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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1  Adipositas - Definition und Epidemiologie

Adipositas stellt weltweit ein immer grélRer werdendes Gesundheitsproblem dar. Unter
Adipositas versteht man die Vermehrung des Koérpergewichtes mit Uberproportionaler
Zunahme des Korperfettanteils. Dabei ist das Fettverteilungsmuster flr das Gesundheitsrisiko
von besonderer Bedeutung. Untersuchungen an adipésen Patienten haben ergeben, dass
insbesondere eine viszerale Fettakkumulation zu einem erhéhten Erkrankungsrisiko fir das
Metabolische Syndrom fiihrt (Cheung et al., 2007; Fox et al., 2007).

Zur Klassifikation der Adipositas gibt es zwei wichtige Modelle. Die World Health Organisation
(WHO) definiert Adipositas Uber den sogenannten Body Mass Index (BMI), der sich aus dem
Verhaltnis von Kérpergewicht (kg) und der Kérperlange zum Quadrat (m?) errechnet (Tab. 1.1).

Tab. 1.1: WHO-Schema zur Klassifikation von Ubergewicht und Adipositas.

BMI WHO Klassifikation
<18,5 Untergewicht
18,5-24,9 Normalgewicht
25,0 - 29,9 Ubergewicht
30,0-34,9 Adipositas Grad 1
35,0-39,9 Adipositas Grad 2
> 40 extreme Adipositas

Die Beurteilung des Adipositasgrades aufgrund des BMI geht jedoch nicht auf geschlechts-
und altersspezifische Unterschiede ein. Bei der Betrachtung des BMI sollte beachtet werden,
dass Frauen einen hoheren Korperfettanteil aufweisen als Manner und dass bei Menschen,
die alter als 60-65 Jahre sind, der Korperfettanteil zunimmt (Syme et al., 2008; Garaulet et al.,
2002; Ross et al., 1994). Auch wird fur Sudasiaten, Chinesen und Aboriginals eine andere
Adipositas-Klassifikation gefordert, da der BMI bei diesen Menschen generell geringer als bei
Menschen in Industrielandern ist (Mascie-Taylor et al., 2007; Razak et al., 2007). Ein weiterer
Nachteil des BMI ist, dass die Verteilung des Korperfettes nicht betrachtet wird.
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Die Korperfettverteilung wird durch den Taillen-Huft-Quotient (waist hip ratio, WHR)
bertcksichtigt (Garnett et al., 2008). Dieses anthropometrische Mal} wird bei Frauen ab einem
Wert von 2 0,85 und bei Mannern von = 1,0 mit einem erhohten Risiko fiir das Metabolische
Syndrom assoziiert (WHO, 2003). Zudem gilt ein Taillenumfang von = 88 cm (Frauen) bzw.
von 2 102 cm (Manner) ebenfalls als ein mit Adipositas assoziiertes Krankheitsrisiko (Han et
al., 1997).

Die Pravalenz der Adipositas nimmt stetig zu und betrifft weltweit ungefahr eine halbe Milliarde
Menschen (Réssner, 2002). In den USA stieg die Pravalenz in den letzten 25 Jahren um 40 %,
so dass ungefahr zwei Drittel der amerikanischen Bevolkerung als Ubergewichtig betrachtet
werden (Ogden et al., 2006; Bonow und Eckel, 2003). Bedenklich ist, dass schon bei Kindern
und Jugendlichen knapp 14 % der 2 bis 5-jahrigen und etwa 18 % der 6 bis 19-jahrigen als
adipos einzustufen sind (Ogden et al., 2006). Auch in Deutschland steigt die Zahl der an
Adipositas erkrankten Menschen rapide an. So stieg die Pravalenz der moderaten Adipositas
von 1985 bis 2002 bei Mannern von 16,2 % auf 22,5 % und bei Frauen von 16,2 % auf 23,5 %
(Helmert und Strube, 2004). Als ubergewichtig gelten sogar etwa 50 % der deutschen Manner
und 70 % der deutschen Frauen (Bergmann und Mensink, 2005). Auch unter Kindern (5 bis 6-
jahrige) und Jugendlichen (13 bis 15-jahrige) betragt die Adipositaspravalenz bereits 7 % bzw.
8 % (Wabitsch et al., 2002).

1.2 Ursachen und Folgen der Adipositas

Die wichtigsten Ursachen der Adipositas sind vermehrte Nahrungsaufnahme und erhéhte
Nahrungsfettanteile bei gleichzeitigem Bewegungsmangel. Die nicht durch Bewegung
verbrauchte Nahrungsenergie wird in Form von Fetteinlagerungen vor allem im Fettgewebe
gespeichert.

Fettgewebe ist nicht nur ein Speichergewebe flir den Koérper, sondern auch ein endokrines
Organ, das sogenannte Adipokine sezerniert — Hormone, die fir die Energiechomdostase eine
wichtige Rolle spielen (Kershaw und Flier, 2004; Klaus, 2004). Dazu zadhlen u.a. Leptin und
Adiponectin. Leptin nimmt in der hypothalamischen Regulation von Hunger und Sattigung eine
zentrale Rolle ein, indem es zum einen die Bildung der appetitanregenden Neuropeptide
Agouti-related protein (ARP) und Neuropeptide Y (NPY) unterdriickt und zum anderen die
Bildung der appetitziigelnden Neuropeptide Proopiomelanocortin (POMC) und Cocaine- and
Amphetamine-Regulated Transcript (CART) férdert (Ahima et al., 1996). Adiponectin, das u.a.
eine verstarkte p-Oxidation von Fettsduren in Muskelgewebe bewirkt, wird bei adipdsem
Phanotyp vermindert sezerniert (Hu et al., 1996). Ein weiteres, allerdings kontrovers
diskutiertes Adipokin ist Resistin. Es wird mit der Entstehung von Insulinresistenz bei Mausen
in Verbindung gebracht, jedoch ist seine Funktion beim Menschen unklar (Rajala et al., 2004,
Silha et al., 2003, Heilbronn et al., 2004).
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Eine Folge von Adipositas ist Insulinresistenz, die ihrerseits einen Risikofaktor fur Typ-2-
Diabetes mellitus (T2DM) darstellt. Als Insulinresistenz wird die verringerte Reaktion von
insulinresponsiven Zellen auf endogenes oder exogen zugefiihrtes Insulin bezeichnet. Daraus
resultiert u.a. eine gehemmte Glucoseaufnahme in die Zelle. Die molekularen Ursachen flr
Insulinresistenz sind bisher ungeklart. Mogliche Mechanismen sind z.B. eine gesteigerte
Immunantwort und die lipid-induzierte Insulinresistenz  (Lipotoxizitat). Vermehrte
Fetteinlagerung flhrt auch zu einer groferen Anzahl von Makrophagen im Fettgewebe. Diese
Phagozyten, die Bestandteil des Immunsystems sind, sezernieren inflammatorische Marker
wie IL-6 oder TNF-a, die sich negativ auf die Insulinresistenz in peripheren Geweben
auswirken (Hotamisligil, 2003; Weisberg et al., 2003; Marette et al., 2002). Eine lipid-induzierte
Insulinresistenz ist bei Menschen und Tieren gut etabliert (Boden, 2001). Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind nicht ganz klar, es wird z.B. eine Aktivierung des zentralen
inflammatorischen NFkB—Weges diskutiert (Itani et al., 2002). Vermehrte intramyozellulare
Fettakkumulation gilt ebenfalls als eine Ursache fiir die Insulinresistenz bei Tieren (Russel et
al., 1998; Kraegen et al.,, 1991) und Menschen (Pan et al., 1997; Phillips et al., 1996). Die
verstarkte Fetteinlagerung im Skelettmuskel ebenso wie erhdhte Spiegel an freien Fettsduren
(free fatty acids, FFA) im Plasma flhren zu einer gesteigerten p-Oxidation. Erhdhte
Plasmaspiegel an FFA werden mit einer Entkopplung der Atmungskette, somit verringerter
ATP-Synthese und einer daraus folgenden mitochondrialen Dysfunktion in Verbindung
gebracht (Brehm et al., 2006). Diese Dysfunktion in Muskelzellen bewirkt eine Stérung des
PI3-Kinase-Signalweges von Insulin, die eine Insulinresistenz nach sich zieht (Befroy et al.,
2007; Mogensen et al., 2007; Dresner et al., 1999). Insulinresistenz fuhrt zu einer endokrinen
Pankreasinsuffizienz bis zu einem manifesten Typ-2-Diabetes mellitus (T2DM) (Kahn, 1998),
zu erhdéhtem kardiovaskularem Risiko (Christoffersen et al.,, 2003) und letztendlich zum
Krankheitsbild des Metabolischen Syndroms.

Fiar das Metabolische Syndrom, auch Syndrom X (Reaven, 1988) oder tddliches Quartett
(Kaplan, 1989) genannt, gibt es keine einheitliche Definition. Es fasst die
Stoffwechselkrankheiten Adipositas, T2DM, Bluthochdruck sowie Fettstoffwechselstérungen
zusammen (Kesaniemi et al., 1992) und gilt heute als der entscheidende Risikofaktor fur
koronare Herzkrankheiten. Insulinresistenz wird von der WHO als pathogenetischer Faktor in
der Definition des Metabolischen Syndroms betont (WHO, 2000). Die am haufigsten
verwendete Definition des Metabolischen Syndroms ist die des National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill (NCEP ATP IIlI). Danach spricht man vom Metabolischen
Syndrom, wenn folgende Parameter vorhanden sind (NECP ATP I, 2001):

o Abdominale Adipositas (Taillenumfang bei Mannern > 102 cm, bei Frauen > 88 cm)
o Bluthochdruck (> 130/ 85 mmHg)

e Erhoéhter Nichtern-Blutglucosespiegel (> 110 mg/dL)

o Erhoéhte Triglycerid-Werte (> 150 mg/dL)

o Erniedrigtes HDL-Cholesterin (Manner < 40 mg/dL, Frauen < 50 mg/dL)
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Eine weitere anerkannte Definition stammt von der International Diabetes Federation (IDF).
Sie definiert das Ubergewicht als entscheidenden Risikofaktor (IDF, 2005). Dabei wird
besonderes Augenmerk auf das abdominale Fett gelegt, welches eng mit der Ausbildung des
Syndroms korreliert (Bergman et al., 2006).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind die pathologischen und pathobiochemischen Beziehungen
zwischen Adipositas, Insulinresistenz und den anderen Teilsymptomen des Metabolischen
Syndroms (Hypertonie, Dyslipoproteinamie) nicht vollstandig geklart. Durch epidemiologische
Studien und andere Untersuchungen konnten jedoch Beziehungen zwischen einzelnen
Teilsymptomen nachgewiesen werden (Joost et al., 2000).

Die Pravalenz des Metabolischen Syndroms betragt in Deutschland 19,8 % (Manner 22,7 %,
Frauen 18,0 %; Kriterien des NECP ATP lll; Moebus et al., 2007).

Koronare
Herzkrankheit

Insulinresistenz
und T2DM

Erhohte
Triglyceride
und Freie

Fettsduren

Abdominelle
Adipositas

Metabolisches
Syndrom

Genetische
Faktoren

Sozio-
o6konomische
Veranderungen

Verminderte
physische Aktivitat

Abb. 1.1: Pathophysiologie des Metabolischen Syndroms. Modifiziert nach Muddajah und Solanki, 2006

1.2.1 Exogene und genetische Faktoren fiir die Auspragung der Adipositas

Das Koérpergewicht wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Bei adipdsen Menschen werden
vielfach veranderte Ernahrungsgewohnheiten wie z.B. groRere Portionen und ein hoher
Energiegehalt von Mahlzeiten, unregelmaliges Essverhalten und ein haufiger Verzehr von
Fast Food bzw. Soft Drinks festgestellt (Stein und Colditz, 2004; Ma et al., 2003). Hinzu kommt
oftmals eine verminderte korperliche Aktivitdt, so dass die aufgenommene Energie nicht
verwertet, sondern in Form von Fetteinlagerungen gespeichert wird (Nielsen, 2003; Kopelman,
2000).

Neben den exogenen Faktoren wird eine genetische Pradisposition der Adipositas
angenommen (Bouchard, 1995) und in Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien bestatigt.
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So besteht bei eineiigen Zwillingen eine positive Korrelation des BMI, unabhangig davon, ob
sie gemeinsam oder getrennt aufwachsen. Auch bei Adoptivkindern zeigt sich eine
Abhangigkeit des BMI von dem der leiblichen Eltern — trotz des anderen Umfeldes, in dem sie
aufgewachsen sind (WHO, 2000; Comuzzie und Allison, 1998; Allison et al., 1996; Stunkard et
al., 1990; Stunkard et al., 1986). Der genetische Einfluss auf den BMI wird auf 50-90 %
geschatzt (Maes et al., 1997). Zurzeit werden mehr als 100 Kandidatengene diskutiert, deren
Einfluss aber wahrscheinlich erst in Kombination mit den genannten exogenen Faktoren zum
Tragen kommt (Hamann, 2002).

1.2.1.1 Monogene Adipositas bei Mausmodellen

Eine Mdoglichkeit zur Untersuchung der komplexen Regulation des Koérpergewichtes stellen
Mausmodelle mit Einzelgenmutationen dar.

Die wahrscheinlich am besten untersuchten Mutationen im Zusammenhang mit Adipositas
sind die Mutationen im Gen flr das Hormon Leptin (Lep) und in dessen Rezeptor (Lepr). Diese
Mutationen bedingen bei Mausen (B6.V-Lep®®® bzw. B6.Cg-m Lepr*®®) eine frilhe und in
ihrem Verlauf extreme Adipositas, Hyperphagie sowie Insulinresistenz (Halaas et al., 1995;
Zhang et al., 1994). Die Mutation im Leptinrezeptorgen fuhrt auf einem C57BLKS/J-
Hintergrund zu einem manifesten T2DM, zum Verlust der Inselzellen und einem friihzeitigen
Tod der Mause (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996; Tartaglia et al., 1995). Die sogenannte fat-
Mutation, eine Punktmutation im Cpe-Gen (CPE = Carboxypeptidase E) resultiert in einer spat
einsetzenden Adipositas und Hyperproinsulindmie. CPE wird u.a. in Pankreas und Gehirn
exprimiert und beeinflusst die posttranslationale Kontrolle vieler Prohormone und
Neuropeptide wie Proinsulin und POMC (Cool und Loh, 1998; Cool et al., 1997; Naggert et al.,
1995; Coleman und Eicher, 1990). Die bei Mausen bisher einzige bekannte dominante
Mutation, die zur Adipositas fiihrt, ist die yellow-Mutation im Agouti-Gen (AY). Das resultierende
Agouti-Protein ist flr die Wildtyp-Fellfarbe bei Mausen verantwortlich. Es agiert als Antagonist
zu o-MSH an Melanocortin-Rezeptoren. Durch die Mutation wird das Agouti-Protein ektopisch
u.a. im Hypothalamus exprimiert. Die betroffenen Mause weisen Adipositas, Hyperphagie und
Hyperinsulinamie auf (Ollmann et al., 1998; Klebig et al., 1995; Yen et al., 1994). Eine
Ubersicht einiger monogener Adipositasformen bei Mausen ist in Tab. 1.2 zu sehen.

Neben Mausmodellen mit Mutationen stellen genetisch veranderte Mause einen wichtigen
Beitrag zur Untersuchung der genetischen Ursachen der Adipositas dar. Beispiele sind die
knockout-Mausmodelle fir den Melanin concentrating hormone receptor (MCHR1) und den
Melanocortin 4 receptor (MC4R), die beide einen adipésen Phanotyp aufweisen (Chen et al.,
2002; Huzar et al., 1997). Jana Buchmann et al. zeigten, dass das Ausschalten des
Cholesterin-Transporters ATP-binding cassette, subfamily G member 1 (Abcg1) zu
verringertem Korpergewicht sowie Korperfettanteil fihrte und dass bei den knockout-Tieren
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keine Hochfettdiat-induzierte verminderte Glucose-Toleranz und Fettleber auftrat (Buchmann
et al., 2007).

Tab. 1.2: Einige monogene Adipositasformen in Mausmodellen.

Mutation Chr. | Symbol | Erbgang Referenz

Agouti yellow (A’) 2 A dominant | Yen et al., 1994
Diabetes (db) 4 Lepr rezessiv Chen et al., 1996
Obese (ob) 6 Lep rezessiv Zhang et al., 1994
Tubby (tub) 7 Tub rezessiv Coleman & Eicher, 1990
Fat (fat) 8 Cpe rezessiv Coleman & Eicher, 1990
Fatty liver dystrophy (fld) 12 | Lpin rezessiv Verheijen et al., 2003

1.2.1.2 Monogene Adipositas bei Menschen

Beim Menschen treten ebenfalls autosomal rezessive Formen der Adipositas auf. Beispiele
dafur sind Mutationen in den Genen fur Leptin (LEP; Strobel et al., 1998; Montague et al.,
1997), Leptinrezeptor (LEPR; Clement et al., 1998), POMC (Krude et al., 1998), Prohormon-
Convertase 1 (PCSK1; Jackson et al., 1997) und MC4R (Farooqi et al., 2003). Diese
Mutationen treten sehr selten auf, so dass durch sie nur ein geringer Anteil der humanen
Adipositas erklart werden kann. Unter den genannten Fallen zeigt die MC4R-Mutation die
héchste Pravalenz. So wird diese Mutation bei 1,7 % der adipésen Europaer gefunden
(Stutzmann et al., 2008). Trotz ihrer Seltenheit weisen diese Mutationen auf die zentrale Rolle
dieser Proteine fir die Energiehomdostase des Menschen hin (Tsigos et al., 2002).

1.2.1.3 Genomweite Analysen

Eine weitere M0oglichkeit zur Identifizierung von Kandidatengenen fur Adipositas sind
genomweite Analysen (genome wide analysis, GWA). Hierfir werden genetische Marker
verwendet, die Uber das gesamte Genom verteilt sind. Solche Marker kdnnen
Mikrosatellitenmarker oder Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sein. Deren
Allelhaufigkeit wird mit dem untersuchten Merkmal assoziiert. Genomweite Analysen werden
vorrangig bei der Suche nach Kandidatengenen fur polygene Krankheiten wie z.B. Adipositas
und T2DM angewandt. In letzter Zeit wurden mit Hilfe dieser Methode mehrere
Kandidatengene identifiziert: Fat mass and obesity associated (FTO; Dina et al., 2007);
Frayling et al., 2007), Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 2 (G6PC2; Chen et al., 2008)

6



EINLEITUNG

und ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP member 11) (ABCB11; Chen et al., 2008),
sowie Catenin, beta like 1 (CTNNBL1; Liu et al., 2008). Verschiedene SNPs im FTO -Gen
werden mit erhdhtem BMI, Insulinsensitivitdt und gesteigertem Grundumsatz in Verbindung
gebracht, allerdings sind die Funktionen der SNPs ungeklart (Do et al., 2008; Scuteri et al.,
2007). Aktuell wird eine Rolle des Gens in der Regulation der Lipolyse und im
Verteilungsmuster der Fettdepots diskutiert (Zabena et al., 2008), ebenso wie die Eigenschaft
der DNA-Demethylierung (Jia et al., 2008) oder der Einfluss von FTO auf den Appetit (Wardle
et al., 2008). Loos et al. (2008) fassen in ihrer Metaanalyse mehrere GWA zusammen. Den
starksten Effekt hatte ein Polymorphismus im FTO-Gen, der homozygot einen
Gewichtsunterschied von ca. 4 kg bewirkt. Viele andere bekannte SNPs haben eine viel
geringere Effektstarke. Die Autoren assoziieren auch einen SNP mit Adipositas, der 188 kbp
proximal des MC4R-Gens lokalisiert ist. Eine funktionelle Verbindung ist allerdings aufgrund
der relativ groRen Entfernung des beschriebenen SNP zum MC4R-Gen fragwurdig.

1.2.2 Tiermodelle zur Untersuchung der Adipositas

Zur Charakterisierung der genetischen Ursachen sowie der molekularen und
pathobiochemischen Mechanismen der humanen Adipositas bedient man sich geeigneter
Tiermodelle, die vergleichbare Symptome zum menschlichen Krankheitsbild aufweisen
(Brockmann und Bevova, 2002). Dazu eignen sich besonders Nager (Gonzalez-Navarro et al.,
2007; Oswal und Yeo, 2007), aber auch einige Saugetierspezies wie Hunde (Tsunoda et al.,
2008; Kim et al., 2003) und Katzen (Henson und O’Brien, 2006; Hoenig, 2006). Dabei ist es
wichtig, dass Adipositas durch verstarkte Aufnahme von Fetten und Kohlenhydraten mit der
Nahrung oder durch genetische Faktoren hervorgerufen werden kann. Auch ein erhohter
Blutzuckerspiegel sowie Triglyceridwerte sollten durch eine entsprechende Diat induzierbar
sein.

1.2.2.1 Die Maus als Modellsystem

Mause sind fur die Untersuchung der vielfaltigen Ursachen der Adipositas besonders gut
geeignet. Die Vorteile liegen in der einfachen Haltung, der raschen Verfugbarkeit hoher
Tierzahlen und den konstant gehaltenen exogenen Faktoren in der Versuchstierhaltung.
Zudem sind mehrere hundert Inzuchtstamme verfligbar, deren Phanotyp gut definiert ist.

Zur Aufklarung von bestimmten Pathomechanismen gibt es zum einen die Moglichkeit der
Generierung von Nullmutanten (=knockout) fur definierte Gene, und zum anderen der
Erzeugung transgener (=knockin) Mause, die die mRNA eines Genes verstarkt exprimieren
(Kappel et al., 1994; lannaccone und Scarpelli, 1993). Eine Validierung der Befunde aus
Untersuchungen an Mausmodellen in humanen Studien wird durch die hohe Homologie
zwischen den Genomen von Maus und Mensch erleichtert.
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1.2.2.2 Polygene Mausmodelle

Geeignete Mausstdmme, die Merkmale von Adipositas und T2DM aufweisen, sind z.B. New
Zealand obese- (NZO-), Tsumura Suzuki obese diabetic- (TSOD-) und KK-Mause. Sie weisen
ein erhdhtes Koérpergewicht auf, das durch vermehrte Fetteinlagerungen bedingt ist, haben
erhdhte Blutzuckerspiegel sowie Triglyceridwerte im Plasma und zeigen eine Hypertonie (Kim
et al., 2001; Hirayama et al., 1999; Veroni et al., 1991; Walkley et al., 1978; Herberg und
Coleman, 1977; Bielschowsky und Bielschowsky, 1953;). Weitere Inzuchtstdamme, die einen
adipésen Phanotyp entwickeln, sind DBA/2J-, AKR/J- und DU6-Mausstamme (Brockmann und
Benova, 2002). Auch neue Mauslinien, die aus Zlchtungen hervorgehen, tragen Merkmale
von komplexen Krankheitsbildern wie z.B. die rekombinant kongene Linie NONcNZO10/LtJ,
die aus einer Kreuzung von NZO-Mausen mit - Nonobese Nondiabetic (NON) -Mausen
hervorging und die eine spate Adipositas und Insulinresistenz entwickeln (Cho et al., 2007).

1.2.3 Identifizierung von Suszeptibilitatsloci fiur komplexe Merkmale

Komplexe Erkrankungen wie Adipositas und T2DM sind gekennzeichnet durch einen
polygenen Ursprung und den Einfluss mehrerer Umweltfaktoren (Donaldson, 2004). Die
genetischen Ursachen komplexer Merkmale (Complex Traits) werden durch die Kartierung von
Regionen im Genom, die an der quantitativen Auspragung eines Merkmals beteiligt sind,
identifiziert (Quantitative Trait Loci, QTL). Dazu wird das gesamte Genom mit genetischen
Markern untersucht und anschlieRend der jeweilige Markergenotyp mit der Auspragung eines
bestimmten Merkmals in Verbindung gebracht. Diese Korrelation wird durch den Logarithm of
the Odds (LOD)-Score ausgedriickt. Dabei unterscheiden sich die Signifikanzgrenzen nach
dem jeweils verwendeten Kartierungsmodell (Lander und Kruglyak, 1995). Bei Mausen sind
derzeit 279 QTL fur Kérpergewicht und Koérperfett bekannt (Wuschke et al., 2007). Je nach der
Dichte der Gene finden sich innerhalb eines solchen detektierten QTL (10-30 cM) zwischen 20
und 200 Gene (Abiola, 2003).

1.2.3.1 Kopplungsanalysen zur Identifikation von Adipositas-QTL

In den letzten Jahren wurden in verschiedenen Arbeitsgruppen durch Kreuzungsmodelle und
Kopplungsanalysen verschiedene Suszeptibilitatsloci fur Adipositas im Genom der NZO-Maus
identifiziert (Taylor et al., 2001; Reifsnyder et al., 2000). Dafur wurden jeweils zwei Maus-
Inzuchtstamme ausgewahlt, die sich in dem zu untersuchenden Merkmal (Trait) unterscheiden
— fur die Untersuchung der Adipositas sind geeignete Traits Korpergewicht und
Fettgewebsanteil. Durch  Verpaarung und Weiterziichtung (F2-Generation oder
Ruckkreuzungen) wurde eine chromosomale Rekombination erreicht (Brockmann und
Benova, 2003). Nach Bestimmung von Korpergewicht und —zusammensetzung sowie der
Genotypisierung der Nachkommen mit polymorphen genetischen Markern wurde eine

8



EINLEITUNG

Kopplungsanalyse durchgeflihrt. Dazu wurden spezielle Computerprogramme wie
Mapmaker/QTL genutzt (Hillebrandt et al., 2001; Lander et al., 1987). Die Validierung einer
solchen signifikanten Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp kann z.B. durch einen
unabhangigen Kreuzungsansatz erfolgen.

Die grof’e Anzahl bekannter Adipositas-QTL aus verschiedenen Kreuzungsexperimenten kann
mit Hilfe einer Metaanalyse zusammengefasst werden. Wuschke et al. untersuchten mit dieser
Methode alle bisher fir Mause beschriebenen Adipositas-QTL (Wuschke et al., 2007). Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass im gesamten Mausgenom 49 Bereiche mit signifikanter
Assoziation zu Koérpergewicht und Adipositas vorhanden sind. Dabei gibt es prominentere
Regionen auf den 1, 2, 7, 11, 15 und 17, auf denen 58 QTL (von gesamt 279 QTL fur
Korpergewicht und Korperfett) lokalisiert sind.

1.2.3.2 Mdglichkeiten zur Eingrenzung von QTL

Da QTL meist eine grofe Anzahl von Kandidatengenen beinhalten, kann nicht ohne weiteres
auf die fur das Merkmal verantwortliche Genvariante geschlossen werden. Zur Eingrenzung
von QTL kdnnen verschiedene Strategien verfolgt werden.

e Sequenzierung

Durch Sequenzierung von DNA-Abschnitten ist es moglich, Unterschiede in der
Basenabfolge zwischen verschiedenen Mausstammen zu identifizieren. Sequenziert
werden kdnnen komplette Abschnitte des Chromosoms, gesamte Gene (Exons, Introns,
putativer Promotorbereich), gesamte cDNAs (untranslatierte und translatierte exonische
Bereiche) und nur codierende Genabschnitte. Zur Identifizierung funktionsverandernder
Unterschiede in der Basenfolge in Genen wird die Sequenzierung von codierenden
Genabschnitten und putativer Promotorbereiche angewandt. Die Auswahl der
Kandidatengene erfolgt aufgrund A) der Annotation in Bezug auf das untersuchte Merkmal
oder B) ihrer chromosomalen Lokalisation innerhalb der QTL-Region mit den hdéchsten
LOD-Werten (kritische Region des QTL).

« Analyse der Genexpression

Eine weitere Moglichkeit ist die Untersuchung von Expressionsunterschieden von Genen
innerhalb des QTL-Bereichs beider Kreuzungspopulationen. Hierflr eignen sich die Array-
Techniken, da sie die Untersuchung vieler Gene gleichzeitig erlauben. Dabei geht man
davon aus, dass die Menge an mRNA proportional zum resultierenden Protein ist. So
konnen Gene identifiziert werden, die in bestimmten Geweben oder unter verschiedenen
Diatbedingungen starker bzw. schwacher exprimiert werden (Schena et al., 1995). Array-
Experimente kénnen mit Macroarrays oder Microarrays durchgefiihrt werden, wobei der
Unterschied in der Lange der Sonden und in der Anzahl der untersuchten Gene liegt. Fur
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Macroarrays werden meist PCR-Produkte (PCR, Polymerase Chain Reaction) mit einer
Lange von 300-500 bp verwendet; bei Microarrays finden spezifische Oligonukleotide von
ca. 50 bp Einsatz. lhre erste breitere Anwendung fanden Macroarrays in der Arbeit mit
Zelllinien und einfachen Modellsystemen (DeRisi et al., 1996; Schena et al., 1995), spater
unter anderem in der Hirnforschung (Luo et al., 1999). Ein groRRer Vorteil der Macroarrays
gegenuber den Microarrays ist die flexible Zusammensetzung der untersuchten Sonden,
wahrend die Zusammensetzung der Gene auf Microarrays nicht variabel ist. So kénnen mit
Macroarrays Gene ausgeschlossen werden, die flir den Gegenstand der Studie irrelevant
sind oder auch neue Genmodelle eingeschlossen werden, die in den bestehenden
Microarrays noch nicht enthalten sind. Der Vorteil der Microarrays besteht dagegen in der
sehr groRen Anzahl der Gene, die gleichzeitig untersucht werden kénnen. Momentan sind
mehr als 22 000 proteincodierende Mausgene bekannt (http://www.ensembl.org). Der
Nachteil der Macroarrays ist der immense Aufwand der Sondenherstellung. Diese missen
genspezifisch sein und in ausreichender Menge per PCR amplifiziert werden. Da
kommerziell erhaltliche Microarrays in letzter Zeit gunstiger in der Anschaffung werden und
auch die Qualitat der Oligonucleotid-Sonden besser wird, finden Macroarrays kaum noch
Verwendung. Gene, die mit Hilfe von Array-Analysen als differentiell exprimiert identifiziert
wurden, kdnnen anschlielfend sequenziert werden (Abiola et al., 2003).

« Rekombinant kongene Linien

Eine weitere Strategie zur Eingrenzung von QTL ist die Zichtung rekombinant kongener
Mauslinien. Dabei werden durch Rickkreuzung Subfragmente des QTL auf einen anderen
Stamm Ubertragen. Dadurch kann der kritische QTL-Bereich auf eine Gré3e von wenigen
cM reduziert werden (Fehr et al., 2002). Gene innerhalb eines solchen kleineren QTL-
Fragments konnen einzeln auf Expressionsunterschiede oder Unterschiede in der
Basenabfolge der Gene untersucht werden (Abiola et al., 2003).

« Haplotypenanalyse

Haplotypenanalysen gehen von einer gemeinsamen Vererbung von genomischen Blécken
aus, ohne dass eine Rekombination innerhalb dieser Blocke stattfindet. Dabei werden
polymorphe Bereiche mit einer langer zurlckliegenden Rekombination assoziiert, nicht-
polymorphe Abschnitte jedoch mit einer nahen Verwandtschaft (Paigen et al., 2008;
Reuveni et al., 2007; Petkov et al., 2004 und 2005). Haplotypen werden mit Hilfe von
Mikrosatellitenmarkern und SNPs bestimmt. Durch die Anwendung von so erstellten
Haplotypenkarten kann ein QTL auf polymorphe Bereiche zwischen den Kreuzungs-
populationen weiter eingegrenzt werden (Moritani et al.,, 2006). Auch Kandidatengene
wurden in aktuellen Studien mit Hilfe einer Haplotypenanalyse identifiziert (Dokmanovic-
Chouinard et al., 2008; Pletcher et al., 2004).
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1.3 Der Adipositas-QTL Nob17

1.3.1 Die Mausstamme NZO und SJL

Der New Zealand obese-Mausstamm (NZO) ist flr die Untersuchung der genetischen
Ursachen des Metabolischen Syndroms sehr gut geeignet (Abb. 1.2). Der Ursprung dieses
Inzuchtstammes liegt in einer Kolonie zufallsverpaarter Mause, die 1930 von London ins
neuseelandische Otago kamen. Dort erfolgte ab 1948 eine Selektion nach der Fellfarbe. Auf
den heute manifesten adipésen Phanotyp wurde ab der zehnten Inzuchtgeneration selektiert,
der bei einzelnen Tieren auftrat (Bielschowsky und Bielschowsky, 1953). Die Kombination aus
Hyperphagie, reduziertem Energieumsatz und verringerter motorischer Aktivitat fihrt zur
Entstehung der Adipositas bei NZO-Mausen (Jurgens et al., 2006). Daneben zeigen sich
Begleiterkrankungen wie Hypertonie und Hypercholesterinamie (Ortlepp et al., 2000) sowie
eine starke Insulinresistenz und Hyperglykdmie, die allerdings in ihrer Auspragung je nach
Geschlecht und Substamm stark variiert (Leiter und Reifsnyder, 2004). So entwickeln die
mannlichen Tiere zwar eine Hyperglykdmie und Hypoinsulindmie, die Weibchen dagegen
weisen normale Blutzuckerspiegel und erhohte Insulinkonzentrationen im Plasma auf (Kluge
et al., 2000).

Der New Zealand Black- (NZB-) Stamm, der dem NZO-Stamm am nachsten verwandt ist,
entwickelt eine moderate Adipositas (ca. 11 % im Vergleich zu ca. 40 % Korperfettanteil bei
NZO-Mausen, Jirgens et al., 2006), eine starke Hypercholesterindmie sowie eine leichte
Hypertonie (Ortlepp et al., 2000). Sowohl NZO-Tiere (Igel et al., 1997) als auch NZB-Mause
weisen mehrere Mutationen im Leptinrezeptor-Gen auf, so dass diesen Mutationen keine
funktionelle Bedeutung bei der Auspragung der extremen Adipositas beim NZO-Stamm
zukommen kann. Eine weitere Mutation, die beide Stdmme tragen, ist eine Punktmutation im
Gen, das fur das Phosphatidyl-Transport-Protein (Pctp) kodiert. Ein Aminosaureaustausch
(Arg120His) fuhrt zu einem inaktiven Protein. Dies erklart moglicherweise den gestorten
Phosphatidylcholin-Metabolismus bei NZO-Mausen (Pan et al., 2006a, Pan et al., 2006b).

Der Swiss Jim Lambert (SJL)-Mausstamm stammt von drei Subpopulationen aus dem Swiss
Webster-Auszuchtstamm ab, die zwischen 1938 und 1943 in die Jackson Laboratories (USA)
gebracht wurden. Jim Lambert begann die Inzucht der Tiere im Jahr 1955. SJL-Mause sind im
Gegensatz zu NZO-Mausen resistent gegeniber einer Diat-induzierten Gewichtszunahme
(Abb. 1.2) (Festing, 1997), weisen einen geringen Korperfettanteil auf (West et al., 1992),
entwickeln keine Arteriosklerose (Paigen, 1995; Nishina et al., 1993) und haben niedrige
Plasma-Cholesterinspiegel (Weibust, 1973).
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Abb. 1.2: Phanotypischer Vergleich der Inzucht-Mausstamme Swiss Jim Lambert (SJL) und New Zealand
obese (NZO). (A) Der deutliche Unterschied im Korpergewicht der adulten Tiere ist hauptsachlich auf eine erhéhte
Fettmasse bei NZO-Mausen zurlickzufiihren. (B) NZO-Mause weisen im Vergleich zu SJL-Mausen ein hdheres
Kérpergewicht, sowie erhdhte Blutglucosespiegel und Seruminsulinkonzentrationen auf. Diese Merkmale spiegeln
das humane Metabolische Syndrom wieder (*p<0,01; **p<0,001; modifiziert nach Ortlepp et al., 2000).

1.3.2 Identifizierung des Adipositas-QTL Nob1

Zur Aufklarung der genetischen Ursachen der polygenen Erkrankungen der NZO-Maus
wurden verschiedene Kreuzungsansatze durchgefiihrt und mégliche Kandidatengene
untersucht.

Aus der kombinierten Analyse zweier Riickkreuzungen mit den Inzuchtstdmmen NZO und SJL
ergab sich ein LOD-score (BMI) von ca. 8 beim genetischen Marker D5Mit302 (61,8 Mbp,
NCBI Build 37.1; Giesen, Dissertation 2004). Dieser als Nob1 (New Zealand obese 1)
bezeichnete Suszeptibilitadtslocus fiur Hochfett-Diat-induziertes Kérpergewicht auf Chromosom
5 umfasst ca. 45 Mbp (LOD > 3,3; Abb. 1.3).

In ihrer Arbeit charakterisierte Kirsten Giesen die Phanotypen der Parentaltiere, der F1- und
Ruckkreuzungstiere aus verschiedenen Kreuzungsansatzen. Ein Vergleich der Kérper-
gewichte von F1-Tieren (SJL-Weibchen x NZO-Mannchen, SZO) mit den Parentaltieren zeigte
zwar, dass die Gewichte der F1-Generation zwischen denen der NZO- und SJL-Parentaltiere
lagen, jedoch naher an den SJL-Mausen. Schon hier spekulierte Kirsten Giesen auf
dominante suppressive Genvarianten, die zu einem geringeren Kérpergewicht fiihren und vom
SJL-Genom stammten. Allerdings wurde dieser Spekulation nicht weiter nachgegangen,
sondern ein oder mehrere NZO-Allele angenommen, die zu einem Anstieg des
Korpergewichts flihrten.

NZO-Nob1-Alleltrager (homozygot und heterozygot) wiesen signifikant hdhere
Korpergewichte, eine starkere Gewichtszunahme, erhéhte BMI und Korperfettanteile im
Vergleich zu homozygoten SJL-Alleltragern auf. Zudem waren die Plasma-Insulinwerte
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doppelt so hoch wie bei den homozygoten SJL -Alleltrdgern. Die Plasmawerte fUr Triglyceride
und Cholesterin zeigten keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Kluge et al., 2000;
Giesen, 2004).

Ein wesentliches Merkmal des Nob?1 war dessen Kopplung mit einer Hochfett-Diat (HFD)
wahrend bei  Fitterung einer  Standard-Didt (SD) keine  genotypbedingten
Gewichtsunterschiede zu sehen waren (Giesen, 2004). Diese Beobachtung macht Nob7 zu
einem sehr interessanten Adipositas-QTL, da dieser Suszeptibilitatslocus zu einer
diatabhangigen Gewichtszunahme flihrt. Diese Diatabhangigkeit scheint sich auf den
Fettanteil zu beziehen, weil die verwendete HFD neben einem erhéhten Fettanteil (HFD: 16 %;
SD: 5 %) einen ahnlich hohen Anteil an Kohlenhydrat-Anteil wie die verwendete Standard-Diat
enthalt (HFD: 46,8 %; SD: 48 %). Diese Zusammensetzung entspricht ungefahr der
.Cafeteria-Diat“ (Darimont et al., 2006), die in Industrielandern zu einem so rasanten Anstieg
in der Adipositas-Pravalenz fihrt (Larson et al.,, 1995). Der Hochfett-Diat-spezifische Nob1-
Effekt lasst auf eine Diat-induzierte Veranderung im Stoffwechsel schlielen, die mit einer oder
mehreren Genvarianten innerhalb des Nob71 assoziiert sind. Da eine Didt mit einem hohen
Fettanteil zu Adipositas, Insulinresistenz und im Weiteren zum Metabolischen Syndrom fiihren
kann, sind fir eine weitere Untersuchung von Genen und deren Expression besonders die
Gewebe interessant, die eine wichtige Rolle in der Entstehung der Adipositas spielen — dazu
zahlen Fettgewebe, Skelettmuskel, Leber und Hypothalamus.
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Abb. 1.3: Darstellung der LOD-score-Kurven fiir den Adipositas-QTL Nob17. Diese Kurven wurden auf der
Grundlage von zwei unabhangigen Rickkreuzungsmodellen der Mausstamme NZO und SJL erstellt. Dazu wurden
22 Wochen alte Tiere aus der NZOxF1-Generation phanotypisch charakterisiert und genotypisiert (n=206). Der
jeweilige Genotyp wurde mit dem Kdrpergewicht der Tiere korreliert. Die Auswertung erfolgte mit der MapMaker-
Software. Der maximale LOD-score wurde beim genetischen Marker D5Mit302 erreicht. (modifiziert nach Kluge et
al., 2000 und Giesen, 2004). Es ist deutlich sichtbar, dass Nob7 nur unter HFD-Bedingungen auftritt, wahrend die
Fitterung einer SD keine signifikante Korrelation des Nob7-Genotyps mit dem Merkmal Kérpergewicht zeigt.
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Im gleichen Ruckkreuzungsmodell von NZO- und SJL-M&usen wurde auf dem distalen
Chromosom 4 ein QTL fur Diabetes identifiziert (Nidd/SJL), der auf einer Genvariante im SJL-
Genom beruht. Allerdings ist fur die Auspragung des diabetischen Phanotyps ein erhdhtes
Kdrpergewicht im frihen Lebensalter (8 Wochen) nétig (Plum et al., 2002). Unter dem Einfluss
einer fettreichen Diat interagieren Nidd/SJL und Nob1 miteinander in Bezug auf die Hohe der
Diabetespravalenz. Sind beide Risiko-Allele (Nidd/SJL und Nob1/NZQ) vorhanden, erkranken
die Tiere zu einem friiheren Zeitpunkt und die Diabetespravalenz liegt deutlich héher als bei
den Tieren, die jeweils nur ein Risiko-Allel tragen (Plum et al., 2002; Abb. 1.4).

70
Nidd'SJL - Nob1
80 1 HFD
~,
F 50 -
g Nidd/SJL
= 40 )
8
SsD
@ 30
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a 20 - Nidd/SJL - Nob1
0 -4 — ? . .
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Abb. 1.4: Interaktion des Adipositas-QTL Nob7 mit dem Diabetes-QTL Nidd/SJL und Einfluss der Diat auf
die Diabetespravalenz. Tiere, denen eine Standard-Diat (SD) verabreicht wurde und die weder das Nob1/NZO-
noch das Nidd/SJL-Allel trugen (-/-), zeigten eine geringe Diabetespravalenz. Die Pravalenz stieg bei Tieren, die nur
das Nidd/SJL-Allel trugen, jedoch war kaum ein Unterschied zwischen SD und Hochfett-Diat (HFD) zu beobachten.
Auch wenn Tiere beide Risiko-Allele (Nidd/SJL-Nob1) trugen, erhdhte sich die Diabetespravalenz unter SD-
Bedingungen nicht. Nur wenn eine HFD verabreicht wurde und beide Risiko-Allele vorhanden waren (Nidd/SJL-
Nob1), stieg die Pravalenz fiir Diabetes schon zu einem sehr frilhen Zeitpunkt an (modifiziert nach Plum et al.,
2004).

1.3.3 Genomische Lokalisation und stammspezifische Herkunft des Nob1

Der QTL Nob1 ist auf Chromosom 5 zwischen den Mikrosatellitenmarkern D5Mit389 und
D5Mit259 lokalisiert. Dieser Bereich entsprach dem Konfidenzintervall der LOD-score-Kurve,
fur den der berechnete LOD-score-Wert grofRer als 3,3 war und somit eine signifikante
Korrelation zwischen Korpergewicht und auftretendem Genotyp vorlag. Diesem Bereich von
ca. 27 cM, der einem Chromosomenabschnitt von ungefahr 50 Mbp entspricht, wurden etwa
500 Genmodelle zugeordnet (NCBI-Gendatenbank, Build 36.1, 2006).
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Zur ldentifikation der Herkunft des korpergewichtsbeeinflussenden Allels von Nob7 wurden
weitere Kreuzungen etabliert. In Kreuzungen des NZO-Stammes mit dem nahe verwandten
NZB-Stamm (Katja Schmolz, Dissertation in Vorbereitung) und mit dem C57BL/6J-Stamm
(Heike Vogel, Diplomarbeit 2005) konnte die Kopplung des Nob7-Genotyp mit dem
Kdrpergewicht jedoch nicht verifiziert werden. In der Literatur sind weitere Adipositas-QTL auf
dem proximalen Chromosom 5 beschrieben. So identifizierten z.B. Taylor und Mitarbeiter in
einem Kreuzungsmodell der Small Mouse (SM) mit dem NZO-Stamm zwei Adipositas-QTL auf
dem proximalen Chr. 5: einer bei D5Mit180 (Obqg17) und ein zweiter bei D5Mit233 (Obq12, 24
Mbp bzw. 53 Mbp; NCBI Build 37.1; Taylor et al., 2001). Uberlappend mit Obg71 wurde beim
Marker D5Mit227 (19,1 Mbp; NCBI Build 37.1) ein dritter Adipositas-QTL in diesem Bereich
identifiziert, der bei einer Kreuzung von C57BL/6J- und DBA/2J-Mausen auftrat (Keightley et
al.,, 1998). Diese QTL weisen auf weitere Genvarianten hin, die das Korpergewicht von
Mausen beeinflussen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Kandidatengene fiir Adipositas im Bereich des Nob1 zu
identifizieren. Dazu sollten folgende Analysen durchgefuhrt werden:

(1) Untersuchung auf Expressionsunterschiede zwischen den Mausstammen NZO und SJL

Um eine Genvariante aus den ca. 500 Genmodellen des Nob1 zu identifizieren, die flr den
Effekt auf das Korpergewicht verantwortlich ist, und ausgewahlte Kandidatengene auf ihre
Expression zu untersuchen, sollten Macroarray- und Microarray-Experimente mit cDNAs
von verschiedenen stoffwechselrelevanten Geweben der Parental-Mausstdmme NZO und
SJL durchgefuhrt werden. Die Verifizierung der Ergebnisse aus den Array-Versuchen sollte
mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR-Technik erfolgen.

(2) Sequenzierung von Kandidatengenen

Die verantwortliche(n) Genvariante(n) fur den Nob1 sollte(n) durch den Sequenzvergleich
der codierenden Genabschnitte zwischen NZO und SJL identifiziert werden.

(3) Weitere Expressionsanalysen

Die identifizierte(n) Genvariante(n) sollte(n) durch die Untersuchung der mRNA-Expression
in weiteren Geweben auf ihre mogliche Funktion im Stoffwechsel untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Mausinzuchtstamme verwendet:
¢ fiir die Macro- und Microarray-Experimente:

NZO/HIBom (Taconic, M+B, Ry, Danemark)
SJL/NBom (Taconic, M+B, Ry, Danemark)

e fir quantitative Real-Time-PCR-Versuche:

C57BL/6JCrl (Charles River Laboratories, Sulzfeld)
B6.V-Lepob/J (Charles River Laboratories, Sulzfeld)

o flr Sequenzierungen:

AKR/J (Universitat Marburg, AG Heldmaier/Klingenspor, eigene Zuchtkolonie)
FVB/N (Charles River Laboratories, Sulzfeld)

NON/LtJ (Jackson Labor Uber Fa. Charles River Laboratories, Sulzfeld)
NZB/OlaHsd (Fa. Harlan, Borchen)

SM/JCrl (Jackson Labor Uber Fa. Charles River Laboratories, Sulzfeld)
SWR/J (Universitat Marburg, AG Heldmaier/Klingenspor, eigene Zuchtkolonie)

Alle tierexperimentellen Versuche wurden durch das Ministerium fir Landliche Entwicklung,
Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Brandenburg unter dem Geschéaftszeichen
32-44457+36 genehmigt.

2.1.2 Bakterienstamme

Zur Vervielfachung von Plasmid-DNA wurden folgende Bakterienstamme verwendet:

DH5a Hanahan ef al., 1983
TOP10F Invitrogen, Groningen, Niederlande
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2.1.3 Plasmid- und Expressionsvektoren

Folgende Plasmid- und Expressionsvektoren wurden in dieser Arbeit benutzt:

Plasmidvektoren

pBlueskript®lI-KS Stratagene, La Jolla, USA

pCR2.1-TOPO Invitrogen, Carlsbad, USA

Expressionsvektoren

pGEX.3X Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.1.4 Enzyme, Standards und Reaktionskits

Die verwendeten Enzyme sowie Molekulargewichts- und Langenstandards wurden von den
Firmen New England Biolabs (Schwalbach), Boehringer (Mannheim), Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim), MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Roth) und BioRad (Minchen) bezogen.

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Produkte und Reaktionskits nach

Herstellerangaben eingesetzt.
Folgende Reaktionskits wurden verwendet:

BCA Protein Assay Kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit
InViSorb™ Genomic DNA Kit I

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen Midi-/Maxipraparationskit

Rapid Ligation Kit

TNT® T7 Quick Coupled Translation System
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
First Strand cDNA Synthesis-Kit™

TagMan® Universal PCR Master Mix:
No AmpErase® UNG

TOPO™ TA Cloning ®Kit

Pierce, Rockford, IL, USA

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Sigma, Deisenhofen
InViTek GmbH, Berlin
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Promega, Madison, USA
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
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2.1.5 Nahrmedien, Puffer, LOsungen

Alle verwendeten Medien, Puffer und Ldsungen wurden mit destilliertem, entionisiertem
Wasser (ddH,0) hergestellt und falls nicht anders angegeben durch Autoklavieren (20 min/
121 °C/ 1 bar) oder Filtration (0,45 um) sterilisiert. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte bei
Bedarf vor dem Autoklavieren mit 10 % HCI oder 10 % NaOH.

2.1.5.1 Bakterienkulturmedien

LB-Medium 1 % Pepton; 1 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt

LB-Agar 1 % Pepton; 1 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt; 1,5 % Agar

2.1.5.2 Puffer, Ldsungen

Ampicillin-Stammlésung 100 mg/ ml in ddH,O

Kanamycin-Stamml&dsung 30 mg/ ml in ddH,0

SOC-Medium 0,5 % Hefeextrakt; 2,0 % Trypton; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCI; 10 mM MgCly; 2 % Glucose

TAE (1x) 40 mM Tris-Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0

2.1.6 Sonstige Materialien

Acrylamid/Bis 19:1 (Bio-Rad, Munchen)
APS (Merck, Darmstadt)

TEMED (Bio-Rad)

EDTA (Merck)

Ficoll 400 (Sigma)

Xylencyanol FF (Merck)
Bromphenolblau (Merck)

Tris-HCI (ICN Biomedicals, OH, USA)

Borsaure (Merck)

2.1.7 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden von den Firmen MWG Biotech
(Darmstadt Ebersberg), Invitrogen (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Sie
waren HPLC-gereinigt, lyophilisiert und wurden nach entsprechender Verdlinnung fur die
PCR-Reaktion oder fir die Sequenzierung von DNA eingesetzt.
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Eine Ubersicht der verwendeten Primer fur die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente fiir

den Macroarray-Versuch ist im Anhang unter der Tabelle A1 zu finden. Die Ubersicht der

Primer, die fur die Sequenzierung von Genen benutzt wurden, befindet sich im Anhang in

Tabelle A4.

Primer fur die quantitative Real-Time PCR (SybrGreen®)

Genname Primersequenz forward (5'>3') | Primersequenz reverse (5'—3')
2310045A20Rik CTCCCAGGGATTTTTCAACC GCCGAAGATGAAGGTAAAGC
Pgm1 TGTCGCACCTGAAACTCTGC | AGAAGGGGACTACTGTCAACC
Cpeb2 CACCACCGAAATTCACTCG TCGATCCTGGTCTATTCTGG
Gabra4 CTCACCATAAGTGCGGAGTG | GATACAGTCTGCCCAATGAGG
Pcdh7 GCATTATGGCTTGCACAGG TGTCATAATGCCAGCAACC
Mrfap1 ATGCTGATCCAGATCAAGACG | GAATCCATTGGCTGGAAACC
Mpv17 CAAACTGAAGCGGGACTACC | CACGGTGCATCAGTACAAGG
Ucn TGGGCAGACACTCCGATAAC | TCCGCTAACAGCAAGAGGAG
Letm1 CAGGGGAGAGTGTCATCAGC | GTGGCCACAATTTCAGCTACC
Qdpr TGGCAGGGAAGAACAGTGG | ACCACCTGGATTAGGCTTCC
Igfbp7 AGCAACGGCATCACCTACC GCTGAACTCCAGAGTGATCC
Rhoh AGAACCCACCGACTGTCTCC | GAGAAACAGTGACCGCTTGG
Spp1 TGCACCCAGATCCTATAGCC ACAGAATCCTCGCTCTCTGC
Alox5ap AGATGCGTACCCCACTTTCC | CGAAGGACATGAGGAACAGG
Aacs CAGGATCAACCCCAAAACAG | AGGTCAGGCTGGAAAGTGTG
Mil5 ATTTGATCGACGGGAGTTGC | AAGCTAGCCTGGTTTTCTGC
Pppich GATTTGTCGAGCTCATCAGG | TTCGGTGGATTAGCTGTTCG
Insig1 TGATAGCCACCATCTTCTCC GAGGGCTGCTAAAGTCAAGG
Abhd1 TTCAATCAGCCACTCACTGC GCATTGAGGCAGAGAACAGG
Spink2 CTCCTGGTCACAGACTTTGC | GTCCTCCCTGATTTTCATGC

Primer zur Klonierung der Vollldngen- Thbc1d1-cDNA:

Fwd: 5-TGCGTCGACGAAGCAGAGACTGTGGAGTGG-3

Rev: 5'-ATCGTATACAACAACCAGGACTGGAAAGG-3’
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Tbc1d1-Sonde und Primer fur die TagMan-Real Time-PCR (2 x markiert: 5' 6-FAM; 3'
TAMRA):

1) alle Isoformen

Fwd: 5-AGTGGCCACTCCACAGAAG-3’
Rev: 5-TCCTGTACTGGGCCAAATG-3’
Sonde: 5-ACTCCCCGAGCAGATATGAAGATTATTCCGAGCTG-3’

2) lange Isoform

Fwd: 5-ATGTGGACCATCTTCCTGG-3
Rev: 5'- GCTCTCCACTGGAATTGTG-3
Sonde: 5TTCAGCTCCGCCTCCACCTCGTCTTAA-3’

Zusatzlich wurden je eine TagMan-Sonde der Firma ABI fur die Gene Tbc1d7 und Thc1d4
verwendet.

Primer zur ldentifikation der 7 bp-Deletion des Gens Tbc1d1 in Exon 18:

Fwd: 5-GAGCAGGTCAGCTGTCACTTT-3’
Rev: 5-TGAGACCTTGGCAGTATCCA-3’

Primer zur PCR-Amplifikation von Genen in Plasmiden:

M13 forward 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

M13 reverse 5-GGAAACAGCTATGACCAT-3'

T3 5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3'
T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
pME forward 5-CTTCTGCTCTAAAAGCTGCG-3'
pME reverse 5'-CGACCTGCAGCTCGAGCACA-3'
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Haltungsbedingungen

Die verwendeten Tiere wurden nach den Richtlinien zur Tierhaltung und des Tierschutzes
gehalten.

Die Mause wurden in Makrolon Kafigen (Typ Ill, Fa. EBECO, Castrop-Rauxel, Deutschland)
auf entstaubter Weichholzfaser (Fa. Rettenmaier & Séhne, Ellwangen, Deutschland) bei
einer konstanten Temperatur von 20 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 55 +/- 5 % gehalten.
Der 12-stindige Hell-Dunkel-Zyclus begann morgens um 6 Uhr.

Den Zuchttieren stand eine Standard-Diat (SD) zur Haltung von Nagern (1314; Fa. Altromin,
Lage) mit 5 % Fett (Sojadl), 48 % Kohlenhydraten und 22,5 % Eiweil sowie keimfreies und
entkalktes Wasser ad libitum zur Verfigung. Das Standardfutter war cholesterinfrei und hatte
einen Energiegehalt von 12,5 kJ/g.

Die Versuchstiere wurden drei Wochen nach der Geburt abgesetzt. Danach erhielten sie
entweder eine SD zur Haltung von Nagern (1314; Fa. Altromin, Lage, siehe oben) oder ein
Hoch-Fett-Diat (HFD) zur Haltung von Nagern (Typ C1057; Fa. Altromin, Lage) mit 16 %
Fett (Sojadl), 46,8 % Kohlenhydraten und 17,1 % Eiweil® (ME: 17,2 kJ/g, 4,1 kcal/g). Futter
und Wasser standen den Tieren jederzeit ad libitum zur Verfligung.

Die Tiere wurden nach Geschlecht getrennt und als Geschwistergruppen in Kafigen zu
2-6 Tieren gehalten.

2.2.1.2 Phanotypische Charakterisierung

Zur Erhebung phanotypischer Daten und zur Gewinnung von unterschiedlichen Geweben
der Inzuchtstamme NZO und SJL wurde ein Tierexperiment ber 12 Wochen durchgefihrt.
Drei Wochen nach der Geburt wurden die Jungtiere abgesetzt und entweder auf einer SD
oder auf einer HFD gehalten. Nach 4, 8 bzw. 12 Wochen wurden 6-8 Tiere pro Gruppe
getotet und verschiedene Gewebe fur die Array-Experimente entnommen (Abb. 2.1)

Die phanotypische Charakterisierung begann in der 4. Lebenswoche. Dazu wurde
wochentlich das Kérpergewicht mit Hilfe einer elektronischen Waage (+ 0,1 g) (Fa. Satorius,
Goéttingen) und die Koérperzusammensetzung (Korperfett, Muskelmasse und freier
Wassergehalt) mittels NMR-Methode (nuklear magnetic resonance,
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Kernresonanzspektroskopie; Bruker-Minispec-NMR-Analyser mq10, Fa. Bruker Optics) am
nicht narkotisierten  Tier (Mystkowski, 2000) bestimmt. Das Prinzip der
Kernresonanzspektroskopie beruht auf dem spezifischen Verhalten von Atomkernen in
einem Magnetfeld. So nehmen Protonen in Wasserstoffatomen durch das Anlegen eines
externen Magnetfeldes gerade so viel Energie auf, um in einen energiereicheren Zustand
Uberzugehen. Diese Kernresonanzenergie ist abhangig von den Bindungsverhaltnissen der
Protonen, die in Fett- und Muskelgewebe unterschiedlich sind. Die Energieaufnahme wird in
einem Kernresonanzspektrum aufgezeichnet.

I
Woche 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
{ X X X
Start

Abb. 2.1: Zeitlicher Versuchsablauf des Tierexperiments. Nach Absetzen der Tiere in Woche drei wurden die
Mause auf den unterschiedlichen Didten gehalten (SD bzw. HFD) und in Lebenswoche 4, 8 bzw. 12 zur
Gewebeentnahme getétet (x).

2.2.1.3 Totung der Tiere und Gewebepraparation

Im Alter von 4, 8 bzw. 12 Wochen wurde den Tieren unter Atheranasthesie durch eine
Herzpunktion mit EDTA-Monovetten (4,5 ml; Fa. Sarstedt, Nimbrecht) Blut entnommen. Das
EDTA-Blut wurde 10 min bei 4000 x g und 4 °C zentrifugiert, das Plasma abgenommen und
bei -80 °C gelagert. Folgende Organe wurden prapariert, in Folie eingepackt und bis zur
Lagerung in flussigem Stickstoff aufbewahrt: weilRes Fettgewebe (white adipose tissue,
WAT), braunes Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT), Leber, Skelettmuskel (SM), Herz,
Pankreas, Niere, Diinndarm, Dickdarm und Hypothalamus. Die Langzeitaufbewahrung der
Gewebeproben erfolgte bei -80 °C.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 lIsolation von genomischer DNA aus Mausschwanzen

Aus Schwanzspitzen von Mausen wurde genomische DNA mit Hilfe des InViSorb™ Genomic
DNA Kit Il (InViTek GmbH, Berlin) isoliert. Diese Methode der DNA-Isolation beruht auf
einem Salzprazipitationsverfahren. Der Ablauf des Protokolls wurde beibehalten, allerdings
wurden die Mengen an Puffern wie folgt geandert:

Lysepuffer G 200 pl
Proteinase K (20 mg/ml) 10 ul
Bindungspuffer 460 pl
Waschpuffer 3 x 700 pl
Elutionspuffer D 210 pl

Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde photometrisch bestimmt und mit ddH,O auf
10 ng/pl eingestellt.

2.2.2.2 lIsolation von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien

Die Bakterien wurden durch Zentrifugation der UNK gewonnen, in TE-Puffer resuspendiert
und mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen (0,1 M NaOH; 0,5 % SDS; in TE-Puffer). Die
DNA wurde anschlieend in saurem Milieu (3 M NaOAc) mit Ethanol gefallt. Das DNA-Pellet
wurde in TE-Puffer aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

In einigen Fallen (fur den Einsatz in Sequenzier-Reaktionen oder zur in vitro -Translation)
wurde die Plasmid-DNA aus den Zellen mit dem GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich, Steinheim) gemaf den Herstellerangaben isoliert.

TE-Puffer: 10 mM Tris; 1 mM EDTA ; pH 8,0

2.2.2.3 Isolation von Gesamt-RNA aus Mausgeweben

Der Gewebeaufschluss erfolgte unter Zugabe von Qiazol (Qiagen, Hilden) mittels eines
TissuelLysers (Qiagen, Hilden). Zur Isolation der Gesamt-RNA diente eine Phenol-
Chlorophorm-Extraktion mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden), das nach Angaben des
Herstellers verwendet wurde. Zur Uberpriifung der RNA-Qualitat wurden je 1-2 ug RNA auf
ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen. Waren die charakteristischen 18S- und
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28S-Banden im Gel deutlich zu sehen, wurde die RNA weiterverarbeitet. RNA-Proben, bei
denen das nicht der Fall war, wurden verworfen. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.2.4 Herstellung einer Erststrang-cDNA aus Gesamt-RNA

Fir weitere Analysen der Genexpression mittels Real-Time-PCR oder als Matrize fir eine
PCR wurde die mRNA (messenger RNA) in eine einzelstrangige cDNA umgeschrieben.
Dieser Vorgang erfolgte durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT). Reverse
Transkriptasen verwenden RNA als Matrize und synthetisieren an das 3°-Ende eines Primers
die komplementare DNA (cDNA). Fir jede Reaktion wurden 2 ug Gesamt-RNA eingesetzt.

Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

Protokoll einer Erststrang-cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA

Komponente Finale Konzentration
Gesamt-RNA 2 ug
Hexa-Nukleotid-Primer 200 ng

dNTPs 500 uM (gesamt)

- 5 min 65 °C zum Anlagern der Primer, 2 min auf Eis

Komponente Finale Konzentration
5 x Puffer 1Xx

DTT 4 mM

SuperScript™ Il Reverse | 200 units
Transcriptase

= 5 min 25 °C und 60 min 50 °C inkubieren, 15 min 70 °C zur Denaturierung des Enzyms

2.2.2.5 Primerdesign

Fur das Design genspezifischer Primer-Paare (Produktlange 300-500 bp) wurde die gesamte
Sequenz der mRNA des Gens mittels der BLAST Software
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ) gegen die NCBI-Datenbank fiir bekannte mRNAs und
ESTs (Expressed Sequence Tags) abgeglichen. Es wurden nur solche Bereiche der mRNA in

Betracht gezogen, die keine Sequenzhomologien zu anderen bekannten Genen oder zu
anderen Isoformen desselben Gens aufwiesen. Waren solche Bereiche nicht vorhanden,
konnte dieses Gen nicht in das Experiment einbezogen werden. Gab es mehrere dieser
spezifischen Bereiche, wurde der Bereich bevorzugt, der am nachsten am 3’-Ende der
mRNA lag. Die Analyse der Exonstruktur der Gene wurde mit der BLAT Search Software
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat ) durchgeflhrt. Fir das Primerdesign wurden Exone

genutzt, die langer als 300 bp waren. War keines der Exone eines Gens langer als 300 bp,
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wurde die cDNA-Sequenz des Gens fur das Primerdesign verwendet. Die Primerpaare
wurden mit der Primer3-Software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi)

erstellt. Die Sequenz des gesamten PCR-Produktes wurde noch mal mittels BLAST-Software
auf Sequenzhomologien zu anderen Genen uberprift.

Far einige der Gene und fur 217 zufallig gewahlte Kontrollgene wurden cDNA-Klone aus der
RZPD-cDNA-Bibliothek ,Mouse Unigene Set RZPD 2“ (RZPD, Deutsches Ressourcen-
zentrum flr Genomforschung, Berlin) bestellt. Diese Gene wurden mit Sequenzier-Primern
der jeweiligen Plasmide amplifiziert, die die Gene enthielten (siehe Anhang Tabelle A2).

2.2.2.6 Amplifikation von DNA mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine
molekularbiologische Methode, um grofiere Mengen kleiner DNA-Fragmente herzustellen
(Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986). Dabei wird der von zwei Primern flankierte DNA-
Abschnitt (Matrize, engl. Template) mittels des Enzyms DNA-Polymerase in mehreren
Temperaturzyclen vervielfaltigt (Denaturierung, Primerhybridisierung, Elongation).

Standardprotokoll fur die erste PCR (10 yl Reaktionsvolumen):

Komponente Finale Konzentration
Template genomische DNA/ cDNA 20 ng/ 25 ng

Primer 5 —3’ 500 nM

Primer 3'—5’ 500 nM

10 x Puffer 1x

dNTPs 250 uM pro dNTP
JumpStart REDAccuTaq DNA Polymerase | 0,5 U

Temperaturprogramm fir den Thermocycler:

Initiale Denaturierung | 96 °C 2 min
Zyclus 1-30:

Denaturierung 94 °C 30 sek
Primerhybridisierung 55-60 °C | 30 sek
Elongation 68 °C 60 sek
Finale Elongation 68 °C 10 min
Halten 4°C

Die Menge von mindestens 6 ug PCR-Produkt wurde in einer zweistufigen PCR-Reaktion
amplifiziert. Dazu erfolgte eine Reamplifizierungs-PCR. Von der ersten PCR wurde 1 yl auf
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ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen, um die Qualitdt der PCR zu Uberprifen (siehe
2.2.2.7.1.). War nur eine distinkte und starke Bande der erwarteten Grof3e zu sehen, wurden
je nach Bandenstarke 0,5-1 pul dieser ersten PCR ohne Reinigung der PCR als
Ausgangsprodukt fir die zweite PCR verwendet (Reamplifizierung). Waren in der ersten
PCR mehr als eine distinkte Bande zu sehen, wurde die gesamte restliche erste PCR auf ein
1,5 %iges Agarosegel aufgetragen, die Bande mit der richtigen GrélRe unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systems (Promega,
Mannheim) nach Herstellerangaben aufgereinigt (20 ul Elutionsvolumen). Dieses gereinigte
Produkt diente daraufhin als Matrize fur die Reamplifizierungs-PCR.

Zeigte ein PCR-Produkt eine sehr schwache einzelne Bande, wurde die restliche Reaktion
ebenfalls mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim)
aufgereinigt ohne sie jedoch vorher Uber ein Agarosegel aufzutrennen, um die Ausbeute des
PCR-Produkt zu erhéhen. Das gereinigte Produkt wurde dann in einen T-Vektor ligiert und in
chemisch kompetente E.coli-Zellen transformiert (siehe 2.2.2.10.). Als Template fur die
Reamplifizierungs-PCR wurde dann die DNA eines positiven Klons dieser Transformation
genutzt. Mit dieser Klonierungsstrategie wurde die Effizienz der Reampilifikation erheblich
gesteigert.

Standardprotokoll fur die Reamplifizierungs-PCR (4-6 x 50 ul Reaktionsvolumen):

Komponente Finale Konzentration
Template erste PCR 0,5-1 ul

Primer 5 —3’ 400 nM

Primer 3'—5’ 400 nM

5 x Puffer 1Xx

dNTPs 250 pM pro dNTP
GoTaq DNA Polymerase 2U

Temperaturprogramm flr den Thermocycler:

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Zyclus 1-25:

Denaturierung 95 °C 30 sek
Primerhybridisierung 57-62 °C | 30 sek
Elongation 72 °C 60 sek
Finale Elongation 72 °C 10 min
Halten 4°C
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Von den Reamplifizierungen wurden zur Qualitatsprifung je 1 pl auf ein 1,5 %iges
Agarosegel aufgetragen. Die restlichen 200-300 ul PCR-Produkt wurden mittels des PCR-
Purification Kits gereinigt (Elutionsvolumen 100 ul ddH,0). Je 0,5 pl des Eluats wurden
wiederum auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe des MassRulers (MBI
Fermentas, St. Leon-Roth) die Konzentration der DNA-L6sung mit der ImageQuant Software
densitometrisch bestimmt.

Die DNA-L6sungen wurden mit Hilfe einer Vakuum-Zentrifuge (Speed Vac ® Plus SC 210A,
Savant, Kehl/Rhein) lyophilisiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

2.2.2.7.1 Agarosegel

Um PCR-Produkte oder andere DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurden sie in einem
Agarosegel elektrophoretisch nach ihrer GréRe aufgetrennt. Kleinere DNA-Fragmente
bewegen sich schneller durch die Gelmatrix als gréRere Fragmente. Dabei bedient man sich
der Eigenschaft der negativen Ladung der DNA, die beim Anlegen einer elektrischen
Spannung zum positiven Pol wandert. Die Anfarbung der DNA erfolgte mit Ethidiumbromid,
einem unter UV-Licht fluoreszierenden Farbstoff (Endkonzentration 0,5 pg/ml Gellésung). Als
GroRenstandards wurden die 100 bp- oder 1 kb-DNA-Leiter benutzt (MBI Fermentas, St.
Leon-Roth).

2.2.2.7.2 Denaturierendes Agarosegel

Die Auftrennung einer mit a[**P]-dCTP markierten cDNA erfolgte mit Hilfe eines
denaturierenden Agarosegels. Hierflir wurden 0,5 g Agarose in 50 ml Millipore-Wasser durch
Erhitzen geldst. Die Losung wurde auf 60 °C abkuhlen lassen. Dann wurden 500 pl NaOH
(5 M) und 100 ul EDTA (0,5 M) zugegeben und das Gel gegossen.

o Elektrophorese - Puffer : 50 ml

NaOH 5 M 500 pl
EDTAOQ0,5 M 100 pl
ddH,O ad 50 ml

e Proben-Ladepuffer: 10 ml Stocklésung 6 x

NaOH 5 M 600 ul
EDTAOQ0,5M 120 i
Ficoll 1,89
Bromophenolblau 0,1 %
ddH,0 ad 10 ml
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e Probenvorbereitung:

e Probenvolumen auf 8 yl mit ddH,O auffillen
o je 2 ul EDTA (50 mM) zugeben, bei 95 °C fir 5 min denaturieren und auf Eis stellen
e je 2 ul Proben-Ladepuffer zugeben

Die Proben (ca. 200 000 cpm) und der ebenso vorbereitete GrélRenmarker (300 000 cpm)
wurden nun auf das Gel geladen und die DNA elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.2.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente, die in einem Agarosegel aufgetrennt wurden bzw. die sich in einem
PCR-Reaktionsgemisch befanden, wurden mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNA-LAsungen
wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.2.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA (als PCR-Produkt oder als Insert in einem Vektor) erfolgte
mittels der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al., bei der nur ein Primer in die PCR
(S-PCR, Sequenzier-PCR) eingesetzt wird. Im Reaktionsgemisch befinden sich 3'-,5'-
Didesoxynukleotide, die unterschiedliche Fluophore tragen und von der Polymerase in den
neuen DNA-Strang eingebaut werden. Die fehlende 3’-Hydroxylgruppe der Didesoxy-
nukleotide verhindert die Verlangerung des Stranges und so kommt es zum Abbruch der
Synthese. Dieser Abbruch geschieht zufallig an einer Stelle des DNA-Stranges. Die so
entstandene markierte DNA wird in einer Kaplillarelektrophorese nach ihrer Groéle
aufgetrennt und die unterschiedlichen Fluophore mit einem Laser im ABl PRISM® 3100- bzw.
3130-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) detektiert.
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2.2.2.9.1 Sequenzierungs-PCR

Fur die S-PCR wurde das Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit verwendet (Foster
City, CA, USA). Ein Reaktionsansatz hatte ein Volumen von 10 pl.

Standardprotokoll fir eine S-PCR

Komponente Finale Konzentration
Template PCR-Produkt/ 10-20 ng/ 200-500 ng
Plasmid-DNA

Primer 40 nM

Terminator Ready 2yl

Reaction Mix

5 x Puffer 1x

Temperaturprogramm flr den Thermocycler:

Initiale Denaturierung 96 °C 15 sek
Zyclus 1-20:

Denaturierung 95 °C 10 sek
Primerhybridisierung 50 °C 5 sek
Elongation 60 °C 4 min
Halten 4°C

2.2.2.9.2 DNA-Fallung nach der S-PCR

Die entstandenen Kettenabbruchfragmente der S-PCR wurden mit Ethanol prazipitiert, um
sie von Salzen und Uberschiissigen markierten Nukleotiden zu reinigen. Das DNA-Pellet

wurde in Formamid aufgenommen.

Protokoll einer Ethanol-Fallung nach S-PCR (alle Schritte bei Raumtemperatur)

« Uberfiihren der Reaktion (10 ul) in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
e Zugabe von 3 ul Natriumacetat (3 M, pH 5,2), 62,5 ul Ethanol abs. und 14,5 ul HPLC-

Wasser

¢ 15-20 min inkubieren

« 20 min bei 13000 Upm zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abnehmen

e Zugabe von 150 pl Ethanol (70 Vol %) zum Waschen, 5 min bei 13000 Upm
zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abnehmen, Pellet 5 min trocknen lassen

« Pellet in 20 yl Formamid (Hi-Di-Formamide) aufnehmen, vortexen
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2.2.2.9.3 Auswertung der Sequenzierung

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe einer systemeigenen Software aufgezeichnet.
Die weitere Auswertung der Chromatogramme erfolgte entweder durch die Software
Chromas oder die Software Sequencing Analysis (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Abgleiche der Sequenzen fanden entweder mit der BLAST Software
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ ) gegen die NCBI-Datenbank fur bekannte mRNAs und
ESTs statt oder mit Hilfe der SeqScapeb.2- Software (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

2.2.2.10 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.2.2.10.1 Herstellung eines Plasmid-T-Vektors

PCR-Produkte, die mit einer Tag-Polymerase amplifiziert wurden, tragen einen 3’-Adenosin-
Uberhang. Um diese Produkte in einen Vektor zu ligieren, wurde ein so genannter T-Vektor
hergestellt.

Dazu wurde der Ausgangsvektor BlueScriptlKS+ mit dem Restriktionsenzym Smal
blunt end, d.h. ohne Uberhdngende Enden, aufgeschnitten. Nun wurden an die Enden mit
der GoTaq — Polymerase dTTPs (2 mM Endkonzentration) angefigt (1 h, 72 °C). Der so
entstandene Vektor mit dTTP-Uberhdngen wurde Uber ein Agarosegel und das Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Konzentration der
DNA-L6sung wurde bestimmt, auf eine Konzentration von 100 ng/ul eingestellt und bei
-20 °C gelagert.

2.2.2.10.2 Ligation von DNA-Fragmenten in einen Plasmid-T-Vektor

Den Vorgang der Synthese einer Phosphodiesterbindung zwischen zwei DNA-Strangen
bezeichnet man als Ligation.

Die Ligation von REDAccuTaq-PCR-Produkten (Insert) in den selbst hergestellten T-Vektor
(100 ng Vektor) erfolgte in einem molaren Verhaltnis von Vektor:Insert = 1:3 durch das
Enzym T4-Ligase (Roche, Mannheim) Gber Nacht (14 h) bei 16 °C.

2.2.2.10.3 Ligation mit dem TOPO TA Cloning Kit

Fiir die Ligation von PCR-Produkten wurde in einigen Fallen auch das TOPO™ TA Cloning ©
Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Besonderheit des bei diesem System verwendeten
pCR2.1-TOPO-Vektors ist eine mit dem offenen Plasmid verknlpfte Topoisomerase, die
einen DNA-Strang mit dem Vektor verbinden kann und dabei freigesetzt wird.
Topoisomerasen dienen der Relaxation von DNA-Strangen, indem sie Phosphodiester-
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bindungen spalten und dabei eine kovalente Bindung mit der DNA ausbilden. Durch eine
chemische Reaktion mit einer 5'-Hydroxylgruppe eines anderen DNA-Stranges wird die
Topoisomerase freigesetzt, die die DNA-Strange verbindet. Der pCR2.1-TOPO-Vektor besitzt
an den 3-Enden einen Thymidiniberhang, wodurch das PCR-Produkt, das einen
AdeninUberhang besitzt, problemlos mit dem Vektor ligiert werden kann.

2.2.2.11 Kultivierung von E.coli-Zellen (DH5a.)

Die Anzucht von E. coli zur Herstellung von Kulturen erfolgte ber Nacht (UN) bei 37 °C und
220 UpM auf dem Schittelinkubator in LB-Flissigmedium, das bei Bedarf mit dem
entsprechenden Antibiotikum versehen wurde. Ampicillinresistente rekombinante E. coli
DH5a wurden in LB-Flissigmedium mit 100 ug/ ml Antibiotikum kultiviert.

Die kurzzeitige Lagerung von rekombinanten Bakterienklonen erfolgte bei 4 °C auf
Agarplatten; zur Lagerung Uber langere Zeit dienten 15 %ige Glycerin-Bakterien-
Suspensionen bei -80 °C.

LB-Medium: 1 % Pepton; 1 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt
LB-Agar: 1 % Pepton; 1 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt; 1,5 % Agar

2.2.2.11.1 Herstellung chemisch kompetenter DH5a-Zellen

Die Zellen wuchsen bei RT bis zu einer Egypg nm von 0,4-0,6 in 400 ml SOC- Medium und
wurden dann auf Eis gestellt. Die Zellernte erfolgte mit 2500 x g bei 4 °C. Mit 100 ml
eiskaltem TB-Puffer wurden die Zellen resuspendiert, 10 min inkubiert, erneut abzentrifugiert
und in 30 ml TB-Puffer aufgenommen. Dann wurde DMSO bis zur Endkonzentration von
7 % zugegeben, 10 min bei 4 °C inkubiert, aliquotiert und in flissigem Stickstoff schock-
gefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80 °C.

SOC-Medium: 0,5 % Hefeextrakt; 2,0 % Trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
2 % Glucose

TB-Puffer: 10 mM Pipes; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI - pH auf 6,7 einstellen; 55 mM MnCl,
(erst nach pH - Werteinstellung zugeben, da sich sonst Braunstein - Prazipitate
bilden); sterilfiltrieren

2.2.2.12 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente DH5a-Zellen
Als Transformation wird der Vorgang bezeichnet, bei dem kompetente Bakterien unter

speziellen Bedingungen Plasmid-DNA aufnehmen. Chemisch kompetente Zellen nehmen
DNA durch einen Hitzeschock auf.
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Standardprotokoll fur eine Transformation ligierter T-Vektoren in chemisch kompetente
DHS5a-Zellen

« 100 ul kompetente Bakterien auf Eis auftauen (Transformationseffizienz 1*107) und in
ein gekihltes Reaktionsgefald uberfuhren

« Zugabe des Ligationsansatzes, Inkubation auf Eis 30 min
» Hitzeschock 30 sek bei 42 °C, danach 90 sek auf Eis
e Zugabe von 500 pyl SOC-Medium, Inkubation fur 60 min bei 37 °C und 220 Upm

o Ausplattieren auf Agarplatten mit LB-Medium mit X-Gal und Ampicillin, da der
BlueScriptllIKS+ eine Resistenzkassette fiir Ampicillin beinhaltet (dadurch wachsen nur
Kolonien aus Bakterien, die den Vektor aufgenommen haben)

¢ Inkubation Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank

Standardprotokoll flr eine Transformation des TOPO-Vektors in chemisch kompetente
TOP10 Zellen

e 25 yl TOP10-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) auf Eis auftauen und in ein gekihltes
Reaktionsgefal® Uberfihren

« Zugabe des Ligationsansatzes, Inkubation auf Eis 30 min
« Hitzeschock 30 sek bei 42 °C, danach 90 sek auf Eis
« Zugabe von 500 pyl SOC-Medium, Inkubation fir 60 min bei 37 °C und 220 Upm

o Ausplattieren auf Agarplatten mit LB-Medium mit X-gal und Ampicillin, da der
pCR2.1-TOPO-Vektor eine Resistenzkassette fir Ampicillin beinhaltet (dadurch
wachsen nur Kolonien aus Bakterien, die den Vektor aufgenommen haben)

« Inkubation Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank

2.2.2.13 Blue-White-Selektion

Sowohl BlueScriptllIKS+ als auch pCR2.1-TOPO enthalten in ihrer Multi Cloning Site das
Lac Z Gen, das fur das Enzym Beta-Galactosidase codiert. Dieses Enzym spaltet Galactose
in Lactose und Glucose, aber auch andere Substrate wie z.B. X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-[Beta]-D-Galactopyranosid), einen farblosen modifizierten Galactose-Zucker. Wird
X-Gal durch Beta-Galactosidase metabolisiert, entsteht eine charakteristische blaue Farbe.
Sie zeigt, dass kein Insert in den Vektor ligiert wurde. Nur wei3e Kolonien tragen den Vektor
mit dem Insert.

Die weilten Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze gepickt und in 75-100 ul Millipor-
Wasser aufgelost. Davon wurden 1-2 pl in eine Colony-PCR mit M13-Sequenzierprimern und
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Go-Taq-Polymerase eingesetzt, um positive Klone zu identifizieren (Protokoll und
Temperaturprogramm siehe Reamplifizierungs-PCR bei 2.2.2.6).

Von den identifizierten positiven Klonen wurden 5 ml LB-Medium (mit Ampicillin) mit 25 pl der
Bakteriensuspension angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.14 Macroarray-Methode

Sucht man nach Unterschieden in der Genexpression bei verschiedenen Bedingungen (z.B.
zwei Mausstdmme mit unterschiedlichem Phanotyp oder erhéhte Gewichtszunahme bei
Gabe einer Hochfett-Diat), so kann man die Methode des Macroarrays anwenden. Sie
basiert auf einer reversen Dot Blot -Hybridisierungstechnik (Saiki, 1989).

Mit Hilfe dieser Methode kann die Expression verschiedener Gene (bis zu 5000 Gene)
gleichzeitig untersucht werden. Dazu bendtigt man immobilisierte einzelstrangige DNA-
Fragmente der zu untersuchenden Gene (Sonden) auf einem Filter (Okuno et al., 2001;
Gemma et al., 2001) und einzelstrangige Gewebs-cDNAs von Tieren unter verschiedenen
Bedingungen (Probe), die radioaktiv oder fluoreszent markiert sind. Lasst man die Probe mit
den immobilisierten Sonden reagieren (Hybridisierung), so binden spezifisch die cDNA-
Molekule, deren komplementares DNA-Fragment auf dem Filter vorhanden ist. Anhand der
Intensitat des Markierungssignals lassen sich RuckschlUsse Uber die Menge an vorhandener
cDNA und damit der mRNA eines Gens ziehen (Bellin et al., 2007; Kahlem et al., 2004).
Unterscheiden sich diese Mengen bei einem Gen zwischen zwei Bedingungen (z.B.
unterschiedliche Haltungsdiaten, verschiedenes Mausalter), so spricht man von einem
differentiell exprimierten Gen.

2.2.2.14.1 Gene auf dem Array

Der zu untersuchende Abschnitt des Chromosoms 5 reichte von 31,1 Mbp bis 93,5 Mbp und
beinhaltete 302 Gene. Diese sind im Anhang in Tabelle A1 aufgefuhrt. FUr die Auswahl der zu
untersuchenden Gene wurden folgende Kriterien verwendet:

« FuUr das jeweilige Transkript mussten mindestens eine mRNA oder ein EST
(Expressed Sequence Tag) in den Datenbanken des NCBI (National Center for
Biotechnology Information) oder UCSC (University of California, Santa Cruz)
beschrieben sein.

« Es musste eine eindeutige Lokalisation in der Nob7-Peak-Region durch die NCBI-
Datenbank oder durch die UCSC-Datenbank vorliegen.

o Das Transkript durfte keine Pseudo-RNA sein und fir kein ribosomales Protein
codieren.
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Zusatzlich wurden 38 Gene untersucht, die in einem RNAIi-Screening des Wurms C.elegans
mit einem veranderten Fettgehalt assoziiert wurden (Ashrafi et al., 2003) und die gleichzeitig
in einem QTL fur verandertes Kérpergewicht bei NZO-Mausen lokalisiert waren.

Als Kontrollgene dienten 217 zufallig ausgewahlte Gene aus dem gesamten Mausgenom.
Sie wurden vom Max-Planck-Institut fur Molekularbiologie (Berlin Dahlem) aus der RZPD-
cDNA-Bibliothek (Mouse UniGene Set RZPZ2.1) als cDNA-Klone zur Verfigung gestellt.
Einziges Ausschlusskriterium war, dass die Gene nicht in Bereichen lagen, die in anderen
Kreuzungsversuchen im Zusammenhang mit verandertem Koérpergewicht standen.

Von allen zu untersuchenden Genen wurden mindestens 6 ug DNA mittels zweistufiger PCR
hergestellt, lyophilisiert und in Wasser aufgenommen, so dass die Ldsungen eine
Konzentration von 300 ng/ ul hatten (siehe 2.2.2.6).

2.2.2.14.2 Aufbringen der DNA auf eine Nylonmembran (Spotting)

Das Uberfilhren der DNA-Lésungen (Sonden) auf Nylon-Membranen erfolgte durch den
Spotting-Roboter K2 (Kaybee Engineering Limited, Essex, Grol3britannien; modifiziert durch
Max-Planck-Institut fur Molekulare Genetik, Berlin-Dahlem). Dazu wurde ein Gel-Blotting-
Papier (GB004, Schleicher&Schuell) in 0,4 M NaOH getrankt und mittig auf dicke
Kunststoffplatten (slabs) gelegt. Die Nylon-Membranen (22,2 x 22,2 cm; Hybond-N+,
Amersham Pharmacia Biotech Europe) wurden beschriftet, ebenfalls in 0,4 M NaOH getrankt
und faltenfrei auf die Blotting-Papiere aufgelegt. Um eventuelle Luftblasen und
Uberschussige Flussigkeit zu entfernen, wurden die Membranen mit einer sterilen
Glaspipette glattgerollt und anschliellend in den Roboter gelegt. Aufgrund der GroRe der
Membranen und der verwendeten Mikrotiterplatten ergaben sich pro Membran 6 Arrays.

Die Sonden wurden in einem 5 x 5-Muster aus vier Mikrotiterplatten (384 Vertiefungen) in
Quadruplikaten gespottet, das heil3t, dass jede Sonde viermal auf einem Array vorhanden
war. Ein positives Signal wurde nur dann in die Auswertung einbezogen, wenn alle vier Spots
einer Sonde nach der Hybridisierung ein positives Signal zeigten. So wurden falsch positive
Signale ausgeschlossen. Jede Sonde wurde 10 x pro Spot Ubertragen, so dass genigend
DNA fir die Hybridisierung auf der Membran vorhanden war (ca. 10 ng).

Als Markierungspunkte fur die spatere Analyse und als Kontrolle flr eine gleichmaRige
Hybridisierung wurde in die Mitte eines jeden 5 x 5-Blocks ein so genannter Guide dot
gespottet. Dabei handelt es sich um ein DNA-Fragment aus dem Gen CWLP von
Arabidopsis thaliana, das im Mausgenom nicht vorkommt. Jeder Array hatte 384 Blocke, die
aus 25 Spots bestanden — somit eine theoretische Anzahl von 9600 Spots pro Array.
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Das 5x5-Muster sah wie folgt aus:

Zu untersuchendes Gen von Platte 1

Zu untersuchendes Gen von Platte 2

Gen von der Kontrollplatte

O 0O O & 0
O & O @ O
S O @€ O &
O @6 O & O
® 0O 0 ® O
e & © O

Guide dot

2.2.2.14.3 Prozessieren der Membranen

Nach dem Spotten der DNA-Sonden wurden die Membranen noch kurz im Roboter
belassen, damit die DNA leicht antrocknen konnte. Fir eine erfolgreiche Hybridisierung muss
die DNA einzelstrangig vorliegen. Zur Denaturierung der Sonden wurden die Membranen mit
der DNA-Seite nach oben fur 4 min auf zwei in Denaturierungsldsung getrénkte Gel-Blotting-
Papiere und anschlielend 2 x 2 min auf zwei in Neutralisierungslosung getrankte Gel-
Blotting-Papiere gelegt. Danach wurden die Membranen getrocknet und die DNA durch UV-
Fixierung (0,4 J/cm?) an die Membran gebunden. Die fertigen Arrays wurden bei
Raumtemperatur luft- und lichtgeschitzt bis zur Hybridisierung aufbewahrt (modifiziert nach
Uhde-Stone et al., 2003).

Denaturierungslésung: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH
Neutralisierungslosung: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI pH 7,4

2.2.2.14.4 Herstellung einer radioaktiv markierten cDNA aus Gesamt-RNA

Um Gene zu finden, die mit den gespotteten Sonden auf der Membran interagieren, wurde
die mRNA eines Gewebes durch eine reverse Transkription in eine einzelstrangige cDNA
umgeschrieben. Diese cDNA wurde mit o[**P]-dCTP (Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig) markiert, um die Interaktion spater anhand der B-Strahlung sichtbar zu
machen. Fiir jede Reaktion wurden 10 pg Gesamt-RNA und 100 pCi o[**P]-dCTP eingesetzt.

Protokoll einer Erststrang-cDNA-Synthese mit o[**P]-dCTP

Komponente Finale Konzentration
Gesamt-RNA 10 ug
oligo (dT)zo-Primer 1 ug

- 5 min 65 °C zum Anlagern der Primer, 2 min auf Eis
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Komponente Finale Konzentration
5 x Puffer 1x

DTT 4 mM

dATP, dGTP, dTTP je 0,5 mM
o[*P]-dCTP 100 pCi

dCTP 2,8 uM

RNasin 40 units
SuperScript™ Il Reverse | 200 units
Transcriptase

- 1,5 h 45 °C inkubieren; 15 min 70 °C zur Denaturierung des Enzyms; plus je 0,5 pl
RNaseH (40 units/pl) = 20 min 37 °C inkubieren

Um die cDNA von Uberschussigen Nukleotiden und dem Reaktionsgemisch zu befreien,
wurde sie mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim) wie
folgt gereinigt:

e Zugabe von je 50 yl ddH,0O

e Zugabe von je 75 pl Bindungspuffer - je 0,75 ul abnehmen zur Bestimmung der
Einbaurate von o[**P]-dCTP, 155 pl auf Saule geben, 1 min stehen lassen, 1 min bei
6000 Upm zentrifugieren, Durchlauf getrennt auffangen

e Zugabe von 2x 300 uyl Waschpuffer, je 1 min bei 6000 Upm zentrifugieren, 2 min bei
13000 Upm leer zentrifugieren

o Ethanol 2 min abdampfen lassen, 2 x 75 yl warmes ddH,O (50 °C) zugeben, je 1 min
bei 13000 Upm eluieren

e Durchlauf auf dieselbe Saule geben, 1 min stehen lassen, 1 min bei 6000 Upm
zentrifugieren

e Zugabe von 2x 300 uyl Waschpuffer, je 1 min bei 6000 Upm zentrifugieren, 2 min bei
13000 Upm leer zentrifugieren

o Ethanol 2 min abdampfen lassen, 50 ul warmes ddH,O (50 °C) zugeben, 2 min bei
13000 Upm zentrifugieren; je 1 yl abnehmen zur Bestimmung der Einbaurate von
o[*P]-dCTP

Die Einbaurate von o[**P]-dCTP wurde mit Hilfe eines Beta-Counters bestimmt. Dieser misst
die freiwerdende Lichtenergie, die von Elektronen ausgeht, die durch B-Strahlung angeregt
und dadurch auf ein héheres Energieniveau gehoben werden. Dazu wurde jeweils ein Aliquot
der Reaktion vor und nach der Reinigung entnommen und mit Szintillationsflussigkeit (Ultima
Gold, Perkin Elmer) versetzt. Aus der gemessenen Strahlungsintensitat (com, counts per
minute) wurde die Einbaurate in Prozent errechnet. Die Probe wurde nur verwendet, wenn
die Einbaurate Uber 60 % lag. Zur weiteren Qualitatstuberprifung der cDNA wurde diese Uber
ein denaturierendes Agarosegel aufgetrennt, um die Lange der entstandenen cDNA-
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Molekiile zu bestimmen. Als GréRenmarker wurde ein mit a[*?P]-dCTP (Hartmann Analytic
GmbH, Braunschweig) markierter Lambda DNA/Hind Ill GroéRenstandard (Promega,
Mannheim) verwendet.

Protokoll fiir die Markierung des GroRenstandards Lambda DNA/Hind 11l mit o[**P]-dCTP

Komponente Finale Konzentration
Lambda DNA/ Hindlll 1 ug

10x Puffer 1x

dATP, dGTP, dTTP je 16 uM
o[**P]-dCTP 20 pCi

Klenow Enzym 10 units

- 20 min 37 °C inkubieren; 1 yl EDTA (500 mM, pH 8,0) zum Abstoppen der Reaktion
zugeben

AnschlieBend wurde die Probe zur Entfernung (iberfliissiger Nukleotide mit dem Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim) wie oben beschrieben gereinigt.

Fir das Blotten der cDNA wurde die Methode von Southern (1975) verwendet. Das Prinzip
dieses Blotverfahrens besteht darin, dass gelelektrophoretisch getrennte DNA-Fragmente
denaturiert, auf Membranen transferiert und fixiert werden. Wahrend des Transfers der DNA
bleiben die Positionen auf dem Gel erhalten, so dass man auf der Membran ein identisches
Replikat des Gels erhélt. Es wurden keine Nitrozellulosefilter, sondern Nylonmembranen
(Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech Europe) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden
bei Zimmertemperatur ausgefihrt. Das Gel wurde fir 10 min in 2 N HCI gelegt, um die
Proteine zu depurinieren. Danach wurde eine Blot-Apparatur aufgebaut (siehe Abb. 2.2) und
die cDNA aufgrund von Kapillarkraften tber Nacht auf die Nylonmembran transferiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran luftblasenfrei in Saran-Folie gewickelt. Darauf wurde ein
Phosphoimager-Film (PI-Film) gelegt und fur mehrere Stunden exponiert. Der Film wurde
dann am Phosphoimager eingescannt.
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T —>  Gewicht

1mm

Papier-
Handtiicher

Nylonmembran

Whatman- €

Papier \

—_— / Saran-Folie

Gel
Glasplatte

0,4 M NaOH

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau einer Blot-Apparatur zum Transfer einer gelelektrophoretisch

aufgetrennten cDNA auf eine Nylonmembran.

2.2.2.14.5 Radioaktive Markierung des PCR-Produktes Ara179 (Guide dot) mit
o[**P]-dCTP

Als Kontrolle fir eine gleichmafige Hybridisierung diente ein PCR-Fragment aus dem Gen

CWLP von Arabidopsis thaliana, das im Mausgenom nicht vorkommt. Dieses wurde mit

a[**P]-dCTP (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig) nach der Random-Primer-Labeling-

Methode (Feinberg & Vogelstein,

zugegeben.

Protokoll der CWLP-Markierung mit o[**P]-dCTP

Komponente Finale Konzentration
PCR-Produkt Ara179 100 ng

10x Puffer 1Xx
Hexa-Nukleotid-Primer 100 ng

- 5 min bei 95 °C denaturieren, danach auf Eis stellen

Komponente Finale Konzentration
dATP, dGTP, dTTP je 16 uM
o[*P]-dCTP 10 uCi

Klenow Fragment 10 units

1983) markiert und zum Hybridisierungsmix extra

- 20 min bei 37 °C inkubieren; Zugabe von je 12,5 uM dATP, dGTP, dTTP und dCTP >
5 min bei 37 °C inkubieren; zum Abstoppen der Reaktion 1 ul EDTA (0,5 M, pH 8,0) zugeben
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AnschlieBend wurden Uberschissige Nukleotide in den Proben durch Reinigung mit dem
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim) wie oben beschrieben
entfernt und die Einbaurate bestimmt.

2.2.2.14.6 Hybridisierung der Macroarrays

Verwendete Losungen:

« Hybridisierungspuffer (100 ml):
60 ml 20 x SSC
10 ml 100 x Denhardt’s (2 % BSA, 2 % Polyvinylpyrrolidone, 2 % Ficoll)
1 ml Heringssperma-DNA (10 mg/ ml)
5 ml 10 % SDS (erst zum Schluss nach dem Erwarmen zugeben)
24 ml ddH,O
e Waschlésung 1: 1 x SSC/ 0,1 % SDS
« Waschlésung 2: 0,3 x SSC/ 0,1 % SDS
e Waschlésung 3: 0,1 x SSC/0,1 % SDS

Standardprotokoll fur eine Hybridisierung von cDNA-Macroarrays

* Blot 5 min bei RT in ddH,0 stark schitteln; Achtung: Blot muss Gberall bedeckt sein!!

» Blot mind. 2 h bei 65 °C in Hybridisierungspuffer inkubieren (8 ml — 15 ml, je nach Grofe
der Rollflasche) = Prahybridisierung

» Denaturierung der cDNA (Probe, inklusive des Guide dots) 10 min bei 95 °C

» Hybridisierung: Puffer austauschen, gesamte Probe (45-70 Mio. cpm + 0,1-0,2 Mio. cpm
Guide dot) zugeben, 16 h bei 65 °C hybridisieren

» Waschen (alle Lé6sungen werden auf 55 °C vorgewarmt)

*20 min Waschlésung 1 65 °C Rollflasche
*10 min Waschlésung 2 65 °C Rollflasche
*10 min Waschlésung 3 65 °C Schale

* auf Whatman-Papier lufttrocknen, in Saran-Folie blasenfrei einwickeln

* Exposition: 16 h Phosphoimager-Film, scannen am Phosphoimager Typhoon (GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg)

2.2.2.14.7. Auswertung der Macroarrays

Die Auswertung der gescannten Filme erfolgte densitometrisch mit der ImageQuant Software
(Version 5.2, Molecular Dynamics) Diese Software bestimmt die Pixeldichte der einzelnen
Spots und rechnet sie in Zahlen um.
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Die Quadruplikate der Gene wurden gemittelt, so dass jedem Gen ein Intensitatswert
zugeordnet wurde.

Da die Hybridisierungen der Filter sehr unterschiedlich waren und somit auch die
Gesamtintensitaten der Markierung, wurden die Rohdaten auf den Median aller Werte eines
Filters normalisiert. Diese normalisierten Werte wurden dann fir jeweils eine Bedingung
gemittelt (z.B. SJL — 8 Wochen alt — Standard Diat — Braunes Fettgewebe) und die
Standardabweichung bestimmt. Pro Bedingung wurden 2-3 Filter hybridisiert.

Als differentiell exprimiert wurden Gene bezeichnet, die folgende Kriterien erflllten:

« Die normalisierte Intensitdt musste gréRer als zwei Scan-Einheiten sein (Spots
mussten makroskopisch zu sehen sein).

« Die Anderung musste mindestens zweifach sein.

« Der Wert der Anderung musste groRer sein als die Summe der Standardabweichung
beider untersuchter Bedingungen.

2.2.2.15 Microarray-Methode

Mit DNA-Microarrays kann die Genexpression von mehr als 20 000 Genmodellen auf einmal
untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Genexpressionen zwischen den
Mausstammen NZO und SJL auf Chromosom 5 miteinander verglichen.

Es wurden Gene Chip Mouse Genome 430 2.0 -Microarrays von Affymetrix (Santa Clara,
USA) verwendet. Die Qualitdt der 2zu untersuchenden RNA wurde durch
Kapillarelektrophorese in einem Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Boblingen) tberprift.
Bei der Kapillarelektrophorese dient eine gepufferte Polymerlésung als Matrix, die in eine
dinne Kapillare injiziert wird. Durch Anlegen einer Spannung wird die Probe nach ihrer
GroRe elektrophoretisch aufgetrennt. Die Trennung erfolgt hier schneller als im Agarosegel.

Die Hybridisierung und Erfassung der Rohdaten der Arrays erfolgte durch die Firma
Signature Diagnostics AG (Potsdam). Kurz zur Methodik: Die Gesamt-RNA wurde in zwei
Schritten in eine doppelstrangige cDNA umgeschrieben und daraus eine Biotin-markierte
antisense-cRNA synthetisiert. Mit dieser wurde der Gen-Chip hybridisiert. Es folgte eine
Behandlung mit einem Streptavidin-phycoerythrin biotinylated anti streptavidin -Antikorper.
Nach dem Waschen wurden die Chips mit einem Laser gescannt und die Intensitaten der
Interaktionen zwischen den Oligos auf dem Chip und der markierten cRNA mit der Affymetrix
GeneChip® Software berechnet (Rohdaten). Die Normalisierung und Auswertung der
Rohdaten wurde von der Firma Microdiscovery (Berlin) durchgefiihrt. Als differentiell
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exprimiert wurden dabei die Gene betrachtet, deren Expressionsunterschied zwischen den
zu untersuchenden Bedingungen mehr als zweifach war.

2.2.2.16 Analyse der Genexpression mittels quantitativer Real Time-PCR (qRT-
PCR)

Eine weitere Methode der Genexpressionsanalyse ist die gqRT-PCR. Mit dieser Methode
werden Daten uUber den Verlauf der PCR erhalten. Dazu bedient man sich verschiedener
fluoreszierender Farbstoffe. Die Reaktionen sind durch den so genannten Ct-Wert
charakterisiert. Der Ct-Wert ist der Zeitpunkt bzw. der PCR-Zyclus, an dem die Fluoreszens-
Intensitat der Reaktion groRer ist als die Hintergrund-Fluoreszens. Daraus folgt, je groRer die
Quantitat der Ziel-cDNA in einem Gewebe, desto schneller steigt das fluoreszente Signal und
desto niedriger wird der Ct-Wert (Heid et al., 1996). Es wurden zwei unterschiedliche
Fluoreszenz-Farbstoffe bzw. Methoden verwendet. Fir die Verifizierung der Ergebnisse aus
den Macro- und Microarrays wurde die SYBR®Green-Methode angewandt. SYBR®Green ist
ein Farbstoff, der bei 530 nm fluoresziert, wenn er an die kleine Furche doppelstrangiger
DNA bindet. Diese Bindung ist sequenzunabhangig. Der Farbstoff ist im Master Mix enthalten
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Fir die Analysen wurden je 10 ng cDNA,
1 mM pro Primer und 1x Master Mix eingesetzt. Nach dem letzten Zyclus der PCR wird durch
Erhitzen auf 95 °C alle DNA denaturiert, bei 55 °C wieder zusammengefligt und durch
langsames Erhitzen von 55 °C auf 95 °C erneut denaturiert. Dabei wird in 0,2 °C-Abstanden
die Fluoreszenz gemessen und als Schmelzkurve dargestellt. Jedes PCR-Produkt hat seine
eigene spezifische Schmelzkurve, abhangig von der DNA-Zusammensetzung (Cytosin bzw.
Guanosingehalt) und der Lange des PCR-Produktes. Die produktspezifische
Schmelztemperatur ist definiert als die Temperatur, bei der die Halfte der DNA als
Doppelstrang und die Halfte der DNA als Einzelstrang vorliegt.

Die TagMan-gRT-PCR wurde mit 25 ng cDNA und 1 pl Sonde inklusive Primer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) sowie 1x TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Der
1x TagMan® Universal PCR Master Mix enthalt 400 uM dATP, dCTP, dGTP, 800 uM dUTP;
0,2 U UNG (AmpErase Uracil N-glycosylase) und 1 U Amplitag-Gold-DNA-Polymerase.

Wahrend der PCR-Amplifikation spaltet die Tag-Polymerase mit ihrer 5’-nukleolytischen
Aktivitdt die Sonde. Die Emission des 5’-Reporterfluoreszenzfarbstoffs wird nicht mehr durch
die raumliche Nahe des 3’-Quencherfluoreszenzfarbstoffs unterdriickt. Somit kann der
5’-Reporterfluoreszenzfarbstoff mittels eines Argon-Lasers angeregt und das emittierte Licht
gemessen werden. Die Intensitat der Lichtemission ist wiederum direkt proportional zu der
Menge des gebildeten PCR-Produkts.
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Beide gRT-PCR-Methoden erfolgten in optisch durchlassigen 96-Well-Platten mit optisch
durchlassigen Verschlussfolien. Kurz bevor die Platte in das Applied Biosystems 7300 Real-
Time-PCR-System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) eingesetzt wurde, fand eine
Zentrifugation fir eine Minute bei 1,5 x g statt, damit die gesamte Flissigkeit am Boden der
Wells lag. Ein Dekontaminierungsschritt bei 50 °C fur 2 min zum Abbau eventuell
vorhandener Uracil-haltiger Amplikons einer vorhergehenden qRT-PCR wurde
vorgenommen. Es schloss sich eine initiale Denaturierung fir 10 min an, anschlieend
folgten 40 Zyclen mit je einer Denaturierung fir 15 sek bei 95 °C und einem kombinierten
Annealing- und Extensionsschritt fir 1 min bei 60 °C, entsprechend der Empfehlung von
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

Die Bestimmung aller qRT-PCR-Werte eines cDNA-Templates erfolgte in Duplikaten/
Triplikaten, um Pipettierungenauigkeiten zu minimieren. Alle Experimente wurden auflierdem
mit cONAs von mindestens drei Tieren durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte nach der AACt-
Methode (Pfaffl et al., 2001). Als endogene Kontrollgene dienten entweder beta-Aktin oder
18S-RNA.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Zucht und phanotypische Charakterisierung der Versuchstiere

Um Kandidatengene fir Nob7 zu identifizieren, wurden Expressionsstudien mit RNA aus
Geweben der Parentalstdmme SJL und NZO durchgefuhrt. Fir diese Analysen wurden
mannliche und weibliche NZO- und SJL-Mause verwendet. Sie wurden unter
Standardbedingungen gehalten (siehe 2.2.1) und Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen
phanotypisch charakterisiert. Die verabreichten Diaten waren wie folgt zusammengesetzt:

« Standard-Diat (SD): 48 % Kohlenhydrate, 22,5 % Proteine, 5 % Fett (Sojadl)
e Hochfett-Diat (HFD): 46,8 % Kohlenhydrate, 17,1 % Proteine, 16 % Fett (Sojadl)

Wie in Tab. 3.1 gezeigt, waren NZO-Mause suszeptibel fur eine Gewichtszunahme bei
Futterung einer HFD. SJL-Mause dagegen waren resistent gegeniber einer diatbedingten
Gewichtszunahme. Der Gewichtsunterschied zwischen SD- und HFD-gefitterten Tieren
betrug bei NZO-Weibchen ca. 18 g, bei SJL-Weibchen dagegen ca. 1 g. Weibliche NZO-Tiere
nahmen in acht Wochen ca. 35 g zu, die vor allem auf eine Zunahme des Fettanteils (ca. 27 g)
zurtickzufiihren waren, wahrend SJL-Weibchen im gleichen Zeitraum nur etwa 5 g zunahmen.

Tab. 3.1: Phanotypische Charakterisierung der Versuchstiere fiir die Arrayexperimente. Gezeigt sind die
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) fiir die Kérpergewichte (KG), Fettgehalte und Muskelmasse der
NZO- und SJL-Mause bei Fltterung einer (A) Standard-Diat bzw. (B) Hochfett-Diat. [n] — Tierzahl

A Standard-Diat

KG (g) Fett (g) Muskel (g)
Mauslinie Geschlecht |[Lebenswoche 8 12 8 12 4 8 12
MW 19,4 | 31,9 | 38,8 3,5 10,0 | 14,8 | 14,8 | 20,9 | 23,5
NZO Q SD 3,5 3,5 1,9 1,1 2,5 3,0 2,1 1,9 0,9
[n] 19 16 8 19 16 8 19 16 8
Mw 13,9 | 18,2 | 19,0 1,2 2,1 2,0 11,3 | 14,0 | 14,9
SJL Q SD 1,5 1,2 1,4 0,3 0,5 0,6 2,0 0,8 0,9
[n] 15 15 7 15 15 7 15 15 7
MwW 12,5 | 17,4 | 18,1 1,0 1,5 1,7 12,0 | 15,7 | 18,4
SJL 1SS SD 3,0 1,8 1,8 0,2 0,3 0,4 3,0 3,6 0,6
[n] 13 8 8 13 8 8 13 8 8
B Hochfett-Diat
KG (g9) Fett (g) Muskel (g)
Mauslinie Geschlecht |Lebenswoche 4 8 12 4 8 12 4 8 12
MwW 21,6 | 40,6 | 56,5 4,6 18,5 | 31,3 | 15,9 | 23,5 | 28,8
NZO Q SD 1,7 4.4 3,5 0,7 4,6 3,4 1,1 2,2 1,7
[n] 17 13 5 17 13 5 17 13 5
MwW 23,0 | 30,7 | 38,4 51 7.4 10,9 | 17,5 | 28,1 | 31,3
NZO a SD 51 57 2,0 1,5 2,4 2,9 5.1 3,3 1,0
[n] 13 9 3 13 9 3 13 9 3
Mw 14,4 | 18,3 | 20,1 1,6 2,2 2,8 11,3 | 14,2 | 15,4
SJL Q SD 0,8 0,8 1,4 0,4 0,4 0,9 1,2 0,4 0,8
[n] 15 10 5 15 10 5 15 10 5
Mw 15,0 | 18,8 | 20,1 1,4 1,8 1,8 12,4 | 17,5 | 19,0
SJL a SD 1,8 0,9 0,7 0,4 0,6 1,0 1,5 0,6 0,8
[n] 14 9 9 14 9 9 14 9 9
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3.2 Auswahl der Transkripte des Nob1 fiir die Herstellung des Macroarray

Zur Bestimmung von Expressionsprofilen wurden Macroarrays hergestellt, mit denen die
Expression einzelner Transkripte im kritischen Bereich des QTL analysiert wurde. Der
relevante Bereich wurde auf einen LOD-score-Wert > 3,3 begrenzt und umfasst ca. 64 Mbp
(29-93 Mbp). Zu Beginn dieser Arbeit waren in diesem Bereich insgesamt ca. 700 Genmodelle
zugeordnet (NCBI, Build 30.1, 2003).

o RefSeq-Modelle: zumeist experimentell validierte Genmodelle, die durch beschriebene
MRNAs und Expressed Sequence Tags (ESTs, 500 bis 800 bp-lange Nukleotid-
sequenzen einer transkribierten mRNA) unterstlitzt werden. Die RefSeqg-Sequenz eines
Transkriptes ist dabei die wahrscheinlichste Sequenz der mRNA, die alle zugeordneten
ESTs und mRNAs berucksichtigt. lhre Sequenz-ldentitatshummer beginnt meist mit den
Buchstaben NM_[Nr.].

o ,LOC"-Modelle: vorhergesagte Genmodelle, fir die keine orthologen Gene in anderen
Spezies bekannt sind (Kriterien laut NCBI). Die bioinformatisch bestimmte Sequenz
beginnt mit den Buchstaben XM_[Nr.].

Jedes im QTL-Bereich lokalisierte Genmodell wurde bioinformatisch auf eine mdgliche
Expression geprift. Das wichtigste Kriterium war dabei die Anzahl der zugehérigen mRNAs
und ESTs. Fir die Expressionsanalysen wurden neben bekannten Genen (mit beschriebenem
Protein) hauptsachlich RefSeq-Modelle ausgewahlt. Zusatzlich wurden solche Genmodelle
einbezogen, fur die mehrere ESTs oder mindestens eine mRNA in der Gendatenbank
angegeben waren (evidence viewer, NCBI). Viele ,LOC“-Modelle, fur die das nicht der Fall
war, wurden nicht analysiert sowie Pseudogene und Gene, die fur ribosomale RNAs codierten,
wurden ausgeschlossen (3 etwa 200 Genmodelle).

Innerhalb der letzten Jahre wurden grofRe Bereiche des Mausgenoms sequenziert, Mausgene
identifiziert und ihre Funktion analysiert. Das flhrte zu einer standigen Aktualisierung der
Gendatenbanken, so dass sich die urspringliche Anzahl der Genmodelle von etwa 700 (NCBI,
Build 30.1, 2003) auf etwa 500 reduzierte (NCBI, Build 36.1, 2006). Wahrend der
bioinformatischen Analyse der Genmodelle lie} sich feststellen, dass vornehmlich die ,LOC*-
Modelle mit zunehmenden Sequenzinformationen in den Datenbanken mehrmals revidiert
wurden. Hierbei handelte es sich zum Einen um neue lokale Zuordnungen innerhalb des
Chromosoms 5 oder auf andere Chromosomen und zum Anderen um neu berechnete oder
neue experimentell identifizierte Genmodelle, in die die vorhergesagten LOC-Modelle
integriert wurden.

Nach der bioinformatischen Analyse der Genmodelle wurde mit Hilfe der BLAST- und der
BLAT-Software Uberpruft, ob homologe Abschnitte im Genom zu finden waren oder ob es
Bereiche innerhalb der Sequenz gab, die im Genom mehrfach auftraten. Dies geschah, um
die Spezifitat zu erhohen und repetitive Sequenzen in DNA-Sonden zu verhindern. Konnte
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kein spezifischer Bereich identifiziert werden, wurde das betreffende Modell ausgeschlossen
(z.B. LOC100039117). Durch die angelegten Kriterien reduzierte sich die Zahl der zu
analysierenden Nob1-Transkripte von etwa 500 auf 302 (siehe Tab. A1 im Anhang).

Bezeichnung Alignment Mausstamm

A CHT 0253057 e . e, i LT
GABDE1324.1 L1 T - 0l L1 CHTBLIGT
GAFD49330.1 L—1 Ll il L1 CHTBLIGT
GAE 132570.1 L CoTBLIGT
GAE137807.1 u CHTBLIGT
GAF138668.1 L—1 Ll il L1 C5TBLIGT
GAE 1401831 ] CHTBLIGT
GAE 1437531 L—L Ll il L1 CHTBLIGT
GECDE6E6E. ] — L il L7 D1
GEF41005%5.1 L 1 CHTBLIG
EIMNI 005904 11— Ll il L1 CHTBLIG
EEST: [ 1 ] o

B CHT 03293027 e I ! ' ..
GAF 0208721 - CSTBLGT
GBC094673.1 — L - C5TBLIG
RInD 0010812321 L—1 1 SO ] 1 I
EESTs . 1 1 SR |

Legende

W Genomic secquence (C)

m model exons, single (WD) m mBIA exons, single (G, E)

m model exons, ovetlapping () B4 exons, ovetlapping (G, )

C = contig, M = model mEMNA, B =FefSeq mEMA, G = GenBanle mEITA

E = new since last genome build;, B = updated since last genome build
EST-Haufgkeit

1EST 2-5 ESTs m 5-20 ESTs
m:1-9% EZT: m=100EST:

Abb. 3.1: Darstellung der evidence viewer von zwei ausgewahlten Transkriptionsmodellen innerhalb des
Nob1. Der evidence viewer (NCBI) gibt einen Uberblick der bekannten ESTs und mRNAs fiir ein Transkript und
lasst Schlussfolgerungen Uber eine mogliche Expression dieses Modells zu. In den gezeigten Fallen (A) Ppargcia
und (B) D5Ertd579e deutet die Anzahl der ESTs und mRNA-Sequenzen auf ein exprimiertes Gen hin. Von beiden
Genmodellen wurden Sonden fiir die Expressionsstudien durch Macroarrays hergestellt.

3.2.1 Auswahl von weiteren Kandidatengenen auBerhalb des QTL Nob1

In einem genomweiten Screening mit Hilfe der RNAi-Technik wurden bei dem Fadenwurm
C. elegans 417 Gene identifiziert, deren Ausschalten eine erniedrigte bzw. erhohte
Fetteinlagerung zur Folge hatte (Ashrafi et al., 2003). Annette Schirmann und Hadi Al-Hasani
identifizierten 38 orthologe Mausgene, die einem bekannten Adipositas-QTL bei NZO-Mausen
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zugeordnet waren (Tab. 3.2). Diese Gene wurden ebenfalls mit Hilfe der Macroarrays auf

Expressionsunterschiede zwischen NZO- und SJL-Mausen untersucht.

Tab. 3.2: Kandidatengene aus einem genomweiten RNAi-Screening nach Genen, die den Fettgehalt beim

Fadenwurm C. elegans beeinflussen. Gezeigt sind orthologe Mausgene, die einem Adipositas-QTL zugeordnet

werden konnten. Chr. — Chromosom; Pos (Bp) — genomische Position in Basenpaaren; A — Plum, unveréffentliche
Daten; B — Taylor et al., 2001; C — Leiter et al., 1998; D — Reifsnyder et al., 2000; E — Giesen et al., 2003

C. elegans M. musculus

Symbol Symbol Entrez Gene ID | Chr. Pos (Bp) NZO-QTL Referenz
T19D2.2 Ptp4at 19243 1 30894290 Nzoq1 D
TAG-172 clk1 12747 1 58368549 Nzoqg1, Obq7 B,D
C36A4.5 Prg4 96875 1 64325891 Nzoq1 D
F11C1.6 Nrba2 26424 1 138776858 Obqg8 B
C46H11.2 Fmo3 14262 1 164821165 Obq9 B
C24A11.9 Pdss1 56075 2 22747278 | D2Mit235/NZO A
C09G9.7 Pax8 18510 2 24297574 | D2Mit235/NZO A
C18H9.7 Rapsn 19400 2 90836477 Obq10 B
T14B1.1 Trim44 80985 2 102201738 Obq10 B
F56H11.6 Ttbk2 140810 2 120542044 Obg10 B
F46G11.3 Bmp2k 140780 5 97237990 D5Mit81 D
C13D9.7 Slc24a6 170756 5 120771808 Chol1/NZzO E
Y49E10.20 Scarb1 20778 5 125630052 Chol1/NZO E
B0280.3 Rpia 19895 6 70721733 Obq13 B
Y37A1A.1 Setmar 74729 6 108030821 Obq14 B
Y57A10B.1 March8 71779 6 116303741 Obq14 B
ZK909.3 Hddc3 68695 7 80216649 Obq15 B
K02D3.2 Stard5 170460 7 83508201 Obq15 B
F56F3.4 Zfand6 65098 7 84555535 Obq15 B
T07C12.5 Tyr 22173 7 87369171 Obq15 B
Y11D7A.9 Frag1 233575 7 102096894 | D7Mit220/NZO A
Y6B3B.10 Lass1 93898 8 73244775 D8Mit008/SJL A
VF13D12L.1 |Isynal 71780 8 73523469 | D8MIit008/SJL A
F52H2.2 Slc7as 20539 8 124802592 | D8MIit013/NZO A
B0310.1 Kenk1 16525 8 128881259 | D8MIit013/NZO A
F46C5.6 Ppp4rd 74521 12 104770775 Nzoq2 D
8 F16B4.9 Ppara 19013 15 85563541 | D15Mit241/NZO A
B0285.8 chkb 12651 15 89257665 | D15Mit241/NZO A
Y38F1A.9 Cntn1 12805 15 91956371 | D15Mit241/NZO A
Y53C12A.1 Pkmyt1 268930 17 23454062 Obqg4b B
F49E11.4 Pi16 74116 17 29046244 | D17Mit175/NZO A
F45H7.4 Pim1 18712 17 29217823 | D17Mit175/NZO A
F39D8.2 Pknox1 18771 17 31312405 | D17Mit175/NZO A
C17E4.3 March2 224703 17 33325384 | D17Mit175/NZO A
F14H8.1 Osbpl1a 64291 18 13084888 D18Mit60 D
K03B8.3 Mep1b 17288 18 21215353 D18Mit60 D
F14D12.2 Lims2 225341 18 32074516 D18Mit60 D
ZK686.4 Zmat2 66492 18 36919896 D18Mit60 D
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3.2.2 Auswahl von Kontrollsonden

Mit den gewahlten Kontrollen sollte die Effizienz und Qualitdt der Hybridisierungen der
Macroarrays evaluiert werden konnen (Tab. 3.3 und Tab. A2 im Anhang). Die Kontrollsonden
wurden aufgrund verschiedener Eigenschaften ausgewahlt: (1) Gene, deren Expression sich
zwischen verschiedenen Mausstdmmen und unterschiedlichen Geweben nicht oder kaum
verandert (= housekeeping gene); (2) Gene, die gewebsspezifisch exprimiert werden; (3)
Gene des Lipid- und Glucose-Metabolismus; (4) zufallig ausgewahlte Unigene-Tanskripte aus
der RZPD-cDNA-Bibliothek Mouse unigene Set 2, die Uber das gesamte Genom verteilt
waren. Da diese Transkripte aus einer cDNA-Bibliothek stammen, kann davon ausgegangen
werden, dass sie exprimiert werden und dienen deshalb der Kontrolle der Hybridisierung. Fur
die Auswahl galten dieselben Kriterien wie flr die Auswahl der Nob171-Kanidatengene (siehe
3.2).

Tab. 3.3: Ausgewahlte Kontrollsonden fiir die Macroarrays. Gezeigt sind die Kontrollsonden der Gruppen (1) —
(3) und ihre Funktion. Chr. — Chromosom; Pos (Bp) — genomische Position in Basenpaaren

Symbol Entrez Gene ID Chr. Pos (Bp) Funktion
Adipor1 72674 1 136231877 |Fett-Metabolismus
H3f3a 15078 1 182650277 |housekeeping Gen
Crat 12908 2 30237756 B-Oxidation
Pck1 18534 2 172796011  |Fett-Metabolismus, Gluconeogenese
Cpt2 12896 4 107421465 |Fettsauretransport
Slc4a2 20535 5 23935383 gewebsspezifische Expression
Slc4a4 54403 5 90009307 gewebsspezifische Expression
Acacb 100705 5 114426516 |Fettsduresynthese
Gapdh 407972 6 125131222 |housekeeping Gen
Canx 12330 11 50169013 Prozessierung von Antigenen
Arf1 11840 11 59044380 housekeeping Gen
Srebf1 20787 11 60036798 Cholsterin-Metabolismus, Transkriptionsfaktor
Acaca 107476 11 84011658 Fettsduresynthese
Fasn 14104 11 120640331 |Fettsduresynthese
Cpt1b 12895 15 89253113 Fettsauretransport (langkettig)
Pcx 18563 19 4594345 Pyruvat-Metabolismus, Citratcyclus
Scd1 20249 19 44460863 Fettsduresynthese

3.3 Expressionsanalysen

Um mogliche Genvarianten zu identifizieren, die den Gewichtseffekt des Nob7-Allels

hervorrufen, wurden die zuvor ausgewahlten 302 Nob1-Transkripte mit Hilfe von Macroarrays

auf Expressionsunterschiede zwischen NZO und SJL untersucht.
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3.3.1 Design und Herstellung der Sonden

Als Sonden dienten PCR-Produkte mit einer GréRe von 300-500 bp, da die PCR-Produkte
spezifisch aber nicht zu lang sein sollten, um eine optimale Amplifikationsmenge zu erreichen.
Dazu wurden in den cDNA-Sequenzen Exone mit einer Lange grofRer als 300 bp gesucht
(BLAT-Software). Waren keine entsprechend langen Exone vorhanden, dienten die gesamten
cDNA-Sequenzen als Vorlage flr das Primerdesign. Dieses erfolgte mit Hilfe der Primer3-
Software (http:/fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Eine Uberpriifung der so entstandenen

PCR-Produkt-Sequenzen auf Sequenzhomologien im gesamten Genom erfolgte erneut mit
Hilfe der BLAST-Software. Ein Beispiel ist anhand des Gens Ttbk7 in Abb. 3.2 dargestellt.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte von ca. 3 % aller Sonden (Whsc1, Msx1, Cxcl10,
CD38, A730089K16Rik, 9030227G01Rik, Cdkl2, 2310045A20Rik, C530008M17Rik, Cxcl9,
Brdg1-pending) zeigte, dass die gewlinschten PCR-Produkte amplifiziert wurden und damit
auch die Primerspezifitat.

3.3.2 Praparative PCR

Die DNA-Sonden wurden mit Hilfe der PCR-Technik hergestellt. Als Matrize (Template) fur die
DNA-Sonden sollte genomische DNA von C57BL/6J-Mausen verwendet werden bzw.
einzelstrangige cDNA (C57BL/6J-Mause), die durch reverse Transkription von mRNA
entstand. Fur die Sonden, die als cDNA-Klone von der RZPD-cDNA-Bibliothek Mouse unigene
Set 2 bezogen wurden, diente Plasmid-DNA als Template (Tab. 3.4). Einige der Sonden, deren
Template genomische DNA war, zeigten eine geringe PCR-Ausbeute (19 %). Diese PCR-
Produkte wurden mit Hilfe einer TA-Klonierung in einen Sequenzierungsvektor eingebracht
und anschliellend mit Hilfe der jeweiligen Sequenzier-Primer amplifiziert (Abb. 3.3). Durch die
Anwendung dieser Klonierungsmethode konnte die PCR-Ausbeute um das drei- bis vierfache
gesteigert werden. Es gab nur zwei Transkripte der insgesamt 340 Kandidatengene, die sich
weder mit Hilfe der Klonierungstechnik noch durch die Nutzung eines zweiten Primerpaares in
ausreichender Menge amplifizieren lielken (Gm1676, BC061212).

Tab. 3.4: Nutzung unterschiedlicher Templates zur Herstellung der DNA-Sonden fiir die Macroarrays.

Template Anzahl der Sonden
Genomische DNA gesamt 201

- davon kloniert 38
cDNA 46
RZPD-Unigene-cDNA-Klone Nob1 112
RZPD-Unigene-cDNA-Klone Kontrollen 217
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>gi|18201864|ref|NM 080788.1| Mus musculus tau tubulin kinase 1 (Ttbkl), mRNA

GGGGATGGGCAGGCGGTGGCGGGCCCGCCTGCTGAGCGGTGACTCCTGCCGGTGCGGACCCTGAGCTAGACCCTCGTCCTCCGTC
AGARATCCTGCGTCCGCCGCGGCCCAGGTTAAATGGAATCCACCCTTGGGAAGCTAGATGCCTGTGATAGCTGTTTTGACCTCAT
CAGGGTTTTGCAATGAGTGGAGGAGGAGAGCAGCCAGATATCCTCAGTGTTGGAATCCTGGTCAAAGAAAGATGGAAAGTGTTAA
GAAAGATTGGAGGTGGGGGCTTTGGAGAAATTTACGATGCCTTGGACATGCTCACCAGGGAGAATGTGGCGCTGAAGGTGGAGTC
AGCTCAGCAGCCAAAGCAGGTTCTGAAGATGGAGGTTGCTGTGTTGAAGAAACTGCAAGGGAAAGACCATGTTTGTAGATTTATT
GGCTGTGGGAGAAATGATCGTTTCAACTACGTGGTCATGCAATTGCAGGGACGGAATCTGGCAGATCTCCGACGTAGCCAATCCC
GGGGCACATTCACTATTAGCACTACCCTTCGTCTTGGGAAACAGATTCTGGAGTCTATTGAAAGCATACATTCTGTGGGATTCCT
TCACAGAGACATCAAACCGTCAAACTTCGCCATGGGACGTTTCCCCAGTACGTGTAGGAAATGTTTCATGCTTGATTTTGGCTTG
GCTCGACAATTTACTAATTCCTGTGGTGACGTCAGACCACCTCGTGCTGTGGCAGGCTTTCGAGGGACAGTTCGTTGTGCATCAA
TCGATGCTCATCGGAACAGGGAAATGGGAAGACATGATGACCTTTGGTCTTTATTCTACATGTTGGTGGAGTTTGTGGTTGGCCA
ACTGCCTTGGAGAGAAATAAAGGACAAGGAGCAAGTAGGCTCCATTAAGGAGAGATATGACCACAGGCTCATGTTAAAACACCTC
CCTCCAGAATTCAGCACCTTTCTTGACCATATTTCCTCTTTGGATTATTTTACAAAACCGGACTACCAGCTTCTAACATCCGTGT
TTGACAATAGCATCAAGACCTTTGGAGTAATTGAGAGTGACCCGTTTGACTGGGAGAAGAGTGGAACTGATGGCTCCCTGACAAC
CACCACCACCTCTGCCACCCCTCAGTGCACACCCGCTTGACCCCTGCTGCTATCGGAATTGCAARATGCCACCCCCATCCCAGGAG
ACTTGCTTCGAGAAATCACAGATGAAGTGTTTCCCAGATGAACAGCTTAGTGATGGGGAGAATGGAATCCCTGTTGGTGTATCAC
CAGATAAATTGCCTGGTATCTCTGGGGCACCCACGCCCTCAGGARAAGGATGTCTGGGAAGAGATGGATATCAACAAGAACAAGA
TAAAGCTGGGAATTTGCAAAGCAGCTACTGAAGAAGAAAATAGCCATGGTCAAGTAAATGGCATACTCAATGCTCCAAGCCTTGG
TTCACCAATTCGTGTCCGATCAGAGATTACTCAGCCAGACAGAGATGTAG
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olor Key for Alignnent Scores
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Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

BLAST PCR-Sequenz

ref|NM 080788.1| Mus musculus tau tubulin kinase 1 (Ttbkl),... 878 0.0
dbj|AB046593.2| Mus musculus Ttbk mRNA for Tau-tubulin kina... 878

ref|XM 147298.1| Mus musculus hypothetical gene supported b... 823
dbj [AK053820.1| Mus musculus 0 day neonate eyeball cDNA, RI... 823
dbj |AKO77011.1| Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN ... 823

o o o o o
o o o o o

dbj |AK046978.1| Mus musculus 10 days neonate cerebellum cDN... 823

Abb. 3.2: Flussschema des Designs genspezifischer Primer fiir PCR-Produkte am Beispiel des Gens Ttbk1.
Mit Hilfe der BLAST-Software erfolgte eine Uberpriifung der mRNA-Sequenz aus der NCBI-Gendatenbank auf
Sequenzhomologien im gesamten Genom. Fir das Design der Primer (Primer3-Software) wurde ein Bereich
gewahlt, der keine oder sehr wenige Homologien zu anderen Genen aufwies (> 300 bp). Die Basensequenz des
elektronischen PCR-Produktes wurde erneut auf Homologien zu anderen Genen im gesamten Genom untersucht
(BLAST-Software).

Um eine ausreichende Anzahl an Macroarrays zur Verfigung zu haben (ca. 80 Nylon-Filter),
solite eine finale DNA-Menge von 3-10 ug pro Sonde amplifiziert werden. Um diese DNA-
Menge herzustellen, wurde eine praparative PCR durchgefiihrt. Dazu diente die erste PCR als
Template fur die zweite PCR, eine sogenannte Reamplifizierungs-PCR. Mit dieser Methode
wird eine hohere DNA-Ausbeute erreicht. Das Gesamt-PCR-Volumen lag — je nach Effizienz
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der PCR-Reaktionen — zwischen 200 ul und 400 pl. Eine besonders hohe DNA-Ausbeute bei
der Reinigung aus der PCR-Reaktion mit Hilfe von Saulenchromatographie wurde durch eine
doppelte Elution der DNA mit warmem doppelt destilliertem Wasser (50 °C) erreicht. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA-Sonden erfolgte densitometrisch im Ethidiumbromid-
Agarosegel (Abb. 3.3).

Durch die angewandte Reamplfizierungsmethode wurde eine hohe DNA-Ausbeute erreicht.
Fir den grolten Teil der Sonden wurde eine gesamte DNA-Menge von 3-15 ug erreicht,
fur 18 % der Sonden sogar mehr als 16 ug DNA.

Matritze Genomische DNA/ cDNA RZPD Plasmide
Spezifisches PCR mit plasmid-
Primerdesign, BLAST spezifischen
PCR der mRNA und des Sequenzier-Primern

PCR-Produktes

S l \ S S

Hohe Effizienz: 500 ng - 1 pug Geringe Effizienz: 100 - 200 ng

DNA aus einer 50 ul PCR- DNA aus einer 50 ul PCR-

Reaktion Reaktion —= Klonierung in
einen TA-Plasmid-Vektor

—— Hohe Effizienz

l

4-8 x 50 yl PCR-Reaktionen

Reamplifikation

Aufreinigung und 1000 bp
Bestimmung der
Konzentration 500 bp

: 3-25 ug DNA pro Sonde

Abb. 3.3: Strategie zur Amplifikation von DNA-Sonden fiir die Herstellung von Macroarrays. Nach der ersten
PCR wurde ein Aliquot der Reaktion auf ein Agarosegel aufgetragen, um die Qualitdt und Quantitat zu tUberprifen
(S = GréRenstandard). PCR-Produkte mit starker Bande (hohe Effizienz) wurden direkt in die Reamplifizierungs-
PCR eingesetzt, solche mit schwacher Bande (geringe Effizienz) wurden erst in einen Plasmidvektor eingebracht
und anschlieBend reamplifiziert. Die Konzentration der aufgereinigten PCR-Reaktionen wurde mit drei
unterschiedlichen Mengen des MassRulers (a, b, c) durch lineare Regression mit der Software ImageQuant
bestimmt. Dabei entsprachen die Pixel-Intensitaten der 500 bp-Bande von a) 2,5 ul; b) 5 pl und ¢) 10 pl den DNA-
Mengen von a) 25 ng; b) 50 ng und ¢) 100 ng.
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3.3.3 Herstellung der Filter

Fir die Herstellung der Filter wurde die doppelstrangige DNA durch ein alkalisches Milieu
denaturiert. Dies war notwendig, um spater die einzelstrangige radioaktiv markierte cDNA
binden zu kénnen. Jede Sonde wurde durch einen Roboter vierfach auf den Filter gespottet,
so dass fur die Auswertung vier Einzelwerte zur Verfigung standen. Dieser Prozess wurde am
MPI fir Molekulare Genetik (Berlin) in Zusammenarbeit mit Claus Hultschig durchgefuhrt
(siehe 2.2.2.14.2 und 2.2.2.14.3).

3.3.4 cDNA-Synthese und Hybridisierung der Macroarrays

Die Hybridisierung der Macroarrays erfolgte mit revers transkribierter mRNA aus Geweben
von SJL- und NZO-Mausen. Es wurden acht Wochen alte Weibchen verwendet, denen nach
dem Absetzen von der Mutter Uber einen Zeitraum von 5 Wochen entweder Standard-Diat
oder Hochfett-Diat verabreicht wurde. Wahrend der reversen Transkription, die mit Oligo-dT-
Primern erfolgte, wurde in die entstehende einzelstrangige cDNA das radioaktiv markierte
Nukleotid o[**P]-dCTP (200 uCi/ Reaktion) eingebaut.

Die erfolgreiche Hybridisierung der Arrays setzt eine Einbaurate des radioaktiv markierten
Nukleotids in die cDNA von mind. 50 % voraus. Dies wurde durch den Einsatz von
zusatzlichem nicht markiertem dCTP und durch die Modifizierung des Reinigungsprotokolls
erreicht. Der erste Durchlauf des Reaktionsgemisches, der eigentlich nur Reaktionspuffer,
Enzym und nicht eingebaute Nukleotide enthalten sollte, wurde aufbewahrt und nach der
ersten Elution nochmals auf die Reinigungssaule (Saulenchromatographie) gegeben. Die
Elution der radioaktiv markierten cDNA nach dieser zweiten Bindung an die Silica-Matrix der
Saule erfolgte zweimal mit warmem destilliertem Wasser (50 °C). Durch diese Modifizierungen
erhdhte sich die Ausbeute von 25 % auf 60-70 %. Zusatzlich ist es fur die Hybridisierung des
gesamten Filters immens wichtig, dass die revers transkribierten cDNAs aus Gesamt-mRNAs
Langen bis zu 1500 bp erreichen, weil einige DNA-Sonden bis zu 1500 bp vom 3’-Ende der
mRNA entfernt lagen. Dies wurde mit Hilfe von denaturierenden cDNA-Gelen Uberprift. Das
Gel wurde auf einen Nylonfilter geblottet und die Lange der cDNAs mit Hilfe eines radioaktiv
markierten Gro3enstandards bestimmt (Abb. 3.4).
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4000 bp ——

2000 bp ——

500 bp ——— ' '

A B

Abb. 3.4: Denaturierendes Agarosegel zur Bestimmung der Léange von revers transkribierten cDNAs. Die mit
o[**P]-dCTP markierten cDNAs wurden nach der Methode von Southern auf eine Nylonmembran geblottet, auf
einen Phosphoimager-Film exponiert und mit einem Phosphoimager gescannt. Zu sehen sind cDNAs aus Gesamt-
mRNAs von (A) Leber, SJL weiblich, 8 Wochen, SD und (B) Leber, NZO weiblich, 8 Wochen, SD. Beide cDNA-
Gemische enthalten cDNAs, die bis zu 1500 bp lang sind und eignen sich daher zur Hybridisierung der
Macroarrays.

Die Hybridisierung der Filter mit der radioaktiv markierten cDNA Uber Nacht und das Waschen
der Arrays am nachsten Morgen erfolgten nach einem Standard-Protokoll (siehe 2.2.2.14.6).
Nach einer 16-stiindigen Exposition der Arrays auf einem Phospholmager-Film (PIl-Screen)
wurde dieser auf einem Phospholmager gescannt (Image). Dabei spiegelt die Intensitat der
B-Strahlung eines Spots die Menge an gebundener markierter cDNA und somit an exprimierter
mMmRNA wieder. Die Pixelintensitat jedes Spots wurde mit Hilfe der ImageQuant-Software
bestimmt. Zur Uberprifung der Qualitat des Spottens und der Hybridisierung der Macroarrays
wurde eine spike-in-Kontrolle verwendet. Dazu wurde eine DNA-Sonde (CWLP-Gen aus
Arabidopsis thaliana) gleichmalig Uber den gesamten Filter gespottet (Abb. 3.7A). Die spike-
in-Kontrolle diente zusatzlich als Orientierung flr die Zuordnung der Hybridisierungssignale.
Beispiele einiger Images von Macroarrays sind in Abb. 3.5 dargestellt.
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....................
.....................

Abb. 3.5: Exemplarische Darstellung gescannter Macroarrays. (A) spike-in-Kontrolle (guide dots; CWLP-Gen
aus Arabidopsis thaliana) (B)-(D) Die hybridisierten Macroarrays (radioaktiv markierte cDNA aus den RNAs von (B)
Leber des SJL-Weibchens 187A/4 2, (C) BAT des NZO-Weibchens 179A/3 f4 und (D) Hypothalamus des SJL-
Weibchens 363 A/3 3; alle 8 Wochen alt und HFD gefittert) wurden Uber Nacht auf einen Phospholmager-Film
exponiert und mit einem Phospholmager eingescannt. Die guide dots sind wie ein gleichmaRiges Gitter
angeordnet. Alle anderen sichtbaren Spots stellen radioaktiv markierte cDNAs dar, die in den jeweiligen Geweben
exprimiert werden. Starke bzw. schwache Expression wird durch dunkle bzw. helle Spots wiedergegeben. Jede
Sonde wurde vier Mal in einem bestimmten Muster auf die Membran aufgebracht (siehe 2.3.14.2).

Mit den Macroarrays wurden mRNAs folgender Gewebe untersucht: Leber, weilies
Fettgewebe, braunes Fettgewebe, Skelettmuskel und Hypothalamus. Diese Gewebe spielen
eine wichtige Rolle im Fett- und Kohlenhydrat-Metabolismus sowie bei der Regulation von
Hunger und Sattigung und tragen somit zur Regulation des Korpergewichts bei. Der Einfluss
der Diat auf die Genexpression wurde durch die Gabe von SD und HFD bei beiden
Mausstammen analysiert. Pro Bedingung wurden je 1-3 Arrays hybridisiert und ausgewertet.
Eine Ubersicht der insgesamt 38 hybridisierten Macroarrays ist in Tab. 3.5 zu sehen.

Tab. 3.5: Uberblick iiber die hybridisierten Macroarrays. n = Anzahl der hybridisierten Arrays, WAT = weiles
Fettgewebe, BAT = braunes Fettgewebe, SM = Skelettmuskel, SD = Standard-Diat, HFD = Hochfett-Diat

Maus- [n] [n] [n] [n] [n] Hypo-
stamm Diat Leber WAT BAT SM thalamus
NzO SD 2 1 3 2
HFD 3 2 2 2 1
SJL SD 2 1 3
HFD 3 2 2 3 2
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3.3.5 Auswertung der Macroarrays

Nach der Auswertung der Pixelintensitdten mit der ImageQuant-Software wurden die vier
Einzelwerte jeder Sonde gemittelt und dieser Mittelwert auf den Median der Gesamtintensitat
aller Spots normalisiert (Herwig et al., 2001).

Eine Mdoglichkeit der Auswertung von Array-Experimenten sind Scatter-Plots. Dabei werden
die normalisierten Intensitaten der Sonden zweier Bedingungen gegeneinander aufgetragen.
Werden Gene unter den untersuchten Bedingungen differentiell exprimiert, weicht der
resultierende Punkt von der Ideallinie ab (Abb. 3.6).

Als differentiell exprimiert wurden Gene bezeichnet, die folgende Kriterien erfillten:

« Die normalisierte Intensitat musste gréfier als zwei Scan-Einheiten sein (Signal der
Spots auf dem PI-Film musste makroskopisch sichtbar sein).

« Die Anderung musste mindestens zweifach sein.

« Der numerische Wert der Anderung musste groRBer sein als die Summe der
Standardabweichung beider Bedingungen.

Die Gene, die als differentiell exprimiert identifiziert wurden, sind in Tab. 3.7 aufgelistet.

3.3.6 Hybridisierung der Microarrays

Zusatzlich zu den Macroarrays wurden Microarray-Experimente mit mRNAs aus weiliem
Fettgewebe von NZO- und SJL-Mannchen durchgefiihrt. Die verwendeten Tiere waren vier
und acht Wochen alt. Dabei stammen die Array-Daten der NZO-Tiere von Tanja Dreja
(Promotion in Vorbereitung). Es wurden je drei RNA-Proben von SJL-Tieren getestet, die mit
einer SD bzw. einer HFD gefiittert wurden.

Fir die vorliegende Arbeit wurden nur Expressionsunterschiede von Genen auf Chromosom 5
betrachtet.

Ein Vergleich der Transkripte im Bereich des Nob1 auf dem Macroarray und Microarray zeigte
elf Transkripte, die exklusiv mit dem Macroarray analysiert wurden und zwolf Transkripte, die
nur mit den Microarrays untersucht wurden (Tab. 3.6).

Die Gene, die eine differentielle Expression im weilten Fettgewebe zwischen SJL- und NZO-
Mausen zeigten, sind in Tab. 3.7 aufgelistet.
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Abb. 3.6: Ausgewahlite Scatter-Plots der exprimierten Nob7-Gene bei weiblichen NZO- und SJL-Méausen. Die
mRNAs der verwendeten Tiere waren 8 Wochen alt und wurden mit HFD gefittert. Jeder Punkt reprasentiert eine
Sonde. Gene, deren Sonden oberhalb bzw. unterhalb der gestrichelten Linie liegen, wurden als differentiell
exprimiert bezeichnet. Dargestellt sind exprimierte Nob7-Gene (A) im Skelettmuskel, (B) im Hypothalamus und (C)
im BAT. Dargestellt sind Mittelwerte; die Skalierung ist logarhitmisch; die gestrichelten Linien geben die
Ausschlusskriterien fir eine differentielle Expression an. Mit Pfeilen sind Gene gekennzeichnet, deren differentielle
Expression im weiteren Verlauf mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR untersucht wurde (mit Ausnahme von

Med1 und Pik3cb, da die Standardabweichung fiir einen signifikanten Unterschied zu grof3 war).
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Tab. 3.6: Vergleich der nicht betrachteten Nob7-Transkripte mit den durchgefiihrten Macro- bzw.
Microarrays. Dargestellt sind Transkripte, die (A) ausschlieRlich Hilfe des selbst hergestellten Macroarray bzw.
(B) nur durch den Einsatz des kommerziell erhaltlichen Affymetrix-Chips Mouse 430.2 auf ihre Expression
untersucht wurden. Grundlage der Lokalisation der Transkripte war (A) die NCBI-Gendatenbank (Build 36.1) bzw.
(B) die Affymetrix-Annotation fiir den Bereich 29-93 Mbp des Chr. 5.

A [Genname EntrezGene ID Protein
1110019K23Rik 665563 -
9430027B09Rik 77272 hypothetisch
Dnajcbg 231098 hypothetisch
G6pd2 14380 beschrieben, NP_062341
Pdlim1 54132 beschrieben, NP_058557
Rbpj 19664 beschrieben, 3 Isoformen
Slc10a4 231290 beschrieben, NP_775579
Ugt2b35 243085 beschrieben, NP_766469
Ugt2bb 22238 beschrieben, NP_033493
UTP3 65961 beschrieben, NP_075541
Zar1 317755 beschrieben, NP_777366

B [Genname EntrezGene ID Protein
1700021021Rik 75536 -
1700031L13Rik 67327 -
2210406010Rik 76710 -
2900064F13Rik 73043 -
4930421C12Rik 78788 -
4930432L08Rik 74621 -
4930478P22Rik 74429 -

AW125296 13839 -
B930098A02Rik 320462 -
C030009012Rik 77328 -
C630010D07Rik 665563 hypothetisch, 2 Isoformen
Dcuni1d4 100737 hypothetisch
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3.3.7 Ergebnisse der Array-Analysen

Nach der Auswertung aller Array-Experimente wurden 17 Gene auf Chr. 5 als differentiell
exprimiert identifiziert, davon 14 Gene im Bereich des Nob1 (Tab. 3.7).

Tab. 3.7: Differentiell exprimierte Gene zwischen NZO- und SJL-Mdusen auf Chromosom 5. Durch
Experimente mit Macro- und Microarrays wurden 18 Gene auf Chr. 5 gefunden, die entweder zwischen beiden
Mausstammen oder durch den Einfluss der Diat innerhalb eines Mausstammes differentiell exprimiert wurden. Die
Verifizierung erfolgte mit quantitativer RealTime-PCR, dabei konnte die differentielle Regulation bei 7 der 18 Gene
bestatigt werden (fette Schrift). WAT = weilles Fetigewebe; BAT = braunes Fettgewebe

genomische normalisierte |verifiziert

Symbol Gewebe Array Position auf | Arrayintensititen | durch
Chr. 5 NZO:SJL gRT-PCR

MIl5 WAT Microarray 23 Mbp 2,93 X
Insig1 WAT Microarray 28 Mbp 0,82 X
Mpv 17 Hypothalamus | Macroarray 31 Mbp 6,60
Abhd1 WAT Microarray 31 Mbp 0,46 X
Pppich Hypothalamus | Macroarray 32 Mbp 3,16
Ppp1ch WAT Microarray 32 Mbp 2,00 X
Letm 1 Hypothalamus | Macroarray 34 Mbp 4,52
Mrfap 1 Hypothalamus | Macroarray 37 Mbp 0,18
Cpeb2 Hypothalamus | Macroarray 43 Mbp 0,34 ‘_5
Qdpr Hypothalamus | Macroarray 46 Mbp 0,35 @)
2310045A 20Rik |BAT Macroarray 54 Mbp 0,44 X <
Pgm1 BAT Macroarray 64 Mbp 0,43
Thc1d1 Skelettmuskel | Macroarray 64 Mbp 3,25 X
Gabra 4 Hypothalamus | Macroarray 71 Mbp 4,22
Igfbp7 Hypothalamus | Macroarray 78 Mbp 0,42
Spink 2 WAT Microarray 78 Mbp 0,39
Aacs WAT Microarray 126 Mbp 0,68
Alox5ap WAT Microarray 149 Mbp 1,08 X

Zur unabhangigen Bestatigung der Ergebnisse aus den Array-Experimenten wurden die
Genexpressionen mit g-RT-PCR ermittelt und zwischen den Stdammen NZO und SJL
verglichen. Die Expressionsunterschiede bei den Genen 23710045A20Rik, Tbc1d1, MII5,
Insig1, Abhd1, Ppp1cb und Alox5ap wurden validiert (siehe Tab. 3.7).

Die Riken-cDNA 2310045A20Rik wurde im braunen Fettgewebe von SJL-Mausen starker
exprimiert als bei NZO-Mausen (1,031£0,26 vs. 0,33%£0,07). Tbc1d1 zeigte im Skelettmuskel
der SJL-Tiere eine deutlich erniedrigte Expression im Vergleich zu NZO-Tieren (0,1310,05 vs.
1,7120,73). Die Gene Abhd1 und Insig1 zeigten im weillen Fettgewebe der SJL-Tiere eine
héhere Expression (3,9310,26 vs. 1,14+0,57 und 1,64+0,21 vs. 1,021£0,19) als bei den NZO-
Tieren. Die Gene MII5 und Ppp1ch hingegen wiesen im weil3en Fettgewebe der NZO-Mause
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(1,00+0,09 vs. 0,34+0,17 und 1,00£0,11 vs. 0,75£0,09) eine erhdhte Expression im Vergleich
zu den SJL-Mausen auf. Eine Expression des Genes Alox5ap war nur im weillen Fettgewebe
von NZO-Tieren zu detektieren, bei SJL-Tieren war keine Expression nachzuweisen
(1,12+0,53 vs. 0,02+0,004; siehe Abb. 3.7).

*
SJL
I NZO
4 -
e
B
N3
c
S
[
(%]
o *
o, o *
2o [
< *%
4 1 ** *
j
0
2310045A20Rik Tbc1d1 Abhd1 MiI5 Insig1 Ppp1ch Alox5ap
Macroarray Microarray

Abb. 3.7: Validierung der differentiell exprimierten Gene auf Chromosom 5 von SJL- und NZO-Mausen. Mit
quantitativer Real-Time-PCR verifizierte differentielle Genexpression der Gene, die zuvor mit Array-Experimenten
identifiziert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3-6 unabhangigen Experimenten, die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-Test (*p<0,05; **p<0,01). Die Untersuchungen wurden im braunen
Fettgewebe sowie Skelettmuskel (Macroarray) und weil3en Fettgewebe (Microarray) durchgefiihrt.

3.4 Sequenzierung der Kandidatengene

Zur weiteren Untersuchung der potentiellen Kandidatengene aus den Expressionsstudien
wurden die codierenden Bereiche der Gene 2310045A20Rik, MII5, Insig1, Ppp1cb und
Tbc1d1 sequenziert und nach Unterschieden zwischen den Stammen NZO und SJL gesucht.
Als Referenzsequenz diente dabei die Basensequenz des Stammes C57BL/6J. Tbc1d1 war
das einzige Gen, in dem Abweichungen zur Referenzsequenz gefunden wurden.

Im Gen Tbc1d1 des SJL-Stammes (SJL/NBom) wurde eine Deletion von sieben Basenpaaren
(4047delACTCGCT) im Exon 18 identifiziert (Abb. 3.8). Diese Deletion fuhrt zur Verschiebung
des Leserasters der mRNA und zu einem aberranten Protein bei SJL-Mausen (Abb. 3.9).
Diese Deletion wurde ebenfalls in der Sublinie SJL/J detektiert. Das Gen Tbc1d1 (tre-2/USP6,
BUB2, cdc16 domain family member 1) gehdrt zur Familie der Rab-GAP-Proteine (Rab-
GTPase activating proteins). Die Rab-GAP-Domane ist eine konservierte Region in GTPase-
aktivierenden Proteinen, die mit kleinen Rab-G-Proteinen interagieren kénnen.
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Sunmary AGCAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCCOCT-~-~-~-~-- TCTGGACCAGGAGGTTGGATACTGCCAAGG
NTMariants: [Wlec. ccosesecs soece sgeveseie soscs sweticrescs sisci sdeSereioe s st ol wome mmeeescn miee sweseescs s siEememerce soers setieesc siesa s
Index 2961 2971 2951 2991 2994 3001 3011 3021 3031
Reference AgcaggrtcagcrgtracttracaacattcotgaaygocACtogctEoEyyACCaAYgaggEtgyatactgocaagg
Reference-id E: 0 v ] C H F T 3T F + R i T R F w Ak )53 R L I T Ey K

IIVSJL | [AGCAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCC|F--~--- TCTGGACCAGGAGGTTGGATACTGCCAAGG

CAGGTCAGCTGTCACETTACAACATTCTGAAGGCC|TTCTGGACCAGGAGGTTGOATACTGCCAAGGTCTC A

CAGGTCAGCTGTCACETTACAACAT TCTGAAGGCCEICTGGACCAGGAGGTTGGATACTGCCAAGGTCTCA

CAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCCTTCTGGACCAGGAGGTTGGATACTGCCAAGGTCTC &

CASGETCAGCTGTICACTTTACAACATTCTGAAGGECCIICT GG CE1GG.ZGGI‘I‘GGJ.I‘T\CI‘GCC_Z_.ZGGI‘CI‘CJ.

Abb. 3.8: Sequenzausschnitt des Gens Tbc1d1 mit Hilfe der Software SeqScape. Dargestellt sind drei
unabhangige cDNA-Sequenzen des Gens Thc1d1 des Mausstammes SJL (2587, 3413, 2099) aus Skelettmuskel-
cDNA. Alle untersuchten cDNA-Sequenzen weisen eine Deletion von sieben Basenpaaren (2995-3001) im
Vergleich zur Referenzsequenz (AK154591) auf.

DO3_sjl_3413_r

Das Gen Thc1d1 ist auf Chr. 5 bei 64,6 Mbp lokalisiert (NCBI, Build 37.1, 2008). In der
Gendatenbank Ensembl werden zwei Genmodelle beschrieben. Das langere Modell, das auf
der mRNA AK122445 beruht, umfasst 5711 bp in 22 Exons. Das kirzere Modell beruht auf der
MRNA AK154591 und umfasst 5432 bp in 20 Exons, wobei die Exons 12 und 13 des langeren
Modells nicht enthalten sind. Im proximalen Teil des Proteins liegen zwei Phosphotyrosin-
Bindungsstellen, im distalen Proteinbereich ist eine funktionelle Rab-GTPase activating
protein-Domane lokalisiert (Rab-GAP-Domane; Abb. 3.9A). Die Deletion von sieben
Basenpaaren in Exon 18 des Gens befindet sich in der Rab-GAP-Domane des Proteins. Die
resultierende Leserasterverschiebung flihrt zu einem vorzeitigen Stop-Codon innerhalb dieser
funktionellen Doméne (Abb. 3.9B). Die Folge ist ein aberrantes Protein, das seine
urspriingliche katalytische Funktion nicht mehr wahrnehmen kann, weil der daflr essentielle
Glutaminfinger im TBC1D1-Protein von SJL-Mausen fehlt (Abb. 3.9C). Dieser Glutaminfinger
ist Teil eines Zwei-Finger-Mechanismus, der flr die katalytische Funktion von GYP-Proteinen
der Hefe sowie deren orthologe GAP-Proteine in Saugetieren angenommen wird (Pan et al.,
2006).

Der vorzeitige Abbruch des Proteins wurde experimentell von Ulrike Bernhardt mit Hilfe einer
in vitro Translation bestatigt. Durch den Einbau von radioaktiv markiertem Methionin in das
Protein konnte die Proteinbande auf einem Phosholmager-Film sichtbar gemacht werden. Das
in vitro translatierte SJL-Protein zeigte eine Bande mit geringerem Molekulargewicht als das in
vitro translatierte Protein der C57BL/6J-Mause (117 kDa vs. 141 kDa).
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B Exon 18 (245 bp); 82 AS
NZO/B6 AAGGCCTACTCGCTTCTGGACCAGGAGGTTGGA 4072 bp
SJL AAGGCCT--——-—- TCTGGACCAGGAGGTTGGA 4065 bp
NZO/B6 TACTGCCAAGGTCTCAGCTTTGTGGCAGGCATT 4105 bp
SJL TACTGCCAAGGTCTCAGCTTTGTGGCAGGCATT 4098 bp
Stop-Codon SJL (988 AS)
NZO/B6 TTGCTTCTTCACATGAGTGAGGAAGAGGCGTTC 4138 bp
SJL TTGCTTCTTCACATGAGTGAGGAAGAGGCGTTC 4131 bp
C TBC1D4 EDIHTSLKEGVPKSREGEIlQFLALQYRLRHRLPN-KHQPPDTSYKELLKQLTAQQHA~
TBC1D1 EKVHSAVGQGVPRHHRGE INKFLAEQFHLKHPFPS-KQQPKDVPYKELLKKLTSQQHA-~
GYP1P QDLRQISWNGIPKIH P KLLIGYLPVNTKRQEGFLQRKRKEYRDSLKHTFSDQHSRD
Sk ks -
Arglnln Flnger STOP bel SJL- Prot"n Glutamln Flnger
Arg343
TBC1D4  —————- ILV.LGITFPTHPYFSVQLGAGQLSLFNLL" S LDKEVGICIGIS FVAGVL
TBC1D1  —————e] L TFPTHPYFSAQLGAGQLSLYNILHABSELDOEV GLS-FVAGIL
GYP1P IPTWHQ TNPHIPLY——QFKSVQNSLQRIL NTRHPASG] GINDLVTPFF
*: * Kk Kk * : * kK .: . * * **
TBC1D4 LLHMSEEQAFEMLKFLMYDLGFRKQYRPDMMSLQIQMYQLSRLLHDYHRELYNHLEENET
TBC1D1 LLHMSEEEAFKMLKFLMFDMGLRKQYRPDMIILQIQMYQLSRLLHDYHRDLYNHLEEHET
GYP1P ETFLTEYLPPSQIDDVEIKDPSTYMVDEQITDLEADTFWCLTKLLEQITDNYIHGQ————
Lok % .
TBC1D4 SPSLYAAPWFLTLFASQFPLGFVARVFDIIFLQGTEVIFKVALSLLSSQEALIMECENFE
TBC1D1 GPSLYAAPWFLTVFASQFPLGFVARVFDMIFLOGSEVIFKVALSLLGSHKPLILQHENLE
GYP1P -PGILRQVKNLSQLVKRIDADLYN-——-~ HFQNEHVEFIQFAFRWMN - - -CLLMREFQMG
* . *. . *es o as

Abb. 3.9: Charakterisierung der Deletion von sieben Basenpaaren im Gen Tbc71d7 bei SJL-Mausen.
(A) Genstruktur von Thc1d1. Sie umfasst 22 Exone, wobei die Exone 12 und 13 in einer alternativen Isoform zu
finden sind (schrag gestreifte Markierung). Am N-Terminus des Proteins befinden sich zwei Phospho-Tyrosin-
Bindungsstellen (gepunktete Markierung), im C-terminalen Teil ist die funktionelle Rab-GAP-Doméne lokalisiert
(graue Markierung). Die Deletion im Gen des SJL-Mausstammes (B markiert) liegt in Exon 18.
(B) Sequenzausschnitt aus Exon 18 des Gens Tbc1d71. Die 7 bp-Deletion im SJL-Stamm flihrt zu einer
Leserasterverschiebung und einem vorzeitigen Stop-Codon, sodass das Protein bei Aminosdure 988 vorzeitig
abbricht. Die Nummerierung beruht auf der langen Isoform, Accession-Nummer AK122445. (B6 = C57BL/6J)
(C) Darstellung der konservierten Aminosauremotive innerhalb der Rab-GAP-Domane von TBC1D1, dessen nahem
Verwandten TBC1D4 (AS160) und einem orthologen Hefe-Protein Gyp1p. [Rl hervorgehoben sind die Motive
RxxxW, IxxDxxR (Argininfinger) und YxQ (Glutaminfinger). Das TBC1D1-Protein der SJL-Maus bricht aufgrund
einer Leserasterverschiebung, die durch eine 7 bp-Deletion bedingt ist, bei Tyr967 (§) vor dem Glutaminfinger ab
und verliert dadurch seine GAP-Aktivitat.

3.4.1 Deletion in Exon 18 des Gens Tbc1d1 bei SJL-Mausen ist

stammspezifisch

Mehrere Inzucht-Mausstamme wurden mit Hilfe der Sequenzierung des Exons 18 des Gens
Tbc1d1 auf das Vorhandensein der 7 bp-Deletion untersucht. Dazu wurden insgesamt neun
Inzucht-Mausstamme ausgewahlit. Diese kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden:
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« Dem SJL/NBom-Stamm nahe verwandt: SJL-Sublinie SJL/J, FVB, SWR
« Dem SJL/NBom-Stamm entfernt verwandt: C57BL/6J, NZO, NZB, NON, SM, AKR

Die im SJL/NBom-Mausstamm identifizierte Deletion wurde ebenfalls in der Sublinie SJL/J
gefunden. Alle anderen untersuchten Mauslinien wiesen keine Deletion in Exon 18 des

Tbc1d1-Gens auf (Abb. 3.10). Somit kann von einer SJL-spezifischen Deletion ausgegangen
werden.
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Abb. 3.10: Darstellung von Verwandtschaftsverhéltnissen von Maus-Inzuchtstammen. (A) Sequenzanalyse-
basierter Stammbaum nach Petkov et al. (2004). BBl markiert sind die Mausstamme, die auf die LOF-Mutation im
Tbc1d1-Gen untersucht wurden. Nur die Sublinien SJL/NBom und SJL/J tragen diese Deletion von sieben
Basenpaaren im Exon 18 des Gens Tbc1d1. Alle anderen analysierten Mausstamme translatieren ein Protein mit
funktioneller TBC-Domane. (B) Ausschnitt des auf Zuchtbilichern basierenden Stammbaums bekannter Mauslinien
nach Beck et al. (2000). [BHlMll markiert sind die Mausstamme, die eine nahe Verwandtschaft zum SJL/J-

Mausstamm aufweisen und die auf die LOF-Mutation im Tbc1d7-Gen untersucht wurden. Der gestrichelte DA/Hu-
Stamm wurde nicht analysiert.
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3.4.2 Sequenzierung weiterer Kandidatengene im Peak-Bereich des Nob1

Die Nob1-Peak-Region wird aufgrund eines polymorphen Haplotypenblocks zwischen NZO-
und SJL-Mausen durch die Mikrosatellitenmarker D5Mit82 und D5Mit15 (60,3 Mbp bzw.
65,8 Mbp) begrenzt (Abb. 3.11). Dieser Bereich ist innerhalb des Nob17.24-Fragments
lokalisiert. Dieses Fragment entstand bei einem Kreuzungsexperiment der Mausstdmme SJL
und C57BL/6J von Stephan Scherneck (rekombinant kongene Mauslinie SB6"*""%:
53-77 Mbp; Abb. 3.11). Tiere, die homozygot das SJL-Nob1.24-Fragment aufwiesen, zeigten
ein signifikant geringeres Korpergewicht als Tiere, die das B6-Nob1.24-Fragment (homozygot

und heterozygot) trugen.

Informationen der Gendatenbanken und Mikrosatellitenanalysen in unserer Abteilung zeigen
einen gemeinsamen Haplotypenblock zwischen den Mausstdmmen SJL und NZB, dem
nachsten verwandten Mausstamm von NZO, im Peak-Bereich des Nob1 (genaue Auflistung
der bekannten SNPs im Anhang unter Tab. A4). Da der gréfte Teil der genetischen Variation
zwischen Maus-Inzuchtstammen auf gemeinsame Vorfahren zurtickgeht, werden in solchen
Bereichen, die eine durch Abstammung erworbene Gleichheit (identity by descent, 1BD)
aufweisen, keine Genvarianten vermutet, die fur die Auspragung eines unterschiedlichen
Merkmals verantwortlich sind (DiPetrillo et al., 2005). Zudem konnte der Effekt des Nob1 aus
der NZO-SJL-Kreuzung in einer NZO-NZB-Kreuzung nicht beobachtet werden (Katja
Schmolz, Dissertation 2008). Deshalb ist davon auszugehen, dass SJL-Sequenzunterschiede
zum Referenzstamm C57BL/6J, die ebenfalls im NZB-Stamm detektiert werden, nicht
ursachlich fur den Effekt des Nob1 sein kdnnen.

Tbc1d1 ist in der Peak-Region des QTL Nob1 lokalisiert. In der Nob1-Peak-Region kartieren
insgesamt 26 Genmodelle, die sich aus sechs theoretischen Modellen (Bezeichnung: LOC +
Nummer, z.B. LOC100041543), einem Pseudogen, drei Genmodellen des Riken-Consortiums
mit bekannten mRNAs und mehreren ESTs sowie sechzehn Genmodellen mit bekannten
mRNAs oder Proteinen zusammensetzen (Abb. 3.11). Fir die theoretischen Modelle gibt es
keine beschriebene mRNA oder ESTs, die dieser genomischen Region zugeordnet werden.
Mit Ausnahme des am proximalen Ende lokalisierten Gens G6pd2 und des Pseudogens Ppia-
ps22 kann allen anderen Genen ein humanes Ortholog auf dem korrespondierenden Abschnitt
auf Chromosom 4 zugeordnet werden. Diese 19 Gene wurden auf Sequenzunterschiede in
den codierenden Genbereichen, nicht aber die Introns der Gene, zwischen SJL und C57BL/6J
untersucht (die Sequenzierung von Pgm1 erfolgte von Katja Schmolz im Rahmen ihrer
Dissertation). Zusatzlich erfolgte die Sequenzierung von 1,6 kbp der 5’-flankierenden Region
von Tbc1d1. Insgesamt wurden etwa 41,7 kbp sequenziert. Als Referenzsequenzen dienten,
soweit vorhanden, C57BL/6J-mRNA-Referenzsequenzen der NCBI-Genbank. Waren diese
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nicht verfugbar, wurden bekannte mRNA-Sequenzen anderer Stamme genutzt. Zur
Auswertung wurde das Programm SeqScape verwendet.

In der 5-flankierenden Region von Tbc1d1 wurden keine SJL-spezifischen Austausche
identifiziert. In sechs Peak-Genen wurden 12 SNPs identifiziert, die allerdings auch beim
Stamm NZB detektiert und teilweise auch in beschriebenen cDNAs von C57BL/6J gefunden
wurden. In den Ubrigen Genen wurden keine weiteren SJL-spezifischen Austausche
identifiziert (Tab. 3.8).

D5Mit132 —

N

; M. musculus H. sapiens
// chr. P“'g;’gp?‘a” Symbol Symbol Chr. P°S'(‘|\'A°l’)‘p‘;5ta”
/ 5 62,20 G6pd2 G6PD X 153,41
i 5 62,37  |LOC100041543 -
i 5 6299 |Centd1 CENTD1 4 35,74
. s 5 64,04  |3110047P20Rik |KIAA1239 4 36,92
DSMite2 — S~ T~ 5 64,09  |LOC100042133 |HNT 17 70,64
\DEMIit302 i c 5 64,20 0610040J01Rik |C4orf19 4 37,13
B 2 5 64,30  |Rell1 RELL1 4 37,27
— & 5 64,38 |LOC100041636 -
= < 5 64,43  |LOC100041646 -
D5Mit290 — — 1 £ g 5 64,48  |Pgm1 PGM2 4 37,50
. 5 64,55 |Tbctd1 TBC1D1 4 37,57
D5Mit15 — = - 5 6471 |Ppia-ps22 PPIA 7 44,80
B B 5 64,83 |LOC433894 -
- \ 5 64,99  |LOC100042198 -
— \ 5 6519  |KIf3 KLF3 4 38,34
B &= \ 5 6532  |Tirt TLR1 4 38,47
B \ 5 6534  |TIr6 TLRG 4 38,50
s \ 5 6536  |9130005N14Rik |[FAM114A1 4 38,55
I . \ 5 6546 |Tmem156 TMEM156 4 38,64
B . \ 5 6552  |KIhi5 KLHL5 4 38,72
0 \ 5 6559  |wdr19 WDR19 4 38,86
B = \ 5 65,65 |Rfct RFC1 4 38,97
= - V[ s 6574 |Kib KLB 4 39,08
| \ 5 65,78  |Rpl9 RPLY 4 39,13
rs1347g334 — TEUE TR s 6578 |Lias LIAS 4 39,14
Haplotypen fldzlé EJZLB/ \[ s 6580 |Ugdh UGDH 4 39,18

Abb. 3.11: Nob1.24-Fragment und Peak-Region des Nob1. Die Peak-Region umfasst ca. 5 Mbp und wird durch
die Mikrosatellitenmarker D5Mit82 (60,3 Mbp) und D5Mit15 (65,8 Mbp) begrenzt. Dies entspricht einem
polymorphen Haplotypenblock zwischen den Mausstammen SJL und NZO (rote Markierung; griine Bereiche sind
nicht polymorph). Dieser Abschnitt des Chromosoms ist zwischen den Mausstammen SJL und NZB nicht
polymorph. NZB ist der nachstverwandte Mausstamm zu NZO, in einer Kreuzung dieser beiden nah verwandten
Stamme wurde keine signifikante Korrelation des Kérpergewichts mit einem bestimmten Genotyp im Nob71-Bereich
erreicht. In der Nob1-Peak-Region sind 26 Genmodelle lokalisiert. Fett hervorgehoben sind die Genmodelle, deren
humane Orthologe auf dem syntédnen Abschnitt auf Chromosom 4 zu finden sind. *D5Mit302 ist der Peak-Marker
des QTL Nob1.
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Tabelle 3.8: Sequenzanalyse der codierenden Bereiche der Gene im Peak-Bereich des Nob1 bei den Mausstammen SJL und NZB
Genomische Austausche
Entrez Gene Position Accession CDS Diff. Austausche auch bei AS-
Symbol ID (bp)* No. (bp)° Expr. bei SJL® NZB Austausch  Bemerkungen
Pcdh7 54216 58109338 NM_018764 3210 - t2855a + - BG085683
G6pd2 14380 62200122 NM_019468 1542 - c692t + A231V rs29551589, auch bei A/J, DBA/2J
c880t + R294C rs33269840, auch bei A/J, DBA/2J
a1206¢ + -
Centd1 212285 62993684 XM_900367 5112 - g2393a + -
3110047P20Rik 319807 64041409 XM_132047 5229 - c8469 + -
t942¢c + -
t943c + -
g1092a + -
a1201g + 1401V auch bei XM_914264, AB093290 (gemischte Stamme)
0610040J01Rik 76261 64203603 NM_029554 942 - t981a + L226Q rNS|\1/|4‘:)%TO71075%L(I)C)h bei Czech Il (AAH04797) und FVB/N (AW911314); Q auch bei orthologem Rattengen (EntrezID 498368;
t1117g + D271E auc; bei Czech Il (AAH04797); auch bei C57BL/6J genomischer contig NT_039305 (gi:94374801); BI904941
Rell1 100532 64300137 NM_145923 819 - -
Pgm1 66681 64484189 NM_025700 1860 - t1397a + C4558 rs13460885, auch bei DBA/2, FVB/N und humanem Ortholog (PGM2; NP_060760)
g1649a + D539N rs33382775, auch bei DBA/2
Thc1d1? 57915 64551450 NM_019636 3489 + del3009-3015 - nicht in AKR/J, C57BL/6J, FVB/N, NON/LtJ, NZB/OlaHsd, NZO/HIBom, SM/JCrl, und SWR/J
64437843 - NT_039305 n/a - 5' flankierende Region (1,6 kbp), putativer Promoterbereich
64439442
KIf3 16599 65194762 NM_008453 1035 - -
Tir1 21897 65316073 NM_030682 2388 - -
Tiré 21899 65344345 NM_011604 2421 - a1946g + 1600V mRNA Sequenz fiir C57BL/6J ist AK137502; BAE23384
9130005N14Rik 68303 65361351 NM_026667 1710 - -
Tmem156 243025 65456174 XM_144292 1038 - - -
KIhi5 71778 65522910 NM_175174 771 - -
wdr19 213081 65590952 NM_153391 3849 - g3821a + R1172K mRNA Sequenz fiir C57BL/6J ist AK147970; BAE28258
g3823a + E1M73K
g3828a + -
a3876¢c + -
a3898c + K1198Q
c3903t + -
13910c + $1202P
Rfc1 19687 65653097 NM_011258 3396 - -
Kib 83379 65739650 NM_031180 3129 - -
Rpl9 20005 65779604 NM_011292 579 - -
Lias 79464 65782736 NM_024471 1122 - -
Ugdh 22235 65804460 NM_009466 1482 - -

a) NCBI's Mus musculus Genome Build 37.1 (Juli, 2008); b) Lange der codierenden Sequenz; c) Referenzstamm ist C57BL/6J, Positionen beziehen sich auf die Referenzsequenz mit der angegebenen Accession Nummer (RefSeq

Acc. No.);

d) lange Isoform, beste Ubereinstimmung mit AK122445 (Ensembl Transcript ID: ENSMUST00000043893); NCBI's RefSeq accession (NM_019636) fiir Genbereich (EntrezID 57915) bezieht sich auf die kurze Isoform; RefSeq

Sequenz fir TIr6 und Wdr19 beziehen sich auf C3H/He bzw. BALB/C; angegeben sind die korrespondierenden accessions fur C57BL/6J.
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3.5 mRNA-Expressionsanalysen des Gens Thc1d1

3.5.1 Untersuchung auf differentielle Expression zwischen SJL- und NZO-

Mausen

Zur Untersuchung des Expressionsprofils von Tbc1d?1 wurden g-RT-PCR-Experimente mit
cDNA folgender Gewebe durchgefiihrt: Leber, WAT, BAT, Herz, Pankreas, Niere, Diinndarm,
Colon, Hypothalamus. Dabei zeigte sich neben der Bestatigung der erniedrigten Expression
im Skelettmuskel von SJL-Mausen (0,13+0,05 vs. 1,71+£0,73 bei NZO-Tieren) eine deutlich
geringere Thc1d71-Expression in allen untersuchten Geweben. Die hdchsten mRNA-
Expressionsraten wurden in der Niere (2,74+0,56) und im Skelettmuskel (1,71+£0,73) von
NZO-Mausen gefunden. Etwas geringer wurde Tbc1d71 in Hypothalamus (1,47+0,30), Herz
(1,23+0,48) und Pankreas (0,8910,30) exprimiert. Schwache Expression zeigten Dinndarm,
Colon und BAT. In Leber und WAT konnte keine mRNA-Expression detektiert werden
(Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Darstellung der relativen Expression des Gens Thc1d1 in verschiedenen Geweben von NZO-
und SJL-Mausen. Die Daten wurden mit g-RT-PCR ermittelt; es wurden je 3-6 mannliche, 8 Wochen alte Tiere
untersucht, die mit Standard-Diat geflttert wurden. SJL-Tiere wiesen im Vergleich zu NZO-Tieren in allen
untersuchten Geweben eine geringere Expression auf. Die starksten Expressionsraten bei NZO-Mausen zeigten
der Skelettmuskel (SM), das Herz (HE), Pankreas (P), Niere (N) und Hypothalamus (HT). Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3-6 Experimenten. L — Leber, WAT — weilles Fettgewebe,
BAT — braunes Fettgewebe, DD — Diinndarm, CO — Colon
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3.5.2 Isoformen von Tbc1d1

Nach dem Auftreten von PCR-Doppelbanden (500 bp vs. 800 bp) im Zuge der Klonierung
der Tbc1d1-cDNA wurden mehrere Gewebe auf die Expression von verschiedenen Tbhc1d1-
Isoformen untersucht. Bei der Sequenzierung der cDNA von Thbc1d1 in Skelettmuskel und
WAT von NZO-Mausen wurde ebenfalls festgestellt, dass unterschiedliche Genvarianten in
beiden Geweben vorlagen. Im WAT fand sich eine um ein Exon kirzere Form (Exon 12 fehlt)
und im Skelettmuskel eine Form, die das Exon 12 enthielt. Zur Analyse der
gewebsspezifischen Expression der Isoformen wurden zwei TagMan-Sonden fir die
gRT-PCR verwendet. Die TagMan-Sonde, die spezifisch die lange Isoform detektiert, wurde
in Exon 12 lokalisiert. Die TagMan-Sonde fir alle Isoformen ist in Exon 14 und 15 lokalisiert
(Abb. 3.13A und B). Die Expression der Isoformen wurde auf die beta-Actin-Expression in
den jeweiligen cDNAs normalisiert. In einer qRT-PCR mit einer definierten Menge der
klonierten langen Isoform als template und je der Sonde fur die lange bzw. fur alle Isoformen
wurde durch vergleichbare Ct-Werte die Vergleichbarkeit beider Sonden sichergestellt.
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Abb. 3.13: Darstellung der Thc1d1-Isoformverteilung in verschiedenen Geweben von NZO-Mausen. (A)

Rel. Expression (2 _ACt*1OO)
IN)
1

PCR-amplifizierte Doppelbanden in verschiedenen Geweben von NZO-Mausen. Die Primer sind in Exon 11 und
14 lokalisiert, sodass das PCR-Produkt der kurzen Isoform eine Lange von etwa 500 bp hat, dagegen zeigte das
PCR-Produkt der langen Isoform eine ungefahre Lange von 800 bp. (B) Lokalisation der Primer (P) fiir die PCR-
Reaktion sowie der TagMan-Sonden (S) fur die quantitative Bestimmung der Isoformverteilung. (C) Quantitative
Bestimmung der Isoformverteilung mit Hilfe der gqRT-PCR und der spezifischen TagMan-Sonden. Mit der PCR-
und qRT-PCR-Methode wurden &hnliche Verteilungsmuster der beiden Isoformen erhalten. Die lange Isoform
kam verstarkt in Skelettmuskel (SM), Herz (HE) und Hypothalamus (HT) vor, wahrend ein gréf3erer Anteil der
kurzen Isoform in Leber (L), WAT, BAT, Pankreas (P), Niere (N), Dinndarm (DD) und Colon (CO) zu finden war.

Mit beiden Methoden (PCR und qRT-PCR) zeigte sich eine gewebsspezifische Expression
der beiden Tbc1d1-Varianten. Die lange Isoform fand sich mehr im Skelettmuskel, Herz und
Hypothalamus. Die kirzere Isoform wurde verstarkt in den folgenden Geweben gefunden:
Leber, WAT, BAT, Pankreas, Niere, Dinndarm und Colon (Abb. 3.13A und C). Die Sequenz
der langen und kurzen Isoform ist im Anhang zu finden.
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3.5.3 mRNA-Expression von Tbc1d4

Das dem Tbc1d1 nachste verwandte Gen Tbc1d4 (AS160) wurde mit der GLUT4-
Translokation im Skelettmuskel in Verbindung gebracht (Sano et al, 2003; Kane und
Lienhard, 2002). Eine Untersuchung der mRNA-Expression der Gene Tbhc1d71 und Thc1d4
bei NZO-Mannchen zeigte signifikant verschiedene Ct-Werte von Tbc71d7 in Pankreas
(0,06+0,02 vs. 0,03+0,01) und Hypothalamus (0,02+0,004 vs. 0,003+0,001), im
Skelettmuskel und WAT wurde kein Unterschied detektiert.

Das Fehlen der Tbc1d7-mRNA bei SJL-Mausen wird im Vergleich zu NZO-Mausen nicht
durch eine verstarkte Expression von Tbc1d4 kompensiert. Nur im weillen Fettgewebe
wurde bei SJL-Tieren eine leicht hohere mRNA-Expression von Tbc71d4 gemessen
(0,023+0,009 vs. 0,013£0,004 bei NZO-Tieren; Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Expression von Thc1d4 in unterschiedlichen Geweben von NZO- und SJL-Mausen. Es wurden
je 5-6 mannliche Tiere untersucht, die mit SD gefittert wurden. Nur im weilen Fettgewebe (WAT) wurde eine
héhere Expression bei SJL-Tieren detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen, die
Expression von Thc1d4 ist auf die beta-Actin-Expression der jeweiligen Gewebe normalisiert. SM-Skelettmuskel,
Pan-Pankreas, HT-Hypothalamus

3.5.4 Verteilung von Thc1d1 in verschiedenen Muskelfasern im
Skelettmuskel des Mausstamms C57BL/6J

Zur Untersuchung der mRNA-Expression von Tbc1d1 in unterschiedlichen Muskeltypen, die
sich im Hinblick auf die Nutzung von Energie aus aeroben bzw. anaeroben
Stoffwechselprozessen unterscheiden, wurden gRT-PCR-Experimente durchgefihrt. Dazu
wurden von Susanne Neschen verschiedene Muskelareale bei B6-Mausen prapariert. Der
Musculus gastrocnemius ist dabei eine Mischung von glycolytischen und oxidativen Fasern,
der Musculus soleus stellt das Modell fiur Oberwiegend oxidative Fasern dar. Der
M. gastrocnemius wurde in glycolytische und oxidative Fasern disseziert. Die erfolgreiche
Trennung wurde mit Hilfe des Vergleichs der UCP2-mRNA-Expression in den cDNAs der
unterschiedlichen Muskelfasern Uberprift (Samec et al., 1998). Die relative mRNA-
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Expression von UCP2 zeigte in den Fasern des M. soleus die héchsten Werte (8,46+2,53), in
den glycolytischen Fasern des M. gastrocnemius die geringsten Werte (2,84+0,79). Die
getrennten oxidativen Fasern des M. gastrocnemius wiesen zwar hohere Werte auf
(5,41+2,77) als die glycolytischen Fasern, allerdings nicht so hoch wie die Fasern des
M. soleus. Somit muss davon ausgegangen werden, dass die Trennung der oxidativen
Fasern nicht ganz erfolgreich war bzw. dass noch viele glycolytische Fasern enthalten
waren. Fur die Analyse der Tbhc1d1-Expression wurden deshalb nur cDNAs von M. soleus
und M. gastrocnemius (glycolytisch) verwendet. Tbc1d7-mRNA wurde zu einem signifikant
hoheren Anteil (p<0,005) in den glykolytischen Fasern des M. gastrocnemius gefunden und
kaum im oxidativen M. soleus (5,39+1,80 vs. 1,22+0,47; Abb. 3.15).

*k

Rel. Expression (272Ct*100)
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Abb. 3.15: Darstellung der Tbc71d71-Expression in zwei unterschiedlichen Muskelfasertypen des
Skelettmuskels bei C57BL/6J-Mausen. Das Ergebnis aus den g-RT-PCR-Versuchen zeigte eine signifikant
starkere Expression in den glycolytischen Fasern des M. gastrocnemius (M. gastrocn. w) als im M. soleus.
Untersucht wurden mannliche, acht Wochen alte Tiere, die mit SD gefiittert wurden. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus je 6 Experimenten; ** p<0,005 (Mann-Whitney-Test).

3.5.5 Untersuchung auf differentielle Expression im Skelettmuskel der
Mausstimme NZO, C57BL/6J und C57BL/6J°"°"

Fir die weiteren Untersuchungen wurde Skelettmuskel-cDNA (M. gastrocnemius)
verschiedener Mausstamme mit Hilfe der g-RT-PCR analysiert. Zunachst wurde untersucht,
ob Thc1d1 gewichtsabhangig exprimiert wird. Dazu wurde die mRNA-Expression von
Tbc1d1 zwischen dem normalgewichtigen Stamm C57BL/6J und den adipésen Stammen
C57BL/6J°" sowie NZO verglichen. Zwischen den Stammen C57BL/6J und C57BL/6J%"
wurde Kkein Unterschied in der Tbc1d7-mRNA-Expression gemessen. Die Tbc1d1-
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Expression bei C57BL/6J- und C57BL/6J°"° -M&usen war jedoch signifikant hdher als bei
NZO-Mausen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Vergleich der Thc1d1-mRNA-Expression im M. gastrocnemius zwischen verschiedenen
Mausstammen. Untersucht wurden je 4-6 mannliche Tiere, die mit SD gefuttert wurden. Die Expression der
Tbc1d7-mRNA weist zwischen den Stdmmen C57BL/6J (B6) und C57BL/6J" (ob/ob) keinen signifikanten
Unterschied auf. Beide Stamme zeigen jedoch eine signifikant hdhere Expression als NZO-Tiere. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen aus je 4-6 Experimenten; ** p<0,005 (Mann-Whitney-Test).

In einer zweiten Analyse wurde die Expression von Tbc1d1 bei weiblichen NZO-M&usen
gemessen, die aufgrund von verschiedenen Diatbedingungen (SD bzw. HFD) ein
unterschiedliches Kopergewicht aufwiesen. Hier konnte ein tendenzieller Anstieg der
Expression mit steigendem Koérpergewicht ermittelt werden (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Korrelation der Korpergewichte mit der Tbc1d7-Expression im Skelettmuskel von NZO-
Mausen. Die mit g-RT-PCR ermittelten Tbc71d7-Expressionswerte wurden mit den entsprechenden
Korpergewichten der Mause korreliert. Die untersuchten weiblichen Tiere waren zwischen 4 und 22 Wochen (n=3-
6) alt und wurden mit Standard-Diat (SD) bzw. Hochfett-Diat (HFD) gefiittert. Dabei ergab sich Tiere, die mit SD
gefuttert wurden, nur eine leichte Korrelation. Die Korrelation war bei HFD-gefltterten Tieren etwas starker. Jeder
Punkt zeigt ein Tier mit Gewicht und entsprechender relativer Expression der Tbc1d7-mRNA.
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Weiterhin wurde untersucht, ob die Tbc71d7-mRNA-Expression im Skelettmuskel mit dem
Lebensalter korreliert. Bei C57BL/6J-Mausen wurde ein Anstieg der mRNA-Expression mit
steigendem Lebensalter ermittelt (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Plot der Expression von Thc1d?1 im Skelettmuskel von C57BL/6J-Tieren im Zeitverlauf. Es
wurden gRT-PCR-Experimente mit cDNAs von je 4-8 weiblichen Mausen durchgefiihrt, die mit SD gefittert
wurden. Es zeigte sich, dass die mMRNA-Expression von Thc1d7 im Skelettmuskel mit zunehmendem Lebensalter
der Tiere signifikant starker wurde (C57BL/6J: = 0,74).

3.6 Untersuchung weiterer Kandidatengene

Zwei weitere Gene wurden aufgrund ihrer differentiellen Expression zwischen NZO- und SJL-
Mausen naher mit Hilfe der gRT-PCR untersucht.

Das Gen Abhydrolase domain containing 1 (Abhd1), ein transmembranes Protein (Edgar und
Polak, 2002), ist auf Chr. 5 bei 23 Mbp lokalisiert und damit in der Nahe des Peak-Bereichs
des Adipositas-QTL Obq 11 (Taylor et al., 2001).

Fur das Gen Abhd1 zeigte sich eine generell niedrigere Expression bei NZO- im Vergleich zu
SJL-Tieren. Signifikante Unterschiede wurden im braunen Fettgewebe (1,0310,31 vs.
0,0940,05), Leber (1,01+0,17 vs. 0,2740,20), Niere (7,01+0,40 vs. 0,66+0,14), Dinndarm
(1,05+0,24 vs. 0,24+0,20) und Hypothalamus (0,47+0,12 vs. 0,11+0,03) detektiert. Eine
tendenziell erniedrigte Expression zeigte sich bei NZO-Mausen im Vergleich zu SJL-Mausen
im Skelettmuskel (1,21+0,80 vs. 1,00+£0,73) und Pankreas (0,69+0,65 vs. 0,5310,64) (Abb.
3.19).
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Abb. 3.19: Expressionsunterschiede des Gens Abhd17 in verschiedenen Geweben von SJL- und NZO-
Mausen. SJL-Mannchen zeigten eine signifikant héhere Expression des Gens Abhd1 im WAT, BAT, Leber (L),
Niere (N), Dinndarm (DD) und Hypothalamus (HT). Im Skelettmuskel (SM) und Pankreas (P) war dieser
Unterschied nicht zu beobachten. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3-6
Experimenten; * p<0,05 (Mann-Whitney-Test).

Das Gen Arachidonate 5-lipoxygenase activating protein (Alox5ap) codiert flr das
aktivierende Protein des Enzyms 5-Lipoxygenase (5L0), das den ersten Schritt der Synthese
von Leukotrien B4 (LTB4) aus Arachidonsaure katalysiert (Dixon et al., 1990). Es wird dem
distalen Ende des Chr. 5 zugeordnet und ist als Suszeptibilitdtsgen fur Adipositas und
Insulinresistenz sowie Schlaganfall bekannt (Helgadottir et al., 2004; Kaaman et al., 2006).
Die fehlende Expression des Gens Alox5ap bei SJL-Mausen im weil3en Fettgewebe wurde in
allen anderen untersuchten Geweben bestatigt: BAT, Leber, Skelettmuskel, Pankreas, Niere,
Dunndarm und Hypothalamus (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Expressionsunterschiede des Gens Alox5ap in verschiedenen Geweben von SJL- und NZO-
Mausen. SJL-Mannchen zeigten keine Expression des Gens Alox5ap in allen untersuchten Geweben. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3-6 Experimenten; * p<0,05 (Mann-Whitney-Test).
WAT — weildes Fettgewebe, BAT — braunes Fettgewebe, L — Leber, SM — Skelettmuskel, P — Pankreas, N — Niere,
DD — Dunndarm, HAT - Hypothalamus

Die Sequenzierung der codierenden cDNA-Bereiche beider Gene wies keine Unterschiede in
der Basenfolge zwischen SJL- und NZO-Mausen auf. Die 5’UTR sowie die genomischen
Regionen, die ca. 1,5 kbp proximal der Gene lokalisiert sind und mdgliche Promotor-

sequenzen enthalten, wurden nicht sequenziert, da eine PCR-Amplifikation dieses Bereichs
bisher erfolglos war.
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4 DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Kandidatengene fur Adipositas im Bereich des
QTL Nob1 identifiziert werden.

Dazu wurden mRNA-Expressionsanalysen (Macro- und Microarrays) mit 302 Nob7-Genen in
den Geweben weilles und braunes Fett, Skelettmuskel, Hypothalamus sowie Leber
durchgeflhrt und auf Expressionsunterschiede zwischen den Parentalstdmmen NZO und
SJL untersucht. Die Validierung erfolgte mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-
PCR). Die cDNAs differentiell exprimierter Gene wurden auf Sequenzunterschiede (NZO vs.
SJL) Uberprift.

41 Auswahl des Mausmodells fiir die Expressionsanalysen

Der Adipositas-QTL Nob1 wurde in einem Ruckkreuzungsmodell der Kreuzungspartner NZO
und SJL identifiziert (Kluge et al., 2000). Der NZO-Stamm stellt in dieser Kreuzung das
Modell fir eine frilhe Diat-induzierbare Adipositas dar, wahrend der SJL-Stamm den
schlanken Gegenpart Ubernimmt, der resistent gegenuber einer Didt-induzierten Adipositas
ist (Jurgens et al., 2006; Festing 1997).

Die ideale Vorgehensweise zur Untersuchung der Nob71-Gene auf eine genotypabhangige
Expression ware die Analyse der Gewebe-RNA der urspriinglichen Rickkreuzungs-
population, in der der QTL identifiziert wurde: Tiere mit dem Genotyp Nob1“?O™N?° im
Vergleich zu Nob1%'"S* Dies war aus technischen Griinden nicht méglich. Die gesamte
Ruckkreuzungspopulation (> 450 Tiere) wurde bis zur Lebenswoche 22 phanotypisch
charakterisiert. Daher kamen diese Tiere fir die geplanten Genexpressionsanalysen in
Lebenswoche 8 bis 12 nicht in Frage. Daher wurden die Expressionsanalysen mit RNA aus
Geweben der Parentalstdmme NZO und SJL durchgeflhrt. Es wurden weibliche Tiere
verwendet, da mannliche NZO-Mause nach Gabe einer HFD einen Typ2-Diabetes mellitus
entwickeln, der zu einer Gewichtsabnahme fiihrt (Leiter und Reifsnyder, 2004; Kluge et al.,
2000). Weibliche NZO-Tiere dagegen nehmen unter HFD-Bedingungen ebenfalls starker zu
als unter SD-Bedingungen, sie werden aber nicht diabetisch. Vermutlich ist dies eine Folge
des antidiabetischen Einflusses von Ostrogen (Le May et al., 2006; Louet et al., 2004). Wie
in Tab. 3.1 gezeigt, wiesen NZO-Mause generell ein hoheres Korpergewicht als SJL-Mause
auf. Dieser Unterschied war bei Gabe einer HFD noch deutlicher. Ortlepp und Kollegen
zeigen ebenfalls eine groRere Korperlange von NZO-Mausen im Vergleich zu SJL-Mausen
(Ortlepp et al., 2000). Weiterhin zeigten NZO-Mause eine Suszeptibilitdt fir Hochfett-Diat-
abhangige Gewichtszunahme, die bei SJL-Mausen nicht zu beobachten war (Tab. 3.1).

73



DISKUSSION

Fur die mRNA-Analysen wurden Tiere verwendet, die acht Wochen alt waren, um einen
moglichst friihen Zeitpunkt der Adipositas auf Ebene der Genexpression zu untersuchen (5-
wochige Futterung der entsprechenden Diat).

4.2 Expressionsanalysen mit Hilfe von Macroarrays und Microarrays

Zur Identifizierung unterschiedlich exprimierter Gene auf Chr. 5 zwischen den Mausstammen
NZO und SJL wurden im Rahmen dieser Arbeit Macroarray- und Microarray-Experimente
durchgefihrt. Mit Hilfe der selbst hergestellten Macroarrays wurde die Expression von 302
Transkripten des Nob1 im Bereich 29-93 Mbp untersucht.

In einer RNAI-Studie beim Fadenwurm C. elegans wurden mehr als 400 Gene identifiziert,
die den Fettgehalt des Wurms beeinflussen (Ashrafi et al., 2003). Das sind ca. 2,5 % der
bekannten C. elegans-Transkripte (ca. 16 800 Transkripte; Wormbase;
http://www.wormbase.org). Werden diese 2,5 % auf die bekannten Transkripte des humanen

Genoms Ubertragen (>26 000 Transkripte; Ensembl Build 50, 2006), ergeben sich ungefahr
650 Transkripte, die den Korperfettgehalt beeinflussen kdnnten. Die mehr als 400 den
Fettgehalt verandernden C. elegans-Gene wurden von Annette Schirmann und Hadi Al-
Hasani daraufhin analysiert, ob orthologe Mausgene in Gendatenbanken vorlagen. In einer
weiteren Selektion identifizierten sie 38 dieser Mausgene, die einem aus NZO identifizierten
QTL fur verandertes Korpergewicht zugeordnet werden konnten. Diese Gene wurden mit
Hilfe der Macroarrays zusatzlich zu den Nob71-Genen auf Expressionsunterschiede zwischen
NZO- und SJL-Mausen analysiert.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zusatzlich Expressionsanalysen mit Hilfe der Microarray-
Technik durchgefuhrt. Fur die vorliegende Arbeit wurden nur die Transkripte mit
unterschiedlicher Expression zwischen den Mausstdammen SJL und NZO auf Chromosom 5
betrachtet.

In Tab. 3.6 sind die Transkripte im Nob7-Bereich dargestellt, deren mRNA-Expression
exklusiv mit Macroarrays bzw. Microarrays untersucht wurden. Beide Methoden decken den
grolten Teil der Transkripte im Nob1 ab. Mit den Macroarrays wurden exklusiv acht
Transkripte mit beschriebenem Protein und drei Genmodelle ohne beschriebenes Protein im
Nob1 untersucht, wahrend mit den Microarrays exklusiv zwdlf Genmodelle ohne
beschriebenes Protein analysiert wurden.

4.2.1 Differentiell exprimierte Gene

Die Expressionsanalysen erfolgten mit RNAs weiblicher NZO- und SJL-Mause, die aus den
Geweben weilles und braunes Fett, Skelettmuskel, Hypothalamus sowie Leber isoliert
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wurden. Die Arrays wurden mit revers transkribierten cDNAs dieser Gewebe-RNAs
hybridisiert.

Die Hybridisierung der Macroarrays erfolgte mit radioaktiv markierten cDNAs. Die
Strahlungsintensitat der einzelnen Spots wurde durch Exposition des Arrays auf einen
Phospholmager-Film und die anschlieBende Detektion durch einen Phospholmager
gewabhrleistet. Die Affymetrix-Microarrays wurden mit Biotin-markierten antisense-cRNAs
hybridisiert. Die Auswertung der Expressionsintensitaten der Gene erfolgte fir die
Macroarrays mit Hilfe der ImageQuant-Software bzw. fir die Microarrays in Zusammenarbeit
mit der Firma Microdiscovery (Berlin).

In den Macroarray-Experimenten zeigten die Gene Mpv 17, Pppicb, Letm 1, Mrfap 1,
Cpeb2, Qdpr, 2310045A20Rik, Pgm1, Tbc1d1, Gabra 4, Igfbp7 eine differentielle Expression
zwischen NZO- und SJL-Mausen. Die Microarray-Experimente zeigten fir die Gene MiII5,
Insig1, Abhd1, Ppp1cb, Spink2, Aacs, Alox5ap eine differentielle Expression zwischen NZO-
und SJL-M&usen (Tab. 3.7). Die Anderung der Expression zwischen den Stadmmen
schwankte zwischen 1,2- bis 6,6-fach.

Die anschlielende quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) verifizierte folgende differentiell
exprimierte Gene:

2310045A20Rik, Tbc1d1, MIlI5, Ppp1ch, Insig1, Abhd1 und Alox5ap

Nur zwei von elf Genen, die mit den Macroarray-Analysen eine differentielle Expression
zeigten, konnten mit Hilfe der qRT-PCR validiert werden. Bei den Microarray-Experimenten
wurde die differentielle Expression bei flinf von sieben Genen bestatigt (Tab. 3.7; Abb. 3.7).
Somit weisen die Microarrays eine deutlich bessere Validierungsrate auf.

Die Analyse der Expression der 38 Kandidatengene aus dem C. elegans-Screening zeigte
keine Unterschiede zwischen NZO- und SJL-Mausen.

4.3 Sequenzierung der Kandidatengene

Die Gene mit differentieller mRNA-Expression zwischen den Mausstdammen NZO und SJL
auf Chr. 5 wurden auf Unterschiede in der Basensequenz untersucht. Dazu wurden die
codierenden Bereiche der betreffenden Gene sequenziert. Dies umfasste ca. 17 kbp. Insig1
wurde von Katja Schmolz im Rahmen ihrer Dissertation sequenziert.

Der einzige Unterschied in der Basenabfolge zwischen NZO- und SJL-Mausen wurde fur
Tbc1d1 detektiert. Die Deletion von sieben Basen im Exon 18 des SJL-Gens
(4047delACTCGCT) fihrt zu einer Verschiebung des Leserasters und zu einem vorzeitigen
Stop-Codon (Abb. 3.9B). Tbc1d1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16 domain family member 1) gehort
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zur Familie der Rab-GAP-Proteine (Rab-GTPase activating proteins). Es ist das
nachstverwandte Gen zum Rab-GAP-Protein AS160 (Tbc1d4). Das vorzeitige Stop-Codon
im SJL-Gen befindet sich in der funktionellen GAP-Domane (TBC-Domane). Das
resultierende Protein bricht in dieser TBC-Domane ab, so dass die katalytische Funktion
nicht mehr gewahrleistet ist (nonsense mutation, Abb. 3.9C).

Beim Inzuchtmausstamm SJL ist eine weitere Mutation beschrieben, die eine Veranderung
des Phanotyps zur Folge hat. Das Gen Dysferlin (Dysf) weist eine Deletion von 171 bp auf.
Das dadurch um 57 Aminosauren verklrzte Protein flhrt zu einer Muskeldystrophie bei SJL-
Mausen ab einem Alter von 6-8 Monaten (Weller et al., 1997; Bittner et al., 1999).

Nonsense-Mutationen treten auch bei anderen Inzuchtstdmmen auf. Frazer und Mitarbeiter
fihrten eine Sequenzanalyse verschiedener Mausinzuchtstamme durch (Frazer et al., 2007).
Sie identifizieren beim Referenzmausstamm C57BL/6J zehn Gene, die eine nonsense-
Mutation aufweisen (Afp10d, Ttk, Mtg1, Gprc2a-rs1, Olfr421, Ptprv, Klra12/13/23,
2610208M17Rik, 5832418A03Rik, Camp). Mdgliche Veranderungen des Phanotyps, die
durch das vorzeitige Stop-Codon verursacht werden, sind jedoch nicht bekannt.

4.3.1 Deletion im Thc1d1-Gen ist SJL-spezifisch

Die Sequenzierung von Exon 18 des Thc1d7-Gens bei mehreren Mausstdmmen zeigte die
Stammspezifitdt der Deletion von sieben Basen bei SJL-Mausen (SJL/NBom). Dabei wurden
sowohl nah verwandte Mausstamme (SJL/J, SWR/J, FVB/N) als auch einige entfernt
verwandte Mausstdamme (C57BL/6J, NZO, NZB, NON, SM, AKR) untersucht. Keiner der
entfernt verwandten Stamme tragt die Deletion von sieben Basenpaaren in Exon 18 des
Gens Tbc1d1. Von den nah verwandten Stammen ist die SJL/J-Sublinie die Einzige, die
diese Mutation aufweist. Weder bei SWR/J noch bei FVB/N-Mausen wurde die Deletion
detektiert.

Die Stammspezifitdt der Thc1d1-Deletion wirft die Frage nach dem Zeitpunkt der Mutation
auf. Der von Petkov und Mitarbeitern erstellte Sequenz-basierte Stammbaum von Maus-
Inzuchtstammen (Abb.3.10A) zeigt die enge Verwandtschaft der SJL-Sublinien SJL/NBom
und SJL/J mit den Stammen FVB/NJ und SWR/J (Petkov et al., 2004). In der Genealogie von
Beck und Mitarbeitern (Abb.3.10B) ist ebenfalls die nahe Verwandtschaft der Mauslinien
SJL/J, SWR/J und FVB/N zu sehen. In dieser Ubersicht sind Jahreszahlen zu Abspaltungen
und Kreuzungen von Mauslinien angegeben (Beck et al., 2000).

Fur die Stamme SWR/J, FVB/N, SJL/J und SJL/NBom ist eine gemeinsame nonsense-
Mutation (C/A-Austausch in Codon 347) im Gen Phosphodiesterase 6B (Pde6b) bekannt, die
zur Degradation der Retina fuhrt (Pittler und Baehr, 1991). Diese gemeinsame Mutation ist
laut der Stammbaume schon vor 1924 aufgetreten. Die SJL-spezifische LOF-Mutation im
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Gen Thc1d1 dagegen kann erst nach 1932 entstanden sein, da in diesem Jahr zwei Swiss-
Webster-Subpopulationen (Mause von CJ Lynch und LT Webster) miteinander verpaart
wurden. Aus den Mausen von LT Webster entstand durch weitere Zichtungen die FVB/N-
Linie, die die 7 bp-Deletion im Thc1d1-Gen nicht tragt. SWR/J-Mause, die ebenfalls keine
Thbc1d1-Mutation aufweisen, haben ihren Ursprung in Swiss-Webster-Mausen aus der Zucht
von CJ Lynch. Die Aufspaltung des SJL-Stammes in die Sublinien SJL/J und SJL/NBom fand
sehr frih statt. Somit muss die Mutation in dem Zeitraum zwischen 1932 und der Aufspaltung
der SJL-Sublinien aufgetreten sein.

4.4 Tbc1d1®'" — kausale Genvariante fiir QTL Nob1

Zur Ildentifizierung der genetischen Herkunft des kausalen Allels von Nob7 wurden in unserer
Abteilung weitere Kreuzungsexperimente durchgefuhrt. In Kreuzungen von NZO mit NZB
(Schmolz, Dissertation 2008) sowie NZO mit C57BL/6J (B6) (Vogel, Diplomarbeit 2005)
konnte keine Abhangigkeit des Koérpergewichtes vom Genotyp am Nob7-Locus gefunden
werden. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass dem Gewichtseffekt des QTL Nob1
eine oder mehrere suppressive Genvarianten des SJL-Stammes zugrunde liegen. Diese
Hypothese wird durch die Zucht einer rekombinant kongenen Mauslinie von Stephan
Scherneck bestatigt, bei der ein 24 Mbp-groRes Fragment des Nob1 (Nob1.24; 53-77 Mbp)
von der SJL-Maus auf einem C57BL/6J-Hintergrund Ubertragen wurde (Introgression). Tiere,
die homozygot und heterozygot fiir das SJL-Allel sind (Nob1.24%YSL Nob1.245-B8) weisen
ein signifikant geringeres Korpergewicht und eine verringerte Fettmasse auf als Tiere, die
homozygot das B6-Allel (Nob7.24°%®°) tragen (Scherneck, unveréffentlichte Daten).
Aufbauend auf diese Linie wurde das Nob17.24-Fragment durch Ruckkreuzung mit B6-Tieren
auf ca. 10 Mbp verkleinert (Nob1.10; 64-74 Mbp). Auch dieses Fragment flhrt bei Vorliegen
eines Nob1.10-SJL-Genotyp (homo- oder heterozygot) zu verringertem Koérpergewicht und
Fettmasse im Vergleich zum homozygoten Nob1.10-B6-Genotyp (Chadt et al., 2008).

4.4.1 Haplotypenanalyse

Neben Expressionsanalysen und Sequenzierungen von Genen kann zur Identifizierung von
Kandidatengenen auch eine Haplotypenanalyse durchgefihrt werden (Dokmanovic-
Chouinard et al., 2008; Pletcher et al., 2004). Dieses Konzept setzt eine gemeinsame
Vererbung von genomischen Blécken voraus, ohne dass eine Rekombination innerhalb
dieser Blocke stattfindet. Demnach weisen nicht-polymorphe Bereiche zwischen zwei Maus-
Inzuchtstdmmen auf eine nahe Verwandtschaft hin, wahrend polymorphe Bereiche auf eine
langer zurlckliegende Rekombination deuten und demzufolge keine nahe Verwandtschaft
anzunehmen ist (Paigen et al., 2008; Reuveni et al., 2007; Petkov et al., 2005). Mit der
Haplotypenanalyse wurden Verwandtschaftsverhaltnisse von Maus-Inzuchtstdmmen
bestimmt und Stammbaume erstellt (Frazer et al., 2007; Petkov et al., 2004). Haplotypen
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werden mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern und SNPs bestimmt. Die Dichte dieser Marker
variiert zwischen verschiedenen Mausstammen. Der C57BL/6J-Stamm gehort zu den
Stdammen mit sehr hoher Markerdichte (> 10 Mio. SNPs gesamt), fur den SJL-Stamm
(mittlere Markerdichte) sind >166 000 SNPs beschrieben. Der NZO-Stamm dagegen gehdrt
zu einer Gruppe mit geringer Markerdichte (ca. 27 000 SNPs gesamt), somit vergroRert sich
der Abstand zwischen den beschriebenen Markern. Die Markerdichte variiert beim NZO-
Stamm z.B. fir die Nob7-Region zwischen wenigen Basenpaaren und mehr als 300
Kilobasenpaaren. Da fir die Bereiche zwischen den Mikrosatellitenmarkern und SNPs keine
Information Uber mdgliche Sequenzunterschiede vorliegen und die meisten Marker in
intronischen Sequenzen von Genen oder in Bereichen zwischen Genen liegen, in denen
keine funktionellen Mutationen vermutet werden, kann die Haplotypenanalyse bei Stammen
mit geringer Markerdichte nur eine Approximierung Uber polymorphe bzw. nicht-polymorphe
Chromosomenabschnitte sein. Yalcin und Mitarbeiter fanden eine unerwartet hohe
Komplexizitat der Haplotypen zwischen den von ihnen untersuchten Stdmmen A/J, AKR,
BALB, C3H, C57BL/6, DBA, | und RIIl. Sie raten deshalb davon ab, Kandidatengene nur
aufgrund einer Haplotypenanalyse zu identifizieren (Yalcin et al., 2004).

Eine Haplotypenanalyse der Nob17.10-Region zur ldentifizierung von SJL-spezifischen
Polymorphismen zwischen den Mausstdmmen SJL und NZO zeigte insgesamt 189
beschriebene SNPs, fir die Allelinformationen der beiden Mausstdmme vorlagen -
unabhangig davon, ob sich die Allele unterschieden. In die Analyse wurden zuséatzlich die
Stamme NZB und C57BL/6J einbezogen, da deren Kreuzung mit dem NZO-Stamm keine
Abhangigkeit des Korpergewichtes vom Nob71-Genotyp zeigte. Die Anzahl der beschriebenen
SNPs, fur die Allelinformationen aller Mausstdmme vorlagen, anderte sich nicht (siehe Tab.
A3 im Anhang; http://www.jax.org/phenome/snp.html). Von diesen 189 SNPs sind 89 SNPs

SJL-spezifisch. Sie werden sechs Genen zugeordnet, wobei allein 83 SNPs in Introns des
Gens Corin lokalisiert sind. Vier weitere SNPs sind Introns der Gene Txk, Tec und Slain2
zugeordnet. Die verbliebenen zwei SNPs liegen (1) im untranslatierten Genbereich von
Cngat (rs31537882) bzw. (2) in Exon 4 des Gens Rasl11b (rs13478326). Dieser codierende
SNP fuhrt jedoch nicht zu einem Aminosaureaustausch. Fir den SNP im UTR von Cnga1
kann eine funktionelle Mutation nicht ausgeschlossen werden, ohne das Gen auf
Expressionsunterschiede zu untersuchen. Die chromosomale Lokalisation von Cngaf? ist
jedoch ca. 10 Mbp vom Nob1-Peak entfernt, was nicht auf einen kausalen Zusammenhang
zum Nob1-Phanotyp hinweist. Wird die Haplotypenanalyse auf den Peak-Bereich des Nob1
(62-66 Mbp) begrenzt, gibt es keinen einzigen SJL-spezifischen SNP.

Diese Methode ist demnach nicht fir die Identifizierung von Mutationen geeignet, die erst in
den letzten 50-60 Jahren auftraten, wie es fir die Deletion im Thc71d7-Gen des SJL-Stammes
der Fall ist, sondern fur Mutationen, die schon bei Stdmmen auftraten, aus denen sich durch
weitere Zucht verschiedene Linien entwickelten, die diese Mutationen ebenfalls tragen.
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4.4.2 Sequenzierung von anderen Genen in der Peak-Region des Nob1

Die Nob1-Peak-Region wird aufgrund eines polymorphen Haplotypenblocks zwischen NZO-
und SJL-Mausen durch die Mikrosatellitenmarker D5Mit82 und D5Mit15 (60,3 Mbp bzw. 65,8
Mbp) begrenzt (Abb. 4.1).

Tbc1d1 ist im Peak-Bereich des QTL Nob1 lokalisiert (64 Mbp; White et al., 2000)). Wie in
Abb. 3.11 dargestellt, sind in der Nob71-Peak-Region insgesamt 19 Gene lokalisiert (62-66
Mbp). Mit Hilfe der Sequenzierung wurden diese Gene auf weitere Varianten analysiert, die
fur den Effekt des Nob7 verantwortlich sein kdénnen. Zu diesem Zweck wurden die
codierenden Bereiche dieser Gene auf Unterschiede in der Basensequenz zwischen SJL-
und C57BL/6J-Mausen untersucht. Neben der 7 bp-Deletion im Tbc1d7-Gen von SJL-
Mausen wurden zwdlf SNPs in sechs Genen identifiziert (Tab. 3.8). Alle SNPs wurden jedoch
ebenfalls im NZB-Stamm detektiert. Damit kénnen diese Genvarianten nicht fur den
suppressiven Gewichtseffekt des Nob 1 verantwortlich sein, da der Nob1 in der Kreuzung von
NZO- mit NZB-Mausen nicht bestatigt werden konnte (Schmolz, Dissertation 2008).
Mutationen in intronischen Bereichen bzw. in den 5-flankierenden Regionen der Gene, die
zu einer Anderung des Phanotyps der Mause filhren, kdnnen nicht ausgeschlossen werden,
da diese Sequenzen nicht auf SJL-spezifische Unterschiede analysiert wurden.
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Abb. 4.1: Positionelle Klonierung von Tbc1d?1 im Adipositas-QTL Nob71. Mit Hilfe von
Genexpressionsanalysen wurden sieben Gene auf Chr. 5 identifiziert, die eine differentielle mRNA-Expression
zwischen den Mausstdammen NZO und SJL zeigten. Die Sequenzierung der codierenden Abschnitte dieser Gene
zeigte eine SJL-spezifische Deletion von sieben Basen im Gen Tbc1d1 (rot), die zum vorzeitigen Abbruch des
Proteins in der funktionellen Rab-GAP-Domane fihrt (loss-of function-Mutation). Eine rekombinant kongene
Mauslinie, die ein 24 Mbp-grofes SJL-Fragment des Nob1 tragt (Nob1.24), zeigt geringere Korpergewichte als
Wildtyp-Tiere. Innerhalb dieses Nob1.24 ist die Nob1-Peak-Region aufgrund eines polymorphen Haplotypen-
blocks lokalisiert (D5Mit82-D5Mit15; 60-66 Mbp), der 19 Gene zugeordnet sind. In den codierenden Bereichen
dieser Gene wurde keine weitere SJL-spezifische Mutation detektiert.
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4.4.3 Verringerte Expression von Thc1d1 bei SJL-Mausen

Tbc1d1 zeigt eine deutlich verringerte mRNA-Expression bei SJL-Mausen im Vergleich zu
NZO-Tieren in allen untersuchten Geweben (Abb. 3.12). Dieser Befund wurde durch die
Verwendung von Zwei unterschiedlichen TagMan-Sonden validiert. Der
Expressionsunterschied kann nicht auf Sequenzunterschiede zwischen SJL und NZO im
genomischen Bereich 1,5 kbp proximal des Gens zurlckgefihrt werden, da die
Basenabfolge keine Unterschiede zwischen beiden Stammen aufweist. Befindet sich der
Promotor proximal dieses Bereiches oder in Introns des Tbc1d7-Gens, kann hier keine
Aussage uber mogliche Sequenzunterschiede und deren Folgen auf die Expression getroffen
werden, da diese Regionen nicht sequenziert wurden.

Wahrscheinlicher ist allerdings der Abbau der Tbc71d7-mRNA bei SJL-Mausen durch
nonsense-mediated mRNA decay (NMD). Eukaryotische Zellen haben Mechanismen zur
Qualitatskontrolle ihrer mRNA, so dass nur komplette und fehlerfreie mMRNAs translatiert
werden. Nach dem SpeiRen der mRNA sind die Exon-Exon-Ubergénge durch Exon-junction-
Komlexe (EJC) markiert. Diese Proteinkomplexe werden wahrend der Translation der mRNA
von Ribosomen entfernt. Beim Auftreten einer nonsense-Mutation bleibt ein EJC nach dem
Stop-Codon erhalten. Bei der Translation bindet der Proteinkomplex SURF an das
Translationsende der mRNA. Befindet sich nun ein EJC mehr als 50-55 bp vom Stop-Codon
entfernt, phosphoryliert eine im SURF-Komplex befindliche Kinase einen Faktor, der am EJC
bindet, was den NMD zur Folge hat (Rio Frio et al., 2008; Ubersichtsdarstellungen sind Isken
und Maquat, 2007 sowie Behm-Ansmant und Izaurralde, 2006).

4.4.4 Tbc1d1-Expressionsprofil und —Isoformen bei NZO-Mausen

Das mRNA-Expressionsmuster von Thc1d7 in NZO-Mausen zeigte eine gewebsspezifische
Verteilung. In Skelettmuskel, Herz, Pankreas, Niere und Hypothalamus zeigte sich eine
starkere Expression, wahrend in weilem und braunem Fettgewebe, Leber, Dinn- und
Dickdarm nur eine geringe Expression detektiert wurde (Abb. 3.12). Auch beim Menschen ist
eine vorwiegende Expression in Skelettmuskel und Herz zu finden (Stone et al., 2006).

Im Zug der Klonierung von Tbc1d1 wurden zwei Isoformen identifiziert. Die lange Isoform
umfasst 22 Exone, fir die kurze Isoform wird Exon 11 alternativ mit Exon 14 verbunden. Die
Basensequenz der Exone 12 und 13 codieren fir 93 Aminosauren, die auch in TBC1D1-
Proteinsequenzen von Ratte und Schimpanse, allerdings nicht beim Menschen gefunden
werden. Die Expression dieser splice-Varianten wurde mit Hilfe von zwei TagMan-Sonden in
gRT-PCR-Analysen validiert. Dabei zeigte sich eine gewebsspezifische Expression. So
wurde die lange Isoform Uberwiegend in Skelettmuskel, Herz und Hypothalamus exprimiert,
wahrend in weillem Fettgewebe, Niere und Pankreas fast ausschlief3lich die kurze Isoform
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zu finden war (Abb. 3.13). Diese gewebsspezifische Isoformverteilung von Tbc7d7 deckt sich
mit der von humanem AS760 (Baus et al., 2008), dessen lange Isoform ebenfalls
Uberwiegend in Skelettmuskel und Herz exprimiert wird. Die kurze Isoform, der Exon 11 und
12 fehlen, wird in den meisten humanen Geweben exprimiert.

Aufgrund der pradominanten Expression der Thc1d1-mRNA im Skelettmuskel wurden die
weiteren Experimente mit Skelettmuskel-cDNA durchgefiihrt. Hierfur ist der verwendete
Muskeltyp von Bedeutung, da sich glykolytische und oxidative Muskeltypen in ihrer
Substratverwertung und Funktion unterscheiden (Widmaier et al., 2004). Tbc1d1-mRNA
wurde fast ausschliel3lich in glykolytischen Muskelfasertypen des M. Gastrocnemius
nachgewiesen, wahrend die mRNA in oxidativen Fasern des M. Soleus so gut wie nicht zu
detektieren war (Abb. 3.15). Diese Ergebnisse werden durch Daten von Taylor und
Mitarbeitern bestatigt, die eine sieben- bis zehnfach hohere Thc1d7-Expression (MRNA und
Protein) in glykolytischen Muskelfasern von Tibialis anterior und Extensor digitorum im
Vergleich zum M. Soleus nachweisen. Im Gegensatz dazu wird AS760 Uberwiegend in
Fasern des M. Soleus sowie im weilden und braunen Fettgewebe exprimiert (Taylor et al.,
2008).

Die nahe Verwandtschaft von Tbc1d1 und AS760 sowie ihre vermutlich &hnliche
Substratspezifitdt (Rab2, Rab8a, Rab10; Roach et al., 2007) lasst die Vermutung zu, dass
bei SJL-Tieren das fehlende Tbc1d7 durch eine verstarkte Expression von AS760
kompensiert wird. Diese Hypothese wurde jedoch nicht bestatigt. Nur im weillen Fettgewebe
von SJL-Mausen wurde eine hhere mRNA-Expression von AS760 detektiert als bei NZO-
Mausen (Abb. 3.14). Allerdings wurde dieser Befund im Rahmen dieser Arbeit nicht auf
Proteinebene untersucht.

4.4.5 Tbc1d1-Expression ist nicht gewichtsabhangig

Der Befund der geringeren Expression von Tbc1d1 bei schlanken SJL-Mausen flhrte zur
Vermutung, dass Tbc1d17 bei adipdsen Mausmodellen verstarkt exprimiert sein kénnte.

Um dies zu Uberprifen wurde die mRNA-Expression von Tbc71d7 im Skelettmuskel (M.
Gastrocnemius gesamt) von schlanken C57BL/6J- (B6) und adipdsen C57BL/6J°°°°-Mausen
(ob/ob) verglichen. Diese beiden Modellstamme wurden fir den Vergleich ausgewahlt, da
der adipése Phanotyp der ob/ob-Mause nur auf eine Punktmutation im Leptin-Gen
zurlckzufuhren ist (monogene Adipositas). Der Gewichtsunterschied der untersuchten
Mause betrug ca. 20-25 g. Die Expressionsanalyse von Tbc1d7 in Skelettmuskeln der
Stamme C57BL/6J (B6) und C57BL/6J%" (ob/ob) wies jedoch keine signifikanten
Unterschiede auf.
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Weiterhin wurde die mRNA-Expression von Tbc1d71 bei B6-Mausen mit der von NZO-
Mausen verglichen, wobei NZO-Mause ein polygenes Adipositasmodell darstellen
(Gewichtsunterschied der untersuchten Tiere ca. 15-20 g). Uberraschenderweise zeigten
NZO-Tiere im Vergleich zu B6-Tieren eine signifikant geringere Expression von Thbc1d7 (Abb.
3.16).

Somit kann nicht von einer gewichtsabhangigen Tbhc1d71-Expression ausgegangen werden,
da die mRNA-Expression bei schlanken B6-Mausen und monogen adipésen ob/ob-Mausen
keine Unterschiede aufwies, und die mRNA-Expression von Tbc1d1 bei B6-Mausen sogar
héher war als bei polygen adipdsen NZO-Mausen.

Daraufhin wurde die mRNA-Expression von Tbc1d?1 bei NZO- und B6-Mausen mit
unterschiedlichem Alter und Gewicht untersucht. Wie in Abb. 3.17 dargestellt, gibt es einen
tendenziellen Anstieg der Tbc1d7-mRNA-Expression mit wachsenden Koérpergewichten
verschiedener weiblicher NZO-Mause, der bei Fltterung einer HFD etwas starker ist als bei
SD-gefltterten Tieren. Bei C57BL/6J-Mausen Kkorreliert der Anstieg der Tbc1d1-mRNA-
Expression im Skelettmuskel mit zunehmendem Lebensalter und damit indirekt mit
steigendem Korpergewicht (Abb. 3.20).

4.4.6 Mogliche Funktion von Thc1d1

TBC1D1 zahlt zur Proteinfamilie der Rab-GAPs, die bei Mausen mehr als 20 Proteine
umfasst (http://www.ensembl.org). Im menschlichen Genom werden mehr als 50 Rab-GAPs
gefunden (Pfeffer, 2005). Rab-GAP-Proteine besitzen eine TBC-Doméane (Tre-2, Bub2 and
Cdc16, TBC), die fur ihre GTPase-aktivierende Funktion essentiell ist (Pan et al., 2006;
Albert et al., 1999). Rab (Ras-related in brain) -Proteine sind kleine hochkonservierte
GTPasen, die eine zentrale Stellung in der Regulation vesikularer Transportprozesse
einnehmen (Ubersichtsdarstellungen sind Grosshans et al., 2006 sowie Stenmark und
Olkkonen, 2001). Einige Rab-Proteine (Rab5 und Rab6) werden mit der Translokation von
Proteinen zu ihren intrazelluldaren Speicherkompartimenten in Verbindung gebracht (Nielsen
et al., 1999; Echard et al., 1998).

Rab-GAP-Proteine sind hochkonserviert von Bakterien bis zum Menschen. Die orthologen
Proteine in der Hefe werden Gyp-Proteine (GAPs for Ypt/Rab proteins) genannt. Fur das am
Golgi-Apparat lokalisierte Gyp1p wurde die Kristallstruktur einer funktionellen TBC-Doméane
beschrieben (Du et al., 2001; Rak et al., 2000). Bei der angenommenen Funktionsweise der
GYP-GTPasen handelt es sich um einen Zwei-Finger-Mechanismus, zwei hochkonservierte
Aminosauremotive, die an der Hydrolyse von GTP beteiligt sind — Argininfinger (IxxDxxR)
und Glutaminfinger (YxQ). Dieser Mechanismus wird auch fiir Rab-GAP-Proteine bei
Saugern angenommen (Pan et al., 2006). Bei SJL-Mausen bricht das aberrante Protein vor
dem Glutaminfinger ab, wodurch die katalytische Funktion des Proteins nicht moglich ware.
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Das néachstverwandte Rab-GAP-Protein zu TBC1D1 ist TBC1D4, dessen TBC-Doméane zu
79 % identisch mit der von TBC1D1 ist. TBC1D4 — auch AS160 (Akt substrate 160 kDa)
genannt — wurde als letztes Glied in der Insulin-stimulierten GLUT4-Translokation
identifiziert. AS160 bindet im phosphorylierten Zustand Rab-Proteine, die GLUT4-Transporter
an der Translokation zur Plasmamembran hindern (Sano et al., 2003; Kane und Lienhard,
2002). Diese Rolle von AS160 wird in neueren Studien auch fur TBC1D1 diskutiert. In 3T3-
L1-Adipocyten hemmt eine Uberexprimierung von TBC1D1 die Insulin-stimulierte GLUT4-
Translokation zur Plasmamembran (Chavez et al., 2008). Allerdings kommt TBC1D1 in 3T3-
L1-Adipocyten naturlicherweise nicht vor (Chadt et al., 2008). Zusatzlich zur Regulation der
GLUT4-Translokation wird fir TBC1D1 die Regulation der GLUT1-Expression Uber den
mTOR-Signalweg beschrieben. Einer siRNA-vermittelten Verringerung der TBC1D1-
Expression folgt eine gesteigerte GLUT1-Expression (Zhou et al., 2008).

Die gesteigerte Thc1d1-Expression bei alteren Tieren kdnnte ein Grund fiir die verminderte
Insulinsensitivitat sein, falls es wie AS7160 eine Rolle in der GLUT4-Translokation spielt.
Altersabhangige Proteinexpressionen sind ebenfalls flr Insulinrezeptoren (IR) in
Skelettmuskeln von Ratten beschrieben. Hier werden in alten Tieren weniger IR mit einer
hohen Affinitat exprimiert (Torlinska et al., 2000). Auch eine geringere Insulinsensitivitat,
Insulin-stimulierter Glucose-Transport und Lipogenese wird bei alteren Ratten beobachtet
(Kamel et al., 2004).

Denkbar ware eine erganzende regulatorische Funktion der beiden Proteine TBC1D1 und
AS160, da sie Uber verschiedene Kinasen (AMPK bzw. Akt) reguliert werden kénnen (Chen
et al., 2008) und eine gewebsspezifische Proteinexpression zeigen — TBC1D1 vorwiegend im
Skelettmuskel, AS160 in Skelettmuskel und Fettgewebe. Auch die Regulation weiterer
Translokationsprozesse im Muskel sind mdglich, denn AMPK-vermittelte
Regulationsmechanismen im Muskelgewebe betreffen auch den Lipidstoffwechsel (Nilsson
et al.,, 2006; Long et al., 2005) und freie Fettsdauren gelangen, ebenso wie Glucose, Uber
Transportproteine in die Zellen (Chabowski et al., 2005; Luiken et al., 2002). Neue
Ergebnisse zu Tbc1d71 in unserer Abteilung deuten auf eine Regulation des Fettsaure-
Metabolismus hin. Mause der rekombinant kongenen Linie SB6"""°, die homozygot das
SJL-Allel (Nob1.10%“S)  aufweisen, zeigen eine signifikant hdhere Oxidation von
Palmitinsdure im Skelettmuskel als Méause, die homozygot das B6-Allel (Nob7.108%5)
tragen. Im C2C12-Muskelzellmodell weisen Zellen mit verringerter TBC1D1-Expression
ebenfalls eine erhohte Fettsdureaufnahme und —oxidation auf im Vergleich zu TBC1D1-
Uberexprimierenden C2C12-Zellen, die den gegenteiligen Effekt zeigen (Chadt et al., 2008).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Tbc7d7 ein sehr plausibles Kandidatengen im
Nob1 ist, das fiir dessen suppressiven Gewichtseffekt verantwortlich scheint. Darauf deuten
hin:
1) die genomische Position im Peak des QTL
2) die SJL-spezifische LOF-Mutation
3) Assoziation von seltenen humanen TBC1D1-Varianten mit Adipositas (R125W; Meyre
et al., 2008; Stone et al., 2006)
4) Mause, die ein Fragment des Nob1 der SJL-Maus tragen, in dem die mutierte Form
von Tbc1d1 lokalisiert ist (Nob1.10), zeigen geringere Kdrpergewichte und Fettmasse
im Vergleich zu Tieren, die ein intaktes Tbc1d7-Gen aufweisen
5) putative Funktion im Metabolismus von Glucose aufgrund der nahen Verwandtschaft
zu AS160 sowie der Muskeltyp-spezifischen mRNA-Expression; mdgliche Regulation
des Fettsalrestoffwechsels im Skelettmuskel.

Um die funktionellen Eigenschaften des Gens Tbc71d7 naher zu untersuchen, sind eine
Kombination aus der Charakterisierung von transgenen Mausen, die das Protein im
Skelettmuskel vermehrt exprimieren, und Knockout-Mausen sowie metabolische Studien in
Zellmodellen geplant. In vitro kdnnen mit Hilfe quantitativer Real-Time-PCR oder Western
Blot zudem die Reaktionen von Uberexprimiertem Tbhc1d71 bzw. si-RNA-vermitteltem Tbhc1d17-
knockdown in Zellen auf Schlisselprozesse des Glucose- bzw. Fettstoffwechsels und
Transportmechanismen untersucht werden.

4.5 Weitere Kandidatengene

Neben Tbc1d1 wurde die mRNA-Expression zweier Gene mit differentieller Expression
zwischen NZO und SJL naher untersucht, obwohl sie nicht in der Nob1-Region lokalisiert
sind. AuRerdem wurden die codierenden Bereiche der cDNAs dieser Gene bei NZO- und
SJL-Mausen sequenziert. Abhd1 liegt im Peak-Bereich des Adipositas-QTL Obqg171 (23 Mbp),
der von Taylor und Mitarbeitern in einer Kreuzung der Mausstamme NZO und SM identifiziert
wurde (Taylor et al., 2001). Aloxbap wird dem distalen Ende des Chromosoms 5, aber
keinem beschriebenen Adipositas-QTL zugeordnet. Es ist als Suszeptibilitatsgen flr
Adipositas und Insulinresistenz sowie Schlaganfall bekannt (Helgadottir et al., 2004; Kaaman
et al., 2006). Fur beide Gene kann ein moglicher Einfluss auf den Phanotyp der Mause nicht
ausgeschlossen werden.
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4.5.1 Abhydrolase domain containing 1 (Abhd1)

Abhd1 wurde im WAT von NZO-Mausen mehr als dreifach geringer exprimiert als bei SJL-
Mausen. Dieser deutliche Unterschied wurde ebenfalls in den Geweben BAT, Leber, Niere,
Dinndarm und Hypothalamus detektiert (Abb. 3.19). Die Sequenzanalyse des codierenden
Bereiches der cDNA zeigte keine Unterschiede zwischen beiden Mausstammen. Zudem
konnte durch den Einfluss einer HFD keine Anderung der Expression induziert werden
(Daten nicht gezeigt).

Abhd1 gehort zu einer Genfamilie, die drei Gene umfasst und fur transmembrane Proteine
codiert (Edgar und Polak, 2002). Fir die orthologen humanen Proteine ABH2 und ABH3
wurden in Cross-link-Studien Interaktionen mit einzel- und doppelstrangiger DNA
nachgewiesen. Mdglicherweise sind diese mit den in E.coli exprimierten AlkB-Proteinen
verwandten Proteine an der Reparatur von DNA-L&sionen beteiligt. Fir ABH1 wurden keine
solchen DNA-Interaktionen beobachtet (Mishina et al., 2004). DNA-reparierende
Eigenschaften werden auch fir die Mausgene Abh2 und Abh3 beschrieben (Lee et al.,
2005). Fir das humane ABHD1-Gen wird die hochste Expression in Skelettmuskel und
Testis beschrieben. Die genomische Organisation des Gens zeigt eine funktionelle
Polyadenylierungs-Sequenz und das Protein weist eine katalytische Gruppe auf, die auch in
Serin-Proteasen gefunden wird (Edgar, 2003).

4.5.2 Arachidonate 5-lipoxygenase activating protein (Alox5ap)

Bei SJL-Mausen konnte in keinem der untersuchten Gewebe eine mRNA-Expression von
Alox5ap nachgewiesen werden (Abb. 3.20). Die Sequenzierung des codierenden cDNA-
Bereiches zeigte keinen Unterschied zwischen SJL- und NZO-Mausen. Wie bei Abhd1
erfolgt auch hier keine Veranderung der Genexpression unter dem Einfluss einer HFD bei
NZO-Mausen. Seine genomische Lokalisation am distalen Ende des Chr. 5 Iasst keine
direkte Assoziation des Expressionsunterschiedes zwischen NZO- und SJL-Mausen und
dem Nob1-Effekt zu.

Das Gen Alox5ap codiert fur ein Protein, das fur die Leukotrien-Biosynthese bendtigt wird.
Es aktiviert das Enzym 5-Lipoxygenase (5LO), das den ersten Schritt in der Synthese von
Leukotrien B4 (LTB4) aus Arachidonsaure katalysiert (Dixon et al., 1990). Alox5ap ist in der
Plasmamembran lokalisiert, Inhibitoren hemmen die Translokation von 5LO zur Zellmembran
und somit deren Aktivierung durch Alox5ap. Eine schwedische Studie beschreibt eine
erhohte mRNA-Expression von ALOX5AP und 5LO im Fettgewebe von adipdsen Menschen
und eine Korrelation von erhéhter ALOX5AP-Expression mit Insulinresistenz (Kaaman et al.,
2006). Aloxbap-Knockout-Mause zeigen ein erhohtes Korpergewicht und verringerte
inflammatorische Reaktionen auf eine erhdhte Arachidonsaurezufuhr (Byrum et al., 1997).
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Arachidonsaure-Metaboliten werden mit verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen wie
Asthma und Arthritis assoziiert (Holloway et al., 2008). Verschiedene Studien beim
Menschen zeigen eine positive Korrelation von ALOX5AP-Polymorphismen mit einem
erhdhten Risiko fiir Schlaganfall und Herzinfarkt (Linsel-Nitschke et al., 2008; Lohmussaar et
al.,, 2005; Helgadottir et al., 2004). Bei Mausen wird 5LO als Suszeptibilitdtsgen fur
Artherosklerose beschrieben (Mehrabian et al., 2002), ebenso wie pleiotrope metabolische
Effekte auf Adipositas und Funktionen des Pankreas (Mehrabian et al., 2008).

Eine weitere Untersuchung der SJL-Sequenzen des nicht codierenden Bereiches und der
potentiellen Promotorregion dieses interessanten Kandidatengens kann Aufschluss geben,
ob die fehlende Expression auf eine Mutation in diesen Bereichen zurlckzufihren ist. Um zu
Uberprifen, ob die LTB4-Biosynthese durch das Fehlen von Alox5ap inhibiert wird, ist ein
enzymatischer LTB4-Nachweis mit Hilfe eines ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) mit dem Plasma von SJL-Tieren geplant.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Nob1 (New Zealand obese 1) bezeichnet einen Adipositas-QTL auf Chr. 5 der Maus
(LOD®M™' >3,3), der in einem Riickkreuzungsexperiment der Mausstamme NZO (adipds) und
SJL (schlank) identifiziert wurde. Um Kandidatengene fur Adipositas zu finden, wurden mehr
als 300 Nob1-Transkripte mit Hilfe von Genexpressionsanalysen auf Unterschiede in
stoffwechselrelevanten Geweben zwischen beiden Mausstammen untersucht. Sieben Gene
zeigten eine differentielle Expression: 2310045A20Rik, Tbc1d1, Ppp1cb, MIlI5, Insig1, Abhd1
und Alox5ap. Die codierenden Bereiche dieser Gene wurden anschlielend auf
Sequenzunterschiede zwischen NZO und SJL untersucht. Nur im Gen Thc1d1, das im Peak-
Bereich des Nob1 lokalisiert ist, wurde eine SJL-spezifische Deletion von sieben Basen
detektiert, die zu einer Leserasterverschiebung und einem vorzeitigen Abbruch des Proteins
in der funktionellen Rab-GAP-Domane fluhrt (Loss-of-Function-Mutation). Interessanterweise
wurde eine Variante von TBC1D1 (R125W) in Kopplungsanalysen mit Adipositas beim
Menschen assoziiert (Stone et al., 2006). TBC1D1 zeigt eine hohe Homologie zu TBC1D4
(AS160), das im Insulinsignalweg eine wichtige Rolle spielt. In 17 weiteren Genen im Peak-
Bereich des Nob1 wurde keine weitere SJL-spezifischen Mutation detektiert. Bei NZO-Tieren
erfolgte die Tbc1d7-mRNA-Expression vorwiegend in glycolytischen Fasern des
Skelettmuskels. Zudem wurden zwei gewebsspezifisch exprimierte Tbc1d1-Isoformen
identifiziert, die sich durch alternatives Splicen der Exone 12 und 13 unterscheiden.

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse machen Tbhc1d1 zu einem plausiblen
Kandidatengen fur den Nob71-QTL. Welche Funktion Tbc71d?7 im Glucose- und
Fettstoffwechsel des Skelettmuskels hat, muss in weiteren Analysen untersucht werden.

Summary

Nob1 (New Zealand obese 1) has been identified as an obesity QTL on chromosome 5
(LOD®™' >3,3) in a backcross experiment of obese NZO and lean SJL mice. To identify
candidate genes for obesity expression profiling experiments with RNA from metabolic
tissues were performed with more than 300 Nob7-genes. Seven genes showed differences in
MmRNA expression levels between both strains: 23710045A20Rik, Tbc1d1, Ppp1cb, MII5,
Insig1, Abhd1, and Alox5ap. Sequencing of the coding regions of these genes revealed a
SJL-specific deletion of seven basepairs in the Tbc1d7 gene that is located in the peak
region of Nob1. This mutation leads to a frameshift resulting in a truncated protein that lacks
the important Rab-GAP-domain (Loss-of-Function-mutation). Interestingly, linkage analysis of
the R125W-variant of TBC1D1 has been recently associated with human obesity. TBC1D1
shows high homology to TBC1D4 (AS160) that plays an important role in the insulin signaling
pathway. No other SJL-specific mutations were detected in 17 further genes in the Nob1
peak region. In NZO mice Tbc1d1 mRNA is predominantly expressed in glycolytic fibres of
skeletal muscle. Two isoformes were identified differing in alternative spliced exons 12 and
13 and showing a tissue specific mMRNA expression.

The results presented in this work make Tbc1d1 a very feasible candidate gene to be causal
for Nob1. The function of Thc1d1 in the metabolism of carbohydrates and fat has yet to be
analyzed.
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Tabelle A2: Ubersicht (iber die RZPD-Kontroligene auf dem Macroarray

Name Entrez | Typ | Pos_Chr. Array- |interne | Template | PCR Primer
Gene Position| ID erste
ID PCR
Pcdh11x 245578 | uni Xxel| 3B01 |RKO0O1 P M13 forward/reverse
Ppig 228005 | uni 2C2| 3C01 |RKO002 P M13 forward/reverse
Slc7a6os 66432 | uni 8 D3| 3DO01 RK 003 P M13 forward/reverse
X x 28.95

Zfp185 22673 | uni cM| 3E01 |RKO004 P M13 forward/reverse
Rnf17 30054 | uni 14 c1| 3G01 |RKO005 P M13 forward/reverse
Ntn2| 18209 | uni 17 A3.3| 3H01 |[RKO006 P M13 forward/reverse
Og9x 18292 uni | 11 45.0cM| 3J01 RK 007 P M13 forward/reverse
Nign1 192167 | uni 3 a3| 3L01 [RKO10 P M13 forward/reverse
Chek1 12649 | uni 9 a5.3| 3NO1 |RKO11 P M13 forward/reverse
C330003B14Rik | 105594 | uni 14 a3| 3001 [RKO012 P M13 forward/reverse
AA407452 57867 | uni 6| 3P01 |RKO013 P M13 forward/reverse
Cnih4 98417 | uni 1 h4| 3B02 |RKO014 P M13 forward/reverse
Tir8 170744 | uni Xxf5| 3C02 |RKO016 P M13 forward/reverse
vwf 22371 | uni 6 60.8cM| 3E02 |[RKO017 P M13 forward/reverse
A630082K20Rik | 338523 | uni 6| 3F02 [RKO018 P M13 forward/reverse
Gpr150 238725 | uni 13C1| 3G02 |RKO019 P M13 forward/reverse
Zfp654 72020 | uni 16 C1.3 3102 RK 020 P M13 forward/reverse
D130020L05Rik | 319760 | uni 12| 3J02 |RK 021 P M13 forward/reverse
Ppil5 69706 | uni 12C3| 3L02 |RKO022 P M13 forward/reverse
4930471MO9Rik | 75787 | uni 6| 3M02 |RKO024 P M13 forward/reverse
Srd5a1 78925 | uni | 13 39.0cM| 3N02 |RK 025 P M13 forward/reverse
Pde10a 23984 | uni 17 a1| 3P02 |[RK 026 P M13 forward/reverse
BC027231 212547 | uni 16 b4| 3A03 |[RK028 P M13 forward/reverse
Pag 94212 | uni 3A1| 3C03 |RKO030 P M13 forward/reverse
2610304G08Rik | 70470 | uni 2 h2| 3D03 |[RKO031 P M13 forward/reverse
2310057B04Rik | 69690 | uni 13| 3F03 |RK032 P M13 forward/reverse
LOC545428 545428 | uni 2C3| 3G03 |RKO033 P M13 forward/reverse
Mrp63 67840 | uni 14 c2| 3H03 |RKO034 P M13 forward/reverse
Ppp2r5c 26931 | uni | 1257.0cM| 3J03 |RKO035 P M13 forward/reverse
Dmt2 110333 | uni | 1050.0cM| 3K03 |RK 036 P M13 forward/reverse
Adrm1 56436 | uni 2 h4| 3L03 |[RKO042 P M13 forward/reverse
Hoxb9 15417 | uni | 11 56.0cM| 3003 |RK 044 P M13 forward/reverse
Tac4 93670 | uni 11 d| 3P03 |[RK 045 P M13 forward/reverse
Adcyap1 11516 | uni 17 e5| 3B04 |RK 047 P M13 forward/reverse
Tmem77 67171 | uni 3F3| 3C04 |RKO048 P M13 forward/reverse
Ptdss2 27388 | uni 7 f4| 3E04 |RKO051 P M13 forward/reverse
Rnmtl1 67390 | uni 11B5| 3G04 |RKO063 P M13 forward/reverse
Hrmt116 99890 | uni 3F3| 3J04 |RKO071 P M13 forward/reverse
Pcdh19 279653 | uni XE3| 3L04 |RKO77 P M13 forward/reverse
Trub1 72133 | uni 19D2| 3M04 |RKO081 P M13 forward/T7
2310058N22Rik | 71921 | uni 12| 3N04 |RK 082 P M13 forward/T7
Ctla4 12477 | uni 1 30.1cM| 3P04 |RKO083 P M13 forward/T7
5830448L21Rik | 76057 | uni 6| 3A05 |RKO084 P M13 forward/T7
Usp49 224836 | uni 17 c¢| 3C05 |[RK 085 P M13 forward/T7
Cnot2 72068 | uni 10 d2| 3D05 |[RK 086 P M13 forward/T7
Ches1 71375 | uni 12 1| 3E05 |RK 087 P M13 forward/T7
1110059M19Rik | 68800 | uni Xxa3.3| 3G05 |RKO088 P M13 forward/T7
Apaf1 11783 | uni | 1048.0cM| 3HO05 |RK 089 P M13 forward/T7
4833439L19Rik | 97820 | uni 13 B1 3105 RK 090 P M13 forward/T7
Ptpn22 19260 | uni 3F3| 3K05 |RKO091 P M13 forward/T7
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Tabelle A2: Ubersicht (iber die RZPD-Kontrollgene auf dem Macroarray (Fortsetzung)

Name Entrez | Typ| Pos_Chr. Array- |interne | Template | PCR Primer
Gene Position ID erste
ID PCR

Osbpl3 71720 | uni 6 b3| 3L05 |RKO092 P M13 forward/T7
A930007B11Rik | 77944 | uni 16| 3NO5 |[RK 093 P M13 forward/T7
Ccl2 20296 | uni | 11 46.5cM| 3005 |RK 094 P M13 forward/T7
Rbm16 106583 | uni 17 a1| 3A06 |[RK095 P M13 forward/T7
A630076J17Rik | 319929 | uni 3 f2.3| 3B06 |RKO096 P M13 forward/T7
Aldh16a1 69748 | uni 7B3| 3C06 |RKO097 P M13 forward/T7
A730046J16 329124 | uni 1 b| 3E06 |RKO098 P M13 forward/T7
Ankrd13d 68423 | uni 19A| 3F06 |RKO099 P M13 forward/T7
Ifih1 71586 | uni 2 c3| 3HO6 |RK100 P M13 forward/T7
2310067B10Rik | 71947 | uni 11 e2| 3106 |[RK101 P M13 forward/T7
Shox2 20429 | uni 3 316cM| 3J06 |[RK102 P M13 forward/T7
a 50518 | uni 2 89.0cM| 3NO3 |RK 103 P M13 forward/T7
Gls 14660 | uni 1 259cM| 3M06 |RK105 P M13 forward/T7
Zap70 22637 | uni 1 205cM| 3006 |RK106 P M13 forward/T7
Stk19 54402 | uni 17 b1| 3P06 |[RK 107 P M13 forward/T7
2310002J15Rik | 67859 | uni 2 a3| 3B07 [RK108 P M13 forward/T7
Dapk3 13144 | uni | 10 43.0cM| 3C07 |[RK 110 P M13 forward/T7
Edn1 13614 | uni | 13 26.0cM| 3D07 [RK 111 P M13 forward/T7
Rps12 20042 | uni 10 A3| 3F07 |RK112 P M13 forward/T7
Zfp354a 21408 | uni | 11 28.0cM| 3G07 |RK 113 P M13 forward/T7
Rims4 241770 | uni 2 h3| 3E03 |RK114 P M13 forward/T7
Mmp15 17388 | uni 8 455cM| 3A07 |RK117 P M13 forward/T7
6230429P13Rik | 76134 | uni 16 b2| 3J07 [RK 118 P M13 forward/T7
2310002L13Rik | 75577 | uni 18 e2| 3M07 |[RK120 P M13 forward/T7
Gpc1 14733 | uni 1 d| 3NO7 |RK122 P M13 forward/T7
Cd80 12519 | uni | 16 28.0cM| 3107 |[RK 123 P M13 forward/T7
2810429K17Rik | 77041 | uni 13 ¢1| 3J08 |RK124 P M13 forward/T7
Pi4k2b 67073 | uni 5C1| 3K02 |[RK125 P M13 forward/T7
Pde7a 18583 | uni 3 70cM| 3002 |RK126 P M13 forward/T7
Rbms2 56516 | uni 10 d3| 3P07 [RK 128 P M13 forward/T7
Plekhg4 102075 | uni 8 d3| 3007 [RK129 P M13 forward/T7
Pparbp 19014 | uni 11 d| 3A08 |RK 130 P M13 forward/T7
A830058L05Rik | 210503 | uni 17 a3.2| 3D04 |RK 131 P M13 forward/T7
Ptprg 19270 | uni 14 20cM| 3D02 |RK 132 P M13 forward/T7
Tsgal4 83922 | uni 6 a3.3| 3B08 |RK 133 P M13 forward/T7
Mmp19 58223 | uni | 10 70.0cM| 3D08 |RK 134 P M13 forward/T7
5133401HO6Rik | 71305 | uni 3| 3A09 |RK135 P M13 forward/T7
Dab2 13132 | uni 15 6.7cM| 3E08 |RK 136 P M13 forward/T7
2610027H17Rik | 71811 | uni 14| 3M08 |[RK137 P M13 forward/T7
Mecp2 17257 | uni | Xx29.6cM| 3F08 |[RK 138 P M13 forward/T7
Rbms3 207181 | uni 9 f3| 3E07 |RK141 P M13 forward/T7
Ngly1 59007 | uni 14 40cM| 3C08 |RK142 P M13 forward/T7
9030611019Rik | 104943 | uni 12 a2| 3F05 |[RK143 P M13 forward/T7
Txnip 56338 | uni 3| 3L07 |RK144 P M13 forward/T7
Hoxb13 15408 | uni | 11 56.0cM| 3H08 |RK 147 P M13 forward/T7
Kcnk2 16526 | uni 1 h6| 3108 |RK148 P M13 forward/T7
2310014D11Rik | 69633 | uni 19 c3| 3K08 |RK 149 P M13 forward/T7
Asbb 76294 | uni 8 b3.1| 3H02 |RK151 P M13 forward/T7
Akap10 56697 | uni 11 b2| 3D06 |RK 152 P M13 forward/T7
Dctn4 67665 | uni 18 d2| 3G06 [RK 153 P M13 forward/T7
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Tabelle A2: Ubersicht (iber die RZPD-Kontrollgene auf dem Macroarray (Fortsetzung)

Name Entrez | Typ| Pos_Chr. Array- |interne | Template | PCR Primer
Gene Position ID erste
ID PCR

Tubg1 103733 | uni | 10 41.0cM| 3004 |RK 154 P M13 forward/T7
Npc1 18145 | uni 18 40cM| 3N08 |RK 155 P M13 forward/T7
D130059P03Rik | 320538 | uni 6 b1| 3008 |[RK 156 P M13 forward/T7
Dhx30 72831 | uni 9 f2| 3J05 |RK157 P M13 forward/T7
Amigo1 229715 | uni 3F3| 3B05 |RK158 P M13 forward/T7
DO030056L22Rik | 225995 | uni 19B| 3P08 |RK159 P M13 forward/T7
D030011010Rik | 320560 | uni 6 g3| 3B09 [RK160 P M13 forward/T7
Bace2 56175 | uni 16 c4| 3MO5 |RK 161 P M13 forward/T7
Vamp4 53330 | uni 1 850cM| 3C09 |RK162 P M13 forward/T7
Ltap 93840 | uni 193.4cM| 3D09 |RK 163 P M13 forward/T7
Ggaf 106039 | uni 15 e2| 3P05 |RK 164 P M13 forward/T7
Hfe 15216 | uni | 13 15.0cM| 3F09 [RK 165 P M13 forward/T7
lqgap1 29875 | uni 7 39.0cM| 3G09 |RK 166 P M13 forward/T7
E330022007 330804 | uni 8 c1| 3H09 |RK167 P M13 forward/T7
1810011010Rik | 69068 | uni 8 a2| 3J09 |RK 168 P M13 forward/T7
Aven 74268 | uni 2E4| 3K09 |RK169 P M13 forward/T7
Txndc13 52837 | uni 277.0cM| 3M09 |[RK170 P M13 forward/T7
Plac1 56096 | uni | Xx16.0cM| 3H04 |RK 171 P M13 forward/T7
Dcp2 70640 | uni 18B3| 3N09 |RK172 P M13 forward/T7
E430014B02Rik | 320908 | uni 17| 3P09 [RK 173 P M13 forward/T7
Calca 12310 | uni 7 540cM| 3A04 |RK174 P M13 forward/T7
Ccr2 12772 | uni 9 719cM| 3I03 |RK175 P M13 forward/T7
Ulk2 29869 | uni 11B2| 3K04 |RK176 P M13 forward/T7
Rgag4 331474 | uni XD| 3A10 |RK177 P M13 forward/T7
Dhdh 71755 | uni 7B2| 3B10 |RK 178 P M13 forward/T7
Pik3cb 74769 | uni 9E4| 3D10 |RK179 P M13 forward/T7
Gceet2 14525 | uni 16B5| 3E10 |RK 180 P M13 forward/T7
Phf12 268448 | uni 11 b5| 3G10 |[RK 181 P M13 forward/T7
Dapk2 13143 | uni 9 32.0cM| 3H10 |RK 182 P M13 forward/T7
Cd209e 170780 | uni 8 A1.1 3110 |RK 183 P M13 forward/T7
C530028021Rik | 319352 | uni 6| 3K10 [RK 184 P M13 forward/T7
Slc9a3 105243 | uni | 1343.0cM| 3L10 |RK 185 P M13 forward/T7
Slc23a2 54338 | uni 2 g2| 3N10 |RK 187 P M13 forward/T7
Pdlim7 67399 | uni 13B2| 3010 |RK 188 P M13 forward/T7
Pik4cb 107650 | uni 3 f21| 3P10 |RK 189 P M13 forward/T7
Digh2 23859 | uni 7 d3| 3B11 [RK 190 P M13 forward/T7
Siat7c 20447 | uni 3 h3| 3C11 [RK191 P M13 forward/T7
Sall2 50524 | uni 14 b-c1| 3E11 |RK 193 P M13 forward/T7
Dennd2d 72121 | uni 3F23| 3F11 |RK194 P M13 forward/T7
Extl2 58193 | uni 3 g1| 3G11 [RK195 P M13 forward/T7
Tm9sf1 74140 | uni 14 c1 3111 RK 196 P M13 forward/T7
Cd274 60533 | uni 19C2| 3J11 |RK197 P M13 forward/T7
Mrps5 77721 | uni 2 f3| 3L11 |RK 198 P M13 forward/T7
Dzip1l 72507 | uni 9F1| 3M11 |RK200 P M13 forward/T7
BC024561 232983 | uni 7 a2| 3N11 [RK 201 P M13 forward/T7
AsxI2 75302 | uni 12A1.1| 3P11 [RK202 P M13 forward/T7
Zfp64 22722 | uni 2 980cM| 3A12 |RK203 P M13 forward/T7
C1qtnf1 56745 | uni 11 e2| 3D12 [RK208 P M13 forward/T7
Amacr 17117 | uni 15 b1| 3E12 [RK210 P M13 forward/T7
Nphp3 74025 | uni 961.0cM| 3G12 [RK212 P M13 forward/T7
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Tabelle A2: Ubersicht (iber die RZPD-Kontroligene auf dem Macroarray (Fortsetzung)

Name Entrez | Typ | Pos_Chr. Array- |interne | Template | PCR Primer
Gene Position| ID erste
ID PCR
Srpx 51795 | uni XA1.2| 3H12 [RK213 P M13 forward/T7
4732496G21Rik | 320162 | uni 11 e1| 3J12 [RK215 P M13 forward/T7
Srpx2 68792 | uni XE3| 3K12 |RK216 P M13 forward/T7
2610206C17Rik | 72495 | uni 7 d2| 3L12 |RK217 P M13 forward/T7
Dock10 210293 | uni 1C4| 3N12 |RK 218 P M13 forward/T7
4933425L03Rik | 71169 | uni 12A3| 3012 |[RK219 P M13 forward/T7
1700123A16Rik | 73610 | uni 10C1| 3P12 |RK222 P M13 forward/T7
9330180L21Rik | 77268 | uni 14 a3| 3B13 [RK223 P M13 forward/T7
0610013E23Rik | 76892 | uni 11C| 3C13 |RK224 P M13 forward/T7
Gzmb 14939 | uni | 14 205cM| 3E13 |RK 226 P M13 forward/T7
Stard4 170459 | uni 18 b1| 3H13 [RK229 P M13 forward/T7
Gtrgeo22 110012 | uni | 10 43.0cM| 3113 |RK 230 P M13 forward/T7
Lztfl1 93730 | uni 9711cM| 3J13 [RK 231 P M13 forward/T7
4932438H23Rik | 74387 | uni 16 c3.3| 3L13 [RK232 P M13 forward/T7
1810037C20Rik | 66294 | uni Xxa7.1| 3M13 [RK233 P M13 forward/T7
Klhdc1 271005 | uni 12 c2| 3013 |RK 234 P M13 forward/T7
11 B1.2-
Trim17 56631 | uni B1.3| 3N06 |RK 235 P M13 forward/T7
Nicn1 66257 | uni 9 f2| 3A14 |RK237 P M13 forward/T7
Nktr 18087 | uni 9 71.0cM| 3C14 |RK238 P M13 forward/T7
Homer2 26557 | uni 7 d1| 3D14 |RK239 P M13 forward/T7
Lum 17022 | uni | 10 61.0cM| 3F14 |[RK 242 P M13 forward/T7
6530415H11Rik | 76245 | uni 7 e2| 3G14 |RK 243 P M13 forward/T7
Kihi18 270201 | uni 9F2| 3H14 |RK244 P M13 forward/T7
Psmb3 26446 | uni | 11 58.3cM| 3J14 |RK 245 P M13 forward/T7
Spata13 219140 | uni | 1430.5cM| 3K14 |RK 246 P M13 forward/T7
Pgm5 226041 | uni 19 b| 3M14 |RK 251 P T3/T7
9830124H0O8Rik | 219105 | uni 14 C3| 3N14 |RK 252 P T3/T7
Zdhhc2 70546 | uni 8 a4| 3014 [RK271 P M13 forward/reverse
2610306H15Rik | 72514 | uni 19 c2| 3A15 |RK272 P M13 forward/reverse
Stxbp5 78808 | uni 10 A2| 3B15 |RK 273 P M13 forward/reverse
Spna2 20740 | uni 2 180cM| 3D15 |RK274 P M13 forward/reverse
Cnot1 234594 | uni 8 D1 3F15 |RK 276 P M13 forward/reverse
Stambpl1 76630 | uni 19C1| 3H15 |RK277 P M13 forward/reverse
Jmjdic 108829 | uni 10B5.1| 3K15 [RK279 P M13 forward/reverse
Neo1 18007 | uni 9 b| 3L15 |RK280 P M13 forward/reverse
4930429A22Rik | 208718 | uni 1 c5| 3M15 |RK 281 P M13 forward/reverse
Smarcad1 13990 | uni | 6 29.69cM| 3015 |RK 283 P M13 forward/reverse
Prkcsh 19089 | uni 9 6.0cM| 3P15 |RK284 P M13 forward/reverse
Gan 209239 | uni 8 e1| 3A16 |RK 285 P M13 forward/reverse
Fmrinb 207854 | uni XA71| 3C16 |RK286 P M13 forward/reverse
Mrpl21 353242 | uni 19A| 3D16 |RK287 P M13 forward/reverse
Acsl6 216739 | uni [ 1129.35cM| 3F16 |RK 288 P M13 forward/reverse
Exoc8 102058 | uni 8E2| 3G16 |[RK289 P M13 forward/reverse
Cenpe 229841 | uni 3 01cM| 316 RK 290 P M13 forward/reverse
D630004K10Rik | 103210 | uni 10| 3M16 |RK 296 P M13 forward/T7
Cspgb 13006 | uni 19 d2| 3N16 |[RK297 P M13 forward/T7
1700021K02Rik | 65971 | uni 10 b4 | 3P16 |[RK 298 P M13 forward/T7
2900056L01Rik | 73050 | uni 15| 3A17 |RK 299 P M13 forward/T7
Hspa4l 18415 | uni 3B| 3C19 |RK 324 P M13 forward/T7
Dnajc17 69408 | uni 236.0cM| 3D19 [RK 326 P M13 forward/T7
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Tabelle A2: Ubersicht tiber die RZPD-Kontroligene auf dem Macroarray (Fortsetzung)

Name Entrez | Typ | Pos_Chr. Array- |interne | Template | PCR Primer
Gene Position| ID erste
ID PCR

Mthfs 107885 | uni 9| 3F19 |RK327 P M13 forward/T7
Guk1 14923 | uni 11 b1.3| 3G19 |RK 328 P M13 forward/T7
Rnf111 93836 | uni 9 39.0cM| 3119 |RK330 P M13 forward/T7
Pdcd11 18572 | uni 19 d2| 3J19 |RK 331 P M13 forward/T7
Abpb 233099 | uni 7B1| 3L19 |RK332 P M13 forward/T7
Bcat2 12036 | uni 7 230cM| 3M19 |RK 333 P M13 forward/T7
Zbtb41 226470 | uni 1F| 3019 |RK334 P M13 forward/T7
Matn2 17181 | uni 15 b3.3| 3P19 |RK 336 P M13 forward/T7
KIf15 66277 | uni 6 d1| 3B20 |RK337 P M13 forward/T7
Emp3 13732 | uni 7 245cM| 3C20 |RK 338 P M13 forward/T7
Nfatc2ip 18020 | uni 7 f3| 3E20 |RK 339 P M13 forward/T7
Thoc4 21681 | uni 11 E2| 3F20 |RK 340 P M13 forward/T7
Femic 240263 | uni 18 c| 3H20 |[RK 341 P M13 forward/T7
Sip1 66603 | uni 12 c2| 3120 |RK 345 P M13 forward/T7
B3galt3 26879 | uni 3 e2| 3K20 |RK 347 P M13 forward/T7
Tmem17 103765 | uni 11A3.2| 3L20 |[RK 348 P M13 forward/T7
Ing3 71777 | uni 6 a3| 3N20 |RK 350 P M13 forward/T7

Abkirzungen: ID — Identitdtsnummer; uni — RZPD-Unigene-Kontroligen; Pos_Chr. — Position auf Chromosom;
PCR — Polymerase-Kettenreaktion; P — Plasmid-DNA
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Sequenz-Alignment Tbcldl

NZO-1: NZO lange Isoform
NZO-k: NZO kurze Isoform

SJL-k: SJL kurze Isoform

NzZO-1 GAAGCAGAGACTGTGGAGTGGACCCCCACCCCAGCAGCGTGGGGCGGCAAGAGCACAGCC 60 bp
NZO-k GAAGCAGAGACTGTGGAGTGGACCCCCACCCCAGCAGCGTGGGGCGGCAAGAGCACAGCC 60 bp
SJL-k GAAGCAGAGACTGTGGAGTGGACCCCCACCCCAGCAGCGTGGGGCGGCAGGAGCACAGCC 60 bp

R R R R R b b b b b b I b b b E b R R b b b b I b IR R I b b b I b b b b b b b b b b b S b b b b I b b O b

NZO-1 AGCTGAGGACCATGGACGCCCCGCCCGCCCAGGCCATCTTCTGGGTGCCCGGGAGCACCT 120 bp

NZO-k AGCTGAGGACCATGGACGCCCCGCCCGCCCAGGCCATCTTCTGGGTGCCCGGGAGCACCT 120 bp

SJIL-k AGCTGAGGACCATGGACGCCCCGCCCGCCCAGGCCATCTTCTGGGTGCCCGGGAGCACCT 120 bp
Ak hkhkhhkhkhkkhkhkhhkhhkkhkhkhrhhkhkhhhhkhhkrhhkkhhhhhkhhkrhkhkkhhkhrhhkkhkhkrhkkhkkhhhrhkhkhkhxkxk*k

NZO-1 GCGCGCCCTAGCTCAGCCCGGAGTTCTGAGCGTGCCACCTCACTGGATTCTGCCCTCAGA 180 bp

NZO-k GCGCGCCCTAGCTCAGCCCGGAGTTCTGAGCGTGCCACCTCACTGGATTCTGCCCTCAGA 180 bp

SJL-k GCGCGCCCTAGCTCAGCCCGGAGTTCTGAGCGTGCCACCTCACTGGATTCTGCCCTCAGA 180 bp

Ak A hkkhkhhk Ak Ak kA hk kA hhkhkhhkhhkhkhkhkhhhkrhhkhhhkrkhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhkxkkxk

NZO-1 AGCACGTGARATAGATCACTTCATTTAAAGTAGGAAAATAGTAGCACGTTTTCCTGGCTC 240 bp

NZO-k AGCACGTGAAATAGATCACTTCATTTAAAGTAGGAAAATAGTAGCACGTTTTCCTGGCTC 240 bp

SJL-k AGCACGTGARATAGATCACTTCATTTAAAGTAGGAAAATAGTAGCACGTTTTCCTGGCTC 240 bp
R i i b I i I I b b b I e I b S I b b b I b b I I b b b i b b b b I b b b b b b b b b b b I b b i I b b b I b b

Startcodon

NZO-1 TCCAGACCTCTCCCAGGATGGAGGCAATCACATTCACAGCGAGGAAGCATCCGTTCCCTA 300 bp

NzZO-k TCCAGACCTCTCCCAGGATGGAGGCAATCACATTCACAGCGAGGAAGCATCCGTTCCCTA 300 bp

SJL-k TCCAGACCTCTCCCAGGATGGAGGCAATCACATTCACAGCGAGGAAGCATCCGTTCCCTA 300 bp
R i i b I b I b b b b b b I I b I b b b I b b I I b b b b I b b b I b b b b b b b b b b I b b I 2 b b b i b b

AS 1 M E A I T ¢ T A R K H P F P

NzO-1 ACGAAGTCTCCGTGGACTTCGGCTTGCAGCTGGTGGGCTCCTTACCCGTGCATTCTCTCA 360 bp

NZO-k ACGAAGTCTCCGTGGACTTCGGCTTGCAGCTGGTGGGCTCCTTACCCGTGCATTCTCTCA 360 bp

SJL-k ACGAAGTCTCCGTGGACTTCGGCTTGCAGCTGGTGGGCTCCTTACCCGTGCATTCTCTCA 360 bp

ok rhkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhkhkrhkrhhkxhkxk

AS 15 N E V S VD F G L Q L V G S L P V H S L

2f
NZO-1 CCACTATGCCCATGCTGCCGTGGGTGGTAGCCGAGGTACGAAGACTCAGTGGCCAGTGCT 420 bp
NZO-k CCACTATGCCCATGCTGCCGTGGGTGGTAGCCGAGGTACGAAGACTCAGTGGCCAGTGCT 420 bp
SJL-k CCACTATGCCCATGCTGCCGTGGGTGGTAGCCGAGGTACGAAGACTCAGTGGCCAGTGCT 420 bp

KA A K AR A AR AR A AR A AR A A A AR A KR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR AR A AR Ak kK

AS 35 T T M Pp M L P W V V A E V R R L S G Q C

NzO-1 CTAAAAAGGAGCCTAGGACAAAGCAAGTCCGCCTTTGGGTTTCGCCCTCCGGACTGCGGT 480 bp
NzO-k CTAAAAAGGAGCCTAGGACAAAGCAAGTCCGCCTTTGGGTTTCGCCCTCCGGACTGCGGT 480 bp
SJL-k CTAAAAAGGAGCCTAGGACAAAGCAAGTCCGCCTTTGGGTTTCGCCCTCCGGACTGCGGT 480 bp

KK AR KA A A AR AR A AR A AR AR A IR A AR A KR A I A A A A AR A A A A A A AR A AR A AR AR AR AR XK

AS 55 s K K E P R T K Q V R L W VvV S P S G L R

1r
NZO-1 GCGAGCCTGACCTGGAGAAAAGTCAACCATGGGACCCGCTCATCTGTTCCAGCATCTTTG 540 bp
NzZO-k GCGAGCCTGACCTGGAGAAAAGTCAACCATGGGACCCGCTCATCTGTTCCAGCATCTTTG 540 bp
SJL-k GCGAGCCTGACCTGGAGAAAAGTCAACCATGGGACCCGCTCATCTGTTCCAGCATCTTTG 540 bp

R R I b b b b b b S b b Sb b S IR S S S S e S b b Sh b S Sb b Sb b b Sh S db e Sb b I 2b S b I Sb db S 2b e 2h db S Sb b S

AS 75 c E Pp DL E K S Q P W D P L I C S s I F

NZO-1 AGTGCAAGCCTCAGCGTGTGCACAAACTGATTCACAACAGTCACGACCCGAGCTACTTTG 600 bp
NzZO-k AGTGCAAGCCTCAGCGTGTGCACAAACTGATTCACAACAGTCACGACCCGAGCTACTTTG 600 bp
SJL-k AGTGCAAGCCTCAGCGTGTGCACAAACTGATTCACAACAGTCACGACCCGAGCTACTTTG 600 bp

R R I b I b b b Ih S b b Sb b S IR S S S S e Sb R E Sh b b Sb b S b b Sh S db b Sb 2b I 2b A Sh b b Sb db S 2b I 2h db S Sb b S

AS 95 E ¢C K P Q RV HK L I H N S H D P S Y F
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NzO-1 CTTGCCTCATTAAGGAGGATGCTGCGCACAGGCAGAGCCTCTGCTATGTGTTTAAAGCAG 660 bp
NzZO-k CTTGCCTCATTAAGGAGGATGCTGCGCACAGGCAGAGCCTCTGCTATGTGTTTAAAGCAG 660 bp
SJL-k CTTGCCTCATTAAGGAGGATGCTGCGCACAGGCAGAGCCTCTGCTATGTGTTTAAAGCAG 660 bp

Ak Ak khkhhkh kA hhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkxkkxk

AS 115 A C L I K E D A A H R Q S L C Y V F K A

PCR-Produkt Macroarray

NzO-1 ACGATCAAACAAAAGTGCCTGAGATCATCAGCTCCATCCGGCAGGCCGGGAAGATTGCCC 720 bp
NZO-k ACGATCAAACAAAAGTGCCTGAGATCATCAGCTCCATCCGGCAGGCCGGGAAGATTGCCC 720 bp
SJL-k ACGATCAAACAAAAGTGCCTGAGATCATCAGCTCCATCCGGCAGGCCGGGAAGATTGCCC 720 bp

hhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkrkhhkrkxkhkkxhkxk

AS 135 b b o T K Vv P E I I s S I R Q A G K I A

NzZO-1 GCCAGGAAGAGCTGCGTTGCCCCTCCGAGTTCGACGATACCTTCGCCAAAAAGTTCGAGG 780 bp
NZO-k GCCAGGAAGAGCTGCGTTGCCCCTCCGAGTTCGACGATACCTTCGCCAAAAAGTTCGAGG 780 bp
SJL-k GCCAGGAAGAGCTGCGTTGCCCCTCCGAGTTCGACGATACCTTCGCCAAAAAGTTCGAGG 780 bp

ok rhkkhkhhkhhk Ak hhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkxhkxkkxk

AS 155 R ¢ £ E L R C P S E F D D T F A K K F E

NzO-1 TGCTCTTCTGTGGCCGGGTGACTGTGGCTCACAAGAAGGCCCCACCCGCACTGATTGACG 840 bp
NZO-k TGCTCTTCTGTGGCCGGGTGACTGTGGCTCACAAGAAGGCCCCACCCGCACTGATTGACG 840 bp
SJL-k TGCTCTTCTGTGGCCGGGTGACTGTGGCTCACAAGAAGGCCCCACCCGCACTGATTGACG 840 bp

kA A hkkhkh kA Ak Ak kA hkdk A hhkhkhhkhhhkhkhrAhkhkrhhkhkhhkrhhkhkhrhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkkhxkkxk

AS 175 v L ¥ C G R V T V A H K K A P P A L I D

NZO-1 AGTGTATCGAGAAGTTCAACCATGTGAGCTGTGGTCGCAGAACGGACTGGGAAGCGCCCA 900 bp
NzZO-k AGTGTATCGAGAAGTTCAACCATGTGAGCTGTGGTCGCAGAACGGACTGGGAAGCGCCCA 900 bp
SJL-k AGTGTATCGAGAAGTTCAACCATGTGAGCTGTGGTCGCAGAACGGACTGGGAAGCGCCCA 900 bp

R R I b I b b I 2h S b b Sb b S IR S S S S e S b I Sh b b Sb b Sb b b Sb S db S b I 2h S b b Sb db I 2b I 2h db S Sb b S

AS 195 E ¢C I E K F N H VvV s C G R R T D W E A P

3f
NzO-1 CCGGGCAGCCATCAGCGCCTGGCCCCAGGCCCATGCGCAAATCCTTCTCACAGCCTGGAC 960 bp
NZO-k CCGGGCAGCCATCAGCGCCTGGCCCCAGGCCCATGCGCAAATCCTTCTCACAGCCTGGAC 960 bp
SJL-k CCGGGCAGCCATCAGCGCCTGGCCCCAGGCCCATGCGCAAATCCTTCTCACAGCCTGGAC 960 bp

R R R R R R b I b b b b b R b b R I R b R b R b R R R I b b b I b b b b b b R IR IR b b b b b b b b b b b b i

AS 215 T 6 o P S A P G P R P M R K S F S Q P G

NzZO-1 TGCGCTCGCTGGCCTTCAGGAAGGAGTTCCAGGACGCTAGCCTCCGCAGTAGCACCTTTA 1020 bp
NZO-k TGCGCTCGCTGGCCTTCAGGAAGGAGTTCCAGGACGCTAGCCTCCGCAGTAGCACCTTTA 1020 bp
SJL-k TGCGCTCGCTGGCCTTCAGGAAGGAGTTCCAGGACGCTAGCCTCCGCAGTAGCACCTTTA 1020 bp

R R R R R R b I b b b b b b R R R b R I R b R R R I b b b I b b b b b b R IR IR b b b b b b b b b b b b i

AS 235 L. R S L. A F R KEVF QDA AS L R S S T F

2r
NZO-1 GCTCCTTTGACAATGACATAGAGAACCACCTCATCGGTGGGCACAATGTGGTTCAGCCCA 1080 bp
NZO-k GCTCCTTTGACAATGACATAGAGAACCACCTCATCGGTGGGCACAATGTGGTTCAGCCCA 1080 bp
SJL-k GCTCCTTTGACAATGACATAGAGAACCACCTCATCGGTGGGCACAATGTGGTTCAGCCCA 1080 bp

KA AR KR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A KR A IR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR AR A A AR,k kK

AS 255 s s ¥ D N D I E N H L I G G H N V V Q P

NzO-1 CAGACATGGAGGAGAACCGAACTATGCTGTTCACGATTGGCCAATCTGAAGTTTACCTCA 1140 bp
NzO-k CAGACATGGAGGAGAACCGAACTATGCTGTTCACGATTGGCCAATCTGAAGTTTACCTCA 1140 bp
SJL-k CAGACATGGAGGAGAACCGAACTATGCTGTTCACGATTGGCCAATCTGAAGTTTACCTCA 1140 bp

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR AR A A A A A A A A A A A AR A A A kA kK

AS 275 T b M E E N R T M L F T I G Q S E V Y L

NzO-1 TCAGTCCTGACACCAAAAAGATTGCACTGGAGAAAAATTTTAAGGAGATATCCTTTTGCT 1200 bp
NZO-k TCAGTCCTGACACCAAAAAGATTGCACTGGAGAAAAATTTTAAGGAGATATCCTTTTGCT 1200 bp
SJL-k TCAGTCCTGACACCAAAAAGATTGCACTGGAGAAAAATTTTAAGGAGATATCCTTTTGCT 1200 bp

hhkrhkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkdrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkxkhkkxhkxk

AS 295 I s p DT K K I A L E KN F K E I S F C

4f
NzZO-1 CTCAGGGCATCAGACATGTGGACCACTTTGGATTCATCTGCCGAGAGTGCTCGGGTGGCG 1260 bp
NzZO-k CTCAGGGCATCAGACATGTGGACCACTTTGGATTCATCTGCCGAGAGTGCTCGGGTGGCG 1260 bp
SJL-k CTCAGGGCATCAGACATGTGGACCACTTTGGATTCATCTGCCGAGAGTGCTCGGGTGGCG 1260 bp

R R I b I S b b 2h S b b S b S IR S S S S e S b h Sh b S Sb b S b b Sh S db I Sb db I 2h A Sh b b Sb db I 2b e 2h db S Sb b S

AS 315 s ¢ G I R H V D H F G F I C R E C S G G
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NzO-1 GCAGTGGCGGCTTTCATTTTGTCTGTTACGTGTTCCAGTGCACAAATGAAGCTCTGGTTG 1320 bp
NzZO-k GCAGTGGCGGCTTTCATTTTGTCTGTTACGTGTTCCAGTGCACAAATGAAGCTCTGGTTG 1320 bp
SJL-k GCAGTGGCGGCTTTCATTTTGTCTGTTACGTGTTCCAGTGCACAAATGAAGCTCTGGTTG 1320 bp

Ak Ak khkhhkh kA hhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrkhhkrkkhkkxkkxk

AS 335 G s G G F H F V CY V F @ C T N E A L V

NzZO-1 ACGAGATCATGATGACTCTGAAGCAGGCTTTCACGGTAGCTGCGGTGCAGCAGACGGCTA 1380 bp
NzO-k ACGAGATCATGATGACTCTGAAGCAGGCTTTCACGGTAGCTGCGGTGCAGCAGACGGCTA 1380 bp
SJL-k ACGAGATCATGATGACTCTGAAGCAGGCTTTCACGGTAGCTGCGGTGCAGCAGACGGCTA 1380 bp

KA AR KA AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A A AR A A AR A AR A A A ARk A kA A A A Ak Ak kA Ak Ak k k)%

AS 355 p ¢ I MM T L K Q A F T V A A V Q Q T A

3r
NZO-1 AGGCACCAGCCCAGCTCTGTGAGGGCTGCCCCTTGCAAGGCCTGCACAAGCTCTGCGAAA 1440 bp
NZO-k AGGCACCAGCCCAGCTCTGTGAGGGCTGCCCCTTGCAAGGCCTGCACAAGCTCTGCGAAA 1440 bp
SJL-k AGGCACCAGCCCAGCTCTGTGAGGGCTGCCCCTTGCAAGGCCTGCACAAGCTCTGCGAAA 1440 bp

R R R R R R b I b I b I b R R I R b R I R I R R R I b b b I b b b b b b R IR IR b b b b b b b b b b b b i

AS 375 K A P A Q L CE G C P L QQ G L H K L C E

NzO-1 GGATAGAGGGAATGAATTCATCTAAAACCAAATTAGAACTCCAGAAGCACTTGACCACAC 1500 bp
NzZO-k GGATAGAGGGAATGAATTCATCTAAAACCAAATTAGAACTCCAGAAGCACTTGACCACAC 1500 bp
SJL-k GGATAGAGGGAATGAATTCATCTAAAACCAAATTAGAACTCCAGAAGCACTTGACCACAC 1500 bp

kA hkkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkrkhkhkrhkxhkkxkkxk

AS 395 R I B G M N s S K T K L E L O K H L T T

5f
NzO-1 TGACCAATCAGGAGCAGGCCACCATATTCGAGGAGGTTCAGAAATTGAGACCAAGAAACG 1560 bp
NzO-k TGACCAATCAGGAGCAGGCCACCATATTCGAGGAGGTTCAGAAATTGAGACCAAGAAACG 1560 bp
SJL-k TGACCAATCAGGAGCAGGCCACCATATTCGAGGAGGTTCAGAAATTGAGACCAAGAAACG 1560 bp

R R R R R R R R R I R I R I R R b R R I R R R I R I R R R I b I R I b I b b b b R IR b b b b b b b b b b b b O i

AS 415 L T N Q E Q A T I F E E V 0 K L R P R N

NzO-1 AGCAGCGAGAGAATGAATTAATTATTTCTTTTCTGAGGTGCTTATATGAAGAGAAGCAARA 1620 bp
NZO-k AGCAGCGAGAGAATGAATTAATTATTTCTTTTCTGAGGTGCTTATATGAAGAGAAGCAAA 1620 bp
SJL-k AGCAGCGAGAGAATGAATTAATTATTTCTTTTCTGAGGTGCTTATATGAAGAGAAGCAARA 1620 bp

R R R R R R b I I b b b b b b R R R I R I R I R R R I b I b I b b b b b b R IR IR I b b b b b b b b b b b b

AS 435 E QO R ENE L I I 8 F L R C L Y E E K Q

NzZO-1 AAGAGCACAGCCACACTGGGGAGCCAAAGCAGACACTACAGGTGGCAGCAGAGAATATTG 1680 bp
NZO-k AAGAGCACAGCCACACTGGGGAGCCAAAGCAGACACTACAGGTGGCAGCAGAGAATATTG 1680 bp
SJL-k AAGAGCACAGCCACACTGGGGAGCCAAAGCAGACACTACAGGTGGCAGCAGAGAATATTG 1680 bp

hhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkxhkxhkxk

AS 455 K E H S H T G E P K @ T L Q V A A E N I

NzO-1 GGAGTGACCTGCCACCCAGTGCTAGCCGGTTCAGGTTAGATTCGCTGAAGAACAGAGCAA 1740 bp
NZO-k GGAGTGACCTGCCACCCAGTGCTAGCCGGTTCAGGTTAGATTCGCTGAAGAACAGAGCAA 1740 bp
SJL-k GGAGTGACCTGCCACCCAGTGCTAGCCGGTTCAGGTTAGATTCGCTGAAGAACAGAGCAA 1740 bp

kA A hkkhkhhkhhk Ak kA hk kA hhkhkhhkhhkhkhkhdrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrkhhkrhkkxkkhkxkkxk

AS 475 G s b L p P S A S R F R L D S L K N R A

4r
NZO-1 AGAGGTCCTTAACAGAGTCCCTAGAGAGCATTCTGTCCCGGGGTAATAAAGCCAGAGGCC 1800 bp
NZO-k AGAGGTCCTTAACAGAGTCCCTAGAGAGCATTCTGTCCCGGGGTAATAAAGCCAGAGGCC 1800 bp
SJL-k AGAGGTCCTTAACAGAGTCCCTAGAGAGCATTCTGTCCCGGGGTAATAAAGCCAGAGGCC 1800 bp

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A AR AR AR A A AR,k kK

AS 495 K R s L T E s L E s I L S R G N K A R G

NzZO-1 TGCAGGACCATTCCGCCAGTGTGGATCTGGACAGCTCCACTTCTAGTACTCTAAGTAACA 1860 bp
NZO-k TGCAGGACCATTCCGCCAGTGTGGATCTGGACAGCTCCACTTCTAGTACTCTAAGTAACA 1860 bp
SJL-k TGCAGGACCATTCCGCCAGTGTGGATCTGGACAGCTCCACTTCTAGTACTCTAAGTAACA 1860 bp

hhkrxhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrhkxhkhkxhkxk

AS 515 L o bH S A S V D L D S s T s s T L S N

NzO-1 CCAGCAAAGAGCTGTCCATGGGTGACAAGGAGGCCTTCCCCGTCTCTGAGACCTCCTTCA 1920 bp
NZO-k CCAGCAAAGAGCTGTCCATGGGTGACAAGGAGGCCTTCCCCGTCTCTGAGACCTCCTTCA 1920 bp
SJL-k CCAGCAAAGAGCTGTCCATGGGTGACAAGGAGGCCTTCCCCGTCTCTGAGACCTCCTTCA 1920 bp

hhkrhkkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrhkrkhkxhkxk

AS 535 T s K B L s M G D K E A F P V S E T S F
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6f
NzZO-1 AGCTCCTTGGCTCCTCAGATGACCTGTCCAGTGACTCAGAGGGCCACATTGCAGAAGAGT 1980 bp
NzO-k AGCTCCTTGGCTCCTCAGATGACCTGTCCAGTGACTCAGAGGGCCACATTGCAGAAGAGT 1980 bp
SJL-k AGCTCCTTGGCTCCTCAGATGACCTGTCCAGTGACTCAGAGGGCCACATTGCAGAAGAGT 1980 bp

R R R R R R R R R I I b I R R R R I R R R I R I R IR R I I R I R b b b b b R R b b b b b b b b b b b b O i

AS 555 K L L 6 s s D D L s sS D S E G H I A E E

7f Thr590 5r
NZO-1 CTGCCCTGTTGTCACCCCAGCAGGCGTTCAGAAGGAGAGCCAACACCCTGAGTCATTTCC 2040 bp
NZO-k CTGCCCTGTTGTCACCCCAGCAGGCGTTCAGAAGGAGAGCCAACACCCTGAGTCATTTCC 2040 bp
SJL-k CTGCCCTGTTGTCACCCCAGCAGGCGTTCAGAAGGAGAGCCAACACCCTGAGTCATTTCC 2040 bp

kA Ak hkkhkhhkhkhk Ak hkhkhkhk A hhkhkhhkhkhhkhkhhAhkdrhhkhkhhkrkhkhkhkhrhkhkhkhkhkrhkhkrhxkhxkkxk

AS 575 s A L L S P Q Q A F R R R A N/ T L S H F

NZO-1 CAGTAGAGTGCCCTGCGCCTCCAGAACCTGCCCAGAGCTCTCCAGGGGTCTCTCAAAGGA 2100 bp
NZO-k CAGTAGAGTGCCCTGCGCCTCCAGAACCTGCCCAGAGCTCTCCAGGGGTCTCTCAAAGGA 2100 bp
SJL-k CAGTAGAGTGCCCTGCGCCTCCAGAACCTGCCCAGAGCTCTCCAGGGGTCTCTCAAAGGA 2100 bp

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR Ak kK

AS 595 p v E C P A P P E P A Q S S P G V S Q R

Lange Isoform forward

NzO-1 AACTCATGCGGTACCACTCCGTGAGCACAGAGACGCCTCATGAACGCAATGTGGACCATC 2160 bp
NzZO-k AACTCATGCGGTACCACTCCGTGAGCACAGAGACGCCTCATGAACGCAATGTGCA--—--— 2155 bp
SJL-k AACTCATGCGGTACCACTCCGTGAGCACAGAGACGCCTCATGAACGCAA-—————————— 2149 bp

Ak Ak khkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkhhhkrhkhkrhkkhkhkhhkhkhhkhkrhkhkrxkhkkx*k

AS 615 K L M R Y H s v s T E T P H E R N V D H

Lange Isoform Sonde
NZO-1 TTCCTGGGGGTGAGTCTCAGGGCTGCCCAGGGCAGCCTTCAGCTCCGCCTCCACCTCGTC 2240 bp
NZO-k = oo
SJL-k = mmm e
AS 635 L P G G E S Q9 G C P G Q P S A P P P P R

Lange Isoform revers
NzO-1 TTAACCCCTCCGCCTCCTCACCAAACTTCTTTAAGTACCTAAAACACAATTCCAGTGGAG 2300 bp
NZO-k = oo
SJL-k = e e
AS 655 L NP S A S S P N F F K Y L K H N s S G

or
NZO-1 AGCAAAGTGGGAATGCTGTGCCAAAAAGAAGGGACTTTGAATCCAAAGCAAACCACCTGG 2360 bp
NzO-k 0 mmmmmm— e GGGACTTTGAATCCAAAGCAAACCACCTGG 2185 bp
SJL-k 00 mmmmm e GGACTTTGAATCCAAAGCAAACCACCTGG 2178 bp

khkhkkhkrkhkhkrhkhkhkhkrAhkkrhkkhkhkhkkhkhkkxkhkkxk*k

AS 675 E 9 s G N AV P K R R DF E S K AN H L

NzO-1 GTGACACAGATGGGACCCCCGTGAAGACCCGGCGGCACTCGTGGAGACAGCAGATATTCC 2420 bp
NZO-k GTGACACAGATGGGACCCCCGTGAAGACCCGGCGGCACTCGTGGAGACAGCAGATATTCC 2245 bp
SJL-k GTGACACAGATGGGACCCCCGTGAAGACCCGGCGGCACTCGTGGAGACAGCAGATATTCC 2238 bp

kA hkkhkhhkhhk Ak hkhkhk kA hhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrkhkhkrkxhkkxkkxk

AS 695 G b T D G T P V K T R R H S W R Q O I F

Alle Isoformen forward Alle Isoformen Sonde
NzO-1 TTCGAGTGGCCACTCCACAGAAGGCTTGTGACTCCCCGAGCAGATATGAAGATTATTCCG 2480 bp
NzO-k TTCGAGTGGCCACTCCACAGAAGGCTTGTGACTCCCCGAGCAGATATGAAGATTATTCCG 2305 bp
SJL-k TTCGAGTGGCCACTCCACAGAAGGCTTGTGACTCCCCGAGCAGATATGAAGATTATTCCG 2298 bp

R R R R R R R R I I R I R R R R I R R R I R R R R R I b I R I b IE b b b b R IR IR b b b b b b b b b b b b i

AS 715 L RV A T P Q K A C D S P S R Y E D Y S

8f Alle Isoformen revers
NZO-1 AGCTGGGAGAGCTCCCTCCACGCTCCCCTTTAGAACCGGTGTGTGAGGACGGCCCATTTG 2540 bp
NZO-k AGCTGGGAGAGCTCCCTCCACGCTCCCCTTTAGAACCGGTGTGTGAGGACGGCCCATTTG 2365 bp
SJL-k AGCTGGGAGAGCTCCCTCCACGCTCCCCTTTAGAACCGGTGTGTGAGGACGGCCCATTTG 2358 bp

R R I b b b b b Ih S b b S b S IR e S S S S e Sb b E Sh b b Sb b Sb 2h b Sh S db I Sb b b 2b S b b Sb db S 2b I 2h db S Sb b S

AS 735 E L G EL P P R S P L E P V CE D G P F



ANHANG

NZO-1 GCCCAGTACAGGAAGAAAAGAGGAAGACGTCACGCGAGCTTCGAGAGCTGTGGAAAAAGG 2600 bp
NzO-k GCCCAGTACAGGAAGAAAAGAGGAAGACGTCACGCGAGCTTCGAGAGCTGTGGAAAAAGG 2425 bp
SJL-k GCCCAGTACAGGAAGAAAAGAGGAAGACGTCACGCGAGCTTCGAGAGCTGTGGAAAAAGG 2418 bp

KK AR R A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR AR A AR A A A AR A Ak kXK

AS 755 G p V Qg E E K R K T S R E L R E L W K K

NzO-1 CCATCTTGCAGCAGATCCTGCTGCTCAGGATGGAGAAGGAGAATCAGAAGCTACAAGCCT 2660 bp
NZO-k CCATCTTGCAGCAGATCCTGCTGCTCAGGATGGAGAAGGAGAATCAGAAGCTACAAGCCT 2485 bp
SJL-k CCATCTTGCAGCAGATCCTGCTGCTCAGGATGGAGAAGGAGAATCAGAAGCTACAAGCCT 2478 bp

hhkrhkhkhkhhkhhkhhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhhkrkhhkrhkxhkxhkxk

AS 775 A I L ¢ ¢ I L L L R M E K E N Q K L Q A

Tr
NZO-1 CTGAAAACGATTTGCTGAACAAACGCCTCAAGCTTGACTATGAAGAAATCACTCCGTGTC 2720 bp
NZO-k CTGAAAACGATTTGCTGAACAAACGCCTCAAGCTTGACTATGAAGAAATCACTCCGTGTC 2545 bp
SJL-k CTGAAAACGATTTGCTGAACAAACGCCTCAAGCTTGACTATGAAGAAATCACTCCGTGTC 2538 bp

R R I b I b b b b S b b S R S IR S S S S e S IR I Sh b S Sb b Sb b b Sb S db I Sb b I 2b S b b Sb db S 2b I 2h db S Sb b S

AS 795 s E N D L L N K R L K L DY E E I T P C

NzZO-1 TTAAAGAAGTCACTACAGTGTGGGAAAAGATGCTTAGCACTCCAGGAAGATCCAAAATTA 2780 bp
NzO-k TTAAAGAAGTCACTACAGTGTGGGAAAAGATGCTTAGCACTCCAGGAAGATCCAAAATTA 2605 bp
SJL-k TTAAAGAAGTCACTACAGTGTGGGAAAAGATGCTTAGCACTCCAGGAAGATCCAAAATTA 2598 bp

KK AR R AR A AR AR A A A A AR AR A A KA A AR AR A A KA A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A XK

AS 815 L K E Vv T T V W E K M L S T P G R S K I

TBC-Domane

NzO-1 AGTTTGACATGGAAAAAGTGCACTCAGCTGTTGGGCAAGGTGTGCCACGTCATCACCGAG 2840 bp
NzZO-k AGTTTGACATGGAAAAAGTGCACTCAGCTGTTGGGCAAGGTGTGCCACGTCATCACCGAG 2665 bp
SJL-k AGTTTGACATGGAAAAAGTGCACTCAGCTGTTGGGCAAGGTGTGCCACGTCATCACCGAG 2658 bp

hhk Ak khkhhkhhk Ak hkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkxkkxk

AS 835 K P DM E K V H S A V G Q G V P R H H I

NZO-1 GTGAGATCTGGAAATTTCTAGCTGAGCAGTTCCACCTTAAACACCCATTTCCTAGTAAAC 2900 bp
NzO-k GTGAGATCTGGAAATTTCTAGCTGAGCAGTTCCACCTTAAACACCCATTTCCTAGTAARAC 2725 bp
SJL-k GTGAGATCTGGAAATTTCTAGCTGAGCAGTTCCACCTTAAACACCCATTTCCTAGTAAAC 2718 bp

R R I b I S b b 2h S b b Sb b S IR S S S S e Sb R I Sh b S Sb b Sb b b Sh S db I Sb b b 2b S b b Sb b S 2b e 2h db S Sb b S

AS 855 G E I I K P L A E Q F H L K H P F P S K

9f
NzZO-1 AGCAGCCAAAGGACGTGCCCTACAAAGAGCTCCTGAAGAAGCTGACCTCGCAGCAGCACG 2960 bp
NZO-k AGCAGCCAAAGGACGTGCCCTACAAAGAGCTCCTGAAGAAGCTGACCTCGCAGCAGCACG 2785 bp
SJL-k AGCAGCCAAAGGACGTGCCCTACAAAGAGCTCCTGAAGAAGCTGACCTCGCAGCAGCACG 2778 bp

R R R R R R R b I b I R R I R I R R R R R I R R R I b I R I b b b b b b R IR b b b b b b b b b b b b b i

AS 875 o ¢ p K DV P Y K E L L K K L T S Q Q H

NzZO-1 CCATTCTCATCGACCTCGGGCGAACCTTTCCAACACATCCATACTTCTCTGCCCAGCTTG 3020 bp
NZO-k CCATTCTCATCGACCTCGGGCGAACCTTTCCAACACATCCATACTTCTCTGCCCAGCTTG 2845 bp
SJL-k CCATTCTCATCGACCTCGGGCGAACCTTTCCAACACATCCATACTTCTCTGCCCAGCTTG 2838 bp

kA hkhkhkhhkhhk Ak hkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhdrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkxhkkxkkxk

as 895 A B 1 1 B ¢ BT Fr P THP VY F S A QL

8r
NZO-1 GAGCAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCCTACTCGCTTCTGGACCAGGAGG 3080 bp
NZO-k GAGCAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCCTACTCGCTTCTGGACCAGGAGG 2905 bp
SJL-k GAGCAGGTCAGCTGTCACTTTACAACATTCTGAAGGCCT———-———— TCTGGACCAGGAGG 2898 bp

KA KK AKRAXAKAA A KA AR AR KA A A AR AR AN A AR AR AR A A XKk KAk kAkhkkkk kAKX kKK

AS 915 G A G Q L s L Y N I L K A Y S L L D Q E

Stoppcodon SJL (949 AA)

NzZO-1 TTGGATACTGCCAAGGTCTCAGCTTTGTGGCAGGCATTTTGCTTCTTCACATGAGTGAGG 3140 bp
NZO-k TTGGATACTGCCAAGGTCTCAGCTTTGTGGCAGGCATTTTGCTTCTTCACATGAGTGAGG 2965 bp
SJL-k TTGGATACTGCCAAGGTCTCAGCTTTGTGGCAGGCATTTTGCTTCTTCACATGAGTGAGG 2958 bp

R R I b I b b I b S b b Sb b S IR S S S S e S R I S b S Sb b Sb b b Sh S db e Sh dh I 2h S b I Sb db S 2b e 2h db S Sb b S

as 935 v ¢ B c § ¢ . s F VvaAG I L L L HM S E

NZO-1 AAGAGGCGTTCAAGATGCTCAAGTTCCTGATGTTTGACATGGGGCTGCGGAAACAGTATC 3200 bp
NzO-k AAGAGGCGTTCAAGATGCTCAAGTTCCTGATGTTTGACATGGGGCTGCGGAAACAGTATC 3025 bp
SJL-k AAGAGGCGTTCAAGATGCTCAAGTTCCTGATGTTTGACATGGGGCTGCGGAAACAGTATC 3018 bp

R R I b b b b I b S b b S b S IR S S S S e S R h Sh b S Sb b Sb b b Sh S S e Sb b b 2h S b I Sb b S 2b e 2h db S Sb b S 4

AS 955 E E A F K ML K F L. M F DM G L R K QY
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NzO-1 GGCCAGACATGATTATTTTGCAGATCCAGATGTACCAGCTGTCACGGCTCCTCCACGATT 3260 bp
NZO-k GGCCAGACATGATTATTTTGCAGATCCAGATGTACCAGCTGTCACGGCTCCTCCACGATT 3085 bp
SJL-k GGCCAGACATGATTATTTTGCAGATCCAGATGTACCAGCTGTCACGGCTCCTCCACGATT 3078 bp

kA hkhkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrhkxhkkxkkxk

AS 975 R p DM I I L @ I 0 M Y Q L S R L L H D

NZO-1 ACCACCGAGACCTCTACAACCACCTGGAAGAGCACGAGATCGGCCCCAGCCTCTACGCGG 3320 bp
NZO-k ACCACCGAGACCTCTACAACCACCTGGAAGAGCACGAGATCGGCCCCAGCCTCTACGCGG 3145 bp
SJL-k ACCACCGAGACCTCTACAACCACCTGGAAGAGCACGAGATCGGCCCCAGCCTCTACGCGG 3138 bp

R R I b I b b I b S b b Sb b S IR S S S S e S R I Sh b S Sb b Sb b b S S S e S dh I 2R S b I Sb db S 2b e 2h db S Sb b S

AS 995 Y H R D L Y N H L E E H E I G P S L Y A

NZO-1 CTCCCTGGTTTCTCACCGTGTTCGCCTCACAGTTCCCACTCGGCTTTGTAGCCAGAGTCT 3380 bp
NZO-k CTCCCTGGTTTCTCACCGTGTTCGCCTCACAGTTCCCACTCGGCTTTGTAGCCAGAGTCT 3205 bp
SJL-k CTCCCTGGTTTCTCACCGTGTTCGCCTCACAGTTCCCACTCGGCTTTGTAGCCAGAGTCT 3198 bp

R R I b b S b b b S b b Sb b S IR S S S S e S R I Sh b S Sb b Sb b b Sb S db I Sh b I 2b S b I Sb db S 2b e 2h db S Sb b S

AS1015 A P W F L T V F A S Q F P L G F V A R V

10f
NzO-1 TTGATATGATCTTCCTTCAGGGATCAGAGGTCATATTTAAAGTAGCTTTAAGTCTTTTGG 3420 bp
NZO-k TTGATATGATCTTCCTTCAGGGATCAGAGGTCATATTTAAAGTAGCTTTAAGTCTTTTGG 3265 bp
SJL-k TTGATATGATCTTCCTTCAGGGATCAGAGGTCATATTTAAAGTAGCTTTAAGTCTTTTGG 3258 bp

kA hkhkhkhhkhkhk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhhkrkxhkkxkkxk

AS1035 rF DM I F L Q G S E V I F K V A L S L L

NzO-1 GGAGCCATAAGCCCTTGATTCTACAGCATGAGAACCTGGAAACCATCGTGGACTTCATAA 3480 bp
NZO-k GGAGCCATAAGCCCTTGATTCTACAGCATGAGAACCTGGAAACCATCGTGGACTTCATAA 3325 bp
SJL-k GGAGCCATAAGCCCTTGATTCTACAGCATGAGAACCTGGAAACCATCGTGGACTTCATAA 3318 bp

hhk Ak khkhhkhhk Ak hkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkxkkxk

AS1055 G S H K p L I L Q H E N L E T I V D F I

9r
NZO-1 AGAACACACTCCCCAACCTGGGCCTGGTGCAGATGGAGAAGACCATCAGTCAGGTGTTTG 3540 bp
NZO-k AGAACACACTCCCCAACCTGGGCCTGGTGCAGATGGAGAAGACCATCAGTCAGGTGTTTG 3385 bp
SJL-k AGAACACACTCCCCAACCTGGGCCTGGTGCAGATGGAGAAGACCATCAGTCAGGTGTTTG 3378 bp

R R R R R R b I I b b b b b b R R R I R I R I R R R I b I b I b b b b b b R IR IR I b b b b b b b b b b b b

AS1075 K N T L P N L G L V Q M E K T I S Q V F

NzZO-1 AGATGGACATCGCCAAGCAGCTCCAGGCCTATGAGGTCGAGTACCACGTGCTCCAGGAGG 3600 bp
NZO-k AGATGGACATCGCCAAGCAGCTCCAGGCCTATGAGGTCGAGTACCACGTGCTCCAGGAGG 3445 bp
SJL-k AGATGGACATCGCCAAGCAGCTCCAGGCCTATGAGGTCGAGTACCACGTGCTCCAGGAGG 3438 bp

hhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkxhkxhkxk

AS1095 E M DI A K Q L Q A Y E V E Y H V L Q E

NzO-1 AGCTTATTGAGTCCTCGCCTCTCAGTGACAACCAAAGAATGGAGAAATTGGAGAAAACCA 3660 bp
NzZO-k AGCTTATTGAGTCCTCGCCTCTCAGTGACAACCAAAGAATGGAGAAATTGGAGAAAACCA 3505 bp
SJL-k AGCTTATTGAGTCCTCGCCTCTCAGTGACAACCAAAGAATGGAGAAATTGGAGAAAACCA 3498 bp

kA A hkkhkhhkhhk Ak kA hk kA hhkhkhhkhhkhkhkhdrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrkhhkrhkkxkkhkxkkxk

AS1115 E L I E S s P L S D N OQOQ R M E K L E K T

NzO-1 ACAGCAGCTTGCGCAAACAGAACCTTGACCTCCTGGAGCAGTTGCAGGTGGCAAATGCTA 3720 bp
NzZO-k ACAGCAGCTTGCGCAAACAGAACCTTGACCTCCTGGAGCAGTTGCAGGTGGCAAATGCTA 3565 bp
SJL-k ACAGCAGCTTGCGCAAACAGAACCTTGACCTCCTGGAGCAGTTGCAGGTGGCAAATGCTA 3558 bp

kA Ak hkkhk kA hkhk Ak kA hkdk A hhkhkhkhkhhkhkhkhkdAhkdrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrhkkkkhdxkkxk

AS1135 N s s L R K ¢ N L D L L E Q L Q V A N A

11f
NzO-1 GGATCCAAAGCCTTGAAGCCACGGTAGAGAAACTTCTTACCAGCGAGAGTAAGCTGAAGC 3780 bp
NZO-k GGATCCAAAGCCTTGAAGCCACGGTAGAGAAACTTCTTACCAGCGAGAGTAAGCTGAAGC 3625 bp
SJL-k GGATCCAAAGCCTTGAAGCCACGGTAGAGAAACTTCTTACCAGCGAGAGTAAGCTGAAGC 3618 bp

R R R R R R R b I b b b b b b R R I R R R I R I R b R I b I b I b b b b b b R IR b b b b b b b b b b b b b i

AS1155 R I ¢ s L E A T V E K L L T S E S K L K

NzZO-1 AGGCTGCGCTGACCCTGGAGGTGGAGCGCTCCGCCCTGCTGCAGATGGTGGAGGAGCTGC 3840 bp
NZO-k AGGCTGCGCTGACCCTGGAGGTGGAGCGCTCCGCCCTGCTGCAGATGGTGGAGGAGCTGC 3685 bp
SJL-k AGGCTGCGCTGACCCTGGAGGTGGAGCGCTCCGCCCTGCTGCAGATGGTGGAGGAGCTGC 3678 bp

R R R R R b b I b b b b R b IR R R R R R I R b R R R I b b b I b b b b b b R IR b b b b b b b b b b b b b i

AS1175 Q A A L T L E V E R S A L L QO M V E E L
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NZO-1 GGAGGCAAAGCGCCCGGCCCAGCACTCCAGAGCCAGACTGCACCCAGCTGGAGCCCACAG 3900 bp
NzO-k GGAGGCAAAGCGCCCGGCCCAGCACTCCAGAGCCAGACTGCACCCAGCTGGAGCCCACAG 3745 bp
SJL-k GGAGGCAAAGCGCCCGGCCCAGCACTCCAGAGCCAGACTGCACCCAGCTGGAGCCCACAG 3738 bp

KA A K AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR AR A AR,k kK

AS1195 R R 0 s A R P S T P E P D C T Q L E P T

Stoppcodon 10r
NZzO-1 GCGATTGACCGCTGCCAGAAGAGACTGTGCACCATTAACACTGTCCAAGCCTTAATCAAG 3960 bp
NZO-k GCGATTGACCGCTGCCAGAAGAGACTGTGCACCATTAACACTGTCCAAGCCTTAATCAAG 3805 bp
SJL-k GCGATTGACCGCTGCCAGAAGAGACTGTGCACCATTAACACTGTCCAAGCCTTAATCAAG 3798 bp

R R I b b S b b 2h S b b S b S IR S S S S S R I Sh b S Sb b Sb b b Sh S db e Sh b b 2h S b I Sb b S 2b e 2h db S Sb b S

AS1215 G D -

NZO-1 AGAGATGGAAGTCAGAGGCAGAGAAGAGAGAGCTTCTCAGGGAGGAAACTGGCTGACCAG 4020 bp

NZO-k AGAGATGGAAGTCAGAGGCAGAGAAGAGAGAACTTCTCAGGGAGGAAACCGGCTGACCAG 3865 bp

SJL-k AGAGATGGAAGTCAGAGGCAGAGAAGAGAGAACTTCTCAGGGAGGAAACTGGCTGACCAG 3858 bp
hAhkhkhkhhkhkhkkhkhkhkhkhhkkhkhkhrhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkhrhkhkhhk dhkhhkrhkkhkkhkhkhrhkhkkhkhkhrkhkh *,hxhkhkkhkhkxkxk*k

NZO-1 CCTGCAGATCCTTTTGAGCTCAGAACTTGGGATTGGAGGACAAAAGTCTCAGAGTTATTG 4080 bp

NZO-k CCTGCAGATCCTTTTGAGCTCAGAACTTGGGATTGGAGGACAAAAGTCTCAGAGTTATTG 3925 bp

SJL-k CCTGCAGATCCTTTTGAGCTCAGAACTTGGGATTGGAGGACAAAAGTCTCAGAGTTATTG 3918 bp

Ak A hkkhkhhkh kA hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkdAhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrhkkhkkxkkxk

NzO-1 TTGTTTTTGGTTCTAATCCGTCCCCTTTCCAGTCCTGGTTGTTGTA 4126 bp
NzO-k TTGTTTTTGGTTCTAATCCGTCCCCTTTCCAGTCCTGGTTGTTGTA 3971 bp
SJL-k TTGTTTTTGGTTCTAATCCGTCCCCTTTCCAGTCCTGGTTGTTGTA 3964 bp

KA KK AR AR A A A A AR AR A IR A A A A AR AR A A A A AN A A A A A A A A A Ak kK
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Tabelle A3: Annotierte SNPs im Nob17.10-Fragment

SNPs data downloaded from Mouse Phenome Database (http://www.jax.org/phenome)

Pos_Chr 5 dbSNP s|2|2
(Mbp), NCBI NCBI Gen-Annotation 128 > o) @ | £ | doSNP ID

Build 37 Annotation| = 51818

%) ol z | =z
64.221.936 | 0610040J01Rik intron1 I G T G G | rs3703900
64.289.838 | 0610040J01Rik exon4 |Cn Q225L| A T A A |rs13459170
64.342.904 AA536743 intron1 Rell1 | C T C C | rs6281588
64.371.068 C A C C | rs3715307
64.403.638 T G T T | rs3711950
64.488.209 Pgm1 intron1 I A A A A | rs3090421
64.580.894 Tbc1d1 intron2 I C T T C |rs33138184
64.636.772 Tbc1d1 intron2 I T C T T |rs13478297
64.742.568 Tbc1d1 UTR U A A A A | rs4225234
64.748.771 C T C C | rs6152354
64.976.129 A G A A |rs13478298
65.070.491 A T A A | rs3718814
65.141.993 G A G G | rs6265085
65.174.170 T C T T |rs13478299
65.220.902 Kif3 UTR u T T C T |rs33654627
65.434.464 T C T T |rs13478300
65.581.998 G A G A |rs13478301
65.985.125 Hip2 intron5 I G G G G | rs6158897
66.098.141 C T C T | rs6339313
66.166.364 B3bp intron1 I G C G G |rs33753049
66.287.414 Rhoh UTR u G A G G |rs13478305
66.436.553 BC013481 intron4 I G A G A | rs3717258
66.546.701 T A T T |rs13478307
66.605.988 G A G G | rs3656989
66.893.864 Apbb2 intron2 I G A G G | rs6267669
67.053.114 A G A G | rs4225252
67.053.356 C T C T | rs4225248
67.118.611 T C T C | rs3719870
67.289.020 I C T C C | rs3711269
67.538.359 A G A G |rs13478309
67.682.480 Tmem33 UTR u C C C C | rs4225260
67.739.262 Slc30a9 exon15 Cs Raso| T C T T |rs13478310
67.746.690 Slc30a9 UTR u A G A A |rs13472234
67.751.433 C T C C | rs3684754
67.962.986 G G G G | rs6170457
67.964.307 G A G G | rs3659098
67.991.066 A G A G | rs3662462
68.029.080 I C T C C |rs13478311
68.173.759 Atp8a1 intron6 I T T T T | rs3656462
68.479.206 AY616753 intron1 I C C C C | rs6227779
68.657.752 G G G A | rs3691938
68.757.363 T T T T | rs6367911
68.915.049 A A A A | rs6383560
69.028.813 A A A A | rs6411304
69.285.572 G G T G |rs13478313
69.381.914 G G G G | rs3088773
69.445.794 A A A A | rs6320498
69.527.299 Kctd8 intron1 I G G G G |rs31502646
69.791.826 A A A A | rs3090910
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Tabelle A3: Annotierte SNPs im Nob7.10-Fragment (fortgesetzt)

SNPs data downloaded from Mouse Phenome Database (http://www.jax.org/phenome)

Pos_Chr 5 dbSNP 3| 2|3
(Mbp), NCBI | NCBI Gen-Annotation 128 ) @ | 2| < | dbSNP ID
Build 37 Annotation| = 5188
() (&) =z Z
69.950.340 Guf1 _intron4 [ G G A G |rs13478315
70.161.982 G G A G |rs13478317
70.285.784 T T G G | rs6242879
70.337.197 A A G G | rs3691920
70.427.585 A A G G | rs6168670
70.428.167 T T C C | rs3675400
70.535.508 G G A A | rs3681370
70.706.851 C C C C | rs6158490
70.759.816 G G A A | rs3722869
70.805.830 C C T T | rs3695107
71.133.300 A C A A |rs13478320
71.261.822 A A A A | rs3088650
71.288.983 T T T T | rs6394819
71.402.113 Gabra2 _intron6 [ T T T T | rs3678516
71.405.050 Gabra2 intron5 I C C C C | rs6182670
71.563.636 C (03 (03 C | rs6207667
71.664.263 G G G G | rs6207521
71.898.391 | 4930503B16Rik intron1 Cox7b2 | T T T T | rs6397126
72.024.636 Gabra4 intron7 I G G G G | rs6308779
72.024.736 Gabra4 intron7 [ A A A A | rs6309329
72.264.046 Gabrb1 __intron4 [ T T C T |rs13478321
72.361.750 Gabrb1 intron4 I T T T T | rs3090696
72.569.708 C C C C |rs29634610
Corin |
72.693.499 Corin _intron2 Atp10d | G G G G |rs33334153
Atp10d |
72.695.780 Corin_intron1 Corin | C C C C |rs29585183
Atp10d |
72.695.782 Corin__intron1 Corin | C C C C |rs33295762
Atp10d |
72.699.204 Corin | G G G G | rs29729006
72.711.078 Corin _intron16 I T C C C |rs29501536
72.733.958 Corin__intron11 I A A A A |rs31531926
72.740.459 Corin__intron10 [ T T T T |rs31532723
72.767.561 Corin__intron5 [ G T T T |[rs29563222
72.771.632 Corin__intron5 I C C C C |rs31536491
72.819.678 Corin__intron4 [ A G G G |rs31530883
72.819.776 Corin__intron4 I G A A A |rs31531954
72.819.980 Corin _intron4 I C T T T |rs29533762
72.820.152 Corin__intron4 I C A A A |rs31531955
72.820.193 Corin _intron4 [ T A A A |rs29627778
72.836.689 Corin__intron3 [ A G G G |rs33364329
72.838.447 Corin _intron3 I C A A A |rs29519782
72.838.484 Corin__intron3 [ A G G G |rs31529812
72.838.782 Corin__intron3 I A C C C |rs31530684
72.839.572 Corin_intron3 I C T T T |rs31530685
72.840.346 Corin__intron3 I T G G G |rs31530688
72.841.716 Corin _intron3 I G T T T |rs29586243
72.843.155 Corin__intron3 [ T C C C |rs31531447
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Tabelle A3: Annotierte SNPs im Nob7.10-Fragment (fortgesetzt)

SNPs data downloaded from Mouse Phenome Database (http://www.jax.org/phenome)

Pos_Chr 5 dbSNP 3| 2|3
(Mbp), NCBI | NCBI Gen-Annotation 128 ) @ | 2| < | dbSNP ID

Build 37 Annotation| = 5188

(7] (&) pd Z
72.843.238 Corin__intron3 I A T T T |rs29548198
72.843.250 Corin__intron3 [ T A A A |rs29628535
72.844.726 Corin__intron3 I C T T T |rs31533267
72.846.204 Corin _intron2 I A G G G |rs31534035
72.847.975 Corin__intron2 I C A A A |rs33269641
72.855.723 Corin_intron2 [ A T T T |rs33093228
72.856.016 Corin__intron2 [ A C C C |rs29683576
72.856.344 Corin__intron2 I C T T T |rs33353343
72.856.653 Corin__intron2 [ A C C C |rs29766492
72.856.812 Corin__intron2 I G A A A |rs29558966
72.856.915 Corin_intron2 I C T T T |rs33508003
72.857.031 Corin__intron2 I G T T T |rs29525756
72.857.061 Corin _intron2 I T C C C |rs29526834
72.857.183 Corin__intron2 [ T G G G |rs33091100
72.859.425 Corin__intron2 I T A A A |rs29561648
72.859.638 Corin__intron2 [ T C C C |rs33668702
72.859.890 Corin__intron2 I T G G G |rs33754348
72.859.938 Corin _intron2 I A G G G |rs33746918
72.860.214 Corin__intron2 I C T T T |rs33502774
72.860.839 Corin _intron2 I T C C C |rs29568334
72.861.958 Corin__intron2 [ C T T T |[rs29510470
72.862.061 Corin__intron2 I G A A A |rs33716366
72.862.350 Corin__intron2 [ G A A A |rs31533475
72.862.383 Corin__intron2 I T C C C |rs31533476
72.863.438 Corin _intron1 I G C C C |rs33354154
72.864.085 Corin__intron1 I T C C C |rs31533483
72.866.613 Corin _intron1 I C T T T |rs31534994
72.866.727 Corin__intron1 [ C T T T |[rs29682858
72.867.059 Corin__intron1 [ T G G G |rs29544302
72.868.763 Corin__intron1 [ G A A A |rs33612655
72.868.790 Corin__intron1 I T C C C |rs33034580
72.868.939 Corin _intron1 I T C C C |rs33510964
72.869.079 Corin__intron1 I T C C C |rs29526775
72.869.177 Corin _intron1 [ T A A A |rs31534998
72.869.687 Corin__intron1 [ G A A A |rs31535000
72.869.851 Corin__intron1 [ T C C C |rs29678208
72.869.977 Corin__intron1 [ C T T T |rs31535001
72.870.036 Corin__intron1 I T C C C |rs33674376
72.870.846 Corin _intron1 I T C C C |rs29631002
72.870.864 Corin__intron1 I C T T T |rs31535887
72.871.723 Corin _intron1 I G A A A |rs31535891
72.874.354 Corin__intron1 [ C T T T |rs31537276
72.880.073 Corin__intron1 I A T T T |rs33187447
72.880.347 Corin__intron1 [ C T T T |rs33556387
72.881.687 Corin__intron1 I A G G G |rs29678644
72.881.695 Corin _intron1 I T C C C |rs33300493
72.881.896 Corin__intron1 I A C C C |rs33669525
72.882.461 Corin _intron1 I A G G G |rs33642467
72.882.599 Corin__intron1 [ T C C C |rs29680354
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Tabelle A3: Annotierte SNPs im Nob7.10-Fragment (fortgesetzt)

SNPs data downloaded from Mouse Phenome Database (http://www.jax.org/phenome)

Pos_Chr 5 dbSNP 3|23
(Mbp), NCBI [ NCBI Gen-Annotation 128 S @ | 2| < |dosSNP ID

Build 37 Annotation| = 5188

(%) O Z Z
72.885.539 Corin__intron1 I C T T T |rs31539608
72.886.877 Corin_intron1 [ T C C C |rs29581748
72.887.074 Corin__intron1 I C A A A |rs33079144
72.887.173 Corin _intron1 [ C T T T |rs31539610
72.887.199 Corin__intron1 I A G G G |rs33443091
72.887.332 Corin _intron1 [ G A A A |rs33383576
72.887.392 Corin_intron1 [ G A A A |rs29546745
72.887.880 Corin__intron1 I C G G G |rs33651837
72.887.891 Corin_intron1 [ T C C C |rs29585729
72.887.910 Corin__intron1 I C T T T |rs33497761
72.893.073 Corin _intron1 I A C C C |rs29558760
72.893.245 Corin__intron1 I A G G G |rs29821164
72.893.418 Corin _intron1 [ T C C C |rs33479331
72.893.650 Corin_intron1 [ G A A A |rs33051943
72.893.673 Corin__intron1 I G C C C |rs33065405
72.893.741 Corin__intron1 [ G T T T |[rs33641059
72.894.077 Corin__intron1 I C T T T |rs29672975
72.894.259 Corin _intron1 [ G A A A |rs29513378
72.895.053 Corin__intron1 I A G G G |rs29672239
72.995.337 Cngal UTR u T G G G |rs31537882
73.123.583 Txk _intron3 [ G C C C | rs3710735
73.152.037 Tec intron14 I G A A A | rs6259856
73.188.279 Tec intron3 [ A G G G | rs6340166
73.345.508 Slain2 intron1 I C T T T | rs3669361
73.519.551 Fryl intron8 I C T C C | rs6409508
73.587.235 Fryl intron2 I G G G G | rs3090429
73.700.837 Ociad1 intron7 I T G T T | rs4225267
73.733.816 C T T C | rs3707918
73.733.955 A G G A | rs3708666
73.915.675 Dcun1d4 intron5 [ A G G A | rs6366606
74.027.161 Sqgcb intron5 I T T T T | rs3670420
74.033.683 Sgcb intron2 [ G G G G | rs4138743
74.052.186 Spata18 intron4 [ T C C T |rs13478325
74.061.192 Spata18 intron7 [ A G G A | rs3689647
74.219.749 A A G A | rs6163111
74.266.175 A A G A | rs3672427
74.594.595 Rasl11b exon4 Cs Taa4 | A G G G |rs13478326
74.595.178 Rasl11b UTR u T T C T |rs29566744
74.791.288 A A G A | rs6161105
74.815.531 C C T C | rs6354067
74.855.253 Scfd2 intron4 [ A A G A | rs3672514
74.876.268 Scfd2 intron3 [ G G T G | rs3700540
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Tabelle A 4: Primer zur Sequenzierung der Kandidatengene

PCR-Produkt-

Symbol Primersequenz Nummer Template Gewebe Linge (bp)
Centd1 CAGGTTTGAGCACATGAACAG S1 genomische DNA 608
CTTCTGGACAGAGCAGGTCA S2
GCGAAGTAAATGCGGACATC S3 cDNA Gehirn 705
GCGGGAAGCTTTCTAATACG S4
TTACCAAGAGGGCTGTGGAG S5 cDNA Gehirn 652
CGGGGTATCCAAATGTCTTC S6
AGAGGAAGCAGCCACTACAAG S7 cDNA Gehirn 658
CAACTGTGATGCAAGTGATGG S8
ACGGCGATATCCACAGTCC S9 cDNA Gehirn 658
TGCTCCAAATACTGGCATCC S10
ACTGGGCATCCATCAATCTC S11 cDNA Gehirn 697
GTGGTGCACCTGTCGTTTTC S12
CCCAATCCTCCTTCCTCTG S13 cDNA Gehirn 683
TGCGTTACCATCTGTACCTG S14
TGCAGGAGCTAACAATCAGC S15 cDNA Gehirn 625
CAGGATGAAAAGACCATTGC S16
CAGGGTTCAGAAATGCTCAG S17 cDNA Gehirn 689
TCTTGTCGTGTTTGCTGCTC S18
GCCTGGTTCTGCGTATCTTG S19 cDNA Gehirn 651
GCACGATTTCGGAGTTTCTC S20
TGGAGGTTTACCTCTGATTCC S21 cDNA Gehirn 514
GCTTGATTTCTGTCCTGCAC S22
3110047P20Rik |CCGGAACAGACCCAAGAATC S23 cDNA Gehirn, Hoden 667
GGATAAGGCACCGGAGTTTC S24
ACGAAGCTAGGAAGCTCTGG S25 cDNA Gehirn, Hoden 705
TTGTGTGCATCTCTCGAAGG S26
CCCCTGAGAGTACCTTACCTG S27 cDNA Gehirn, Hoden 674
GAACTCACAACAGGCAGCAG S28
CAACTACTCGCAGGAAAAGG S29 cDNA Gehirn, Hoden 708
TGGCCACAGAAAGCATATACC S30
GCTAGAGGCCAGCAAAGATG S31 cDNA Gehirn, Hoden 670
AACGCCACTGGTTGACAAAG S32
AAACGGGGACTGTATCATCG S33 cDNA Gehirn, Hoden 668
GACTGACTGCCAGCACTTTG S34
GCAACATCTTGACCACTTTGC S35 cDNA Gehirn, Hoden 664
TTCAACGCAGCATCTACACG S36
AGTGATGAGACTGGCTGACG S37 cDNA Gehirn, Hoden 674
CTCTCTTCTGGGGGAGATGG S38
GGGAGTTCGAGGGAGGATAG N1 cDNA Gehirn, Hoden 603
AGGAAGGGCGGTGAGATTAC N2
AGAGGTGTAGGAGGCGACAA N3 cDNA Gehirn, Hoden 624
GACAGCAGCATCCAAAATCA N4
GGGTTGGAATTTCAGGTCAT N5 cDNA Gehirn, Hoden 601
CCATCTCTGGGATTTTCACG N6
ACTCTGTGCCAGCAGCCTAT N7 cDNA Gehirn, Hoden 635
GGAGTGCTGCAGGATTTCAT N8
CGATTGCCTTCCTACTTGG N9 genomische DNA 592
TTCTGAGGTTGGGTCAGGAT N10
TATAAAAATCCCCCGATTGC N11 genomische DNA 561
CAGGTTGCACCGAGAAGAG N12
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Tabelle A 4: Primer zur Sequenzierung der Kandidatengene (fortgesetzt)

PCR-Produkt-

Symbol Primersequenz Nummer Template Gewebe Linge (bp)

0610040J01Rik |CGGGTCACTAAACATCATGG S39 genomische DNA 551
GGTTTGGTGGCTGATTATGG S40
AGACCAGAGTCCAGTCACCTG S41 genomische DNA 701
GCTCTGCAGTCTCCATGTCC S42
CCTGGGTAGCCACCATAGAC S43 genomische DNA 739
GGGATGCCCTATACAGCAAG S44

Aa536743 ATGGACACCCGGAATACATC S45 cDNA Gehirn, Hoden 799
GCCCTTTTGGGTTTGATCC S46
CGAGCTCCTGCATTCAATC N13 cDNA Gehirn, Hoden 655
TCCCACTGTGTGCAGATGAT N14

Tir1 AAGAACTCAGGCGAGCAGAG S47 cDNA Gehirn, Leber 688
AGTGCTAACGTGCCGAAGAG S48
TACAGTTCCTGGGGTTGAGC S49 cDNA Gehirn, Leber 643
AAGTCCACATGCAGAAATGG S50
AACACACATGGTCCACATGC S51 cDNA Gehirn, Leber 642
CCCTCCACCACTTCTCTTGC S52
CTCAGTTTCCCATCCCTCTG S53 cDNA Gehirn, Leber 696
GCCAGCAAGATGAGGATTAAG S54
CAAGTCCATCTTTGTGCTGTC S55 genomische DNA 342
TCCCCAGAGCAGCAACATC S56

Tiré GTTTCCTGTGGCTTCAGACC S57 genomische DNA 670
GGAAAGTCAGCTTCGTCAGG S58
CTGGATGTCTCACACAATCG S59 genomische DNA 685
TGTTCATCTCAGCAAACACC S60
CTGAGAGAATCGACAGGGAAG S61 genomische DNA 669
CAGAGGGATGGGAAACTGAG S62
GCATCCCTAAAGATGTCACC S63 genomische DNA 671
GTTCTCCACAATGCTCTTGC S64
CCTCCAGTTCCATGCTTTTG S65 genomische DNA 706
ACCAACTTCCTCCAATCAGG S66

9130005N14Rik |GCCTTCCCATACCCAGATCC S67b genomische DNA 424
TGATCTCAGGCTGCTCTTCC S68b
ACATGGAAGAGCAGCCTGAG S69 cDNA Gehirn, Hoden 683
CTGCTTCTCCTTCTCCTTGG S70
CGGAGGTCTGGATGCTTTAG S71 cDNA Gehirn, Hoden 694
TGCAGTGACTTCAGCCAGAC S72
AAAGCGTGGTGTCGATAGATG S73 cDNA Gehirn, Hoden 600
GCTTGTAGTGTCCTCAAATGG S74

Wdr19 TGGAGCCTTTGAAATGAAGC S75 cDNA Gehirn, Hoden 645
AGCATTTTCTTGCCAACCAC S76
AGTAACCAGGAAGGCGACAC S77 cDNA Gehirn, Hoden 700
AGAGCCCTACTGCGACAAAG S78
TGCATGTCTTCCTGACCAAG S79 cDNA Gehirn, Hoden 673
GGCCAGTTTTCCCAAAGAAC S80
TGATGCGACCTATGAGATTCC S81 cDNA Gehirn, Hoden 600
CAGTTGGATGCCAGGTACAG S82
ATGTTGGCACAGTGATGTCG S83 cDNA Gehirn, Hoden 679
CGGATGACACTGTTCCATTG S84
GCGAACTTCTCCCTCATGTC S85 cDNA Gehirn, Hoden 701
TGCAGACTGCTCTTCTCTGG S86
AGGCCAAAGATGAACTGCTG S87 cDNA Gehirn, Hoden 664
AACATGTGTCGGCCTGTTG S88
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Tabelle A 4: Primer zur Sequenzierung der Kandidatengene (fortgesetzt)

PCR-Produkt-

Symbol Primersequenz Nummer Template Gewebe Linge (bp)

Wdr19 GAGACAGAAGAGGCCACCAC S89 cDNA Gehirn, Hoden 513
CAGAGCACAGAACACACAGG S90

Mils CATTTTCCCAGAGCGAGAAG S95 genomische DNA 505
AGGGACAGGCAGGAGAAAG S96
CTCTTGGGTTCCCACTGAAG S97 cDNA Gehirn 739
CTGTCAATCCCCATGCAGTC S98
CGGTACTGATGTAACCAGGTG S99 cDNA Gehimn 663
TGGCTCTCTACAGGAGGTCTG S100
ATCAAAGCATGGATGGATCG S101 cDNA Gehimn 609
TTCTGTGGATTCCGAGCTTC S102
AGAGTGCCCTGTTCTCAAGC S103 cDNA Gehirn 650
CAGGAGAAGATGGCGGTATG S104
GCTTTGGAAAGGATCAGCAC S105 cDNA Gehirn 529
GACCTGGCAAAGAATTGAGC S106
AGTTACAGGCGGTTGTGAGC S107 genomische DNA 447
TTCCGAAAGGAATGGTGATG S108

Abhd1 CTTGCCCTAGGGATTCAGTG S109 genomische DNA 631
GTATAGGGGGAGCACCCTTC S110
TGCTGGACACTTGACTGTGG S111 genomische DNA 660
TAGGGTCCGGGTAGTGAGTG S112
CCAGTGAAGTCCTCCAGACC S113 genomische DNA 712
GGAACACTGGGACAGAAGAGG S114
GCCTGGGTTTGTTCATCTTG S115 genomische DNA 660
AGAGAACAGGGGTGTGGATG S116
GCTACACATCTGTGGCTTTTG S117 genomische DNA 687
GTGCTGGCACTTGCTGTTAG S118

2310045A20Rik |CCCAGGACAGAACAGAGCAC S119 cDNA Gehirn, Leber 653
GTGACCATGGGGTAGTCCAC S120
GTGTCCTCTGGAAAGTGATGC S121 cDNA Gehirn, Leber 682
CTGGACTGTTGCAGCATACG S122
TGGACCGGTGAAATACTATCG S123 cDNA Gehirn, Leber 701
GCAGTGTGTGCTGATCAAGG S124
TACCAGGGTGTTGACAGCTAC S125 cDNA Gehirn, Leber 650
CCACCTTGTGCAGCTTTATG S126
AGGCAGAAGAAATGGGGAAC S127 cDNA Gehirn, Leber 660
CCAAGAACTCCAGGATGTGG S128
CCATCAAAACCAGTCCCAAG S129 cDNA Gehirn, Leber 729
TTCCGGGTAACCCTTGAATC S130

Ppp1cb CGTGACTCGTAGGTGAGAACG S133 cDNA Gehirn, Hoden 674
TCAGGTACGTCAGTGGGTCTC S134
TCATGGAGGACTGTCACCAG S135 cDNA Gehirn, Hoden 559
GGCTGGATGGTTTTACAGTG S136

Alox5ap AGGAAGAAGAGGGGGACAAG S137 genomische DNA 455
GTTTCTCACCAGCCCTTCAG S138
AGGCAAATTGGTGACACTCC S139 genomische DNA 546
TCAGTGCAGGCACTAAAGG S140
CATGGATCAAGAGGCTGTGG S141 cDNA Gehirn, Leber 601
GAGGGCAGCAAGATTGACAG S142




ANHANG

Tabelle A 4: Primer zur Sequenzierung der Kandidatengene (fortgesetzt)

PCR-Produkt-

Symbol Primersequenz Nummer Template Gewebe Lange (bp)

Tmem156 CCTGTCTGGAAGTGTGTTTCC S143 cDNA Hoden 627
ATCTCCGCACTTTCCTGTGG S144
TGTCATGAGGGGATCAATGG S145 cDNA Hoden 616
TCATTGTCATGGTGGGTAGC S146
GGGAGTGGCAATACATGACAG S159 genomische DNA 455
GTAAGGCCCTGGGTTTGACC S160

Rpl9 CTTTCGTAGCTGGCGATTCC S147 genomische DNA 529
CGTATGTCACACGCACAGG S148
CCGGTAACCGATGTTAATCC S149 genomische DNA 532
CATACCAGCCAGCAATCTCC S150
TGGGGAAACTGAAGAAGAGG S151 genomische DNA 494
GGTTGGAATTGAACCTCCTG S152
GATGACAGGAGGTTCAATTCC S153 genomische DNA 391
ACGAGCAGAGCACACACAAC S154
TGGGGTGTGTATGCCACTG S155 genomische DNA 510
TTGCTTGAGTATCGCTGACC S156

G6pd2 CATCTATTCTACCTGGCCTTGC S157 cDNA Gehirn, Hoden 560
TATCCATTGGCAGCTTCTCC S158

Kihl5 AGCTCGAGCAGGACTTCCA N17 cDNA Gehirn, Hoden 600
CAAGAGCTTGGCGATCTCA N18
ACATCGAGTGCTTGCTGTCC N19 cDNA Gehirn, Hoden 629
GGTCGAAAAAGGCAACTGAT N20

Recc1 AGCCCCGATAACGAATTACC N21 cDNA Gehirn, Hoden 625
TTTCCTTTTGCTTGTCACCA N22
TCTCAGAAGGATCCTGTCACC N23 cDNA Gehirn, Hoden 609
TGATTTGCAAGGCTGCTTAG N24
GGCAGTTGCATGAAGATGAA N25 cDNA Gehirn, Hoden 609
CAATGGACTCCAGCACTCCT N26
AGAAAAGAAAGCGCCACTGA N27 cDNA Gehirn, Hoden 629
GTGCTTGCCTCCTTCTTCAC N28
CAAGAGTGACAAGGCAGCAG N29 cDNA Gehirn, Hoden 603
CTGTAGCCCAATTCCTGACA N30
CCGCCTCACTCAAGAACATA N31 cDNA Gehirn, Hoden 615
GGGGGATTTTTAAACCCTCTT N32
CATCATGGATGAGGTCGATG N33 cDNA Gehirn, Hoden 629
TCCGGATCTGATTGTCCACT N34
CCAAGGCTGATTCTCAGAGG N35 cDNA Gehirn, Hoden 635
CCAGCTGCTAACTTCCATGA N36
CTGGGGAAGCACTCGTCTAC N37 cDNA Gehirn, Hoden 608
ACTGGCCGAGAGGGTAAGTT N38
CCACCTGACCCCATACTCAC N39 cDNA Gehirn, Hoden 634
AAAAATTGAGCATTGTTCCTCT N40

Lias TGACTCAAGCGACGAGTTGT N65 cDNA Gehirn, Hoden 607
TAATCCAGACCCCACTCTGC NG66
CATGGCTAAAGACAAAGATACCC N67 cDNA Gehirn, Hoden 611
GCCCAGCATTATCGATGTTT N68
CAAAAATCCTCGTGGAATGC N69 cDNA Gehirn, Hoden 631
GCCATCAGACCCTTCAGAAC N70

Ugdh ACTGGTGACCATTTCCAAGG S161 cDNA Gehirn 650
GAGAACGAGACTGCCTTTCC S162

Kib CCACTTCACTACGAGGTTCG S163 cDNA Gehirn 556
AGCCAGAGTGGAGATGAAGC S164
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Tabelle A 4: Primer zur Sequenzierung der Kandidatengene (fortgesetzt)

PCR-Produkt-

Symbol Primersequenz Nummer Template Gewebe Lange (bp)

Tbc1d1 CAGGAAACAGCTATGAC TAf pCR2.1-TOPO 643
CAGCATCTTTGAGTGCAAGC T1r
AGCCGAGGTACGAAGACTCA T2f pCR2.1-TOPO 671
AGAGAACCACCTCATCGGTG T2r
TCCTTCTCACAGCCTGGACT T3f pCR2.1-TOPO 510
TCCCTCTATCCTTTCGCAGA T3r
ATTCATCTGCCGAGAGTGCT T4f pCR2.1-TOPO 569
GGCCTCTGGCTTTATTACCC T4r
GAAACGAGCAGCGAGAGAAT T5f pCR2.1-TOPO 501
CAGGGCACTCTACTGGGAAA T5r
GTGACTCAGAGGGCCACATT T6f pCR2.1-TOPO 227
CAGGTGGTTTGCTTTGGATT T6r
CGTTCAGAAGGAGAGCCAAC T7f pCR2.1-TOPO 508
AGCTTGAGGCGTTTGTTCAG T7r
CCCTTTAGAACCGGTGTGTG T8f pCR2.1-TOPO 571
CTGGTCCAGAAGCGAGTAGG T8r
AAGGACGTGCCCTACAAAGA Tof pCR2.1-TOPO 612
CAGGTTGGGGAGTGTGTTCT T9r
CCTTCAGGGATCAGAGGTCA T10f pCR2.1-TOPO 559
TGGTGCACAGTCTCTTCTGG T10r
AGCGAGAGTAAGCTGAAGCAG T11f pCR2.1-TOPO 472
GTAAAACGACGGCCAGTG T11r
CAGCCAGAGGTACAAACTCC ex18for | genomische DNA 709
CTGGGCCAACTTCATAATCC ex18rev
GCATCCATGGCTGATAGAGG P1f genomische DNA 622
AGGCACCAGGCAGCTATCTC P1r
CTGGAACCCAAAGGGTGAG P2f genomische DNA 488
TTCCAGAAGGTCACCACGTC P2r
GGTAGATGAGGTGGCTCTGG P3f genomische DNA 614
ACCTCTCAAAGCACCATTCC P3r
CTAACCCCACATGGCAGCTA P4f genomische DNA 554
GTGCGAGGTTCTCAGCAGGT P4r
AGAGAAGCAGGATCCCTCAG P5f genomische DNA 707

CTCAGCTGGCTGTGCTCTTG

P5r
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