Inhaltsverzeichnis 1

1 ZUSAMMENRFASSUNG ...ttt e et e e et e e et e e e e e et e et e e eb e e et e e ebeeenaeeeen 3
S Y1 22N 4
2 EINLEITUNG ..ottt ettt et e e et e et e e e e e et e e et e e et e s b e e eaesebsseaeeenneeees 5
2.1 DAS HUMAN GENOME PROJECT ...ttt et e e e e e e e et e e e e e taeeneen 5
2.2 ERSTELLEN VON KARTEN .1 tttitutteitetteet e et eseete e et eaaest e et e s e et e ea s s e et s ea s s eeaeeassansessenassneesaeeneen 5
2.3 CHROMOSOM 11 — EIN KURZER UBERBLICK ......uvvteeeeeeee e eeee e e eee e e eeee e e e et eeeaee e e e s s eeenneeeeeaas 6
B 11 = ] =] (] N 0t I =1t 1 SN 7
2.4.1 BiSherige KAITEN ......coiiiiiiiiiiii 7
N (= 1 g [ (I =T o =N 7
2.4.3 Chromosomale ADEITALIONEN .........iieuii et e e e e e e e e e e e e esenes 11
DA | = I = = AN = =1 = I P 12
G 1Y N I 4 T 13
G IR R @ T [T N[0 I =T | o] =S 13
B P02V =17 @ ] = P 13
3.3 EST-MARKER, GENOMISCHE MARKER, ANONYME CDNA-PROBEN .......cccuiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 14
B I S N = 7Y N2 = P 15
B IR =L NP7 Y =T [ 5T 15
B I IO T =Y 112N I = N P 15
3.7 MEMBRANEN UND FILME ..ouitiiiiiii ittt et e e e e e e e et e e et e et e e e e eans 16
BT SIS Yo TN = =P 16
T I [ ] =\ N 17
4.1 ISOLIERUNG VON DN A o ittt ettt et e e e e e et e e et e e e e et e e e aeeaeeanas 17
4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA nach der ,Rapid-Boiling-Methode” ..............cccvvvvvvviiiiiiininnnns 17
4.1.2 Isolierung vON DNA QUS PAC-KIONEN ......uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibebbbeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 17
4.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA durch ,Alkalische LySe" ..........ccooveiiiiiiiiieiiieeiine e 17
4.1.4 I1solierung VON DNA UDEI SAUIEN .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb eeeeeeeeerane 18
4.1.5 Isolierung von YAC-DNA aus HefeZellEN ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiivieiveveeeeeieeeeeeeneees 18
4.1.6 Isolierung genomischer DNA aus Plazenta .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieee. 19
4.1.7 Aufreinigung von DNA auS AQArOSEOEIEN .......uuuuruuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrieeereeeeeeeeeeeeeeerereree 19
4.2 ISOLIERUNG VON RN A Lottt ettt e e e e e e et e e e et e et e e e e teeanas 19
4.2.1 Praparation von Gesamt-RNA QuS GEWEDEN ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeneeeee. 19
4.2.2 Praparation von Gesamt-RNA QUS ZElIEN...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieeieeeeeeeeeeee 20
4.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN .....civuiiteiieitieeneeieeteeeeeteeeaeeenesseeneeenesseennns 20
i e O ol I =To N1 = VR 20
4.4.1 KONVENTIONEIIE PCR.....ei et e e e e e e e et e e b e eean 20
N 11 Y = O = N 21
4.4.3 1S0lierung VON ENAPIODEN ... ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbiiibbbbbbbb bbb beeeeeebeeeeeeee 21
4.5, GELELEKTROPHORESEN ...cuuituitneiteeteeteeteea st eeaesa st e et e sa et s et s sae st seasene st eeaeeneeseenaseneetanennns 23
4.5.1 DNA-AQAroSegelelekirOPNOrESE. .. ... i utuiiiiiitiiiiiitibbbbbbbbbbbbbbb bbb ebeberrrrene 23
4.5.2 RNA-AQaroSegelelekirOpNOrESE. .. ... i uuiiiiiiiiiiiiiieibibbbbbbbbbbbbb bbb beeeebeereeeee 24
4.6 TRANSFER VON NUKLEINSAUREN AUF NYLONMEMBRANEN ... ...cituiitieeteetneeteeneeteetesneereesaeeneeraeennns 24
S To 101 a1 T =] o] 11 oo TP 24
v Lol g1 a1 ¢ p T =1 o (1T RPN 24
4.6.3 Herstellung vON KOIONIETIEIMN ... ...uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiiibib bbb eeeeeeeeeeeee 25
4.7 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DINA . ..ottt e e e e eaaas 25
4 B HYBRIDISIERUNG .. cuuivutitneiteet et ettt eee et e et e e et e et e e e et e et sea e et e et e sa e et s ea e sne s s eeaesnsssneenaeeneereennns 25
v 11 (=T4 )Y/ o 40 LK1= (U oo TP 25
4.8.2 Hybridisierung VON AQarOSEQEIEIN .........uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiieitiiiereereeeebreeeeeeee bbb 26
4.9 KLONIERUNGSTECHNIKEN ..euuittitneiteet st eetestesteesesnestseaesassseesesn st seseenestasesesnesseenaesneeraeennns 26
4.,9.1 RESHIKIHONSVEITAU ... .ceuiiiiiieiieeee ettt e e e e e et e et e e et e e e e e eb e e eb e e et eeeaneeeen 26
e N o =i o] o TP 26
e R T W= £ 553 {0 =1 1] o N 27
4.9.4 Herstellung KOMPEtenter ZEIEN ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibibb bbb 27
4,10 ZELLKULTURTECHNIKEN L. et utttttetteet et eet e st est e et esae st e ea e sae st e ea e sa e st eeassneeaeeaesnessneesaeeneereennns 27
O R B4V =T T[T RPN 27

O B I =1 411 (=1 < 1o o T 27



Inhaltsverzeichnis 2

4. 11 EXONTRAPPING ...ettttetttnuaeeetteeesttuas s e e eeeeessseeaa s e e ettt e e se b r e e e e et e e e e e e s s e e e e et e e e bbb e s e e e e e e e nnnna s n e e s 28
N S =@ 1 = Nz | =1 LN P 29
4,13 SEQUENZANALYSEN ...uietuietuieetuteetuseeteestsestaestaeetnaetaeetaeetneetnaetneetneetneetntertnrersnsersnsersniees 29
4. 14 IN SITU HYBRIDISIERUNG ...t ettttttttiss e e e et eeestbs e e e e e et e et s e e e e e e e e eebe s n e e e e et e e anbann e e e e e e e nnnnn e e s 29
4.14.1 Herstellung der RNA-PIODE ... ...uuuutiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiebebeeibbeeebeeeeeeseeeebeeseeeeeeeseeeeeeeeeserreeene 29
4.14.2 In situ Hybridisierung auf SCHNITE .............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
4.14.3 Whole mount in Situ HYDIdISIEIUNG ........uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiribieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 32
4.14.4 Gelatine/Albumin-Einbettung von Embryonen und Vibratomschnitte..............cccccvvvviiinnn. 33
BERGEBNISSE..... oo 34
5.1 ERGEBNISSE AUS DEM PAC-KLONBANKEN SCREENING ......cutuuuiiteetttertttiiaeeeseeestniinnaeesseesnnnnnnees 34
5.2 ERSTELLUNG DES PAC-CONTIGS ..tettttiiiieeeetieeitiias e e e et eeetti e e e e et et e e e e e e esnn e e e e e e ennnne e 36
5.2.1 Hybridisierungen auf KolONIEfilter ... 36
5.2.2 Hybridisierungen auf Southern BlOtS ...........cccccccii 37
5.2.3 Identifizierung neuer PAC-Klone mit PAC-ENdproben .........cccccccoiiiiiiiiiiiiii 39
5.2.4 Bestimmung der Insertgrof3e der PAC-KIONE ... 40
5.2.5 Erstellung des sequenzierfertigen 4,5 Mb PAC-CONtgS .........ccovvviiiiiiiiiiii, 41
5.2.6 Genaue Lokalisation bekannter Gene mit Hilfe des PAC-Contigs...........ccccccvvviiiiiiinnnn. 43

5.3 ERGEBNISSE AUS DEM EXONTRAPPING.......ceettieitttiiiieeeteeetiiis e e e ettt e e e e e eesnb e e e e e e ennnna e 43
5.3.1 Prinzip des EXONraPPINGS . .ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 43
5.3.2 Analyse der Klone aus dem EXONrapping.........cccuviiiiiiiiiiiiii 44
5.3.3 Beschreibung der identifizierten EXONS ... 45
5.3.4 Northern Blot ANAIYSEN ........coiiiiiiiii 49
5.3.5 Charakterisierung durch in situ HybridiSierungen...........cccccccoiiiiiiiii 51

5.4 ERGEBNISSE AUS DEN SEQUENZANALYSEN ...u.tttuititnittteetteeatesetesatesstesaneesnessnesanessniersnnersnaees 53
5.4.1 DatenbanKVergleiCNe .........oooviiiiiiiii 53
5.4.2 Northern Blot ANAIYSEN ........ooiiiiiiiiii 60
5.4.3 Charakterisierung durch in situ HybridiSierungen...........ccccccooiiiiiiiiii 61

B DISKUSSION. ... 62
7 LITERATURVERZEICHNIS ... 69
8. ANHANG ... 79
8.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ....teetteetttiiiseeeeeeessssia s e e e e e eestss s e e e e e e eesnbe e a e e e e e e e ee bbb nr e e e e e e ennnna e e s 79

8.2 INTERNE TADRESSEN ... .tuttuittittstteneneenstet st taeaea et sttt tastasea et strststsseas st senstasssetrenrenrenns 80



