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Beim Abbau verzwegtkettiger Fettsduren kommt der Enzymklasse der Racemasen eine wichtige
Funktion zu. Von den natrlich vorkommenden Diastereomeren a-methylverzweigter Fettsduren
koénnen lediglich die (S)-Stereoisomere aufgrund der Stereospezifitét der beteiligten Enzyme welter
oxidativ abgebaut werden. Um auch die (R-lsomere zu metaboliseren, it deshdb ene
Racemiserung der (R)- zu den entsprechenden (S)-Stereomeren erforderlich. In der Ratte konnte
1994 eine a-Methylacyl-CoA-Racemase nachgewiesen werden (Schmitz et al., 1994), die die
methylverzweigten Fettsturen as CoA-Ester racemisiert. Mit der vorliegenden Arbeit sollte die a-
Methylacyl-CoA-Racemase aus humanem Gewebe isoliert und charakterisert werden. Zu diesem
Zweck mulde zuerst en gedgnetes Vefahren zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitét der
Racemase entwickelt werden.

3.1 Enzymatische Bestimmung der a-M ethylacyl-CoA-Racemase

Anaog der Methylmalonyl-CoA-Racemase katalysert die a-Methylacyl-CoA-Racemase vermutlich
die Umkehr der Konfiguration am Stereozentrum durch den Austausch des «-stdndigen Protons
gegen en Proton aus Wasser (Stabler et al., 1985). Be der Aktivitdsbestimmung der a-
Methylacyl-CoA-Racemase macht man dch diesen Resktionsmechaniamus zunutze, wobel die
[BH]H,O-Freisatzung aus entsprechend markierten Substraten gemessen wird (Schmitz et al.,
1994). Diese radiometrische Methode wurde andog zu der von Rhead und Mitarbeitern
beschriebenen Bestimmung des freigesetzten [3H]H,O aus [2,3-3H]Butyryl-CoA entwickelt (Rhead
et al., 1981). Der Vortel dieser indirekten Messung gegentiber der direkten Bestimmung der
Racemaseaktivitét anhand einer gaschromatographischen Produktanalyse (3.3.10.2) liegt in ihrer
hohen Empfindlichkeit und schnellen Durchfiinrbarkeit. Hierbei wird durch den Einsatz von [2-2H]
markiertem Pristanoyl-CoA nach Inkubation mit Enzympréparaten das freigesetzte [3H]H,O durch
reversed phase Chromatographie vom Substrat abgetrennt und durch Hissgketszintillations-
messung quantifiziert.

Die Ausbeute an [3H]H,O liegt bei dieser Methode bel 95 %, wobei das Substrat zu 99,8 % an das
Saulenmaterial  Lichoprep RP-18 gebunden bleibt (2.25.1). Um ene Mizdlen-Bildung und
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unspezifische  Subdratbindungen moglichst gering zu hdten und noch intakte Organelen
aufzubrechen, wurde in Rohextrakten bzw. nur schwach angereicherten Enzymprdparationen, wie
subzd luléren Fraktionen, 0,2 % Nonidet P-40 a's Detergenz zugegeben.

Fur die Ratte konnte gezeigt werden, dal? die Aktivitét der «-Methylacyl-CoA-Dehydrogenase und
a-Methylacyl-CoA-Oxidase in keinem quantitativen Zusammenhang zur Bildung von [3H]H,O aus
[2-*H]Pristanoyl-CoA  deht (Schmitz et al., 1994). Be der [H]H,O-Freisstzung aus
[2,3-°H]Butyryl-CoA konnte Rhead dagegen enen dggnifikanten Einflul der beteligten
Dehydrogenasen und Oxidasen nachweisen (Rhead et al., 1981). Fir die humane Racemase mulde
deswegen zunéchst sichergestellt werden, dald die [3H]H,O-Bildung aus [2-*H]Pristanoyl-CoA nicht
durch die Aktivitdt konkurrierender Enzyme, sondern in erser Linie auf die Racemase sdbst
zurtickgeht.

Wie sch im weiteren Verlauf der Arbeiten schliefdich zeigte, basiert auch in menschlichen Geweben
die [*H]H,O-Freisetzung aus [2-*H]Pristanoyl-CoA fast ausschlieflich auf der Aktivitst der
a-Methylacyl-CoA-Racemase. Dies trifft nicht nur auf das gereinigte Enzym, sondern auch bereits
auf Rohextrakte zu (3.3.10.2).

Die radiometrische [3H]H,O-Meli3methode wurde aus diesen Griinden as Standardverfahren zur
Verfolgung der Proteinreinigung und zur Untersuchung der enzymatischen Eigenschaften der humanen
a-Methylacyl-CoA-Racemase eingesetzt.

3.2 Praparation und Reinigung von humaner a-Methylacyl-CoA-

Racemase

Als Ausgangamaterid fir die Renigung der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase diente
menschliche Leber, die innerhadb von 24 h p.m. eingefroren und bei —20°C gelagert wurde. Der
Rohextrakt wurde aus 235 g Humanleber durch Homogenisierung mittels Ultraturrax und Ultraschall,
wie in 2.2.2.5 beschrieben, hergestdlt. Anschlief3end erfolgte eine 60 %ige Ammoniumsulfatfdlung
des Humanleberextrakts, wie unter Punkt 2.2.2.4 dargestelt. Alle Reinigungschritte erfolgten bel
einer Temperatur von 4°C, zur Stabiliserung des Enzyms wurde, soweit nicht anders erwéahnt, 10

mM Na/K/P;-Puffer, pH 6.8 eingesetzt.
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3.2.1 Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Cdlulose

Das didysete Retentat aus der Ammoniumsulfatfalung wurde auf eine DEAE-Cdlulose-Saule
(500 ml SV, &quilibriert mit Phosphatpuffer, Flul¥rate: 1 mi/min) aufgetragen und der ungebundene
Protenanteill mit 2 SV Phosphatpuffer ausgewaschen. Die Elution efolgte mit 451 enes
hyperbolischen Gradienten von 0-0,3 M NaCl in Phosphatpuffer (2.2.4.1.2). Fraktionen a 25 mi
wurden auf ihre enzymatische Aktivitét und den Proteingehdt Uberpriift und die aktiven Fraktionen
im Bereich von 50 — 150 mM des NaCl-Gradienten vereinigt.

cpm  pg/ml mMm
5000 7
4000 - — 300
3000 T
— 200
; [cpm]
: — 100 | 7 Proteingehalt
1000 1. [ug/ml]
e N L | NaCl-Gradient
! [mM]

15 24 33 42 51 60 69 78 87 95 Frkt.

Abb. 3-1: DEAE-Chromatographie zur Reinigung der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase.
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3.2.2 Hydroxylapatitchromatographie

Zur weiteren Auftrennung wurde eine Hydroxylgpatitsiule mit eénem Sdulenvolumen von 250 ml mit
Phosphatpuffer aquilibriert und die vereinigten DEAE-Fraktionen aufgetragen (Hul¥ate: 1,2 ml/min).
Die Saule wurde mit einem Saulenvolumen Phosphatpuffer ausgewaschen und mit 10 SV enes
linearen Phosphatgradienten von 10 - 500 mM Na/K/P;, pH 6.8 duiert (2.2.4.1.3). Die aktiven
Fraktionen a 26 ml im Bereich von 120 - 180 mM [PO,]* wurden mittels Ultr&filtration (cut off: 30
kD) entsdzt und auf 10 ml konzentriert.

30001 T 4500
- 4000
25001
- 3500
20001 - 3000
- 2500 500
1500+
- 2000 400
1000+ - 1500 300 | — Akutvitat
- [cpm]
- 1000 200 Proteingehalt
500 [g/mi]
| SCD 1m - - - PhOSphaIgradlent
[mM]
0 0

2 10 18 26 34 42 50 58  Frkt.

Abb. 3-2: Hydroxylapatitchromatographie zur Reinigung der humanen «a-Methylacyl-CoA-

Racemase.
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3.2.3 Gdfiltration

Die chromatographische Auftrennung nach Molekulargewicht wurde mit einer 500 ml Sephadex G-
100 superfine-Saule erreicht, die mit 250 mM NaCl in Phosphatpuffer, pH 6.8 aquilibriert wurde
(224.15). Nach Auftrag der konzentrierten HA-Fraktionen wurde mit einer Ful¥ate von
0,35 ml/min mit dem Auftragspuffer uiert. Nach Bestimmung der Aktivitét wurden die enzymeatisch
aktiven Fraktionen anschlief3end in einer Ultrdfiltrationszelle (Y M-30 Diaflo-Membran, cut of = 30
kDa; Amicon) auf 9 ml konzentriert.

3.2.4 Affinitatschromatographie an immobiliserten Farbstoffsdulen

Zur weiteren Reinigung wurde ene Affinitéschromatogrgphie an immobiliserten Farbstoffen
durchgefiihrt. Neun verschiedene immobiliserte Farbsioffsdulen Affinity Chromatography Media
(Sgma) wurden unter verschiedenen Elutionsbedingungen auf ihre  Einsaizmdglichkeit  zur
Aufreinigung untersucht (2.2.4.1.6). Nach Aquilibrierung der Saulen mit 10 mM Phosphatpuffer, pH
6.8 wurde Protein in einer Konzentration von 30 mg/ml SV aufgetragen und mit 3 SV Auftragspuffer
ausgewaschen. Die Proteinelution wurde mit je 6 SV der Elutionspuffer 1-7 durchgefihrt, die fir
jede Saule nacheinander eingesetzt wurden.

Aul%er von den Reective Ydlow-Saulen wurde das Enzym von dlen Saulenmateridien vollsténdig
gebunden, konnte aber nur von RB 72, RY 3 und RY 86 wieder duiert werden, wobel die letzteren
durch die unvollstdndige Bindung fir die weitere Reinigung nicht in Frage kamen. Ohne grofl¥eren
Aktivitatsverlugt gelang die Elution nur bei dem Saulenmaterid RB 72 (zur Ubersicht siehe Tab. 3-
1).
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Affinitats- Aktivitat [%]
chromatographiemedien | Durchlauf Elution
10 mM PP, 50uM  [50pM  |50uM  [10mM |1MPP, [10pM  |10mM
pH 6.8 FAD, NADH, [NADP, |PP, PH6.8 | AMP, Tris,
pH6.8 |pH6.8 |pH55 |pH55 pH6.8 [pH8S5
Cibacron Blue 36A
Agar ose (CB 36A) B B B B B B B B
Reactive Blue 4 (RB 4)
Reactive Blue 72 (RB 72) 05 % 37% | 02% B 14%|39%| 03% |90,0%
Reactive Brown 10 (RB 10)
Reactive Green 5 (RG 5)
Reactive Green 19 (RG 19)
Reactive Red 120 (RR 120)
Reactive Yellow 3 (RY 3) 40,0 % 50% | 20% | 18% | 22%|59%| _ |431%
Reactive Yellow 86 (RY 86) | 77.0% 35% B 30% | 05%|37%| _ |150%

Tab. 3-1: Affinitatschromatographie zur

Racemase an immobilisierten Farbstoffsiul en.

Reinigung der humanen «a-Methylacyl-CoA-

Zur weiteren Reinigung wurde schliefdich die Reactive Blue 72-Séule eingesetzt, wobel das Protein

durch eine pH-Erhdhung (10 mM Tris, pH 8.5) duiert werden konnte.

Das Proteinkonzentrat aus der Gelfiltration wurde auf die immobiliserte Farbstoffsdule Reactive
Blue RB 72 (44 ml SV, aquilibriert mit Phosphatpuffer, pH 6.8) gegeben und die ungebundenen
Proteine durch Nachwaschen mit 4 SV des gleichen Puffers entfernt. Die Elution erfolgte durch eine
pH-Erhéhung mit 4 SV 10 mM TrisHCI, pH 85, bel einer Durchflu¥ate von 60 mi/h. Das Elua

wurde mit einem Centriprep PM 30 Konzentrator auf 10 ml konzentriert und der Puffer wieder

gegen 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8 ausgetauscht.
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3.2.5 HPLC-Chromatographie

3.2.5.1 HPLC-Chromatographie an DEAE-Cellulose

Be der anschlielfenden HPLC-Chromatographie (2.2.4.2) wurde zuerst eine Fractoged EMD
DEAE-650-Saule (150 x 10 mm) eingeseizt, auf der das RB 72-Eluat aufgetrennt wurde (Flulyate
0,5 ml/min, Fraktionen & 1,25 ml). Nach der Aquilibrierung mit Phosphatpuffer und dem Auftrag der
Proteinlésung wurden mit 15 ml Startpuffer die ungebundenen Proteine ausgewaschen. Anschliel3end
wurde mit drei linearen NaCl-Gradienten von 0— 100 mM in 15 ml, 100 - 300 mM in 70 ml ud
300 - 1000 mM NaCl in 30 ml Phosphatpuffer duiert. Die enzymatisch aktiven Fraktionen wurden
mit Centriprep PM 30 Konzentratoren entsalzt und auf ein Endvolumen von 6 ml konzentriert. Nach
Aquilibrierung der DEAE-Saule mit Phosphatpuffer wurde das Proteinkonzentrat erneut appliziert
und die ungebundenen Proteine mit dem gleichen Puffer ausgewaschen. Zur Elution wurde ein NaCl-
Gradient angdlegt, von 0- 100 mM in 7,5 ml, 100 - 130 mM in 200 ml und 130 - 300 mM NaCl in
30 ml Phosphatpuffer (Flul¥ate 0,5 ml/min, Fraktionen &2,5 ml). Nach Austausch des Puffers gegen
1 mM Phosphatpuffer, pH 6.8, wurden die enzymatisch aktiven Fraktionen mit Centripreps PM 10
auf 8 ml konzentriert.
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cpm pg/mi
5000 -+ 3000
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------ - Proteingehalt
[ug/mi]
O T T T I T T I I 0
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Abb. 3-3: HPLC-EM-DEAE-Chromatographie | zur Reinigung der humanen «-Methylacyl-

CoA-Racemase.

Aktivitat [cpm]

Proteingehalt
[Hg/ml]

cpm pg/ml
4000 - + 2500
3500 -
; 1 2000
3000 { |
2500 1 + 1500
2000 { -
1500 { | T 1000
1000 { - 0
; ) 1500
500 1 ;
O T T T T I T T T I T T T 0
2 10 18 26 34 42 50 Frkt.

Abb. 3-4: HPLC-EM-DEAE-Chromatographie Il zur Reinigung der humanen «-Methylacyl-

CoA-Racemase.
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3.2.5.2 HPL C-Chromatographie an Hydr oxylapatit

Im letzten Reinigungsschritt zur Aufreinigung der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase wurde der
HPLC-DEAE-Pool auf einer Hydroxylapatit-HPLC-Saule Pentax HA, B54-Y390 (1 ml SV)
aufgetrennt. Die HA-Saule wurde hierzu mit 1 mM Phosphatpuffer, pH 6.8 &quilibriert, das
Konzentrat aufgetragen und mit vier aufeinander folgenden linearen NalK/P, -Gradienten euiert: 1—
10mM in 75 ml, 10— 100 mM in 225 ml, 100 — 200 mM in 7,5 ml und 200— 1000 mM in
7,5 ml (Ful¥ate 0,25 mi/min, Fraktionen a 1,25 ml) (2.2.4.2). Die Fraktionen, die Enzymaktivitét
zeigten, wurden vereinigt und im Centricon-10 entsalzt und konzentriert.

OD2801m
1,8

1,6 7

1,4 7

1,2 7

1,0 7

0,8 7
0,6 7
0,47

0

10 20 30 40 50 t[min]

Abb. 3-5: HPLC-Chromatographie an Hydroxylapatit zur Reinigung der humanen
a-Methylacyl-CoA-Racemase.
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3.2.6 Ubersicht der Aufreinigung der humanen «-Methylacyl-CoA-

Racemase

Die zur Reinigung der a-Methylacyl-CoA-Racemase eingesetzten Verfahren mit ihren jewelligen

Renigungsfektoren und Ausbeuten snd

in dar unten sehenden Tabdle schematisch

zusammengestdlt. Letztlich konnten aus 25 g Gesamtprotein einer Humanleber 162 pg hochreines

Enzym mit ener Aktivitd von 79 mU gewonnen werden, dso einer spezifischen Aktivité von

486 mU/mg. Das entspricht einer Ausbeute von 2,3 % und einem Reinigungsfaktor von 3583.

Protein Aktivitat | spezifische | Ausbeute | Reinigungs
Aktivitat faktor
[mg] [mU] [mU/mg] [%]

Humanleber- 25000 3390 0,136 100,00 1,0
homogenat
Rohextrakt 17040 3880 0,227 114,45 1,7
(NH4),SO4-Fallung 12670 3830 0,302 112,98 2,2
DEAE- 383,7 3570 9,31 105,31 68,4
Chromatographie
Hydr oxylapatit- 86,50 1610 18,6 47,50 137,3
Chromatographie
Géfiltration 50,14 1300 26,0 38,50 192,0
Affinitatschromato- 12,53 580 46,3 17,40 342,0
graphiean RB-72
HPLC-DEAE- 3,060 200 65,5 5,92 483,0
Chromatographie(l)
HPLC-DEAE- 1,360 192 141,0 557 1041,0
Chromatographie (1)
HPLC-HA- 0,162 78,7 485,8 2,32 3583,0
Chromatographie

Tab. 3-2: Reinigung der a-Methylacyl-CoA-Racemase aus menschlicher Leber.
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3.2.7 Analyse der Reinheit der préaparierten a-Methylacyl-CoA-

Racemase aus humaner L eber

3.2.7.1 HPLC-Chromatographie an WAEX-DEAE

Zur Uberpriffung der Reinheit wurde ein Aliquot der konzentrierten HPLC-HA-Fraktionen auf eine
Euramid WAEX-DEAE 1000/7-Saule (1 ml SV) appliziert. Auf die mit 0,1 mM Phosphatpuffer
aoilibrierte DEAE-WAEX-Saule wurde das Konzentrat in 0,1 mM [PO,]* aufgetragen, mit 15 mi
0,1 mM [PO,]* ausgewaschen und mit einem linearen NalK/P; -Gradienten von 0,1 — 20 mM in
30m duiet (Hul¥ate 05mi/min) (224.2). Das Elutiongorofil zeigt nur en enziges
Elutionsmaximum, das mit der Enzymaktivitét korreliert.

O D280nm
16000

14000 A

12000 A

10000 A

8000 A

6000 -

4000 -

2000 A

10 20 20 40 50  tmin]

Abb. 3-6: HPLC-Chromatographie an DEAE-WAEX zur Reinigung der humanen
a-Methylacyl-CoA-Racemase.
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3.2.7.2 SDS-PAGE-Analyse

Zur zusdzlichen Andyse der Renhet wurden die Hauptfraktionen der HPLC-
Hydroxylapatitchromatographie und der DEAE-Poal vor Auftrag auf enem 10 %igen SDS-Ge
aufgetrennt (Abb. 3-7) und mit Coomassie Blue angeférbt (2.2.3.1). Parald dazu wurden dieselben
Proben auf einem nativen Polyacrylamidgel unter nicht denaturierenden Bedingungen aufgetrennt, das
Gd in 0,5 cm brete Stiicke geschnitten und nach Elution unter Schiitteln (60 min, 4°C) in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6.8 die enzymatische Aktivitdt mit dem Standardassay bestimmt. Von den
Gedgtiicken wurde en Tell pardld angeféarbt, die einzelne sichtbare Bande korrelierte dabel mit der
gemessenen Aktivitét. Mit Hilfe des entsprechenden SDS-Gel's konnte so Uberpriift werden, dal3 die
einzige bei 45 kDa s chtbare Bande tatsachlich der aktiven Racemase entsprach.

66 kD
58 kD
44— «a-Methylacyl-CoA-Racemase

45 kD

30 kD

Abb. 3-7: 10%ige SDSPAGE der gereinigten a-Methylacyl-CoA-Racemase aus menschlicher
Leber: Proteinmarker (ST), HPLC-HA-Fraktionen mit dem hdchsten Reinheitsfaktor (1, 2, 3)
und HPLC-DEAE-Pool vor HPLC-Hydroxylapatitchromatographie (4).
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3.3 Biochemische Charakteriserung der humanen a-Methylacyl-

CoA-Racemase

3.3.1 Moalekular gewichtsbestimmung

3.3.1.1 Gdfiltration

Eichproteine: Triosephosphat-Isomerase (30 kDa), LDH (36 kDa), Ovabumin (48 kDa),
BSA (66 kDa), Cytochromoxidase (240 kDa)

Eine Ultrogel AcA 34-Saule (250 ml SV, 20 - 350 kD, 4°C) wurde nach Aguilibrierung mit 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6.8 zuerst mit verschiedenen Eichproteinen (0,5 ml, 1 mg/ml) be einer Hul¥ate
von 0,3ml/min kdibriert. Die eingesetzten Eichproteine snd in der unten sehenden Tabelle
aufgefihrt. Anschlief?end wurde die Proteinprobe (HA-Pool) mit der gleichen Durchflul¥ate
chromatographiert (0,5 ml Auftragsvolumen). Zur Bestimmung von o (Ausschlul3volumen) und Vs
(Sdzvolumen) wurden je 05m p-Nitrophenol (5mg/ml) und Dextranblau (2 mg/ml) mit
aufgetragen. Die Elution efolgte mit 05 M NaCl in 10 MM Phosphatpuffer, pH 6.8. Aus der
photometrischen Bestimmung der Eichproteine und der Messung der Enzymektivité in den
erhdtenen Fraktionen (25ml) konnten die R-Werte® der Eichproteine anhand der
charakterigtischen Elutionsvolumina (V) errechnet werden (Abb. 3-8). Mittels der relativen Mobilitét
der Racemase (R = 0,62) wurde anschliel}end das Molekulargewicht der «-Methylacyl-CoA-
Racemase von 47,7 kDa bestimmt (2.2.4.1.5).

'R (relative Mobilitét) = Ve - Vo ! Vs- Vo
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Rf
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Abb. 3-8: Molekulargewichtsbestimmung einer aufgereinigten Proteinprobe mittels
Gelfiltration auf einer Ultrogel AcA 34-Saule.

3.3.1.2 SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese

Zur genaueren Molekulargewichtsbestimmung wurden nach Abschiul? der Reinigung die aktiven
HPLC-HA-Fraktionen auf einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das
Molekulargewicht der «a-Methylacyl-CoA-Racemase mittels des Proteinstandards (2.2.3.4)
mitbestimmt @Abb. 3-7). Das durch die Gdfiltration erhatene Molekulargewicht von 47,7 kDa
korreliert sehr gut mit dem durch die SDS-Gedektrophorese ermittelten Wert von 47,1 kDa
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Abb. 3-9: Mol ekular gewichtsbestimmung der gereinigten «-Methylacyl-CoA-Racemase mittels
DS Gelelekirophorese.

3.3.2 Bestimmung desisoelektrischen Punktes

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde an der préparaiven |IEF-Zedle Rotofor eine
isodektrische  Fokusserung enes nach DEAE- und HA-Chromatographie angereicherten
Enzympréparates durchgefihrt. Nach der Pré&fokusserung mit 1,5 ml Biolyte (Ampholyte, pH-
Bereich 2-10, BIORAD) in 50 m ddH,O, efolgte die eektrophoretische Auftrennung der
Proteinprobe, an die sch eine Refokusserung der aktiven Fraktionen der IEF | anschlof3 Alle
Fokusserungen wurden bel 12 W, 20 mA und 570 V fir 25 h durchgefihrt (2.2.3.6). Der
isodektrische Punkt lag fir die a—Methylacyl-CoA-Racemase bei pH 5,78 (+/-0,08).
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Abb. 3- 10: Isoelektrische Fokussierung | der humanen a—Methylacyl-CoA-Racemase.
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Abb. 3-11: Isoelektrische Fokussierung |1 der humanen a—Methylacyl-CoA-Racemase.
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3.3.3 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat

Um die Abhangigkeit der a-Methylacyl-CoA-Racemase-Reaktion von der Enzymkonzentration zu
bestimmen, wurde die Freisetzung von [3H]H,O aus 0,4 nmol [2-3H] Pristanoyl-CoA bzw. 0,5 nmal
[24,25-3H] THCA(Trihydroxycoprostanoyl)-CoA unter Standardbedingungen (2.2.5.1) (30 min,
37°C) durch gereinigte Racemase gemessen. Die Resktionsate dteigt liner mit  der
Proteinkonzentration bis zu 45ng pro Ansatz. 1 ng Racemase setzt pro Minute 0,008 pmol
Pristanoyl-CoA bzw. 0,003 pmol THCA-CoA um (Abb. 3-12).

[FHIH,O
[pmol/min]
0,5

0,4

0,3 1

0,2 1

0,1 1 —1— [2-3H]Pristanoyl-CoA

—e— [24,25-3H]THCA-CoA

0 15 30 45 60 75 Protein [ng]
Abb. 3-12: Freisetzung von [3H]H,O aus [2-3H] Pristanoyl-CoA und [24,25-H] THCA-CoA

durch die humane «a-Methylacyl-CoA-Racemase in  Abhangigkeit von  der

Enzymkonzentration.
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3.3.4 Thermostabilitat

Der Rohextrakt von Humanleber (in Aliquots a 100 ml, 1,3 mg Protein, 1:100 verd.) wurde
zeitabhangig bel verschiedenen Temperaturen vorinkubiert, die Proben anschlief3end auf Eis gekihit
und nach Abzentrifugieren des ausgefdlenen Proteins die Aktivitét im Standard-verfahren (2.2.5.1)
bestimmt. Als Ergebnis lief3 sch eine deutliche Temperatur-empfindlichkeit der Racemase feststelen.
Das Enzym verliert schon merklich an Aktivitét bel einer Erhdhung von 35°C auf 40°C. Be ener
Vorinkubation mit einer Temperatur von 50°C liegt die Habwertszeit der a-Methylacyl-CoA-
Racemase bel 15 min (Abb. 3-13).

rel. Aktivitat [%o]

100 ‘\=
80 A S

60 - . '
% . ——60°C
40 B N - 550C
——50°C
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Abb. 3-13: Thermostabilitat der a-Methylacyl-CoA-Racemase im Temperaturbereich von
35°C bis60°C.
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3.3.5 pH-Abhangigkeit

Die Freisstzung von [2-°H]H,O aus [2-°H]Pristanoyl-CoA und [24,25-3H]Trihydroxy-
coprostanoyl-CoA durch die humane a-Methylacyl-CoA-Racemase ist bei einem pH-Wert von pH
8.0 am hochgten, wobei mehr as 80 % der maximden Aktivitét im pH-Bereich von pH 6.5 — 9.0
erreicht werden (Abb. 3-14). Bel pH-Werten unter 5.0 zeigt das Enzym keine Aktivitét, bei einem
pH-Wert Uber 9.5 konnte eine Aktivité aufgrund der schnellen Hydrolyse der Thioestersubstrate
unter akalischen Bedingungen nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 3-14).

rel. Aktivitit [%]
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Abb. 3-14: pH-Abhangigkeit der [3H]H,O-Bildung aus [ 2-3H] Pristanoyl-CoA und [ 24,25-3H]
THCA-CoA durch die ¢-Methylacyl-CoA-Racemase aus Humanl eber.
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3.3.6 Enzymkinetik der humanen a -M ethylacyl-CoA-Racemase

Gereinigte Racemase (28 ng Protein) aus Humanleber wurde mit 0,4 nmol [2-3H]Pristanoyl-CoA
bzw. mit 0,5 nmol [24,25-*H] THCA-CoA unter Standardbedingungen (Abb.3-14) inkubiert und die
Bildung von [?BH]H.O in bestimmten Zetabstanden von 0 - 180 min gemessen. Die enzymatische
Reaktion zeigt innerhab der ersten 30 min ene lineare Zetabhangigket, anschliefl¥end beginnt sich
die Freisetzung von [3H]H,O zu verlangsamen (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15. Zeitabhangigkeit der [3H]H,O-Bildung aus [2-3H]Pristanoyl-CoA und
[24,25-3H] THCA-CoA durch die a-Methylacyl-CoA-Racemase aus Humanl eber.

Die enzymatische Resaktion mit [2-3H]Pristanoyl-CoA und [24,25-3H] Trihydroxyco-prostanoyl-
CoA ds Subdtrate fur die humane a-Methylacyl-CoA-Racemase folgt einer einfachen Michadis
Menten Kinetik, vergleichbar der Enzymkinetik des Rattenleberenzyms (Schmitz et al., 1994). Fir
[2-3H]Pristanoyl-CoA liegt dieky bel 172 pM und die Vs bei 0,1 pmal/minimg (Abb. 3-16), die
ky fur [24,25-3H] THCA-CoA betragt 31,6 UM und die Vi 0,3 pmol/min/mg (Abb. 3-17).
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Abb. 3-16: Michaelis-Menten-Kinetik der humanen «-Methylacyl-CoA-Racemase flr
[ 2-3H] Pristanoyl-CoA.

V [umol/min/mg]

T et
0.25 [
0.20 [
Vinax/2 ) 15 [-----
0.10 [

0.05

0.00 ' : : : ' : :
0 K 100 200 300  Substratkonz. [uM]

Abb. 3-17: Michaedis-Menten-Kinetik der humanen «a-Methylacyl-CoA-Racemase fir
[ 24,25-3H] Trihydroxycopr ostanoyl-CoA.
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3.3.7 Inhibition der a-M ethylacyl-CoA-Racemisierung

Zur Andyse der Substratspezifitét der a-Methylacyl-CoA-Racemase, wurden verschiedene Acyl-
CoAs eingesetzt und auf ihre Fahigkelt Uberprift, die [3H]H,O-Bildung aus [2-3H] Pristanoyl-CoA
durch das gereinigte Enzym zu hemmen (Abb. 3-18). Eine sgnifikante kompstitive Inhibition konnte,
wie schon fir das Rattenenzym beschrieben (Schmitz et al., 1994), nur mit 2-Methylacyl-CoAs mit
Kettenldngen von mindestens acht Kohlenstoffatomen gezeigt werden. Die verzweigtkettigen
Subgtrate 2-Methylmyristoyl-CoA und 2-(4-1sobutylphenyl)-Propionyl-CoA  (Ibuprofenoyl-CoA)
zeigten eine eindeutige kompetitive Inhibition mit K;-Werten von 19 uM bzw. 25 uM. Wie auch fur
das Rattenenzym gezeigt werden konnte (Schmitz et al., 1994), inhibiert PAmitoyl-CoA dagegen die
Resktion vermutlich nicht durch direkte Bindung an das Enzym, sondern nur indirekt durch die
Bildung stabiler Mizellen, die eine Subgtrathindung an das Enzym verhindern.

Acyl-CoA Konzentration Reaktionsrate
[UM] [% der Kontrollreaktion]

Acetyl-CoA 400 106
Butyryl-CoA 400 104
Valeryl-CoA 400 100
Octanoyl-CoA 400 102
Palmitoyl-CoA 400 39
2-Methylpropionyl-CoA 400 96
2-Methylbutyryl-CoA 400 109
2-Methylpentanoyl-CoA 200 91

2-M ethyloctanoyl-CoA 200 76
2-Methylmyristoyl-CoA 200 9
2-Methylmyrist-2-enoyl-CoA 400 105
2-Methylbutyryl-CoA 400 116
2-Ethylhexanoyl-CoA 200 100

I buprofenoyl-CoA 200 13

Abb. 3-18: Inhibition der Pristanoyl-CoA-Racemisierung durch ver schiedene Acyl-CoAs
(10 uM [2-3H] Pristanoyl-CoA wurden mit 1 ng gereinigter a-Methylacyl-CoA-Racemase aus

Humanleber und verschiedenen Acyl-CoAs fir 30 min unter Standar dbedingungen inkubiert).

75



3 Ergebnisse

3.3.8 SubzdlulareVertellung der a-Methylacyl-CoA-Racemase

Die subzdluldre Lokdisation der a-Methylacyl-CoA-Racemase sollte in verschiedenen humanen
Geweben und zum Vergleich auch in Rattenleberhomogenat untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden Rattenleber, humane Hautfibroblasten (von Normakontrollen und Patienten mit Zellweger-
Syndrom) und Hep-G2-Zdlen subzdluldr fraktioniert. Die Fraktionierung erfolgte mit enem
gegenlaufigen Nycodenz-Saccharose-Gradienten (je 55 ml 34 % und 15 % Nycodenz in 8,5 %
SaccharosalGsung, 1 mM TrigHCI, pH 7.0) (2.2.2.6).

Neben der Racemasesktivitét in den einzenen Fraktionen wurden noch die Letenzyme der
verschiedenen Organellen gemessen (2.2.5). Zur Identifikation der peroxisomaen Fraktionen wurde
die Aktivitét der Katdase gemessen, fur die Mitochondrien die Succinatdehydrogenase und
Pamitoyl-CoA-Dehydrogenase bestimmt. Die folgenden Abbildungen @Abb. 3-19 - Abb. 3-23)
zeigen anhand der unterschiedlich vertellten Enzymaktivitdten eine deutliche Trennung von
mitochondriden und peroxisomalen Fraktionen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 in Rattenleber die a-Methylacyl-CoA-Racemase fast ausschlieldich
mitochondrid lokaisert ist (Abb. 3-19). Eine geringe Restaktivitét in den cytosolischen Fraktionen
ist vermutlich auf zerstdrte Organd len zuriickzuftihren.

Im Gegensatz dazu konnte in menschlichen Zdlen, wie Hautfibroblasten (Abb. 3-20) und Hep G2
Zdlen (Abb. 3-21) die Enzymaktivitét zu mehr as 80 % in den Peroxisomen und nur zu knapp 20 %
in den Mitochondrien lokaisert werden. Die beobachtete Vertellung der Racemaseaktivitét war in
alen menschlichen Zdlinien gesunder Probanden reproduzierbar.
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Abb. 3-19: Subzelluldre Lokalisation der «a-Methylacyl-CoA-Racemase in  Rattenleber.
(Frische Rattenleber wurde homogenisiert und nach Fraktionierung auf einem Nycodenz/

Saccharose-Gradienten die Racemaseaktivitat (a) und die Leitenzyme (b) in den einzelnen
Fraktionen bestimmt).
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Abb. 3-20: Subzellulare Verteilung der «a-Methylacyl-CoA-Racemase in  normalen
Hautfibroblasten (Frisch geerntete Fibroblasten gesunder Probanden wurden homogenisiert
und nach Fraktionierung auf einem Nycodenz / Sacchar ose-Gradienten die Racemaseaktivitat

(a) und die Leitenzyme (b) in den einzelnen Fraktionen bestimnt).
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Abb. 3-21: Subzdllulare Verteilung der a-Methylacyl-CoA-Racemase in Hep-G2-Zellen
(Frisch geerntete Hep-G2-Zellen wurden homogenisiert und nach Fraktionierung auf einem

Nycodenz / Saccharose-Gradienten die Racemaseaktivitéat (a) und die Leitenzyme (b) in den

einzelnen Fraktionen bestimnt).
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Neben den verschiedenen menschlichen Normalzellinien wurde die subzelulére Lokaisation der -
Methylacyl-CoA-Racemase in Zdlinien mit enem generdigeten Defekt in der peroxisomden
Biogenese (Zellweger-Syndrom) untersucht.

Dazu wurden zuerst Zdlweger-Fibroblastenhomogenate im Vergleich zu Kontroll-homogenaten mit
[2-3H] Pristanoyl-CoA unter Standardbedingungen unterschiedlich lang inkubiert. Bel Zdlen von ZS-
Patienten wurden nur noch knapp 20 % [3H]H.O im Vergleich zur Normakontrolle freigesetzt (Abb.
3-22), aus [2,3-*H]Pamitoyl-CoA wurde dagegen gleich vid [3H]H,O freigesetzt. Diese Reaktion
findet ausschliedich in den Mitochondrien stait und stellt somit nur die Acyl-CoA-Dehydrogenase-
Aktivitét fur langkettige Subsirate dar (Rhead et al., 1981).

[ [3H]H20 [pmol/mg]

200
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100
B [2-3H]Pristanoyl-CoA
A [2,3-3H]Pamitoyl-CoA

0. — Normakontrolle
.......... ZdIweger-Syndrom
0 /e C I ' ' ' !

. . . —
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Abb. 3-22: Bildung von [3H]H,O aus [2-3H]Pristanoyl-CoA und [2,3-3H]Palmitoyl-CoA
durch menschliche Hautfibroblasten. (Frisch geerntete Hautfibroblasten von Patienten mit
Zellweger-Syndrom im Vgl. zu Normalkontrollen wurden homogenisiert, je 100 pg Protein mit
10 uM [2-3H]Pristanoyl-CoA bzw. [2,3-2H] Palmitoyl-CoA bel 37°C inkubiert und das
freigesetzte [ 3H] H,O mit dem Standar dassay bestimmt).

Be ener subzdluldren Fraktionierung von Fibroblasten von ZS-Patienten konnte nur noch in den
Mitochondrien eine Restaktivitét der Racemase lokadisert werden (Abb. 3-23). Eine Defizienz der
a-Methylacyl-CoA-Racemase-Aktivitét konnte auch in Chorionzyten, in Chorionzottenhomogenaten
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und Amnionzyten von Feten mit Zdlweger-Syndrom anhand der [3H]H,O-Freisetzung aus [2-
3H] Pristanoyl-CoA nachgewiesen werden (Tab. 3-3), die PAmitoyl-CoA-Aktivitét wurde jewells ds

interne Kontrolle mitgemessen.
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Abb. 3-23: Subzellulare Verteilung der a-Methylacyl-CoA-Racemase in Hautfibroblasten von
Patienten mit Zellwegersyndrom (Frisch geerntete Zellwegerfibroblasten wurden
homogenisiert und nach Fraktionierung auf einem Nycodenz/ Saccharose-Gradienten die

Racemaseaktivitét (a) und die Leitenzyme (b) in den einzelnen Fraktionen bestimmt).
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3.3.9 Gewebsspezifische Aktivitdt der humanen a-Methylacyl-CoA-

Racemase

Um zu untersuchen, inwieweit die Aktivité der a-Methylacyl-CoA-Racemase in verschiedenen
Zdlen und Geweben spezifisch ausgepragt ist und dieser Nachwels auch fir diagnostische Zwecke
einsetzbar ist, wurde die Racemaseaktivitét in Gewebshomogenaten gesunder Probanden und an
enem generdiderten peroxisomadem Defekt (ZS, Zellweger-Syndrom) erkrankter Patienten
durchgefiihrt. Neben [2-°H]Pristanoyl-CoA wurde auch [2,3-3H]Pamitoyl-CoA as Kontrolle
engesetzt und fir den Vergleich der Racemaseektivitdt das Verhdtnis von Prisanoyl-CoA zu
Pamitoyl-CoA bestimmt.

Be den Patienten mit Zdlweger-Syndrom war im Vergleich zu den Normdkontrollen die
Racemaseaktivitét deutlich reduziert (Tab. 3-3). Da Peroxisomen in dlen Zdltypen (abgesehen von
Erythrozyten) vorkommen, konnte, wie erwartet, diese Reduktion in alen untersuchten Geweben
nachgewiesen werden. Allerdings ig die Haufigkeit der Peroxisomen vom jeweligen Zdltyp
abhangig, wahrend zB. die Leber peroxisomenreich ig, snd in Amnionzdlen reativ wenige
Peroxisomen zu finden (Roels et al., 1991). Wie aus Tab. 3-3 zu ersehen id, |&% die Messung
jedoch in dlen Geweben eine deutliche Abnahme der [3H]H,O -Freisetzung erkennen, so dal3 die
Messung der Racemaseaktivitét auch im Hinblick auf diagnostische Zwecke einsetzbar it.

Die eindeutige Verringerung der [3H]H,O-Bildung in Zdlen und Geweben fetder Herkunft, sowohl in
Amnionzyten und Chorionzyten ds auch direkt im Chorionzottenbiopsat, it in diesem
Zusammenhang fur Prénatadiagnosen von besonderem Interesse. Fir die Prénatddiagnogtik ist es
von entscheidender Bedeutung, die Zeit bis zum Erhdt des Untersuchungsergebnisses moglichst
gering zu haten. Eine Amniozentese kann erst in der 16. Schwangerschaftswoche p.m. (post-
mengruum) erfolgen, wobe die Anzucht der Zellen die Untersuchung noch weiter verzogert. Das
Ergebnis liegt durch eine Chorionbiopse schon vid friher vor, da diese schon ab der 9.
Schwangerschaftswoche p.m. gelingt und sich unmittelbar, d.h. ohne vorherige Zdlziichtung, mit dem
Chorionzottenbiopsat ein sicheres Ergebnis erziden 1&%. Mit dem Anziichten der Chorionzyten kann
das Untersuchungsergebnis dann zusétzlich bestétigt werden.
Die Besimmung der Racemasesktivitdt im Chorionzottenbiopsat, in Chorion- und Amniorgzyten,
ermdglicht ein schnelles und scheres Untersuchungsergebnis. Die Aktivitétshesimmung der -
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Methylacyl-CoA-Racemase kann somit auch in der Prénatadiagnostik zur Untersuchung von
Defekten der Peroxisomenbiogenese eingesetzt werden.

Gewebe Probe [2-3H]Pristanoyl- [2,3- Pris-CoA/Palm-
CoA 3H]Palmitoyl- CoA
CoA
[pmol/min/mg Protein] | [pmol/min/mg Protein] | [pmol/min/mg Protein]
L eber Kontrolle 4056 100 4,06
ZSFal 1 (fetd) 0.46 394 012
ZS-Fall 2 (fetd) 340 316 1.08
Hen-G2- 514 0.76 6.76
Haut- Kontrolle 294 0.87 3.38
Fibroblasten Kontrolle 4,62 261 177
Kontrolle 1041 6.85 152
ALD 162 115 141
ZSFdl 2 0.69 2,74 0.25
ZSFal 4 170 2,05 0.83
ZS-Fal 6 254 9,98 0.26
ZSFl 7 239 8,96 0.27
Amnionzvten Kontrolle 0.76 0.60 126
Kontrolle 0.70 051 138
ZSFdl 2 012 047 0.25
Chorionzotten Kontrolle 353 203 174
Kontrolle 232 2,07 112
Kontrolle 6.77 217 313
ZSFdl 2 1.28 6,68 0,19
ZSFdl 5 2.69 2319 0.12
ZS-Fal 8 237 13.65 017
Chorionzvten Kontrolle 334 1.76 190
ZSFdl 1 0.06 153 004
ZS-Fdl 2 0.13 158 0.08
ZSFdl 5 123 13.33 0.09
ZSFdl 8 0,65 3,87 0,17

Tab. 3-3: [3H]H,O-Bildung aus [2-3H]Pristanoyl-CoA und [2,3-*H]Palmitoyl-CoA in
ver schiedenen menschlichen Geweben (Félle 2/3 und 4/5 waren Zwillingsfeten mit Zellweger-

Syndrom (29)).
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3.3.10 Immunchemische Charakteriserung der humanen a-Methyl-

acyl-CoA-Racemase

Fur die immunchemische Untersuchung des menschlichen Enzyms wurde en polyklondes Antiserum
gegen das gereinigte Rattenenzym aus Kaninchen gewonnen (Schmitz et al., 1994).

3.3.10.1 Westernblot

Das polyklonale Antiserum gegen die a-Methylacyl-CoA-Racemase wurde zuerst im Westernbl ot
(2.2.3.7) gegen Homogenate aus Human-, Maus- und Rattenleber eingesetzt (Abb. 3-24), wobel
der Antikorper zwar stérker mit dem Rattenantigen d's mit dem menschlichen bzw. dem Mausenzym
reegierte, aber die Reaktion dennoch einen eindeutigen Nachwels zulief? (2.2.6.3).

104 kD
80 kD

a-Methylacyl-CoA-Racemase —p ——— 46,9 kD

33,5kD

28,3kD

=

A~ A -~

St 1 2 3 St

Abb. 3-24: Westernblot mit Antiserum gegen a-Methylacyl-CoA-Racemase aus menschlicher
Leber (1), Rattenleber (2) und Mauseber (3), als Marker () wurde ein low range prestained
Marker eingesetzt (2.2.3.4).
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3.3.10.2 Immunopr azipitation

In e@nem Immunoprézipitationsversuch mit Rohextrakten aus Ratten- bzw. Humanleber (2.2.6.2)
verhinderte das Antiserum gegen die a-Methylacyl-CoA-Racemase aus Rattenleber die [3H]H,O-
Bildung aus [2-3H]Pristanoyl-CoA und [24,25-3H] Trihydroxycoprostanoyl-CoA fast vollstandig
(Tab. 3-4). Nach Behandlung mit Prammunserum, d.h. in Gegenwart der Racemase, kam es zu
ener ggnifikanten Bildung von [3H]H,O aus beiden genannten Substraten und das sowohl in Ratten-
as auch in Humanleber. In Abwesenhelt der Racemasesktivitét (nach Prézipitation mit Antiserum)
kam die [3H]H,O-Freisstzung dagegen in beiden Geweben fast vollsténdig zum Erliegen.

Immunserum (1S) Substr at [?H]HO-Bildung
[pmol/min]
PralS Pristanoyl-CoA 0,219
Anti-1S Pristanovl-CoA 0,012
Humanleber PralS THCA-CoA 0,055
Anti-IS THCA-CoA 0,000
Pra-1S Pristanovl-CoA 2,170
Anti-1S Pristanoyl-CoA 0,070
Rattenleber Pra-1S THCA-CoA 0,210
Anti-1S THCA-CoA 0,000

Tab. 3-4: Prézpitation der [3H]H,O-Bildung aus Human- und Rattenleberextrakten mit
Antiserum gegen Rattenleber-Racemase. Experimentelles: 100 pl postnukleire Uberstande
aus Human- und Rattenleber wurden mit Antiserum bzw. Praimmunserum und Protein A-
Sepharose  behandelt und 150 pl der Uberstande nach Immunprazipitation mit
[ 2-3H] Pristanoyl-CoA bzw. mit [ 24,25-3H] THCA-CoA unter Standar dbedingungen inkubiert.
Das gebildete [3H] H,O wurde mit Hilfe des Standar dassays bestimmt (2.2.5.1).

Hieraus wird deutlich, dal3 das polyklonde Antiserum gegen das Rattenenzym mit der humanen

Racemase kreuzreagiert, und zwar sowohl mit dem peroxisomaen as auch mit dem mitochondriaen

Enzym.
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Aul¥erdem zeigt sich, dald die [3H]H,O-Bildung in menschlichen Geweben, wie auch im Fdl des
Rattenenzyms fast ausschliedich auf die a-Methylacyl-CoA-Racemase zurtickgeht.

Insofern konnte eindeutig nachgewiesen werden, dal? die Racemase in der Tat das einzige Enzym i,
das in der Lage i, aus den oben beschriebenen Substraten [3H]H,O freizusetzen. Der Effekt
maoglicher  konkurrierender  Enzyme, wie Oxidasen oder Dehydrogenasen  bleibt  damit
vernachldssigbar. Somit ist dieser sengtive Standardtest al's Enzymnachwels auch fir Messungen im
Rohextrakt gegignet.

Bel einem andogen Prazipitationsversuch wurde das Moddlsubsirat «-M ethyltetradecanoyl-CoA
zum direkten Nachwels der Racemiserung eingesetzt. Nach einer Behandlung von Extrakten aus
Human- und Rattenleber mit Anti-Immunserum und Protein A-Sepharose und anschliefl3ender
Inkubetion mit (R)- und (S)-ca-Methyltetradecanoyl-CoA wurde die a-Methylacyl-CoA-Racemase-
Aktivitdt fast vollgandig entfernt, wahrend das Pr&immunsarum  kenen Effekt auf  die
Racemaseaktivitét hatte (Tab. 3-5).

Immunserum (1S)  Substratkonfiguration Produkte [%]

) (R)

Pr&-1S (R) 23 77

Pr&1S (S) 70 30

Humanleber Anti-IS (R) 7 93
Anti-I1S (S) 95 5

Pr&1S (R) 45 55

Pr&-1S (S) 56 44

Rattenleber Anti-IS R) 2 08
Anti-I1S (S) 95 5

Tab. 3-5: Préazipitation der a-Methylacyl-CoA-Racemase-Aktivitat aus Human- und Ratten-
leberextrakten mit Antissrum gegen Rattenleber-Racemase. Experimentelles. 100 ul
postnukledre Uberstdande aus Human- und Rattenleber wurden mit Antiserum bzw.
Praimmunserum und Protein A-Sepharose behandelt und nach Immunprazipitation 150 pl der
Uberstande entweder mit 200 nmol (R)- oder (S)-2-Methyltetradecanoyl-CoA fiir eine Sunde
unter Standardbedingungen inkubiert. Nach Derivatiserung mit (R)-1-Phenylethylamin
wurden die relativen Ausbeuten der (R)- und (S)-Enantiomere mittels GLC detektiert.
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Mittels gaschromatographischer Andyse der Produkte wurde in den mit Prammunserum
behanddten Ansiize die Racemiserung des jewells eingesetzten (R)- bzw. (S)-CoA-Esters gezeigt.
Be den mit Antiserum behandelten Extrakten, d.h. nach Inaktivierung der Racemase, wurden die
eingesetzten Enantiomere nahezu vollstdndig wiedergefunden. In Gegenwart der Racemase konnte
eine Abnahme belder Sterecisomere gezeigt werden, ein Hinwels auf die Stereospezifitét der fur die

welitere 5-Oxidation zusténdigen Enzyme.

3.4 Molekularbiologische Char akteriserung der humanen

a-Methylacyl-CoA-Racemase

3.4.1 Ermittlung der cDNA-Sequenz

3.4.1.1 Allgemeine Strategie

Zur Ermittlung der cDNA-Sequenz der menschlichen a-Methylacyl-CoA-Racemase wurde zunéchst
anhand der bereits bekannten Sequenzen der entsprechenden Enzyme von Ratte und Maus (Schmitz
et al., 1997) in der Merck/Washington Universty EST (expressed sequence tags) Sequenz-
Daenbank nach humanen cDNAs mit ahnlichen Sequenzen gesucht. Die entsprechenden Klone
wurden, soweit erhdtlich, amplifiziert und vollstandig sequenziert.

Pardld dazu konnten anhand der aus den EST-Datenbanken erhatenen Sequenzinformationen
geeignete Primer synthetisert werden, um mittels PCR aus mehreren cDNA-Banken (Marathon-
Ready"™ und A GT11 cDNA von ClonTech, Uni-ZAP™ XR Library von Stratagene) eigene,
madglichgt vollstandige cDNA-KIone zu isolieren. Diese Primer sind in der Tabelle 3-6 mit ihren
jewelligen Sequenzpositionen, Schmezpunkten und Nucdleotidsequenzen aufgefihrt. Zur besseren
Orientierung sind die Sequenzpositionen der Primer und der sukzessve ermittelten Sequenzen auf die
resultierende Gesamtsequenz der Racemase bezogen, diein Abb. 3-31 dargestdlt ist. Des welteren
wurde genomische DNA aus Leukozyten prdpariert und fur die PCR eingesetzt. Auf diese Weise
gelang es, die vollgdndige 5-UTR-Region zu amplifizieren, die in keiner anderen cDNA-Bank

gefunden werden konnte.
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Primer Position Sequenz (5 = 3) Smp.[°C]
[bp] (2°+4°C)
H 18f 1- 18 GGECGCCCERATTCEEAGG 64,0°C
H 5f 6- 24 CGGGATTGGGAGGECECTTCT 62,0°C
H 1f 21- 39 TCTTGCAGGCTGCTGCEEC 60, 0°C
H 20f 25- 42 TGCAGGCTGCCTGGEECTGG 62,0°C
H 16f 68- 86 GCGGGEECACT GGGAAGCG 64,0°C
H 16r 87- 68 GCGCTTCCCAGIGCCCCGC 68, 0°C
H 6f 97- 114 GCAGGCATCTCGGTCGT 60, 0°C
HInt-1r 332- 315 GGECGCGAAGGECTCCAGCA 62,0°C
H I nt-1f 333- 352 GCGGTGTCATGGAGAAACTC 62,0°C
HRacll-Int-11r 476- 454 ACAAAGGCAAATAGI TGATATCG 62,0°C
HRacll-Int-11f 477- 497 TCAGGTGITCTCTCAAAAATTG 60, 0°C
H Racl | - 1f 548- 568 CCTGGTGGTGECCTTATGIGT 66, 0°C
H Racl | - 1r 568- 548 ACACATAAGGCCACCACCAGC 66, 0°C
H Racl | - 2f 597- 617 ACCGCACACGCACTGACAAGG 68, 0°C
H Racl | - 2r 617- 597 CCTTGTCAGTGCGTGTGCAEGT 68, 0°C
H Racll-Int-111r1 640- 619 CATATCTGCATCAATGACCTGA 62,0°C
H Racll-Int-111r2 640- 619 CATATTTGCGTCAATGACCTGA 62,0°C
H-RaclI-Int-111f 641- 663 GTGGAAGGAACAGCATATTTAAG 64,0°C
H Racl | -Int-1Vr 827- 817 CTTTGATCAGCAGCTCGTAGA 62,0°C
H I nt - 4f 828- 848 GACTTGGACTAAAGTCTGATG 60, 0°C
H Racl | - St op- 1f 1215-1237 ATAAGGTAAAAGCTAGICTCTAA 60, 0°C
H Racl | - St op- 1r 1237-1215 TTAGAGACTAGCTTTTACCTTAT 60, 0°C
H Racl | - St op-2r 1257-1238 TTGAGCCGT GGECCTGGAAG 66, 0°C
H Racl | - St op- 3f 1980- 2002 GITCTGGATCTTATACCCAACAC 66, 0°C
H Racl | - St op- 3r 2041- 2021 TTGCEGEEGTCCTGAGATCTTT 64,0°C

Tab. 3-6: Darstellung der spezifischen Primer zur Amplifikation der a-Methylacyl-CoA-

Racemase aus ver schiedenen cDNA-Banken.
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3.4.1.2 Marathon-Ready™ cDNA

Bei der Marathon-Ready™ cDNA von ClonTech handelt es sich um eine cDNA-Bank aus
Humanleber, deren DNA-Stlicke in spezifische Adaptoren (AP 1, AP 2) kloniert sind (2.4.1). Die
Amplifikation der cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase gelang mit Hilfe von
nested PCR, bel der erst der vektorspezifische aulere AP1-Primer und anschlief3end der innere AP
2-Primer kombiniert mit genspezifischen Primern (2.4.2) eingesetzt wurde.

Fur die PCR-Amplifikation (2.4.11) wurden Resktionsansatz und Temperaturprogramm wie folgt

gewahlt:

PCR-Ansatz PCR-Programm:

3,0 ul 10x PCR-Puffer Dendurierung: 94°C, 1 min
1,0 ul AP1- bzw. AP2-Primer (10 uM) Schmelzen: 94°C, 30 sec
1,0 ul spez. Primer (10 uM) Anneding: x°C?, 50 sec

4,0 ul dNTPs (2 mM) Elongation: 72°C, 3 min

1,0 ul McDNA-Template (10 ug/ml) Zyklenzahl: 32

19,8 ul ddH,O

0,2 ul Tag-Polymerase (4 U/pl) (Sigma)

Insgesamt wurden finf cDNA-Klone mit Langen von 295 his 1172 Basenpaaren erhdten. Alle
Klone wurden mehrfach in beide Richtungen sequenziert. Der langste Klon (HSM 3.3) enthielt die
vollstandige codierende Sequenz (ORF, open reading frame) mit einer Gesamtlange von 1146 bp.
Die Sequenzen der anderen Klone waren in HSM 3.3 enthdten und bedtétigten die ermittelte
cDNA-Sequenz. Durch Vergleich dler funf Sequenzen wurde eine Konsensus-Sequenz (McDNA-
kon) erhdten (Abb. 3-25).

2 gpez. Annedling-Temperatur, Sehe 2.4.2
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Bezei chnung

1 McDNA- kon
HSM 3-3

2

3 H12-13
4 HSP 5

5 H1-11
6

H 2-5

5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H 12-13
HSP 5
H1-11
McDNA- kon
HSM 3- 3
H 12-13
HSP 5
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3

H 12-13
HSP 5
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3

H 12-13
HSP 5
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3

H 12-13
HSP 5
H1-11

H 2-5

51
-18
-18
-20
-18

101
33
33
31
33

-13

151
83
83
81
83
38

201
133
133
131
133

88

251
183
183
181
183
138

BP

1172

1172

295

229

817

741

110
GGGCATCTCG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

160
CTATGGTCCT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

210
GGCTCCCCCT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
*khkkkkhkkkkx
khkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

260
GCTGGACCTG

kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx

kkhkkkkhkkkkx

% Sequenzposition auf die vollsténdige Sequenz (Abb. 3-31) bezogen

522

280

34

25

164

151

441

273

91

73

204

177

* %

120
GICATGGAGC

khkkkkhkkkkkx
***Gk*****
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

_kkkokkk

170
GCCTGACTTC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

220
ACGACGTGAG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

270
AAGCAGCCCC

kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx
kkhkkkkhkkkkx

kkhkkkkhkkkkx

T/ U

529 549

344 274

116 53

90 40

257 188

233 176

80
GGGGCACTGG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

130
TGTCCGCGCCT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

**GkA*****

180
GGGGCECGTG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

230
CCGCTTGGGC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

280
GGGGAGCCGEC

khkkkkhkkkkkx
*khkkkkhkkkk*x
*khkkkkhkkkkx
*khkkkkhkkkkx

kkhkkkkhkkkkx

Sequenzposi tion?

69 -

69 -

69 -

71 -

69 -

114 -

90
GAA- GCGCCA

***A******
kkk _Kkkkkkx
kkk _Kkkkkkx

kkk _Kkkkkkx

140
GGCCCCGEEC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

190
TGGTACCGCGT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

240
CGGGGCAAGC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

290
CGTGCTGCGG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*khkkkkhkkkkx

1240
1240
363
299
885
854

100
TGGCACTGCA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

150
CCGTTCTGTG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

200
GGACCGGECCC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

****T*A***

250
GCTCCCTAGT

****A*****
khkkkkhkkkkkx
****A*****
khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

300
CGTCTGIGCA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkkx
‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k.
*********T

khkkkkhkkkkkx
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McDNA- kon
HSM 3- 3

H 12-13
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3

H 12-13
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5
McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5

301
233
233
233
188

351
283
283
283
238

401
333
333
288

451
383
383
338

501
433
433
388

551
483
483
438

601
533
533
488

651
583
583
538

701
633
633
588

310
AGCGGTCGGA

*khkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

360
- CTCCAGCTG

_kkkkkkk kK
A********T
_kkkkkkkkk

_kkkkkkkkk

410
ATGCCAGGCT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

460
GGCCACGATA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

510
CAGAAGTGGT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

560
CTGGTGGTGG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

610
CGCACACGCA

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

660
AACAGCATAT

kkhkkkkhkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

710
GGGAAGCACC

*khkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

320
TGTCCTCCTG

*khkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

370
GGCCCAGAGA

*kkhkkkkhkkkkk*x

*khkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

420
GAGTGGATTT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

470
TCAACTATTT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

520
GAGAATCCGT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

570
CCTTATGIGT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

620
CTGACAAGGG

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

670
TTAAGTTCTT

kkhkkkkhkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

720
TCGAGGACAG

*khkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

330
GAGCCCTTCC

*khkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

380
TTCTGCAGCG

***Ck*****
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

430
GGCCAGTCAG

A*********
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

480
GCCTTTGICA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

530
ATGCCCCGCT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

580
GCACTGGGCA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

630
TCAGGTCATT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

680
TTCTGTGGAA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

730
AACATGITGG

*khkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

340
GCCGCGGTGT

*khkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

390
GGAAAATCCA

*kkhkkkkhkkkkk*x
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

440
GAAGCTTCTG

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

490
GGTGITCTCT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

540
GAATCTCCTG

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

590
TTATAATGGC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

640
GATGCAAATA

*hkkkkkkkkx
**C\'******

******G\'**

690
AACTCAGAAA

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

740
ATGGTGGAGC

*khkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

350
CATGGAGAAA

*khkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

400
AGCCTTATTT

*kkhkkkkhkkkkk*x
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

450
CCGGITAGCT

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

500
CAAAAATTGG

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

550
GCTGACTTTG

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

600
TCTTTTTGAC

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

650
TGGTIGGAAGG

*hkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

700
TCGAGTCTGT

khkkkkhkkkkkx
khkkkkhkkkkx

*hkkkkkkkkx

750
ACCTTTCTAT

*khkkkkkkkkx
*kkkkhkkkkhkx

khkkkhkkkhkk*k

91



3 Ergebnisse

McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5

McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5

McDNA- kon
HSM 3- 3
H1-11

H 2-5

McDNA- kon
HSM 3- 3

McDNA- kon
HSM 3-3

McDNA- kon
HSM 3- 3

McDNA- kon
HSM 3-3

McDNA- kon
HSM 3- 3

McDNA- kon
HSM 3-3

McDNA- kon
HSM 3- 3

751
683
683
638

801
733
733
688

851
783
783
738

901
833

951
883

1001
933

1051
983

1101
1033

1151
1083

1201
1133

760
ACGACTTACA

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

* ok kkkkkk ok _

810
AACCCCAGIT

*khkkkkhkkkkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

860
GAACTTCCCT

*********A
*****Ck***

* k k%

910
GITTGCAGAT

*kkkkhkkkkhkx

960
TTGACGGCAC

khkkkkhkkkkx

1010
GITCATCATG

*kkkkhkkkkhkx

1060
GCAGGACGTG

khkkkkhkkkkx

1110
TCCCTTCTTT

*kkkkhkkkkhkx

1160
CTTGAAGAAT

khkkkkhkkkkx

1210
TAAAATCATT

*kkkkhkkkkhkx

770
GGGACAGCAG

*hkkkkkkkkx
*k _kkhkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

820
CTACGAGCTG

*khkkkkhkkkkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

870
CTCAGATGAG

A*********

*Ck*******

920
GTATTTGCAA

*kkkkhkkkkhkx

970
AGATGCCTGT

khkkkkhkkkkx

1020
ATCACAACAA

*kkkkhkkkkhkx

1070
AGCCCCCGCC

khkkkkhkkkkx

1120
CAAAAGGGAT

*kkkkhkkkkhkx

1170
TTGGATTCGG

khkkkkhkkkkx

1220
GAAAGTAATA

780
ATGGGGAATT

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

830
CTGATCAAAG

*khkkkkhkkkkx
*kkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

880
CACGGATGAT

**T*******

khkkkkhkkkkkx

930
AGAAGACGAA

*kkkkhkkkkhkx

980
GIGACTCCGG

khkkkkhkkkkx

1030
GGAACGGGEGC

*kkkkhkkkkhkx

1080
CTGCACCTCT

khkkkkhkkkkx

1130
CCTTTCATAG

*kkkkhkkkkhkx

1180
CCGCGAAGAG

khkkkkhkkkkx

1230
AGGTAAAAGC

790
CATGCCTGIT

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

840
GACTTG ACT

******Gk**
*khkkkkhk_kkx

*khkkkkk_ kkx

890
TGGCCAGAAA

*kkhkkkkhkkkkk*x

940
GGCAGAGT GG

*kkkkhkkkkhkx

990
TTCTGACTTT

khkkkkhkkkkx

1040
TCGTTTATCA

*kkkkhkkkkhkx

1090
GCTGITAAAC

khkkkkhkkkkx

1140
GAGAACACAC

*kkkkhkkkkhkx

1190
ATATATCAGCC

khkkkkhkkkkx

1240
TAGTCTCTAA

khkkhkhkhkdhhkdx Fhkxkhkhkhkhhkhkx Frxkkhkhkkkhkkxk

800
GGAGCAATAG

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

850
AAAGTCTGAT

khkkkkhkkkkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

900
TGAAGAAGAA

*kkhkkkkhkkkkk*x

950
TGTCAAATCT

*kkkkhkkkkhkx

1000
TGAGGAGGTT

khkkkkhkkkkx

1050
CCAGTGAGGA

*kkkkhkkkkhkx

1100
ACCCCAGCCA

khkkkkhkkkkx

1150
TGAGGAGATA

*kkkkhkkkkhkx

1200
TTAACTCAGA

khkkkkhkkkkx

1250

Abb. 3-25: Sequenzvergleich der mittels Marathon-Ready™ cDNA  erhaltenen Klone (HSM 3-

3,H 12-13, HSP 5, H 1-11, H2 -5) und der daraus resultierenden Konsensus-Sequenz McDNA-

kon (die Ubereinstimmenden Basen sind mit * markiert).
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3.4.1.3 Uni-ZAP™ XR Library

Zur Uberprifung der bis zu diesem Zeitpunkt vorliegenden cDNA-Sequenz beziiglich ihrer
Vollstandigkeit und Fehlerfreiheit wurde mit der Uni-ZAP™ XR Library auch eine A-Phagen-
cDNA-Bank aus humaner Leber eingesetzt. Bel dieser Bank ist die cDNA in den Uni-ZAP-Vektor
kloniert, das pBluescript Sk Phagemid (Abb. 2.1) kann im ZAP-System amplifiziert werden (2.4.1)
und nach Reinigung der Phagen-DNA direkt as Template in der PCR zum Einsatz kommen. Als
vektorspezifische Primer wurden T 3- und T 7-Primer (2.4.2.2) verwendet.

Die PCR-Amplifikation (2.4.11) wurde mit folgendem spezidl| abgestimmten Protokoll durchgefuhrt:

PCR-Ansatz PCR-Programm:

3,0 ul 10x PCR-Puffer Denaurierung:~ 94°C, 4 min

2,0 ul T3- bzw. T7-Primer (10 uM) Schmelzen: 94°C, 40 sec
2,0 ul spez. Primer (10 uM) Anneding: x°C* 50 sec
4,0 ul dNTPs (2 mM) Elongation: 72°C, 3 min

1,0 ul ZAPcDNA-Template (10 ug/mi) Zyklenzah: 32

17,8 ul ddH,0

0,2 ul Tag-Polymerase (4 U/ul) (Sigma)

Im ganzen wurden vier cDNAs mit einer Lange von 295 bis 1172 bp amplifiziert, die kloniert und
mehrfach in beide Richtungen sequenziert wurden. Der Klon HS Z 3 mit einer Lénge von 1169 bp
enthidt die vollsténdige codierende Sequenz (ORF, Gesamtlénge 1146 bp). Die Sequenzen der drei
anderen Klone waren in HS Z 3 enthdten, ein Vergleich dler Sequenzen fiihrte zu der Konsensus-
Sequenz Zap-kon (Abb. 3-26). Diese bestétigte die aus der Marathon-Ready cDNA-Bank
erhatene Sequenz fur die humane a-Methylacyl-CoA-Racemase.

* pez. Annedling-Temperatur, Sehe 2.4.2
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21266 bp

5148/4973 bp
4268 bp
3530 bp

2027 bp
1904 bp

1375 bp

947 bp
831 bp

1l

i

(il

HMS

Z3

M3 Leter HMS

Abb. 3-26: 1%iges Agarosegel mit den full length-Klonen Z3 (aus A-Zap-Bank) und M3 (aus

Marathon cDNA-Bank): H16 f/ H-Racll Soplr = 1169 bp.

Bezei chnung

1 Zap-kon

2 HS Z3
3 HS 72
4 HSRZ14

5 HSZP13

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRzZ14

[ N S o

BP A
1169 277
1169 277

759 149

500 77

167 49
10
GCGGGGCACT

kkhkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

kkhkkkkhkkkkx

273

273

191

137

29

343
343
244
173

46

20

T/U Sequenzposition

276

276

175

113

35

30
GGGAAGCGCC ATGGCACTGC

khkkkkhkhkkkhhkk Fhkkkrkhkkkhkhkxk
khkkkhkrkhhx Fhxkkkkkhkkxx

khkkkhhkkkhhkk Fhkkkrkhkkkhkxk

1

1

1

1

572

40
AGGGCATCTC

khkkkkhkkkkkx
*khkkkkkkkkx

*khkkkkhkkkk*x

1169

1169

759

500

738

GGTCATGGAG

khkkkkhkkkkkx
*khkkkkkkkkx

khkkkkhkkkkkx
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3 Ergebnisse

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z2
HS Z3
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSRz14

Zap- kon
HS Z3
HS Z2

Zap- kon
HS Z3
HS Z2

51
51
51
51

101
101
101
101

151
151
151
151

201
201
201
201

251
251
251
251

301
301
301
301

351
351
351
351

401
401
401
401

451
451
451
451

501
501
501

551
551
551

60
CTGTCCGGECC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

110
CGGGGECGCGT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

160
GCCGCTTGEG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

210
CGGGGAGCCG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

260
GGAGCCCTTC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

310
TTCTGCAGCG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

360
GGCCAGTCAG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

410
GCCTTTGICA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

460
ATGCCCCCCT

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

510
GCACTGGGCA

*kkkkhkkkkhkx

*khkkkkkkkkx

560
TCAGGTCATT

khkkkhkkkhkk*k

*kkkkhkkkkhkx

70
TGGCCCCEGEG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

120
GIGGTACGCG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

170
CCGGGGCAAG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

220
CCGTCGCTCCG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

270
CGCCCCCGTG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

320
GGAAAATCCA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

370
GAAGCTTCTG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

420
GGTGITCTCT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

470
GAATCTCCTG

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

520
TTATAATGGC

*kkkkhkkkkhkx

*khkkkkkkkkx

570
GATGCAAATA

khkkkhkkkhkk*k

**C\'******

80
CCCGITCTGT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

130
TGGACCGGCC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

180
CCCTCGCTAG

*****A****
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

230
GCGTCTGIGC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

280
TCATGGAGAA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

330
AGCCTTATTT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

380
CCGGITACGCT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

430
CAAAAATTGG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

480
GCTGACTTTG

*kkkkhkkkkhkx
*khkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

530
TCTTTTTGAC

*kkkkhkkkkhkx

*khkkkkkkkkx

580
TGGTGGAAGG

khkkkhkkkhkk*k

*kkkkhkkkkhkx

90
GCTATGGTCC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

140
CGGCTCCCGC

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

190
TGCTGGACCT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

240
TAGCGGTCGG

*kkkkhkkkkhkx
A*********

*hkkkkkkkkx

290
ACTCCAGCTG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

340
ATGCCAGCCT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

390
GGCCACGATA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

440
CAGAAGTGGT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

490
CTGGTGGTGG

*kkkkhkkkkhkx
*kkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

540
CGCACACGCA

*kkkkhkkkkhkx

*khkkkkkkkkx

590
AACAGCCTAT

khkkkhkkkhkk*k

*kkkkhkkkkhkx

100
TGGCTGACTT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

150
TACGACGTGA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

200
GAAGCAGCCG

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*********A

250
ATGTGCTGCT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

300
GGCCCAGAGA

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

350
GAGTGGATTT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

400
TCAACTATTT

*kkkkhkkkkhkx
*******Ck*

*hkkkkkkkkx

450
GAGAATCCGT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

500
CCTTATGIGT

*kkkkhkkkkhkx
*hkkkkkkkkx

*hkkkkkkkkx

550
CTGACAAGGG

*kkkkhkkkkhkx

*khkkkkkkkkx

600
TTAAGTTCTT

khkkkhkkkhkk*k

*kkkkhkkkkhkx
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3 Ergebnisse

HSZP

Zap- kon
HS Z3
HS 72
HSZP13

Zap- kon
HS Z3
HS Z2
HSZP13

Zap- kon
HS Z3
HS z2
HSZP13

Zap- kon
HS Z3
HS z2

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

Zap- kon
HS Z3

601
601
601

30

651
651
651

80

701
701
701
130

751
751
751

801
801

851
851

901
901

951
951

1001
1001

1051
1051

1101

1101

1151
1151

TTCTGTGGAA

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

660
AACATGITGG

*khkkkkkkkk*k
*kkkkhkkkkhkx

*hkkkkkkkkx

710
TGGGGAATTC

*kkhkkkkhkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

_kkkokokok ok _ %

760
TGATCAAAGG

*khkkkkkkkkx

*kkkkkkkkx

810
ATGGATGATT

*kkkkhkkkkhkx

860
GAAGACGAAG

khkkkkhkkkkx

910
TGACTCCGGT

*kkkkhkkkkhkx

960
GAACGGGEECT

khkkkkhkkkkx

1010
TGCACCTCTG

*kkkkhkkkkhkx

1060
CTTTCATAGG

khkkkkhkkkkx

1110
CGCGAAGAGA
kkkkkkkkk*

1160
GGTAAAAGCT

*khkkkkkkkkx

AACTCAGAAA

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

670
ATGGTGGAGC

*khkkkkkkkk*k
*kkkkhkkkkhkx

*hkkkkkkkkx

720
ATCCCTGITG

khkkkkhkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

k_kkk_k Nk

770
ACTTGGACTA

*khkkkkkkkkx

820
GGCCAGAAAT

*kkkkhkkkkhkx

870
GCAGAGTGGT

khkkkkhkkkkx

920
TCTGACTTTT

*kkkkhkkkkhkx

970
CGTTTATCAC

khkkkkhkkkkx

1020
CTGTTAAACA

*kkkkhkkkkhkx

1070
AGAACACACT

khkkkkhkkkkx

1120
TTTATCAGCT
kkkkkkkkk*

1170
AGTCTCTAA.

*kkkkkkkx

T********

630
TCGAGTCTGT

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

680
ACCTTTCTAT

*khkkkkkkkk*k
*kkkkhkkkkhkx

*hkkkkkkkkx

730
GAGCAATAGA

khkkkkhkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

kkhkkkk _K*kk*k

780
AAGTCTGACG

*khkkkkkkkkx

830
GAAGAAGAAG

*kkkkhkkkkhkx

880
GICAAATCTT

khkkkkhkkkkx

930
GAGGAGGTI TG

*kkkkhkkkkhkx

980
CAGITGAGGAG

khkkkkhkkkkx

1030
CCCCAGCCAT

*kkkkhkkkkhkx

1080
GAGGAGATAC

khkkkkhkkkkx

1130
TAACTCAGAT

*kkkkhkkkkhkx

1180

*kkhkkkkhkkkkk*x

640
GGGAAGCACC

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

690
ACGACTTACA

*khkkkkkkkk*k
*kkkkhkkkkhkx

*hkkkkkkkkx

740
ACCCCAGTTC

khkkkkhkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

*okok ok _ ok _ k

790
AACTTCCCAA

*khkkkkkkkkx

840
TTTGCAGATG

*kkkkhkkkkhkx

890
TGACGGCACA

khkkkkhkkkkx

940
TTCATCATGA

*kkkkhkkkkhkx

990
CAGGACGTGA

khkkkkhkkkkx

1040
CCCTTCTTTC

*kkkkhkkkkhkx

1090
TTGAAGAATT

khkkkkhkkkkx

1140
AAAATCATTG

*kkkkhkkkkhkx

1190

*kkhkkkkhkkkkk*x

650
TCGAGGACAG

*hkkkkkkkkx
*hkkkkkkkkx

*khkkkkkkkkx

700
GGACAGCAGA

*khkkkkkkkk*k
**T*******

*hkkkkkkkkx

750
TACGAGCTGC

khkkkkhkkkkkx

*kkhkkkkhkkkkk*x

800
TCAGATGAGC

*khkkkkkkkkx

850
TATTTGCAAA

*kkkkhkkkkhkx

900
GATGCCTGTIG

khkkkkhkkkkx

950
TCACAACAAG

*kkkkhkkkkhkx

1000
GCCCCCcaCee

khkkkkhkkkkx

1050
AAAAGGGATC

*kkkkhkkkkhkx

1100
TGGATTCAGC

khkkkkhkkkkx

1150
AAAGTAATAA

*kkkkhkkkkhkx

1200

Abb. 3-27: Sequenzvergleich der erhaltenen Klone aus der Uni-ZAP™ XR Library (HS Z3

HS Z2, HSRZ14, HSZP13) und der daraus resultierenden Konsensus-Sequenz Zap-kon (die

Ubereinstimmenden Basen sind mit * gekennzeichnet).
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3 Ergebnisse

3.4.1.4 Genomische DNA aus L eukozyten

Um die aus den cDNA-Banken Marathon-Ready™ c¢DNA und Uni-ZAP™ XR Library bisher
erhatene cDNA-Sequenz zu Uberprifen und zusdtzliche Sequenzinformationen Uber die
untrandatierten Bereiche zu erhdten, wurde auch humane genomische DNA aus Leukozyten
prépariert (24.4) und fir die PCR eingesetzt. Das hierzu angepade Protokoll ist nachfolgend
aufgefuhrt:

PCR-Ansatz: PCR-Programm:

3,0 ul 10x PCR-Puffer Denaturierung: 94°C, 4 min
je 2,0 ul spez. Primer (10 uM) Schmdzen: 94°C, 40 sec

4,0 ul dNTPs (2 mM) Anmneding:  x°C®, 50 sec

1,0 ul DNA-Template (10 ug/ml) Elongation: 72°C, 2 min

17,8 ul ddH,O Zyklenzahl: 32

0,2 ul Tag-Polymerase (4 U/pl) (Sigma)

Da die Exon-/Introngtruktur des Racemase-Gens zum Zeitpunkt dieser Arbeiten noch unbekannt
war, wurde versucht, relativ kleine DNA-Stlicke (100 —300 bp) zu amplifizieren. Es gelang, zwel
DNA-Stticke mit Langen von 332 und 122 Basenpaaren zu erhaten, die kloniert und mehrfach
sequenziert wurden. Der Klon H 1813 (122 bp) befand sich innerhab der codierenden Region, der
langere Klon H 1-4 enthidt die vollstandige Sequenz der 5-UTR (Abb. 3-28).

Die aus den cDNA-Banken und der genomischen DNA resultierende Konsensus-Sequenz fur die

humane a-Methylacyl-CoA-Racemase (human cDNA) ist in Abb. 3-28 dargestdlt.

Bezei chnung BP A C G T/U  Sequenzposition
1 human cDNA 1238 282 290 372 293 1 - 1238
2 H1-4 332 35 101 132 64 1 - 332
3 McDNA- kon 1170 275 274 345 275 69 - 1238
4 ZAP-kon 1170 276 273 344 276 69 - 1238
5 H 1813 122 25 28 35 34 526 - 647
10 20 30 40 50

® gpez. Annedling-Temperatur, Sehe 2.4.2
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3 Ergebnisse

human cDNA
H1-4

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
H1-4
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

51
51
-18
-18

101
101
33
33

151
151
83
83

201
201
133
133

251
251
183
183

301
301
233
233

351
283
283

GGCGCCGGGA

*kkhkkkkhkkkkk*x

60
GCTGCTCAGT

khkkkhkkkhkk*k

110
GGCATCTCGG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

160
TATGGTCCTG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

210
GCTCCCGCTA

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

260
CTGGACCTGA

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

310
GCGGTCGGAT

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

360
TCCAGCTGGG

khkkkhkkkhkk*k

*khkkkkkkkkx

410

TTGGGAGGGEC

*kkhkkkkhkkkkk*x

70
TTCCTTCAGC

khkkkhkkkhkk*k

120
TCATGGAGCT

**G\’******
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

170
GCTGACTTCG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

220
CGACGTGAGC

*A********
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

270
AGCAGCCGCG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

320
GIGCTGCTGG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

370
CCCAGAGATT

khkkkhkkkhkk*k

*khkkkkkkkkx

420

TTCTTGCAGG

*kkhkkkkhkkkkk*x

80
GGGGCACTGG

*khkkkkkkkk*k
*hkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

130
GICCGECCTG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

180
GGGCGCGTGT

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

230
CGCTTGGEECC

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

280
GGGAGCCGCC

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

330
AGCCCTTCCG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

380
CTGCAGCGGG

khkkkhkkkhkk*k

*khkkkkkkkkx

430

CTGCTGGCECT

*kkhkkkkhkkkkk*x

90
GAAGCGCCAT

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

140
GCCCCGEECC

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

190
GGTACGCGTG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

240
GGGGCAAGCG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

290
GI'GCTGCGEC

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

340
CCGCGGTGTC

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

390
AAAATCCAAG

khkkkhkkkhkk*k

*kkkkkkkkx

440

GGGGCTAAGG

*kkhkkkkhkkkkk*x

100
GGCACTGCAG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

150
CGTTCTGIGC

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

200
GACCGGECCCG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

250
CTCGCTAGTG

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

300
GICTGIGCAA

*khkkkkkkkk*k
*khkkkkkkkkx

********T*

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

400
GCTTATTTAT

khkkkhkkkhkk*k

*khkkkkkkkkx

450
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3 Ergebnisse

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon
human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon
human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

H1813KO. SEQ

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

H1813KO. SEQ

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

H1813KO. SEQ

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon
human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon
human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon
human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

401
333
333

451
383
383

501
433
433
-25

551
483
483

26

601
533
533

76

651
583
583

701
633
633

751
683
683

801
733
733

GCCAGGCTGA

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

460
CCACGATATC

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

510
GAAGTGGTGA

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

560
GGTGGTGGCC

*hkkkkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*****A****

610
CACACGCACT

*hkkkkkkkkx
*kkhkkkkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

660
CAGCATATTT

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

710
GAAGCACCTC

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

760
GACTTACAGG

kkhkkkkhkkkkx

*khkkkkkkkkx

810
CCCCAGTTCT

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkk*k

860

GIGGATTTGG

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

470
AACTATTTGG

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

520
GAATCCGTAT

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

570
TTATGTGTGC

*hkkkkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*hkkkkkkkkx

620
GACAAGGGTC

*hkkkkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

*T********

670
AAGTTCTTTT

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

720
GAGGACAGAA

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

770
- ACAGCAGAT

Gk********

_kkkkk ok ok ok ok

820
ACGAGCTGCT

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkk*k

870

CCAGT CAGGA

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

480
CTTTGICAGG

*hkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

530
GCCCCGCTGA

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

580
ACTGGGCATT

*hkkkkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*khkkkkkkkkx

630
AGGTCATTGA

*hkkkkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

*******Ck*

680
CTGTGGAAAA

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

730
CATGITGGAT

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

780
GGGGAATTCA

khkkkkhkkkkkx

*khkkkkkkkkx

830
GATCAAAGGA

*hkkkkkkkkx

*khkkkkhkkkk*x

880

AGCTTCTGCC

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

490
TGTTCTCTCA

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

540
ATCTCCTGCC

*kkkkhkkkkhkx
khkkkkhkkkkx

*kkkkhkkkkhkx

590
ATAATGGCTC

*hkkkkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*hkkkkkkkkx

640
TGCAAATATG

*hkkkkkkkkx
*kkhkkkkhkkkkk*x

*T***

690
CTCAGAAATC

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

740
GGTGGAGCAC

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

790
TGGECTGITGG

khkkkkhkkkkkx

*khkkkkkkkkx

840
CTTGGACTAA

*khkkk _kkkkx

*kkhkkkkhkkkk*k

890

GGTTAGCTGG

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

500
AAAATTGGCA

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

550
TGACTTTGCT

*kkkkhkkkkhkx
khkkkkhkkkkx

********q:

600
TTTTTGACCG

*hkkkkkkkkx
khkkkkhkkkkkx

*hkkkkkkkkx

650
GIGGAAGGAA

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkkk*x

700
GAGTCTGI GG

*khkkkkkkkkx

khkkkhkkkhkk*k

750
CTTTCTATAC

*kkkkhkkkkhkx

khkkkkhkkkkx

800
AGCAATAGAA

khkkkkhkkkkkx

*khkkkkkkkkx

850
AGTCTGATGA

*hkkkkkkkkx

*******Ck*

900
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3 Ergebnisse

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

human cDNA
McDNA- kon
ZAP- kon

Abb. 3-28: Sequenzvergleich der cDNA-Sequenzen der Uni-ZAP™ XR Library (ZAP-kon), der
Marathon-Ready™-cDNA (McDNA-kon), genomischer DNA (H 1-4, H 1813) und der daraus

resultierenden Konsensus-Sequenz (human cDNA) fur die humane «a-Methylacyl-CoA-

851
783
783

901
833
833

951
883
883

1001
933
933

1051
983
983

1101
1033
1033

1151
1083
1083

1201
1133
1133

ACTTCCCTCT

*kkhkkkkhkkkkk*x

*******AA*

910
TTGCAGATGT

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkkk*x

960
GACGGCACAG

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

1010
TCATCATGAT

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkkk*x

1060
AGGACGTGAG

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx

1110
CCTTCTTTCA

*hkkkkkkkkx

*khkkkkhkkkk*k

1160
TGAAGAATTT

*kkhkkkkhkkkk*k

*hkkkkkkkkx

1210
AAATCATTGA
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*kkhkkkkhkkkk*k

CAGATGAGCA
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*hkkkkkkkkx

920
ATTTGCAAAG
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*kkhkkkkhkkkkk*x

970
ATGCCTGTGT
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*hkkkkkkkkx

1020
CACAACAAGG
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1070
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1120
AAAGGGATCC

*hkkkkkkkkx

*kkhkkkkhkkkkk*x

1170
GGATTCAGCC

******G\'**

*hkkkkkkkkx
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*kkhkkkkhkkkk*k

CCGATGATTG

*kkhkkkkhkkkkk*x

T*********
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AAGACGAAGG
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GCGAAGAGAT

*kkhkkkkhkkkkk*x
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GTAAAAGCTA
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*khkkkkkkkk*k

Racemase (die tibereinstimmenden Basen sind mit * markiert).

GCCAGAAATG
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*hkkkkkkkkx

940
CAGAGTGGTG
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CTGACTTTTG
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AGGAGGTTGT
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*hkkkkkkkkx
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1100
CCCAGCCATC
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*hkkkkkkkkx
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AGGAGATACT
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*kkhkkkkhkkkkk*x

1200
AACTCAGATA

*kkhkkkkhkkkkk*x

*hkkkkkkkkx
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3.4.1.5 EST-Sequenzvergleich

Be enem Verglech mit verschiedenen EST-Sequenzen (expressed sequence tags) aus der
Merck/Washington University EST Sequenz-Daenbank konnte die aus den cDNA-Banken
ermittelte Sequenz fir die humane a-Methylacyl-CoA-Racemase bestétigt werden. Mit Hilfe des
BLAST-Programms (Altschul et al., 1990) wurde nach Ubereingimmungen mit der cDNA-
Sequenz der Racemase gesucht. Hierbel wurden mehrere Klone identifiziert, deren Sequenzen
Ahnlichkeiten zur a-Methylacyl-CoA-Racemase aufwies. Diese EST-Sequenzen sind in der
nachfolgenden Tabelle (Tab. 3-7) aufgefiihrt, ihre jeweiligen Sequenzpositionen und -bereiche sind in
Abb. 3-29 dargestdlt.

o-Methyleeyl- 1 Start ORF Step 2040

CoA-Racemase ) L
DNA '

EST-Sequenzen:
H15%271
AR4535E62 _
AI373634
AIl4208B3
AI335875
RRT79782
ARA95601D
AAZ16065 —
ATZ4466%
AI2458B32
AARG69459 ¢ |
H19272 ¢ |
AA357593 _

AI476210
AIOBO2Z2&7
AT36905B

AR453310 -
AARGE6340 —

BRD34857 —
AL46B850 |

Abb. 3-29: Sequenzbereiche der zum Vergleich mit der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase
herangezogenen EST-Sequenzen.

Mit Hilfe dieser Sequenzen wurde die cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase
unabhangig Uberprift. Die entsprechenden EST-Klone wurden bestellt, amplifiziert und vollsténdig
sequenziert, so dald die Fehler der verdffentlichen Sequenzen diminiert werden konnten.
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Zwar reichte keiner der erhaltenen EST-Sequenzen Uber die gesamte cDNA-Sequenz (Abb. 3-29),

durch die mehrfachen Uberlappungen kann die so erhatene Konsensus-Sequenz jedoch ds

gesichert angesehen werden. Die noch fehlende Sequenzinformation Uber die untrandatierte Region

am 3-Ende wurde vollstandig bis zur polyA-Sequenz ermittelt. FUr die 5-UTR und den Anfang des
ORF stand jedoch nur die bruchstiickhafte und fehlerbehaftete verdffentliche EST-Sequenz H19271

zur Verfigung, der entsprechende Klon war leider nicht vorhanden. Es gab zwar fur diesen Bereich

noch weitere Klone, es sdlte sich aber spéter heraus, dal3 diese fasch zugeordnet waren und zur

Sequenz des murinen Enzyms gehorten.

EST-Sequenz MRNA-Sequenz Definition

Sequenzposition Homo sapiens cDNA-Klone:

von [bp] bis[bp]
H19271 5 1 482 yn50d10.r1 Gehirn, N2b5HB55y, IMAGE:171859
Al335875 3 570 1013 qt25g10.x1, NCI-CGAP-GC4, IMAGE: 1948674
AA453562 5 677 1044 zx32c11.r1 Fotus, Nb2HF8-9w, IMAGE:788180
Al 373634 3 881 1568 (z53d12.x1 Niere, NCI-CGAP-Kid11, IMAGE: 2030615
Al142083 3 965 1457 0025h07.x1, NSF-F8-9w, OT-PA-P-S1, IMAGE:1567261
AAT79782 3 1043 1676 af44b01.s1 Fotus, Nb2HF8-9w, IMAGE: 1034473
AA996010 3 1163 1663 0s26¢11.s1 Niere, NCI-CGAP, IMAGE:1606484
AA216065 5 1174 1387 hp0475.seq. fotalesHerz, A ZAP Express cDNA
Al 244669 3 1204 1662 Qj97b1l.x1 Niere, NCI-CGAP, IMAGE:1867389
Al 245832 3 1211 1662 gk32e07.x1 Niere, NCI-CGAP, IMAGE:1870692
W37077 5 1226 1632 zb20g09.r1 fétae Lunge, NbHL 19w, IMAGE: 302656
AA969459 3 1252 1663 0081c02.s1 Niere, NCI-CGAP, IMAGE: 1572578
H19272 3 1255 1662 yn50d10.s1 Gehirn, N2b5HB55y, IMAGE:171859
AA357593 3 1363 1626 zx32c11.r1 Fotus, Nb2HF8-9w, IMAGE:788180
Al476210 3 1548 2049 ti72a07.x1 Niere, NCI-CGAP-Kid11, IMAGE:2137524
A1080267 3 1613 2041 0z47h05.x1 NnHMPu-S1, IMAGE: 1678521
Al 369058 3 1629 2040 qw29el2.x1 Uterus, NCI-CGAP-Ut4, IMAGE: 1992526
AA453310 3 1697 2050 zx32c¢11.sl Fotus, Nb2HF8-9w, IMAGE: 788180
AA666340 3 1717 2016 ac39e06.s1 Stratagene hNTneuron, IMAGE:858850
AA534857 3 1821 2049 nf78d12.s1 Darm, NCI-CGAP-Co3, IMAGE:926039
Al 468850 3 1849 2048  ti42f08.x1 Lymphknoten, NCI-CGAP-Lym12, IMAGE:2133159

Tab. 3-7: Liste der verwendeten EST-Klone zum Sequenzvergleich mit der humanen cDNA-

Sequenz der a-Methylacyl-CoA-Racemase.

102
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Be der Untersuchung der EST-Klone, die vom poly A-Ende aus sequenziert werden, wurde
festgestellt, dald die cDNA in zwe verschieden langen Versionen vorlag. Neben den EST-Klonen,
deren 3-Ende bei 2039 bp (ohne poly A) beginnt, fand man eine relativ grof¥e Anzahl von EST-
Klonen, deren 3-Ende nicht bei 2039 bp, sondern erst bel ungeféhr 1660 bp beginnt (Tab. 3-7 und
Abb. 3-29). Diexe verschieden langen 3-Enden snd vermutlich auf zwel unterschiedlich darke
Polyadenylierungssgnde zurtickzufihren (Sheets, 1990). Neben dem klassschen Signad AATAAA
bei 2020 bp konnte das etwas oberhalb von 1660 bp liegende GATAAA ein verkapptes
Polyadenylierungssignd darstdlen (Abb. 3-30).

EST- Sequenz Sequenzposition

1 Racemase.SEQ &5 1 - 2039
2 AA779728.SEQ 3 1043 - 1678
3 AA996010. SEQ 3 1163 - 1665
4 Al 244669. SEQ 3 1204 - 1662
5 Al 245832. SEQ 3 1213 - 1662
6 AA969459. SEQ 3 1252 - 1668
7 Al 288257.SEQ 3 1271 - 1666
8 H 19272. SEQ 3 1255 - 1662
9 AI080267.SEQ 3 1613 - 2041
10 AI 369058. SEQ 3 1629 - 2039

1610 1620 1630 1640 1650
RACEMASE. SEQ 1601 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
AA779728. SEQ 559 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
AAQ96010. SEQ 439 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
Al 244669. SEQ 398 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
Al 245832. SEQ 389 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
AA969459. SEQ 350 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
Al 288257. SEQ 331 TTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCCCA AATTGTATGG TGATAAAAGT
H 19272. SEQ 347 CTACAATGTA GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
Al 080267.SEQ -12 .......... .. AAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
Al 369058. SEQ =28 ... ...t e e CA AATTGTATGG TGATAANAGT

1660 1670 1680 1690 1700
RACEMASE. SEQ 1651 CACGTGAAAC AGAGTGATTG GTTGCATCCA GGCCTTTTGI CTTGGIGITC
AA779728. SEQ 609 CACGTGAAAC AGAGIGATTG GITGCAAA. . ... iviii i
AA996010. SEQ 489 CACGTGAAAC AGAAA. . . .. ottt e e
Al 244669. SEQ 448 CACGTGAAAC AGAA. . . . ittt e e e
Al 245832. SEQ 439 CACGTGAAAC AGAA. . . .. it e e e
AA969459. SEQ 400 CACGTGAAAC AGAAAAAA. . .. it i e
Al 288257. SEQ 381 CACGTGAAAC AGAGTGAA. . ...ttt i e
H 19272. SEQ 397 CACGTGAAAGCAG
Al 080267. SEQ 39 CACGTGAAAC AGAGTGATTG GTTGCATCCA GGCCTTTTGI CTTGGIGITC
Al 369058. SEQ 23 CACGTGAAAC AGAGTGATTG GTTGCATCCA GGCCTTTTGI CTTGGIGITC

oll o

2010 2020 2030 2040 2050
Racemase. SEQ 2001 CACACAGCAA CATCCAGAAA TAAAGATCTC AGGACCCCCC AA. . ......
Al 080267. SEQ 363 CACACAGCAA CATCCAGAAA TAAAGATCTC AGGACCCCCC A.........
Al 369058. SEQ 389 CACACAGCAA CATCCAGAAA TAAAGATCTC AGGACCCCC. . ..........

Abb. 3-30: 3'-Enden verschiedener EST-Klone (Die Sequenzierung erfolgte vom poly A-Ende
bis zur jeweils oben aufgeflhrten Sequenzposition).
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3.4.1.6 Vollstédndige cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-

Racemase

Nach Auswertung dler zur Verfigung stehender Informationen kann die nachfolgende Sequenz ds
gesicherte cDNA-Sequenz fir die humane a-Methylacyl-CoA-Racemase angesehen werden. Die
vollsténdige Sequenz hat eine Gesamtlange von 2039 Basenpaaren (ohne poly A) mit einem offenen
Leseraster (ORF, open reading frame) von 1146 bp. Die Sequenz beginnt mit ener 5-UTR-
Sequenz (untrandated region) von 88 bp. Das Startcodon ATG it in eine klasssche Kozak-
Sequenz zum Trandationsstart (Kozak, 1986) eingebettet. Das folgende ORF endet mit KASL am
C-Terminus und ahnelt dem PTS (peroxisomal targeting signal) -KANL einiger Katalasen von
SAugetieren (Purdue & Lazarow, 1996). Die untrandatierte Region (UTR) am 3-Ende besteht aus

802 Basenpaaren, 16 bp vor dem poly A-Ende liegt ein AATAAA-Polyadenylierungssignal.

Zusétzlich liegt zwischen den Nukleotiden 1642 und 1647 mit der Sequenz GATAAA en weiteres,

weniger effizientes Polyadenylierungssgnd (vgl. 3.4.1.5 und Abb. 3-30) vor.

cDNA-Sequenz der humanena -M ethylacyl-CoA-Racemase:

1 GGCCCCEEEA TTGEGAGEEC TTCTTGCAGG CTGCTGEECT GGGEGCTAAGG
51 GCTGCTCAGI TTCCTTCAGC GGGEGCACTGG GAAGCGCCAT GGCACTGCAG
101 GGCATCTCGG TCATGGAGCT GICCGECCTG GCCCCGEECC CGTTCTGTGC
151 TATGGTCCTG GCTGACTTCG GGEECAECGTGT GGTACGCGIG GACCGEECCCG
201 GCTCCCGCTA CGACGTGAGC CCCTTGEECC GEEGCAAGCG CTCGCTAGTG
251 CTGGACCTGA AGCAGCCGCG GGGAGCCGCC GIGCTGCGEC GICTGIGCAA
301 GCGGTCCGAT GIGCTGCTGG AGCCCTTCCG CCECGGTGIC ATGGAGAAAC
351 TCCAGCTGGEG CCCAGAGATT CTGCAGCGEG AAAATCCAAG GCTTATTTAT
401 GCCAGCCTGA GTGGATTTGG CCAGTCAGGA AGCTTCTGCC GGTTAGCTGG
451 CCACGATATC AACTATTTGG CTTTGTCAGG TGTTCTCTCA AAAATTGGCA
501 GAAGTGGTGA GAATCCGTAT GCCCCGECTGA ATCTCCTGEC TGACTTTGCT
551 GGTGGTGECC TTATGIGIGC ACTGGGECATT ATAATGECTC TTTTTGACCG
601 CACACGCACT GACAAGGGTC AGGTCATTGA TGCAAATATG GIGGAAGGAA
651 CAGCATATTT AAGITCTTTT CTGIGGAAAA CTCAGAAATC GAGICTGIGG
701 GAAGCACCTC GAGGACAGAA CATGITGGAT GGTGGAGCAC CTTTCTATAC
751 GACTTACAGG ACAGCAGATG GGGAATTCAT GCCTGITGGA GCAATAGAAC
801 CCCAGITCTA CGAGCTGCTG ATCAAAGGAC TTGGACTAAA GICTGATGAA
851 CTTCCCTCTC AGATGAGCAC GGATGATTGG CCAGAAATGA AGAAGAAGTT
901 TGCAGATGTA TTTGCAAAGA AGACGAAGEC AGAGTGGTGI CAAATCTTTG
951 ACGGECACAGA TGCCTGIGIG ACTCCGGTTC TGACTTTTGA GGAGGITGIT
1001 CATCATGATC ACAACAAGGA ACGGEEECTCG TTTATCACCA GIGAGGAGCA
1051 GGACGTGAGC CCCCGCCCTG CACCTCTGCT GITAAACACC CCAGCCATCC
1101 CTTCTTTCAA AAGGGATCCT TTCATAGGAG AACACACTGA GGAGATACTT
1151 GAAGAATTTG GATTCAGCCG CGAAGAGATT TATCAGCTTA ACTCAGATAA
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1201

1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1652
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

AATCATTGAA

GGCTCAAGTG
ATTGTATGCA
TAATCAAGAA
TAAAAATGGT
TACTAAATTA
TGATATTAAG
AATGATATAT
CTACAATGTA
CACGTGAAAC

ATGATCTCCC
TGTAATTTGC
CTGAAAAAAA
AGAGTCCAGA
GEECCTGITT
TGTTTGATTT
ACACAGCAAC

AGTAATAAGG TAAAAGCTAG TCTCTAA
- K A S L
CTT CCAGGCCCAC
AATTTGAATA CTGCATTTAC AGTGTAGAGT AACACATAAC
TGGAAACATG GAGGAACAGT ATTACAGTGI CCTACCACTC
AAGAATTACA GACTCTGATT CTACAGTGAT GATTGAATTC
TATCATTAGG GCTTTTGATT TATAAAACTT TGGGTACTTA
TGGTAGITAT TCTGCCTTCC AGTTTGCTTG ATATATTTGT
ATTCTTGACT TATATTTTGA ATGGGITCTA GITGAAAAAGG
TCTTGAAGAC ATCGATATAC ATTTATTTAC ACTCTTGATT
GAAAATGAGG AAATGCCACA AATTGTATGG TGATAAAAGT
A poly A (I)

GAGTGATTG GITGCATCCA GCCCTTTTGI CTTGGIGITC
TCTAAGCACA TTCCAAACTT TAGCAACAGT TATCACACTT
AAAGAAAAGT TTCACCTGTA TTGAATCAGA ATGCCTTCAA
CATATCCAAA ATAATGAGGA AATGIGITGG CTCACTACGT
GGGACAGTCA GITTTAGGGT TGCCTGTATC CAGTAACTCG
CCCCGTGGGT CTCTGGEECTG TCAGCTTTCC TTTCTCCATG
CTCCTCAGGC TGGTAGCAAG TTCTGGATCT TATACCCAAC
ATCCAGAAAT AAAGATCTCA GGACCCCCCA AAAAAAAA. . .

poly A (I1)

* stop

Abb. 3-31: cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase, Gesamtlange: 2039 bp

(ohne poly A Il) bzw. 1661 bp (ohne poly A 1).

3.4.2 Proteinsequenzanalyseder a-Methylacyl-CoA-Racemase

Die cDNA-Sequenz der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase enthélt ein offenes Leseraster von

89-1237 bp, das entspricht einer Léange von 1146 bp, incl. des Stop-Codons TAA. Die Trandation
beginnt mit ATG in einer klassischen Kozak-Sequenz und endet mit -KASL as C-Terminus. Das

ORF codiert ein Protein aus 382 Aminosauren mit einem theoretischen Molekulargewicht von 42,4

kDa. Die Sequenz des daraus resultierenden Proteins ist in der folgenden Abbildung (Abb. 3-32)

dargestellt.

Proteinsequenz der a -M ethylacyl-CoA-Racemase:

5' 1 ATG GCA CTG CAG GGC ATC TCG GIC ATG GAG CTG TCC GGC CTG GCC CCG

1

49
17

97
33

M A L

GCGC CCG TTC TGI GCT ATG GIC CTG GCT GAC TTC GGG GCG CGI GIG GTA

G P F

CCC GIG GAC CGG CCC GGEC TCC CGC TAC GAC GIG AGC CGC TTG GGC CGG

R V D

Q G |1 S VvV M E L S G L A P
cC A M V L A D F G A R V V

R P G S R Y D VvV S R L G R
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TTG

CCG

ATG

GAC

TTA

CCT

TAC

CAG

CIT

TTT

TTT

GIT

GAG
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CTT

TAA
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CAG
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AGT
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3

Abb. 3-32: cDNA-Sequenz (oben) und Proteinsequenz der «-Methylacyl-CoA-Racemase.
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Anhand der Uber die cDNA-Sequenz bestimmten Aminosduresequenz |83 sch die humane
a-Methylacyl-CoA-Racemase wie folgt biochemisch charakteriseren:

Aminosaurenzahl: 382

Aminosurenzusammensgtzung: . Ala(A) 29 7.6 %
Arg(R) 25 6.5%
Asn(N) 11 29%
Asp (D) 22 58%
Cys(C) 6 1.6 %
GIn(Q) 13 34%
Glu(g) 27 71%
Gly (G) 35 9.2%
His(H) 5 1.3%
lle(l) 18 4.7 %
Leu(L) 44 115%
Lys(K) 21 55%
Met (M) 11 29%
Phe (F) 20 52%
Pro (P) 20 52%
Ser (S) 26 6.8 %
Thr (T) 15 39%
Trp (W) 4 1.0%
Tyr(Y) 9 24%
va (V) 21 55%

Anzahl negativ geladener Reste (A + Glu): 49
Anzahl postiv geladener Reste (Arg + Lys): 46

Molekulargewicht: 42,366 kD

Theoretischer pl: 6,06

Die theoretisch berechnete Molekilmasse von 42,4 kDa ist etwa kleiner ds die mittels SDS-PAGE
bestimmte Gréf3e von 47,1 kDa. Die a-Methylacyl-CoA- Racemase aus Ratte zeigt im SDS-PAGE
ebenfdls ein langsameres Laufverhdten ds theoretisch erwartet. Bel der Expresson definierter
Kongtrukte, deren Grof3en also exakt vorhersagbar waren, zeigte sich, dal3 die exprimierten Proteine
im SDS-PAGE gets einige kDa grof3er erschienen ds erwartet (W.Schmitz, personliche Mittellung).
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3.4.3 Northern Blot

Um zu Uberprifen, ob die in Kapite 3.4.1.5 erwahnten unterschiedlich langen Transkripte der a-
Methylacyl-CoA-Racemase mit einer Gesamtlange von 1661 bp bzw. 2039 bp (Abb. 3-31)
moglicherwe se gewebsspezifisch vorkommen, wurde ein Northern Blot mit mRNAS verschiedener
menschlicher Gewebe durchgefihrt (2.4.14).

Pro Spur enthidlt der eingesetzte MTN (Multiple Tissue Northern) Blot je 2 ug mRNA aus Herz,
Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuske, Niere und Pankress. Zur Hybridiserung wurde das
mit [e-*2P]dCTP radioaktiv markierte PCR-Podukt H1.4 eingesetzt, welches dem Abschnitt 1-332
bp der a-Methylacyl-CoA-Racemase-cDNA-Sequenz entspricht (2.4.13).

H G Pl Lu Le M N Pa

a) e S0 B kb
e = b A S0l 1.6
b)
’_ e .-ri- e —

Abb. 3-33: Northern Blot (Human MTN Blot), pro Spur sind je 2 pg isolierte humane mRNA
aus Herz (H), Gehirn (G), Plazenta(Pl), Lunge (Lu), Leber (Le), Skelettmuskel (M), Niere (N)
und Pankreas (P) aufgetragen. Blot (a): hybridisiert mit dem Oligonukieotid [z-2P]H1.4
(1-332 bp), Blot (b): hybridisiert mit humaner 8-Actin cDNA-Kontrollprobe.

108



3 Ergebnisse

Anhand der Northern Blot—Andyse konnte gezeigt werden, dal3 die humane a-Methylacyl-CoA-
Racemase gewebsspezifisch exprimiert wird. In Geweben, wie Leber und Niere, von denen bekannt
ig, dald se besonders peroxisomenreich sind, konnte eine sehr starke Expressonen der mRNA
nachgewiesen werden. In den weiteren untersuchten menschlichen Geweben, wie Herz, Gehirn,
Skelettmuskd und Pankress, falt die Expresson deutlich niedriger aus, in Plazenta und Lunge wird
die Racemase nur in &ul3erst geringem Umfang exprimiert.

In adlen Geweben snd mehrere Transkripte der a-Methylacyl-CoA-Racemase zu finden. Wie nach
der Sequenzandyse erwartet worden war, entsprachen die Banden Transkripten der Grofien 1,6
und 2,0 kb, zusézlich findet noch be 31 kb ene vermutlich unspezifische Hybridiserung Hait.
Obwohl die Expresson in den einzelnen Geweben unterschiedlich sark audfdlt, betrifft dies dle
Transkripte in gleichem Umfang, esliegt keine spezifische Expression eines einzelnen Transkripts vor.

3.4.4 Genomische Analyse des humanen a-M ethylacyl-CoA-Racemase-

Gens

3.4.4.1 Genomischer Aufbau

Zur Untersuchung der genomischen Struktur des a-Methylacyl-CoA-Racemase-Gens wurde mit
Hilfe der aus genomischer DNA erhaltenen Klone H 1-4 (1-332 bp) und H 18-13 (526-647 bp)
(3.4.1.4) Uber das DHG-Projekt (Resource Center of the German Human Genome Projekt,
Heiddberg) nach genomischen Klonen gesucht, die mit diesen Sequenzen hybridisert werden
konnten. Untersucht wurden dazu humane genomische DNA PAC-Banken (pCYPAC2-Bank:
RPCI1, 3-5 Human PAC, No. 704, konstruiert von P. de Jong und P. loannou am Roswell Park
Cancer Indtitut). Insgesamt konnten df Klone identifiziet werden (Sehe Tab. 3-8), die mit den
genomischen DNA-Sequenzen hybridiserten (2.4.1.2).

Zur weteren Charakteriserung wurden Informationen Uber die genomische Organisation des
entsprechenden Racemase-Gens bel der Maus herangezogen, die freundlicherweise von T. Kotti und

K. Hiltunen (Univerg& Oulu, Finnland) zur Verfigung gestelIt wurden.
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Nr.

PAC-Klone

(A1)
(A2)
(A4)
(AB)
(B1)
(B2)
(B4)
(BS)
(B6)
(C1)
(C3)

RPCIP704001181Q25
RPCIP704P01181Q25
RPCIP704B8394Q2
RPCIP704H15649Q2
RPCIP704M05720Q2
RPCIP704L.21804Q2
RPCIP704K 03969Q2
RPCIP704M03969Q2
RPCIP704001181Q25
RPCIP704N17985Q2
RPCIP704B041122Q2

Tab. 3-8: PAC-Klone der Genbank RPCI1, 3-5 Human PAC, Nr. 704, hybridisiert mit H 1-4

und H 18-13.

Nach Reinigung der DNA aus den PAC-Klonen (2.4.5) wurde zuerst Uberpriift, ob die Klone auch
tatsachlich Inserts enthielten. Dazu wurde eine Restriktionsandyse mit EcoRI durchgefiihrt (Abb. 3-
34). Die Klone A6 und C1 wurden ds negativ identifiziet und blieben deswegen fir weitere

Untersuchungen unberiickschtigt.

21266 bp

5148/4973 bp
4268 bp
3530 bp

2027/ 1904 bp

1584 bp
1375 bp

947 bp
831 bp

I
i

i
e
1]

(R
SEERUTTT

~
k 1

(0 TTeE

rae

HMS Al A2 A4 A6 HMS Bl B2 B4 BS

B6 HMS C1 C3 ST HMS

Abb. 3-34: 0,6%iges Agarosegel: EcoRI-Restriktion der genomischen Klone A1-C3
(1U/ug EcoRl, 4 h, 37°C), HMS (high molecular standard).
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Die positiven genomischen Klone Al, A2, A4, B1, B2, B4, B5, B6 und C3 wurden anschlief?end
dahingehend Uberpriift, ob das Racemase-Gen tatsichlich vollstandig vorlag. Hierzu wurde zuerst
versucht, das mogliche Exon 1 mittels PCR in den aus der Maus-Racemase bekannten Grenzen (T.

Koatti, persinliche Mitteilung) zu amplifizieren.

Touch down PCR
Denaturierung: 94°C, 5 min
7 x Schmelzen: 94°C, 40 sec / Anneding: 60°C, 1 min / Elongation: 72°C, 2 min

10 x Schmelzen: 94°C, 40 sec / Annedling: 57°C, 50 sec / Elongation: 72°C, 2 min
15 x Schmelzen: 94°C, 40 sec / Anneding: 55°C, 50 sec / Elongation: 72°C, 2 min
Elongation: 72°C, 8 min
Reaktionsansatz: 0,1 ul DNA-Template (100 ng/ul)

3,0 ul 10x PCR-Puffer

je 2,0 ul spez. Primer

4,0 ul dNTPs (2 mM)

18,7 ul ddH,O

0,2 pl Tag-Polymerase (4 U/ul) (Sgma)

21266 bp ” .

5148/4973 bp
4268/3530 bp

L
g

2027/ 1904 bp

1584 bp
1375 bp

"

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

00 O0O0OGO®e | 0w

300 bp

it

947 bp
831 bp

564 bp

r e

200 bp

100 bp

HMS A1 A2 A4 Bl B2 B4 B5 B6 C3 HMSDNA-Leiter
Abb. 3-35: 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung der genomischen Klone A1-C3 anhand des
Exons 1 (5'-Ende) (332 bp) mittels touch down PCR mit den Primern H 18f und Int 1r.
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Es zegte dch, da3 mit Ausnahme von Klon Al (RPCIP704001181Q25) in dlen anderen
untersuchten Klonen das 5-Ende enthdten war (Abb. 3-35). Anschlief?end wurde dann unter
gleichen PCR-Bedingungen eine touch down PCR mit den Primern Int 4f und Stop 3r zur
Amplifikation des Exons 5 durchgefiihrt, um zu Uberpriifen, ob das Gen vollstandig vorlag (Abb. 3-
36). Bis auf den Klon B6 RPCIP704001181Q25) war das 3'-Ende in dlen Ubrigen Klonen
vorhanden. Fir die weiteren Untersuchungen konnten somit die Klone A2, A4, B1, B2, B4, B5 und

C3 eingesetzt werden.

21266 bp & o

5148/4973bp | e (.

4268/3530 bp e <

2027/ 1904 bp

1584bp ...l

1375 by

: weeweew w |

947 bp 900 bp

021 800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

HMS A1l A2 A4 Bl B2 B4 B5 B6 C3 HMSDNA-Leiter

Abb. 3-36: 1%iges Agarosegel zur Uberprifung der genomischen Klone A1-C3 anhand des
Exons 5 (3'Ende) (1214 bp) mittels touch down PCR mit den Primern Int 4f und Stop 3r.

Zum Vergleich der bisher erhatenen humanen cDNA-Sequenz der a-Methylacyl-CoA-Racemase
wurde zuerst versucht, aus dem Klon B2 (RPCIP704L.21804Q2) die Exons an den zu erwartenden
ExonvIntron-Grenzen (T. Kotti, personliche Mitteillung) mittels PCR zu amplifizieren. Finf Exons
konnten erfolgreich amplifiziert werden (Abb. 3-37). Die humane DNA-Sequenz enthdt demzufolge
im Vergleich zur Maus keine zusétzlichen Introns.

Alle funf Exons wurden kloniert und mehrfach sequenziert. Die 3-UTR, die bidang nur aus den
EST-Sequenzvergleichen bestimmt worden war, konnte durch die Sequenzanalyse der genomischen
DNA veifiziet werden. Die so ermittdlte DNA-Sequenz stimmte vollstandig mit der bisher
bekannten cDNA-Sequenz der humanen Racemase Uberein (Abb. 3-40).
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21266 bp H w
5148/4973 bp [T—
4268/3530 bp — =
2027/1904 bp — b
1584 bp iy s
1375 bp i
q - |
947 bp o . ., e 900 bp
831 bp : 888 Ep
700 bp
................................. ot
564 bp 500 bp
o 400 bp
B ' 300 bp
200 hn

HMS Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 HMS DNALeiter

Abb. 3-37: 1%iges Agarosegel mit den Exons 1-5 aus dem genomischem Kilon
B2(RPCIP704L21804Q2): Exon | (H18f/H-Intlr) = 332 bp, Exon Il (H-Intlf/H-Int2r) =
144 bp, Exon I (H-Int2f/H-Int3r1) = 164 bp, Exon IV (H-Int3f/H-Int4r) = 187 bp, Exon V
(H-Int4f/ H-Sop3r) = 1214 bp. Die Exons 1-5 wurden mittels touch down PCR amplifiziert: 4
94°C [7x (40* 94°C, 1° 60°C, 2° 72°C), 10x (40* 94°C, 1" 57°C, 2° 72°C), 15x (40" 94°C, 1’
55°C,2" 72°C)] 8 72°C.
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3.4.4.1.1 Exon-/ Intronstruktur

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, enthdlt das humane Gen im Vergleich
zum murinen Gen keine weiteren Introns. Des weiteren wurde Uberpriift, ob bem Menschen an den
entsprechenden Stellen tatséchlich Introns vorliegen und diese auch an exakt den gleichen
Sequenzpositionen zu finden sind.

Die prézisen Exon-/ Introngrenzen sowie die genauen Introngrof3en wurden unter verschiedenen
PCR-Bedingungen anaysert, wobe exemplarisch der PAC-Klon B2 (RPCIP704L21804Q2)
verwendet wurde. Um die z.T. sehr grofien DNA-Stiicke zu erhdten, wurde die Tag Plus Precision-
Polymerase von Stratagene eingesetzt. Diese besteht aus einem Gemisch von Tagund Pfu-
Polymerase, und erzidt bel rdativ kurzer Elongationszeit (1mirvkB) und langer Halbwertzeit (120 min
be 95°C) eine hohe Prézison. Bel der Amplifikation wurden die Primer so gewahlt, dal3 die Introns

jewels zusammen mit den sie umgebenden Exons amplifiziert wurden, um die Exon-/ Introngrenzen

genau zu besimmen.

PCR-Ansaz: PCR-Programm:

3,0 ul 10x Tag Plus Prec.-Puffer Dendurierung: 94°C, 4 min

je 2,0 ul spez. Primer (10 uM) 32x [Schmelzen: 94°C, 35 sec
8,0 ul dNTPs (2 mM) Anneding.  7x 60°C, 1 min
0,2 ul DNA-Template (PAC-B2;100 ng/ul) 10x 57°C, 50 sec
14,3 ul ddH,O 15x 55°C, 50 sec
0,5 pl Tag-Plus Precision (10 U/pl) (Stratagene) Elongation:  72°C, 1 min/ kb]

Elongation: 72°C, 7 min

Die erhdtenen PCR-Produkte wurden z.T. kloniert und mehrfach sequenziert, wobel moglichst weit
in den Intronbereich hinein sequenziert wurde (sSehe Anhang). Es wurden, wie im murinen Gen,
insgesamt vier Introns erhaten, die Sch an dnlichen Pogtionen befinden, vgl. Abb. 4-4. Alle Introns
beginnen mit der Sequenz GT und enden mit AG. Die ermittelten exakten Exon-/ Introngrenzen sind
inAbb. 3-40 und Tab. 3- 9 dargestellt. Die Grol3e der PCR-Produkte wurde durch die Auftrennung
in einem 0,6%igen Agarosegd (Abb. 3-38 und Abb. 3-39) bestimmt. Durch Subtraktion der Exon-
Anteile konnte damit die Grof3e der Introns festgestellt werden: Intron | = 1,8 kb, Intron |1 = 1,3 kb,
Intron 111 = 8,8 kb, Intron IV =22 kb (Tab. 3-9).
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4268 bp
3530 bp

— 2027 bp
1904 bp

1584 bp
1375bp

- -
Intron Il
£~
Intron |
HMS Intron | Intron 111 HMS

— 21226bp

— 5148/4973 bp

Abb. 3-38: 0,6%iges Agarosegel nach touch down PCR mit dem PAC-Klon B2
(RPCIP704L21804Q2) von Intron | (H16f/Int2r) und Intron 111 (Int2f/1nt4r).

-t -
= | —
1
- . ol
Intron Il
e —
HMS Intll Intll (:10) HMS

21226 bp

5148/4973 bp
4268 bp
3530 bp

2027/1904 bp

1584 bp
1375 bp

947 bp
831 bp

564 bp

-

—

U

¢ 9

Wad Intron IV

21226 bp

5148/4973 bp
4268 bp
— 3530 bp

— 2027 bp
1904 bp

1584 bp
1375bp

%47 bp
831 bp

HMS

Intlv ~ HMS

Abb. 3-39: 0,6%ige Agarosegele nach touch down PCR mit dem PAC-Klon B2
(RPCIP704L21804Q2) von Intron |1 (Int1f/Int3r) und Intron IV (Int3f/Sop 1r).
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Amplifizierte Sequenz Eingesetzte Grole IntrongrofRe | Intronposition
Primer (inkl.
Exonanteile)
Intron | H 16f, Int 2f 2,2 kb 18kb 335bp <= 336 bp
Intron |1 Int 1f, Int 3r 15kb 13kb 479 bp < 480 bp
Intron 111 Int 2f, Int 4r 9,0kb 88 kb 640 bp <> 641 bp
Intron IV Int 3f, Stop 1r 2,7 kb 2,2 kb 827 bp <828 bp

Tab. 3- 9: Bestimmung von Grof3e und Position der Introns des humanen a-Methylacyl-CoA-

Racemase-Gen.

Genomischer Aufbau und DNA-Sequenz deshumanen a -M ethylacyl-CoA-Racemase-Gens

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

hunRac- gen
Ex-1 ko

Intron |

Ex-2 ko

hunRac- gen
Ex-2 ko

hunRac- gen
Ex-2 ko

51
51

101
101

151
151

201
201

251
251

301
301

-35

351
16

401
66

10
GGCGCCCGGA

*kkkkhkkkkhkx

60
GCTGCTCAGT

khkkkkhkkkkx

110
GCGCATCTCGG

*kkkkhkkkkhkx

160
TATGGTCCTG

khkkkkhkkkkx

210
GCTCCCCCTA

*kkkkhkkkkhkx

260
CTGGACCTGA

khkkkkhkkkkx

310
GCGGTCGGAT

*kkkkhkkkkhkx

360
TCCAGCTGGG

*kkhkkkkhkkkk*k

410
GCCAGGCTGA

*hkkkkkkkkx

20
TTGGGAGGGC

*kkkkhkkkkhkx

70
TTCCTTCAGC

khkkkkhkkkkx

120
TCGTGGAGCT

*kkkkhkkkkhkx

170
GCTGACTTCG

khkkkkhkkkkx

220
CGACGTGAGC

*kkkkhkkkkhkx

270
AGCAGCCGCG

khkkkkhkkkkx

320
GIGCTGCTGG

*kkkkhkkkkhkx

370
CCCAGAGATT

*kkhkkkkhkkkk*k

420
GIGGATTTGG

*hkkkkkkkkx

30
TTCTTGCAGG

*kkkkhkkkkhkx

80
GGGGCACTGG

khkkkkhkkkkx

130
GICCGGCCTG

*kkkkhkkkkhkx

180
GGGCCCGTGT

khkkkkhkkkkx

230
CCCTTGGEGECC

*kkkkhkkkkhkx

280
GGGAGCCGCC

khkkkkhkkkkx

330
AGCCCTTCCG

*kkkkhkkkkhkx

380
CTGCAGCGGEG

*kkhkkkkhkkkk*k

430
CCAGTCAGGA

40
CTGCTGGGCT

*kkkkhkkkkhkx

90
GAAGCGCCAT

khkkkkhkkkkx

140
GCCCCEEECe

*kkkkhkkkkhkx

190
GGTACGCGTG

khkkkkhkkkkx

240
GGGGCAACCG

*kkkkhkkkkhkx

290
GIGCTGCGGC

khkkkkhkkkkx

340
CCGCCGTGTC

* %k k k%
Y

VGT. ..

. AGO

* %k ok k%
Y

390
AAAATCCAAG

*kkhkkkkhkkkk*x

440
AGCTTCTGCC

50
GGGGCTAAGG

*kkkkhkkkkhkx

100
GGCACTGCAG

khkkkkhkkkkx

150
CGITCTGIGC

*kkkkhkkkkhkx

200
GACCGGCCCG

khkkkkhkkkkx

250
CTCGCTAGTG

*kkkkhkkkkhkx

300
GICTGTGCAA

khkkkkhkkkkx

350
ATGGAGAAAC

*khkkkkkkkhkx

400
GCTTATTTAT

*kkhkkkkhkkkk*k

450
GGTTAGCTGG

khkkkdkhrkkhhkx Fhxkhkhkrkhkdkhxx Fhkkkkkkkxx
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hunRac- gen
Ex-2 ko

Intron |
Ex- 3 ko

hunRac- gen
Ex-3 ko

hunRac- gen
Ex-3 ko

hunRac- gen
Ex-3 ko

Intron |1
Ex-4 ko

hunRac- gen
Ex-4 ko

hunRac- gen
Ex-4 ko

hunRac- gen
Ex-4 ko

hunRac- gen
Ex-4 ko

Intron IV
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

hunRac- gen
Ex-5 ko

451
116

-29

501
22

551
72

601
122

- 40

651
11

701
61

751
111

801
161

-27

851
24

901
74

951
124

1001
174

1051
224

1101
274

1151
324

460
CCACGATATC

*khkkkkhkkkkx

510
GAAGTGGTGA

*khkkkkhkkkkx

560
GGTGGTGGCC

*khkkkkhkkkkx

610
CACACGCACT

khkkkkhkkkkx

660
CAGCATATTT

khkkkkhkkkkx

710
GAAGCACCTC

khkkkkhkkkkx

760
GACTTACAGG

khkkkkhkkkkx

810
CCCATTTCTA

khkkkkhkkkkx

860
CTTCCCAATC

khkkkkhkkkkx

910
TGCAGATGCA

khkkkkhkkkkx

960
ACGGCACAGA

khkkkkhkkkkx

1010
CATCATGATC

khkkkkhkkkkx

1060
GGACGTGAGC

khkkkkhkkkkx

1110
CTTCTTTCAA

khkkkkhkkkkx

1160
GAAGGATTTG

khkkkkhkkkkx

470

480

490

500

AACTATTTGG CTTTGICAGG TGITCTCTCA AAAATTGGCA

*khkkkkhkkkkx

520

*********w

VGT. .. > ..

. AGO

w* EE R I I I O S R R S

530

540

550

GAATCCGTAT GCCCCGCTGA ATCTCCTGGC TGACTTTGCT

khkkkhkhkkkhhkkx Fhkxkhkhkhkkdkhkx Frxkdkhkxkkkxx

*khkkkkhkkkkx

570
TTATGTGTGC

*khkkkkhkkkkx

620
GGGTC

khkkkkhkkkkx

670
AAGTTCTTTT

khkkkkhkkkkx

720
GAGGACAGAA

khkkkkhkkkkx

770
ACAGCAGATG

khkkkkhkkkkx

820
CGAGCTGCTG

khkkkkhkkkkx

870
AGATGAGCAT

khkkkkhkkkkx

920
TTTGCAAAGA

khkkkkhkkkkx

970
TGCCTGIGTIG

khkkkkhkkkkx

1020
ACAACAAGGA

khkkkkhkkkkx

1070
CCCCCCCCTG

khkkkkhkkkkx

1120
AAGGGATCCT

khkkkkhkkkkx

1170
GATTCAGCCG

khkkkkhkkkkx

580

590

600

ACTGGGCATT ATAATGGCTC TTTTTGACCG

khkkkhkhkhkkkhhkkx Fhkrkdkhkhkkdkhkx Frxkdhkxkkhkxx

630

640

650

AGGTCATTGA TGCAGATATG GTGGAAGGAA

khkkkkhkkkkx **********w

680
CTGT

khkkkkhkkkkx

730
CATGITGGAT

khkkkkhkkkkx

780
GGGAATTCAT

khkkkkhkkkkx

830
ATCAAAGGAC

*kkkkk*x
4

VGT. ..

. AGO

* k%
4

880
GGATGATTGG

khkkkkhkkkkx

930
AGACGAAGGC

khkkkkhkkkkx

980
ACTCCGGTTC

khkkkkhkkkkx

1030
ACGGGCECTCG

khkkkkhkkkkx

1080
CACCTCTCCT

khkkkkhkkkkx

1130
TTCATAGGAG

khkkkkhkkkkx

1180
CGAAGAGATT

khkkkkhkkkkx

JGT..—=...~>
. AGO

w**********

690
CTCAGAAATC

khkkkkhkkkkx

740
GGTGGAGCAC

khkkkkhkkkkx

790
GCCTGTTGGA

khkkkkhkkkkx

840
TTGGACTAAA

EE R I R

890
CCAGAAATGA

khkkkkhkkkkx

940
AGAGTGGTGT

khkkkkhkkkkx

990
TGACTTTTGA

khkkkkhkkkkx

1040
TTTATCACCA

khkkkkhkkkkx

1090
GITAAACACC

khkkkkhkkkkx

1140
AACACACTGA

khkkkkhkkkkx

1190
TATCAGCTTA

khkkkkhkkkkx

700
GAGTCTGI GG

khkkkkhkkkkx

750
CTTTCTATAC

khkkkkhkkkkx

800
GCAATAGAAC

khkkkkhkkkkx

850
GICTGATGAA

EE R I R

900
AGAAGAAGT T

khkkkkhkkkkx

950
CAAATCTTTG

khkkkkhkkkkx

1000
GGAGGTTGIT

khkkkkhkkkkx

1050
GIGAGGAGCA

khkkkkhkkkkx

1100
CCAGCCATCC

khkkkkhkkkkx

1150
GGAGATACTT

khkkkkhkkkkx

1200
ACTCAGATAA

khkkkkhkkkkx
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hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

hunmRac- gen
Ex-5 ko

1201
374

1251
424

1301
474

1351
524

1401
574

1451
624

1501
674

1551
724

1601
774

1651
824

1701
874

1751
924

1801
974

1851
1024

1901
1074

1951
1124

2001
1174

1210
AATCATTGAA

*kkhkkkkhkkkkx

1260
CGGCTCAAGT

*kkhkkkkhkkkkx

1310
AACATTGTAT

*kkhkkkkhkkkkx

1360

CCACTCTAAT CAA

*kkhkkkkhkkkkx

1410
GAATTCTAAA

*kkhkkkkhkkkkx

1460
TACTTATACT

*khkkkkhkkkkkx

1510
ATTTGTTGAT

khkkkkhkkkkkx

1560
AAAAGGAATG

khkkkkhkkkkkx

1610
TTGATTCTAC

khkkkkhkkkkkx

1660
AAAAGT CACG

khkkkkhkkkkkx

1710
GIGITCATGA

khkkkkhkkkkkx

1760
ACACTTTGTA

khkkkkhkkkkkx

1810
CTTCAACTGA

khkkkkhkkkkkx

1860
CTACGTAGAG

khkkkkhkkkkkx

1910
AACTCAGGGC

*khkkkkhkkkkx

1960
TCCATGIGIT

kkhkkkkhkkkkx

2010
CCCAACACAC

kkhkkkkhkkkkx

1220
AGTAATAAGG

*kkhkkkkhkkkkx

1270
GAAATTTGAA

*kkhkkkkhkkkkx

1320
GCCATGGAAA

*kkhkkkkhkkkkx

1370
GA

*kkhkkkkhkkkkx

1420
AATGGTTATC

*khkkkkhkkkkkx

1470
AAATTATGGT

khkkkkhkkkkkx

1520
ATTAAGATTC

khkkkkhkkkkkx

1570
ATATATTCTT

khkkkkhkkkkkx

1620
AATGTAGAAA

khkkkkhkkkkkx

1670
TGAAACAGAG

khkkkkhkkkkkx

1720
TCTCCCTCTA

khkkkkhkkkkkx

1770
ATTTGCAAAG

khkkkkhkkkkkx

1820
AAAAAACATA

khkkkkhkkkkkx

1870
TCCAGAGGGA

khkkkkhkkkkkx

1920
CTGITTCCCC

khkkkkhkkkkkx

1970
TGATTTCTCC

*khkkkkkkkkx

2020
AGCAACATCC

kkhkkkkhkkkkx

1230
TAAAAGCTAG

*kkhkkkkhkkkkx

1280
TACTGCATTT

*kkhkkkkhkkkkx

1330
CATGGAAGGA

*kkhkkkkhkkkkx

1380
ATTACAGACT

khkkkkhkkkkkx

1430
ATTAGGGCTT

khkkkkhkkkkkx

1480
AGITATTCTG

khkkkkhkkkkkx

1530
TTGACTTATA

khkkkkhkkkkkx

1580
GAAGACATCG

khkkkkhkkkkkx

1630
ATGAGGAAAT

khkkkkhkkkkkx

1680
TGATTGGI TG

khkkkkhkkkkkx

1730
AGCACATTCC

khkkkkhkkkkkx

1780
AAAAGTTTCA

khkkkkhkkkkkx

1830
TCCAAAATAA

khkkkkhkkkkkx

1880
CAGTCAGITT

khkkkkhkkkkkx

1930
GIGGGTCTCT

khkkkkhkkkkkx

1980
TCAGGCTGGT

khkkkkhkkkkkx

2030
AGAAATAAAG

*khkkkkhkkkkx

1240
TCTCTAACCT

*kkhkkkkhkkkkx

1290
ACAGTGTAGA

*kkhkkkkhkkkkx

1340
ACAGITATTA

khkkkkhkkkkkx

1390
CTGATTCTAC

khkkkkhkkkkkx

1440
TTGATTTATA

khkkkkhkkkkkx

1490
CCTTCCAGIT

khkkkkhkkkkkx

1540
TTTTGAATGG

khkkkkhkkkkkx

1590
ATATACATTT

khkkkkhkkkkkx

1640
GCCACAAATT

khkkkkhkkkkkx

1690
CATCCAGGCC

khkkkkhkkkkkx

1740
AAACTTTAGC

khkkkkhkkkkkx

1790
CCTGTATTGA

khkkkkhkkkkkx

1840
TGAGGAAATG

khkkkkhkkkkkx

1890
TAGGGTTGCC

khkkkkhkkkkkx

1940
GGGCTGTCAG

khkkkkhkkkkkx

1990
AGCAAGTTCT

khkkkkhkkkkkx

2040
ATCTCAGGAC

khkkkkhkkkkkx

1250
TCCAGGCCCA

*khkkkkhkkkkx

1300
GITAACACATT

khkkkkhkkkkkx

1350
CAGTGTCCTA

khkkkkhkkkkkx

1400
AGTGATGATT

khkkkkhkkkkkx

1450
AAACTTTGCGEG

khkkkkhkkkkkx

1500
TGCTTGATAT

khkkkkhkkkkkx

1550
GITCTAGTGA

khkkkkhkkkkkx

1600
ATTTACACTC

khkkkkhkkkkkx

1650
GIATGGTGAT

khkkkkhkkkkkx

1700
TTTTGICTTG

khkkkkhkkkkkx

1750
AACAGTTATC

khkkkkhkkkkkx

1800
ATCAGAATGC

khkkkkhkkkkkx

1850
TGTTGGCTCA

khkkkkhkkkkkx

1900
TGTATCCAGT

khkkkkhkkkkkx

1950
CTTTCCTTTC

khkkkkhkkkkkx

2000
GGATCTTATA

khkkkkhkkkkkx

khkkkkhkkkkkx

Abb. 3-40: DNA-Sequenz (humRac-gen) der humanen a-Methylacyl-CoA-Racemase aus dem

genomischen PAC-Klon B2 (RPCIP704L21804Q2), die Introns sind entsprechend markiert.
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3 Ergebnisse

3.4.5 Chromosomale Lokalisation des humanen «a-Methylacyl-CoA-

Racemase-Gens

Zur Festgtellung der chromosomaen Lokaisation des a-Methylacyl-CoA-Racemase-Gens wurde
die DNA des PAC-Klons B2 RPCIP 704 L21804 Q2), wie in Abschnitt 2.4.5 beschrieben,
gereinigt. Mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Nanda (Humangenetisches Indtitut der Universitét
Wirzburg) konnte anschlief3end mittels FISH-Hybridiserung fluorescence in-situ hybridisation)
die Podtion des Racemase-Gens lokalisert werden. Die fluoreszenzmarkierte DNA-Probe
hybridiserte mit der Region 5pl.3. Das Gen der a-Methylacyl-CoA-Racemase liegt somit adso auf
dem Chromosom 5 p nahe am Centromer. Zusétzlich wurde mit der cDNA-Sequenz der Racemase
nach Ubereingtimmungen mit bereits chromosomal lokalisierten Genseguenzen gesucht. Tatsichlich
konnte ein STS (sequence tagged site)-Klon WI-16117 (Tab. 3-10), kartiert vom International
Hybrid Mapping Consortium, identifiziert werden. Dieser ist mit dem EST-Klon H19272 identisch
und zu der Racemasesequenz im Bereich von 1255 —1666 bp homolog (siehe Anhang).

WI1-161117

ID: EST 279210 (H19272)

yn50d10.s1 Homo sapiens cDNA Klon 171859 3
Queélle: WICGR:

dbSTS Derivat aus dbEST-Sequenz (G21632)
Chromosom: Chr5
ysikalische Position: 121.56 cR3000 (P0.90)
Intervall: D5S651-D5S634

(46.6-59.9 cM)
Genetische Grole: 13Cm

Physikalische Grol3e: 24 cR3000
RH Details: RHdb RH59978
Typisiert: Whitehead
Whitehead-Kartierung: | Chr. 5, 132,3 cR

Tab. 3-10: Detailbeschreibung des dbSTS Klon s\WI-16117.
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3 Ergebnisse

Der STSKlon WI-16117 (STS-Derivat von G21632, genauere Beschreibung siehe Tab. 3-10)
bestétigte die durch die FISH-Hybridiserung bekannte chromosomale Lokaisation auf dem
Chromosom 5 p nahe des Centromers (Abb. 3-41): im Interval von D5S651 (46,6 cM) und
D5S634 (59.9 cM), genauer von dem Mikrosatdlit-Anker D5S651 bel 46,6 cM (119,97 cR) zum
Mikrosatellit-Anker D53426 bel 516cM (124,16 cR), 2zwichen dem  humanen
Transkriptionsfaktor SGC32812 bei 119,97 cR und dem EST-Klon ¢SG15058 bel 121,60 cR
(Deloukas et al.,1998). Die Abbildung Abb. 3-41 zeigt schematisch die Lokdisation des STS
Klons WI-161117 auf dem kurzen Arm des Chromosoms 5.
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Abb. 3-41: GB4-Kartierung: Chromosom 5: D53651-D5S634.
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