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Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in vier Abschnitten dargestellt. Am Anfang steht die Erstellung ei-
nes Contigs der Region 1921, als Grundlage aller weiteren Arbeiten mit einer kurzen Diskussion. Es
folgt die Identifizierung neuer EDC-Gene durch Etablieren einer Hybridisierungsmethode und die
Positionierung der Gene auf der integrierten Karte, die sich aus der genomischen Restriktionskarte und
dem verfeinerten Contig zusammensetzt. Den AbschluR bildet die Charakterisierung der cDNA-
Sequenzen der neuen Gene. Eine ausfiihrliche Diskussion der gesamten Arbeit erfolgt im letzten Ka-

pitel.

1 Erstellung eines YAC-Contigs der Region 1921

Fur die molekulargenetische Charakterisierung des EDC mufite ein Contig erstellt werden, das den
entsprechenden Abschnitt von Chromosom 1 mdglichst vollstandig in Gberlappenden DNA-Klonen
abdeckte. Da die zu Beginn des Projekts bekannten EDC-Gene bereits innerhalb von 2 Mb der Region
1921 kartiert waren [Volz et al., 1993] (Abb. 5), lag es nahe, einen Vektor zu verwenden, der mog-
lichst grolle Bereiche des menschlichen Genoms aufnehmen kann (Tab. 2). Die entsprechende Ent-
scheidung fur das YAC sollte nicht nur die Untersuchung des gesamten EDC mit vertretbarem Auf-
wand ermdglichen, sondern auch die der angrenzenden Regionen. Als Ausgangspunkt diente die
CEPH-Mega-YAC-Bibliothek, die das gesamte Genom des Menschen in YAC-KIlonen enthalt, welche
bereits ansatzweise charakterisiert waren, u.a. durch die Bestimmung der YAC-GroRen, die Kartierung
von STS-Markern und die Identifizierung Gberlappender Klone [Cohen et al., 1993]. Dadurch schien
eine sinnvolle Auswahl an Klonen im Hinblick auf die zu untersuchende Region mdéglich zu sein, ob-
wohl die Ergebnisse der Charakterisierungen nicht immer zuverlassig waren und Probleme mit chima-

ren YACs zu erwarten waren [Green et al., 1991; Cohen et al., 1993].

1.1 Auswahl der YAC-Klone

Aufgrund ubereinstimmender Daten zur physikalischen Kartierung der einzelnen Gene (s. Abschnitt |
4) war die Lokalisierung des EDC auf der chromosomalen Bande 1g21 gesichert. Die YAC-Klone, die
den entsprechenden Abschnitt des menschlichen Genoms enthalten sollten, waren jedoch nur durch
wenige genetisch kartierte Marker charakterisiert [Cohen et al., 1993], deren physikalische Positionen
noch nicht genau festgelegt waren. Deshalb erfolgte eine Vorauswahl von 26 YACs, die die STS-
Marker von D1S189 bis D1S305 der genetischen Karte von Généthon [Gyapay et al., 1994] (Abb. 15,
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unten) enthielten und innerhalb eines Intervalls von 11 cM lagen, um diejenigen Marker zu bestim-
men, die eine Verbindung zum EDC aufwiesen. Durch Southern-Blot-Hybridisierungen mit spezifi-
schen Sonden der Gene S100A6 und S100A10, welche die physikalische Karte des EDC begrenzten,
konnte ein einziges YAC identifiziert werden: YAC 950 _e_2, das den Marker D1S305 enthielt, hybri-
disierte mit der S100A6-Sonde.

Diese Information war der Ausgangspunkt fiir eine zweite, gezieltere Auswahl von YAC-Klonen fir
die Konstruktion des Contigs. Eingeschlossen werden sollten alle YACs der CEPH-Mega-YAC-
Bibliothek, welche die D1S305 benachbarten Marker der genetischen Karte enthielten, D1S442 und
D1S498 auf der einen und D1S303 auf der anderen Seite. Da D1S303 keinem YAC zugeordnet war,
beschrénkte sich die Auswahl auf die Marker D1S305, D1S442 und D1S498, die einen Bereich von
4 cM der genetischen Karte [Gyapay et al., 1994] begrenzten. Insgesamt konnten zwolf Klone der
CEPH-Mega-YAC-Bibliothek identifiziert werden, die je einen der drei Marker enthielten. Weitere
zwolf wurden durch direkte Uberlappung mit einem der ersten zwolf YACs oder durch weitere Uber-
lappungen ausgewéhlt (Tab. 8A). YAC 210 _h_11, dem das S100A4-Gen zugeordnet war, zeigte kein
Wachstum und konnte daher nicht analysiert werden. Zwei zusétzliche YAC-Klone, 100_f 3 und
692_c_1, auf denen S100-Gene der Region 1921 kartiert waren [Schafer et al., 1995], wurden von
einer kooperierenden Arbeitsgruppe beigesteuert und komplettierten die 26 Kandidaten fiir das Contig.

2400 -
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780 - YT LEEE
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Abbildung 11: Bestimmung der YAC-Gr6RRen. Das mit Ethidiumbromid gefarbte Agarosegel (links)
zeigt die durch ROFE aufgetrennten Chromosomen der 26 ausgewéhlten YAC-Klone. Durchgéngig
vorhandene Banden stammen von den originaren Hefechromosomen, zuséatzliche Banden von den
kiinstlichen. Mit Hilfe der Autoradiographie wurden die YACs auf dem entsprechenden Southern-Blot
nach Hybridisierung mit ¥p_markierter Gesamt-DNA des Menschen sichtbar gemacht (rechts). Die
GroRRen des Standards stammen von S. cerevisiae YPH149. Sie sind nicht auf die neun rechts ange-
ordneten YACs ubertragbar, die in einem separaten Gel aufgetrennt wurden.
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1.2 YAC-GroRenbestimmung

Um bei der Erstellung der Contig-Karte die Entfernungen zwischen einzelnen Markern abschétzen zu
kénnen und zur Identifizierung instabiler und chimérer Klone, wurden die Grofen der YACs be-
stimmt. Mittels ROFE wurden die kiinstlichen von den origindaren Hefechromosomen abgetrennt und
durch Southern-Blotting auf Nylonmembranen Ubertragen. AnschlieBend wurden sie mit radioaktiv
markierter Gesamt-DNA des Menschen hybridisiert und durch Autoradiographie nachgewiesen. So
wurde in 17 der vom CEPH erhaltenen YAC-Kulturen ein einzelnes kinstliches Hefechromosom
identifiziert, sieben Kulturen stellten sich als Gemisch zweier bzw. dreier YACs heraus (736 _f 4,
747 f 12, 776 h 9, 856 b 8, 934 g 9, 954 a 11, 955 e 11) und zwei Kulturen enthielten eine
Vielzahl an YACs (764_a 1, 950 e 2), die kein eindeutiges Hybridisierungssignal ergaben und an
einer breiten, verschmierten Bande zu erkennen waren (Abb. 11). Die YAC-Gr6Ren lagen zwischen
230 und 2340 kb (Tab. 8B). Abweichungen zu den vom CEPH ermittelten Werten sind einerseits auf
die durch ROFE verbesserte Auflésung grofler DNA-Fragmente zuriickzufiihren, kdnnen aber auch
Ausdruck der Instabilitat und Inhomogenitét der einzelnen YAC-Klone bzw. -Kulturen sein.

1.3 Charakterisierung instabiler YACs
Eine Charakterisierung der instabilen Klone wurde anhand der YAC-Kulturen 764 _a 1 und 950 _e_2
durchgefiihrt, denen keine eindeutige GroRe zugeordnet werden konnte. Nach dem Ausbreiten der

11 10 98 7654 3 2 1 11 9 76 4
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Abbildung 12: Charakterisierung der aus YAC 950 _e_2 isolierten Kolonien. Die Autoradiogramme
zeigen den Southern-Blot, der die durch ROFE aufgetrennten Hefechromosomen der einzelnen YAC-
Kolonien enthalt, nach Hybridisierung mit *P-markierter Gesamt-DNA des Menschen (A) und nach
Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde fur S100A6 (B). Die GrofRen des Standards stammen von
S. cerevisiae YPH149. Nur die jeweils positiven Kolonien sind angegeben.
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Stammkulturen auf Agarplatten wurden von je-  Tapelle 9: Charakterisierung der instabilen

weils 20 isolierten Kolonien die YAC-GrofRen YACs 764 3 1und 950 ¢ 2

. ) . . YAC Kolonie GroRRe enthaltene
bestimmt. Fir 764_a_1 konnten in allen Kolonien in kb Marker
YACs nachgewiesen werden (#1 bis #20), die #1 1320 S100A10, THH

. . #2 1300  S100A10, THH
GroRen lagen zwischen 330 und 1700 kb. Ledig-

#3 460  S100A10, THH
lich elf der aus 950 e_2 isolierten Kolonien ent- #4 1050  S100A10, THH
hielten YACs (#1 bis #11), ihre Ausdehnung #5 1190  S100A10, THH

. . ) #6 460  S100A10, THH
reichte von 240 bis 860 kb (Abb. 12A). Weder fur

#7 1270  S100A10, THH
764_a_1 noch fur 950_e_2 zeigte sich ein bevor- #8 1200  S100A10, THH
zugter Wert (Tab. 9). Weitere Analysen ergaben, #9 1050  S100A10, THH
daB die YACs die peripheren Bereiche des EDC 764 a 1 #10 1100 S100A10, THH

#11 1240  S100A10, THH
enthielten. Von den 20 aus 764_a_1 isolierten #12 1400  S100A10, THH
Klonen hybridisierten 19 mit spezifischen Sonden #13 1230  S100A10, THH
der Gene THH und S100A10, lediglich dem klein- #14 450 S100A10, THH

#15 1700  S100A10, THH
sten YAC, 764_a 1#19 (330 kb), fehlte das #16 1180  S100A10, THH
S100A10-Gen (Tab. 9). Zwar hybridisierten nur #17 390  S100A10, THH
zehn der elf Klone aus 950 _e 2 mit der S100A9- #18 1100 S100A10, THH

) ) #19 330 THH
Sonde und finf mit der S100A6-Sonde (Abb. w0 1210 S100A10, THH
12B); durch die Generierung weiterer Marker (s. #1 250 S100A9
Abschnitt 111 1.6) konnte aber eindeutig nachge- #2 680 S100A9
) ) #3 410 -
wiesen werden, dafl auch diese Klone aus der 44 860  S100A6, S100A9
gleichen Region stammten. Offensichtlich waren #5 240 S100A9
die unterschiedlichen YACs einer Kultur aus ei- 9502  #6 340 S100A6, S100A9

#7 710  S100A6, S100A9
nem Ursprungs-YAC hervorgegangen, das be-

#8 440 S100A9
stimmte DNA-Abschnitte in unterschiedlichem #9 690  S100A6, S100A9
AusmaR eliminiert hatte. Unter Beachtung dieser #10 430 S100A9

. #11 300 S100A6, S100A9
Umlagerungen wurden auch die aus mehreren

YACs bestehenden Kulturen 764 _a_1 und 950 e 2 in die Arbeit mit eingeschlossen, was vor allem
fir die spatere Genkartierung von groRem Nutzen sein sollte. Zur Vereinfachung werden auch die
YAC-Kulturen im folgenden als YAC-Klone bzw. YACs bezeichnet. Nur wenn es auf eine Unter-
scheidung der einzelnen Kolonien einer YAC-Kultur ankommt, z.B. bei der Genkartierung, wird fir

diese die YAC-Adresse mit einer nachgestellten Kolonienummer versehen.

1.4 Zusammensetzen eines Contigs des EDC

Um die Uberlappungen der einzelnen Klone zuverlassig bestimmen zu kénnen und die physikalische
Position der YACs in Bezug auf die genomische Restriktionskarte des EDC festzulegen, wurden die
EDC-Gene auf den einzelnen YACs lokalisiert. Zu diesem Zweck wurde die DNA der 26 YAC-Klone
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Abbildung 13: Nachweis von EDC-Genen auf den YACs
des Contigs der Region 1g21. Die Autoradiogramme
zeigen die von den *P-markierten Sonden der angege-
benen Gene und Marker nachgewiesenen Sall-
Restriktionsfragmente der zwolf Gberlappenden YACs,
die die EDC-Gene enthalten, in der entsprechenden
Reihenfolge. Abweichende FragmentgroRen sind auf
YAC-Enden oder chiméare Bereiche zurtickzufuhren. In
YAC 874_d_5 ist der FLG-Locus deletiert, die angren-
zenden Marker 37m14 und IVL sind vorhanden. Die
Heterogenitat der mit der S100A6-Sonde hybridisieren-
den Fragmente weist auf die Instabilitat dieser Region
in YACs hin. Die YAC-Adressen (oben) und die GroRen
des A-Standards (links) sind angegeben.
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vor dem Southern-Blotting mit dem Re-
striktionsenzym Sall geschnitten und die
DNA-Fragmente durch ROFE aufge-
trennt. Die anschlieRenden Hybridisierun-
gen mit radioaktiv markierten, genspezifi-
schen Sonden identifizierten zwolf YACs,
die eines oder mehrere EDC-Gene ent-
hielten (Abb. 13). Dabei konnte jedes Gen
mindestens drei unabhangigen YACs zu-
geordnet werden, womit die gesamten
2 Mb des EDC doppelt mit DNA-Klonen
abgedeckt waren (doubly linked contig).
Die Anordnung der Gene auf den YACs
war bis auf eine Deletion des FLG-Locus
in YAC 874_d_5 ohne Widerspruch zur
genomischen Restriktionskarte mdglich
(Abb. 15).

1.5 Erweiterung des Contigs durch die
Integration genetischer Marker

Als néchstes folgte die Integration der
genetischen Marker. Da es sich hierbei um
STS-Marker handelte, die durch begren-
zende Primersequenzen und das bei der
PCR entstehende Produkt definiert sind,
wurden PCR-Analysen mit gereinigter,
gelfiltrierter DNA der einzelnen YAC-
Klone durchgefiihrt.  Zur
kamen die bereits erwahnten STS-Marker
D1S305, D1S442 und D1S498 [Gyapay et
al., 1994], D1S2345 sowie D1S1664,
D1S2346 und D1S2347, die vom White-
head Institute/MIT einzelnen YACs des
Contigs zugeordnet worden waren, und
874 d_5 (D1S1664), 955 e 11
(D1S2346) bzw. 776_h_ 9 (D1S2347)

Anwendung

Zwar
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Abbildung 14: Nachweis von STS-Markern auf den YACs durch
PCR. Dargestellt sind die Ethidiumbromid-gefarbten Polyacryl-
amidgele, in denen die mit spezifischen Primern fir D1S305,
D1S1664 und D1S498 amplifizierten Fragmente aufgetrennt wur-
den. DNA aller 26 Kandidaten-YACs wurde eingesetzt. Als Posi-
tivkontrolle diente DNA der H2LCL-Zellinie, als GroRenstandard
die 1 kb-Leiter (dritte Bahn von rechts).

[Hudson et al., 1995]. In Uber-
einstimmung mit den CEPH-
Daten [Cohen et al., 1993;
Chumakov et al., 1995] wurden
sowohl D1S305 als auch
D1S442 und D1S498 auf den
entsprechenden YACs nachge-
wiesen (Abb. 14, Tab. 8B). Dar-
Uberhinaus wurden D1S442 und
D1S498 auf drei weiteren YAC-
Klonen (789 _f 2,811 ¢ 12 und
856 b 8) gemeinsam identifi-
ziert. Diese Verbindung und die
Lokalisierung von D1S498 zu-
sammen mit S100A10 und THH
auf YAC 764_a_1 legte die Rei-
henfolge D1S442 — D1S498 -
S100A10 — THH fest und fligte
dem Contig sechs weitere YACs
hinzu. Auf der anderen Seite des
EDC stellte YAC 950 e 2 die
Verbindung zwischen den S100-
Genen und D1S305 her, wo-
durch das Contig nochmals um
sechs YACs erweitert wurde.
Auch die friheren Ergebnisse
fur D1S1664, D1S2346 und
D1S2347 konnten durch die
PCR-Analysen bestatigt werden.
Dartiberhinaus identifizierte
D1S1664 drei (Abb. 14),

D1S2346 zwei und D1S2347 fiinf weitere Klone des Contigs (Tab. 8B). D1S1664 konnte zwischen
den Loci FLG und IVL kartiert werden und D1S2346 in unmittelbarer Ndhe von LOR. Die Position
von D1S2347 proximal von D1S498 basierte nur auf dem schwach positiven PCR-Ergebnis mit YAC
789 _f 2. D1S2345 wurde erstmals auf YACs lokalisiert und lag zwischen D1S498 und S100A10
(Abb. 15). Damit waren alle sieben genetischen Marker in die physikalische Karte integriert. Das
Contig umfalte schliel3lich 24 Y AC-Klone, die ca. 6 Mb der Region 1921 abdeckten.
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1.6 Herstellung und Kartierung neuer Sonden zur Erhéhung der Markerdichte
Da die Anzahl der Marker abseits der bekannten EDC-Gene noch relativ gering war, wurden weitere
DNA-Sonden fiir die Hybridisierung des YAC-Contigs generiert: DNA der YACs 764 _a_ 1#2,
934 _g_9 und 950 _e_2#9, welche die &ulReren Bereiche des Contigs abdeckten, wurde ber ein ROFE-
Gel von den Hefechromosomen abgetrennt, durch Elektroelution isoliert, mit Restriktionsenzymen
gespalten und in Plasmidvektoren subkloniert. Nach der Transformation wurden die Plasmide in Bak-
8 terien vermehrt und anschlieRend isoliert. Um
repetitive und  Hefe-DNA  enthaltende
Plasmidinserts auszusortieren — letztere sind
auf eine Verunreinigung der eingesetzten
YAC-DNA zuruckzufihren —, wurde der

Southern-Blot eines Gels hergestellt, in dem

B T L L Ll L Ll L LGl

die mit Restriktionsenzymen gespaltenen
Plasmide und Inserts aufgetrennt worden
waren (Abb. 16, oben). Durch zwei
Hybridisierungen mit Gesamt-DNA  des
Menschen (Abb. 16, unten) und mit Hefe-
DNA wurden die DNA-Inserts, die nicht fur

die Region 1921 spezifisch  waren,

identifiziert. SchlieBlich konnten 20 isolierte
- Plasmidinserts als Marker fiir die Region
‘ 1921  verwendet werden. Sie alle
hybridisierten mit YACs des Contigs, die
bereits durch Gen- oder STS-Marker der
‘ Region charakterisiert waren. Da 18 der

L neuen Hybridisierungsmarker auf drei oder

-
-
E

mehr YACs nachgewiesen werden konnten

. . .. und 24f11 und 24f15 immerhin noch auf zwei

YACs (Tab. 10), war ihre Lokalisierung in

. . "y _ der Region 1g21 gesichert. Benachbarte Loci
Abbildung 16: Detektion repetitiver Sequencen in

DNA-Sonden. Das mit Ethidiumbromid gefarbte des Contigs waren bis auf die Verbindung
Agarosegel zeigt 26 Plasmidinserts, die subklonier-

te YAC-DNA enthalten, nach Restriktionsspaltung  zwischen 24f59 und dem distal angrenzenden
und Gelektrophorese. Die 3 kb-Bande entspricht der i . . .
Vektor-DNA. Das Autoradiogramm zeigt das Ergeb-  Marker weiterhin auf mindestens zwei YACs
nis der Hybridisierung des entsprechenden
Southern-Blots mit *P-markierter Gesamt-DNA des
Menschen. Repetitive Inserts sind an einem Hybri-
disierungssignal zu erkennen. Die auf3ere linke

Bahn enthélt als GroRRenstandard die 1 kb-Leiter. bestimmen, die Reihenfolge von 24f11 bis

vorhanden (Abb. 15). In diesem Bereich war

die Anordnung der Marker nicht eindeutig zu

66



11 ERGEBNISSE

24115 konnte unter Beibehaltung der Anzahl Tabelle 10: Neue Hybridisierungssonden aus subklo-
nierter YAC-DNA

rearrangierter YACs umgedreht werden. Ein Ursprungs-

. . o VAC Sonde positive YACs?
&hnliches Bild ergab sich in der centromeren
L . 2416 951 f 6,954_a 11
Region in der Ndhe des Markers 37m8. Auch - — -
2411 713 _h_12
hier waren vermehrt rearrangierte YACs zu 2414 951 f 6,954 a 11
beobachten, so daR die Position des Markers 24115 951 _f 6
. . . 24f21  643_h_5,713_h_12,951 f 6
nicht zweifelsfrei festgelegt werden konnte. — =TT T
o _ o 950_e_2#9  24f32 713 _h_12,951 f 6
Mit steigender Zahl der Kkartierten Loci hauf- 2439 643_h_5,713_h 12, 951 f 6
ten sich die Marker mit identischen Hybridi- 2441 951 f 6,954 a_11

24146 643 _h_5,713_h_12,951 f 6
24f57 100 f 3,692 c 1,955 e 11
24f59 100 f 3,692 c 1,955 e 11

747_f 12,763 g_8,811_c_12,
874_d_5,907_e_6
747_f 12,763 g_8, 776_h_9,
Ein der genomischen Restriktionskarte oder 811 c 12,874 _d_5,907_e 6
747_f 12,763 g_8,811_c_12,

sierungsmustern, bei denen eine Auflésung

der Reihenfolge ebenfalls nicht moglich war.

1.7 Identifizierung rearrangierter YACs

mehreren YACs des Contigs widersprechen- rn 10 37mé 874.d 5,907 o 6
- . a
der Markergehalt einzelner YACs sowie der - 37m8 776_h 9,811 ¢ 12
-Gro Ar- 747_f 12,763 _g_8, 811 c_12,
YAC-Grolie entgegenstehende Markerabstan 3rmi4 oo 4.d5 986 6 10,907 5.6
de ermdglichten die ldentifizierung rearran- 71 747 f 12,763 g_8, 811 ¢ 12,
m

gierter Klone. Bei den YACs 747 _f 12, 874_d_5,907_e_6
986_e_10 und 874_d_5, das, wie bereits er- . 486  789_f 2,929 b 2,954 e 4

wahnt wurde, auch eine Deletion des FLG- 934 g 9 48-9 789 f 2,929 b 2,954 e 4
Locus aufwies, stimmten die YAC-GroRen 48-11 789_f 2,929 b_2,954_e_4

nicht mit den Entfernungen der enthaltenen 2 Die in allen Fallen positiven Ursprungs-YACs und
Marker auf der genomischen Restriktions- schwach positive YACs wurden nicht berticksichtigt.

karte Uberein (Abb. 15) — ein Hinweis auf chimare YACs. Das gleiche galt fiir die YACs 643 h_5,
713 h_12 und 954 a 11, deren Markergehalt den Ubrigen YACs der telomeren Region offenbar wi-
dersprach. Die YACs 644 f 9, 736 _f 4 und 856_b_8 reagierten lediglich mit den STS-Markern, be-
nachbarte Hybridisierungsmarker konnten nicht nachgewiesen werden. Die YACs 789 f 2,811 ¢ 12
und 890 _e_4 zeigten mit bestimmten Markern schwach positive Ergebnisse, die mit ihrer GroRe nicht
vereinbar waren, z.B. YAC 811 ¢ 12 (1370 kb), das den FLG-Locus enthielt, mit 48-6, 48-9 und
D1S442, was auf eine YAC-Grofe von mehr als 2000 kb schlielRen lieBe (Abb. 15). Diese Resultate
wurden auf zwei unterschiedliche Klone in der urspriinglichen YAC-Kultur zuriickgefiihrt, von denen

einer stark unterreprasentiert war.

1.8 Chromosomale Orientierung des EDC
Mit der Erstellung des YAC-Contigs der Region 1q21 war bereits der indirekte Nachweis der Orientie-
rung des EDC auf Chromosom 1 gelungen. Die Reihenfolge 1pter — D1S442/D1S498 — D1S305 —
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1qter der genetischen Karte [Gyapay et al., 1994] zusammen mit der cytogenetischen Kartierung der
EDC-Gene auf der chromosomalen Bande 1921 (s. Abschnitt I 4) fiihrte durch die Verbindung von
D1S498 und S100A10 auf YAC 764_a 1 sowie von S100A6 und D1S305 auf YAC 950_e_2 zu der
Anordnung 1cen — D1S498 — S100A10 — S100A6 — D1S305 — 1qter. Fur den direkten Nachweis wurde
ein FISH-Experiment mit zwei den EDC begrenzenden YACs durchgefiihrt. Durch Kopplung der
YACs an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe und gleichzeitige Hybridisierung der beiden Sonden
mit denaturierten Metaphase-Chromosomen (Zwei-Farben-FISH) sollte neben der Zuordnung zu einer
chromosomalen Bande
die relative Anordnung
der YACs auf
Chromosom 1 bestimmt
werden. Als Hybridi-
sierungssonden wurden
die YACs 764 _a 1 und
950_e_2 eingesetzt, die
ca. 1,5 Mb auseinander
lagen und die die
aulleren Gene des EDC
in Verbindung mit den
jeweils  benachbarten
genetischen  Markern
enthielten (Abb. 15).
Beide YACs waren

offenbar nicht rearran-

Abbildung 17: Zwei-Farben-FISH zur Bestimmung der Orientierung des EDC
auf Chromosom 1. Dargestellt ist die in situ-Hybridisierung zweier YACs
des EDC-Contigs mit Metaphase-Chromosomen unter dem Fluoreszenzmi-
kroskop. YAC 764_a_1#2 ist mit Digoxigenin markiert (rot), YAC 950 _e_2#9
Deshalb wurden zwei  mit Biotin (griin). Zwei von 14 Chromosomen, auf denen YAC 950_e 2#9

telomer von YAC 764_a_1#2 in der Region 1q21.3 kartiert, sind abgebildet.
aus den urspr[]nglichen Angrenzend ist das Heterochromatin der Region 112 an einer breiten hel-
len Bande zu erkennen.

giert, zahlten aber zu

den instabilen Klonen.

YAC-Kulturen isolierte

Klone verwendet: 764 _a_1#2 und 950 _e 2#9. Das FISH-Ergebnis bestatigte die aus dem YAC-Contig
hervorgehende Anordnung: Sowohl 764 a_ 1#2 als auch 950 e 2#9 kartierten ausschlieflich in der
Region 1g21.3 (Abb. 17); auf zwoIf von 14 Chromosomen hybridisierte 764 _a_1#2 (mit D1S498,
S100A10 und THH) proximal von 950_e_2#9 (mit S100A6 und D1S305); nur zwei Chromosomen
zeigten keine eindeutige Auflosung der Hybridisierungssignale; nicht ein Chromosom mit umgekehr-

ter Anordnung war zu erkennen.
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1.9 Diskussion

Das in diesem Abschnitt beschriebene YAC-Contig wurde 1996 erstellt und enthielt nicht nur alle 24
zum damaligen Zeitpunkt kartierten Gene des EDC in tberlappenden DNA-KIlonen, sondern auch ca.
6 Mb der chromosomalen Bande 1921, die durch sieben STS- und 20 neue Hybridisierungsmarker
charakterisiert waren — eine Version mit vier STS- und zehn 1q21-spezifischen Hybridisierungsmar-
kern wurde im selben Jahr veroffentlicht. Alle Gene waren mindestens dreifach abgedeckt, so daf3 eine
verlaBliche Analyse der Region zu erwarten war.

Frihere Untersuchungen hatten auf wenigen separaten YACs basiert, die aus der Region 1921 bekannt
waren und die entweder SPRR- oder S100-Loci enthielten [Hardas & Elder, 1992; Hardas et al., 1994;
Schafer et al., 1995]. Dabei hatte die Gefahr bestanden, dal chimare YACs unentdeckt blieben und
irreflhrende Resultate lieferten, was eine Verdffentlichung bestéatigte, in der die Gene S100A6 und
CRP (C-reaktives Protein-Gen) in einem Abstand von 450 kb auf Chromosom 1921 lokalisiert wurden
[Hardas et al., 1994]. Diese Entfernung war offensichtlich das Ergebnis eines rearrangierten YACs, da
sie weder durch die genomische Restriktionskarte des EDC [Volz et al., 1993] noch mit Hilfe der
YACs des Contigs, die beide ca. 900 kb distal von S100A6 abdeckten, verifiziert werden konnte — und
auch nicht durch die erweiterte integrierte Karte des EDC (s. Abschnitt 111 3). Eine groRerer Distanz
der beiden Gene ergab sich auch aus der Anordnung 1cen — S100A6 — D1S305 — 1qgter im Contig in
Verbindung mit der genetischen Karte des CHLC [Murray et al., 1994], auf der CRP 9 cM distal von
D1S305 lokalisiert war, was einer ungefahren physikalischen Entfernung von 9 Mb entspricht.
Dagegen ermdglichte das Contig die Identifizierung chiméarer YACs, deren Status bereits teilweise
verifiziert werden konnte [Lioumi et al., 1998]. Unter Beriicksichtigung der Umlagerungen zeigte die
Positionierung der YACs mit EDC-Genen keinen Widerspruch zur genomischen Restriktionskarte.
Zwei Abschnitte des Contigs, welche die bekannten Gene flankierten, stellten sich allerdings als insta-
bil heraus, erkennbar an einer Haufung rearrangierter YAC-KIlone in der Umgebung von 37m8 sowie
an der auf einem einzigen YAC nachgewiesenen Verbindung zwischen 24f59 und dem benachbarten
distalen Marker. Bei der spateren Genkartierung konnten diese Bereiche, die vermutlich das Wachs-
tum der Hefen beeintrachtigten und deshalb eliminiert wurden, noch eingeengt und genauer charakte-
risiert werden (s. Abschnitt 111 3).

Durch die physikalische Kartierung der STS-Marker D1S305, D1S442, D1S498 und D1S1664 stellte
das YAC-Contig die erste integrierte Karte der Region 1g21 dar. Die Anordnung der Loci auf der ge-
netischen Karte 1cen — D1S442/D1S498 — D1S305 — 1qter [Gyapay et al., 1994] wurde durch Hybri-
disierung zweier die entsprechenden Marker enthaltenden YACs in situ nachgewiesen. AuRerdem
konnte die Reihenfolge 1cen — D1S442 — D1S498 — 1qgter mit Hilfe des Contigs festgelegt werden, in
Ubereinstimmung mit kurz zuvor ver6ffentlichten Daten [Hoggard et al., 1995], und mit der Lokalisie-
rung von D1S1664 konnte eine Liicke von 3 cM zwischen D1S498 und D1S305 geschlossen werden.
Zusétzlich wurden D1S2345, D1S2346 und D1S2347 innerhalb des Contigs Kartiert, so daf} sieben
STS-Marker fur Kopplungsanalysen der Region zur Verfugung standen, deren physikalische Positio-
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nen und deren benachbarte Gene bekannt waren. Ein Vergleich genetischer und physikalischer Daten
zeigte zwar eine gute Ubereinstimmung (3 ¢cM zwischen D1S305 und D1S498 entsprachen ca. 3 Mb,
1 cM zwischen D1S498 und D1S442 ca. 1 Mb), erforderte jedoch aufgrund der instabilen YACs noch
eine Verifizierung. Eine weitere Eingrenzung der STS-Loci wurde dann durch die Lokalisierung zu-
sétzlicher Gene auf der erweiterten integrierten Karte des EDC erreicht (s. Abschnitt 111 3).

Mit der Floureszenz-in situ-Hybridisierung wurde neben der Anordnung der STS-Marker die chromo-
somale Orientierung des EDC direkt nachgewiesen, da die eingesetzten YACs auch EDC-Gene ent-
hielten. Eine friihere Arbeit, die zu dem gleichen Ergebnis gelangt war, hatte dieses aus einem chimé-
ren YAC hergeleitet und war daher nicht aussagekréftig [Hardas et al., 1994] (s.0.).

SchlieRlich stellte das YAC-Contig eine Verbindung zwischen drei Contigs der physikalischen Karte
des Whitehead Institute/MIT von Chromosom 1 [Hudson et al., 1995] (Data Release 8, 1995) her.
Diese beinhalteten die STS-Marker von D1S250 bis D1S442 (WC1.26), D1S498 und D1S1664
(WCL1.27) sowie D1S305 (WC1.28). Damit war ein Contig etabliert, das 11 ¢cM zwischen D1S250 auf
Chromosom 1p und D1S305 in der Region 1g21 einschlieBlich des Centromers umfalite. Mittlerweile
wurde die Anordnung bestéatigt: Das Contig WC1.16 (singly linked) der abschlieenden Version des
Whitehead Institute/MIT (Data Release 12, 1997), das sich uber 66 cM der genetischen Karte [Dib et
al., 1996], von D1S239 bis D1S422, erstreckt, enthélt die Marker D1S442, D1S498, D1S2347,
D1S1664, D1S2346 und D1S305 in der angegebenen Reihenfolge, wobei D1S498 und D1S2347 auch

hier nicht eindeutig angeordnet werden konnten.

2 ldentifizierung neuer EDC-Gene durch subtraktive Hybridisierung

Da genomische DNA-KIlone flr nahezu alle molekulargenetischen Untersuchungen unverzichtbar
sind, wie z.B. fiir die Identifizierung und Kartierung neuer Gene, fiir die Aufklarung der Genstruktur
sowie flr die Auswertung genetischer Kopplungsanalysen auf molekularer Ebene, war mit dem YAC-
Contig die entscheidende Grundlage fir die weitere Charakterisierung des EDC geschaffen. Eine
zweite Ressource stand in Form einer Keratinozyten-cDNA-Bibliothek zur Verfiigung (C. Backendorf,
Leiden), mit deren Hilfe die in der Epidermis exprimierten Gene identifiziert und die dazugehdrigen
Transkripte analysiert werden sollten. Die zugrundeliegende RNA wurde aus primaren Keratinozyten
des Menschen isoliert, die in vitro bei unterschiedlichen Ca®*-Konzentrationen kultiviert wurden, um
verschiedene Differenzierungsstadien der Zellen zu erfassen [Fischer et al., 1996]. Als Startpunkt fur
die Synthese des ersten cDNA-Strangs diente ein Oligo(dT)-Primer; die Komplexitét der gesamten
cDNA-Bibliothek betrug ca. 4x10° Klone. Um sie optimal zu nutzen, wurde aus 184320 Klonen eine
feingerasterte cDNA-Bibliothek (gridded cDNA library) hergestellt (s. Abschnitt Il 19), die gitterfor-

mig, in hoher Dichte auf zehn Nylonmembranen (bertragen wurde (high density filters). Das Filter-Set
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konnte anschlielend fir Hybridisierungen verwendet werden; die den einzelnen Klonen zugeordneten

Koordinaten ermdglichten den direkten Vergleich mehrerer Experimente.

2.1 Eine direkte Methode zur Identifizierung neuer Gene

Mit den YACs und der feingerasterten cDNA-Bibliothek waren sowohl Klone genomischer DNA der
EDC-Region verflighar als auch cDNA-Klone, welche die in differenzierten Keratinozyten transkri-
bierten Sequenzen enthielten. Somit konnten bis auf die Zoo-Blot-Hybridisierung alle in der Einlei-
tung beschriebenen Verfahren zur Identifizierung neuer Gene (s. Abschnitt 1 10) angewandt werden.
Da das primare Ziel in der Identifizierung neuer EDC-Gene bestand, d.h. von Genen, die wéhrend der
Differenzierung der Epidermis in Keratinozyten exprimiert werden und gleichzeitig innerhalb des
EDC kartieren, wurde eine Methode gewahlt, die beide Ressourcen kombinierte: Die Hybridisierung
der feingerasterten Keratinozyten-cDNA-Bibliothek mit einer YAC-Sonde wurde als die Methode
erachtet, welche die vorhandenen Mittel am konsequentesten nutzte.

Allerdings gab es Bedenken gegen eine effiziente Durchfihrung dieser Methode. So hatten friihere
Hybridisierungen mit YACs groRe Probleme mit falsch positiven Ergebnissen offenbart, die auf chi-
mare YACs und auf repetitive Sequenzen in den hochkomplexen Sonden zurtickzufiihren waren [Elvin
et al., 1990; Geraghty et al., 1993; Boultwood et al., 1997]. AuRerdem bestand bei grélReren Sonden
die Gefahr, dal? die spezifische Aktivitat eines einzelnen Gens im Verhaltnis zur Aktivitat der gesam-
ten markierten DNA nicht ausreichte, um ein eindeutiges Hybridisierungssignal zu erzeugen. Auf-
grund der Vorarbeiten wurde das Experiment dennoch mit berechtigter Aussicht auf Erfolg angegan-
gen. Die YACs waren durch das Contig bereits ausgiebig charakterisiert — chimére Klone sollten dem-
nach erkennbar sein und nicht als Sonde verwendet werden. Die feingerasterte cDNA-Bibliothek ver-
sprach eine erhohte Sensitivitdt bei der Autoradiographie, da die Filter auch bei langer Expositionszeit
der Filme eine eindeutige Abgrenzung der gitterformig angeordneten, doppelt aufgetragenen Klone
von unspezifischen Hintergrundsignalen ermdglichen sollten. SchlieBlich sollten repetitive Sequenzen

durch kompetitive Hybridisierung zu maskieren sein [Sealey et al., 1985].

2.2 Hybridisierung der feingerasterten cONA-Bibliothek mit einem YAC

Als Sonde fiir die Hybridisierung der zehn feingerasterten Koloniefilter, die zusammen 184320 Klone
der Keratinozyten-cDNA-Bibliothek enthielten, wurde YAC 986 e 10 (1440 kb) ausgewéhlt (Abb.
15), weil es einen relativ grofRen Bereich von 400 kb zwischen FLG und IVL einschlof3, in dem noch
kein Gen kartiert war, und weil es die Gene FLG, IVL sowie die SPRR-Gene enthielt, die als Differen-
zierungsmarker in Keratinozyten als Positivkontrolle fungierten. Da YAC 986_e_10 das einzige war,
das diese Voraussetzungen erftllte, wurde ein chiméres centromeres Ende akzeptiert. Flr die Prépara-
tion der Sonde wurde das kinstliche Hefechromosom durch ROFE abgetrennt, aus dem Gel eluiert
und die YAC-DNA nach Konzentrierung und Gelfiltration radioaktiv markiert. Um unspezifische

Signale durch repetitive Elemente auszublenden, wurde die denaturierte Sonde anschliefend mit ei-
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nem hohen UberschuB (330 pg) an ebenfalls denaturierter Gesamt-DNA des Menschen versetzt und
30 Minuten renaturiert. Darauf folgte die Hybridisierung der cONA-Bibliothek.

Da fast die Halfte des menschlichen Genoms aus repetitiven DNA-Sequenzen besteht, die zu einem
geringeren Anteil auch in RNA transkribiert werden, mufiten diese in der hochkomplexen Sonden vor
der Hybridisierung maskiert werden. Dabei wurde ausgenutzt, daf8 die Renaturierungsgeschwindigkeit
einer bestimmten DNA-Sequenz von ihrer Konzentration abhangt: Repetitive Sequenzen der Sonde
sollten mit den komplementaren Sequenzen der zugesetzten genomischen DNA schneller renaturieren
als die in der Regel nur einmal im haploiden Genom vorkommenden genspezifischen Sequenzen und
somit nicht mehr fiir die Hybridisierung der cONA-Bibliothek zur Verfligung stehen.

2.3 Auswertung der Hybridisierung

Trotz der kompetitiven Vorgehensweise wurden auf den zehn Filtern ca. 12000 cDNA-Klone identifi-
ziert (Abb. 18). Von diesen wurden 50 Klone zuféllig ausgewahlt und ihre Plasmidinserts sequenziert,
ca. 600 bp von jeder
Seite. Durch Vergleich
der cDNA-Sequenzen
mit bekannten Nucleo-
tidsequenzen in Da-
tenbanken wurden sie
charakterisiert (s. Ab-
schnitt 111 4). Ausge-
wahlte Inserts wurden
zusatzlich  fur  eine
Hybridisierung mit den
YACs des Contigs
verwendet, um eine
mdgliche Lokalisierung
der entsprechenden
Gene im EDC fest-
zustellen (s. Abschnitt
11 3.1).

Wie aufgrund der hohen

Abbildung 18: Hybridisierung der feingerasterten cDNA-Bibliothek mit
Zahl positiver Signale zu einem YAC. Das Autoradiogramm zeigt einen von zehn Filtern mit 18432
P g doppelt aufgetragenen cDNA-Klonen der feingerasterten cDNA-Bibliothek
erwarten war, offenbarte  nach der Hybridisierung mit der ¥p_markierten DNA von YAC 986_e_10.
] ) Positive Klone sind an zwei Hybridisierungssignalen, die nach einem be-
die Sequenzanalyse in  stimmten Muster angeordnet sind, zu erkennen.

mehr als 70% der cDNA-Inserts repetitive Sequenzen, die als diverse kurze und lange eingestreute
DNA-Elemente (SINEs und LINEs, short interspersed elements und long interspersed elements) iden-
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tifiziert wurden (Tab. 11). Zehn dieser Tabelle 11: Charakterisierung 50 ausgewéhlter, von YAC

986_e 10 identifizierter Klone

Inserts wurden als Sonden fir die Hybridi-

EcoRI/Xhol-Insert- Lokalisie-
. . . . Klon fragmente in bp® Sequenz rung in 1921

sierung der YAC-Filter verwendet: Funf 1003124 1800 SINE-RLL nd.

enthielten die gesamte Insertsequenz und 192585 1200 Alu n.d.

1025e 2 650 SPRRI1A +

funf nach Restriktionsspaltung nur den  1026b9 1600 Alu -

i . o . 1026¢ 7 2200 Alu n.d.

nicht repetitiven Anteil. Sie hybridisierten 105643 500, 1800 LINE-1 nd.

entweder mit mehreren Restriktionsfrag- 192611 700 SPRR2B *

1105b 6 100, 550 SPRR1B +

menten in allen YACs, zurlickzufuhren auf ~ 1126h8 500, 800, 1300 28S-rRNA -

) N _ 1147n18 4000 LTR5 n.d.

eine repetitive Sonde (Abb. 19A), oder mit  1154p 3 1700 SINE-R11 .

keinem einzigen Fragment; die  1teomi6 2000 LTRS n.d.

9 9 ' 11689 6 1300 GADPH -

entsprechenden Gene lagen somit nicht in 11753 1400 LTRS n.d.

_ _ ) 1192010 600 SPRR1A +

der Region 1921. Auf eine weitere Analyse 120813 200, 550, 1600 LTR5 n.d.

. 1213k23 2300 LTR5 n.d.

repetitiver cDNA-Sequenzen wurde dar- 15,0 o 350 Alu nd.

aufhin verzichtet, da sie offensichtlich auf- ~ 1220e19 1050, 1700 Plakophilin 1 -

3024117 900 LINE-1 n.d.

grund ihres unspezifischen Anteils nach-  3029d19 1550 LINE-1 n.d.

. 3029n15 2100 Alu n.d.

gewiesen worden waren. 30410 4 1700 Alu )

Das cDNA-Insert eines Klons stammte von 3042615 800 SPRR2A *

3042e22 800 NICE1 +

ribosomaler RNA (rRNA) ab. Es konnte 3042919 600 SPRR2B +

) o 3046k11 750 SPRR2B +

ebenfalls nicht auf den YACs lokalisiert  3p50k14 750 Alu n.d.

L 3065c24 350, 1600 AlU/AKO00095 -

werden, sondern gab starke Hybridisie- 3065123 350 Al nd.

rungssignale mit Restriktionsfragmenten ~ 3067d 8 1450 Alu n.d.

_ 3069d13 2000 Alu n.d.

aus dem Hefegenom (Abb. 19B). Riboso-  3076n13 1800 Alu n.d.

. . 3077i11 350, 1150 Alu n.d.

male RNA codierende Gene, die auf Chro- 5540, 300, 1200 AIUAKO24675 )

mosom 1 des Menschen lediglich in den ~ 309314 300, 1150 Alu -

3100b 8 550 VDAP2 -

Regionen 1g42 [Sorensen et al., 1991] und  3103d11 1000 Alu n.d.

) 3107h16 1250 (800, 450) AIUKANGAI 1 -

1931 [Lomholt et al., 1995] nachgewiesen 3109k s 150, 300 SPRR1B N

wurden, sind unter Eukaryonten stark kon- 315746 2800 Alu n.d.

3162e 1 1150 Alu n.d.

serviert. Die Hybridisierung der Sonde mit ~ 3165c24 450, 750, 1900 Alu n.d.

3183i 4 2150 Alu n.d.

den entsprechenden cDNA-Sequenzen  3200f5 2350 Alu ;

" . . 3203¢g 6 1950 CD24 Antigen -

wurde hdchstwahrscheinlich von einer 32052 4 1050 Al .

Verunreinigung mit Hefe-DNA verursacht, LINE-1/ )

gung 3222a19 400, 600, 1500 AWB00154

die bei der Isolierung des YACs nicht voll- ~ 3226p 8 1100 Alu n.d.

3235111 250, 400, 500 Alu/

standig abgetrennt werden konnte.

Antileukoprotease

% Fett gedruckte GréRen kennzeichnen die als Hybridisierungssonden
verwendeten Fragmente, die Fragmente in Klammern wurden durch
Restriktionsspaltung mit den Enzymen EcoRI und Pvull erhalten; n.d.,
nicht durchgefiihrt; LTR, long terminal repeat; GADPH, Glycerinalde-
hyd-3-phosphatdehydrogenase; VDAP2, voltage-dependent anion
channel 2.

Schliellich entsprachen acht cDNA-Klone
den transkribierten Sequenzen bekannter
Gene. Es handelte sich um die EDC-Gene
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Abbildung 19: Unspezifische Hybridisierung repetitiver und ribosomaler cDNA-Sonden mit einem
YAC-Blot. Die Autoradiogramme zeigen die Hybridisierungsergebnisse der aus den cDNA-Klonen
3065c12 und 3235j11 generierten Sonden mit einem YAC-Blot, der die mit Sall fragmentierte DNA der
YACs des Contigs enthalt. (A) Das **P-markierte, repetitive 250 bp-Insertfragment aus Klon 323511
hybridisiert mit allen genomischen Restriktionsfragmenten, die das gleiche repetitive Element ent-
halten. (B) Das ribosomale 1500 bp-Insertfragments aus Klon 3065c12 hybridisiert mit homologen
ribosomalen DNA-Sequenzen des Hefegenoms, das bei den gewéhlten ROFE-Bedingungen nicht
aufgetrennt wurde.

SPRR1A, SPRR1B, SPRR2A und SPRR2B. Dariiberhinaus wurde die cDNA-Sequenz eines bisher un-
bekannten Gens identifiziert (NICEL, von ,,neu identifizierte cDNA des EDC*), das auf dem als Sonde
eingesetzten YAC sowie auf drei weiteren YACs nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt I11 3.1).
Damit wurde einerseits gezeigt, dal} die Methode geeignet war, die in einem YAC enthaltenen Gene
zu identifizieren; andererseits wurde durch die SPRR-Sequenzen bestétigt, dal die aus Keratinozyten
gewonnene cDNA-Bibliothek Transkripte enthielt, die spat wéhrend der Differenzierung der Epider-
mis exprimiert werden.

Da der Anteil der EDC-spezifischen Klone unter den analysierten jedoch relativ gering war, wurde
eine zweite Hybridisierung der feingerasterten Filter mit der gleichen YAC-Sonde, aber unter veran-
derten Kompetitionsbedingungen durchgefiihrt. Durch Konzentrationserhdhung der zur Maskierung
zugesetzten Gesamt-DNA des Menschen auf 1 mg und Verlédngerung der Renaturierungszeit bei der
Vorhybridisierung auf eine Stunde sollten bei gleichbleibender Konzentration der markierten YAC-
Sonde die von repetitiven Sequenzen verursachten Signale méglichst vollstandig unterdriickt werden.
Das Ergebnis war zwiespaltig. Obwohl bei den bereits analysierten cDNA-Klonen eine leichte Ver-
schiebung der Signalintensitat hin zu den EDC-spezifischen Sequenzen zu beobachten war, konnten
die repetitiven Sequenzen nicht ausreichend maskiert werden; erneut hybridisierte die Sonde mit ca.
11000 Klonen. Es zeigte sich, dal durch kompetitive Hybridisierung keine vollstdndige Maskierung
der in der YAC-Sonde enthaltenen repetitiven Elemente zu erreichen war; die Signalintensitidt nahm
lediglich ab. Da eine Vielzahl sowohl sequenzabhangiger als auch herstellungsbedingter Faktoren die
Intensitat der Hybridisierungssignale beeinflussen, wie der G/C-Gehalt, die Exongrdfien und die Ko-
pienzahl eines Gens sowie die GroRe der synthetisierten cDNA und die cDNA-Konzentration der ein-
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zelnen Klone auf den Filtern, schien eine auf Signalintensitaten basierende Auswertung nicht erfolg-

versprechend zu sein.

2.4 Hybridisierung der feingerasterten
cDNA-Bibliothek mit einem zweiten YAC
Nachdem die repetitiven Sequenzen durch
kompetitive Hybridisierung nicht ausrei-
chend maskiert werden konnten, muften sie
auf andere Weise identifiziert und die ent-
sprechenden cDNA-Klone aussortiert wer-
den. Dabei sollte der Umstand ausgenutzt
werden, da YACs, die im menschlichen
Genom in direkter Nachbarschaft kartieren,
in den enthaltenen repetitiven Elementen
weitestgehend Ubereinstimmen. Fur eine
zweite Hybridisierung der zehn Filter wurde
deshalb YAC 950 _e 2#9 (690 kb) als Son-
de ausgewahlt, das den distalen Bereich des
EDC abdeckte und mit YAC 986 e 10
nicht Uberlappte (Abb. 15). Fir die Aus-
wertung dieses Versuchs war die feingera-
sterte  Form der cDNA-Bibliothek die
entscheidende Voraussetzung. Durch den
Vergleich der Hybridisierungsmuster soll-
ten diejenigen cDNA-Klone, die, zurlickzu-
fihren auf unspezifische Hybridisierung,
von beiden YACs identifiziert wurden, als
repetitiv zu erkennen sein. Im Gegensatz
dazu sollten Klone, die entweder mit dem
einen oder mit dem anderen YAC hybridi-
sierten, fur den EDC spezifische Gense-
guenzen enthalten.

2.5 Subtraktive Auswertung
Zwar wurden auch von YAC 950 e 2#9 ca.
10000 Klone detektiert; allerdings waren

986_e 10

959 e 2#9

Abbildung 20: Subtraktive Auswertung der Hybridisie-
rungsergebnisse zweier YACs. Die Autoradiogramme
zeigen jeweils das gleiche Sechstel eines Filters der
feingerasterten cDNA-Bibliothek, der nacheinander mit
¥p_markierter DNA der angegebenen YACs hybridi-
siert wurde. Die schwarzen Pfeile zeigen einen Klon,
der aussortiert wurde, die wei3en je einen potentiell
EDC-spezifischen.
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jetzt diejenigen cDNA-KIlone, welche bereits mit dem ersten YAC hybridisiert hatten, durch Vergleich
der Autoradiogramme leicht zu erkennen (Abb. 20); sie wurden nicht weiter berticksichtigt. SchlieR-
lich blieben 744 der von YAC 950 e 2#9 identifizierten Klone (brig, die idealerweise von EDC-
Genen stammen sollten; 50 von ihnen wurden sequenziert.

Wie bei der ersten Hybridisierung wurden cDNA-Sequenzen der etablierten EDC-Gene, die auf dem
entsprechenden YAC lagen und in Keratinozyten exprimiert wurden, wiedergefunden; in diesem Fall

Tabelle 12: Vergleich der nicht subtraktiven mit der subtraktiven Auswertung waren das S100A4,

nicht subtraktiv subtraktiv S100A6 und S100A7.
YAC YAC YAC Gleichzeitig nahm die
986 e 10 986 e 10 950 e 2#9 .
detektiert ~12000 ~12000 10000  Anzahl - repetitiver
. und ribosomaler
ausgewahlt ~12000 2091 744
] cDNA-Inserts ab;
sequenziert 50 50 50
, nicht ein einziges war
CKEI)(')\IHAE‘: repetitiv 36 3 - g
, unter den sequen-
ribosomal 1 3 - ) )
zierten zu finden
EDC-spezifisch 9 40 45
(Tab. 12, rechte
andere 4 4 5 o
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Spalte).  Zusatzlich
etablierte EDC-Gene 4 6 3
wurden cDNA-Se-
neu identifizierte EDC-Gene 1 1 9

quenzen von neun
15% 85% 92% Genen identifiziert,
die durch Hybridisie-

EDC-spezifische Klone
unter den ausgewabhlten

rung der entsprechenden Insertfragmente mit mehreren YACs des Contigs (s. Abschnitt 111 3.1) erst-
mals dem EDC zugeordnet werden konnten. Sie reprasentierten ADAR1 (doppelstrangige RNA-
spezifische Adenosindesaminase 1-Gen), HAX1 (HS1-bindendes Protein X-1-Gen), LAMRL6 (LAMR-
like 6, Lamininrezeptor-dhnlicher Locus 6), PSMD8L (PSMD8-like, Proteasom-Untereinheit nicht
ATPase 8-ahnlicher Locus), TPM3 (Tropomyosin 3-Gen) sowie NICE2, NICE3, NICE4 und NICES.

Nach diesem (berzeugenden Ergebnis wurden die Hybridisierungssignale von YAC 986 e 10 ein
zweites Mal und diesmal subtraktiv ausgewertet. Von den 12000 cDNA-KIlonen blieben nach Abzug
der unspezifischen Signale 2091 als mdgliche Kandidaten fiir den EDC Ubrig. Unter den 50 zusatzlich
sequenzierten Klonen waren nicht nur cDNA-Sequenzen der Gene SPRR1A, SPRR1B, SPRR2A,
SPRR2B und NICE1, sondern auch von SPRR3 und IVL, die bei der ersten Auswertung nicht gefunden
werden konnten (Tab. 12, mittlere und linke Spalte). Zwar stieg die Zahl der identifizierten EDC-Gene
nur um zwei an, der Anteil EDC-spezifischer Transkripte unter den sequenzierten Inserts erhdhte sich
jedoch von neun auf 40. Repetitive Sequenzen wurden nur noch in drei der 50 ausgewéhlten cDNA-
Klone gefunden. Dal} sie iberhaupt noch auftauchten, ist wahrscheinlich auf seltener vorkommende
repetitive Elemente in YAC 986_e_10 zuriickzufiihren, die in YAC 950_e 2#9 nicht enthalten sind.
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Der Anstieg ribosomaler cDNA-Sequenzen wies darauf hin, daf lediglich die Sonde aus YAC
986_e_10 mit Hefe-DNA verunreinigt war.

Nur wenige der subtraktiv ausgewahlten cDNA-Klone entsprachen keiner der bisher erwahnten Kate-
gorien, repetitiv, ribosomal oder EDC-spezifisch. Bei YAC 986_e_10 koénnte das Auftreten dieser
Klone auf das chimdre centromere YAC-Ende zurlickgefiihrt werden. Da die ausschliefliche Lokali-
sierung von YAC 950 e 2#9 in der Region 1¢g21.3 durch FISH gesichert war (Abb. 17), mufite fir die
scheinbar falschlich identifizierten Klone eine andere Erklarung gefunden werden. Folgende Ursachen
konnten entweder aufgezeigt werden oder sind mdglich: eine Kontamination eines Klons der gera-
sterten cDNA-Bibliothek mit einem stark unterreprasentierten EDC-spezifischen Klon, der durch die
hohe Sensitivitat der Autoradiographie zwar nachgewiesen wurde, weitere Untersuchungen aber nicht
beeinflufte; eine nicht identifizierte repetitive Sequenz im zentralen Bereich groRerer Inserts, der bei
der Sequenzierung nicht erreicht wurde; ein unspezifisches Hybridisieren der Sonde, verursacht durch
nicht vollkommen ein-
heitliche Bedingungen
wahrend der Hybridisie-
rung bzw. wahrend des
Waschens der zehn
Filter.

Um einen Vergleich der
konventionellen mit der
subtraktiven Hybridisie-
rung zu ermdglichen,
wurde der Anteil EDC-
spezifischer cDNA-
Sequenzen unter den
detektierten bzw. sub-
traktiv.  ausgewdhlten
Klonen bestimmt. Die
von EDC-Genen stam-
menden cDNA-Inserts

wurden radioaktiv mar-

kiert und als Sonden fir  Abbildung 21: Identifizierung der die SPRR2-Sequenz enthaltenden cDNA-
Klone. Das Autoradiogramm zeigt den Filter der feingerasterten cDNA-
die Hybridisierung der  Bibliothek, der in Abb. 19 nach der Hybridisierung mit YAC 986_e_10 dar-
. . gestellt ist, nach der Hybridisierung mit der **P-markierten SPRR2-Sonde.
Filter der feingeraster-  Die Mehrzahl der schwachen Signale ist auf eine Kreuzhybridisierung der
- Sonde mit SPRR1-cDNA-Sequenzen zuruckzufuhren.
ten  cDNA-Bibliothek a

verwendet (Abb. 21). Die fur IVL, SPRR1, SPRR2, SPRR3 und NICE1 spezifischen Sonden identifi-
zierten 1777 cDNA-Klone. Das entspricht einem Anteil von 15% aller mit YAC 986_e_10 hybridisie-
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renden 12000 Klone, aber 85% der 2091 subtraktiv ausgewéhlten Klone. YAC 950_e_2#9 (bertraf
dieses Ergebnis sogar noch: Insgesamt 686 der 744 ausgewéhlten cDNA-Klone wurden von den Son-

den der zwolIf im EDC Kartierenden Gene identifiziert; das entspricht einem Anteil von 92% (Tab. 12).

2.6 Hybridisierungsergebnisse zweier weiterer YACs aus der centromeren Region

Durch zwei zusétzliche Hybridisierungen sollte die proximale Ausdehnung des Genkomplexes be-
stimmt werden. Als Sonden verwendet wurden YAC 764 _a 1#2 (1300 kb), dessen distales Ende die
bekannten EDC-Gene S100A10 und THH sowie das kurz zuvor Kartierte S100A11-Gen (s. Abschnitt
111 3.1) enthielt, und YAC 934 g 9 (1270 kb), das die weiter centromer gelegene Region abdeckte.
Den Erwartungen entsprechend waren unter den 423 Klonen, die ausschlieBlich von YAC 764 _a_1#2
identifiziert wurden, cDNA-Sequenzen fiir S100A10, S100A11 und THH zu finden. Dariberhinaus
konnten durch Hybridisierung ausgewéhlter cDONA-Inserts mit den YAC-Filtern sieben Gene, ANXA9
(Annexin A9-Gen), PIP5K1A (Typ | Phosphatidylinosit-4-phosphat-5-kinase a-Gen), PSMB4 (Pro-

Tabelle 13: Subtraktive Hybridisierungsergebnisse der teasom-Untereinheit  34-Gen),  PSMDA4

YACs 764 a_1#2und 934 g 9 (Proteasom-Untereinheit nicht-ATPase 4-
YAC 764_a_1#2 YAC934 g €  Gep), NICE6, NICE7 und NICES erstmals

detektiert 8000 5000 dem EDC zugeordnet werden (s. Abschnitt

SN ausgewahit 423 40 Il 3.1). Fir YAC 934 g_9 blieben nach
__________ sequenziet 20 20 Abzug der unspezifisch detektierten
neue EDC-Gene 7 4 cDNA-Klone lediglich 40 fur die Sequen-

zierung Ubrig. Die Kartierung ausgewahlter
cDNA-Inserts (s. Abschnitt 11 3.1) identifizierte vier weitere in Keratinozyten exprimierte Gene der
Region 1g21: PIAS3 (Proteininhibitor des aktivierten Stat3-Gen), RBM8 (RNA-bindendes Motiv Pro-
tein 8-Gen), NICE9 und NICE10. Die Ergebnisse der beiden YACs sind in Tabelle 13 zusammenge-
falit. Es féllt auf, dal? sowohl die Anzahl der detektierten cDNA-KIlone als auch die der nach Subtrak-
tion verbleibenden Klone abnimmt. Eine verminderte Zahl an Hybridisierungssignalen konnte auf
YAC-Sonden mit weniger repetitiven Elementen zurtickzufiihren sein; sie kdnnte aber auch ein Zei-
chen sinkender Sensitivitat der Hybridisierungsfilter durch wiederholtes VVerwenden sein. Interessanter
scheint die zum Centromer hin stark abnehmende Zahl subtraktiv ausgewahlter Klone zu sein, die auf
eine im Vergleich zum restlichen EDC reduzierte Expressionsaktivitat der Gene und mdglicherweise

auf ein Ende des Genkomplexes hinweist.

2.7 Mdgliche Fehlerguellen und ihre Vermeidung

Trotz des positiven Ergebnisses bei der Identifizierung neuer Gene deckte die Analyse der Klone auch
mogliche Probleme auf, die einerseits auf die Herstellung der feingerasterten cDNA-Bibliothek, ande-
rerseits auf die Hybridisierung mit einem YAC zuriickgefiihrt werden konnten. Die bei der Konstruk-

tion einer cDNA-Bibliothek unvermeidlich entstehenden chiméren Sequenzen wurden in ca. 5% der
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cDNA-Inserts Gber zwei enthaltene Poly(A)"-Schwanze bzw. iiber Sequenzen, die von zwei unter-
schiedlichen Genen stammten, nachgewiesen. Da die in einem chiméren Klon enthaltenen cDNA-
Sequenzen Uber eine Restriktionsschnittstelle miteinander verbunden sind, kénnen sie durch Restrikti-
onsspaltung auch wieder getrennt werden und sind dann einzeln zu charakterisieren. Ebenfalls ca. 5%
der cDNA-KIlone vermehrten sich im ampicillinhaltigen Medium nicht, was auf eine durch instabile
Transformation verursachte Elimination des Plasmids, welches das Ampicillinresistenz-Gen enthielt,
schlielen lait. Durch erneute Transformation mit aus der Originalkultur isolierter DNA sollte dieses
Problem zu l6sen sein. Eine andere Fehlerquelle war durch den Herstellungsprozel’ der feingerasterten
cDNA-Bibliothek bedingt. Beim Auflesen wurden aus zwei Klonen bestehende Kolonien vom einge-
setzten Roboter nicht immer als solche erkannt; ca. 5% der cDNA-Klone waren auf diese Weise kon-
taminiert. Der wéhrend der Herstellung der cDNA-Bibliothek visuell ermittelte Wert wurde durch
zwei Plasmide im Isolat entsprechender Klone, die bei der weiteren Analyse Extrabanden verursach-
ten, bestatigt. Durch einen zusétzlichen Trennungsschritt sind auch diese Sequenzen problemlos zu
charakterisieren. Die von chimaren Sequenzen eines YACs identifizierten Klone werden spatestens
dann entdeckt, wenn die Kartierung in der entsprechenden Region, die fiir alle cDNA-Inserts obligato-
risch ist, nicht gelingt. Das gleiche gilt fur falsch positive Klone aufgrund in der Sonde enthaltener

repetitiver bzw. ribosomaler Sequenzen.

3 Kartierung der neuen EDC-Gene

Da die Region 1921 des menschlichen Genoms relativ hdufig an chromosomalen Umlagerungen be-
teiligt ist [Hoggard et al., 1995; Weterman et al., 1996; Forus et al., 1998] und das Zusammensetzen
des Contigs mehrere rearrangierte YACSs erkennen liel3, wurde die Kartierung im YAC-Contig mit der
genomischen Restriktionskartierung kombiniert, um die Lokalisierung der Gene in der Region 1g21
sicherstellen und ihre Anordnung festzulegen. Dabei mufite allerdings beachtet werden, dal bei der
Hybridisierung von cDNA-Sonden nicht nur die funktionellen Gene nachgewiesen werden, sondern
auch magliche Pseudogene oder andere verwandte DNA-Sequenzen. Als Hybridisierungssonden
dienten die cDNA-Inserts bzw. Insertfragmente der von den YACs identifizierten Klone der feingera-
sterten Keratinozyten-cDNA-Bibliothek, alle bei der Konstruktion des YAC-Contigs verwendeten
Marker sowie weitere spezifische Marker fir S100-Gene und drei neu zu kartierende Gene. Die
cDNA-Sonden wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol aus den Plasmiden herausge-
schnitten, nach elektrophoretischer Trennung tiber ein Agarosegel isoliert und fiir die Hybridisierung
der Southern-Blots radioaktiv markiert. Die YAC-Filter enthielten die mit dem Restriktionsenzym Sall
geschnittene DNA der 24 YACs des EDC-Contigs sowie der elf aus YAC 950_e_2 isolierten Klone
und waren dieselben, die zur Erstellung des Contigs verwendet wurden. Ebenso waren die zur Her-

stellung der genomischen Filter verwendete DNA der H2LCL-Zellinie und die fiir die Restriktions-
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spaltung eingesetzten Enzyme bereits bei der Erstellung der ersten Restriktionskarte der Region 1g21
genutzt worden [Volz et al., 1993]. Die Auftrennung der hochmolekularen Restriktionsfragmente er-
folgte durch ROFE.

3.1 YAC-Restriktionskarte

Im Vergleich zum YAC-Contig konnte die Auflésung durch Bericksichtigung der Sall-
RestriktionsfragmentgréBen (Abb. 13) und der Abbauprodukte von YAC 950 e 2 deutlich erhoht
werden. Insbesondere die aus YAC 950 _e_2 isolierten Kolonien 950 e 2#1 bis 950 e 2#11, die auf-
grund von Deletionen einen unterschiedlichen DNA-Gehalt aufwiesen, ermdéglichten eine genauere
Positionierung der Marker in der distalen Region des Contigs (Abb. 22). Hybridisierten die DNA-

Sonden mit mindestens zwei der 24 YACs des Contigs, war die Lokalisierung in der Region bereits
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Abbildung 22: Restriktionskarte der aus YAC 950_e 2 isolierten Klone. Graue Balken reprasentieren
die YAC-DNA, gestrichelte horizontale Linien deletierte Abschnitte, schwarze vertikale Linien die mit
dem Enzym Sall erhaltenen Restriktionsschnittstellen. WeiRe Ovale symbolisieren die Hybridisierung
der oben angegebenen Sonde mit den entsprechenden Fragmenten. Die Reihenfolge der mit einem
Balken unterlegten Loci konnte nicht aufgel6st werden.

ohne Verifizierung auf der genomischen Restriktionskarte ausreichend gesichert. Wurden mehr als
zwei YACs identifiziert, konnte oftmals das entsprechende intakte Sall-Restriktionsfragment von der
vorherrschenden Fragmentgrolie abgeleitet werden. Davon abweichende kleinere Fragmente zeigten in
der Regel YAC-Enden an, konnten aber, ebenso wie zu grof3e Fragmente, auch durch Deletionen oder
chimére YAC-Abschnitte verursacht werden (Abb. 24B).

Die Kartierung der distalen S100-Gene und die dabei nachgewiesenen Sall-Fragmente stimmten mit
friheren Ergebnissen [Schafer et al., 1995; Wicki et al., 1996a; South et al., 1999] uberein. Neben
S100A6, S100A8 und S100A9, die bereits innerhalb des YAC-Contigs lokalisiert worden waren, wur-
den zur Erhéhung der Markerdichte S100A1, S100A2 und S100A13 kartiert sowie die bei der sub-
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traktiven Hybridisierung identifizierten S100A4 und S100A7
(Abb. 24B). Auf der centromeren Seite wurde das neu identifi-
zierte S100A11 auf dem gleichen Sall-Fragment wie S100A10
und THH nachgewiesen. Die genaue Position zwischen S100A10
und THH konnte weiteren
Restriktionsenzyms zur Spaltung der YAC-DNA - nur S100A10

und S100A11l hybridisierten mit einem gemeinsamen Sfil-

durch  Verwendung eines

Fragment (Abb. 23) — und durch Hinzuziehen der genomischen
Restriktionskarte — hier lag S100A11 auf den gleichen Frag-
menten wie THH (Abb. 24A) - festgelegt werden und war be-
reits vor der Durchfiihrung der subtraktiven Hybridisierung ver-
oOffentlicht worden [Wicki et al., 1996b]. Innerhalb des ur-
springlichen EDC einschlieBlich S100A10 im proximalen und
S100A1 im distalen Bereich [Mischke et al., 1996] konnten alle
Sall-Fragmente und die enthaltenen Loci ohne Widerspruch zur
genomischen Restriktionskarte positioniert werden. Mit NICE1
zwischen FLG und IVL sowie NICE2 zwischen S100A8 und
S100A7 wurden in dieser Region zwei neue Gene Kartiert (Abb.
24B). Obwohl die Sonden von NICE2, S100A7 und 24f59 —
wahrscheinlich zurtickzufiihren auf eine Amplifizierung im Ge-
nom — jeweils mit den gleichen zwei Restriktionsfragmenten
hybridisierten, ermdglichten die unterschiedlichen Signalinten-
sitaten eine Auflésung der Reihenfolge: NICE2 zeigte die stér-
kere Reaktion mit dem proximalen Sall-Fragment, bei S100A7
war die Intensitat beider Signale gleich, und 24f59 reagierte
verstarkt mit dem distalen Restriktionsfragment.

Die Feinkartierung der weiter telomer gelegenen Marker ein-
schlieBlich der acht neu identifizierten EDC-Gene basierte
hauptséchlich auf den aus YAC 950 e 2 isolierten Kolonien
950 e 2#1 bis 950 e_2#11. Diese enthielten zwar bis auf Klon
950 e 2#3 alle die &uReren, das YAC begrenzenden Marker,
aber im Vergleich zum gréfiten Klon 950 e 2#4 lieRen sie De-
letionen erkennen, an denen jedesmal die Region zwischen
S100A1 und 24f11 beteiligt war. Die unterschiedlichen Ausdeh-
nungen der in den einzelnen Klonen eliminierten DNA-

Sequenzen ergab die in Abbildung 22 dargestellte Reihenfolge
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Abbildung 23: Lokalisierung des
S100A11-Gens durch YAC-
Restriktionskartierung. Die Auto-
radiogramme zeigen die Hybridi-
sierungen spezifischer Sonden
fir S100A10, S100A11 und THH
mit einem Southern-Blot, der die
aufgetrennten Sfil-, Sall- und
Sacl-Restriktionsfragmente von
YAC 764_a 1#1 enthalt. Ein
210 kb-Sall-Fragment wurde von
allen drei *P-markierten Sonden
nachgewiesen, ein 115 kb-Sfil-
Fragment nur von den Sonden
fiur S100A10 und S100A11. Da
S100A11 und THH aber nicht
S100A10 auf einem gemeinsa-
men BsiWI-Fragment liegen (s.
Abb. 24A), kartiert S100A11 zwi-
schen S100A10 und THH.
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111 ERGEBNISSE

der Marker von NICE2 bis 24f15. In Verbindung mit weiteren YACs des Contigs konnte dartiberhin-
aus die Anordnung S100A2 — S100A13/S100A1 (YAC 955 e 11), 24f11 — TPM3 (YAC 951_f_6),
NICES3/24f32 — 2421 und LAMRL6 — PSMDS8L (YAC 643_h_5) sowie 24f6/24f41 — 24f15 (YAC
954 a_11) gel6st werden, und bis auf die von der Deletion betroffenen Region konnten die intakten
Sall-Fragmente bestimmt werden (Abb. 24B). Die Auflésung folgender Loci, die jeweils auf identi-
schen Fragmenten dicht beieinander liegen, war mit Hilfe der YAC-Restriktionskarte nicht méglich:
S100A6/S100A4, S100A13/S100A1, NICE3/24f32, NICE4/24f46/HAX1 und 24f6/24f41. Da die S100-
Gene von S100A9 bis S100A1 auf einer separaten Restriktionskarte von YAC 100_f 3 [Schafer et al.,
1995; Wicki et al., 1996b] und innerhalb eines PAC/BAC/Cosmid-Contigs [South et al., 1999] Kkartiert

wurden, blieben von den Genen aus der telomeren Tabelle 14: Rearrangierte YACs

EDC-Region einzig NICE4 und HAX1, die nicht exakt 5 Umlagerungen
. YAC  integrierte | Lioumiet | STS-
lokalisiert werden konnten. | Karte :al,1998%! Daten®
Anders sah es auf der centromeren Seite des YAC- ~ 643.h.5 |+ *
. . . . 644 f 9 | a.

Contigs aus. Obwohl die Region proximal von - * na

692 c_ 1 + n.a.
S100A10 nahezu die Halfte des Contigs ausmachte, 736_f 4 + n.a. +
waren hier keine Gene und nur sieben Hybridisie- — 747_f 12 L+ +
rungsmarker lokalisiert. Mit der Kartierung von 13 den 78912 ! *

811 c 12 | + +
EDC erweiternden Loci kristallisierten sich drei Berei-  gsg p g |+ n.a. +
che der proximalen Region heraus, die genauer cha-  874_d_5 + +
rakterisiert werden konnten. Von S100A10 bis = °20--4 " n-a

929 b 2 + n.a. +
PSMB4/37m8 hybridisierten die DNA-Sonden mit 455 ¢ 5 + na
mindestens drei YACs, woraufhin die Reihenfolge der 954 e 4 +
intakten Sall-Fragmente — von S100A10 bis NICE6 in 242111+ n-a- ¥
. .. . . . 955 e 11 +
Ubereinstimmung mit dem PAC/BAC/Cosmid-Contig  gg5 ¢ 19 +

[South et al., 1999] - festgelegt werden konnte (Abb.  ® Karte der Region 1921 aus fragmentierten

- . . o YACs; ° Ergebnisse der STS-Kartierung des
24B). Lediglich die auf den gleichen Restriktionsfrag- CEPH und des Whitehead Institute/MIT; +,

menten liegenden Loci PSMB4 und 37m8 konnten YAC ist rearranglert; n.a., nicht analysiert
nicht getrennt werden. Es folgten finf Gene, die entweder auf den YACs 764 a 1 und 776_h_9 ge-
meinsam nachgewiesen wurden (PSMD4, PIP5K1A und NICE7) oder nur auf YAC 764 _a 1 (NICES8
und ANXA9). Obwohl ihre Anordnung aufgeldst wurde, kénnen Umlagerungen in diesem Bereich
nicht ausgeschlossen werden, da die beiden YACs, vergleichbar mit der Region um S100A1 und
24f11, keine einheitlichen FragmentgroRen aufwiesen und YAC 764_a_1 dartberhinaus dufBerst insta-
bil war (s. Abschnitt 111 1.3). Schlieflich wurden acht Marker, darunter die vier Loci PIAS3, RBM8,
NICE9 und NICE10, gemeinsam auf den vier am weitesten centromer liegenden YACs Kartiert. Ihnen
konnten zwar intakte Sall-Fragmente zugeordnet werden, aufgrund der einheitlichen Hybridisie-

rungsmuster war es aber nicht moglich, eine Reihenfolge zu bestimmen (Abb. 24B).
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11 ERGEBNISSE

Neben der Feinkartierung der DNA-Marker ermdglichte die Sall-Restriktionskarte auch eine genauere
Charakterisierung der einzelnen YACs, wie anhand der aus YAC 950_e_2 isolierten Kolonien demon-
striert werden konnte. Umlagerungen, die bereits bei der Erstellung des YAC-Contigs aus dem Ver-
gleich mit der genomischen Restriktionskarte abgeleitet werden konnten, wurden mit Hilfe der Sall-
Fragmente verifiziert (Abb. 24B, Tab. 14). Deletionen wurden in den YACs 874_d_5 (FLG), 890 _e_4
(von 37m6 bis FLG) und 950 e 2 (zwischen S100A1 und 24f11) nachgewiesen. Umlagerungen am
telomeren Ende offenbarten die YACs 692 ¢ 1 und 954 a 11, am centromeren Ende die YACs
986 e 10 und ebenfalls 954 a 11. Die YACs 643 _h 5, 747 f 12,955 e 11 und wiederum 874 d 5
waren aufgrund der Diskrepanz zwischen ihrer GroRe und dem Markergehalt rearrangiert; der betrof-
fene Abschnitt konnte nicht genauer eingegrenzt werden. Im Gegensatz zu den vorher genannten war
YAC 811 c_12 Kleiner als von den enthaltenen Markern zu erwarten gewesen wére. Da die Hybridi-
sierungssignale im centromeren Bereich aber durchgangig schwach waren, handelte es sich wahr-
scheinlich um ein Gemisch zweier YACs, die aus dem gleichen Ursprungs-YAC hervorgegangen wa-
ren und von denen einer stark unterreprasentiert war — und maoglicherweise eine Deletion von ANXA9
bis PSMD4 aufwies. Weitere Umlagerungen der YACs 644 f 9, 736 _f 4, 789 f 2, 856_b 8 und
929 b_2, welche die Regionen nahe der STS-Marker betrafen, deckte die integrierte Karte auf (s. Ab-
schnitt 111 3.3).

3.2 Genomische Restriktionskarte

Da die YAC-Restriktionskarte zwei Abschnitte der chromosomalen Region 1g21 offenlegte, die nur
von jeweils einem, dazu noch instabilen YAC abgedeckt waren und somit moglicherweise nicht konti-
nuierlich in den YACs enthalten waren, sollten die Entfernungen und die Positionen ausgewahlter
Loci mit Hilfe einer Restriktionskarte der H2LCL-Zellinie des Menschen verifiziert werden. Als Aus-
gangspunkt dienten die Restriktionsfragmente der bekannten Genkarte des EDC, die sich von
S100A10 bis S100A6 erstreckte [Volz et al., 1993]. Zur Uberbriickung gréRerer Entfernungen wurden
die selten schneidenden Restriktionsenzyme Notl, Nrul, Mlul und BsiWI fir die Fragmentierung der
DNA eingesetzt; durch Doppelrestriktion mit den gleichen Enzymen wurde die Auflésung erhéht.
Zwischen den bekannten EDC-Genen S100A10 und S100A1 wurden fiinf Loci und drei weitere DNA-
Marker Kartiert (Abb. 24A). S100A11 und 37m16 wurden auf den gleichen Fragmenten wie THH lo-
kalisiert. Die von der NICE1-Sonde identifizierten Fragmente unterschieden sich lediglich in einem
von zwei BsiWI-Fragmenten, die auf die zwei Haplotypen der H2LCL-Zellinie zurtickgefiihrt wurden,
vom Hybridisierungsmuster fur IVL. NICE2, S100A7 und 24f59 wurden zusammen mit S100A8 posi-
tioniert. Die Sonden fiir 24f57 und S100A4 identifizierten schlieRlich wie S100A6 die am weitesten
distal gelegenen Restriktionsfragmente der etablierten Karte [Volz et al., 1993].

In Richtung des Telomers konnte die genomische Restriktionskarte durch die Positionierung von acht
neuen EDC-Genen und fiinf zusétzlichen Loci erweitert werden. Dabei bildeten sich drei Gruppen

heraus, die jeweils mit gleichen Restriktionsfragmenten hybridisierten (Abb. 25). Uber zwei
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Abbildung 25: Genomische Restriktionskartierung der telomeren EDC-Region. Die Autoradiogramme
zeigen denselben, die Restriktionsfragmente der H2LCL-Zellinie enthaltenden Southern-Blot nach
Hybridisierung mit den **P-markierten Sonden fiir 24f11, PSMDSL und 24f15. HAX1, NICE3, NICE4,
TPM3, 2421 und 24f46 identifizierten die gleichen 1g21-spezifischen Fragmente wie 24f11, LAMRL6
die gleichen wie PSMD8L und NICE5, CHRNB2, ADAR1 und 24f6 die gleichen wie 24f15. Die fur die

Restriktionsspaltung eingesetzten Enzyme sind angegeben. Als GroRenstandard wurden die Chro-
mosomen von S. cerevisiae WAY5-4 verwendet.

gemeinsame BsiWI-Fragmente mit S100A4 verbunden waren 24f11, TPM3, NICE3, NICE4, 2421,
24146 und HAX1, deren Sonden vorher unbekannte Notl-, Nrul- und Mlul-Fragmente identifizierten.
Von diesen wurde wiederum jeweils eines von zwei Nrul- und Mlul-Fragmenten auch von den sich
anschlieBenden Gruppen erkannt. Ansonsten lagen die Loci LAMRL6 und PSMDB8L einerseits sowie
NICES, ADAR1, 24f6 und 24f15 andererseits auf neu identifizierten Fragmenten, die bis auf eines von

zwei Notl-Fragmenten Ubereinstimmten. Insgesamt wurde der Bereich, in dem EDC-Gene lokalisiert
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waren, um ca. 1 Mb in Richtung 1g22 ausgedehnt, das am

xBsiWI

xBsiWI
xMlul
xBsiWl

xMlul
xNrul

weitesten telomer gelegene (BsiWI-) Fragment der Restrikti-
onskarte deckte weitere 400 kb ab (Abb. 24A). Dabei konnte

S
&

Miu
Miu
Nru
Nru
Nru
Notl
Not
Not
Notl

die Kartierung der fiinf NICE-Gene sowie von HAX1 und
ADARL1 innerhalb des EDC aufgrund der Hybridisierung ihrer
Sonden ausschlieBlich mit 1g21-spezifischen Restriktions-
fragmenten zweifelsfrei nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu identifizierte die TPM3-Sonde weitere Restriktionsfrag-
mente der H2LCL-Zellinie, die auf verwandte Sequenzen in-
nerhalb des menschlichen Genoms schlielen lassen [MacLeod
et al., 1986]. Ein dhnliches Resultat gab es fur LAMRLS, zu-
rickzufuhren auf eine Vielzahl an Pseudogenen [Jackers et al.,
1996b], u.a. auf den Chromosomen 3, 12, 14 und X [Bignon et
al., 1991], sowie ein funktionsfahiges Lamininrezeptor-Gen
(LAMR1) auf Chromosom 3p21.3 [Jackers et al., 1996a].
SchlieBlich zeigte auch die PSMD8L-Sonde eine Kreuzhybri-
disierung mit zusétzlichen Restriktionsfragmenten (Abb. 25),
die moglicherweise vom PSMD8-Gen stammen, dessen Se-
quenz in einem auf Chromosom 19 kartierenden PAC enthal-
ten ist (GenBank Acc AC005789).

Auf der anderen Seite des Genkomplexes wurden acht Gene
und drei weitere Marker erstmals auf genomischen Restrikti-
onsfragmenten Kkartiert (Abb. 24A). 37m2 hybridisierte mit den
gleichen Restriktionsfragmenten wie S100A10. Daran an-
schlieend hatten NICE6a, 37m8, das die gleichen Fragmente
identifizierende PSMB4, PIP5K1A und NICES8 lediglich die
zwei Mlul-Fragmente mit S100A10 gemeinsam. Sie hybridi-
sierten auflerdem mit unterschiedlichen Notl- und Nrul-
Fragmenten, aber mit dem gleichen BsiWI-Fragment (Abb.
26). Die weiter centromer Kartierenden Loci PIAS3, RBMS,
NICE9, NICE10a, NICE10b und 48-11 identifizierten zwar
gemeinsame Restriktionsfragmente, es konnte jedoch keine
Verbindung zu dem zuvor erwdhnten proximalen BsiWI-
Fragment hergestellt werden; das gelang schlie}lich durch die
Integration der genetischen Marker (s. Abschnitt 111 3.4).

kb

2500 -

1560 -

1125 -

1000 -
945 -

870 -
800 -

730- |

610-

460 -
370- |

200- |
245- |

37m8

Abbildung 26: Detektion der cen-
tromeren Fragmente der genomi-
schen Restriktionskarte des EDC.
Das Autoradiogramm zeigt die von
der **P-markierten 37m8-Sonde
auf dem Southern-Blot detektier-
ten  Restriktionsfragmente der
H2LCL-Zellinie. Die gleichen
BsiWI- und Mlul-Fragmente wur-
den von den spezifischen Sonden
fur PSMB4, PIP5K1A, NICE6a und
NICES8 erkannt. Die fur die Restrik-
tionsspaltung eingesetzten Enzy-
me sind angegeben. Als GroRen-
standard wurden die Chromoso-
men von S. cerevisiae WAY5-4
verwendet.
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3.3 Fusion der physikalischen Karten

Durch Kombination der genomischen und der YAC-Kartierungsergebnisse wurde eine physikalische
Karte des EDC erstellt, welche die Vorteile der beiden Methoden — die Verl&Rlichkeit der genomi-
schen Kartierung und die hohe Auflésung der YAC-Restriktionskarte — miteinander verband. Die sich
daraus ergebende Anordnung der einzelnen Loci ist in Abbildung 24 dargestellt.

Abgesehen von der hoheren Auflésung des YAC-Contigs stimmte die Reihenfolge der Loci auf beiden
Karten Uberein. Selbst in den Regionen mit erhdhter Umlagerungsaktivitat der YACs war die Anord-
nung ohne Widerspruch moglich. Abweichungen wurden jedoch bei den Entfernungen zwischen ein-
zelnen Loci festgestellt. Der aus den genomischen Restriktionsfragmentgréfien resultierende Abstand
zwischen NICE2 und ADARL1 betrug mindestens 1,1 Mb, wohingegen YAC 950 e 2#4, das die beiden
Gene enthielt und zuvor keine Umlagerung hatte erkennen lassen, nur 850 kb umfate. Da die Cha-
rakterisierung der aus YAC 950 e_2 isolierten Kolonien bereits in zehn von elf YACs interne Dele-
tionen aufdeckte (Abb. 22), sollte das gleiche auch fir YAC 950 e 2#4 zu erwarten sein. Aus der
genomischen Entfernung und der genauen Position der Gene auf der fusionierten physikalischen Karte
ergibt sich fir YAC 950_e_2#4 eine Deletion von 400 kb. Ein &hnliches Bild zeichnete sich im pro-
ximalen Bereich ab. Hier zeigte der Vergleich der physikalischen Karten, daR ANXA9 auf YAC
764_a_1 offenbar weiter von den proximal angrenzenden Loci des Contigs entfernt lag als urspriing-

lich angenommen.

3.4 Integration der genetischen Marker

Der Nachweis der STS-Marker auf den YACs der Region 1921 durch PCR hatte bei der Erstellung des
Contigs lediglich eine grobe physikalische Kartierung erlaubt, da die exakten Positionen der YACs
und somit auch der STS-Marker noch nicht eindeutig festgelegt werden konnten. Die Lokalisierung
aller Hybridisierungsmarker einschlielich der neu identifizierten EDC-Gene auf einzelnen Restrikti-
onsfragmenten der physikalischen Karte ermdglichte jetzt eine genauere Kartierung der YACs — als
Folge konnten auch die Positionen der hochpolymorphen STS-Marker auf der Sall-Restriktionskarte
bestimmt werden (Abb. 24).

In der telomeren Region wurde D1S305 zwischen NICE4/24f46/HAX1 und LAMRLSG, auf dem ver-
kirzten LAMRL6-Fragment (140 kb) von YAC 643 h_5 lokalisiert. Es folgte zentral im EDC der
STS-Marker D1S2346, der in einem Bereich von 190 kb zwischen den distalen Enden der YACs
890 e 4 und 986 e 10, nahe LOR, Kartierte, sowie D1S1664, der zusammen mit NICE1 zwischen den
IVL- und FLG-Fragmenten liegt. Als ndchstes wurde D1S2345 in einem 60 kb-Intervall zwischen den
proximalen Enden der YACs 763_g_8 und 874_d_5 positioniert. D1S2347 und D1S498 wurden ge-
meinsam zwischen D1S2345 und PSMB4/37m8 plaziert. Da ihre Position fast ausschlielich mit Hilfe
rearrangierter YACs festgelegt wurde, ist sie noch zu verifizieren. D1S442 wurde schlieBlich als ein-

ziger STS-Marker auf den vier centromeren YACs nachgewiesen. Zusatzlich wurden sieben genspezi-
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fische STS-Marker identifiziert, deren Sequenzen in fiinf der neuen Gene enthalten waren (Abb. 24,

Tab. 17).

3.5 Kartierung weiterer Gene der Region 1921

Neben den bei der subtraktiven Hybridisierung identifizierten Genen gab es noch verschiedene Kandi-

datengene fur den EDC bzw. die Region 1921, die flr kooperierende Arbeitsgruppen kartiert wurden.

Zu ihnen zahlten Gene, die eine strukturelle Verwandtschaft mit den Genfamilien des EDC erkennen

lieRen oder denen eine Funktion in epidermalen Geweben zugeordnet war, und Gene, deren Lokalisie-

rung in der Region 1921 eine Zugehorigkeit zum EDC nahelegten, deren Bedeutung fur die Entwick-

lung der Epidermis aber unklar war.

Aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten mit Profilaggrin und Trichohyalin sowie der Lokalisierung

des entsprechenden Gens der Maus in der orthologen Region auf Mauschromosom 3 (s. Abschnitt IV
5.3) wurde das Repetin-Gen (RPTN) [Krieg et al., 1997] (s. Abschnitt IV 4) ausgewahlt. Die entspre-
chende Sonde hybridisierte mit dem gleichen Sall-Fragment wie 37m14 (Abb. 24B); RPTN konnte

somit zwischen THH und FLG lokalisiert werden [Huber et al., in Vorbereitung].

Das Gen fir die bereits in Keratinozyten beschriebene (32-Untereinheit des neuronalen Nicotinrezep-
tors (CHRNB2) [Grando et al., 1995] (s. Abschnitt 1V 4) wurde auf den gleichen genomischen Re-
striktionsfragmenten wie NICE5, ADARL, 24f6 und 24f15 nachgewiesen. Die Hybridisierung der
CHRNB2-Sonde mit dem den Marker 24f14 enthaltenden, rearrangierten Sall-Fragment von YAC

950 e 2#11 (Abb. 22)
legte die Position
zwischen NICE5 und
ADARL1 fest [Lueders
etal., 1999].

Das eine Tudor- und
zwei  K-Homologie
(KH)-Doménen ent-
haltende TDRKH-Gen
[Lamb et al., 2000] (s.
Abschnitt IV 4) wurde
mittels PCR mehreren
YACs der proximalen
Region des Contigs
zugeordnet (Abb. 27).
Es wurde zwischen
D1S2345 und NICE6
kartiert (Abb. 24).
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Abbildung 27: Nachweis der TDRKH-Sequenz auf den YACs des EDC-
Contigs. Dargestellt ist ein mit Ethidiumbromid geférbtes Polyacrylamidgel,
auf dem das mit den spezifischen Primern fur TDRKH durch PCR amplifizier-
te 120 bp-Fragment zu erkennen ist. Alle 26 Kandidaten-YACs wurden analy-
siert. Als Positivkontrolle wurde DNA der H2LCL-Zellinie eingesetzt, als Groé-
Renstandard die 1kb-Leiter (dritte Bahn von links).
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4 Charakterisierung der cDNA-Sequenzen

Fur die Charakterisierung der von den YACs identifizierten cDNA-Klone mufiten als erstes ihre Plas-

mide isoliert werden. Aus diesen wurden durch Restriktionsspaltung mit den Enzymen EcoRI und

Xhol, deren Schnittstellen die klonierte cDNA einschlossen, die Inserts freigesetzt, und tber ein Aga-

12345678 9101112131415161718192021222324 2526272829

Abbildung 28: Restriktionsanalyse der cDNA-Klone. Das mit
Ethidiumbromid gefarbte Agarosegel zeigt die nach Restrikti-
onsspaltung der Plasmide aufgetrennten DNA-Fragmente von
29 cDNA-Klonen. Die Vektorbande liegt bei 3 kb. Zuséatzliche
Banden stammen von den mit den Enzymen EcoRI und Xhol
herausgetrennten cDNA-Inserts bzw. von einzelnen Insert-
fragmenten. Als GroRenstandard (Bahnen 1, 15, 29) wurden
400 ng der 1 kb-Leiter aufgetragen. Da die 1,6 kb-Bande einem
Zehntel der Menge des gesamten GroRenstandards ent-
spricht, konnte anhand der Signalintensitaten die Plasmid-
konzentration der eingesetzten Losung fur die Sequenzierung
abgeschatzt werden. Weitere Informationen, die aus dem Gel
abgeleitet werden kénnen, sind in Bahn 13 ein unvollstandig
geschnittenes Plasmid (Klon 3067n11), das mdoglicherweise
auf eine Mutation in der Restriktionsschnittstelle hinweist,
und in Bahn 28 ein Klon (3204n6), der nicht weiter analysiert
werden konnte, da das Plasmid nicht ausreichend vervielfal-
tigt wurde. Die schwéchere Bande in Bahn 18 (Klon 3041m5)
ist auf eine Verunreinigung mit einem zweiten Klon zuriickzu-
fihren, dessen zuséatzliche schwache Signale bei der Sequen-
zierung als S100A7-Sequenz identifiziert wurden.

rosegel wurden die erhaltenen DNA-
Fragmente aufgetrennt. Die an-
schlieende Ethidiumbromidfarbung
lieferte neben den InsertgréRen auch
EcoRI- und Xhol-
Schnittstellen sowie die Konzentra-
isolierten Plasmid-DNA
(Abb. 28). Die aus dem Gel eluier-

ten cDNA-Inserts bzw.

enthaltene

tion der

einzelne
Insertfragmente wurden nach radio-
aktiver Markierung fir die Kartie-
rung der entsprechenden Gene ver-
wendet. Fir die Sequenzierung der

cDNA-Inserts wurde die isolierte

Plasmid-DNA bendtigt. Die ermit-

telten cDNA-Sequenzen wurden

anschlieBend mit Hilfe diverser
Computerprogramme analysiert (s.
Abschnitt 11 18).

Entgegen guter mikrobiologischer
Praxis ging die Anzucht einzelner
cDNA-KIlone nicht von einer Bakte-
rienkolonie aus; es stellte sich als
vorteilhaft heraus, die Flissigkultu-
ren direkt aus den Mikrotiterplatten,
die der Aufbewahrung der cDNA-

Bibliothek dienten, anzuimpfen. Auf

diese Weise waren geringe Kontaminationen einzelner Klone mit einem zweiten, die in einigen Féllen

fur ein vermeintlich falsch positives Signal bei der Hybridisierung der Filter verantwortlich waren, an

zusétzlichen schwachen Banden bei der Bestimmung der InsertgrofRe (Abb. 28) und bei der Sequenzie-

rung zu erkennen. Da nur etwa 2% der cDNA-Klone so stark verunreinigt waren, dal} eine Sequenzie-

rung der Plasmidinserts nicht moglich war, konnten diese gezielt noch einmal isoliert werden. Im Ge-
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gensatz dazu hat die Anzucht von Klonen aus einzelnen Bakterienkolonien zum Ziel, durch die Analy-
se mehrerer zuféllig ausgewahlter Kolonien einer Kultur den vorherrschenden Klon kontaminations-
frei zu isolieren. Dieses Vorgehen hétte trotz des héheren Arbeitsaufwandes eine geringe Verunreini-
gung eines Klons moéglicherweise nicht erfalt, was die Interpretation der Hybridisierungssignale er-

schwert hatte.

4.1 Ermittlung der cONA-Sequenzen

Die Insertsequenzen der ausgewahlten cDNA-Klone wurden unter Verwendung zweier fluoreszenz-
markierter Primer, die an beiden Seiten der das Insert begrenzenden Vektorsequenz ansetzten, nach
dem Didesoxy-Verfahren [Sanger et al., 1977] bestimmt. Da fur die Aussagekraft der subtraktiven
Hybridisierung eine moglichst groRe Zahl an cDNA-Klonen analysiert werden muf3te, wurden nur die
terminalen Bereiche der Inserts sequenziert. Mit Hilfe eines automatischen Sequenzierers und durch
anschliefende manuelle Nachbearbeitung konnten bis zu 600 bp fiir jeden Primer sicher bestimmt
werden, wie eine mehr als 99%ige Ubereinstimmung mit den Datenbankeintragen bekannter Sequen-
zen zeigte. Weitere 200 bp wiesen eine nachlassende, aber immer noch ausreichende Genauigkeit auf,
um Sequenzen gleichen Ursprungs zu identifizieren. Dementsprechend konnten cDNA-Inserts bis zu
einer Grolie von etwa 1200 bp vollstdndig sequenziert werden. GroRere Inserts wurden aus (berlap-
penden 5°‘-Enden unvollstdndig synthetisierter cDNA-Klone zusammengesetzt, die vom gleichen
Transkript stammten, aber vom Oligo(dT)-Primer ausgehend unterschiedlich weit in cDNA umge-
schrieben worden waren. Verbleibende Liicken wurden, wenn vorhanden, mit ESTs desselben Gens
geschlossen, die durch Sequenzvergleich in Datenbanken ermittelt wurden (BLAST [Ubersicht in
Altschul et al., 1997]). Um Fehler bei der Sequenzierung sowie chimére cDNA-Inserts auszuschlie-
Ren, wurden die Sequenzen mehrerer Klone desselben Gens miteinander verglichen und zu einer Kon-
sensussequenz zusammengefihrt (alignment [Corpet, 1988]). Auf diese Weise konnten alternativ ge-
spleifite und polymorphe Genprodukte identifiziert werden.

Von den 190 sequenzierten cDNA-KIlonen (einschlieBlich der nicht subtraktiv ausgewéhlten) konnten
126 der Region 1g21 zugeordnet werden. Diese reprasentierten 40 verschiedene Transkripte, die von
33 Genen stammten: zwolf bekannten EDC-Genen, die als Positivkontrolle der subtraktiven Hybridi-
sierung dienten, elf neuen Mitgliedern des EDC, deren Translationsprodukte bereits bekannt und teil-
weise charakterisiert worden waren, und zehn weiteren Genen, deren Proteine noch nicht identifiziert

wurden.

4.2 cDNA-Sequenzen bekannter EDC-Gene

Die cDNA-Sequenzen der zwolf bekannten EDC-Gene stammten von IVL, SPRR1A/1B, SPRR2A/2B,
SPRR3, THH, S100A4, S100A6, S100A7, S100A10 und S100A11 (Tab. 15). Sie wiesen Ubereinstim-
mungen von mehr als 99% mit den entsprechenden Datenbankeintrdgen auf. Eine gréfiere Abwei-

chung (95% Ubereinstimmung) wurde jedoch in vier von acht SPRR3-Klonen festgestellt. Hieraus
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Tabelle 15: EDC-Gene mit bekannter Funktion

YAC- Gen cDNA-GroRRe BLASTN®: GenBank Acc ositive YACS®
Sonde® (Transkript)® (Klon)° (TranskriptgroBe), Identitat P
etablierte EDC-Gene
IVL 2134 bp* M13902/M13903 874_d_5, 890_e_4,
(Involucrin) (1184j17) (2141 bp), 99% 955 e 11
SPRR1A/1B 769 bp (1197121)/  L05187 (>596 bp), 99%/ 692 c_1,874 d_5,
(small proline-rich protein 1A/1B) 595 bp (1105b6) M84757 (622 bp), 99% 890_e 4,955 _e_11
986_e 10
SPRR2A/2B 665 bp (3042e15)/ M20030 (679 bp), 99%/ 692 c_1,874_d_5,
(small proline-rich protein 2A/2B) 661 bp (3041j14)  M21302 (682 bp), 99% 890_e 4,955 e_11
SPRR3 890 bp (311318)/ AFQ077374 692_c_1,874_d_5,
(small proline-rich protein 3) 859 bp (3162012) (900 bp), 99%/95% 890_e 4,955 e_11
S100A4 496 bp M80563 100_f 3,692 _c_1,
(S100A4 ober CAPL) (1007n11) (580 bp) 99% 955 e 11
950 e 249 S100A6 420 bp M14300 100_f 3,692 c_1,
- (S100A6 oder Calcyclin) (3103p12) (434 bp) 100% 955 e_11
S100A7 416 bp M86757 100_f 3,692 _c_1,
(S100A7 oder Psoriasin) (1008h24) (415 bp) 99% 955 e_11
S S100A10 o 747 f 12,763_9.8,
(S100A10 oder (3%61%:{’9) (60'\9"%1‘)‘5;W 811 ¢ 12, 874:?1:5,
Calpactin | leichte Kette) P, 0 907_e_6
764_a_1#2 S100A11 551 bp D49355 gﬂ_cf:_llzz' ggi_?f%
—= (S100A11 oder S100C) (1007m19) (559 bp), 100% “%07e6
THH 1859 bp* 109190 gﬂ—;—llzz' g@i—%—%
(Trichohyalin) (1056m24) (6979 bp), 99% —= — =
907_e_6
neu identifizierte EDC-Gene
ADAR1
(RNA-spezifische Adenosin- (21602356?7% ® 4513 1)2 :ggo/ 951 _f 6,954 _a_11
desaminase 1, protein p136) P), 0
HAX1
. . 1084 bp U68566 643_h_5,713_h_12
(HS1-bindendes Protein X-1 — = - =
oder Hax-1) (3017c12) (1173 bp), 99% 951 f 6
LAMRLG6
950 e 2#9  (34/67 kd-Lamininrezeptor oder &giglkl’g) (ggiot??)ggg(y 643—9h§f':5111—f—6'
Laminin-bindendes Protein) p), 997 —
PSMDS8L
(26S-Proteasom-Untereinheit (3%71372;3) (928Db3 8)0 417000/ 951 f 6,954 _a 11
nicht-ATPase 8 oder p31) P). 0
TPM3 2075 bp X04588
(Tropomyosin TM30nm) (3006f16) (2077 bp), 99% 713 h 12,951 7 6
ANXA9 1523 bp AJ009985 )
(Annexin A9 oder 31) (1185019) (1762 bp), 99%
PIP5K1A
AR 3028 bp* u78575
(Tygh'ozgﬁ:f_g"f‘lfi‘:‘g'srg’;'; 4 (1052i19) (3713 bp), 99% 776_h_9
ol PSMB4 908 bp D26600
(268—Pré)étle;ds:rmk;gsgremhelt (3004613) (925 bp), 99% 776_h_9,811 c 12
PSMD4
(26S-Proteasom-Untereinheit (11217;3:)72 (133%530)0 7990/ 776_h_9
__________________ nicht-ATPase 4odersSa) T RUUPRTR L
(Proteigﬁfgtor dos 2387 bp* AB021868 789 f 2,929 b_2,
0,
034 g o aktivierten Stat3) (3033120) (2808 bp), 99% 954 e_4
- RBMS8 2235 bp* AF127761 789 _f 2,929 b_2,
(RNA-bindendes Motiv Protein 8) (1175123) (2270 bp), 99% 954 e 4

% Die aufgefiinrten YACs wurden zur ldentifizierung der den jeweiligen Genen entsprechenden cDNA-Klone eingesetzt; ® die
den detektierten cDNA-Klonen entsprechenden Gene bzw. Transkripte sind angegeben; © der groRte identifizierte Klon ist ange-
geben; ¢ BLASTN, Nucleotid-BLAST; ¢ ausgenommen ist das jeweils als Hybridisierungssonde verwendete YAC, das in allen
Fallen postiv war; die mit einem Sternchen versehenen Klone wurden nicht durchsequenziert, der Identitatswert bezieht sich bei
ihnen auf die verlaBliche Sequenz von ca. 600 bp.
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ergab sich eine zweite, bisher unbekannte cDNA-Konsensussequenz. Im Gegensatz zu der bekannten
SPRR3-Sequenz, die im Mittelteil 14 charakteristische, aus 24 Basenpaaren bestehende Sequenzwie-
derholungen aufweist [Gibbs et al., 1993], fehlte dem neu entdeckten Transkript eine dieser Einheiten

(Abb. 29). Weitere Unterschiede fanden sich in zehn einzelnen, substituierten Nucleotiden, von denen

31131 8 CAGAGGCTGAAC. TCGA TCTCTGCACAGCAGGTCCAGCATCCTTT! ATGAG 60
3162012 ....... TGAAC TCGA TCTCTGCACAGCAGGTCCAGCATCCTTT! ACATGAG
M S

31131 8 TTCTTACCAGCAGAAGCAGACCTTTACCCCACCACCTCAGCTTCAACABCAGCAGGTGAA 120
3162012 TTCTTACCAGCAGAAGCAGACCTTTACCCCACCACCTCAGCTTCAACAICAGCAGGTGAA
S Y Q QK Q TFTPZPUPOQTILIOQG QIQOQV K

31131 8 ACAACCCAGCCAGCCTCCACCTCAGGAAATATTTGTTCCCACAACCAAGGAGCCATGCCA 180
3162012 ACAACCCAGCCAGCCTCCACCTCAGGAAATATTTGTTCCCACAACCAAGGAGCCATGCCA
Q P S Q P P P Q E I F V P T T K E P C H

31131 8 CTCAAAGGTTCCACAACCTGGAAACACAAAGATTCCAGAGCCAGGCTGTACCAAGGTCCC 240
3162012 CTCAAAGGTTCCACAACCTGGAAACACAAAGATTCCAGAGCCAGGCTGTACCAAGGTCCC
S K VvV P Q P G N T K I PEP G CTK V P

31131 8 TGAGCCAGGCTGTI derv-XelehieloleherNelolor-NelelohifeuvA CCAAGGTCCCTGAGCCAGGTTG 300
3162012 TGAGCCAGGCTG T gl b bt/ CCAAGGTCCCTGAGCCAGGTTG

_ T K VvV P E P G C

31131 8 TACCAAGGTCCCTGAGCCAGgiiGTACCAAGGTCCCTGAGCCAGGTTGTACCAAGGTCCC 360
3162012 TACCAAGGTCCCTGAGCCAGGITGTACCAAGGTCCCTGAGCCAGGTTGTACCAAGGTCCC
T K v P E P G C T K V P E P G C T K V P

31131 8 TGAGCCAGGCTACACCAAGGTCCCTGARCCAGGCAGCATCAAGGTCCCTGACCAAGGCTT 420
3162012 TGAGCCAGGCTACACCAAGGTCCCT CAGGCAGCATCAAGGTCCCTGACCAAGGCTT
E P G ¥Y T K V P E P G 8 I K V P D Q G F

31131 8 CATCAAGTTTCCTGAGCCAGGTGCCATCAAAGTTCCTGAGCAAGGATACACCAAAGTTCC 480
3162012 CATCAAGTTTCCTGAGCCAGGTGCCATCAAAGTTCCTGAGCAAGGATACACCAAAGTTCC
I K F P E P G A I KV P E Q G Y T K V P

31131 8 TGTGCCAGGCTACACAAAGETACCAGAGCCATGTCCTTCAACGGTCACTCCAGGCCCAGC 540
3162012 TGTGCCAGGCTACACAAAGETACCAGAGCCATGTCCTTCAACGGTCACTCCAGGCCCAGC

V P G Y T K lilP E P C P s T V T P G P A

31131 8 TCAGCAGAAGACCAAGCAGAAGTAATTTGGTGCACAGACAAGCCCTTGAGAAGCCAACCA 600
3162012 TCAGCAGAAGACCAAGCAGAAGTAATTTGGTGCACAGACAAGCCCTTGAGAAGCCAACCA
Q @ K T K Q@ K *

31131 8 CCAGATGCTGGACACCCTCTTCCCATCTGTTTCTGTGTCTTAATTGTCTGTAGACCTTGT 660
3162012 CCAGATGCTGGACACCCTCTTCCCATCTGTTTCTGTGTCTTAATTGTCTGTAGACCTTGT

31131 8 AATCA( CAT! CACCCCAAGCCATAGTCTCTCTCTTATTTGTATCCTAAAAATACGT 720
3162012 AATCA CAT CACCCCAAGCCATAGTCTCTCTCTTATTTGTATCCTAAAAATACGT

31131 8 ACTATAAAGCTTTTGTTCACACACACTCTGAAGAATCCTGTAAGCCCCTGAATTAAGCAG 780
3162012 ACTATAAAGCTTTTGTTCACACACACTCTGAAGAATCCTGTAAGCCCCTGAATTAAGCAG

31131 8 AAAGTCTTCATGGCTTTTCTGGTCTTCGGCTGCTCAGGGTTCATCTGAAGATTCGAATGA 840
3162012 AAAGTCTTCATGGCTTTTCTGGTCTTCGGCTGCTCAGGGTTCATCTGAAGATTCGAATGA

31131 8 AAAGAAATGCATGTTTCCTGCTC CCTCATTAAATTGCTTTTAATTCCAAAAAAAAAA 900
3162012 AAAGAAATGCATGTTTCCTGCTC CCTCATTAAATTGCTTTTAATTCCAAAAAAAAAA

Abbildung 29: Vergleich der cDNA- und Protein-Sequenzen der zwei SPRR3-Transkripte. Klon 311318
enthalt die bekannte SPRR3-Sequenz, Klon 3162012 die neu identifizierte cDNA-Sequenz. Abwei-
chungen in der Nucleotidsequenz sind schwarz unterlegt, Abweichungen in der abgeleiteten Ami-
nosauresequenz sind eingerahmt. Die Octapeptid-Wiederholung, die 14 mal in Klon 3113I8 und 13
mal in Klon 3162012 enthalten ist, ist grau unterlegt.

vier innerhalb der codierenden Region lagen. DaR diese vier Ersetzungen lediglich eine ausgetauschte
Aminosaure zur Folge haben, wodurch eine héhere Ubereinstimmung mit dem den Wiederholungen
zugrundeliegenden Konsensuspeptid TKVPEPGC erzielt wird, weist auf einen starken Selektions-
druck hin. Die ermittelte Proteinsequenz war mit dem Protein SPRC identisch, dessen Vorkommen in

der Mundschleimhaut beschrieben worden war [Robinson et al., 1994]. Da bisher nur ein einziges
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SPRR3-Gen im menschlichen Genom nachgewiesen wurde [Gibbs et al., 1993], sind die Sequenzab-

weichungen héchstwahrscheinlich auf einen Polymorphismus dieses Gens zurtickzufiihren.

4.3 cDNA-Sequenzen anderer bekannter Proteine

Von den cDNA-Sequenzen, die den 21 erstmals dem EDC zugerechneten Genen entsprachen, codier-
ten elf die Aminosdureabfolge bekannter Proteine. Zu diesen zéhlten die doppelstrangige RNA-
spezifische Adenosindesaminase 1 (ADAR1), Annexin A9 (ANXA9), das HS1-bindende Protein X-1
(HAX1), das 34 kD-Vorlauferprotein des Lamininrezeptors (LAMRLG6), der Proteininhibitor des akti-
vierten Stat3 (PIAS3), die Typ | Phosphatidylinosit-4-phosphat-5-kinase a (PIPSK1A), die 26S-
Proteasom-Untereinheiten 34 (PSMB4), nicht-ATPase 4 (PSMD4) und nicht-ATPase 8 (PSMD8L),
das RNA-bindende Motiv Protein 8 (RBM8) und das non muscle Tropomyosin TM30nm (TPM3)
(Tab. 15). Die Sequenzen der isolierten cDNA-Klone stimmten erneut zu mehr als 99% mit den ent-

sprechenden Eintrdgen in den Datenbanken (iberein.

4.4 cDNA-Sequenzen unbekannter Funktion

Unter den EDC-spezifischen Klonen wurden mehrere cDNA-Sequenzen identifiziert, denen kein Gen
mit bekannter Funktion zugeordnet wer- 1 2 3 4 5 6 7 8 9
den konnte. Ihr Vorkommen in der Kera-
tinozyten-cDNA-Bibliothek und ihre Lo-

kalisierung im EDC flhrten zu der Be- 51kb - @ ' Ry . . - . -

zeichnung ,,neu identifizierte CcDNA- 19K -

Sequenzen des EDC* (NICE). Alignment-

Untersuchungen ergaben, daf3 die NICE- 0.7 kb - r » .
Sequenzen von mindestens zehn ver-

schiedenen Genen stammten (NICE1 bis

NICE10), von denen finf alternativ ge-
spleildte Transkripte exprimierten (Tab.
16, Abb. 32). Neben der Suche nach ho-
mologen Nucleotidsequenzen (Tabs. 16
und 17) wurden bei ihnen die voraus-
sichtlichen ORFs bestimmt; in acht Féllen
war daraufhin die Charakterisierung von
Proteinsequenzen moglich (Tab. 16).
Zusétzlich wurde fur die NICE-Gene der
zentralen und distalen EDC-Region eine

Northern-Blot-Hybridisierung  durchge-
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Abbildung 30: Expressionsanalyse fir NICE1l. Ein Nor-
thern-Blot, der RNA unterschiedlicher Zellpopulationen
enthalt, wurde mit der *P-markierten NICE1-Sonde hy-
bridisiert. Pro Bahn wurden 20ug Gesamt-RNA aufgetra-
gen, die aus den folgenden Geweben bzw. kultivierten
Zellen isoliert wurde: 1) Haut des Menschen; 2) priméare
Keratinozyten des Menschen, in Ca®*-freiem Medium
kultiviert [Fischer et al., 1999]; 3) priméare Keratinozyten
des Menschen, mit 1,8 mM Strontium in proliferativem
Stadium kultiviert [Praeger et al., 1987]; 4) primére Kera-
tinozyten des Menschen, mit 1,8 mM Calcium in differen-
zierendem Stadium kultiviert; 5) HaCaT-Zellen (Keratino-
zytenzellinie); 6) HeLa-Zellen (epitheloide Tumorzellinie);
7) SCC4 (squamous cell carcinoma)-Zellen (Plattenepit-
helkarzinomzellinie); 8) primare Fibroblasten des Men-
schen; 9) primare Melanozyten des Menschen. Die obere
Bande ist auf eine Kreuzhybridisierung mit 28S-
ribosomaler RNA (rRNA) zurlckzufuhren. Als GréRRen-
standard dienten die Banden der 28S- (5,1 kb) und 18S-
rRNA (1,9 kb).
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fahrt, um die Abhéngigkeit der Genexpression vom Differenzierungsstadium der Keratinozyten zu
untersuchen (Tab. 18). Die Expression der NICE-Gene in verschiedenen Zelltypen und Geweben wur-
de Uber die Herkunft der in den Datenbanken enthaltenen EST-Sequenzen analysiert (Tab. 19).

NICE1 war die am hdufigsten vorkommende cDNA-Sequenz der neuen Gene. Die komplette cDNA
besteht aus 694 bp und enthélt den STS-Marker SHGC-57801. ESTs des Menschen stammten aus-
schliellich vom Herz. Die Expression in Keratinozyten war stark differenzierungsabhangig; die hoch-

ste Konzentration wurde nach Induktion der Differenzierung durch Calcium nachgewiesen (Abb. 30).

A

GCCCATTCCAGTTGGAGAACGTAGTGAGTCTTTCAGTGGAGCCAGGGTCT 50
GGTTTGTCGTGAGGAGCTCCGCGATGTCCTCTCAACAGAGCGCCGTTTCC 100
M 8 8 Q Q 8 A V S8
GCCAAAGGCTTTTCCAAGGGGTCGTCCCAGGGCCCCGCTCCGTGTCCCGC 150
A K G F 8 K 6 8 8 Q G P A P C P A
CCCGGCGCCCACCCCGGCGCCCGCCTCCTCCTCCTCCTGCTGTGGCTCCG 200
P A P T P A P A 8 8 8 8 C C G s
GCAGGGGCTGCTGCGGCGACTCAGGCTGCTGCGGCTCCAGCTCCACCAGT 250
G R G C C G D s G C C G s s s T s
TGCTGCTGCTTCCCAAGGAGACGCCGTCGACAGCGGAGTAGTGGTTGCTG 300
c ¢c ¢ F P R R R RUIRQUR S 8 G C C
CTGCTGCGGGGGCGGCAGCCAGAGGTCCCAGCGCTCCAACAACCGGAGCT 350
c ¢ 6 G 6 8 @Q R 8 @ R 8 N N R S
CAGGATGCTGCTCCGGCTGCTGAGAGGCCCGCAACCCCCAGCGCTGCGCT 400
s G ¢ C 8 G C *
AGAGAAACCCGCCCAGCCCAGAGCGGGCCCGCCCCGCTGCGGCTCCCACG 450
CGGGGCTGGGCCTCGGAGTTTGCCCCGTAAAGCGAATTGCACTTTGATGT 500
TCAGAAACCCACTTTGTTCTCAGCCACGCAAAACTCCCTGACCCCGATGT 550
GATTTTTCTCCCCGGGGATTCGAGAGCCATGCGTGGGACACTGGACCCTA 600
CTGTCTACACGGGCTTGCACACAGCAGGTGCTCAGCAAATGCCTATTGAT 650
TTGATTGTCTTTTGAAGATGTCATAATAAAGCTTCTACCTCCTGAAAAAA 700

B
10 20 30
NICE1l NKJSOeSAVSAKGFSINGSSQGPAPZAPAINT —————— PAPSSEN
xp5 | ¢NQOQOQCQPPPICPPKCTP KCIZPKCLPQCIZNZCEPA:
10 20 30 40

60

40 50 70
o §EWI BRI BB
xp5 1Rle- S e CCIR IZPRIAY: RRR -
50 60 70 80 90
80 90 99
NICE1l CGGGSQ%EENMS&—@—
xp5 =~ —————— E cG-- sieccle

100 110

Abbildung 31: NICE1l-Sequenzanalyse. (A) cDNA-Sequenz und die aus dem grof3ten ORF abgeleitete
Aminosauresequenz. Das vermeintliche Methionin-Startcodon und das Stopcodon sind grau unterlegt.
Das Polyadenylierungssignal ist unterstrichen. (B) Vergleich der von NICE1 und xp5 abgeleiteten Pro-
teinsequenzen. ldentische Aminoséauren sind schwarz unterlegt, homologe grau; Licken sind durch
Striche gekennzeichnet. Alignment der Sequenzen wurde unter http://vega.crbm.cnrs-mop.fr/bin/align-

guess.cqgi durchgefuhrt.
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Das vorhergesagte Protein setzte sich aus 99 aa zusammen (Abb. 31A), war wie Loricrin [Hohl et al.,
1991b] reich an Serin, Cystein und Glycin und enthielt mehrere Glutamin- und Lysinreste, die durch
Transglutaminasen vernetzt werden konnten. Dariiberhinaus zeigte es Ahnlichkeiten (36% Uberein-

stimmung) mit der vom xp5-Gen hergeleiteten Proteinsequenz (Abb. 31B); xp5 kartiert ebenfalls im

EDC [Zhao & Elder, 1997].

Tabelle 16: Charakterisierung der NICE-Sequenzen

BLASTN": Sequenz,

BLASTX®: Protein,

Gen é?or\[lé; GenBank Acc (GroRRe), GenBank Acc (GroRRe), ORF* Proteindoménen®
Uberlappung (Identitét) Uberlappung (Identitét)
skin-specific protein xp5,
NICEL 694bp ST 25’5337(%&‘/8)2 bp), NP055172 (110 aa), 99 aa -
p(59% 99 aa (36%)
NICE2 2409 bp - - - -
cDNA HSPCO012, Protein aus HSPC012, >197 aa
1391 bp AF077036 (1636 bp), AAD27769 (219 aa), (253 aa) -
1391 bp (100%) 197 aa (100%)
cDNA HSPCO012, Protein aus HSPC012,
NICE3 1554 bp AF077036 (1636 bp), AAD27769 (219 aa), 219 aa -
1554 bp (99%) 219 aa (100%)
cDNA HSPCO012, Protein aus HSPC012,
1554 bp AF077036 (1636 bp), AAD27769 (219 aa), 201 aa -
1540 bp (99%) 201 aa (100%)
cDNA KIAA0144, Protein aus KIAA0144, Ubiquitin assoziierte/
3976 bp D63478 (3411 bp), BAA09765 (983 aa), 1167 aa ?S—N Doméne
NICE4 2944 bp (100%) 968 aa (100%)
cDNA KIAA0144, Protein aus KIAA0144, >398 aa Ubiquitin assoziierte/
1788 bp D63478 (3411 bp), BAA09765 (983 aa), (1068 aa) ?S—N Doméne
894 bp (100%) 298 aa (100%)
D. melanog. Genprodukt 25E8.2,
NICES 880bp  EoF 2@6686339%’1 bp), CAA15712 (394 aa), >141 aa ;
P 136 aa (73%)
cDNA KIAA0488, C. elegans Genprodukt F25H2.2, PhoX homologe Doméne,
NICE6Ga 2543 bp ABO007957 (6388 bp), T21345 (578 aa), 484 aa  ezrin/radixin/moesin (ERM)
1910 bp (99%) 423 aa (37%) Proteindoméane
cDNA FLJ10533,
NICE6b 1311 bp AK001395 (2839 bp), - - -
1307 bp (99%)
EST AW370938 (605 bp), ) )
2368 bp 599 bp (99%) (79 aa)
O A LR
EST AI936722 (503 bp), )
1277 bp 503 bp (99%) 79 aa
cDNA DKFZp434F1535,
NICE8 1267 bp AL137324 (1374 bp), - - -
1267 bp (100%)
NOTCH2-mRNA, NOTCH2, Calcium-bindende
NICE9 1103 bp AF308601 (9722 bp), AAA36377 (2471 aa), 236 aa EGF-shnliche Domane
672 bp (98%) 224 aa (97%)
cDNA 24976, Protein aus cDNA FLJ20719,
NICE10a 2253 bp AF131738 (1892 bp), BAA91343 (766 aa), >244 aa -

1873 bp (97%) 143 aa (97%)

EST AW363847 (668 bp),
NICE10b 1671 bp 550 b (995%) P) ; ; ;

2 Die GroRe des am weitesten synthetisierten Klons (Abb. 32) ohne Poly(A)"-Schwanz ist angegeben; > BLASTN, Nucleotid-
BLAST; ® BLASTX, Uibersetzender BLAST; ¢ offene Leserahmen ab 75 aa wurden berlcksichtigt, unvollstandige ORFs (s.Text)
sind mit > gekennzeichnet; in Klammern die sich aus den aufgefiillten cDNA-Sequenzen (Abb. 32) ergebenden Proteingroen; ©
Ergebnisse der mit der Proteinsequenz durchgefiihrten Suche nach konservierten Doménen (Conserved Domain Search); TS-
N, N-Terminus des elongation factor TS; EGF, epidermal growth factor.
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1 7|4 3?0 694
NICE1 304222 Poly(A)
;I 24]09
NICE2 1192j18 | Poly(a)
(1) (213)(278)381498 553 o7 1710
a || 3038j13 | Poly(a)
a=102312 320
b =T27537 ® 23 869 1608
NICE3 B - 3038m19 | Poly(a)
55
1 213 815 1554
L 1
| - N 1023j12 Poly(A)
|1 1}2 32[79 36112 39]76
105615 5' KIAAO144 [ 3114117 105615 3 | Poly(a)
NICE4
(1) (112) 3279 3315 3908
1056f5 5' KIAA0144 [ 311417 7] Poly(A)
21I21
1 424 880
1 A 4 1 ]
NICE5 | 115918 | Poly(a)
J 1?1 16|42 25|43
NICE6a [101908 4 BG328957 BGs74481 | Kmaoass | 101908 3' | Poly(a)
;1 1311
NICE6b | 104315 Poly(A)
(1 (3EI'>5) (5?1) 3020
112306 10961205 | AW370938 | AF187845 1096120 3 | Poly(A)
653
NICE7
;I 3?5 5?1 12I77
1123h6 | Poly(a)
J 1267
NICES | 3009j22 Poly(A)
: 3:[58 104‘.? 103
NICE9 | 3189n16 Poly(A)
1 733 2253
1 A 1 ]
NICE10a 1176b11 | Polya)
1 1671
I
NICE10b [ 102745 | Awaesss7  Awoz0eds 1027143 | Poly(A)

Abbildung 32: NICE-Genprodukte. Der jeweils grof3te identifizierte cDNA-Klon fir jedes der Transkripte ist
schematisch dargestellt. Das erste und letzte Nucleotid der jeweiligen cDNA-Sequenz, der ORFs und, bei
alternativem Spleif3en, der enthaltenen Exons ist angegeben. Bei unvollstandigen cDNA-Sequenzen stehen
die Nucleotide der ergénzten Sequenzen in Klammern, der Beginn des entsprechenden cDNA-Klons ist unter
dem Transkript angegeben. ORFs ab 75 aa sind grau unterlegt, bei offensichtlich unvollstandigen ORFs ist
der erste Methioninrest in der Sequenz des cDNA-Klons mit einem Dreieck gekennzeichnet. Nicht Giberein-

stimmende Nucleotidsequenzen alternativ gespleildter Transkripte eines Gens sind schraffiert. Die Transkrip-
te enthalten die Bezeichnungen der entsprechenden cDNA-Klone sowie die GenBank Acc der fur die Vervoll-

standigung verwendeten Sequenzen Uberlappender ESTs. NICE6a und NICE6b sowie NICE10a und NICE10b
zeigen keine Ubereinstimmung in der Sequenz und stammen moglicherweise von unterschiedlichen Genen.

97



111 ERGEBNISSE

Alle die NICE2-Sequenz enthaltenden cDNA-Klone waren unvollstindig, sie enthielten keinen signi-
fikanten ORF. Die Suche nach homologen Sequenzen ergab einzig eine 85%ige Ubereinstimmung mit
dem Hybridisierungsmarker 2459, der aus einem YAC des EDC-Contigs subkloniert worden war. Die
Expression in Keratinozyten war durchgéangig schwach. Offensichtlich handelt es sich um ein grélieres
nicht translatiertes 3‘-Ende.

Drei unterschiedlich gespleifite Produkte des NICE3-Gens wurden in Keratinozyten identifiziert. Ob-
wohl nur eine cDNA komplett war, konnten auch die anderen zwei Sequenzen mit Hilfe Gberlappen-
der Klone vervollstandigt werden; die daraus resultierenden GroRen lagen bei 1710 bp (Klon 3038j13
mit Sequenzerganzung), 1608 bp (Klon 3038m19 mit Sequenzergénzung) und 1554 bp (Klon
1023j12). In der 3*-terminalen Region stimmten die cDNA-Sequenzen Uberein, alle drei enthielten die
STS Marker SHGC-11135 und TIGR-A002G29. Abweichungen fanden sich innerhalb der codieren-
den Region: cDNA 3038m19 fehlte Exon 279-380, cDNA 1023j12 die Exons 279-380 und 499-552.

Weitere gESpIeIBte Exons, die aufer- Tabelle 17: In den NICE-Genen enthaltene STS-Marker

dem in unterschiedlichen Kombina- STS-Marker, N

Gen GenBank Acc (GroRRe), positive YACs?
tionen zu beobachten waren, konnten Identitat
. . . e SHGC-57801, 890_e_4,874_d_5, 907_e_6,
in ESTs des gleichen Gens identifi- NICEL 41921 (110bp), 100% T 98610
ziert werden: Exon 202-278 in EST NICE2 ) 100_f 3,692 c 1,955 e 11,

950_e 2

AA354455 (GenBank Acc) aus SHGC-11135,

) } ) G13549 (186bp), 100%;

T-Zellen, Exons 202-278 und 279 NICE3 TIGR-AG02G29 713 _h 12,951 f 6,950_e_2
380 in EST AA463392 aus dem (626404 (144bp), 100%

) ) NICE4 SHGC-33740, 643_h 5,713 h_12, 951 f 6,
Fotus, Exon 381-498 in EST G29465 (127bp), 100% 950 e 2
AA057488 aus dem Dickdarm, NICES i 951 f 6,954 a 11,950 _e_2
Exons 279-380 und 381-498 in EST

747_f 12,763 g 8, 764_a_1,
Z42265 aus dem Gehirn. Insgesamt ~ NICE6a - 776_h_9,811 c 12,874 _d_5,

890_e_4,907_e 6
hatten die ESTs dieses Gens ihren 747 1 12, 763_0.8, 764 a1,
NICE6b - 776_h_9,811 ¢ 12,874 d_5

Ursprung in den unterschiedlichsten 890 0 4,007 6.6

Geweben. In Keratinozyten war die

] ) NICE7 - 764_a_1,776_h_9
Genexpression schwach und nicht
vom Differenzierungsgrad der Zellen NICES wh-9bat, 764_a 1
959 G05593 (276 bp), 98% -8
abhéngig. Von den drei vorherge- NICES ] 789 f 2,929 b_2,934_g_9,
. 954_e_4
sagten Proteinen (253 aa, 219 aa, -
. SHGC-57369, 789_f 2,929 b_2,934_g_9,
201 aa) war das 253 aa-Protein na- ~ NICE10a  q0065 305 bhp). 9206 o4 e 4 -
hezu identisch mit der ebenfalls von NICEL0h SHGC-34018, 789 f 2,929 b 2,934 g 9,
G27852 (131 bp), 100% 954_e_4

einer cONA hergeleiteten Aminoséu-

® Die fettgedruckten YACs wurden zur ldentifizierung der den jeweiligen
resequenz HSPCO012. Genen entsprechenden cDNA-Klone eingesetzt. Von den instabilen YACs
764_a_1 und 950_e_2 wurden die isolierten Kolonien #1 bzw. #9 als Hy-

Auch vom NICE4-Gen kamen in bridisierungssonden eingesetzt.
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Keratinozyten zwei verschiedene Tabelle 18: Northern-Expressionsanalyse fur die Gene NICE1-
NICE5

Expressionsprodukte vor. Die ent- primare .
i e LS & c S o
sprechenden CDNA-Sequenzen Un-  con  paut  COMEN €5 §8 I8 98 £§
en Rl o e o 38 28 OB 28 T3
terschieden sich in ihren 3‘-Enden, “Cam +Sr+Cat T @ <=
wobei Klon 3114f17 den STS- NICEL o + + o+ - - 0 -
Marker SHGC-33740 einschloB. Die NIE2 o o o o 0o 0o o 0o o
Groten Isndi T NCE3 o o o o0 o0 + + + o
roBen der vollstandigen Tran- .. .
skripte waren 3976 bp fur Klon pNices o o o o o + + o +

1056f5, der offenbar die komplette ++ starke bis sehr starke Expression, + mittlere Expression, o

schwache bis sehr schwache Expression; - Expression nicht
cDNA enthielt, und 3913 bp fiir nachweisbar; HaCaT, Keratinozytenzellinie; Hela, epitheloide
Tumorzellinie; SCC4 (squamous cell carcinoma),

Klon 3114f17, der nur die 3*-Region Plattenepithelkarzinomzellinie.

abdeckte und mit der Uberlappenden Sequenz von cDNA 10565 aufgefullt wurde. Fir die Erganzung
des mittleren Teils der Sequenz wurde die Uberlappende cDNA KIAA0144 herangezogen, ein weiteres
NICE-4-Genprodukt, das aus einer Knochenmarkzellinie isoliert worden war [Nagase et al., 1995].
KIAAQ144 (3416 bp) zeigte lediglich eine geringe Abweichung in der nicht codierenden 5°-terminalen
Region und enthielt ein drittes 3‘-Ende. Dementsprechend wiesen auch die vorhergesagten Proteine —
sie bestanden aus 1167 aa und 1068 aa sowie aus 984 aa fur KIAA0144 — unterschiedliche C-Termini
auf. ESTs des NICE4-Gens deckten eine Vielzahl an Geweben ab, in Keratinozyten konnte nur eine
geringe mRNA-Konzentration nachgewiesen werden.

Fur NICES wurde eine unvollstandige Konsensussequenz ermittelt, eine Vielzahl an ESTs tberlappten
mit dem 5‘-Ende der Sequenz. Die groRte isolierte cONA kam vom Poly(A)"-Schwanz ausgehend auf
880 bp. Die sich aus der Basenabfolge ergebende groRtmdgliche Proteinsequenz bestand aus 144 aa;
ihr fehlte offensichtlich der N-Terminus mit dem initialen Methioninrest. Sie zeigte eine mehr als
70%ige Ubereinstimmung mit zwei Proteinen, welche dem Drosophila melanogaster Gen EG:25E8.2
und dem Caenorhabditis elegans Gen F25H2.8 (GenBank Acc Z79754) entsprachen. Die EST-
Analyse ergab eine breite Gewebeverteilung der Expressionsprodukte, in Keratinozyten war die Ex-
pression nur schwach.

Zwei cDNA-Sequenzen, die keine Gemeinsamkeiten erkennen lieBen und mit unterschiedlichen Ab-
schnitten der cONA KIAA0488 [Seki et al., 1997] tberlappten, wurden fur das NICE6-Gen ermittelt.
Im Vergleich zu KIAA0488 liel} Klon 1019b8 (NICE6a), dessen Mittelteil aus ESTs des gleichen
Gens zusammengesetzt wurde und dessen voraussichtliche Sequenz 2543 bp umfalit, eine entgegenge-
setzte Leserichtung erkennen. NICE6Ga war die einzige cDNA dieses Gens, die einen grélieren ORF
enthielt; das daraus resultierende Protein bestand aus 484 aa und stimmte zu 37% mit dem Caenor-
habditis elegans Genprodukt F25H22 Uberein. Im Gegensatz dazu deckte die wahrscheinlich unvoll-
standige NICEG6b-Sequenz (1311 bp) das nicht translatierte 3‘-Ende eines Transkripts ab, welches als
cDNA FLJ10533 identifiziert wurde. Da NICE6a und NICE6b unterschiedliche Transkripte darstellen

und bezogen auf ihre jeweilige Ubereinstimmung mit der KIAA0488-Sequenz unterschiedliche Lese-
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Tabelle 19: EST-Analyse fir die NICE-Gene

EST-Cluster Lokalisierung
(UniGene) (GenMap99)

NICE1 Hs.110196 D1S514-D1S2635 Herz

Gen EST-Ursprung (UniGene)

NICE2 - - -

u.a. Bauchspeicheldriise, Blut, Dickdarm, Embryo,
Gallenblase, Gebarmutter, Gehirn, Haut, Herz,
Hoden, Leber, Lunge, Magen, Muskel, Neben-

schilddruse, Niere, Plazenta

u.a. Bauchspeicheldriise, Blut, Dickdarm, Embryo,
Gebarmutter, Gehirn, glatte Muskulatur, Herz,
Hoden, Knochen, Lunge, Magen, Niere, Plazenta,
Thymus

NICE3  Hs.31989 D1S514-D1S2635

NICE4 Hs.8127 D1S514-D1S2635

u.a. Bauchspeicheldriise, Dickdarm, Embryo,
Gallenblase, Gebarmutter, Gehirn, Herz, Hoden,
Lunge, Magen, Niere, Plazenta, Schilddriise, Vor-

haut

NICE5 Hs.107538 D1S514-D1S2635

u.a. Blase, Blut, Dickdarm, Embryo, Gebarmutter,
NICE6  Hs.67619 D1S514-D1S2635 Gehirn, Herz, Hoden, Lunge, Magen, Muskel,
Niere, Plazenta, Thymus

u.a. Bauchspeicheldriise, Blase, Blut, Dickdarm,
Gebarmutter, Gehirn, Haut, Herz, Hoden, Keim-
zelle, Knochen, Lunge, Magen, Milz, Nebenschild-
drise, Niere, Plazenta

NICE7  Hs.22065 D1S514-D1S2635

u.a. Bauchspeicheldriise, Dickdarm, Gebarmutter,
Gehirn, Haut, Herz, Hoden, Keimzelle, Knochen,

NICES  Hs.78524 D1S514-D152635 Leber, Lunge, Muskel, Nebenschilddriise, Niere,

Plazenta
u.a. Bauchspeicheldriise, Blase, Blut, Dickdarm,
Hs.8121 Embryo, Gallenblase, Gebarmutter, Gehirn, Haut,
NICED (NOTCH2) D15418-D15514 Herz, Hoden, Knochen, Leber, Lunge, Magen,

Muskel, Nebenschilddriise, Niere, Plazenta

u.a. Bauchspeicheldriise, Blase, Blut, Dickdarm,
Embryo, Gallenblase, Gebarmutter, Gehirn, Haut,
Herz, Hoden, Knochen, Leber, Lunge, Magen,
Muskel, Niere, Plazenta

NICE10 Hs.218329 D1S514-D1S2635

richtungen aufweisen miten, stammen die cDNA-Sequenzen moglicherweise nicht vom selben Gen.
Die KIAA0488-Sequenz wére demnach chimér. ESTs dieses Gens bzw. dieser Gene hatten ihren Ur-
sprung in diversen Geweben.

Eindeutig auf ein Gen konnten die zwei NICE7-Sequenzen zuriickgefiihrt werden, wobei der aus
1277 bp bestehende Klon 1123h6 ein vollstandiges Transkript mit einem ORF von 79 aa reprasentier-
te. Die Sequenz von Klon 109620 wurde mit Hilfe tiberlappender ESTs vervollstandigt; sie enthielt
lediglich ein verlangertes 3‘-Ende und ergab unter Beriicksichtigung des 5°-Endes von Klon 1123h6
eine Transkriptgroe von 3020 bp. NICE7-ESTs kamen in den unterschiedlichsten cDNA-
Bibliotheken vor.

Die groBte vom NICE8-Gen identifizierte cDNA-Sequenz setzte sich aus 1267 bp zusammen. Sie ent-
sprach dem 3‘-Ende der cONA DKFZp434F1535 und schloR den STS-Marker WI1-9627 ein. Da sie

keinen signifikanten ORF enthielt und diverse ESTs mit dem 5‘-Ende uberlappten, handelt es sich
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wahrscheinlich erneut um ein nicht codierendes 3‘-Ende. Exprimierte Sequenzen dieses Gens fanden

sich ubiquitdr im menschlichen Organismus.

Aus 1103 bp bestand die NICE9-Sequenz, die Uber einen Bereich von 672 bp zum NOTCH2-
Transkript des Menschen homolog war. Sie codierte ein 236 aa-Protein, dessen Aminosauresequenz
eine Domdne des Notch2 enthielt. Die identifizierten ESTs des NICE9-Gens, die aus den unterschied-
lichsten Geweben stammten, werden in Datenbanken aufgrund dieser partiellen Ubereinstimmung

maoglicherweise zu Unrecht dem NOTCH2-Gen zugeordnet.

Wie bei den NICE6-Sequenzen wurden auch die ESTs, die mit Teilen der cDNA-Sequenzen NICE10a
bzw. NICE10b Ubereinstimmten, einem einzigen Gen zugerechnet, obwohl sie keine Gemeinsamkei-
ten aufwiesen. NICE10a umfalite 2253 bp, welche die partielle cDNA 24976 und den STS-Marker
SHGC-57369 beinhalteten. Die Sequenz schloR aul’erdem einen ORF ein, der sich mit Hilfe Gberlap-
pender ESTs Uber das 5‘-Ende hinaus verlangern lie. Die gesamte codierende Sequenz ergab ein
244 aa-Protein, das demzufolge wahrscheinlich unvollstdndig war. Fir NICE10b, vermutlich ein wei-
teres relativ grofles nicht translatiertes 3‘-Ende eines Transkripts, konnten lediglich ESTs desselben
Gens ermittelt werden, welche die 1671 bp-cDNA-Sequenz komplettierten und auch mit dem 5°‘-Ende
Uberlappten. Mit SHGC-34018 war erneut ein STS-Marker enthalten. ESTs fur NICE10a und
NICE10b waren ebenfalls in cDNA-Bibliotheken weitverbreitet.
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