬂégggNE ITAGAACCCATAGTAACAGTGGTGGCAAGGAGATGTCATTTGTAGACTGCATATCGCCATCTG
25 158 | 43.04 | 1 4q23 - (TETRASPANHVé) [TACTACAGTAAGCTCTCTAATCATTTTACCTACTAGTTCCTTTAGACTCCCCCCTACCAGGC
. . . IACTTTGCTTTACAGCTTTGTCAATCCTAGGAACA
Size of intron 150 kb
Intergenic
ic: 422kb)DEDICATOR>CTGGTGACCAGGGCGCTGGTTTACTACGGCTGCACTPPAPAAPPAFCTGAGGFATAAPPP T
g???;;gi(;ﬂESSl GTCTGTGAAACCTGAATGCCCCATGTGGGGTAGCAGTGAGGACGCCGTGGATACACAGGTAC
26 | 304 | 4671 | 7 10926.2 - tdonwﬂc;33kb)PROTEIN- [TATTTTCCCCGCTGTTAGGGCCGCCAATTCTGTGTTTGTTATGCGCTTGCTGACATATGTCC
TYROSINE PHOSPHATASE ITCACACTGCCCAAAGACCCTGAAAAATAATGACAGCACTGATTAGAATTTCAGACAATGTCC
EPSILON PRECURSOR. ITAGTTTAAAAGCAAAAAAGAATTTGTTTTAGTGACAGGTTTCAGACCATGAAAGTT
Intergenic ICACTCCCTGTGTGTTCCTCACTAACCCAAGTTCCTTAAAGGCAGAGACCAGACCTGCTGGTC
centromeric: (5 kb) predicted gene [TCAATACGATCCAAGATGTCTTGCACAGTGTCCTGAATATAAACACTCAAATATCTGACTCA
with homology to Mus muscuus [TCCTCTCATGTTCAATTGTTGCTACTTCCTCAATACTGCTGAAATCCCAGGTCAAATATGGC
LINE-2 TBC1 DOMAIN FAMILY IACCAATCCCAATATGAGACCAAGCTGAACATCTTGGAAAGCCATTGTAGTTGTCTCCTACAT
27 | 513 | sis3 | 3 150243 | o-118 MEMBER 2 PROSTATE [GGCTGCATGAACGTCCTGGGTGAGGGAGAGGGGCAGACAAGGATTGGGTGGGCACAATTCTA
: 9% ( 2- 995-3053) ANTIGEN ICATGACAGCCATCTGCTGCCTTTGGGGGCCAAGACATGAGGCACCAGCTCGGAGAATAAAAG
telomeric: (25 kb) KINASE ICAAGCCATCCACATTCTGCTTGAGGTGGGAATGCAGTCCTTGACAGCTGGCTGAGAAGTACC
IATGTGATGCCCCAGCTGCTCCCACAAGCTGCTGTCCCCAGGTCTCCAGTAGCTCAAAACCCA
EVTERACTTN(iPROTEHJZ(KJP IGAAGCCCACTCTTGTGTGAGACAGGCCCTGGCCACCTGTTCCTCCTCTTGGGCCCCAGAGAC
). rccceTcageeTece
MER69
(MER 1 Type) ICAGGCAGGGGCTCGAAATATGTGGGATGAGGCTCAAGACTCATACACACTGGAGTGCTCTGT
27-206 GAAGACGATAG TCACAAGT. TAAGAAACTAAAGCAGATAATTCAATGG
(2505-2309), IATCATTTAGAAATATAAAGTATTAAAAGTTGACAAATACCACAAATATCACAAAATCCAAAA
28 | 403 | 3773 5 . Alu) 219-377 . [AAGATAATCTTTTAATTTATCTTTTTAATTAGTTTTCATTTTTTAGAGGTGAGATCTTGCTC
) (159-2), [TGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCATGACCGTAGCTCACTGCAGCCTTGAATTCCTAGGC
MERG69 ITCTGTGGATCCTCCCACCTTGGCCTCCCAAAGAGCTTAGGATTACAGACGTGAGCAACTGCA
(MER 1 Type) ICCTGGTCAGAAAAATAATAATATTTTTGTTAGTTAACTCCCTGCCATACCTCTGTAATGCTT
379-488 ITCTTAAATGGTAGGCCGCATACTTTAGGAATGCCTGATTATTTGATAACAATTTCAGAT
(2337-2222)
ICTAAGGCAGCCATCTGACAATGGAATAGACGGGAATGGTGCAGGGGTTTTGAGGTGACTATG
[TTAAGGCCCCCAGTAAAGGTGTCTGGGTTGTGTACTGCACAAGAGCGCCATATATTAACTTA
[TCCCAGAATGTGAAGGCCAGAATCTCTGGTCACAGAAAAGCAGAAAATATACTCCTCCTGAA
ITATAAGCCCACAGTATACATAAGGCCATGCGTATACTTGGAAAAAGTATGTGTCCTGTGTGA
IATCACGTTCCAAGCATCCCCTGAAGTTACTGCTCCCACACTCAGAGGTCTGACTCATGTCTA
MER91A Intergenic ICCAGACTCCAACCTTGCTTCTTTTTCCCTGTGGCAGGAGGGTACAGATAGCACAGTATATAC
2 | 852 | 4765 | 7 apla (MER! Type) | telomeric: (109 kb) predicted gene IAAGCTACTGACACTGTGGAAACCAAACGTTGGGGAGGGGGGCAGGTTGTTACAATGTGGGCA
65-111 ic: (133 kb) predicted CAGAATGTGTGTAAGAATGTGTGTGCAGCCAAGGAAGCTTCCCACAAGGACCCTGGAAATCC
- centromeric: ( ) predicted gene ko 0 0aATTCCCCCTACCGCAAGETCAGAGCTETCTAGATTGAGCCACAATATCATARTARA
ICTAAATGGTGGAAGGGGCACTTTTTGCCAATCCTCAGGGCCCCTGAGAGTTGTAAGGATTTG
IAATGATCACTGAAGGGAATGGGAGAGCTGTCCAGCATGTGCACTGCTGTGCATCATGGAGGG
[TATAGCTGGGACTGCAGCCCATGAATTTTTCATGGGCCAATCTGCAGGATTGAGTGATGCTC
ITGTACGCATACCTGGAAACTCAGAGGTAGAAATGGAGAAGGCAGTTTAGGAAATAGATCCAT
ICGTTAGGGTTTTTCCAGGAAGGAGCCTGATATTCTAGAGGCTTTTC
IGGGGGTAAGATGACCTTAGCTTTTGATGCATTCTAACTGTAAATATTTCATGAATTTAGTTC
CAGTTTGAATAGAAAACAACTTAAGCAGCTGCTCAGACTACATACTTTGAAAACTTTGCCAA
AluS Intergenic ITTAACTTACCCAATATTACATTTGAAATTTACTTGTCAATTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGTC
16:;23 centromeric: (149 kb) SIGNAL GGAGTCTCGCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAA
(298-1) TRANSDUCER AND [CCTCCACCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTACAG
30 | 647 | 4328 | 12 2323 | ACTIVATOR OF IGTGCCCGCCACGACGTCTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGTTTTCACCATATT
TRANSCRIPTION 4 IGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCATGATCTACCCTCCTCCACCTCCCAAAGTGTTG
478-607 telomeric: (69 kb) MYOSIN IB; IGGATTACAGGTGTGACACTGTGCGCAGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAG
(133-n MYOSIN-I ALPHA. IAGATGAGGTCTTGCTATGTTGTCCAGGCTGGTTTCAACTTCTGGGCTCAAGAGATCTTCCTA
ICCTCCTGAGTAGGTAGGTGGGACTATAGGCACATGTCACTGCACCTGGCTTACATTTGGAAT
ITTAATTTGAGCTGTGTTCACTGTTAGT
[T TTTTTTTTTAAGGCAGAATTTCACTATGTTGCCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGGGTTCAA
IGCAATTGGCCTGCCTCAGCCTCCCGAAGTGCTGGGGTAACAGGCATGAGCCGCCACGACCGG
[CCTGGATTTTACTTGATGGGAATCCTACAAGGATGGGAAGGGAGAAGATAGTATATGAAGCA
IATGAAGTACATTTTCCAGCTTGCCATCTCCCAGATTTCAAATAAGTACTTACACAATCCTGT
AluJo Intergenic IAGATGTCAAGATTTAGAGTGTTTTATCGGCTGACTTGCTGGCTTTCCCTATAACCAACTGAC
31 740 | 45.95 | 10 69232 1-126 telomeric: (71 kb) ALDEHYDE ICTACATTAAAAATGTGTTTAAGTGGCCATTAAAGATTTAATCTCCTGAGTGAGTCAAAGATG
’ ; 127-1) DEHYRDOGENASE 8 FAMILY, [AACCTCAAGGTTATTCAACTCTAAAGAGACATAGGGCACCTGAGAACAGGGAATAGCTTCGA
( MEMBER Al. ITGAAACCAGCCAGATGCATTCAACACACATCAAATGAGAAACACCTATGAGCCATGAGAGAG
IAGGACAGTCAGTTTTCTTCCCTTGAGAAGGCCTGGATGACATCCCCGTCTGTGCCTTTTCCT
GGTGCCAGAGAAGAAGGCGTCTATATCCAGAGTCACAGGAGATGAGTGTCTCAGAAGGCTCA
IGGCTGGTTGTCATTGACTCGTGGGTCCAGCCAAGCAGTTGCTTAGGGCATCTTTGCTGAGCT
[TCTCTGCACCAAGTGCTATGCTCCAAGTTGGAGATTCACGATGAGCAAAACCAGATGT
ICACTGACTGATGCACTGGAAACCAATACTATAACACCAGGGTTTTGAGAAAAGAAAAGCTTT
[TCTATTGCAATTTAACCAGCAAGGACACAGGAGTCCAGCTCAAATTCGTCTCTCTGTGCTGG
ICTTTGAGGCAGTCATTTTCTATCAAAATAGAATTACTGCCTTAGAAAGGACGCCCTCCCAAG
LTR45b ) IGACCCACTTTACTGTGTTTTGCTTTTCCTTACAACCCTGATCACCACCGATGGAGTGTGTTC
(LTR/ERV1) Intergenic: i [CTCACCTGTCTTCTTCAACACAGCCCACTGAGGCGGGTTTAGGGGGTGGATTCTGGGATTAG
3135 cennomenc(482kb)pwdwwd [AAGGTGATTGGTGGAAGGAAAGGAGAGGGCTGGAAGTCTGTGGGCATGCGCAGTTACCCCTT
461331 gene with homology to Mus ICATGCCGCCTCATGGGTTCCATATACAAATTCGAGGAGAGTTAGCGTGAAACGTGCGGTGGA
32| 928 | 4881 | 21 | 20q13.13 | yppon Y musculus N [AATTCATGCTGTGACATCAGCAAGCTCATTCTGTGCAAACTCCAGGTGGCCATATCGGTTCC
LTR/ERV1) ACETYLGLUCOSAMINE 6 IAACCGATTTCAGCCAATTTAATCTCGCAAGCACGGGGAGTTTCTGCCATCCTGTAAACTCAA
551434 SULFATASE PRECURSOR IGAATTTGTGTTAGTTATTGGTTTCTTTAACTCTTTGGGGCACGGTTTCATTCCGTGACTTCA
N telomeric: (343 kb) P-REX1. IACACAGAGGAGTGGGGAGGCAATCCCATTGATGCACTCTGGAAAGCCTGTTGTGGGTGAGCC
(479-398) IATGGCACAGGGCTGGACGGTCCAGGACCTTGGTCCCATGACACATGAGGTCTGTTCTGCGGA
IGCCCCAGCGTGTGGCCCTGTCCAGGCCCCGCCACTGTGTGTGTGGCGTTTTATTGTCAAGCT
GTCCTTCTCTATCAAGGTCTTCATTTGCATTTGGCCAGGCACTGGCAGCTCCCAGAAGACAC
ITGGGATTTTTCCAATTTGTTTGTTTATTTCATCAACAAAAGCTGGATTCCAGACTGAGAT
33 | 3 453 | 7 2p25.2 R Intergenic IAAACACTAGTTCACATTGAGCCAGTGACGGCTCTTCCTACAGAAAAGGGACTTTTGGAGCTA
) i telomeric: (342 kb) SIPL PROTEIN |AAGATCAGGAAGCTCTTTGCTTTTTGTAGTGGTCACTCGTTGATGACCCTTGGCTCTGGTTG
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centromeric: (378 kb) [TATGGAGGGAAAGCCCTGCTCACGGTGAGCCTGTCTCTGCGGGACTGCCTTTCTTCTTCACC
TRANSCRIPTION FACTOR (CAGGCTCTACTTCCCCACCACACATATGCACACGAACAACGGCTTTCACGTAATGGTCTCAT
SOX-11. ITTCACATACACTGATAGGACTACTTTAAAAAGTTCAGGATGAGATTTGGTTGGAAATAAAGA
(CATCACAGGTGACTTAAAGACAAGAAATAACA
GTACTGTCATGTTGACTGGGGCAGTCAGCTCTAGATACGTCACCAGGGAAGAATTACCAGAC
[PCGGAGCTCAGACCTCAATGTCAGGCAGTGTCAGCCAACAGAAGATAAGGGAGAAAARAAGG
LINE-2 GTCAGATCAGGGTAAACAGAATGTGAGGTCCCTGAGGAAGGAATGAGCTTGTCCTGCTCACC
27403 GAAACCTAACGGGGGAAGCAGGACAGGGAATGGGCCAGCAGTAGCAGAGCTGAAATCA
(26873157), | Intergenic ICAGAGACAGCCGTAATCCAGACCACACAGGGCCTGAGAGCCAGGGTAGAACAGTATATTTAG
LINE-2 centromeric: (8 kb) predicted gene ICTTAAGGACATGCTGAGGCCATTGCAAAGTGGTGGTGGTTTGTTGTTGTTTGAAAACGGGAA
sa | sas |48 | s | sqa1s | 476557 tclomeric: (52 kb) F-BOX ONLY [[CAGATAGICTGGTTTTTAACAGATCACTCTGTATGARGGAGACATGARGCAGARAGARARA
(2614.2699). | PROTEIN 32 (MUSCLE [ATAAAGATCACTTTGGCTGCTTTGTGAAGAAAACACTGCAAAGTGGGAAGAGGTCAAGGAAA
LINE2 | ATROPHY F-BOX PROTEIN),  [AAAAGCARAGAGTTATTGGAGTGGTGCCTGAGGCTTCCCCATGACCTGGATGARATATCCCT
GAAAGTTATCCAGCTTTCTTTCCTCTCTGTCAATGCTGAAGAAGGGCTGCATGAACCAAGGG
835-845 IATGGATCGAGTCAAAGGGAGCGTCCTACAGAGTGAGAACTGAGGAGTGTTTGCCCTGCTTCA
(701-1711) GAGACAGTGGCCCTGGAGGACAGACAGGTTTTGATGTCATGAGAGGTCTCCTTGGAGGGGCA
GAAATGGGTAATTCGTTCTTCAAAATGGAAGAATCAGCTGACAACCTGGCAAACAGCAGTCT
CCCCTGCTGACCCACATCCTCCTGCAGTACCACCCCCTT
[AGATCTCTGCTCTGGCTGGGACGCGGGGCCGATCCCTACAGGCCAGGGCCATGCTCAGGGAC
IACATCCAAGTTAGCCAGTGAGAGAGGAAGGGGGAAGTTACCCAGTCAGAGCCAATGCGCAGA
In intron 4. exon 5 and in intron 5 [FAATGCCCACATAGGGCCEGACAAGGTGGGCATGAATCTGGGCCTCTCCCGTCTTCACCAT
of GDP FUCOSE PROTEIN 0. [FTCGTCTGACCATACCATGTACTTCTGTAGTGGCCTGTGTTCCTCTAGGACGGGGAACTGGG
35 | 620 | 5468 | 20 | 20q1121 ) PUCOSYLTRANSFERASE 1 CTGGGGCTCCTGGCAGGGCAAGCACCEGATGTTCCTTTGGAGAAAATC TAGACAGGAGATGG
PRECURSOR IAATGAGGGAAGTCAGAGGACGCACAGAGAGCCTGGCTGCCACCCCCACGGGAAARAGGATGG
: e T GTTGCACCATGCCCCAGAGACCCTGCGGAGGGGCCCCTGCAACACGCAAGAAACACGAGAG
intron-exon-intron size: 4 kb GTTGTGAAATACCAACGGGCTGATAAGGAACCTTGGTGGCGGCGGCAACAGGCACAATATGC
IAATACTGTCCCGCCACATGGAATTTACAACCCTCTTTGCTTGTCGAACAATTAAAACTTTAC
IAGGAGAGCATTCCAACCTTTTATATGTCACACTGGCTTCCAATCTGCGGTGCAGTAATTCAT
In intron 1 of NICOTINATE-
NUCLEOTIDE ITAAGCCTGGGCAGTTGAGGCTGCAGTGAGCCATGATCGTGCCACTGCACTGCACCTAGTTTG
Alulb PYROPHOSPHORYLASE [AATGGAGTGGGAGTGGGGGATTAGGCTCTCCTCCCTGCCGTTTGCTCCCAGGCCTTTTCCGT
36 | 344 | 5843 | 6 | 1epriz | 158 [CARBOXYLATING] IAGCTGGATGTGACCAACAGAGACAGTGCCCAGCCTCAGTATAGCTAGCTCTTAGTGGAGGGA
: “ | 201.259) (QUINOLINATE (CAGGAGCCATCTGGGGCAGATGTGGGAGAGAATGTGGCGAAGGAGAGCCEGGTGCAGTCAAG
PHOSPHORIBOSYLTRANSFER  [GAGGCTTGTGGCTCGGAGGGGAGGTGGGGTGAGTGAGTGGAGACTCAGCAGCTTGGCTTTGG
ASE [DECARBOXYLATING].  |GGAAGTAGACAAGAGAGGGCCCTCTTTGGAGAGC
Size of intron: 40 kb
CCTTGTGTTACTAGGTGGGTTACCTAAGTTCTCTAAGCCTAAGCTTATTGTAATAGTAGCTA
GCATTTGAGTGCTATGTGCCAGATACTATAGTTAATGCTTTATTTATTTATTTATTTTTGAG
AluY IACGGAGTCTTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCGGCTCACTGCAAGC
101-402 P CTGCCTCCCGGGCTCACGCCATTCTCCTGCCTTAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTGTAGGT
(302-1), GCCCGCCACCACGCCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTA
AluSg GCCAGGATGGTATCGATCTCCTGACCTTGTGATCCGCCCACCTCGGCCTCCCARAGTGCTGG
454-771 In intron 6 of ELONGATION GATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCCAGCCCTAGTTAATGCTCCATATATATATATATATAT
37 083 | 4832 | 22 12q13.3 (310-1), FACTOR TS, MITOCHONDRIAL |ATGTATATATATATATAAATTTTTTTTTTTGAGATGGGGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGA
: < | Aluo PRECURSOR (EF-TS). [PGGAGTCTCACTCTGTTGCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGCAATCTCAGCTCACTGCAACCTC
803-943 Size of intron: 5 kb IPGACTCCCTGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGAAT
(220-85), GCACCACCACACCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGATTTCACCGTGTTGGCC
AluSg/x [AGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCGTGATCCACCCACCTCGGTCTCCCARAGTGCTGGGAT
944-983 ITACAGGTGTGAGCCACTGTGCCCGGCCCGAGATGGGTCTTGCTATATTCCCCAGGCTGGTCT
(250-211) ICAAACTCCTGTGCTCAAGTGATCCTCCTGCCTTAGCCTCCCAAGAAGCTGGAACTACAGGTA
ITGTGCCACTGAGCCTGGATAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTTGCTATG
[TTACCCAGGCTGGAGTGCAGAGGCACGATCTCAGCTCCCTGCAACCTCTGCCT
Intergenic ITATAGTTTTCACTGATCCTGAGACCAGTGARATATTAGCATGCCTTTCCAGGCAGGAACATG
centromeric: (99 kb) IAGAAGCTTCAGCTGTTAGCTCCTGCTTARATCAGATTATTTTACGGTATTTTCCATGARAGT
Alusg RETINOBLASTOMA.BINDING  [*CAGGCTGGCACTGGACTGTCGATC TAACAGGCATAGTCTCCCTGAGAAACCTGCTGCTTTC
38 | 493 | 5091 | 16 | 1sqiiz | 212403 PROTEIN § (CTBP (CTTAATCCAATGAAAGTTARATCCTGGCTAGGCGCGGTGGCTCGTGCCTGTAATCCCAGCAT
(1281) INTERACTING PROTEIN) ITCTGGGAGGCGGAGGTGGGCGGATCATGAGTTTGGGAGT TCGAGACCAGCCTGACCAACATG
A GTGAAACCCCCGTCTCTACTAAAARATACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGACGCGTGCCTGTA
telomeric: (6 kb) CABLES [ATCCCAGCTGCTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTARACCTGGGAGGTGGAGGTTGCA
(FRAGMENT). GTGGGCTGAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGTAAGACTCCGTCTCA
Intergenic CCTGGCTCTTAGGGARATGTGCTGCCTGGCTCTGCTCTTGGCCTTCTCTCTCCAGTATTTTA
LINE-3 centromeric: (46 kb) AU RNA- CTAGTGGCTGGGTGAAGCCCAGAGGCAGACTCTTCTCATTTATAAGTGARAGTTATARAGCA
19.204 BINDING PROTEINENOYL. GGGAAGGAGAGCTAARATATCCGATGGGAGTCAGGATCCAARAGCCTTTGACGGCCTAGATG
GGTAGGATGAATCTAACAACACGAAATATAATAGGGATACAATGTAAAGCCAGGTTCTTACA
39 527 | 4535 | 10 9q22.31 ;6'12\:927), ggggggé\doiA HYDRATASE ITTAAAAAAAAAAAAAAGCAACTATCCAAATTCACAACCGGGAGAAAAATAATAAAATAACTA
-~ CATTTTTTTTTTTTTTCTGAGATGGAGTCTCGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCT
295-527 telomeric: (1 kb) NUCLEAR CCATCTCTGCTCACTGCAAGCTCCGCCTCCTGGGTTCACACCATTCTCCTGCCTCAGCCTCC
(64-297) FACTOR, INTERLEUKIN 3 ICGAGTAGCTGTGACTACAGGCGCCCACCACCACGCCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAATAG
REGULATED. [AGATGGGGTTTCACCATGTTAGCCAGGATGG
Intergenic
telomeric: (218 kb) ADAMTS-9
ii&ﬁaﬁigifgg;ﬁggﬁiﬁggq T GTTGTCAAAATCTTCTTAGGCACAATACTAAGTTGCCTCTCTGTATATGCAACTTTTATTT
T TACTTTATGTATTTCTGTGGGCTCATTACTTTAAAAAATGAAGCTATATAGTATTATACAA
AluY xﬁ}gggﬂ?OBABOSPONDHQ JAATAGATGCAGGGCGTGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGG
40 | 425 | 4776 | 14 | 3plal | 132-425 centromeric: (432 kb) predicted [PGGATCACAAGGTCAGGAGATGGAGACCATCCTGGCTAACACAGTGAAACCACGTCTCTACT
(2-294) nerc: [AAAAATACARAAATATTAGCCAGGCATAGGGGCGGGCGCCTTTAGTCCCAGCTCCTCGGGAG
iﬁiﬁxg?&?;?%&g’ﬁﬁ” GCTGAGGCAGGAGAATGGCATGAACCCGGGAGGCGGAGCTTGCAGTTAGCTGAGATTGCGCC
MEMBRANEASSOCIATED GCTGCACTCCAGCCTGGGGGACAGAGCGAGACTCCGTCTCAARAAAAAGAAAA
GUANYLATE KINASE 1
(FRAGMENT).
Intragenic TTGTTGGCAAGGTGTATATTCTTAAGCCAAATGGTGGGTTTAAGGTATTCAATGCATTATTT
5| 23 |3isa| o | 13qi3s . Inintron 1 of Gen SIMILAR TO  [FTACACCTTTTTGAATGTTCACTTTCAAAATAATGCCTTAAGTATTTTTTAAGAAAAGAAAA
: - STOMATIN PEPTIDE. GAGAGAAAGCAAATGGT. GGGAACATACAGTAGATAATGTGTTGTAAACTTCATGCAAC
Size of intron: 14 kb ITACTGAGCACAAATCATCCTTCTGGAGTTGAAATGTA
Intergenic
telomeric: (2 kb) UROMODULIN
PRECURSOR (TAMM-
HORSFALL URINARY |AAATATCTGTTGAAAATACTGAGCTGAATAATCGATAGAAAACAAGAAAGGCAAAGAAAAAG
45 | 139 |3525| 2 | 16pl23 - GLYCOPROTEIN) (THP) IAACCGAGGGACTGCAGGAGTAATTCTGTTGTGCTTTTTTTTTTTATCCCAGCTCTTGTCTTT
centromeric: (5 kb) PANCREATIC CGTCCTTATCTTTAC
SECRETORY GRANULE
MEMBRANE MAJOR
GLYCOPROTEIN GP2
PRECURSOR.
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Alpha CGTTCAGTTCACAGAGTTTCACCTTTCTCTTCATAGAGCAGTTTGGAAAGACTCTGTCTGTA
46 | 186 | 41.94 | 4 - Satellite - [AAGTCTGCAAGTGATTAGTTAGACCCCTTTGACGCCTTCGTTGGAAGCGGGATTTCTCATTT
1-185 [ACTGCTAGACAGAAGAATTCTCAGTAAATCCTTTGTGTTGTGTGTATTCAACTCACAGAGTG
Iﬁe@emf & kb) predicted IAATGGGGCAGTAACCTGCCAAATAATGAATTACCCCTGGGAAATTAAAGACCTTGTAGCTAT
47 | 151 | 3444 | 0 2p21 - Zis;ggsﬁi~(11§501mc 81 A ATAACCAGGTAACAATTACACTCAATGTTTTAATCTTGGCTCTGGTTTGCTATGGAATCTT
CALMODULIN. TCATTAAGCATTTAAAAGGTACTTTAA
Intergenic
telomeric: (56 kb) predicted gene
48 89 | 4045 | o Xp22.11 R cgnmnwﬂc:@4kb)pmdwwdgene JATCCCTTATCCTCTACTCCTGCTGAAAACAAGTGATACAGTAAACTGCACTGTGTCAAGCAG
’ : with homology to Fugu rubripes [AATTCTTCTTCCTCTTTCAAAGAAGAC
LINE 1 REVERSE
TRANSCRIPTASE HOMOLOG.
I intron 3 of predicted gene: at the [*L1ATGTOCAACCATGACCTATGTTCTATTAAGACCCCACTGTTACGATAACAARAGRAGGG
CCTTATAAATCAATATCATAGCTTAATTATTTTATAGCATTTAACATACCGTAAAAACACAT
491226 130091 2 | 12q21.2 - border of a MAR. IAGACTGTTATAGCTTATAATAAACACAAATATCTTTTCTCTGACCATAGCATAATAGAAACT
Size of intron: 25 kb IAAGCTCAGAAGGATTTATCTAGGAACAAAAGAAGGAAATT
LINE-1ME1
1-105 Intergenic T TATTTTCAGAATATCACATAAATGGCTACATGCAGTATGGAGCTTTTTGAACCTGAGTCCC
50 209 | 4115 | 3 7p22.2 (5915-5809), tdonwﬁc(llSkb)pmdm@dgene ITTCACGTGGTATAGTGCATCTGACACATGCATGTTGTTGCATGTTTTGAATCTGACTCCTTT
: - LINE-IME1 | centromeric: (195 kb) predicted CACATGGCATAGTGCGTGTGACACATGCATGTTGTTGCATGTTTTGAATCTGACTCACATGG
106-166 gene. CATAGCACGTGTGACACATGTAT
(5894-5832)
[AGAAAACTAAACATAGAATCCCCACACGATCCAGTAGTGCCACTTCTGGTTATATACTGAAA
JATAATTGGAAGCAGGAACTTGAACAGATGTGTGCCCAACAGTGTTCAAAACACTATTTTACA
Intereni ITGGTATTTAAAGGGTAGAAACCACCTAAATGCTCATCAACGAATGAACAGATAAACACAACA
t322i2§(83kb)RED(:ELL ITGGTGTATACACACAAGGGAATATTATTCAGCCTTTAGAAAATGAAGCTGTGATACATACTT
LINE-IMB3 | ACID PHOSPHATASE 1 CAACATGGATGAATCTTGAAGACGCTACATTACGTGTAAGAAGCCAGGCATAACATATGTGA
; T TCCGTGCAAAGTTCCCTAGAGGAGTCAAATTCACAGAGACAGAAAGTAGAATGAAGGCTGT
51 694 | 3833 8 2p25.3 1-568 ISOZYME F (LOW MOLECULAR CAGGGGTTGGGGGAGTGGGGAGGAGTGTGATGG TTTAACAGATACAGAGTTGTACTTCGGGA
(5592-6181) | WEIGHT PHOSPHOTYROSINE  [; o7 162 n A ACGCCCTGGGGGTGGATAGTGGGGCTGATTGCACAGCAATGTGAATGAACTTAA
PROTEIN PHOSPHATASE) TGCTGCTGAACTGCACACCTAAAAATGGTTACAATGATAAATATTATGTAATATCTATTTAT
centromeric: (66 kb) predicted gene. |5 3 oap 2 A ATGAGGGCTTTCTCACARATACTATCAATACTTCTGAAGGTATTTTCCACATT
GCACTACACATAAAGTGTGTGTTTTAAACGTTACAATATTATGTGACAGACATTTTGGCAAT
[TCTTTCCTGTAT
Alu Intergenic T O TOCA T TCATA T TACOCA T T AT T T TCOTAT AT TO T T AAT T TC TCACTTCTOCTACT
52| 222136041 4 ) 8q2421 | 185222 centromeric: (43 kb) predicted gene o5 5 1 oma 1GTOTACAGCTGACAAGTCTTCCTTGEGAGCCCTACGTAGCTCTTTTTTTTCTT
(308-271) telomeric: (165 kb) predicted gene. - oo o p PP TP TP TTTT T TTTTTTTTGAGACGGAR
[AAAAGACCCCTCTCTCATTAATGCAGGTGTGCAAGAGATACCTGAATGCCACCGTAGARAGG
Intergenic A GAAAGCACCOTCACC T TAGAACACAAGTARAGACCAACOGCTOCTAACAGARAAGEAG
33| 336 | 42861 5 | 16p13.2 - g;gggﬁ;;;g%&;géTAXlNz' GAGCCATCCACAGATTAAGGTCAGCTTTAGACTGTACGARACCAAGAGGAAGCGTCCTGTGG
(CATCAAAGAACACAAATTTTAGACTCAGACCCTCTGATTCTACCTTTCTCATATGTARAATG
[ACAATAATAAAAGCATTATTATTAAT
IPCCAACACATCAGCTCCTCGTTAGTATAGTGGTGAGTATCCCCGCCTGTCACGCGGGAGACT
GGGGTTCAATTCCCCGACGGGGAGARAGCACTGCTTTTTTTTAGGGTGARARATGTAGCTGA
GCCCACAARGCGAAAAATATGCTTGGAGATGAAGCTTTATGATACGATTTCCAGCCTTATCT
CTGTATTCCAAGGCATTGGTTGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCCACGCGGGAGGCCCGT
GTTCGATTCCCGGCCAATGCAGGATGTTTTGAACATGTAATTTCGAGAAGTATGCAAACTCC
54| 3% 45131 22 - - - TGAGGAATAAATCTATGTTCGATTGCCAGGCCAACAGAAATCTCTGATCTTGGTCGAAATCT
CAACCGACTCTTGATAAATCAGACTTTGCTTTCACTTTCAGTTTGGACATTTACTCATTCTC
IAGGAGACTTTGGTGAATCCATTGTAGATGTCCAGTGTGTGAGGTGATTTACTTTGTGCAAGG
CTTTAGTTGTTAAATGGGAAACGAGARACCAACTGGTCATTGACAACTGTCTTGAGTTTGAC
AT TTGTGACAATGTCCTGGGACATCCCACAAACTCGTC
igﬁsiﬁi(SIkb)nﬂHanﬂBETA GGTAGGGAAAAGGTGGCTCTGTCTCAATCTTTGCCATCAACAAGTATTTTAAATTCCATGTC
GCTAAATGTTAARRAAGGACAGCAGTCCTGGGCCTARATGCTGCCTGCCTTCATTTATTTAC
55 | 277 | 4296 | 6 | 7pl4l - 2&?;ﬁggii§igi§g§AHV) IAGAGTTAGCATTCTTTGTCAGAGAAAGGGGAACATGGGAAGGAAATGAACGGCTTTGGCGCT
cemromeric: (179 kb) ZINC GTGTGGGCCATTCGTGGGCATTGCCATGACAGGCTTGCATGGCGAATCGTGAGACTTTAATA
FINGER PROTEIN GLI3. IACAAGAGCTTTGATTTGGATTTTAATTTT
Intergenic [ACACTACATTCAGGTCCCTGATAGACAGAGAATGGAATTCTGACACTTGGGGTGGGGATATC
HERV16 centromeric: (80 kb) BASIC- TGAGTAGATACACTTGAAAACATTGAATACACAAATTTCACTGAAACTTTTGAGTCTGTAAA
s6 | 361 | 4294 | 3 | 1aquay | (LTRERVL) | HELIX-LOOP-HELIX-PAS IAGTTTCCCCTTATTAGAAGAAAACAGCTAACCCTCACTCGAAGACAATGCAGAATCTTCAAT
: | 252361 PROTEIN GGAGGCAGGTACCTTATAGGACAATGCTTGTCCGCCTCAGAATCTGTTCCCACATCTCATTT
(1-109) telomeric: (43 kb) EGL NINE GAACCAAGAACTAGGGTCAAAACTCAGCATGGCCCCGACTACAGAAGTTTAGATCTACTAAG
(C.ELEGANS) HOMOLOG 3. GGATGAGAGGGTTGAACATTGAAGAAGCTGCAGGAGCTGGCARAGGTGTAC
Intergenic
g?;ﬁ;;;ﬁdﬁi?ﬁimwA (CCARACTGAGCCCAGAAGTGTCATGGTGAAAAGAAAGTGGATGATCGATCAGGACATARAGA
57 | 145 | 4897 | 1 64233 - (CTCTGAGARACCCTAGTCAAGATAAAAAAGCCTGTATCCCAGGGTTGGAGCAGAAGAGACCA
RECEPTOR ALPHA CHAIN CAGGTGCAGCAGGCGGGGATG
PRECURSOR
Telomeric: (248 kb) predicted gene.
In intron 1 of RING FINGER [ACTGGGGAGGGGAARGAGTGGGGGGAAGTACATGTGATTATAAGAGAGCAACACAGGCCAGG
AluSx PROTEIN 19 (DORFIN) CATGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGTGGGGCCGAGGTGGGCAGATCACTTGAG
58 | 261 [5096| 2 | 8q222 |56-260 (DOUBLE RING-FINGER GTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGTCAACATGGCAAAACCCCATCTCTACAAAAAATATTTA
(1-205) PROTEIN). [AAAAATTAGCCGGGAGTGGTGGCACACACCTTTAATCCCAGCTACTTGGGTGGCTGAGGCAG
Size of intron: 13 kb. IAACTGCTTGAACT
T TCTAGTTCCGACAATCTAGTAATGACCAATGAGTAATCTAACCTAACAATTCCAAAACTAC
59 | 143 | 3427 3 - - - TACCTTATACACACACAAGTGTAAAGGGATAAAGAATATGTACATAAAGATATATGAATGAG
TGACGGTACAGAACGGCAT
Intergenic CCCTTCTACCAGARATACCCCCTACTATTTTCTGCAGAGTCATGTGTATAGTTTTCTTATAT
MIR centromeric: (141 kb) predicted |[TAAGAAACCATAATCTGGAAGGTAAATAGTGGAGACCATCAGTATAAAAATATAAACACAGG
60 | 271 [ 3137 1 424 | 1-63 gene TAACTTGGTAAAAACTGTAATCAAATATATATGTTTGGAGAAATGCAATGAATTCTTAACTG
(138-201) telomeric: (48 kb) UP- TGAAATGGGGATGTGAAAATTACGTGTTATTCCTTTTATATTTACAGCAATGCTATGAAGCA
REGULATED BY BCG-CWS. IGATGCTATTATCCTATTTTTGTT
MLT2E GGAAGCTGAGGCCATTGATCCCGGATGATCACGTTGGCCACACTTGGTGGCAGACTCAGAGG
(LTR/ERVL) | Intergenic ITGTGTGGTGGGCTTCCGCETGTCCTTACTGTCCTGCTCTCTGCATCTAGCTCATCTTCCCAA
151-624 telomeric: (210 kb) SYNTAXIN 18 [GTGACAGCCCTGCTGGCARACATCAGCCCAAGCCTGCCACTAGGAGCTTGGTTGCGGGCAGC
61 | 624 | 6042 | 15 | 4pl62 | (16-473), centromeric: (108 kb) T TGGAAGGGGGCAGCTCCCAGAGGAGCCAGGTTCTCCAGGCCTCAGCCCCTCAGGTGCCCTT
LINE-IME4a | HOMEOBOX PROTEIN MSX-1  [CTCCAGACGCATGCCGCTTCTTGGATTTTCCTGCARACCTTCGCCTGTCTGGCCCTGCTGGT
604-624 (HOX-7). GCCGGACCTGTGTGGCAAGGCGCTGAGTGATGTCTCTCTCAGGTCCTCAGGGTGCTCCTCCA
(5833-5854) GACCTCCCCTTCCAGGTGGCCCTCATCTGCGTGCAGGCTAATTCCTGTAAGAAATTCCCTCT
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ITCCCTTAGGACTCCTGCAGCTCTGCTGAACCCTGAGTGCAAGGGTGACCCCCGGCCCCAGGG
ICGTCATGGAGACAGCCAGGGGAGGGTTGACTCCCTCCTTACCAACCTTGCCGCTGTTCCTGC
ITACAGGGCCGGGGGTGGGGGTGCCCCTTTGGCATGGTGGCATGCCTTTCTCTTGTCACCACA
[AATT
Intergenic
centromeric: (175 kb) predicted
MIR g?w ic: (67 kb) predicted GCCTATAGGAGTCTTAGATCTGATGGGCTTTTATAATTCGTGACTTTTTTCTTAGTGGTTCA
6 | 197 [an12] 2 | 20q132 | 111197 Séﬁﬁiﬁékgytﬁiﬁitiiwfﬁ? CTAAAATAATGTATTTCAGTGGCTTCTTAGATTGGTTGAAATGCAGTATAGTAGCCTCATTT
IGACAGACGAGTAGACTGAGGCTTACTGAGGTTAATAAACTCTCCCAGGTCACAAAGCCAGTG
(111-151) UBIQUITIN-LIKE PROTEIN GCACAGOCAGG
SMT3C PRECURSOR e
(UBIQUITIN-HOMOLOGY
DOMAIN PROTEIN PICI).
IAGTGGAGAGGAAGTGGTATGTTACCCTGTCTGTTTGCAGGGAATGAGTAAATTCATTGATAA
63 178 3989 | 0 8q24.13 - Intergenic IATTGATAAATTAATGAATAATGGCTGACCAAATCCCAACACAGGTAATATCTTTCTCAGCTT
GAAAAGATCTGTTATGAGAAGGGGCCACACTGAACACCCACTCCCAAGCTTCTT
ICAGATCTTTTGCAGACTCCATCAGGTTTTCTTCCAGAATGGTCCTGTATTTGGCTCCATCCA
64 | 245 4531 2 . . . [TCTTCCCATCAATTTTAACCATCTTCCCTGTCCCTGCTGAAGAAAAGCAGGCCCAAACCATG
[ATGCTGCCACCACCATGTTTGCCAGTGGGGATGGTGTGTTCAGGGTGATGAGCTGTGTTGCT
ITTTACGCCAAACATAACGTTTTGCATTGTTGCCAAAAGGTTAAATTTTGGTTTCATCTG
CTCTTAAAGGCCCACCTCTTAGTACTAACACATTGGCAATTCAGTTTCAATATATGAATTTT
MLTI1A1 IGGAGGGCACATTCAGACCATAGCATATGTTATGCTTGATTGCCTTCTTAGTCTGTCACCAAG
(LTR/MaLR) . [TTTTCTCTATTTAACTTCTGTACTATTTTGTCATTATTTTTTCTATTCCCATTGCCAGAACT
65 341 [ 3636 | 2 3q26.1 Intergenic
1-86 [CCTACTGCATATCCCCTGAACTATTTCAATATGTCAGGGTGGAGATTTAGCTACTCATCTGG
(315-93) GACACAGTAAAATACATCGTAGATACAAGAAACAGACTGAGTTGCACGAAGCATTCATATAG
ICTAAAATGTGAGTTATATAAAAGTTTGTCAG
CAGTGAGAGGTAGGGGTGGGTTCCATGATCCCGGACCCTAAAGGAAAGATGTGGCTTTGAGT
66 | 230 | 4174 2 12q12 ; Intergenic. ) ICATAGTAAACCCTAACCTGAGAACTCTGCACATGACTCCTGAAACTATGTCAAGATAAGTTT
’ centromeric: (68 kb) predicted gene. |]AACAACAGGTATTTCCACCTTTGTTTTCTTGTTTCTTTAACTTTTTATGTTGTAGTCATGCG
IAATTCCTTAGGATGTGGATTCAGCTATGGCCAGTTTGATGTGTG
GAGAGTGCTGAAAGTATAATTTGGAATAAGTAAATAAAACAAACAAAAAGACTTTAGACTTG
IAGCGAAATGCTTGCTTGCATGTAGAAAGGGTTATTTATTAAACTGGCTCCCCAAACAGAGCA
Inergenic TG CAC TG TCACAAATACTGTAT I TG TICTCCC T CACAARAGGAAGTACTE
67 | 440 13955 | 2 | 119243 - telomeric: (296 kb) C-ETS-1 |AAAAGAAACTAAGAAGTCTGCTTCTCATTTTGAACCCCAAAGTTGCCTTAAAGTGTACACAG
PROTEIN (P54). ICCTGCTGTTGTAAGATTACACATACACACACACACACACACACACACACACACACACGTCAG
[TCACACAGTCAGGACAAAGTGACAAATAGCTTCACACACTAACAGATCCAGTACTTGCACTA
GeTeeT
Intergenic
telomeric: (257 kb) ADAMTS-9
PRECURSOR (A DISINTEGRIN  |AGTTTGGAGCCTAGCCTCAACTTCTATTAGTGGCAGAACACATCCTAAAACTTAAAGCACAG
AND METALLOPROTEINASE  |[TCACCTAGAACAGTAAAACCAGTCAGTATC GACGG GGCATCTTC TCACTA
MERI117 WITH THROMBOSPONDIN [TTACATTTAGCAATAGGATTGTCAACATACTTGTTTATTCCTTGGCCCTGGTAATATTTTAT
68 | 400 | 38371 3 3pl4l (MERIType) | MOTIFS 9) GGTGCTATAATCCTCAGTGATATGTCTGTATAACTTCCATTTACTGAAAAGTTTTAATGTTC
) . 292-458 centromeric: (393 kb) predicted ITAGACACCTTGGGAAGATCTTTACCATTCCATAACATATTCTTATGAC, TACATGACAC.
(5-192) gene with homology to Mus ICACATGCAACCATGCTCTTCACCCATGGCTGTTGCAGACATTACTAGTTGATTATGGAGCTG
musculus PUTATIVE [TTTCCCTTTGAGTCTGGAAGTGACTGCAGAATCCTTATATACACACATTACTTTGGGCAGCC
MEMBRANE-ASSOCIATED [ACTATCGGTCGACTGCAGCTAACATTGAATAGTCATACCTAGTAGCCACTTATGAT
GUANYLATE KINASE 1
(FRAGMENT).
IAGAGTGGATTCTAAGGATCAGACAGGATAGGATATAACACTAAATTGGGTTTTATTCATTTT
ITACGGGTGTACCTAATTTAGCTCTTACAGCTGGAGATGACTGGAACAGCTAGAAATAGCTCT
GTAATTGGCAGATTAAATGAAACTTGATTTAGTGGTGACCTATATTTAATGAGGCTGAGATC
69 430 (3930 2 5q14.3 - Intergenic ICCAGAGTTCCATAGCATAATATGGAGCAAGGAATTAGAAAGCTTGGGGATATAGGGAAGTTT
[TATTGGATTTATCATGTGTGCTTTGTATACCCAGACCCCAGGTGAATTCCATGTAGCCCAGA
[TATAACCATAGGGAATGCTGTCATTGAGATGCACTTCCTGATTTCAGTGGCGATTATGGGAT
CTTAAAATATTGGAGGTCAAATGGCAACACTTAACATCAAAGGCAATGTGGGCACATC
Intergenic
telomeric: (38 kb)
TRANSCRIPTION
INTERMEDIARY FACTOR 1-
AluSg/x GAMMA (RET-FUSED GENE 7 [TCTC. GAACGAAATTTAAACCAGTAGACACTGATATCTGGGATAAAAATA
70 | 23 4036 | 3 p132 | 1-20 PROTEIN) ICCTGAGTTAAAAAACTAGTGATTTGAAGAAAGACTGAGGACTCATTCAAGCCACAACTAACA
: ’ centromeric: (18 kb) BREAST CTAGATTGAGCAACTTCTCAAGCAGAAACTGGGTAACCGCTGAGGCTGTGGAATTGAGAGGG
(296-277) | CARCINOMA AMPLIFIED (GATGAGAGTGGTGCCAAAGTACGCTGACTCTCACTGG
SEQUENCE 2; SPLICEOSOME
ASSOCIATED PROTEIN,
AMPLIFIED IN BREAST
CANCER.
IAAATAGGCAGGGCACTATGACTGATGGCCTGAGTGATACATTGAGCAACCAATACAAGTTCA
In intron 5 of predicted gene. [TATCCTGAAGAAGTGCAGGGTCTTCTGGAATAAGACAGGCAGGTAAATAGATAAAGAGGTCC
71 253 | 49.80 | 1 8q22.1 - Size of intron: 10 kb IAATCTGAGCCATGCCCATGAGGGTGAGTTTTCAGGGGTCATAAGGAGATGGGGTTGTGGGTC
. : IAAAGGAGGTAGGGGAGGCAGACAGGTACAACAGCACTGCGTTATGTGGCTGGAGGGGGCTCA
CTGGT
IACCCAGAAAATTACATGCTTTGTTCTTGAGCCCATTTCATATGGGCTATTTTGGAACCATGT
[TTCTTGGGCTAGCCCTGAARAGTCAGCTCTAACCTTGCTCAGGAGCAGGGCCAGCTATCCCC
GGGCTAAGGTTGGTGCTTGCCTACTTTAGAATGTGCAAGTGTGAACACTCGCTCAGCACCAG
GCTAAAATCTCCCTTAGCCCTGGGCTAAGGTGCAGTGTGAACGCGCCTCACGTAGGCTACAT
GTACATATGCCTATCATGGAATGAGAGCTGAGACGGTGACACACGTGCTGTATTTAGAAACA
72 | 666 |43.99 | 17 - - - [TCTAAGTTATTTTCATTAGATTAAAAACCAAGCCTAGTGGTTAGAGCGTTGGACTAGTAACC
GGAAGGTTGTCAGCTCGGGGTTTTGAACTTGCAAGGTACAAAGCTGTCGTTCTGCCCCTGAA
ICAGGCAGTTAACCCACTGTTCCTAGGCCATCATTGTAAATAAGAATTAACTGACTTGCCTAG
[TTAAATAGAGGTAAAATTAAAATGTACACGGGCACAAAGAGCACATTTCTGTTGTTCCATGA
GCGTTTGGGCACTATGCGTCATGGATAATAACGAAATGCTTTAACGAGTCAAATCTCCCTAT
[TTACACTGAATTAAATTGTCACTTTTGCGCTAGTTTTTTAAGGACA
LINE-1P [TAATCCATCTTGAATTAATTTTTGTATAAGGTGTAAGGAAGGGATCCAGTTTCAGCTTTCTA
73 184 | 3750 | 0 - 1-184 - ICATATGGCTAGCCAGTTTTCCCAGCACCATTTATTAAATAGGGAATCCTTTCCCCAGTTCTT
(5002-4819) GTTTTTGTCAGCTTTGTCAAAGATCAGATGGTAGTAGATATGTGGCATTATTTCTGAGGG
Intergenic ICAGGGCCAGGTCTCACGGGTTCCTGCTTCGACATGGTGTTTTGAGTGTAGGGGCTGCTGGAG
Alwlo telomeric f&7.1 kb predicted gene IGCAGGGAGGGAGAGACTTACACAGAGGGACACAGACACAGAATGAGAGAGACAGACAGGCAA
centromeric 11.3 kb AGAGACAAACGGAGACAAAGACAGAGGCAAAGAGAGATCAAGGGTCTGC. TATTTC. GG,
74 357150701 3 7pl4.3 312 A;'jﬂ INDOLETHYLAMINE N- ITGTTTCACTCTTGGAGTTTGGTGGG. CAAGAATCAGAGTGG. GGCCCCTTGGGGGAG
34 METHYLTRANSFERASE GAAACAGGATCTAAAGATGGCTAAGATTTCACTGATGAAGGTCAGTGAGCTTGCTCTTGAAA
(AROMATIC ALKYLAMINE N-  |ACAGGCTTGTCCTGGCTGGGCATGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAG
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METHYLTRANSFERASE).
MER61 ITGGCTTCATACCTTATCAACACAGTCACTGTACAGGGTTCCTAACCTGTGGTGAGTAAGGAA
(LTR/ERV1) [TGTCACTTTCTAACAGGCCCAGCAGCCCCATGCTATCTTGAGACCACAAGATGAGAAGAATT
1-151 (4956- ITACCCAACTCATAGGTATTTGAGGGTATTGTTTTGATAAAAATGAGGACTGGAGGGAGAAAA
75 | am 13843 | 1 5106), [ATTATGTTTCAAATCTTATCATATACTTGTAATTAAATTCTAGTTTCATTAGTTGTTTTTAA
’ B MERG61 : GTTTTTGCCTACCTTTTAAACTAACCTTGCTTATTTCTGTGAACCAACCAGTGATCTCTGGC
(LTR/ERV1) ITGTAGTTCAGAAGAAACAAAAGGGATGGGTAATGTAAAAATCTAGATCAATATTCTCATTCT
152-470 GGCCAATTATCCTGCAAATCCTGCCAGGTAGGGTGCTCATAATCCAGAGGTTTCTTTGTTTG
(3605-3935) (GGAAAATAAGACCAACGGAGCTAACCAAAGTCAAGCC
In exon 2 of PRAM-1 PROTEIN;
76 121 63.64 7 19p13.2 _ g’l\\IA (];E)RDAIIIEI/C\} ;/I\\IRSDEXP(;](E)T{E [AGGTCCTGGTGAGGTCCCCAAGCTCAGGCTGCGGAGGCTTCTTGGGAAAGTCACTCAGCGGA
: . GGCTGGGAGGCCTTTTTGGGAAAGGCGCTGGAGTCGCGCTTCGGCTCGCTGGACTGAGG
MOLECULE-1
Size of exon: 1.3 kb.
Intergenic
centromeric: (49 kb) predicted gene
AluSg/x telomeric: (25 kb) predicted gene  [CGCGTGGCTTAACAGGGTGGGAGTCAGGAGGCTCACTGCTAGCGCCAGCTGTGTCACTCATC
77 182 | 46.15 | 5 2q21.1 134-182 with homology to Fugu rubripes IAGCAGGTTGGCCACGCCCACCACTGGGTCTCAGGTTGGTTGTCCACAACAGAAGCATTCTAG
(308-260) CYTOCHROME P450 TAAAAATTATTTTTTAATTATTTATTTATTTATTTGTTTTGAGACGGCATCTTGCTCT
MITOCHONDRIAL
PRECURSOR.
IGAAACAAGCTGGACTATCTCAGGGTGATTGAATTTTTCTGCAAAGCAAAAGAACAGGGAAAA
In intron 5 (322 bp) and exon 6 (38 |ATACATTCCCATATTGACAAGAGAGTATATTCATTTCCCCAGCTTGATCCCAGGGTTCACTG
78 | 360 | 4861 | 2 602231 : bp) of CGI-130 PROTEIN GGGGCTCTAGTCTACGATCTGACCCACACTTCATTCCAAAGCAGAAAGAGATTCCAGGTCCT
! 92 Size of intron 5: kb IGGGAAGGGGCTGAAGGGGACCACTTGGCATTTACGCTCTGTCACCCCAGGTGCAACTGAGAA
Size of exon 6: kb. ITAAGGATGAGACTCAGGCAAGGAATCATCAATTAGGCAGAGGTAGGGGAAACTTCACCAGGC
[TCCTCAGTGCCTCTACCAGGAACTATGGGAAAACTCAGGTGTGAGAGCCC
. IAACAACTAGTTATGCAAAAATTTACTCCAATGACTCTGTATTAAGATACTGAAGAAACTGAA
79 | 214 3458 | 1| 12q233 19‘461_1208 L‘}&%‘gﬁ LﬁfOPTRE'I?\IOA‘MAm ZINC | CAGTGGGGATGGGGARATGGGACTTGGCCARCTATTAGTTCACTTTTACGCTCAACARTTC
i : . ) gt I[TCTTAGATAGCTAGTGCCATATTCTTTCTACTGATAAGAAAACTGAGATTGAGACATTAAAA
(64-198) Size of intron: 3.6 kb. [ACTCAATTCAATGTCACATAGCAGAAAT
AluJo Intereenic IAAAACAACAACAACAACATTTTTTTGAGAGGGGGAGTCTCCCTATGTTGCCCAGGCTGGTCT
19-144 cent tr%) meric: (9 kb) U4/U6- ICAAACTCCTAGCCTCAAGCAGTCCTCCTGCTTTCAGCCTCCCGAAGTGCTGGGATTATAAGC
s0 | 333 4535 5 1212 | (77-125), ASSOCIATED RNA SPLICING  [FEGAGCCGCCATGCCTGGTCCTGACCCCACATTTTTTTTTTTTCTGTAACTCTAGCCAAAGA
i sl LINE-IMCI | 5 crop CCCACTTTTTTATAGACTATTTTTAGAGCAGTTTTAGATTCACGGCAATTGTGTGGAAAGCA
193-333 - . CAAGGAATTCCATATACCACCTGCCCCCACACATGAATACCCTCCCCCATTATCAATGTCAC
(6333-6185) | telomeric: (2kb) predicted gene. g coacanceatacaTcTeTTA
In intron 4 of ADAM 22
MERSA PRECURSOR (A DISINTEGRIN  |GCAGTGAGGAGCTTCAGAATCAGAAACAGGAGTAGTGTAAAGCAGTTGTTCTCAAACTTTAG
(MERI Type) | AND METALLOPROTEINASE ~ |AATGCAGTAAAATCACCTGAAGGTTTGGCTGAATCACAGGTGGGTAGGCTGCATCCTCCGAG
31 330 | 4304 | 2 72112 43-215 DOMAIN 22) ICTTCTGAGGAAGTCTATAGGGAGGCTTGAGAAATTTGCATTTCTAACAAGCTGATGCTTTTG
: : (1-189), (METALLOPROTEINASE-LIKE, |GTCTGCAAACCACTCTTTGAGAACCACTGGTGTAAATAACCTTGACTTTGTAGCAGGCATAC
MIR 260-319 | DISINTEGRIN-LIKE, AND GTGGGTGTGGATGATCTCTCTCAGTCTATGGTTTCTCACTTGTAAAAGGGGGGAAATAATAC
(105-167) CYSTEINE-RICH PROTEIN 2) ITCACCTCATCAGTCATCATG
Size of intron: 32 kb.
ICACCCATTTCATCCCAATGTGATATATATTCATAACCACATGTAAATAAATAAATAAAGTGC
CATGATTAGGAGAGCGGTTATATCAGATAAACACAGGGGAAATTATGTTACCAAAGGGACTA
Intergenic ITCAGTCACAGCAATTGGGCCATCGGATCAAGGCTCTGGGGAGGGCAGGAGGGATTCTTACTT
MLTID centromeric: (364 kb) BA442018.2 ITGCTGCAAGCATATGTGGATACAAAACAGTTCTTTGCTTCCAAGGATCTGTCACTGGCATTG
s | 610 | 3705 3 10g263 (LTR/MaLR) (NOVELPkOTEnﬁ " |CAGTGATACTAAACAAAAGTTATTATTTTCTTTCTTTCTGTTTGTTCCTTAGAAAACTATTT
: ' 426-548 (FRAGMENT) IATACAAAATGTTTTCTCCATCCAAATGCAGTTTGGATATTTACTGCTCATCTGCATCACAGC
(332-453) telomeric: (232 kb) predicted genc IATAAGTCGCATTTCAATCAGTGAATGTAATGTGTCAAGATGTATATATTCTCTGGATTCTGC
. * |CTTAGAGCCCCTAGAAGGGAACTCATTTCTGCCAGTACCTTGAGTTTTGCCCAGTGAGACCC
[ATTTCTGATTTCTGACCTCTAGGACTAAATAATTTGTTGTGTGTGTTGTTTTTTAAGTACCT
[AATATCAATGGACAGTTTTTTATTATTGCCTGTAAGTTAAATCAAGATTCTT
IAGGAATTAGCAACTGAAGGGTTCAAAAACTTTATTAGTCATTAGAAAAGTACAAGTTAAAAA
LINE-1ME2 ICACAACAAAATACCACTACATACATACTGGAATAGCTAAAACTAAAGACTGACAAAACCAAG
83 265 | 3057 ( 0 - 27-265 - ITGTTGGTAAGGATGTGGAGCAACTAAAACTCTCATACACAGATGTTAGAAATAAAAAATAGT
(5397-5639) [ATAGTCATTTTAGAAAAGTTGAGCAATTTCTTATAAAGTTAAACATACACTGATACTATGAC
ICTAGCAATTCTACTCCT
Intergenic
:Eﬁﬁgﬁ;j;%gi?giéﬁ§whdA’ ICTTAAGGCATTTAGACAAAAATCCAATGAAAACCACATTCAAATGCAGTTTTGACTTCTTTC
RECEPTOR ALPHA-1 SUBUNIT [CATTGTGACTAAAATGGAGGCAGAGCAAACATAATCCCCTTTTTATATAATGCTCTTGTTCT
Alulo PRECURSOR (GABA(A) ITTGCTGCACCGTGAAGGTATTTTCCCCTTCTTTGATTTTTACTTATTTGTTTATTTATTTAA
sa | ase | 3772 | 3 sq34 160-340 RECEPTOR) [T TTAGTGACAAGGTCTTGCTCTGTGACCCAGCCTGGAGTACAGTGGGACAATCATAGCTCAC
: 1311) clomeric: (2 kb) GAMMA- ITGCAGCCTCGAACTCGTGGGCTGAAGCAATCCTCCTACTTCAACCTCCTAAGTAGCTGGGAC
( : ITATAGGACTACATCACTATGACTGTCTAATGTCATGCCCCTTCTTATGTTCACAATTTTTAT
AMINOBUTYRIC-ACID ITCCAAAGAGCCTAGTTTGTTTATAGCTCTATATATTTTCTTAGTGAAATTATTCAATCACAC
RECEPTOR GAMMA-2 ITTTTGTAGGCTAAGATGTGTGT
SUBUNIT PRECURSOR
(GABA(A) RECEPTOR).
?ggg IGAGGTAGGAGGATTGCTTCAGCCTAAGAATTCAGGACCAGCCTGAGCAACATAGCGAGACCT
49-290) ICGTCTCTACAAAAAAATAAATTTGCTGGATATGGTGGCATTAGCTAGTAGTCCCAGCTGCTC
85 290 | 48.97 3 - f‘\luJ ’ - ICAGAGGCTGAAGTGTGAGGATCACTTGAGTCCAGGAGTGCAAGGCTGCACTGAGCCTTGATC
253290 IACACCACTGTAGTGCAGCCTGGGCAATAGAGCAAGACTGTCTCAAT: TTTTTGCTTTA
(5-42) IGGTGGGGCACAGTGGCTTACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGG
IGGAAGATGGAGATGTCCTTTTCCCTATTCTCCTGGTAAGTACAGATAAATACCCTGGATGTT
ITTTCATTTTCAAGTTTTTTAAATTTTTATTTTAAACCGATGAATAATTGTACATATTTATGG
LINE-1MDa5 IGTCCAATGTGATGTTTTGATATACATTGTAGAATGAGTATATCTAGCTAATTAATGTGTCCA
1-62 (32-97), ITCACTTCAAATGTGTATTTCTTTGTGGTGAGAACATTTAAAATGTATTTTTTTAGAAATCTG
LINE-IMA7 | Intergenic [AAATATACATGATTATTAACTATGGTCACCATGCTGTGCAATAGATCTTGAAAACGTATTTC
86-499 centromeric: (14 kb) IAAGATCTATTACTAACTGAAACTTAGTACCCTCTGGTCAACATCTCCCCATTCTGCACTACC
(6291-5869), | EUKARYOTIC TRANSLATION  |CATCCCCAAGCCCTGACAACCACCATTCTACTCTCTATTTCTTTAAGTTTGACTTTTTAAAG
86 | 886 |39.50 | 2 | 14932.32 | LINE-1MDa5 | INITIATION FACTOR 5 (EIF-5)  |ATTCTGCAAATCAGTGAGATAATACAGTATGTGTCTTTCTGTGTCTGGCTTACTTCACTTAG
501-581 telomeric: (28 kb) PUTATIVE ICATTAAGCCTGCACATTTTTAGAGAAAGCAAACATGAGACTCTGAAGGGTAGAAAAAGAAGG
(85-168), SERINE/THREONINE-PROTEIN  [GAGGCTGACTAGAGAGCTCAAGAATGACTCCTTAGGAGGGCTCTCTTCCTGGCTGCTGTCTT
AluJ KINASE P78. ICTTCCTGTGACCCCCACAGGGGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAG
806-882 GAAGAG. GAAGAGAAGAG. GAAGAGAAGAGAGAGAAGAGAGAGAGACAGGAGAGAG.
(2-78) GAGAGAGAGAGAAGAGAAGAGAAGAGAGAGAAGAGAGAACACACTCAAGAATGCTTTCTGTG
ICTAAGTGTGGTGGCTAATACCTGTAATCCCTGCTCTTTGGGAACCTGAGGCAGGAGGATTGC
ITTGAATCCAGGAGTCAAG
87 204 | 5098 | 10 | Xpi122 AluY 2-157 | In intron 2 of predicted gene ICGCGCCCGCCACCACGCCTGGCTAATTTTTTGTATTTTTACTAGAGACGGAGTTTCACCATG
) ) (156-1). Size of intron: 36 kb. [TTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTGATCTCATGATCCGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGC
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101

LINE-1MC4a
193-204
(5353-5398)

ITGGGATTACAGGCATGAGCCACCGCACCCGGCCTGCTTTAGCTGCATTTCTTTAACTATTAG

ITAAGCTTGGGCATATTTT

88

344

42.15

ICCACCTCTGCACCCTGCTTCCCTGAGGGTGGCTTGTGGACTGCTTGTTTGAACGTGGGATTC
[AGCAGCTTTTCTCTGCCTCCTGGAAAACAGTCCCTGACCAGCTGCCAGCAATGCGGGGCCCT
[AGGGAGCCAGGGCCTAGAGCAATTGATCCTGTGTGTCAGATCCAGATGGTAACTCAGTATTT
[ACCAGGTGAGCTTTGCAGGTGGGTGGGAGTGGGGCEGGGGCEGGTGGGAGGACCTGCCTAGCCT
ICATCTAGTGCTCAGTAGTTCTGGTTGTGGTATGGTTCACAGGCCTCTATATGTTTCAAGCTT
ICCAGGAAATTTAGGCTTTCAGCCTTCTCTGTATG

89

348

37.93

Alpha
Satellite
1-348

ICTGTGACTTGAAGGCAAACATCACAAAGAAGTTCCTGAGAATGCTTCTCTCTAGGTTTTATA

ITGTAATCCCGTTTCCAACGAAATCCTCAAAGCTATCCAAATATCCACTTTCAGATTCCACAA

(AAAGAGTGTTTCAAAACTGCTCTGTAAAAAGAAAGGTTCATCTCTGTTAGTTGAATACACAC

[ATCACAAACAAGTTTCTGAGAATGCTTCTGTCTAGTTTTTATGGGAAGATATTTCCTTTTTC

[AACATAGGCCTCAAAGCGCTCCAAATGTCCACTTCCAGGTAGTGCAGAAAGAGTGTTTCAAA

ICCTGCTCTATAAAAGGGAATATTCAACTCTGTGACTTG

90

268

51.59

AluSp 1-192
(193-1),
MER2
(MER2 Type)
194-262 (70-
2)

ICTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCATGTGCCATCACGCCCGACTAATT

ITTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCTCCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCCGACC

ITCAGGTGATCCGCCCTCCTCATCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGTGCCACCGCAC

ICCAGCCAAATATTTGTATATTTTGGTATCTGCAAGGGCTCCTGGAACCAATCCTCAGTTGAT

[ACTAAGGGATGACTATACTC

91

592

30.07

5q11.2

Intergenic

centromeric: (13 kb) HEAT-
SHOCK PROTEIN, BETA-3
(HSPB3)

telomeric: (47 kb) SORTING
NEXIN 18;

within a MAR.

(AGAAGAAAGAAGAAAATCACCAAGCCTCATGCTTGTT CCGAATCTGC. TCAC
[AAGGTCACTTTGAGGCAGAGATTTCTAAAATCCTCAAGTTAAAGTCTAGAGCAAAGTTAACA
IGCAAATCCTCTAGATAGGGAAGGTTGATTATGGGATAGAGGGAAGATAACAACAACTACTGT
ITTCACAC. CAAGCCTG. CC. TTCCCAAGTACTTCAAAAAACTTAATGCTAAGA
[AAATCAAAGTAGTCCATACTTTGAACTTGAATTCTCTCCAGATAAAATTAATATATAGAACA
[ATCCAATAAAGACTTTGAAAATAATTATGTTTAGAATGCTCAAAGAATTATGTCTATTTAAA
[AAGAATAAGAAATGTAACAATTAGAAGAAAATCTTATAGCTGTATAAATAATAGCCCAGACT
ITATAGAAACATCATAATGGATAGAGGTGTCTACATACTGATATACGTAAATCACCCTGAAAG
[ATAAAATTATAAAATAATCGACTTAATTGCTGCAAAATATTAAACAAAAGTCAATAGAATTA
ITTGTGATTAGAGGAAATTTCAATGTATCTGTTTT

92

329

29.79

1g31.1

Intergenic

ICAACCAAAGTGTTTTCTTTTGTCTGATTTAT. CTCAGAATCCCTCAAGAATTCAGTTAGG
[AAATCTTTCGGAAACTATACTATATTATGGTATCTTAGCTTTACAAATTAGATTATCCTCTA
ITAAAAAATTCTAATGGCCTATTACTTAATACCTTTGCACTGAARAATGTTGACTCAGTACTTA
[AAGTAACATTTCAATATGCTTTCAATTCCCAGTGAAAATCAGCATTGTATATTATAAAAGAA

GAAGAACACTAGTAAGAAG TTGGTCTTCAGTCTTTACCTTTCTACTTACTAACTGTGA

[ACTTAACTCATATGCCTTA

93

172

50.58

(112-283)

ICTCTACTAAAAATACAGAAAATTGGCCAGGTGTCGTGGTGCATGACTGTCATCTCAGCTATT

ICAGGAGGCTGAGGCATGACAGTCATTTGAACCCAGGAGGCAGAGGCTGCAAGTGAGCCAAGA

ITCATACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGGAAGGCTGTCTCAAA

94

236

43.22

4q24

AluSg/x
2-108
(195-302)

Intergenic

centromeric: (498 kb)
SERINE/THREONINE PROTEIN
PHOSPHATASE 2B CATALYTIC
SUBUNIT, ALPHA ISOFORM
(CALMODULIN-DEPENDENT
CALCINEURIN A SUBUNIT,
ALPHA ISOFORM) telomeric:
(135 kb) predicted gene.

ITGCTTGAACCCAGGAGGCGAGGTTGCAGAGAGCAGAGGTCGCACCATTGCACACCAGCCTGG
IGCAACAGAGCGGGACTTTGTCTCAAAAAAATAAATAAAAA G. CCAAGGCAAAAACAAT

ITAGAGGGTGGATTTTTCCACAAACTACCCAAATACTTAGATGTTTGAGTTTCGGAGAAAAGG
GCAGGAG GGAAG TATTCACTTGAGTGGTTCCAGTTTGCTA

95

584

58.56

ICATTGAATTTCCCATTCCAAACTCATCCCCCCAGTTCTTCCCTGAGCCCTCTTCCATCCCCG
IGCCTCACCTGTCCCTTTCCTCACACCCCCCTTCCTGCCTCATCTGCCCGGAGCCTGTTTCCA
ITTGCCGCAGTCTCCTTCCTCCTCACCCCATTTGCTGAAGCAGTGGCAGAGATACCCCAAGCC
ITTTGGGGGACTGATGAAGGGAGAACATCTTTTGGGGGCTAGAGGAAGTGAGTGGCTCCTAGA
IGGGACAAGGGGAAGTGAGGGGAGAGAGTCAAGGGGACAGGGCCGAAGATGGTAACCCTACCC
ITAGGGAGGGGTTGCCACAGCCATCAACAAGGGATTTAGTGTCCAGGCCCTGGTGAGCAAAGC
ICAGCACTGCCTGTCTCTCCCCAAAACTGCCCCCCCCCTTCCCCATCGCTCTAACTCAGCCTC
ITGGGAACAGAGCCCTGAGGGCCCCCCCATCCTGGATAGGGAATCCCCACCCCACCCCCAAGA
[AAATGGGACACCAAGGCAGCCAAGTAACCCAAGAGGCTACAGAATGTGCTGATGGCAGAGGG
IGGAGGGGTAACTGTCTCAGGATGGGG

96

629

46.90

[AGAGAGGTAGGGTATGAGAAGGAAGACAGACAGAGAGGTAGGGTAGGAGAGGGAAGACAGAA
[AGAGAGGTAGGGTAGGAGAGGGAAGACAGAGAGAGAGGTAGGGTAGGAGAGGGAAGACAGAC
[AGAGAGGTAGGGTATGAGAGGTTGTAACTATCTTAGTCACATTGCAGGCAGGTTGTTATTGA
ICATGGTAAACAGGAGCACACAGCCAGGAATACAGCCTGTTTTGGACCTGGGTTCAAATACTA
ITTCAACATCTTTCAGATACTTTGAAGTTTGCTTGGAGTGCCGATGGGTGGGGTTTGTACTTT
ITTCCATAATGACATAGGGTTTAGTGCAACAGGCAAAAGCTCAATCAAGTATGACCAAAAAAT
[ACGGTATTTGAAATGATTACGAACAATGTTTGAATCCAGGCGTGCTGCCTGCCTGCGTTGCG
ITGCCTGGCTGGCTGCCTGCGTGACAGGATGACCTGAGAGGTGAGGTTAGGCCGTAACTCTGT
ICAGAGGGTTATTATGACGAGACTTGTTCAGACGGGTGTACAGTGTATCACTCCAGACTACAG
[AGGAAGACAGGAGAGTTGAGTTGATGATACGTGTGTTGTTGAGACTCATGTACCTAAAGGGG
[AAACAGTGA

97

277

35.02

6q16.3

Intergenic
on the flank of a MAR.

[AAAACACAGCAAAGGAGAATGAAAAGTAAAAATCAAGAGACGGTCATTCTAATTTCATGAAA
ITTAGTATAAACCCAAGAGTTAGCTCCTTATAGGGATTTTTGTGAATCTATAAACTCTGTAAA
ICTCATTTTGTGCAAGGCTCCCACCACGTTGTGTGAGAATCAAGGGCATAAAGGTAAATTAAA
ITTTCATCATGGCCTCAAACTCCAATCCAGTTATTTAACATGATTGCCCGGTAAAACAACAGT
IGATCTTTTTTAACCCTTAAAGAAAAGCTG

98

176

43.18

3q26.1

LTR12C
(LTR/ERV1)
1-105
(1306-1203)

In intron 5 or 6 of SERPIN 12
PRECURSOR
(MYOEPITHELIUM-DERIVED
SERINE PROTEASE INHIBITOR)
Size of intron: 125 kb.

ICAGGAGTGAAGCTGCAAATCTTCGCGGTTGAGTGTTACAGCTCATAAAGGCACTGTGACCCC

[AAAGAGTGAGCAGCAGCAAGACTTACTGGAAAGAGAGAAAGAAATAAGTCAGTAGTGTCCTG

IGGGACTAAAGGAAGAAAGCTTTTCCAGAAAAAAAGGGATGGTTAATAATACT

99

123

45.53

7q34

In exon 12 of predicted gene
Size of intron: 2 kb.

[ATCTTGGATTGTCAGGCGTCTCTCAACACTGCCAGCCACCTGAGATGCTGACCAGCAGTGAA
IGGCTGCACTAGTTTTCTACACTACAGGAATTACTGTTGATGATTTTTGCTGTTGTTTCATG

100

161

48.45

[AGTCTCCTAGTGGTAGAGCCTCATCACTACAGTCTCCTAGTGGTAAAGCCTCATCACTACAG
ITTTCCTAGTGGTAGAGCCTCATCACTACAGTATCCTAGTGGTGGAGCCTCATCACTACAGTC
ITCCTAGTGGTAGAGCCTCATCACTACAGTCTCCTAGT

101

176

52.84

17p12

Intergenic
telomeric: (2 kb) predicted gene
centromeric: (20 kb) predicted gene.

ICAAGGGGCAGTGCCCAGGGCCACTGCCTGCCTCCGGTGAGAAGTTCTTTAGCAGCAGTCACA
IGGGCAATGCTTAGAAAGGCAATGCCACAGTGAATAAGGGGGATTAACTTGGATCCAAAAGTG
ITAGGATAATGCCCACCAAGAACGCACGTGGCTCCATCTCTCTTCCCAGTTCT

102

386

49.48

3q25.31

AluY
114-386
(22-289)

Intergenic

centromeric: (17 kb) predicted gene
with homology to Mus musculus 1
PHOSPHATIDYLINOSITOL 4 5
BISPHOSPHATE

[AACAGATGAGTCGAAGACTATATTCCTAACTTTATTACATAGCTAGAGTTTTAAAACTCTTA
[ATAGAGTCCCATCGAT. G GGCATAATAATGTGGTCTACAAGGTCTTTTTTTTTAG
[ACGGAGTCTCGCTCTGTAGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGTGATCTCGGCTCACTGCAAGC

ITCCGCCTCCCGGGTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGC

[ACACGCCACCACGCCCGGCCAATTTTTTTTGTATTTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCGTG




Ergebnisse 102
PHOSPHODIESTERASE 1 PLC | [T TAGCCAGTATGGTCTTGACCTCCTGACCTCGTGATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGC
PHOSPHOLIPASE C 1 PLC ITGGGATTACAGGCG
telomeric: (108 kb) ACETYL-
COENZYME A TRANSPORTER.
Aluves ELQSE;;;?;Z%%;;&E?ECW”h IAGGGAGCTGAGATCGCGCCACTGCACTCCAGCCTAGGTGACAGAGTGAGACTCCATTAAAAA
103 | 187 13520 | 2 1p13 | 168 ELONGATION PROTBIN 4 [AAAAAATTACTCAAAGTTGTTGGACAACTGGAGTCAATGTTAATTGTTTGTTTTTTGTATAC
12281 HOMOLOG (S. CEREVISIAE) 2AATCTF GAAATATTTAGAACACTAATAAAGAACTTTCCAC GTTTTGTAGTCA
Size of intron: 10 kb.
Intergenic
Y 1?&22;;g;§kb)PROTE”qSCK JACCCCAGACCTGAGGGTCGCAAGGAGAGTGGGGGAGGAATGAGATTGATGGAGGCTGCAGGA
Alu ( - )kb GGGGGTTCAATAAGTAGCCATGTGCATGCATGTGTGTGTGTGCATGCGTCTGTGTGCGTGCA
104 1 238 | 59.66 | 13 | 19p133 5fh) SﬁgggﬁﬂasiDgagéggfééLL ITGCGTGTGTGCGTGTGTACGTGTGGAGTTGTAGCCATGAAGCCCACGATGGGGGTGGGCCTG
ADHESION MOLECULE 1, GCTCCCGCATCAGGTTTAAGGAGGAAGGATCGACCGGGCGCGGTGGCTCACG
ISOFORM B PRECURSOR.
Intergenic CTGAGGATTGGATATCAGAACAGTGAGATATTTGGTCTCTAACATGAGAACAATAGCTTTGG
centromeric: (144 kb) GAATTATCTTCACAAAAGGTCACCATGTCCTGCCAGTTACCTAATATTACAGCCTTTCTCCA
PHOSPHATIDYLINOSITOL 3. [GGTTTCTICCTCCCCAGATGTCTGGAGCTCCCCAGATGTCTGGAGCACCCCAGAGCARTGGC
105 | 417 | 4532 | 1 | S5q112 - KINASE REGULATORY ALPHA [CTTGCGTCTGATAGTCCTATAGTTCCCAGGTCCTTCARGGTCCTCCAAGRACCTCAGATGCT
T TCTCTGCCCCATTCCTCTCCTACCCACTTACTGTAAGACTACAGTACACTCTTTTAAAGTG
SUBUNIT (PI3-KINASE P85- T TCATGTGTGTGTGTATCTCCTCAATGTTCATTCTTGCTCATTTTCCCAAATGCCCAAACCT
ALPHA SUBUNIT). [PACATGTCGGACTGACTCCATTTGGTGAAGCCACTGAAATTCCTA
CTATAAAAAATGCTGTAATTGATTCTTAACAGGAAGTGAGGGCTTTTTCACTTTGAGTTGAC
Intergenic IAACCACAGCAGCTACACACACACACACACACACACACACACACACACACAAACACAGACATA
MSTC centromeric: (24 kb) PH DOMAIN  [CAGTTAAGGTTTAAATATCTGTCCCCTCTGAAACTCATGTTGAAACTTATTCCCCAATGTGG
106 | 472 | 4428 | 2 | 15q2231 |(LTR/MaLR) | CONTAINING PROTEIN CAGTAGTGAAAAGTGGGATCTTCAAGAGGTGATTGGGCCATGAGGACTCTGCCCTCATGAAT
i ) 127-472 telomeric: (24 kb) predicted gene IAGATTAATTCATTCATGGATTAATGGATTAATGGGTTCATGGATTAATGGGTTATCACGGGA
(2-341) with homology to Mus musculus IATTGGACTGTTGGCTTTATAATAAGAGGAAGAGAGATCTGAGCTAACATGCTCAACCCCCTC
ANKYRIN. [ACCATGTGATGCCCTTCAGGGCCTCAGGACTCCGCAGAGTCCCCACCACCAAGAAGGACCTC
[ACAAGGTGCAGCCCTTCAACCTTGGACTTCTCATTCTC
GAGGAGAGCTTTATTTCCTACTATGTGGTCAATTTTGGAATAGGTGTGGTGTGGTGCTGAAA
LINE-1P [AGAATGTATATTCTGTTGATTTGGGGTGGAGAGTTCTGTAGATGTCTATTAGGTCCACTTCG
107 | 320 13906 | 1 . 320 i ITGCAGAGCTGAGTTCAATTCCTGGATATCCTTGTTAACTTTCTGTCTCATTAATCTTTCTAA
(2751-2432) TGTTTTCAGTTGGGTGTTAAAGTCTCCCATTGTTATTGTGTGGGAGTCTAAGTCTCTTTGTA
GGTCTCTAAGGACTTGCTTTATGAATCTGGGTACTCCTGTATTGGGTGCATATATATTTAGG
laTacTTAGCT
Intergenic [ATAAAAAAGACAGCAGTTTAGCAATTGGCTTTTTTACCCACTCTGAGAGGACCCTACCTGCA
108 137 [ 4526 | O 12p11.22 - telomeric: (60 kb) CDA14 ITGGAGAGTGACACTTGTATCTGGGCCCTTCTTAGGAAGGCAAAGGCCAGCAAAAAGCCATAC
centromeric: (75 kb) predicted gene. ATCCTCTTTCTCT
GAGGCTTGAGGCGCGCATCCATACAGCTGTGGAAGAGATGCTGCTGTCATTGGCCAAAACCA
Intergenic GCCCCGGAGACAGCATGATCCTGTCTTGCTACAGTGAGAAAACCCCCTTGTTTGCTTCCCAT
109 | 284 | 5493 | 4 | 8q22.1 - tclomerics (211 kb) predicted gene, [ TCCCTOGCTECTGCGTGGTGATAGGGCTTTGGGTAGCTGTCTTAGGAGACTCTGCCAGGT
: " |AGAGGAGGGAAGTAGGAGAAGAAATGGGAAGGTTGGGGCTCCACCTTGTTGAGAGTGGCCAG
GACAGGTGGTGATTTTGGTGGCACCAGAGAATAGAG
GTATTCGGCCTCCTTGAACTTTGCGACCTTTTGCCACATTTCAGGCTTCAAACATAAAGATA
TAAAACTGTATTTTTTTTGTGAGGAATCAACAACAAGTGGGACACAATCATGAAGTGGAACG
110 | 308 |37.66 | 8 - - . JACATTTATTGGATATTTCAAACTTTTTTAACAAATCAAAAACTGAAATATTGGGCGTGCAAA
JATTATTCAGCCCCCTTAAGTTAATACTTTGTAGCGCCACCTTTTGCTGTGATTACAGCTGTA
IAGTCGCTTGGGGTATGTCTCTATCAGT TTTGCGCATCGAGAGACTGACATTTTTTCCCAT
CAAAGACGTGGCTAGGGGAGGGGAAGGCACACAGAATAGTGATTAATTATATTATTCGCTAT
AGTTTTTTGGTATGCTTTAAAT TTTTTTGAATTGCACTTTGACCTATTAAAGGCGAATTCCA
Intergenic CTGAGTTGGGGGTGGGTGGGTCAGGGAAGGCTTCTCAGACGAATTGAGTCTTACTTAAGATG
telomeric: (93 kb) predicted gene [ACAGCTG. TTGAGTAGAAGAGGAAGGGCGGCAAGGTGTTTCAGGCAGAGAAGCCTGCGC
111 | 516 | 51.55 | 11 | 11p11.2 - centromeric: (41 kb) OASIS TAAGAGGCTGGACTGGGAAGGTGAGGTAGGGGCCAGGGACTGAGACCCCCTGTGTGGCCAGA
PROTEIN_) BBF-2 IGCAGGGGAAGAAAGGAGCTGATGTTGAGGGGAGGGGAGGCGAAGGGGGTGTGCACAGACCAT
(DROSOPHILA) HOMOLOG. GCAGGACCCCACAGGCCATCCTGAAGGCTCAAGCCTCTCCCCTAAATATGACAAAATCAGCA
GGCEGCCCAGGGACACTTCACTCGGCCAGATAGCGGAACAGGGAGGGCGTTCTTGAARAGGT
GACTCACATCTTGAGTTCTG
. [ACAGGCTGGAGCCAGTTGTTTGTCTAGGT TTGAATCCTGGCTGGGCCATTTCCTAGCTGTGT
MIR g;ggi;;?ffﬁ?g;ﬁ?:ggﬁgggg GACCTTGGGCAAGTTATCTGACCTCTCTGTGGCCTGTTTTCATCAATGGTAAAAAGGGGGTA
112 | 262 {3779 | 2 | Xp11.23 |6-221 OF RAT GRIP-ASSOCIATED [ACAATAATATCTACCATCTAGGTATTACGGGAGGATTATAGAAAATGAGTTAATATATGTAA
(33-241) PROTEIN 1 Sive of introm: 11, |PACTCTTAGAACATICTTGGCATGTAGTAAGCGCTATGTTTTGT TARATARAATARRATCTA
F K0 A ATGCAAATCTAAG
[AAGACAGTCAGTGGTTAATGTTTGCAAATGGGAACATAAGAAATTTTGGGGTGATCGAATAT
TCTATTTGTTGTGGTCTTTGTTACACGACTACACATTTGCAAAACTCATCAAACTCTGCATT
TAAAGTAGATTAATTTTGCTATATGTTTATTCCAAAATAAATAAACAGAGGGTTTCCAAACT
GCTCTATGAAAAGAAAGGTTAAACTCTGTGAGTTGAACGCACACATCACAAAGTAGCTTCTG
[AGAATGATACTGTCTAGTTTTTATACGAAGATATTTCCTTTCTACCATTGGCGTCAAAGCGC
LINE-1IME1 ITAGAATTCTCCACTTGCAAATTCCACAAAAAGAGTGTTTCCAATCTGCTCTGTCTAAAGGAA
23-169 GGTTCAACTCTGTGAGTTGAATACACACACACAAAGAAGCTACTGAGAATTCTTTTGTCAAG
13 | 942 136311 12 R (6007-6165), B [AATTATAAGAAGAAATCCCGTTTCCAACGAAGGCCTCAAAGAGTTCCAAATATCCACTTGCA
: Alpha CACTGCACAAACTAAGTCTTTCCAAACTGCTCTATGCAAAGAAATGTTCAACTCTGTGAGTT
Satellite 171- TAATACACACATCACAAAGCAGTTTCTGAGAATGATACTGTCTAGTTTTTATACGAAGATAT
942 T TCCTTTTGTACCATTGGCCTCATACTGCTAGAATTTTCCACTTGCAAATTCCACAAAAAGA
GTGTTTCCAATCCGCTCTGTCTAAAGGAAGGTTCAACTCTCTGATTTGAATACATACATCCC
[AAAAGAAGTTACTGAGAATTCTTCTGTCTAGCATTATGTGAAGAAATCCCGTTTCCAACGAA
JAGCCTCAAAGAGGTCCAAATATCCAGTTGCAGAATTTACAAACTGACTGTTTCCAAACTCAT
CTATGAAAAGAAAGGTTAAACTCTGTGAGTTGAATGCACATATCACAAAGTAGTTCCTGAGA
lATGaTTCTGTCT
[AATTCTAGACTAAAAGTTCAACACTTCACCAATTAGACCTAATAGTCATCTACAGAATACTC
CATCTAGCAACCACAGAATATATATTCTTCTCATTTGCACACAGAAATTAATCCAAGACGG
Intergenic AT A TR TAAAAA A TAANTCAATACCAAGAACA TCTCTCAAAACCACACARTT
14 | 593 3423 | 3 | 13qu42 %Ez%le4 f;‘:r:’é:i"(cs (k3bl) kb) ESTERASE D [y o 3 a GAAATTAAACAACTTGCTGTTCAATAACTTCTAGGGATGGAATTACTCTTTTAAARA
[ACTTGAATAAGATACTGGGTGGGGAGATTATTCTACCTCTTTACAAAATGTTTGTTTATTTC
(2616-2893) | S-HYDROXYTRYPTAMINE 2A [, 1155 GCCTACCAACTTTGTCACAAATTAGCCTAAGTAATATAGGATAACTTAACACGCCTA
RECEPTOR. CCCAGAGATGCCATGCTGCATATGATAAGATATCCCTCAAGGCATTGCCACCACCCGATGCT
GATGTTTCAGCCACTTTAGACACTGGTGAAAAGCAAAGTTGTGTGGGCCAATGGCAAAAGTG
T TAAGAATATAGAATTTTAAAATTAGATTTATGAG
AluSx [ATAGAAGGAATATTTTATTTTATTTTGTTTTATTTTATTTTGATATGGAGTCTTGCTCTGTC
us | sa2 Laros | o . 11-322 . IATCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACCATCTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCTGGGCTCAA
(313-1), GTGATTCTCCTGTCTCAGCCTACCAAGTAGCTGGGATTATAGGTGTCCACCACTGCACCCAG
HUERS-P1 CTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACT




Ergebnisse

103

(LTR/ERV1) ICCTGACCTCAGACAATCCGCCTGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGAAATTACAGGCATGCACC
24-842 IATCGCCCTGGCCTAAATGTTTACATTTTTAAGACATTTTATTTTACCAATAACCTTTAAAAC
(3143-2623) [TGTCTTTATTTTTAAAAGATTACTGAAGTCATGTGAACAAAAAGGCGTTAAAGTGTCTATTT
[TTCTGACAAAATATTTTATTTAAGCGCTTAGTTTTTAAGCCAATTAATTAGAGCTCTTTTAC
IATATAAACATACAACACATATAAATACACAGACAGAAGATTTAGCACTTGTAAGATTTTTCT
[ATTTGCCAGTTTTTTAACTGGATTACTGGCTTCAGGGCGGAGCCCTTGGAGGAACAGGGCCA
IGGAAAGCTTGCGTTTCTAAGGCCAAATAAGCAGCAAATAAGCAGCTGAAAGCAAAGACAGAT
ICCCCACAGTTAAGGGTGCCATTTTATACTGGTTCCTGGAGTCCCAAAAGGAAGGAAATACTA
ICGGGAGCAGGCGGTGCAGTGCTTCTACTCTGCATTTCATTGCAAGGCAACACAAAGCCAATC
IAGCCCATTTTATAATCAGCCCATTCCTCATGGGAGT
AluYes ICAACAGAGTGAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGCTTTCTGTTCTTGA
16 | 232 | 2031 R 1-46 R IAATATTCAAACTAGACAGGATAGACAGGACAATTTTAACTGAAGCTGTTCTCACAACCCTGT
) (248-293) ITTTTCAGCTATTATAAGTTTGTTAATGGACAAACATGTTCATAACTGAAATTTTAAAATTAC
IATAAAAGTATAATTCTATAACCTGCAGAACTAACATTTGATGCATT
AluSq/x Intergenic
11' %01 f;é‘gg‘?g&ﬁg&l{ A GTAGAGATGGGGTTTCACCATATTGGTCAGGCTCGTCTCGAACTCCTGACCTCAATTGATC
117 | 163 | 5031 29333 ;m§ ), CARCINOMA-ASSOCIATED ICACGCACCTCTGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACAGGCATGAGCCACCGCACCCGGCCATGA
150-163 ANTIGEN HCAS57B IATGCTCTTATTAAAAAAAAATTCTGCCCAGCACTTTGGG
(276-263) telomeric 19.3 kb predicted gene.
Intergenic GAAATGGAAAAATCACTCTGAGGTAGAAATTTCTAAAACTGTCTTTATTCAGTTTATAATTA
centromeric: (284 kb) PROTEIN IAAGTTAGAGTCAATGGAAATTTGGAACCAACCAAAAGGAAAATTTAAATCTTGTTGTGAGAA
118 | 304 | 33.88 14q12 - KINASE C. MU TYPE E [TATTTTAAATACTAATGTTCCCCCTGCTATGTTGGTGTTACAATTCTCAATAGGAAATGATT
tdonwﬁc~é47kb)pmdmmdgene CAGAATTCCTTCTAAGCCTTTATGTGGGGCCACAAGAATGTGGAAATACTTCTGCTTTCCTC
. . GGACAAGAGACTAAGAGATCAAAGTCCAAAGTCAATCATAAGAGACCAGAGATC
[AGGAGAATCTCTTGAACCTGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGTTGAGATCACGCTACTGCACT
ICCAGCCTGGGTGACAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAAAAAGCATATATATATGACAGAAGGG
[ATCTTGGCACCCTGTGTTGAAAAGATACGTTTTTAAGTCAAATGTGAGGTAAGTAGGTCATG
AluSg/x In intron 16 of predicted gene ICCACATCTCAACCTCATCAGGCTGTACTTCTGCAGATTGTTGTGGCTTCTGGGTGTCCTATT
119 | 517 | 50.10 17q23.2 | 1-102 Sueofmnon~gs4kb & IAGAAACAAAGCAGGAGGGGAGAATCGTTTGATCTCTTGCTCCTAAAATGTGGGCCCTAGGCC
(187-288) . : GTCAGTAAGAGGTACTGGCCCTTGCCGAGTCCCAGTGTTCTCCCTCATTCACCCCCTAGGTG
IACAGTGGATCCAACTCTCCATAAGCAAGTCTGGGATTCTGCATGTTGTGCTTATTTGCTCTC
ITGTGGGAGGGTCTGTTAGACAGGTCTCTCCAAGGAAGGGGAAGGGAGCAAGGAGTGGGGGAG
GGTATCAGCTCAGAGGGGCTA
Intergenic [TAGGGAATAGAACCTGGATGTCCGGAGCAATCTTCTGACCTGGAATTTTCTCCTCGCTTTGC
LINE-2 telomeric: (48 kb) PROMININ- ITGCCTCTTGGG. GCCTGTTCCGCACAAGCTGGCAAGGTACTGTGGTCGCATCAGACCTG
120 | 318 | 5094 41532 | 1-52 LIKE PROTEIN 1 PRECURSOR  [CCTTGTAGCCTCAGGGCATGTGGGTCTTGGGGCATCTGACATAGGAGCACCCTGATTCCGTT
(3241-3189) (ANTIGEN AC133) (CD133 ITCAACACTTTTGAGAAACCAAATTGGTAAGGCAGCCTTAAGGACACTCAGAGGAGACACCTC
ANTIGEN) ICAGATGGTGTAGAAAGGCTGGTTCATGATTACATCCTTCCACGCCTTCCTCAGTGCAAACAG
centromeric: (39 kb) predicted gene. [CAAGTGCT
Intergenic IAGAGTAATGATAAAATAGGAACATGTTACAAATTCATATAAGACTTATTTTTGAG T
centromeric: (37 kb) MYOPODIN IATTTATTCATACTGTAAAAAGTGAAAGCTAAATGTATTGTTTGTTTGCAACCTCCTCGGGCA
PROTEIN (FRAGMENT) IAAGTATCTATAAAATCTGTTCCTATCTGTTCCTAAAAATCTGCTTTTTCCTACATGATAGCA
121 | 430 | 30.93 4q25 - telomeric: (64 kb) CALCINEURIN- ITTTTGGAACTTGAACAGTTAATTCTTATTCATTTCTCAGTCTTCCTTTGTATACAAAATGAG
" IAAATTCAGATACATTGCTTATTCAAATGTATTGTAGAAGAACCAGATGAGTTTCATTCGARA
BINDING PROTEIN [TATGAAAATTTTAAACATCACAACCAGAGAACACTGCCGGACATGAAATTTCTGCCACTCTT
CALSARCIN-1. ITTTTGTGATTTTCTTTATCAAGTTCATGCTGAACATGGGGTTTATCTTAGCTGGGCAT
GGTTGAGACAATGCTGGCTGGTGCAGATTGCTTGTTTTGGAACCAGCATTCCAGGGCAGGCA
Intergenic [TTCCACACAAGTGGCCACAGCATTCTGCATTCTTGGAAGGGACCACTACATCCCAGGAATGG
122 | 349 | 42.60 1492222 R telomeric: (59 kb) BONE IATGGCTTTGTTATGTCTTATCTCCTAATCTGCAGTTGGAGATTTTCCTTCCTTTTGCAGGTG
: : MORPHOGENETIC PROTEIN 4  [CTCTCATTTCCTTCATTATTTGTTTATTAGAAAATCTTGTGGCCTTCCAAAGTTATTCTTAT
PRECURSOR. IGCTAAGGAAGGTCGAATGTGATAACATATTTGTGTTGGCCAAGAGTGAGGACATAGCAAACA
ICTGAGAGTCACATAATCATGAGTATAACTGAAAGTGGTG
AluY Intergenic IACTGGGAGCTGAGCTGCTGTTTAGTAATTAAAAATCCTTTCCATTGTTTAGAGCTCAGCACC
124 | 222 | 36.04 8q24.21 185.222 centromeric (44 kb) predicted gene [TTTGTGCATTCATATTACGCATTCATTTTCGTATCATTGTTGAATTTCTCACTTCTGCTACT
: ; . " GCAATGTATGTCTACAGCTGACAAGTCTTCCTTGGGAGCCCTACGTAGCTCTTTTTTTTCTT
(293-256) telomeric: (165 kb) predicted gene. .y ppp o T TP TTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAR __
ICAGCTCTTTTTCAGCCAGCTTCCCTCAGCTCTGTCTCTCTGTAGGGATCCCCTCCCTTCCCA
In intron 9 of predicted gene with IAGCAAGTGCAGCCAGTCAGCTGACCTTGTCAAGTTTAGGAGCACTTTAACAACCAGATACCT
homology to Mus musculus SH3 IAAGTCTAAGTCTAATCTTGAGTCTTTAAAAGTAAGAGGCTGTGTAAGAT. TCTAGGTG
125 | 428 | 42.99 2p25.3 - DODAAHQYSC&JKEl - ITTTACGCTGTCTTGGTGTCAACATTTATACCTTAACCACTTTTGCTTCTACAGGATGTGTAT
Size of intron 6 kb CCAAAGGCCAAACTTTTCATGTCTCTTTAAATCAGCCTGTAATGTGGGTGTGAACTTGATGT
. ICTCTTTAACATGGCCTGTAACATGGGTGTGAACCACAAAGGGTGAAACACATTTTT cc
[TCTCAGAGCTTTCTCTGCATACCTAAGACCATGGCACAGCATCTTCTGTAGGTGAG
(GGTCAAAAGTAATGCACAAGACAGGGATACAATTGGGATCAGATGCATTTGATAAGACGAGT
IAAAGTTAAAAGGCTGGAAATTCATCTTGGAGTATAACTGTCACTGTAGAAGAGGACATTTTA
126 | 305 | 39.02 - - - IGACAAACATGCCCAATAATTCCCCCTCAATTCCACTAACAACGAGTCTCTAAACTGTCCAAA
[TAAATCATTTTTTGTATCGTTCTCAACAAAGTTGAACTCCTTCGCCGAAATCAAGTGGCARA
GAAGGGACATTTGCTGCATATAAACACCCAAATGATGGTCGGTTCAGACACAAGTTC
THEIA ITCCCACAACCCCTGGGAATTCTGGAAGCTACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGGACACAG
127 | 229 | 3755 7435 (LTR/MaLR) | Intergenic_ ) ICCAAACCACATCACAGTAAATTACAAACTACTGATGTTTTCATTTACACTGTGTATTCTCTC
’ 1-75 centromeric: (30 kb) predicted gene. [TTTATTTACACCGTAAATGGTTTCAATACAGAAGATAATTTGATTATATTCACATGGGGATT
(280-75) [TTTTAAAAATTTTTTGTGGGGGTGGAATCTGGCTGTTGATGCC
Intergenic
E;zigﬁgg%ﬁg;ﬁﬁ}i?éggijE CTCTAGTTTCTAGTTAATTAAGATCCAGCTTTGAATGCTACTCAATTAGGTATTTCCCCTGG
TRANSPORTER), MEMBER 7; [TGTATGTGGATCTGTAGTCTGAAAAAGCAACAATCAATGGTGTCCACTTTTTAACACAAATC
HIGH AFFINITY CHOLINE . [FGGACTARATGAGTTTTAARATGATGAGTTGGTTAAAAATACGTTCAGTGGGAATAGTTGTG
128 | 430 | 35.12 2q12.3 - TRANSPORTER ITTCATCAGTCTTCCGTTAATGGTTTGGAACCTAAAGTGATTTTTAAATCATTTATTTCTTTC
telomeric: (170 kb) predicted gene CCAAAGGTTTTATGCCCACCTTTAAGTAAACAGCAGAATTTAATCAGCAGAGTTAGATGAGC
whhhombbgytoﬂhsmumuhx IAATTTCTCTCTTGAGAGCTTGCACAGTATTGAAACTCATTGGGTTTCACAGTTACAAAATGC
SULFOTRANSFERASE, PHENOL IAGTCTGTTTCAATGGTCCTCATATTCTTAGATATGCCTCTAGGTAATCATTGATCTTC
PREFERRING 2.
[TTTCCCTCTCTGGGGCTTCAATATCTCTTTCATGAAGGGGTCATCCCTATGCCCACTAACAG
(GCAGCTCCTGTCATGCCAGCACAGCAGTAGATGACAGCACAGCACTCATCTACAACAGACAG
CAAATGTAGACTAGGGACTTTTTTTGTTTTTTTTCTAATTATGGAGTGAAAGATTTTTTCCC
120 | 444 | 43.24 139332 R Intergenic IAGCTAAARAGAAGGTATTGGGGGTGGAGTTCCCATGCAGCCAACACTACATTATGGAAGCTG
' ‘ telomeric: (39 kb) predicted gene.  [TTGCCGAGTCTCCTCACATGAAGGGCAGTCCCAAAATAGAGAATTCTACAAGGTATTCCCCT
GAAATGGTGCTTTCCAAACAATGAACCATGAACCCCTTGCAACTTCAGAGCTTGCATCTATT
[TTCTTAAAGGACACTGAGAATACAGTTCCTATGGAGAGGGAGGGAGTTGAGGTCTTAGACTT
[TTAATTTTTA
AluJb Intergenic IAAACAAACTGGGGTGGACCTTCTAGGTAGAAAGTCCAGGTGCCTGAGACTTGGGTGCTTTITG
130 | 273 | 47.25 17q21.31 | 116-273 centromeric: (12 kb) predicted gene |AGGTATGGCAATGAGAATGATATGACTTAGGACTGGAGCTTAGAAAGTGAGGAGTGTGTGCC
(150-306) telomeric: (2 kb) SIMILAR TO [TGTGGTTCCAGCTATTCAGTGGGAGGCTGAGATGGGAGGATCACTTGAGCCTGGGAGGCAGA




Ergebnisse 104
PHOSPHOLIPASE C, DELTA. IGGTCACAGTGAGCCAAGATCGTGCCACTGCACTAACCTGGGTAACAGAGTGAGACCCTGTCT
IC. T, T, T, T, T,
AluJ 101-152
(52-1), Intergenic (CAGGGAGCTGTGGGGGAGGGGGAGGAGCCTAGGGCAGAGTTCAAGTGTTAGAACACTGGGGC
131 | 244 | 5697 | 4 16q24.1 LTR32 centromeric: (185 kb) predicted ICGCGGGGGTTCTGGCTCCACTAGGGGCGGGGCAGCTGACCTCACCCTTCCAAAGTGCTGGGA
. . (LTR/ERVL) | gene [T TACAGGCGTGAGCCACCATGCCTGGCCAAGCTGCATGCTTTTTGCAAGCAATTGTAGTTCT
153-244 telomeric: (168 kb) predicted gene. |TCTGTCTAGCCCACAGTCACTGGACTGTCCCTGTATGTAAGTTCCCCTAAATAAAACC
(291-382)
In intron 1 of predicted gene with IAGCATCACTTAGTGTATCTGGCATCACACTGAGGATGTGAAGGGGTCTGTCACAGTTTGCAC
AluY homology to Mus musculus IAGCCTTATTCCACTCTTCACTTCCATTCCTGTTTCCATTCTCTCTGGTACAGCCATGGARAT
132 | 321 | 4704 | 2 2372 | 250-321 ANKYRIN REPEAT AND SOCS [CCTCCCCCTTTTTTCTTCACAAAAAAATTATACAGGTGACATAATCCAGGATGCAACTGGGA
(119-192) BOX CONTAINING ASB IAAGTCCCAGGCACAGCTGCCCTGTGGGCAGGGGATAATCCCCCCARAAAATACAAAAAAATA
. ) A CAAAAATAAAAAATTAGCTGGGCTTGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGGAGGC
Size of intron: 23 kb. P GATGCAGGAG
Aluy In intron 1 of predicted gene IACAAAAAAATTAGACAGGTGACATAATCCAGGATGCAACTGGGAAAGTCCCAGGCACAGCTG
133 | 180 | 4889 | 2 6p21.31 | 108-180 Size of intron: 9 kb ICCCTGTGGGCAGGGGATAATCCCCCCAAAAAATACAAAAAAATACAAAAATAAAAAATTAGC
(119-192) . . [TGGGCTTGGTGGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGGAGGCTGAGGCAGGAG
[TGTCTTCTCCAAAAGACCCTTCATCACAGGTATTTTGCAGATTAAGTGGAGACATTACAGAT
Alsx | ntergenic o CAGATCACTTCA T TCAGGAGTICAAGACCAGCCAGACCAACAAGGTARAACCCCAACTC
134 | 361 145341 1 8p12 ?111' ?26900) Z:ﬁzome"c' (245 kb) predicted T ACTAAAAATATAAAAATTAGTGAGGTGTGGTGGTGGGCACCTGTAATCCCAGCTATTTGGG
IAGGCTGAGGCAGGAGAATTGTTTGAACCTAGGAGGCGGAGGTCTCAGTGAGCCAAGGTCATG
[CCATTGCATTCCAGCCTATGTGACAAAGTGAGACTCTGTCTCAAAAAAAAG
MIR Intergenic CTCAATGGTGGGGCAGCAAGTACTGTGGATATGGAGCTGGGAGGCTGAGCTAAATCCTAGCT
4176 centromeric: (63 kb) NOTCH IATCTTACTAACCAATTGTATGACTCTAGCCCTTAAACTCTCTGAGCTTTAATTTTCTCATCT
(s-191) HOMOLOG 2 (DROSOPHILA) GTAAAATGGGAATGATAAATGCCTTCCAGAACTATTTACAATTTCTAACATTTGTTGAGTTT
135 | 385 [ 3922 1 1211 e telomeric: (27 kb) VESICLE [T TCAATGTGCATTACATGTATCATCTCATGAAATCCTCATGACAAAATAATGAGGTGGAGCT
- [ATTATTGTTCCCCTTTTGCAAATGTGGAAACTAAGTTTTAGAGTAGGTAATCTGCCTACAAG
187-343 TRAFFICKING PROTEIN [T TTACACAGCTAGAATGTGCAGAGATGGGATTCTGAGGCTTGCTCAACTCTGAAGCAAATGT
(216-56) SEC22B. [CCTACCCGCTCTA
Intergenic
centromeric: (264 kb) GLYPICAN- [GAAATCAAAGGGTTTATGAATAAGACAAGTCTCTGACCTCAAGGAGCTTACTTATGCAATTA
LINE-2 3 PRECURSOR (INTESTINAL IATTAAAACAATGTGGTAAGAGCTATACCACCAATGCTAATATAAAGTGCTGTGGGAGCATAA
136 | 326 | 4080 | o Xq262 | 1248 PROTEIN OCI-5) i IAGGAGGATCAATTAATTCTGCCTGTGGGACTGGGAAACACTTTGTAAAGGAGGTGACATTTG
(3202-2951) te!omenc: (123 kb) predicted gene  |[AGCTGGGCCTTGAAGGATATGAAGGATTTTTCCAGACAAAGCATGGGAGTAGGAGGCAGGGA
with homology to Mus musculus ICATTTCTGGAATGTGAATATGGAAGGTTTATTTGGCTTCAAAGAGGACTCAGCAGCAATGAA
ZINC FINGER NY REN 34 ITTAGAGCACTGGTATG
ANTIGEN.
[ATTCTAATGAGTAAAAAGATTAGATAAATAAAT, CAGGAATTTCAGAGAGCAGTAAGTGC
LINE-2 Intergenic [TATGAATACAATAAAACAGGGTGATGGGGTGGAGAGTGAGTTGGGGAGCTGTCATTTCATTG
137 | 283 | 3887 | 1 12q23.1 | 1-242 tel ic: (158 kb) predicted [AGTGTCCAGGGAAGAGATTTCTGAGTGGATAATTTTGATCTCAAACTAAAAATCAAGACAGA
(3197-2928) | ‘elomenc: predicted £En¢. M CAGCCATGTAAGGATCAGAAAGTTCCAGGGAGAAAGCTGAGCAAGTACCCCTGATATTCA
[AATACTATCCGCTCTCAAAGGCCTAGTTCAGATGC
CACTCTTGTTTCCCAGGCTGGAGTACAATGGCGCGATCTCGGCTCACCGCAACCTCTGCCTC
AluSp ) ) ICCGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCTTTAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCATGTGCCA
138 | 335 | 5208 9 18pi121 | 1273 hanOq4ofpmdmwdgene ICCATGCCTGGCTAATTTTGTATTTTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCTCCATGTTGGTCAGGCT
@71-1y Size of intron 5 kb. GGTCTCAAACTTCTGACCTCAGGTGATCTGCCCGCCCTCGGCCTCTCAAAGTGCTGGGATTA
ICAGATGAGACCCACTGCAGCCGGCCTGACAGCATCATCTTGATAGCTTCTATGCCTATGGGT
CTTTATTTTGGAAGGGAAGACTCACT
[TCAGTCAAACACACACCATCCTGGGTATAAGTCTTGGGTGGGTCTAAAATTACAAAATCCCA
IAGAATACAAATTTAAACTTTCATTTTAAATTTGACTGATTACTGTTCCAAAATACCCATGTC
IAAGGGAATGTGACTGTAGTTCTAGAAAGTAATTACGTATCTATGAAATGCATGAATAATTAA
AluY ITTTCATGATACCCAATAAAAACTAGGAACAATAGGTCAAACTTCCTTGGATTATAGGCAGAA
139 | 519 | 4355 | 11 - 281-519 - IAAGTTACATGTTTTTTAAAAATGGTCTTCCTGGGCCCGTTGCGGGGGCTCATGCCTGTAATC
(1-236) ICCAGCACTCTGGGAGGCCGAGGCGGCAGGCAGATCACGAGGTCAGGAGATTGAGACCATCCT
IGGCAAACACAGTGAAACCCTTTCTCTTCTAAAAATACAAAAAATTAGCCCGGCATGGTGGCG
GGCACCTATAATCCCAGCTATGCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCCAGGAGGC
IAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATC
CACAATATAATAATTCCTTGATAATATATTGCAGAATAGAATTTCTAAAATGTCATAATGAC
IAAATGGACCTACAGTGAGTGTGGGGTAAAGATGCTGTTCAGTTTGGAGGACAATTACTAGGG
Intergenic [T TGTTCATCTGTAATTAAAGAGTCTTTGGGCTGAAGAGAAATTCTCCCTTTATCTGCATAAA
LINE-1P cgmromeric: (65 kb) predicted gene |[TGTCTTCTTTGGAGAAGTGTCTGTTCATGTCCTTCATCCACTTTTTGATGAGATTGTTTGCT
140 | 618 | 3544 | 1 6q2231 | 173-618 with homology to Mus musculus [T TTTTCTTGTAAATTTGTTTCAGTTCATTGTCGATTCTGGATATTAGCCTTTTGTCAGATGA
(5376-4931) CELLULAR RETINALDEHYDE  |GTAGATTGCAAAAATTTTCTCCCATTCTGTAGGTTGCCTGTTCACTCTGATGGTAGTTTCTT
BINDING CRALBP ITTGCTGTGCAGAAGCTCTTTAGTTTAATTGGATCCCATTTGTTTATTTTGGCTTTTGTTGCC
Telomeric: (89 kb) TRIADIN. ATTGCTTTTGGTGTTTTAGTCATGAAGTCCTTGCCCATGCCTATGTCCTGAATGGTAATGCC
ITAGGTTTTCTTCTAGGGTTTTTATGGTTTTAAGTCTAACATTTAAGTCTTTAATCCATCTTG
[AATTAATTTTTGTATAAGGTGCAAGGAAGGGATCCAGTTTCTGCTTTCTACATATGGCTA
Intergenic
AluSp/q telomeric: (355 kb)
1-102 TRANSCRIPTION INITIATION  [AATCGCTTGAACCCAGGAGGGGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATCGCACCATTGTACTCCAAT
(194-295) PROTEIN SPT3 HOMOLOG ICTGGGCAACAAGAGTGAAACTCCATCTCAAAAATAATAAAGTATTTCTGATATTGCAATGTG
MERO4 centromeric: (47 kb) RUNT- GTTAATCATCCTAAAACTATATATTACAAGTCCCAACAAGGCTAACAGTAGGGTGACATTAT
(MERI Type) RELATED TRANSCRIPTION IGATGTGGTCCCAATTCGAACATTTTGATAGTGAAAGGGGTTCTATTAAATAAAATAATTGTG
141 | 512 [3965]| 5 6p2L1 1153300 FACTOR 2 (CORE-BINDING ICTGGAACAATCAGGCTTTATACTACGACTGTCTCAGAAAAATTAAGATACTATAGTCACCCA
(134-3) FACTOR, ALPHA 1 SUBUNIT)  [TAAAAGCACCCCATTCTGATTTGTATATTATGAGCTATTCTCTCCATCTGATTGAACTCGTG
Alw ’ (ACUTE MYELOID LEUKEMIA  [AGCTTTAAGTTATTGCTCCAGATCTAACAATTATCTTCAGCCTTAAGACCAAGAGCATCATT
433512 3 PROTEIN) (ONCOGENE AML- [TTTTTTTTTAAAGAGACAAGGTCTCCCTCTGCAGCCCAGGCTGGAAGCCTGGCCTGACCATG
3) (POLYOMAVIRUS IATTCACTGCAGCCTTG
(293-215) ENHANCER BINDING PROTEIN
2 ALPHA A SUBUNIT).
Intergenic
LTR16C centromeric: (205 kb) BDNF/NT-3
ggggERVL) gﬁégﬂg;g??;%?;?&ﬁgggﬁ? ICACAGGGAAGCTGGGTATTTATCCATCCACTAACAACCCTTATCTGTTAAGGATCGTGGTAA
142 | 177 | 5028 | 2 9q21.33 | 407 KINASE) telomeric: (320 kb) [CTCCCTAACCTTTCTGGCTGGCCCTTTCTGTGGCAATGCAACCCCTTAAAGACAGAGGATGG
) g GTCATGCATGGTGGCTCACGCCTATAATCCCAGCACTTTGGAAGCCTGAGGAG
124-175 predicted gene with homology to
(1-52) Mus musculus NUCLEAR
ATP/GTP-BINDING PROTEIN.
CACTTATCAATACTTCACTTTTTTCCATATATACTCAAGGAACAAGTGCTATTTAAAGTGTT
143 | 224 136161 1 R R R [TCACTCCACTGTGCTAGGTGCAAGACTATAAAGAGGTGTGAGGATCAACACTTTTATGAARA
ICCAGTGTCATTCTGGATATAGTTTCAGATGCTAGTGCAAAGGAAGCTCTTGGTATACGGAAA
IAAGTATTCAACAATAAATTAGGCATGGTTGCTTCCATT
144 | 393 | 3639 | 2 - LINE-1P4 - ICATGGTGTATAGGTACCACATTTTCTTTATCCAGTCTATCATTGATGGGAATTTAGGTTGAT
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1-393
(5796-5388)

ITGCATGTCTTTGCTATTGTGAATAGTGCTGCCATGAACATATATGGGCATTTATCTTTATGC

ITAGAATGATTTCTATTCCTTTGGATATATACCCGGTAATGGGATTGCTGGGTCCAATGGTAG

ITTTTGTCTTTAGGTCTATGACGAATTCCAGTGGCTGAACTAATTTGACTCTCTCCAACAGTG

ITACAAATCTTCCTTTTTCTCCACAACCTCACTCTCATCTATTATTTTTTGACTTTTTAATAA

[AAGCCATTCTGACTAGTATGAAATGGCCTCACATTGTGGTTTTGATTTGCATTTCTCCAATG

[ATCAGTGATGTTGTGCTTTTT

145

171

43.27

5q32

In exon 5 and intron 5 of
TRANSCRIPTION FACTOR
CAI150

Size of exon 5: 0.2 kb

Size of intron 5: 4.5 kb.

ICAGTACCTCAGCCAACAACAGCAATACCTGCTTTTCCACCAGTAATGGTACCTCCGTTTCGT
IGTTCCCCTTCCTGGCATGCCAATTCCACTTCCAGGTAAACCAACAGATTATAATGGTCTTTC
ICAGCTATGTTTTCATATTGTCAGTTAGTTTGTTCTCATGTGTCTGTT

146

178

34.27

2q33.3

In intron 2 of PARTITIONING-
DEFECTIVE 3-LIKE
Size of intron: 140 kb.

IGCACATTTGTCTTTCTTGACCTGATAGGCTTAGATCATGTCTAAGTCACAATCATCTCATTT
[ACAGCTTCTAGCACAGGGCTTTGCAGCTAAGAGTGTCAGTAAATACTTGAACACCAATAAAC
ITATAGAATATATGAAGATCAAATGTGTATACATATTACTAAAAAAGTTCTTACT

147

192

34.90

4q25

Intergenic

centromeric: (449 kb) PITUITARY
HOMEOBOX 2 (RIEG BICOID-
RELATED HOMEOBOX
TRANSCRIPTION FACTOR).

ICCAGCATTCTTTTGACAATTAATTGCCACACAGTTCTAGTCACCATCAACTGAGGAAAGTAA
ITTCATTCTTCTTTCTAGTTGTATTCCATTCTCAATAACTAAAATTTATAAGATTTCACACAA
ITGGCCTAGCATTTTTGTTTCTGTTCAAATTGCTTCCTCTCTCTTCTTTTCTCTACTGCAGTT
IGTACCC

148

225

48.44

LINE-1MD2
6-119
(5924-5802)

IGTTCAATGAATGGAATCCTGTATGGCCTGAGATGAGTGTCTTTCATGCCGCATGACACCCTT
IGAGGCCTGTGCAAGCTGATGGCATGTCAACAGTTAGCTGTTTCTCATTGCTGATTAGCGATT

IGGTCCTGTCATGGTTTATTCAGCCATGTGGTGGATGGCTACTTGTCTTCTATGCCACTTGTC
ITTCTGATTGCTGGACTGACTCTCTCGCCCTCTCTTGGTG

149

208

50.00

12q12

LINE-2
1-208
(2947-3154)

Intergenic

centromeric: (83 kb) predicted gene
telomeric: (256 kb) CONTACTIN
PRECURSOR (GLYCOPROTEIN
GP135).

[AAGAAATAAGCACATGATAGAGTAGGGAGGGCTGGGGACAGTCATGAGGTATTGAGGCTTCT

ITAATACTAGGTCAGGGAGGCTTTGCCAGTGAAGGCACACATGGGCAATGACCTGGAGGAAGT

IGAGGAGGCACACATGGACAATGACCTGGAGGAAGTGAGGAAGGGAGCCGTAGAACTCAGGGT

[AAACATTTAGGCGGAAGAAACT

150

915

49.40

12q24.31

MIR

1-165
(12-175),
AluJ
322-479
(134-291),
Charlie
(MERI Type)
610-700 (90-
180),

MIR
704-750
(99-145)

Intergenic

centromeric: (49 kb) predicted gene
with homology to Mus musculus
(ACETOACETYL-COENZYME A
SYNTHETASE)

telomeric: (157 kb) predicted gene.

IACAACCCTAATGGGGTAGGGACTTCTGTTTGTCCCATTTTACAGATACGCAAACTGAGGCCC

[AGAGAGGCAATGTGAGGTTTGCAAAGTCACACAGCCAATAAGTGATGGGGTGCAAGTGTGAA

ICCCTGGTGTGTCTGTCCCAGAGTTGGTTCTCTTAGCTACTACATTCAGTTCATGGGCACTGA

[AGTTTTGGTGCAATTTATTGGATTTTGAGGCTGATTTGCACCCAAGGGATTAAGGGATGTGT
ICTTGAGTCAAGGGGAGAGTTGGGTTTTTTGTGAG CAGAGTTTGGAGAATTTTCCCCTCC
ICCCAACCCCCATTTATTTTAGAAATGAGGTCTTGCTCTGTTTCCAGGCTGGAGTGCATTGGC
ITCAGTCATAGCACACTGCAGCCTCAGACTCCCGGGCTGAAGACATTCTCTTGCCTTGGCCTC

ITCAAAGTGCTGGGATTATAGGTGTTGAGCCACCATGCCTGGCTGAAACCTGTCCCTTCTAAA

IGTCCACCTCCTCATTCGGGAGCCCCGGCCTGCTTCGGCAGGAGGGACTTGGCGTTTGTGGAA
[ACAGCAGATGTGGAAGGCCCCTGGAAGGCGGATGGCTGCAAACTTCTCTTGTTAGTCACCAG
IGATTTACAAATTCAGAGATGTCAGTGTCACAATCCAGTTTCTGTCTTTGCTCAATAAATTGG

IGAGATCTTGGAATACTGGTTTAGCCCCTTGGCCTCTGTGAGACTCAGTTTTCCCATCTGTAA

[AATGGGCGCCGAAATTCTCCCTGGCTGTTCTCATTACAAGGCTGGGTGGTTCAGCAAGAAAG
[AGGTTTGTAAACAACAACGGCGTGCTGATGCCATTGTTGTGCTAACAACAACAGCCTAACAG
ICCCTGAGGCTGTTAGCACAGGGCACGAGTCCCAGGACAGGAAAGGAG

151

170

32.94

LINE-1M3c
3-140
(46-184)

ITACTTCCATAGAAACATCAATTTTGACAACCATCCATGGACAAGAAGAGTACCTCAAGTAGG
[AAACCAGGAGTCCAGTGAAGCAATTATAGAACTCTGTTTAAGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAG

[AAAGAAAGAAAGAAAAGAAAAAACAACTAAGACTAGATGCGTTGAT

152

732

37.02

3q21.3

AluSp/q
332-419
(221-308)

In intron 1 of DOLICHYL-
DIPHOSPHOOLIGOSACCHARID
E-PROTEIN
GLYCOSYLTRANSFERASE 67
KDA SUBUNIT PRECURSOR
Size of intron: 6 kb.

ICCCTTACATGCGGTCTTACAGTGCAGAGTAAGTCAGGGCTTCAGCTTATTCCGTAAGTTGTG
ITGTTCTCACACTGTATAATGTTGCCTCTTCTGGCTTTTATGGCTGTGAGATAGGATTGTATT
IGGGTATAAGACTTGCAGTCACATTAACAGATTTATTTAAAATCATTTTCAATTTTGTAGTCC
[AAGACACCAGTTAAATGGATATATGTGCTATTTTGTACTCCTATCCCAGTGGGAAACAACTG
IGATGATAAACTTAACAAGGAGATGTATATTTTCCAACAGTTGTGTTGGAAACTGATGAGGTT
IGCTGAAATGTTTTTCAGTGGGTTCTTTTCTTTTTCTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTTTCACT
ICTCGTTGCCCATGCTGGAGTGCAATGGCGCTATCTTGGCTCACTGCACAAGTAATGTCAAAT

IGACAAAATCTTTAGCTATTGTACTAGTTCAAAAGAAATGCAATGTGTGTATGTGCGCATTTG
ITGCTGTGATATGTACGTCCATGAGTATGCTTACGATCACATATTCAAGACCAGAAATCTTTA
ICTGAAAGGATTCCAGGTGAAAATTTTTCAGTGTCAGAACATCAGTAAGAGG. TATAATCT
[AAGATCTGGAGTTCTTATTCTCATCAGACATTTGCTGTTGACCACATAAACTTTGTCTTTAA
ICCTCCTTCTTAATAGAGATTAATCAAAGGCAAGTAGCTAATCCTGATTTA

153

483

44.72

Alpha
Satellite
2-274
AluSp
275-483
(20-229)

ICTCACCACAACCTCCTCCTCCCGGGTTCAAATGATTCTCCTGTCTCAGCCTCCTGAGTAGCT
IGGGATTACAGGCATGCACCACCACACCTGGCTAATTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTT

ICTCCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCAAACTCCCAACCTCAGGTGATCCGCCCACCTAGGCCTC

ICCAAAGTACTGGGATTACAGGCGAAGGCCTCAAAGAGGTCTGAATATCCACTTGCAGACTTT

[ACAAACAGAGTGTTTCCTAACTGCTCTATGAAAAGAAAGGTTAAACTCTGTGAGTTGAACAC

CACAACAC. GGAGTTTCTGAGAATTATTCTGTCTAGTCTTTCTACGGAGATATTTCCTT

ITTCTACTATTGACCTCAAAGCGGCTGAAATCTCCACTTGCAAATTCCACAAAAAGAGTGTTT

ICAAGTCTGCTCTGTGTAAAGGATCGTTCAACTCTGTGATTTGAATACAC

154

1079

51.99

45

ICTGTTGGTACCAAAGAGGTTCCCTTGCTGGTG. GACGGAGTGGAGGATCGAAAAGAGGCT
ITTAGCACTCGGTGGTCGGCTGCTGTCAGTCATTGGACTGTTACGACTTCTGGGCATGGTAGA
[ATATATTTAGGGCGTAATGCGCAGACAGGGGTACGCTGGGGTGCGGGTACAGCGGAGGTAAG
ICCCAGGCACTGTGTTATGATAAGAGAGGTATCTCTGGACATGCTGGTTGTAATGGGTGAGGT
ICACCTCATGTGTGGGAGGTGGTACAGAGGTATCAGAGGTATGAAGAGTGGAACTAGGGGCTC
ICATTGTAAACCAAAACAATGATAACTAACCTGAACAACAGTATACAAGGCATATTGACATTT
IGAGAGAGACACAGCGAGGCATAAAGTAATCGCAGGTGTTGATTGGGAGAGCTTGCTAAAACA

[ACAGGTGAGACAACAACAGCTAATCAGCTACCACAACAACAACAGGCTATGACTAGGCAGAG
[AGGGTCGGATTAACTACACACAGAGCCTGAGTTCGCGGCTGGGGCCGACAGATAAAAAATAA
[ATAAACAGAATGGAGTACCGTGATTAATGGACAGTCCAGCAGGCATCAGCTATGTAGCCAAG
ITGATCATAGTGTCCAGAGGGCAGCAGTAGATGGAACAGGGACGCCGCCACTACGCTATCACG
ICGGGCGACACAGCGTTTAAAGTTAGTAGCCTTCCGACAGAGGCCGGTTGAAAGGCACAGTGG
[ATGGAGTATTCGTTGGCAGACCAGTCGTGGTGGTGCGGCGGGGGGCCGTGTCGACAGAGAAT
ICCAAGCCAGATGGCGAAAGAGGTATTGTAGAATTTAGTTTGCTAGCCGGGAGATGCGCCTGG
ICTCACGGCTAACTGGTGCTAGCTTCGTGGCAGTGGCATTAGCCACTATAGCCAATCGGTAGC
[AGCGGTGAACCGGTGCCAAGGTCCAGAGTTTACAGCAAGGATCCGGTGGAGTATTGGGCTCT
[AGCCATGTATGAGTGGTGTTCGGGTGAACAGCTGAGTAGGCCGGGAGGTGGGTCTCAGGGAT
[AGCTTCGGTGCTGGGTGCCACGGTG

155

164

31.71

6p12.1

MIR
43-99
(199-256)

In intron 3 of BONE
MORPHOGENETIC PROTEIN 5
PRECURSOR

Size of Inron: 20 kb.

[ATTTACTCGTGTAC. TGGGTTAAGAAGAAGTAGATATTTCATTTAAAGAGCTTAGCAAA
[ATGGTTAACACTGAGTAAGCTCTCAGCAATGTTAGTTTCCACTAATGTTATTTATTTGATTT

ICAGTTGTCCATCACAGGAAATGCATGGTTTAAATTCTTAC

156

377

44.03

323

MERSSA
(MER1 Type)
1-39 (186-
224),

MIR

320-377

In intron 2 of CALSYNTENIN-2
Size of intron: 227 kb.

ATTCTTCATCCCTTAACAAAAAATAGGTTGCTGATACCTGCTCTAGAGCTTTGTTCATGAGC

[ATCTGGGCCAACTCAGCCCTGTGCTGCTGAGATTCAAATATGCAAGGCATAACCCGAGAAAG
IGGTCACAGTCACAAATCCAATTTCCATGGCTGAAAGGCATTTCTAATACCTTTTCTTTGATA
[AAGCTTTATGTTTTTGTAAGTACTTTCATGTTCATTAAGGAAAAGATCTTCAAATACAAATA
ICCACTGCTTGCAAGTGATGCTGCTGCTGCCGCAGCTGCTGCTGTCTAGACGACACTCTGAGT
ITCCCAGGCCATTGAGGGTAGGCTCTGGAATCCCACTGCCTGTGCCTAAATTTGGTCCACTGC
ITTACC
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(18-74)
IGGAATGAATAAATGCATTGTTGTATACTTTCAATGAAATACTACTCAGCAGTAGAAATGGAA
LINE-1ME2 [ATTCCTATTGTAATTTGCAAGAAAATAGTTACATCTCACAGTATTTATATGGACTGAATGAA
. IGCCTAGGGGAAGGAAAAGTATATTGAGTATGACTCCACATATGCAAAGTTCAAGAAAACGCT
1-270 [AACTATTTAATTGTGACAAAGAATGTGGCGGTTTCCTTGTACAAGAAGAGTGGGTGATACAA
157 | 528 | 3163 ] 2 | 11p12 317\15E7 '1?212%71)0’ Intergenic GAAGGGGCCATAAGGAAGGTTTATARGCAGCACATGAAAAACTTTGGGGAGTCATTGATAGT
277430 ITGCATTACCTTGATTGTAGAAGTTCTCTC. GGTGGCATACAAGTGAT. CTTATCAAA
(6 1 74-6330) ITGTTACATGTTGGTACATACCACTTATTATATTTTAATTATTAGTAAAAGTGTTAAAATACA

IATATTAGAAAGTTATCTCTATTATGAAGAAAAATAGCACAGTATAAGGAAATAAAAGTGGAT
ITATGGATGAAAGTAGTTTTTTGGTAAATATCT
ICGAAGCCATTAAACTGAGCTCAGGATTTGGCTCACTTGTGCTGGCTGGGCCTATTCCACAGG
IGACTGCCATAAGCATGTGCCACCGGCCAGCTGCCTGCTATCTTCCAGTCTTCCCTTTATGCT
In intron 1 of predicted gene IGGGCTGGCTCTCACACCCTACTCCCTCCAGCCCTCTGCCTGCATGGGTCTCAGTCCAGCAGG
Size of intron: 26 kb. IACAGCCTTAGCAAGCTGCCCCACCAGTCTGACCAGATAGATTGCCCTGGGGCTGAACCCTGC
[CTCTGCAGGGCTGGGGTGAAGGGTGTGTGGTCGTGGGAATGGCGCTGGCAGTGGCGGTGAAG
[GGCCTGGTGTATGCAGGCTCAGCCTTCTTGGAAGTGAGCAATGATTGAGGGTGARAGAGGAC
IAGCCAGAGGCTTTCTCATATTCATTTAGGGCAGTGCCAGACCTGCAAAGGGAGCTACCTGCT
GCTTCATCTCTGCTGCCTTTATCAGCTCTGGTGGAGGGAGTCATAGCAGAAGTGAAACTCAG
IAGACCTCCTGGTGGCCAGAAAGAGAGTCATCTCATTGTTCTTGTAGTGGAGAAAAGTCGTGC
IACCGCCTCAGAAGGTACAGTTGTAATGGCATACTGCTTTCGGGGCTTGATGGGCTTCAGTCT
Intergenic [TAGCCCATGTCAAAGTCCTGGTGACTTTTCCAAACGGAGTAGTCACACTGAGGTTAAAAGCA
Telomeric: (112 kb) predicted gene. [GAGAAAATACAAAGGGAGCCTTCACAGCCCTTTGGAAACCCAACCATACCAACTGTTTGGCC
[TATGTTCCTTGAAGTTTTACATGGAAGAGATTCCAGAAAGAGAGTACTACAGCAATAGACTT
CTCTCATTTCCAAATTGCGGTTGTGGTCCTAGAATCTTCTTGTCAACAGGAGAACTCACTCT
[TTCAAATGGGAAATAAGCTCTTTTCTGATCTTTCCTAATAGAAAGTAGGCCAAAGGTTTTTC
ITAGGACAGCAATGTCATTTTGAATTTCATGGTTACCCATGG

158 | 372 | 3172 5 5ql4.1 -

159 | 599 | 4491 | 5 5q23.2 -

Intergenic
telomeric: (70 kb) IGAATTTGCAGTTCTAATTAAAATTCCCCAGAGTCGGTTCTTTAAGTCTCAGCCCTAATTCAT
160 | 241 | 3983 | 3 12p12.1 R TRANSFORMING PROTEIN [TTCCAGAAAGCCCTGTGGTTTTAAGGTGATTTATATTGCTTCTGCAAAGACTGTGGAGARAG
’ : P21A ICTCTTGGCAATCACATGTCTTGTACAAATACAATTTACAGATCAAATCAGAGAAAAAGTACC
centromeric: (198 kb) predicted GTAGCAACTCTGGGGGAAGAAACCATGAAATGTCCCAAACCCCATACCGTTCCTA
gene.

2 (bp). * (%). ¢ Number of CpGs. ¢ Genomic localization, a dash indicates the failure to localize the clone. ¢ The type
of repetitive element, its location within the clone and the portion of the consensus sequence represented (in
parentheses) are indicated, a dash indicates the absence of repetitive elements. " The genomic position of the clone.
For clones with intergenic positions, centromerically and telomerically located gene with the distances is given. The
location of predicted MAR sequences are indicated, distances larger than 500 kb are not described. & Sequences of

the clones, CpG-sites and MAR-sequences are shown in bold, repetitive sequences are underlined.

Tabelle 11: Tabellarische Darstellung sequenzierter Klone. Angegeben wurden Fragmentlénge,
GC-Gehalt, Anzahl der CpG-Stellen, chromosomale Lage, Typ und Lage von repetitiven
Sequenzen. Die Daten wurden mittels der Ensembl-Datenbank, dem Repeatmasker Programm

(Smit 1999), dem S/MAR Test (Genomatix) und dem MAR Wiz 1.5 (Futuresoft) erhoben.
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4 Diskussion

MeCP2/ARBP gehoren zu einer Proteinfamilie mit konservierter DNA-Bindungsdoméne. Das
nukledre Repressorprotein ARBP wurde in einem Southwesternblotting-Assay aufgrund seiner
Bindung an die 5’-gelegene MAR-Region des Hiithnerlysozymgens identifiziert (von Kries et al.,
1991). Zelluldre Extrakte wurde in weiteren Southwesternblotting-Assays mit MAR-enthaltenden
Sonden aus Maus, Mensch und Drosophila inkubiert. ARBP wies dabei eine starke Affinitit zu
den untersuchten MAR-Regionen auf (von Kries et al., 1991). Mit DNase-I-Footprinting-
Analysen wurde in der MAR-Region des Hiihnerlysozymgens die von ARBP gebundene
Sequenz lokalisiert. Diese Sequenz besteht aus einem zentralen 5-GGTGT-3"-Motiv, das von
AT-reichen Sequenzen flankiert ist (Buhrmester et al., 1995). Die Bindung von ARBP an das
5’-Lysozymgen-MAR des Huhns wurde in Gel-Verzogerungstests durch Mutationen im
zentralen 5-GGTGT-3"-Motiv bestitigt (Buhrmester et al., 1995). Durch Analyse von
Deletionsmutanten wurde die MAR-Bindungsdoméne auf den N-terminalen Bereich von

Aminosédure 71 - 195 eingegrenzt (Weitzel et al., 1997).

Zeitgleich wurde das Ratten-Homologe von ARBP beschrieben. Es wurde anhand seiner
Bindungsaffinitdt zu methylierter DNA ebenfalls im Southwesternblotting-Assay identifiziert
(Lewis et al., 1992). Es wurde Methylcytosin-bindendes Protein 2 (MeCP2) genannt und
nachfolgend aus diversen Vertebraten wie Maus, Mensch und Xenopus laevis kloniert (Meehan
et al., 1992). Es wurde gezeigt, dass MeCP2 an Sequenzen mit einer einzigen symmetrisch
methylierten CpG-Stelle binden kann. Das ARBP des Huhns und das homologe MeCP2 des
Menschen besitzen im N-terminalen Bereich eine Sequenzidentitit von 66,8 %, wenn vier
Sequenzblocke mit Wiederholungen einer Aminoséure im Hiithnerprotein ausgespart wurden
(Weitzel et al.,, 1997). Die Methyl-CpG-bindende Doméne des Proteins wurde auf die
Aminoséduren 78 - 162 eingegrenzt. Sie liegt damit innerhalb der fiir ARBP beschriebenen MAR-

bindenden Doméne.

4.1 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von MeCP2

Immunfluoreszenzuntersuchungen von murinen Metaphasechromosomen mit Antikérpern gegen

MeCP2 zeigten eine starke Akkumulation des Proteins im pericentromeren Heterochromatin



Diskussion 108

(Lewis et al., 1992). Dort wurde mit einem Methylcytosin-erkennenden Antikérper ebenfalls
eine starke Akkumulation von methylierten Cytosinen detektiert (Miller et al., 1974). In der
Maus kolokalisiert MeCP2 folglich mit Methylcytosin in vivo. Dariiber hinaus wurde gezeigt,
dass die Deletion der Methyl-CpG-bindenden Domine von MeCP2 die Lokalisation des
Repressors an Heterochromatin unterbindet (Nan et al., 1996). Die Methyl-CpG-bindende
Domine von MeCP2 ist somit fiir die Lokalisation des Proteins entscheidend. Analysen im

humanen System standen jedoch bislang aus.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zunichst untersucht, wie MeCP2 in Relation zu
methylierten Cytosinen in humanen Interphasekernen und auf Metaphasechromosomen verteilt
ist. Hierflir wurde ein selbst generierter Antikdrper gegen MeCP2 aus Huhn verwendet. Die
Immunfluoreszenzmikroskopie von humanen Metaphasechromosomen ergab eine uniforme
Verteilung von MeCP2 iiber die Chromosomenarme (Abbildung 8). Methylierte DNA wurde
hingegen konzentriert im juxtacentromeren Heterochromatin von Chromosom 1, 9 und 16 sowie
dem langen Arm des Y-Chromosoms nachgewiesen. Das juxtacentromere Heterochromatin
enthilt klassische Satelliten-DNA, die hoch methyliert ist (Miller et al., 1974). Daher ist
bemerkenswert, dass MeCP2 keine Bindungspriferenz fiir diese Bereiche aufwies. Zur
Bestitigung dieser Ergebnisse wurden die Analysen an humanen Interphasekernen mit
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie wiederholt. Nach Detektion mit Antikérpern gegen
MeCP2 bestitigte sich die uniforme Verteilung des Proteins, die bereits auf den
Metaphasechromosomen beobachtet wurde. Die Fluoreszenzsignale wiesen ein fein
gesprenkeltes, liber den Kern verteiltes Muster auf. Nach Detektion mit Anti-Methylcytosin-
Antikorpern wurden erneut Bereiche mit stark akkumulierter, methylierter DNA sichtbar. Die
akkumulierten Fluoreszenzsignale repridsentieren wahrscheinlich juxtacentromere Bereiche, die
aufgrund der starken Methylierung klassischer Satelliten-DNAs von den gegen Methylcytosin
gerichteten Antikorpern bevorzugt dekoriert werden (Abbildung 9). Humane Zellen wiesen
somit eine génzlich andere MeCP2-Verteilung im Zellkern auf als von Lewis et al. (1992)

untersuchte Mauszellkerne.

Um einen direkten Vergleich der Verteilung von MeCP2 in humanen und murinen Zellkernen zu
ermoglichen, wurden humane MCF-7-Zellen und murine NIH-3T3-Zellen parallel mit Anti-
MeCP2-Antikorpern gefarbt. Die Gegenfarbung der DNA erfolgte mit DAPI. In humanen Zellen

war erneut eine fein gesprenkelte, gleichméBige Verteilung von MeCP2 im gesamten Kern unter
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Aussparung der Nukleoli sichtbar (Abbildung 10). Die DNA-Farbung mit DAPI zeigte um die
Nukleoli stirker fluoreszierende Schalen von Heterochromatin. Das heller fluoreszierende
Heterochromatin umfasst in erster Linie methylierte DNA. Da diese Bereiche mit Anti-MeCP2-
Antikorpern nicht starker gefarbt wurden, lésst sich erneut folgern, dass humanes MeCP2 nicht

bevorzugt im Heterochromatin von MCF-7-Zellen bindet.

Nach Immunfluoreszenzfirbung von murinen Zellen mit Anti-MeCP2-Antikorpern wurden
hingegen starke Fluoreszenzsignale meist angrenzend an den Nukleoli detektiert. Die Nukleoli
selbst blieben ausgespart. Der iibrige Kern zeigte eine ebenfalls fein gesprenkelte, gleichmiBige
Verteilung von MeCP2. Mit DAPI wurde in murinen Zellkernen wiederum Akkumulationen
starker Fluoreszenz detektiert, die kompaktes centromeres Heterochromatin darstellen. Diese
Akkumulationen starker DAPI-Fluoreszenz deckten sich mit den Bereichen, in denen murines
MeCP2 ebenfalls akkumuliert nachgewiesen wurde. Es handelt sich um centromere Bereiche
stark methylierter Maus-Satelliten-DNA, die Miller et al. (1974) bereits auf murinen
Metaphasechromosomen beschrieben haben und an die murines MeCP2 bevorzugt bindet
(Akhmanova et al., 2000). Die Untersuchungen von Lewis et al. (1992) zur Kolokalisation von
murinem MeCP2 mit methylierter DNA konnten somit betdtigt werden. Akhmanova et al. (2000)
stellten in murinen Neuronen keine Kolokalisation von MeCP2 und ribosomaler DNA fest. Die
Bereiche hoher MeCP2-Konzentration grenzten ebenfalls nur direkt an die Nukleoli, die
ribosomale DNA enthalten, an. Akhmanova et al. (2000) bewiesen mit einer Kombination aus
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und Immunfluoreszenz, dass methylierte Cytosine in
centromerer DNA muriner Neuronen lokalisiert sind. In Kolokalisierungsstudien von MeCP2
und Maus-Satelliten-DNA wurde festgestellt, dass MeCP2 und die centromere Satelliten-DNA
weitestgehend kolokalisieren (Akhmanova et al., 2000). Ausgenommen von dieser
Kolokalisation war ein perinukleoldrer Heterochromatinring, in dem MeCP2, jedoch keine
Satelliten-DNA detektiert wurde (Akhmanova et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde in
NIH-3T3 Mausfibroblasten kein perinukleoldrer Heterochromatinring, sondern nur centromeres

Heterochromatin detektiert, das ebenfalls mit MeCP2 kolokalisierte.

Demgegeniiber ist die nukledre Verteilung von MeCP2 und methylierter DNA in humanen
MCF-7-Zellen nicht analog. Humanes MeCP2 bindet nicht an stark methylierter klassischer
Satelliten-DNA des juxtacentromeren Heterochromatins und auch nicht bevorzugt an kompaktes

Heterochromatin, das in Schalen um die Nukleoli herum detektiert wurde. Diese Ergebnisse sind
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direkte cytologische Beweise fiir eine gezielte Verteilung von MeCP2. MeCP2 erkennt folglich
beim Menschen nur eine spezifische Untergruppe methylierter DNA-Sequenzen oder nicht nur

methylierte DNA.

4.2 Chromatin-immunprazipitation von MeCP2

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch eine Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) von
MeCP2 eine Bibliothek zu erstellen, in der MeCP2-gebundene DNA-Sequenzen angereichert
sind. Die Methode der Chromatin-Immunprézipitation wurde bisher in erster Linie zur
Untersuchung einzelner Promotorbereiche eingesetzt. So zeigten Nguyen et al. (2001) am
Beispiel dreier CpG-Inseln in humanen Krebszelllinien, dass MeCP2 an methylierte CpG-Inseln
sowohl in Promotoren als auch in Exons bindet. Die Bindung von MeCP2 in Exons interferierte
jedoch nicht mit der Transkription des entsprechenden Gens. MeCP2 ist in an der Regulation von
imprinted Genen beteiligt. Gregory et al. (2001) wiesen mittels Chromatin-Immunprézipitation
nach, dass MeCP2 exklusiv mit dem methylierten maternalen Allel des imprinted Gens
U2afl-rsi assoziiert ist, jedoch nicht mit dem nicht-methylierten paternalen Allel. Drewell et al.
(2001) zeigten, dass MeCP2 selektiv an die differentiell methylierte Domidne (DMD) des
paternalen Allels des imprinted Gens H19 bindet. In Reportergen-Assays erfolgte die Bindung an
die DMD des HI9 Gens methylierungsabhingig, die Repression des Reporters
Histondeacetylase-abhidngig (Drewell et al., 2001). In der Dickdarmkrebszelllinie HCT-15
wurden die Promotorregionen der inaktiven Gene p/4 und pl/6 untersucht (Magdinier und
Wolffe, 2001). Beide Promotoren sind in vielen malignen Geweben hypermethyliert. ChIP-
Analysen mit Antikorpern gegen MeCP2 und MBD2 zeigten, dass in diesem Fall nur MBD2 mit
den methylierten Promotoren von p/4 und p16 assoziiert ist und die Gene inaktiviert. MeCP2
band nicht an diese Promotoren. EI-Osta und Wolffe (2001) wiesen mit ChIP-Experimenten
nach, dass methyliertes Chromatin des Multi-Drogen-Resistenz-Gens 1 (MDRI) mit MeCP2
stark angereichert ist. Im Gegensatz dazu wurde in Zellen, in denen MDRI aktiv ist, keine
Assoziation von MeCP2 mit dem Promotor dieses Gens gefunden. Untersuchungen von MBD2-
und MBD3-defizienten und gleichzeitig Drogen-sensitiven Zellen zeigten, dass der Promotor des
MDRI-Gens hypermethyliert und mit MeCP2 und deacetylierten Histonen assoziiert ist (EI-Osta
et al., 2002). Eine Behandlung der Zellen mit dem Histondeacetylase-Inhibitor TSA induzierte
die Acetylierung der Histone H3 und H4, die Transkription des MDRI-Gens hingegen wurde erst
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nach zusitzlicher Behandlung mit dem Demethylierungsreagenz 5-Azacytidin aktiviert. Der
Promotor des MDRI-Gens Drogen-resistenter Zellen ist hingegen hypomethyliert,
transkriptionell aktiv und relativ frei von MeCP2 (EI-Osta et al., 2002). Ghoshal et al. (2002)
zeigten in murinen Lymphosarcomazellen durch ChIP-Assays mit Antikorpern gegen MBD-
Proteine, dass nur MeCP2 mit dem methylierten Promoter des reprimierten Metallothionein-I-
Gens (MT-I) assoziiert ist. Durch TSA-Behandlung wurde die Bindung von MeCP2 an den
Promotor signifikant erhdht, die Expression des Gens wurde hingegen nur durch Inkubation mit
dem Demethylierungsreagenz 5-Azacytidin erhoht (Ghoshal et al., 2002). Majumder et al. (2002)
fiihrten die Studien des M7-1-Gens in Lebertumoren der Ratte fort. In diesen Tumoren war die
Expression der mRNA von MeCP2 achtfach, von DNMT1 fiinffach, von DNMT3a zehnfach und
von DNMT3b vierfach erhoht gegeniiber dem normalen Lebergewebe. Majumder et al. (2002)
konnten analog der Arbeiten mit murinen Lymphosarcomazellen durch ChIP-Assays mit
Antikorpern gegen MBD-Proteine zeigen, dass auch in Lebertumoren der Ratte nur MeCP2 mit
dem methylierten Promoter des reprimierten M7-/-Gens assoziiert ist. In den genannten Arbeiten
wurde mittels Chromatin-Immunprézipitation die Bindung von MBD-Proteinen an spezifische
Sequenzen analysiert. Meist wurde eine direkte Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus
eines Promotors, der Bindung von MeCP2 daran und der Repression des zugehorigen Gens
gefunden. Die erwidhnten Arbeiten deuten jedoch auch darauf hin, dass MeCP2 nicht immer an
der Repression von Genen mit methyliertem Promotor beteiligt ist. Spezifische DNA-Sequenzen
oder unbekannte Kofaktoren scheinen fiir die Bindung von MeCP2 an methylierte DNA benétigt
zu werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode erstmals zur Erstellung einer
Bibliothek benutzt, mit deren Hilfe ein Uberblick iiber mogliche DNA-Bindungssequenzen von

humanem MeCP2 geschaffen wurde.

In der Literatur ist beschrieben, dass cis-Platin in Zellkulturen Kernmatrixproteine mit der DNA
vernetzt (Samuel et al., 1998; Ferraro et al., 1995). Da das Hiihnerhomologe von MeCP2 als
Matrix-bindendes Protein identifiziert wurde (von Kries et al., 1991), schien cis-Platin als
Crosslink-Reagenz fiir das vorliegende Projekt besonders geeignet zu sein. Insbesondere vernetzt
cis-Platin keine Histone, so dass die Vernetzung recht selektiv zu sein versprach. Die fiir spétere
Sequenzanalysen dufBerst wichtige Reversion der Verbindung zwischen DNA und Protein ist mit
dieser Methode ebenfalls moglich. Die Versuche mit dem Crosslink-Reagenz cis-Platin wurden
jedoch nach zeitaufwindigen Zytotoxizitétstests an zwei Zelllinien eingestellt, da keine

Vernetzung von MeCP2 mit DNA durch cis-Platin festgestellt werden konnte.
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In der vorliegenden Arbeit wurde darauthin statt cis-Platin das Cross/ink-Reagenz Formaldehyd
verwendet, das schon oft fiir die Untersuchung von DNA-Protein-Interaktionen eingesetzt
wurde. So wurde beispielsweise SATBI, ein kernlokalisierter transkriptioneller Repressor
(Kohwi-Shigematsu et al., 1997; Liu et al., 1997; de Belle et al., 1998), das Scaffold/Matrix
Attachment Region Binding Protein SAF-A (Gohring und Fackelmayer, 1997), Polycomp-
Gruppen-Proteine (Orlando und Paro, 1993), das Hitzeschock-Protein hsp70 (Solomon et al.,
1988) und viele weitere Proteine mit dieser Technik erfolgreich an DNA gebunden und mittels
Immunprézipitation untersucht. Der Einsatz von Formaldehyd als Crosslinker erwies sich auch
in der vorliegenden Arbeit als erfolgreich. Formaldehyd vernetzt sowohl DNA und Protein
miteinander als auch DNA mit DNA sowie Protein mit Protein (Orlando et al., 1997). Werden
Zellen zu lang mit Formaldehyd inkubiert, so wird die Vernetzung zu stark und die Reversion
schwierig. Selbiges gilt fiir den Einsatz hoher Konzentrationen an Formaldehyd. Die Vernetzung
von MeCP2 mit DNA wurde mit der in der Literatur beschriebenen Endkonzentration von
1% Formaldehyd im Zellkulturmedium durchgefiihrt (Orlando und Paro, 1993; Gohring und
Fackelmayer, 1997; Kohwi-Shigematsu et al., 1997; de Belle et al., 1998). Die kinetischen
Experimente zeigten, dass bereits nach einer Inkubationsdauer von nur fiinf Minuten fast
99 % des detektierbaren MeCP2 vernetzt war. Somit wurde diese Inkubationsdauer fiir alle

weiteren Experimente verwendet.

Aus den Formaldehyd-vernetzten Zellen wurden die DNA-Protein-Komplexe extrahiert und
durch eine CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Die DNA-Protein-Komplexe wurden
aufgrund ihrer Dichte von reinen DNA- bzw. reinen Protein-Komplexen getrennt. Durch die
Verwendung aufgereinigter DNA-Protein-Komplexe in der anschlieBenden Immunprizipitation
wurden keine Antikorper mit freiem MeCP2 abgesittigt, folglich war eine hohe Effizienz der
Chromatin-Immunprézipitation gegeben. Nach Reversion der Vernetzung zwischen DNA und
Protein wurde die DNA kloniert und sequenziert. Die Proteinfraktion des Immunprézipitats und
des nicht prizipitierten Uberstandes wurden im Westernblot analysiert. Im Prizipitat wurde
erwartungsgemif eine starke Akkumulation von MeCP2 detektiert, im Uberstand des Prizipitats
wurde hingegen eine deutlich schwichere MeCP2-Bande sichtbar. Die ChIP von MeCP2 verlief
folglich effizient. Es ist moglich, dass Formaldehyd-vernetzte MeCP2-DNA-Komplexe teilweise
nicht von dem zur Immunprézipitation eingesetzten Antikorper, der gegen ein C-terminales
Peptid von MeCP2 gerichtet ist, gebunden werden konnten. Diese Epitope des Proteins werden

jedoch nach Reversion der Formaldehyd-Vernetzung wieder frei und konnen im Westernblot im
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Uberstand des Immunprizipitats detektiert werden. Die mdglicherweise daran gebundenen
DNA-Fragmente gingen zwangsldufig fiir die folgende Klonierung verloren. Da ein polyklonaler

Antikorper verwendet wurde, war jedoch generell eine quantitative ChIP nicht moglich.

Die Immunprézipitate der unspezifischen Antikérper und Anti-Spl-Antikorper zeigten im
Westernblot keine MeCP2-Bande. ErwartungsgemiB wurde nur im Uberstand des Prizipitats der
unspezifischen Antikorper und der Anti-Sp1-Antikérper MeCP2 detektiert. Die Bedingungen der
Immunprézipitation waren folglich hoch spezifisch fiir MeCP2. Als Positivkontrolle wurde unter
den gleichen Bedingungen der Transkriptionsfaktor Spl prézipitiert. Spl war im Prézipitat
gerade eben nachweisbar, wihrend im Uberstand keine Sp1-Bande detektiert wurde (Abbildung
15B). Die Spl-Bande der Crosslink-Fraktion (Input) war sehr schwach, so dass die
Konzentrierung des Proteins im Immunprizipitat offensichtlich war. Dies ist ein weiterer Beleg

fiir die hohe Stringenz der in dieser Arbeit gewéhlten Bedingungen.

Um von MeCP2 gebundene DNA-Sequenzen zu selektionieren, ist die Spezifitit der
Immunprézipitation entscheidend. Deshalb wurde nicht nur auf Proteinebene die Stringenz des
Verfahrens kontrolliert, sondern zusitzlich auch auf DNA-Ebene. So wurde iiberpriift, ob bei
Prizipitation mit einem unspezifischen Antikorper ebenfalls DNA-Fragmente kloniert werden
konnen. Es wurde jedoch bei paralleler Behandlung von Anti-MeCP2- und unspezifischen
Antikorper-Prazipitat nur Klone aus dem Anti-MeCP2-Prizipitat erhalten. Hierdurch wurde
deutlich, dass es unter den gewédhlten Bedingungen keine unspezifische DNA-Bindung — weder
an die Protein-A-Sepharose, noch an den Antikdrper — gab. Die Immunprézipitation mit Anti-

MeCP2-Antikorpern war somit sehr stringent.

Die erstellte Bibliothek der mit Anti-MeCP2-Antikérpern prézipitierten und sequenzierten Klone
ist als eine Anreicherung von MeCP2-gebundenen DNA-Fragmenten zu bewerten. MeCP2 ist
ein sehr abundantes Kernprotein, Schitzungen gehen von etwa 100.000 bis 500.000 Molekiilen
pro Zellkern aus (von Kries et al., 1991; Lewis et al., 1992). Es ist daher gut moglich, dass
MeCP2 durch Formaldehyd auch ,,unspezifisch® mit DNA vernetzt wurde, die sich in rdumlicher
Nihe befand. Diese ,,unspezifisch* gebundene DNA kann im Verlauf des Experiments nicht von
der durch MeCP2 spezifisch gebundenen DNA unterschieden werden. Es gibt jedoch keine
geeignetere Mdoglichkeit, um Protein-DNA-Interaktionen in vivo zu untersuchen. Die Bibliothek

wurde mit Hilfe der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 erstellt. Tumorzelllinen haben ein von
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normalen Zellen abweichendes Methylierungsmuster. Daher sind die Ergebnisse spezifisch fiir

diese Zellen zu werten.

4.3 Charakteristika sequenzierter Klone

Nach der Sequenzierung der Klone wurden Charakteristika wie GC-Gehalt, CpG-Dichte und
Gehalt an repetitiven Sequenzen untersucht. Es wurde festgestellt, dass der GC-Gehalt der
Fragmente zwischen 29 % und 64 % variierte. Aufgrund der Variabilitit dieses Parameters kann
vermutet werden, dass MeCP2 an sehr heterogene Sequenzen bindet. Der GC-Gehalt aller
Fragmente lag im Durchschnitt bei 43,1 % und damit etwa 2 % iiber dem Durchschnitt des
humanen Genoms (Lander et al., 2001). Dies zeigt eine mogliche Préaferenz von MeCP2 fiir GC-
reichere Sequenzen. Simulationen zeigten, dass der erhohte GC-Gehalt nicht statistisch
signifikant ist (Volker Schoder, pers. Mitteilung). Eine biologische Bedeutung wird dennoch

nicht ausgeschlossen.

MeCP2 bindet an methylierte DNA in vitro (Meehan et al,. 1992). Im humanen Genom sind
CpG-Stellen meist methyliert (Yoder et al., 1997). Die Ausnahme sind CpG-Inseln, die Bereiche
erhohter CpG-Dichte vor Genen darstellen (Bird, 1992). CpG-Dinukleotide sind im Genom
unterreprasentiert. Aufgrund des GC-Gehaltes des humanen Genoms sollten etwa 4 % aller
Dinukleotide CpGs sein, tatsdchlich sind es jedoch nur 0,8 %. Vermutlich sind CpG-
Dinukleotide unterreprédsentiert, weil methylierte CpG-Stellen Hotspots flir Mutationen
darstellen (Rideout et al., 1990). Sie kénnen durch spontane Desaminierung zu TpG-Stellen
mutieren (Frederico et al., 1990). Mit einer Sdule, an die die MBD von MeCP2 gebunden war,
wurde gezeigt, dass DNA-Fragmente methylierter und unmethylierter CpG-Inseln voneinander
getrennt werden konnen, da die methylierten Fragmente stirker gebunden werden (Shiraishi et
al., 1999a). Aus diesem Grund ist eine hohe Affinitit von MeCP2 zu CpG-reichen Sequenzen
auch in vivo denkbar. In den sequenzierten Klonen waren 2,52 % aller Dinukleotide CpGs, dieser
Anteil ist somit im Vergleich zum Genom stark erhoht. Insgesamt wiesen 91 % der Klone
mindestens eine CpG-Stelle auf. Dies ist konsistent mit friiheren Beobachtungen: MeCP2 wurde
durch die Eigenschaft an methylierte DNA zu binden charakterisiert und benannt (Lewis et al.,

1992).
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Es wurden 14 Klone sequenziert, die keine CpG-Stelle enthielten. Die Bindung von weiteren
Sequenzen durch MeCP2 ist nach den eingangs geschilderten immunzytologischen Ergebnissen
durchaus moglich. SchlieBlich ist die nukledre Verteilung von 5’-Methylcytosin nicht mit der
von MeCP2 identisch (Abbildung 8). Wie bereits erwdhnt, kann generell nicht ausgeschlossen
werden, dass ein Teil der immunprézipitierten, klonierten DNA-Fragmente falsch positiv ist und
nur durch rdumliche Ndhe zwischen MeCP2 und DNA vernetzt wurde. Die Klone ohne CpG-

Stellen konnten solche unspezifischen DNA-Fragmente darstellen.

4.3.1 Repetitive Elemente in den sequenzierten Klonen

Die sequenzierten Klone wurden mit dem RepeatMasker-Programm
(http://repeatmasker.genome.washington.edu) auf den Gehalt an repetitiven Elementen
untersucht, da 60 - 90 % aller methylierten CpG-Stellen in repetitiven Elementen liegen (Lander
et al., 2001). Es wurden in 94 Klonen (60,6 %) repetitive Sequenzen gefunden. Das haufigste
repetitive Element innerhalb der erstellten Bibliothek ist das Alu-Element. 50 Klone (32,3 %)
enthielten Alu-Sequenzen. Teilweise enthielt ein Klon auch mehrere Alu-Elemente. Alu-
Elemente akkumulieren in Gen-reichen Regionen (Smit, 1999) und haben mdglicherweise
physiologische Funktionen. So wird unter zelluliren Stressbedingungen vermehrt Alu-RNA
produziert, die die Interferon-induzierbare RNA-abhédngige Proteinkinase (PKR) inhibiert und
infolgedessen die Proteintranslation induziert (Chu et al., 1998). Die Insertion von Alu-
Elementen in das humane Genom und die durch homologe Rekombination zwischen Alu-
Elementen entstehenden Deletionen im humanen Genom verursachen schwere Erkrankungen
(Deininger und Batzer, 1999). Es wurde postuliert, dass Methylierung ein Abwehrsystem des
Genoms gegen transposable Elemente ist (Yoder et al., 1997). Diese Theorie passt zu den hier
gefundenen Ergebnissen der Alu-Elemente. In der Mehrheit der immunprézipitierten Fragmente
wurden repetitive transposable Elemente detektiert. Die Bindung von MeCP2 an methylierte
DNA kann iiber die Rekrutierung des Ko-Repressorkomplexes um mSin3A zur lokalen
Repression von Genen fiihren (Bird und Wolffe, 1999; Stritling und Yu, 1999). Schon 1993
wurde in vitro gezeigt, dass die Expression von Alu-Elementen durch DNA-Methylierung
reprimierbar ist (Liu und Schmid, 1993). Die Transfektion der transkriptionellen
Repressordomédne von MeCP2 allein fiihrt jedoch nicht zur Repression der Alu-Transkription
(Yu et al., 2001). Ein Konstrukt aus der 7SL-Aktivatordoméne und der AluSx-Sequenz wurde
methyliert und unmethyliert in 293HEK-Zellen transfiziert. Die Expression des methylierten



Diskussion 116

Konstrukts wurde gegeniiber dem unmethylierten stark reprimiert. Bei Kotransfektion eines
MeCP2-kodierenden Vektors wurde die Expression des unmethylierten Alu-Konstrukts leicht
reduziert, die Repression des methylierten Alu-Konstrukts jedoch vollstindig aufgehoben (Yu et
al., 2001). In diesen Experimenten reprimierte das liberexprimierte MeCP2 mdglicherweise
weitere transkriptionelle Repressoren, so dass es zu der Authebung der Repression der Alu-
Expression kam. Das iiberexprimierte MeCP2 konnte auch mit einem unbekannten
Repressormolekiill um methylierte Bindungsstellen konkurrieren und so die Repression der
Expression autheben. Die 7SL-Aktivatordomdne des Reporterkonstrukts konnte in diesen
Experimenten  ebenfalls eine  aktivierende  Rolle gespielt haben. Aus den
Transfektionsexperimenten wurde deutlich, dass MeCP2 die Alu-Expression beeinflussen kann.
Eine direkte Bindung von MeCP2 an methylierte Alu-Elemente wurde nicht gezeigt. Die an eine
feste Matrix gebundene Methyl-CpG-bindende Domine von MeCP2 bindet in vitro Alu-haltige
DNA-Fragmente besonders fest (Shiraishi et al., 1999b). Mit der hier verwendeten Chromatin-
Immunprézipitation wurde offensichtlich, dass MeCP2 bevorzugt Sequenzen mit Alu-Elementen
bindet. Der Anteil an Nukleotiden, die den Alu-Sequenzen zuzuordnen sind, liegt in den
katalogisierten Klonen um tiiber 4 % hoher als im humanen Genom. Dieser Unterschied ist
statistisch hoch signifikant (p < 0.00001). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass MeCP2 in vivo

an Alu-Elemente bindet und an der Regulation dieser Elemente beteiligt ist.

Es wurden zehn Klone (6,5 %) mit Sequenzen der inaktiven Mammalian-wide Interspersed
Repeats (MIRs) detektiert. Die nicht autonomen MIR-Elemente stammen von tRNAs ab (Smit
und Riggs, 1995) und waren perfekt an die reverse Transkriptionsmaschinerie von LINE-2-
Elementen angepasst (Smit, 1996). Die MIRs hatten die gleiche 50 bp-Sequenz am 3’-Ende
(Smit et al., 1995). Als die LINE-2-Elemente vor ca. 80 Millionen Jahren ausstarben, wurden die
MIR-Elemente ebenfalls inaktiv (Lander et al., 2001). Der Klon 16 zeigt diese Verbindung auf:
Er enthdlt sowohl einen Teil einer LINE-2-Sequenz als auch ein MIR-Fragment. MIR-
Sequenzen sind heute nur noch als fossile DNA-Fragmente im humanen Genom zu bewerten.
Sie liegen in der erstellten Bibliothek im Vergleich zum humanen Genom nicht angereichert vor,

stellen daher mit hoher Wahrscheinlichkeit kein Ziel von MeCP2 dar.

In 28 sequenzierten Klonen (18,1 %) wurden LINE-Sequenzen gefunden, hauptséchlich aus der
LINE-1-Familie stammend. LINE-Elemente sind autonome Retrotransposons (Smit, 1996), die

als ,,erfolgreichste Erfindung® im eukaryotischen Genom gelten (Furano, 2000). Sie stellen tiber
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20 % des humanen Genoms (Lander et al., 2001). Nur der LINE-1H-Elemente sind im humanen
Genom noch aktiv, dabei handelt es sich um eine Subgruppe der LINE-1-Familie. Es wurde
jedoch kein LINE-1H-Element detektiert. Aktive LINE-1H-Elemente sind hdchst selten im
Genom (Gesamtanzahl etwa 60 bis 100), so dass die Wahrscheinlichkeit sehr gering war, in
155 untersuchten Klonen ein solches zu finden. Bei den detektierten LINE-Fragmenten handelte
es sich um kurze Fragmente, die auch im humanen Genom kaum wesentlich ldnger vorliegen. Es
wurde in der erstellten Bibliothek kein vollstindiges LINE-Element gefunden, alle stammen von
evolutiondr alten, retrotranspositionsinaktiven LINE-Elementen. 16 LINE-Fragmente stammen
aus dem 3’-Bereich der LINE-Konsensussequenz (Abbildung 18). Vier LINE-Fragmente enden
mit vier bis sechs Adenosinen, dem wahrscheinlichen Poly-A-Schwanz des Elements. Aufgrund
des TPRT-Mechanismus der Transposition von LINE-Elementen liegen im Genom wesentlich
mehr LINE-Kopien des 3’-Bereichs vor. Nur zwei Klone enthielten LINE-Fragmente des
5’-untranslatierten Promotorbereichs, der in einer stark methylierten CpG-Insel liegt (Woodcock

et al., 1997).

Der Anteil an Nukleotiden, die der letzten zumindest noch teilweise aktiven LINE-1-Familie
zuzuordnen sind, ist in der Bibliothek gegeniiber dem humanen Genom halbiert. Dieser
Unterschied ist ebenfalls statistisch hoch signifikant (p < 0,00001). Es wurde bereits gezeigt,
dass der LINE-1-Promotor, so er methyliert vorliegt, durch MeCP2 reprimiert wird (Yu et al.,
2001). Wegen seines hohen Gehalts an meist methylierten CpG-Stellen ist dieser Bereich ein
mogliches Ziel fiir die MeCP2-vermittelte transkriptionelle Repression. Die ebenfalls
untersuchten MBD-Proteine MBD1vl und MBD2b konnten die Expression des LINE-1.2-
Reporterkonstrukts weder unmethyliert noch methyliert signifikant reprimieren (Yu et al., 2001).
In Retrotranspositionsexperimenten wurde hingegen gezeigt, das die transkriptionelle
Repressordomédne (TRD) von MeCP2 die Retrotransposition von LINE-1.2 reprimiert. Daher
wurde die TRD von MeCP2 mit Gal4 fusioniert und dadurch zu dem Gal4-LINE-1.2-
Reporterkonstrukt dirigiert (Yu et al., 2001). In der erstellten Bibliothek gibt es jedoch keine
Anzeichen fiir eine spezifische Anreicherung von LINE-Sequenzen, daher besteht offenbar kein
Zusammenhang zwischen MeCP2 und LINE-Elementen in vivo. Es ist denkbar, dass die hier
erstellte Bibliothek die native Zellsituation wesentlich besser widerspiegelt, als die in der
Literatur beschriebenen Transfektionsexperimente. Die in der vorliegenden Arbeit und in den

Transfektionsexperimenten jeweils verwendeten unterschiedlichen Zelllinien kdnnten ebenfalls
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die kontrdaren Ergebnisse erkldren. Eine spezifische Regulation der LINE-Retrotransposons

durch MeCP2 wird zumindest fiir die hier verwendete MCF-7-Zelllinie ausgeschlossen.

Die erstellte Bibliothek enthélt 13 Klone (8,4 %) mit Sequenzen von LTR-Retrotransposons. Im
humanen Genom werden LTR-Elemente heute nur noch als evolutionidre Fossile betrachtet, da
bei den meisten die Gene durch Rekombination zwischen den Long Terminal Repeats verloren
gegangen sind. Der Nukleotidanteil der LTR-Retrotransposons in der Bibliothek ist gegeniiber
dem des humanen Genoms um 40 % reduziert. Dieser Unterschied ist statistisch hoch signifikant
(p < 0,00001). Die Sequenzen der LTR-Retrotransposons liegen nach der Chromatin-
Immunpréazipitation folglich stark unterreprédsentiert vor und stellen daher kein Bindungsziel von

MeCP2 dar.

In der Bibliothek sind auBlerdem elf Klone (7,1 %) mit Sequenzen von DNA-Transposons
enthalten. Der Nukleotidanteil der DNA-Transposons in der Bibliothek ist gegen iiber dem des
humanen Genoms nur geringfligig reduziert. Die sehr geringe Anzahl von Klonen mit Sequenzen
von DNA-Transposons und die Inaktivitit dieser Elemente ldsst die gefundenen Klone nicht als
Zielsequenzen von MeCP2 erscheinen. Eine spezifische Repression dieser fossilen Elemente

durch MeCP2 ist daher unwahrscheinlich.

Dariiber hinaus wurden vier Klone (2,6 %) sequenziert, die o-Satelliten-DNA enthielten.
o-Satelliten-DNA ist allgemein in den Centromerregionen der Chromosomen lokalisiert
(Manuelidis, 1976; Willard und Waye 1987a, 1987b). Die gefundenen Klone konnten nicht in
das Genom eingeordnet werden, da die Sequenzierung dieser hoch repetitiven Bereiche dullerst
schwierig und noch nicht abgeschlossen ist. Hypomethylierte o-Satelliten-DNA wurde mit dem
ICF-Syndrom (Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies) assoziiert
(Miniou et al., 1994). In der erstellten Bibliothek sind keine klassischen Satelliten-DNAs 2 und 3
enthalten. Gerade diese Satelliten-DNAs sind stark methyliert und liegen in den
juxtacentromeren Regionen von Chromosomen 1, 9 und 16 sowie dem langen Arm des
Y-Chromosoms akkumuliert vor. Die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit
Anti-MeCP2-Antikorpern ergaben jedoch in diesen Bereichen keine starken Signale. Mit beiden
verwendeten Methoden — Chromatin-Immunprizipitation und Immunfluoreszenzmikroskopie —
konnte folglich keine Affinitdt von MeCP2 zu klassischer Satelliten-DNA detektiert werden.

Diese hoch methylierte Sequenzklasse scheint somit kein Bindungsziel von MeCP2 zu sein.
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In fotalen Geweben wurde eine asynchrone Methylierung von klassischer Satelliten-DNA und
a-Satelliten-DNA gefunden (Miniou et al., 1997). Es wird angenommen, dass diese asynchrone
Methylierung der klassischen und a-Satelliten-DNAs das asynchrone Timing der Methylierung
wiéhrend der Embryogenese widerspiegelt (Miniou et al., 1997). Wihrend dieser Phase der
asynchronen Methylierung der beiden Satelliten-DNA-Klassen ist es mdglich, dass MeCP2 die
jeweils methylierte Satelliten-DNA bindet und dadurch die centromere Chromatinstruktur
beeinflusst. In ausdifferenzierten Zellen besteht jedoch offensichtlich keine derartige
Bindungsaffinitit zwischen klassischer Satelliten-DNA und MeCP2. Moglicherweise besteht nur
eine geringe Affinitdit zu o-Satelliten-DNA. Eine bevorzugte Bindung von MeCP2 an
a-Satelliten-DNA konnte in den immunzytologischen Analysen jedoch ebenfalls nicht gezeigt
werden und ist vor dem Hintergrund von nur vier Klonen mit «-Satelliten-DNA in der

angereicherten Bibliothek Anti-MeCP2-prézipitierter DNA nicht wahrscheinlich.

Es stellt sich die Frage, warum MeCP2 methylierte Maus-Satelliten-DNA spezifisch bindet,
humane, ebenfalls methylierte Satelliten-DNAs 2 und 3 jedoch nicht. Bei dem Vergleich der den
CpG-Stellen direkt benachbarten Nukleotide féllt auf, dass nur in Maus-Satelliten-DNA an der
zweiten Position vor der CpG-Stelle meist ein Guanin liegt. Bei den humanen Satelliten-DNAs 2
und 3 wurde hingegen oft ein Thymin, jedoch kaum ein Guanin gefunden. An der zweiten
Position hinter den CpG-Stellen liegt in Maus-Satelliten-DNA erneut bevorzugt Guanin. In
humanen Satelliten-DNAs 2 und 3 sind an dieser Position hingegen sédmtliche Nukleotide mit
erhohter Haufigkeit von Thymin vorhanden. Das Motiv 5’-GXCG-3’ trat in 90 Klonen (58 %)
auf, so dass eine Priferenz von humanem MeCP2 zu dieser Sequenz besteht, die in muriner,
jedoch nicht in humaner Satelliten-DNA zu finden ist (X: beliebiges Nukleotid). Die dem CpG-
Dinukleotid benachbarten Nukleotide scheinen folglich fiir die Bindung von hMeCP2 an DNA
eine Rolle zu spielen. Die Interaktion zwischen der Methyl-CpG-bindenden Doméne von MBD1
und einem gebundenen methylierten Oligonukleotid wurde mittels kernmagnetischer
Resonanzspektroskopie aufgeklart (Ohki et al., 2001). Demnach erfolgen die Wechselwirkungen
zwischen MBD1 und den Guanin-Basen der CpG-Stelle iiber Wasserstoftbriickenbindungen
zwischen den Aminosduren Arginin-22 und -44 und den Guaninbasen. Das Arginin-22
interagiert mit seiner Guanidiniumgruppe zusétzlich mit der zwischen Methylcytosin und Guanin
liegenden Phosphatgruppe (Ohki et al.,, 2001). Wechselwirkungen der vor bzw. nach der
methylierten CpG-Stelle liegenden Nukleotide mit MBD1 wurden nicht nachgewiesen (Ohki et
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al., 2001). Die DNA-Bindungsdoméne ist zwischen MBD1 und MeCP2 zwar konserviert, jedoch
sind einzelne Positionen unterschiedlich. Beispielsweise ist das basische Arginin-51 von MBD1
in MeCP2 durch ein aliphatisches Alanin-140 ersetzt. Ebenso ist in der charakteristischen
Schlaufe zwischen den (-Faltblittern das Alanin-26 von MBD1 in MeCP2 durch Arginin-115
ersetzt (Ohki et al., 2001). Fujita et al. (1999) vermuten, dass MBD1 und MeCP2 verschiedene
Rollen bei der Interaktion mit methylierter DNA spielen. So wurde der Repressor hMBDI1 in
HeLa-Zellen akkumuliert in diskreten Foci nachgewiesen, im Gegensatz zu der homogenen
Verteilung des hMeCP2 im Nukleus (Fujita et al., 1999). Daher ist denkbar, dass bei der
Bindung von MeCP2 an methylierte DNA weitere Nukleotide eine Rolle spielen. Aus den
Ergebnissen der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen und der ChIP von MeCP2
lasst sich schliefen, dass humanes MeCP2 spezifisch an die methylierte Sequenz 5’-GXCG-3’
bindet. Das von Lewis et al. (1992) verwendete Oligonukleotid, mit dem die Bindung von
MeCP2 an ein symmetrisch methyliertes CpG gezeigt wurde, enthielt ebenfalls das Motiv
5’-GXCG-3’. Lewis et al. (1992) verwendeten ebenfalls ein Oligonukleotid, bei dem das Motiv
5’-GXCGXG-3" methyliert neben noch vier weiteren methylierten CpG-Stellen vorlag. Dieses
Oligonukleotid wurde von MeCP2 wesentlich stirker gebunden. Ungeklért ist, ob die hohere
Affinitit von MeCP2 zu dem stdrker methylierten Oligonukleotid aus der groeren Anzahl an
methylierten CpG-Stellen oder aus dem methylierten Motiv 5’-GXCGXG-3’ resultierte. In
Maus-Satelliten-DNA ist das Motiv 5’-GXCGXG-3’ vielfach vorhanden und es wurde in
45 Klonen (29 %) der hier erstellten Bibliothek detektiert. Weitzel et al. (1997) zeigten, dass
MeCP2 in Maus-Satelliten-DNA auch Sequenzen mit 5’-TGTG-3’-Motiven erkennt.
Offensichtlich kann MeCP2 auch andere, nicht-methylierte DNA-Sequenzen binden.

Im humanen Genom diirften von den repetitiven Sequenzen nur Alu-Elemente ein bedeutendes
Ziel von MeCP2 darstellen. Die weiteren detektierten repetitiven Elemente wie LINE-1 und
LTR-Retrotransposons sind in der Bibliothek gegeniiber dem humanen Genom unterreprésentiert
und stellen dariiber hinaus fossile Fragmente dar. Eine spezifische Interaktion von MeCP2 mit
Alu-Elementen erscheint hingegen sehr wahrscheinlich, da Klone mit Alu-Sequenzen in der
Bibliothek akkumuliert wurden. Moglicherweise kann das native MeCP2 diese noch teilweise

aktive Gruppe der SINESs in vivo reprimieren.
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4.3.2 Lokalisierung sequenzierter Klone im humanen Genom

Von 155 sequenzierten Klonen wurden 119 im humanen Genom lokalisiert (Tabelle 11). Nur
knapp ein Viertel der Klone konnte nicht lokalisiert werden, teilweise aufgrund der Kiirze der
Fragmente, teilweise aufgrund des hohe Anteils repetitiver Sequenzen im humanen Genom. So
konnten Klone, die nur aus einem repetitiven Element bestanden, nicht eindeutig im humanen
Genom lokalisiert werden. In diesen Féllen gab es im Genom sehr viele gleich wahrscheinliche

Bereiche, die nicht sicher unterschieden werden konnten.

Durch die Lokalisation sequenzierter Klone und die Analyse der genomischen Umgebung
wurden vier Klone detektiert, die in der unmittelbaren Ndahe von MARs liegen bzw. Teil einer
MAR sind (Klone: 2, 49, 91, 97; Tabelle 11). Da MeCP2 in vitro auch als MAR-bindendes
Protein charakterisiert wurde (von Kries et al., 1991), konnen diese vier Klone als Hinweis fiir
eine mogliche in vivo Bindung von MeCP2 an MARs gewertet werden. Ein Klon (Nr. 91) enthilt
das bereits von Buhrmeister et al. (1995) fiir das Hithnerhomologe von MeCP2 charakterisierte
MAR-Bindungsmotiv 5’-GGTGT-3" mit flankierenden AT-reichen Sequenzen, so dass
moglicherweise hier eine von MeCP2 erkannte MAR-Region gefunden wurde. MARs dienen der
Strukturierung des Genoms. Moglicherweise hat MeCP2 bei MARs und a-Satelliten-DNAs eine
strukturgebende Funktion. Das Chromatin wird durch diese spezialisierten, AT-reichen DNA-
Elemente in topologisch unabhédngige Schlaufen getrennt (Laemmli et al., 1992) und vermutlich
tiber konservierte Bindungsproteine an die Kernmatrix gebunden (Cockerill et al., 1986). Eine
Konsensus-Sequenz konnte fiir MARs bisher nicht identifiziert werden, vielmehr werden MARs
aufgrund von Struktureigenschaften und Anhdufung kurzer Sequenz-Motive erkannt.
Interessanterweise stimulieren flankierende MARs die Genexpression von Reportergenen nach
genomischer Integration (McKnight et al., 1992). Es ist jedoch noch kein MAR-bindender
transkriptioneller Aktivator gefunden worden, lediglich transkriptionelle Repressoren. Neben
MeCP2 wurden SATB1, SAF-A und SAF-B als MAR-bindend identifiziert (Liu et al., 1999,
Kim und Nikodem, 1999; Nayler et al., 1998). Moglicherweise fiihrt die Lokalisierung der
genannten Proteine an MARs zu einer relativen Abnahme der Repressoraktivitit in Regionen
aktiver Gene und folglich damit indirekt zur Stimulation der Genexpression. Denkbar ist jedoch
ebenso, dass unbekannte MAR-bindende transkriptionelle Aktivatoren fiir die Stimulation der

Genexpression verantwortlich sind.
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MeCP2 ist in der Lage, iiber die Bindung an Promotoren die Genexpression zu reprimieren.
Daher wurde analysiert, ob sequenzierte Klone aus Promotorregionen von Genen bzw.
vorhergesagten Genen stammen. Es wurden 83 Klone zwischen Genen, davon drei in einem
2 Kb-Bereich vor einem Gen lokalisiert (Tabelle 9). Fiir MeCP2 wurde mit Reportergenanalysen
gezeigt, dass es iiber einen Bereich von 1,8 Kb hinweg transkriptionell reprimierend wirkt (Nan
et al., 1997). Der Klon 84 liegt in diesem Kb-Bereich direkt vor dem Gen fiir die Gamma-2-
Untereinheit des  GABA-(A)-Rezeptors. Die  Gamma-Untereinheit  enthdlt  die
GABA/Benzodiazepin-Bindungsstelle des Rezeptors (Pritchett et al., 1989). Mutationen der
Gamma-Untereinheit sind der Ausloser fiir idiopathische Epilepsie, Myoklonus-Epilepsie und
fiebrige Anfille (Baulac et al., 2001; Wallace et al., 2001). MeCP2 konnte eine Rolle bei
epileptischen Erkrankungen spielen. Rett-Patienten mit Mutationen im Gen von MeCP2 leiden
mitunter auch an krampfartigen Zustinden. Eine Regulation des Gens der Gamma-2-
Untereinheit des GABA-(A)-Rezeptors durch MeCP2 scheint daher moglich. Durch Chromatin-
Immunprézipitation wurde bereits der Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus des
Promotors des humanen MDRI-Gens und dessen erhohte Expression in Leukdmien analysiert
(El-Osta et al., 2002). Bei Repression des MDRI-Gens ist der Promotor methyliert und mit
deacetylierten Histonen und MeCP2-angereichertem Chromatin assoziiert (El-Osta und Wolffe,
2001). Eine Analyse des Methylierungsstatus des Promotors des Gens der Gamma-2-
Untereinheit des GABA-(A)-Rezeptors bei Rett-Patienten konnte auch hier mogliche

Interaktionen aufdecken.

Neben den intergenisch lokalisierten Klonen wurden auch 34 Klone gefunden, die innerhalb von
Genen liegen (Tabelle 10). Diese Klone wurden auf Nidhe zu Spleiflstellen untersucht.
16 Fragmente wurden in einem Bereich von maximal 2 Kb, davon sechs Fragmente in einem
Bereich von maximal 200 bp von einer Spleif3stelle entfernt lokalisiert. Diese gefundenen
Sequenzen liegen in sehr kleinen Introns, teilweise sogar in Exons. Nguyen et al. (2001) zeigten
ebenfalls in humanen Krebszelllinien, dass MeCP2 an methylierte CpG-Inseln in Exons binden
kann. Diese Bindung von MeCP2 in Exons interferierte jedoch nicht mit der Transkription des
entsprechenden Gens. Eine funktionelle Bindung von MeCP2 in Exons wurde bisher nicht

beschrieben und ldsst sich aus den sequenzierten Klonen auch nicht ableiten.
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4.4 Die Rolle von MeCP2 beim Rett-Syndrom

Amir et al. (1999) identifizierten Mutationen im MECP2-Gen als Ursache fiir das Rett-Syndrom.
Das Rett-Syndrom ist eine dominante, neuronale Erkrankung, von der vor allem Médchen
betroffen sind (Amir et al., 1999). In ungefdhr 80 % aller untersuchten Patientinnen mit Rett-
Syndrom wurden Mutationen im MECP2-Gen detektiert. Meist wurde nur der fiir MeCP2
kodierende Sequenzbereich auf Mutationen untersucht. Daher ist nicht ausgeschlossen, dass
Mutationen in untranslatierten Bereichen des MECP2-Gens ebenfalls zum Rett-Syndrom fiihren.
So wurden Mutationen von Spleif3stellen im MECP2-Gen bei Rett-Patienten bereits beschrieben.
Der molekulare Zusammenhang zwischen der Funktion von MeCP2 und der Pathogenese der
Patienten wurde noch nicht geklért. Offenbar ist das neuronale System besonders anfillig fiir
Mutationen im MECP2-Gen. In einem Mausmodell wurde gezeigt, dass die konditionale
Deletion der Methyl-CpG-bindenden Doméne von MeCP2 in postnatalen neuronalen Zellen
ausreicht, um den Phénotyp des Rett-Syndroms zu erhalten (Chen et al., 2001). Ungeklért bleibt
jedoch, ob die Krankheit durch die Fehlfunktion postnataler Neuronen zum Zeitpunkt, wenn die
Symptome sichtbar werden, ausgelost wird, oder ob es sich um eine prinatale
Entwicklungsstérung mit postnataler phanotypischer Ausprigung im zentralen Nervensystem
handelt. Da MECP2-Mutationen einen neurologischen Phanotyp zeigen, scheint MeCP2 nur fiir
die Regulation einer bestimmten Gruppe methylierter Gene essentiell zu sein und nicht die
Funktion eines globalen Repressors zu erfiillen. So zeigen Genexpressionsanalysen des
Hirngewebes von Rett-Patienten eine Abnahme der Expression vieler Neuronen-spezifischer
mRNAs und eine dramatische Abnahme der Expression priasynaptischer Marker (Colantuoni et
al., 2001). Eine erhohte Expression wurde dagegen bei Glia-Transkripten beobachtet (Colantuoni
et al., 2001). Der Ausfall eines generellen Repressors miisste eher zu allgemein erhdhter

Expression fiihren denn zur Abnahme einzelner Transkripte.

Sofern MeCP2 an der Regulation der Expression von Alu-Elementen beteiligt ist, und die
Akkumulation von Alu-Elementen durch die ChIP von MeCP2 sprechen dafiir, ist diese
aufgrund von mutiertem MeCP2 bei Rett-Patienten gestort. Die folglich hohere Anzahl von Alu-
Transkripten konnte durch die Inhibition der Interferon-induzierbaren RNA-abhingigen
Proteinkinase (PKR) wiederum zu einer allgemein gestorten Expression flihren. Die Expression

von Alu-Elementen in Neuronen von Rett-Patienten sollte daher ndher analysiert werden.
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In der Literatur wurde ein Alu-verwandtes Gen (BC200) entdeckt, das in Primaten Neuronen-
spezifisch exprimiert wird. Das BC200-Gen stammt von einem monomeren Alu-Element
(Martignetti und Brosius, 1993; Skryabin et al., 1998) und es wire denkbar, dass MeCP2 die
Expression dieses Alu-Monomers reguliert. Die Expression von BC200 wurde auBler in
Neuronen in mehreren humanen Tumoren nachgewiesen (Chen et al., 1997). Es ist daher ein
Zusammenhang von Methylierung, MeCP2 und der Expression von BC200 mdoglich. Die
BC200-RNA ist Teil eines Ribonukleoprotein-Partikels (Cheng et al., 1997; Kremerskothen et
al., 1998) und wurde nicht nur in den Zellkérpern von Neuronen, sondern auch in den distalen
Regionen dendritischer Fortsitze lokalisiert (Tiedge et al., 1991). Das Poly-(A)-bindungs-Protein
(PABP), ein Regulator der Translationsinitiation, bindet BC200-RNA sowohl in vitro als auch in
vivo und kolokalisiert mit BC200-RNA in neuronalen Dendriten (Muddashetty et al., 2002). So
ist denkbar, dass die BC200-RNA in die Proteintranslation in neuronalen Dendriten involviert
ist. Sofern bei einem Rett-Patienten durch Mutation des MECP2 die Regulation der BC200-RNA
unterbliebe, wiirde es insbesondere in neuronalen Zellen zu Stérungen kommen. Kremerskothen
et al. (1998) diskutieren, dass die lokale Translation dendritischer mRNAs an postsynaptischen
Orten ein wichtiger molekularer Mechanismus sein kann, der zur ,,Wartung* und Modulation
synaptischer Strukturen und Funktionen beitragt. Dies konnte relevant fiir Prozesse wie das
Lernen und das Gedichtnis sein. Der Phinotyp von Rett-Patienten, der mit Mutationen im
MECP2-Gen einhergeht, spiegelt sehr exakt die Inhibition von Lernprozessen wider. Eine
dramatische Abnahme der Expression priasynaptischer Marker bei Rett-Patienten deutet ebenfalls
auf ein spezifisches Defizit der priasynaptischen Entwicklung hin (Colantuoni et al., 2001). Bei
Rett-Patienten wurde bereits in vielen Hirnregionen eine geringere Anzahl an Dendriten und
Verzweigungen gefunden (Belichenko et al., 1994; Armstrong et al., 1995, 1998), daher scheint
eine Verbindung zu der Neuronen-spezifischen BC200-RNA vorstellbar.

Die Familie der MBD-Proteine besteht neben MeCP2 noch aus den Proteinen MBD 1 bis 4.
Diese Proteine enthalten alle hoch konserviert die Methyl-CpG-bindende Doméne (MBD).
Neben MeCP2 sind MBD1 und MBD2 auch transkriptionelle Repressoren, MBD3 ist eine
Komponente des NuRD-Komplexes, einem Histondeacetylase-Remodeling-Komplex (Cross et
al., 1997; Nan et al., 1997; Hendrich et al., 1999b). Die Repressoren MeCP2, MBD1 und MBD2
kommen in verschiedenen Repressor-Komplexen vor, so dass sie wahrscheinlich verschiedene
Funktionen wahrnehmen (Ballestar und Wolffe, 2001). Die Proteine weisen innerhalb der hoch

konservierten Domédne MBD geringe Unterschiede in moglicherweise filir die verschiedenen
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Funktionen der Proteine entscheidenden Aminosédureresten auf. Fujita et al. (1999) vermuten,
dass die Rolle von MeCP2 bei der Bindung methylierter DNA von der des MBDI1 verschieden
ist, da die beiden Proteine im Nukleus ungleich verteilt sind. Die Repressoraktivitdten der MBD-
Proteine sind offenbar nicht redundant, sonst wiirde eine Krankheit wie das Rett-Syndrom nicht
existieren. Offensichtlich kann keines der drei anderen MBD-Proteine die Funktion von MeCP2

ubernehmen.
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5 Zusammenfassung

Das Kernprotein MeCP2 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression und ist
essentiell fiir die Erhaltung funktioneller Neuronen in héheren Sdugern. MeCP2 gehort zu einer
Familie von fiinf Proteinen, die durch eine evolutiondr konservierte Methyl-CpG-bindende
Doméne (MBD) charakterisiert sind. Humanes MeCP2 besteht aus 486 Aminosduren, enthélt im
N-terminalen Bereich die MBD und daran anschlieBend eine Transkription-reprimierende
Doméne. MeCP2 kann an ein einzelnes symmetrisch methyliertes CpG binden. Es vermittelt
seine Wirkung iiber die Bindung an methylierte DNA und die Rekrutierung eines Ko-Repressor-
komplexes, der die Histondeacetylasen 1 und 2 enthélt. Die Deacetylierung von Histonen fiihrt
lokal zu einer kompakten, inaktivierten Chromatinstruktur. Damit verbindet MeCP2 zwei

grundlegende Mechanismen der Genregulation, DNA-Methylierung und Histondeacetylierung.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse von Zielsequenzen des humanen MeCP2. Zunéchst wurde mit
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie die MeCP2-Verteilung mit derjenigen von
5’-Methylcytosin verglichen. Auf Metaphasechromosomen aus peripheren Lymphozyten war
MeCP2 gleichmiBig verteilt. Demgegeniiber wurde methylierte DNA erwartungsgemail
vorwiegend in den juxtacentromeren Regionen der Chromosomen 1, 9, 16 und auf dem langen
Arm des Y-Chromosoms detektiert. In Zellkernen aus humanen MCF-7-Zellen zeigte MeCP2
eine fein granulire Verteilung, wihrend Anti-Methylcytosin-Antikérper mehrere Flecken stark
und weitere Flecken schwach farbten. In murinen Fibroblasten hingegen werden von Anti-
MeCP2-Antikorpern heterochromatische Regionen angefirbt, die vermutlich juxtacentromerem
Heterochromatin entsprechen, das stark methylierte Satelliten-DNA enthélt. Aus diesen
Befunden wird geschlossen, dass in humanen Zellen MeCP2 nicht an den stark methylierten
klassischen Satelliten-DNAs 2 und 3 gehéduft vorkommt. Die Ursache ist vermutlich eine

Priaferenz des MeCP2 fiir Guanine in der Nachbarschaft des methylierten CpGs.

Um die von humanem MeCP2 gebundenen DNA-Sequenzen zu analysieren, wurde mittels
Chromatin-Immunprézipitation eine Bibliothek erstellt, in der MeCP2 gebundene DNA-
Sequenzen angereichert sind. Es wurden 155 Klone mit einer Gesamtldnge von iiber 60 Kb
sequenziert. Der mittlere GC-Gehalt (43,1 %) der Klone liegt insgesamt etwas iliber dem
Durchschnitt des humanen Genoms. In 91 % der Klone wurde mindestens eine CpG-Stelle
gefunden, alle klonierten Fragmente zusammen enthielten 3-mal soviel CpG-Stellen wie der

genomische Durchschnitt.
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Im humanen Genom sind repetitive Sequenzen, insbesondere Alu-Elemente, - und klassische
Satelliten-DNA stark methyliert. In 62 % der Klone wurden repetitive Sequenzen detektiert,
wobei die Gruppe der Alu-Elemente den grofSten Anteil (32,3 %) ausmachte. Der Anteil an
Alu-Elementen ist in der Bibliothek signifikant hoher als im humanen Genom. Folglich hat
MeCP2 eine Bindungspriferenz fiir Alu-Elemente. Alu-Elemente zdhlen zu den aktiven
Retrotransposons und sind fiir eine Reihe von Erkrankungen verantwortlich. Es wird diskutiert,
dass MeCP2 in vivo methylierte Alu-Elemente bindet und reprimiert. Die Klone enthielten
dariiber hinaus auch Long Interspersed Nuclear Elements (LINEs, 18 %), wobei lediglich kurze,
nicht retrotranspositions-kompetente Fragmente nachgewiesen wurden. Der Anteil an
LINE-1-Elementen ist signifikant reduziert gegeniiber dem humanen Genom. MeCP2 bindet
folglich nicht bevorzugt an LINEs. Gleiches gilt fiir eine weitere Klasse repetitiver Sequenzen,
die Long Terminal Repeat Retrotransposons (LTR). Der Anteil dieser inaktiven Sequenzklasse

(8 %) ist in der Bibliothek im Vergleich zum humanen Genom ebenfalls signifikant reduziert.

Weiterhin enthielten vier Klone o-Satelliten-DNA, jedoch kein einziger klassische Satelliten-
DNAs 2 oder 3. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass humane klassische Satelliten-
DNA das von MeCP2 priferierte Bindungsmotiv 5’-GXCG-3’ nicht enthilt. So sind klassische
Satelliten-DNAs trotz ihres Reichtums an methylierten CpG-Dinukleotiden keine Zielsequenz
von MeCP2. Die Bedeutung der Bindung von MeCP2 an o-Satelliten-DNA ist unklar. Vier
AT-reiche Klone wurden in oder angrenzend zu putativen Matrix-Anheftungs-Regionen (MAR)
eingeordnet. MAR dienen der Strukturierung des Chromatins: Das Chromatin wird durch diese
AT-reichen Sequenzen in topologisch unabhingige Schlaufen getrennt, die vermutlich
Transkriptionseinheiten darstellen. Die Lokalisierung von MeCP2 und weiteren Repressoren an
MAR fiihrt moglicherweise zu einer Abnahme der Repressoraktivitit in Regionen aktiver Gene

und damit indirekt zur Stimulation der Genexpression.

Ein Klon wurde in einer CpG-Insel lokalisiert, in deren Néhe ein Expressed Sequence Tag
identifiziert wurde. Drei Klone wurden in einer Entfernung von maximal 2 Kb zu Promotoren
eingeordnet. Einer liegt vor dem Gen fiir die Gamma-2-Untereinheit des GABA-(A)-Rezeptors,
die weiteren vor unbekannten Genen. Moglicherweise werden diese angrenzenden Gene durch

MeCP2 reprimiert.
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6 Summary

The nuclear protein MeCP2 plays an important role in the regulation of gene expression and is
essential for maintaining functional neurons in higher mammals. MeCP2 belongs to a family of
five proteins characterized by the evolutionary conserved methyl CpG binding domain (MBD).
Human MeCP2 consists of 486 amino acid residues with the MBD in the N-terminal half
followed by a transcriptional repression domain. MeCP2 is able to bind to a single methylated
CpG. MeCP2 once bound to methylated DNA is thought to silence transcription by recruiting a
corepressor complex. This complex contains histone deacetylases 1 and 2. The deacetylation of
histone proteins is thought to lead to a local compact, transcriptionally inactive chromatin
structure. Thus MeCP2 connects two fundamental mechanisms of gene regulation: DNA

methylation and histone deacetylation.

The aim of this work was the analysis of sequences bound by human MeCP2. In metaphase
chromosomes of peripheral lymphocytes MeCP2 is evenly dispersed. In contrast an anti-
methylcytosine antibody stained the juxtacentromeric regions of chromosomes 1, 9, 16 and the
heterochromatic long arm of the Y chromosome. In nuclei from human MCF-7 cells MeCP2
staining exhibited a granular pattern throughout the nucleus. Contrary the methylcytosin staining
showed a dotted appearance, with a few bright dots and some weaker dots. The bright dots likely
represent juxtacentromeric heterochromatin. These results show that in human cells MeCP2 is
not concentrated on classical satellite DNAs 2 and 3 despite their high degree of methylation.

The reason is likely a preference of MeCP2 for guanines adjacent to methylated CpGs.

In order to characterize  DNA sequences bound by human MeCP2, a chromatin
immunoprecipitation strategy was employed. This provided a library, in which MeCP2 bound
DNA sequences were enriched. The library contains 155 clones with an overall length of more
than 60 kb. The average GC content (43,1 %) of the library was slightly increased compared to
the average of the human genome. In 91 % of the clones at least one CpG was found. The

average CpG density of all clones was increased threefold.

Repetitive sequences like Alu elements, o- and classic satellite DNA are strongly methylated in
the human genome. Repetitive sequences were detected in 62 % of the clones, the Alu group

being the largest portion (32,3 %). The portion of Alu elements is significantly increased in the
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library compared to the human genome. Therefore MeCP2 binds preferentially to Alu elements.
Alu elements are still active retrotransposons which are responsible for a couple of diseases. It is
discussed that MeCP2 binds to and represses methylated Alu elements in vivo. Clones with long
interspersed nuclear elements (LINEs, 18 %) were also found in the library. However, only short
fragments of evolutionary old LINE families were detected; full-length retrotransposition
competent LINE elements were not found. The portion of LINE-1 elements was significantly
reduced compared to the human genome. Therefore LINEs are not a prefered target of MeCP2.
There were also clones found with sequences of long terminal repeat retrotransposons
(LTR, 8 %). The portion of nucleotides, which were assigned to this inactive sequence class, is

also significantly reduced compared to the human genome.

Moreover four clones containing o-satellite-DNA were found, but no clone with classic satellites
2 or 3. This is likely due to the lack of the prefered motive 5’-GXCG-3" of MeCP2 in human
classic satellites. Although human satellite DNA contains abundant methylated CpG-
dinucleotides it is not a target of MeCP2. The role of MeCP2 binding to o-satellite-DNA is
unclear. Four clones with abundant AT-dinucelotides were located in or adjacent to putative
matrix attachment regions (MARs). MARs are thought to organize the chromatin in
topologically independent loops. The localization of MeCP2 and other repressors at MARs leads
probably to a decreased repressor activity in regions of transcribed genes and indirectly to a

stimulation of gene expression.

One clone was found in an CpG island close to which an expressed sequence tag was identified.
Three clones were located in a maximum distance of 2 kb to promoters. One is positioned
beneath the gamma-2-subunit of the GABA-(A)-receptor gene. The others are situated close to
unknown genes. The corresponding genes might be repressed by MeCP2.
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8 Anhang

8.1 Allgemeine Abklirzungen

Abs. absolut

Anti-5-MeC Anti-5’-Methylcytosin-Antikdrper
ARBP Attachment region binding protein
AS Aminoséduren

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

cDNA komplementidre DNA

ChIP Chromatin-Immunprézipitation

Ci Curie

CIAP Calf intestine alkaline phosphatase
cMeCP2 Hithner MeCP2

CpG Cytidin-Guanosin-Dinukleotid
cpm Counts per minute

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
DAPI 4’ 6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

ddNTP Didesoxynucleosidtriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMD differentiell methylierte Domine
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

DNMT DNA-Methyltransferase

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz
ERV Vertebraten-spezifische endogene Retroviren
EST Expressed sequence tag

FBP11 Formin bindendes Protein 11

FCS Fotales Kdlberserum

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FLAM Free left Alu monomer

FPLC Fast protein liquid chromatoraphie
FRAM Free right Alu monomer

GABA Gamma-Aminobuttersiure

GST Glutathion S-Transferase
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h

HDAC
HEPES
hMeCP2
HRP

ICF syndome

IP
IPTG
Kb/ kb
kDa
KU
LB
LINE
LTR
M
MAR
Mb
MBD
mCi
MCS
MDR1
MeCP2
min
MIR
mM
MT-1
NCBI
NLS
NMR
ORF
p- A.
PAGE
PAPP
PBS
PCR
PDGFR
PKR
PMSF
PR
rMeCP2
RbAp
RNA
RNase
rpm
SAF
SAP
SAR

Stunde(n)

Histondeacetylase
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure

Humanes Methyl-CpG-bindungs Protein 2

Horseradish peroxidase

Immunodeficiency, centromere instability and facial anomalies

syndrome

Immunprézipitation
Isopropyl-pB-thiogalactopyranosid
Kilobasenpaare / kilobasepairs

Kilodalton
Kilounits
Luria-Bertani

Long interspersed nuclear repeat
Long terminal repeat

Molar

Matrix attachment region

Megabase

Methyl-CpG-bindungsdoméine

Millicurie

Multiple Klonierungsstelle
Multidrug resistence Gen 1
Methyl-CpG-bindungsprotein 2

Minute

Mammalian-wide interspersed repeat

Millimolar

Metallothionein Gen 1

National Center for Biotechnology Information
Nuclear localisation signal

Kernmagnetische Resonanz

Open reading frame

zur Analyse

Polyacrylamidgelelektrophorese
Poly-A-bindungs-Protein

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction
Platelet-derived growth factor receptor
Interferon-induzierbare RNA-abhingige Proteinkinase
Phenylmethansulfonylfluorid
Prolin-reiche Region

MeCP2 aus Ratte

Retinoblastoma protein associated protein
Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute

Scaffold attachment factor
Silencer associated protein
Scaffold attachment region
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SATB specific AT-rich DNA binding protein

SDS Natriumdodecylsulfat

SINE Short interspersed nuclear element

snRNP Small nuclear ribonucleoprotein particle

SV Sarkom Virus

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TPRT Target primed reverse transcription

TRD Transkriptionelle Repressor Doméne

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TSA Trichostatin A

U Units

UKE Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf
uv Ultraviolettes Licht

X-Gal 5-Brom-4-chlor-indolyl-f-D-galactopyranosid



8.2 Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit vom Juli 1998 bis Mai 2003 am Institut fiir Biochemie
und Molekularbiologie 1 des Universitédtsklinikkums Hamburg-Eppendorf unter Leitung von

meinem Doktorvater, Prof. Dr. rer. nat. Wolf H. Stritling, angefertigt.

Mein Dank gilt in erster Linie Herrn Prof. Dr. Wolf H. Stritling fiir die intensive Betreuung der
Arbeit. Viele anregende Diskussionen haben die wissenschaftliche Arbeit begleitet und mir

fortlaufend neue Aspekte aufgezeigt.

Herrn Prof. Dr. Hans Marquardt mochte ich fiir die Ubernahme des zweiten Gutachtens und fiir

die Vertretung meiner Arbeit gegeniiber dem Fachbereich Chemie danken.
Herrn Prof. Dr. Singh danke ich fiir die Einfiihrung in die Technik der Metaphasenpréparation.

Ich danke Volker Schoder fiir die statistischen Analysen, Dr. Oliver Klotsche und Dr. Michaela

Schweizer fiir die Unterstiitzung am konfokalen Lasermikroskop.

Dr. Joachim Weitzel, Dr. Stefan Hamann, Dr. Jens Thiesen, Dr. Fang Yu, Dr. Jan Buschdorf,
Olaf Friese und Susanne Giehler danke ich fiir die gute Arbeitsatmosphire und ihre kollegiale
Unterstlitzung im Labor. Ebenso danke ich allen Kollegen der Zelluldren Signaltransduktion und
allen Mitarbeitern des Instituts fiir den fortwidhrenden wissenschaftlichen Austausch und das

kollegiale Miteinander.

Ich danke meiner Freundin Kerstin Biittner.
Ich danke meinen Eltern.

Ich danke der Universitdt Hamburg fiir das zeitweise gewéhrte Stipendium.



8.3 Lebenslauf

Personliche Daten
Familienname:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Schulbildung
1978 — 1988

1988 — 1991
Wehrdienst

1990 — 1991

Universititsausbildung
1991 — 1998

1995

seit Juli 1998

Koch
Christoph Matthias
5. Mai 1971

Hamburg

Besuch der Grundschule Grof3 Borstel

Besuch des Heilwig Gymnasiums in Hamburg

Grundwehrdienst in der Rottiger Kaserne, Hamburg

Studium der Chemie an der Universitit Hamburg
Schwerpunkt: Biochemie mit dem Abschluss als
Diplom-Chemiker

Chemieauslandsemester an der Universitét in
Rennes, Frankreich als Erasmusstudent

Thema der Diplomarbeit: Studien zum
Metabolismus des Lebensmittelmutagens 2-Amino-

3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]indol

Promotion in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer.
nat. Wolf H. Stritling, Institut fiir Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Thema:  DNA-Zielsequenzen des  humanen
Repressors  Methyl-CpG-bindendes  Proteins 2
(MeCP2)



8.4 Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und ohne fremde Hilfe
angefertigt und verfasst, andere als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich diese Dissertation noch an keiner anderen Universitét eingereicht

habe, um ein Promotionsverfahren er6ffnen zu lassen.

Hamburg, den e

Christoph Koch



	Einleitung
	Material und Methoden
	Material
	Chemikalien und Enzyme
	Antibiotika und Medien für die Bakterienkultur
	Puffer und Lösungen
	Kits
	Zelllinien
	Datenbanken und Programme

	Methoden
	Zellkultur
	Herstellung kompetenter Zellen
	DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
	Agarose-Gelelektrophorese
	Aufreinigung von DNA-Fragmenten
	Ligation von DNA-Fragmenten
	Transformation
	Präparation von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab �
	Präparation von Plasmid-DNA für die Sequenzierun
	Präparation von Plasmid-DNA in großem Maßstab �
	Sequenzierung von DNA
	Präparative Polymerase-Kettenreaktion \(PCR\)
	Expression von rekombinantem hMeCP2
	Aufreinigung des rekombinanten hMeCP2
	Produktion von Antikörpern gegen humanes MeCP2
	Klassische Immunisierung
	Genetische Immunisierung

	Transfektion
	Präparation von Metaphasechromosomen und Zellker�
	Immunfluoreszenzmikroskopie
	Vernetzung von zellulärer DNA und Proteinen mit �
	Inkubation mit cis-Platin
	Aufarbeitung cis-Platin-vernetzter Proben (Bloom und Anderson, 1978)
	Radioaktive Endmarkierung des Fragments H1-HaeII
	Southwesternblot Detektion

	Vernetzung von zellulärer DNA und Protein mit Fo�
	Chromatinimmunpräzipitation
	Protein-A-Sepharose-Slurry (50/50 v/v)
	Immunpräzipitation
	Aufreinigung und Klonierung der DNA-Fragmente
	Aufreinigung der Proteinfraktion

	Überprüfen von Bakterienkolonien
	Westernblot
	Dotblot immunpräzipitierter DNA
	Produktion radioaktiv markierter Sonden
	Dotblot



	Ergebnisse
	Produktion von Antikörpern im Huhn
	Produktion von Antikörpern durch klassische Immu�
	Produktion von Antikörpern durch genetische Immu�
	Funktionalität des hMECP2-kodierenden Vektors
	Genetische Immunisierung


	Immunzytologische Untersuchungen
	Lokalisation von hMeCP2 und 5’-Methylcytosin
	Lokalisation von hMeCP2 verglichen mit murinem MeCP2

	Chromatin-Immunpräzipitation \(ChIP\) von MeCP
	Studien zur Vernetzung von MeCP2 und DNA
	Studien mit cis-Platin
	Vernetzung mit Formaldehyd

	Immunpräzipitation

	Analyse sequenzierter Klone
	Klassifizierung und Anteile repetitiver Elemente in sequenzierten Klonen
	Quantifizierung präzipitierter Alu- und LINE-Seq�
	Einordnung sequenzierter Klone in das humane Genom

	Auswertung sequenzierter Klone

	Diskussion
	Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von MeCP2
	Chromatin-Immunpräzipitation von MeCP2
	Charakteristika sequenzierter Klone
	Repetitive Elemente in den sequenzierten Klonen
	Lokalisierung sequenzierter Klone im humanen Genom

	Die Rolle von MeCP2 beim Rett-Syndrom

	Zusammenfassung
	Summary
	Literatur
	Anhang
	Allgemeine Abkürzungen
	Danksagung
	Lebenslauf
	Erklärung


