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Abbildung 16: Hochauflösende Analyse der NPC-Assoziation von C15orf2 mit 3D-SIM. 
Die mittlere optische Schnittebene durch einen Zellkern zeigt, dass sowohl der NPC als auch 
C15orf2-FLAG ein ähnliches punktartiges Muster entlang des Chromatinaußenrandes (DAPI) 
aufweisen. Die Vergrößerung (4x) zeigt einen Ausschnitt der Kernhüllen zweier benachbarter 
Zellkerne. Hier ist deutlich erkennbar, dass C15orf2 (rot) in beiden Zellen auf der 
nukleoplasmischen Seite der NPCs (grün) lokalisiert ist. Die apikale optische Schnittebene 
zeigt ebenfalls, dass C15orf2 eng mit dem NPC assoziiert ist. Die Maßstabsleisten 
entsprechen 5 µm in den Übersichten und 1 µm in den Vergrößerungen. Abbildung verändert 
aus Neumann et al. (2012). Die zugrunde liegenden SIM-Aufnahmen wurden von Y. Markaki 
generiert. 
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Abbildung 17: Hochauflösende Analyse der Lamina-Assoziation von C15orf2 mit 3D-
SIM. In der mittleren optischen Schnittebene durch einen Zellkern sind deutliche 
Unterschiede zwischen der kontinuierlichen, linearen Struktur der Kernlamina und dem 
punktartigen Muster von C15orf2-FLAG zu erkennen. Ein ähnlich deutlicher 
Strukturunterschied ist auch in der apikalen optischen Schnittebene sichtbar. In den 
Vergrößerungen (4x) der mittleren und apikalen optischen Schnittebene wird deutlich, dass 
C15orf2-FLAG (rot) sich etwa in einer Ebene mit der Kernlamina (grün) befindet. Die beiden 
Signale wechseln sich jedoch ab und zeigen nur wenig Überlappung. Die Maßstabsleisten 
entsprechen 5 µm in den Übersichten und 1 µm in den Vergrößerungen. Abbildung verändert 
aus Neumann et al. (2012). Die zugrunde liegenden SIM-Aufnahmen wurden von Y. Markaki 
generiert. 
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4.2.4 Verteilung von C15orf2 in Fraktionen der Zellkernhülle 
Um die beobachtete NPC-Assoziation von C15orf2 mit einem biochemischen Ansatz zu 

verifizieren, wurde eine Kernhüllen-Isolations- und -Franktionierungsmethode von Cronshaw 

und Kollegen angewandt (Cronshaw et al. 2002). Hierzu mussten zunächst intakte Zellkerne 

von induzierten T-REx-293-C15orf2-Zellen isoliert werden, die noch beide Kernmembranen 

besaßen. Die Kernhüllen wurden anschließend isoliert und schrittweise fraktioniert, sodass im 

vorletzten Schritt nur noch die weitgehend intakte Lamina mit den NPCs, die über 

Proteininteraktionen in ihr verankert sind, vorlag. Die Proteininteraktionen der NUPs 

miteinander und mit der Lamina wurden im letzten Schritt durch den Einsatz eines 

zwitterionischen Detergenz selektiv gelöst, während die Interaktionen der Lamine bestehen 

blieben. Die unlösliche Lamina konnte daher pelletiert werden, während die NUPs in Lösung 

gingen. Im Ergebnis dreier unabhängiger Franktionierungsversuche mit Zellkernen induzierter 

T-REx-293-C15orf2-Zellen wurde Lamin B1 nur in der Pellet-Fraktion des letzten Schrittes 

detektiert (Abb. 18).  

 

 
Abbildung 18: Subfraktionierung der Kernhülle. Links: Schema des 
Zellkernfraktionierungsprotokolls. Verändert nach Matunis (2006). Rechts: Western-Blot. P: 
Lamina-Pellet; S: NUP-angereicherter Überstand (supernatant). Der verwendete anti-NPC-
Antikörper “Mab414” bindet FG-Repeat-Nukleoporine. Die drei detektierten Banden 
repräsentieren vermutlich NUP358, NUP153 und NUP62 (Cronshaw et al. 2002). Nach 
längeren Belichtungszeiten wurde auch NUP62 in der Pelletfraktion detektiert. Abbildung 
verändert aus Neumann et al. (2012). 
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Die NUPs, die mit dem Mab414 Antikörper detektiert wurden, waren sowohl im Pellet als 

auch im Überstand detektierbar. Ebenso war C15orf2 sowohl im Pellet als auch im Überstand 

nachweisbar. Verglichen mit den NUPs schien jedoch prozentual mehr C15orf2 in der Pellet-

Fraktion zu verbleiben, was eine stärkere Bindung von C15orf2 an die Kernlamina nahelegt 

und in guter Übereinstimmung mit der 3D-SIM Lokalisation ist. 

4.2.5 Einfluss der C15orf2-Überexpression auf den mRNA-Export  
Für einige NUPs und NPC-assoziierte Proteine, z.B. für das Korb-NUP NUP153, wurden 

Funktionen in der Regulation des mRNA-Exportes nachgewiesen (Bastos et al. 1996; 

Hawryluk-Gara et al. 2005; Wickramasinghe et al. 2010). Um zu überprüfen, ob die 

Überexpression von C15orf2 den mRNA-Export beeinflusst, wurde eine mRNA-Fluorezenz-

in situ-Hybridisierung (mRNA-FISH) durchgeführt. Würde C15orf2-Überexpression den 

mRNA-Export negativ beeinflussen, wäre in induzierten Zellen verglichen mit Kontrollzellen 

eine Anreicherung der mRNA im Zellkern zu erwarten. Eine positive Beeinflussung würde 

das Gegenteil bewirken. Der Vergleich von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-

C15orf2-Zellen zeigte jedoch keinen Unterschied in der Verteilung der mRNA (Abb. 19).  

Auch solche Zellen, die extreme hohe C15orf2-Level und einen Kernhüllenphänotyp 

aufwiesen (vergleiche Abschnitt 4.2.3.2), zeigten keine Veränderung in der mRNA-

Verteilung (Daten nicht gezeigt).  

 
Abbildung 19: Poly(A)+-RNA Verteilung in T-REx293-C15orf2-Zellen. Poly(A)+-mRNA 
wurde mit einer Cy3-markierten poly-dT50-Sonde (rot) detektiert und war größtenteils im 
Zytoplasma, aber auch im Zellkern (DAPI, blau), lokalisiert. Es konnte kein Unterschied 
zwischen induzierten (Dox) und H2O-behandelten (Mock) T-REx293-C15orf2-Zellen 
gefunden werden. Abbildung verändert aus Neumann et al. (2012). 
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4.2.6 Einfluss der C15orf2-Überexpression auf die Genexpression 
Einige NPC-Proteine können die Zugänglichkeit des Chromatins beeinflussen und sind an der 

Regulation der Genexpression beteiligt (Vaquerizas et al. 2010). Daher wurde eine 

Affymetrix Gene St 1.0 Array-Analyse durchgeführt, um Unterschiede in der Genexpression 

von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-C15orf2-Zellen zu messen. In drei 

technischen Replikaten fanden sich jedoch nach Bonferroni-Korrektur keine signifikanten 

Expressionsunterschiede, abgesehen von einer etwa zehnfachen Überexpression von C15orf2 

selbst. Die auf dem Array detektierte Überexpression ist in guter Übereinstimmung mit den in 

Abschnitt 4.2.3.1 beschriebenen Real-Time-PCR-Ergebnissen. Die Originaldaten der 

Arrayanalyse können in der Datenbank des Gene Expression Omnibus (GEO) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Nummer GSE36575 eingesehen werden. 

 

Auch wenn die genaue Funktion des C15orf2-Proteins bisher nicht geklärt werden konnte, 

zeigen die Ergebnisse der Proteinanalyse, dass C15orf2 mit NPCs in der Zellkernperipherie 

assoziiert ist. Nach Absprache mit dem “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC) 

wurde daher der neue Name “Nuclear pore associated protein 1” (NPAP1) für C15orf2 

festgelegt. Der Übersichtlichkeit halber wird dennoch im Folgenden der Name C15orf2 

beibehalten. 

 

4.3 Evolutionärer Ursprung des C15orf2-Gens 
Das C15orf2-Gen gehört zu den geprägten Genen der chromosomalen Region 15q11q13 beim 

Menschen, fehlt aber in der ebenfalls geprägten orthologen Region der Maus. Um die 

Entstehung der Region 15q11q13 besser zu verstehen, wurde daher die evolutionäre Herkunft 

des Gens untersucht. 

4.3.1 Evolutionäre Konservierung von C15orf2-Orthologen in Primaten und 

Analyse des Weißbüschelaffen-Orthologs 
In der Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org) waren C15orf2-Orthologe für die 

Primatenspezies Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan und Rhesusaffe eingetragen. Um 

Orthologe in weiteren Primaten zu finden, wurde eine UCSC-Datenbanksuche 

(http://genome.ucsc.edu) mit dem BLAT-Algorithmus durchgeführt. Als Suchanfrage wurde 

die humane C15orf2-Gensequenz verwendet. Auf diese Weise konnten auch in Gibbon, 

Totenkopfäffchen (Saimiri boliviensis) und Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus) C15orf2-
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Orthologe in der 15q11q13-orthologen Region identifiziert werden. Dagegen wurde im 

Buschbaby (Otolemur garnettii), einem Vertreter der weiter vom Menschen entfernten 

Unterordnung Strepsirrhini (Abb. 20A), kein solches Ortholog gefunden. Da die Region  

15q11q13 in dieser Spezies ausreichend gut assembliert ist und keine großen Sequenzlücken 

aufweist, ist davon auszugehen, dass das Buschbaby kein C15orf2-Ortholog besitzt.  

Die Genome von Pavian, Koboldmaki (Tarsius syrichta) und Mauslemur (Microcebus 

murinus) wurden ebenfalls analysiert, allerdings war die Assemblierung dieser Genome zum 

Zeitpunkt der Analyse noch nicht vollständig genug, um erhaltene Datenbanktreffer 

bestimmten genomischen Regionen zuzuordnen.  

 

 
 
Abbildung 20: Konservierung von C15orf2 in Primaten. (A) Der schematische 
phylogenetische Baum zeigt vereinfacht die Familienstruktur der Ordnung Primaten. 
C15orf2-Orthologe wurden in allen untersuchten Mitgliedern der Parvordnungen Platyrrhini 
und Catarhini (rote Zweige) gefunden. (B) Der Ausschnitt aus einem Gen-Alignment von 
C15orf2-Orthologen zeigt zwei gut konservierte Genabschnitte sowie einen Abschnitt, in dem 
die Weißbüschelaffen-Sequenz gegenüber den anderen Primaten eine 24 bp- (8 AS-) Deletion 
enthält. 
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Unter den Primatenspezies, deren Genome vollständig genug sequenziert und assembliert 

waren und die C15orf2-Orthologe besaßen, waren der Weißbüschelaffe und das 

Totenkopfäffchen, als Vertreter der Parvordnung Platyrrhini innerhalb der Unterordnung 

Haplorrhini, die entferntesten Verwandten des Menschen (Abb. 20A). Die Sequenz des 

Weißbüschelaffen-Orthologs enthielt eine etwa 2,5 kbp große Sequenzlücke. Da ein 

Alignment mit dem humanen Gen zeigte, dass diese Sequenzlücke im Bereich des 

mutmaßlichen ORFs liegt, wurde der fehlende Teil des Gens sequenziert (Primer 25-30, Tab. 

A1). Die vollständige Sequenz (Tab. A3) war zu 69,9 % mit dem humanen Gen identisch.  

Im Unterschied zu allen anderen Primaten mit C15orf2-Orthologen konnte im 

Weißbüschelaffen kein durchgehender orthologer ORF gefunden werden, dessen Länge der 

des humanen ORFs entspricht. Es bestehen dennoch unterschiedliche Möglichkeiten einer 

proteincodierenden Funktion des Gens (Abb. 21). Eine Möglichkeit wäre ein verkürzter ORF 

von 1755 bp, der für ein 584 AS großes Protein mit hoher Sequenzhomologie zum mittleren 

Teil des C15orf2-Proteins (AS 297-865) codieren würde (58,6 % Gesamthomologie). Diesem 

Protein würden allerdings große Teile des N- und C-Terminus von C15orf2 fehlen (Abb. 

21A). Deshalb wurde das Programm GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) 

verwendet, um die Exon-Intron-Struktur des Weißbüschelaffen-Orthologs vorherzusagen. Die 

GENSCAN-Vorhersage entspricht einem 3060 bp langem ORF mit zwei kleinen Introns, 

welcher 164 bp downstream des humanen ORFs beginnt und synchron mit ihm endet (Abb. 

21B). Das codierte Protein hätte ebenfalls eine hohe Sequenzhomologie (66 %) mit dem 

humanen C15orf2 und besäße zudem die größere Sequenzabdeckung. Upstream des kurzen 

intronlosen ORFs, aber überlappend mit dem ersten Exon der GENSCAN-Vorhersage, besitzt 

die Weißbüschelaffen-Sequenz mehrere kurze Insertionen/Deletionen (Indels) verglichen mit 

den Sequenzen des Menschen und anderer Primaten, die nicht Vielfache von 3 bp sind und 

daher den frame eines hier lokalisierten intronlosen ORFs gegenüber dem humanen Ortholog 

verschieben würden (Abb. 21). Dagegen existieren im downstream liegenden Genbereich, vor 

allem im zweiten Exon der GENSCAN-Vorhersage, eine Reihe von Deletionen in der 

Weißbüschelaffen-Sequenz gegenüber anderen Primaten-Sequenzen, die große Vielfache von 

3 bp (bis zu 39 bp) sind (Abb. 20B, Abb. 21). Diese Serie von in frame Indels beginnt 

bemerkenswerterweise schon upstream des kurzen intronlosen ORFs. Das Indel-Muster weist 

auf ein proteincodierendes Potenzial im 3‘-Teil des Gens hin, das durch selektiven Druck 

aufrechterhalten wurde. 
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Abbildung 21: Vergleich der ORF-Vorhersagen für das Weißbüschelaffen-Ortholog. Die 
schematische Darstellung ist ungefähr maßstabsgetreu; dabei orientieren sich die Längen von 
5’UTR und 3’UTR an denen des humanen C15orf2. Proteincodierende Exons sind als 
schwarze Kästchen, Introns und UTRs als schwarze Linien dargestellt. (A) Kurzer intronloser 
ORF in der Weißbüschelaffen C15orf2-Sequenz, der mithilfe der Geneious-Software 
identifiziert wurde. (B) Genvorhersage des Programms GENSCAN mit drei Exons. Indels von 
1 oder 2 bp Länge sind als rote senkrechte Linien dargestellt; Indels, die Vielfache von 3 sind, 
sind als grüne senkrechte Linien dargestellt. Die Längen der in frame Indels sind von 5‘ nach 
3‘: 3 bp, 18 bp, 36 bp, 15 bp, 24 bp, 39 bp, 6 bp. 
 

4.3.2 Analyse einer neuen, C15orf2-homologen Genfamilie in den Eutheria 
Zusätzlich zu den bereits erwähnten Primatengenen befanden sich in der Ensembl-Datenbank 

auch Gene von Hund (ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307), Rind 

(ENSBTAG00000046462), Schwein (ENSSSCG00000022532) und Elefant 

(ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777), die als C15orf2-Orthologe annotiert 

waren. In Anbetracht der bereits bekannten Abwesenheit des Gens aus der murinen 

orthologen Region, schien dieses Muster zunächst dem traditionellen Verständnis von der 

Säugetierevolution zu widersprechen, da dieses die Nagetiere den Primaten näher stellt als 

Wiederkäuer und Fleischfresser. Daher wurde die Konservierung der Syntänie dieser Gene 

genauer analysiert (Tab. 2). Mithilfe des UCSC-Genom-Browsers konnte ermittelt werden, 

dass nur die Primaten-Orthologe Syntänie mit NDN- und SNRPN-Orthologen aufwiesen, 

während die als C15orf2-Orthologe bezeichneten Gene anderer Säugetiere zwischen den 

jeweiligen Orthologen von Transducin-like enhancer of split (TLE) 1 und TLE4 liegen. TLE1 

und 4 gehören zu einer größeren Region mit konservierter Syntänie, die Orthologe der 

humanen Gene GNA14, GNAQ, PSAT1, TLE4, TLE1, RASEF und FRMD3 (centromerisch 

nach telomerisch auf Chr9q21) enthält und auch im Huhn so zu finden ist. 
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Tabelle 2: Konservierung der zwei Sytäniegruppen in Säugetieren. Die Pfeile zeigen die 
Orientierung des NPAP1L-Gens von 5‘ nach 3‘ an. 
 

 
 

Zusätzlich zu den bereits erwähnten Säugerspezies enthielt die Ensembl-Datenbank auch 

Gene von Katze, Spitzhörnchen und Frettchen, die als C15orf2-Orthologe annotiert waren. 

Die Genome dieser Spezies waren zum Zeitpunkt der Analyse allerdings für Syntänieanalysen 

noch nicht gut genug assembliert. Der Katzen-Scaffold GL897178.1 enthielt neben dem als 

C15orf2-Ortholog annotierten Gen (ENSFCAG00000010320) auch eine TLE1-homologe 

Sequenz und machte es deshalb wahrscheinlich, dass ENSFCAG00000010320 zu der oben 

beschriebenen Familie von C15orf2-Homologen mit Lokalisation zwischen TLE1 und TLE4 

gehört. Für alle Gene dieser Familie sagte die Ensembl-Pipeline (Potter et al. 2004) 

proteincodierende Funktionen voraus. Mitglieder dieser neuen Familie orthologer Gene 

erhielten den vorläufigen Namen Nuclear pore-associated protein 1-like (NPAP1L), der sich 

von dem neuen Namen für C15orf2, NPAP1, ableitet. 

Über eine UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der humanen C15orf2-

Sequenz als Suchanfrage wurden weitere Genome nach NPAP1L-Orthologen durchsucht. Die 

Suche ergab weitere NPAP1L-Sequenzen, unter anderem in Pferd und Kaninchen aber in 

keinem Nagetier. In Maus und Ratte lag, anders als in allen anderen analysierten Säugertieren, 
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außerdem keine Syntänie der Gene TLE1 und TLE4 vor. Mit der Datenbanksuche wurden 

keine C15orf2-homologen Sequenzen in Beuteltieren oder außerhalb der Säugetiere gefunden. 

Im humanen Genom ergab die UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der 

humanen C15orf2-Sequenz als Suchanfrage neben C15orf2 eine Reihe von Suchergebnissen 

auf den Chromosomen 9 und 10. Die beiden signifikantesten Ergebnisse liegen nur ca. 500 kb 

voneinander entfernt und in gegensätzlicher Orientierung auf Chromosom 9. Beide Treffer 

überlappen mit je einem Ensembl-annotierten Pseudogen (ENSG00000238002 auf dem 

Plusstrang und ENSG00000236521 auf dem Minusstrang). Da diese Sequenzen zwischen den 

humanen Orthologen von TLE1 und TLE4 liegen, scheint es sich um zwei Kopien von 

NPAP1L zu handeln (Tab. 2). Die beiden NPAP1L-Kopien enthalten nur sehr kurze ORFs, 

deren theoretische Proteinprodukte wenig Homologie zu C15orf2 oder NPAP1L aufweisen. 

Allerdings beinhaltet die Plusstrang-Kopie wie C15orf2 ein piRNA-Cluster und könnte 

möglicherweise als nicht-proteincodierendes Wirtsgen dieser kleinen RNAs exprimiert 

werden. 

Auch in den Genomen von Hund und Elefant existiert NPAP1L in zwei hochähnlichen 

Kopien gegensätzlicher Orientierung. Allerdings sind die humanen Kopien, die sich auch in 

anderen Primatenspezies finden, in einer 3‘ zu 3‘ Orientierung lokalisiert, während die 

Kopien in Hund und Elefant 5‘ zu 5‘-orientiert sind (Tab. 2).  

4.3.4 Expressionsanalyse von NPAP1L im Rind 
Während die meisten NPAP1L-Gene ausschließlich in der Ensembl-Datenbank annotiert sind, 

gibt es für das Ortholog des Rindes auch einen Eintrag in NCBI (GI:296484724). Deshalb 

wurde diese Spezies für eine NPAP1L-Expressionsanalyse ausgewählt. Hierzu wurde cDNA 

aus unterschiedlichen bovinen Geweben mit Primern amplifiziert, die die von Ensembl 

vorhergesagten Introns überspannen und deshalb in einer PCR mit genomischer DNA als 

Template zu größeren Produkten führen sollten als mit cDNA als Template (Primer 31-34, 

Tab. A1). Dabei überspannte Assay 1 das größere der beiden vorhergesagten Introns (1067 

bp) und sollte von cDNA ein 509 bp großes Produkt und von genomischer DNA ein 1576 bp 

großes Produkt generieren. Assay 2 überspannte das kleinere vorhergesagte Intron (17 bp) 

und sollte von cDNA ein 210 bp und von genomischer DNA ein 227 bp großes Produkt 

amplifizieren. Mit beiden Assays wurde eine schwache Expression von NPAP1L in einigen 

Regionen des zentralen Nervensystems (Nucleus caudatus, Cerebellum, Hippocampus und 

Hypothalamus) nachgewiesen (Abb. 22). In Leber, Plazenta und Skelettmuskel konnte keine 

Expression nachgewiesen werden. Mit Assay 2 wurden außerdem extrem schwache Produkte 
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für cerebralen Cortex, Niere und Testis erhalten. Vermutlich war die Expression in diesen 

Geweben so gering, dass sie sich unterhalb der Detektionsgrenze des weniger effizienten 

Assay 1 befand.  

Überraschenderweise hatten die Produkte, die mit Assay 1 generiert wurden, nicht die 

erwartete Größe für die Amplifikation von cDNA, sondern liefen auf einer Höhe mit dem 

Produkt von genomischer DNA. Eine mögliche Kontamination der kommerziell erworbenen 

cDNA mit genomischer DNA wurde durch eine intronüberspannende PCR des ACTB-Gens 

ausgeschlossen (Primer 35-36, Tab. A1). Die Sequenzierung einzelner NPAP1L-Produkte 

bestätigte, dass die vorhergesagten Introns sowohl in den cDNA-Produkten als auch in den 

Produkten von genomischer DNA enthalten waren. Dies war auch in den mit Assay 2 

generierten PCR-Produkten der Fall, deren erwarteter Größenunterschied zu gering war, um 

ihn auf dem Gelbild zu erkennen.  

Die Expressionsanalysen zeigen, dass das bovine NPAP1L-Ortholog zwar in einigen 

Geweben, insbesondere im Gehirn, exprimiert wird, diese Expression aber co-linear mit der 

DNA erfolgt und nicht das von Ensembl vorhergesagte Spleißmuster aufweist. Dies stellt die 

durch die Ensembl-Pipeline vorhergesagte proteincodierende Funktion des Gens infrage. 

 

 
Abbildung 22: NPAP1L-Expressionsanalyse im Rind. ZNS: zentrales Nervensystem; NC: 
Nucleus caudatus; CC: cerebraler Cortex; Hip: Hippocampus; Hyp: Hypothalamus; Plaz: 
Plazenta; SM: Skelettmuskel; Tes: Testis; PK: Positivkontrolle (bovine DNA aus Testis); NK: 
Negativkontrolle (Wasser). Als Größenstandard wurde für Assay 1 MassRulerTM DNA 
Ladder Mix und für Assay 2 MassRulerTM Low Range verwendet. 
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4.3.3 Phylogenetische Analyse der C15orf2-, NPAP1L- und POM121-

Proteinfamilien 
Die Beobachtung, dass in einigen Säugetieren NPAP1L-Sequenzen mit proteincodierendem 

Potenzial vorhanden sind, während C15orf2 nur in Primaten zu finden ist, legte die Annahme 

nahe, dass NPAP1L anzestral zu C15orf2 sein könnte. Um diesem Sachverhalt in 

unvoreingenommener Weise zu begegnen, wurde ein phylogenetischer Stammbaum generiert 

(Abb. 23). Dieses in silico Experiment wurde von Nathalie Feiner aus der 

evolutionsbiologischen Arbeitsgruppe von Prof. Axel Meyer in Konstanz durchgeführt. Die 

dem Stammbaum zugrunde liegenden Sequenzen wurden aus einer NCBI-Datenbanksuche 

mit dem BLASTp-Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) und der humanen C15orf2-

Proteinsequenz als Suchanfrage entnommen. Zusätzlich wurden auch einige der in Ensembl 

vorhergesagten NPAP1L-Proteinsequenzen mit in die Analyse einbezogen, da diese mit 

Ausnahme der bovinen Sequenz nicht in der NCBI-Datenbank eingetragen waren. Das 

Datenset enthielt C15orf2 von unterschiedlichen Primaten, eine Gruppe von Sequenzen, die 

mit UPF0607 bezeichnet sind, NPAP1L von Elefant, Hund, Katze, Schwein und Rind, sowie 

POM121 und POM121-like Proteine. Aus diesen Sequenzen wurde ein Maximum-Likelihood-

Tree generiert (Abb. 23). Die Topologie des Baumes legt nahe, dass das POM121-Gen der 

gemeinsame Vorfahre von C15orf2, NPAP1L und UPF0607 ist. NPAP1L wiederum scheint 

der Vorfahre der primatenspezifischen Schwestergene C15orf2 und UPF0607 zu sein. 

Während der Ast, der POM121 und POM121-ähnliche Proteine enthält, Sequenzen 

unterschiedlicher Vertebraten beinhaltet, enthält der Ast mit NPAP1L-Sequenzen 

ausschließlich Säugetierproteine und die beiden Geschwisteräste mit C15orf2 und UPF0607 

sind primatenspezifisch. Anhand des Baumes ist außerdem zu erkennen, dass die NPAP1L-

Gene in Elefant (ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777) und Hund 

(ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307) das Ergebnis zweier unabhängiger 

Duplikationsereignisse sind, da die Sequenzen innerhalb einer Spezies miteinander näher 

verwandt sind, als zwischen den Spezies. 
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Abbildung 23: Phylogenetischer Baum der C15orf2-verwandten Proteinfamilien. Der 
Baum wurde mithilfe der Maximum-Likelihood-Methode aus allen erhaltenen 
Proteinsequenzen einer BLASTp-Suche sowie Ensembl-annotierten C15orf2-Homologen 
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Auswertung der C15orf2-Immunfluoreszenzanalysen von Wawrzik und Kollegen, dass auch 

einige der transient transfizierten Zellen eine randbetonte Färbung des Zellkerns aufwiesen 

(Daten nicht gezeigt). In derselben Arbeit wurden auch immunhistochemische Färbungen von 

Hirnschnitten gezeigt, in denen C15orf2 im Cytoplasma von Neuronen detektiert wurde. 

Diese Beobachtung steht jedoch nicht nur zu den hier vorgestellten Ergebnissen im 

Widerspruch, sondern auch zu den Immunfluoreszenzfärbungen derselben Arbeit, sowie zu 

der in silico-Vorhersage der Zellkernlokalisation von C15orf2. Es könnte sich möglicherweise 

um ein Artefakt der post mortem-Lagerung der Proben von 4-96 h im Vorfeld der 

Immunhistochemie handeln (Wawrzik et al. 2010). 

Das Flp-InTM T-RExTM-System, das zur Generierung der stabilen Expressionszelllinie 

verwendet wurde, ermöglicht eine gezielte Genintegration und stellt durch konstante 

Selektion sicher, dass alle Zellen der Linie genetisch identisch sind (Ward et al. 2011). Da in 

den induzierten T-REx293-C15orf2-Zellen trotzdem deutliche Expressionsunterschiede zu 

erkennen waren, wurde eine genetische Heterogenität der Zelllinie zusätzlich durch das 

Subklonieren einzelner Zellen ausgeschlossen. Auch für eine Zellzyklus-abhängige 

Regulation von C15orf2 konnten keine Hinweise gefunden werden. Als weitere mögliche 

Ursache käme eine posttranskriptionelle oder posttranslationelle Genregulation als 

Mechanismus infrage, die durch positive oder negative Feedbackloops zu erheblichen 

Unterschieden der Proteinkonzentration trotz gleichbleibender Transkription führen könnte. 

Die Frage bliebe aber, ob und warum diese hypothetischen Feedbackloops in einzelnen Zellen 

unterschiedlich reguliert wären oder ob stochastische Effekte für die Unterschiede 

verantwortlich sein könnten.  

Die beobachteten Kernhüllen-Einstülpungen bei hohen C15orf2-Konzentrationen ähneln den 

Zellen von Patienten mit Hutchinson-Gilford-Progerie, einem Syndrom, das durch Lamin-A-

Mutationen hervorgerufen wird (Eriksson et al. 2003; Shumaker et al. 2006) (vergl. Abb 5 

und Abb. 14B). Interessanterweise wurden ähnliche Formen der Zellkernhülle auch nach 

Knock-down beider humaner POM121-Gene in HeLa-Zellen sowie nach Überexpression einer 

verkürzten Form von NUP153 in BHK-Zellen beobachtet (Bastos et al. 1996; Funakoshi et al. 

2007). Möglicherweise stört C15orf2 die Integrität der Zellkernhülle wenn es in sehr großen 

Mengen in der Zelle vorliegt. Da solche oder ähnliche Effekte nach Überexpression eines 

anderen nukleären Proteins (FTO) mit dem Flp-InTM T-RExTM-System niemals beobachtet 

wurden (Berulava et al. 2013 und Tea Berulava, persönliche Kommunikation), handelt es sich 

vermutlich nicht um einen generellen zytotoxischen Effekt der Überexpression eines 
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nukleären Proteins, sondern um einen spezifischen Effekt von C15orf2. 

Die hochauflösende Mikroskopie mit der 3D-SIM-Methode hat gezeigt, dass C15orf2 in der 

unmittelbaren Nähe der NPCs auf der nukleoplasmatischen Seite der Zellkernhülle lokalisiert 

ist. Es scheint zudem mit der Kernlamina in einer Ebene zu liegen und dabei mit den Laminen 

zu alternieren. Die Antikörpersignale für C15orf2 haben klar definierte Formen, die in ihren 

Dimensionen denen des NPCs ähneln, während die Antikörpersignale für Lamine, welche ein 

filamentöses Netzwerk bilden, transparenter erscheinen und nicht klar räumlich definiert sind 

(vergl. Abb. 16 und 17). Die Ähnlichkeit von C15orf2-Signalen und den NPCs könnte 

möglicherweise auf die Existenz von C15orf2-Aggregaten hinweisen, die NPC-Erweiterungen 

in den nukleoplasmatischen Raum bilden. Derartige Interpretationen sind allerdings mit 

Vorsicht zu behandeln, da zum einen die ektopische Expression von C15orf2 den Eindruck 

verfälschen könnte und zum anderen die Antikörperdetektionsmethoden bei C15orf2 und dem 

NPC unterschiedlich waren (siehe Material und Methoden 3.2.8).  

Nach Anwendung einer publizierten Kernhüllen-Fraktionierungsmethode (Cronshaw et al. 

2002; Matunis 2006), wurde C15orf2 sowohl in der NUP-angereicherten Fraktion als auch in 

der Lamin-angereicherten Fraktion detektiert. Die Detektion bestimmter NUPs in beiden 

Fraktionen des Cronshaw-Protokolls wurde bereits von einer anderen Gruppe berichtet und im 

Falle der NUPs NUP153 und NUP53 als Indiz für deren Interaktion mit der Kernlamina 

gewertet (Hawryluk-Gara et al. 2005). Cronshaw und Kollegen hatten gezeigt, dass die NUP-

angereicherte Fraktion größtenteils aus NUPs und NPC-assoziierten Proteinen besteht. Auf 

Basis seiner Detektion in dieser Fraktion, in Kombination mit NPC-Co-Lokalisationsstudien, 

wurde beispielsweise das NUP ALADIN identifiziert (Cronshaw et al. 2002). Daher kann die 

Detektion von C15orf2 in der NUP-angereicherten Kernhüllenfraktion gemeinsam mit den 

Ergebnissen der 3D-SIM-Analysen als starkes Indiz für eine enge Assoziation mit dem NPC 

gewertet werden.  

Die in dieser Arbeit vorgestellte NPC-Assoziation von C15orf2 ist auch im Hinblick auf seine 

positive Selektion in Primaten interessant, da bei einem Genprodukt der positiv selektierten 

„Morpheus“-Genfamilie ebenfalls Co-Lokalisation mit dem NPC beobachtet wurde, 

woraufhin dieses Protein „NPC-interacting protein“ (NPIP) genannt wurde (Johnson et al. 

2001). Die Gene der “Morpheus”-Familie durchliefen während der Evolution von Menschen 

und Menschenaffen eine Reihe von segmentalen Duplikationen auf dem humanen 

Chromosom 16 und erlangten dabei innerhalb kurzer Zeit eine bemerkenswerte Variabilität 

durch positive Selektion. Die Proteine NPIP und C15orf2 besitzen jedoch keine signifikante 



Diskussion 

102 

 

Sequenzhomologie.  

Der NPC und NPC-assoziierte Proteine haben eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen, 

beispielsweise beim nukleo-zytoplasmatischen Transport von Proteinen und mRNA, in der 

Zellzyklusregulation, bei der RNA-Biogenese sowie bei der transkriptionellen Regulation. 

Die letzten drei genannte Punkte wurden vor allem den Komponenten des nukleären Korbs 

zugeschrieben (Strambio-De-Castillia et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen 

nicht für Funktionen von C15orf2 in der transkriptionellen Regulation oder beim mRNA-

Transport. Die genaue Funktion von C15orf2 am NPC wäre von großem Interesse, vor allem 

wenn man über seine mögliche Rolle in der Entwicklung des PWS spekulieren möchte. In der 

Literatur sind eine Reihe humaner Erbkrankheiten beschrieben, deren Verbindungen zu 

Nukleoporinen nachgewiesen wurde. Dazu gehört das Achalasia-Addisonianism-Alacrima- 

(AAA- oder „Triple-A“-) Syndrom, dass durch autosomal rezessive Mutationen in dem 

Nukleoporin ALADIN verursacht wird (Cronshaw und Matunis 2003; Huebner et al. 2004; 

Vallet et al. 2012). Weitere Beispiele sind die autosomal rezessive Form der infantilen 

bilateralen striatalen Nekrose, die durch missense-Mutationen in NUP62 verursacht wird, eine 

Form von atrialer Fibrillation, die mit NUP155 in Verbindung gebracht wird, sowie eine 

unvollständig penetrante, dominante Suszeptibilität für akute nekrotisierende 

Enzephalopathie, verursacht durch NUP358-Mutationen (Basel-Vanagaite et al. 2006; Zhang 

et al. 2008; Neilson et al. 2009). Auffällig ist, dass trotz der offensichtlichen Bedeutung des 

NPC in allen Zellen des Körpers drei der vier genannten Erkrankungen auch neurologische 

Merkmale aufweisen. Möglicherweise besitzen neuronale Zellen also eine erhöhte 

Anfälligkeit für Störungen des NPC. Bezogen auf das NPC-assoziierte C15orf2 würde dies 

sowohl mit den Ergebnissen von Wawrzik und Kollegen zusammenpassen, die die Expression 

des C15orf2-Proteins in unterschiedlichen Hirnregionen nachgewiesen haben, als auch mit 

dem vermuteten neurologischen Ursprung vieler PWS-Symptome (Swaab 1997; Wawrzik et 

al. 2010).  

Die Ergebnisse der Proteinanalysen zeigen insgesamt, dass C15orf2 mit NPCs oder mit NPC-

verbundenen molekularen Netzwerken assoziiert ist. Die genaue Funktion von C15orf2 am 

NPC ist ein interessantes, wenn auch schwieriges Thema für zukünftige Forschung. 
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5.3 C15orf2 gehört zu einer POM121-verwandten Familie von 

Retrogenen 
Im evolutionären Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass C15orf2 in höheren Primaten 

konserviert ist und zu einer Genfamilie gehört, die auf das Membrannukleoporin-Gen 

POM121 zurückgeht.  

C15orf2-Orthologe in der 15q11q13-orthologen Syntäniegruppe wurden in allen untersuchten 

Mitgliedern der Primaten-Parvordnungen Plathyrrhini und Catarrhini gefunden und sind 

vermutlich nach der Trennung der Unterordnungen Haplorhini und Strepsirrhini in diese 

Genregion integriert. Die im Rahmen dieser Arbeit vervollständigte Sequenz des 

Weißbüschelaffen-Orthologs wies mit ca. 70 % eine geringere Sequenzübereinstimmung mit 

dem humanen Gen auf als die Orthologe der Catharrhini (84 - 98 %). Die geringere 

Übereinstimmung war aber aufgrund der größeren evolutionären Distanz zu erwarten und ist 

vergleichbar mit der Sequenzübereinstimmung von Mensch- und Totenkopfäffchen-C15orf2 

(ca.72 %). In der Weißbüschelaffen-Gensequenz konnte kein orthologer, intronloser ORF 

gefunden werden, dessen Umfang mit den Catharrhini-ORFs vergleichbar wäre. Dennoch 

sprechen die zahlreichen Indels, die über einen langen Abschnitt des Gens hinweg Vielfache 

von 3 bp sind, sehr dafür, dass das Weißbüschelaffen-C15orf2 proteincodierendes Potenzial 

besitzt. Dieses Muster weist auf eine negative Selektion gegen Frameshifts in der codierenden 

Sequenz hin, da 1bp-Indels etwa zehnmal häufiger entstehen als 3bp-Indels (de la Chaux et al. 

2007). Für die Vorhersage des Weißbüschelaffen-ORFs wurden zwei alternative Methoden, 

eine Geneious-ORF-Vorhersage und eine GENSCAN-Genvorhersage, angewandt. Beide 

ORF-Vorhersagemethoden führten zu ähnlich glaubwürdigen Ergebnissen. Welche der 

Vorhersagen zutrifft, könnte durch Expressionsanalysen mit RT-PCRs, die Introns aus der 

GENSCAN-Vorhersage überspannen, geklärt werden. Leider konnte ein solches Experiment 

im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt werden, da kein geeignetes Probenmaterial von 

Weißbüschelaffen vorhanden war. Für die GENSCAN-Vorhersage spricht, dass das 

vorhergesagte Protein die größere Sequenzabdeckung des humanen Proteins aufweist, 

wodurch größere funktionelle Übereinstimmung zu erwarten wäre. Dagegen spricht aber, dass 

diese Vorhersage zwei kleine Introns enthält, die vermutlich nicht aus dem anzestralen Gen 

stammen (siehe unten). Die de novo Entstehung von Introns wird als ein eher seltenes 

Ereignis im Vergleich zum Intronverlust angesehen (Kaessmann et al. 2009). Daher stellt ein 

verkürzter intronloser ORF im Weißbüschelaffen möglicherweise die wahrscheinlichere 

Vorhersage dar.  
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Das mutmaßliche C15orf2-anzestrale Gen, das hier NPAP1L genannt wird, wurde in allen 

untersuchten Plazentatieren außer Nagetieren in einer oder zwei Kopien in der 9q21- 

orthologen Region gefunden und ist vermutlich nach der Trennung von Beuteltieren und 

Plazentatieren durch Retrotransposition von POM121 entstanden. Auf Grundlage der Position 

der Nagetiere innerhalb des Säugetierstammbaumes ist davon auszugehen, dass NPAP1L dort 

sekundär verloren gegangen ist (Abb. 24). In Maus und Ratte ist die Syntänie der 9q21- 

orthologen Region unterbrochen. Da die Teilung zwischen den Genen TLE4 (murines Chr.19) 

und TLE1 (murines Chr. 4) vorliegt, könnte ein dort lokalisiertes NPAP1L bei chromosomalen 

Veränderungen verloren gegangen sein. Dagegen spricht allerdings die Situation im 

Meerschweinchen, welches ebenfalls kein NPAP1L besitzt, jedoch konservierte Syntänie der 

Region aufweist. Vermutlich führten unbekannte Mechanismen demnach schon im Vorfeld 

der chromosomalen Veränderungen zum Verlust von NPAP1L. 

Die NPAP1L-Expressionsanalyse am Rind zeigte eine Expression der mRNA überwiegend im 

zentralen Nervensystem. Allerdings war die mRNA nicht der Vorhersage entsprechend 

gespleißt, sondern wurde co-linear mit der DNA exprimiert. Dies ist mit der 

Proteinvorhersage in der Ensembl-Datenbank (1045 AS) nicht vereinbar, jedoch besteht die 

Möglichkeit, dass stattdessen ein 895 AS langes Protein von einem 2688 bp intronlosen ORF 

in der Gensequenz exprimiert wird. Selbst wenn das bovine Ortholog keine proteincodierende 

Funktion besitzt, könnten die NPAP1L-Gene anderer Säugetiere für Proteine codieren. 

Auffällig ist jedoch, dass die Zweige des Maximum-Likelihood-Baumes im Ast der NPAP1L-

Orthologe deutlich länger sind, als in den Ästen von POM121, C15orf2 und UPF0607 (vergl. 

Abb. 23). Die Proteine auf den anderen Ästen scheinen demnach stärker evolutionär 

konserviert zu sein.  

Der phylogenetische Baum aus C15orf2-homologen Proteinsequenzen in NCBI und Ensembl 

zeigt eine Verwandtschaft der Gene C15orf2, UPF0607, NPAP1L und POM121. POM121 ist 

ein Vertebraten-spezifisches Nukleoporin-Gen mit langen hochkonservierten Introns 

(Neumann et al. 2010). Während die meisten Vertreter der Genfamilien C15orf2 und 

UPF0607 intronlos sind, besitzen die NPAP1L-Genvorhersagen aus der Ensembl-Datenbank 

kleine Introns. Allerdings sind Länge und Position dieser Introns weder zwischen den 

einzelnen NPAP1L-Orthologen konserviert noch stimmen sie mit den POM121-Introns 

überein. Diese Introns müssten sich also sekundär gebildet haben. Die Ergebnisse der 

Expressionsanalysen am bovinen NPAP1L stellen die Existenz der kleinen Introns zudem 

grundsätzlich infrage. Da man die Genfamilie mit NPAP1L, C15orf2 und UPF0607 somit als 
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primär intronlos bezeichnen kann, ist davon auszugehen, dass die Introns von POM121 

während einer Genduplikation durch Retrotransposition verlorengegangen sind. Aus diesem 

Retrotranspositionsereignis ging nach der Aufspaltung der Beutel- und Plazentatiere der 

gemeinsame Vorläufer von C15orf2, NPAP1L und UPF0607 hervor (Abb. 24).  

 
Abbildung 24: Evolutionärer Ablauf der Ereignisse, die zu der Entstehung der C15orf2-
Genfamilie führten. Der schematische phylogenetische Baum zeigt die Säugetier-Evolution 
sowie die ungefähren evolutionären Zeitpunkte (rote Punkte) der Retrotranspositionen, 
segmentalen Duplikationen und Genverluste, die minimal angenommen werden müssen, um 
die beobachtete Verteilung der C15orf2-verwandten Gene in Säugetieren zu erklären. Im 
Zweig der Primaten müssen die eingezeichneten vier Ereignisse stattgefunden haben, die 
genaue Reihenfolge kann jedoch  nach den bisherigen Erkenntnissen nicht definiert werden. 
 

Zusätzlich zu den POM121-Introns ging während dieses Retrotranspositionsereignisses wohl 

auch das erste Exon, das die Transmembrandomäne beinhaltet, verloren, denn keines der 

Tochtergene codiert für ein Membranprotein. Der Verlust von 5‘-Genabschnitten ist typisch 

für Retrotranspositionsereignisse, da die reverse Transkription am 3’Ende der mRNA beginnt 

(Ding et al. 2006). Während der Vermehrung des L1-Retrotransposons, dessen 

Enzymmaschinerie für Retrotranspositionsereignisse in Säugetieren verantwortlich ist, im 

Genom werden deshalb nur etwa 5 % der Kopien zu neuen aktiven Retrotransposons 

(Kusakabe et al. 2001). Während der frühen Primatenevolution, nach der Trennung von 
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Strepsirrhini und Haplorrhini, kam es vermutlich zu zwei weiteren (unabhängigen) 

Retrotranspositionen des NPAP1L-Gens, die zu den Schwestergenen C15orf2 und UPF0607 

führten (Abb. 24). Obwohl in diesen Fällen die Retrotransposition nicht durch Intronverluste 

belegt ist, ist dieser Mechanismus dennoch wahrscheinlich, da die Kopien sich in beiden 

Fällen auf anderen Chromosomen befinden. Zudem sind keine Hinweise auf eine Duplikation 

der chromosomalen Umgebung der Gene zu finden, wie es bei einer segmentalen 

Genduplikation zu erwarten wäre. 

 

5.4 Allgemeine Diskussion und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass C15orf2 für ein NPC-assoziiertes Protein codiert 

und auf ein biologisch wichtiges Nukleoporin-Gen der Vertebraten zurückgeht. Es könnte 

somit wichtige primatenspezifische Funktionen am NPC besitzen, die in guter 

Übereinstimmmung mit der positiven Selektion des Gens in der Primatenlinie wären. Aus den 

neuen Erkenntnissen ergeben sich eine Reihe von interessanten Fragen und Anregungen für 

weiterführende Exprerimente: 

1. Wie wird die monoallelische Expression von C15orf2 reguliert?  

Als mögliche Regulationsmechanismen für die monoallelische Expression von C15orf2 im 

Gehirn wurden eine Kopplung an die PWRN1-Expression oder ein bisher unbekannter 

alternativer Upstream-Promotor diskutiert. Für die unvoreingenommene Identifizierung des 

Transkriptionsstartpunktes von C15orf2 im Gehirn wäre ein 5’RACE-Experiment sinnvoll, 

mit dem ein Transkript in 5‘-Richtung verlängert und der Transkriptbeginn per PCR und 

Sequenzierung ermittelt werden kann. Dieses Experiment wurde bereits begonnen, konnte 

aber bisher noch nicht erfolgreich abgeschlossen werden. 

2. Welche Funktion hat das Protein am NPC?  

Es wurde gezeigt, dass C15orf2 von POM121 abstammt. Die primäre Aufgabe von POM121 

ist die Verankerung des NPCs in der nukleären Doppelmembran, es besitzt aber auch FG-

Repeats im C-terminalen Teil und könnte an der Permeabilitätsbarrierefunktion des NPC 

beteiligt sein (Hallberg et al. 1993; Antonin et al. 2005; Stavru et al. 2006). Beide Funktionen 

scheiden für C15orf2 aus, da die Transmembrandomäne nicht in der neu-beschriebenen 

Genfamilie konserviert ist und die FG-Repeats bei C15orf2 fehlen. Retrotranspositionen 

führen häufig zu neuen Genfunktionen und es sind Beispiele für junge Retrogene bekannt, die 

in der zum Menschen führenden Primatenlinie entstanden sind und in denen positiv selektierte 

Aminosäureaustausche zu funktionellen Veränderungen geführt haben (Burki und Kaessmann 
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2004; Rosso et al. 2008a; Rosso et al. 2008b; Kaessmann et al. 2009). 

Da die Überexpression des Proteins keine Hinweise auf die genaue Funktion von C15orf2 

geliefert hat, sollte die Suche nach Zelllinien mit endogener C15orf2-Expression fortgesetzt 

werden, um Konsequenzen des Gen-Knock-downs analysieren zu können. Eventuell könnten 

auch C15orf2-Knock-outs einer positiven Primatenspezies (z.B. Weißbüschelaffe) sinnvoll 

sein. Die Funktion von C15orf2 ist möglicherweise neuronenspezifisch, da das Protein bisher 

nur im Gehirn nachgewiesen wurde und immunhistochemische Färbungen die spezifische 

Expression in Neuronen suggerieren (Wawrzik et al. 2010). Allerdings wurden bisher außer 

Testis noch keine weiteren Gewebe auf die Expression des Proteins untersucht. 

3. Welche Funktion haben die im Gen enthaltenen piRNAs?  

Es ist nicht auszuschließen, dass auch das in C15orf2 enthaltene piRNA-Cluster eine Funktion 

im Gehirn besitzt. Für einige piRNAs wurden Funktionen bei der Informations-speicherung 

im Nervensystem der Meeresschnecke Aplysia californica nachgewiesen (Rajasethupathy et 

al. 2012). Allerdings ist die Funktion von piRNAs in der Keimbahn besser etabliert und mit 

mehr Beispielen belegt (Girard et al. 2006; Aravin et al. 2007; Siomi et al. 2011; Ishizu et al. 

2012). Schon in der ersten Arbeit, die C15orf2 beschrieb, wurde eine hohe mRNA-Expression 

in Testis gezeigt (Färber et al. 2000), obwohl kein Protein der korrekten Größe in diesem 

Gewebe exprimiert wird (Wawrzik 2009). Möglicherweise ist der primäre Zweck des Gens in 

Keimzellen daher die Expression der piRNAs, während das C15orf2-Protein eine 

neuronenspezifische Funktion besitzt. 

4. Ist NPAP1L in der 9q21-orthologen Region ebenfalls geprägt?  

Dies ist besonders im Hinblick auf die ungeklärte Regulation der C15orf2-Prägung 

interessant, da in diesem Fall davon auszugehen wäre, dass auch die zuständigen 

regulatorischen Elemente während der Genduplikation weitergegeben wurden. Keine der 

beiden humanen NPAP1L-Kopien auf Chromosom 9 besitzt ein Promotor-CpG-Island. Dieses 

hat sich also vermutlich nach der Entstehung von C15orf2 gebildet oder war dort bereits 

vorhanden. Bisher konnte die allelische Expression von NPAP1L in der Kuh aus zeitlichen 

und materialökonomischen Gründen noch nicht analysiert werden. Die derzeitige Sicht auf 

die Entstehung geprägter Gencluster spricht allerdings eher dafür, dass C15orf2 diese Art der 

Regulierung als Konsequenz seiner Integration in die geprägte Region 15q11q13 erworben 

hat.  
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5. Welche Relevanz hat der Funktionsverlust von C15orf2 für die Symptomatik des 

PWS?  

Diese entscheidende Frage ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu beantworten, da sowohl über 

die genaue Funktion des NPC-assoziierten Proteins als auch über die Funktion des piRNA-

Clusters nur spekuliert werden kann. Während das SNORD116-snoRNA-Cluster für den 

Großteil des PWS-Phänotyps verantwortlich zu sein scheint, könnten andere paternal 

exprimierte Gene wie C15orf2 durchaus zu einzelnen Symptomen beitragen. Bisher waren 

alle Bemühungen, den vollen PWS-Phänotyp im Mausmodell zu erzeugen, erfolglos. Vor 

allem zeigt keines der bisher generierten Mausmodelle den Adipositas-Phänotyp (Gabriel et 

al. 1999; Chamberlain et al. 2004; Skryabin et al. 2007; Ding et al. 2008; Bervini und Herzog 

2013). Man könnte daher vorsichtig spekulieren, dass das Fehlen von C15orf2 in der Maus 

einer der Faktoren sein könnte, die zu diesen Unterschieden beitragen. Eine PWS-relevante 

Funktion von C15orf2 ist also nicht auszuschließen und sollte deshalb zur weiteren 

Charakterisierung des Gens und Proteins Anlass geben. 
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6. Zusammenfassung 
Die chromosomale Region 15q11q13 enthält ein Cluster geprägter Gene, die entweder nur 

vom paternalen oder nur vom maternalen Chromosom exprimiert werden. Der 

Funktionsverlust paternal exprimierter Gene führt zum Prader-Willi-Syndrom. Obwohl der 

Funktionsverlust der SNORD116-Gene für die meisten Symptome des PWS verantwortlich zu 

sein scheint, könnten auch andere paternal exprimierte Gene eine Rolle spielen. Eines der 

geprägten Gene in der Region ist C15orf2, das im fetalen Gehirn ausschließlich vom 

paternalen Allel exprimiert wird und dessen monoallelische Expression im Rahmen dieser 

Arbeit auch im adulten Gehirn nachgewiesen wurde. Im Promotorbereich von C15orf2 

befindet sich ein großes CpG-Island, von dem vermutet wurde, dass es an der Regulation der 

genomischen Prägung und Genexpression von C15orf2 beteiligt sei. Wie hier jedoch gezeigt 

wurde, ist das CpG-Island im Gehirn überwiegend methyliert und spielt für die Regulation der 

Expression vermutlich keine große Rolle.  

C15orf2 codiert für ein 1156 AS großes Protein mit sechs Kernlokalisationssignalen. Eine 

Protein-BLAST-Analyse sowie eine Analyse mit dem Signaturerkennungsprogramm 

InterProScan wiesen auf Sequenzhomologie mit dem Membrannukleoporin POM121 hin. Um 

herauszufinden, ob das C15orf2-Protein an den Kernporen lokalisiert ist, wurde eine stabile 

Zelllinie generiert, die FLAG-markiertes C15orf2 induzierbar exprimiert. In 

Immunfluoreszenzstudien an dieser Zelllinie wurde C15orf2 in der Zellkernperipherie 

detektiert, wo es mit NPCs und der Kernlamina co-lokalisiert war. Sehr hohe ektopische 

Expression führte in einigen Zellen zu einem Phänotyp mit Invaginationen der Zellkernhülle, 

die auf eine Störung der Kernhüllenintegrität bei unphysiologisch hohen C15orf2-

Konzentrationen hinwiesen. Mit drei-dimensionaler strukturierter Illuminationsmikroskopie 

wurde die Kernhülle lichtmikroskopisch noch besser aufgelöst und eine spezifische 

Lokalisation von C15orf2 auf der nukleären Seite der NPCs beobachtet. Die NPC-Assoziation 

wurde zusätzlich mit einer Kernhüllen-Fraktionierungs-Methode biochemisch bestätigt. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass C15orf2 Teil des NPCs oder der 

NPC-assoziierten molekularen Netzwerke ist. Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde vom 

„HUGO Gene Nomenclature Commitee“ der neue Name „Nuclear pore associated protein 1“ 

(NPAP1) für C15orf2 festgelegt.  

Das C15orf2-Gen besitzt kein murines Ortholog, war aber während der Primatenevolution 

einer starken positiven Selektion unterlegen und könnte daher wichtige primatenspezifische 

Funktionen besitzen. Im evolutionsbiologischen Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 
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C15orf2 erst während der Primatenevolution in die chromosomale Region 15q11q13 

integriert ist. In anderen Säugetieren, aber nicht in Nagetieren, wurden dagegen C15orf2-

homologe Sequenzen gefunden, die hier NPAP1L genannt werden. Die NPAP1L-Gene in 

Säugetieren teilen Syntänie mit zwei humanen Pseudogenen auf Chromosom 9. Eine 

phylogenetische Analyse offenbarte die Existenz einer Genfamilie, die von dem 

vertebratenspezifischen Membrannukleoporin-Gen POM121 abstammt. Anders als POM121 

sind die anderen Mitglieder der Familie, NPAP1L, NPAP1 und UPF0607, intronlos oder 

besitzen kleine, sekundär gebildete Introns. Daher ist ihr gemeinsamer Vorfahre vermutlich 

durch Retrotransposition von POM121 während einer frühen Phase der Säugetierevolution 

entstanden. NPAP1L unterlief in einigen Säugetierlinien segmentalen Duplikationen und ist in 

Nagetieren sekundär verloren gegangen. In der Primatenlinie führten vermutlich zwei weitere 

Retrotranspositionsereignisse zu den Schwestergenen C15orf2 und UPF0607, während 

NPAP1L hier zu einem Pseudogen wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass C15orf2 von dem 

Nukleoporin-Gen POM121 abstammt und zu einer Familie von säuger- und 

primatenspezifischen Retrogenen gehört.  
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8. Anhang 
Tabelle A1: Synthetische Oligonukleotide. Die nicht-sequenzspezifischen Tag-Sequenzen 
der Roche-454-Junior-Bisulfit-Primer sind fett gedruckt. 
 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5’- 3’) Verwendung (Abschnitt) 
1 Beta-Aktin-Exon-4-5-F TTGCTATCCAGTGCTA 3.2.1.2 
2 Beta-Aktin-Exon-4-5-R AGCACTGTGTGTACAG 3.2.1.2 
3 p1en47 TAGGGAGAAACCTCTAGTCTC 3.2.7.2/ 4.1.1/ 4.1.3 
4 pen21 GCAGCAGGAGAGTGAACAT 3.2.7.2 
5 pGTRr2 CTGGGCTAAGGCTCCGTC 4.1.1/ 4.1.3 
6 p1en49c TTAACCTGCTCTCTTCCTAC 4.1.1 
7 p1en49cr GTTCTGACTGGGCTCATC 4.1.1 
8 p1en56b TATACATAGGGATGGATAGAC 4.1.1 
9 p1en56br CTCACCTCCTAATACCATC 4.1.1 
10 pc313b ATGTTGTTTAAGCTACCAGTC 4.1.1 
11 pc314r GCACCATTGCCTAAGGAA 4.1.1 
12 CGI59-SNP-fw3 AAGGTCCTAGAGGAGGCTGG 4.1.2 
13 CGI59-SNP-rev4 TCGTCATCCTCCCCTTCGAT 4.1.2 
14 NPAP1-CG59-Bis-fw1 CTTGCTTCCTGGCACGAGTTTTTTGG

TTTTGTGAGGAATTT 
4.1.2 

15 NPAP1_CG59_Bis-rev1 CAGGAAACAGCTATGACATCTTCCTA
ATAACCAACCCCCAAC 

4.1.2 

16 NPAP1_CG59_Bis_fw3 CTTGCTTCCTGGCACGAGGGTTAGGG
TTAAGGAATAGGTAGAGT 

4.1.2 

17 NPAP1_CG59_Bis_rev3 CAGGAAACAGCTATGACAATCAACA
ATAAACTCAACTCTCCTCAA 

4.1.2 

18 NPAP1_CG59_Bis_fw4 CTTGCTTCCTGGCACGAGTTAAGGTT
TTAGAGGAGGTTGGTAG 

4.1.2 

19 NPAP1_CG59_Bis_rev4 CAGGAAACAGCTATGACACCAAACA
CAAACTAACTAACTCTAC 

4.1.2 

20 SNRPN_Exon23 TCCTAACAACCACTATAAGCTTGG 4.1.3 
21 SNRPN_4_rw GATGCTTCACGGTTTTCACA 4.1.3 
22 NPAP1_connect_rev1 GCCAGAGCTCTTGTCACCT 4.1.3 
23 C15orf2-UPLprobe22-left GTGACAGCATTGCCTCAGC 4.2.3.1 
24 C15orf2-UPLprobe22-right GGTCTCCTATCTGCCTGTGC 4.2.3.1 
25 Marmoset_NPAP1_fw1 AAACACCCCAGCTCCGTGAGGA 4.3.1 
26 Marmoset_NPAP1_rev1 GGATGGGCTGGGAAGTTGTGGC 4.3.1 
27 Marmoset_NPAP1_fw2 CACAACAGGCCCTGCAAAAGGA 4.3.1 
28 Marmoset_NPAP1_rev2 CCCCATGTAAAACGGGAGGCAC 4.3.1 
29 Marmoset_NPAP1_fw3 ATCCAATTCTGGGGCTCTTG 4.3.1 
30 Marmoset_NPAP1_rev4 TCCAAGGTGCCCAGGTCTC 4.3.1 
31 Kuh-POM121L-In1-fw2 TAACTATCCCTTTGACTCCCGA 4.3.4 
32 Kuh-POM121L-In1-rev2 CTGGAGCATAGATAACTGCCAA 4.3.4 
33 Kuh-POM121L-In2-fw CAAGCCTCAACTTATTTGCCTG 4.3.4 
34 Kuh-POM121L-In2-rev TGGCAAACCTGAATCCATTTTG 4.3.4 
35 Fw2-beta-Actin-Kuh GGCACCCAGCACAATGAAGA 4.3.4 
36 Rev2-beta-Actin-Kuh CGACTGCTGTCACCTTCACCG 4.3.4 
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Tabelle A2: Read-Zahlen der hochauflösenden Methylierungsanalyse mit dem Roche-
454-Junior-System. 
 

Probe Amplikon Allel Anzahl analysierter Reads 

Spermien 1 A - 1251 
 B - 3205 
Spermien2 A - 1483 
 B - 2708 
Blut 1 A - 1266 
 B - 3667 
Blut 2 A Oben 590 
  Unten 581 
 B Oben 1101 
  Unten 1095 
Adultes Gehirn 1 A‘ - 4108 
 B - 3860 
Adultes Gehirn 2 A‘ - 1987 
 B - 3922 
Adultes Gehirn 3 A Oben 347 
  Unten 381 
 B Oben 1350 
  Unten 1751 
Fetales Gehirn 1 A‘ - 1370 
 B - 4347 
Fetales Gehirn 2 A‘ - 2294 
 B - 1208 

 
 
Tabelle A3: Vervollständigte Sequenz des Weißbüschelaffen-C15orf2-Orthologs mit 
alternativen ORF-Möglichkeiten. Anfang und Ende der Sequenz orientieren sich an dem 
Eintrag im UCSC-Genom-Browser. 
 
 
Weißbüschelaffen-C15orf2-Sequenz mit Position des GENSCAN ORFs (fett) 
TGCGCTCTCTGTGAACCCAGGGACACGGCCGGCCGACACAGGGCCACTGCGTGCGACAGCGCTGGGCCAGGGCTGAGCTGCA
GGCAGAGCTGGCGCCCGGGCGGGAAGAACTCTGGCGGATGGGACCGCGGCACTGCCCACGTAGCGGCCAAGCGGCGCAACA
GCAGCCACCAGCCGCAGAGCTTCCGGGGCCGGAAGGCCGCGGGGGCTGATGGGGCCTTGACCTTTGCCCTCTGACGCCGGCG
TTTGACGCCTACGCTGCCTCGTGAGGAACCTCGTGGAGGCGCCGCAGGCCCAGGCCCGTCAGACTTTGCTCGGTCGCCAGAG
GAGGCGGTGGCTGAGGAGAGCTGCGTCCGCTGCCGACCCTGTCGTACGGTAGGAGCCAGAGCTACCTCGAAATGGGCAGTTT
ACTGAGCAAATTTAGACCCAGTGCCGTCGTCGGCCCCTGCCGGGGCCAGGGCGTGAAGCCCCCGCTCTCCTGGCTCCGGGAC
GTCTGCCCGCCCGGCCCGGGCTCACTCTGCGCCCACCCCGCGCCCTTTCCGCGCCCTGTTCCTGCCGGGAATGGGCCGTCGG
AGGTCTTCTCCAGCCAGCGTCTTCGTCGCCCCTGAGCGGCTGTGTCCTCTCCTCGAGGGCTGCTGCCGACGCCGGTG
GGCGTCCTGCTGGCCGCGGCTGGGGGCCCGGCCCCGAGGAGACCCCTCGTGCTGCCTGCTCGGAACCCCCGAGGTTC
CAAACACCCCAGCTCCGTGAGGATTCCCTGCTCCCTAGCCGGCGCGTTCGCCCTTGCGGCTGCCGTCACCCCCTGAGCGT
GCGGTCGGGGCCCGGCAGCCCGTCCCGGCCACTGTCCCGGAGGAGACGGCGGTGCGGGCCCGAGGAGGGCCCAGAG
GAGTGAGGAAGGATGAGGCTGCGGCGCAGACGGAAGCGCCGCGTGACGAGAGGAGGGCCGCCGTTCGCAGCCATGA
CGCGGCATCCGCACCCGGGGCCCAGGGCAGCCCGCGGGACCTTTCCCCCTGCAGATGCAGCGCGGAGCCTCCGGGG
GGGAGCGTGCGCCACGAGTGCCCGGAAAACGACTTGCCTGACACGGCCCAGGCGTCCCCAGCGAGCTCCTGCCCGGA
GGGTCTTCCCGAGCCCAGAGCACGCAGCCAGGCCAGACGCGCGCTGCATCCTGGGAAGCCCGGTCCCGACGCAGCCC
GGGGCCGCTCCCTGCTGCCGCGGAAGTCGCCGGCAGAACTGCCCAGGCCGCCGATGTCCGCAGACCGGGTGCCCGA
CGGGAAGCCTTCAGGTGTTCCCCCAAGGAGCGCTGCCCACAACAGGCCCTGCAAAAGGAAAATGTCGATTCCACTGC
TGCTGCCGCTGCCCCCGTCACTGCCCTTGCTGTGGGATCGAGGGGAGCTTCCCCCACCTGCCAAGCTCCCCTGCCTGT
CTGTTGAGGGAGACCTGGGCACCTTGGAGAAGAGCCCCGGGTATAAAAGGAATCGCAGAATCTTGGAGGATGAAACG
GAGGCCATGACAGACAGCAGCGTCACCCAGCCTGCCCCTTCTTTCTCCCCACCAGTGGAGACGACAGACTCCCTGCCC
CTGGCCACTGCCACTTCCATGTCGCAGGTCCCAGCTCCTCCACCCATCCCTGACTTGGCTGACCTGGCTACCAGACCC
CCCATCCTTCCTGTCCCTCCACTTTCCACCACACCAAAGATGGGTCAGAAAATAACACTCACAATCCCTAACTCTCCTC
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TGGCTCTTTCTGCTGACCTTGTTCCCGTTTTGGGGTGTCAGTCTAATGAGAAAGGAGGCTCTTGTCATTCGGTTGTAG
GTGCAGCACCTCCTGCTTCTAACCCCCCAACACCTCCTAGCCCCACACCCTTCTCCCTAATACCTACCGCTGTAGATTC
CCCTCCTCCTCTTTCCTTCCCAGCTCCTCTTCCAGTCCCTTCTACCGTGACCTCAGTTATCACCAGCAAGCCTGTGAAT
TCCACAACAGTCATTTCCACTATCACAGCAAACACATCTGCCCACTTAACCTCACAGACTGCAGTAGACCATGAAGCA
GTTAACATGAATACTATCACCCCTTCTCAGGCTGTTGTTTTCACATCTTCTCCAAGCTCTAGGGTGAGCTCTCTCCCAG
TTTCCCAAATACATTGCAGTACAGAGCAGAGGCACCCAGGAAAGACATCAGTCTACATACATCCCCTTACATTTATATT
CCACAACACCACCCCAAGTTTTAACCAACTCTTTAGCAAAGAAGCCATCTCTCAATCCAATTCTGGGGCTCTTGATGGT
CAGCAGCAGAAAGCTTCTCTCCCCAGTGCCTGTGTTTTTCCAAGCCTTCCCATCATTGCTCCACCAGACACCTCCGCTT
TAGTGAACAGTGCCTCTGCACCATCATTATCCAGGCCTGCCATTGACACCAATGCTGTGAATACCACTCCTCCTTCCAA
GTCTGCCACCTTGCAGTCTGCCTCTGTCTCCAGGAAGAAGTGCCTCCCGTTTTACATGGGGCTTCCTGGTTCTGAGAA
CATACTGCCCCATGGCAATGTTGCCTCAGCCCAGGGCTCCACCAGCTTGCCTGCACATGCAGACGGGAGACCAGCCA
CAACTTCCAACTATCCTTTAAATCCAGGAGCCACCGCTCAGCCCCAATTTGGGGCCCCCGAGGGGCAGCAGCAGAAAG
CCTCTCTCCCCAGTGCCCATGATTTTCCAAGCCTTCCCATCATGGTTCCTCCAGACACCTCCACGTTAGTGAGCAATGC
CTCTGCAGCATCGTTATCCAAGCCTGCCATTGACACCAATGCTGTGAATACCACCCCTCCTTCCAAAACTGTCATCTTG
CAGTCTACTTTTGTCTCCAGGAAGGAGTACATCCGATTTTATGTTGGGCCTTCTGGTTCTGAGAACACACTGCCCAGT
GACAGAAGTGCCTCAGCCCAAGTCTCCACCAGTTTGCCTGCACATGGAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCCAGCCCATCC
TTTAAATACAGGAGCCATCTCTCATTCCACACTTGGGACCACTGATGAGCAGCAGAAATCTGACAGTTCTTATATTCTG
GGGAATCCAGCAACCCCAGCACCAGTTACAGACTTGCCAACTCCTTCAGCAGAGTCAACATCACCATATTCTACATTC
GGCACACCTGTTAATGGCCAGCCAGCCAAGGGTCACAACGCAAGTGCTTTCCCCAGTGGCATTGCAAAGACTTCTGAA
TTTAGAGTAGCCACTGGGATGCCCATCACTGGGGACAGTACCTCACTGGTTGGAAATACTATTCTAGGCCCACAGGTG
ATTATGGGACCAGGAACCCCTATGGATGGTGGGAGCATTGGGTTCAGCATGTCTCTCCCGGGCCCCAGTTCCACATCA
GAAGAACTCAACACTGGACAACAACAAAATGGGATACCCAGCACCACTTCTGTTCCCCCATTTGGTCAGGGAACCTGG
GACTCAGCTGGCCACAGCATGGCTGCTGCACCACAAGGCACTAGCAACATTCCTGTATATCCTTCTGCTGCCACCTAC
GTTCCTGGCTTCGAGCCACCTACTCAGCATTCAGGCAGTGGTATGGGAGGCGATGGCACCAAACCCATAGTTGGAGG
ACCTTGTGTTCCTGCTTTTCAACAGTGCATCCTGCAGCATACATGGACAGAGAAAAAGTTCTACACTTCCGGCACCTAC
CACTATGGACAAGAAACATATGTTAAGAGACATATCTGTTACCAATTTCCATAAGAGCACCTGTGATTCACGTGACCACA
CCACATCTGTGTGGTGGTAAACACCAGCATTATCCCTGTGAATGGTTTTGTTTCACCTTCATGCCAAGTGCCTGCCATGTACCT
CTCCAGAACTCAGGTCATGCACCAGGAGAGGCCAACAACATCCCTGTGGTTCAAGGCCCTTATGCTCCCTTTCTCCATCAGTA
CACATGGGACCCACCTGGAAAAAACACACGTGGTTCATCTGCAGTGAATGCCAACATACCTTTAATGGGAGGCCCTTGTATAT
CCACCTACCAACAAAGTATCTAAGGCCCACCTGGACAAAACACAGATGGTACATCTTCCAGGAGTGTCAGTATTCACTTGATG
GGAGGCCCTCATGTGCCCATGTATCAGCAAAGCACCTGGGGCTCACCTGGACAAAGCACAAACCATGCAATGGGGGTCAGCA
ACATAACGGTTGTGACTGGTTATCCTTATGGTCTCCCATTCACACAAAGCACCTGAGGACCACCTGGCTAAACACAGGGGGTG
CAATAGGGGATAGCCCCAGACATTTGTAGGGAGGAACCTCTAGTTTCCCTTTCAGTAAAAATACTATGGACCTGCCCAACCAA
GGTGCTCCTTTTGACTTTAGAGGAACCACATTGTTTTCTTTTGTTTGCTTTTGTTCTTGTTTTTGAGGTGGAGTCTTGCTCCGTA
GCTCTTGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCTGCTCACTGCACCTCCATCTCCCTGGTTCAAGCAGTTCTCCTGTCTTCCCCTCC
TGAGTAGCTGGGACTGCAGGCACATGGCACCACACCCAGTGAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAGGAGTTTCATCTTATTGGT
CAGGCTGGTCTCAAACACCTGACCTCAAGTTATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACATTTGTGAGCCACTG
TGCCTGGCCTAGAGGATCCAGCATTGTTAATTAAATACTTGTGATTGGATGTCCTGGTCAGAGCAACTTTGCCTGTGATGGAA
AGCAGCCACTAGTGACACTTGTACCTGCCAAGGCCTTCATAGGAGCCGCCAGACCACTTCTTACTCCTGTAAAGGATCTCAAG
AAATAAGAACCAATCTCCTTTCACATACAGTTCTCATAAATGGATGTTGTTCCAGGAAGAATGGGCTCAGTTCCCTCAAGTTA
AATTTAACCTTTTCTCTCCCTACAGAAGCTGGAGGCCCAAAACCGCAAAGAGAGAGAGAGTGTGTGTATGTATGTGTGTTGTG
TGTGTGTGTGTTTATTGGTGACTGGGGAGCAGATGAGCCCAGTCGGAACTGCACTGTATTTGAGTGGTCTTCTACACTGTGGA
GGGTAGAGGAAACCTGTATGCATCATCAGCTGCGCCCTCTCTGACTTGACTGTTAACTTGGCTGACCCTACCTCTGGCCCAGT
TCTCTCTAGTCTTGGACAGAAAGGCAAAATTTCTGACTTTTTTGGACCCTACATTCTACTTGAAGGGGAGAAAAGAAGGAACA
AACATGTAAATCATCTGATAAATAAGCCAGTAACAAATGTGCTATGGAAAATAAAGAAGTACATGGAGGATTGAGATTGTAG
ATAGAAGCAGGAGTTTTTCAGACATGCCTCACTGGAAAGGTAAATTTAAACAAAGTCTAGAGAGAAGCAGTTGAGCCAGATA
TGTGAGCAAAGATCATTCCAGATCATTGCAAAGGCTCAGAGGAAAGGATGCCTGGTGTCCTCAGGAGCAGTTAGTAAGGGAA
ATGTGGGCCGGTCGCGGTGGTTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCATGAGGTCAAGAGAT
CAAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCC
TGTAATCCCAGCTATTTGGGAGGCTGAGGTGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAA
CCCTGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGATATTTGGGAGGCTG
AGGTGGGTGGATCACGAGGTCAACAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATATTTTAA
AAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTACTCAGGAAGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTG
CAGTGAGCCGAGATCGCACCATTGCACTTCAGACTGGGTAATAAGAGCGAAACTCCATCTCAGAAAAAGAAAAAAAGTAAG
GAAATGTGGCTGGAATGGAGTCAGCACGTGGGAGGAAGGGATAGAGAAAAGGAGGACAGAGAAGATGTAAGTGTACTTCCT
TGCTCCACTCTTTACTAGTTGTATAATAACAAACAGTTGATTCAACCTTCAGGAATCTTAGTGAAATCAGTACTTTTACTATGG
CCTGTGTATCTCACAAGATTTTTGAAAGGATGAAATGAAATATTACAGGGAAATGACTTATAAACCATTGTTGTAATTTGTTC
TATAGATAGAGATGGATAGACGGATGGATGGATAGACTTGATAGATAGATAGAGATAATGGACTAAATGTTTGTGTTCCCAA
AAAGTTCACATTTTGAAGCCCTAACTCCTAATGCGATGGTATTAGGAGGTGGGACTTTGGGGAGGTGATTAGGTTTAGATGAG
ATCATGAGGATGAAACCCCCATGATGGGATTTGTGCCTATAAGAAGAAACACCAGTGCTTCCTGTAATTGCCATGTGAAGGT
GTACCAAGAATGTAGCTGCCTGTAAGCAAGGAAAAGAGGCCTCACAAGAAACAGAATTTGCCTTTACCTTGGACTTCCCAAC
CTTTAGAATTATAGAAAATAAATGTATGTTGTTGAAGCTATTGGTCTATGGCATTTTTGTAGCAATCAGAACTGACTAATAAA
GATAGATCGATTGATAGATATGGAATATACATATATATGTATAGCTAACGAGTGAGTTCCTTGGGCAATTGTGCCCTGATTGC
CTTTCCTAGACAATTCAAATAGAAGAACCCCTTTTTAGGAACATACAAGTACTTCTTTTTATGAAGCAAACACTGTAAAAATA
TGATAACTGGGACCAAAACATTTATAAGATTAGGCCTGAAAGAAAACCATTGCAGAGAGACTACTGGATTCTTCCTGGTAAC
CTGGGGCCTGATTTATTCACTCTAAGTGTTTAGTACAGTTCCAGAGGATCAAAGCTCCTGCTTCCTGGCCAGATAGTCACCTAC
CTTTTGTAATCAGACCTGCCTTTCAGAAGCAGAGTGGAAATTCAGTTTTCTTCTAATAGTCCTACACCCTTGCAATATTACCAG
GGACATATTTTTTTTTTTTTTTTTACCAGGGGCATATTTTTAAAATTCATACTTCTTAACATTTTTTTAAAAGGCCTCAAGCTAA
ATATAAATGCTATGATCCTGATAAGACAAACTTTAAATAAATGTTTGAGAGATATAAAGATAATTTGGTTTTCATGTTTTGAT
GTACTTACACAACTGAAACTATAAACAAATAGAAATATTCTTTAATTTTTTATTAAAATAATAAATGAACATGATATCAATTT
GAATAAAATTCAACCCTCCTACCATAGTTCCCTCCCCCAGAGAGAGTTTTTAGCTACTTTAATGTTATCCCATAGTTCTGAATT
TGCTTTTTACTTCAACTACTGTATTCTCACAGATTTCATTGATTTTTCTAAATTTGAAGTGCCTTCCTCTTTTTTTTCCTTGAACT
CTTTTCACATAAAAAGTTGTTTCTTTGGTTTTTTTTAACTTTCAAATAGTATTGTTTATTTGACTGAATCCCATCCTTTTCCAGA
AAACTCGAGCCTCCTCCACTGGTTTGGGAGCTGTAAGACCAAAACAAG 
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Weißbüschelaffen-C15orf2-Sequenz mit Position des kurzen, intronlosen ORFs (fett, 
unterstrichen) 
TGCGCTCTCTGTGAACCCAGGGACACGGCCGGCCGACACAGGGCCACTGCGTGCGACAGCGCTGGGCCAGGGCTGAGCTGCA
GGCAGAGCTGGCGCCCGGGCGGGAAGAACTCTGGCGGATGGGACCGCGGCACTGCCCACGTAGCGGCCAAGCGGCGCAACA
GCAGCCACCAGCCGCAGAGCTTCCGGGGCCGGAAGGCCGCGGGGGCTGATGGGGCCTTGACCTTTGCCCTCTGACGCCGGCG
TTTGACGCCTACGCTGCCTCGTGAGGAACCTCGTGGAGGCGCCGCAGGCCCAGGCCCGTCAGACTTTGCTCGGTCGCCAGAG
GAGGCGGTGGCTGAGGAGAGCTGCGTCCGCTGCCGACCCTGTCGTACGGTAGGAGCCAGAGCTACCTCGAAATGGGCAGTTT
ACTGAGCAAATTTAGACCCAGTGCCGTCGTCGGCCCCTGCCGGGGCCAGGGCGTGAAGCCCCCGCTCTCCTGGCTCCGGGAC
GTCTGCCCGCCCGGCCCGGGCTCACTCTGCGCCCACCCCGCGCCCTTTCCGCGCCCTGTTCCTGCCGGGAATGGGCCGTCGGA
GGTCTTCTCCAGCCAGCGTCTTCGTCGCCCCTGAGCGGCTGTGTCCTCTCCTCGAGGGCTGCTGCCGACGCCGGTGGGCGTCCT
GCTGGCCGCGGCTGGGGGCCCGGCCCCGAGGAGACCCCTCGTGCTGCCTGCTCGGAACCCCCGAGGTTCCAAACACCCCAGC
TCCGTGAGGATTCCCTGCTCCCTAGCCGGCGCGTTCGCCCTTGCGGCTGCCGTCACCCCCTGAGCGTGCGGTCGGGGCCCGGC
AGCCCGTCCCGGCCACTGTCCCGGAGGAGACGGCGGTGCGGGCCCGAGGAGGGCCCAGAGGAGTGAGGAAGGATGAGGCTG
CGGCGCAGACGGAAGCGCCGCGTGACGAGAGGAGGGCCGCCGTTCGCAGCCATGACGCGGCATCCGCACCCGGGGCCCAGG
GCAGCCCGCGGGACCTTTCCCCCTGCAGATGCAGCGCGGAGCCTCCGGGGGGGAGCGTGCGCCACGAGTGCCCGGAAAACG
ACTTGCCTGACACGGCCCAGGCGTCCCCAGCGAGCTCCTGCCCGGAGGGTCTTCCCGAGCCCAGAGCACGCAGCCAGGCCAG
ACGCGCGCTGCATCCTGGGAAGCCCGGTCCCGACGCAGCCCGGGGCCGCTCCCTGCTGCCGCGGAAGTCGCCGGCAGAACTG
CCCAGGCCGCCGATGTCCGCAGACCGGGTGCCCGACGGGAAGCCTTCAGGTGTTCCCCCAAGGAGCGCTGCCCACAAC
AGGCCCTGCAAAAGGAAAATGTCGATTCCACTGCTGCTGCCGCTGCCCCCGTCACTGCCCTTGCTGTGGGATCGAGG
GGAGCTTCCCCCACCTGCCAAGCTCCCCTGCCTGTCTGTTGAGGGAGACCTGGGCACCTTGGAGAAGAGCCCCGGGT
ATAAAAGGAATCGCAGAATCTTGGAGGATGAAACGGAGGCCATGACAGACAGCAGCGTCACCCAGCCTGCCCCTTCT
TTCTCCCCACCAGTGGAGACGACAGACTCCCTGCCCCTGGCCACTGCCACTTCCATGTCGCAGGTCCCAGCTCCTCCA
CCCATCCCTGACTTGGCTGACCTGGCTACCAGACCCCCCATCCTTCCTGTCCCTCCACTTTCCACCACACCAAAGATG
GGTCAGAAAATAACACTCACAATCCCTAACTCTCCTCTGGCTCTTTCTGCTGACCTTGTTCCCGTTTTGGGGTGTCAGT
CTAATGAGAAAGGAGGCTCTTGTCATTCGGTTGTAGGTGCAGCACCTCCTGCTTCTAACCCCCCAACACCTCCTAGCC
CCACACCCTTCTCCCTAATACCTACCGCTGTAGATTCCCCTCCTCCTCTTTCCTTCCCAGCTCCTCTTCCAGTCCCTTCT
ACCGTGACCTCAGTTATCACCAGCAAGCCTGTGAATTCCACAACAGTCATTTCCACTATCACAGCAAACACATCTGCCC
ACTTAACCTCACAGACTGCAGTAGACCATGAAGCAGTTAACATGAATACTATCACCCCTTCTCAGGCTGTTGTTTTCAC
ATCTTCTCCAAGCTCTAGGGTGAGCTCTCTCCCAGTTTCCCAAATACATTGCAGTACAGAGCAGAGGCACCCAGGAAA
GACATCAGTCTACATACATCCCCTTACATTTATATTCCACAACACCACCCCAAGTTTTAACCAACTCTTTAGCAAAGAA
GCCATCTCTCAATCCAATTCTGGGGCTCTTGATGGTCAGCAGCAGAAAGCTTCTCTCCCCAGTGCCTGTGTTTTTCCAA
GCCTTCCCATCATTGCTCCACCAGACACCTCCGCTTTAGTGAACAGTGCCTCTGCACCATCATTATCCAGGCCTGCCAT
TGACACCAATGCTGTGAATACCACTCCTCCTTCCAAGTCTGCCACCTTGCAGTCTGCCTCTGTCTCCAGGAAGAAGTG
CCTCCCGTTTTACATGGGGCTTCCTGGTTCTGAGAACATACTGCCCCATGGCAATGTTGCCTCAGCCCAGGGCTCCAC
CAGCTTGCCTGCACATGCAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCAACTATCCTTTAAATCCAGGAGCCACCGCTCAGCC
CCAATTTGGGGCCCCCGAGGGGCAGCAGCAGAAAGCCTCTCTCCCCAGTGCCCATGATTTTCCAAGCCTTCCCATCAT
GGTTCCTCCAGACACCTCCACGTTAGTGAGCAATGCCTCTGCAGCATCGTTATCCAAGCCTGCCATTGACACCAATGC
TGTGAATACCACCCCTCCTTCCAAAACTGTCATCTTGCAGTCTACTTTTGTCTCCAGGAAGGAGTACATCCGATTTTAT
GTTGGGCCTTCTGGTTCTGAGAACACACTGCCCAGTGACAGAAGTGCCTCAGCCCAAGTCTCCACCAGTTTGCCTGCA
CATGGAGACGGGAGACCAGCCACAACTTCCCAGCCCATCCTTTAAATACAGGAGCCATCTCTCATTCCACACTTGGGACC
ACTGATGAGCAGCAGAAATCTGACAGTTCTTATATTCTGGGGAATCCAGCAACCCCAGCACCAGTTACAGACTTGCCAACTCC
TTCAGCAGAGTCAACATCACCATATTCTACATTCGGCACACCTGTTAATGGCCAGCCAGCCAAGGGTCACAACGCAAGTGCTT
TCCCCAGTGGCATTGCAAAGACTTCTGAATTTAGAGTAGCCACTGGGATGCCCATCACTGGGGACAGTACCTCACTGGTTGGA
AATACTATTCTAGGCCCACAGGTGATTATGGGACCAGGAACCCCTATGGATGGTGGGAGCATTGGGTTCAGCATGTCTCTCCC
GGGCCCCAGTTCCACATCAGAAGAACTCAACACTGGACAACAACAAAATGGGATACCCAGCACCACTTCTGTTCCCCCATTT
GGTCAGGGAACCTGGGACTCAGCTGGCCACAGCATGGCTGCTGCACCACAAGGCACTAGCAACATTCCTGTATATCCTTCTGC
TGCCACCTACGTTCCTGGCTTCGAGCCACCTACTCAGCATTCAGGCAGTGGTATGGGAGGCGATGGCACCAAACCCATAGTTG
GAGGACCTTGTGTTCCTGCTTTTCAACAGTGCATCCTGCAGCATACATGGACAGAGAAAAAGTTCTACACTTCCGGCACCTAC
CACTATGGACAAGAAACATATGTTAAGAGACATATCTGTTACCAATTTCCATAAGAGCACCTGTGATTCACGTGACCACACCA
CATCTGTGTGGTGGTAAACACCAGCATTATCCCTGTGAATGGTTTTGTTTCACCTTCATGCCAAGTGCCTGCCATGTACCTCTC
CAGAACTCAGGTCATGCACCAGGAGAGGCCAACAACATCCCTGTGGTTCAAGGCCCTTATGCTCCCTTTCTCCATCAGTACAC
ATGGGACCCACCTGGAAAAAACACACGTGGTTCATCTGCAGTGAATGCCAACATACCTTTAATGGGAGGCCCTTGTATATCCA
CCTACCAACAAAGTATCTAAGGCCCACCTGGACAAAACACAGATGGTACATCTTCCAGGAGTGTCAGTATTCACTTGATGGG
AGGCCCTCATGTGCCCATGTATCAGCAAAGCACCTGGGGCTCACCTGGACAAAGCACAAACCATGCAATGGGGGTCAGCAAC
ATAACGGTTGTGACTGGTTATCCTTATGGTCTCCCATTCACACAAAGCACCTGAGGACCACCTGGCTAAACACAGGGGGTGCA
ATAGGGGATAGCCCCAGACATTTGTAGGGAGGAACCTCTAGTTTCCCTTTCAGTAAAAATACTATGGACCTGCCCAACCAAG
GTGCTCCTTTTGACTTTAGAGGAACCACATTGTTTTCTTTTGTTTGCTTTTGTTCTTGTTTTTGAGGTGGAGTCTTGCTCCGTAG
CTCTTGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCTGCTCACTGCACCTCCATCTCCCTGGTTCAAGCAGTTCTCCTGTCTTCCCCTCCT
GAGTAGCTGGGACTGCAGGCACATGGCACCACACCCAGTGAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAGGAGTTTCATCTTATTGGTC
AGGCTGGTCTCAAACACCTGACCTCAAGTTATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACATTTGTGAGCCACTGT
GCCTGGCCTAGAGGATCCAGCATTGTTAATTAAATACTTGTGATTGGATGTCCTGGTCAGAGCAACTTTGCCTGTGATGGAAA
GCAGCCACTAGTGACACTTGTACCTGCCAAGGCCTTCATAGGAGCCGCCAGACCACTTCTTACTCCTGTAAAGGATCTCAAGA
AATAAGAACCAATCTCCTTTCACATACAGTTCTCATAAATGGATGTTGTTCCAGGAAGAATGGGCTCAGTTCCCTCAAGTTAA
ATTTAACCTTTTCTCTCCCTACAGAAGCTGGAGGCCCAAAACCGCAAAGAGAGAGAGAGTGTGTGTATGTATGTGTGTTGTGT
GTGTGTGTGTTTATTGGTGACTGGGGAGCAGATGAGCCCAGTCGGAACTGCACTGTATTTGAGTGGTCTTCTACACTGTGGAG
GGTAGAGGAAACCTGTATGCATCATCAGCTGCGCCCTCTCTGACTTGACTGTTAACTTGGCTGACCCTACCTCTGGCCCAGTTC
TCTCTAGTCTTGGACAGAAAGGCAAAATTTCTGACTTTTTTGGACCCTACATTCTACTTGAAGGGGAGAAAAGAAGGAACAA
ACATGTAAATCATCTGATAAATAAGCCAGTAACAAATGTGCTATGGAAAATAAAGAAGTACATGGAGGATTGAGATTGTAGA
TAGAAGCAGGAGTTTTTCAGACATGCCTCACTGGAAAGGTAAATTTAAACAAAGTCTAGAGAGAAGCAGTTGAGCCAGATAT
GTGAGCAAAGATCATTCCAGATCATTGCAAAGGCTCAGAGGAAAGGATGCCTGGTGTCCTCAGGAGCAGTTAGTAAGGGAAA
TGTGGGCCGGTCGCGGTGGTTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCATGAGGTCAAGAGATC
AAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCCT
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GTAATCCCAGCTATTTGGGAGGCTGAGGTGGGTGGATCACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAAC
CCTGTCTCTACTAAAAATATAAAAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTAATCCCAGATATTTGGGAGGCTGA
GGTGGGTGGATCACGAGGTCAACAGATCGAGACCATCCTGGTCAACAAGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATATTTTAAA
AATTAGCTGGGCATGGTGGCGCGTGCCTGTACTCAGGAAGCTGAGGCAGGAGAATTGCCTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGC
AGTGAGCCGAGATCGCACCATTGCACTTCAGACTGGGTAATAAGAGCGAAACTCCATCTCAGAAAAAGAAAAAAAGTAAGG
AAATGTGGCTGGAATGGAGTCAGCACGTGGGAGGAAGGGATAGAGAAAAGGAGGACAGAGAAGATGTAAGTGTACTTCCTT
GCTCCACTCTTTACTAGTTGTATAATAACAAACAGTTGATTCAACCTTCAGGAATCTTAGTGAAATCAGTACTTTTACTATGGC
CTGTGTATCTCACAAGATTTTTGAAAGGATGAAATGAAATATTACAGGGAAATGACTTATAAACCATTGTTGTAATTTGTTCT
ATAGATAGAGATGGATAGACGGATGGATGGATAGACTTGATAGATAGATAGAGATAATGGACTAAATGTTTGTGTTCCCAAA
AAGTTCACATTTTGAAGCCCTAACTCCTAATGCGATGGTATTAGGAGGTGGGACTTTGGGGAGGTGATTAGGTTTAGATGAGA
TCATGAGGATGAAACCCCCATGATGGGATTTGTGCCTATAAGAAGAAACACCAGTGCTTCCTGTAATTGCCATGTGAAGGTGT
ACCAAGAATGTAGCTGCCTGTAAGCAAGGAAAAGAGGCCTCACAAGAAACAGAATTTGCCTTTACCTTGGACTTCCCAACCT
TTAGAATTATAGAAAATAAATGTATGTTGTTGAAGCTATTGGTCTATGGCATTTTTGTAGCAATCAGAACTGACTAATAAAGA
TAGATCGATTGATAGATATGGAATATACATATATATGTATAGCTAACGAGTGAGTTCCTTGGGCAATTGTGCCCTGATTGCCT
TTCCTAGACAATTCAAATAGAAGAACCCCTTTTTAGGAACATACAAGTACTTCTTTTTATGAAGCAAACACTGTAAAAATATG
ATAACTGGGACCAAAACATTTATAAGATTAGGCCTGAAAGAAAACCATTGCAGAGAGACTACTGGATTCTTCCTGGTAACCT
GGGGCCTGATTTATTCACTCTAAGTGTTTAGTACAGTTCCAGAGGATCAAAGCTCCTGCTTCCTGGCCAGATAGTCACCTACCT
TTTGTAATCAGACCTGCCTTTCAGAAGCAGAGTGGAAATTCAGTTTTCTTCTAATAGTCCTACACCCTTGCAATATTACCAGGG
ACATATTTTTTTTTTTTTTTTTACCAGGGGCATATTTTTAAAATTCATACTTCTTAACATTTTTTTAAAAGGCCTCAAGCTAAAT
ATAAATGCTATGATCCTGATAAGACAAACTTTAAATAAATGTTTGAGAGATATAAAGATAATTTGGTTTTCATGTTTTGATGT
ACTTACACAACTGAAACTATAAACAAATAGAAATATTCTTTAATTTTTTATTAAAATAATAAATGAACATGATATCAATTTGA
ATAAAATTCAACCCTCCTACCATAGTTCCCTCCCCCAGAGAGAGTTTTTAGCTACTTTAATGTTATCCCATAGTTCTGAATTTG
CTTTTTACTTCAACTACTGTATTCTCACAGATTTCATTGATTTTTCTAAATTTGAAGTGCCTTCCTCTTTTTTTTCCTTGAACTCT
TTTCACATAAAAAGTTGTTTCTTTGGTTTTTTTTAACTTTCAAATAGTATTGTTTATTTGACTGAATCCCATCCTTTTCCAGAAA
ACTCGAGCCTCCTCCACTGGTTTGGGAGCTGTAAGACCAAAACAAG 
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