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Referat und bibliographische Beschreibung

Das Alagille-Syndrom (AGS) betrifft etwa eines von 70.000 Lebendgeborenen und gehort
somit zu den haufigsten Ursachen fir angeborene chronische Lebererkrankungen.
Mutationen im Bereich des JAG1-Gens sind ursachlich fiir die Entstehung des AGS . Doch
nur 65-70% der Patienten mit AGS besitzen nachweisbare Veradnderungen innerhalb
dieses Gens. Aus diesem Grund wird genetische Heterogenitat diskutiert. JAG1 ist ein
Bestandteil der sehr komplexen Notch-Signalkaskade, welche essentiell fir
Differenzierungsprozesse wahrend der Embryonalentwicklung ist. Die Wirkung des JAG1-
Proteins innerhalb der Notch-Signalkaskade wird durch die Genprodukte der Fringe-Gene
[Lunatic-Fringe-Gen (LFNG), Manic-Fringe-Gen (MFNG) und Radical-Fringe-Gen (RFNG)]
reguliert. Damit kommen die drei Fringe-Gene als Kandidatengene des AGS in Betracht.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen der
Entstehung des AGS und Mutationen im Bereich der drei Fringe-Gene zu untersuchen.
Mittels in silico Analysen, einem BAC-Bank-Screening sowie Sequenzierungen wurden die
Sequenzen der Fringe-Gene komplettiert sowie die genomische Struktur des LFNGs
charakterisiert. Es wurde ein Mutationsscreening aller drei Fringe-Gene bei 38 Patienten
mit AGS ohne nachweisbare Mutationen im Bereich des JAG1-Gens durchgefiihrt. Nicht
untersucht wurden die Exons 1 und 8 des LFNGs sowie das Exon 1 des RFNGs. Es
konnten mittels SSCP-Analyse und anschlieBender Sequenzierung bei band shifts im
SSCP-Lauf die folgende Polymorphismen identifiziert werden. Im LFNG c:433-106C->T,
c:433-78C>T, ¢:733-51C>A, c:733-36C>T, c:969G>A, c:985-53G>A, €:985-37G>A,
im RFNG c¢:460A—->C, c:574-5C~>T, ¢:993+102G~>A und im MFNG c:648-56C>T. Es
wurden keine pathogenen Mutationen innerhalb der untersuchten Exonbereiche bei
Patienten mit AGS nachgewiesen. Somit kann ein Zusammenhang zwischen Mutationen
im Bereich der Fringe-Gene und der Entstehung des AGS mit groBer Wahrscheinlichkeit

ausgeschlossen werden.

Béhm, Ursula Irmgard: Molekulare Charakterisierung und Mutationsanalyse der Fringe-
Genfamilie Lunatic-, Radical- und Manic-Fringe bei Probanden mit einem Alagille-Syndrom
Halle, Martin-Luther-Univ., Med.Fak., Diss., 76 Seiten, 2004
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1. Einleitung

Die gesamte menschliche Erbinformation ist auf schatzungsweise 30.000-40.000
Genen enthalten (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Schon Veranderungen in
nur einem dieser Gene kénnen zu Abweichungen im Phanotyp und zur Entstehung von
Erkrankungen unterschiedlicher Schweregrade fihren. Bekannte Beispiele hierflr sind
Mukoviszidose und Chorea Huntington (Estivill et al., 1987; MacDonald et al., 1992).

Je mehr Uber die molekulargenetischen Ursachen von Erkrankungen bekannt wird,
desto gréBer wird auch die Rolle sein, welche genetische Diagnostik, einschlieBlich
vorgeburtlicher Diagnostik, sowie Gentherapie in der Medizin einnehmen werden.
Neben den unbestreitbaren ethischen Problemen, die diese Entwicklung mit sich
bringt, entstehen durch diese Mdglichkeiten, die sich auf Grund der Gentechnik
ergeben, Chancen auch im therapeutischen Bereich. So werden wahrscheinlich
defekte Gene in absehbarer Zeit mit Hilfe somatischer Gentherapie durch intakte
ersetzt werden kénnen (Anderson et al., 1994). Bisher unheilbare Patienten kénnten so
die Chance auf eine bessere Lebensqualitdt bekommen. In vielen Fallen kdnnten an
die Stelle der Therapie weit fortgeschrittener Erkrankungen die Diagnose individueller
Krankheitspradispositionen und die damit verbundenen PraventionsmaBnahmen treten
(Hennen et al., 1996). Durch Kenntnis individueller Genprofile wirden sich
Medikamente bei den einzelnen Patienten viel spezifischer einsetzen lassen (Hoehe et
al., 2000). Dies sind nur einige von vielen Méglichkeiten, die der Medizin in Zukunft zur
Verflgung stehen kdnnten.

Um die Grundlagen far medizinische Diagnose- und TherapiemaBnahmen zu schaffen
ist es jedoch unerlasslich, die krankheitsverursachenden Gene zu detektieren und zu
charakterisieren.

1.1 Das Alagille-Syndrom (AGS)

Das Alagille-Syndrom (AGS; Alagille et al., 1969; Watson et al., 1973; MIM#118450),
auch bekannt unter den Bezeichnungen Alagille-Watson-Syndrom, Cholestase mit
peripherer Pulmonalstenose, arteriohepatische Dysplasie, sowie syndromatische,
hepatische Gallengangshypoplasie, stellt eine der am haufigsten vorkommenden
angeborenen chronischen Lebererkrankungen dar (Danks et al., 1977). Es tritt bei etwa
einem von 70.000 Lebendgeborenen auf (Danks et al., 1977).

Die Patienten weisen neben Erkrankungen des Gallengangsystems (von schwach
ausgepragter Cholestase und Pruritus bis zu progressivem Leberversagen auf Grund
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bilidrer Zirrhose) hauptsachlich Defekte im kardiovaskuldren System, im Skelettsystem,
im Auge und im Gesicht auf (Watson et al., 1973; Alagille et al., 1975; Rosenfield et al.,
1980).

Es gibt finf in verschiedener Auspragung auftretende, charakteristische Merkmale,
welche das Alagille-Syndrom definieren (Alagille et al., 1987).

- Gallengangshypoplasie mit Cholestase (95%) (von schwach ausgepragter
Cholestase und Pruritus bis zu progressivem Leberversagen auf Grund biliarer
Zirrhose (15%)); in Folge davon Wachstumsstérungen wegen Mangelerndhrung
(bei 50-90% der Patienten)

- Angeborene kardiovaskulare Fehlbildungen einschlieBlich peripherer
Pulmonalstenose (92%) und Herzfehlbildungen (30%) (Fallot-Tetralogie,
Ventrikel-Septum-Defekt, Vorhof-Septum-Defekt, Aortenstenose)

- Defekte der vorderen Augenkammer (78%) (posteriores Embryotoxon,
Axenfeldsanomalie, Riegeranomalie) und Pigmentstérungen der Retina

- Defekte im Skelettsystem (70%) (meistens Schmetterlingswirbel; Verengung
des Interpedunkularraumes im lumbalen Bereich, Spina bifida occulta, Fusion
benachbarter Wirbel, verkilrzte Ulna, verkurzte distale Phalangen)

- Charakteristische Fazies (91%) (prominente Stirn, tiefsitzende Augen mit
maBigem Hypertelorismus, spitzes Kinn, Sattelnase)

Die angegebenen Prozentzahlen stellen das Ergebnis verschiedener Studien dar, bei
denen insgesamt 110 Patienten untersucht wurden (Krantz et al., 1997).

AuBerdem kommen seltener renale Defekte, Defekte im Nervensystem,
Pankreasinsuffizienz, Gehorverlust, neurovaskuldre Schaden, mentale Retardierung,
sowie eine hohe Stimme vor (Mueller et al., 1984; Raymond et al., 1989; Krantz et al.,
1997) .

Liegen neben der Gallengangshypoplasie mit Cholestase nur zwei bis drei weitere der
oben beschriebenen Hauptmerkmale vor, wird von einem partiellen Alagille-Syndrom
gesprochen (Alagille et al., 1987).

Das Alagille-Syndrom wird autosomal-dominant mit reduzierter Penetranz (94%)
vererbt (Dhorne-Pollet et al., 1994). Die Expressivitat des Alagille-Syndroms ist stark
variabel (LaBrecque et al., 1982; Shulman et al., 1984). Je nach Auspragung der
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Merkmale variiert die Prognose dieser Krankheit vom Tod beim Neugeborenen auf
Grund schwerer Herz- und Lebervitien bis zur subklinischen Ausbildung des Alagille-
Syndroms mit ,normaler‘ Lebenserwartung. Ein Teil der Patienten (15-30%) ist im
Verlauf der Erkrankung auf eine Lebertransplantation angewiesen. Die Mortalitat des
Alagille-Syndroms betragt 10-20% (Elmslie et al., 1995).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen (Byrne et al., 1986; Schnittger et al., 1989; Anad et
al., 1990; Legius et al., 1990; Zhang et al., 1990; Teebi et al., 1992) wurden mit Hilfe
zytogenetischer Untersuchungen Deletionen auf dem kurzen Arm von Chromosom 20
(Banden 20p11.2p12) bei Patienten mit Alagille-Syndrom beschrieben. Daraufhin
wurde die fur das Alagille-Syndrom kritische Region auf Grund von Studien GUber die
minimale Uberlappung dieser Deletionen auf 20p12 festgelegt (Schnittger et al., 1989) .
Zwei expressed sequence tagged sites (ESTs), deren cDNAs eine groBe Homologie
zur Jagged-m-RNA der Ratte aufweisen, wurden innerhalb dieser Region lokalisiert
(Franke et al., 1996). Dass JAG1 (das menschliche Homolog zu Jagged? der Ratte
und zu Serrate bei Drosophila) das Kandidatengen fir das Alagille-Syndrom darstellt,
wurde durch Nachweis von Mutationen innerhalb dieses Gens bei Patienten mit
Alagille-Syndrom bewiesen (Oda et al., 1997; Li et al., 1997). Verschiedene Mutationen
im JAG1-Gen, die zum Alagille-Syndrom flhren, wurden seitdem beschrieben.
Deletionen, Insertionen, Punktmutationen, Nonsense-Mutationen sowie Missense-
Mutationen (Li et al., 1997; Oda et al., 1997; Krantz et al., 1998; Yuan et al., 1998;
Crosnier et al., 1999; Pilia et al., 1999; Ropke et al., 2003). Allerdings konnten bisher
nur bei 65-70% der Patienten mit Alagille-Syndrom auch tatsachlich Mutationen im
Bereich des JAG1-Gens nachgewiesen werden. Bei einer Untersuchung durch SSCP-
Analyse und Sequenzierungen fanden Krantz et al. (1998) bei 69% der Patienten mit
Alagille-Syndrom Mutationen, Crosnier et al. (1999) wiesen bei einer Studie an 109
Patienten bei 63% JAG17-Mutationen nach und Répke (1999) entdeckie bei 64% der
untersuchten 59 Patienten Mutationen. Dieser hohe Prozentsatz an nicht detektablen
Mutationen lasst vermuten, dass auch andere Gene eine Rolle bei der Entstehung des
Alagille-Syndroms spielen.

1.2 Das Notch-Signalsystem
Im Verlauf von Differenzierungsprozessen werden aus unreifen, nicht differenzierten

Vorlauferzellen reife, differenzierte Zellen. Die Kontrolle lber den Zeitpunkt, den Ort
und die Menge der Vorlauferzellen, die in differenzierte und terminale Zellen
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umgewandelt werden ist wichtig fir die Entwicklung und das Uberleben eines
Organismus. Ein System, welches Zellschicksal, Proliferation und Apoptose steuert, ist
das Notch-Signalsystem (Artavanis-Tsakonas et al., 1995).

Das Notch-Signalsystem ist im Tierreich hochkonserviert und wurde bereits bei
Drosophila, Caenorhabditis elegans und bei verschiedenen Vertebraten studiert
(Artavanis-Tsakonas und Simpson, 1991). Es besteht aus den Notch-Rezeptoren, den
Notch-Liganden und verschiedenen Modulatoren. Bei Vertebraten existieren vier
Notch-Rezeptoren (Notch1, Notch2, Notch3, Notch4) und mindestens funf Notch-
Liganden (JAG1, JAG2, Deltal, Delta3, Delta4) (Ellisen et al., 1991; Lardelli et al.,
1993; Lardelli et al., 1994; Bettenhausen et al., 1995; Lindsell et al., 1995; Uyttendaele
et al., 1996; Dunwoodie et al., 1997; Jen et al., 1997; Luo et al., 1997; Haddon et al.,
1998; Li et al., 1998). Des weiteren gibt es Notch-Modulatoren, zu welchen die
Mitglieder der Fringe-Gen-Familie gehéren (Panin et al., 1997; Irvine et al., 1997).

Auf Grund der essentiellen Rolle, welche das Notch-Signalsystem wahrend zahlreicher
Entwicklungsprozesse spielt, sind Veranderungen in diesem System an der
Entstehung zahlreicher Erkrankungen beteiligt. So fiihren zum Beispiel Mutationen von
Notch1 zu T-Zell-Lymphomen (Ellisen et al., 1991), Veranderungen von Notch3 zu
CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy; Joutel et al., 1997) und Mutationen im JAG1-Gen zum Alagille-
Syndrom (Oda et al., 1997; Li et al., 1997).

1.2.1 Die Notch-Proteine

Die Notch-Proteine bilden eine Familie groBer (etwa 2500 Aminosauren),
hochkonservierter Typ1- Transmembranrezeptoren, welche durch den direkten Kontakt
mit ligandenexprimierenden Zellen aktiviert werden. Erstmalig wurde Notch bei
Drosophila beschrieben, wo es die Differenzierung einer Vielzahl von
Zellentwicklungsprozessen kontrolliert. Bei Sdugern wurden bisher vier Homologe zum
Drosophila Notch-Gen identifiziert: Notch1, Notch2, Notch3 und Notch4 (Weinmaster et
al.,, 1991; Reaume et al., 1992; Weinmaster et al., 1992; Franco del Amo et al., 1993;
Kopan et al., 1993; Lardelli et al., 1994) .

Die hochkonservierte Struktur dieser Proteine wird im Folgenden dargestellt. Die
aktivierte Form der Notch-Proteine (vgl. Abb.1) befindet sich an der Zelloberflache und
besteht aus einer extra- und einer intrazellularen Domane. Die extrazellulare Domane
der Notch-Proteine enthédlt bis zu 36 EGF -ahnliche Wiederholungen (Epidermal
Growth Factor), welche in die Ligand-Rezeptor-Interaktion involviert sind (Rebay et al.,
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1991). Jede der EGF-Wiederholungen besteht aus etwa 40 Aminosauren mit einer
bestimmten Reihenfolge an Cysteinresten. In den EGF-Doméanen 11 und 12 liegt die
Bindungsstelle fur die Notch-Liganden. Den EGF-&hnlichen Wiederholungen folgen
drei lin12/Notch-Motive.

Die intrazellulare Doméane der Notch-Proteine enthalt die funktionellen Motive einer
subtransmembranaren Region, genannt RAM-Domane (Tamura et al., 1995; Kurooka
et al., 2000), welche die Fahigkeit besitzt, im Kern mit Transkriptionsfaktoren zu
interagieren (Christensen et al., 1996; Wettstein et al., 1997), sechs anykrin/CDC-
Wiederholungen (ANK), die eine putative Protein-Protein-Interaktionsstelle enthalten,
sowie mindestens zweier Kernlokalisationssignale (NLS, Nuclear Localization Signals),
welche die ankyrin/CDC-Wiederholungen flankieren. AuBerdem sind PEST-Sequenzen
(reich an Prolin, Glutamin, Serin und Threonin), welche Proteine fir proteolytische
Spaltungen markieren und somit dem schnellen proteolytischen Abbau dienen, und
eine glutaminreiche Doméane (OPA) vorhanden.
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Abb.1. Struktur eines Notch-Rezeptors am Beispiel von Drosophila melanogaster (modifiziert nach Mumm
et al., 2000).
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1.2.2 Der Notch-Ligand JAG1

Von Drosophila bis zu den Vertebraten sind verschiedene Notch-Liganden bekannt.
Unter anderem Delta und Serrate bei Drosophila (Muskavitch et al., 1994), Lag-2 bei
C.elegans (Henderson et al., 1994), Jagged bei der Ratte (Kopan et al., 1993) und
JAG1, JAG2, Deltal, Delta3, Delta4 beim Menschen. Jagged bei der Ratte und die
Homologen JAG?1 und JAG2 beim Menschen weisen eine sehr groBe Ahnlichkeit zu
Serrate bei Drosophila auf. Diese Notch-Liganden sind durch eine gemeinsame
Struktur gekennzeichnet. Sie besitzen ein hochkonserviertes Motiv in der
extrazelluldaren Doméane, namlich die DSL-Domane (nach Delta, Serrate, Lag2) (Tax et
al., 1994), gefolgt von einer variablen Anzahl an EGF-ahnlichen Wiederholungen, einer
cysteinreiche Region sowie einer einzelnen transmembranaren Domane. Sowohl die
EGF-ahnlichen Motive, als auch die DSL-Domane spielen eine Rolle bei der Ligand-
Rezeptor-Interaktion (Lieber et al., 1992; Henderson et al., 1994) mit Notch.

Da Mutationen in einem der Notch-Liganden, dem humanen JAG1, zum Alagille-
Syndrom flhren (Li et al., 1997; Oda et al., 1997), soll auf diesen im Folgenden naher
eingegangen werden.

JAG1 (MIM#601920) liegt auf Chromosom 20p12 (Gray et al., 1999). Das JAG7-Gen
besteht aus 26 Exons, die 28 bp bis 2284 bp umfassen. Das Gen codiert eine mRNA
von 5,5kb (Li et al., 1997) und ein Protein mit einer Lange von 1219 Aminosauren (Oda
et al.,, 1997). Das humane JAG1 Protein besteht aus verschiedenen Domanen, einer
DSL-Doméne, 16 EGF-ahnlichen Wiederholungen, einer cysteinreichen Region, einer
Transmembrandoméane und einem verhaltnismaBig kleinen intrazellularen Bereich (vgl.
Abb.2).
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Abb.2. Struktur des humanen JAG1-Proteins (modifiziert nach Oda et
al., 1997).
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1.2.3 Das Notch-Signalsystem

Das Notch-Signalsystem (vgl. Abb.3) stellt einen wichtigen Mechanismus zur
Steuerung von Zellschicksalen, Proliferation und Apoptose dar. Drei proteolytische
Spaltungen des Notch-Rezeptors sind Voraussetzung flr die Reifung und Aktivierung
dieses Systems (Chan und Jan, 1998; 1999).

Zytoplasma

Zytoplasma

Transkription
von Zielgenen

Abb.3. Das Notch-Signalsystem; A. furindhnliche Konvertase; B. TACE; C.Presenilin enthaltender
Komplex mit y-Sekretase-Aktivitat (modifiziert nach Literaturbefunden, siehe 1.2.3).

In einem ersten Schritt wird das inaktive Notch-Protein von einer furindhnlichen
Konvertase (Abb.3, A) im trans-Golgi-Netzwerk gespalten (Kopan et al., 1996; Logeat
et al., 1998), wobei die resultierenden Polypeptide als intramolekulares Heterodimer
assoziieren (Blaumueller et al., 1997; Logeat et al., 1998). Das nun aktive Notch-
Protein befindet sich an der Zelloberflache. Durch Ligandenbindung an den Notch-
Rezeptor wird eine zweite, extrazellulare Spaltung erleichtert (Mumm et al., 2000).
TACE, eine Metalloprotease (Abb.3, B) spaltet das aktivierte Notch-Protein (Brou et al.,
2000), sodass das intermediare Peptid NEXT (Notch Extracellular Truncation) entsteht.
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Die Folge hiervon ist eine dritte Spaltung innerhalb der Transmembrandoméane, welche
durch einen Presenilin enthaltenden Komplex (DeStrooper et al., 1999; Struhl und
Greenwald, 1999; Ye et al., 1999) mit y-Sekretase-Aktivitat (Abb.3, C) katalysiert wird.
Die hierbei entstehende, sogenannte NICD (Notch Intracellular Domain) transloziert in
den Kern (Kidd et al., 1998; Schroeter et al., 1998; Struhl et al., 1998; Struhl und
Greenwald, 1999). NICD bindet an verschiedene nukleadre und zytoplasmatische
Proteine (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Miele et al., 1999). Der im Detail erforschte
Mechanismus ist die Bindung der NICD an Transkriptionsfaktoren der CSL-Familie
(beim Menschen zum Beispiel RBP-Ji) im Kern. Durch diese Interaktion konvertieren
die CSL-Proteine von Transkriptionsrepressoren zu Transkriptionsaktivatoren (Hsieh et
al., 1996).

1.2.4 Die Fringe-Gen-Familie

In dieses oben beschriebene Notch-Signalsystem greifen verschiedene Modulatoren
ein. Dazu gehéren die Mitglieder der Fringe-Gen-Familie, welche die Fahigkeit von
Notch, seine Liganden zu binden, auf verschiedene Weise beeinflussen (Panin et al.,
1997; Fleming et al., 1997). Erstmalig wurde fringe bei Drosophila als ein fir die
Flugelentwicklung essentielles Gen identifiziert (Irvine und Wieschaus, 1994). Es
konnten drei fringe-Homologe beim Menschen gefunden werden. Das Manic-Fringe-
Gen (MFNG), das Lunatic-Fringe-Gen (LFNG) und das Radical-Fringe-Gen (RFNG).
Zu Beginn dieser Arbeit im November 1999 war tGber diese Gene folgendes bekannt.
Das Radical-Fringe-Gen liegt auf Chromosom 17925 (Moran et al., 1999), das Lunatic-
Fringe-Gen auf Chromosom 7p22 (Egan et al., 1998) und das Manic-Fringe-Gen auf
Chromosom 22g13.1 (Van Tine et al., 1999). Die genomische Organisation der
Mitglieder der Fringe-Gen-Familie ist hoch konserviert; alle bestehen aus acht Exons,
wobei sich Exon 1 als evolutionar labil erweist (Moran et al., 1999). Die menschlichen
Fringe-Gene waren nur zu Teilen sequenziert, die Exon-Intron-Strukturen nur
unvollstandig beschrieben. Vom humanen Lunatic-Fringe-Gen war eine partielle cDNA-
Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer AF193612) verfligbar. Vom murinen lunatic-fringe-
Gen waren die komplette c¢cDNA-Sequenz (Genbank-Zugriftsnummer U94351) sowie
dessen genomische Struktur bekannt.

Die DNA-Sequenzen des humanen Radical-Fringe-Gens waren nur zu Teilen in den
Datenbanken vorhanden. Die ¢cDNA war ab einschlieBlich Exon 4 (Genbank-
Zugriffsnummer U94353), die gesamtgenomische Sequenz bis einschlieBlich Exon 4
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bekannt (Genbank-Zugriffsnummer AF108139; vgl. Abb.14.); auBerdem war die
genomische Struktur dieses Gens beschrieben.

Vom humanen Manic-Fringe-Gen war sowohl die c¢DNA-Sequenz (Genbank-
Zugriffsnummer U94352) als auch die gesamtgenomische Sequenz (Genbank-
Zugriffsnummer Z93096) vollstandig den Datenbanken zu entnehmen; auch die
genomische Struktur war bekannt (Moran et al., 1999).

AuBerdem wurde beschrieben, dass die Mitglieder der Fringe-Gen-Familie eine
Ahnlichkeit zu Glykolsyltransferasen aufweisen, sowohl in der Primar-, als auch in der
vorhergesagten Sekundarstruktur (Yuan et al., 1997).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung vorliegender Arbeit

Es wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen (Oda et al., 1997; Li et al., 1997) gezeigt,
dass Mutationen im JAG1-Gen zum Alagille-Syndrom fuhren. Allerdings konnten bisher
nur bei 65-70% der Patienten mit Alagille-Syndrom tatsachlich Mutationen im JAG 71—
Gen nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass ein Teil der Patienten
Mutationen hat, welche bisher nur nicht nachgewiesen werden konnten, da zum
Beispiel die Sensitivitdt der SSCP-Analyse nur 80% betragt (Heritage et al., 2000),
bisher nur die kodierenden Bereiche inklusive der Splice-Stellen des JAG7-Gens
untersucht wurden und bei Patienten mit Mosaiken die Detektion mittels SSCP und
Sequenzierung schwierig ist. Trotzdem gibt der besonders hohe Prozentsatz von
Patienten mit Alagille-Syndrom ohne nachgewiesene Mutationen im JAG71-Gen Anlass
zur Vermutung, dass genetische Heterogenitat vorliegt. Diese wird auch bei anderen
Erkrankungen wie zum Beispiel der Fanconi-Anamie (Moustacchi und Diatloff-Zito,
1985) oder dem Saethre-Chotzen-Syndrom (Ma et al., 1996; Paznekas et al., 1998)
beschrieben.

Wie oben beschrieben handelt es sich bei der Notch-Signalkaskade um eine komplexe
Signalweiterleitung, die von weiteren Proteinen abhéngig ist. Zu diesen gehdren die
Fringe-Proteine, welche die Bindung von JAGT an Notch kontrollieren. Dieser
Zusammenhang macht die Fringe-Gene zu méglichen Kandidatengenen des Alagille-
Syndroms.

Ziel der Arbeit sollte es sein, zu untersuchen, ob bei Patienten mit Alagille-Syndrom,
bei denen bisher keine Mutationen im JAG1-Gen nachweisbar waren Veranderungen
im Bereich der Fringe-Gene vorliegen.
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Aus den oben geschilderten Tatsachen ergaben sich fir die vorliegende Arbeit
folgende Aufgaben.

1. Komplettierung der DNA-Sequenzen des Lunatic-Fringe-Gens sowie des
Radical-Fringe-Gens

2. Darstellung der genomischen Struktur des Lunatic-Fringe-Gens

3. Suche nach Mutationen innerhalb des Lunatic-, des Radical- sowie des Manic-
Fringe-Gens bei Probanden mit Alagille-Syndrom
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Chemikalien

Ampuwa

AdvanTAge PCR Cloning Kit
Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Borséure

Bromphenolblau
Chloramphenicol
Chlorophorm
Clontech-2-Polymerase-Mix
Desoxyribonukleotide (ANTPs)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Dye Terminator Cycle Sequencing Kit

EDTA
Essigséure
Ethanol
Ethidiumbromid
Ficoll 400

Formamid

Fresenius AG, Bad Homburg, D

Clontech, Palo Alto, USA

Fluka Chemika AG, Buchs, Schweiz

Gibco BRL, Eggenstein, D
Serva, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt, D
Clontech, Heidelberg, D

Amersham, Cleveland, Ohio, USA

Boehringer, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D

ABI, Weiterstadt, D

USB, Cleveland, Ohio, USA
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Deisenhofen, D
Fluka, Neu-Ulm, D

Formamid loading dye Amersham, Cleveland, Ohio, USA
Glycerin GIBCO/BRL, Paisley, Schottland
Hefeextrakt GIBCO/BRL, Paisley, Schottland

Isopropanol
Kaliumacetat
MDE
Natriumhydroxyd
Natriumacetat
Natriumchlorid
Oligonukleotide

Merck, Darmstadt,D
Roth, Karlsruhe, D
Biozym

Roth, Karlsruhe, D
Applied Biosystems
Roth, Karlsruhe, D
Amersham Pharmacia
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OrangeG

Phenol

RNAse A

SDS

Tag-DNA-Polymerase
Taqg-Polymerase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Trypton

2.1.2 Langenstandards

pUC-Mix Marker 8
A-DNA-HindIII

1kb-Leiter

2.1.3 Gebrauchswaren

Filterpapier
Glaswaren
Petrischalen
Pipettenspitzen

Plastikwaren

ReaktionsgefaBe
Skalpelle, steril
Sterilfilter

Sigma, Deisenhofen, D

Gibco BRL, Eggenstein, D

Boehringer, Mannheim, D

USB Amersham, Cleveland, Ohio, USA
Boehringer, Mannheim, D

Promega

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Deisenhofen, D

GIBCO/BRL, Paisley, Schottland

MBI/Fermentas, St. Leon-Roth, D
NEB, Schwalbach, Taunus, D

Boehringer, Mannheim, D

Schleicher&Schull, Dassel, D
Schott, Jena, D

Greiner, Nartingen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Falcon, Heidelberg, D
Greiner, Nartingen, D

MbP, San Diego, USA
Sarstedt, Nimbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D
Swann-Morton, Sheffield, UK
Renner, Darmstadt, D

Hier nicht aufgefihrte Gebrauchswaren wurden von den Firmen Schutt, Krannich und

Heinemann (alle Géttingen) bezogen.
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2.1.4 Gerate

ABI Sequencer 733

Autoklav, Modell Sanoclav
Elektrophoresekammern
Heizblock

Mikroliterpipetten, Gilson, Pipettman
Mikrowelle

Multipette

pH-Meter, Typ CG 810
Schuttelinkubator

Schuttler, 3005

Sequenziergerat,

Alf Express mit Auswertungs-
programmen fir Computer
Thermocycler, GeneAmp 9600
Thermocycler, Mastercycler Gradient
Transilluminator

Videoprinter, E.A.S.Y. Image Plus
Video copy Processor

Vortex, Reax-top

Waagen

Zentrifuge, Megafuge 1.0R
Zentrifuge, 3K20

Tischzentrifuge, Biofuge pico
Tischzentrifuge, Biofuge A

2.1.5 Puffer und Stammlésungen

ALA1

AL2

Applied Biosystems, Weiterstadt, D
Schutt, Géttingen, D

Owl Separat. Systems Inc., Portsmouth, USA
HLC-Heap Labor Consult Bovenden, D
Abimed, Langenfeld, D

Privileg

Eppendorf, Hamburg, D

Schott, Hofheim, D

New Brunswick, Edison, New Jersey, USA
GFL

Pharmacia, Freiburg,D

Perkin Elmer Cetus, Weiterstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D
Herolab, Wiesloch, D
Herolab, Wiesloch, D
Mitsubishi, Japan, D
Heidolph, Schwabach, D
Sartorius, Géttingen, D
Heraeus, Osterode, D
Sigma, Deisenhofen, D
Heraeus, Osterode, D
Heraeus, Osterode, D

50 mM Glukose
25 mM Tris, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

0,2 N NaCOH
1 %  SDS
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AL3 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

Elektrophorese-Ladepuffer 0,1 % Bromphenolblau
15 % Ficoll 400

Formamid-Ladepuffer 85 % Formamid
0,1 % Dextranblau

Lysepuffer (Blut) 155 mM NH,CI
10 mM KHCO;
0,1 mM EDTA
SE-Puffer 75 mM NaCl
1 mM EDTA
TBE-Puffer (5X) 445 mM Tris

445 mM Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0

TE-Puffer (10x) 100 mM Tris-HCI, pH 7,6
10 mM EDTA, pH 8,0

2.1.6 Ndhrboden und Medien

LB-Medium (Luria-Bertrani) 1 %  Bacto-Trypton
0,5 % Bacto-Hefeextrakt
1 % NaCl, pH 7,2

Das Nahrmedium wird autoklaviert und anschlieBend bei etwa 50°C mit
Chloramphenicol (25 pg/ml) versetzt.

Zur Herstellung von LB-Agar-Nahrbdéden wird das Medium vor dem Autoklavieren mit
1,5 % Agar versetzt. Im Anschluss daran wird bei einer Temperatur von etwa 50°C
Chloramphenicol (25 pg/ml) zugesetzt. Nun wird das Medium zlgig unter der
Sterilbihne in Petrischalen gegossen und nach dem Erstarren bei 4°C gelagert.
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2.1.7 Sterilisation von Lésungen und Geréaten

Hitzestabile Lésungen wurden bei 120°C und 100 kPa flr die Dauer von 20 Minuten
autoklaviert. Temperaturempfindliche Lésungen wurden steril filtriert (PorengréBe 0,2
um). Die Sterilisation von Gebrauchsgegenstadnden wurde durch Autoklavieren oder
Hitzesterilisation (12 Stunden, 180 °C) erreicht.

2.1.8 Primer

Alle Primer (vgl. Tab.1) wurden mit Hilfe des Programmes Primer3 unter http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer ausgehend von den im Ergebnisteil genannten

Sequenzen generiert.

Tab.1. Bezeichnung, Sequenzen und GréBen der PCR-Produkte der im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten Primer.

forward- . Reverse- . GroRe des
Primer Primersequenz Primer Primersequenz PCR-Prod. (bp)
lunex2-f aga agg gtg ggt gtc agt lunex2-r gtt cgg ctc tgg atg gag 231
lunex3-f gcc ggc tca gac cta ctc lunex3-r cag aac cac ctg agg aca ag 244
lunex4-f atg gcc ctg cct tgt cct lunex4-r gct ggg aga agg gag aag gt 293
lunex5-f gcg aga aca agg tgg tga g lunex5-r gct ggg aag atg aac taa gc 298
lunex6-f cctctg ctc act ggt ctg g lunexé-r ctt cct gtg ctc tcg gag tc 248
lunex7-f ggt gtc ctt cca ggt cca ag lunex7-r cct acg caa gcc cat ctg 247
lunex8-f cac gag ctc aca gag tcc ac lunex8-r aga ggg agg tgc agc att ac 178

nx2-r ggc ggg gag gtt taa gag Xn-r tga gca ggc tga agt act cg

lunin2ex3-f  gaa aaagctgcctgaatg g lunin2ex3-r  ttt gtg atg acc acg ttg ¢

manex1-f cct gtc tgg ttg gga tit g manex1-r tag aaa ggc ctc tga gaa cc 376
manex2-f cac tgg agg agt aca gag tcc manex2-r cag gca acagct aaagicc 206
manex3-f gcc ttg cte tgt att ctg tg manex3-r cag ggg tta ttt tca atg g 242
manex4-f act gtt gac cga ctg tgg manex4-r tct cac cic tct age aca cc 329
manex5-f ttc aaa ata aag ggc ttt tg manex5-r aaa ggc ccc tcc tgt acc 272
manex6-f cag ctt gtc cca gtg gag manexeé-r ccc atg ttc ctt tgg ttc 316
manex7-f tta aaa ccc ctc ctc cac manex7-r gtt tgg atg cct gga ctc 238
manex8-f tag gag agt ggg ctg aga g manex8-r aag gca cac cca gaa gtc 181
radex2-f gct gecg cac ctg gat cte radex2-r gct tcg gag cga gaa agg 304

radex3-f cag tgc cag cct cta cgt g radex3-r atc atc cac gtggca aaac 275
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radex4-f aga gct cag agc caa gct g radex4-r gtg tca agg aag gcg tct g 281
radex5-f gag tcc cat gaa gag tca gg radex5-r cag cac ctt tca ggt ctc ag 216
radex6-f ctg aga cct gaa agg tgc tg radex6-r aaa gcc cag gtg gca gag 242
radex7-f aca cac tct gcc cac acc radex7-r tgt gta gag gga gct gat gc 263
radex8-f tga ccc cta ctt ctt cct tcc radex8-r agg tgc ctg cat ctc act g 226
radex4-ex5-f acc tgc tct cca get tet ¢ radex4-ex5-r cat ggg ctcbatc ttg agg 395
radex5-ex6-f aag ttc tgg ttt gct act gg radex5-ex6-r gcc aac tgt gca gtc atc 75

radex6-ex7-f ccc tct tce act ctec acc tg radex6-ex7-r acg ttc acc acg ttc tgt g 585
radex7-ex8-f ctc cag cag gtt acc ttg ag radex7-ex8-r tgg tgt cac cga gag gtc 242

Die Positionen der einzelnen Primer in bestimmten Sequenzen werden unter

“Ergebnisse” aufgeflihrt.

2.1.9 Art und Herkunft der untersuchten DNA

Patienten mit Verdacht auf AGS wurde von betreuenden Arzten EDTA- und
Heparinblut enthommen und dem Institut fir Humangenetik und Medizinische Biologie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg zugeschickt. Dort wurde aus dem Blut
DNA isoliert, die anschlieBend auf Mutationen im JAG7-Gen untersucht wurde (Rdpke
et al., 2003). Konnten keine solche Mutationen nachgewiesen werden, wurde sie flr
die Untersuchungen vorliegender Arbeit verwendet.

2.1.10 Art und Herkunft der BAC-Bank

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die BAC-Bank 753 verwendet, welche DNA aus der
Bank ,RPCI-11 Human Male BAC* enthielt. Der Klon RPCIB753016811Q2 enthalt das
LFNG und wurde far den Versuch, unbekannte Sequenzen zu entschlisseln
verwendet.

Das Material wurde vom Ressourcenzentrum fur das deutsche Humangenomprojekt
am Max Plank Institut fir Molekulare Genetik in Berlin zur Verfligung gestellt
(http://www.rzpd.de).
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2.2 Methoden

Die Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Sambrook et al. (1989)
durchgeflhrt.

2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Blut (nach Baas et al., 1984; Miller et al., 1988)

10 ml Vollblut werden mit 30 ml kaltem Lysepuffer versetzt, gemischt und fir 30
Minuten auf Eis gelegt. AnschlieBend werden die Lymphozyten durch Zentrifugation
(2000 U/min; 15 Minuten; 4°C) pelletiert. Das Pellet wird in 10 ml Lysepuffer
resuspendiert, fir 15 Minuten auf Eis inkubiert und nochmals zentrifugiert (2000 U/min;
15 Minuten; 4°C). Alles wird so lange wiederholt, bis das Pellet beigefarben erscheint.
Das Pellet wird nun Uber Nacht bei 55°C in SE-Puffer vollstandig resuspendiert und die
Lymphozyten durch Zugabe von 25 ml Proteinase K (10 mg/dl) und 500 pl SDS
proteolytisch gespalten. Am n&chsten Tag wird der Ansatz nach Abkihlung auf
Raumtemperatur und Zugabe von 1,5 ml geséttigter Kochsalzlésung 15 Sekunden lang
gut gemischt. Nach Zentrifugation (4000 U/min; 15 Minuten; Raumtemperatur) wird der
Uberstand in ein neues Tube gefilllt, die DNA mit 2 Vol. Ethanol.,. gefallt. Nachdem
das Préazipitat mit Hilfe einer Pipettenspitze in ein Reaktionsgefa3 gebracht und
pelletiert (10000U/min; 10 Minuten; 4°C) wurde, wird das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet und in 250 pl 1xTE-Puffer aufgenommen. Die DNA wird bei
4°C gelagert.

2.2.2 Isolierung von BAC-DNA

Far den Aufbau einer Genbank wird genomische DNA isoliert, fragmentiert und die
Fragmente in einen Vektor eingebaut. Damit wird dann eine Wirtszelle infiziert.
Dadurch kénnen einzelne Abschnitte der DNA beliebig vermehrt werden. Als Bank wird
die Gesamtheit der Klone bezeichnet, die alle unterschiedliche DNA-Insertionen
enthalten. Im Falle der BAC-Bank sind diese Vektoren kinstliche
Bakterienchromosomen (Bacterial Artificial Chromosomes). BACs sind zirkulare
Vektoren, die Fragmente bis Uber 300 kbp aufnehmen kénnen. lhr Vorteil gegentber
anderen Vektoren liegt in der groBen Stabilitat der klonierten DNA und der einfachen
DNA-Isolierung.

Im Folgenden wird die Isolierung von BAC-DNA beschrieben, die auf der alkalischen
Lyse von Birnboim und Doly (1979) beruht.
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35 ml chloramphenikolhaltiges (25 pg/ml) LB-Medium wird mit einer einzelnen
Plattenkolonie angeimpft. Diese wird bei 37°C fir 20 bis 24h unter Schitteln wachsen
gelassen. AnschlieBend folgt eine Zentrifugation der Bakterienkultur (4000 U/min; 10
Minuten). Das Pellet wird in 3 ml gekuhlter AL1-Lésung resuspendiert und
anschlieBend mit 10 ml AL2-Lésung versetzt. Diese Ldésung bewirkt die Lyse der
Bakterien. Nachdem der Ansatz gut gemischt wurde erfolgt der Zusatz von 7,5 ml AL3-
Lésung, wodurch es zum Ausfallen von Proteinen, chromosomaler DNA und
hochmolekularer RNA kommt. Nach erneutem guten Mischen wird der Ansatz 5
Minuten auf Eis gelegt und anschlieBend der Niederschlag abzentrifugiert (4000 U/min;
10 Minuten; 4°C). Der Uberstand, in welchem sich die BACs befinden, wird in ein
neues ReaktionsgefaB filtriert und nach Zugabe von 10 ml Isopropanol gut gemischt.
Nachdem der Ansatz 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde erfolgt eine
erneute Zentrifugation (4000 U/min; 15 Minuten; 4°C). Der Uberstand wird verworfen,
das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in 200 pl Wasser
aufgenommen. AnschlieBend werden 200 ng/ul RNAse A zugegeben. Es folgt eine
Inkubation bei 37°C von 1h. Durch die anschlieBende Phenol-/Chloroform-Extraktion
werden die Proteine aus der Lésung entfernt. Zum Schluss erfolgt noch eine Fallung
der DNA mit 0,1 Vol. NaAc, 2Vol. Ethanol,,s. und 1 mg Glykogen. Danach wird das
Pellet in 20 pl H,O aufgenommen und steht der weiteren Verwendung zur Verfigung.
Eine andere Methode BAC-DNA zu gewinnen ist die sogenannte Kochmethode. Der
Vorteil dieser Methode ist vor allem die kurze Dauer. Nachteile sind unter anderem die
gréBere Menge an Bakterienkolonien die benétigt wird um nur sehr wenig DNA zu
gewinnen und das relativ groBe Risiko, verunreinigte DNA zu erhalten.

Es werden etwa drei Bakterienkolonien gepickt. Diese werden in 50 pl H.O
aufgenommen und anschlieBend 5 bis 10 Minuten bei 100°C gekocht. Nun folgt Gber 5
Min eine Zentrifugation der Lésung bei 13000 U/min. 5 pl des Uberstandes kénnen nun
als Template fir eine PCR eingesetzt werden.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels photometrischer

Bestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte im Spektralphotometer. Das Prinzip
beruht darauf, dass hochmolekulare DNA ein Absorptionsmaximum bei 260 nm
aufweist, Salze und organische Ldsungsmittel bei 230 nm ihr Absorptionsmaximum
haben, wéahrend es flr Proteine bei 280 nm liegt.
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Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wird auf der Grundlage des Lambert-Beer-
Gesetzes bei einer Kivettendicke von 10 mm der gemessene Extinktionswert (E) bei
260 nm mit dem molekularen Extinktionskoeffizienten (e) fir Sauger-Doppelstrang-
DNA und dem VerdUnnungsfaktor (f) multipliziert.

Cona=Eogpceef

Die Konzentration der Nukleinsduren wird in pg/pul angegeben. Bei einem
Extinktionswert Exg = 1 qilt:

¢ = 50 ul/ug bei doppelstrangiger DNA
C = 40 pg/ul bei RNA
¢ = 25 pg/ul bei Oligonukleotiden

Eine Verunreinigung der DNA durch Proteine wird durch eine anschlieBende Messung
bei 280 nm festgestellt. Es wird dazu der Quotient aus beiden Messungen
(E2e0nm/E280nm) gebildet. Optimal ist ein Quotient zwischen 1,7 und 2,0.
Ein Wert Uber 2,0 spricht fur eine Verunreinigung mit degradierter DNA oder RNA, ein
Wert unter 1,4 lasst auf eine Verunreinigung durch Proteine schlieBen.

2.2.4 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Bei einer Elektrophorese werden Proteine oder Nukleinsduren auf Grund ihrer
geladenen oder ionisierbaren Gruppen und ihres Molekulargewichtes innerhalb eines
elektrischen Feldes getrennt. Dieses ist abhdngig vom pH-Wert des verwendeten
Mediums und der Art und Konzentration des verwendeten Puffers. Als Tragermatrix
werden netzbildende Substanzen verwendet, im Fall der horizontalen Agarose-
Gelelektrophorese Agarose. Abhangig von der erwarteten GréBe der aufzutrennenden
Produkte werden Agarosegele mit einer Agarosekonzentration zwischen 0,5 (bei sehr
groBen Fragmenten) und 2,0 (bei kleinen Fragmenten) verwendet. Bei vorliegender
Arbeit wurden meistens PCR-Produkte zwischen 180 und 400 bp aufgetrennt. Bei
Fragmenten dieser GrdéBenordnung wurde eine Agarosekonzentration von 1,5%
gewahlt.
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Um die Fragmente im Anschluss sichtbar zu machen wird die Interkalation des
Basenanalogons Ethidiumbromid genutzt, welches bei UV-Bestrahlung Licht im
sichtbaren Bereich emittiert.

Die GroéBe der Fragmente wird durch Vergleich mit Fragmenten definierter GréBe eines
parallelgelaufenen Markers bestimmt.

Durchfihrung:

1,5 g Agarose werden in 100 ml 0,5xTBE-Puffer durch Kochen in einem
Mikrowellengerat geldst, bis beim Schwenken im Gel keine Schlieren mehr zu
erkennen sind. Nach Abkulhlen unter Rihren auf ca. 60°C wird das Gel in eine
Gelkammer mit eingehdngtem Kamm gegossen. Nach ca. 20 min ist das Gel
ausgehartet, der Kamm wird gezogen und der Laufpuffer (0,5xTBE-Puffer) in die
Elektrophoresekammer gegossen. Die mit jeweils 0,2 Vol. Ladepuffer (Ficoll)
versetzten Proben werden nun jeweils in eine Geltasche eingebracht, eine Tasche wird
mit einem Langenstandard beschickt. Nach dem Auftragen aller Proben wird eine
Spannung an die Elektrophoresekammer angelegt. Diese sollte etwa 3V/cm GelgréBe
betragen.

Nach dem Lauf werden die nun aufgetrennten Proben durch Farben mit Hilfe der
Ethidiumbromidlésung markiert und durch einen UV-Transilluminator sichtbar gemacht.

2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch die Agarosegelelektrophorese isolierten DNA-Fragmente mussen aus dem
Gel eluiert und von Verunreinigungen getrennt werden. Die gewinschten PCR-
Fragmente werden unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Daraufhin wird
die DNA bei 13 000 U/min durch einen Filter in ein EppendorfgeféB abzentrifugiert. Die
DNA befindet sich nun, auf Grund der Zentrifugalkrafte geldést und durch den Filter von
Rlckstanden getrennt, im Reaktionsgefa. AnschlieBend wird die DNA mit 2,5 Vol.
Ethanols. und 0,1 Vol. 7,5 M Ammoniumacetat geféllt und mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Die DNA ist nun auch von geldsten Verunreinigungen getrennt und wird in
H.O aufgenommen.

2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (nach Saiki et al., 1988)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt ein Verfahren dar mit dem es mdglich ist

gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten Sequenzen begrenzt werden,
exponentiell zu vervielféltigen. Dies ist selbst bei geringen Ausgangsmengen maoglich.
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Voraussetzung sind chemisch synthetisierte Oligonukleotidprimer als Starthilfe. Diese
sind kurze, einzelstrangige DNA-Molekille, die komplementar zu den Enden einer
definierten Sequenz der DNA-Matrize (Template) sind. Eine hitzestabile Polymerase
verlangert, unter den richtigen Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von
Desoxyribonucleotiden, die Primer entlang der einzelstréangigen, denaturierten DNA-
Matrize und synthetisiert so neue DNA-Strange, deren Sequenz komplementéar zur
Matrize ist. Dieser Vorgang wird mehrere Male wiederholt, wobei das synthetisierte
DNA-Fragment exponentiell vermehrt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfihrung der PCRs in den meisten Fallen der
im Folgenden aufgefihrte Ansatz (vgl. Tab.2) angewandt. Je nach Primerpaar und
DNA-Qualitat wurde er jedoch modifiziert um die Bindungsspezifitdt der Primer zu
optimieren. So kommt es zum Beispiel durch Zugabe von Formamid oder DMSO zu
einer Steigerung der Bindungsspezifitdt, wahrend MgCl, eine Abnahme derselben
bewirkt.

Tab.2. Standardansatz der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs.

Menge (pl) Konzentration der Stammlésung
Puffer 2 10 x
dNTPs 0,5 10 mM
Taq 0,14 5 U/l
Primer forward 1 10 pmol/pl
Primer reverse 1 10 pmol/pl
DNA 1 100 ng/ul
H20 14,36

Die im Folgenden aufgefihrten PCR-Programme wurden im Verlauf dieser Arbeit
angewandt.

Programm 1:

Denaturierung 3" bei 94°C
Denaturierung 45" bei 94°C
Annealing 45" bei Temp. s. Ergebnisteil 35 Zyklen
Elongation 45" bei 72°C

Elongation 7" bei72°C
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Programm 2:
Denaturierung 3" bei 94°C
N
Denaturierung 45" bei 94°C
Annealing 45°7; von Zyklus zu Zyklus sinkt die Temperatur
um 1°C von 65°C auf 55°C; die verbleibenden > 35 Zyklen
Zyklen werden bei 55°C gefahren
Elongation 45" bei 72°C p.
Elongation 7" bei 72°C
Programm 3:
Denaturierung 3" bei 94°C
Denaturierung 45" bei 94°C
Annealing Annealingzeit verlangert sich pro Zyklus um eine
35 Zyklen
Sek. von 45 auf 80 Sek.; Temp. s. Ergebnisteil
Elongation 45" bei 72°C
Elongation 7" bei72°C
Programm 4.
Denaturierung 3" bei 94°C
Denaturierung 45" bei 94°C
Annealing 45" bei 58°C 35 Zyklen
Elongation 3" bei 72°C
Elongation 7" bei 72°C

2.2.7 DNA-Sequenzierung (nach Sanger et al., 1977)

Die Sequenziermethode nach Sanger beruht auf dem zufélligen Einbau von
Didesoxinukleotiden (ddNTPs) wahrend der Polymerasekettenreaktion. Die DNA-
Matritze ist einzelstrangig. In dem Sequenzieransatz sind auBer dNTPs auch mit
verschiedenen Fluorophoren markierte ddNTPs vorhanden. Diese liegen in wesentlich
geringeren Mengen als die dNTPs vor. Es kommt nun in statistischer Verteilung an
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einer der vielen Positionen, an denen das entsprechende Nukleotid vorkommt, zu
einem Abbruch der DNA-Synthese. Dies liegt am Fehlen der fur die
Kettenverlangerung notwendigen 3'-OH-Gruppe an der Didesoxyribose. Es entsteht
dadurch eine Serie komplementarer Fragmente, die gelelektrophoretisch ihrer GrdBe
nach aufgetrennt werden kdnnen. Wahrend der Elektrophorese misst ein Detektor die
verschiedenen Fluoreszenzsignale. Diese werden von einem Computer ausgewertet
und als vollstdndige Sequenz wiedergegeben.

Im Rahmen vorliegender Arbeit wurde die im Folgenden beschriebene nichtradioaktive
»1aqg-Dye-Terminator-Sequenzierung® durchgefihrt. Die PCR-Fragmente, welche
sequenziert werden sollen, werden in Form von Agarosebléckchen aus dem Gel
herausgeschnitten. Die DNA wird durch Abzentrifugieren bei 13000 U/min durch einen
Filter eluiert. Der Sequenzieransatz wurde aus folgenden Chemikalien

zusammengesetzt:

11 ul PCR-Amplifikat
1 ul Primer (5 pmol)
8 ul Tag Dye Terminator

Die Sequenzierungsreaktion erfolgt unter folgenden Bedingungen:

30 sek 95°C Vordenaturierung

30 sek 95°C Denaturierung
15 sek 50°C Annealing } 25 Zyklen

4 min 60°C Elongation

Nach Abschluss der Sequenzierreaktion wird die DNA mit 2 pl 3M Natriumacetat und
45 ul Ethanoly,s versetzt. Als Fallungshilfe kann auBerdem 0,5 — 1 ml Glykogen
dazugegeben werden. Das Ganze wird Uber Nacht bei —20°C inkubiert und
anschlieBend 15 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wird in ca. 250 pl
70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach AbgieBen des
Uberstandes bei 36°C getrocknet. Das Pellet wird in 4 ul Formamid-Ladepuffer
aufgenommen.

Die gelelektrophoretische Analyse der Sequenzierung erfolgt auf einem ABI-Sequencer
733 der Firma Applied Biosystems, im Zentrum flr medizinische Grundlagenforschung
(ZMG) der Medizinischen Fakultat Halle.



Material und Methoden 24

2.2.8 Analyse von Einzelstrangkonformationspolymorphismen (single-stranded

conformation polymorphism, SSCP) (nach Orita et al., 1989)

Die SSCP gestattet die Untersuchung mutierter oder polymorpher DNA-Abschnitte,
ohne genaue Kenntnis der zugrundeliegenden Veranderung. Die Zielsequenz, meist im
kodierenden Bereich der Gene, wird mittels PCR amplifiziert, wobei die Primer Cy5-
markiert sein missen. Die PCR-Produkte werden dann verdinnt und denaturiert auf
einem nativen, nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die beiden
Einzelstrange der PCR-Produkte wandern separat durch das Gel, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit von der rdumlichen Konformation der Moleklle abh&ngt.
Diese wiederum hangt von der Art und Weise, wie die Einzelstrang-DNA mit sich selbst
eine partielle Basenpaarung eingeht, und damit letztlich von der Basensequenz, ab.
Unterscheidet sich die Basensequenz einer Probe von der des Wildtyps, so ergeben
sich Verschiebungen von Banden (band-shifts), weil der mutierte Einzelstrang eine
andere Wanderungsgeschwindigkeit besitzt, als der Wildtyp-Einzelstrang.

Das zur Durchfuhrung der SSCP benétigte Gel wurde wie folgt hergestellt. 7,5 ml eines
2xMDE-Gels werden mit 3,6 ml 5xTBE und 18,9 ml H,O in einen Entgasungskolben
geflllt, gemischt und anschlieBend 5 Minuten lang entgast. Daraufhin wird der Inhalt
mit 12 ul TEMED und 120 pl APS (10%) versetzt, gemischt und zlgig in die
vorbereitete Glaskammer gegossen. Die Polymerisationszeit betragt etwa 2 Stunden.
Nachfolgend werden die Durchflihrung und die Auswertung einer SSCP beschrieben.
Es werden 0,5 pl des PCR-Produktes zusammen mit 20 pl Ladepuffer in ein
Eppendorfgefa geflllt. AnschlieBend wird die Lésung 3 Minuten lang auf 90°C erhitzt
und schnell auf Eis abgekihlt um eine Renaturierung zu vermeiden. Nun werden
jeweils 2 ul der Proben auf jeweils zwei Gele aufgetragen, von denen eines bei 10°C,
das andere bei 18°C lauft. Die Elektrophorese wird bei einer Spannung von 1500 V
und einer Leistung von 15 Watt durchgefihrt. Als Laufpuffer wird 0,6x TBE-Puffer
verwendet. Die Laufzeit betragt, je nach GréBe der Fragmente, zwischen 2 und 6
Stunden.

Die Aufzeichnung und Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit Hilfe des
Computerprogramms Allelink (Pharmacia).
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3. Ergebnisse

3.1 Komplettierung der DNA-Sequenzen sowie Darstellung der

genomischen Struktur des humanen Lunatic-Fringe-Gens

Zu Beginn dieser Arbeit war das humane Lunatic-Fringe-Gen nicht charakterisiert. Es
war eine 1067 bp umfassende cDNA-Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer AF193612,
vgl. Abb.4) dieses Gens verflgbar. Diese cDNA-Sequenz endete in 3’-Richtung mit
dem Translations-Stopcodon TAG; das Translations-Startcodon war jedoch in dieser
Sequenz nicht enthalten. Somit bestand das Ziel, die cDNA-Sequenz des humanen
Lunatic-Fringe-Gens zu komplettieren, sowie die Sequenz der gesamtgenomischen
DNA dieses Gens zu ermitteln. Neben der partiellen cDNA-Sequenz des humanen
Lunatic-Fringe-Gens war die komplette cDNA-Sequenz des murinen [unatic-fringe-
Gens verfugbar (Genbank-Zugriftsnummer U94351); auBerdem war die genomische
Struktur des murinen lunatic-fringe-Gens beschrieben (Moran et al., 1999).

3.1.1 Komplettierung von DNA-Sequenzen des Lunatic-Fringe-Gens mittels in

silico Analyse

Die partielle Lunatic-Fringe-cDNA AF193612 wurde mittels BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool for Nucleotids unter http://www.blast.genome.ad.jp) mit
Nukleotidsequenzen verschiedener Datenbanken verglichen (EMBL, Swissprot,
GeneBank). Durch diesen Vergleich wurde eine 167.469 bp umfassende Sequenz
gesamtgenomischer DNA (Genbank-Zugriffsnummer AC012351; vgl. Abb.4) gefunden.
Diese setzte sich aus funf zuféllig angeordneten Kontigs des homo sapiens BAC-Klons
MS2312103 zusammen, wobei sich die ¢cDNA AF193612 vollstadndig im 5°-Bereich
eines dieser Kontigs befand (vgl. Abb.4). Bei der in Abb.4 dargestellten Reihenfolge
der Kontigs handelt es sich um eine willkiirliche Anordnung der Teilsequenzen durch
den Herausgeber dieser Sequenz (unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov am 28.10.1999).
Die gesamtgenomische DNA-Sequenz AF012351 entsprach exakt der cDNA-Sequenz
AF193612 und enthielt somit keine neuen Informationen Uber bisher unbekannte
Sequenzen im kodierenden Bereich des Lunatic-Fringe-Gens. Sowohl die cDNA-
Sequenz als auch die gesamtgenomische Sequenz brachen an identischer Stelle in 5°-
Richtung ab (vgl. Abb.4¥).
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Gens (LFNG) und deren Zuordnung zu genomischen Sequenzen nach in silico Analyse. Es konnte anhand

Der partiellen cDNA-Sequenz des humanen Lunatic- Fringe- Gens (Genbank-Zugriffsnummer AF193612) mittels BLASTN die humane genomische
Sequenz ( Genbank Zugriffsnummer AC012351) gefunden werden. AC012351 setzt sich aus finf zuféllig angeordneten Kontigs des Homo sapiens

BAC-Klons MS2312103 zusammen. Eines dieser Kontigs enthalt die komplette cDNA-Sequenz AF193612. -//- steht fi r eine bekannte Sequenz, die

aufgrund ihrer GrdBe nicht maBstabgetreu abgebildet werden konnte.
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Um weitere Informationen Uber den unbekannten 5°-Bereich des Lunatic-Fringe-Gens
zu erhalten, wurde mittels BLAST ein Vergleich der kompletten cDNA-Sequenz des
murinen lunatic-fringe-Gens (Genbank-Zugriftsnummer U94351) mit der partiellen
humanen cDNA-Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer AF193612) durchgefihrt. Das
Ergebnis zeigte eine sehr groBe Homologie (87%) zwischen den beiden Sequenzen;
die GrdéBen der murinen Exons 2 bis 8 stimmten mit den korrespondierenden
Sequenzen der humanen cDNA zu 100% Uberein (vgl. Abb.5). Im 5°-Bereich enthielt
die murine Sequenz 306 bp, welche in der Sequenz der humanen cDNA AF193612

nicht vorhanden waren (vgl. Abb.5).

bp
U94351 5° 2 3° Maus

cDNA

AF193612 5" | 123 49/ 100| 154 |86| 166 |86/64 3° Mensch

part cDNA
bp

Abb.5. Die komplette murine lunatic-fringe-cDNA (U94351) im Vergleich zur humanen
partiellen Lunatic-Fringe-cDNA (AF193612).

Aufgrund der Vermutung, dass sich der gesuchte 5°-Bereich des humanen Lunatic-
Fringe-Gens auf einem der anderen Kontigs der gesamtgenomischen Sequenz
AC012351 befindet, wurde ein BLAST der kompletten murinen lunatic-fringe-cDNA
(U94351) mit der aus funf ungeordneten Kontigs bestehenden humanen
gesamtgenomischen Sequenz AC012351 durchgeflihrt. Hierbei fiel eine sehr groBe
Homologie des 5°-Endes der murinen cDNA mit dem 3"-Bereich eines der Kontigs aus
AC012351 auf (vgl. Abb.6). Das fuhrte zu der Annahme, dass das gesuchte 5™-Ende

des humanen Lunatic-Fringe-Genes in diesem Bereich liegt.
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Abb.6. Homologie zwischen AC012351 (Mensch) und U94351 (Maus) im Bereich von Exon 1 des
murinen lunatic-fringe-Gens. Ein BLASTN der kompletten murinen lunatic-fringe-cDNA mit der
das humane Lunatic-Fringe-Gen enthaltenden Sequenz AC012351 ergab eine sehr groBe
Homologie zwischen dem 5°- Bereich von U94351 und dem 3’-Bereich eines der Kontigs aus
AC012351.

Zusétzlich zeigte die in silico Erstellung von Restriktionskarten der finf Kontigs aus
AC012351 mit Hilfe eines Programms der Seite http:/genius.embnet.dkfz-
heidelberg.de, dass die einzige Region, in der sogenannte rare cutter deutlich haufiger
schneiden, ebenfalls der 3’-Bereich dieses oben genannten Kontigs ist (vgl. Abb.7).
Rare cutter, wie zum Beispiel Notl, BssHIl, Nael, Mlul und Nrul, sind selten
schneidende Restriktionsenzyme, deren Erkennungsstellen oft innerhalb von CpG-
Inseln liegen (Bird, 1987). Solche CpG-Inseln bestehen aus einer Folge von Cytidin-
Guanidin-Nukleotiden und sind verhaltnismaBig oft in den 5°-Bereichen von Genen

lokalisiert, sodass eine Anhaufung von CpG-Inseln auf den 5°-Bereich von einem Gen
hinweist.

AC012351 &' | I ] [ [ [/ — —

Mensch 1 [ | [ It ‘
I |
11 6993 | 7011 21318 | | 21336 38681 | 38699 61936 | 61954 167469 | bp

. Bereich in dem .
rare cutter
gehauft schneiden
Abb.7. Gehauftes Schneiden von rare cuttern in AC012351 nach in silico Analyse
Aus der Beobachtung, dass im 3"-Bereich eines der Kontigs der humanen

gesamtgenomischen Sequenz AC012351 eine sehr groBe Homologie mit dem 5'-
Bereich der murinen lunatic-fringe-cDNA besteht, und sich in der selben Region ein
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Cluster von CpG-Inseln befindet, lieB sich ableiten, dass dieser Bereich der 5 -Region
des Lunatic-Fringe-Gens entsprechen sollte.

Somit wurde die Anordnung der Kontigs aus der humanen gesamtgenomischen
Sequenz AC012351 verandert (vgl. Abb.8).

Teilsequenz aus
AC012351 & nnn B 3 Vensch
1

neu angeordnet

38699 6193 21336 38681 bp

U94351 5'W 3" Maus

bp

Abb.8. Anordnung der Kontigs aus AC012351, welche Anteile des Lunatic-Fringe-Gens enthalten, von
5’nach 3. ,nnn“ steht fiir eine unbekannte Sequenz.Im Vergleich dazu die Darstellung der
murinen cDNA U94351.

Durch daran anschlieBende Laboruntersuchungen sollte der in Abb.8 mit nnn
bezeichnete Abschnitt unbekannter Sequenz amplifiziert und sequenziert werden
(siehe 3.1.2).

3.1.2 Komplettierung von cDNA-Sequenzen des Lunatic-Fringe-Gens mittels

BAC-Bank-Screening

Der bisher unbekannte Bereich (vgl. Abb.8) der kodierenden Sequenz innerhalb des
Lunatic-Fringe-Gens sollte amplifiziert und sequenziert werden. Die Primer wurden so
gewahlt, dass sie komplementar zu den den unbekannten Bereich flankierenden
Sequenzen binden. Die Amplifikation lieB sich, vermutlich auf Grund des hohen CG-
Gehalts dieser Region, nicht mit der vollstdndigen genomischen DNA als Matritze
durchfuhren, sodass ein BAC-Bank-Screening durchgefihrt wurde. Spater sollte die
Amplifikation des unbekannten Bereiches mit einem BAC-DNA-Template durchgefihrt
werden.

Die verwendete BAC-Bank, RPCI-11 Human Male BAC, wurde vom ,Resource Center
of the German Human Genome Project* bezogen. Als Primerpaar flr das Screening
wurden lunin2ex3-f,-r (vgl. Tab.3) generiert. Lunin2-ex3-f liegt in Intron 2, lunin2ex3-r in
Exon 3 des humanen Lunatic-Fringe-Gens (vgl. Abb.11). Das PCR-Produkt umfasst
245 bp.
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Tab.3. Primer des BAC-Bank-Screenings.

5 -Position des Primers in

Name des Primers Abb.17 Primer-Sequenz
lunin2ex3-f 5267 gaa aaagctgcctgaatgg
lunin2ex3-r 5513 ttt gtg atg acc acg ttg ¢

Es wurde das PCR-Programm 1 (vgl. 2.2.6) verwendet. Die Annealingtemperatur
betrug 61°C.

Nach dem Primar- und Sekundarpool-Screening wurde der Klon RPCIB753016811Q2
als Lunatic-Fringe-Gen-positiv identifiziert. Nach Isolierung der BAC-DNA wurde mit
der BAC-DNA als Template versucht, den unbekannten Bereich zu amplifizieren. Das
verwendete Primerpaar wird in Tab.4 dargestellt. Zur Optimierung der PCR-
Bedingungen wurde eine Temperaturgradienten-PCR durchgefihrt. Es wurde eine
optimale Annealing-Temperatur von 60°C ermittelt. Es wurde PCR-Programm 1 (vgl.

2.2.6) verwendet.

Tab.4. Primer zur Amplifikation der unbekannten Sequenz im Lunatic-Fringe-Gen.

5 -Position des Primers in

Name des Primers Abb.12 Primer-Sequenz
nx2-r 9 ggc ggg gag gtt taa gag
Xn-r 380 tga gca ggc tga agt act cg

Es kam zur Amplifikation einer ca. 150 bp umfassenden Bande (vgl. Abb.9); diese
wurde ausgeschnitten und sequenziert. Ein Vergleich des Sequenzierergebnisses mit
der gesamtgenomischen Sequenz AC012351 zeigte, dass die Primer in der
gewtlinschte Region gebunden haben. Das Amplifikat enthielt zwischen den bekannten
Sequenzen des 5°- und des 3’-Bereichs 17 bisher nicht bekannte bp. Somit konnte die
bekannte Lunatic-Fringe-Gen-Sequenz um folgende 17 bp erganzt werden.
5- cgcetggteeg cgacgtg - 37
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Marker 8
PCR-Produkt von nx2-r/xn-r
PCR-Produkt von nx2-r/xn-r

692 bp

501 bp
449 bp
404 bp
331 bp

242 bp
190 bp

147 bp ca. 150 bp Fragment

Abb.9. Ergebnis der Amplifikation der unbekannten Sequenz innerhalb des humanen
Lunatic-Fringe-Gens.

Ein Vergleich des Sequenzierergebnisses mit der entsprechenden /unatic-fringe-Gen

Sequenz der Maus, mit der sehr groBe Homologie besteht, ergab einen

Sequenzabschnitt von 130 bp, der in den Sequenzierergebnissen der menschlichen
Sequenz nicht vertreten war (vgl. Abb.10). Dieser Sequenzabschnitt befindet sich, wie

sich spater herausstellte, innerhalb von Exon 1.

atgctcaagc

FEEEEE 1
atgctccagc
nnnnnnnnnn
cccgccaccg
nnnnnnnnnn
cttcagggtc
acccgcgcgce
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Abb.10. Vergleich der bekannten Sequenz von Exon1 des lunatic-fringe-Gens der Maus (kursiv) mit dem Ergebnis

Der Sequenzierung des entsprechenden Bereichs beim Menschen (fett gedruckt). Die rot gedruckten

Sequenzen stellen im Voraus bekannte Sequenzen des humanen Lunatic-Fringe-Gens dar, die blau

gedruckte Sequenz zeigt den im Rahmen der Arbeit neu sequenzierten Bereich. Der mit ,nnn“ bezeichnete

Bereich kennzeichnet eine bis dahin unbekannte Sequenz. Die Homologie zwischen dem humanen und dem

murinen Lunatic-Fringe-Gen wird durch | | | verdeutlicht.
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Im weiteren Verlauf wurde die Sequenz des unbekannten Bereichs des Lunatic-Fringe-
Gens im Internet verdéffentlicht. Sie zeigte sich in ihrer Gr6Be und Sequenz als sehr
homolog zur murinen DNA. Somit war die gesamte Sequenz des Lunatic-Fringe-Gens
bekannt (vgl. Abb.11).

3.1.3 Darstellung der vorhergesagten genomischen Struktur des Lunatic-Fringe-

Gens

Das Translations-Startkodon ATG des Lunatic-Fringe-Gens wurde mittels in silico
Analyse durch einen Vergleich mit der sehr homologen murinen DNA und der
Translation der Lunatic-Fringe-cDNA-Sequenzen in  Proteinsequenzen unter
Berlcksichtigung des Open-Reading-Frames bestimmt (vgl. Abb.12). Durch einen
anschlieBenden in silico Vergleich der partiellen humanen Lunatic-Fringe-cDNA
(Genbank-Zugriffsnummer AF193612) mit der gesamtgenomischen DNA (Genbank-
Zugriffsnummer AC012351), konnten die Exons 1 bis 8 ermittelt werden (vgl.
Abb.11,13).

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit lieB sich das Lunatic-Fringe-Gen folgendermafen
charakterisieren. Es besteht aus 8 Exons sowie 7 Introns. Die Exons umfassen
zwischen 49 bp und 432 bp, die Introns zwischen 95 bp und 4401 bp (vgl. Abb.11,13).
Die GesamtgroBe des Gens ab Beginn des Translations-Startcodons bis zum

Translations-Stopcodon betragt 7348 bp. Das Protein umfasst 379 Aminosauren (vgl.

Abb.12), die Gesamtsequenz wird in Abb.11 dargestellt.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161

gggaccgggg
cgccggagcg
cggccgccac
CGCGCTGCTC
CGAGCGCGGC
CGGGCTGGGG
CGAGTACTTC
ccceceeececce
CTTCATCGCT
GACCTGGATC
gcggggcggyg
catccccatc
gtttgcctgce
cctgtccagc
ggttggtgcec
cttgagccct
tgacgcagct
ggggtgggga
CACTGACGGG
gagggggccc
gggccgagag
tgcccecgecce

cggggaggtt
acgggcttcg
cccaccATGC
GCCTGCCTGC
CGGCGCGCGC
GCGGCGGCGG
AGCCTGCTCA
GCCGACGGCC
GTCAAGACCA
TCGCGCCACA
gacccaccat
cagccactag
tggggccact
tccagagtcc
ctgtgatact
tctcagcacg
gcagctgcag
tgaagggctg
GAAGATGAGG
aggcctccat
gtcaccaagg
caccactcgg

taagagcgcg
ggtcggtgca
TCAAGCGCTG
TGGTGCTCAC
TGCGCAGCCT
CGGCGCCCGG
CCCGCGCGCG
ACCCGCGecec
CCAAAAAGTT
AGGAGATGgt
ctggtccagc
ggccatctgt
ctccecgttac
tggatggctg
tctcacccecg
agtggggaaa
caactccagg
cctgctgaag
CCCTGGCCAG
ccagagccga
gcaggacagg
gccccccaat

ggacactggt
aggcaggcge
CGGCCGGCGC
CGCCGACCCG
GGCGGGCCcCC
GGCGCTGGTC
CAGAGATGCG
CCTGGCCGAG
CCACCGCGCG
gagccccceccg
tggtggcagt
gggcgacgcc
agttgtgtta
caggacccta
taaacattgg
ccaaggcccg
gcgccceccgte
gccgattttce
GCACACGGgt
acgctccccc
gagggcagtt
tctcatgcaa

gctgcgctgce
acggggaagg
CTGCTGCTGG
CCGCCGCCTC
GCGGGGGCTG
CGCGACGTGC
GGCCCGCCGC
CCGCTCGCGC
CGCCTCGACC
cggcctggac
gtcccatggg
agtgcacccc
ctgtccccgg
caccagtctc
agcgcattca
gagaagggtg
cggcccccac
tccttccagA
gagccctgga
tccagtctcc
tactcatggg
atgaagccca

tggactgcgc
gcgcgcegeg
CGCTGGCGGG
CACTGCCCGC
CCCCGGCGCC
ACAGTCTGTC
CCGGGGCTGC
CCCGAGACGT
TGCTGCTGGA
tggcgggcga
agtcaggctg
ggtgcaccca
ggcccecgcect
cagtgcttgg
tagggcat//
ggtgtcagtg
agatggccct
CGTTCATCTT
cttggggcgg
ctgcccecctcet
gtttgctcca
ttcagccccce
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5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621

cgggtccctt
aatgggcggg
agccccgagce
ttctcgagcce
cagacctact
CCGCCCACAG
AGTCCGGCAG
gcgcccgcce
CGTGGACGAT
GCACACGCGG
GCGGGTCAGC
gagcgcacac
accttctccc
CTGCATCAGC
aggttaggcc
cccagccatg
acttccctct
gctcagagca
gcacccagat
tggctgtgge
ccctgaggag
cgcctctgcet
GCTGAGCGGA
GGTGTGCCCC
CCCACCTCGG

gcacaggaag

cagggaggcc
aagctgttta

gtgcgtattt
ttattcctgg
cgttgcctca
tccecggcecatce
AAGCGGAACG
ggaaaccccg
gagctgcagc
tgcttgctcg
ctgccaccca
ACCTGTACCC
gacccaatcc
ggcctcggca
gtgtgtgtac

tgagcccagg
ggcggggccg

tagggtgggg
cctgggccct

cacagccgct
CCGCCAGGCG
GAAgtgagtg
cggcatgccc
GACAACTACG
GACGTCTACG
GAGAACAAGG
ccggagtggg
ttctcccagC
CGTGGGCTGG
agcccggtcece
gggtgtcccc
gggtttcaga
gccagggggg
tcccteccaca
caggggaggce
tgcagcgcect
cactggtctg
TCCGGCTGCC
TCATCCGCAG
AGCTCCACGA
ggacgtgtgg
aggcagcact
tggcgggttyg
tgtccacgcet
ggtgtgcagg
ctcagggctg
actccgcccg
CCGTCCACGT
gcccagatgg
agggtctctc
gggtggggcec
cgcagaccag
GGACACACCC
ctgggcgccc
ttcgaggctc
tgcatgccca

cagcggcaac
ccctggaagg
gaggctacgg
gtggcgtccc
cccctgtceca
CTGTCCTGCA
tggccccggg
tccecececgatg
TCAACCTGCG
TCGGCAAGCC
TGgtgagtgc
ggtgggaccg
GTCCTGTCCA
CTCTGAAGAT
caggctcctc
agcctcctgt
gggcagctgt
cgatgagcac
gagagccacg
agagggagct
ttgcctggtg
ggcccttceccce
TGATGACTGC
CGGCCTCTTC
GCAGgtgcac
ctgccgagag
ccactgtcag
ttttcctgcece
ggcaatgcag
gcaggtgtcc
tgtggccagce
ctccccacag
GAAGGGGCCC
gcttgcgtag
taagcggcat
gccagtgttg
cccctgetcet
TGGTGTCCCC
ctggtatcca
ccctagggcece
cccgggtagce

aggtggcggg
ggctgggctg
ccgccgggec

ccaggccagg
cagGCAACGT

AGATGGCCGT
ggacccccat
gccctgcectt
GGCCCTGCTG
CAGCCTGGAC
ctgcccecctcece
tgaggggcag
CTTCTGGTTT
GAGCCCGTGG
gccactgtgg
gtggcactgc
gtttacggcg
cccaggcacc
gagcacagga
gcagcccaga
gggcctcccce
tcccgcagCG
ACCATCGGCT
CACTCCCACC
catcctccgg
gggcgcagtg
ccaggggggyg
gtctcttctce
ccagccccag
ttccaggtcc
ctggggcggg
GTGACGCTGA
TTCTCGGTGG
ggtggcctag
gactctacat
tgggactgca
gttcccacag
GCACTGCCAT
aagggcccag
gtgcctgtgce
aggctgctgg

tgctgggaaa
cgggagggtc
cagcttgaac
cccctcectetg
GGTCATCACA
GGAGTATGAC
ctccctgcecce
gtcctcagGT
CGGCTGCTGG
AGGCCCATCC
cagtccccca
cagcgcctgg
GCCACGGGCG
GCCAGgtgag
ggcctggcett
ccacttactt
gctgccccecca
atccggcagg
gctgtgcagg
gctctcctca
agctcccagc
GGGGTCACTT
ACATCGTGGA
TGGAGAACCT
gccccgcecag
gggtggggca
tcactcctgce
ttcactgtga
ctggtcccca
aagggaggcc
gcccagggat
GCTACGGTAT
AGGCCGACCC
gggcgtcagg
agaggtgtcc
aatgggagct
GTTCCGCTCC
CTTCtagtgg
ggaccctgtt
gtgtgcgtgt
gcagttctgc

aagctgcctg
cacaggccca
tagggggctt
ggagccggcet
AACTGCTCGG
CGCTTCATCG
gagcctggca
GGTTCTGCCA
CCAGCTACCC
AGGCCATGGA
cgcccacgcg
gtctcaggac
GCGCTGGCTT
tgccctgcac
agttcatctt
cctatattcc
agcctgacct
actcttccct
gagtgtgccc
gggctcctct
agatggctcc
CATGAATACG
GGCCCTGCTG
GCAGCAGGTG
gactccgaga
ctgttctaaa
catgagctca
tgcgcctact
gtttgggacc
agggcagggce
gtcgggcccc
GTTTGAAAAC
ATCCAGgtaa
gggcctcegtg
cccggagtcece
cagcacctgc
ATCCACTGCC
ccatggctga
gcgctgccct
gcgtgtgtgt
tctgtggagg

Abb.11. Lunatic-Fringe-Gen. Die groBgeschriebenen Bereiche stellen Exons dar, die kleingeschriebenen

Introns.

Exon 1

beginnt mit dem Translations-Startcodon ATG, Exon 8 endet mit dem

Translations-Stopcodon TAG; / steht fir eine bekannte Sequenz innerhalb von Intron 1, die auf
Grund ihrer GréBe nicht abgebildet wird.

MLKRCGRRLLLALAGALLACLLVLTADPPPPPLPAERGRRALRSLAGPAGAAPAPGLGAAAAAPGALVRD
VHSLSEYFSLLTRARRDAGPPPGAAPRPADGHPRPLAEPLAPRDVF IAVKTTKKFHRARLDLLLETWISR
HKEMTFIFTDGEDEALARHTGNVVITNCSAAHSROALSCKMAVEYDRFIESGRKWECHVDDDNYVNLRAL
LRLLASYPHTRDVYVGKPSLDRP IQAMERVSENKVRPVHFWEFATGGAGEFCISRGLALKMSPWASGGHEMN
TAERIRLPDDCTIGYIVEALLGVPLIRSGLFHSHLENLQQVPTSELHEQVTLSYGMFENKRNAVHVKGPE
SVEADPSRFRSTHCHLYPDTPWCPRTATIEF

Abb.12. Lunatic-Fringe-Proteinsequenz nach in silico Translation.
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Abb.13. Exon-Intron-Struktur des Lunatic-Fringe-Gens (GrdBe der Introns nicht maBstabsgetreu).

3.2 Komplettierung der DNA-Sequenzen sowie Darstellung der

genomischen Struktur des humanen Radical-Fringe-Gens

Zu Beginn dieser Arbeit waren folgende Teilequenzen des humanen Radical-Fringe-
Gens verfligbar (vgl. Abb.14). Eine c¢DNA-Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer
U94353) ab einschlieBlich Exon 4, sowie die gesamtgenomische Sequenz (Genbank-
Zugriffsnummer AF108139) bis einschlieBlich Exon 4. AuBerdem waren samtliche
Exon-Intron-Ubergénge beschrieben und die Tatsache bekannt, dass das Gen aus
acht Exons besteht (Moran et al., 1999). Somit fehlten die Sequenzen der Introns 4 bis
7, uUber die weder in der Literatur, noch in den verschiedenen Datenbanken

Sequenzinformationen zu erhalten waren.
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Abb.14 . Sequenzen des humanen Radical-Fringe-Gens, die zu Beginn der Arbeit zur Verfligung

standen.



Ergebnisse 35

3.2.1 Komplettierung von DNA-Sequenzen des Radical-Fringe-Gens mittels

Amplifikation und Sequenzierung der Introns 4 bis 7

Um die unbekannten Sequenzen der Introns 4 bis 7 darzustellen wurden unter
http.//www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer entsprechende Primer  (vgl. Tab.5)
generiert. Ausgehend von den flankierenden Exons sollten die Introns mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend sequenziert werden.

Die PCR-Bedingungen wurden optimiert (vgl. Tab.6). Die Amplifikate wurden aus dem
Agarosegel ausgeschnitten eluiert und sequenziert. In den Abbildungen 15 bis 18
werden die Sequenzierergebnisse dargestellt.

Tab.5. Primer zur Amplifikation der Introns 4 bis 7 des Radical-Fringe-Gens.

Intron Name des Primers 5"-Position der Primer in der forward-Primer-Sequenz

cDNA-Sequenz U94353 reverse-Primer-Sequenz

4 radex4-ex5-f 53 acctgctctccagcttctce
radex4-ex5-r 219 cat ggg ctc atc ttg agg

5 radex5-ex6-f 166 aag ttc tgg ttt gct act gg
radex5-ex6-r 286 gcc aac tgt gca gtc atc

6 radex6-ex7-f 347 ccc tet tee act cte acc tg
radex6-ex7-r 440 acg ttc acc acg ttc tgt g

7 radex7-ex8-f 400 ctc cag cag gtt acc ttg ag
radex7-ex8-r 564 tgg tgt cac cga gag gtc

Tab.6. PCR-Bedingungen der Amplifikationen der Introns 4 bis 7 des humanen Radical-Fringe-Gens; die
PCR-Programme werden unter 2.2.4.2 dargestellt.

Intron Annealing-Temperatur PCR-Programm

60°C
60°C
58°C
60°C

No OB~
—_ N
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1
61
121
181
241
301
361

gtgagtgtcg
acagcagagg
ccacccaggt
ggcagagagg
gcagaagccc
aggggcagct
gtcctgggca

gagcagacgc
gcgtggaaag
ggtttgcatg
gggtgtctgg
ccggcectcecttce
taagaaagat
gctctgacca

catcggagca
ctggcttgag
tggtgtttca
gccaggtggg
ttgctccaag

gcctggggag
acaccccatc

gacgccttcc
aagggcatag
ggagcaggcc
gagggtctgg
aagcttctgt
tcccatgaag
ctcag

ttgacaccag
ggttgggggc
aggaggccct
aggctacggg
tacctgggtg

agtcaggggt

Abb.15. Sequenz von Intron 4 des Radical-Fringe-Gens. Intron 4 besteht aus 395 bp.

1
61

gtgagtgggg
ccggcectcecce

gtccagctgc ccgggctggg aggcggaggc tgagacctga

cccag

Abb.16. Sequenz von Intron 5 des Radical-Fringe-Gens. Intron 5 besteht aus 75 bp.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

gtacaggcgc
ggggccccac
tgggggtgga

ggggtatggt
ccccacgcca

catcacgtgg
tattccgtcc
cctttccaag
cagggcttcc
cacacccttc

cactctgggt
tgcccecggece
ccctggacag
gtctggggca
gctgggcagt
agcagggagg
cccaggctgt
cctggcctcce

tggccggggg
cctcccag

gcctctgcca
cgatgcccgg
gcceccttgge
gaggaacgag
gggtgtggtg
gaatgagggt
gcatgaggtg
cagagggcct
caggcgtggc

cctgggcttt
ctgagcaggc
ctgttggaca
gggagaagca
tgtatggtga
cagcttcgcc
tcccectact

ggggagaggg
ccgagaccag

gccccgcecect
aggtgggatt
cagggtcctc
cagttctcgg
tggtgagtcg
ctggagtttt
cagctcgcca

ggtgggcaag
accaggccac

cccgggaggce
ccaagctgat

caccgtactg
tcaatggcct
ggatctccta
gagaagccct

aaggtgctga

gactccccca
tgcatgtggc
acgtacagat
gccagtgagg
gaacaggtcc
cagatcacaa
tgtggcaatg
ggggctctag
acactctgcc

Abb.17. Sequenz von Intron 6 des Radical-Fringe-Gens. Die Sequenz besteht aus 558 bp.

1
61
121
181

gtgaagtagg
ctctacacac
ccctgtaccce
ctctctcecge

tagtggcatg
ggccctgacc
acggccctga
ccacggccct

ggcaggccct
cccgcetgcetce
ccccaggttce
gacccctact

cggccccgcea
cctccaccca
tccecgecgece
tcttcecttcece

ggggctctgg
cggccctgac
cacggccctg
ccag

Abb.18. Sequenz von Intron 7 des Radical-Fringe-Gens. Intron 7 besteht aus 224 bp.

catcagctcc
cccggcettcet
gccccecegcett

Die in den Abbildungen 15 bis 18 dargestellien Sequenzen wurden unter folgenden

Genbank-Zugriffs-Nummern ins Netz (http://www.ebi.ac.uk/embl/) gestellt.

Intron 4 > AJ297567
Intron 5 > AJ297544

Intron 6 > AJ297545
Intron 7 > AJ297546
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3.2.2 Darstellung der genomischen Struktur des Radical-Fringe-Gens

Anhand von in silico Analysen, den Sequenzierergebnissen die im Rahmen dieser
Arbeit gewonnen wurden, sowie der Beschreibung der Exon-Intron-Struktur (Moran et
al., 1999) des Radical-Fringe-Gens, lieB sich die gesamtgenomische Sequenz des
Radical-Fringe-Gens komplettieren (vgl. Abb.19). Das Radical-Fringe-Gen besteht aus
8 Exons sowie 7 Introns. Die Exons umfassen zwischen 49 bp und 267 bp, die Introns
zwischen 75 bp und 558 bp. Die GesamtgroBe ab Beginn des Translations-
Startcodons bis zum Translations-Stopcodon betragt 3033 bp (vgl. Abb.19, 20). Das

Protein umfasst 332 Aminosauren.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

gggggtcccg
CTGGCCGCGG

CCGGCCCGGA
CTGCGGCCTG
CTGCGGCTGC
accccgacgg
gcccccggag
tcatagattg
GCTCCAGGGC
ttctcgctcce
gagcccgggyg
gccaagctct
ccacgtcccc
ctgcctcegt
gtggcaccag
ccaggcatgt
ttaccccaac
CCGTGTCATC
GTCCGTGGAG
cgcagagagc
tgcccaggac
ACGCAAGGAG
GGCGGCCCAG
tgagtgtcgg
cagcagaggg
cacccaggtg

gcagagaggg

gcggccgcAT
CCCTGGCCGC
ccceceeacececece
ACGACGTCTT
TGCTGCGCAC
cgagccccac
gctccgcgcg
tttctccccee
Ggtgagtgtc
gaagccacgg
aggccccgac
gtccccacca
tgaagaagcg
cctgtttcca
cagggtcagc
cagacagcca
cccagtgcca
AACACCAACT
TATGACAAGT
tcagagccaa
tccectegece
CCTCCTGCAC
CCTGGACCAC
agcagacgcc
cgtggaaagc
gtttgcatgt

ggtgtctggg

GAGCCGCGCG
GCTGCTGTTA
GGCCCCGCGC
CATCGCCGTC
CTGGATCTCC
gcccacccgce
gggcgggtcg
agACGTTTAT
ccccecgcectcecce
cccctteget
gctgccaggt
gcctctcaca
ccagcaggga
ctcaagagat
gcgtgagggce
cgttgtgccc
gcctctacgt
GCTCGGCGGT
TCATTGAGTC
gctgggtggg
cacagGTGGT
CTGCTCTCCA
CCCATTGAGG
atcggagcag
tggcttgaga
ggtgtttcag

ccaggtgggg

CGTGGGGCGC
CTGCCGCTGC
GCGCCCCCGT
AAGACCACCC
CGGGCCCGeCe
cccgcectcecce
gtctccggcec
CTTCACCGAC
cggcgcccgc
gctgtgggtg
cacgcggtct
ctagccgcett
atccgccecctt
cccaaccgat
tagggctgtg
tggcccttgg
gcgtgcecttcecce
GCGCACTCGT
CGGGCGCAAg
ggcctcecctgt
TTTGCCACGT
GCTTCTCACC
CCACCGAGAG
acgccttcect
agggcatagg
gagcaggcca
agggtctgga

TGTGCCGGGC
CGCTGCCCCG
CCCGGCCCGC
GGAAGAACCA
AGCAGgtgcg
ggggtctagg
tgggcagcgce
GGGGACGACC
gggatctgcc
cctttctctg
gcggagggcc
cccggggcegt
ccaggccagg
ggccgcectgce
gttggaccca
gggcaggtgg
cgtctctgat
CAGGCCCTCT
tacgcggcgce
ccagccatgc
GGATGATGAC
CAGCCAGGAC
GGTCCAGGGT
tgacaccagc
gttgggggcc
ggaggccctce

ggctacgggt

CTGCCTCGCG
CGCGCCCGCC
TGCCCCCAGC
CGGGCCGCGC
ccggaccccg
cccggcccag
cccagaagcc
CTGAGCTCGA
ccccgagcect
ccaggctccc
caccctgcca
ggggctagtg
tcagggcgag
ttcagccteg
ggcaaggtgt
ggcacaggcc
tcgcagGCGA
GCTGCAAGAT
tgacccgacc
caggccctcg
AATTATGTGA
GTCTACCTGG
GGCAGAACTg
ccgggaggcea
caagctgatc
accgtactgg
caatggcctg
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1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

cagaagcccc
ggggcagctt
tcctgggcag
TACTGGTGGG
CAGgtgagtg
tgaccggcct
GGATGACTGC
CCCCCTCTTC
GCAGgtacag

cccaggggcc
tggctggggg
agatggggta

gaggccccac
gtcccatcac
acaatattcc
aatgcctttc
ctagcagggc
tgcccacacc
CGTGGTGAAC
gtggcatggg
ccctgacccce
ggccctgacc
acggccctga
CCAGACACGG
ccaccccgac

ggctcagtgg
cctctgctag

cggctcttct
aagaaagatg
ctctgaccaa
GCCGGGTTCT
ggggtccagce
ccccccagCC
ACAGTTGGCT
CACTCTCACC
gcgccactct
ccactgcccc
tggaccctgg
tggtgtctgg
gccagctggg
gtggagcagg
gtcccccagg
caagcctggce
ttcctggcecg
cttccctceccece
GTGGCTGGAG
caggccctcg
cgctgctccce
ccaggttctc
cccctacttce
ACTGGTGTCC
ccagggctgc
gctccctcag

ctgcagcccc

tgctccaaga
cctggggagt
caccccatcc
GCCTCAGCAG
tgcccgggcet
TGGGCAGCTT
ACATCGTGGA
TGGAGAACCT
gggtgcctct
ggcccgatgce
acaggcccct
ggcagaggaa
cagtgggtgt
gagggaatga
ctgtgcatga
ctcccagagg
ggggcaggcyg
agGTTACCTT
GCTTCAGCCT
gccccgcagg
tccacccacg
ccgccgecca
ttccttececce
CAGGCAGAAA
ctggctctgt
gtgccacggc

cctctcecce

agcttctgtt
cccatgaaga
tcagGTGACC
AGGCCTTGCC
gggaggcgga
CATGAGCACA
GGGGCTCCTG
GCAGAGGCTG
gccacctggg
ccggctgagce
tggcctgttg
cgaggggaga
ggtgtgtatg
gggtcagctt
ggtgtccccce
gcctggggag
tggcccgaga
GAGCCATGGG
GCATCAAGAC
ggctctggca
gccctgaccce
cggccctggce
agGTTTAAGT
CAGGGCGCCC
cccaggcgcg

cgcacagtga

acctgggtgg

gtcaggggtg
ACGGTCAAGT

CTCAAGATGA
ggctgagacc
GCTGAGCAGG
GGCGCCCGCC
CCGCCCGACA
ctttgccccg
aggcaggtgg
gacacagggt
agcacagttc
gtgatggtga
cgccctggag
tactcagctc
agggggtggg
ccagaccagg
GGTCCTGAGA
CCCACACGgt
tcagctccct
cggcttctcc
ccccecgcettet
CTATCCATTG
CGACCTCTCG

gggaaccaga
gatgcaggca

gatctcctaa
agaagccctg
TCTGGTTTGC
GCCCATGGGC
tgaaaggtgc
TGCGGCTGCC
TGCTGCACAG
CCCTGCTCCA
ccctgactcc
gatttgcatg
cctcacgtac
tcgggccagt
gtcggaacag
ttttcagatc
gccatgtggce
caagggggct
ccacacactc
ACCCACAGAA
gaagtaggta
ctacacacgg
ctgtacccac
ctctccgcecce
TCTTCTGTAC
Gtgacaccaa
gccccctatg

cctggcagac

Abb.19. Radical-Fringe-Gen. Die Sequenzen aus U94353, AF108139 und die im Rahmen vorliegender

Arbeit

sequenzierten

Introns wurden

zur

Gesamtsequenz des Radical-Fringe-Gens

zusammengefasst. Die groBgeschriebenen Abschnitte stellen Exons dar, die kleingeschrie-

benen Introns. Exon 1 beginnt mit dem Translations-Startcodon ATG, Exon 8 endet mit

dem Translations-Stopcodon TGA.
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Abb.20. Exon-Intron-Struktur des Radical-Fringe-Gens (GrdBe der Introns nicht maBstabsgetreu).

3.3 Darstellung der genomischen Struktur des Manic-Fringe-Gens

Das Manic-Fringe-Gen war zu Beginn dieser Arbeit schon vollstdndig charakterisiert
(Moran et al., 1999). Sowohl die komplette cDNA-Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer
U94352) als auch die gesamtgenomische Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer Z93096)
waren verfligbar. Das Gen besteht, wie alle Mitglieder der Fringe-Gen Familie aus 8
Exons und 7 Introns. Die Exons umfassen zwischen 49 und 255 bp, die Introns
zwischen 421 und 5153 bp. Die Gesamtsequenz besteht aus 16211 bp; das Protein
aus 321 Aminosauren (vgl. Abb.21).
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Abb.21. Exon-Intron-Struktur des Manic-Fringe-Gens (Gr6Be der Introns nicht maBstabsgetreu).
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3.4 Suche nach Mutationen innerhalb der drei humanen Fringe-Gene
(Lunatic-, Radical-, Manic-Fringe-Gen) bei 38 Probanden mit Alagille-
Syndrom

Von 38 Patienten mit dem klinischen Bild eines Alagille-Syndroms wurden mit den in
Tab.7, 10 und 13 angegebenen Primern die jeweiligen Exons der Gene Lunatic-,
Radical- und Manic-Fringe amplifiziert. AnschlieBend wurden diese mittels SSCP-
Analyse und Sequenzierung der DNAs mit auffélligen band shifts in der SSCP-Analyse
auf Sequenzveranderungen untersucht. Die Primer wurden so gewahlt, dass sie
komplementar zu den jeweilig flankierenden Introns binden um eine vollstandige
Amplifikation der Exons zu ermdglichen. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Optimierungen der PCR-Bedingungen werden in den Tab. 8, 11 und 14
dargestellt.

Auf Grund des sehr hohen CG-Gehalts gelang es trotz Optimierung der PCR-
Bedingungen fir die jeweiligen Primerpaare nicht, die jeweiligen Exons 1 des Lunatic-
sowie des Radical-Fringe-Gens zu amplifizieren. AuBerdem werden die
Sequenzierergebnisse von Exon 8 des Lunatic-Fringe-Gens nicht dargestellt, da im
Rahmen dieser Arbeit eine Region untersucht wurde, die sich spater als Ausschnitt aus
Intron 7 herausstellte.

Vor Beginn der SSCP-Analyse wurden die Bedingungen optimiert. Die
Elektrophoresegele wurden aus der Fertigmatrix MDE (Biozym) hergestellt. Optimale
Laufeigenschaften wurden bei einer Endkonzentration in den Gelen von 0,5 x MDE
erreicht. Als Laufpuffer wurde 0,6 x TBE verwendet. Da die Laufeigenschaften bei
verschiedenen Temperaturen stark variierten wurden alle Versuche sowohl bei 10°C
als auch bei 18°C durchgefuhrt. So wurden manche SSCP-,band shifts* nur bei 10°C,
andere nur bei 18°C sichtbar. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in einem Alf-
Express-Sequenzierautomaten unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Die Leistung
betrug 15 Watt.

Es wurde die DNA von 38 Patienten mit Alagille-Syndrom (AGS), bei denen keine
Mutationen im JAG7-Gen nachweisbar waren auf Mutationen in den Exons der drei
humanen Fringe-Gene (Lunatic-, Radical- und Manic-Fringe-Gen) untersucht. Ergaben
sich auffallige Banden (band shifts, vgl. Abb. 22) in der SSCP-Analyse, wurde die
jeweilige DNA-Region bei dem jeweiligen Patienten sequenziert (vgl. Abb. 23).
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Abb.22. Bandenverschiebungen im SSCP-Gel am Beispiel eines C>A Polymorphismus in DNA-Position

5909 inerhalb von Exon 4 des Lunatic-Fringe-Gens (vgl. Abb.11). Ein Adenin in dieser Position

entspricht Allel A, ein Cytosin Allel B. Heterozygote Patienten zeigen beide Allele.

CCAGGCGCTGCTGCCCCTCACTGTCCCA CAGG TGCTQGCCCCTCACTG T CCCA

Abb.23. Sequenzvarianten im Bereich des Intron 4 des Lunatic-Fringe-Gens (vgl. Tab.9). In dieser

Abbildung werden drei verschiedene Varianten (a,b,c) im Bereich des Intron 4 des Lunatic-Fringe-

Gens (reverse Strang) gezeigt. Die Pfeile markieren die variablen Basen. Patient a besitzt in
Position 5905 Allel B, in Position 5924 Allel A. Patient b besitzt in Position 5905 Allel B, in Position
5924 Allel B. Patient ¢ besitzt in Position 5905 Allel A und in Position 5924 Allel A. Die DNA-

Postionen beziehen sich auf Abb.11.

Die Auswertung der Sequenzierergebnisse erfolgte durch den Vergleich mit den

Sequenzen des Lunatic-Fringe-Gens (vgl. Abb.11),

des Radical-Fringe-Gens (vgl.

Abb.19) und des Manic-Fringe-Gens (Genbank-Zugriffsnummer Z93096). Wurden
hierbei Sequenzvarianten festgestellt, wurde anhand der Haufigkeiten von SSCP-band

shifts die Allelenhaufigkeit sowie die Haufigkeit der verschiedenen Genotypen
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berechnet. Die Ergebnisse wurden durch Berechnung des Hardy-Weinberg-

Gleichgewichts Uberpriift und waren mit diesem vereinbar.

3.4.1 Sequenzvarianten im Lunatic-Fringe-Gen

Bei 38 Patienten mit dem klinischen Bild eines Alagille-Syndroms wurden die Exons 2
bis 7 des Lunatic-Fringe-Gens mittels SSCP-Analyse und anschlieBender
Sequenzierung bei SSCP-band shifts auf Sequenzvarianten untersucht. Die
verwendeten PCR-Primer sind in Tab.7, die PCR-Bedingungen in Tab.8 dargestellt.
Die verschiedenen Sequenzvarianten werden in Tab.9 aufgefihrt.

Tab.7. Primer zur Amplifikation der Exons 2 bis 7 des Lunatic-Fringe-Gens.

Exon-Nr Name des 5°-Position der forward-Primer-Sequenz GroRe PCR-
" Primers Primer in Abb.11 reverse-Primer-Sequenz Produkt (bp)
2 lunex2-f 4842 aga agg gtg ggt gtc agt g 231
lunex2-r 5055 gtt cgg ctc tgg atg gag
3 lunex3-f 5454 gcc ggce tca gac cta ctc 244
lunex3-r 5678 cag aac cac ctg agg aca ag
4 lunex4-f 5668 atg gcc ctg cct tgt cct 293
lunex4-r 5941 gct ggg aga agg gag aag gt
5 lunex5-f 5829 gcg aga aca agg tgg tga g 298
lunex5-r 6107 gct ggg aag atg aac taa gc
6 lunex6-f 6583 cct ctg ctc act ggt ctg g 248
lunex6-r 6711 ctt cct gtg ctc tcg gag tc
7 lunex7-f 6984 ggot gtc ctt cca ggt cca ag 247

lunex7-r 7214 cct acg caa gcc cat ctg
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Tab.8. PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der Exons 2 bis 7 des Lunatic-Fringe-Gens. Die PCR-
Programme werden unter 2.2.6 dargestellt.

Exon Annealing-Temperatur PCR-Programm

62°C
61°C
64°C
61°C
59°C
61°C

NOoO o~ WD
U G G U U G

Tab.9. Sequenzvarianten im Lunatic - Fringe-Gen. Es wurden 38 Patienten mit Alagille - Syndrom
untersucht, bei denen sich keine Mutationen im JAG7-Gen nachweisen lieBen. Es werden der Ort
und die Art der Sequenzvarianten, die Anzahl untersuchter Patienten, die Haufigkeit der Allele und
der Heterozygotie, sowie der Genotyp dargestellt.

Allel Genotyp
Exon/ AS DNA-Position !’osition n A B AA AB BB Heterozyg.
Intron in Abb. 11 in cDNA % % n n n %
Intron1 - 4864 C>T 433-106 C>T 38 94,7 53 35 2 1 5,3
Intron1 - 4892 C>T 433-78 C>T 38
Intron4 - 5909 C>A 733-51 C>A 37 58,1 419 14 15 8 40,5
Intron4 - 5924 C->T 733-36 C>T 37
Exon 6 Ser 6669 G>A 969 G>A 38 934 66 34 3 1 7,9
Intron6 - 7058 G>A 985-53 G>A 38 96,1 39 36 1 1 2,6
Intron6 - 7074 G>A 985-37 G2>A 38 80,3 19,7 25 11 2 28,9

Es konnten sieben Sequenzvarianten im Bereich des Lunatic-Fringe-Gens
nachgewiesen werden (vgl. Tab.9). Davon befanden sich sechs innerhalb von Intron-
Sequenzen, eine innerhalb einer Exon-Sequenz. Der Austausch von Guanin nach
Adenin im Exon 6 an Position 6669 zeigt keine Auswirkungen auf die Proteinsequenz,
da es sich hier um die wobble base des Tripletts TCG handelt.



Ergebnisse 44

3.4.2 Sequenzvarianten im Radical-Fringe-Gen

Bei 38 Patienten mit dem klinischen Bild eines Alagille-Syndroms wurden die Exons 2
bis 8 des Radical-Fringe-Gens mittels SSCP-Analyse und anschlieBender
Sequenzierung bei SSCP-band shifts auf Sequenzvarianten untersucht. Die
verwendeten PCR-Primer sind in Tab.10 dargestellt, die PCR-Bedingungen in Tab.11,
die verschiedenen Sequenzvarianten in Tab.12 aufgeflhrt.

Tab.10. Primer zur Amplifikation der Exons 2 bis 8 des Radical-Fringe-Gens.

Exon-Nr Name des 5°-Position der forward-Primer-Sequenz GroRe PCR-
" Primers Primer in Abb. 19 reverse-Primer-Sequenz Produkt (bp)
2 radex2-f 252 gct gcg cac ctg gat ctc 304
radex2-r 538 gct tcg gag cga gaa agg
3 radex3-f 973 cagtgccagcctctacgtg 275
radex3-r 1229 atc atc cac gtg gcaaaac
4 radex4-f 1146 aga gct cag agc caa gct g 281
radex4-r 1408 gtg tca agg aag gcg tct g
5 radex5-f 1707 gagtcccatgaagagtcagg 216
radex5-r 1903 cag cac ctt tca ggt ctc ag
6 radex6-f 1903 ctg aga cct gaa agg tgc tg 242
radex6-r 2127 aaa gcc cag gtg gca gag
7 radex7-f 2633 aca cac tct gcc cac acc 263
radex7-r 2798 tgt gta gag gga gct gat gc
8 radex8-f 2948 tga ccc cta ctt ctt cct tcc 226

radex8-r 3155 agg tgc ctg cat ctc act g
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Tab.11. PCR-Bedingungen fir die Amplifikation der Exons 2 bis 8 des Radical-Fringe-Gens. Die PCR-
Programme werden unter 2.2.6 dargestellt.

Exon Annealing-Temperatur PCR-Programm

58°C
61°C

64°C
64°C
65°C
62°C
64°C

0N O Ok~ O
e e e e e e T OY)

Tab.12. Sequenzvarianten im Radical-Fringe-Gen. Es wurden Patienten mit Alagille-Syndrom untersucht,
bei denen sich keine Mutationen im JAG7-Gen nachweisen lieBen. Es werden der Ort und die Art
der Sequenzvarianten, die Anzahl untersuchter Patienten, die Haufigkeit der Allele und der
Heterozygotie, sowie der Genotyp dargestellt. 3'NT steht fir den 3'nichttranslatierten Bereich.

Allel Genotyp
Exon/ AS DNA-Position Position in n A B AA AB BB Heterozyg.
Intron in Abb. 19 cDNA % % n n n %
Exon4 Ala 1265 A>C 460 A>C 35 614 386 13 17 5 47,4
Intron4 - 1770 C>T 574-5 C>T 37 622 37,8 14 18 5 47,0
3'NT - 3152 G>A 993+102G>A 35 68,6 314 17 10 8 43,1

Es wurden zwei Sequenzvarianten im Bereich nicht kodierender Sequenzen des
Radical-Fringe-Gens nachgewiesen und eine innerhalb von Exon 4 (vgl. Tab.12). Der
Austausch an Position 1265 von Alanin nach Cytosin bewirkt keine Veranderung der
Proteinsequenz, da die wobble base des Tripletts GCA betroffen ist.
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3.4.3 Sequenzvariante im Manic-Fringe-Gen

Bei 38 Patienten mit dem klinischen Bild eines Alagille-Syndroms wurden die Exons 1
bis 8 des Manic-Fringe-Gens mittels SSCP-Analyse und anschlieBender
Sequenzierung bei SSCP-band shifts auf Sequenzvarianten untersucht. Die
verwendeten PCR-Primer sind in Tab.13 dargestellt, die PCR-Bedingungen in Tab.14,
die Sequenzvariante wird in Tab.15 aufgefuhrt.

Tab.13. Primer zur Amplifikation der Exons 1 bis 8 des Manic-Fringe-Gens.

Exon-Nr Name des 5’-Position der forward-Primer-Sequenz GroRe PCR-
" Primers Primer in Z93096 reverse-Primer-Sequenz Produkt (bp)

1 manex1-f 541 cct gtc tgg ttg gga ttt g 376
manex1-r 897 tag aaa ggc ctc tga gaa cc

2 manex2-f 5893 cac tgg agg agt acagag tcc 206
manex2-r 6080 cag gca aca gct aaa gtc c

3 manex3-f 6393 gcc ttg cte tgt att ctg tg 242
manex3-r 6616 cagggg ttatittcaatgg

4 manex4-f 7189 act gtt gac cga ctg tgg 329
manex4-r 7498 tct cac ctc tct age aca cc

5 manex5-f 9674 ttc aaa ata aag ggc ttt tg 272
manex5-r 9928 aaa ggc ccc tcc tgt acc

6 manex6-f 12000 cag ctt gtc cca gtg gag 316
manex6-r 12298 ccc atg tte ctt tgg tic

7 manex7-f 14152 tta aaa ccc ctc ctc cac 238
manex7-r 14372 gtt tgg atg cct gga ctc

8 manex8-f 16677 tag gag agt ggg ctg aga 181

manex8-r 16840 aag gca cac cca gaa gtc
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Tab.14. PCR-Bedingungen fir die Amplifikation der Exons 1 bis 8 des Manic-Fringe-Gens. Die PCR-
Programme werden unter 2.2.6 dargestellt.

Exon Annealing-Temperatur PCR-Programm

61°C
65—-55°C
65 -55°C
61°C
67°C
58°C
65—-55°C
65 —-55°C

ONO O WDN =
DN = = = DD DN =

Tab.15. Sequenzvariante im Manic-Fringe-Gen. Es wurden 38 Patienten mit Alagille-Syndrom untersucht,
bei denen sich keine Mutationen im JAG1-Gen nachweisen lieBen. Es werden der Ort und die
Art der Sequenzvariante, die Anzahl untersuchter Patienten, die Haufigkeit der Allele und der
Heterozygotie, sowie der Genotyp dargestellt.

Allel Genotyp
Exon/ DNA-Position Position in n A B AA AB BB Heterozyg.
Intron in 293096 cDNA % % n n n %
Intron 5 - 12038 C>T 648-56 C>T 38 96,1 39 36 1 1 2,6

Innerhalb des Manic-Fringe-Gens wurde nur eine Sequenzvariante nachgewiesen.
Diese befindet sich innerhalb von Intron 5.
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4. Diskussion

Das Alagille-Syndrom (vgl. 1.1) stellt eine komplexe autosomal dominant vererbte
Erkrankung dar, welche mit Fehlbildungen des Gallengangsystems sowie mit Defekten
im kardiovaskularen System, im Skelettsystem, im Auge und im Gesicht einhergeht.
Mutationen im Bereich des JAG7-Gens, dessen Transkript einen Bestandteil des
Notch-Signalsystems darstellt, sind ursachlich fir die Entstehung dieses Syndroms
(Oda et al., 1997; Li et al., 1997; vgl. 1.2). Es gelang bisher jedoch nur bei 65-70% der
Patienten mit Alagille-Syndrom funktionelle Mutationen innerhalb des JAG7-Gens
nachzuweisen (Krantz et al., 1998; Crosnier et al., 1999; Répke et al., 1999; Heritage
et al. 2000; Yuan et al.,, 2001). Somit stellt sich die Frage, warum bei 30-35% der
Patienten mit den gangigen Untersuchungsmethoden keine funktionellen Mutationen
im JAG1-Gen auffindbar waren.

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fir die Diskrepanz zwischen der Anzahl der
am Alagille-Syndrom Erkrankten und der Anzahl der nachweisbaren Mutationen im
Bereich des JAG1-Gens. Die Ublicherweise zum Mutationsscreening des JAG1-Gens
eingesetzte SSCP-Analyse besitzt nur eine Sensitivitdt von etwa 80% (Heritage et al.,
2000). Somit kann davon ausgegangen werden, dass ein Teil der Mutationen mit den
gangigen Suchmethoden nicht erfasst wurde. In den verschiedenen Arbeiten wurden
nur die kodierenden Bereiche inklusive der Splice-Stellen untersucht (Krantz et al.,
1998; Crosnier et al., 1999; Répke et al., 1999; Heritage et al. 2000; Yuan et al., 2001).
Veranderungen in anderen Regionen des JAG7-Gens, die zum Beispiel zu einem
Wechsel von splice-Stellen und somit ebenfalls zu Veranderungen im Protein flihren
kénnten, wurden folglich ebenfalls nicht detektiert. Auch das Vorliegen eines Mosaiks
bei Patienten mit Alagille-Syndrom (Giannakudis et al., 2001) kann einen Teil der nicht
nachweisbaren funktionellen Mutationen erklaren.

Jedoch bieten diese oben aufgeflhrten Punkte keine ausreichende Erklarung flr die
verhaltnismaBig hohe Prozentzahl von 30-35% nicht nachweisbarer Mutationen. Somit
kommt die Méglichkeit in Betracht, dass neben Verénderungen im JAG7-Gen auch
Mutationen anderer Gene eine Rolle bei der Genese des Alagille-Syndroms spielen.
Geht man als Folge dieser Uberlegungen von genetischer Heterogenitat aus, so stellt
sich die Frage nach méglichen Kandidatengenen. Da Mutationen im JAG71-Gen, einem
Bestandteil des sehr komplexen Notch-Signalsystems, zur Auspragung des Alagille-
Syndroms fuhren, liegt die Vermutung nahe, dass auch andere Bestandteile dieses
Systems Einfluss auf den Pathomechanismus des Alagille-Syndroms nehmen kénnen.
So wird bei einigen genetisch heterogenen Erkrankungen davon ausgegangen, dass
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die Genprodukte der verschiedenen krankheitsverursachenden Gene Bestandteile des
gleichen Signalweges sind (Paznekas et al., 1998; Bowles et al., 2000; Levitus et al.,
2003; Pei, 2003). Eine dieser Erkrankungen ist die Fanconi-Anéamie, welche durch eine
progressive aplastische Anamie, diverse kongenitale Fehlbildungen und Krebs
charakterisiert ist (Liu et al., 1994; D’Andrea et al., 2003). Pathogenetisch gehért die
Fanconi-Anamie zu den DNA-Reperaturerkrankungen. Die Fanconi-Anamie wird durch
Mutationen in mindestens acht verschiedenen Genen (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG)
Mutationen in sechs davon (nicht B und D7) nachgewiesen wurden. Es wird davon
(ACEFG)
Proteinkomplex miteinander interagieren und anschlieBend das Gen D2 aktivieren

hervorgerufen, wobei bisher

ausgegangen, dass die ersten funf identifizierten Gene in einem
(Medhurst et al., 2001). Die Proteine der verschiedenen Fanconi-Andmie Gene sind
demnach Bestandteile des gleichen Signalwegs und regulieren sich gegenseitig
(Levitus et al., 2003).

Im Notch-Signalsystem spielen neben JAG1, einem der Notch-Liganden, weitere

Proteine eine wichtige Rolle (vgl. Abb. 24).

_—
Transkription
von

Zielgenen

Notch-Regulatoren:

Liganden: ﬁoeti'hng‘ﬁﬁﬁgig er sl\fliodullat.lon der Nl Transkriptions-
- Delta 1,3,4 : ung guais faktoren:
- JAG 1 ‘2’ durch seine Liganden) - TACE (ADAM17) CBF1/R'JBk

’ - LFNG, MFNG, RFNG - Presiniline (PSEN1, 2) 3

- OFUT1

Abb.24. Das Notch-Signalsystem (modifiziert nach Literaturbefunden, siehe Text).

Beim Menschen existieren mindestens vier Notch-Rezeptoren (Notch 1-4) und finf
Notch-Liganden (Delta 1,3,4;, JAG1,2) (Ellisen et al., 1991; Lardelli et al., 1993; Lardelli
et al., 1994; Bettenhausen et al., 1995; Lindsell et al., 1995; Uyttendaele et al., 1996;
Dunwoodie et al., 1997; Jen et al., 1997; Luo et al., 1997; Haddon et al., 1998; Li et al.,
1998). Desweiteren gibt es Proteine, welche die Aktivierung von Notch durch seine
Liganden beeinflussen. Hierzu gehért die Gruppe der Fringe-Gen-Produkte (Lunatic-,
Manic-, Radical-Fringe-Gen) sowie OFUT1 (O-Fucosyltransferase1) (Panin et al.,
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1997; Irvine et al., 1997; Okajima und Irvine, 2002). Es gibt intrazelluldre Modulatoren
wie TACE (Tumor Necrosis Factor-Alpha Converting Enzyme) und die Presiniline,
welche an der Signalweiterleitung der Notch-Signale beteiligt sind (De Strooper et al.,
1999; Struhl und Greenwald, 1999; Ye et al., 1999; Brou et al., 2000) und schlieBlich
Transkriptionsfaktoren, wie CBF1/RJBk, welche die Transkription der Zielgene
beeinflussen.

Da die Mitglieder der Fringe-Gen-Familie die Ligandenbindung von den Noftch-
Liganden an Notch und somit auch die Bindung von JAG7 an Notch1 modulieren,
kommen sie als Kandidatengene fir das Auftreten des Alagille-Syndroms ohne JAG1
Mutation in Betracht. Auch die Ergebnisse von Arbeiten der Arbeitsgruppen Zhang und
Gridley (1998) sowie Evrard et al. (1998) lassen diese These zu. Sie beschreiben
Mause, die homozygote Mutationen des Lunatic-Fringe-Gens aufwiesen. Die Mutanten
zeigten im Wesentlichen Fehlbildungen im Axialskelett, wie fusionierte Wirbel und
Rippenfehlbildungen, sowie Minderwuchs (Zhang und Gridley, 1998). Bei 70% der
Patienten mit Alagille-Syndrom wurden ebenfalls Skelett-Fehlbildungen, unter anderem
auch fusionierte Wirbel, beschrieben. Auch Minderwuchs fiel bei einigen Patienten auf
(Krantz et al., 1997) .

Aus oben aufgefuhrten Griinden wurden im Verlauf vorliegender Arbeit Patienten mit
Alagille-Syndrom, welche keine nachweisbaren Mutationen im JAG1-Gen aufweisen,
auf Mutationen in den kodierenden Bereichen der drei Fringe-Gene untersucht.

4.1 Komplettierung von DNA-Sequenzen sowie Ermittlung der Exon-Intron

Struktur des Lunatic-Fringe-Gens

Eines der Gene, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, ist das Lunatic-
Fringe-Gen. Vor der Durchfihrung der Mutationsanalyse im Bereich dieses Genes
wurden die vorhandenen Sequenzinformationen mittels Sequenzierungen sowie in
silico Analysen komplettiert sowie die Exon-Intron-Struktur festgestellt. Aus der
Literatur (Moran et al., 1999) konnte entnommen werden, dass eine partielle cDNA-
Sequenz bereits veréffentlicht war (Genbank-Zugriffsnummer AF193612; vgl. Abb.4).
Mittels in silico Analysen (BLAST, Erstellung von Restriktionsenzymkarten, Vergleich
der humanen mit der murinen DNA), einem BAC-Bank-Screening und
Sequenzierungen konnten die fehlenden Sequenzen bis auf einen, innerhalb von
Exon1 des Lunatic-Fringe-Gens liegenden Bereich komplettiert werden (vgl. Abb.8).
Dieser unbekannte Bereich lieB sich auf Grund seines hohen CG-Gehalts nicht mit der
gesamten genomischen DNA als Matrize mittels PCR amplifizieren. Ein hoher Gehalt
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an Cytosin und Guanin in der Primersequenz erhéht die Schmelztemperatur, es
kommt zunehmend zu unspezifischen Bindungen (Suggs et al., 1981). Somit sinkt die
Wahrscheinlichkeit, dass das erwlinschte Produkt amplifiziert wird. Mit Verwendung
von BAC-DNA als Template kann die Spezifitat der Primerbindung auf Grund der nun
wesentlich geringeren GroBe der Matritze (bis zu 300 kb) deutlich erhéht werden.

Es gelang mit BAC-DNA als Template die PCR zu optimieren, sodass nur ein
spezifischer Bereich amplifiziert wurde. Er umfasste jedoch statt der auf Grund der
groBen Homologie zur murinen DNA erwarteten 370 bp nur etwa 150 bp (vgl. Abb.9).
Als Erklarung fir diese GroBendifferenz wurde eine Deletion innerhalb der als
Template eingesetzten BAC-DNA vermutet. Derartige Deletionen kdénnen auftreten,
wenn in Vektoren enthaltene DNA-Fragmente in den Wirtszellen durch modifizierte
Enzyme verandert werden (Meese und Menzel, 1995). Folglich war nicht davon
auszugehen, dass anhand der BAC-DNA des verwendeten Klons weitere
Sequenzinformationen erhalten werden konnten. Auch der Einsatz von nested Primern
und verschiedenen Tags, sowie die Durchfuhrung einer ALU-PCR mit jeweils
gesamtgenomischer DNA als Template brachte keine neuen Ergebnisse.

Unter der Genbank-Zugriffsnummer AC012351 wurde im weiteren Verlauf die bis dahin
unbekannte Sequenz vollstandig von einer anderen Arbeitsgruppe ins Netz gestellt.
Die Sequenz gab der Vermutung Recht, dass sowohl die GréBe als auch die Sequenz
der murinen Lunatic-Fringe-DNA zu dem humanen Aquivalent sehr groBe Homologien
zeigt (vgl. Abb.25).
ccaccatgctcaagecgetgeggecggegectgetgetggegetggegggegegetgetegectgectgetggtgetcace Mensch
e g s 3 Aat 3 S35 g oot s piattats s
gccgacccegecgecegectecactgeecegecgagegeggecggegegegetgegeagectggegggeceecgegggggetge Mensch
Geogaceogeeategact cegal GeCoget Gagee98acIgEagegetegtagest ggedagetect ctagaggage  Haus
cceggegeccegggetgggggeggeggeggeggegececggggegetggtecgegacgtgecacagtetgtecgagtacttca Mensch
tLléélttLaééétccaééélééltétééatffflllééaétclécacllélééqélélétéécléclllé;éléllllé Maus
gcctgctecaccegegegegcagagatgegggececgecgeceggggetgecccccgeccegecgacggeccacccgegecce Mensch
NIRRT TS RTINS
ctggccgagccgetegegecccgagacgtetteategetgtcaagaccaccaaaaagtteccacegegegegectegacct Mensch
Ccogeegaagttetgt ccocteqogacqt b toat cqecatcagactaccagasagt it eaceaegegeqetogatet  ans
gctgetggagacctggatctegegecacaaggagatg Mensch

FEErrrrrrrerr ettt rrrred
gctgttcgagacctggatctcgcgccacaaggagatg Maus

Abb.25. Vergleich der humanen (AC012351) mit der murinen (U94351) cDNA-Sequenz von Exon 1 des
LFNGs.
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Ausgehend von diesen Daten wurde das Startkodon ATG als Beginn des Exons 1 in
der neu veréffentlichen Sequenz gesucht. Nach einem in silico Vergleich der humanen
mit der murinen DNA und der ebenfalls computergestiitzten Feststellung des ORFs
konnte das Startkodon ATG festgelegt werden. Somit stand nun auch die komplette
Sequenz von Exon 1 zur Verfligung. Die Sequenz des humanen und die Sequenz des
murinen Exons 1 des Lunatic-Fringe-Gens zeigen eine hohe Ubereinstimmung. Beide
Exons sind ahnlich groB; das murine Exon 1 umfasst 429 bp, das humane Exon 1 432
bp. Die Basensequenzen stimmen zu 81,25% Uberein (vgl. Abb.25); die
Aminosauresequenzen zeigen eine Homologie von 81,95% (vgl. Abb.26).

MLKRCGRRLLLALAGALLACLLVLTADPPPPPLPAERGRRALRSLAGPAGAAPAPGLGAA Mensch

T T e I O ) B
MLORCGRRLLLALVGALLACLLVLTADPPPTPMPAERGRRALRSLAGSSGGAPASGSRAA Maus

AAAPGALVRDVHSLSEYFSLLTRARRDAGPPPGAAPRPADGHPRPLAEPLAPRDVFIAVK Mensch
R e e R AR R

VDxPGVLTREVHSLSEYFSLLTRARRDADPPPGVASRQGDGHPRPPAEVLSPRDVFIAVK Maus
TTKKFHRARLDLLLE TWISRHKEM Mensch
LErrrrrrrrrr rerrrrrrnd

TTRKFHRARLDLLFETWISRHKEM Maus

Abb.26. Vergleich der humanen mit der murinen Proteinsequenz im Bereich von Exon 1 des Lunatic-

Fringe-Gens.

Die Exon-Intron-Struktur des Lunatic-Fringe-Gens wurde durch einen in silico
durchgefiihrten Abgleich zwischen der cDNA-Sequenz (Genbank-Zugriffsnummer
AF193612) und der gesamtgenomischen Sequez (Genbank-Zugriffsnummer
ACO012351) erhalten (vgl. Abb.11, 13). So wurde die Voraussetzung fir die SSCP-
Analyse der einzelnen Exons geschaffen. Wie sich nach Abschluss des praktischen
Teils dieser Arbeit durch einen in silico durchgefiihrten Kontrollabgleich herausstellte,
war in dem urspringlichen Abgleich Exon 8 falsch definiert worden, sodass im
Folgenden das eigentliche Exon 8 des Lunatic-Fringe-Gens nicht auf Mutationen
untersucht wurde.
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4.2 Mutationsanalyse im Bereich des Lunatic-, des Radical- und des

Manic-Fringe-Gens

Die Mutationsanalyse wurde mittels SSCP (Single-Stranded Conformation
Polymorphism, Orita et al., 1989) durchgefihrt. Um die Voraussetzungen fiir die
SSCP-Analyse zu schaffen, wurden zunéchst die Exons aller drei Fringe-Gene von
jeweils 38 Patienten mit Alagille-Syndrom amplifiziert.

Es gelang nicht, die Exons 1, sowohl im Lunatic-, wie auch im Radical-Fringe-Gen, zu
amplifizieren. Trotz vieler Optimierungsversuche mit verschiedenen PCR-Varianten,
wie Touch-down- oder Gradienten-PCR, mit dem Zusatz verschiedener Chemikalien,
die die Bindungsspezifitdt steigern, wie zum Beispiel Formamid oder DMSO, und
verschiedenen Primerpaaren, kam es zu keinen spezifischen Primerbindungen. Auch
durch Verwendung einer Tag-Polymerase mit Proof-Reading-Funktion konnte das
Ergebnis nicht verbessert werden. Die unspezifischen Bindungen konnten an den
zahlreichen verschieden groBen Fragmenten im Agarosegel erkannt werden. Die
Tatsache, dass sich die beiden Exons so schwer amplifizieren lieBen, lag vermutlich an
dem sehr hohen CG-Gehalt in diesen Regionen und den damit verbundenen
unspezifischen Primerbindungen (s.0.). Somit konnten sowohl das Exon 1 des Lunatic-
Fringe-Gens, als auch das Exon 1 des Radical-Fringe-Gens nicht auf Mutationen bei
Patienten mit Alagille-Syndrom untersucht werden. Auch das Exon 8 des Lunatic-
Fringe-Gens wurde nicht auf Veranderungen untersucht, da es, wie oben beschrieben,
falsch definiert worden war.

Die SSCP-Analyse wurde bei jeweils zwei Temperaturen (10 bzw. 18°C) durchgefihrt.
Somit wurde durch verschiedene Laufbedingungen die Wahrscheinlichkeit erhéht,
Veranderungen, die auf dem einen Gel nicht auffallig waren, auf dem anderen zu
detektieren. Kam es zu auffélligen Banden wurden diese sequenziert und die
Sequenzen mit den aus Datenbanken enthommenen Sequenzen der entsprechenden
Regionen verglichen.

Es konnten eine Reihe von Basenaustauschen entdeckt werden. Diese befanden sich
gréBtenteils in Intronbereichen. In silico Analysen ergaben, dass diese Veranderungen
innerhalb der Introns zu keinen Veranderungen auf Proteinebene flhrten und somit
sehr wahrscheinlich ohne Krankheitsbedeutung sind. In zwei Fallen lagen die
Basenaustausche innerhalb von Exons. In beiden Féllen war jeweils die wobble-Base
mutiert, so dass es zu keiner Veranderung auf Proteinebene kam. Es konnten also in
keinem der Fringe-Gene im Rahmen dieser Arbeit funktionelle Mutationen bei
Patienten mit Alagille-Syndrom nachgewiesen werden. Die Polymorphismen wurden
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durch Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts Uberprift und waren mit
diesem vereinbar. Zwei der im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten
Polymorphismen sind als SNPs (single nucleotide polymorphisms) in Datenbanken
eingetragen.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde davon ausgegangen, dass das Alagille-Syndrom
nicht durch Veranderungen in einem der Fringe-Gene verursacht wird. Ein
Zusammenhang zwischen Mutationen in den Fringe-Genen und dem Alagille-Syndrom
sind allerdings nicht ganzlich auszuschlieBen. So kann es zum Beispiel sein, dass die
das Alagille-Syndroms durch Veranderungen in den nicht untersuchten Exons, in den
jeweiligen Promotor-Regionen oder in Intron-Bereichen, welche bisher nicht auf
Mutationen bei Patienten mit Alagille-Syndrom untersucht wurden, verursacht wird.
Auch ist es mdglich, dass die Fringe-Gene nur bei einem sehr geringen Anteil der
Patienten verandert sind, so dass die untersuchte Gruppe von 38 Patienten zu klein

war.

Wird jedoch davon ausgegangen, dass Veranderungen im Bereich der Fringe-Gene
nicht zum Alagille-Syndrom fiihren, stellt sich erneut die Frage warum sich bei 30-35%
der Patienten mit Alagille-Syndrom keine Mutationen im JAG7-Gen nachweisen lieBen.
Ein moglicher Ansatzpunkt wére es, weitere Bestandteile des Notch-Signalsystems
(vgl. Abb.24) auf einen Zusammenhang mit dem Alagille-Syndrom zu untersuchen.
Genotyp-Phéanotyp-Studien zeigten, dass es bei Patienten mit Alagille-Syndrom mit der
gleichen Mutation trotzdem zur Auspragung sehr unterschiedlicher Phanotypen kommt
(Heritage et al., 2000; Yuan et al., 2001; vgl.Tab.16). Hieraus kann geschlossen
werden, dass die Auspragung des Alagille-Syndroms neben Mutationen im JAG1-Gen
auch von anderen Faktoren abhangt. Lu et al. (2003) gehen davon aus, dass
Polymorphismen von Proteinen, welche die von JAG1 induzierte Notch-Signalkaskade
modulieren, als modifizierende Faktoren auf die Auspragung des Alagille-Syndroms
wirken. Auch Weinmaster (2000) postuliert, dass Proteine, die in den Notch-Signalweg
eingreifen, als potentielle Modifikatoren in Frage kommen. Eine Arbeit von McCright et
al. (2002) konnte am Maus-Modell zeigen, dass Notch 2 einen Modifikator des Alagille-
Syndroms darstellt. Es existieren eine Reihe von weiteren Genen, welche ebenfalls
den Notch-Signalweg beeinflussen und als Modifikatoren oder auslésende Faktoren
des Alagille-Syndroms in Frage kommen. OFUT1 (Protein O-Fucosyltransferase)
beeinflusst wie auch die Mitglieder der Fringe-Gen-Familie direkt die Notch-Liganden-
Interaktion (Okaijima und Irvine, 2002). Gegen einen Zusammenhang zwischen
Veranderungen im OFUT71-Gen und dem Alagille-Syndrom spricht jedoch der



Diskussion 55

Phéanotyp OFUT1-nullmutanter Mauseembryos. Dieser &hnelt dem Phéanotyp von
Nullmutanten von Bestandteilen der Notch-Signalkaskade, welche, wie zum Beispiel
die Preseniline, dem Notch-Rezeptor nachgeschaltet sind. Null-Phanotypen von Notch-
Rezeptor, Notch-Ligand, oder Fringe zeigen weniger Ahnlichkeiten (Shi und Stanley,
2003). Neben OFUT1 kommen noch eine Reihe anderer Bestandteile der Notch-
Signalkaskade in Betracht. ADAM17, eine Metalloproteinase, spielt eine prominente
Rolle in der Aktivierung des Notch-Signalwegs (Brou et al., 2000); die Preseniline
PSEN1 und PSENZ2 sind essentiell als Modulatoren der Notch-Signalkaskade
(Donoviel et al., 1999; de Strooper et al., 1999). PSEN1/PSEN2 doppelt nullmutante
Mé&use zeigten neben anderen Defekten eine pathologische Herzentwicklung (Donoviel
et al., 1999).

Tab.16. Ergebnisse von Genotyp-Phanotyp-Studien (Heritage at al., 2000; Yuan et al., 2001). Es werden
die Mutationen im JAGT- Gen von funf ausgewdahlten Patienten und die entsprechenden
Phénotypen dargestellt.

a. + leichte Leberenzymabnormitéten; ++ Konstant abnorme Leberfunktion; +++ aktive chronische
Hepatitis; ++++ Leberversagen, welches Transplantation nétig macht
b. + Herzgerausche; ++ periphere Pulmonarstenose (PPS); +++ Klappenfehlbildungen mit PPS;

++++ extreme Fallot-Tetralogie oder Herzversagen

Patient Mutation Leber 2 Herz® Skelett Auge Gesicht
1 1808+3A>G + ++ + + +
2 1808+3A>G ++++ +++ + +
3 1808+3A>G ++ ++ - - +
4 3683delCT ++ ++++ + + +
5 3683delCT +++ + + +
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4.3 Die Fringe-Gene

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden die drei menschlichen Fringe-Gene
(Lunatic-, Manic-, Radical-Fringe-Gen) molekular bzw. durch in silico Analyse
charakterisiert und bei Patienten mit Alagille-Syndrom auf Mutationen untersucht.
Biochemisch stellen die Proteine der Fringe-Gene, fucosespezifische B-1,3-N-Acetyl-
Glukosaminyltransferasen dar, welche im Golgiapparat ihre Funktion ausliben
(Moloney et al. 2000, Brickner et al. 2000). Fringe katalysiert die Elongation der an die
EGF-ahnlichen Doméanen von Notch gekoppelten O-Fucose durch N-

Acetylglucosaminierung (vgl. Abb.27).

Fringe
UDP-m

N N

O-Aminosdure  O-O-Fukose-Bindungsstelle A-Fukose B-GIcNAC

Abb.27. Elongation der O-gekoppelten Fucose an den EGF-ahnlichen Wiederholungen
des Notch-Proteins durch Addition von B-1,3-GIcNAc durch Fringe (modifiziert
nach Moloney et al., 2000).

Dadurch wird der Glykosylierungszustand von Notch so verandert, dass die Fahigkeit
von Noftch, seine Liganden zu binden, moduliert wird (Moloney et al., 2000; Brickner et
al., 2000). Auf Grund dieses modulierenden Effekts, unter anderem auf die Bindung
von JAG1 an Notch, wurden die Fringe-Gene als mdgliche Kandidatengene fir die
Entstehung des Alagille-Syndroms betrachtet. VorliegendeUntersuchungsegebnisse
wiederlegten diese These allerdings mit groBer Wahrscheinlichkeit.

Im Folgenden sollen die Chromosomenregionen, in denen sich die jeweiligen Fringe-
Gene befinden, ndher betrachtet und eine mdgliche Assoziation der Gene mit
bestimmten Erkrankungen oder Kranheitsloci diskutiert werden.
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4.3.1 Lunatic-Fringe-Gen

Das Lunatic-Fringe-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des humanen Chromosoms
7 in der Bande p22 (Egan et al. 1998). In silico Analysen ergaben, dass der Marker WI-
15937, welcher etwa 2,2 Mb vom Telomer des kurzen Arms entfernt liegt, im Lunatic-
Fringe-Gen enthalten ist. Somit ist darlber die Position des Gens bestimmt. Erst
wenige Erkrankungen wurden dieser Region zugeordnet (vgl. Abb.28).

Telomer des

kurzen Arms = pNA Marker kartierte Gene Krankheiten
Chromosom 7

} - — - — — —

A—— sWSS3505 (1,612Mb) — MAD1L1 — Prostatakrebs; Lymphom
2Mb — stsG54054 (2,069Mb) — SNX8
L WI-15937 (2,222Mb) — LFNG
— GNA12
—— D7S2521 (2,880Mb) — Assoziation mit -
3Mb —— swss825 (3,029Mb) — SDK1 Multipler Sklerose

[ 5tSG48282 (3,197Mb)
L StSG53350 (3,548Mb)

4Mb — stSG2498 (4,088Mb)

D7S511 (4,450Mb) 1
StSGA47242 (4,665Mb)

Z2dA1 snwsiuols)soplesadAy
uaJsgljiwey “p ||leAsuisbBunisiey|

— PAPOLB
5Mb —— RH66119 (4,906 Mb) — RBAK
—— D7S738 (5,326Mb) — FSCN1
—— D7S1469 (5,627Mb)
— PMS2 — Turcot Syndrom
6Mb —ft—— SHGC-79923 (5,977Mb)
y

{
Abb.28. Darstellung der Umgebung des Lunatic-Fringe-Gens (LFNG) auf Chromosom 7p22. Die Daten wurden den

Seiten OMIM Gene Map, Omim Morbid Map sowie Map viewer des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) unter http://www.ncbi.nih.gov/ entnommen.

Zwei dieser Erkrankungen konnten bisher mit keinem Gen assoziiert werden (vgl.
Abb.28). Der familidre Hyperaldosteronismus Typ 2 wurde Uber Kopplungsanalysen mit
den Markern D7S2521 und D7S511 auf 7p22 in Zusammenhang gebracht (Lafferty et
al. 2000). Diese Marker liegen 2,88 Mb bzw. 4,45 Mb vom Telomer des kurzen Arms
entfernt. Die Multiple Sklerose ist ebenfalls mit dem Marker D7S2521 assoziiert
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(Bielecki et al., 2003). Dieser Marker befindet sich etwa 0,5 Mb vom Locus des Lunatic-
Fringe-Gens entfernt auf 7p22. Von einem Zusammenhang zwischen diesen
Erkrankungen und Veranderungen im Lunatic-Fringe-Gen ist jedoch nicht auszugehen,
da die Symptome dieser Erkrankungen deutlich von den Defekten von Mausen mit
Mutationen innerhalb des Lunatic-Fringe-Gens abweichen (Zhang und Gridley, 1998;
Evrard et al.,, 1998). Mause, die heterozygote Mutationen im /lunatic-fringe-Gen
aufwiesen waren unaufféllig und fruchtbar. Homozygot betroffene Mause wiesen
schwere Defekte in Derivaten des somitischen Mesoderms, vor allem des axialen
Skeletts auf. Die regelmaBige metamerische Gliederung der Wirbelkdrper war entlang
der gesamten Wirbelsgule gestort; zahlreiche Wirbel und Rippen waren fusioniert und
Wirbel waren fehlgebildet. Die mutanten Mause wiesen einen verkirzten Kérperstamm
sowie einen nur noch rudimentadr vorhandenen Schwanz auf. Auf Grund der
Fehlbildungen des Brustkorbs kam es bei einigen Mausen zu starker Ateminsuffizienz
mit verminderter Uberlebensrate nach der Geburt. Dieser Phanotyp Lfng-mutanter
Mause ahnelt sehr stark dem Phanotyp muriner DII3-Mutanten (Zhang et al., 2002). Ein
Funktionsverlust des murinen DII3-Gens fuhrte zu schweren Defekten des Axialskeletts
mit stark disorganisierten Wirbeln und Fehlbildungen der Rippen (Dunwoodie et al.,
2002). Diese Defekte entsprechen der Spondylokostalen Dysplasie beim Menschen,
welche durch Mutationen des humanen DLL3-Gens hervorgerufen werden kann
(Bulman et al., 2000; Turnpenny et al., 2003). Da das Lunatic-Fringe-Gen die Bindung
zwischen Notch und seinen Liganden, zu denen auch DLL3 gehért, reguliert und der
Phanotyp Lfng-mutanter Mause sehr stark dem Phanotyp muriner DII3-Mutanten
ahnelt, ware es interessant, einen mdéglichen Zusammenhang zwischen Mutationen im
Lunatic-Fringe-Gen und der Entstehung der Spondylokostalen Dysplasie zu

untersuchen.
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4.3.2 Manic-Fringe-Gen

Das humane Manic-Fringe-Gen liegt auf Chromosom 22g13.1, 36,1 Mb vom Telomer
des kurzen Arms entfernt. Die Umgebung dieses Gens wird in Abb.29 dargestellt.

Das Manic-Fringe-Gen ist dem Locus des Ewings-Sarkoms (ES) benachbart. Das Gen
befindet sich knapp distal zu dem Bruchpunkt der t(11;22) (g24;912) Translokation,
welche in 92% der ES und der primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET)
identifiziert wurde, und ist bei Vorliegen eines EWS/FLI1 Fusionsgenes hochreguliert
(May et al., 1997). May et al. folgerten daraus, dass das Manic-Fringe-Gen ein Target-
Gen des EWS/FLI1-Fusionsproduktes ist. Im Gegensatz dazu vermuten Moran et al.
(1999), dass bei einem Teil der ES und PNET-Tumoren die Translokationsbruchpunkte
cis-aktive Sequenzen beeinflussen, welche die Regulation des Manic-Fringe-Gens
kontrollieren, woraus die Zuordnung zu einem neoplastischen Phanotyp resultiert.

Das Manic-Fringe-Gen liegt in einer Region, in der einige Tumorsupressorgene
vermutet werden. So gehen Ino et al. (1999) davon aus, dass sich auf Chromosom 22,
zwischen den Markern D22S280 (30,005 Mb) und D22S282 (40,562 Mb) ein
Tumorsupressorgen befindet, da ein GroBteil von Astrozytomen mit Deletionen in
diesem Bereich einhergehen. Das Manic-Fringe-Gen liegt innerhalb dieser Region. Ein
Tumorsupressorgen wird auBerdem auf Grund von LOH (Loss of heterozygosi) bei
Ovarialkarzinomen in der von den Markern NF2 (26,754 Mb) und D22S283 (33,494
Mb) begrenzten Region vermutet (Englefield et al., 1994).

Ein anderer Defekt in dieser Region wurde von Fuijita et al. (2000) beschrieben. Ein 18
Monate altes japanisches Madchen wies eine Deletion von q13.1g13.2 auf Chromosom
22 auf (46,XX,del(22) (q13.1q13.2)). Sie zeigte einen Hdbrverlust, Innenohranomalien,
Hypotonie, ein langes Philtrum, volle Augenlieder, einen Epikanthus und eine
psychomotorische Entwicklungsverzégerung. Das Wachstum war Gberdurchschnittlich,
die GréBe lag zwischen der 75. und der 90. Percentile. Das Gehirn wies Zeichen

verzdgerter Myelinisierung auf.
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Abb.29. Darstellung der Umgebung des Manic-Fringe-Gens (MFNG) auf Chromosom 22q13.1. Die Daten wurden den
Seiten OMIM Gene Map, Omim Morbid Map sowie Map viewer des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) unter http://www.ncbi.nih.gov/ entnommen.

4.3.3 Radical-Fringe-Gen

Das humane Radical-Fringe-Gen liegt auf Chromosom 17 in der Region g25 (Banfi et
al. 1996). Pajunen et al. (1991) beschrieb eine Kopplung des Radical-Fringe-Gens zu
dem Marker SHGC-31983 mit einem LOD score von 17,86. Dieser Marker liegt auf
17925.3, etwa 82,2 Mb vom Telomer des kurzen Arms entfernt. Mittels BLAST konnte
festgestellt werden, dass der Marker SHGC-31983 ebenso wie das Radical-Fringe-Gen
in der etwa 150.000 bp umfassenden Sequenz AC105341 enthalten ist. SHGC-31983
liegt nur 430 bp von dem Radical-Fringe-Gen entfernt. Somit liegt auch das Radical-
Fringe-Gen auf 17925.3, etwa 82,2 Mb vom Telomer des kurzen Arms entfernt. Die
Umgebung dieses Gens wird in Abb.30 dargestellt.
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Abb.30. Darstellung der Umgebung des Radical-Fringe-Gens (RFNG) auf Chromosom 17g25.3. Die Daten wurden den
Seiten OMIM Gene Map, Omim Morbid Map sowie Map viewer des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) unter http://www.ncbi.nih.gov/ entnommen.

Sowohl die Psoriasis als auch die atopische Dermatitis sind mit dem Marker D17S784
gekoppelt (Cookson et al. 2001). In beiden Fallen sind keine Gene bekannt, die mit den
Erkrankungen assoziiert sind. Die Co-Lokalisation dieser beiden Krankheiten spricht
laut Cookson et al. (2001) dafiir, dass die Psoriasis und die atopische Dermatitis von
den gleichen Genen, unabhangig von dem atopischen Mechanismus, beeinflusst
werden. Literaturrecherchen ergaben, dass die Fringe-Gene in der adulten Haut von
Mausen durch Retinsdurebehandlung reaktiviert werden (Thelu et al., 1998).
Retinsaure qilt als Verstérker der Basalzellproliferation (Schweizer und Marks, 1977).
Die Basalzellproliferation ist bei verschiedenen Hauterkrankungen, unter anderem bei
Psoriasis stark erhdht. Somit wéare es interessant, einen mdglichen Zusammenhang

zwischen dem Radical-Fringe-Gen und Hauterkrankungen zu untersuchen.
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4.4 Ausblick

Es ist auch nach Abschluss vorliegender Arbeit nicht klar, weshalb bei 30-35% der
Patienten mit Alagille-Syndrom keine Mutationen im krankheitsverursachenden JAG1-
Gen nachweisbar sind. Nun stellt sich die Frage, ob Patienten der Gruppe, bei welchen
bisher keine Mutationen zu finden waren, dennoch Mutationen im JAG7-Gen
aufweisen. Um diese Frage sicher beantworten zu kénnen, wird es notwendig sein,
weitere Untersuchungen durchzufiihren. So wéren komplette Durchsequenzierungen
aller Exons, Heteroduplex-Analysen, Protein-Truncation-Tests auf cDNA-Ebene sowie
Studien auf RNA-Ebene mdglich, um bisher nicht nachweisbare Mutationen zu
detektieren. Sollte auch nach Durchfuhrung dieser Tests eine grdoBere Gruppe an
Patienten verbleiben, bei denen keine Mutationen im JAG7-Gen nachgewiesen
wurden, so stellt sich weiterhin die Frage nach genetischer Heterogenitat.

Wie oben beschrieben kommen als Kandidatengene eine Reihe an Genen, welche
Bestandteile der Notch-Signalkaskade sind (vgl. Abb.24), in Betracht. Besonders
hervorzuheben ist hier das Notch2-Gen, welches von McCright et al. (2002) als
Modifikator des Alagille-Syndroms identifiziert wurde.

Somit werden noch weitere Untersuchungen nétig sein, um die Pathogenese des
Alagille-Syndroms vollstéandig aufklaren zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Das Alagille-Syndrom ist eine der haufigsten Ursachen fir angeborene chronische
Lebererkrankungen.  Die  Patienten  weisen  neben  Fehlbildungen  des
Gallengangsystems hauptsachlich Defekte im kardiovaskuldren System, im
Skelettsystem, im Auge und im Gesicht auf. JAG7 wurde als krankheitsverursachendes
Gen identifiziert. Bei einer Gruppe von 30-35% der Patienten mit Alagille-Syndrom
konnten jedoch mit den géngigen Suchmethoden keine Veranderungen im JAG7-Gen
gefunden werden. Aufgrund dieser Tatsache wird genetische Heterogenitat bei der
Entstehung des AGS diskutiert. Da das JAG1-Gen ein Bestandteil des sehr komplexen
Notch-Signalsystems ist, wurde vermutet, dass auch andere Bestandteile dieses
Systems Einfluss auf den Pathomechanismus des Alagille-Syndroms nehmen kénnen.
Die Produkte der drei humanen Fringe-Gene [Lunatic-, Radical- und Manic-Fringe-Gen
(LFNG, RFNG, MFNG)] regulieren direkt die Wirkung des JAG1-Proteins innerhalb der
Notch-Signalkaskade und wurden als potentielle Kandidatengene betrachtet.

Im Verlauf dieser Arbeit sollten mittels in silico Analysen sowie experimenteller
Arbeiten (BAC-Bank-Screening, Sequenzierungen) die Sequenzen der Fringe-Gene
komplettiert sowie die genomische Struktur des LFNGs etabliert werden. AnschlieBend
solte bei einer Gruppe von 38 Patienten mit Alagille-Syndrom, bei welchen keine
Mutationen im JAG1-Gen nachweisbar waren, ein Mutationsscreening im Bereich aller
drei Fringe-Gene durchgefuhrt werden. Hierfir wurden Primer zur Amplifikation
samtlicher Exons generiert und die entsprechenden PCRs optimiert. Es gelang,
vermutlich auf Grund des hohen CG-Gehalts dieser Sequenzen, nicht, die jeweiligen
Exons 1 des Lunatic- sowie des Radical-Fringe-Gens zu amplifizieren. Somit konnten
diese Exons im Folgenden nicht auf Mutationen untersucht werden. Wie sich nach
Abschluss der experimentellen Arbeit zeigte, war das Exon 8 des Lunatic-Fringe-Gens
mittels in silico Analyse falsch definiert worden, sodass in Folge nicht Exon 8
untersucht wurde. Das Mutationsscreening in den verbleibenden Eons der drei Gene
wurde mittels SSCP durchgefuhrt. Traten Auffélligkeiten im SSCP-Lauf auf, folgte eine
Sequenzierung. Eine krankheitsverursachende Mutation konnte bei keinem Patienten
nachgewiesen werden. Es wurden allerdings eine Reihe von Polymorphismen im
Bereich der Fringe-Gene identifiziert. Diese wurden durch Berechnung des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts Gberprift und waren mit diesem vereinbar. Im Lunatic-
Fringe-Gen wurden die Polymorphismen ¢:433-106C>T, c¢:433-78C>T, c¢:733-
51C>A, ¢:733-36C>T, c:969G>A, ¢:985-53G>A, ¢:985-37G>A nachgewiesen, im
Radical-Fringe-Gen c:460A>C, ¢:574-5C>T, ¢:993+102G>A und im Manic-Fringe-
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Gen ¢:648-56C—>T. In silico Analysen ergaben, dass die Polymorphismen innerhalb
der nicht kodierenden Bereiche zu keinen Veranderungen auf Proteinebene flhrten
und somit sehr wahrscheinlich ohne Krankheitsbedeutung sind. In den beiden Fallen,
in denen die Sequenzvarianten innerhalb von Exons lagen, waren die wobble bases
betroffen, sodass auch hier keine Veranderungen auf Proteinebene zu erwarten sind.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass Mutationen in einem der drei Fringe-Gene
zumindest keine signifikante Rolle bei der Entstehung des Alagille-Syndroms spielen.
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7. Thesen

1. Das Alagille-Syndrom (AGS) geht mit Erkrankungen des Gallengangsystems,
sowie Defekten im kardiovaskularen System, im Skelettsystem, im Auge und im
Gesicht einher. Es betrifft etwa eines von 70.000 Lebendgeborenen und stellt somit
eine der haufigsten Ursachen fiir angeborene chronische Lebererkrankungen dar.

2. JAG1 wurde als Kandidatengen des Alagille-Syndroms identifiziert. Es befindet sich
auf dem kurzen Arm von Chromosom 20 (20p12). Zahlreiche Mutationen innerhalb
des JAG1-Gens wurden bei Patienten mit Alagille-Syndrom beschrieben.

3. Nur bei 60-65% der Patienten mit Alagille-Syndrom lassen sich mit den géngigen
Suchmethoden Mutationen im JAG1-Gen nachweisen.

4. Es wird genetische Heterogenitdt bei der Entstehung des Alagille-Syndrom
diskutiert.

5. JAGT stellt einen Bestandteil der sehr komplexen Notch-Signalkaskade dar. Die
Produkte der drei humanen Fringe-Gene (Lunatic-, Radical-, Manic-Fringe-Gen)
regulieren direkt die Wirkung des JAG7-Proteins innerhalb der Notch-
Signalkaskade und kénnen als potentielle Kandidatengene des Alagille-Syndroms
betrachtet werden.

6. Es lassen sich Polymorphismen ohne Krankheitswert im Bereich der drei humanen
Fringe-Gene bei Patienten mit Alagille-Syndrom nachweisen.

7. Das Alagille-Syndrom ist mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht mit pathogenen
Veranderungen im Bereich der drei Fringe-Gene assoziiert.
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