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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Es wurde eine Mauslinie geschaffen, die eine
rezessive Mutation tragt, welche durch Insertion ei-
nes Transgens verursacht wird. Diese Mause sind
durch eine veranderte Pigmentierung von Haaren ge-
kennzeichnet, was eine gelbe Fellfarbe, Rotations-
verhalten und eine Unfahigkeit zu schwimmen ergibt.
Es hat sich gezeigt, dass sich das Transgen in zwei
Stellen auf dem Mausechromosom 3 insertiert hat.
Eine Recherche in der Mausgemon-Datenbank be-
statigte, dass die Mutation neu ist. Der mutante Lo-
cus wurde yellow submarine (ysb) genannt. DNA, die
die Transgen-Insertion flankiert, wurde isoliert und
verwendet, um nach den entsprechenden normalen
(unmutierten) Sequenzen zu suchen. Genomische
Klone, die 20 kb des unmutierten ysb-Locus (+'*°)
Uberspannen, wurden isoliert, und Kartierungsexperi-
mente weisen darauf hin, dass die Transgen-Integra-
tion eine Deletion und chromosomale Inversion ver-
ursacht hat, was zu zwei Transgen-Integrationsstel-
len fihrt. Rotationsverhalten kann eine Abnormitatim
Innenohr widerspiegeln oder auf eine Abnormitat in
der Rautenhirnentwicklung zuriickzufiihren sein. Stu-
dien zeigen eine abnorme Struktur der Innenohren
von ysb-Mausen und einen verkiimmerten Hérnerv.
Daher sind ysb-Mause eine neue Mutante, die so-
wohl eine abnorme Regulation der Pigmentierung als
auch eine Innenohr-Funktionsstérung zeigt. Moleku-
largenetik,  Bioinformatik, = Entwicklungsbiologie,
transgene und physiologische Ansatze werden ver-
wendet, um: 1) das bzw. die Gene am Wild-
typ-ysb(+¥**)-Locus zu identifizieren und zu charakte-
risieren; 2) die Natur der ysb-Mutation zu bestimmen;
3) die molekularen und entwicklungsmafRigen Grund-
lagen, die dem oder den Defekten bei ysb-Mausen
zugrundliegen, zu studieren; und 4) die neurophysio-
logischen Veranderungen im Gleichgewichtssinn und
Gehdr bei ysb-Mausen zu charakterisieren. Ungefahr
1/1000 Sauglingen sind bei der Geburt von Hbérfeh-
lern betroffen, von denen zwei Drittel eine genetische
Basis haben. Ysb-Mause sind ein wertvolles Modell,
um Moleklle zu identifizieren, die an der Kontrolle
des Gleichgewichtssinns beteiligt sind. Diese Studien
liefern fundamentale Informationen Uber die Entwick-
lung des Innenohrs und die Mechanismen, durch die
es zu Hor- und Gleichgewichtsdefekten kommen
kann. Die Identifizierung und Charakterisierung des
bzw. der ysb-Gene und des molekularen Defekts bei
ysb-Mausen liefern auch neue Einsichten in die kom-
plexen Regulationswege, die eine Agouti-Fellfarbe
bei Mdusen steuern.

[0002] Diese Erfindung stellt eine isolierte Nuclein-
saure bereit, die einen mutanten yellow-submari-
ne-Locus definiert, wobei der mutante yellow-subma-
rine-Locus mit einem Wildtyp-yellow-submarine-Lo-
cus identisch ist, abgesehen von einer Integration ei-

nes pAA2-Transgens in wenigstens einen Bereich
auf einem Chromosom.

[0003] Diese isolierten Nucleinsauremolekile um-
fassen das Mausechromosom 3 und pAA2-DNA-Se-
quenzen, die die 5'-Integrationsstelle, welche eine
Nucleinsaure-Verbindungssequenz gemall SEQ ID
Nr. 4 umfasst, flankieren bzw. die 3'-Integrationsstel-
le, welche eine Nucleinsaure-Verbindungssequenz
gemafl SEQ ID Nr. 5 umfasst, flankieren.

[0004] Diese Erfindung stellt einen replizierbaren
Vektor bereit, der die obige Nucleinsdure umfasst.
Diese Erfindung stellt eine Wirtszelle bereit, die den
Vektor umfasst.

[0005] Diese Erfindung gibt die Verwendung einer
Nucleinsdure aus wenigstens 14 Nucleotiden an, die
mit den Nucleinsauren der vorliegenden Erfindung
spezifisch hybridisieren kann.

[0006] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnostizieren einer Innenohr-Funktionsstérung bei ei-
nem Patienten an, das Folgendes umfasst: a) In-Kon-
takt-Bringen einer von dem Patienten erhaltenen Nu-
cleinsdureprobe mit der obigen Nucleinsiure, die
spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus bin-
det; und b) Nachweisen der markierten Nucleinsaure,
dadurch Nachweisen von mutantem ysb und dadurch
Diagnostizieren einer Innenohr-Funktionsstdrung bei
dem Patienten.

[0007] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnhostizieren einer Pigmentierungs-Funktionsstérung
bei einem Patienten an, das Folgendes umfasst: a)
In-Kontakt-Bringen einer von dem Patienten erhalte-
nen Nucleinsaureprobe mit der obigen Nucleinsaure,
die spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus
bindet; und b) Nachweisen der markierten Nuclein-
saure, dadurch Nachweisen von mutantem ysb und
dadurch Diagnostizieren einer Pigmentierungs-Funk-
tionsstérung bei dem Patienten.

[0008] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnostizieren einer Zellwachstums-Funktionsstérung,
Zellproliferations-Funktionsstérung oder Zell-
tod-Funktionsstdorung bei einem Patienten an, das
Folgendes umfasst: a) In-Kontakt-Bringen einer von
dem Patienten erhaltenen Nucleinsaureprobe mit der
obigen Nucleinsaure, die spezifisch an den mutierten
Teil des ysb-Locus bindet; und b) Nachweisen der
markierten Nucleinsaure, dadurch Nachweisen von
mutantem ysb und dadurch Diagnostizieren einer
Zellwachstums-Funktionsstérung oder Proliferati-
ons-Funktionsstérung bei dem Patienten.

[0009] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnhostizieren eines Vestibularisausfalls bei einem Pa-
tienten an, das Folgendes umfasst: a) In-Kon-
takt-Bringen einer von dem Patienten erhaltenen Nu-
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cleinsaureprobe mit der obigen Nucleinsaure, die
spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus bin-
det; und b) Nachweisen der markierten Nucleinsaure,
dadurch Nachweisen des Gens, das fur die gelbe
Fellfarbe verantwortlich ist und dadurch Anzeigen
des Vorhandenseins eines Vestibularisausfalls bei
dem Patienten.

Kurzbeschreibung der Figuren

Fig. 1

[0010] (A) Homozygote ysb-Maus, die eine gelbe
Fellfarbe zeigt, im Vergleich mit (B) einem heterozy-
goten Wurfgeschwister mit Agouti-Fell und (C) einem
schwarzen C57BL.

Fig. 2

[0011] Totalpraparat-X-gal-Farbung (blau) verschie-
dener pAA2-Mausembryonen, die das typische
LacZ-Expressionsmuster zeigen, in verschiedenen
Embryonalstadien.

[0012] (A) Embryo 9,0 Tage nach der Paarung (dpc;
dies post coitum); (B) Embryo 12,5 dpc; (C) Embryo
13,5 dpc; (D) Embryo 13,5 dpc. Zu den Expressions-
stellen gehdren der Kiemenbogen (ba), die Chorda
dorsalis (no), die Urwirbel (pv), die Schnauze (sn)
und die Zehen (dg).

Fig. 3

[0013] LacZ-Expression gemal der X-gal-Farbung
(blau) von KM12-transgenen Embryonen in verschie-
denen Embryonalstadien. LacZ wird an fur pAA2 ty-
pischen Stellen (Elg. 2) sowie an zusatzlichen Stel-
len einschlieBlich der Rhombomere (r) 2, 3 und 5 im
Rautenhirn (hb), des Neuralrohrs (nt), des Ricken-
marks (sc) und der Haarfollikel (hf), die nicht die nor-
malen Expressionsstellen des Col2a1-Transgens
sind, exprimiert. (A) Ein im Totalpraparat mit X-gal an-
gefarbter 9,5-dpc-KM12-Embryo zeigt LacZ-Expres-
sion im Kiemenbogen (ba), Herz (he), der Chorda
dorsalis (no), den Rhombomeren (r) 2, 3 und 5, dem
Ohrblaschen (ov) und dem Neuralrohr (nt). (B) zeigt
einen  Sagittalschnitt eines KM12-transgenen
10,5-dpc-Embryos. (C) Zum Zeitpunkt 10,5 dpc zeigt
der KM12-transgene Embryo zusatzliche Expressi-
onsstellen an den Urwirbeln (pv), dem Vorderhirn (fb)
und den Spinalganglien (drg) (in dieser Ansicht nicht
gezeigt), aber unter Verschwinden der r5-Expressi-
on. (D) Expressionsmuster eines 12,5-dpc-Fetus; in
diesem Stadium findet man eine Farbung auch im
Mittelhirn (mb), Rautenhirn (hb) und dem Ricken-
mark (sc). In (E) beobachtet man die LacZ-Expressi-
on bei 13,5-dpc-Embryonen auch in der Schnauze
(sn), den Zehen (dg) und Rippen (rb). (F) Zum Zeit-
punkt 16,5 dpc ist im sagittal halbierten Fetus weiter-
hin eine Expression im Hirn und in den Wirbeln zu be-
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obachten. Eine Expression in Haarfollikeln wird in to-
talpraparierten  (G) und  geschnittenen  (H)
16,5-dpc-Embryonen beobachtet und ist in der Haut
3,5 Tage postnatal, die im Totalpraparat mit X-Gal an-
gefarbt und aufgehellt wurde (1), immer noch vorhan-
den.

Fig. 4

[0014] Schwimmtest: A) Eine  Wildtypmaus
schwimmt in Wasser, auch aktiv; B), C), D) und E):
Eine homozygote yellow-submarine(ysb)-Maus ro-
tiert in Wasser und geht unter.

Fig. 8

[0015] Strecktest. Die Maus links, eine ysb-homozy-
gote Maus mit Vestibularisausfall, zeigt eine Ten-
denz, sich zum Bauch hin einzukrimmen, wenn sie
am Schwanz gehalten wird. Die Maus rechts zeigt
eine normale Streckreaktion mit ausgestrecktem Kor-
per.

Fig. 6

[0016] Southern-Blot-Hybridisierung von genomi-
scher DNA von Mausen, die heterozygot (he) bzw.
homozygot (ho) in Bezug auf das pAA2-Transgen in
der Km12-Linie sind, und nichttransgenen (nt) Kon-
troll-Wurfgeschwistern unter Verwendung von (A)
kreisler- (B) agouti- und (C) a-MSHR-cDNA-Sonden.
Die Strukturgene kreisler, agouti und a-MSHR wur-
den durch das COL2A1-lacZ-Transgen in ysb-Mau-
sen nicht zerstort.

Fig. 7

[0017] Der ysb-Locus und die chromosomale Loka-
lisierung des pAA2-Transgens. (A) Lokalisierung von
pAA2 (Cheah et al., 1995) bei KM12/ysb-transgenen
Mausen auf Chromosom 3 durch Fluoreszenz-in-si-
tu-Hybridisierung (FISH) unter Verwendung von
pAA2 als Sonde. Das Transgen ist bei der Kartierung
von ysb-Chromosomen in der Metaphase im A2- und
B-C-Bereich zu finden. (B) Chromosomenkarte der
transgenen Integration. (C) Genomische Klone, die
durch PCR-Sonden flr die Integrationsstellen 1 und
2 isoliert wurden. (D) Chromosomale Lokalisierung
von genomischen Klonen fiir die Integrationsstellen 1
und 2 durch FISH auf Wildtypchromosomen in der
Metaphase. Beide befinden sich bei A3 auf Chromo-
som 3. Literatur: K.S.E. Cheah, A Levy, P.A. Trainor,
AW.K. Wai, T. Kuffner, C.L. So, K.K.H. Leung, R.H.
Lovell-Badge und PPL. Tam. (1995) Human
COL2A1-directed SV40 T-antigen expression in
transgenic and chimeric mice results in abnormal
skeletal development. J. Cell Biol. 128, 223-237.
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Fig. 8

[0018] Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH)
von ysb-Chromosomen unter Verwendung eines
Transgens (pAA2) als Sonde. (A) Das Transgen hat
sich in zwei Insertionsstellen im Chromosom inte-
griert. Der Pfeil zeigt die Position von Fluoreszenzsi-
gnalen. (B) Das DAPI-Bandenmuster zeigt, dass die
pAA2-Insertionsstellen Chromosom 3 entsprechen.
(C) Entsprechende Banden, die ein Fluoreszenzsig-
nal zeigen, sind durch Punkte gezeigt.

Fig. 8

[0019] Totalpraparat-in-situ-Hybridisierung von
9,5-dpc-Embryonen  unter  Verwendung  von
Krox-20-Ribosonde, doppelt angefarbt auf 3-Galac-
tosidase-Aktivitat (rétlich). Homozygote ysb-Embryo-
nen (E, F) und heterozygote ysb-Embryonen (C, D)
haben zum Zeitpunkt 9,5 dpc ein normales
Krox-20-Expressionsmuster in den Rhombomeren (r)
3 und 5. Sagittale Ansicht (A) und dorsale Ansicht (B)
eines nichttransgenen Wurfgeschwisters, das ein
normales Muster zeigt.

Fig. 10

[0020] Totalpraparat-Neurofilament-lmmunfarbung

von nichttransgenen Kontroll- (A, B), heterozygoten
ysb- (C, D) und homozygoten ysb-10,5-dpc-Embryo-
nen (E, F) unter Verwendung von monoklonalem An-
tikérper (2h3), doppelt angefarbt auf 3-Galactosida-
se-Aktivierung. In homozygoten ysb wird bei 10,5 dpc
eine Reduktion des achten Nervs (VIlIn) beobachtet.

Fig. 41

[0021] Dreidimensionale rekonstruierte Bilder von
Innenchren von a) nichttransgenen, b) heterozygoten
ysb- und c) homozygoten ysb-16,5-dpc-Feten, die
strukturelle Fehlbildungen bei der Entwicklung von
homozygoten ysb-Innenohren zeigen. Man beachte,
dass der obere Bogengang bei homozygotem ysb
unterbrochen ist (*).

Fig. 12

[0022] Dreidimensionale rekonstruierte Bilder von
Innenchren von a) nichttransgenen Wildtyp-, b) hete-
rozygoten ysb- (+#/-) und c¢) homozygoten
ysb-16,5-dpc-Feten (-/-). Man beachte, dass Neuroe-
pithelstrukturen bei der Entwicklung des Innenohrs
von homozygoten ysb-Feten fehlen. Bei homozygo-
tem 16,5-dpc-ysb (-/-) ist der obere Bogengang parti-
ell unterbrochen (*) und endet in einem blinden Sack
(c); die Macula utriculi sowie Crista superior und late-
ralis fehlen.
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Fig. 13

[0023] Dreidimensionale rekonstruierte Bilder von
Innenohren zum Zeitpunkt 13,75 dpc, die strukturelle
Fehlbildungen bei der Entwicklung von homozygoten
ysb-Innenchren zeigen. Der obere Bogengang ist bei
homozygotem ysb unterbrochen (*).

Fig. 14

A) Sequenz des PCR-Produkts an der Integrati-
onsstelle 1
B) Sequenz des PCR-Produkts an der Integrati-
onsstelle 2

Fig. 15

[0024] Southern-Analysen von genomischer
ysb-DNA unter Verwendung von flankierenden Son-
den an den Integrationsstellen 1 und 2. In den mutan-
ten Allelen werden Banden unterschiedlicher GréRe
beobachtet, wenn sie mit flankierenden Sonden von
beiden Integrationsstellen sondiert werden (gezeigt
durch entsprechende Pfeile). Bei den untersuchten
ysb-Mausen (6. Generation) wird keine Segregation
der beiden Integrationsstellen beobachtet. Wt, Wild-
typ; he, heterozygotes ysb; ho, homozygotes ysb.

Fig 18
Deletion in ysb an der Integrationsstelle 2.

(A) 20-kb-Deletion in ysb. (B)-(E) Autoradiogram-
me von Southern-Blots von genomischer DNA,
die mit EcoRI (B, D), Sacl (C) und Xbal (E) ver-
daut wurde, von ysb-heterozygoten, -homozygo-
ten und nichttransgenen Mausen. Die Sonden wa-
ren: B) pSD14 (1,4 kb EcoRlI); C) pSD11 (1,9 kb
Sacl); D) pSD9 (3,2 kb BamHI); E) pSD8 (2,0 kb
Sacl).

(B) Man beachte, dass eine Umlagerungsbande
beobachtet wird, wenn pSD14 (1,4 kb EcoRl) ver-
wendet wird, um homozygote genomische
ysb-DNA zu sondieren.

* bedeutet homozygotes ysb

[0025] Man beachte die deletierten Sequenzen, die
von den Sonden pSD11 (C), pSD9 (D) und pSD8 (E)
aufgedeckt wurden.

Fig. 17

Sequenzinformation fiir die 8,1-kb-Deletion innerhalb
des ysb-Locus.

Locus: Chromosom 3

Definition: pPLS

Stichworte: genomische DNA

Herkunft: Hausmaus

Organismus: Mus musculus
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Vektor: pBluescript
Insert: 8114 bp
Insertionsstellen: Hindlll

Information:

A. Sequenz von pPLS, das ein
8114-bp-DNA-Fragment (Hindlll-Produkt) von 20
kb deletierten Sequenzen in der Integrationsstelle
2 enthalt.

B. Sequenzausrichtung, die zeigt, dass pPLS
(1743 bp-1906 bp) Sequenzen mit 90% Identitat
mit IMAGE 1196866 enthalt.

C. Sequenzausrichtung, die zeigt, dass pPLS
(106 bp-395 bp) Sequenzen mit 100% Identitat
mit IMAGE 636095 enthalt.

Fig. 18

[0026] Zusammenfassungskarte von pPLS, die den
Ort von EST-IMAGE-Sequenzen zeigt.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0027] Diese Erfindung stellt eine isolierte Nuclein-
saure bereit, die einen mutanten yellow-submari-
ne-Locus definiert, wobei der mutante yellow-subma-
rine-Locus mit einem Wildtyp-yellow-submarine-Lo-
cus identisch ist, abgesehen von einer Integration ei-
nes pAA2-Transgens in wenigstens einen Bereich
auf einem Chromosom.

[0028] Diese isolierten Nucleinsauremolekile um-
fassen das Mausechromosom 3 und pAA2-DNA-Se-
quenzen, die die 5'-Integrationsstelle, welche eine
Nucleinsaure-Verbindungssequenz gema® SEQ ID
Nr. 4 umfasst, flankieren bzw. die 3'-Integrationsstel-
le, welche eine Nucleinsdure-Verbindungssequenz
gemal SEQ ID Nr. 5 umfasst, flankieren.

[0029] Die isolierte Nucleinsaure der vorliegenden
Erfindung umfasst genomische DNA, RNA und cD-
NA. Die Nucleinsaure kann mit einem nachweisbaren
Marker markiert sein. Der nachweisbare Marker um-
fasst unter anderem einen radioaktiven, kolorimetri-
schen, lumineszenten oder fluoreszenten Marker.

[0030] Diese Erfindung stellt einen replizierbaren
Vektor bereit, der die obige Nucleinsaure umfasst.
Diese Erfindung stellt eine Wirtszelle bereit, die den
Vektor umfasst. In einer Ausflihrungsform ist die Zelle
eine eukaryontische Zelle. In einer Ausfiihrungsform
ist die Zelle eine Bakterienzelle. Die Vektoren der vor-
liegenden Erfindung umfassen unter anderem ein
Plasmid, Cosmid, einen A-Phagen, YAC, BAC oder
PAC.

[0031] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnhostizieren einer Innenohr-Funktionsstérung bei ei-
nem Patienten an, das Folgendes umfasst: a) In-Kon-
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takt-Bringen einer von dem Patienten erhaltenen Nu-
cleinsaureprobe mit der obigen Nucleinsaure, die
spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus bin-
det; und b) Nachweisen der markierten Nucleinsaure,
dadurch Nachweisen von mutantem ysb und dadurch
Diagnostizieren einer Innenohr-Funktionsstdrung bei
dem Patienten.

[0032] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnostizieren einer Pigmentierungs-Funktionsstérung
bei einem Patienten an, das Folgendes umfasst: a)
In-Kontakt-Bringen einer von dem Patienten erhalte-
nen Nucleinsaureprobe mit der obigen Nucleinsaure,
die spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus
bindet; und b) Nachweisen der markierten Nuclein-
saure, dadurch Nachweisen von mutantem ysb und
dadurch Diagnostizieren einer Pigmentierungs-Funk-
tionsstérung bei dem Patienten.

[0033] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnostizieren einer Zellwachstums-Funktionsstérung,
Zellproliferations-Funktionsstérung oder Zell-
tod-Funktionsstdérung bei einem Patienten an, das
Folgendes umfasst: a) In-Kontakt-Bringen einer von
dem Patienten erhaltenen Nucleinsaureprobe mit der
obigen Nucleinsaure, die spezifisch an den mutierten
Teil des ysb-Locus bindet; und b) Nachweisen der
markierten Nucleinsdure, dadurch Nachweisen von
mutantem ysb und dadurch Diagnostizieren einer
Zellwachstums-Funktionsstérung oder Proliferati-
ons-Funktionsstérung bei dem Patienten.

[0034] In einer Ausfihrungsform des obigen Verfah-
rens ist der Patient ein Sauger. In einer anderen Aus-
fuhrungsform ist der Patient ein Nichtsduger. Der Pa-
tient kann ein Mensch, ein Primat, ein Pferd, ein
Schaf, ein Vogel, ein Rind, ein Schwein, ein Hund,
eine Katze oder eine Maus sein. Der Patient kann ein
Wirbeltier sein.

[0035] Diese Erfindung gibt ein Verfahren zum Dia-
gnhostizieren eines Vestibularisausfalls bei einem Pa-
tienten an, das Folgendes umfasst: a) In-Kon-
takt-Bringen einer von dem Patienten erhaltenen Nu-
cleinsdureprobe mit der obigen Nucleinsaure, die
spezifisch an den mutierten Teil des ysb-Locus bin-
det; und b) Nachweisen der markierten Nucleinsaure,
dadurch Nachweisen des Gens, das flr die gelbe
Fellfarbe verantwortlich ist und dadurch Anzeigen
des Vorhandenseins eines Vestibularisausfalls bei
dem Patienten.

Experimentelle Details

[0036] Es wurde eine Mauslinie (KM12) geschaffen,
die eine rezessive Mutation tragt, welche durch Inser-
tion eines Transgens verursacht wird. Diese Mause
sind durch eine Veranderung der Fellfarbe nach Gelb
und Rotationsverhalten gekennzeichnet (Eig. 1).



DE 601 22816 T2 2007.09.13

[0037] Das gelbe Fell von KM12-M&usen lasst eine
abnorme Regulation der Pigmentsynthese vermuten.
Die Haarpigmentierung bei Mausen wird durch viele
Entwicklungs- und Signalgebungsvorgange vermit-
telt, bei denen Enzyme, Transcriptionsfaktoren, ein
Wachstumsfaktor und sein Rezeptor, ein Membran-
transportprotein, ein Hormonrezeptor und ein Anta-
gonist der Hormonbindung beteiligt sind. Bei Mausen
hat wildtypfarbiges Haar Agouti-Farbung und enthalt
zwei Pigmente, wobei die Ansatze und Spitzen das
schwarze Pigment Eumelanin enthalten und eine
Zwischenbande Phdomelanin enthalt. Zwei Gene in
Mausen, agouti (A) auf Chromosom 2 und extension
(E) auf Chromosom 8, sind an der Regulation der re-
lativen Mengen an Eumelanin und Phaomelanin in
der Maus beteiligt. Mutationen in diesen beiden Loci
fuhren bei Mausen zu einer gelben Fellfarbe. Domi-
nante Mutationen im A-Gen, wie lethal yellow und vi-
able yellow, fihren zu einer adipdsen Maus, die voll-
standig oder fast ganz gelb ist, weil nur Phaomelanin
produziert wird. Dagegen sind Mutationen in E, die zu
einer gelben Fellfarbe fihren (e), rezessiv. Sowohl
der agouti- als auch der extension-Locus wurden klo-
niert. Das A-Gen codiert ein Polypeptid aus 131 Ami-
nosauren mit einer Struktur, die mit seiner vorge-
schlagenen parakrinen Funktion im Einklang steht. E
codiert den MSH-Rezeptor (MSH-R). Es wurde fest-
gestellt, dass in KM12-Mausen weder A noch E mu-
tiert sind. AuRerdem wurde das Transgen auf zwei In-
tegrationsstellen auf dem Mausechromosom 3 lokali-
siert (Eig. 7), was mit einer Mutation aulRerhalb des
A- und des E-Locus im Einklang steht.

[0038] Das Rotationsverhalten von KM12-Mausen
|asst eine Innenohr-Fehlfunktion vermuten, die das
Gleichgewicht beeinflusst. Das reife Innenohr be-
steht aus der Gehoérschnecke, die fir die Wahrneh-
mung von Schall verantwortlich ist (Corti-Organ), und
dem Vestibularapparat, der fiir den Gleichgewichts-
sinn verantwortlich ist. Es wurden viele Gene gefun-
den, die die Entwicklung und Funktionen des Innen-
ohrs regulieren, und Mutationen, die Hor- und Gleich-
gewichtsdefekte verursachen, wurden sowohl beim
Menschen als auch bei der Maus gefunden. Diese
Gene codieren verschiedene Klassen von Proteinen,
wie Transcriptionsfaktoren, sezernierte Wachstums-
faktoren, Signalmolekule, Rezeptoren, Komponenten
des Cytoskeletts, intrazellulare Transporter und lo-
nenkanalproteine. Obwohl mit Taubheit assoziierte
Pigmentierungsdefekte (wie microphthalmia, dilute)
gefunden wurden, wurden bisher bei Mausen keine
Mutationen identifiziert, die sowohl ein gelbes Fell als
auch Innenohrdefekte verursachen.

[0039] Die Datenbanken wurden nach in Frage
kommenden Genen und bekannten mutanten Loci
auf Chromosom 3, die fir das gelbe Fell und den
Vestibularisausfall verantwortlich sein kénnen, durch-
sucht, und es wurden keine gefunden. Die Mutation
ist daher neu. Auf der Grundlage der phanotypischen
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Merkmale von KM12-homozygoten Mausen wurde
der mutante Locus yellow submarine (ysb) genannt.

[0040] Eine notwendige Vorbedingung, um den
bzw. die molekularen Defekte in ysb-Mausen zu defi-
nieren, besteht darin, das bzw. die mutierten Gene zu
identifizieren und die phanotypischen Abnormitaten
zu charakterisieren. Im derzeitigen RGC-Projekt wur-
de eine Analyse der vestibularen Abnormitaten in
ysb-Mausen begonnen. Abnormitaten im Hérnerv
und Innenohr wurden in ysb-Embryonen gefunden.
Inverses PCR wurde verwendet, um flankierende
DNA aus den beiden Transgen-Insertionsstellen zu
isolieren. Diese flankierenden DNAs wurden verwen-
det, um genomische Klone zu isolieren, die insge-
samt 49 kb DNA Uberspannen. Southern-Analysen
unter Verwendung dieser Klone zeigen, dass an der
Integrationsstelle 2 ungefahr 20 kb DNA deletiert
wurde. Klone fiir beide Integrationsstellen wurden an
derselben Stelle auf Chromosom 3 lokalisiert. Die
Daten lassen vermuten, dass die Transgen-Integrati-
on eine Deletion und chromosomale Inversion verur-
sacht hat. Es wurde auch bestimmt, dass es eine re-
zessive Mutante auf Chromosom 3 (genannt Icc: light
coat and circling; helles Fell und Rotationsverhalten)
mit dhnlichen Merkmalen wie ysb gibt, die als Ergeb-
nis einer Réntgenbestrahlung auftrat und zu ysb allel
sein kann (Dr. C. Tease; MRC Mammalian Genetics
Unit, Harwell), und ein Vergleich der beiden Mutanten
wird gerade durchgefiihrt. Kreuzungen zwischen
ysb- und Icc-Mausen zeigen, dass die ysb-Mutanten
die Icc-Mutation nicht komplementieren kénnen, was
stark vermuten |asst, dass die Mutationen allel sind.

[0041] Molekulargenetik, Bioinformatik, Entwick-
lungsbiologie, transgene und physiologische Ansatze
werden verwendet, um: die Gene am +'**-Locus zu
identifizieren und die molekularen und entwicklungs-
maRigen Grundlagen, die dem oder den Defekten bei
ysb-Mausen zugrundliegen, zu studieren. Die folgen-
den Verfahren werden verwendet: 1) Isolierung und
Charakterisierung des bzw. der +***-Gene; 2) Bestim-
mung der natur der ysb-Mutation; 3) Durchfiihrung
von genetischen Komplementierungstests zwischen
ysb- und Icc-Mausen; 4) Durchfiihrung von Experi-
menten zur transgenen Rettung; 5) Charakterisie-
rung der Entwicklungsdefekte in den Innenohren von
ysb-Mausen unter Verwendung von dreidimensiona-
len Rekonstruktionsanalysen, Molekularmarkern und
Chimarenstudien; 6) Charakterisierung der neuro-
physiologischen Veranderungen im Gleichgewichts-
sinn und Gehdr bei ysb-Mausen. Obwohl eine gewis-
se Betonung auf die Innenohrdefekte von ysb gelegt
wurde, werden durch Klonieren und Charakterisieren
des bzw. der ysb-Gene Einsichten in den bzw. die bi-
ochemischen und mdéglichen intrazellularen Signalu-
bertragungsdefekte, die der Veranderung der Fellfar-
be zugrundeliegen, gewonnen. Ungefahr 1/1000
Sauglingen sind bei der Geburt von Hérfehlern be-
troffen, von denen zwei Drittel eine genetische Basis
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haben. Etwa die Halfte der Kinder mit Hérschaden
haben auch einen Vestibularisausfall. Mause sind
wegen der Ahnlichkeit in Struktur und Entwicklung
zwischen Maus- und Humaninnenohren gute Model-
le, um Hoérschaden zu untersuchen. Diese Studien
liefern fundamentale Informationen Uber die Mecha-
nismen der Innenohrentwicklung und die molekulare
Basis, durch die es bei Gleichgewichtsstdrungen von
Mausen und Menschen zu Innenchrdefekten kom-
men kann.

Die Mauslinie KM12

[0042] Bei der Herstellung von transgenen Mausen
zerstort die Integration der exogenen DNA zuweilen
die Funktion von einem oder mehreren Genen. Bei
der Untersuchung der Regulation des COL2A1-Gens
unter Verwendung eines rekombinanten Plasmids
(pAA2), das regulatorische DNA-Sequenzen aus
COL2A1 enthielt, die mit dem lacZ-Reportergen ver-
knGpft waren (Cheah et al., 1995), wurde eine rezes-
sive Mutation geschaffen, die durch die Insertion des
Transgens verursacht wurde. Diese Mause sind
durch eine Anderung der Fellfarbe nach Gelb und
durch Rotationsverhalten gekennzeichnet, das man
nur bei Nachkommen beobachtet, die homozygot in
Bezug auf das Transgen sind (Fig. 4, Anhang). Bei
der Entwicklung von KM12-Embryonen wird das
Transgen nicht nur in den Stellen exprimiert, die man
fir COL2A1 erwartet, sondern auch in zusatzlichen
Expressionsdomanen, wie spezifischen Rhombome-
ren des Rautenhirns (r2,3,5), im Rickenmark, den
Spinalganglien und in den Haarfollikeln der Haut.
Diese neuralen und Hautexpressionsstellen sind
nicht typisch fur das endogene Col2a1-Gen, stehen
aber mit der Fellfarbe und dem Verhaltensphanotyp
von KM12-Mausen im Einklang (Fig. 2, Fig. 3).

Agouti- und gelbe Fellfarbe

[0043] Das gelbe Fell von KM12-Mausen lasst eine
anormale Regulation der Pigmentsynthese vermu-
ten. Bei Mausen hat wildtypfarbiges Haar Agouti-Far-
bung und enthalt zwei Pigmente, wobei die Ansatze
und Spitzen das schwarze Pigment Eumelanin ent-
halten und eine Zwischenbande Phaomelanin ent-
halt. Die Regulation der Haarpigmentierung bei Mau-
sen wird durch viele Entwicklungs- und Signalge-
bungsvorgange vermittelt, bei denen mehrere Enzy-
me, Transcriptionsfaktoren, ein Wachstumsfaktor
und sein Rezeptor, ein Membrantransportprotein, ein
an ein G-Protein gekoppelter Hormonrezeptor und
ein Antagonist der Hormonbindung beteiligt sind.
Diese Pigmente werden in Melanocyten von Tyrosi-
nase synthetisiert (Ubersichtsartikel in). Zwei Gene in
Mausen, agouti (A) auf Chromosom 2 und extension
(E) auf Chromosom 8, sind an der Regulation der re-
lativen Mengen an Eumelanin und Phaomelanin in
der Maus beteiligt. Mutationen in diesen beiden Loci
fuhren bei Mausen zu einer gelben Fellfarbe. Domi-

nante Mutationen im A-Gen, wie lethal yellow und vi-
able yellow, fihren zu einer adipésen Maus, die voll-
standig oder fast ganz gelb ist, weil nur Phaomelanin
produziert wird. Dagegen sind Mutationen in E, die zu
einer gelben Fellfarbe fihren (e), rezessiv. Sowohl
der A- als auch der E-Locus wurden kloniert. Das
A-Gen codiert ein Polypeptid aus 131 Aminosauren
mit einer Struktur, die mit seiner vorgeschlagenen pa-
rakrinen Funktion im Einklang steht. E codiert den
MSH-Rezeptor (MSH-R), ein 35-kD-Polypeptid mit
sieben Transmembrandomanen, und wird in Melano-
cyten exprimiert. Die Aktivierung von MSH-R férdert
die Eumelaninsynthese, wahrend das agouti-Protein
die Phaomelaninsynthese verstarkt.

Gene und Innenohrdefekte

[0044] Viele taube Mausmutanten sind durch das
klassische Shaker/Waltzer-Verhalten von Rotation,
Zurckwerfen des Kopfes und Hyperaktivitat gekenn-
zeichnet. Das Rotationsverhalten von KM12-Mausen
lasst eine Innenchr-Fehlfunktion vermuten, die den
Gleichgewichtssinn und das Gehdr beeinflusst.
KM12-Mause zeigen auch andere Merkmale von In-
nenohrdefekten, wie Zurlickwerfen des Kopfes und
eine Unfahigkeit zu schwimmen (Eig. 4). Auflerdem
zeigen KM12-Mause eine anormale Streckreaktion.
Wenn sie am Schwanz hochgenommen werden,
strecken KM12-Mause ihre Gliedmallen nicht aus
wie normale Mause, sondern krimmen sich zum
Bauch hin ein (Eig, 8, Anhang). KM12-Mause zeigen
zwar eine gewisse Reaktion auf scharfe Gerausche
(Preyer-Reflex), doch scheint diese nicht so stark zu
sein wie bei Wildtypmausen. Daher ist es mdoglich,
dass KM12-Mause partiell hdrgeschadigt sind. Physi-
ologische Tests, die das endocochledre Potential
(EP) und das Summenaktionspotential (CAP) mes-
sen, zeigen, dass ysb-Mause taub sind und dass
ysb/lcc-Compound-Heterozygote  stocktaub  sind.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Stria va-
scularis nicht richtig funktioniert, und dass die Aktivi-
tat des Nervus cochleae als Reaktion auf ein Ge-
rausch ebenfalls anormal ist.

[0045] Das Innenohr ist ein komplexes Sinnesor-
gan, das sich aus einem aus einer einzelnen Zell-
schicht bestehenden Epithel (Ohrplakode) entwi-
ckelt, das sich durch eine Reihe von Zell- und Gewe-
bebewegungen einstilpt und unter Bildung des Ohr-
vesikels schlielt. Weitere morphogenetische Bewe-
gungen und mehrstufige Induktionsereignisse, die
die Differenzierung und Proliferation regulieren, fiih-
ren zur Bildung des Organs fir das Gehor und den
Gleichgewichtssinn. Das reife Innenohr besteht aus
der Gehdrschnecke, die fir die Wahrnehmung von
Schall verantwortlich ist (Corti-Organ), und dem Ves-
tibularapparat, der fur den Gleichgewichtssinn ver-
antwortlich ist. Von vielen Genen wurde gezeigt, dass
sie im sich entwickelnden Innenohr exprimiert wer-
den. Dazu gehéren Gene, die Transcriptionsfaktoren
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(z.B. Nkx5.1/hmx3, Nkx5.2/hmx2, otx-1, msx1, pax2,
kreisler usw.), sezernierte Faktoren (z.B. Bmp4, fgf3,
fgf2, bdnf), Rezeptoren (z.B. EphA4, trkA, trkB, trkC,
Ednrb, PTHrpR), Cytoskelettproteine, wie unkonven-
tionelle Myosine (z.B. Myo7a, myo15 usw.), codieren.

[0046] Innenohrdefekte wurden auf einen oder
mehrere von drei Typen von Abnormitaten zuriickge-
fuhrt: morphogenetisch, cochleosakkular und neuro-
epithelial. Morphogenetische Defekte werden durch
Entwicklungsabnormitaten in der Struktur des Innen-
ohrs (Labyrinth) verursacht. Cochleosakkulare Ab-
normitaten entstehen aus Defekten im sekretori-
schen Epithel des Ductus cochlearis. Neuroepithelia-
le Defekte ergeben sich daraus, dass das Sinnesepi-
thel die normale Reifung nicht vollendet. Aulerdem
kann eine abnorme Rautenhirnentwicklung zu einem
Vestibularisausfall fihren. Zum Beispiel sind kreis-
ler-Mause durch Taubheit und Rotationsverhalten bei
adulten Tieren und durch Abnormitaten in der Positi-
onierung der Ohrblaschen und der Segmentierung
des Rautenhirns gekennzeichnet.

[0047] Ma&use sind wegen der Ahnlichkeit in Struktur
und Entwicklung zwischen Maus- und Humaninnen-
ohren gute Modelle, um Hérschaden zu untersuchen.
Von Mutationen in mehreren Genen, die im Innenohr
exprimiert wurden, wurde gezeigt, dass sie bei Men-
schen und Mausen Hoér- und/oder Gleichgewichtssto-
rungen verursachen. Dazu gehéren Myo7a, Myo15,
kreisler, hmx3 (nkx5.1), fgfr3 und andere.

[0048] Die folgenden Verfahren werden durchge-
fuhrt: a) Charakterisierung von Abnormitaten im Rau-
tenhirn und der Ohrentwicklung bei KM12-Mausen
und b) Isolieren der DNA-Sequenzen an der bzw. den
Integrationsstellen des Transgens bei KM12-Mau-
sen.

Yellow submarine: ein neuer mutanter Locus

[0049] Die rezessive Natur des mutanten Phano-
typs lasst vermuten, dass das Transgen nicht in das
A-Gen integriert wurde.

[0050] Die Insertion des Transgens in die codieren-
den Sequenzen der MSH-R-, ACTH-R-, agouti- und
kreisler-Gene wurde getestet, da gezeigt wurde,
dass diese fur die agouti-Fellfarbe oder die Innenohr-
entwicklung wichtig sind. Southern-Blot-Analysen der
DNA von KM12-M&usen unter Verwendung von Son-
den fur die kreisler-, agouti-, E- und AC-
THR(Mc2r)-Gene [Spenden von Dr. G. Barsh
(UCSF), Dr. R. Woychik (Oak Ridge National Labora-
tory, Oak Ridge) und Dr. R. Cone (Oregon Health Sci-
ences University, Portland)] zeigen, dass die codie-
renden Sequenzen dieser Gene nicht von dem
Transgen unterbrochen wurden (Eig, §). Diese Er-
gebnisse schliefen daher die Chromosomen 2
(agouti, kreisler), 8 (E) und 18 (Mc2r) aus.

[0051] Unter Verwendung des gesamten Transgens
und seiner Endfragmente als Sonden in
Southern-Blot-Analysen haben wir bestimmt, dass 3
Kopien des Transgens in 2 Stellen im Genom inte-
griert wurden. Es gibt zwei Kopien des Transgens in
Kopf-Schwanz-Anordnung an einer Integrationsstelle
(Int. 1) und eine Kopie an der anderen (Int. 2) (zu-
sammengefasst in Eig. 7, Anhang). Da der Fellfar-
ben- und der Verhaltensphanotyp jedoch tber unge-
fahr 176 Meiosen (6 Generationen) nicht segregiert
sind, hat das Transgen vielleicht eine Umordnung
und/oder Deletion eines Teils des Chromosom verur-
sacht. Daher kénnten der Fellfarben- und der Verhal-
tensphanotyp von KM12-Mausen durch die Mutation
von einem oder mehreren Genen verursacht sein.

[0052] Die chromosomale  Zuordnung  des
KM12-Transgens ist ein wesentlicher und informati-
ver erster Schritt bei der Definition der Natur der Mu-
tation. Das Transgen wurde durch FISH auf zwei In-
tegrationsstellen auf dem Mausechromosom 3 lokali-
siert, was mit den Southern-Analysen im Einklang
steht (Eig. 7, Eig. 8). Die Daten stehen auch mit den
Ergebnissen im Einklang, die die Loci A, E und kreis-
ler ausschliefien.

[0053] Bisher wurden bei Mausen keine Mutationen
identifiziert, die sowohl ein gelbes Fell als auch In-
nenohrdefekte verursachen. Die Datenbanken wur-
den nach in Frage kommenden Genen und bekann-
ten mutanten Loci auf Chromosom 3, die fiir das gel-
be Fell und den Vestibularisausfall verantwortlich
sein kénnen, durchsucht, und es wurden keine gefun-
den. Die Mutation ist daher neu. Auf der Grundlage
der phanotypischen Merkmale von KM12-homozygo-
ten Mausen wurde der mutante Locus yellow subma-
rine (ysb) genannt (homozygote Mutanten werden im
Folgenden als ysb und der Wildtyp als +*° bezeich-
net; Leung, K.K., S. Dong, A. Tang, H. Heng, L.C.
Tsui, P.P.L. Tam & K.S.E. Cheah, Yellow submarine
(ysb), a newly discovered locus regulating hair colour
and inner ear function; Manuskript in Vorbereitung).

Charakterisierung des ysb-Phanotyps

[0054] Ysb-Mause sind ein wertvolles Modell, um
Moleklle zu identifizieren, die an der Kontrolle der
Pigmentierung und des Gleichgewichtssinns beteiligt
sind. Die strukturellen Abnormitaten bei ysb-Mausen
wurden analysiert. Der Phanotyp und das Expressi-
onsmuster des Transgens in ysb-Mausen weisen
darauf hin, dass eine Integration des Transgens eine
rezessive Mutation verursacht hat, die die Regulation
der Pigmentierung beeinflusst und auch eine abnor-
me Innenohrentwicklung verursacht. Die Studien
konzentrierten sich am Anfang auf die Innenohrab-
normitaten bei ysb-Mausen.

8/41



DE 601 22816 T2 2007.09.13

Struktur von Rautenhirn und Kranialnerv

[0055] Bei der Embryogenese der Wirbeltiere ist der
Vorgang der Segmentierung, bei dem sich wiederho-
lende Blécke von Gewebe entlang der von vorn nach
hinten verlaufenden Kdérperachse entstehen, fiir die
Musterbildung und Differenzierung fundamental. Bei
der Entwicklung des Rautenhirns erfolgt eine Seg-
mentierung mit Bildung von Rhombomeren im neura-
len Epithel. Eine ausfuihrliche Studie von kreisler-Em-
bryonen unter Verwendung von Markern fiir die Rau-
tenhirnsegmentierung, wie Knox-20- und Hox-Ge-
nen, hat gezeigt, dass die kreisler-Mutation wahr-
scheinlich auf die Folgen einer abnormen Segmen-
tierung des Rautenhirns zuriickzuflhren ist, die zu ei-
nem Verlust der Rhombomere (r) 5 und 6 flhrt.
Knox-20 ist ein geeigneter Marker fiir die Rautenhirn-
segmentierung, der normalerweise an den Tagen
9,0-9,5 in r3 und r5 exprimiert wird, und in r3 von
ysb-Embryonen wurde eine lacZ-Expression beob-
achtet. Um zu bewerten, ob der Phanotyp von
ysb-Mausen mit einem Problem der Rautenhirnent-
wicklung assoziiert ist, wurde anfangs das Expressi-
onsmuster von Knox-20 bei heterozygoten und ho-
mozygoten, 9,0-9,5 Tagen alten Embryonen durch
in-situ-Hybridisierung im Totalpraparat und an Schnit-
ten untersucht und mit dem des Wildtyps verglichen.
Die in-situ-Hybridisierung am Totalpraparat zeigte
keine Veranderungen in der Rhombomerenentwick-
lung von Krox-20-mRNA in homozygoten und hetero-
zygoten zum Zeitpunkt 9,5 dpc (£ig. 8). Dies ist an-
ders als bei der kreisler-Mutante, was vermuten lasst,
dass die Mutation insgesamt keine schweren Veran-
derungen in den Rhombomeren 3 und 5 verursacht
hat.

[0056] Immunfarbungsstudien am Totalpraparat von
10,5 Tage alten ysb-Embryonen unter Verwendung
eines Antikérpers (2H3) gegen Neurofilament zeigten
bei homozygoten Mutanten eine Reduktion des VIII.
Nervs (der den Vestibularnerv ergibt), wahrend die
anderen Kranialnerven normal schienen (Fig. 18,
Anhang). Heterozygote erschienen normal, obwohl
der VIII. Nerv im Vergleich zum Wildtyp dinner er-
schien. Dieses Ergebnis steht mit dem Vestibularis-
ausfall bei den ysb-Mausen im Einklang. Die Mutati-
on kdnnte daher a) die Fahigkeit des VIII. Nervs, zur
Ohrkapsel hin zu wachsen, beeinflusst haben; b) be-
wirkt haben, dass am Anfang nicht die volle Zahl der
Vorlaufer von der Otocyste weggewandert ist; oder c)
einen abnormen Zelltod (Apoptose) verursacht ha-
ben.

Innenohrmorphologie

[0057] Um zu bestimmen, ob es bei homozygoten
ysb-Mausen irgendwelche Innenohrfehlbildungen
gibt, wurden dreidimensionale Rekonstruktionen des
Innenchrs der Mause unter Verwendung von histolo-
gischen seriellen Schnitten erzeugt. Dreidimensiona-

le Rekonstruktionen von Bildern von Schnitten der
Ohren von Wildtyp-, heterozygoten und homozygo-
ten ysb-Feten zum Zeitpunkt 16,5 dpc (dies post coi-
tum; Tage nach der Paarung) wurden durchgefuhrt.
Daraufhin wurde das Lumen eingezeichnet, um ei-
nen Eindruck von der gesamten Struktur des Laby-
rinths zu erhalten. Die Daten zeigen Defekte am obe-
ren und seitlichen Bogengang und an der Ampulle bei
zwei ysb-Feten, wobei einer schwerer betroffen ist
als der andere (Anhang, Fig, 11).

[0058] Die Rekonstruktionen des Lumens bei zwei
homozygoten 16,5-dpc-ysb-Feten zeigen, dass der
obere und der seitliche Bogengang verkurzt waren
und ihre Ampullen fehlten. Nach 16,5 dpc sind die
sensorischen Bereiche von nichtsensorischen Berei-
chen zu unterscheiden, da die Zellen zu einem mehr-
reihigen Epithel differenziert sind. Dieses Epithel er-
scheint wegen der zwei oder mehr Schichten von
Zellkernen dicker als das umgebende Epithel. Da die-
ser Unterschied leicht mit dem Lichtmikroskop beob-
achtet werden konnte, wurden diese verdickten Be-
reiche nachgezogen und auf das Lumen von Ohren
gezeichnet, die zuvor rekonstruiert worden waren
(Eig. 12, Anhang). Die verschiedenen Arten von sen-
sorischen Bereichen einschlieRlich des Corti-Organs
(Schalldetektor), der Maculae (Detektoren der linea-
ren Bewegung) und der Cristae (Detektoren der
Drehbewegung) sind in verschiedenen Farben dar-
gestellt, um leichter aufzuzeigen, welche sensori-
schen Bereiche betroffen sind.

[0059] Die Hinzufligung der sensorischen Informati-
on zu diesen Rekonstruktionen zeigte, dass mehrere
verschiedene Typen von sensorischen Bereichen bei
dem homozygoten Fetus abnorm waren. Die obere
und die seitliche Crista, die sich in den Ampullen be-
finden, fehlten (Fig. 4, Anhang). Diese Beobachtung
steht mit der friheren Beobachtung in Einklang, dass
die Ampullen fehlten. Die ausfuhrliche Analyse von
Sinnesepithelien zeigte auch, dass es keine ektopi-
sche Bildung dieser Cristae gab. Beide Maculae
schienen ebenfalls von der Mutation beeinflusst zu
sein: die utrikulare Macula zeigte fast keine Verdi-
ckung im erwarteten Bereich, und die sakkulare Ma-
cula zeigte zwar eine gewisse Verdickung, erschien
jedoch abnorm. Der einzige vestibulare Fleck, der
normal erschien, war die hintere Crista. Das Hoéror-
gan, das Corti-Organ, erschien zu diesem Zeitpunkt
der Entwicklung ebenfalls normal. Beim heterozygo-
ten Fetus wurden unter Verwendung dieses Analyse-
verfahrens keine Abnormitaten beobachtet, und das
Wildtyp-Wurfgeschwister (+/+) wurde als Kontrolle
verwendet. Die Rekonstruktion von Schnitten aus
13,75-dpc-Feten zeigte einen ahnlichen Defekt in
den Bogengangen (Eig. 13).
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Isolierung und Charakterisierung von Transgen-Inte-
grationsstellen

[0060] Eig, 7 fasst den Fortschritt bei der Isolierung
des Wildtyplocus an der Transgen-Integrationsstelle
zusammen. Durch Primerassoziation innerhalb des
Transgens wurde inverse PCR verwendet, um
DNA-Sequenzen zu isolieren, die die Integrations-
stellen flankieren (Eig. 7). Zwei PCR-Produkte von
350 bp (Spel-1) und 600 bp (Spel-2) wurden flr die
Integrationsstellen 1 bzw. 2 erhalten. Eine Sequenz-
analyse (Eig, 14) zeigte die Anwesenheit eines mog-
lichen PolyA-Befestigungssignal in Spel-1, aber eine
BLAST-Recherche in genomischen und EST-Daten-
banken zeigte keine signifikanten Ubereinstimmun-
gen. Fir die Integrationsstelle 1 wurde eine langere
5'-flankierende Sequenz (1,8 kb) und fir die Stelle 2
eine 3'-flankierende Sequenz (500 bp) erhalten.

[0061] Eine Southern-Blot-Hybridisierung unter Ver-
wendung der flankierenden Sequenzen fir beide In-
tegrationsstellen zeigte, dass eine Deletion an der In-
tegrationsstelle 2, aber nicht an Stelle 1 stattgefun-
den hatte (Eig. 15). Dann wurden diese PCR-Frag-
mente verwendet, um eine normale genomische
129-Maus-A-Phagen-Bibliothek zu durchmustern.
Fir die Integrationsstelle 1 wurden vier Uberlappende
genomische Klone erhalten. Fur die Integrationsstel-
le 2 wurden zwei genomische Klone erhalten. Bei der
weiteren Durchmusterung wurden zwei weitere Klo-
ne isoliert. Insgesamt wurden genomische Sequen-
zen, die 19 kb bzw. 30 kb (berspannten, an den Inte-
grationsstellen 1 bzw. 2 isoliert. Southern-Analysen
unter Verwendung dieser genomischen Klone als
Sonden zeigten, dass an der Integrationsstelle 2 un-
gefahr 20 kb DNA deletiert wurden (Eig. 18). Ein Klon
fur die Integrationsstelle 2 hybridisierte in Nort-
hern-Analysen mit mRNA von einem 15,5-dpc-Maus-
fetus. Die genomischen Klone fiir die Integrations-
stellen 1 und 2 sind in demselben Bereich von Chro-
mosom 3 colokalisiert, was vermuten lasst, dass
moglicherweise auch eine Chromosomeninversion
stattgefunden hat (Eig, 7). Diese Ergebnisse wiirden
erklaren, warum die beiden Transgen-Insertionen
Uber so viele Meiosen hinweg nicht segregiert sind.
Die Sequenz von 8114 bp (in ein Plasmid pPLS klo-
niert) innerhalb des 20-kb-Bereichs, der an der Inte-
grationsstelle 2 in ysb deletiert ist, wurde bestimmt
(Fig. 17). Dieser Bereich enthalt Sequenzen mit 90%
bzw. 100% Homologie zu den IMAGE-Klonen
1196866 und 636096 in der EST-Datenbank
(Fig. 17). Die Positionen dieser IMAGE-Klonsequen-
zen innerhalb von pPLS sind in Flg. 18 zusammen-
gefasst.

[0062] Das bzw. die ysb-Gene werden identifiziert
und charakterisiert, und die molekularen und ent-
wicklungsmafRigen Grundlagen, die dem oder den
Defekten bei ysb-Mausen zugrundliegen, werden
studiert. Dazu wird auf den derzeitigen Ergebnissen

aufgebaut, und Molekulargenetik, Bioinformatik, Ent-
wicklungsbiologie, transgene und physiologische An-
satze werden verwendet, um: a) das bzw. die +**-Ge-
ne und die codierten Transcripte zu identifizieren und
zu charakterisieren; b) die Natur der ysb-Mutation zu
bestimmen; c) genetische Komplementierungstests
und transgene Rettungsexperimente durchzuflhren;
d) die Entwicklungsdefekte bei den Innenohren von
ysb-Mausen unter Verwendung von dreidimensiona-
len Rekonstruktionsanalysen, Molekularmarkern und
Chimarenstudien naher zu charakterisieren; e) neu-
rophysiologische Veranderungen im Gleichgewichts-
sinn und Gehdr zu charakterisieren.

[0063] Diese Studien liefern fundamentale Informa-
tionen Uber die Mechanismen, durch die es zu Innen-
ohrdefekten kommen kann.

Verfahren

Molekulare Klonierung und Charakterisierung der
Sequenz des Wildtyp- und des mutanten ysb-Locus

1 Genentdeckung und -charakterisierung am ysb-Lo-
cus:

[0064] Mehrere Ansatze werden verwendet, um

Gene am ysb-Locus zu identifizieren.
a. Bioinformatik: Die isolierten genomischen Klo-
ne werden sequenziert, und die Daten werden un-
ter Verwendung von Bioinformatik-Tools auf die
Anwesenheit von potentiellen Exons analysiert.
Diese Vorhersagen sind sehr wichtig, um zu ver-
folgende Bereiche zu identifizieren.
b. Exprimierte Gensequenzen werden unter Ver-
wendung einer Kombination von Ansatzen identi-
fiziert. Zuerst werden DNA-Fragmente, die Exon-
sequenzen enthalten, mit Northern-Analysen
durchmustert. Sobald solche Fragmente identifi-
ziert sind, werden Exon-Trapping-Ansatze ver-
wendet, um Bereiche mit transcribierten Sequen-
zen zu identifizieren. Potentielle exonhaltige Frag-
mente werden bei in-situ-Hybridisierungsstudien
verwendet, und das Expressionsmuster wird mit
dem des Transgens in ysb-Mausen verglichen.

[0065] Um Einsichten in die Funktion des bzw. der
Gene zu gewinnen, verwenden wir au3erdem Bioin-
formatik-Tools, um in anderen Modellgenom-Daten-
banken, z.B. Hefe, Fliege, Wurm, Fisch und Mensch,
nach homologen Sequenzen zu suchen.

2. Klonierung des mutanten Locus Aufbau einer ge-
nomischen Bibliothek:

[0066] Um die Transgen-Integrationsstellen zu iso-
lieren, wird eine genomische Cosmidbibliothek aus
DNA aufgebaut, die aus homozygoten ysb-Mausen
isoliert wurde. Das Cosmid, pCos8 (Spende von Dr.
A.-M. Frischauf, Imperial Cancer Research Fund,
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London), wird als Vektor beim Aufbau der Bibliothek
verwendet. Dieser Vektor enthalt keine lacZ-Sequen-
zen, und seine Verwendung hilft, die Isolierung von
falsch positiven Klonen wahrend der Durchmuste-
rung der Bibliothek zu minimieren. Primarkulturen
von Embryo-Fibroblasten aus KM12-homozygoten
Mausen werden angelegt und als Quelle flir genomi-
sche DNA hohen Molekulargewichts verwendet. Die
Cosmidbibliothek wird mit Standardverfahren aufge-
baut. Um eine hohe Effizienz der Cosmidverpackung
zu gewahrleisten, werden getestete Verpackungsmi-
schungen (z.B. Gigapack Gold von Stratagene) von
kommerziellen Quellen erhalten. DNA-Sonden, die
das 5'- und das 3'-Ende des Transgens abdecken,
und lacZ-Sequenzen werden verwendet, um die Bi-
bliothek durch Koloniehybridisierung zu durchmus-
tern. Cosmidbibliotheken und isolierte Gene wurden
in der Vergangenheit erfolgreich aufgebaut.

3. Charakterisierung von genomischen Klonen und
des mutanten Locus:

[0067] Die Cosmide werden durch Restriktionsen-
zym-Kartierung und Southern-Blot-Analysen unter
Verwendung der geeigneten Sonden in Bezug auf die
Anwesenheit des Transgens charakterisiert. Sobald
ein oder mehrere Cosmide, die das Transgen enthal-
ten, identifiziert sind, werden Subklone hergestellt,
und die Natur der Sequenzen, die sowohl das 5'- als
auch das 3'-Ende der Insertionsstelle flankieren, wer-
den durch DNA-Sequenzierung bestimmt. Dann wer-
den die erhaltenen Sequenzen unter Verwendung
von Bioinformatik-Tools analysiert, um potentielle of-
fene Leseraster (ORFs) zu finden, und werden auch
verwendet, um die Nucleotid- und Aminosaurese-
quenz-Datenbanken nach homologen Sequenzen
abzusuchen. Die ysb-Klone werden verwendet, um
genomische DNA von den Harwell-Mutanten zu ana-
lysieren. Um zu bestimmen, ob die ysb- und die Har-
well-Mutante allel sind, wird ein Komplementierungs-
test durchgefihrt, indem man die beiden Mutanten
miteinander kreuzt. Wenn die zwei Mutanten sich
nicht komplementieren, ist diese Information fir die
Identifizierung des verantwortlichen Gens nitzlich,
da zwei verschiedene Allele verfigbar waren. Weiter-
hin beinhalten beide Mutanten zwei mégliche Mutati-
onsstellen, und die Nichtkomplementierung reduziert
die Zahl der auf molekularem Niveau zu untersu-
chenden Stellen sofort, da es nur einen einzigen
chromosomalen Uberlappungsbereich zwischen den
beiden Mutationen gibt.

4. Genetische Rettungsexperimente

[0068] Die Expression von BACs in transgenen
Mausen wurde erfolgreich verwendet, um Taubheit
bei shaker-2-Mausen zu korrigieren. Um festzustel-
len, ob die charakterisierten Sequenzen diejenigen
sind, die in ysb mutiert sind, werden Klone mit bakte-
riellen kinstlichen Chromosomen (BAC) durchmus-

tert, wobei man die genomischen Klone fur die Inte-
grationsstelle 2 als Sonde verwendet. Wir testen die
Fahigkeit von BAC-Klonen, die den ysb-Locus Uber-
spannen, den Phanotyp von ysb-Mausen durch
Transgenese zu retten. Es ware auch wichtig, den
ysb-Locus mit demjenigen der Harwell-Mutante zu
vergleichen.

5. Isolierung von humanem ysb

[0069] Das Ziel besteht darin, testen zu kénnen, ob
irgendein humaner Vestibularisausfall durch Mutatio-
nen im humanen Homologen von ysb verursacht ist.
Daher ist es wichtig, humane BAC-Klone zu isolieren,
die den aquivalenten ysb-Locus abdecken. Die geno-
mischen Mausklone werden verwendet, um eine hu-
mane BAC-Bibliothek zu durchsuchen. Sobald diese
isoliert sind, werden sie wie bei den Mausklonen in
Bezug auf Sequenz usw. charakterisiert. Ein Ver-
gleich zwischen den humanen und den Mausklonen
wird angestellt. Sobald in Frage kommende humane
Klone isoliert sind, werden ihre chromosomalen Orte
kartiert, und die Mutanten-Datenbanken (z.B. OMIM,;
Online Mendelian Inheritance in Man) werden nach
moglichen assoziierten Stérungen beim Menschen
durchsucht. Die Verfugbarkeit von humanen Klonen
ist eine Ressource fur zuklnftige Studien an huma-
nen Patienten mit H6r- und Gleichgewichtsproble-
men.

6. Morphologische und Entwicklung-sanalysen

[0070] Aus den Rekonstruktionen des Lumens von
13,75 und 16,5 Tagen alten Feten ging hervor, dass
der obere und der seitliche Bogengang bei der homo-
zygoten Mutante verkiirzt waren und ihre Ampullen
fehlten. Um den zeitlichen Eintritt der Entwicklungs-
abnormitat nachzuvollziehen, werden die Képfe von
elf 12,5 Tage alten Feten und Neugeborenen von
nichttransgenen Kontroll- und ysb-Mausen fixiert und
fur die dreidimensionale Rekonstruktion verarbeitet.
Die Struktur der Innenohren wird mit Hilfe von Soft-
ware in drei Dimensionen rekonstruiert.

[0071] Um zu bestimmen, wann die abnorme Mor-
phogenese der Bogengange zuerst in Erscheinung
tritt, wurde die Morphologie der Ohren von ysb-Em-
bryonen nach 11, 13 (ein kritischer Zeitpunkt bei der
Bogengangbildung) und 16,5 dpc sorgfaltig heraus-
seziert, gesaubert, und das Lumen wurde mit weiler
Farbe geflllt und dann auf Abnormitat untersucht.
Diese Technik sorgt fiir eine schnelle und genaue Vi-
sualisierung der dreidimensionalen Struktur des
Ohrs, so dass die Variabilitdt im homozygoten Pha-
notyp bewertet und subtile Effekte bei Heterozygoten
bewertet werden kénnen. Die Statolithen in der extra-
zellularen Matrix, die auf den Haarzellen der Maculae
liegen, lassen sich nach der Sduberung und vor dem
Einspritzen von Farbe leicht beobachten. Es wird un-
tersucht, ob sich diese Matrix in der Mutante normal
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bildet, da die Maculae nach 16,5 dpc abnorm erschei-
nen. Die Innenohren nach 18 dpc werden ebenfalls
durch Rasterelektronenmikroskopie untersucht, um
zu bestimmen, ob es irgendwelche Abnormitaten in
der Verteilung und Struktur der Sinneszellen gibt.

[0072] AuRerdem wird eine sorgfaltige in-situ-Hybri-
disierungsanalyse durchgefihrt, um bei ysb- und
Wildtypembryonen die Expression von Genen zu ver-
gleichen, die bekanntermalien eine Rolle bei der In-
nenohrentwicklung spielen, wobei man Molekular-
marker, wie Hox-Gene (Hoxa3, Hoxb1 und Hoxb2),
Fgf3, nkx5.1, otx1, Bmp4, Trkb, Trkc, NT-3, BDNF,
neurogeninl verwendet, und zwar aus den folgenden
Grinden. Bei kreisler-Mausen wurde gezeigt, dass
der Defekt die Folge einer abnormen Segmentierung
des Rautenhirns ist. Das hox-Gen und fgf3-Sonden
werden verwendet, um die Rautenhirnentwicklung
bei ysb-Mausen zu untersuchen. In-vitro-Fate-Map-
ping zeigte, dass die seitliche Halfte der Otocyste zu
den Bogengangen und Cristae fuhrt. Nkx5.1 wird im
dorsolateralen Teil der Otocyste (und spater in den
Bogengéangen) exprimiert, und eine Inaktivierung des
Gens beeinflusst die Bogengange. Otx-1 wird pos-
tereo-lateral in der Otocyste exprimiert, und der seit-
liche Bogengang fehlt, wenn das Gen in Mausen aus-
geschaltet wird. Da im ventro-lateralen Teil des Ohre-
nepithels bei 9,5 Tage alten ysb-Embryonen eine
Xgal-Farbung gefunden wurde, wird die Expression
dieser Gene untersucht, um zu bestimmen, ob das
bzw. die ysb-Gene stromaufwarts oder stromabwarts
dieser beiden Gene wirken. BMP4 wird als Marker
verwendet, um die Cristae, Sinnesbereiche des
Ohrs, zu untersuchen.

[0073] Mehrere neurotrophe Faktoren (z.B. BDNF
und NT-3) und ihre Rezeptoren (Trkb, Trkc) sind flr
die frihe Entwicklung des Innenohrs wichtig. Sie re-
gulieren das Uberleben von vestibuléaren und cochle-
aren Neuronen und der Neuronen, die das Innenohr
innervieren. Da der VIII. Nerv bei ysb-Mausen ver-
kiimmert ist, wird die Expression dieser Gene eben-
falls untersucht. Vor kurzem wurde gezeigt, dass das
neurogeninl-Gen fiir die Bestimmung von neuronalen
Vorlaufern fir die proximalen kranialen sensorischen
Ganglien wesentlich ist und ein guter Marker zur Un-
tersuchung der prospektiven Ganglienzellen bei
ysb-Mausen sein wird. Dieselben Marker werden ver-
wendet, um die harwell- und die ysb-Mutante mitein-
ander zu vergleichen, falls die Komplementierungs-
tests beweisen sollten, dass sie allel sind (siehe
oben).

7. Ursprung von Entwicklungsabnormitaten

[0074] Die Entwicklungsanalyse von markierten
ES-Zellen in Mauschimaren ist ein starker Ansatz,
um das Zellschicksal und die zellklonspezifische
Genfunktion zu untersuchen. Die Tatsache, dass der
Locus der ysb-Mutante durch lacZ markiert ist, wird

ausgenutzt, um die zellklonspezifische Genfunktion
herauszuarbeiten sowie zu testen, ob der Gendefekt
zellautonom oder nichtautonom ist.

[0075] Aus ysb-Blastocysten werden embryonale
Stammzellen hergestellt und verwendet, um durch
Blastocysteninjektion Chimaren zu erzeugen. Analy-
sierte chimarische Embryonen (5-10 pro Stadium)
werden in den Entwicklungsstadien zwischen 9,5 dpc
und der Geburt eingesammelt, und der relative Bei-
trag von ES-Zellen zur Entwicklung des Innenohrs
gemal der Beurteilung anhand der lacZ-Expression
in den Chimaren wird untersucht. Der praferentielle
Verlust oder die Unterreprasentierung des
ysb-ES-Zell-Beitrags an bestimmten Stellen in dem
sich entwickelnden Innenchr weist auf spezifische
Veranderungen der Potenz des Zellklons hin. Die
Zellklone werden durch in-situ-Hybridisierungen un-
ter Verwendung der oben beschriebenen geeigneten
Molekularmarker charakterisiert.

8. Neurophysiologie des Gleichgewichtssinns und
Gehors bei ysb-Mausen

[0076] Die Neuronen, die das Innenohr innervieren,
sind von der Ohrplakode abgeleitet. Diese Neuronen
entstehen schon frih in der Entwicklung des Innen-
ohrs aus der Plakode und bilden das akustische und
das vestibulare Ganglion. Die Neurofilament-Farbe-
experimente hatten eine Reduktion des achten krani-
alen Nervs bei 10,5 Tage alten ysb-Embryos gezeigt,
was vermuten lasst, dass die fehlende Innervierung
des Innenohrs eine Ursache des Gleichgewichts-
und/oder Horproblems bei ysb-Mausen sein kénnte.
Es ist wichtig, zu bewerten, ob die ysb-Mause (a)
Kopfbewegungssignale und (b) Hérsignale effektiv
zum Zentralnervensystem beférdern kénnen oder
nicht. Die Expression von c-fos wird als Indikator fur
funktionell aktivierte neuronale Aktivitat im Hirn-
stamm verwendet. Die Fos-Expression als Indikator
fur eine postsynaptische Stimulation ist ein etablier-
tes Verfahren zum lIdentifizieren von funktionellen
Verbindungen zwischen peripheren sensorischen
Rezeptoren und zentralen Neurcnen. Daher wird
eine Fos-Immunfarbung von Hirnschnitten verwen-
det, um die zentralen Neuronen zu kartieren, die am
funktionellen Neuralweg beteiligt sind.

9. Vestibulare Experimente

[0077] Natlrliche vestibulare Stimulierungen wer-
den verwendet, d.h. wellenférmige Drehungen um
die Gier- und Langsneigungsachse und Drehungen
mit konstanter Geschwindigkeit um eine andere als
die vertikale Achse. Erstere stimulieren die jeweiligen
Paare von Bogengangen, wahrend letztere selektiv
die utrikularen Haarzellen nacheinander aktivieren.
Mit diesen Stimulationsmodi sollten sekundare Neu-
ronen im Vestibulariskern, die eine funktionale Ver-
bindung mit Haarzellen auf den jeweiligen Bogen-
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gangpaaren oder den utrikularen Maculae aufwei-
sen, erregt werden und Fos exprimieren. Immunhis-
tochemische Techniken, die c-fos beinhalten, werden
verwendet, um das Muster der postsynaptischen
Vestibularisstimulierung innerhalb der Vestibularis-
kerne und anderer Teile des Hirnstamms zu kartie-
ren. Um das spinale Projektionsmuster von Fos-ex-
primierenden zentralen vestibularen Neuronen zu
bestimmen, werden Hirnschnitte auf Neuronen unter-
sucht, bei denen die Fos-Immunfarbung und retro-
grad transportierte Rhodamin-markierte Latexbeads
(zuvor in das Rickenmark injiziert) colokalisiert sind.

[0078] Da Anasthetika bekanntermafllen die Ni-
veaus der Fos-Expression beeinflussen, werden un-
betaubte Tiere verwendet. Kontrollexperimente wer-
den durchgefihrt, um zu gewahrleisten, dass die be-
obachteten Ergebnisse spezifisch auf die Aktivierung
der Bogengang- und Otolithrezeptoren zurtickzufiih-
ren sind: (a) intakte Mause befestigt, aber ohne Dre-
hung; (b) akut labyrinthektomisierte Mause befestigt,
aber ohne Drehung; und (c) akut labyrinthektomisier-
te Mause befestigt und dann in Drehung versetzt. Da
die Expression von c-fos auch durch andere Sinnes-
reize als die in dieser Studie absichtlich erzeugten in-
duziert werden kann, wird darauf geachtet, unkontrol-
lierte Variablen und andere sensorische Einflisse zu
minimieren. Kontrollmause mit einer Scheinoperation
am Rickenmark werden ebenfalls prapariert.

10. Hoérexperimente

[0079] Diese Studien werden in Verbindung mit den
Vestibularisexperimenten durchgefihrt. Der Horweg
wird durch wiederholte Reizmodelle unter Verwen-
dung von Tone-Burst-Signalen aktiviert. Die Schall-
reizung wird in einer abgedunkelten schalldichten
Kammer durchgefiihrt. Jede sich frei bewegende
Maus wird mit reinen Tone-Burst-Signalen konfron-
tiert, die von der Decke der Kammer aus abgegeben
werden. Die funktionelle Verbindung zwischen zen-
tralen Neuronen und den peripheren Hérrezeptoren
wird durch Fos-Expression angezeigt. Diese Experi-
mente liefern Informationen Gber das Aktivierungs-
muster von Neuronen im zentralen Hérweg.

11. Zusatzliche Tests der Vestibularis/H6r-Funktion
und Verhaltensstudien

[0080] Die folgenden Studien ergénzen die neuro-
physiologischen Studien und vergréfRern den Um-
fang der Untersuchung erheblich, was die Definition
des bzw. der zugrundeliegenden Defekte bei
ysb-Mausen erleichtert. Unter Verwendung der
ysb-Maus wird eine Zuchtkolonie etabliert, um Mu-
tanten fur die Studie zu erhalten. Die Folgen der Ves-
tibularisausfalle fur das Verhalten werden unter Ver-
wendung einer Standardbatterie von einfachen
Gleichgewichtstests beschrieben, einschliellich La-
gekorrekturreaktion bei Kontakt, Test mit erhdhter

Plattform und Test im offenen Feld, Streckreaktion,
Preyer-Reflex, und das Ausmalf} und der Typ der Ver-
haltensabnormitat werden quantifiziert. Die Funktion
der Cochlea bei jungen adulten ysb und Wurfge-
schwisterkontrollen wird bestimmt, indem man
Schwellen flir den Nachweis eines von der Cochlea
ausgehenden Summenaktionspotentials als Reakti-
on auf Tone-Bursts bei verschiedenen Frequenzen
und mit verschiedenen Intensitaten misst. Dieser An-
satz gibt einen Hinweis auf irgendwelche Hérscha-
den in der Mutante.

[0081] Die molekulare Klonierung und Charakteri-
sierung der potentiellen ysb-Klone wird durchgefihrt.
Dreidimensionale Rekonstruktionen an 11 Tage alten
ysb-, heterozygoten und Wildtyp-Feten und Neuge-
borenen werden durchgefihrt. In-situ-Hybridisie-
rungsexperimente werden durchgefiihrt. Die detail-
lierte Restriktionskarte der genomischen Klone, die
fur den ysb-Locus isoliert wurden, wird hergestellt,
und dann werden die Klone durch Northern-Analysen
auf die Anwesenheit von exprimierten Sequenzen
getestet. Mit Hilfe von Bioinformatik werden die erhal-
tenen DNA-Sequenzen analysiert.
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Patentanspriiche

1. Isoliertes Nucleinsduremolekil, das ein Seg-
ment der Region A2 des Mauschromosoms 3 um-
fasst, wobei das Segment eine Nucleinsduresequenz
gemal SEQ ID Nr. 4 umfasst.

2. Isoliertes Nucleinsauremolekil, das ein Seg-
ment der Region B-C des Mauschromosoms 3 um-
fasst, wobei das Segment eine Nucleinsduresequenz
gemal SEQ ID Nr. 5 umfasst.

3. Nucleinsduremolekil gemaf Anspruch 1 oder
2, wobei das Nucleinsauremolekdl markiert ist.

4. Replizierbarer Vektor, der das Nucleinsaure-
molekill gemal Anspruch 1 oder 2 umfasst.

5. Vektor gemall Anspruch 4, wobei der Vektor
ein Plasmid, ein Cosmid, ein Lambdaphage, ein YAC,
ein BAC oder ein PAC ist.

6. Wirtszelle, die den Vektor gemal Anspruch 4
umfasst.

7. Wirtszelle gemal Anspruch 6, wobei die Wirts-
zelle eine Bakterienzelle oder eine eukaryontische
Zelle ist.

8. Verfahren zur Bestimmung einer Innen-
ohr-Funktionsstérung bei einem Patienten, umfas-
send:

a) In-Kontakt-Bringen einer Nucleinsaureprobe von
dem Patienten mit dem Nucleinsduremolekil geman
Anspruch 3; und

b) Bestimmen, ob das Nucleinsduremolektl gemaf
Anspruch 3 an die Nucleinsaureprobe von dem Pati-
enten gebunden ist, wobei die Tatsache, dass das
Nucleinsduremolekil gemafl Anspruch 3 gebunden
ist, eine Innenohr-Funktionsstérung bei dem Patien-
ten anzeigt.

9. Verfahren zur Bestimmung einer Pigmentie-
rungs-Funktionsstérung bei einem Patienten, umfas-
send:

a) In-Kontakt-Bringen einer Nucleinsdureprobe von
dem Patienten mit dem Nucleinsauremolekil geman
Anspruch 3; und

b) Bestimmen, ob das Nucleinsduremolekil geman
Anspruch 3 an die Nucleinsdureprobe von dem Pati-
enten gebunden ist, wobei die Tatsache, dass das
Nucleinsduremolekil gemal Anspruch 3 gebunden
ist, eine Pigmentierungs-Funktionsstdrung bei dem
Patienten anzeigt.

10. Verfahren zur Bestimmung eines Vestibula-
risausfalls bei einem Patienten, umfassend:
a) In-Kontakt-Bringen einer Nucleinsaureprobe von
dem Patienten mit dem Nucleinsduremolekil geman
Anspruch 3; und
b) Bestimmen, ob das Nucleinsauremolekil geman
Anspruch 3 an die Nucleinsaureprobe von dem Pati-
enten gebunden ist, wobei die Tatsache, dass das
Nucleinsduremolekil gemaf Anspruch 3 gebunden
ist, einen Vestibularisausfall bei dem Patienten an-
zeigt.

11. Verfahren zur Bestimmung einer Zellwachs-
tums-Funktionsstérung, Zellproliferations-Funktions-
stérung oder Zelltod-Funktionsstérung bei einem Pa-
tienten, umfassend:

a) In-Kontakt-Bringen einer Nucleinsaureprobe von
dem Patienten mit dem Nucleinsauremolekil geman
Anspruch 3; und

b) Bestimmen, ob das Nucleinsduremolekil geman
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Anspruch 3 an die Nucleinsaureprobe von dem Pati-
enten gebunden ist, wobei die Tatsache, dass das
Nucleinsduremolekul gemall Anspruch 3 gebunden
ist, eine Zellwachstums-Funktionsstdrung, Zellproli-
ferations-Funktionsstérung oder Zelltod-Funktions-
stdérung bei dem Patienten anzeigt.

Es folgen 26 Blatt Zeichnungen
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Figur 8

DE 601 22816 T2 2007.09.13

22/41




DE 601 22816 T2 2007.09.13

j0bAzowoy

106Azola30y

uabsue.iy-1yoiu
<

23/41



Figur 10
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| Figur 17-1

1

Sequenzen von pPL5 (8,1-kb-HindIII-Fragment von 20 kb deletierten Sequenzen
in Integrationsstelle 2)

Sequenzbereich: 1 bis 8114

SHindIII

{
! 10 20 30 49 50 60

« AAGCTTAAAATGAGCCRAGCGCAGAGT GAAGCTGAAGTTGAGAGACACCGGCGCTGTGCC
5 TTCGAATTTTACTCGGTTCGCGTCTCACTTCGACTTCAACTCTCTGTGGCCGCGACACGE

70 B0 90 100 110 120
CAGARCACAGTCCGARCCTTAACATTTGARTGGAGCAACACARAAAGTGGGANCCCAGATG
GTCTTGTGTCAGGCTTGGARTTCTARRCTTACCTCGTTGTGTTTTCACCCTTGGGTCTAC

2 vVGEe T Qe m™m
. _IMAGE 63 ___ >

130 140 150 160 + 170 180
CCCAGACATCTAGCGACACAGT TGGTAARGCCTTCTTACATRACAATGATAAAANTACTT
GGGTCTGTAGATCGCTGTGTCARCCATTTCGGARGARTGTATTGT TACTATTTTTATGAA

P R H L AT QL V KPS Y I TM I K I L>
IMAGE 636095 >

190 200 210 220 230 240
AACATTTATTTARCATTT TTACACAGGAGTGCATGAGARGGTTGACAGATGTTATCTGCGT
TTGTAAATAAATTGTAAAAATCTGTCCTCACGTACTCT TCCAACTGTCTACAATAGALCA

N I ¥ L TP F L BR'R S A * EG * Q M L §5 &
IMAGE 636055 ‘ >

250 260 270 280 290 , 300
GAGATTCTCAAARGCCGATGTGAGACCAGTCACCTCTTTACAAATTATCTCTCTTCACAAA |
CTCTARGRGTTTCGECTACACTCTGGTCAGTGCAGARATGTTTAATAGAGAGAAGTGTTT
E I LUK A p VvV R P VTS L Q I I 8 L A K

IMAGE 636095 >

310 320 330 340 350 360
CATCTACATGGGCTTTGCAGGCTGAGCAGTCTGCCCARAGGAACCATTTARATAGTTTTC
GTAGARTGTACCCGAAACGTCCGACTCGTCAGACGGGTTTCCTTCGTAMATTTATCAAAAG
H L H G L CRUL S5 8L B KGTTI * I Vv B

IMAGE €36085 >

370 380 350 400 410 420
TCATGCCAMGTAAMGTTmMGACMCTTﬂTTTTAMAMMAMMMGTGMGT
AGTACGGTTTCATTTTCARTTTT TCTGTTGARARARARTY TTTTTTTTTTTTTCACTTCA

§$ CQ S K S * K DNTF X
IMAGE 636095 >

430 4490 450 160 470 480
AARTGACTTAAGGT T TAGT TTACTTCTGTTAGGAGAGATTCAACCGGTTGGGAANGGGGT
TTTACTGARTTCCAARTCABATGAAGACAATCCTCTCTAAGT TGGCCAACCCTTTCCCCA

480 500 510 520 §30 540
GTGCGCTTGTGTGTGAGACCAGTGRGAGCGAAATGCTGGATACGATTGTTCCTCAGTARR
CACGCGAACACACACTCTGGTCACTCTCGCTTTACGACCTATGCTAACAAGGAGTCATTT

550 560 570 580 590 600
RGAGRGGAACTGGARRTGACTAATATTCCATAGRATGATAAGCTCCCANCT TTTAGCATT
TCTCTCCTTGACCTTTACTGATTATAAGGTATCT TACTAT TCGAGGGTTGAARATCGTAA

610 620 630 640 650 660
CTTCTCTATTTGTCTATTATGTT TCTCTACARGACAARAARATAAT TTTCAACTTACAAG
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17-2

GAAGAGATARACAGATARTACARAGAGATGTTCTGTITTTITATTARRAGTTGARTGTTC

' 670 680 690 700 710 720
TCTTATTGTTTACACTTAAJ:;LLAAGALJ1b1ACCTRGCTGATGAAACAGATGTTCCCC
" AGRATAACARATGTGAATTAARRGTTCTGAACATGGATCEACTACT TTGTCTACRAGGES

., 130 740 | 750 760 770 7890
AACAACCAGATGATCTCAGGTGGACTTACTGGACAGTGTGTGGAGATCTGTGTCCCTTCT
TTGTTGGTCTACTAGAGTCCACCTGAATGACCTGTCACACACCTCTAGACACAGGGAAGA

790 800 810 820 830 840
AAGGTCATCCGTTGGCACCATTGCCGTGGAGGCTAAGAGRTGACRCRTAGACAGRCGCAG
TTCCAGTAGGCAACCGTGGTAACGGCACCTCCGATTCTCIACTGTGTATCTGTCTGCGTC

850 B&O 870 880 B30 800
RATCTCATGAGTCAGRCTEGTGCCCTTGCCTCCTCARTTTTIGTT TTTCATTTTTTTGAG
TTAGAGTACTCAGTCTGACCACGGGAACGGAGGAGTTARRAACARAAAGTARARAAACTC

. 910 920 930 940 950 960
AAGRGATCTCATACTCCCAGGCTEGCCT TGAACTCACTITGTAGE TCAGGCTGGCTTTAT
TTCTCTAGAGTATGAGEGTCCOACCGEARCT TGAGTGARRCATCGACTCCOGACCOARATA

" 970 9n0 990 1000 1010 1020
ACTGATGATCCTCCTGCCTCCACCCCCTCACATGCTGGGATTCCGGCAGTGTGTCACCTG
TGACTACTAGGAGGACGGAGGTGGGGGRGTGTACGACCCTAAGGCCGTCACACRGTGGﬂC

1030 1040 1050 1060 1070 1080
CCCAGGGGATAGTTCCCTCTTAGAAGAAGCACCRGGGRGTTAGTTTCTCCTTTATCCTAT
GGGTCCCCTATCAAGGGAGAATCTTCTTCGTGGTCCCTCAATCAAAGAGGAAATAGGATA

1050 1100 ll10 1120 1130 1140
GTGAGGGTTTGCTGAGGCTGTCTTCTATGAATCATAAAGTAGGCCAGATGCTGARACTGC
CACTCCCAAACGACTCCGACAGAAGATACTTAGTATTTCATCCGGTCTACGACTTTGACG

1180 1160 1170 1180 1190 1200
CACTGCCCCTGTCCACGTTTGGAHCTAGRAGAAACTAAllfbl&bbhlllhlﬂTGCTAcc
GTGACGGGGACAGGTGCAAACCTTGATCTTCTTTGATAAAAGACCCCAAACATACGATGG

1210 1220 1230 1240 1250 1260
CAGCCTGTGGTGTTTTGTTGTAGCAACTTGGATGGCTAAAGACAATGGATTGAGCTGCCT
GTCGGACACCACAAAACAACATCGTTGAACCTACCGATTTCTGTTACCTAACTCGACGGA

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TCTGTTCYACARCTGCACTGACCACATGTGACCAT T TAGCACTTGACACT TGACTATAGT
AGACAAGATGTTGACGTGACTGG TG TACACTGGTARATCGTGARCTGTGAACTGATATCR

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GGRCTGAGGGARTGATTCTTGCTTTTCTTT ICTTTCT T TCGGT T TTTT T T TP T T T Y TTTY
CCTGACTCCCTTACTAAGAACGAAARGAARAGARAGABAG

1390 1400 1410 2420 1430 1440
TTTCGAGACAGGGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTGGATCTCACTCTGTAGAGTAT
AAAGCTCTGTCCCAAAGAGACACATCGGGACCGACAGGACCTAGAGTGRGACATCTCATA

1450 1460 1470 1480 14%0 1500
GCTGGCCAATTCTAATTAGATTAGTGTCTTATGACTAGTAACTACTACRGTAGCAAATCT
CGACCGGTTAAGATTAATCTAATC@CAGRATACTGATCRTTGATGATGTC&TCGTTTAGA

1510 1520 1530 1540 1550 1560
TGGTTGTCAACTTGACTACATCTGGAATCAACTAAAACCCAAGATAATAGGTGTCACACA
ACCAACAGTTGAACTGATGIAGACCTTAGTTGATTTTGGGTTCTATTATCCACAGTGTGT
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17-3

1570 1580 1580 1600 1610 1620
CACAGACACACACACACACACAGATAGAGACATATGTTTAACACATAGT TAAAAATAARAC
GTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTCTATCICTGTATACARATTGTIGTATCARTTTITATITG

1630 1640 1656 1660 1670 1580
TCTTTARAAGRACATGTATCACGGEGCAACTTAAATCATAAT TCTGARTACTGTACTTCT
AGAAATTTTCTTGTACATAGTGCCCCGT TCAAT TTAGTATTARGACT TATGACATGRAGA

. 1690 1700 1710 1720 1730 -+ 1740
CTGTARATTAGRGATGGCACTGTTCATCCACTGGGAGAAGATATTAAGAGTTTGCTAGTG
GACATTTARTCTCTACCGTGACAAGTAGGTGACCCTCTTCTATRATTCTCARACGATCAC

1750 1760 17270 1700 1790 1800
GGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTTARGAGCACCGACTGCTCTTCCTTAGGTCCT GAGTT
CCCGACCTCTCTACCGAGTCGCCAATTCTCGTGGCTGACGAGARGGAATCCAGGACTCAR

A G EMAQRLRAZPTALUP-®* VL 5
IMAGE 11966866 ' >

1810 1820 1830 1840 1850 1860
CAAATCCCAGCAACCACATGTAGCTCACAACCATCCGTAATGAGATCCGACRACTTCTTC
GTTTRGGGTCGTTGGTGTACATCGAGTGTTGGTAGGCAT TACTCTAGGCTGTTGAAGANG
S N P S N H M * L TTUIR®N¥ETIWRTGL LW
IMAGE 1196966 >

1870 1680 1690 © 1900 1910 1520
TGETGTGTCTGAAGTCAGCTACAGTGTACTTAGATATAATAATARATARATC TARAARAT
ACCACRCAGACTTCAGTCGATGTCACATGAATCTATATTATTATTTATTTAGATTTTTTA
L VCLKSA ATV YUZLDTI I I X>

IMAGE 1196868 > !

1930 1540 1950 1960 1970 1980
ARRAARCATTTGCTAATGCCARARCAGACATATCAAGAGTACARAATAAAAACTTCCARAC
TTTTTGTAARCGATTACGGTTTTGTCTGTATAGTTCTCATGTTTTATT I TTGAAGGTTTG

13590 2000 2010 2020 2030 2040
TARAAAGATGCCACCAGRAATAGAGTATCTGGGTTGTCATGTGGCATAGTAGCACACCTG
ATTTTTCTACGGTGGTCTTTATCTCATAGACCCARCAGTAGACCGTATCATCGTGTGGRE

2050 2060 2070 2080 2090 2100
CCARACCTGGCAGGTATGAGGCCCTGCATCCCCCACATGAGAACTARMATTTTCCARTAT
GGTTTGGACCGTCCATACTCCGGGACGTAGGGGGTGTACTCTTGATTTTARAAGGTTATA

2110 2120 2130 2140 2150 2160
GAGATGAAACATATTAAARCAAGATGAAACT CACCARRACATGAAGGAGTTTCTCCTCAA
CTCTACTTTGTATAATTTTGY TCTACTTTGAGTGGTTTTGTACTTCCTCARAGAGGAGTT

2170 2180 2190 2200 2210 2220
CTTTAAGGATT TGETAATTGATCTCCCACATARAARTATGT T TGTGGGCTAGCARGATGG
GAAATTCCTAAACCATTAACTAGAGGGTGTATTTTTATACAAACACCCGATCGTTCTACC

>EcoRI
i
2230 2240 2250 2260 2270 2280
CTCAGAGCAAAAGCACTTGTCATGCAGGCCCGACGACCTGAATTCAGTGCCAAGAGCATG
GAGTCTCGTTTTCGTGAACAGTACGTCCGGGCTGCTGGACTTAAGTCACGGTTCTCGTAC

2290 2300 2310 2320 2330 2340

CAACGGAAGGCGAAGGCTGCAAATCATTCTCTGACCTCTACATATGCATCRTGGCATGGG
GTTGCCTTCCGCTTCCGACGTTTAGTAAGAGACTGGAGATGTATACGTAGTACCGTACCC
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. 174

2350 2360 * 2370 2380 2390 ' 24060
TACCTACGGTCATAARAATGTCATAAGCTCATCTACAATARTAAATTATATATGCACATG
ATGGATGCCAGTATTTTTACAGTATTCGRAGTAGATGTTATTATT TAATATATACGTGTAC

2410 2420 2430 2440 24590 2460
CRCARCACACATATACACTTGTCAAATCTATARTGTTGGRAACCT TTGCGTGTCATATAGC
GTGTGTGTGTATATGTGAACAGTTTRGATATTACARCCTTITGGRAACGCACAGTATATCG

2470 2480 2490 2500 2510 2520
TGAT¢TGTCTAGGTAGAAATATATCAATTAACAATGCTGATTGAAAAACCTCAAATATTA
ACTAGACAGATCCATCTTTATATAGTTAATTGTTACGACTAACTTTTTGGHGTTTATAAT

2530 2540 2550 2560 2570 2580
TTTTTGAATGCTTATTTTGAGTCATTTTCCAAGGGATGTGAGCCCGCCATATCTGYGGTT
AAAAhCTTACGAATAAAACTCAGTAAABGGTTCCCTACACTCGGGCGGTATAGACACCAA

2590 2600 2610 2620 2630 2640
TGCCCATCCATGAATTTGGTTAATCACRTATGCRTCAAARTAAGCCCTTCAEGAGAGCTA
ACGGGTAGGTACTTAAACCABTTAGTGTATACGTAGTTTTATTCGGGBRGTTCTCTCGHI

2650 2660 2670 2680 2690 2700
TTTTCTTCAGGGCTGTAGCTTCTGG TARGTCATCCACACCCCTATGCATGCTCCTGTANG
AARAGAPGTCCCGACATCGARGRCCAT TCAGTAGGTGTGGGGATACGTACGAGGACATTC

2710 2720 ' 2730 2740 2750 2760
GRCCCCAATTRAACTCAGTAGGCCACTGTCCTAGTTTGCTITCTTCTACTGTGATAANAC
CTGGGGTTAATTTGAGTCATCCGGTGACAGGATCAAACGAAAGhAGATGACACTATTTTG

2770 2780 27%0 2800 20810 2820
ACTGAGCTAAGCAGCT TGAGGGACAAGGGGTTACTATAGCTTACTGGTTACAGTCCATCA
TGACTCGATTCGTCGAACTCCCTGTTCCCCAATGATATCGAATGACCAATGTCAGGTAGT

>SaeX >Sacy !

| l
2830| 2840 | 2B50 2860 2870 2000
CTGAATGAGCTCAGGACAAGAGCTCAAGGCAGGAATCTGARGC%GAGACCATGGAGGABC
GACTTACTCGAGTCCTGTTCTCGAGTTCCGTCCTTAGRCTTCGTCTCTGGTACCTCCTTG

2890 2300 2910 2920 2930 2940
ACTGCTGBCTGGCTCACTCCQACATGAGGCATTAATCBTGCAAATGCTTCAGAGACATGT
TGACGACTGACCGAGTGAGGGTGTACTCCGTAATTAGTRCGTTTACGAAGTCTCTGTACR

2950 2960 2570 2980 2990 3000
ACACAGGTCAGTCTTATTGAGGCAGTTTCTCAACTGkAGCACCCTCTTTCCTGGTGACTC
TGTGTCCAGTCAGAATARCTCCGTCAAAGAGTTGACTTCGTGGGAGAAAGGACCACTGAG

3010 3020 3030 3040 3050 3060
TAGAGrCAcccTGACTAAAACTnACTAAGTGCTACTGATCTCTCcrc&»srrcnwccncn
ATCTCAGTGCGACTGATTTTGATTGATTCACGATGACTAGAGAGGAGTTCAAGTACGTGT

3070 3080 3080 3100 3110 3120
AACACATCACTAATGGACCATBGTCATTTTTCTTGTTTRTHCCAAAGGCCTCACAATATA
TTGTGTAGTGATTACCTGGTATCAGTAAAAAGAACAAATAIGGTTTCCGGAGTGTTATAT

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AAACATGGTGTAGCCTTTCAATTTCCACAGTCCTTAAAAATTTCAACATATAGAAGACAC
TTTGTACCACATCGGAAAGTTAAAGGTGTCAGGAATTTTTAAAGTTGTATATCTTCTGTG

3190 3200 3210 3220 3230 3240

AGGTCTTCTTCAAAGTCCAAAGCCCCTTAACTGTGGGCTTTTTGCRAHATAAAAACABGT
TCCAGARGAAGTTTCAGGTTTCGGGGAATTGACACCCGAAAAACGTTTTRTTTTTGTTCA
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3250 3260 3270 3280 3290 . 3300
AACATTATTTCCTGATCTTAGAGGGAAGAACCAGGGCACAGT TACAATAAGAACARRGCA
TTGTAATAAAGGACTAGAATCTCCCTTCTTGGTCCCETGTCARTGTTATTCTTGTTTCGT

3310 3320 3330 3340 3350 3360
AAACCAACATgCAGATGTGTAAATCAAATCCTATAGCTCAATGTCCAGCATCGGGGG¢TT
TTTGGTTGTAGETCTACACATTTAGT TTAGGATATCGAGTTACAGGTCGTAGGCCCCGAA

. 3370 3380 33%0 3400 3410 3420
ATGGTCTCCCAGACTCCARRGGTCTTGGGCAGCTCCACTCTGCCTCTAGCTCCAGTACAT
TACCAGAGGGTCTGAGGTTTCCAGARCCCGTCGAGGTGAGACCGAGATCGAGGTCATGTA

3430 3440 3450 3460 3470 3480
AGGCTCAGGCTGGCTCCAATCCACAGCATCCCACTGTCCTGGCTCCTCTARCATGTTGCA
TCCGAGTCCGACCGAGGTTAGGTGTCGTAGGGTGACAGGACCGAGGAGATTGTACAACGT

39490 3500 3510 3520 3530 3540
ATATCTGCTGCAACTGAAGCTGCACCTTCACCARTGRAACGACCTCTCCAGACTTCTCACA
TATAGACGACGTTGACTTCGACGTGGARGTGGTTACT TGCTGGAGAGGTCTGAAGAGTGT

3550 3560 3570 3580 3590 3600
GTGACAATCCTCTACTTCTCTATGTGACTTCCTCAATCCTGGGGTCTCCACTGCARCTGA
CACTGTTAGGAGATGAAGAGATACACTGAHGGAGTTEGGACCCCAGAGGTGACGTTGACT

3610 3620 3630 640 3650 3660
GGCTGTACCTTCATCAATAACCTGTCTCTAGGCTCTE TTCAGAGACTCTGTGGCCTTGAT
CCGACATGGARGTAGTTATTCGACAGAGAT CCGAGARAAGTCTCTGAGACACCGGAACTA

3670 3680 3680 3700 3710 3720
TTATGGTACCAAGCCTTAACTGTTCTCAATGGTCCCTTTCAAGACCAGTACCACCARTGA
AATACCATGGTTCGGAATTGACRAGAGT TACCAGGGAARGTTCTGGICATGGTGGTTACT

3730 3740 3750 3760 370 3780
GACTEGTGCTTGGTAGGAGCTAAT TATTC TG TGGATGE TTTCCCARGCCCTTTGGARGAGE
CTGACRCGAACCATCCTCGATTAATAAGACACCTACCARAGGGTT CGGGAAACCTTCTCG

3750 JE00 3810 3820 3830 3840
CCAGAAGACCATGAGTGACTTCCAGAAGTTAGACACTARGATTCACTGTTGAACTTTGGT
GGTCTTCTGGTACTCACTGAAGGTCTTCAATCTGTGATTCTARGTGRCAACT TGARACCA

3850 3660 3870 3880 3850 3900
TTCACTCTGATT TAATTGTGACTGTGCCCT TTIGGAGTTCT TCCCTCTTGGAGTARGAAR,
AAGTGAGACTAAATTAACACTGACRCGGGAAAACCTCAAGBAGGGAGAACCTCATTCTTT

3810 3920 3930 3940 3950 3960
ATATTTAACTTATTTTGACTTTGCAAGAGCCCACAGCTGTGAGAGTTTGGRGTTTGGGAG
TATAARTTGAATAAAACTGAAACGTTCTCGGGTETCGACACTCTCAAACCTCAAACCCTC

3970 3980 3990 4000 4010 4020
ATATTTTGGAGTGTTAGAGAGATCAGGGATATTTTAGAGAGGCATGAACTTTGAAAGAGA
TATAAAACCTCACAATCTCTCTAGTCCCTATAAARTCTCTCOGTACTTGARACTTTCTCT

4030 49040 4050 4060 4070 4080
CTTTGGATGTTCTAAAGGGATTTABCTTTTAAAGTGCTGGGATTTGTAAAGACTTTTTAA
GAAACCTACAAGATTTCCCTAAATTGAAAATTTCACGACCCTAAACATTTCTGAAAAATT

4090 4100 4110 4120 4130 4140

AGTTGGAATGTTTTATATTGTGATATGRRTATTGATATGTAATCTTGGCAGTGBACAAGA
TCAACCTTACAAAATATAACACTATACTTATAACTATACATTAGARCCGTCACTTGTTCT
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4150 4160 41720 4180 4180 4200
AAGGGAAGGTTATATTTTAACTGTAATGTGTTTGTGTGTTACATTAACAAGCAGTCATAT
TTCGCTTCCAATATAAAATTGACATTACACAAACACACAATGTAATTGTTCGTCAGTASA

4210 4220 4230 4240 4250 4260
TTTTATGGTTTTATGGAAAGTTTTCATAAGCTCCTCAAGGCCTTGGAAATCCRAAATCCA
AAAATACCARAATACCTTTCAAAAGTATTCGAGGAGTTCCGGRACCTTTAGGTTTTAGGT

4270 4280 {290 4300 4310 4320
TTCC?TGTGGAAGAGGGAACCTCAAATGAGAAAATGCCCTTACTAAGATTGGCCCAGGAG
AAGGAACACCTTCTCCCTTGGAGTTTACTCTTTTACGGGAATGATTCTAACCGGGTCCTC

. 4330 4340 4350 4360 4370 4380
AAAGCCTGCAGTTGAlllbllllbelllb‘llllAAAATTGAGGCAGATGTGGGAGGTTT
TTTCGGACGTCAACAAAACAAAACAAAACAR&AAATTTAACTCCGTCTACACCCTCCARA

4390 4400 4410 4420 4430 4440
CTAGCCCACTGTAGGCAGTGTGACACCTGGGCTGGTGGTCCTCTGTGCCAACAGAAAGCA
GATCGGGTGACATCCGTCACACTGTGGACCCGACCACCAGGRGACACGGTTGTCTTTCGT

4450 4460 4470 4480 4490 4500
GGCTACTAGCTAGGCTAGCCATGAGAAGCAAGCCAGTAAGCATCAGGTTCCTCCTGTCTT
CCGATGATCGRTCCGATCGGTACTCTTCGTTCGGTCATTCGTRGTCCAAGGAGGACAGAA

4510 - 4520 4530 1540 4550 4560
GCTCCAGCTTCCCTCATTGATGGATTTAATCAGCTGTAAGGTGAAATGAATTGGTTACTT
CGAGGTCGAAGGGAGTAACTACCTAAATTAGTCGACATTCCACTTTBCTTAACCAATGAA

4570 4580 4590 4600 4610 4620
TTATCACAGCAAAAGAAATTCTTTTTTTAAAATTTTTATTAGGTATTTTCCTCATTTACA
AATAGTGTCGTTTTCTTTAAGAAAAABATTTTAAAAATAATCCATAAAAGGAGTAAATGT

4630 4640 4650 4660 4670 4680
'rr-rccpm'c;c'mchcmnc;-rcccccamcccrccccccccc»crccccmcrcacccn
AAAGGTTACGATAGGGTTTTCAGGGGGTATGGGAGGGGGGGGGTGAGGGGATGAGTGGGT

4650 4700 4710 4720 4730 4740
CTCCCACTTCTTGGCCCTGGCGTTCCCCTGTACTGAGGCACATAAAGTTTGCAAGACCAA
GAGGGTGAAGAACCGGGhCCGCAAGGGGACATGACTCCGTGTATTTCRAACGTTCTGGTT

4750 4760 4770 47400 4790 4800
TGGGCCTCTCTTTCCACTGATGGCCGACTAGGCCATCTTTTGATACATACGCAGCTCATA
ACCCGGAGAGAAAGGTGRCTACCGGCTGATCCGGTAGAAAACTATGTRTGCGTCGAGTAI

>Sacl
I
4810 | 4820 4830 4840 4850 4260
TAGTCAAGAGCTCCGGGGTATTGGTTBGTTCATAATGTTGTTCCACCTATAGGGTTGCAG
ATCAGTTCTCGAGGCCCCATAACCAATCAAGTATTACAACAAGGTGGATATCCCAACGTC

4870 4880 4890 49500 1910 4920
ATCCCTTTAGCACCTTGGATACTTTCTCTAGCTCCTCCATTGGGGGCCCTGTGATCCATC
TAGGGBAATCGTGGAACCTATGRAAGAGATCGAGGAGGTAACCCCCGGGACACTAGGTnG

4930 4940 4950 4960 4970 4880
CAATAGCTGACAATGAGCATCCACTTCTGTTTTTGCTRGGCCCCGGCCTAGTCTCACAAG
GTTATCGACTGTTACTCGTAGGTGAAGACAAAAACGATCCGGGGCCGGATCAGAGTGTTC

4590 5000- S010 5020 5030 5040

AGACAGCtACATCTGGGTCCTTTCAGCABAATCTTGCTAGTGTATGCAACGGTGTCTGCG
TCTGTCGATGTAGACCCAGGAAAQTCGTTTTAGAACGATCACATACGTTGCCACAGACGC
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>BamHI .
| .
5050 5060 | S070 5080 5020 5100
TTTGGCGGCTCGATTATGGCATGGATCCCCGGATATGGTAGTCTCTAGATGGTCCATCCTT
AARCCGCCGACTAATACCGTACCTAGGGGCCTATACCATCAGAGATCTACCAGGTAGGAR

5110 5120 5130 5140 5150 5160
TCGTCTCAGCTCCAAACTTTGTCTCTGTAACTCCTTCCATGGETCTTTTETTCCCAATTC
AGCAGAGTCGAGGTTTGAAACAGAGACATTGAGGAAGGTACCCACAAAACAAGGGTTAMG

5170 180 5180 5200 5210 5220
TAAGAAGGGGCAAAGTGTCCACACTTTGGTCTTCGTTCTTCTTGAGTTTCACTAACTABG
ATTCTTCCCCGTTTCACAGGTGTGARACCAGARGCARGRAGAACTCARAGTGAT TGATTC

5230 5240 5250 5260 5270 5280
ACAGAGACTCTTAAATATTATCARATTCAGCTGCCAGCCTTATGTGGTCTTGACACCCCT
TGTCTCTGAGAATT TATAATAGT TTAAGT CGACGGTCGEGAATACACCAGAACTGTGGGGA

>Sael
{
5290 5300 I 5310 5320 5330 5340
GGACTACAACTTCTGTGTGGGAGCTCTGAGGAGACACTTCGCAGAAGATTTTGCCTGTTA
CCTGATGTTGAAGACACACCCTCGAGACTCCTCTGTGAAGCGTCTTCTARAACGGACART

5350 | 5360 5370 5380 5380 5400
GGCAGGTCTCGTCTCAATCACACTGAGTTTGCAGCTCCAGTTGAGCACCGTTCAATTGGC
CCGTCCAGAGCAGAGTTAGTGTGACTCAAACGTCGAGGTCAHCTCGTGGCAAGTTAACCG

5410 5420 5430 5440 5450 5460
CTAGTARAGCACAGGTTTCACTTAGGCGATECTGGAGTCTTAGCAGAAGCCTTACACTGA |
GATCATTTCGTGTCCAAAGTGAATCCGC TACGACCTCAGARTCGTCTTCGGAATETGACT

5470 5480 5490 5500 5510 5520
hCTTCACGRGCCAAGCCTGAGTTGTCGGCATTGCTTCCAACACCACCATCCAAGCCCCCT
TGAAGTGCTCGGTTCGGACTCAACAGCCGTAACGAAGGTTGTGGTGGTAGGTTCGGGGGA

>Sacl

1
$530 5540 5550 SE60 5570 5580
ACACTAGTRTATCTTCAAGTTCTAAGCCCTCAGAGCTCAARGCTCCAAATGCTTCCGCAA
TGTGATCATATAGAAGTTCAAGATTCGGGAGTCTCGAGTTTCGAGGTTTACGAAGGCGTT

5590 5600 5610 5620 5630 5640 -
CCACACTTCCAACCCCCAAACAAC&CRCCTGTGTCCATAGTAGCAACAACACACTCTCTG
GGTGTGAAGGTTGGGGGTTTGTTGTGTGGACACAGGTATCATCGTTGTTGTGTGAGAGAC

~ 5650 5660 5670 5680 5690 5700
GTACCAETTTCTGTTTCGATAGATGATGGACAGGCAGACAGACAAGAAAGTAGAAAGGGA
CATGGTTAAAGACAAAGCTATCTACTAbLlbleblLlhllelAbLLlLATCTTTCCCT

5710 5720 5730 5740 5750 5760
ACCAGCAGGAAAGAAGAAGAGAGTCCACARGRGTGGAGGGGACAAGARAGAGTAATGEGE
TGGTCGTCCTTTCTTCTTCTCTCAGGTGTTCTCACCTCCCCTGTTCTTTCTCATTACCCC

5770 5780 5790 5600 5810 5820
GTGAGTATGMTCAAAATGAACATATATGBAATATCATTATGAAATGTATATAATTAA?AT
CACTCATACTAGTTTTACTTGTATATACTTTATAGTAATACTTTACATATATTAATTATA

5830 5840 5850 5860 5870 5880
ATACTAACAAGAAACCTTTTTTAAAATTTTCAAAAATCATGCGTGCACTGAACATGGGCA

37/41



DE 601 22816 T2 2007.09.13

17-8

TATGATTGTTCTTTGGAAAAARTTTTAAAAGTTTTTAGTACGCRCGTGRCTTGTACCCGT

. 5890 5800 3910 5920 5930 5840
GCTTTTCTTGTCGGTACCCCCTARGCAGCACATTAACACTATTTACATARCATTTAAATA
CGRARAAGAACAGCCATGGGGGATTCGTCGTGTAATTGTGATARRTGTATTGTAAATTTAT

' 5950 £960 5870 5980 59%¢0 6000
TGTTARGCATTTTAACTANCTAGAGATGGTTTGAGTGAGTATAGGGAGATGTETGCACAT
ACAATTCGTAAAATTGATTGATCTCTACCAAACTCACTCATATCCCTCTACACACGTGTA

6010 6020 6030 6040 6050 6060
CATGAGCAAATGCTGCCGTTTTCCACTGGGGCCCCAGGACTTETTTTGGCARCTTCCCTG
GTACTCGTTTACGACGGCAARAGG TGACCCCGEGCTCCTGAACAAAACCGTTGAAGGGAC

' 6070 60B0 6090 6100 6110 6120
AGCACTGGTGTGGTCCTCTCATAGATACCTAGCGATAGCTGATTTCCATTT T TCTCCATE
TCGTGACCACACCAGGRAGAGTATCTATGGATCGCTATCGACTAARGGTAAAARGAGGTAC

6130 . 6140 6150 6160 6170 6180
CCTATCTTTAAGGTAAGTAGGTCTTTTTATTGTCTTThCAACTTTATGAACTACATACAG
GGATAGAAATTCCATTCATCCAGAAAAATAACAGAAATCTTGAAATACTTGATGTATGTC

v, 6190 6200 6210 6220 62390 6240
CTCCTCTCGTGTAGTTCCTCCGCAGGARAAATGGTGTATTCAGAAARAACTCTGCTGTTC
GAGGAGAGCACATCARGGAGGCGTCCT TTTTACCACATAAGTCT TTTTTGAGACGACARG

>Sacl
t
6250 6260 " 6270 6280 6290 I 6300
TTGCCAAATGCAGCCGCCATGGAGCAGAGAGCTGCAGAAACAGAGATGGGAGCTChTTCC
AACGGTTTACGTCGGCGGTACCTCGTCTCTCGACGTCTTTGTCTCTACCCTCGAGTAAGG

>EcoRY’

!
6310 6320 6330 6340 6350 6360
TGCRCTGCGAAGGCTTCGAGGAAGGAGAATTCCATCAGGCTGAATGTGTC&TGAACTTTA
ACGTGACGCTTCCGAAGCTCCTTCCTCTTAAGGTAGTCCGACTTACACAGTACTTGAAAT

6370 6380 63190 6400 6410 6420
AGTARTATAAATAAAATTARAATARTATARRTAACTCACTTGGCAATGGETARAGAGACA
TCATTATATTTATTTTAATTTTATTATATTTATTGAGTGAACCGTTACCCATTTCTCTGT

6430 6440 6450 6460 65470 6480
CCTTGTTGGTGACATTGCCTTATATCAGTCAGGGACAG%GCAGATGACTGTCTTTTGTCA
GGAACAACCACTGTARCGGAATATAGTCAGTCCCTGTCTCGTCTACTGACRGAAAACAGT

6490 €500 6510 6520 6530 6540
TTCCTAGCTTGATGGCCAAAGCTGTCTTATGTCTAGGATACATGAATATCAAATCAAATC
AAGGATCGAACTACCGGTTTCGACAGAATACAGATCCTATGTACTTATAGTTTAGTTTAG

€550 6560 6570 6580 6590 6600
AAATCTAGGCAGCACAGCACAAGAAGAGAAATACAGAGATTTGCATACCACCATGCTACC
TTTAGATCCGTCGTGTCGTGTTCTTCTCTTTATGTCTCT%AACGTATGGTGGTBCGA?GG

6610 6620 6630 6640 6650 6660
CACGGATCTGCCCTCCCACACATGGCACAGACACCCACTTGCCACCTCATCGTGGAGCAT
GTGCCTAGACGGGAGGGTGTGTACCGTGTCTGTGGGTGAACGGTGGAG?AGCACCTCGTA

€670 6680 6690 6700 6710 6720
GGATGAAGGGTGTTACCACCRGACGTGTGGTCGGGCTTCAGCCAGAGTCACCACAATGTG
CCTACTTCCCACAATGGTGGTCTGCACACCAGCCCGAAGTCGETCTCAGTGGTGTTACAC
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6730 €740 6750 6760 . 6770 6780
CAMATATATGGTGGGCAACTCGGAGAGAGAGAAAAAAARGTGACAACTTGAGCATTATGR
GTTTATATACCACCCGTTGACCCTCTCTCTCTTTTTTTTCACTGTTGAACTCGTAATACT

6750 6800 6810 6820 6830 6840
AGAGAGAGGGAACTGGAGACTGRAGGGTAGAAAGGAGTCGCCTEGTTCTGRGTGTCCAGCT
TCTCTCTCCCTTGACCTCTGACTICCCATCTT TCCTCAGCGGRCARGACTCACAGGTCGG

6850 G860 6870 6880 6850 6900
TATGGTAAGGCCCCAGCCTGGGCTGCCACTGAGGGCTGTATCTGRGTCCATGAGTCCACA
ATACCATTCCGGECTCGGACCCGACEGTGACTCCCGACRTAGACTCAGGTACTCAGGTGT

6910 6920 @930 6540 6950 6960
GCAGCAGGGCTCAGTGTGGATATCCGTCACACATGTTATCACTAGAGAACACGGGGAACT
CGTCGTCCCGAGTCACACCTATAGGCACTGTGTACAATAGTGATCTCTTGTGCCCCTTGA

6970 - 6980 6990 . 7000 7010 7020
CCCTGGTCAGGACAGCTGTAGGGACCCACATGGRCGTACAGGGGCTGTGCATARCTAGCC
GGGACCAGTCCTGTCGACATCCCTGGGTGTACCTGCATGTCCCCGACACGTATTGATCES

7030 7040 7050 7060 2070 7080
TTGCCTCTCACAGGATGAGGCCTTTGGGAGAGCTGGTGECAGCACTTGGGAGAGAGGGCC
AARCGGAGAGTGTCCTACTCCGGARACCCTCTCGACCACCGTCETGRACCCTCTCTCCCGG

7090 7100 7110 7120 7130 7140
CTACACCTACCCAGTCAGCACAGTGGAGCTGGCCCTGGEGGTEGCGCTGGGGTGACTCAC
GATGTGGATGGGTCAGTCETGTCACCTCGACCGGGACCCCCACCCCGACCCCACTGAGTG

7150 7160 7170 7180 7180 7200
CCCARGGGCATGAGTGTGGGAGRGCCGACCTCATCACTCATCTGCTGCGGGGTGGCACCA
GGGTTCCCGTACTCACACCCTCTCGGCTGGAGTAGTGAGTAGACGACGCCCCACCGTGGT

7210 7220 7230 7240 7250 7260
GTGCAGAGGTGATGCTCACCCCATCCCCCCTGCAACCCCTTETCACCTCTCGAAGTTGGG
CACGTCTCCACTACGAGTGGGGTAGGGGGGACCTTGGGGAACAGTGGAGACCTTCARCCC

7270 7200 7290 7300 7310 7320
ARRGCTGCCCATAGGGCCATGARCTCCGGAGAACTAGCCCTGCCCTCACCATTCAGCACT
TTTCGRCGGGTATCCCGGTACTTGAGGCCTCTTGATCGGEACGGGAGTGGTARGTCGTGA

>BamHY
1 .
I 7330 1340 7350 7360 7370 7380
AGGAGGATCCTGCACCTCTCCTGGATAGCACGGCAGAGCTGACCCTGGCAGCAGGGGTAC
TCCTCCTAGGACGTGGAGAGGACCTATCGTGCCGTCTCGACTGGGACCGTCGTCCCCATS

7380 7400 7410 7420 7430 7440
GGGTGAACCAGAGGGAGAGAGAGAACGAGAGCATGGGAGAGCTGGTCCCACCACCCCTCA
CCCACTTGGTCTCCCTCTCTCTCTTGCTCTCGTACCCTCTCGACCAGGETGGTCGGGRGT

7450 7460 7470 7480 7490 7500
GCCATGAGAGGTGACCTGGGACAGCTGACCTGGCAGTCATGAGAGTAGETGAGCTGGCCC
CGGTACTCTCCACTGGACCCTGTCGACTGGACCGTCAGTACTCTCATCCACTCGACCGEE

7510 1520 7530 7540 1550 7560
TACCTCTCACTCAGGRGTGGCTGCAGCACT TGGGAGAGT GGG TCCTACATCT TGCCTTGS
ATGGAGAGTGAGTCCTCACCGACGTCGTGAACCCTCTCACCCAGGATGTAGAACGGAACC

1570 7580 © 7590 7600 7610 7620
CAACACAGCACAGTAGTGCTGGTTCTGGTAGCAAATGCATGGGTGGGCCAGCCCCGAGGG
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GTTGTGTCGTGTCATCACGACCAAGACCATCGTTTACGTACCCACCCEGTCGGGGCTCCE

, 7630 7640 7650 7660 7670 7680
TATAGGAGCAGGAGRGATGGCCTAGCCCCTCACAGGATGCATCACTTGGGRCATTGGGTC
ATATCCTCGTCCTCTCTACCGGATCGGEGAGTGTCCTACGTAGTGAACCCTGTARCCCAG

¢ 7690 ‘7700 7710 7720 7730 7740
CCACGCCATGACTGGGCAGCACAGTGGCGCTGGCTTIGEAGGCTTGGETCTCGETECGET
GGTGCGGTACTGACCCETCGTGTCACCGCGACCGARACCTCCGAACCCACACCCACGCGA

A

"7750 7760 7770 7780 7790 7800
GGCCCCAAGGGCAAGGGAACAGGAGATCTAAACCTRCCTCCTGACTATGGCGGTAGTATT_,
CCGGGGTTCCCGTTCCCTTGTCCTCTAGATTTGGATGGAGGACTGATACCGCCATCATAA

© 7810 2820 7930 7840 7850 7860
GACTAGCCTAGCCARAACAGTGCT GGAGTGTGGAGAGCCGTGCCACARGCARTCECGAGE
CTGATCGGATCGGTTTTGTCACGACCTCACACCTCTCGECACGGTGTTCGTTACCOCTCE

7870 7880 T 7850 7900 7910 7920
CGTGAACAATCGCCATTATAAGATGGCGCTAGCTTCCACTGTGCCTAACTAGTAAACAAG
GCACTTGTTAGCGGTAATATTCTACCGCGATCGAAGGTGACACGGATTGATCATTTGTTC

., 7930 7940 7950 7960 17970 7980
CCTTATG;ACAAGTGCBAGAGTAAATTCACGCCCAGTCACTGCCCHTCTTGGGACGTAGT
GGAATACGTGTTCACGTTCTCATTTAAGTGCGGGTCAGTGACGGGTAGAACCCTGCATCA

7990 8000 8010 B020 8030 8040
RATGGGGTGATGGGCGAGCAACTAATCAGGTGCTGTCHCGCCACATCAGGTGCTGAAATG
TTACCCCACTACCCGCTCGTTGATTAGTCCACGACAGTGCGGTGTAGTCCACGACTTTAC

B0OG0O 8060 807D aoeo 8090 €100
TCACACTGTGGGCTRTATAAGCAGCGCGATTTTCCGGGTTCGGGGTCTTCCTGBGAAGTA
AGT GTGACACCCGRTATATTCGTCGCGCTAMAGGCCCMGCC CCAGBAGGACTCTTCAT

SHindIIX
I
8110
AGCAATAAAAGCTT
TCGTTATTTTCGAA
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