Inhaltsverzeichnis 1

| nhaltsverzeichnis

A0 .o RSP SPP i

D= a2 (U] 10 = o 1O TSSOSO ii

V@ OO CNUNGEN. ...ttt bbbt e et e e iii
A ZUSBIMMENTASSUNG ...ttt ettt sttt e e ste et e s e e sseeesbeesabeesbeeenbeesnneessneeneeennes 5
B EINTETUNG ..ottt ettt et nn e r e enns 6
B.1 EUKAIYOti SCNE GENSITUKLUN .......cotiiiieeiiieiee sttt ne e 6
B.1.1 Transkription und Prozessierung eUKaryotiSChEr GENE.........cooveriieriierii e 6
BLL.2 INIFONKIBSIAN.......eeieeee ettt bbbttt et ee e 7
B.2 DNA-Mutationen und veranderte GENSITUKIU ..........c.cocueiiieiieeiiesie e 9
B.2.1 Ubersicht UDEr DNA-MULALONEN. ........cvcvevivereiiieieiese e eeeeeeeseseseseae s s s st ssssssses s s s esensssssasans 9
B.2.2 Beigpidefur Veranderung der EXON/INtron-SETUKLU ...........coiiiiiiiiiiiiieneesee e 11
B.2.2.1 Verdnderung der Genstruktur durch veranderte INtronS.........ccoceeve e 11
B.2.2.2 Verdnderung der Genstruktur durch PUNKEMUEELIONEN.........ccoiiiiiiiiiieieee e 12
B.2.2.3 Verdnderung der Genstruktur durch Insertionen von RELTOPOSONS..........cevveeveerieenieeniesniesieenne 12
B.2.2.4 Verdnderung der Genstruktur Uber REKOMDINGLTION .........ocviiviiiieiieeeeee e 12
B3 S PINE. .. et b bt b e e bt e neenane e 13
B.3.1 UberSicht UDEN i€ SEIPINE.......c.cvevivererereieieteieieieiet et a et bbbttt ss s s s s s s s 13
B.3.2 GENSIUKLUI O SEIPINE. ... .eiitiiitie ettt b e bbb bt e sb e sbe e sbe e sbe e sbeenbeenaeesaeas 14
B.4 HEPAIiNKOFBKLON 11 ......coueiiiieiieeieee ettt sneesaneen 20
B.4.1 Das HeparinKofaktor [1-ProteIiN...........cooeiiiiiieiieiie ettt 20
B.4.2 Die Struktur des HeparinKofaktor [1-GENS...........coiiiiiiiieiiiiie ettt 22
B.4.3 Struktur des menschlichen HCH-PromotorS.........c.eoieeiieiieiienee et 23
B.5 EVOIULIVE ASDEKLE ...ttt sttt sb e st et e e b e saneebeenneesnneen 25
B.5.1 Entwicklung und Verwandtschaft der untersuchten Arten.........oocovevieiiieneenee e 25
B.5.2 EVOIULION UNG HCH ...ttt bbbttt sb e bbb b sne e naeas 25
B.6 ZIielSEZUNG Ter ATDEIT ... 27
C. Material UNd MENOOEN........cooiiiiieiiee e nnee s 28
LR I 1V = = - S 28
O N = (S 28
O 2 ) S 28
OIS I B o) (W04 1< o1 1ol o FUN TP 28
C.1.4 Chemikalien und VerbrauChSMaterialien...........cocuiiiiiiiiiiiiei e 29
C.1.5 Software und Internet-Datenbanken.............oiiiiiiiii e 30
O Gl o 7Y 1 1TSS PSP PPPPON 30
O A = 4 2= S 31
Ol o = 10T PRSPPI 34
ORI B 01 L= T 0 U = o F TSR 35
C.1L.10 BaKEEITENSIAMIMIE. ...ttt ettt e e sttt ab et et s st enbe s b 35
O N 1111 o o 1] <= VTSR 35
L@ 1 2 |V = o 1= o S 36
O I C T = = S 37
L@ 1 0 = 1o = o S 38

C.1.15 DNA-LENGENSIANAAITS ... .coiveeeieieieiieesie ittt ettt ettt e 40



Inhaltsverzeichnis 2

LR |V 1 1 T (= o S 41
C.2. 1 BaSIC-PrOgraMIMIE. ...ttt ettt sttt a et sa bt ettt st st e nbe e 41
O3 . O = TP 44

C.2.2.1 DNA-POIYMEIBSEN. ....eoitieitie ittt sttt ettt ettt st b sb e b e sb e e sbeesb e e sbeesbeesbeesbeesbeesbeesbeenbeens 45
CL2.2.2 PCREANSALZ. ...ttt sttt ettt b e bbbt s b s b b e s b e e s b e e sb e e sbeesbeesbeesbeesbeenbeenbeenreen 46
C.22.3INEFEU PCR ...ttt b e bt b s bt s b s b e e s b e e sbe e s beesbeesbeesbeenbeenreens 47
C.2.2.4 KOIONIE-PCR ...ttt b et b e s bt b s bt s b e e s b e e sbeesbe e s beesbeesbeesbeenbeenbeens 47
C.2.3 Reverse Transkriptase geKOopPEItE PCR.........ooiiiiiiiiie ettt 47
C.2.3.1 GenesCript reVerSe TraNSKITPLASE. .. .ot eeitee it sttt ettt sttt st sttt sb e st sb e sbeesbeesreenreens 48
C.2.3.2 OMNiSCript reVerSe TraNSKIIPLASE ......veeiteeitee ittt ettt sttt sb et st sbeesaeesreesreens 48
C.2.3.3 " C. therm. POIYMEASE .....eiiiieitieiie ettt bbb bbb sbeesbeesbeenree 49
C.2.3 4 MULV FeVerSe TraNSKIIPLBSE ..t eeiteeteesteesteestee st st et st sttt sb e sb e sb e e s be e st e e sbeesbeesbeesbeesbeenreens 50
C.2.4 ANKEF-PCR (SLIC-SIIBLEJIE) ....cveeeeiieeeiieesiee sttt sttt sttt sttt sttt st ee e 51
LGSR - 1 1o L O S TP 52
C.2.6 Techniken zur Analyse von DNA UNA RNA ..ot 53
C.2.6.1 Agarosegd e ektrophorese VON DINA ..ottt 53
C.2.6.2 RaNI@UNG VON DINA ..ottt st sttt st et st e e sb e e sbeesbeenreen 54
C.2.6.3 Konzentrationsbestimmung von DNA UNA RNA..........coiiiieeeeee e 55
C.2.6.4 Spaltung von DNA mit RestriKtioNSENZYMEN........cceoiiiiieiiereeseriee et 56
C.2.6.5 Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten ...........ccoieeiieiieiienieeenee e 56
C.2.6.6 Isolierung von RestriktionSfragmenten ...........cooioiieiieiie i 57
C.2.6.7 Dephosphorylierung VON DINA .......ooiuiieeee ettt sttt sttt sb e sbe e b b 57
C.2.6.8 DEPC-Behandlung von Puffern und GEfEREN ..........ccceieeiiiieineeeee e 58
C.2.6.9 Isolierung von Gesamt-RNA austierischen Zalen..........c.ccooeviiiiiiininneeeeeiee 58
C.2.7 Anzucht und Lagerung VON ZEHTEN ........cceiiiiiiiiie ettt st 58
C.2.7.1 Anzucht und Lagerung von E. COli-SEBMMEN.........coiiiiieiiirie e 58
C.2.7.2 Anzucht und Lagerung von eukaryotischen Zellinien..........ccoccoveeveenienene e 59
C.2.8 PlasmidiSOliEIUNG........eoitiiiiiiieiie et bbbttt ettt nbe e 60
C.28.1'SLyse (Plasmid-DNA fur Restriktionsspaltungen und Klonierungen) .........ccoveeveereeneeniens 60
C.2.8.2'ASLyse (Plasmid-DNA fUr SEQUENZIEIUNGEN) ....cocveeiveerieeriiesieesieesieesieesteesieesteesieesieesreeseeens 61
C.2.9 Klonierung VON PlasMit-DINA...........ooiiiiiiiiiii ittt sttt be e 61
C.2.9.1 Insertionsinaktivierung eines Antibiotika- ReESSLENZGENS........eoviiriiiiinesre e 61
C.2.9.2 Insertions NaKtiVierung deS 18CZ -GENS.......ccouieiiieiieiiee ettt sttt sree 61
C.2.9.3 Plasmid-Schnell-Charakterisierung anhand der Grof3e der ccc-FOrm ........oooeeveevienenneenennens 62
C.2.9.4 KOIONIE-PCR .....cotieitiiitie ettt sttt sttt b e sb e b e s b e e sb e e sbeesbeesbeesbeesbeesbeesbeesbeenbeens 62
C.2.10 Transformation VO BakterienZAEN ...........ooeiiiiiiii e 62
C.2.10.1 Herstellung der KOmMpetenten ZEHEN .........cooeoiiiiieniereeeeee e 62
C.2.10.2 TraNSfOMMELION ...ccveeteeitee ittt sttt sttt ettt b e bt sb e b e sb e e sbeesbeesbeesbeesbeesbeesbeenbeens 62
O NS <o (U= g = 00T [PPSR 63
C.2.11.1 SeqUENZIENTEAKEIIONEN ..covieiteeitee sttt sttt sttt sttt b b s b e e sb e e sbe e s beesbeesbeesbeesbeenbeens 64
C.2.11.2 Gdlauf fur GATC 1500 DNA Sequencer (‘Long RUN SYStEM’) ....covveeveeiienienieneeniee e 64
C.2.12 SOULNEIMDIOL ...ttt sttt st sttt st e nbe e 65
C.2.12.1 VOrberaitung deS AQarOSEOEIS ... .coiueeiieeiiee ittt sttt sttt st st st sbe e st sbe e b 65
C.2.12.2 DNA-TIANSIE .ttt st bbb s b s b e e sb e e s beesbeesbeesbeenbeesbeens 65
C.212.3 Herdelung der SONOEN .....c.veoiiieiieitie ettt sttt bbb bbb 66
C.2.12.4 Fixierung UNd HYDIAiSIEIUNG. ......coiviiiieiiieitie ettt sttt sbe e b e sreenree 67
C.2.12.5 Chemolumineszenz-NachWEI SrEaKtiON ..........ccceeiieiieiieiiesee e 67
C.2. 13 PrOMOOrBNGAIYSR. ...ttt sttt st sttt a bttt s bt et e sbe et et et e 68
C.2.13.1 Transfektion VON HEPG2-ZEIIEN .......coiveiiiiiieiie ettt 68

C.2.13.2 Bestimmung der PromotoraktiVItal ...........ccoeereeieeiieiie et 68



Inhaltsverzeichnis 3

D EFQEDNISSE. ...ttt b et re e ne e 71
D.1 Analyse des 5 -Bereichs vom Heparinkofaktor [1-Gen der Ratte..........ccccevveeieeiieiieeiieiiens 71
D.1.1 Sequenzierung des 5'-Bereichs vom HCI-Gen der Ratte.........ooevviiiiiiiiniiieeieceee e 71
D.1.2 Theoretische Exon/Introngrenzen im 5 -Bereich des rHCIH-Gens.........ooevvevviiniineineenie e 74
D.2 Identifizierung von zwei verschiedenen HCII-mRNAS N Mausleber ..........ccovevvviiieenininenns 75
D.3 Analyse des 5'-Bereichs vom Heparinkofaktor 11-Gen der Maus..........ccoccevevieeiceeesienesieens 76
D.3.1 Sequenzierung des 5'-Bereichs vom HCI-Gen der MauUS.........c.ceoieiiiiiiniinnee e 76
D.3.2 Alternatives Spleif3en von HCH-MRNAS el MAUS.........coiiiiiiiiiiierie e 78
D.3.3 Theoretische Exon/Introngrenzen in dem sequenzierten Bereich ........cooeevevviieiiiivecnecnec e, 79
D.4 Alignment der Sequenzen von Intron 1 des Heparinkofaktor [1-Gens...........ccocvvveeieeninnnenns 81
(D N [ 9]0 1= o | TSP ROPRPR PR 81
D.4.2 Suche nach repetitiven Elementen in den SeqUeNZEN...........coorinnnnnn 89
D.4.3 Uberprifung auf ein Exon 1B im menschlichen GeEN..........ccoviiiiiiiiiiiiie s 91
D.5 Beteiligung eines repetitiven Elements an @ner INtrongrenze..........oevevveeevieeseeseeesieesee e 92
D.6 Alignment von Heparinkofaktor 11-CDNA-SEQUENZEN..........cocviiiiiiierie e 93
D.7 Heparinkofaktor I1-Transkripte in verschiedenen Gewebetypen ..........ccovcveeveereeneeenieesee e 98
D.8 Startpunkte von menschlichen Heparinkofaktor 11-Transkripten..........cccoveverieeneeneesieeenn. 100
D.8.1 Methodik zur Identifizierung von Transkriptionsstartpunkten.............cocveveeieineenecieee e 100
D.8.2 Startpunkte der HCII-Transkriptein menschlicher LEDEr ..o 102
D.8.2.1 Vergleich von A-PCR- und T-PCR-ProduKLen .............ccoviiiiiiiiiienie e 102
D.8.2.2 Sequenzierung des5'-Endes der cDNA aUSLEDEN ........oooiiiiiiiii e 104
D.8.3 Startpunkte von HCII-Transkripten in menschlicher LUNGE.........cooveiieieenieeieee e 105
D.8.3.1 Vergleich von A-PCR- und T-PCR-ProduKLen ...........c.ccoviiiiiiiiiiiiee e 105
D.8.3.2 Sequenzierung des 5 -Endes der CDNA QUSLUNGE........eoiiiiiiniiiiieiie e 107
D.8.4 Gegenuiberstellung der gefundenen StartpUNKLE...........oeveiiieieeieee e 109
D.9 Untersuchungen zur Promotorstruktur des Heparinkofaktor 11-Gens...........ccoceeveeieeiieennen. 110
D.9.1 Bindungsstellen von TransKriptionSfakioren ...........coceeiieiienieene e e 110
D.9.1.1 Mdgdliche Bindungsstellen vor dem 2,3 KB-Transkript........coceeveereeneeneeneeneenee e 112
D.9.1.2 Mdgliche Bindungsstellen vor den [angeren TransKripten .......ooevvevieinieneenienee e 114
D.9.2 Reptitive Elemente vor dem Exon 1 des Heparinkofaktor [1-Gens...........ccoovveieeneiieincciiecienn 115
D.9.3 Promotoranalyse der 2,3 KB-TranSKIiPLe.......c.eiiveeiieeie ettt 117
B DISKUSSION ...ttt ettt ettt e et e et e s st e e nbe e e be e e nb e e nneeeneeenns 119
E.1 Nachweis VON EXON/INrONGrENZEN. .......cccuiiiieie et 119
E.1.1 Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich desHCI-Gens der Ratte..........coovveeiiieiiecnie e 119
E.1.2 Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich des HCI-Gens der MaUS........ocvevveieeiieeie e 120
E.1.3 Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich des HCI-Gens deS MensChen........oocvveeeeeie e 120
E.1.4 Vergleich der Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich des HCI-GENS.........coovevveiiiiie e 121
E.2 Alignment von Intron 1-Sequenzen von Heparinkofaktor 11 ...........ccoocvviieiienieenicnic e, 121
E.2.1 Statistische Daten deS TNIrON L.....oc.ooieieeieieesie ettt et s s 122
E.2.2 Vergleich der theoretischen mit den nattirlichen INtrongrenzen...........ccoce e 123
E.2.3 Vergleich der Gesamtstruktur VON TNEFON L......cooveeiiiiiiieiieie e s 124
E.2.3.1 Vergleich der Intronstrukturen bezliglich EXON 1B..........cccoiiiiiiiiiiiiieeee e 128
E.2.3.2 Vergleich der Intronstrukturen beziglich des 3 -Intronbereichs...........ocovininiiiiiinn, 128
E.2.4 Alignment der EXON/INtIONGrENZEN ......ccueiiiiiieeie ettt ettt 128
E.2.4.1 Alignment der Exon/Introngrenze am 3'-ENdevon EXON 1 .......coocevveiiiiienninnieneenee e 128
E.2.4.2 Alignment der EXON 1B-REJION. ........coiiiiiiiiiiiiriie sttt sne e 129
E.2.4.3 Alignment des 5" -BereiChS VON EXON 2........c.coiiiiiiiiiiieiiesiee e 131

E.2.5 ZUSBMMENTASSUNG .....veetieiteeite ettt ettt ettt ettt et ettt ettt ettt et et e nbeenbeenbe s 133



Inhaltsverzeichnis 4

E.3 Vergleich verschiedener cDNAS von Heparinkofaktor [1............covvivieiienieneesec e 134
E.3.1 Vergleich der Heparinkofaktor TI-CDNAS.........ooiiiiaieeee et 134
E.3.1L.1 EVOIULIVEr VEIGIEICH ...ttt 134
E.3.1.2 Grofere Unterschiede zwischen verschiedenen HCIH-CDNA-Sequenzen .........ooceevevveeneeeen. 136

E.3.2 Vergleich der HCH-EXON/INtrONGrENZEN ......ccueiiviiiiieieeie ettt ettt s 139
E.3.3 Evolution des Heparinkofaktor I1: Vergleich von Intron 2 und cDNA ..o 139
E.4 Transkriptionsstartpunkte des menschlichen Heparinkofaktor 11-Gens...........ccccevveveeiieennen. 140
E.4.1 Startbereich der 2,3 KB-TranSKIiPte......cocveeeiieeiieeiieeesiee e ste e seeseesste e e sree e snteesnteeeaeeesseeesneeesnseenns 140
E.4.2 Startbereich der langen Transkripte (EXON 1¥) ..ottt 141
EL4.3 PrOMOIOraNGIYSE. ....coveetieiie ettt ettt et ettt ettt ettt et ettt b e e 143
E.4.3.1 Promotorregion der 2,3 KB-Transkripte .........eoiiiiiiiiiiieniee e 144
E.4.3.2 Promotorregion der langen Transkripte mit Start im Intron L........cccovevveiienninnenneeneeneee, 147

E.5 Zusammenfassung der HCH-GENSIITUKIU ..........covverieerie e 149
Fo VEIZECNNISSE. ...t 151
F.L LItEratuUrVEr ZEI CNINIS ...ttt ettt e s 151
F.2 ADKUIZUNGEN ...ttt sttt e b ettt b e ae e an e e b e e s nneenneenneas 166
F.3Taballen-VerZaiChNiS......cocioeee e 169
F.4 ABDIlAUNGS-VEZEICNNIS......coiiiiiciee e 170
G ANNAING ..ttt ettt bt he e re e ene e 172
G.1 PlaSMiAKAITEN. .....coeeeieietee ettt b e e bt san e b nnne e 172
G.L L PPBKILA-DENVALE. ......oiteieeeeeeieeie st eeesiesteeeee e stesteeseestestesaeeseestesteeseensessesseeneesteseesseeneeseesseeneensesees 172
G.1.2 pRL-TK (Renilla Luciferase/KoNtroll-VEKLOr) .........ccoeeiieiieiieieeree et 173
G.1.3 pPBK B0 (HCI-Promotor/LUCITErasa-VEKION) ......eeiveeieirieesieesiee ettt sttt s 174
G.2 Intron 1-Sequenzierungen des HCII-Gens von Maus und Ratte...........cccceevieeevcieeeiieeciienns 175
G.2.1 Sequenzierungen deSMaUS HCI-INITON L ....oueiiiiiiiiiieieeseeneesee et 175

G.2.2 Sequenzierungen des Ratten HCI-INITON L...o..ooviiiieeiieieesieeiee ettt 179



A. Zusammenfassung 5

A. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt neue Erkenntnisse zur Organisation und Expression des
Heparinkofaktor I1-Gens (HCII-Gen).

Die Struktur des 5’ -gelegenen Bereichs des HCII-Gens von Maus und Ratte wurde aufgekl art.
Der Intron 1-Bereich umfaldt beim HCII-Gen der Maus 4,8 kB. Das HCII-Intron 1 der Ratte
weist dagegen eine Lange von 4,3 kB auf.

Die Intron 1 Sequenz bestétigt, daR die zwei verschiedenen HCII-Transkripte der Ratte™ auf
differentiellem Spleif3en beruhen.

Dartber hinaus wurde nachgewiesen, dal3 auch beim HCII-Gen der Maus zwe unter-
schiedliche HCII-Transkripte im Lebergewebe existieren. Diese Transkripte entsprechen nicht
den HCII-mRNAs der Ratte. Sie werden jedoch ebenfalls durch differentielles Spleif3en
gebildet.

Eine Gegenlberstellung der ermittelten HCII-Sequenzen und der entsprechenden mensch-
lichen Sequenz’ legt nahe, daR? das zusitzliche Exon 1B der Ratte vor allem durch einfache
Punktmutationen de novo aus Intronsequenzen entstand. Das differentielle Spleif3en im 5'-
Bereich des HCII-Gens der Maus kann durch Punktmutationen, durch Rekombinations-
ereignisse von (CA)y-Wiederholungen oder durch unterschiedliche Enden eines Retroposons
verursacht sein. Die Exon/Intronstuktur innerhalb der ai-Antitrypsin-Serpinfamilie ist stark
konserviert. Ein Vergleich der bekannten HCII-cDNA-Sequenzen zeigt die Ubereinstimmende
Genstruktur im kodierenden Sequenzbereich. Variabel scheint dagegen das 5'-Ende zu sein,
vergleichbar dem ai-Antitrypsin.

Der Transkriptionsstartbereich menschlicher 2,3 kB HCII-Transkripte lief3 sich tber die
T-PCR-Methodik identifizieren. Die Startpunkte der haufigsten Transkripte erstrecken sich
Uber einen Bereich von 45 Bp vor Exon 1.

Die Suche nach bekannten proximalen Promotorelementen in einer Region vor dem Start-
bereich der mRNAs legt nahe, dal3 die Transkription nicht von einer TATA-Box, sondern von
INR-Elementen gesteuert wird.

Weitere Untersuchungen ergaben, dal3 HCII- und auch Antithrombin-Transkripte nicht nur in
menschlicher Leber vorkommen, sondern auch in unterschiedlichen Konzentrationen im
Gewebe des Gehirns, des Herzens, der Lunge, der Niere und der Plazenta vorliegen.

In poly(A)*-RNAs der genannten Gewebe lief}en sich langere HCII-Transkripte nachweisen,
die Schmidt zuvor in einer Lungen-cDNA-Bank entdeckte® Eine Charakterisierung dieser
Transkripte ergab, dald das Exon 1 der 2,3 kB-Transkripte nicht vorhanden ist. Die MRNAs
beginnen in einem Uber 1 kB grof3en Bereich vor dem Exon 2.

Mit Hilfe eines Reportergenkonstruktes wurde gezeigt, dal3 ein 2,2 kB grol3er, 5'-gelegener
Bereich des menschlichen HCII-Gens keine Expression der Transkriptionseinheit in ener
Leberzelinie bewirkt.

! Westrup & Ragg, 1994
2 Herzog et al., 1991
3 Schmidt, 1997
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B. Einleitung

B.1 Eukaryotische Genstruktur

B.1.1 Transkription und Prozessierung eukaryotischer Gene

In dieser Arbeit werden die Genstrukturen, die fur das gleiche Protein in unterschiedlichen
Eukaryoten (hauptsachlich Mammalier) kodieren, untersucht. Aus diesem Grund wird hier
kurz auf die Genstruktur typischer eukaryotischer Gene eingegangen.

In Eukaryoten existieren drel verschiedene Klassen von Genen, die von drel unterschiedlichen
RNA-Polymerasen durch spezifische Transkriptionssignale erkannt und transkribiert werden.
In Tabelle 1 ist eine Ubersicht tiber die eukaryotischen RNA-Polymerasen und die von ihnen
transkribierten Gene gegeben.

Tabdle 1: RNA-Polymerasen

RNA-Polymerase Vorkommen transkribierte Gene
RNA-Polymerase | Nukleolus ribosomale Gene
RNA-Polymerase |1 Kernplasma proteinkodierende Gene
RNA-Polymerase |11 Kernplasma Gene fur kleine RNAs

In dieser Arbeit werden proteinkodierende Gene analysiert, also Gene, die von der RNA-
Polymerase Il in hnRNA transkribiert werden. Im Gegensatz zu den Prokaryoten und Viren
(Ausnahmen: z. B. manche Gene in Archaebakterien) sind die meisten proteinkodierenden
Gene in Eukaryoten durch Introns unterbrochen. Die von der chromosomalen DNA
transkribierte hnRNA (pr&mRNA) wird im Verlauf der welteren Prozesserung bei den
meisten Transkripten am 5'-Ende mit einer *Cap’-Struktur versehen, und am 3'-Ende wird
eine Reihe von Adenin-Nukleotiden angehangt (Polyadenylierung). Dartber hinaus werden
von einem als Spleif3osom bezeichneten Komplex aus mehreren Proteinen und kleinen RNAs
(U1, U2 ...) Stiicke aus der pr&mRNA herausgeschnitten, die als Introns bezeichnet werden.
Die verbleibenden Stiicke, die vom Spleif3osom wieder zusammengefiigt werden, werden als
Exons bezeichnet. Die auf diese Art prozessierte, fertige mRNA wird schliefdich im Zytosol
von Ribosomen in Proteine umgeschrieben bzw. trandatiert. In der Abbildung 1 ist ene
Skizze zur eukaryotischen Genstruktur von protei nkodierenden Genen gegeben.

Abbildung 1: Struktur von eukaryotischen proteinkodierenden Genen

Chromosomale DNA

[ ] [ T B 2
hnRNA [ —— .. a2
MRNA SENE || E—mme

Linien stellen Introns bzw. nicht transkribierte Bereiche dar. Kéasten symbolisieren Exons (bzw. als Exons
erkannte Sequenzbereiche). Ausgefillite Késten deuten den Bereich der kodierenden Sequenz an. Das rote Oval
stellt einen von der RNA-Polymerase |1 erkannten Promotorbereich dar und die blaue Linie ein poly(A)-Signal.
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B.1.2 Intronklassen

Klase| Introns

Bis heute sind hauptsachlich dre unterschiedliche Typen von Introns bekannt. Sie
untergliedern sich in pr&mRNA-Introns (Gruppe |) und selbstspleif3ende Introns (Gruppe II;
daneben Ausnahmen wie die Gruppelll Introns in Euglena Chloroplasten). Die Gruppe |
Introns unterteilen sich in zwei groRere Klassen mit eigenen Spleil3signalen. Die zuerst
gekannten Introns machen den weitaus grofdten Antell aus. Die essentiellen Signale, die fir
die Erkennung dieser Introngruppe wichtig sind, sind in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Intronsignale der Klasse | Introns

A0 (A ARARLAARNAACREN S CANACRNre (2

GT: 5-Spleillstelle, erkannt von Ul snRNP; AG: 3-Spleilstele, erkannt von U4/U5/U6 snRNPs;
Polypyrimidinbereich ‘(C/T),": Bindung von U2 snRNP; Verzweigungs-Nukleotid (A): Schleifenbildung

Ein Klasse | Intron wird nach derzeitigem Wissen erkannt und aus der pr&mRNA heraus-
geschnitten, wenn die 5'- und 3'-Spleil3stellen bestimmten Kriterien gentigen. Die beiden
Dinukleotidsequenzen (GT und AG), die jeweils am Anfang und am Ende eines Klassel
Introns liegen, sind nicht aleine charakteristisch fir eine Exon/Introngrenze. Die
angrenzenden Nukleotide sind ebenfalls zu einem gewissen Grad konserviert, wenn auch
nicht vollstandig.

Dartiber hinaus muf3 eine schwach konservierte Verzweigungsstelle mit einem A-Nukleotid
vorhanden sein. Zu der 3'-Spleilstelle gehort ein 5'-gelegener Polypyrimidinbereich. Die
Lange des Polypyrimidin-Bereichs ist ebenfalls fir eine optimale Erkennung des Introns
wichtig. Bel Untersuchungen wurde festgestellt, dal3 etwa 6 bis 17 Pyrimidine notwendig sind
(mit maximaler Effizienz bei 11 Nukleotiden). Ein ununterbrochener Abschnitt an
Pyrimidinen scheint dabei weniger wichtig zu sein als eine minimale Anzahl an Uridinen.*
Im folgenden sind die Signale fiir das 5'- und 3'-Ende eines Introns aufgefiihrt.”

Introngrenzen der Klasse | Introns

5'-Introngrenze;
Exon Intron
-4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6

Coo/Azs CaglAszs Ae2 G Gioo  Tio00 Aso A7zs Gaa Tso

3’ -Introngrenze:

Intron Exon
-14® -5 -4 -3 -2 -1 +1
Y7801 N Crs A100 Gigo | Gss

Die Indizes an den Nukleotiden geben deren prozentuales Auftreten in den untersuchten Exon/Intron-Grenzen
an. Ein 'Y’ gteht allgemein flr Pyrimidine, ein ‘U’ fur Purineund ein ‘N’ fir ein beliebiges Nukleotid.

* Coolidge et al., 1997
® Krawczak et al., 1992
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Die Verzweigungsstelle ist nur wenig charakterisiert. Das 5'-Ende des Introns wird an ene
2 -Position eines A-Nukleotids ligiert, welches ca. 18 bis 40 Nukleotide stromaufwérts von
der 3'-SpleiRstelle liegt. Das Nukleotid ist von der folgenden Sequenz umgeben:®

Yso N Yso Ysz Uwms Ao Yo

Uber alternatives SpleifRen ist eine Kodierung unterschiedlicher Proteine aus dem gleichen
chromosomalen Genbereich moglich. Der Grund fur ein unterschiedliches, spezifisches
Spleilfen in verschiedenen Geweben konnte in einer Balance zwischen positiven und
negativen Exon-Kontroll-Signalen auf der mRNA liegen. Fir neuronspezifische Exons sind
positive Signale bekannt, die sich in der Nahe von oder im Exon erstrecken sowie negative
Signale, dieim Polypyrimidin-Bereich oder in einer Intron-Verstarker-Region liegen.’

Der Spleildvorgang beginnt, indem sich das U1 snRNP an die 5-Spleil3stelle und das
U2 snRNP an den Polypyrimidinbereich anlagert. Anschliefend binden U4-, U5- und U6
sNRNPs an die 3'-Splei3stelle. Nach dem Schnitt an der 5'-Spleif3stelle des Introns wird das
5'-Ende der Intronsequenz mit der 2’'-Position des A-Nukleotids an der Verzweigungsstelle
verbunden und das Ul snRNP wird freigesetzt. Zuletzt erfolgt der Schnitt an der 3'-
SpleiRstelle und die Ligation der Exonsequenzen.

Klasse Il Introns

Neben den bekannteren und weitaus haufigeren Klasse | Introns wurde eine weitere Klasse
von Introns in Eukaryoten entdeckt (‘ ATAC -Introns).? Die essentiellen Signale, die fiir diese
Introngruppe wichtig sind, sind in Abbildung 3 dargestellt.

Abbildung 3: Intronsignale der Klasse Il Introns

v rC i v v v mn vy ac o v v v v s vec [ v

GT: 5-SpleiRstelle, erkannt von U1l snRNP; AG: 3'-SpleiRstelle, erkannt von U5+U4/UBatac’ snRNPs;
Verzweigungs-Nukleotid (A): Schleifenbildung, Bindung von U12 snRNP; Y: Pyrimidin

Die Erkennung und Prozessierung der Klassell Intron-Signale verlauft im Vergleich zu
Klassel Introns dhnlich (sehe Klassel Introns). Die fur Klasse | Introns beschriebenen
snRNPs sind beim Spleif3vorgang durch Klasse Il snRNPs wie folgt ersetzt: Ul durch U1l,
U2 durch U12 und U4-U6 durch U4-UGatac.

Ein Polypyrimidin-Bereich ist in diesen Introns nicht vorhanden. Die invarianten
Dinuklectidpaare an den Enden von Klasse | Introns (GT und AG) sind hier durch AT und
AC ersetzt. Bel den Klasse Il Introns sind zusétzliche Erkennungssequenzen stark konserviert
und im folgenden sind die Matrizen fiir das 5'- und 3'-Ende eines Introns aufgefiihrt.’

6 Lewin, 1991

" Grabowski, 1998

8 Hall & Padgett, 1994

® Hall & Padgett, 1996; Tarn & Steitz, 1996
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Introngrenzen der Klasse Il (‘AT-AC’) Introns

5'-Introngrenze;

+1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8
A T A T C C T T

3’ -Introngrenze:

5 -4 -3 -2 -1
Y C C A C

Die Verzweigungsstelle ist etwas stérker konserviert als bel den Klasse | Introns. Das ‘A’-
Verzweigungsnukleotid ist von der folgenden Sequenz umgeben:

T C C T T U A C

Ein ‘Y’ geht allgemein fir Pyrimidine, en ‘U’ fir Purine und ein ‘N’ fir ein beliebiges Nukleotid. Da bisher
nur sehr wenige Introns dieser Klasse bekannt sind, wurden noch keine Ausssagen Uber die Haufigkeit der
Nukleotide in den einzelnen Positionen getroffen.

Es gibt mittlerweile eine Rethe von Beispielen von Klasse |1 Introns. Zuerst wurden vier Gene
beschrieben, die Introns dieser Klasse enthielten. So enthdt das CMP Gen (cartilage matrix
protein) bei Mensch und Huhn, das p120 Gen (proliferating cell nucleolar protein) von
Mammaliern, das Maus Rep-3 Gen (Genprodukt ist wahrscheinlich beteiligt an der DNA-
Reparatur) und das Drosophila Prospero Gen (Homoobox-Gen, Produkt ist beteiligt an der
Kontrolle der neuronalen Identitét) jeweils ein AT-AC-Intron (neben Introns der Klassel).?
Mittlerweile wurden weitere Gene mit Introns dieser Klasse gefunden.

An der DNA-Synthese oder am Zellzyklus sind Gene der folgenden Produkte beteiligt (neben
P120 und Rep-3): das menschliche E2F und das pflanzliche ArLIM15. Im Menschen werden
die Gene SCN4A, SCN5A und SCN8A (Produkte kodieren Untereinheiten von Natrium-
Kandlen), die AT-AC-Introns enthalten, gewebsspezifisch exprimiert. In der Maus wurde ein
Klassell-Intron im Cdk5-Gen gefunden, das ebenfalls gewebsspezifisch exprimiert wird.
Dartiber hinaus wurde im HPS-Gen (beim Menschen und der Maus) und im pflanzlichen
AtG5-Gen ein Intron dieser Klasse gefunden.™

B.2 DNA-Mutationen und veranderte Genstruktur

B.2.1 Ubersicht iiber DNA-M utationen

Viedle Mechanismen zur Veranderungen einer DNA-Sequenz sind bekannt. Neben einfachen
Punktmutationen, die in einer Veranderung von nur einem Basenpaar (Austausch, Insertion
oder Deletion) resultieren, konnen Duplett- oder Triplett-Wiederholungen der gleichen Basen
Zu groferen Langenveranderungen in der DNA fuhren (durch zusétzliche oder fehlende Basen
dieses Motivs).

GrofRere Insertionen und Deletionen im Genom werden hauptséchlich durch eine Reihe von
verschiedenen Sequenzen begiingtigt. Zum einen konnen dies léngere (TG)/(CA)r-Repeats
bewirken. Unter bestimmten Bedingungen kommt es hier zu einer linksgewundenen DNA
(Z-DNA).

10 Tarn & Steitz, 1997
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Be ener d(TG)s-Wiederholung wurde eine 20fache Stimulation der homologen
Rekombination beobachtet. Es ist Rekombination zwischen zwei d(TG),-Wiederholungen
moglich, jedoch auch im schwécheren Umfang mit anderen Sequenzen. Das Z-DNA-Motiv
scheint in diesem Fall als Rezipient fir genetische Information zu fungieren.* An den
Ubergangsbereichen von linksgewundener Z-DNA zur normalen, rechtsgewundenen B-DNA
wird in den verbindenden Bereichen ein aufgewundener DNA-Doppelstrang prasentiert.
Dadurch wird einer Rethe von Enzymen der Zugang zur DNA erleichtert. Dartiber hinaus
beglinstigen diese Sequenzen auch ohne Proteine Rekombinationsereignisse tber die Bildung
von vierstrangigen Strukturen. Diese werden von speziellen Proteinen (sie gehéren zu den
HMG-Proteinen) erkannt.*?

Zum anderen liegen in den Genomen hoherer Eukaryonten eine Vielzahl verschiedener,
mobiler DNA-Elemente vor. ‘Springt’ en solches Element an eine andere Stelle im Genom,
wird dort diese zusétzliche Sequenz inseriert und zusdizlich werden die flankierenden
Bereiche verandert. Normalerweise kommt es zu einer zusétzlichen Insertion von wenigen
Basen an den jewelligen Enden. Es werden jedoch auch fehlende Bereiche der umgebenen
DNA an den Enden des inserierten Elements beobachtet. Es wird sgekuliert, dal3 mobile
Elemente u. a. dazu dienen kénnen, Chromosomenbriiche zu schlief}en.*

Neben Insertionen dieser Elemente kann es auch Uber Rekombinationsereignisse und
eigenkodierte Enzyme zur Deletion bzw. Excision von mobilen Elementen kommen.

Eine standig wachsende Zahl von mobilen Elementen ist bekannt. Sie werden nach den
srukturellen  Merkmalen der  Enden, ener egenen Transposase und dem
Replikationsmechanismus (noch nicht einheitlich) klassifiziert. Zwel der bekanntesten und
weitverbreitesten Elemente sind die LINE1- und die Alu-Familie (bzw. Bezeichnung: B-
Elementein der Maus). Beide Elemente verbreiten sich im Genom tber Transkription in RNA
und reverse Transkription zurtick in eine cDNA, die integriert wird (siehe Abbildung 4). Aus
diesem Grund werden sie zu den Retro(trans)posons gezahlt. Im haploiden menschlichen
Genom gibt es ca. 300 000 Alu-Kopien. B1-Elemente kommen im Mausgenom in ca. 50 000
Kopien vor. Ein Alu-Element besteht normalerweise aus einer tandemformigen Duplikation
von etwa 130 Bp. Aufgrund der Ahnlichkeit zur 7SL-RNA wird eine Abstammung von dieser
fur moglich gehalten.** Die Gruppe dieser Elemente wird auch al's SINEs (short interspersed
elements) bezeichnet. Sie werden von der RNA-Polymerase I11 transkribiert, konnen jedoch
trotzdem polyadenyliert sein.'®

Elemente der LINE-Familie (long interspersed elements) sind wesentlich grofRer als SINES.
Das vollsténdige L1-Element ist etwa 7 kB grof3. Die meisten Elemente sind allerdings stark
deletiert, so dal? an vidlen Stellen im Genom nur kurze Fragmente vorliegen. Vollstandige L 1-
Elemente haben 2 offene Leserahmen (ORFs) und einen poly(A)-Schwanz. ORF2 kodiert fur
eine Endonuklease und reverse Transkriptase. Maus L1-Elemente unterscheiden sich von den
menschlichen L1 durch ihre Tandem-Wiederholungen am 5'-Ende.’’ Die L1-Elemente sind
grofitenteils sehr alt (mit Ausnahme von neueren Transpositionsereignissen, s.u.). Mehr als
die Halfte der untersuchten Elemente wurde vor der Sdugetierauftrennung ins menschliche
Genom inseriert.’®

" Hamadaet al., 1984; Wahlset al., 1990

2 Gaillard & Strauss, 1994

'3 Boeke, 1996; Moore & Haber, 1996; Teng et al., 1996
14 ewin, 1991

1 Darnell et al.,1990

16 Kramerov et al., 1990

7 Naaset. al., 1998

18 gmit et al., 1995
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Abbildung 4: Moddll zur Verbreitung von Retroposons

Target site Die Abbildung =zeigt en Moddl zur

1 y , Sense sirand Verbreitung von Retroposons im Genom (das
(1) Hys : Schema wurde von Jurka™ tibernommen).
¥ ] : Antisense strand . .

o Zugst kommt es an ener spezidlen

f{“{-ﬂr\— N Zidsequenz [(Y)n(R)n] zu eéinem Einzelstrang-

. @ AN bruch der chromosomalen DNA, eventuell in

l"\\_ Anwesenheit der mRNA (1). Diese Zid-

) 8 TT AAAL s TY TN e’ sequenz wird von der L1-ORF2-Endonuklease

AR P e ARAN e, erkar_mt._ 2 Das Poly(A)_-Ende der mRNA

Pt hybridisiert mit T-Nukleotiden aus der DNA

AT und die Reverse Transkription beginnt.

5—3“/ ‘ @ Parallel wird der andere, zuvor intakte DNA-

¥ Strang geschnitten. (3) Uber DNA-abhéngige

; AN4 ¥ DNA-Synthese werden die enzelstréngigen

(3) 5:1;:2??': __..-_ZE?, ............ %%ﬁ_ W:' Enden aufgefillt (neusynthetisierte Nuklectide

¥ sind durch kleine Buchstaben und gestrichelte

Linien dargestelt). (4) Die Insertion wird Uber

@ DNA-Reparaturmechanismen  vervollstandigt

(Austausch der RNA-Nukleotide gegen DNA

4) TTAAAA TYTN= ==/ (=== adaa==—==LYytn s : .
w— — und Ligation der Enden).
—AALELE ==maran: H ------ TTTT st ARAN s g )
gt I N — e~
5' adj. Flanking repeat Retroposon Flanking repeat 3 adj.

Spezifische Retroposons scheinen sich quantitativ im Genom in zeitlichen Wellen zu
verbreiten, jeweils ausgelést durch ausgetauschte Promotorsequenzen.® Das B2-Element
kommt zum Beispie bei mausahnlichen Nagetieren in einer Kopienzahl von bis zu 100000
vor. Beim Eichhérnchen kommt das gleiche Element nur in 2500 Kopien vor. Die grof3e Zahl
von Kopien in ersterem muld also in enem evolutiv gesehen sehr kurzem Zeitraum nach
Aufteilung der Arten entstanden sein.?

B.2.2 Beispiele fur Veranderung der Exon/Intron-Struktur

Grolere Verénderungen wie die Insertion von repetitiven DNA-Elementen oder selbst nur
einzelne Punktmutationen an essentidlen Stellen in der Nahe von Genen oder in deren Introns
kénnen dazu fuhren, dald sich die Struktur von Genen durch zusétzliche oder fehlende Exons
stark andert.

B.2.2.1 Veranderung der Genstruktur durch veranderte Introns

Eine Verénderung der Genstruktur kann nicht nur Gber unterschiedliche Exons eines Gens
verursacht werden, sondern auch tber zusétzliche oder fehlende Introns. So sind in manchen
Féllen im Verlauf der Evolution (Uber revers transkribierte mRNAs und Reintegration der
gebildeten cDNA ins Genom) Gene entstanden, denen Intronbereiche fehlen (Beispid:
Globin-Gene in Insekten,?? B14-Legumin-Gen®). In anderen Fallen ist es im Verlauf der
Evolution zu einer Insertion von zusétzlichen Introns gekommen (Beispiele: SRY-Gen von S.
macroura,?* COX1-Gen der Hefe™).

% Jurka & Klonowski, 1996
20 Brookfield, 1995

2l Kasset al., 1997

2 Gruhl et al., 1997

2 Hager et al., 1996

2 O'Neill et al., 1998
ZYang et al., 1996
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Die Transkriptionseffizienz kann Uber zusétzliche oder fehlende Introns beeinfluft werden.
Diese Veranderungen wirken sich allerdings nicht auf die fertige mRNA aus und kénnen
somit auch keine Unterschiede im kodierten Protein bewirken. Im Anschlul® werden Beispiele
gegeben, in denen sich durch Mutationen im Genom auch die mMRNA andert.

B.2.2.2 Veranderung der Genstruktur durch Punktmutationen

Bisher gaben Kudo und Fukuda ein Beispid fir den Verlust eines Exons (Exon-Skipping)
durch eine Punktmutation in der 5'-Splei3stelle des dritten Introns des Glycophorin B-Gens
(im Vergleich zum Glycophorin A).?

B.2.2.3 Verdnderung der Genstruktur durch Insertionen von Retroposons

Fur eine Veranderung der Genstruktur durch Insertionen von beweglichen DNA-Elementen
(zumeist Retroposons in Eukaryoten) in fernerer Vergangenheit oder auch bei neu
aufgetretenen Mutationen wurden mittlerweile eine grof3e Anzahl von Beispielen gefunden.
Dabe lassen sich zwei Arten von veranderter Genstruktur unterscheiden:

Zum einen wird ein veranderter Promotor Uber zusétzliche, durch die Insertion vermittelte
(teilwei se gewebsspezifische) Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren und somit auch ein
eventud| veranderter 5'-Bereich der mRNA generiert und zum anderen kann ein veréndertes
Spleil}en der pr&mRNA hervorgerufen werden. Einige repetitive Elemente konnen kryptische
Spleil3- und poly(A)-Signale enthalten, die nach einer Insertion verwendet werden und zu
einer veranderten mRNA fihren. Beispiele fir einen veranderten Promotor sind der Amylase-
Genkluster des Menschen und das Sex-linked Protein der Maus.?” Poly(A)-Signale werden
von unterschiedlichen Retroposons im menschlichen Thymidilatsynthase-Gen?® und im
MHC-K lasse 1-Gen der Maus geliefert.

Ein ver&ndertes Spleildmuster ist zum Beispid bel Genen der Maus bekannt fir das C4-
Komplement-Gen,® fir das R-Glycin-Rezeptor-Gen®* und fiir das CIC-1-Gen.** Daneben
kénnen Retroposons auch Enhancer- und Silencer-Bindungsstellen inserieren, allerdings
wirken sich diese nur auf ein verandertes Expressionsverhalten des in der Nahe kodierten
Proteins aus und nicht auf die eigentliche Genstruktur.

B.2.2.4 Veranderung der Genstruktur iber Rekombination

Die Genstruktur kann von mobilen DNA-Elementen nicht nur durch Insertionen beeinfluf3t
werden, sondern indirekt Uber Rekombination gleicher Elemente an unterschiedlichen
Positionen in der N&he des 3gleichen Gens. Dies konnte u. a anhand des Glycophorin-
Genklusters gezeigt werden.®® In diesem Beispied wird der folgende Mechanismus
vorgeschlagen. Nach erfolgter Genduplikation (durch mehrfache Rekombination zwischen
zwei  Alu-Elementen des potentiellen singuldren Vorlaufers GPA) kommt es zu
Rekombinationen zwischen den so entstandenen drei Genen.

% Kudo & Fukuda, 1989

2" Robins et al., 1992

2 Britten, 1997

P Kresset al., 1984

%0 pattanakitsakul et al., 1992
S Milhardt et al., 1994

2 Steinmeyer et al., 1991

* Huang et al., 1995
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Von den zwel evolutiv gesehen jungeren Genen (GPB, GPE) werden mRNAS kodiert, die
nicht das Exon VI und VIl enthalten und in denen einige Exons durch Punktmutationen nicht
erkannt werden. Falls ein Fusionsgen aus GPA und GPB bzw. GPA und GPE durch
Rekombination gebildet wird, kann durch Ubertragung von intakten oder defekten
Spleil3stellen eine neue Genstruktur entstehen.

Ein Beispid fir eine direkte Verdnderung der Genstruktur durch Rekombination von
repetitiven Elementen ist fir das Antithrombingen bekannt. Typ | Antithrombindefiziens kann
durch eine homologe Rekombination zwischen zwei Alu-Elementen verursacht sein. In
diesem Fall ist ein 2,8kB groles Fragment des Gens deletiert, welches zwischen den
beteiligten Alu-Elementen liegt und das Exon 5 enthalt.*

B.3 Serpine

B.3.1 Ubersicht tiber die Serpine

Die Serpin-Superfamilie entwickelte sich tiber einen Zeitraum von 500 Millionen Jahren. %
Aufgrund der haufigen Funktion als Serin-Proteinase-Inhibitor wurde den Proteinen dieser
Name verliehen.*” Uber 100 dieser Proteine konnten bisher in Viren und Eukaryoten, nicht
aber in Prokaryoten identifiziert werden.***® Sie bestehen aus etwa 400 Aminosiuren mit
einem Molekulargewicht von 38-70 Kilodalton (kD). Die Identitét in der Aminosiure-
Sequenz zwischen den Serpinen betrégt manchmal nur etwa 30 %,* doch ihre Terti&rstruktur
ist hoch konserviert. Funktionell lassen sich Serin-Proteinase-Inhibitoren, Cystein-Proteinase-
Inhibitoren* und nicht inhibierende Proteine** unterscheiden. In Tabelle 2 sind exemplarisch
einige Serpine und ihre Funktion aufgefhrt.

Tabelle 2: Inhibierende und Nichtinhibierende Serpine®

Inhibierende Serpine Zid-Proteinase Funktion der inhibierten Proteinase
a;-Antitrypsin Elastase Proteolyse von Elastin
a,-Antichymotrypsin Cathepsin G Entziindung
a-Antiplasmin Plasmin Fibrinolyse
Antithrombin Thrombin Blutgerinnung
C1-Inhibitor C1, Kallikrein, Komplement-Aktivierung

Faktor Xlla
Heparinkofaktor 11 (HCII) Thrombin Blutgerinnung, Fibrinolyse, Mitogenese
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 ~ Gewebsplasminogen- Fibrinolyse
(PAI-1) aktivator (tPA)
Nicht inhibierende Serpine Funktion des Serpins
Angiotensinogen Peptid-Hormon-V orlaufer, Blutdruck-Regulation
Corticosteroid-bindendes Globulin Hormon-Transport
Ovalbumin Unbekannt
Thyroxin-bindendes Globulin Hormon-Transport

* Oldset al., 1993

% Hunt & Dayhoff, 1980; Gils & Declerck, 1998
% Bartuski et al., 1997

37 Carrell & Travis, 1985

% Marshall, 1993; Mc Carthy & Warrel, 1997

% Huber & Carrell, 1989

“0 Takeda et al., 1995

“L Wright, 1984

“2 Krepulat, 1999; Potempacet al., 1994
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Einen weiteren Hinwels auf den Verwandtschaftsgrad von unterschiedlichen Serpinen einer
Art oder aber gleicher Serpine aus unterschiedlichen Arten liefert ihre jeweilige Genstruktur
(seheB.3.2).

Das Schema der Proteinase-Hemmung durch Serpine verlauft fir die meisten Serpine
enhetlich. Nachdem in enem ersten Schritt ein Michadis-Komplex (E - 1) zwischen
Inhibitor (I) und Enzym (E) gebildet wird, kommt es anschlief3end zur Ausbildung enes
kinetisch stabilen tetrahedralen Komplexes (E © 1).** Die relativen Mengen der einzelnen
Komponenten héngen von den Bedingungen fir die Komplexbildung, den speziellen
Reaktionsbedingungen, der Struktur der sogenannten Serpin-Schleifenregion und der Zid-
Proteinase ab. Die Bildung des Komplexes 183 sich wie folgt schematisch darstellen:

E+10 E-10 E°|

Die exponierte Schleife des reaktiven Zentrums enthdlt die als P1-P1” bezeichneten
Aminosaure-Positionen, deren Peptidbindung durch die Ziel-Proteinase angegriffen und
gespalten wird. In Abbildung 5 ist als Beispie ein Modedl der Inhibierung von Thrombin
durch HCII dargestelt. Die Aminosaure an Position P1 hat einen entscheidenden Einfluld
darauf, welche Proteinase inhibiert werden kann.

Abbildung 5: Modell der Inaktivierung von Thrombin durch HCII*

- Thrombin Thrombin-HCI I
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| | D
" ,
| _
OH Lol n-c-c—
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H CHO H cH,O H CH,O H o Cn,
& OH LA OH
HC CH, H,C CH,
PlLleuddd Pl Serd4s PllLeudd4d  P1" Serd45

Die Serin-Hydroxyl-Gruppe im katalytischen Zentrum von Thrombin greift das Carbonyl-Kohlenstoffatom der
P1-Einheit im HCII an. Nach Spaltung der Peptidbindung wird eine neue Ester-Bindung mit dem Serinrest vom
Thrombin geschlossen.*

B.3.2 Genstruktur der Serpine

Die Anzahl und die Position der Introns ist in den Serpingenen variabel. Aus diesem Grund
lassen die Serpine sich nicht nur durch ihre Proteinstruktur und -funktion, sondern auch nach
ihrer Genstruktur einteilen. Die Exon/Introngrenzen der sieben moglichen Untergruppen
stimmen mit der GT/AG-Regel (iberein.”>* In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht tiber
die Serpingenfamilien gegeben, und im Anschlu® an die Tabelle werden Mitglieder der
Genfamilien exemplarisch beschrieben.

“3 Potempaet al., 1994

“ Tollefsen, 1988

4 Breathnach & Chambon, 1981
6 Mount, 1982
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Tabelle 3: Serpingen-Familien
Bezeichnung Struktur Beispide Zidenzym Funktion
, Ovalbumin Related | 8 Exons, 7 Introns | Ovalbumin®"" - Unbekannt
Serpin“-Familie PI-5 (Maspi nfﬁ unbekannt 5,10
(Ov-Serpine) PI-8 (CAP2)*® unbekannt unbekannt
PI-10 (Bomapin) * unbekannt unbekannt
1. Subfamilie Plasminogen-Aktivator- uPA, tPA 1,5,12
Inhibitor-2 (PAI-2)*
SCCA-1, SCCA-2%4° unbekannt unbekannt
Y Gen® unbekannt unbekannt
2. Subfamilie 7 Exons, 6 Introns | PI-2 (M/NEI, ELANH2)*>*° | N. Elagtase, Cat.G 8
PI-6 (placental t. inhibitor, Thrombin 14
CAP, p35, PTI) [SPI- f
PI-9 (CAP3, GrnB-Inh.)*** unbekannt unbekannt
a;-Antitrypsin- 5 Exons, 4 Introns | PI-1 (a;-Antitrypsin,>> Elastase 1
Familie (bei PI-1: 7 Exons) | a,-Proteinase-Inhibitor)
a;-Antitr.-related-P. (ATR) unbekannt unbekannt
Corticosteroid-bindendes -, (Elastase) 6
1. Subfamilie 1. Intron >5kB Globulin (CBG)® 2 _
Heparinkofaktor |1 Thrombin 14
(Leuserpin-2)> _ .
Protein C Inhibitor Protein C, Kallikrein 14
(Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-3; PAI-3)°
2. Subfamilie 1. Intron ca. 2kB | Angiotensinogen (AGT)> - 4
[FANG bei Ratte]
a;-Antichymotrypsin®>® Cat. G, Chymase 1,2,8
PI-4 (Kallistatin)® Kallikrein unbekannt
Thyroxin-bindendes - 6
Globulin (TBG)*®
a-Antiplasmin- 10 Exons, 9 a-Antiplasmin (PLI)"™ Plasmin 12
Familie Introns Cl-Inhibitor™ Cl Esterase 13
Antithrombin- 7 Exons, 6 Introns | Antithrombin Thrombin 14
Familie (Antithrombin 11)°""
Maus J6-Familie 5/6 Exons, J6 [HAT™® - 11
4/5 Introns
Manduca-Serpin- 10 Exons (12 ater. | Manduca sexta-Serpin-1 Chymotrypsin, unter-
Familie Varianten von (Alaserpin) 7’ Elastase, schiedlich
Exon 9), 21 Introns Trypsin
(davon 12 altern.)
PAI-1-Familie 9 Exons, 8 Introns | PI-7 (Nexin-1) [SPI-4]> Plasmin,Thrombin 19
PI-12 (Axo., Neuroserpin)® uPA, tPA 97?
Plasminogen-Aktivator- uPA, tPA 1,10,12,14
Inhibitor-1 (PAI-1)"
Pazl-Familie 2 Exons, 1 Intron | Pazl-Gen (Barley Protein)> unbekannt Unbekannt

Erlauterungen zu der Tabelle auf der ndchsten Seite

*"Heliget al., 1982; Woo et al., 1981
“ Yeet al., 1989; Genbank-Zugriffskodierung: J04606 / M 24651 - M24657
9 Schneider et al., 1995; Genbank-Zugriffskodierung: U19558 - U19568 / U19569 - U19576

* Heilig et al., 1982
' Long et al., 1984

*2 Morgan & Kalsheker, 1997
%3 Kamp & Ragg, 1999; Ragg, 1986; Tollefsen, 1988; Genbank-Zugriffskodierung: J05309
> Fukamizu et al., 1990; Genbank-Zugriffskodierung: X15323 - X15327
% Poller et al., 1993; Genbank-Zugriffskodierung: X68733 - X68737

% Hayashi et al., 1993; Genbank-Zugriffskodierung: L13470

5" Prochownik et al., 1978
%8 Wang, 1992; Genbank-Zugriffskodierung: J05609
% McGrogan et al., 1990; Vosset al., 1996

% Berger et al., 1998

1 Brand et al., 1990
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Erlauterungen zu der Tabelle 3 (vorhergehende Seite)

" Das angegebene Zielenzym (und somit auch die Funktion) bezieht sich nur auf die bekanntesten inhibierten
Proteinasen. Die meisten Serpine haben eine Reihe von Zielenzymen. Die Angaben wurden von Potempa®
Ubernommen und modifiziert. Alternative Bezeichnungen fir Gene wurden in runde Klammern gesetzt, wahrend
eckige Klammern fur aquivalente Gene in anderen Arten verwendet wurden. Die Numerierung der
unterschiedlichen funktionellen Bereiche wurde wie folgt durchgefihrt: (1) Remodellierung der extrazelluléren
Matrix, (2) Umwandlung von Prohormonen, (3) Intrazellulérer Proteinabbau, (4) Kontrolle des Blutdrucks, (5)
Tumor Supression, (6) Hormon Transport, (7) Virale oder parasitére Pathogenitét, (8) Modulation der
Entziindungsreaktion, (9) ZdlIdifferenzierung, (10) Zellwanderung, (11) Proteinfaltung, (12) Fibrinolyse, (13)
Komplementkaskade und (14) Blutgerinnung. Abkirzungen: Axo.: Axonin, CAP: cytoplasmic antiproteinase,
Cat.G: Cathepsin G, GrnB-Inh.: Granzyme B Inhibitor, M/NEI: Monocyten/Neutrophile Elastase Inhibitor,
N. Elastase: Neutrophile Elastase, Plasm.: Plasmin, SCCA: squamous cell carcinoma antigen, Thromb.:
Thrombin, tPA: Gewebsplasminogenaktivator, uPA: Urokinasetyp Plasminogenaktivator

Das pflanzliche Pazl-Gen (3,1 kB) kodiert das im Endosperm der Gerste vorhandene Protein
Z,4, setzt sich aus zwei Exons und einem 334 Bp grof3em Intron zusammen und gehdrt somit
in keine der anderen Serpin-Familien.® Die Aminosiureindentitdt gegeniiber anderen
Serpinen liegt bei 25-30 %. Im folgenden werden die Mitglieder der Ubrigen Familien
beschrieben.

Ovalbumin-Related Serpin-Familie (, Ov-Serpin€*)

Zu den , Ov-Serpinen* gehéren Serpingene, die aus acht Exons und sieben Introns bestehen.®
Eine Rehe dieser Serpingene (PI-5/8/10) liegt bem Menschen in einem Cluster im
Chromosomenbereich 18g21.3 vor.* Weitere Gene der ersten Subfamilie (PAI-2, SCCA-1,
SCCA-2) konnten ebenfalls der Region 18021-23 zugeordnet werden.

Den Serpinen PI-6, PI-9 und PI-2 (ELANH2) fehlt jeweils das dritte Intron der anderen
Serpingene aus dieser Familie. Die Gene sind in einem Cluster auf dem menschlichen
Chromosom 6p25 lokalisiert.®**% Aufgrund dieser Unterschiede sind sie in Tabelle 3 as
eine Subfamilie aufgefuhrt. In der folgenden Abbildung ist die Genstruktur von einigen Ov-
Serpinen schematisch dargestellt.

Abbildung 6: Genstruktur der ,, Ov-serpine"

47 185 51 129 118 143 156 1043
Ovalbumin (1) -0-16-_-03+06-I-04—I—10--03-— o
182 51 129 118 143 156 1142
GenY (1) -D-lS-I-V—A—M—I—os—I—OZ--M-—Og-:D—
68 177 120 129 118 143 165
PAI-2(2) SIRLE .--I——l—--- -:D—
35 191 129 118 143 156
SCCA-1(2) —|]-o,74-—10—l—09—I—07—l—10--05-— -:D—
24 191 129 118 143 156
SCCA-2(2) o {1 os -1zl ol -:I—
_ - e 15 N\wr/ 118 143 156 540
Proteinase Inhibitor 6 (2) .[|.20_|-_ Lo—fi 15 il s o - o .-:|_
178 118 143 156 790
Proteinase Inhibitor 9 (2) E|-4°—|-— —.— c—i- ol -
176 118 143 168 989

Proteinase Inhibitor 2 (2) —0-12-[-—17+05—.—16--01.-_18_-:D_
Exons sind as Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. Die unteren drei Gene werden in die zweite Subfamilie eingeteilt. Die Lénge des 3'-gelegenen
Exons ist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Die Zahlen in Klammern bedeuten: (1) Gene vom
Huhn und (2) menschliche Gene.

62 potempaet al., 1994

® Coughlin et al., 1993; Riewald et al., 1995; Sprecher et al., 1995; Zou et al., 1994
® Eyreet al., 1996; Genbank-Zugriffskodierung: U71364

® Sun et al., 1995; Sun et al., 1998; Genbank-Zugriffskodierung: Z22658

% Evanset al., 1995; Zeng et al., 1998; Genbank-Zugriffskodierung: AF053630
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ai1-Antitrypsin-Familie

Die ai-Antitrypsin-Familie ist durch eine Kernstruktur von funf Exons und vier Introns
gekennzeichnet. Beim aj-Antitrypsin wurden zwel weitere Exons in Makrophagen gefunden
(es werden drei verschiedene Transkripte Uber alternatives Spleif3en der Exons 1A/1B/1C
gebildet),>* so daRl vermutet werden kann, da? auch bei anderen Mitgliedern dieser Familie
zusétzliche Exons vorkommen. Diese Serpingene beinhalten ein kleines nicht kodierendes
erstes Exon® und die drei Kodon-unterbrechenden Introns befinden sich exakt an den
gleichen Positionen. Die Exons 3 und 5 des CBG Gens sind nur schwach konserviert. Eine
abweichende Funktion dieses Serpins von der verbreiteten Proteinase-Hemmung konnte der
Grund s&in.® Be den Mitgliedern dieser Genfamilie sind die Introns gegeniiber den anderen
Serpingenfamilien unterschiedlich positioniert. Eine Ausnahme bildet das zweite Intron,
welches an der &guivalenten Position zum Intron 4 von Antithrombin und zum siebten Intron
von a,-Antiplasmin liegt (siehe Abbildung 10).°® Aufgrund der Lange des ersten Introns
werden die Serpine dieser Familie in zwel Unterfamilien eingeteilt,”® Serpine mit einem
Intron 1 von ca. 2kB L&nge und solche mit Uber 5 kB Lange. Ein Vergleich der Serpin-
Peptidsequenzen filhrt ebenfalls zu dieser Abgrenzung.” Der Abbildung 7 kann allerdings
entnommen werden, dal3 (auf der Ebene der Genstruktur) diese Einteilung Gene
zusammenfal¥, die sich nicht wesentlich von der jeweils anderen Subfamilie unterscheiden.
Eine Analyse der chromosomalen Region 14g32.1 des Menschen zeigt, dal? hier die Gene fur
ai-Antichymotrypsin, Protein C Inhibitor, Proteinase Inhibitor 4 (Kalistatin), a;-Antitrypsin
und Corticosteroid-bindendes Globulin in eéinem Cluster vorliegen. In dem Cluster befindet
sich ebenfalls das Gen fiir das a;-Antitrypsin-ghnliche Protein.”* Nach der Theorie der
Entstehung neuer Gene iber Genduplikation’ spricht dieses Genkluster ebenfalls gegen eine
Einteilung in die beschriebenen Subfamilien. In der folgenden Abbildung ist die Genstruktur
der Mitglieder der a;-Antitrypsin-Familie dargestellt.

Abbildung 7: Genstruktur der a;-Antitrypsin-Familie

_ _ 207 209 _ 50 650 271 148 268
a;-Antitrypsin —r e e — -
271 148 355
CBG —& —[- -
Heparinkofaktor Il —D— _ - m Eﬂ—
Protein C Inhibitor —u —[- - ..
Angiotensinogen e — . W
ai-Antichymotrypsin —5D7—22 _&3,4 —26-8—3,8 —151—0,7 —ﬁzj—
Proteinase Inhibitor 4 o — — -l
TBG 29 639 274 148 478

Exons sind a's Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. Die unteren vier Gene werden einer eigenen Subfamilie zugeordnet. Die Lénge des 3'-gelegenen
Exonsist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Die ersten beiden Exons (rot) des a;-Antitrypsingens
werden alternativ gespleifdt und kommen nur in einem Teil der mRNAs vor.

&7 Hayashi & Suzuki, 1993; Genbank-Zugriffskodierung: M64880 - M64884 / M68516 / S69366
% Hammond et al., 1987; Underhill & Hammond, 1989; Genbank-Zugriffskodierung: J02943

% Chai et al., 1994

" Marshall, 1993

" Rollini & Fournier, 1997

"2 Seralini et al., 1990
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az-Antiplasmin-Familie

Zu dieser Gruppe gehdren Serpingene, die aus zehn Exons und neun Introns bestehen. Bisher
werden die Gene fir a,-Antiplasmin und den C1-Inhibitor (obwohl bel diesem Gen bisher nur
8 Exons gefunden sind) zu dieser Familie gerechnet. Be den beiden Genen sind funf
Intronpositionen identisch.” Beim Vergleich mit anderen Mitgliedern der Serpingen-
Superfamilie stimmt die Position des siebten Introns (von az-Antiplasmin bzw. des flnften
Introns des C1l-Inhibitorgens) mit der Position des zweten Introns der Gene fur
Angiotensinogen der Ratte, des humanen ai-Antitrypsin und mit der Position des vierten
Introns (mit einer Verschiebung um en Nukleotid) von Antithrombin Uberein (siehe
Abbildung 10). Dies deutet darauf hin, dald sich a,-Antiplasmin von enem gemeinsamen
Vorlaufer dieser Serin Protease Inhibitoren ableitet.”"* In der folgenden Abbildung ist die
Genstruktur dargestellt.

Abbildung 8: Genstruktur der a,-Antiplasmin-Familie

) ] 17 67 39 63 202 144 204 143 205 1143
ax-Antiplasmin - - s.o{F o1 o1 {}- o3 {15 - o - oo - o W1

L 38 73 499 135 204 140 220 518
C1-Inhibitor fosT e M- M- ER-o:-H0---00 B

Exons sind as Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. In der Abbildung sind dhnliche Sequenzberei che untereinander dargestellt. Nur die Introns 5-9 vom
a-Antiplasmin-Gen haben identische Position zu den Introns 3-7 des C1-Inhibitor-Gens. Die Lénge des 3'-
gelegenen Exons ist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Die Angaben beziehen sich auf die
menschlichen Gene.

Antithrombin-Familie

Das Antithrombingen besteht aus sieben Exons und sechs Introns. Bisher kann nur das
Antithrombingen dieser Struktur zugeordnet werden.”

Das zweite und das vierte Intron befindet sich an aquivalenten Positionen anderer Serpine.
Das zweite Intron liegt an der gleichen Position wie das zweite Intron des Ovalbumingens und
das vierte Intron befindet sich an ghnlicher Position zum Intron 2 des as;-Antitrypsins ®° (siehe
Abbildung 10) und des J6-Gens.”® Nachfolgend ist die Struktur des Antithrombingens
schematisch dargestelIt.

Abbildung 9: Antithrombin Genstruktur
367 216 138 391 261

. . 87 65
Antithrombin B - oo I o §:

Exons sind a's Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. Die Lange des 3'-geegenen Exons ist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Die
Angaben beziehen sich auf das menschliche Gen.

3 Hirosawa et al., 1988; Genbank-Zugriffskodierung: D00174 / J03830
™ Carter et al., 1991; Genbank-Zugriffskodierung: X54486
> Bock et al., 1982; Bock et al., 1988; Olds et al., 1991; Prochownik et al., 1985; Genbank-K odierung: X68793
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Abbildung 10: Vergleich von Exon/Introngrenzen an homologen Proteinpositionen

Exon Intron Exon
Ovabumin CAA ATA AAT AAG gtgagcctac...tcaattacag GIT GIT CGC TTT
Exon 2 Gnlle Asn Lys Val Val Arg Pheg
Antithrombin CAA CTG ATG GAG gt acgaccaa. ..acttctatag GTA TTT AAG TTT
Exon 2 Adn Leu Met Gu Val Phe Lys Phegg
ai-Antitrypsin ATC TTC TTT AAA G gtaaggtt...cctctctccag GC AAA TGG GAG
Exon 2 Ile Phe Phe Lys G ly Lys Trp d ugs
ax Antiplasmin  GCC ATC CAC TTC G gtgcgcetc...ctgggtttcag GI TTC TGG AGG
Exon 7 Ala lle Hs Phe G Iy Phe Trp Argos
Antithrombin CTG GAC TTC AAG gtgagttgca...ttctcctcag GGC CTG TGG AAG
Exon 4 Leu Asp Phe Lys Ay Leu Trp LySos

In der Abbildung sind zwel Exon/Introngrenzen von Mitgliedern unterschiedlicher Serpinfamilien vergleichend
dargestellt. Die gezeigten Exonbereiche weisen bzgl. ihrer Aminosiuresequenz Ahnlichkeiten auf. Somit
exigiert zum einen en Intron an einer vergleichbaren Positionen nach dem Exon 2 des Ovalbumins und
Antithrombins und zum anderen ein Intron an nahezu gleicher Position beim Antitrypsin, Antiplasmin und beim
Antithrombin.®*"" Das Antithrombin-Intron 4 ist um 1 Nukleotid gegeniiber den beiden anderen Serpinen
verschoben. Die angegebenen Sequenzen stammen vom Menschen, mit Ausnahme von Ovalbumin (Huhn).

Maus J6-Familie

Zu dieser Familie gehdren Serpingene, die aus finf Exons, einem optionalen Exon 1A und
vier bzw. fUnf Introns bestehen. Bisher kann nur das J6-Gen der Maus dieser Gruppe
zugeordnet werden. Die Positionen der Introns sind mit Ausnahme von Intron 2 nicht
identisch im Vergleich zu anderen Serpinen.” In Abbildung 11 ist die Genstruktur dargestelt.

Abbildung 11: Calligin-2 (J6) Genstruktur

66 44 562 95 233 988
J6 (H47) 00 - 2.c - o oo )
Exons sind as Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. Die Lange des 3'-gelegenen Exons ist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Das rot
markierte Exon 1A kommt nur in eénem Teil der Transkripte vor.

Manduca-Serpin-Familie

Zu der Manduca-Serpin-Familie gehdren Serpingene, die aus zehn Exons und neun Introns
bestehen. Bisher kann nur das Serpin von Manduca sexta dieser Gruppe zugeordnet werden.
Exon 9, welches fir das aktive Zentrum kodiert, kommt dabei in 11 Varianten vor.
Alternatives Spleifien der pr&mRNA erzeugt eine Inhibitordiversitét, Gber die eine Viezahl
von Proteinasen reguliert werden kann. Jede Variante von Exon 9 hat verschiedene P1-
Reste.”” Im AnschluR ist die Genstruktur dieses Serpins gezeigt.

Abbildung 12: Manduca-Serpin Genstruktur

58 95 144 204 99 141 210 145 126 96
Manduca-Serpin - —{}- 2.0 i o.c il 0. - o.: -l o5 - o1 - o - 11 < —
.

9 weitere Exons

Exons sind as Baken dargestelt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich.
Grof3e Zahlen Uber den Balken geben die Exongrdle in [Bp] an, wéhrend kleine Zahlen
zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB] bezeichnen. Die Exon 9-Varianten werden
aternativ gespleif3t (rot markiert).

® Wang, 1992
" Jang et al., 1996; Genbank-K odierung: U58361
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PAl-1-Familie

Zu der PAI-1-Familie gehdren Serpingene, die aus neun Exons und acht Introns bestehen. "
Die acht Exon/Introngrenzen von PAI-1 sind konform zur GT/AG-Regel.” Zu dieser Familie
gehoren ebenfalls die Gene fur Nexin-1 (PI-7) und fur Neuroserpin (Pl-12). Diese Proteine
werden im Nervensystem exprimiert. Im Anschlul® ist die Genstruktur der PAI-1-Familie
schematisch dargestelIt.

Abbildung 13: Genstruktur der PAI-1-Familie

144 272 234 195 199 101 87 84 1823
PAI-1 O e oo
. >261 231 195 199 101 87 84
Nexin-1 —|:|— 2 SEEE LIRS —.—zo-l-ls—l—zz—l—zo—ijﬂ—
268 231 195 205 98 87 90 1780

NeUwosspin oo g o oo 00 A

Exons sind a's Balken dargestellt. Schwarze Balken zeigen den trandatierten Bereich. Grof3e Zahlen Uber den
Balken geben die Exongrdfde in [Bp] an, wahrend kleine Zahlen zwischen den Exons die Introngréf3e in [kB]
bezeichnen. Die Lange des 3'-geegenen Exons ist bis zum Beginn der poly(A)-Sequenz angegeben. Die
Angaben beziehen sich auf die menschlichen Gene mit Ausnahme vom Neuroserpin (Maus). Die Exongréflzen
des Nexingens wurden nach Angaben abgeschétzt, die auf Aminosdurepositionen beruhen.

B.4 Heparinkofaktor |1
B.4.1 Das Heparinkofaktor II-Protein

Heparinkofaktor 11 (HCII) wird auch als Leuserpin-2 bezeichnet®® und gehért zu der as-
Antitrypsin-Familie der Serpine®! (Tabelle 3, Abbildung 7). HCII ist ein effektiver Inhibitor
der Serin-Proteinasen Thrombin und Chymotrypsin. Es ist wahrscheinlich, dal3 HCII weitere
Aktivitdten besitzt, da bisher nur wenige Patienten mit einer totalen HCII-Defiziens bekannt
snd. Thrombin selbst ist durch Aktivierung verschiedener Faktoren (Faktor V, VIII, XI und
XI1) ein Schlissdlenzym der Blutgerinnungskaskade, wahrend Chymotrypsin eine Endo-
peptidase im Dinndarm der Wirbeltiereist.

Das Molekulargewicht vom glykosylierten HCII des Menschen wurde anhand der Sedimenta-
tionsgeschwindigkeit mit 65,6 kD% oder mit Hilfe von SDS-Polyacrylamidgel el ektrophoresen
zu 66-78 kD (je nach Elektrophoresebedingungen®) bestimmt. Die Polypeptidkette besteht
aus 480 Aminosauren mit einem vorausgehenden aminoterminalen Signalpeptid von 19
Aminosauren.®® Das Protein umfaft drei potentielle N-Glykosylierungsstellen und drei
Cysteinreste, die jedoch keine Disulfidbriicken bilden. Die Gesamtmasse besteht zu etwa
10 % aus K ohlehydraten ®>#°

8 Bosma et al., 1988; Loskutoff et al., 1987; Genbank-Zugriffskodierung: X 13338 - X 13345
" Breathnach et al., 1978; Breathnach & Chambon, 1981

% Ragg, 1986

8 Tollefsen, 1995

8 Tollefsen et al., 1982

8 Pratt et al., 1989

8 Blinder et al., 1988

8 Kim, 1988

8 Zhang et al., 1994
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Das menschliche HCII-Protein (hHCII) zeigt zu den Serpinen Antithrombin, a;-Antitrypsin
und a;-Antichymotrypsin eine Aminosiureidentitat von mindestens 30 %,%” wobei die grofite
Ahnlichkeit im carboxyterminalen Bereich zu finden ist. Das reaktive Zentrum (Positionen
Leud44—Serd45) liegt in dieser Region. Die Glykosaminoglykan-Bindungsstelle befindet sich
in dem zentralen Bereich des Proteins (Abbildung 14, schattierter Bereich).*® Die 80
aminoterminalen Aminosiuren des HCIl zeigen Ahnlichkeit zu der carboxyterminalen
Domane von Hirudin,*® jedoch keine Homologie zu anderen Serpinen. Aus diesem Grund war
es bisher nicht moglich, einen Vorschlag fur die gesamte 3D-Struktur von HCIl anhand von
anderen Serpinen zu machen.

Der Thrombininhibitor Hirudin des Parasiten Hirudo medicinalis (Blutegel) bindet
wahrscheinlich an Thrombin &hnlich wie HCII (iber einen sauren Proteinbereich.*® Der C-
Terminus zeigt strukturelle Ahnlichkeit zu den sauren Domanen von HCII und bindet
ebenfalls an die Exosite | von Thrombin (Abbildung 15). Die P1-Position des reaktiven
Zentrums scheint normalerweise bei Serpinen die Spezifitdt fur die Zieproteinase zu
bestimmen. Ein Leucinrest an Position P1 von HCII &3 eine Inhibierung chymotryp-
snahnlicher Enzyme und nicht vom Thrombin erwarten. Die aminoterminale Region im HCI|
(Abbildung  15) enthdlt jedoch  zwel

aufelnanderfolgende saure Sequenzen (AS53-65 Abbildung 14: Schematisches HCII-Modell
und 66-78 im hHCII), die die Inhibierung von
Thrombin bel Anwesenheit von Glykosaminogly-
kanen® erméglichen (Abbildung 15). Die
Thrombin-Inhibierungsrate wird durch
Glykosaminoglykane, wie z.B. Heparin oder
Dermatansulfat, um etwa das 1000fache® erhoht,
dagegen haben sie keinen Effekt auf die Chy- R—@B®
motrypsin-Inhibierung. Auch andere sulfatierte hreoh )

: : 173 184 185 189 192 193
Polyanionen, wie Pentosan Polysulfat, Glykosaminoglykan-Bindungsstelle

fukosyliertes ~ Chondroitinsulfat, Chondro-
itinsulfat E oder Dextransulfat kénnen die HCII-

Aktivitét erhthen.® C
HCII-Defizienz wird beéim Menschen autosomal >

dominant vererbt.*® Ein Mangel an HCIl wurde
bel Patienten mit Thrombose beobachtet, obwohl

normale Antithrombin-Konzentrationen vorlagen. Reaktives Zentrum (PLPL)
:ﬂ %@ COOH

Aus diesen Daten folgt, daf3 HCII moglicherweise
eine physiologische Bedeutung in der Throm-
bosepravention  besitzt.®  Andererseits  wird
berichtet, da3 eine homozygote HCII-Defizienz Die graue Fliche des Modd 1€9% markiert den Be-
nur zu einem geringen erhohten Thromboserisiko yeich, der Homologie mit anderen Serpinen aufweist.
fuhrt, wenn nicht paralld ene Antithrombin-

Defizienz vorliegt.

444 445 480

8 Tollefsen, 1988

8 Colwell et al., 1999

8 Tollefsen, 1997

% Ragg et al., 1990

%1 Simioni et al., 1990; Tran et al., 1985
2 Villaet al., 1999
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Abbildung 15: Inhibierung von Thrombin durch HCII (Modd)*°

Exosite |

Thrombin Thrombin

reactive
center

catalytic
center

ranciive (3|[ | catatie
center il-\mT
W

In Abwesenheit von Glykosaminoglykanen (GAG) ist Nach GAG-Bindung kann die saure Doméne von
die saure Doméne von HCI1 Uber ionische Bindungen HCII mit der Thrombin-Exosite | interagieren und
intramolekular gebunden. Eine Interaktion mit den Komplex stabilisieren.

Thrombin ist nur Uber das reaktive Zentrum maglich.

B.4.2 Die Struktur des Heparinkofaktor I1-Gens

Das humane HCII-Gen (hHCII) besteht aus funf Exons und vier Introns und befindet sich in
einem iiber 14 kB groRen Bereich innerhalb des Chromosomenbereichs 22q11.%°%% Die
bekannte Exon/Intron-Struktur von HCII stimmt mit der Gen-Grundstruktur der ai-Anti-
trypsin-Familie Gberein (Abbildung 7). Im folgenden sind die bekannten Daten zum HCII-
Gen von Mensch, Maus und Ratte aufgefiihrt.

Das menschliche HCII-Gen (Homo sapiens HCII, hHCII):

Der chromosomale Bereich, der in Leberzellen in eine hHCII-pr&mRNA transkribiert wird,
umfalt beim Menschen etwa 13,7 kB.** Die cDNA (2,3 kB) wurde synthetisiert, indem
humane Hepatozyten-RNA al's Matrize verwendet wurde.****** Die mRNA von hHCII konnte
bisher in Leber mRNA und Lungen mRNA nachgewiesen werden.®

Die in einer Lungen-cDNA-Bank gefundene HCII-cDNA ist am 5"-Ende des zweiten Exons
verlangert (Exon 1*). Der genaue Start des mRNA-Transkripts ist unbekannt, allerdings
scheint das aus Leber bekannte Exon 1 nicht vorhanden zu sein. Trotz des unterschiedlichen
5'-Endes ist der kodierende Bereich der mRNAs aus Lunge und Leber identisch.®

Das HCII-Gen der Maus (Mus musculus HCII, mHCII)

Aus Leber-cDNA-Banken der Maus wurde eine mHCII-cDNA mit der Lange von 2,0 kB
gewonnen und mit Northernblots eine 2,3 kB grofe mRNA identifiziert. Keine Transkripte
konnten dagegen in Herz, Gehirn, Milz, Lunge, Skelettmuskel, Niere, Testis, Plazenta,
Pankreas oder Darm gefunden werden.®® Das Gen fiir HCII liegt auf dem Chromosom 16 der
Maus zwischen den Genen Prm-1 und Igl vor. Die ermittelte Gesamtlange des mHCII-Gens
betragt 7,1 kB. Die publizierte Sequenz enthélt jedoch keine Bereiche, die dem menschlichen
Exon 1 entsprechen.® Das Protein ist beziiglich seiner Aminosiuresequenzen zu 83 %
identisch zum menschlichen HCI1.%

% Kimet al., 1996; Ragg & Preibisch, 1988
% Herzog et al., 1991

% U. Schmidt, unverdffentlichte Daten

% Colwell & Tollefsen, 1998
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Das HCII-Gen der Ratte (Rattus norvegicus HCII, rHCII)

Northernblots ergaben eine Lénge der cDNA des rHCII von 2,1 kB. Mit RT-PCR wurden
zwel Transkripte unterschiedlicher Lange gefunden.’” Southernblotergebnisse zeigen, dai?
diese Transkripte Produkte ein- und desselben Gens sind. Eines der Transkripte enthélt im 5'-
Bereich eine kurze, zusétzliche Sequenz, die bei anderen HCII-mRNAS (so beim Mensch und
auch bei der Maus) nicht gefunden wird und auf einem zusétzlichen, alternativ gespleif3ten
Exon beruht.’” Das Protein ist beziiglich seiner Aminosiuren zu 83 % identisch zum
menschlichen HCI1.%

Das HCII-Gen des Kaninchens (rabHCII), des Frosches und des Huhns

HCII konnte ebenfalls tiber cDNAs im Kaninchen (2,2 kB®), im Frosch (1,8 kB%) und im
Huhn (1,7 kB®*) nachgewiesen werden. Die Aminosiureshnlichkeit im Vergleich zum
Mensch liegt beim Kaninchen bei 85 %, beim Frosch bei 59 % und beim Huhn bei 65 %.%
Eine vergleichende Analyse der einzelnen mRNA-Sequenzen wurde bisher nicht publiziert.

B.4.3 Struktur des menschlichen HCII-Promotors

Die regulatorischen Elemente zur Kontrolle der Expression des HCII-Gens sind weitgehend
unbekannt, und es fehlen Kenntnisse Uber eine gewebsspezifische Kontrolle, wie auch Gber
verdnderte Transkriptiondevel durch Hormone oder exogene Faktoren. Nach heutigen
Kenntnissen sind Promotoren aus proximalen und distalen DNA-Elementen bzw. regulativen
Sequenzen zusammengesetzt, an die spezifische Transkriptionsfaktoren binden kénnen. Es
sind mittlerwelle vide Bindungsstellen und die daran bindenden Faktoren bekannt und in
Datenbanken katalogisiert. In verschiedenen Geweben (sowie bel verdndertem
Hormonspiegel u.a) konnen jeweils unterschiedliche Konzentrationen  dieser
Transkriptionsfaktoren vorhanden sein, die somit eine gewebsspezifische Expression von
Proteinen ermdglichen. Die Faktoren kdnnen einen positiven oder negativen Einfluld auf die
Transkription bewirken. Somit werden die distalen, d. h. vom Startbereich der mRNA weiter
5'-gelegenen Elementein ‘ Silencer’ und ‘ Enhancer’ unterschieden.

Unmittelbar vor dem Startpunkt der mRNA liegt normalerweise die TATA-Box. Allerdings
wurden auch Transkriptionsstartpunkte gefunden, die ohne dieses Signal auskommen und
stattdessen ein anderes Element aufweisen (INR, Initiatorelement).”® Normalerweise werden
MRNAs in Eukaryoten von der RNA-Polymerase Il synthetisert. Es gibt jedoch auch
Hinweise auf durch Retroposons vermittelte Promotoraktivitét, die interne Signale fir RNA-
Polymerase 1l aufweisen konnen.'® Auch bei RNA-Polymerase |l-Transkripten konnen
Sequenzen wichtig sein, die innerhalb des transkribierten Bereichs liegen. So wurde kirzlich
be dem humanen Angiotensingen im Exon 1 eine HNF-3 Bindungssitelle gefunden, die
offensichtlich die Transkription in Leberzellen deutlich erhéht. Demgegeniiber scheint eine
benachbarte AP4-Bindungsstelle die Transkription negativ beeinflussen zu kénnen, indem sie
die Bindung von transkriptionsfordernden Faktoren an die DNA erschwert. Insgesamt scheint
bel diesem Gen ein Bereich von -32 bis +44 fir eine |eberspezifische Expression des Proteins
ausreichend zu sein.*™

Hinweise auf gewebsspezifische- und induzierte Expression und somit eventuell auch auf
spezifische Transkription des hHCI1-Gens geben die folgenden Erkenntnisse.

" Westrup & Ragg, 1994
% Sheffield et al., 1994
% Smale, 1997

10 Okada et al., 1997

101 Cui et al., 1998
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Be akuten Entziindungsresktionen ist die HClI-Konzentration im Plasma durch einen bisher
unbekannten Mechanismus erhoht. Versuche zeigten allerdings, dafd die HCII-Synthese in
Hepatomazel len nicht durch inflammatorische Cytokine (Interleukin-1b, Interleukin-6, Tumor
Nekrosis Faktor-a) stimuliert wird."® Andererseits wurde eine erniedrigte HCII-Aktivitat im
Plasma bei HIV-infizierten Menschen beobachtet.’®® Demgegentiiber wird die Expression von
ai-Antitrypsin aus der gleichen Serpin-Genfamilie als ‘acute phase'-Protein in Leber unter
inflammatorischen Bedingungen (IL6-Gabe) induziert.'® In Geweben der Maus (Herz,
Gehirn, Lunge, Milz, Niere, Testis) wurde darliber hinaus gezeigt, dal’ neben a;-Antitrypsin
auch das Plasma Albumin, ebenfalls en Serpin, in der ,acute phase® spezifisch induziert
wird.'® Somit 1&Rt sich folgern, dai? inflanmatorische Bedingungen spezifisch die HCII-
Konzentration gegeniiber ahnlichen Serpinen im Organismus in verschiedenen Geweben
beeinflussen. Da ene andere HCIlI-Konzentration auch durch einen veranderten
Metabolismus verursacht sein kann, fehlt bisher ein direkter Hinweis auf eine veranderte
Transkription.

Ein erhdhter HCI1-Spiegel wird ebenfalls im Verlauf einer Schwangerschaft gemessen. Am
Ende der Schwangerschaft, wahrend und kurz nach der Geburt ist die Konzentration von
Thrombin-HCI1-Komplexen um etwa das 2-3fache erhoht.’® Einige Tage spater erreicht die
HCIlI-Konzentration wieder das urspriingliche Niveau. Im Gegensatz dazu sinkt wahrend
einer Praeklampsie (schwangerschaftsbedingter Bluthochdruck) der HCII-Spiegel ab. Eine
vermehrte Thrombin-Komplex-Bildung mit HCII, durch ansteigende Thrombin-Konzentra-
tion, scheint unter anderem der Grund zu sein.’®” Aus diesen Befunden folgt, da? HCII
wahrscheinlich eine spezielle Funktion in der Plazenta hat, allerdings wurde HCII(-cDNA)
auch in weiteren Geweben und in Nicht-Plazentaliern nachgewiesen (Protein im Plasma und
cDNA in einer Leber-Bank),” so dal3 HCII dort andere Funktionen zu tibernehmen scheint.

In HepG2-Zelen, die mit Konstrukten transfiziert wurden, die den Ratten-Serum-Albumin-
Promotor enthalten, lassen sich funktionelle Bindungsstellen fir Hepatozyten Nuklearfaktor 3
nachweisen (HNF3).1%® HNF-Bindungsstellen sind vor |eberspezifischen Genen angereichert,
vor anderen Genen jedoch nicht ausgeschlossen.'® Eine Uberprifung auf HNF-
Bindungsstellen wurde bei dem hHCII bisher noch nicht durchgefiihrt. Dem gegeniiber wurde
bereits eine Analyse des HCII-Gens auf mogliche Transkriptionsstartpunkte mit Hilfe von S1-
Nuklease- und RNAseA/T1-Kartierung von Ragg und Prebisch durchgefiihrt.™® Den
Ergebnissen von beiden Methoden lassen sich mehrere Startpositionen der Transkripte
entnehmen, sowie eine Exonl-Lange von 25-115Bp. De potentielle, am weitesten
stromaufwarts gelegenen Transkriptionsstartpunkt (entsprechend einer Lange des Exon 1 von
etwa 115 Bp), wird nur mit der S1-Kartierung erhalten.™*° Dariiber hinaus liegen noch keine
weiterreichenden Kenntnisse tber die Transkriptionsstartbereiche des hHCII-Gens in Leber
und anderen Geweben vor. Eine Suche allein nach TATA-Boxen reicht dabei nicht aus, da fur
schwach transkribierte mMRNAs auch TATA-Box-lose Promotoren (INR-Elemente) bekannt
sind.** Es war schon zu Beginn der Arbeit bekannt, daR sich dasin Lungen-RNA gefundene
hHCII-Transkript von dem bekannten Transkript aus Leberzellen unterscheidet und dal3 ein
Startbereich innerhalb des ersten Intronsin Frage kommt.

192 K gike et al., 1996

103 Toulon et al., 1993

104 Hafeez et al., 1992

105 K aAlmovarin et al., 1991
196 Andersson et al., 1996
07 Bellart et al., 1998

108 Hsiang et al., 1999

19 Troncheet al., 1997

110 Ragg & Preibisch, 1988
11 Smale, 1997



B. Einleitung B.5 Evolutive Aspekte 25

B.5 Evolutive Aspekte

B.5.1 Entwicklung und Verwandtschaft der untersuchten Arten

In dieser Arbeit wird hauptséchlich die Struktur des HCII-Gens von Maus und Ratte
verglichen. Zusétzlich werden Vergleiche mit dem menschlichen Gen durchgefiihrt und auch
Daten von anderen Sdugetieren und Nicht-Saugern mit einbezogen. Daher ist die verwandt-
schaftliche Beziehung zwischen diesen Arten von Interesse,

Waéhrend sich die Maus und die Ratte erst vor ca. 41 Millionen Jahren in Arten aufgetrennt
haben, liegt die Aufspaltung der maus- und hamsterartigen Nagetiere etwa 65 Millionen Jahre
zuriick."'? Die Stammb&ume der Primaten und Lagomorpha (‘Kaninchen-artige’) trennten
sch vor 91 Millionen Jahren. Vid fruher, vor etwa 310 Millionen Jahre, |ebten die letzten
gemeinsamen Vorfahren von Sdugetieren und Voégeln.''? Bemerkenswert ist, daR die
Lagomorpha, verwandtschaftlich gesehen, den Primaten naher stehen al's den Nagetieren.*
Normalerweise sind die Genome der Arten sehr stabil. Zum Beispiel wurden bel einem
Vergleich von Chromosomen des Menschen und von Teleostiern (Fischen) 25 konservierte
Chromosomenfragmente gefunden. Im Gegensatz zu anderen Tierklassen erscheinen aber die
Genome der Saugetiere, und vor alem der Nagetiere, stark von Umlagerungen bzw.
Rekombinationen und somit einer erhdhten Evolutionsrate betroffen zu sein.***

B.5.2 Evolution und HCI |

Essentielle Enzyme und deren Gene sind normalerweise, evolutiv betrachtet, relativ stabil.
Mutationen im trandatierten Bereich diesser Gene bewirken héufig ein nicht mehr
funktionelles Enzym, und Mutationen in den nicht trandatierten Bereichen kodnnen eine
veranderte Transkription oder ein veréndertes Spleif3en, also quantitativ gesehen, ebenfalls
eine unterschiedliche Enzymaktivitat, bedeuten. Obwohl nicht bekannt ist, welche HCII-
Funktion fir den Organismus elementar wichtig ist, scheint es ein wichtiges Gen zu sein, da
bisher nur wenige HCII-Merkmalstréger mit homozygoter Defizienz bekannt sind.™™ Aus
diesem Grund sind fir dieses Gen (und den umgebenen Bereich) relativ wenig
Veranderungen im Verlauf der Evolution gegentiber dem restlichen Genom zu erwarten.

Im Gegensatz dazu sind Marker (‘Krankheits-Loci’) in dem chromosomalen Bereich 22g11
und 22912, in dem u. a auch HCII liegt, Uberreprésentiert. Auf dem menschlichen
Chromosom 22 wurden zum Beispiel im Bereich 22g11 das DiGeorge-Syndrom, das Velo-
cardial-facial-Syndrom, das ‘ cat-eye’ -Syndrom und verschiedene Tumore kartiert. Der Grund
kénnte in ener Reihe von mitte- und hochrepetitiven Elementen bestehen, die hier
vorliegen. '

Die in der Bande 22912 vermehrt vorliegenden TG-Sequenz-Wiederholungen konnten
ebenfalls der Grund fiir die verstarkte Mutationsrate sein.'*” Eventuell wird auch der in etwa
2 MBp Entfernung kartierte BCR, einem Marker fiir eine Chromosomen-Bruchstelle,"*’ durch
TG-Sequenzen hervorgerufen (aufgrund der Eigenschaft einzelstrangige und rekombinations-
anfalige DNA-Bereiche zu generieren).

12 K umar & Hedges, 1998

3 Graur et al., 1996

14 \Workshop on Comparative Genome Organization, 1996
W villaet al., 1999

1 pyech et al., 1997

7 Budarf et al., 1996
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Einen weiteren Hinwels auf verstérkte evolutive Veranderungen in diesem Bereich geben
Vergleiche der Lage homologer Gene auf Maus- und Mensch-Chromosomen. Ein Bereich,
der beim Menschen auf Chromosom 22 liegt, verteilt sich in der Maus auf die Chromosomen
6, 10 und 16. Um die veranderte Reihenfolge der Gene um HCII zwischen Maus und Mensch
(bei einem hypothetischen gemeinsamen Vorfahren) mit minimalen Mutationen erkléren zu
kénnen, wurde ein Chromosomenbruch direkt bei dem HCII-Gen vorgeschlagen, mit einer
Inverson beim Menschen zwischen den HCII- und HIRA-Genbereichen und direkten
Austauschen der Gene von HCII und DGCR6 bei der Maus (siehe Abbildung 16).M°

Abbildung 16: Vergleich chromosomaler Bereiche von Mensch und Maus

menschliches hypothetisches Chromosom 16

Chromosom 22g11 Stamm-Chromosom der Maus

DGCR6 DGCR6 A\ ~<HA | In der Abbildung (nach Puech et
| DD | DD "/ 1DD al.™® sind Chromosomenbereiche
DGS- | DGS- | \/ DCS-I von Mensch und Maus dargestelt.
GSCL GSCL GSCL Die Abklrzungen stehen fiir Gene
SLC20A3 SLC20A3 SLC20A3 oder chromosomale Marker. Ein
CLTD hypothetisches  Chromosom  ist
H RA JHO "/ /DGCR6 angegeben, aus dem sich das
D22S1742E |\ / RANBPI RANBPI Chromosom des Menschen und der
UFDI L / HTF9c HTF9c Maus entwickelt haben konnte.
TMWVCF \ / D22S680E D16H22S680E Das HCII-Gen it rot markiert, da
GPI BB \ /  ARVCF ARCF genau an dieser Stelle in beiden
TBXI v comr comr Félen in dem hypotheti-schen
comr TBXI TBXI Stamm-Chromaosom Briiche
ARVCF /\  GPl BB GPl BB propagiert werden muissen.
D22S680E | / | TMCF TMVCF

HTF9c \ UFDI L UFDI L

RANBPI / \ D22S1742E D16H22S1742E

HCl | ‘H RA H RA

el | GL | GL

Im Vergleich zu den umgebenen Sequenzen (Genommutationen in der Nahe des HCII-Gens)
ist das Gen dagegen hoher konserviert. Im reaktiven Zentrum mit der Schleife von P6 bis P3’
sind die Aminosduren bei Frosch, Huhn und Saugern identisch.®®®” Innerhalb der Sauger
zeigen auch die Thrombin-Bindungsstelle und die GAG-Bindungsstelle wenig
Veranderungen.

Obwohl das Reaktionszentrum in den jeweiligen Serpinen hoch konserviert ist, scheint im
Verlauf der Evolution ein positiver Selektionsdruck (bei Nagetieren) auf Genduplikation und
Diverdgifikation der Reaktionszentren zu liegen, da durch das Reaktionszentrum auch die
Substratspezifitdt (durch den Aminosdurerest in der P1 Position) bestimmt wird. So werden
neue Enzyme kodiert, die andere Proteinasen erkennen und inhibieren kénnen. '8

118 Hill et al.,1984; Hill & Hagtie, 1987
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B.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Exon/Intronstruktur vieler Vertebratengenfamilien ist im Blick auf Zahl und Position von
Introns stark konserviert (die a- und b-Globingene, die b-Tubulingene und in enge
schranktem MafRe auch das Insulingen sind Beispiele'**?). Im Gegensatz dazu bestehen in der
Serpingenfamilie hinsichtlich der Zahl und Positionen der Introns erhebliche Unterschiede
(siehe B.3). Einige Beobachtungen deuteten daraufhin, dal3 sogar innerhalb der orthologen
HCI1-Gene (ein Serpingen) eventuell eine Variabilitét der Genstruktur vorliegt:
1) Das menschliche HCII-Gen weist eine Struktur mit fiinf Exons und vier Introns auf.**
2) Bei der Analyse der HCII-mRNA aus Rattenleber wurden zwei cDNAs erhalten,
die sich durch das Auftreten einer 57 Bp langen Sequenz in der 5'-nicht trandatierten
Region voneinander unterscheiden.®”
3) Nach Zhang et al. enthalt das HCII-Gen der Maus nur vier Exons und drei Introns. Es
unterscheidet sich damit von der Struktur des menschlichen Gens.®
Es lagen also mehrere Beobachtungen vor, die eéine Analyse der HCII-Genstruktur der Maus,
der Ratte und des Menschen erforderten. Moglicherweise stellen die Ergebnisse ein Moddl |l
fir Mechanismen dar, die zur Anderung der Organisation von Genen fiihren. Die Unter-
suchungen konnen dementsprechend einen Beitrag zu Kenntnissen Uber die Evolution von
Genen liefern.
Zur Aufklarung der Strukturen sollten daher die 5 -Genbereiche der HCII-Gene von Maus
und Ratte sequenziert und zusammen mit der entsprechenden menschlichen Genregion
verglichen werden. Darlber hinaus mufdte die Untersuchung der 5-Regionen der HCII-
MRNAS erfolgen.

Bisher sind nur wenige Informationen zur Regulation des HCII-Gens vorhanden. Ein zweiter
Themenbereich beschéftigt sich dementsprechend mit der regulierten Transkription des Gens.
Die Synthese von HCII findet hauptsachlich in der Leber statt. Sehr wenig ist dagegen Uber
die Expression des HCII in anderen Geweben und Uber die Regulation des Gens bekannt.

Es sollten daher Untersuchungen zur gewebsspezifischen Expression und zu den regulato-
rischen Elementen des HCII1-Gens durchgefuihrt werden. Dazu sollte u. a. der 5'-Bereich des
Gens durch Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes und mittels Reportergenkonstrukten
analysiert werden.
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C. Material und M ethoden

C.1 Material

C.1.1 Gerate
Gerét Hersteller
Heizblock, Thermostat 5320 Eppendorf
Heizblock, TB1 Biometra
Hybridisierungsofen OV 2 Biometra
Luminometer CB 9506 EG & G Berthold
Mikrowelle Siemens
Milli-Q°-Anlage Millipore
Mikropipetten Biozyme, Eppendorf, Gilson
Pipetten Biozyme, Eppendorf, Gilson

1500 DNA Sequencer
Spectrophotometer UV-1602
Thermocycler Progene

Thermocycler DNA Thermal Cycler 480
Thermostat PC /4 fir Wasserbader
UV-Stratalinker 2400

Vortex Genie 2, G-560 E

GATC

Shimadzu
Thermo-Dux

Perkin Elmer
Julabo

Stratagene
Scientific Industries

Waagen:
Analytische Waage A120S Sartorius
Universal Waage U4800 P Sartorius
Zentrifugen:
Biofuge 28 RS Heraeus
RC5C Sorvall-Zentrifuge, Rotoren: SS-34; GS-3 Sorvall Instruments, Du Pont
Tisch-Zentrifuge 5415 C Eppendorf
Tisch-Zentrifuge Biofuge pico Heraeus
Vakuum-Zentrifuge BA-V C-300H, beheizbar Bachhofer
C.1.2Kits
Tabelle 4: Verwendete Systeme
Kit Kit-Nr. Hersteller
AmpliTaq PCR Kit N 808-0193 Perkin Elmer
BioCycle Sequencing Kit SR 100.30 GATC
C. therm. Polymerase 2 Schritt reverse Transkriptase Kit 2016 311 Boehringer Mannheim
DIG-Nucleic-Acid-Detection Kit 1175041 Boehringer Mannheim
Dual-Luciferase™ Reporter Assay System E 1910 Promega
PCR DIG Probe Synthesis Kit 1636 090 Boehringer Mannheim
Omniscript reverse Transkriptase-Kit 205111 Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit 28104 Qiagen
RNeasy Mini Kit 74104 Qiagen
reverse Transkriptase-PCR Kit N 808-0017 Perkin Elmer
C.1.3 Dokumentation
Dokumentationssystem Hersteller
Agarosegele
Translluminator (312 nm) Biometra
CCD-Videokamera Biometra

Photo Finish Zsoft 3.0 Software

WordStar Atlanta Technology Center®

Southern Blot
BioMax Light-1 Filme
Entwickler D-9
Fixierer Unifix

Kodak
Kodak
Kodak
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C.1.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien Hersteller

Agarose zur Elektrophorese, Typ 15510-027 Life Technologies
Ammoniumpersulfat (APS) SERVA

Ampicillin SIGMA

ATP Biometra
BCIP/NBT-L6sung Boehringer Mannheim
Betain Monohydrat Fluka

Blotpapier 1,2 mm GB004
Blot-Membran: Hybond N

Schleicher& Schill
Amersham Buchler

Bovine Serum Albumin Fraktion V (BSA) standard grade SERVA
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat (BCIP) Biometra
Bromphenolblau SIGMA
CDP Chemol umineszenzsubstrat Ambion
dATP Genecraft
dCTP Genecraft
DEPC SIGMA
dGTP Genecraft
dTTP Genecraft
Ethylendiaminotetraessigsdure, Di-Natrium-Salz (EDTA) Merck
Eosin Merck
Ethidiumbromid SIGMA
Formamid SIGMA
Glukose Merck
Glycerin SIGMA
Guanosin Fluka
Hefeextrakt DIFCO
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) Fluka

| sopropyl-b-D-thiogal actopyranosid (IPTG) SIGMA
Laktose SIGMA

100 bp-Leiter’, ‘ Perfect-1kb-DNA-ladder’, ‘kb-DNA-Leiter’

Lennox L Agar
Lennox L Broth Base

Life Technologies, Genecraft
Life Technologies
Life Technologies

b-Mercaptoethanol SIGMA
Methylenblau SIGMA
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Fluka

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) SIGMA

PAA-Gellésung, 19:1, 30 % (GATC) oder 40 % (AccuGel)

GATC, national diagnostics

Pipettenspitzen Alpha, Eppendorf
Roti-Phenal Roth

Sequenator GATC
Spectinomycin Fluka
Streptavidin-alkalische Phosphatase-K onjugat (SA-AP) GATC
Tetramethylethylendiamin (TEMED) SERVA

Trig hydroxymethyl]aminomethan (Tris-Base) UsB

Triton X-100 SERVA
Xylencyanol SIGMA

Alle anderen Chemikalien sind von z.A. Qualitdt und stammen von Merck, Darmstadt oder Boehringer
Mannheim. Fir alle Versuche werden ausschliefdlich sterile, autoklavierte Gefél3e und sterile, autoklavierte
Pipettenspitzen verwendet. Das jeweils zur Herstellung von Medien und Puffern eingesetzte Reinstwasser wird
Uber ene Milli-Q°-Anlage gewonnen. Fir Ansitze in der Polymerase-Kettenresktion (PCR) und
Restriktionsspaltung wird es zusétzlich autoklaviert und in Aliquots bei —20 °C gelagert. Im weiteren Text wird
dieses Reinstwasser mit dH,O abgekirzt.
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C.1.5 Software und Internet-Datenbanken

MatInspector V2.2
Model I nspector
V11

Oligo 4.0 - 2004
ORF Finder

RepeatMasker Webh
Server

Software V erwendungszweck Hersteller / Internet-Adresse

BLAST 2.0 Suche in DNA-Datenbanken nach http://mwww.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/
dhnlichen Sequenzen

Censor Web Server  Suche in Sequenzen nach repetitiven http://www.girinst.org/~server/censor.
Elementen Html

ClustalW 1.6 Alignment von DNA-Sequenzen Thompson et al., 1994

Enhance V1.03 Ergtellung von Plasmidkarten Scientific & Educational Software, 1991

Suche in Sequenzen nach Bindungsstellen
von Transkriptionsfatoren

Suche in Sequenzen nach 2 kombinierten
Bindungsstellen von Transkriptionsfatoren

Primerdesign

Suche in Sequenzen nach offenen
Leserastern

Suche in Sequenzen nach repetitiven
Elementen

http://transfac.gbf.de/cgi-bin/matSearch/
Quand et al., 1995

http://transfac.gbf.de/cgi-bin/matSearch/
Frech et al., 1997

Wojciech Rychlik

http://mww.nchi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.
html

http://ftp.genome.washington.edu/cgi-
bin/RepeatM asker

Rev-Seq Erzeugung ener komplementéren DNA- diese Arbeit (sehe C.21 Basc
Sequenz Programme)
WinCam  Verson Auswertung von Geldektrophoresen Cybertech Berlin
2.2

C.1.6 Enzyme

Tabelle 5: Restriktionsenzyme

Enzym Erkennungssequenz Verwendeter  Hersteller

und Spaltstelle Puffer

Restriktionsendonuklease Alul AGYCT® Puffer A Genecraft
Restriktionsendonuklease Asp718  ° G'GATCC3, Puffer A Boehringer Mannheim
Restriktionsendonukl ease BamHI 5:G'GATCC3, Puffer B New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Dral 5,TTT'AAA3, Puffer M New England Biolabs
Restriktionsendonuklease ECoRI > G'AATTC3, Puffer H Genecraft
Restriktionsendonuklease Kpnl GGATC'C® Puffer L Genecraft
Restriktionsendonukl ease Ncol SCYCATGG® Puffer H New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Ndel 5,CA'TATG3, Puffer H New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Pstl 5{CTGCA'G3, Puffer H New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Pvull 5,CAG'CTG3, Puffer M New England Biolabs
Restriktionsendonukl ease Rcal 5,T'CAT(_§A3 Puffer B Boehringer Mannheim
Restriktionsendonuklease Rsal *GTYAC? ] Puffer L Boehringer Mannheim
Restriktionsendonuklease Sall 5:G'TCGAC3, Puffer H New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Scal *AGTYACT?® mitgeliefert Promega
Restriktionsendonukl ease Xhol SCYTCGAG® Puffer H New England Biolabs

Die Spaltstdlle der Enzyme ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Angaben fur Puffer beziehen sich auf
10x Puffer fir Restriktionsenzyme von Boehringer.
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Tabelle 6: Weitere Enzyme
Enzym Vewendeter  Hersteller
Puffer
alkalische Phosphatase aus Kélberdarm Puffer 3 Boehringer Mannheim
Genescript reverse Transkriptase mitgeliefert Genecraft
Klonierte Pfu DNA-Polymerase - Stratagene
Klen-Therm DNA-Polymerase mitgeliefert Genecraft
KlenThermase Sequenase mitgeliefert Genecraft
RNAse A - Amresco
RNAse-Inhibitor - Amresco
alkalische Phosphatase aus Krabben mitgeliefert Boehringer Mannheim
Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat (SA-AP) Puffer 3 GATC
T4 DNA Ligase mitgeliefert Genecraft
T4 RNA Ligase mitgeliefert New England Biolabs
terminale Nuklectidyl-Transferase mitgeliefert Promega

C.1.7 Primer

Die Primer wurden von MWG Biotech und Merck bezogen. Die Angabe der Bindungsstellen
von Primern im menschlichen HCII-Gen wird nach der Numerierung der Nukleotide nach
Herzog™'® durchgefiihrt. Die Bindungsstellen der HCII-Primer bei Maus und Ratte sind nach
der ersten Position im jeweiligen Intron 1 angegeben'® (ebenfalls die verwendeten Primer,
die im Exon 2 binden). Manche Primer aus dem Intron 1 kénnen sowohl be Maus und bel
Ratte binden, sind jedoch nur as Maus- oder Ratten-Primer aufgefuhrt (Die Intron-Primer
snd im Alignement im Ergebnistell eingezeichnet).
Die Positionsangabe bezieht sich jeweils auf die erste Base am 5'-Ende des Primers. In den
Primer-Tabellen sind Restriktionsschnittstellen durch kursive Buchstaben und Veranderungen
gegeniiber der chromosomalen Sequenz (u.a. zur Erzeugung von Restriktionsschnittstellen)
durch fette Buchstaben gekennzeichnet.

Tabdle 7: Verwendete Primer fiir die menschliche HCII-Promotor-Region

Name | Orga- | Snn| Position Sequenz
nismus | (+/-)

Mst90 | Mensch | + |[Postion-4957 |HO-CGT GGC TGG GAG GTA CCA AGT GGT TTT GAC ACA GA
Mst91 | Mensch | + |Postion-4402 |HO-AGG GGG GAA GTG GGT ACC CTG AAA TAG ATA AAG
Mst92 | Mensch | + |Postion-2262 |HO-TGG CTT TAA AGG TAC CAA AAG TAA TACATA CA
Mst93 | Mensch | + |[Postion-688 | HO-CAC CCA TAA ACA CAA AAG GTA CCA CAG CCT CAG A
Mst94 | Mensch | - | Postion 10 HO-GCA GCC AAG GTC TCG AGT GGG ATT TTGATG TGA A
Mst95 | Mensch | - [Postion5226 | HO-TGA GTG TTC CAT GGT GGC GGA GCT AAA G
Mst96 | Mensch | + |Position5102 | HO-TCC TGG GTC AAA GCC ACA GGG AAC CT
Mst97 | Mensch | - [ Position 155 HO-TGT AGA AAG CTT CTG AAT TCT TAG TT
Luc+ - (+) | stromaufw. der | HO-CCA GTG CAA GTG CAG GTG CCA GAA

mcs auf pGL 3
Luc- - (-) |stromabw. der |HO-TAC CGG AAT GCC AAG CTT ACT TA

mcs auf pGL 3

19 Herzog et al., 1991
120 K amp & Ragg, 1999
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Tabdle 8: Verwendete Primer zur Charakterisierung des HClI-Intron 1 aus der Maus

Name|Orga- | Sinn|Position Sequenz
nismus | (+/-)
Mst2 Maus - | Position 4838 | HO-GAA AAA CAG ACA ACA AGG AAT GGC AGG GAG
CCT
Mst3 Maus - |Position 4894 |HO-GAG AGA AAGAAGAGT GCAGAGTGGATGTITC
Mst12 | Maus - | Position -32 HO-TCT CTG CCA GAC CAC TGC TCA GAG
Mst12 | Maus - | Position -32 HO-ATA ATA AGC TTC TCT GCC AGA CCA CTG CTC
H AGA G
Mst13 | Maus + | Position 4726 |HO-TGA GCATTGGIGCIGTGA AGGCTT C
Mst14 | Maus - | Position 4750 |HO-GAA GCC TTC ACA GCA CCA ATGCTCA
Mst14 | Maus - | Position 4750 |HO-AAT GGA TCC GAA GCC TTC ACA GCA CCA ATG
B CTCA
Mst36 | Maus - | Position 4927 |HO-ATT AGT TAG CTG CTC AGC AAG GC
Mst37 | Maus Position 65 HO-CAATTGGITCCTTTATIGAGA A
Mst38 | Maus - | Position 4615 |HO-TAT GAG CCCCTG GAGCAGTGGTT
Mst39 | Maus - | Position 4538 | HO-GCC GGA TCC CCA ACC ATA AGA TTAGTTC
Mst40 | Maus + | Posdition 1568 | HO-ACC GGA TCC ATT GGT ACA ACT GAC AAA AAT G
Mst43 | Maus + | Position 2997 |HO-TGG TCA CAG GCA CAA AATAGACTTC
Mst44 | Maus + | Pogition 2642 | HO-AGG CAA GCA GCA GTG AGA CTA GAG
Mst45 | Maus + | Position 3585 |HO-TGG ACA CCT CTCCCT TTC
Mst46 | Maus + | Position 1980 |HO-GTC CCT AAG TTA TGA TTA AAA
Mst47 | Maus - | Position 2930 |HO-AAG GGT TGC TGG CTC CTG ATA AA
Mst48 | Maus - |Position 1992 |HO-TGG CCA CAGGAT TGT 11T AAT CA
Mst49 | Maus Position 2402 |HO-TCA ATT CCC AAC AAC CACATG
Mst50 | Maus Position 3833 |HO-GGG CGA TTCCTA GAGCCT CTT T
Mst51 | Maus - | Position 3680 | HO-TGG GGG CAG GGA AAG GGA GAG
Mst52 | Maus - | Position 1578 | HO-AGG GGG CTC AGC AGT TAG TAC
Mst53 | Maus - | Position 3764 |HO-TTG CCT GCT GAA GGA CAC AGA AT
Mst54 | Maus + |Position 3281 |HO-CCCTGT TTG CACAGT GAGATT GA
Mst55 | Maus - |Position 1210 |HO-CTG AAG GGT AAG CAT CAT ATA
Mst56 | Maus - |Position896 |HO-TGGAGT TGGCCT TTT TGT ATATG
Mst70 | Maus Position 3314 |HO-TAGAAAAGATTITTICTTTCTCCTGAC
Mst71 | Maus - |Position 3990 |HO-TGC ACA CACATG TAA ACATGT A
Mst72 | Maus - |Position 478 |HO-GGG GGG TACATG TAT ATG TAT CA
Mst73 | Maus + | Position 475 | HO-CCC CAT GTG CACCACATCACATC
Mst74 | Maus + |Position808 |HO-TTCCCT TCTTGCTIGTICTGT 1T
Mst75 | Maus + | Position 1058 | HO-GAG CAA TAT AGA AAGATT TATCTG
Mst76 | Maus - |Position 2571 |HO-TCC CTA TAA TGT GGT TAA AAT TA
Mst77 | Maus - |Position 2836 |HO-TGG CCT TCCTTT ACCACT ACT AA
Mst78 | Maus - |Postion 4254 |HO-CACTGCCCT AGA TGA AATTTATT
Mst79 | Maus Position 4245 |HO-AGG GCA GTGGTT CTCAACCTGT
Mst80 | Maus - |Position 2354 |HO-GGC CCA AAGATT TATTTATTATTATAC
Mst81 | Maus - |Position 4192 |HO-ATGGAG GTGGACAGGTTITAC
Mst82 | Maus + |Position 3835 |HO-GGC CCCTCT TTT ACA TCA GTA AC
Mst83 | Maus - | Position 4443 |HO-AGG CCA GCC TAG CCT ACA AAG
Mst84 | Maus + | Position 3127 |HO-CTG GGC AGA AAT CTG GAT TTA ATA
Mst85 | Maus - | Position 2304 |HO-GAG GGC ATC AGA TCT CAT TACA
Mst86 | Maus + | Position 4606 | HO-GGG GCT CAT AGA TTC CAG GAG AT

Tabdle 9: Verwendete Primer zur Charakterisierung des HClI-Intron 1 aus der Ratte

Name|Orga- | Sinn | Position Sequenz
nismus | (+/-)
Mst4 Ratte + | Position -21 HO-CCA CTG CTC AGA GGC ACA GA
Mst5 Ratte - | Position 4622 |HO-TGG GGA AAC TGC ATC GAC AAC
Mst4l | Ratte - | Position 4019 |HO-TCG GGA TCC AGA CAG CCA GGC TACACA G
Mst42 | Ratte + | Postion 3681 | HO-GCC CAG CAG GCG AAG GCGCTA CT
Mst57 | Ratte + | Position 838 | HO-TGG CTC ACA ACCATC TGT AAT GA
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Fortsetzung der Tabelle 9

Name |Orga- |Snn|Position Sequenz

nismus | (+/-)
Mst61 Ratte + | Position 2062 | HO-GGT AAA AGG GTC AGA AACTTA AG
Mst62 Ratte - |Position2997 |[HO-CTTGCCTTGTTT T1GAGGAGA ACT
Mst63 Ratte - | Position 1312 |HO-GGC TTG GGA GGG TAA GCA TCA G
Mst64 Ratte + | Position 1380 | HO-TGG GCT CAG ACT AGT CCCCTT GA
Mst65 Ratte - |Position 2763 |HO-TGC TGG CTC CTA ATA AAG TAT TC
Mst66 Ratte + | Position 1119 |HO-TTC CCT TCC TCT AAG AAG AGA ATA
Mst67 Ratte - | Position 1781 |HO-GGG GCT TCA GAA GTGCTT ATT TT
Mst68 Ratte - | Position 2123 |HO-AGC CTT GAC TGT TCC TGGAAC T
Mst69 Ratte + | Position 2707 |HO-CCCTCA ATCCCT ACATTT TAGAGCT

Tabdle 10: Verwendete Primer fur mRNA-Anaysen und Klonierungen
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Name |Orga- |Snn|Position Sequenz
nismus | (+/-) | im HCII-Gen

Dag2l | Mensch - | Position 5470 HO-GC GAATTC ATA TCT TCT CCA GGT CCA GAT AGT

Dag3l | Mensch| - |Position5855 |[HO-GC GAATTCAAATTCCTCCTGAAGAGGCGA TG

Dagh0 | Mensch| + |Position5391 |[HO-GC GAA TTC CCA CAA GGA AAA CAC CGT CAC

Dag70 | Mensch| - |Position5958 |HO-GGC CTC AGC AAA GTA ATACTC

USC1 Mensch | + |Position4739 [HO-CCCCCA TGT GCT CTGGCAGCATTAT

UsC2 Mensch | + | Position 4977 HO-GGG GCC CACAGA TCCTTCATT GAGGTT TAT

USC3 | Mensch| - |Postion 12891 | HO-GGG GCG GTC GAC AGT GAA GCGGACTT

USC4 | Mensch| + |[Position 10107 | HO-CCC CGG GTG GTG GAG AGA TGG CAA AA

USC8 | Mensch| - |Position5336 [HO-TGG GGA TCT GCA GACTGA GCA GTT

UsC9o Mensch - | Position 4781 HO- AAA GCG AAG GCT CTC AAA ATA ATG

USC11 | Mensch | + |Position 23 HO-AGC GCC ACT TCT CAG AAA CACAG

USC12 | Mensch - | Postion 4780 HO-AAG CGA AGG CTCTCA AAATAATG

USC13 | Mensch| - |Postion 10118 [HO-CAC CACCCG GGG TGT CAGTTG

USC14 | Mensch| - |Postion 10046 |HO-GCT GAT GCC CCCCACGTATTC

USC15 | Mensch | + |Postion 5142 HO-GCA GCG GGG TGT GGA TCA GC

USC16 | Mensch | + |Postion 5164 HO-GGC CGC CTT TCA CTGTGT TCT GTT

USC19 | Mensch| + |[Position0 HO-CCT TGG CTG CTT TCA TCT CTG AAG

USC20 | Mensch| - |Podtion4643 |[p-TGGGGC TGG TGA TTG GAGAGT AC

USC22 | Mensch | + | Position 4521 HO-CTG GCC CAT GGA CAT TTT TCA AC

USC23 | Mensch - | Position 5374 HO-GAG GCA TGC TCA GGT TTT TGT TAT

USC24 | Mensch| - |Position4339 [HO-CGG CCT CCT GGA CTCAAGCAATTCT

USC25 | Mensch | + | Position 3661 HO-GCT CAT CTA ACCAGA GTGCAGTTAA

USC26 | Mensch| - |Position4039 [HO-AGC CCC AGA GGT GAT ATCACT TG

USC27 | Mensch| + |Position4582 |[HO-CAG GCA TGG CTGAGT CCCACTA

HCII5 | Mensch| - |Position 5859 [ HO-CCC AAA ATT CCT CCT

ATIN12 | Mensch | + (1F7>%§|lt2| on HO-CCG CGG GACATT CCCATGAATC

ATIIN148 | Mensch - g:éi?ltzl 1on HO-CAA AAA GGC GAT TGG CTG ATA CTA

Ap-1 [(E.col)| + [Ap-1/2hbindenjewelsca 70 Bp]|Bio-TGG CAG CAC TGC ATA ATT CIC
puC stromabwaérts bzw. -aufwértsder | TT

Ap-2 (E.coli)| - |Scal-Schnittstelleim Ap-Gen in | BiooGGC GCG GTA TTA TCC CGT ATT G
puC pUC-Derivaten

A5 -NV | Ankerprimer mit ddC am Ende | P-CTG CAT CTA TCT AAT GCT CCT CTC GCT ACC TGC

fur Anchor-PCR TCA CTCTC-STOP
A5'-1 |1 Primer zu A5 -NV, fir A-PCR | HO-GAG AGT GAG CAG GTA GCG AGA
A5'-2 | 2. Primer zu A5 -NV, fir A-PCR | HO-AGA GTG AGC AGG TAG CGA GAG GAG
A5'-3 | 3. Primer zu A5 -NV, fir A-PCR | p-CGA GAG GAG CAT TAG ATA GAT GCA G
A5’- Primer fir (pC),-Template, kann| p-CGA GAG GAG CAT TAG ATA GAT GCA GCC CCC
Tail mit A5’ -3 amplifiziert werden cccceeceeccece

p-: Primer ist am 5'-Ende phosphoryliert; Bio-: Primer ist am 5'-Ende bictinyliert; -STOP: ddCMP am 3'-Ende

121 Bock et al., 1982
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C.1.8 Plasmide

Tabdle 11: Plasmide

Plasmid Genotyp / Eigenschaften ori Herkunft
p4R9 pUC13 mit ca. 5 kB Xbal-Fragment aus Comid p4R pUC8 | H. Ragg
PGEM-5Zf(") | lacZ mit spezieller mes, Ap, GroRe: 3 kB pUC8 | Promega
PGEM-7Zf(") | lacZ mit spezieller mcs, Ap', GroRe: 3 kB pUC8 | Promega
pGL3Basis | Plasmid zur Promotoranalyse, Ap', GroRe: 4,8 kB puUC8 | Promega
pGL3Control | Plasmid zur Promotoranalyse, Ap', GréRe: 5,3 kB pUC8 | Promega
pPBK14 Hindl11-2kB-Spc'-Hindl 1 1-K assette aus pHP45Spc in pGEM7Zf, GroRe: 5kB | pUC8 E-;pm

pPBK 30-x Alul-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst12H-Mst14B) von genomischer | pUC8 | diese Arbeit
Maus DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Grofe: 5,5-7,5 kB

pPBK 31-x Alul-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst12H-Mst5) von genomischer pUCS8 | diese Arbeit
Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréle: 5,5-7,5 kB

pPBK 32-x Alul-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst4-Mill54) von genomischer pUCS8 | diese Arbeit
Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréle: 5,5-7,5 kB

pPBK 33-x Dral/Haelll/Rsal-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst40-Mst52) von pUC8 | diese Arbeit
genomischer Maus DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Grole: 5,5-7,5 kB

pPBK 34-x Pvull/Xbal -Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst12H-Mst14B) von pUCS8 | diese Arbeit
genomischer Maus DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal/Xbal), Grole 5,5-
7,5kB

pPBK 35-x Haelll-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst4-Mill54) von genomischer | pUC8 | diese Arbeit
Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréfe: 5,5-7,5 kB

pPBK 36-x Rsal -Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst4-Mill54) von genomischer pUCS8 | diese Arbeit
Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréfe: 5,5-7,5 kB

pPBK 37-x Alul-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst52-M st57) von genomischer pUC8 | diese Arbeit
Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréle: 5,5-7,5 kB

pPBK 38-x Alul/Hael l1-Fragmente des PCR-Produkts (Primer Mst39-Mst42) von pUC8 | diese Arbeit
genomischer Ratten DNA in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Grole 5,5-7,5
kB

pPBK50-x Haelll-Fragment des PCR-Produkts (Primer A5'-3-Usc8) von poly(A)*-RNA | pUC8 | diese Arbeit
aus menschlicher Leber in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Grol3e: ca. 5,5 kB

pPBK51-A PCR-Produkt (Primer A5'-3-Usc20) von Gesamt-RNA (Uiber A-PCR) aus pUC8 | diese Arbeit
A549- Zdlen in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréfe: ca. 5,5 kB
pPBK51-B PCR-Produkt (Primer A5'-3-Usc20) von Gesamt-RNA (lber T-PCR) aus pUC8 | diese Arbeit

A549- Zdlen in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Gréfe: ca. 5,5 kB

pPBK51-C kleines PCR-Produkt (Primer Mst4-Mst36) von Maus poly(A)*-RNA (Uber A- | pUC8 | diese Arbeit
PCR) aus Leber in pPBK 14 (geschnitten mit Scal), Grofe: ca. 5,5 kB

pPBK 60 Asp718-Xhol-2,2 kB-Fragment von Plasmid pPBK61 in pGL3Basis pUCS8 | diese Arbeit
(geschnitten mit Asp718-Xhol), Grof3e: ca. 7,0 kB

pPBK 61 PCR-Produkt (Primer Mst92-Mst94) von Plasmid p4R9 in pPBK 14 pUCS8 | diese Arbeit
(geschnitten mit Scal), Grolde: ca. 7,2 kB

pPBK 62 PCR-Produkt (Primer Mst92-Mst94) von Plasmid p4R9 in pGL3Basis pUCS8 | diese Arbeit
(geschnitten mit Smal), Gréie: ca. 7,0 kB, entgegengestzt zum Luc-Gen

puCs lacZ’ mit mcs, Ap', GroRe: 2,7 kB -

pWTBI1 pCDM8 mit HCII-Gen-Insert, Grole: 6,6 kB pCDM | H. Ragg

Die jeweiligen Inserts spezidler Klone der Plasmidreihen kdnnen der Sequenzierungsaufstellung der Intron 1-
Sequenzierungen des HCII-Gens im Anhang G.2 enthommen werden

122 K amp, 1995
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C.1.9 Nukleinsauren

Tabelle 12: Verwendete Nukleinsduren

Organismus/Zédllinien Herkunft Beschreibung

A549 Lungen - Zdlinie (menschlich) ECACC; RNA 1 pg/ul;
86012804 Isolierung mit RNeasy Kit

HepG2 Leber - Zdlinie (menschlich) ECACC; RNA 1 pg/ul;
85011430 Isolierung mit RNeasy Kit

Maus (Mus muscul us) Clontech genom. DNA 0,1 pg/pl

Maus (Mus musculus), Leber H. Ragg poly(A)*-RNA  aus Lebergewebe, 1 pg/ul

Mensch (Homo sapiens), Leber H. Ragg poly(A)*-RNA  aus Lebergewebe, 1 pg/ul

(Ch4 +5; 2. Charge 26.9.83)

Mensch (Homo sapiens), Lunge Clontech RNA aus Lungengewebe, 1 pg/ul

Mensch (Homo sapiens), Lunge Clontech; poly(A)*-RNA  aus Lungengewebe, 1 ug/pl
Lot 7050104

Mensch (Homo sapiens), Herz Clontech; poly(A)*-RNA  aus Herzgewebe, 1 ug/pl
Lot 6120284

Mensch (Homo sapiens), Niere Clontech; poly(A)*-RNA  aus Nierengewebe, 1 ug/pl
Lot 6120304

Mensch (Homo sapiens), Plazenta Clontech; poly(A)*-RNA  aus Plazentagewebe, 1 pg/pl
Lot 6120283

Mensch (Homo sapiens), Gehirn Clontech; poly(A)*-RNA  aus Gehirngewebe, 1 pg/pl
Lot 8090440

Ratte (Rattus norvegicus) Clontech genom. DNA 0,1 pg/ul

Konzentrationsangaben beziehen sich auf die Konzentrationen der in den jeweiligen Versuchen verwendeten

Aliquots (gel6st in DEPC-dH,0)

C.1.10 Bakterienstamme

Tabdle 13: E. coli Bakteriensamme

Stamm

Genotyp / relevante Eigenschaften

Referenz

E. coli IM83

lacl® lacZ DM15 Tn10 (tet")]

Epicurian Coli®

SUpE44 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi relAl lac F[proAB™ Vieira& Messing, 1982

D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi- Stratagene

XL1-BlueMRF Kan 1 recAl gyrA9 relAl lac [FproAB lacl® ZDM15 Tn5

(Kan)]

C.1.11 Antibiotika

Tabelle 14: Antibiotika

Antibiotikum  Abkirzung  Endkonzentration  StammlGsung

Ampicillin Ap 150 pg/ml 150 mg/ml, bei 4°C mehrere Wochen haltbar
Kanamycin Km 25 pg/ml 25 mg/ml, bei 4°C mehrere Wochen haltbar
Spectinomycin Spc 100 pg/ml 10 mg/ml, bei 4°C mehrere Wochen haltbar
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C.1.12 Medien

Tabdle 15: Verwendete Medien fur E. coli-Kulturen

Grundmedium

Anmerkung

Zusammensetzung

Lennox L Powder:

LB-Medium (Lennox L):

LBG:

Lennox L Agar Powder:

LB-Agar (Lennox L Agar):

LBG-Agar:

EMB-LB-Agar:

Laktose-1PTG-LAsung:

EMB-Stamm-L ésung:

50 %
25%
25%

E. coli-Vollmedium

E. coli-Vollmedium 209

E. coli-Vollmedium

E. coli-Vollmedium fir Platten

E. coli-Vollmedium 329

E. coli-Vollmedium

E. coli-Vollmedium fir Platten
10 ml
ad1l

Zusatz nach dem Autoklavieren: 50 ml

0,585 M
6,3 mM

3M

90 mM

25mM

E. coli-Vollmedium: SOC ohne Glukose
E. coli-Vollmedium 59
209

10 mM
25mM
10 mM
10 mM
2mM
ad1l
pH 6,9

SELECT Peptone 140
SELECT Hefe Extrakt
Natriumchlorid

Lennox L Powder
dH,O

Glukose
LB-Medium

SELECT Peptone 140
SELECT Hefe Extrakt
Natriumchlorid
SELECT Agar

Lennox L Powder
dH,O

Glukose
LB-Agar

Lennox L Agar Powder
EMB-Stamml ésung
dH,O

Laktose- IPTG-L6sung

Laktose
IPTGin dH,O

KH,PO,
Eosin
Methylenblau

Hefeextrakt (w/v)
Bacto-Tryptone

NaCl

KCl

M gClZ

M gSO4

Glukose

dH,O

eingestellt mit 1 N HCI
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C.1.13 Puffer

Tabelle 16: Puffer

Puffer

Anmerkung

Zusammensetzung

Assay-Puffer

10x BPB-Ladepuffer

2x BPB-Lade/Lyse-
puffer

PBS

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

Puffer A

Puffer B

Puffer L

Puffer fir Chemolumineszensnachweis
mit CDP und alkalischer Phosphatase

Verwendung bei Agarosegel el ektrophorese

Verwendung bei Agarosegel el ektrophorese

Puffer zum Waschen von
eukaryatischen Zellen
(autoklaviert)

Puffer flr Farbnachweis der Aktivitét
von Alkalischer Phosphatase
(autoklaviert)

Puffer flr Farbnachweis der Aktivitét
von Alkalischer Phosphatase
(autoklaviert)

Puffer flr Farbnachweis der Aktivitét
von Alkalischer Phosphatase
(autoklaviert)

Puffer flr Restriktionsspaltung
(10x konzentriert)

Puffer flr Restriktionsspaltung
(10x konzentriert)

Puffer flr Restriktionsspaltung
(10x konzentriert)

50 %
0,1%

1%
01M

33%
33%

7%
0,3%

0,2 mg/mi
0,1%

33 mM

1449
0,249
0,209
8,009
adll
pH 7,4

0,15M
01M

10 %
90 %

50 mM
01M
01M

5mM
01M
0,66 M
0,33 M

001 M
0,05M
10M
01M

001 M
01M
0,1M

Fertiglsung von Ambion

Glycerin (v/v)
Bromphenolblau (w/v)
SDS (wiv)

EDTA, pH 7,5

Phenal (v/v)
Chloroform (v/v)
Ficoll 400 (w/v)
SDS (wiv)
RNAse A

BPB (w/v)
EDTA, pH 8,0

Na,HPO4 7 H,O
KH,PO,

KCl

NaCl

dH,O

eingestellt mit 1 N HCI

NaCl
Maleinsdure, pH 7,5

Blockierungs-Lésung (v/v)
Puffer 1

MgClg
NaCl
Tris-HCI, pH 9,5

DTT

Mg-Acetat
K-Acetat
Tris-Acetat, pH 7,9

[3-Mercaptoethanol
MgClg

NaCl

Tris-HCI, pH 8,0

DTE
MgClg
Tris-HCI, pH 7,5
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Fortsetzung von Tabdlle 16: Puffer

Puffer Anmerkung Zusammensetzung
Puffer M Puffer fir Restriktionsspaltung 0,00 M DTE
(10x konzentriert) 0,1M MgCl,
0,5M NaCl
0,1M TrisHCI, pH 7,5
Puffer H Puffer fir Restriktionsspaltung 0,00 M DTE
(10x konzentriert) 0,1M MgCl,
1,0M NaCl
05M TrisHCI, pH 7,5
5x SSC Verwendung im Southernblot 250 ml 20x TBE
(autoklaviert) adll dH,O
20x SSC Verwendung im Southernbl ot 3M NaCl
(autoklaviert) 0,3M NaCitrat, pH 7,0
STE Verwendung bel der *S-Lyse 50mM EDTA
(autoklaviert) 8% Saccharose (w/v)
50mM Tris
pH 8,0 eingestellt mit 1 N HCI
TAE Verwendung bei Agarosegel el ektrophorese 1mM EDTA
(autoklaviert) 10mM Na-Acetat
40mM  Tris
pH 8,0 eingestelt mit Eisessig
1x TBE Verwendung bel Sequenzierungen 200ml 5x TBE
(autoklaviert) 800 ml dH,O
5x TBE Verwendung bei Sequenzierungen 549 Tris
(autoklaviert) 27,59 Borsdure
40g EDTA
ad2l dH,O
TCM Verwendung bei der Transformation 10mM CaCl,
von E. coli (autoklaviert) 10mM MgCl,
10mM Tris-HCI, pH 7,5
Waschpuffer Puffer flr Farbnachweis der Aktivitét 0,3% Tween 20 (v/v)

von Alkalischer Phosphatase
(autoklaviert)

99,7 % Puffer 1

C.1.14 L 6sungen

Tabdle 17: Losungen

Losung Anmerkung Zusammensetzung
ASL-Ldsung 1 alkalische Lyse von Bakterien 1% Glukose (w/v)
(autoklaviert) 10mM EDTA

25mM TrisHCI, pH 7,5
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Fortsetzung von Tabdlle 17: Lésungen

Losung Anmerkung Zusammensetzung
ASL-L6sung 1* Verwendung fir ‘AS-Lyse’ von Bakterien 10ml ASL-Lésung 1
(jeweils frisch ansetzen) 1mg RNAseA
1mg Lysozym
ASL-L6sung 2a Verwendung fir ‘AS-Lyse’ von Bakterien 04N NaOH
ASL-Lésung 2b Verwendung fir ‘AS-Lyse' von Bakterien 2% SDS (w/v)
(autoklaviert)
ASL-Lésung 2* Verwendung fir ‘AS-Lyse' von Bakterien 50% ASL-Losung 2a (v/v)
(jewells frisch ansetzen) 50 % ASL-Ldsung 2b (v/v)
ASL-Lésung 3 Verwendung fir ‘AS-Lyse' von Bakterien 3M Na-Acetat, pH 5,2
ASL-Lésung 4 Verwendung fir ‘AS-Lyse' von Bakterien 35% PEG 4000 (w/v)
APS-Losung (Lagerung in 150 pl Aliquots bei -20°C) 1% Amoniumpersulfat (w/v)
ATP-Losung 10mM ATP
BCIP/NBT-Férbe- (jewells frisch ansetzen) 0,2ml BCIP/NBT
Ldsung 50 ml Puffer 3
Blockierungs-Losung Puffer fir BCIP/INBT-Farbnachwei's bel 10g Block-Reagenz (wiv)
Sequenzierungen (autoklaviert) ad 100 ml  Puffer 1
EtBr-Férbebad Farbung von DNA-Banden in Gelen 20 ug/l  EtBr in dH,O
PCR-Master-Mix fur PCR mit KlenTherm- oder 25ul 100 MM dATP
KlenTherm/Pfu-DNA-Polymerase: 25ul 100 mM dCTP
(in 85 ul Aliquots bei -20°C gelagert) 25ul 100 mM dGTP

25y 100mM dTTP
1ml 10x Klen-Reaktions-Puffer
74 ml dH,O

RNAse-Ldsung 10 Minuten bel 100°C inkubiert 109/l RNAseA

4 %-PAA-Gdl Verwendung al's Sequenziergel 15ml 40 % 19:1 PAA-Gelldsung
(Acrylamid:Bisacrylamid)
10ml dH,O
125ml 10x Verdinnungs-L6sung

Silan-L6sung 50ul Silan
30 ul 100 % Essigsaure
300 I dH,O
9,6 ml 96 % Ethanol

Triton X-Lésung Verwendung fur ‘' S-Lyse 2% Triton X-100 (v/v)
(jeweils frisch ansetzen) 98 % STE (viv)

10x Verdinnungs- Verwendung bei Sequenzierungen 252 g Harngtoff
L6sung (sterilfiltriert) 112ml 2x TBE
170 ml dH,O
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C.1.15 DNA-L angenstandards
Die folgenden Langenmarker werden in dieser Arbeit verwendet:

a) ‘Perfect 1 kb DNA Ladder’ (Genecraft)
Dieser Marker wird in der Arbeit als ‘kB-Leiter’ bezeichnet.
b) ‘100bp Ladder’ (Genecraft)
Dieser Marker wird in der Arbeit als ‘100 Bp-Leiter’ bezeichnet.
c) ‘DNA Molecular Weight Marker VIII' (Boehringer Mannheim)
Dieser Marker wird in der Arbeit als‘Marker VIII' bezeichnet.

Langenstandard in Auftragspuffer:

‘kB-Leiter’, ‘100 Bp-Leiter’ DNA (1 pg/pl) 2,5 % (v/v)

(Lagerung bei —20 °C) 10x BPB-Ladepuffer 10 % (v/v)
dH0 87,5 % (V/Iv)

Langenstandard in Auftragspuffer:

‘Marker VIII DNA (0,25 ug/ul) 10 % (V/V)

(Lagerung bei —20 °C) 10x BPB-Ladepuffer 10 % (v/v)
dH.O 80 % (v/v)

Die ‘kB-Leiter’ und der ‘Marker VIII' werden zur Fragmentléngenbestimmung von linearen
doppel stréngigen DNA-Fragmenten von ca. 300 Bp bis zu 10 kB genuitzt.

Nach einer Agarosegelelektrophorese in einem 1% Agarosegel sind bel der ‘kB-Leiter
folgende Banden zu sehen: 10000 Bp, 8000 Bp, 6000 Bp, 5000 Bp, 4000 Bp, 3000 Bp, 2500
Bp, 2000 Bp, 1500 Bp, 1000 Bp, 750 Bp, 500 Bp, 250 Bp. Die 1000 Bp und die 3000 Bp
Bande haben zur besseren Unterscheidung die dreifache Konzentration gegeniber den
anderen Banden.

Nach einer Agarosegelelektrophorese in eéinem 1 % Agarosegdl sind bel dem ‘Marker VIII
folgende Banden zu sehen: 10000 Bp, 9000 Bp, 8000 Bp, 7000 Bp, 6000 Bp, 5000 Bp, 4000
Bp, 3000 Bp, 2000 Bp, 1600 Bp, 1000 Bp, 500 Bp, ca. 400 Bp, ca. 350 Bp, ca. 300 Bp, ca
220 Bp (und kleinere Banden).

Die ‘100 Bp-Leiter’ wird zur Fragmentldngenbestimmung von linearen doppelstréngigen
DNA-Fragmenten von ca. 100 Bp bis zu 1000 Bp genutzt.

Der Standard enth&lt DNA-Fragmente von 100 Bp bis 1000 Bp in 100 Bp Schritten. Nach der
Elektrophorese von 0,25 pg des Fragmentgemisches in einem 2,5 % Agarose Gd sind zehn
Banden sichtbar, wobei die 100 Bp Bande sehr schwach ist (Abbildung 17: Léangenmarker).
Zur Fragmentlangen- und Konzentrationsbestimmung werden 10 pl der Langenstandards
[0,025 pg/ul] in Auftragspuffer in einem Agarosegel parallel zu den zu analysierenden Proben
aufgetragen.

Abbildung 17: Langenmarker

i

Gezeigt ist die Auftrennung von DNA-Léngenstandards in Agarosegd en (Laufrichtung von links nach rechts).
0,25 ug ‘kB-Leiter’ (1% Gd; links), 0,25 ug ‘Marker VIII' (1% Ge; Mitte) und 0,25 ug ‘100 Bp-Leiter’
(2,5 % Gd; rechts; die 100 Bp-Bandeist hier nicht zu erkennen)
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C.2 Methoden

C.2.1 Basic-Programme

Programm:  ‘Rev-Seq.bas , zur Darstellung des komplementéaren DNA-Stranges

Das Programm &ffnet die Datel ‘seg.txt’ und schreibt die komplementaren Nukleotid-Krzel
in umgekehrter Relhenfolge (z.B.: AGTC -> GACT) in die Datel ‘rev-seg.txt’. Die
Sequenzdatel ‘seq.txt’ darf keine Zellenumbriiche, Kommas, Punkte oder Semikolons
enthalten, da ansonsten die Sequenz an dieser Stelle abbricht. Grof3- und Kleinschreibung
bleibt erhalten, andere Zeichen als A/C/G/T bzw. alc/g/t bleiben unveréndert erhalten.

OPEN "seq.txt" FOR INPUT AS#1 LEN = 5000

INPUT #1, a$

CLOSE

a=LEN(a$): b=a

FORi=1TOa
b$ = MID$(as$, b, 1)
c$=Db$
IFb$ = "a' THEN c$ = "t"
IFb$="A" THEN c$="T"
IFb$="c" THEN c$="g"
IFb$="C" THEN c$="G"
IFb$="g" THEN c$="c"
IFb$="G" THEN ¢$="C"
IFb$ = "t" THEN c$ = "a"
IFb$="T" THEN c$="A"
d$=d$+c$
b=b-1

NEXT i

OPEN "rev-seg.txt" FOR OUTPUT AS#1

PRINT #1, d$

CLOSE

Programm:  ‘%GC.bas , zur Angabe des Gehalts an Nukleotiden in einer Sequenz

Das Programm ¢ffnet die Datel ‘seg.txt’ und berechnet die Anzahl und den prozentualen
Antell der verschiedenen Nukleotide in der gespeicherten Sequenz. Die Sequenzdatel ‘ seq.txt’
darf keine Zeilenumbriiche, Kommas, Punkte oder Semikolons enthalten, da ansonsten die
Berechnung an dieser Stelle abbricht.

OPEN "seq.txt" FOR INPUT AS#1 LEN = 6000

INPUT #1, a$
CLOSE
a=LEN(a%)
aa=0:cc=0:gg=0:tt=0
FORi=1TOa

b$ = MID$(a$, i, 1)

IFb$="a" or b ="A" THEN aa=aa+ 1

IFb$="c" or b$="C" THEN cc=cc + 1

IFb$="g" or b$="G" THEN gg=gg + 1

IFb$="t" or b$="T" THEN tt = tt + 1
NEXT i
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PRINT "Gesamte Zeichen:"; a

PRINT "Andere Zeichen:"; a- aa- cc- gg - tt
PRINT "ACGT Zeichen:"; aa+ cc+gg + tt
PRINT "A:"; aa; "- "; INT(aa* 100/ a); "%"
PRINT "C:"; cc; "-"; INT(cc* 100/ a); "%"
PRINT "G:"; gg; "- "; INT(gg * 100/ a); "%"
PRINT "T:"; tt; "- "; INT(tt * 100/ a); "%"
PRINT "G+C:"; INT((gg + cc) * 100/ a); "%"

Programm:  ‘3'Intron.bas, zur Suche nach potentiellen 3'-Spleil3stellen in Sequenzen

Das Programm 0ffnet die Datel ‘seq.txt’ und sucht nach moglichen 3'-Spleil3stellen in einer
Sequenz. Die angewendete Matrix bezieht sich auf die bekannten Strukturen,*?® wurde jedoch
efwas erganzt und vereinfacht. Die Auswertung wird in die Datel ‘seg2.txt’ geschrieben.
Zuerst wird die Sequenz der moglichen 3'-Spleil3stelle angegeben und dann die prozentuale
Ubereingtimmung mit der Matrix. Als nachstes erfolgt eine identische Angabe zu einem
eventuellen Verzweigungspunkt. Zuletzt wird eine Bewertungszahl angegeben, die sich aus
der Summe der beiden Ubereinstimmungen mit den Matrizen zusammensetzt.

Eine mogliche SpleiRstelle wird ausgegeben, falls die Ubereinstimmung mit der Matrize fir
die 3-SpleilRstelle groRer als 70 % (Variable: b), die Ubereinstimmung der variablen
Positionen an dem Verzweigungspunkt zur Matrix mindestens 37 % (Variable: g) betragt und
die Summe aus beiden Werten grol3er als 112 (Variable: d) ist. Damit dieses Programm auch
andere Spleif3stellen erkennt, die mit den gesetzten Parametern nicht erkannt werden, kdnnen
die Minimalwerte in dem rotgedruckten Bereich herabgesetzt werden.

Dieses Programm erkennt alle bekannten 3'-Spleif3stellen von Introns des HCII- und des PAI-
1-Gen (Bereich Exon 2-9) des Menschen, ale 3'-Introngrenzen vom Ovalbumingen, sowie
die experimentell ermittelten 3'-Introngrenzen des HCII-Gens bei Maus und Ratte innerhalb
des 5'-Bereichs der Gene. Es werden alerdings ebenfalls viele weitere, nicht verwendete
mogliche Grenzen ausgegeben. Damit dieses Programm auch andere Spleif3stellen erkennt,
die bisher eventud| nicht erkannt werden, konnen die Minimalwerte in dem grau hinterlegten
Bereich herabgesetzt werden. Andererseits kénnen die Werte fiir eine stringentere Suche
angehoben werden, allerdings werden in diesem Fall nicht mehr alle der getesteten Introns
erkannt. Die Sequenzdatei ‘seq.txt’ darf keine Zellenumbriche, Kommas, Punkte oder
Semikolons enthalten, da ansonsten die Sequenz an dieser Stelle abbricht.

OPEN "seq.txt" FOR INPUT AS#1 LEN = 8000
INPUT #1, a$
CLOSE
a=LEN(a$): ct="": PRINT
FORi=1TOa
b$ = MID$(a$, i, 1)
dg=""
IFb$="a" ORb$="A" THEN d$="A"
IFb$="c"ORb$="C" THEN d$="C"
IFb$="g" ORb$="G" THEN d$="G"
IFb$="t"ORb$="T"THEN d$="T"
c$=cH+d$
NEXT i
OPEN "seg2.txt" FOR OUTPUT AS#1
a=LEN(c9)
PRINT #1, "Sequenzlaenge:"; a: PRINT #1,

123 ewin, 1991; Krawczak et al., 1992
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FORi=50TOa-1
b$ = MID$(c$, i, 2)
IF b$<>"AG" THEN 100
b$=MID$(c$,i -1, 1)
IFb$<>"C" AND b$ <> "T" AND MID$(c$, i + 2, 1) <>"G" THEN 100
b=0:t=0
FORii=i-14TOi-3
IFMID$(c$,ii,1)="C" THENb=b+ 90
IFMID$(c$,ii, 1) ="T" THENb=b+90:t=t+1
NEXT ii
IFMID$(c$,i-1,1)
IFMID$(c$,i +2,1)
IFt <4 THEN 100
f=0
FORii=i-45TOi-21
c=0
IFMID$(c$, ii + 4, 2) <>"AC" AND MID$(c$, ii + 4, 2) <>"AT" THEN 50
IFMID$(c$,ii-1,1)="C" THEN c=40
IFMID$(c$,ii-1,1)="T" THEN c=40

"C'"THENb=b+ 78
"G"THENb=Db+55

IFMID$(c$,ii +1,1)="C" THENc=c+ 40
IFMID$(c$,ii +1,1)="T" THENc=c+40
IFMID$(c$,ii +2,1)="T" THENc=c+ 44
IFMID$(c$,ii +2,1)="C" THENc=c+ 44
IFMID$(c$, ii +3,1)="A"THENc=c+ 38
IFMID$(c$,ii +3,1)="G" THENc=c+ 38
IFMID$(c$,ii +6,1)="T" THENc=c+40
IFMID$(c$,ii +6,1)="C" THENc=c+ 40
IFc>gTHEN g=c: f=ii

50

NEXT ii

IFf=0THEN 100
g=INT(g* 100/ 202)
b=INT(b* 100/ 1213)
d=b+g
IFb>70AND g>37AND d > 112 THEN PRINT #1, "Pos.:"; i; MID$(c$, i - 14, 16); b;
IFb>70AND g>37AND d > 112 THEN PRINT #1; "%, "; MID$(c$, f - 1, 8); g; "%, Gesamt:"; d;
IFb>70AND g>37ANDd > 112 THEN PRINT #1,
100
NEXT i
CLOSE

Programm: _ ‘5'Intron.bas’, Suche nach potentiellen 5’-SpleiRstellen in Sequenzen

Das Programm 0ffnet die Datel ‘seq.txt’ und sucht nach moglichen 5'-Splei3stellen in einer
Sequenz. Die angewendete Matrix bezieht sich auf die bekannten Strukturen,*** wurde jedoch
efwas erganzt und vereinfacht. Die Auswertung wird in die Datel ‘seg2.txt’ geschrieben.
Zuerst wird die Sequenz der moglichen 5'-Spleil3stelle angegeben und dann die prozentuale
Ubereingtimmung mit der Matrix. Eine mogliche SpleiRstelle wird ausgegeben, falls die
Ubereingtimmung mit der Matrize fir die 5'-SpleiRstelle groler als 48 % (Variable: b) ist.
Damit dieses Programm auch andere Spleil3stellen erkennt, die bisher eventuell nicht erkannt
werden, kann der Minimalwert in dem rotgedruckten Bereich herabgesetzt werden.

Das Programm erkennt alle bekannten 5'-Spleif3stellen von Introns des HCII- und des PAI-1-
Gen (Bereich Exon 2-9) des Menschen, alle 5'-Introngrenzen vom Ovalbumingen, sowie die
experimentell ermittelten 5'-Introngrenzen des HCII-Gens bel Maus und Ratte innerhalb des
5 -Bereichs der Gene.

124 ewin, 1991; Krawczak et al., 1992



C. Material und Methoden C.2 Methoden 44

Es werden allerdings ebenfalls viele weitere, nicht verwendete mogliche Grenzen ausgegeben.
Damit dieses Programm auch andere Spleil3stellen erkennt, die bisher eventuell nicht erkannt
werden, kann die Ubereinstimmung der Variable ‘b’ mit der Matrize in dem blau hinterlegten
Bereich herabgesetzt werden. Andererseits kénnen die Werte fiir eine stringentere Suche
angehoben werden, allerdings werden in diesem Fall nicht mehr alle der getesteten Introns
erkannt. Die Sequenzdatei ‘seg.txt’ darf keine Zellenumbriche, Kommas, Punkte oder
Semikolons enthalten, da ansonsten die Sequenz an dieser Stelle abbricht.

OPEN "seq.txt" FOR INPUT AS#1 LEN = 8000
INPUT #1, a$
CLOSE
a=LEN(a$): c=""
FORi=1TOa
b$ = MID$(a$, i, 1)
ag=""
IFb$="a' ORb$="A" THEN d$ ="A"
IFb$="c" ORb$="C" THEN d$="C"
IFb$="g"' ORb$="G" THEN d$="G"
IFb$="t" ORb$="T" THEN d$ ="T"
c$=cH+d$
NEXT i
OPEN "seg2.txt" FOR OUTPUT AS#1
a=LEN(c$): PRINT #1, "Sequenzlaenge"; a: PRINT #1,
FORi=5TOa-5

b$ = MID$(c$, i, 2)
IF b$ <> "GT" THEN 100
b=0
IFMID$(c$,i-4,1)="C' THENb=b+29
IFMID$(c$, i - 4, 1) ="A" THEN b=b + 34
IFMID$(c$,i-3,1)="C' THENb=b+38
IFMID$(c$, i - 3,1) ="A" THENb=b + 35
IFMID$(c$, i - 2, 1) ="A" THEN b= b + 62
IFMID$(c$,i-1,1)="G" THENb=Db+ 77
IFMID$(c$, i + 2, 1) ="A" THEN b= b + 60
IFMID$(c$, i + 3, 1) ="A" THEN b= b + 74
IFMID$(c$, i + 4, 1) ="G" THEN b= b + 84
IFMID$(c$,i +5,1) ="T" THEN b=b + 50
b=b* 100/ 479
IFb > 48 THEN PRINT #1, i, MID$(c$, i - 4, 10), INT(b); "%": PRINT #1,
100

NEXT i

CLOSE

C.2.2PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction; PCR), die 1983 von Kary B.
Mullis™® erfunden wurde, wird zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Sequenzen in vitro
genutzt. Eine DNA-Polymerase synthetisert anhand einer Nukleinsdure-Matrize den dazu
komple-mentéren Gegenstrang. In vitro werden dazu eine thermostabile DNA-Polymerase,
en zu amplifizierender DNA-Einzel- oder Doppe-Strang  (DNA-Matrize),
Oligonukleotidprimer, Desoxyribonukleotide und ein geeignetes Puffersystem benétigt.

125 Mullis, 1987; Mullis, 1990
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Die Oligonukleotidprimer werden synthetisch hergestellt (MWG Biotech, Gibco/BRL). Sie
leiten sich aus den flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden Sequenz ab, so dal3 das
vervidféltigte Fragment zwischen ihnen liegt. Einer der beiden Oligonuklectidprimer ist
komplementdr zum Plus-Strang, der zweite komplementdr zum Minus-Strang der DNA-
Zielsequenz.

Die PCR-Reaktion 183 sich in dre Schritte unterteilen, die 25-45mal wiederholt werden.
Standardmaldig werden in dieser Arbeit, sofern nicht anders beschrieben, jeweils 35 Zyklen
verwendet. Als erstes wird der DNA-Doppestrang durch hohe Temperaturen (94 °C)
denaturiert. Anschlief3endes Abkuhlen auf 37-68 °C ermdglicht die Hybridiserung der im
groiken UberschuR (um den Faktor 10° gegeniiber der Zielsequenz) eingesetzten synthetischen
Oligonuklectidprimer mit der komplementdren Matrizen-DNA. Dieser Vorgang wird als
Annealing bezeichnet. Die dafir verwendete Annealingtemperatur ist u.a. von der Sequenz
der Oligonukleotidprimer abhangig. Die Schmelztemperatur eines DNA-Doppelstranges und
damit auch die optimale Anlagerungstemperatur der Oligonuklectidprimer an die DNA &/t
sich in erster Naherung aus der Anzahl der Guanin-Cytosin und Adenin-Thymin Basenpaare
und ihrer Abfolge vorhersagen. Die Annealing-Temperatur bel einer PCR in dieser Arbeit
wird nach folgender, vereinfachten Formel berechnet:

Tanneding = 2 °C* Nast+ 4 °C * Ngc na+1: Anzahl von A- und T-Nukleotiden
Ne+c. Anzahl von G- und C-Nukleotiden

Bel Verwendung von Primerpaaren mit unterschiedlicher Annealingtemperatur wird die
niedrigere Temperatur verwendet.

Fur eine PCR ware es optimal, zwei Oligonukleotidprimer mit gleichen oder sehr &hnlichen
Schmelztemperaturen zu verwenden. Im dritten Schritt, der sogenannten Elongationsphase,
synthetisiert die DNA-Polymerase von dem 3'terminalen Ende dieser Oligonukleotidprimer
ausgehend jeweils in 5® 3'- Richtung bei 68 °C bis 72 °C den komplementéaren DNA-
Gegengtrang. Im ersten PCR-Zyklus werden DNA-Einzel strange synthetisiert, deren 5°-Ende
zwar durch den Oligonuklectidprimer begrenzt ist, deren 3'-Ende sich aber durch einen
undefinierten Polymerisationsabbruch an beliebiger Stelle befinden kann. Ab dem zweiten
Zyklus wird die von beiden Oligonuklectidprimern definiert eingegrenzte Sequenz
amplifiziert, da auch die Produkte des ersten Reaktionszyklus als Matrize dienen, so dal3 ein
Produkt definierter Grof3e gebildet wird. Die Zahl dieser PCR-Produkte wéchst exponentiell
mit der Zykluszahl, da sich ihre Konzentration in jedem Zyklus verdoppelt. Nach 20 PCR-
Zyklen ergibt sich eine theoretische Anreicherung um den Faktor 10°. Es wird allerdings
meist nur eine Ausbeute von ca. 85 % erreicht, da die Ausbeuten von Zyklus zu Zyklus
variierfczrg, so da? man einen durchschnittlichen Amplifikationsfaktor von ungefahr 10°
erhdlt.

C.2.2.1 DNA-Polymerasen

KlenTherm DNA-Polymerase
Die KlenTherm DNA-Polymerase ist ein Fragment der Taq DNA-Polymerase, der die5® 3'-
Exonuklease-Aktivitdt fehlt und die hitzestabiler as die Tag DNA-Polymerase ist. Die
KlenTherm DNA-Polymerase ist bis zu einer Temperatur von 99 °C stabil. Auf3erdem ist der
Einbau fehlerhafter Nukleotide wahrend der Polymerisation um den Faktor 2 geringer als bel
der Tag DNA-Polymerase.*?’

126 s5iki et al., 1985; Saiki et al. 1988; White et al. 1989; Linz, 1990
127 Barnes, 1992; Barnes, 1994
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KlenTherm DNA-Polymerase: 10 U/l
Lagerung bel —20 °Cin: 100 mM NaCl
05mM EDTA
1,0mM DTT
0,01 % (v/v) Tween 20
50 % (v/iv)  Glycerin
10mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0

10x PCR-Reaktions-Puffer der KlenTherm DNA-Polymerase:
160 mM (NH4),SO,4
35mM MgCl,
0,15 % (w/v) BSA
670 mM Tris-HCI, pH 9,1 bei 25 °C

Klonierte Pflu DNA-Polymerase

Die klonierte Pfu DNA-Polymerase wurde urspringlich aus dem hyperthermophilen, marinen
Archaebakterium Pyrococcus furiosus isoliert. Dieses multifunktionale, thermostabile Enzym
besitzt sowohl 5 ® 3"-DNA-Polymerase-Aktivitdt als auch 3'® 5-Exonuklease-Aktivitét,
was ihre DNA-Synthese-Genauigkeit um das 12fache gegenlber der Taq DNA-Polymerase
erhoht. Das Temperaturoptimum liegt zwischen 72 °C und 78 °C. Die Aktivitét bleibt auch
nach einer einstiindigen Inkubation bei 95 °C erhalten.'?®

Klonierte Pfu DNA-Polymerase: 2,5 U/ul

Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin 0,01 % (v/v) Tween 20
0,1mM EDTA 0,1% (v/v) Nonidet P-40
1,0 mM DTT 50 mM Tris-HCI, pH 8,2

DNA-Polymerase-Mix aus KlenTherm- und Pfu DNA-Polymerase

Um eine optimale Polymerase-Aktivitét auch fur langere Matrizen bei gleichzeitiger niedriger
Fehlerrate und geringen Kosten zu erhalten, wird ein Polymerase-Mix aus Klen-Therm- und
Pfu DNA-Polymerase (80 U KlenTherm / 1U Pfu; gesamt: 0,1 U/ul im PCR-Ansaiz)
verwendet.'?

C.2.2.2 PCR-Ansatz

Wenn es nicht anders vermerkt ist, wird eine PCR nach folgendem Schema durchgeftihrt. Die
Ansitze werden auf Eis pipettiert und anschlief3end sofort in den auf 94°C vorgeheizten
Thermocycler gestellt (‘Hotstart’ zur Vermeidung von Primer-Fehlpaarung bei niedrigeren
Temperaturen). Als Negativkontrolle dienen Ansdtze ohne DNA-Matrize und Positiv-
kontrollen werden mit Matrizen durchgefihrt, die zuvor for die PCR unter diesen
Bedingungen getestet wurden.

je Reaktionsansatz:

DNA-Matrize + dH,O 25 u
PCR-Master-Mix (siehe C.1.14) 21,25 pl
2 Primer (je 20 pmol/ul) 2x 0,5 pl
Klen/Pfu-Polymerase 0,25 ul

250 ul

128 Stratagene Produktbeschreibung, 1998
% Clineet al., 1996
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PCR Temperaturzyklen:

1 Zyklus: 94°C 2 Minuten Denaturierung

35 Zyklen: 94°C 25 Sekunden Denaturierung
40-68 °C 10 Sekunden Annealing
68 °C 2 Minuten je kB Elongation

1 Zyklus: 68 °C 2 Minuten je kB terminale Elongation

Endlos-Schlefe; 10°C
C.2.2.3 Nested PCR

In der nested PCR werden Primer verwendet, die innerhalb des in der ersten PCR
amplifizierten PCR-Fragmentes liegen. In eine neue PCR werden 1/100 oder 1/1000 Volumen
des vorher durchgefuhrten PCR-Ansatzes als Matrize gegeben.

Eine nested PCR wird durchgeftihrt, wenn die Matrizen-Konzentration in der PCR sehr gering
ist und wenn geringe Konzentrationen an einer zu amplifizierenden Matrize im Gemisch mit
anderen Matrizen vorliegen. Unspezifisch amplifizierte Fragmente aus der ersten PCR kdnnen
nicht erneut vermehrt werden.

C.2.2.4Kolonie-PCR

Zur Uberprifung von Bakterien-Kolonien auf ein spezidles Plasmid kann eine PCR mit
Plasmid-spezifischen (bzw. Insert-spezifischen) Primern direkt von den Bakterien-Kolonien
durchgefiihrt werden.*** Hierzu wird eine Einzelkolonie mit einem sterilen Zahnstocher in
30 pl dH>O Uberfihrt und funf Minuten bei 95 °C inkubiert. 0,5yl des abzentrifugierten
Uberstandes werden als PCR-Matrize in eine PCR (C.2.2.2) eingesetzt.

C.2.3 Reverse Transkriptase gekoppelte PCR

Die reverse Transkriptase gekoppelte PCR (RT-PCR) beruht auf der Umschreibung ener
RNA-Matrize in eine cDNA und deren anschliel}ender Amplifikation mit Hilfe der PCR. An
die (einzelstrangige) RNA kann ein spezifischer Primer (bzw. en unspezifischer poly(T)-
Primer fir poly(A)"-RNAS) binden (siehe PCR-Beschreibung C.2.2). Mit Hilfe von Reversen
Transkriptasen, RNA-abhéngigen DNA-Polymerasen, wird unter geeigneten Bedingungen ein
komplementdrer DNA-Einzelstrang synthetisiert.

Es gibt verschiedene reverse Transkriptasen, die jeweils fir unterschiedliche Problem-
stellungen geeignet sind. In dieser Arbeit werden Enzyme verwendet, die vor allem eine hohe
Effizienz der Umschreibung gewahrleisten, mit denen also auch bel extrem niedriger
Matrizen-Konzentration eine DNA-Synthese moglich ist. Unter anderem wird dies Uber
gentechnisch modifizierte Enzyme erreicht, denen die tblicherweise vorhandene RNAse H-
Aktivitét fehlt. Nach der Reaktion wird die cDNA in eine PCR eingesetzt (1/20 Vol.), wobel
be der PCR Primerpaare verwendet werden, die stromaufwérts zu dem in der reversen
Transkriptase-Reaktion verwendeten Primer liegen. Fir die Bestimmung von 5'-Enden von
MRNASs werden vor der PCR weitere enzymatische Reaktionen mit der cDNA durchgefihrt
(sehe A-PCR C.2.4; T-PCR C.2.5).

¥ pallas-Yang et al., 1998
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C.2.3.1 Genescript reverse Transkriptase

Die Genescript reverse Transkriptase ist eine modifizierte reverse Transkriptase aus dem
Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV-reverse Transkriptase), bel der der fur die
RNAse H kodierende Tell deletiert ist. Das Enzym kann einen komplementaren DNA-Strang
zu einer DNA- oder RNA-Matrize synthetisieren.

Sofern es im folgenden nicht weiter erwahnt ist, wird as Matrize je Reaktion 5 ug Gesamt-
RNA oder 0,1 ug poly(A)*-RNA eingesetzt.

Genescript reverse Transkriptase: 100 U/pl
Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin
1mM EDTA
0,1 mMm DTT
0,1 mM NaCl
0,1% (v/v) Triton X-100
50 mM Tris-HCI, pH 8,3

1x PCR-Reaktions-Puffer der Genescript reverse Transkriptase:

100 mM KCl
5mM MgCl,
10 mM DTT

50 mM Tris-HCI, pH 8,3
Wenn es nicht anders vermerkt ist, wird eine RT-PCR nach folgendem Schema durchgefiihrt:

je Reaktionsansatz:

RNA-Matrize + DEPC-dH,0 26,2 pl
5x Reaktionspuffer fir Genescript 10,0 pl
50 mM MnCl, 30
dNTP-Mix (je NTP: 2,5 mM) 10,0 pl
Primer (20 uM) 0,3 ul
RNAse-Inhibitor (20 U/ul) 0,25 ul
Genescript Polymerase (100 U/ul) 0,25 pl

50,0 pl

Als Negativkontrollen dienen Ansdtze ohne RNA-Matrize. Eine zusétzliche Negativkontrolle
wird mit einem hitzeinaktivierten Gesamtansatz durchgefuihrt. Positivkontrollen werden mit
Matrizen durchgefihrt, die zuvor fir die RT-PCR unter diesen Bedingungen getestet wurden.
Bevor die reverse Transkriptase zu dem Ansatz gegeben wird, kann eine einminitige
Inkubation bel 94 °C mit anschlielfendem raschem Abkihlen in Eiswasser durchgefihrt
werden, um doppel strangige RNA-Bereiche zu denaturieren. Der Ansatz wird 45 Minuten bel
42 °C inkubiert. Anschliefend wird die Reaktion durch finfminltige Inkubation bei 94 °C
(Inaktivierung der reversen Transkriptase) gestoppt.

C.2.3.2 Omniscript reverse Transkriptase
Die Omniscript reverse Transkriptase ist ein rekombinantes, heterodimeres Enzym, das in

E. coli exprimiert wird. Das Enzym leitet sich nicht von der MMLV-, AMV-, oder HIV-1-
reversen Transkriptase ab. Eine genauere Angabe des Herstellers liegt nicht vor.
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Die Vorteile des Enzyms sind: hohe Effizienz, hohe Senstivitét auch fir geringe RNA-
Matrizen-Konzentrationen und en weiter dynamischer Bereich der RNA-Matrizen
Konzentration, in welchem mit der anschlief3enden PCR spezifische DNA-Fragmente gebildet
werden konnen. Sofern es nicht anders beschrieben ist, wird als Matrize je Reaktion 0,1 ug
poly(A)*-RNA eingesetzt.

Omniscript reverse Transkriptase: 4 U/l

Lagerung bei -20 °C

Lagerungs- und Reaktionspuffer: nicht angegeben
Reaktionsansatz mit der Omniscript reversen Transkriptase:

je Reaktionsansatz:

RNA-Matrize + DEPC-dH,O 13,0 pl
10x Reaktionspuffer fir Omniscriptrev. T. 2,0 pl
dNTP-Mix (jedNTP: 2,5 mM) 20
Primer (20 uM) 1,0 ul
RNAse-Inhibitor (20 U/ul) 1,0 ul
Omniscript Polymerase (4 U/ul) 10 yl

20,0 pl

Als Negativkontrollen dienen Ansdtze ohne RNA-Matrize. Eine zusétzliche Negativkontrolle
wird mit einem hitzeinaktivierten Gesamtansatz durchgefuhrt. Positivkontrollen werden mit
Matrizen durchgefiihrt, die zuvor fir die RT-PCR unter diesen Bedingungen getestet wurden.
Bevor die reverse Transkriptase zu dem Ansatz gegeben wird, kann eine einminitige
Inkubation bel 94 °C mit anschlielfendem raschem Abkihlen in Eiswasser durchgefihrt
werden, um RNA, die doppelstréngige Bereiche ausbildet, zu denaturieren.

Der Ansatz wird 45 Minuten bel 42 °C inkubiert. Anschlief3end wird die Reaktion durch flnf-
mindtige Inkubation bel 94 °C (Inaktivierung der reversen Transkriptase) gestoppt.

C.2.3.3'C. therm. Polymerase

Zu der Herkunft dieser Reversen Transkriptase wird vom Hersteller keine Angabe gemacht.
Die Vortelle des Enzyms sind spezifische Bindung der Primer und wenig Probleme mit
Sekundérstrukturen  der  Matrize durch hohe Reaktionstemperatur, keine negative
Beeinflussung einer anschlief3enden PCR durch Manganionen und keine Inhibierung des
Enzyms durch hohe Konzentrationen von RNA.

Sofern es nicht im besonderen beschrieben ist, wird als Matrize je Reaktion 5 pg Gesamt-
RNA oder 0,1 ug poly(A)*-RNA eingesetzt.

‘C. therm. Polymerase': 4 U/ul

Lagerung be —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin
0,1 mM EDTA
10 mM [3-Mercaptoethanol
50 mM KCI

0,5 % (w/v) Thesit
0,5% (v/v) Nonidet P-40 (NP-40)
10 mM Tris-HCI, pH 8,5 (4°C)
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Reaktionsansatz mit dem ‘C. therm. Polymerase for reverse transkription / Two-Step Kit':

je Reaktionsansatz:

RNA-Matrize + DEPC-dH,O 10,3 ul
5x reverse Transkriptase-Puffer
(mit 25 mM MgCl, und 10 % DM SO) 40 pl
dNTP-Mix (jedNTP: 2,5 mM) 1,6 ul
Primer (20 uM) 1,0 ul
DTT 1,0 ul
DMSO 0,6 ul
‘C. therm. Polymerase’ (4 U/ul) 15 yl
20,0 pl

Als Negativ-Kontrollen dienen Ansitze ohne RNA-Matrize. Eine zusétzliche
Negativkontrolle wird mit RNA-Matrize, aber ohne reverse Transkriptase angesetzt.
Positivkontrollen werden gegebenenfalls mit Matrizen durchgefihrt, die zuvor fur die RT-
PCR unter diesen Bedingungen getestet wurden. Der Ansatz wird funf Minuten bei 70 °C
und 45 Minuten bel 65 °C inkubiert. Danach wird das Enzym durch zweiminitige Inkubation
bei 95 °C inaktiviert.

C.234MuLV reverse Transkriptase

In dem RT-PCR-Kit von Perkin Elmer wird mit der Reversen Transkriptase aus dem Moloney
Murine Leukemia Virus (MMLV-reverse Transkriptase) gearbeitet. Die Reaktion erfolgt,
sofern nicht abweichend beschrieben, wie im Protokoll des Herstellers angegeben. Die
cDNA-Synthese und die PCR werden in zwe Schritten im gleichen Reaktionsgefal
durchgefthrt. Der PCR-Mix wird nach der reversen Transkriptase-Reaktion zu dem gesamten
Ansatz zugegeben und die Inkubation durchgefihrt.

Sofern es nicht anders beschrieben ist, wird als Matrize je Reaktion 5 ug Gesamt-RNA oder
0,1 ug poly(A)*-RNA eingesetzt.

MMLYV-reverse Transkriptase: 4 U/ul

Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin
0,1 mM EDTA
1mM DTT

0,01 % (v/v) Nonidet P-40 (NP-40)
20 mM Tris-HCI, pH 7,5 (bel RT)

Reaktionsansatz fur die Reverse-Transkriptase-Reaktion:

je Reaktionsansatz:

RNA-Matrize + DEPC-dH,O 15 ul
10x PCR Puffer 11 1,0 pl
25 mM MgCl, 20
dNTP-Mix (je dNTP: 2,5 mM) 40 pl
Stromabwarts-Primer (20 uM) 05 ul
RNAse Inhibitor (20 U/pl) 05
MuLV reverse Transkriptase (50 U/pl) 05 ul

10,0 pl
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Die Inkubation wird bel 42°C Uber 15Minuten durchgefihrt mit anschliefRender
Inaktivierung der Reversen Transkriptase durch zehnminitige Inkubation bei 95 °C.

AmpliTaq DNA-Polymerase: 5U/ul

Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin
0,1 mM EDTA
100 mM KCI
1mM DTT

0,5% (v/v) Nonidet P-40 (NP-40)

0,5% (v/v) Tween 20

20 mM Tris-HCI, pH 8,0 (bel RT)
Reaktionsansatz fur die anschlief?ende PCR-Reaktion:

je Reaktionsansatz:

(reverse Transkriptase-Ansatz 10 pul)
DEPC-dH,0O 33,25l
10x PCR Puffer 11 40
25 mM MgCl, 20
Stromaufwérts-Primer (20 uM) 05
AmpliTag DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl

50,0 pl

Als Negativkontrollen dienen Anséize ohne RNA-Matrize. Positivkontrollen werden
gegebenenfalls mit RNAs durchgeftihrt, die zuvor fir die reverse Transkriptase-PCR unter
diesen Bedingungen getestet wurden. Die PCR Bedingungen werden durchgefiihrt wie unter
C.2.2.2 beschrieben.

C.2.4 Anker-PCR (SLIC-Strategie)

Fur die Analyse des 5'-Endes der mRNA mul die Sequenz mit Hilfe der PCR amplifiziert
werden. Allerdings kann eine PCR nur durchgefiihrt werden, wenn beide Sequenzenden um
das zu amplifizierende Stiick bekannt sind. Die 5'-gelegene Sequenz ist jedoch unbekannt und
somit kann ein komplementarer Primer nicht gefunden werden. Die Anker-PCR (anchor-PCR,
A-PCR) wird verwendet, um das unbekannte 5'- oder 3'-Ende einer mRNA zu ermitteln. In
dieser Arbeit wird die SLIC-Strategie™ fiir diese Methode angewandt (Abbildung 30). Die
A-PCR umgeht das Problem, indem mit Hilfe von T4 RNA Ligase en spezifischen
Oligonukleotids an das 5 -Ende einer zuvor Uber RT-PCR synthetisierten cDNA ligiert wird.
Anschliel3end kann das 5'-Ende der mRNA mit PCR Uber einen spezifischen Antisinn-Primer
und einen Sinn-Primer, der komplementdr zum Anker-Primer ist, durch Sequenzierung
ermittelt werden. Bei sehr seltenen mRNAs ist ene nested PCR und eventuell eine zweite
nested PCR erforderlich. Zu diesem Zweck werden drei Primer verwendet, die jeweils
stiickwei se komplementar zum Anker-Primer sind.

Die cDNA-Synthese wird mit 1 ug poly(A)*-RNA und Genescript reverse Transkriptase
(C.2.3.1) oder ‘C. therm. Polymerase’ (C.2.3.3) durchgefihrt. In weiteren Ansdtzen mit
doppeltem Volumen und Genescript wurden 100 pg A549-Gesamt-RNA revers transkribiert.
Anschlief?end wird die cDNA Uber CTAB-Fallung gereinigt (C.2.6.2). Als Antisinn-Primer
werden bel der reversen Transkriptase-Reaktion mit Genescript der Primer HCII5 - und bel
Verwendung von ‘C. therm. Polymerase’ der Primer Dag21 eingeseizt.

131 Edwards et al., 1997
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In den anschlief3enden PCRs werden die Oligonukleotide USC23, USC8, USC9 und USC12
als Antisnn-Primer verwendet. Die zum Anker-Primer komplementdren Sinn-Primer tragen
die Bezeichnung A5'-1, A5 -2 und A5'-3.

T4 RNA Ligase: 20 U/l
Lagerung be —20 °Cin: 50 % (v/iv)  Glycerin
0,1 mMm EDTA
10 mM [3-Mercaptoethanol
50 mM KCI
1mM DTT

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

1x T4 RNA Ligase-Reakt.-Puffer: 1 mM ATP
10 mM MgCl,
10 mM DTT

50 mM Tris-HCI, pH 7,8

je Reaktionsansatz:

ssDNA 10,0 pl
Primer A5'-NV (1 uM) 05 ul
10x T4 RNA Ligase Puffer 1,7
30 % PEG 4000 38 ul
T4 RNA Ligase (20 U/ul) 10 ul

17,0 i

Als Negativkontrollen dienen reverse Transkriptase-Ansdtze, die ohne RNA-Matrize
durchgefiihrt werden. Der Reaktionsansatz wird mit Ol Uberschichtet und 48 Stunden bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlief3end erfolgt die Inaktivierung der T4-RNA-Ligase
durch funf Minuten Inkubation bei 94 °C. Die nachfolgende PCR und die nested PCR werden
unter den Standardbedingungen durchgefiihrt (C.2.2.2 und C.2.2.3). In die erste PCR (50 pl
Gesamt-Volumen) werden 1/10 Volumenanteil des Ligase-Ansatzes als Matrize gegeben.

C.2.5Tailing-PCR

Die Tailing-PCR* (T-PCR) wird ebenfalls verwendet, um das unbekannte Ende einer
MRNA zu ermitteln. Das Problem der notwendigen Amplifikation mit einer PCR wird bei der
A-PCR (C.2.4) beschrieben. Die T-PCR umgeht das Problem, indem mit Hilfe von terminaler
Desoxynukleotidyl-Transferase eine Viezahl von identischen Nukleotiden an das 5'-Ende
einer zuvor Uber RT-PCR synthetisierten cDNA angehangt werden. Anschlief3end kann das
5'-Ende der mRNA mit PCR Uber einen spezifischen Antisnn-Primer und einen Sinn-Primer,
der komplementare Nukleotide zu den angehangten Nukleotiden am 3'-Ende enthdlt, ermittelt
werden. Bel sehr seltenen mRNA-Transkripten ist eine (semi-)nested PCR und eventuell eine
zweite (semi-)nested PCR erforderlich.

Die cDNA Synthese wird mit 0,7 pug poly(A)"-RNA und Omniscript reverse Transkriptase
(C.2.3.2) oder C. therm. Polymerase (C.2.3.3) durchgefiihrt (Matrizen in diesem Fall: 20 ug
Gesamt-RNA aus HepG2-Zdllen, 30 pg Gesamt-RNA aus A549-Zellen, 42 pg Gesamt-RNA
aus Lunge, oder 1 ug Leber-poly(A)*-RNA).

132 Bertioli, 1997
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Anschlief3end wird die cDNA Uber CTAB-Fallung gereinigt (C.2.6.2) und eine Reihe von G-
Nukleotiden angehangt (‘tailing’). Als Antisnn-Primer werden bel der reversen Trans
kriptase-Reaktion mit ‘C. therm. Polymerase’ Dag2l oder USC23 verwendet, und USC12
wird zusammen mit der Omniscript Polymerase eingesetzt. In den anschlie3enden PCRs
werden die Primer USC8, USC9, USC12, USC20, USC24 und USC26 verwendet. Der zum
poly(G) komplementdre Sinn-Primer, mit dem die anschliefende PCR durchgefuhrt wird,
tragt die Bezeichnung A5’ -Tail.

Terminale Desoxyribonuklectidyl Transferase (TdTase): 20 U/ul

Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (v/v)  Glycerin

1mM [3-Mercaptoethanol

50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4
5x TdTase-Reaktionspuffer: 05mg/m  BSA

0,5mM DTT
500 mM Kakodylatpuffer, pH 6,8

Reaktionsansatz fir die terminale Transferase-Reaktion:

je Reaktionsansatz:

sscDNA + dH,0 15,25l
dGTP (100 pM) 3,75 pl
5x TdTase Puffer 50 ul
terminale Transferase (20 U/ul) 1,0 ul

25,0 pl

Als Negativkontrollen dienen hitzeinaktivierte Ansdtze aus der reversen Transkriptase-
Reaktion. Ebenfalls werden Ansdize, denen keine Matrize zugegeben wird, als
Negativkontrollen verwendet. Der Reaktionsansatz wird eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Anschliefend erfolgt die Inaktivierung der Terminalen Transferase durch zweiminitige
Inkubation bel 94 °C. Die nachfolgende PCR und nested PCR wird unter den
Standardbedingungen durchgefihrt (C.2.2.2 und C.2.2.3). In die erste PCR (50 yul Gesamt-
Volumen) werden 1/50 Volumenanteil des Ansatzes eingesetzt.

C.2.6 Techniken zur Analyse von DNA und RNA
C.2.6.1 Agarosegelelektrophorese von DNA™®

Die Agaroseged el ektrophorese trennt die aufgrund ihrer Phosphatgruppen bel neutralem pH-
Wert negativ geladenen DNA-Molekile in einem eektrischen Feld auf. DNA-Fragmente
wandern je nach Grofie und Konformation mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die
Agarosematrix zur Anode. Durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard kénnen
Konzentration und Grof3e bestimmt werden. Agarose wird aus Rotalgen isoliert und ist ein
lineares Polymer aus dem Dimer D-Gal aktose und 3,6-Anhydro-L-Gal aktose.

133 southern, 1979
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Trennbereiche
2 %- Agarose-Gd: 2 % (w/v) Agarosein 1x TAE-Puffer; Trennung von 0,1-2 kB
1 %- Agarose-Gdl: 1 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer; Trennung von 0,4-7 kB

Elektrophorese

Die Agarose wird mit TAE in einem Mikrowelenherd aufgekocht und heil3 in ene
Elektrophoresekammer mit einem Probenkamm gegossen. Das Gd erhértet innerhalb einer
halben Stunde. Anschlief3end wird das Gel in der Elektrophoresskammer mit TAE-Puffer
Uberschichtet (submarine Technik).

Zum Nachweis von Plasmid-DNA, Restriktionsfragmenten oder PCR-Produkten werden
10 yl Probe mit 1 pl 10x Elektrophorese-Auftragspuffer vermischt und in die Taschen des
Agarosegels aufgetragen (Geldicke ca. 0,5 cm). Zur GrofRenbestimmung werden mindestens
in einer Spur 0,25 pg DNA-Langenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese |auft fur ca. eine
halbe Stunde bei einer Feldstérke von ca. 20 V/cm in TAE-Puffer (120-150 V, 250-400 mA).
Anschlief3end wird das Gel fur zehn Minuten in ein Farbebad mit Ethidiumbromid (EtBr)
gelegt. Der Farbstoff interkaliert in DNA und RNA. Da EtBr-DNA-Komplexe be UV-
Bestrahlung mit einer Wellenlange von 312 nm fluoreszieren, kénnen so die einzelnen DNA-
Fragmente sichtbar gemacht werden. Das Gel wird anschlief3end fur finf Minuten in dH,O
entfarbt. Zur Dokumentation wird das Agarosegel auf einer UV-Durchlichtplatte bel 312 nm
fotografiert.

Die DNA-Fragment-Grof3en werden durch Vergleich mit dem DNA-Langenstandard (‘kB-
Leiter’, ‘Marker VIII' oder ‘100 Bp-Leiter’) bestimmt. Mit Hilfe der WinCam Version 2.2
Software kann die Konzentration densitometrisch abgeschatzt werden.

C.2.6.2 Reinigung von DNA

Fallung mit Hexadecyltrimethylammoniumbromid**

(Reinigung von einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA und RNA von Proteinen und
kurzen Oligomeren; Umpufferung von DNA-L6sungen; Konzentrierung von DNA-LGsungen)
Zu der Nukleinsdure-Ldsung werden 1/10 Vol. 3,5 M NaCl und /10 Vol. 5 % (v/v) CTAB
gegeben und jewells gut gemischt. Nach einer 30mindtigen Zentrifugation bei 13000 UpM
wird das Pellet in 100 yl 1,2 M NaCl und 270 ul 96 % EtOH aufgenommen und erneut 30
Minuten lang zentrifugiert. Anschliel3end wird das Pellet mit 70 % EtOH gewaschen. Das
Pellet wird in 10 pl dH,O aufgenommen und 5 Minuten bei 75 °C inkubiert.

Ethanal- / Isopropanolféllung

(Reinigung von einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA und RNA von Proteinen, Phenol
und kurzen Oligomeren; Umpufferung von DNA-LGsungen; Konzentrierung von DNA-
L dsungen)

Um die Konzentration von DNA-L6sungen zu erhéhen oder um enen Pufferwechsd
durchzufiihren wird die DNA mit EtOH prézipitiert. Dazu wird die Salzkonzentration der
wal¥rigen DNA-LGsung durch Zugabe von 1/10 Vol. 5 M NaCl oder 3 M Na-Acetat-Ldsung
(pH 5,2) stark erhoht. Dann erfolgt die Zugabe und Mischen mit zwel Vol. 96 % EtOH oder
ein Vol. Isopropanal. Die DNA wird durch Inkubation bei -20 °C tber 30-60 Minuten gefallt.
Danach wird die Probe bel 13000 UpM abzentrifugiert, das Pellet mit 70 % EtOH gewaschen
und fiir zehn Minuten bei 60 °C getrocknet. Dann kann das DNA-Pdllet in der gewiinschten
Menge dH,O oder Puffer aufgenommen werden.
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Phenolextraktion

(Reinigung von einzelstréngiger und doppel stréngiger DNA und RNA von Proteinen)

Die Nukleinsdurel6sung wird mit /3 Vol. Roti-Phenol versetzt, gevortext und finf Minuten
bei 13000 UpM abzentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand (walrige Phase) wird abgezogen
und mit Ethanol geféllt. Soll die gereinigte DNA fur Sequenzierungen verwendet werden,
findet anschliefend eine weitere Reinigung (Enfernung minimaler Phenolreste) Uber
Microcon-50 statt (s. u.).

Reinigung von DNA mit dem PCR-Purification-Kit (QIAquick)

(Reinigung von einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA und RNA von Proteinen, Phenol
und kurzen Oligomeren)

Die Reinigung mit dem PCR-Purification-Kit wird entsprechend dem Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt*>*. Die Aufnahme der DNA erfolgt immer in 35 ul Elutions-Puffer,
mit dem die Saule vor der Zentrifugation eine Minute bel RT inkubiert wird.

Reinigung mit Microcon-50 (Amicon)

(Reinigung von einzelstrangiger und doppe strangiger DNA und RNA von Phenol und kurzen
Oligonukleotiden)

Die Nukleinsdure-L6sung wird nach Angaben des Herstellers auf die Saule gegeben und bel
13000 UpM 1-5 Minuten zentrifugiert, bis nur noch ca. 10 ul Fussigkeit oberhalb der
Membran vorhanden sind. Dann wird zweimal mit 200 pl dH,O gewaschen, wobel ebenfalls
en geringer Flussgkeitsfilm erhalten bleiben muf3, um die Membran nicht zu zerstéren.
Anschliefiend werden 15 pl dH,O direkt auf die Membran pipettiert und die Saule eine
Minute bei RT inkubiert. Abschlief3end wird die Saule in eéinem sauberen Reaktionsgefald
invertiert und zwei Minuten lang abzentrifugiert.

C.2.6.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Konzentrationsbestimmung Uber Agarosegele

Die Konzentration einer DNA-LGsung kann durch Vergleich mit einer DNA-L&sung
bekannter Konzentration im Agarosegd abgeschétzt werden. Es werden Verdinnungsreihen
angelegt und die Proben auf ein Minigel aufgetragen. Nach dem Lauf wird das Gel mit
Ethidiumbromid gefarbt und fotografiert. Je nach Intensitét der Banden im Vergleich zu den
Banden mit bekannter Konzentration kann nun die Konzentration der DNA-L6sung
abgeschatzt werden.

Eine genauere densitometrische K onzentrationsbestimmung ermoglicht die WinCam (Version
2.2) Software. Die Bestimmung verl&uft nach Angaben des Herstdllers.

Konzentrati onshestimmung tber Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm
Eine wetere Moglichkeit die Konzentration von DNA oder RNA in ener Lésung zu
bestimmen, it die Messung der optischen Dichte. Nukleinsduren haben en
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Zusétzlich kann die relative Verunreinigung der Losung
mit Proteinen bestimmt werden. Proteine absorbieren UV-Licht maximal be einer
Wedlenldnge von 280 nm. Reine DNA weist én 0D260/0D2g0-Verhéltnis von bis zu 2 auf. Je
mehr Proteine enthalten sind, desto niedriger ist das Verhdltnis. Be reinen Proteinen
entspricht 1 oD etwa 1,8 pg/ul Protein.

13 QIAgen, 1997
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Fur reine Nukleinsduren gilt: 1 oDgp entspricht einer Konzentration bei:

dsDNA: 50 pg/mi Oligonukleotide: 20-30 pg/ml
ssDNA: 33 pg/ml RNA: 40 pg/ml

C.2.6.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen®®

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il erkennen eine definierte, palindrome DNA-Zielse-
quenz von 4 bis 8 Nukleotiden. Innerhalb dieser Sequenz wird spezifisch ene
Phosphodiester-Bindung hydrolysiert, so dal? ein Ende mit einer 5"-Phosphat-Gruppe und das
andere Ende mit einer 3"-Hydroxyl-Gruppe an der Desoxyribose entstehen. Die Restriktion
kann dattfinden, sofern die DNA nicht durch en entsprechendes Modifikationsenzym
methyliert ist. Manche Enzyme schneiden den DNA-Doppelstrang versetzt, so dal3
Uberstehende Enden entstehen (‘sticky ends’), wahrend andere an der gleichen Stelle in den
komplementdren Strangen schneiden (ergibt ‘blunt ends’). Um ihre spezifische, selektive
Aktivitdt zu erhalten, missen sie in dem jeweils geeigneten Puffer mit entsprechend hoher
Salzkonzentration eingesetzt werden. Diese Bedingungen werden mit den 10x
Restriktionspuffern von Boehringer erreicht. Bel Mehrfachspaltungen wird normalerweise der
Puffer mit der niedrigeren Salzkonzentration verwendet, es muf3 aber Uberprift werden, ob die
Restriktionsenzyme eine unspezifische Spaltungsaktivitdt (‘Star-Aktivitat') unter diesen
Bedingungen aufweisen.

Reaktionsansatz einer Restriktionsspaltung von DNA:

je Reaktionsansatz:

DNA + dH,O X
10x Spaltungs-Puffer (Tabelle 5) 1/10 Val.
RNAse-L6sung (10 mg/ml) 1/10 Val.
Restriktionsenzym Y

1 Vol. Gesamtansatz

Der Ansatz wird gemischt, abzentrifugiert und fir 1-1,5 h bei dem Temperaturoptimum des
Restriktionsenzyms im Wasserbad inkubiert. Anschlief?end werden die Restriktionsenzyme
durch Hitze (15mindtige Inkubation bel 65 °C und Einfrieren), Phenolextraktion, oder durch
Zugabe von komplexierenden Agenzien (SDS und EDTA im Gel-Ladepuffer) inaktiviert.

C.2.6.5 Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten

Die Spaltungsansdtze mit der in Restriktionsspaltungen geschnittenen Vektor- und Insert-
DNA werden zur Enzyminaktivierung und Lagerung eingefroren. Nach dem Auftauen werden
sieim geeigneten Verhaltnis gemischt, wobel die Ligase-Reaktion am besten in einem kleinen
Reaktionsvolumen mit hoher DNA-Konzentration ablauft (0,1-1 pg/ul). Die Insert-DNA
sollte moglichst im Uberschul? vorliegen. Dies unterdriickt auch eine mogliche Rdligierung
des Vektors. Sofern die Enden reigieren konnen, oder schwierig zu klonierende Inserts
vorliegen, wird eine Dephosphorylierung des Vektors durchgefiihrt (C.2.6.7). Die Ligase
verbindet die Enden zu kovalent-gebundenen DNA-Strangen. Zuerst erfolgt eine Inkubation
der DNA-LGsung fur zehn Minuten bel 65 °C im Wasserbad, um ‘sticky ends zu 16sen und
zur Desktivierung einiger Restriktionsenzyme (evtl. muf? die DNA mit einer Phenolextraktion
von den Enzymen gereinigt werden, z.B. bei BamHlI).

135 gmith & Birnstid, 1976



C. Material und Methoden C.2 Methoden 57

Eine Ligation wird dblicherweise in eéinem Ansatz mit 25-40 pl Volumen durchgefiihrt. Der
Ansatz wird Uber Nacht in einem Thermocycler jeweils 30 Sekunden abwechselnd bei 10 °C
und 27 °C inkubiert.*** AnschlieBend wird eine Hitzeinaktivierung (15 Minuten bei 65 °C)
durchgefuihrt. Danach kann die Transformation durchgefiihrt werden.

Je Reaktion fur eine 'sticky-end'-Ligation: je Reaktion fir eine 'blunt-end'-Ligation:
DNA-Spaltungsansétze X pl DNA-Spaltungsansétze X pl

ATP-L6sung (10 mM) /10 Vol. ATP-L6sung (10 mM) /100 Val.
DTT-Lo6sung (100 mM) /10 Vol. DTT-Lo6sung (100 mM) /10 Vol.
BSA-Ldsung (10 mg/ml)  1/20  Val. BSA-Ldsung (10 mg/ml) /20  Vol.
T4-DNA-Ligase 001 U T4-DNA-Ligase 1 U

dH,O Y Val. dH,O Y Val.
Gesamtansatz 1 Vol. Gesamtansatz 1 Val.

C.2.6.6 Isolierung von Restriktionsfragmenten

In einigen Experimenten werden nur bestimmte, definierte DNA-Fragmente aus ener
Restriktionsspaltung von DNA bendtigt. Dazu werden die Fragmente aus enem
Spaltungsansatz in einem Agarosegel aufgetrennt. Eine optimale Auftrennung der
gewinschten Fragmente kann durch Verdnderung der Agarosekonzentration im Gel erreicht
werden. Das Gel wird mit EtBr gefarbt und die gewiinschten Restriktionsfragmente werden
unter UV-Licht mit ener abgeschnittenen blauen Eppendorf-Spitze aus dem G
ausgestochen.™’

Fragmente fir Klonierungen

Die Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegd erfolgt Uber einen Grobfilter
(Zurtckhaltung der Gelmatrix) und ein Molekularsieb (Microcon 50, DNA-Reinigung von
kleinen Molekilen, C.2.6.2) nach Angaben des Herstellers (Gel-Extraktions-System von
Amicon).

Fragmente als Matrizen fur PCR
Der Gelblock wird in 500 ul dH.O fir funf Minuten ba 95°C inkubiert. 0,5l der
gevortexten Losung wird anschlief3end als Matrize in eine PCR-Reaktion eingesetzt.

C.2.6.7 Dephosphorylierung von DNA

Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase aus P. borealis

Die alkalische Phosphatase aus der arktischen Garnele P. borealis (shrimp akaline
phosphatase, SAP) ist eine Orthophosphorsduremonoesterphosphohydrolase, EC 3.1.3.1.

SAP erkennt DNA und RNA als Substrat und dephosphoryliert das 5°-Ende von RNA und
DNA an 5-Uberhangenden, 5-rezessven und an glatten Enden. Eine vollstdndige und
irreversible Inaktivierung wird durch 15 Minuten Inkubation bei 65 °C bewirkt.*® Der Ansatz
wird 10 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlief3end zur Inaktivierung 15 Minuten bel
65 °C erhitzt.

136 | und et al., 1996
3" Thomson & Compton, 1998
138 Maxam & Gilbert, 1980; Moessner et al., 1980
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Lagerung bel —20 °Cin: 50 % (viv) Glycerin
1mM MgCl,
0,1 mMm ZnCl,
25 mM Tris-HCI, pH 7,6

Dephosphorylierungspuffer (10x konz.):
1mMm EDTA
05M TrisHCI, pH 8,5

Reaktionsansatz einer Dephosphorylierung:

je Reaktion:

DNA + dH,0 24,0 pl
SAP (1 U/ul) 30 ul
10x Dephosphorylierungspuffer 3.0 ul

30,0 pl

Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase aus K&l berdarm

Die Reaktion wird ebenso durchgefiihrt, wie fir die SAP, alerdings wird 10x Puffer 3
(Boehringer) als Reaktionspuffer verwendet. Eine Inaktivierung des Enzyms durch Hitze ist
nur mit anschlief3ender Phenol extraktion moglich. Aus diesem Grund wird eine Reinigung des
Produkts Uber Phenolextraktion oder QI Aquick-PCR-Purification durchgeftihrt.

C.2.6.8 DEPC-Behandlung von Puffern und Gefallen

Um RNAsen auf Gerdten und in dH,O zu inaktivieren, wird eine DEPC-Behandlung
durchgeftihrt. dH,O wird 1/2000 Volumen DEPC zugesetzt und zwe Stunden gerihrt.
Danach wird die Ldsung autoklaviert und das DEPC damit zerstort. Oberfl&chen von
Gelkammern konnen mit 2 %-SDS-L6sung zur Inaktivierung von RNAsen behandelt werden.

C.2.6.9 Isolierung von Gesamt-RNA austierischen Zellen

Gesamt-RNA-Isolierungen aus Zellkulturen von HepG2-Zellen und A549-Zellen werden mit
dem QIAgen RNeasy Mini Kit nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die RNA
wird in dH.O aufgenommen und auf eine Konzentration von 1 pg/pl eingestellt.

C.2.7 Anzucht und Lagerung von Zellen

C.2.7.1 Anzucht und Lagerung von E. coli-Stammen

Herstellung der Kulturmedien

Die Medien werden be 121 °C fur 30 Minuten autoklaviert. Fur Festmedien konnen
Antibiotika (Endkonzentration: siehe Tabelle 14) hinzugegeben werden, sobald die
Temperatur auf weniger als 60 °C gesunken ist. Das Medium wird anschlief3end unter sterilen
Bedingungen in der Reinraumwerkbank in Petrischalen gegossen und kann mehrere Monate
bel 4 °C gelagert werden.
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Anzucht und Lagerung

Fur die Anzucht der Bakterien werden 5 ml LB Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und
bel 37 °C und 150 UpM .N. inkubiert. Zur Gewinnung von grof3eren Mengen von Bakterien
werden 50-100 ml LB Medium in einer 1000 ml-Flasche angeimpft und im Luftschittler bel
37 °C bis zu einer 0Dggo von 0,4 oder 0,9 inkubiert. Die Bebriitung von Bakterienausstrichen
auf Festmedien (LBG) erfolgt bel 37 °C 0.N. im Warmeschrank. Die bewachsenen Platten
koénnen mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden.

Messung der optischen Dichte

Zur Uberprifung des Bakterienwachstums in Flussigkultur wird die optische Dichte mit
einem Spektralphotometer bestimmt. Dabel wird die optische Dichte von E. coli bel ener
W lenlange von 600 nm gemessen. Als Referenz dient das unbeimpfte Medium.

C.2.7.2 Anzucht und Lagerung von eukaryotischen Zellinien

In dieser Arbeit werden HepG2-Zellen™* zur RNA-Isolierung, Transfektion und Promotor-
analyse und A549-Zellen zur RNA-Isolierung verwendet.

HepG2-Zelen leiten sich von einem Leberhepatom ab. Die HepG2-Zellen der Passage 89
wurden im Oktober 1997 von der Firma ECACC (ECACC Nr.: 85011430, CB NR.: 2551)
bezogen. In dieser Arbeit wurden Zellen ab der 99. Passage fir die Analysen verwendet.

Die A549-Zelen'* der Passage 86 wurden im August 1997 von der Firma ECACC (ECACC
Nr.: 86012804, CB NR.: 2493) bezogen. A549-Zdlen sind menschliche Lungenkarzinom-
Zdlen. Die RNA wurde aus Z€ellen unterschiedlicher Passagen gewonnen.

100x Penicillin-Streptomycin: 0,639 Penicillin G (Sigma P3032)
10g Streptomycinsulfat (Merck 722K779117)
100 ml dH,O
Die Losung wird sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.
Medium fir HepG2-Zdl len: 109 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Gibco/BRL
Nr. 074-01600P; Lagerung bei -20°C)
379 NaHCO; (bei 10 % CO,)
100 ml Calf serum (inaktiviert durch 30mindtige Inkubation bel 56 °C)
(NCS; Flow 29-121-54 Lot 29121109)
10ml 100x Penicillin-Streptomycin
0479 L-Glutamin
890 ml dH,O
Das Medium wird sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.
Medium fir A549-Zdlen: 109 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Gibco/BRL
Nr. 074-01600P; Lagerung bei -20°C)
379 NaHCO; (bei 10 % COy)
100 ml Calf serum (inaktiviert durch 30minttige Inkubation bei 56 °C)
(NCS; Flow 29-121-54 Lot 29121109)
10ml 100x Penicillin-Streptomycin
0479 L-Glutamin
30¢g D-Glukose
890 ml dH,O

Das Medium wird gterilfiltriert und bel 4 °C gelagert.

139 Aden et al., 1979; Knowles et al., 1980
0 Giard et al., 1973; Lieber et al., 1976
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Einfrieren und Lagerung von adhérenten eukaryotischen Zellen

Es werden 5-6x 10° Zellen (von je einer 10 cm Platte) eingefroren. Dazu wird von einer
konfluent bewachsenen Kulturschale oder T-Flasche das Medium abgezogen, die Zellen mit
PBS gewaschen und trypsiniert (s.u.). Nach dem Abldsen der Zellen wird die Reaktion mit
10 ml Medium gestoppt, und die Zellen werden bei 800 UpM funf Minuten abzentrifugiert.
Nach vollstandigem Absaugen des Mediums werden die sedimentierten Zellen in 1,5 ml
Vollmedium mit 10% DMSO resuspendiert und mit ener sterilen 1 ml Pipette in
Kryorohrchen dberfihrt. Die Zellen werden mdoglichst schonend eingefroren, indem sie
zundchst zwel Stunden auf -20 °C abgekihlt werden, dann Uber Nacht bel -80 °C inkubiert
und anschlief3end in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagert werden (-196 °C).

Trypsinieren und Passagieren von adharenten eukaryotischen Zellen

Die verwendeten Ldsungen werden auf 37 °C temperiert.

Von ener konfluenten Monolayerkultur wird das alte Medium abgesaugt. Dann wird die
Kultur mit der gleichen Menge an PBS gewaschen und danach sovid Trypsin-Losung
(Sigma) zugegeben, dal’ die Zellen gerade bedeckt sind. Die Zdlen sollten nach zehn Minuten
Inkubation bei 37 °C unter mikroskopischer Kontrolle und leichtem Schwenken abgel 6st und
abgerundet sein. Anschlief3end wird frisches Medium (je nach Zellen, s.u.) zugegeben. Die
Kultur wird 1:2 bis 1:3 in neue Kulturschal en ausverdiinnt.

C.2.8 Plasmidisolierung
C.2.8.1'S-Lyse ™ (Plasmid-DNA fiir Restriktionsspaltungen und K lonierungen)

Diese Methode dient dazu, in kurzer Zeit kleine Mengen an Plasmid-DNA mit relativ hohem
Reinheitsgrad zu isolieren. Durch Lysozym- und Triton X-100-Behandlung wird die
Bakterienzellwand und Membran teilweise durchlassig. Die chromosomale DNA verbleibt
mit den restlichen grof3eren Zellbestandteilen in der Zelle.

1,5 ml der 0.N.-Kultur werden 1 Minute lang in einem Eppendorfgefald abzentrifugiert und
der Uberstand quantitativ abgezogen. Das Pellet wird gevortext, 50 pl Lysozym-L&sung
zugegeben und wiederum kurz gevortext und funf Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe
von 0,8 ml Triton X-Losung und einminttiger Inkubation bei 100 °C im Wasserbad wird der
Ansatz fur funf Minuten auf Eis gestellt. Dann erfolgt eine Zentrifugation fir 30 Minuten bel
13000 UpM. Der Uberstand wird zweimal mit 300 ul Phenol extrahiert und finf Minuten bei
13000 UpM zentrifugiert. 700 ul des Uberstandes werden in ein neues Eppendorf-Gefal
gegeben. Anschlief3end wird die Plasmid-DNA durch Fallung mit Isopropanol gereinigt. Das
Pellet wird 10 Minuten bel 60 °C getrocknet und in 25-100 pl (je nach Kopienzahl des
Replikons) dH,O (oder TE) aufgenommen und zehn Minuten bei 65 °C gelGst. Soll die DNA
fur Sequenzierungen verwendet werden, missen zuerst Phenolreste durch Aufreinigung tber
Microcon-50 (C.2.6.2) abgetrennt werden.

141 priefer, 1984
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C.2.82‘AS-Lyse (Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen)'#

Eine E. coli-Kultur wird fl&chig auf eine Agarplatte mit Selektivmedium ausgestrichen und
U.N. inkubiert. 1/3 der Kultur wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefél3 tberfihrt und in 300 pl
ASL-Losung 1* vollstandig resuspendiert. Nach funf Minuten Inkubation wird ASL-Ldsung
2* zugegeben und beide Lésungen bis zum Aufklaren gut gemischt. Danach werden 350 pl
ASL-LOsung 3 zugegeben und der Ansatz funf Minuten auf Eis inkubiert. Nach ener
funfmindtigen Zentrifugation bei 13000 UpM wird der Uberstand in ein neues Gefal
Uberfihrt und die DNA mit 300 ul ASL-Losung 4 fur 30 Minuten auf Eis gefélt.
Anschlief3end wird das nach 10 Minuten Zentrifugation bei 13000 UpM erhaltene Pellet mit
70 % und 100 % Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und in 100 pl dH,O aufgenommen.
Enthalt die DNA noch zu viele Verunreinigungen, oder soll die DNA fir Restriktionsspaltung
oder Ligation verwendet werden, missen zuerst restliche enthaltene Proteine durch Phenol-
Extraktion (C.2.6.2) entfernt werden.

C.2.9 Klonierung von Plasmid-DNA

Spaltungsansitze mit Plasmid-DNA, die mit den gleichen Restriktionsenzyme geschnitten
snd, kdnnen nach Enzyminaktivierung (Einfrieren und 10 Minuten erhitzen auf 65 °C, oder
durch Phenolextraktion) in einem geeigneten Verhdltnis vereinigt und gemischt werden.

Die nach einer Ligation entstehenden Plasmide werden in E. coli transformiert. Die Bakterien
mit den richtigen Plasmiden werden Uber unterschiedliche Selektionsverfahren identifiziert.
Dabel gibt es die unten aufgefiihrten Strategien, um die gewtinschten Klone zu erhalten und
identifizieren zu konnen. AnschlieRend |a%t sich Uber Plasmidisolierung, ene geeignete
Restriktionsspaltung und Geldektrophorese nachweisen, ob das Plasmid die gewinschte
Insertion enthalt.

C.2.9.1 Insertionsinaktivierung eines Antibiotika-Resi stenzgens

Be diessr Methode wird die Antibiotikaresistenz dadurch zerstért, indem in die
(geschnittene) Sequenz des Antibiotika-Res stenzgens die Fremd-DNA inseriert wird. E. coli-
Bakterien werden mit der Plasmid-DNA transformiert und auf einem antibiotikahaltigen
Medium, das nach einer intakten Resistenz auf dem Plasmid gewahlt wird, angezogen.
Anschlief?end werden Einzelkolonien parallel auf beide Antibiotikaresistenzen getestet.
Plasmid-DNA wird aus den Zellen isoliert, die sensitiv gegen das inaktivierte Antibiotikum
snd.

C.2.9.2 Insertionsinaktivierung deslacZ’-Gens

Hier wird die Fahigkeit zur a-Komplementation bestimmter lacZ’ deletierter E. coli-Stamme
ausgeschaltet, indem in die geschnittene Sequenz dieses Gens (meist in eine singuldre
Schnittstelle) ein anderes Fragment inseriert wird. Nach der Transformation und Anzucht der
Bakterien auf antibiotikahaltigem EMB-Medium der Transformanten wird die Plasmid-DNA
aus den Zdlen isoliert, die hell auf dem Agar erscheinen. Dunkle Kolonien zeigen durch
Saureproduktion eine intakte b-Galaktosidase an und haben somit keine Inserts in den
Plasmiden.'*”

142 Good & Nazar, 1997
143 Schlegel, 1992
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C.2.9.3 Plasmid-Schnell-Charakterisierung anhand der GréRRe der ccc-Form™

Einzelne, auf Platten mit Selektionsmedium gewachsene Kolonien werden mit eéinem sterilen
Zahnstocher in 30l LBG Medium resuspendiert. Dann werden 30pul  2x BPB-
Lade/Lysepuffer zugegeben, finf Sekunden gevortext und abzentrifugiert. 15pl des
Uberstandes werden vorsichtig direkt in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der
Vergleich mit einer Kolonie von Bakterien, die das Ausgangsplasmid enthalten, erlaubt
Ruckschliisse auf die Grol3e eines eventuellen Inserts.

C.2.9.4 Kolonie-PCR

Plasmide und Inserts werden direkt von einer Bakterien-Einzelkolonie mit PCR Uberprift
(seheC.2.2.4).

C.2.10 Transformation von Bakterienzellen'®

Das Einbringen von DNA in Zédlen ist eine der wichtigsten Voraussetzungen in der
molekularen Genetik bzw. Gentechnik. Die Methode, nackte DNA in Bakterien einzuschleu-
sen, wird Transformation genannt.

Das Bakterium E. coli besitzt kein naturliches System zur Aufnahme von DNA. Durch die
CaCl,-Behandlung wird allerdings erreicht, dal3 diese Bakterien sehr effektiv Plasmid-DNA
aufnehmen. Diese sogenannten kompetenten Zellen erreichen Transformationsraten von 10°
bis 10 je nach transformiertem E. coli-Stamm, GréRRe und Reinheit der Plasmid-DNA. Um
moglichst hohe Transformationsraten zu erreichen, mul3 mit den Zellen jewells frisch die
CaCl,-Behandlung durchgeftihrt werden.

C.2.10.1 Herstellung der kompetenten Zellen

1 ml der G.N. Kultur wird mit 50 ml LB versetzt und bis zu einer oDgyo von 0,4 oder 0,9 bel
37 °C inkubiert, dann in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 10 Minuten bei 6000 UpM und
4 °C abzentrifugiert. Das Pdllet wird in 25 ml kaltem 50 mM CaCl, gel6st. Dann erfolgt eine
30mindtige Inkubation auf Eis, und danach werden durch 10minitige Zentrifugation bei 6000
UpM und 4 °C die Bakterien wieder pelletiert. Das Pellet wird in 5 ml kaltem 50 mM CaCl,
aufgenommen und bei 0 °C gelagert.

C.2.10.2 Transformation

Be ener Transformation werden biszu 0,1 pg DNA an intakter Plasmid-DNA eingesetzt.
Der Reaktionsansatz einer Transformation wird bei 0 °C wie folgt pipettiert:

je Reaktionsansatz:

DNA X ul
[3-Mercaptoethanol 1,0
TCM 0,1 mi
kompetente Zellen 02 ml

~03 ml

14 baviset. al., 1999
145 Mandd & Higa, 1970
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Die Ansdtze werden durch Invertieren gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
erfolgt en Hitzeschock der Zelen fur drei Minuten bei 42,5 °C. Es werden 0,7 ml SOC
zugegeben, invertiert und 30 Minuten bis zwel Stunden bei 37 °C zur Expression der
Antibiotika-Resistenz inkubiert. Anschlief3end erfolgt das Ausplattieren der Ansdtze auf
Sel ektivmedium mit verschiedenen Verdinnungsstufen.

C.2.11 Sequenzierung

Die Didesoxymethode der DNA-Sequenzierung nach F. Sanger benutzt die vier 2°,3"-Dides-
oxynukleosid-5"-Triphosphate ddGTP, ddATP, ddTTP und ddCTP, die in vier getrennten,
DNA-Polymerase-katalysierten Reaktionen zur Termination der DNA-Synthese fuhren. Der
Abbruch erfolgt, weil aufgrund der fehlenden 3"-Hydroxy-Gruppe eines eingebauten 2,3"-
Didesoxynukleos d-Restes die Polymerisation nicht fortgesetzt werden kann.

Die einzelstrangigen DNA-Fragmente werden mit einer thermostabilen DNA-Polymerase
durch zyklische Denaturierung und erneute Anlagerung der Primer (Cycle Seguencing)
synthetisert. Das Verhdtnis der ddNTPs zu den dNTPs ist so abgestimmt, dal3 je DNA-
Strang statistisch ein ddNTP an jeder komplementéren Basenposition der Sequenz eingebaut
wird und es somit an jeder Position zum Abbruch kommen kann. Die so entstandenen DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange werden bei 95 °C denaturiert und in Eiswasser abgekihlt,
um en Reannealing der DNA-Strange zu verhindern. Im Anschlu® werden die DNA-
Fragmente parallel auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und beim
Austritt aus dem Gel auf eine Blotting-Membran tbertragen.

Die verwendeten ddNTPs sind biotinmarkiert. Dadurch kénnen die einzelnen Fragmente, die
alle mit einem der ddNTPs enden, Uber ein (biotinbindendes) Streptavidin-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat detektiert werden. Zur kolorimetrischen Detektion wird das
NBT/BCIP Farbesystem verwendet. Die akalische Phosphatase spaltet die Phosphat-Gruppe
von BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) ab. Nach einer Oxidation féllt ein blauer
Indigo-Farbstoff am Entstehungsort aus. NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) verstérkt die
Farbreaktion, indem es durch Aufnahme des entstandenen Protons zu enem blauen
Diformazan reduziert wird. In dem nachfolgenden Schema sind die Schritte dargestellt:

Seguenzierreaktionen Hybridisierung mit SA-AP
dsDNA (Matrize) alkalische Phosphatase (AP)
»> Primer —> O
— Streptavidin (SA)
— T mit ddNTP-Bio endende ssDNA
—_—
Auftrennung im PAA-Ge & Blotten l
GATCGATC Farbnachweis blauer
O |- - Niederschlag
© ‘/ BCIP/NBT
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C.2.11.1 Sequenzierreaktionen

Fur die Sequenzierungsreaktionen wird das BioCycle Sequencing Kit von GATC verwendet.
Hierbel wird anstelle eines ANTP-Mixes, der Desoxy-Guanaosintriphosphat enthélt, ein diTP-
Mix verwendet, der stattdessen Desoxy-Inosintriphosphat enthalt. Der Vortell dieses
Austausches ist en sdrkeres Signa und reduzierte Kompressionen, die durch
Sekundarstrukturen entstehen.'*® Der Sequenator, ein Enzymkomplex-Puffergemisch, dient
as Zusatz zur Verbesserung der Sequenzierergebnisse. Als DNA-Matrizen werden
doppelstréangige Plasmid-DNA (isoliert mit AS-Lyse, C.2.8.2), oder direkt PCR-Produkte
(gereinigt mit QIAgen PCR Purification, C.2.6.2) verwendet.

Reaktionsansatz fir e ne Sequenzierung:

je Reaktionsansatz:

DNA (1-5 pg) + dH,O 10,6 ul
10x KlenTherm-Puffer (C.2.2.1) 21
dITP-Mix 20 ul
Primer (20 uM) 05
Sequenator 50 ul
KlenThermase DNA-Polymerase (10 U/ul) 0,8l

21,0 ul

Das Reaktionsgemisch wird auf vier Ansdtze zu je 5 pl vertellt und jewells 1 pl von einer der
ddNTP-L6sungen (aus dem BioCycle Sequencing Kit; vom Hersteller werden keine
K onzentrationen angegeben) zugegeben.

Temperaturzyklen:

1 Zyklus: 94°C 2 Minuten Denaturierung
55 Zyklen: 94°C 20 Sekunden Denaturierung
60°C 10 Sekunden Annealing
65 °C 30 Sekunden Elongation
1 Zyklus: 65°C 4 Minuten Elongation

Endlos-Schlefe 10°C

Die Sequenzierreaktionen werden durch Zugabe von 4 pl Stop-Mix beendet. Dieser Stop-Mix
enthadlt Formamid, das Basenpaarungen zwischen den DNA-Stréngen schwécht.

C.2.11.2 Gellauf fir GATC 1500 DNA Sequencer (‘Long Run System’)

Die Vorbereitung der Glasplatten erfolgt analog zum GATC-Protokoll. Die Sequenzier-
reaktionen werden fir drel Minuten bei 95 °C denaturiert und sofort auf Eiswasser abgekihlt.
3,5l der Ansdtze werden vorsichtig auf das Sequenziergd in der Reithenfolge G-A-T-C—
aufgetragen und die Polyacrylamidgeleektrophorese wird geméd des GATC-Protokolls
durchgefuhrt.  Abweichend davon werden 30 ml derilfiltrierte und mittels Ultraschall
entgaste Gellésung mit 135upul 10% APSLosung und 30pl TEMED fir das
Polyacrylamidgel vermischt.
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Zu beachten ist, dal3 die untere Gelkante und die Geltaschen vollsténdig frei von Gelresten
sind. Die Membran (ungeladene Nylonmembran von GATC) mui3 faltenfre auf dem
Forderband aufliegen.

Die Membran wird nach der Elektrophorese kurz getrocknet, mit UV im Stratalinker bestrahlt
(254 nm, 100 mJ¥cm?, ca. 30 Sekunden) und anschlieend 20 Minuten bei 80 °C inkubiert.
Die Detektion wird nach der Vorschrift des Boehringer DIG-Nucleic-Acid-Detection-Kit mit
einem SA-AP-Konjugat durchgefuhrt. Abweichend von der Vorschrift werden 2,5 pl des SA-
AP-Konjugates (0,7-1 U/ul) in 20 ml Puffer 2 eingesetzt. Die Equilibrierung vor der Férbung
und die Farbung selbst werden bei 37 °C durchgefihrt.

C.2.12 Southernblot

Das Ziel der Southernblot-Methode ist ein spezifischer Nachwels von DNA-Fragmenten. Die
DNA wird in einer Agarose-Geldektrophorese aufgetrennt und anschlieffend auf eine
Membran Ubertragen. Der Nachwels findet Uber markierte Sonden statt. Diese Sonden
bestehen aus komplementérer einzel- oder doppelstréangiger DNA, die radioaktiv- oder mit
einem Antigen markiert sind. Letztere kdnnen immunol ogisch nachgewiesen werden.

Beal dem hier verwendeten System ist alkalische Phosphatase an einen Antikorper gegen
Digoxigenin gekoppelt und bindet an die Digoxigenin-markierte Sonde (Boehringer).

Der Nachweis findet kolorimetrisch oder luminometrisch statt, indem die Membran, auf der
die vom Gel Ubertragene und mit der Sonde markierte DNA mit eéinem geeigneten Substrat
fur die alkalische Phosphatase inkubiert wird und im Falle des Lumineszens-Nachweises ein
Rontgenfilm belichtet wird.

Sollen bestimmte, nur einfach vorhandene, kurze, chromosomale DNA-Fragmente von
hoheren Sdugetieren detektiert werden, missen mindestens 40 ug Gesamt-DNA auf ein
Agarosegel aufgetragen werden.

C.2.12.1 Vorbereitung des Agar osegels

Das Agarosegel und die Restriktionsspaltungen werden wie unter C.2.6.1 und C.2.6.4
beschrieben durchgefthrt. In die Restriktionsspaltung werden je Spaltungsansatz 40 pg
chromosomale Maus-DNA (Clontech) und 5 pl Restriktionsenzym (100 U von EcoRI, Pvull
und Xbal) eingesetzt und zwei Stunden inkubiert.

DNA-Fragmentierung

Nach der Elektrophorese wird die DNA im Ge unter leichtem Schwenken 30 Minuten in
einer Mischung aus 0,5N NaOH und 1,5M NaCl inkubiert, um die DNA zum besseren
Blotten zu fragmentieren. Danach wird das Ge&l mit dH,O gespilt und 30 Minuten in einer
Lésung aus 1 M Tris-HCI und 1,5 M NaCl (pH 8,0) aquilibriert.

C.2.12.2 DNA-Transfer

Der Transfer erfolgt mittels eines inversen Kapillarblots von oben nach unten.**” Dazu wird
ein etwa 15 cm hoher Stapel aus Papiertiichern aufgeschichtet. Als oberstes werden drei dicke
Whatman-Papiere (1 mm) und blasenfrel zwei dinne, in Transferpuffer getauchte Whatman-
Papiere der gleichen Grole aufgel egt.

147 Chomczynski, 1992



C. Material und Methoden C.2 Methoden 66

Die ungdladene Nylon-Membran Hybond N in der Grof3e des Gels wird zunachst eine Minute
in DEPC-Wasser, danach eine Minute in 5x SSC getrankt und blasenfrei aufgelegt. Obenauf
wird vorsichtig das Agarosegdl gelegt. Mit einem weichen Bleistift werden die Geltaschen
und Gelrander vorsichtig markiert. Wiederum werden drei diinne angefeuchtete Whatman-
Papiere blasenfrel aufgelegt. Parafilm wird an die R&nder vom Gel angelegt, um ene
Flussigkeitsiibertragung neben dem Gd zu verhindern. Als Briicke zwischen Gelstapel und
erhohtem Pufferreservoir werden zwel diinne, angefeuchtete Whatman-Papiere verwendet,
auf die eine Glasplatte und 150-200 g Gewicht gelegt wird. Der Transfer wird fur flnf
Stunden mit 20x SSC als Transferpuffer durchgeftihrt.

C.2.12.3 Herstellung der Sonden

Herstellung der Sonde fiir den 3'-Bereich desIntron 1 im HCII-Gen der Maus

Eine PCR wird mit den Primern Mst2-Mst13 gemal3 C.2.2.2 durchgefihrt (Matrize: PCR-
Fragment mit Primern Mst2-Mst86). Die Aufreinigung erfolgt mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (C.2.6.2) und die Konzentration der DNA wird fur die Sonden-Synthese auf
10 ng/pl eingestellt.

Reaktionsansatz fir die Herstellung der Sonde:

Reaktionsansatz fur eine Sonde mit interner Markierung:

DNA (10 ng) 1,0 ul
Primer Mst2 (20 uM) 25 ul
Primer Mst13 (20 uM) 25 ul
10x KlenTherm-Puffer (C.2.2.1) 50 ul
10x PCR DIG Probe Labeling Mix (Boehringer) 5,0 pl
dHO 33,0 ul
KlenTherm DNA-Polymerase (10 U/ul) 10 ul

50,0 ul

Temperaturzyklen:

1 Zyklus: 94°C 2Min Denaturierung

35 Zyklen: 94°C 25 Sek Denaturierung
62°C 10 Sek Annealing
68°C 1Min Elongation

1 Zyklus: 68 °C 2Min Elongation

Endlos-Schlefe 10°C

Nach der PCR erfolgt die Reinigung Uber das QIAquick PCR Purification Kit (C.2.6.2).

Das PCR-Fragment hat eine Lange von 112 Bp. Eine erfolgreiche interne Markierung kann
bel kleinen Sonden (100-200 Bp) Uber ein Fragment-Langenvergleich im Agarosege
festgestellt werden, da die markierten Produkte nach der Gelelektrophorese lénger zu sein
scheinen.
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Herstellung der Sonde firr den HCII-Exon 2-Bereich in Maus und Ratte

Eine PCR wird mit den Primern Dag50-Dag70 (Produkt: 567 Bp) gemal3 C.2.2.2 durchgefihrt
(Matrize: Plasmid pWTBi1). Die Aufreinigung erfolgt mit dem QIAquick PCR Purification
Kit (C.2.6.2) und die Konzentration der DNA wird fur die Sonden-Synthese auf 10 ng/pl
eingestellt. Die Synthese der Sonde wird in diesem Fall mit den gleichen Primern (Dag50-
Dag70) und unter den Bedingungen, die fur die Intron-Sonde verwendet werden,
durchgefihrt.

C.2.12.4 Fixierung und Hybridisierung

Fixierung der DNA

Nachdem Transfer werden die oberen Papierlagen entfernt und die Membran funf Minuten in
5x SSC gewaschen. Das Gel wird im EtBr-Bad gefarbt und unter UV-Licht der eventuelle
Verbleib von DNA-Fragmenten Uberprift. Die Membran wird bel Raumtemperatur zwel
Stunden auf Whatman-Papier getrocknet. Anschliel?end erfolgt eine UV-Bestrahlung im
Stratalinker (254 nm, 10 mJ¥cm?, ca. 3 Sekunden) zur kovalenten Bindung der DNA an die
Membran. Die Membran kann im Dunklen trocken bel RT gelagert werden.

Hybridisierung mit der Sonde

Die trockene Membran wird in eine Glasrohre Uberfihrt, und die folgenden Schritte werden in
den Rohren durchgeftihrt. Zuerst wird kurz mit sterilem dH,O gespiilt und dann der Filter bel
42 °C in 20 ml Hybridiserungspuffer (5x SSC, 10 % Blockierungs-Stocklosung, 0,1 %
Sarkaosyl, 0,02 % SDS, 50 % deionisiertes Formamid, 100 pg/ml gescherte Heringssperma
DNA) 1,5 Stunden unter Bewegung préhybridisiert. Danach erfolgt die Hybridiserung mit
der Sonde (End-Konzentration: 0,1 pg/ml im Hybridisierungspuffer) bei 42 °C .N.
Abschlieffend wird die Membran 2x fur 15 Minuten bei RT mit 2x SSC, 0,1 % SDS und 2x
15 Minuten bei 68 °C mit 0,1x SSC, 0,1 % SDS gewaschen. Die Membran wird luft-
getrocknet und die Sonde wird ber UV-Licht im Stratalinker (254 nm, 10 m¥cm?, ca. 3
Sekunden) fixiert.

C.2.12.5 Chemolumineszenz-Nachwei sr eaktion

Die Detektion wird bel RT im Hybridisierungsofen in Glasréhren durchgefihrt. Zuerst wird
die Membran funf Minuten mit 15ml Waschpuffer und funf Minuten mit 10 ml
Blockierungspuffer gewaschen. Danach wird die Membran 30 Minuten in 20 ml Puffer 2
unter Bewegung inkubiert. Anschlief3end findet unter den gleichen Bedingungen die Bindung
des Antikorpers an die mit Digoxigenin markierte Sonde statt (25 ml Puffer 2 + 1 yl Anti-
DIG-AP).

Uberschiissiges alkalische Phosphatase-Konjugat wird durch dreimalige Waschung fiir
jeweils 15 Minuten mit je 25 ml Waschpuffer entfernt. Die Membran wird zwel Minuten lang
in Assaypuffer &quilibriert und feucht auf eine Glasscheibe gelegt. CDP-L6sung (Boehringer)
wird aufgetropft und die Membran fur drei Minuten bel RT inkubiert. Danach wird eine
Frapan-Folie blasenfrel aufgelegt und die Lésung grindlich ausgestrichen. Mit Tesa-Film
werden die Rander versiegelt, um zu verhindern, dal? die Membran austrocknet.

Im Dunkeln wird in einer Filmkasette ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt und je nach
Intensitdt der Signale fur zehn Sekunden bis vier Stunden belichtet. Der Film wird durch
dreimindtige Inkubation im Entwickler, eine Minute Lagerung in dH,O und dreiminitige
Inkubation im Fixierbad entwickelt und fixiert (jeweils im Dunkeln). Der Film wird
anschlief3end fur mindestens zehn Minuten in dH,O gewassert und dann getrocknet.
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C.2.13 Promotoranalyse
C.2.13.1 Transfektion von HepG2-Zellen

Im folgenden wird die Methode zur Transfektion von adherenten eukaryotischen Zellen unter
Verwendung von Lipofectamin Plus Reagenz (Life Technologies) beschrieben. Fir die
Promotoranalyse werden in dieser Arbeit nur HepG2-Zellen verwendet.

Die zur Transfektion optimale DNA-Menge mul3 je nach Plasmid ausgetestet werden, als
Startkonzentration kann 80 fmol je Testplasmid und 16 fmol je Referenzplasmid (gereinigt
nach C.2.6.2, DNA in Sequenzierqualitdt, moglichst nur ccc-Form, ohne Endotoxine) je
Ansatz verwendet werden (berechnet fir 12-well-Platten). Das zu testende und das Referenz-
plasmid werden vor der Transfektion vermischt. Fir jeden gleichen Mef3ansatz werden
jeweils drel parallele Platten unter den gleichen Bedingungen transfiziert.

Die Transfektion und Anzucht der Zdlen findet auf 12-well-Platten mit Vertiefungs
durchmessern von je 2cm statt. Die Zdlen werden einen Tag vor der Transfektion
abtrypsinisiert und in Vollmedium ausverdinnt.

Am néchsten Tag sollen die Zdlen 50-60 % konfluent und gut verteilt sein. Die Plasmid-
DNA wird in 40 yl DMEM + GIn verdunnt, 2,4 ul PLUS-Reagenz zugeben und 15 Minuten
be RT inkubiert. Wahrenddessen werden 1,6 ul Lipofectamin-Reagenz in 40 pl
DMEM + GIn verdinnt, beide Ansétze vermischt und anschlief3end fir 15 Minuten bei RT
inkubiert. Danach wird das Medium von den Zellen abgezogen und zweimal mit DMEM +
GIn gewaschen. Nach Zugabe von 0,32 ml DMEM + GIn auf die Zdlen wird der DNA-
Lipofectamin-Plus-Komplex unter Schwenken zugegeben und der Ansatz wird drel Stunden
bel 37 °C inkubiert. Abschlief3end erfolgt die Zugabe von 1,6 ml DMEM + GIn + FCS. Die
Auswertung wird nach zwei Tagen durchgefihrt.

DMEM + GIn: 10,09 DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium; Gibco/BRL)
Nr. 074-01600P; Lagerung bei -20°C)
379 NaHCO; (bei 10 % COy)
0479 L-Glutamin

auf 1000 ml dH,O
Das Medium wird gterilfiltriert und bel 4 °C gelagert.

DMEM + GIn + FCS: 1049 DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium; Gibco/BRL
Nr. 074-01600P; Lagerung bei -20°C)
0,379 NaHCO; (bei 10 % CO,)
47 mg L-Glutamin
20 ml Calf serum (inaktiviert durch 30mindtige Inkubation bel 56 °C)
(NCS; Flow 29-121-54 L ot 29121109)
1,0 ml 100x Penicillin-Streptomycin

auf 100ml  dH,O
Das Medium wird gterilfiltriert und bel 4 °C gelagert.

C.2.13.2 Bestimmung der Promotor aktivitét

Die hier beschriebene Methode beruht auf dem Dual-Luciferase™ Reporter Assay System der
Firma Promega (DLR-Assay).*® Das Ziel dieser Experimente ist die Promotoraktivitat eines
bestimmten DNA-Abschnittes in eukaryotischen Zellen zu testen. Zu diesem Zweck wird ein
Plasmid verwendet, das als Reporter das Luciferasegen (luc) des Leuchtkafers (Photinus
pyralis) beinhaltet.
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Das Plasmid (pGL3Basis) selbst besitzt keinen funktionellen Enhancer oder Promotor und
wird als Negativkontrolle eingesetzt. Das zu testende DNA-Segment wird vor das luc-Gen
kloniert (C.2.9).

Als Positivkontrolle wird ein Vektor verwendet (pGL3Control), der im Vergleich zum
pGL3Basis-Plasmid zusdtzlich einen Promotor und einen Enhancer (jeweils aus SV40)
enthdlt. Die zu testenden eukaryotischen Zellen werden mit den Plasmiden transfiziert und
nach Expression der Luciferase wird ein Zellaufschlul® durchgefiihrt. Die lysierten Zellen
werden zusammen mit dem Luciferase-Substrat in ein Luminometer gebracht und die
Lichtausbeute bestimmt.

Zur Normierung der unterschiedlichen Transfektionseffizienz werden die Zellen mit einem
zweiten Plasmid kotransfiziert. Dieses Plasmid (pRL-TK) besitzt ebenfalls ein luc-Gen unter
der Kontrolle eines konstitutiven Promotors. Dieses luc-Gen stammt aus Renilla reniformis.
Das Renilla-luc-Genprodukt weist eine andere Substratspezifitdt auf. Nachdem Auddschen
der Lumineszenz der Photinus-Luciferase-Reaktion durch eine spezielle Losung und Zugabe
eines entsprechenden Substrats fir die Renilla Luziferase kénnen in enem Assay
nacheinander die Lichtausbeuten gemessen werden. Somit kann die Promotoraktivitat des
Inserts im pGL3-Basis-Plasmid ohne Schwankungen durch die jeweilige Transfektions-
effizienz bestimmt werden. Die von Promega gelieferte ‘ Stop& Glo’'-Ldsung senkt das erste
Lumineszens-Signal um den Faktor 10° innerhalb von einer Sekunde und aktiviert die
folgende Reaktion im gleichen Zeitraum.

Eine Mel¥ethe wird zur Bestimmung des Hintergrunds mit nichttransfizierten Zelen
durchgefhrt. In der nachfolgenden Abbildung sind die enzymatischen Reaktionen der beiden
verwendeten Luciferasen dargestellt.

Abbildung 18: L uciferase-Reaktionen
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Herstellung des ZdlI-Lysats von adherenten Zellen in Zellkulturschalen

Die Zdlen (HepG2) werden in 12-wdl-Platten mit Vertiefungsdurchmessern von je 2 cm
angezogen und trandfiziert (C.2.13.1). Es werden jewells drei identisch behandelte Ansétze
gemessen, um die Standardabwei chung bestimmen zu kénnen.

Zuerst wird das Medium von den Zellen abgenommen und eénmal mit PBS gewaschen. Das
PBS wird quantitativ entfernt. Dann werden die Zellen unter Zugabe von 80 pl 1x PLB
(‘passive lysis buffer’: 1x PLB wird jeweils frisch aus mitgeliefertem 5x Konzentrat mit
dH,O angesetzt) mit einem Greiner ‘Disposal cell scraper’ lysiert. Das Lysat wird mit einer
sterilen Spitze einige Male hochgezogen, um es zu homogenisieren und kann direkt in den
DLR-Nachweis eingesetzt werden. Die lysierten Zelen sind bis zu 16 Stunden auf Eis
lagerbar.

Bestimmung der Lumineszenz (Nachweis mit dem DL R-System)

Je Ansatz werden 100 pl LAR-II-Puffer in ein Luminometer-Réhrchen gegeben. Dann
werden je Rohrchen 20 ul Lysat zugeben und mehrfach zum Mischen der Probe pipettiert.
Das Luminometer (Minilumat CB9506) mif¥% anschliefend die Lichtemisson nach zwel
Sekunden fir einen Zeitraum von zehn Sekunden. Danach werden 100 pl von 1x Stop&Glo
Reagenz zugegeben und mit dem Ansatz vermischt. Wiederum wird wie zuvor die
Lichtemission bestimmt.
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D. Ergebnisse

D.1 Analyse des5'-Bereichs vom Heparinkofaktor 11-Gen der Ratte

D.1.1 Sequenzierung des5'-Bereichsvom HCI1-Gen der Ratte

Die Exon/Intronstruktur des HCII-Gens ist zwischen verschiedenen Arten hoch konserviert.
Auch die Struktur der Gene von Ratte, Maus und Mensch ist sehr ghnlich, da die Positionen
der Introns 2, 3 und 4 Ubereinstimmen (siehe Abbildung 52).

Allerdings gibt es gerade zwischen den sehr nahe verwandten Arten Maus und Ratte einen
deutlichen Unterschied. Vor Beginn dieser Arbeit war bekannt, dal3 in einem Tell der HCII-
Transkripte der Ratte"*® eine kurze zusitzliche Sequenz vorkommt (57 Bp), die bei den
anderen mRNAs fehlt (sehe Abbildung 41). Bel einem Vergleich mit menschlichen mRNASs
und mMRNAs der Maus |&3% sich kein identischer Bereich zu dieser Sequenz erkennen.
Southernbl otexperimente zeigten, dal3 die unterschiedlichen Transkripte von Ratte nicht auf
zwel HCII-Genen beruhen konnen. Zur Analyse der molekularen Ursache flr die unterschied-
lichen Transkripte wurde in dieser Arbeit der 5'-Bereich des HCII-Gens der Ratte (rHCII)
sequenziert.

Die Sequenzierungen wurden mit unterschiedlichen Methoden und hauptsachlich tber das
‘direct-blotting’ Verfahren durchgefuhrt. Da fir dieses Verfahren grol’e Mengen an zu
sequenzierender DNA verwendet werden muissen, wurden PCR-Produkte der Intron 1-
Sequenz subkloniert. Grol3ere Bereiche konnten nicht kloniert werden, da die Sequenz viele
Bereiche enthdlt (repetitive Elemente, CA-Repeats), die offensichtlich eine Klonierung in
Bakterien ausschlief?en. Erst nach einer Fragmentierung der Sequenz in sehr kleine
Bruchstiicke (Restriktionsspaltung mit Alul o. &) konnten diese kloniert werden. Fir die
Sequenzierung der Inserts wurden Primer verwendet, die stromaufwarts des Inserts innerhalb
der Plasmidsequenz hybridiseren. Zusétzlich wurden Sequenzbereiche Uber direktes
Sequenzieren von PCR-Produkten analysiert. Fir die Sequenzierung wurden in diesem Fall
die gleichen Primer verwendet, wie fur die Amplifikation der PCR-Produkte. In beiden Fallen
ergaben sich Schwierigkeiten, die Sequenzen langer CA-Repeats eindeutig zu lesen und
jeweils beide DNA-Strange zu sequenzieren. Aus diesem Grund konnte die Sequenz in einem
Tell der Bereiche nur einzelstrangig bestimmt werden. Hier liegt auch der Grund fir die
teillweise nur sehr geringe Leseweite der Einzelsequenzierungen. Nachfolgend ist ein Schema
der durchgefiihrten Sequenzierungen in Abbildung 19 gegeben.

Abbildung 19: Schema der Sequenzierungen (HCII-Gen der Ratte, Intron 1)

3kB 4 kB Das Schema ddlt die durchgefiihrten
! | ! [ Sequenzierungen fir den Intron1-
P — Bereich des HCII-Gens der Ratte dar.
pE— :;( <« Die Pfalrichtung deutet die Sequen-
— >
R
e >
R
-

[
== >
> zierung des Plus- oder Minusstranges
an. Doppelpfeile bezeichnen mehrfache
< Sequenzierungen beider DNA-Strénge.
-« Blaue Pfeile symbolisieren die Sequen-
> zierung von klonierten Fragmenten der
Sequenz, wéhrend schwarze Pfele

Direktsequenzierungen darstellen.

Die Kéasten deuten Exonbereiche an,
wobel der linke Kasten flr das Exon 1
und der rechte offene Kasten fir den

Beginn von Exon 2 steht.
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Die Seguenzierungsdaten der Einzelsequenzen, die zum Tell wiederum aus verschiedenen
Sequenzierungen zusammengestellt wurden, sind zusammen mit den Plasmiden, in denen die
entsprechenden Inserts vorliegen, im Anhang (G.2.2) abgebildet. Die Sequenz wurde von
beiden DNA-Strangen bestimmt und mindestens jeweils zweimal eindeutig sequenziert.

Ein Vergleich der ermittelten genomischen Sequenz mit der cDNA-Sequenz zeigt en
alternatives Spleif3en der rHCII-Transkripte (siehe Abbildung 20).

Abbildung 20: Alternatives Spleifien von rHCII-Transkripten

Exon 1 Exon 1B Exon 2 — Intron

E alternativ gespleiRtes Exon
/] //
— / / — / / ‘ |:| Exon

. trand atierter Exonbereich

Dieroten Linien stellen das Spleif3en der 5'-gel egenen Exon/Intronbereiche des rHCII-Transkripts dar.

Das erste Intron (incl. Exon 1B) des rHCII ist 4348 Bp lang. Die Sequenz wurde am
02.10.1998 unter der Nummer 227626 an ‘Genbank’ Ubermittelt. In der anschlief3enden
Tabelle 18 it die Sequenz mit den umgebenen Exonbereichen dargestelIt.

Tabelle 18: Sequenzen des Introns 1A und 1B des HCII-Gens der Ratte

Bereich Position Sequenz
Exon 1’ 0001- 0047 GCCCCTCTGGTCTCATCTCTGCCACGCCACT GCTCAGAGGCACAGAG
Intron 1A 0001- 0050 gtaagtttggttactaacattttttgccaatataaatttttagttatatt

0051- 0100 t aaagct agataattggttcctttattaaagt acaaatt gagaaaaagaa
0101- 0150 tatatcattaattttaaattttaatttaatattttttaaaacttagttta
0151- 0200 atatttagtttaatattaatattggcat aact gacaaaact ggaacttga
0201- 0250 attttaagagacaagagtattgtacctttgatactttaaact ggagactg
0251- 0300 gcat ggt agcacaaggct gaaat t ccagcat gggt agcgct gggt at cca
0301- 0350 t cacct cagggcactt agat gact gt ct agt gctt aagt at gacaat at t

0351- 0400 cctgttctcaggaagtttccctaagcat cact att aaaggt cggaggaat
0401- 0450 gt aagagtt ct aacct caaaggct cagaaacaat gt acat at gt agacac
0451- 0500 at at acat gt acacacacat gcacat at cacaccacacacacacacacac
0501- 0550 acaaaggagacacagcggctgcactgctattctattctttcaattcttct
0551- 0600 gt aagatt gt aacat aaaaaggtttccatgtttcccccgcttcttgettg
0601- 0650 ct ct gt gt gaat ct ggagacat cat ggcaggagat ggagtt ct ct at gac
0651- 0700 acacat acaaaaaggccaact caat ccat gcaact ct caagaat acact a

0701- 0750 tatggtgttccctgaaaat acagcttggatgatttactttaaaagcacag
0751- 0800 cact t cgggct ggagagat ggct cagt ggt t aagagcact gactgctctt

0801- 0850 cctgaggt cct gagtt caaat cccagcaaccacat ggt ggct cacaacca
0851- 0900 t ct gt aat gaaat ct gat gccctctt ct ggt gt gt ct gaaggcagct aca
0901- 0950 gt gt act cat acaat aaaat aaaat ct t aaaaaaaaaaaaaaaaaagcac
0951- 1000 agcact t caat t caaagacagt aact t gaat gcaaacacaagtt acaggt
1001- 1050 gtctttaaatgccttaattgttttat gaaact gat gagcaaaat agaaag
1051- 1100 atttacctgtcagatctctaattttcagtgcataaaataactttatattt
1101- 1150 ttcccttcctct aagaagagaat aat gaaact at ggcttatggecttttgg
1151- 1200 at at agaat aat gaact at ggct cat ggct ttt ggat at agaat aat gaa

1201- 1250 act at ggct cat ggct ttt ggat at agaat aat gaact at ggct cat ggc
1251- 1300 ttttggat at agaat aat gaact at ggct cat ggcttttgctgatgctta

1301- 1350 ccctcccaagccacccgagcccaaccggaatgtgtctgtgtct gcagttc
1351- 1400 caggat aagacgaagaat agcttt accact gggct cagact agt cccctt
1401- 1450 gagcacacattaactgaagttggcttttcttctgttctttaatattactg
1451- 1500 ttactaattgctgttttagccaagggtacttttaattgtaatcataaaaa
1501- 1550 cacttccattaagttgcttctgtcctccctttctttttagagagat gt at

1551- 1600 tttctttttatttgtgaatatgcacttgtctgttcaagtgtgcaccacat
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Intron 1A | 1601- 1650 gt gt gcagat t gccagacgagt gt caaaacccctt ggaact ggagttaca
1651- 1700 gat ggct gagccacct acct ggagggct gggacct gaactcttgttcctc
1701- 1750 t gaaaagt aggaagt act gagt gct gagccccctctct agcccgtttact
1751- 1800 gt cagt gacacccat gctgattctgtcttgaaatagctctggttgtagct
1801- 1850 gcat acatt aggtactgttcctagaaactgttccacatgtgcagattatg
1851- 1900 cagcaccggt ct cagcaaagt gct gaggaggct caggcat at t cagaat c
1901- 1950 agaaaacctgtgagtctttttccaaaat aagcacttct gaagccccgcag
1951- 2000 ccagct gt agat at agct aggagagcgccct gct agcgct gagagccctg
2001- 2050 t ct caccccagcact gt acagaat agtt acggt gat acagtt ct acaact
2051- 2100 gaggaggt at aggt aaaagggt cagaaact t aaggt cgacct t gggat ac
2101- 2150 aagattttcagctggcctgagatgctcaatgtctttttaaaaagtccctc
2151- 2200 agaaat aaaaccat gt t agggccaggaggt ggaaat accacgccttt aat
2201- 2250 cccagt gct t gggaagcagaagaaggct gat ct ct acaagtt caaccagc
2251- 2300 ct ggt ct aaagagccagt t ccaggacagt caaggct gt t gagaaaccttg
2301- 2350 t ct ct aaaaaat caaat caaaacaaacaaaaaacaaagct gggaat gcta
2351- 2400 attttagccacatt gt aggggat aggccct aaggacaaagat t gacaaca
2401- 2450 gctgct ccccaagcegt gagcagt t ct gagt gt cct ggcact ct acggcaa
2451- 2500 gcaaggcaggcctt gt gagaccagggacct ggttt aaccaacctggttca
2501- 2550 aatctagtcattatctaccatccctcaatccctacattttagagctaggg
2551- 2600 act gaaccct ggt cccat gcaat ct gt gt gagagt agttaatatttat ct
2601- 2650 at att cct ggct caaaccact gccat ct ct t agt agct gcaaaggaaggc
2651- 2700 t acat ct cat gat aggt t aaaat cgt ggcagaat t t caaat agagcat ct
2701- 2750 gcaaagct agt ccct aact gt ctt caggt caaacaggt ct gaatacttta
2751- 2800 tt aggagccagcaaccctt aat gaat at agact ggcaacagat at t ct aa
2801- 2850 accaagaaat ggt cacaggcacaaaacagacttctctttttcct agaaga
2851- 2900 t at gcct agct gct gagacagggaagcaat aagagaggccat ct acct ct
2901- 2950 t t agt aact gagagaccgact ggaagggaaat caaagccact gggcagaa
2951- 3000 aagct ggat ct gat aagt cat caagtt ct cct caaaaacaaggcaaggga
3001- 3050 t gagcagat aaagaacat aaaat accccacct gt ccacct gt ccacct gt
3051- 3100 ctgcctgtctgtctgtctacagacct ct acaaagagt gggcct gacagcg
3101- 3150 ccctcccgcagaccct gt gcacagt gagact gcaaacaggaggt agaaaa
3151- 3200 gattttctttctcctgacagtaaatctctccctacagcaact cacattaa
3201- 3250 cccaat agccctt gaaact acaggagagacacgggcccccagccaaact c
3251- 3300 cttccagtgggt cct aagagagt ctt gccaaatt ccaagactt agacaaa
3301- 3350 tt aaccaaat gact gcacagagcacagcaatctttatgatatgtttctag
3351- 3394 aaggctggttcatgttcattcacaatgtcctccttctccctcag

Exon 1B 3395- 3444 TGAGCAACAGT TTGGTAGCGCTGAGT CCATCCACTGGAAATTCTCCTCCT
3445- 3451 GICTCAG

Intron 1B | 3452- 3501 gt at cact ct agct caact ctt at gaaacctctttgact ctctgggcacc
3502- 3551 ccaccctctccctacttgtcccat gagt ct gt gccctt cagcaggcagac
3552- 3601 gt caat gt ctct ggt gccagccctgttttctggagacagat gatgatgtt
3602- 3651 ggt gaaaaagagact ct ggggct ctcctgggttccctcttttccaccatt
3652- 3701 aaagaagat gtt ct t acat cagt gaaccagcccagcaggcgaaggcgct a
3702- 3751 ctt gt gcaagcacggct acct gagcttcat ct ccaccacccacat aacgg
3752- 3801 t ggaagaaccaacccat ct gact gcggcat acatgtttacat gt gt gt gc
3802- 3851 acaccacacacacacacacacacacacacacacacacacacaccacacac
3852- 3901 accacacacacacacacacaccacacacacacacacacacacacacacac
3902- 3951 acacacacacacacat at ggggt aggggt ggt gggagt ggggggt ggt gg
3952- 4001 gagggt t ggaat cat gt cct cct gggt ct ct ct gct ct ct gt gt agccct
4002- 4051 ggct gt cct ggaact cgattt gt agaacaggct ggcct cgaact cacaga
4052-4101 gat ct gcct gcct ct gecct cccaagcact gggat t aaaggt gt gcaccac
4102-4151 t gcccggcet gcagt gaaat aacttt ct ggat gggggt caccacaacacga
4152- 4201 gaaact gt at t aaagggt t gcagcat gaggaaggt ggagaagcact gct c
4202- 4251 t aggggct cat agat ccaggagat gt at gaaactt acacacact cacact
4252-4301 ggt gt gagccgt ggt gct at caagt t agacct gagagagcccact gcagg
4302- 4348 gt ggcagcagccaggct gcct ggt gctcactgttgtctgttttacag

Exon 2 0001- 0022 CGGCTTTAGCTCTGCAGAA

*Die Exonbereiche sind nur soweit bekannt und bis zum ATG-Startkodon (griin) dargestellt. Die Exon/Intron-

grenzen wurden von den bekannten mRNA-Sequenzen

%0 abgeleitet. Aus dem Vergleich der genomischen

Sequenz mit der cDNA geht weiterhin hervor, dal3 die beiden ermittelten mRNASs durch alternatives Spleif3en
gebildet werden (unter Annahme nur eines Gensfur HCII, sieheD.1.1, E.1.1).

150 \Westrup & Ragg, 1994
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D.1.2 Theoretische Exon/Introngrenzen im 5 -Bereich desrHCII-Gens

Um Aussagen treffen zu konnen, warum im HCII-Gen der Ratte ein zusdtzliches Exon
erkannt wird, mussen Daten Uber die Signale fur Exon/Introngrenzen vorhanden sain.
Demzufolge ergab sich die Fragestellung nach den Positionen im Intron 1, an denen nach
bisherigen Kenntnissen Exon/Introngrenzen erkannt werden konnen. Ein Vergleich der
potentiell erkannten Exon/Introngrenzen von Ratte und Maus kann die Frage nach dem
zusétzlichen Exon 1B von Ratte gegenuiber der Maus (und anderen Arten) beantworten.

Fur den Vergleich wurden zwel Programme (5’ Intron.bas, 3'Intron.bas) geschrieben, die nach
Klasse I-Introngrenzen (nach den bisher bekannten Kriterien) suchen.

Mit Hilfe dieser Programme wurde der 5-Bereich des HCII-Gens der Ratte sowie der
entsprechende Bereich des Maus- und des menschlichen HCII-Gens untersucht (siehe D.3.3).
In den folgenden Tabelen sind die gefundenen Introngrenzen fir das 5'- und das 3'-Ende
aufgelistet, wobei die tatsachlichen Exon/Introngrenzen fett gedruckt sind. Die invarianten
GT- und AG-Dinuklectide sind in Rot und potentielle Intronbereiche sind kursiv gedruck.
Fur die Suche nach eventudllen 3'-Introngrenzen wurde nur die Intron 1-Sequenz Uberprdift,
wahrend fur die Suche nach 5’ -Introngrenzen der in dieser Arbeit angegebene Exon 1-Bereich
mit einbezogen wurde (siehe D.1.1, Exon 1: 47 Bp). Der Vielzahl der gefundenen moglichen
Positionen von Exon/Introngrenzen ist folgendes zu entnehmen. Zum einen sind die bisher
bekannten Kriterien fir Grenzen nicht vollstandig, so daf3 viel mehr potentielle Grenzen von
den Programmen erkannt werden, als tatsachlich durch analysierte mRNAs nachgewiesen
werden konnen. Zum anderen ist festzustellen, dal3 sich bezlglich der Erkennung von
Exon 1B nur durch ein Vergleich mit den entsprechenden Daten der Maus (und des
Menschen) und durch einen Vergleich grofRerer Sequenzbereiche des Introns eine Aussage
treffen 183 (SeheE.1.1, E.2.2).

Tabdle 19: Potentielle Signale fir 5'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen der Ratte

Pos. |5 -SpleilRstelle Pos. 5 -SpleilRstelle Pos. 5 -Spleil3stelle

48 | AGAGGTAAGT 92% 437 | AAAGGTCGA 60 % 448 | GAATGTAAGA 65%
482 | CAATGTACAT  49% 927 | TCTGGIGIGI  51% | 1046 | ACAGGIGICT 54 %
1106 | ACCTGTCAGA  48% 1523 | AAGGGTACTT 53 % | 1754 | AAAAGTAGGA 57 %
1798 | TACTGICAGT  50% 1957 | ACCTGTGAGI 58 % | 2110 | ATAGGTAAAA 64 %
2118 | AAGGGTCAGA 63 % 2212 | CCATGITAGG 59% | 2713 | ATAGGITAAA 51 %
2775 | TCAGGTCAAA 52 % 2784 | ACAGGTCTGA 61 % | 3499 | TCAGGTATCA 49%
3841 | ACATGIGTGT  55% 4138 | AAAGGTGIGC 60% | 4273 | AGATGTATGA 50 %
4300 | ACTGGTGIGA 48 % 4322 | TCAAGTTAGA 53 %

Die angegebene Position (Pos.) bezieht sich auf die Position der ersten Base des invarianten ‘GT’ (rot). Die
tatsdchlichen Spleilstellen sind fett gedruckt. Potentielle Intronbereiche sind kursiv geschrieben. Die
Positionsangabe weicht von der Numerierung der beschriebenen Sequenz (D.1.1) ab, da die 47 Bp vom Exon 1
in die Sequenzanalyse mit einbezogen wurden. Der Prozentwert gibt die prozentuale Ubereinstimmung mit der
verwendeten Matrix fur die Spleillstelle an (sehe C.2.1).
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Tabdle 20: Potentielle Signale fir 3'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen der Ratte

Position Verzweigungsbereich 3 -SpleilRstelle Gesamtbewertung
360 AGATGACT 60 % ATATTCCTGITCTCAG 77 % 137
1539 CTTCCATT 81 % CTCCCTTTCTTTTTAG 89 % 170
2726 TTCAAATA 58 % CCCTAACTGICTTCAG 77 % 135
2845 TGGTCACA 41 % CTTCTCTTTTTCCTAG 89 % 130
2903 AAGCAATA 40 % CCATCTACCTCTTTAG 74 % 114
3071 TGTCCACC 81 % GTCTGICTGICTACAG 73 % 154
3169 TGCAAACA 58 % TTCTTTCTCCTGACAG 88 % 146
3186 TCCTGACA 80 % AAATCTCTCCCTACAG 73 % 153
3393 TGITCATT 81 % CCTCCTTCTCCCTCAG 95 % 176
3450 CATCCACT 81 % TCTCCTCCTGTCTCAG 92 % 173
3544 TCCCTACT 81 % CTGI'GCCCTTCAGCAG 77 % 158
3996 TTGGAATC 58 % TCTGCTCTCTGTGTAG 74 % 132
4347 TGCTCACT 81 % GITGICTGITTTACAG 73 % 154

Die angegebene Position (Pos.) bezieht sich auf die Position der ersten Base des invarianten ‘AG’ (rot). Die
tatsichlichen Spleil3stellen sind fett gedruckt. Potentielle Intronbereiche sind kursiv geschrieben. Das Adenin-
Nukleotid, an welches moglicherweise das 5'-Ende des Introns ligiert wird (Lariataushildung) ist ebenfalls rot
hervorgehoben. Der Prozentwert gibt die prozentuale Ubereingtimmung mit der verwendeten Matrix fiir den
Verzweigungshereich und die SpleiRstelle an. Die Gesamtbewertung errechnet sich aus der Summe der beiden
Einzelprozentwerte (Sehe C.2.1).

D.2 Identifizierung von zwei ver schiedenen HCI1-mRNAsin Mausleber

Aufgrund des bel der Ratte zusétzlich vorhandenen Exonsim HCII-Gen wurde zum Vergleich
der 5'-Bereich der Maus-HCII-mRNA auf zusétzliche Exonsequenzen hin analysiert. Primer-
extension- und PCR-Ergebnissen von Ragg™" kénnen entnommen werden, dal auch das
HCII-Gen der Maus ein Exon 1 enthalt, welches mit den entsprechenden Exons von Mensch
und Ratte vergleichbar ist.

Zur Uberprifung der mRNAs wurde die RT-PCR Methode verwendet. Die cDMNA Synthese
wurde mit der Genescript Reversen Transkriptase, Maus poly(A)*-RNA aus Leber und dem
Primer Dag5 (1 Fehlpaarung) durchgefiihrt. In der darauffolgenden PCR mit den Primern
Mst12/Mst36 und in der nested PCR (Mst4/Mst36) wurden jeweils zwei Fragmente erhalten
(Abbildung 21; Lage der Primer: siehe D.3.2, Abbildung 23). Die Fragmente haben eine
Grofle von ca. 120 Bp und 260-300 Bp. Das kleine Fragment wurde Uber Gelextraktion
isoliert und kloniert, wahrend das grof3e Fragment tber eine PCR mit den Primern Mst4 und
Mst14 erhaten wurde. In ener nested PCR wurden 1/10 Volumen des Produkts als
Megaprimer zusammen mit dem Primer Mst36 (Matrize: 1/300 Volumen RT-PCR-Produkt)
verlangert und amplifiziert (Zugabe des

Primers Mst4 vor den letzten funf Abbildung 21: Analyse des
Zyklen). Danach erfolgte eine direkte Se-  5'-Bereichs der mHCII-
quenzierung der Antisinn-DNA-Strange  MRNA mittels RT-PCR

der PCR-Produkte. Das kleine Fragmmt Die Abbildung zeigt ein 2% Aga-
wurde mit dem Primer Ap'l und das rosegd: In der linken Spur sind die

groRe Fragment mit dem Primer Mst2 Fragmente der PCR mit den

sequenziert. Primern Mst12-Mst36 aufgetragen.
Die rechte Spur zeigt die aufge-
trennten Fragmente der nested PCR
mit den Primern Mst4-Mst36. In
der mittleren Spur sind 0,25 pg der
100 Bp-Leiter’ aufgetragen.

Blin: Kamp & Ragg, 1999
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In der jeweiligen komplementdren Notation ergibt sich fur die Sinnsequenzen der mRNAS:

Exon 1 / Exon 2

kleines Transkript: > TCAGAGGNAC AGAG CAGCT TTAGCTCTGC AGAAATGAAR . . .
grof3es Transkript: 5 AGACCACTGC TCAGAGGCAC AGAG ATAGC TGGIGIGAGC ATTGGTIGCTG . . .

Dem Ergebnis 18/ sich entnehmen, dal? ein etwa 120 Bp grof3es Fragment in eéinem Teil der
Mausleber-cDNAs im Vergleich zu den cDNAs der Ratte eingeschoben ist (sehe D.3.2,
Abbildung 23). Die verschiedenen mRNAs koénnen aufgrund von zwei unterschiedlichen
HCII-Allelen oder aufgrund von alternativen Spleif3vorgéngen eines einzigen Gens zustande
kommen. Durch Anayse der genomischen Sequenz kann die Mdaglichkeit alternativ
gespleifiter HCI1-mRNAS geprift werden.

D.3 Analyse des 5'-Bereichs vom Heparinkofaktor 11-Gen der M aus
D.3.1 Sequenzierung des5'-Bereichsvom HCI1-Gen der Maus

Nachdem zwei unterschiedliche HCII-Transkripte in der Maus identifiziert wurden, kann tber
die genomische Sequenz geklart werden, wie dieses mRNASs zustande kommen. Zusétzlich
konnen eventuell die Fragen beantwortet werden, auf welcher molekularen Ursache das
zusétzliche Exon 1B des HCII-Gens der Ratte beruht und wie die vergleichbare genomische
Sequenz der Maus beschaffen ist: Warum gibt es kein Exon 1B bei dem HCII-Gen der Maus
(mHCII)? Die Frage &3 sich beantworten, wenn die gesamten 5'-Regionen des HCII-Gens
des Menschen, der Maus und der Ratte verglichen werden (Tell D.4). Die menschliche
Sequenz dieses Bereichs ist schon seit langerer Zeit bekannt.*®* Um die drei Intronregionen
vergleichen zu konnen, wurde also in dieser Arbeit nicht nur die Sequenz des 5’ -Bereichs des
HCII-Gens der Ratte, sondern auch der Maus bestimmt. Fir die Sequenzierung des Intron 1
wurden die Daten aus viden Einzelsequenzierungen des Pluss und des Minusstrangs
zusammengestellt (es gelten die gleichen Anmerkungen zu den Sequenzierungen dieses
Intronbereichs, wie sie bereits fur die Sequenzierungen des rHCII-Introns unter D.1.1
beschrieben wurden). Die Daten, die zum Teil wiederum aus verschiedenen Sequenzierungen
zusammengestellt wurden, sind zusammen mit den Bezeichnungen der sequenzierten
Plasmide im Anhang (G.2.2) dargestellt. In der folgenden Abbildung ist eine schematische
Ubersicht tber die einzelnen durchgefiihrten Sequenzierungen gegeben.

Abbildung 22: Schema der Sequenzierungen (HCII1-Gen der Maus, Intron 1)

1 kB 2kB 3kB 4 kB Das Sch_ema stellt d.i.e durchgefihrten
] 1 | | m Segquenzierungen fir den Intron 1-
< —» - Bereich des HCII-Gens der Maus dar.
— -— > Die Pfeilrichtung deutet die Sequen-
g = “ zierung des Plus- oder Minusstranges
=S 3 3
_» 1

=

P

P

an. Doppelpfeile bezeichnen mehr-
> . .

> - fache Sequenzierungen beider DNA-
— > D> il ‘_:_ < Strange Blaue Pfeile symbolisieren
« < « die Sequenzierung von Kklonierten
Fragmenten der Sequenz, wahrend schwarze Pfeile Direktsequenzierungen darstellen. Die Késten deuten Exons
an, wobei der linke Kasten fur das Exon 1 und der rechte offene Kasten fiir den Beginn von Exon 2 steht.

>
-« -

52 Herzog et al., 1991
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Die Sequenz des mHCII-Intron 1 ist 4842 Bp lang und wurde unter der Nummer 228451 am
06.10.1998 an ‘Genbank’ Ubermittelt. In der anschlief¥enden Tabelle 21 ist die Sequenz mit

den umgebenen Exonbereichen dargestellt.
Tabelle 21: HCII-Intron 1 Sequenz der Maus

Bereich Position Sequenz

Exon 1 0001- 0029 CTGCCAGACCACT GCTCAGAGGTACAGAG

Intron 1 0001- 0050 gtaagtttggtttctaacattttttgccaattataaatttttatttttaa
0051- 0100 tgcttagagct aaacaattggttcctttatt gagaaaagaatatgttatt
0101- 0150 tttaaaatttagtttaatattctttaaaatttagtttaatgtttagttta
0151- 0200 at att aat att ggt acaact gacaaaaat ggaatttgaattttaagagac
0201- 0250 aagattattatacctttgatactttatact ggaaact gggcat ggcagca
0251- 0300 caagat t gaaattccagcacttgtagcccct gggt at ct at caccct agg
0301- 0350 gcacaaaatcaatttcttttcaaattagataattgtctagtgattaagaa
0351- 0400 tgagaatattcttgttctagaggaagtttccacctaagcattactattaa
0401- 0450 aggt t agaggaat gt aagagat ct aacct caaaat gcccagaaaacgt gt
0451- 0500 acat at gtt gat acat at acat gt acccccccat gt gcaccacat cacat
0501- 0550 cat acacacacaccacacat acacacgcacat acaccat accacacgaca
0551- 0600 cacacaccaacacaccccacacat at accacaccat accacaccacacca
0601- 0650 cacacat at cat accacaccacat accat accacacacacacaccacacc
0651- 0700 acaccacacacat acacacaccacacacacacat accacaccgt gacaca
0701- 0750 cacacaccacat cacaccacacacgcacacaacagt aaagggaacacagt
0751- 0800 ggctgctctgctactctattctttcaattcttctgtaagtttgaagttat
0801- 0850 tttaacat aaaaaggtttccttcttgcttgttctgtttggat ctggagag
0851- 0900 at cacagt aggaaatggtgttctttat gacacat at acaaaaaggccaac
0901- 0950 t ccaat ccat gcaact ct caagaat acact at at gat gtt cccat gaaaa
0951- 1000 caaaattttgatgaatatcttaaaattatagcactttaattcaaagacag
1001- 1050 caat ttgaacgcat acacaacttacaggtatttttaaatgccttaatttt
1051- 1100 tttttaat gaaact gat gagcaat at agaaagattt at ct gt cagat cgt
1101- 1150 taattttcaatgcat aaaataactacattttttcctttctctaagaagag
1151- 1200 aat aat gaaaattatggcttatggcttttggacataccttcaggaacagg
1201- 1250 gt at at gat gctt accct t cagaaccaacccaacccaacccaacct aacc
1251- 1300 aaaccagaat gt gt t ct gagt t ccaggat aagat gaagaacatcttttct
1301- 1350 atttgggct cagactagt ctcctt gaacctacattaattcaagttggctt
1351- 1400 ttcttttgttctttaacattattgtaactactgttttagccaaggaaatt
1401- 1450 tttaact gt aat cat aaaaaggcttccattaagtttttttatttgtgcat
1451- 1500 atgcacttgtctgttcaagtatgcaccacattgtgcagact gccagaagg
1501- 1550 gt acaaaact cctt gcagct ggagt t acagat ggct gagccacccacctg
1551- 1600 gagggct gggacct gaact ct cgt act aact gct gagccccct ctct age
1601- 1650 ccacttaatttcaatgatacccatgcctgattttatcttgaaactagttc
1651- 1700 tatttacattagatactgtttccagtaattgttccacatgtgtagattat
1701- 1750 gt agccat gagt ct cagcaaagt gct gagat ggat cgggcttatt cacag
1751- 1800 t cagaaagcat gt ggctctttttccaaaat aagcactt cagaagccccca
1801- 1850 gccagct gt agat gt acct cagct gggagagcat act cct agcact gace
1851- 1900 gccct gact catt gcagcact gt acagt at aggt at ggt gat at cggt ct
1901- 1950 acaaat aaggaggt at aat caaaaggt cagaaacgt aaggt cagccttgg
1951- 2000 tacacaagattttcagctagcct gagat gcacagtgtctttttaaaaagt
2001- 2050 ccctaagtt at gat t aaaacaat cct gt ggccaggaggt ggt ggt acaca
2051- 2100 cctttaatcccagcactt gggaggt agaggaaggcggatttctgagttca
2101- 2150 aggccaacct ggt ct acagagt gagt t ccaggacagccagggct acacag
2151- 2200 agaaaccct gt ct cgjaaaaaccaaaaaccaaaaaccaaaaacaaaaaaac
2201- 2250 aaaaaaaacaaaaaaaaat caaaacaagggcgggt gagat ggct cagt gg
2251- 2300 gt aagagcact gact gct ctt ccgaaggt cccaagtt caaat cccagcaa
2301- 2350 ccacct gt aat gagat ct gat gccctctt ct ggt gcat ct gaagacat ct
2351- 2400 act gt gt at aat aat aaat aaat cttt gggcct gagcgagcagggtt gac
2401- 2450 cagagt t agcagaggt cgt aaaaat t caat t cccaacaaccacat ggagg
2451- 2500 ct cacaaccat ct gt acagct at ggt at act cacat acatt aaatt aaaa
2501- 2550 aaaatttttttaatctttaaaaaaaaacaaaacaaacaaaaaat aaacaa
2551- 2600 acaaaaaacaaagct gggaat gctaattttaaccacatt at agggacagt
2601- 2650 ccct aaggacaaaggct ggt aaagct gt t ccccaagt gt gagcagttttg
2651- 2700 agt gt cctggcatt ct aaggcaagcaacat gagact agagat ct ggggac
2701- 2750 tt aaccaacct act act cat cat cat ct accat ccct caat ccctacatt
2751- 2800 tt agt gct at ggat t gaaccct gat cccat gcaagct gggt gagt gt agt
2801- 2850 taatatttatctatattcctggat caaaccactgccatctcttagtagtg
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Intron 1 2851- 2900 gt aaaggaaggccacat ctt at gat aggt t aaaat ggcagt aaattttca
2901- 2950 aat agagcat ct gcaaagct agt ccctaact gttt at aggcct aacacgt
2951- 3000 ccgaat acttt at caggagccagcaacccttact gaat at agat agactg
3001- 3050 gcaacagat at t ct aaat caagaaat ggt cacaggcacaaaat agacttc
3051- 3100 ttttttttttctctagaagat at acct agct gct gagacagggaagcaac
3101- 3150 aagagaggt cat ct acct cttt agaaat t gagagact ggaagagcaaat c
3151- 3200 aaagccact gggcagaaat ct ggat t t aat aagct at caaggt ctcctca
3201- 3250 gaaacaaggcaagggat aagcagat aaagacaagaacagggt ct acacaa
3251- 3300 aataccttgcttgtctacagacctctacaaaggttaagcctctgacatca
3301- 3350 ctctcctgcagaccctgtttgcacagt gagatt gaaagcaggaagt agaa
3351- 3400 aagattttctttctcctgacagcaaagttctctctacagtccctaatagc
3401- 3450 t cct gggact gcaggagagacacaggaccccagccat actcctttctcag
3451- 3500 t gagt cct aaggaagt ctt at caagt t ccaaat ctt aaacaaatt aatcc
3501- 3550 aaat gact gcagagagt acagcagtctttacaatatgtttct agaaggct
3551- 3600 ggctcatgttcgttcataacacctccttccacaggt gagcaggagtttgg
3601- 3650 t aaggct t ggt ccat ct act ggacact cct cct gcct cact ct aggcat t
3651- 3700 cact ct agcccagct ctt agaaaacct ct gt aact ct ct ggacacctctc
3701- 3750 cctttccctgecccccaaat cat ggcagcact gttt agaaagctcttgatc
3751- 3800 ccggaaagttctccctgecttgtcccatgattctgtgtccttcagcaggca
3801- 3850 aacct cagt gccagagacaggt gat gat gt t ggt gaat gaat gaat gaaa
3851- 3900 aagaggct ct aggaat cgcccaggcccctcttttacat cagt aacggagg
3901- 3950 cagt gt cagat cagt gaact ggct caccaggt gcaaacctgagtttcgtc
3951- 4000 t ccacaact cat at aaaggt ggaat aagcaact t cacccaaccagct gac
4001- 4050 t gt ggcat gcat gttt acat gt gt gt gcacaaact acacacacacacaca
4051- 4100 cacacacacacacacacacacacacacacacacagagacacgt aaat aaa
4101- 4150 t aat aaaaaaaat t gcgct gct gagat ggct cagcaggt acaggt gcctg
4151- 4200 ggact cacat ggt aggagagt gagtt ct accagtt gt cct at gacttcca
4201- 4250 cacacacagcat ggt aaacct gt ccacct ccat aaat aaat aaat acaaa
4251- 4300 aaat ct aaaacattttttaaagaataaattttcatctagggcagnggttc
4301- 4350 t caacct gt gggt cacccagat aacct gaat at cagat atttacaattta
4351- 4400 t aacagcaaatttat agtt at aaggt agcaacaaaat at at at at ggggt
4401- 4450 ggtttggaattgtgtccccctctcacccagggtttctttgtgtagecctg
4451- 4500 gctgccctggaact cgetttgtagget aggcet ggecct cgaat t cacagag
4501- 4550 at ccacctgcctctgcttcccgaat gct gggat t aaaggagcacaacccc
4551- 4600 t gcct ggct gcaat gaact aat ctt at ggt t ggggt caccacagcat gaa
4601- 4650 gaact at at t aaggggt t gcagcat t aggaaggt ggagaaccact gct cc
4651- 4700 aggggct cat agat t ccaggagat gt at gaaactt acaaaacactattta
4701-4715 tttattttttatcag

Intron1/| 4716-4765 ATAGCTGGTGTGAGCATTGGT GCTGTGAAGCCT TCTTGCTGTGT TAAGAG

Exon 2 4766- 4815 AATCTGCTGI CTGCACAT TCCAGT GEGEGEGT GGTGT CAGCCAGECTCCCTG
4816- 4842 CCATTCCTTGITGICTGITTTTCACAG

Exon 2 0001- 0022 CAGCTTTAGCTCTGCAGAAATG

*Die Exonbereiche sind nur soweit bekannt und bis zum ATG-Startkodon (griin) dargestellt. Die Exon/Intron-
grenzen wurden von den bekannten mRNA-Sequenzen™® abgeleitet. Aus dem Vergleich der genomischen
Sequenz mit der cDNA geht hervor, dai die beiden ermittelten mRNAs (siehe D.2, D.3.2) durch alternatives
Spleil3en gebildet werden.

D.3.2 Alternatives Spleif3en von HCII1-mRNAs der Maus

Bel einem Vergleich der genomischen HCII-Sequenz (D.3.1, Tabelle 21) mit den beiden
ermittelten cDNA-Segquenzen (D.2) ist zu erkennen, dal3 die zusétzliche Sequenz, die nur in
einem Teil der MRNAs enthalten ist, direkt vor dem Exon 2 gelegen ist.

Somit gibt es (unter Annahme nur eines Gens fur HCII; vergleiche: D.5) auch in der Leber der
Maus alternativ gespleifte HCII-Transkripte. Den Sequenzierungen der cDNA und des ersten
Introns der Maus ist weiterhin zu entnehmen, dal es keinen vergleichbaren Bereich zum
Exon 1B der Ratte gibt, jedoch eine alternative Verlangerung des 5'-Bereichs von Exon 2, der
in den mRNAs von Mensch und Ratte nicht vorhanden ist. In dem folgenden Schema ist das
Ergebnis dargestellt.

13zhang et al., 1994
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Abbildung 23: Mogliches alternatives SpleiRen von mHCII-Transkripten

Exon 1 Exon 2 — Intron
E/”%-‘ B3 aitematv gespliies von
= // ,
Mst12 Dag5 |:| Exon
—_— . )
Mst4 Mstl4 Mst2 ~ Mst36 - trandatierter Exonbereich

Dieroten Linien stellen das Spleil3en der 5'-gelegenen Exon/Intronbereiche des mHCII-Transkripts dar. In das
Schema sind die Bezeichnungen fir die in der Analyse verwendeten Primer eingetragen. Die genomische Se-
guenz vor dem Exon 2 stimmt mit dem in einem Teil der cDNAs inserierten Sequenz tiberein (D.2; Tabelle 21).

D.3.3 Theoretische Exon/Introngrenzen in dem sequenzierten Bereich

Nachdem die Intron 1-Sequenz des HCII-Gens der Ratte auf mogliche Exon/Introngrenzen
hin untersucht wurde (siehe D.1.2), werden fur einen Vergleich die entsprechenden Daten von
der Maus (as nahe verwandte Art) und dem Menschen (as ferner verwandte Referenz)
bendtigt. Dartiber hinaus wurden mit Hilfe von RT-PCR in Mausleber mRNASs gefunden
(D.2), die en am 5'-Ende verlangertes Exon 2 des HCII-Gens aufweisen. Eine Erklarung fur
diese Veranderung kann ebenfalls tber die Kenntnis von Spleif3signalen gegeben werden. Die
HCII-Intron 1-Sequenzen der Maus (siehe D.3.1) und des Menschen (Verwendung der von
Herzog™* ermittelten HCII-Gen-Sequenz) wurden mit den Programmen ‘5’Intron.bas und
‘3'Intron.bas auf mogliche Exon/Introngrenzen hin tberprift. Fir die Uberprifungen gelten
die gleichen Anmerkungen, die zuvor unter Punkt D.1.2 beschrieben wurden.

Nachfolgend sind die gefundenen Introngrenzen fir das 5'- und das 3'-Ende tabellarisch
aufgelistet. Fur die Suche nach eventuellen 3'-Introngrenzen wurde nur die jeweilige Intron 1-
Sequenz Uberprift, wéhrend fur die Suche nach 5'-Introngrenzen die in dieser Arbeit
angegebenen Exon 1-Bereiche mit einbezogen wurden (D.3.1, Maus: 29 Bp; D.8.2.2, Mensch:
65 Bp). Den Ergebnissen ist zu entnehmen (entsprechend zu D.1.2), dal3 Aussagen Uber den
Grund fur unterschiedliche artspezifische Exon/Introngrenzen nur durch einen Vergleich mit
den entsprechenden Daten der Ratte (und des Menschen) gemacht werden kénnen (siehe
E.1.2, E2.2), da in den analyserten Intron 1-Bereichen eine Relhe von potentiellen
Splei3signalen vorhanden sind.

Tabdle 22: Potentielle Signale fir 5'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen der Maus

Pos. |5 -SpleilRstelle Pos. 5 -Spleifl3stelle Pos. 5 -SpleifRstelle

22 | AGAGGTACAG 48 % 30| AGAGGTAAGT 92 % 432 | AAAGGTTAGA 76 %
443 | GAATGTAAGA 65 % 814 | TTCTGTAAGI 55 % | 1057 | ACAGGTATTT 67 %
1230 | CAGGGTATAT 52 % | 1498 | TCAAGTATGC 50 % | 1912 | ATAGGTATGG 66 %
1955 | AAAGGTCAGA 76 % | 1964 | AAACGTAAGG 72 % | 1969 | TAAGGTCAGC 69 %
2150 | CAGAGTGAGT 56 % | 2263 | GCGGGTGAGA 56 % | 2280 | GTGGGTAAGA 61 %
2648 | CCTGGTAAAG 51 % | 2819 |CTGGGIGAGI 65 % | 2880 | AGTGGTAAAG 51 %
2907 | ATAGGTTAAA 51 % | 3137 | AGAGGTCATC 51 % | 3312 | AAAGGITAAG 58 %
3479 | CTCAGTGAGT 49 % | 3587 | TCATGITCGI 48 % | 3614 | ACAGGTGAGC 77 %
3629 | TTTGGTAAGG 61 % | 3850 | ACAGGTGATG 59 % | 4050 | ACATGIGIGT 55 %
4121 | ACACGTAAAT 66 % | 4167 | GCAGGTACAG 49 % | 4173 | ACAGGTCCCT 54 %
4191 | CATGGTAGGA 59 % | 4199 | GAGAGIGAGI 50 % | 4243 | CATGGTAAAC 57 %
4403 | TAAGGTAGCA 48 % | 4703 | AGATGTATGA 50 %

Die angegebene Position (Pos.) bezieht sich auf die Position der ersten Base des invarianten ‘GT’ (rot). Die
tatsdchlichen Spleilstellen sind fett gedruckt. Potentielle Intronbereiche sind kursiv geschrieben. Die
Positionsangabe weicht von der Numerierung der beschriebenen Sequenz (D.3.1) ab, da die 29 Bp vom Exon 1
in die Sequenzanalyse mit einbezogen wurden. Der Prozentwert ergibt die prozentuale Ubereinstimmung mit der
verwendeten Matrix fur die Spleil3stelle (sehe C.2.1).
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Tabdle 23: Potentielle Signale fir 3'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen der Maus

Position Verzweigungsbereich 3 -SpleilRstelle Gesamtbewertung

371 TAGTGATT 80 % TATTCTTGTTCTAGAG 78 % 158
1866 CACTGACA 80 % CCCTGACTCATTGCAG 73 % 153
2938 TTCAAATA 58 % CCCTAACTGITTATAG 71 % 129
3065 AATAGACT 58 % TTTTTTTTTTCTCTAG 89 % 147
3123 AAGCAACA 40 % TCATCTACCTCTTTAG 74 % 114
3269 GGTCTACA 41 % CCTTGCTTGICTACAG 80 % 121
3310 TACAGACC 78 % CATCACTCTCCTGCAG 80 % 158
3449 CTGGGACT 58 % CATACTCCTTTCTCAG 80 % 138
3644 CATCTACT 81 % TCCTGCCTCACTCTAG 78 % 159
3793 GTCCCATG 41 % ATTCTGTGTCCTTCAG 73 % 114
3796 CCATGATT 80 % CTGIGICCTTCAGCAG 77 % 157
3890 TAGGAATC 58 % CCCTCTTTTACATCAG 80 % 138
4713 AACTTACA 41 % ATTTATTTTTTATCAG 73 % 114
4840 CTGCCATT 61 % TGTCTGITTTTCACAG 80 % 141
4843 CTGCCATT 61 % CTGITTTTCACAGCAG 73 % 134

Die angegebene Position (Pos.) bezieht sich auf die Position der ersten Base des invarianten ‘AG’ (rot). Die
tatsichlichen Spleil3stellen sind fett gedruckt. Potentielle Intronbereiche sind kursiv geschrieben. Das Adenin-
Nukleotid, an welches mdglicherweise das 5'-Ende des Introns ligiert wird (Lariataushildung) ist ebenfalls rot
hervorgehoben. Der Prozentwert ergibt die prozentuale Ubereinstimmung mit der verwendeten Matrix fir den
Verzweigungsbereich und die Spleilistelle. Die Gesamtbewertung errechnet sich aus der Summe der beiden
Einzelprozentwerte (sehe C.2.1).

Tabdlle 24: Potentielle Signale fir 5'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen des Menschen

Pos. |5 -Spleilstelle Pos. 5 -Splei3stelle Pos. 5 -Spleif3stelle

66 | AGAGGTAAGT  92% 393 | AAAGGTTAGA 76% 468 [ CGAGGTCAGG 68 %
714 | AAATGITAGA 60% 798 | ACACGTACGT  68% 855 | CCTGGTAAAT 68 %
865 | CTCGGTACGG 52 % 1234 | CAATGITTGT  54% | 1331 |TCTGGTAAGG 69%
1489 | TCAAGITGGT 48 % 1688 | ACAGGTGTGA 61 % | 1828 | AAAAGIGIGT  55%
1861 | ATATGTAAAA 48 % 1971 | CATGGTAACT 67 % | 1984 | ACCTGTAATT 53 %
2061 | CATGGTAAAA 57 % 2377 | CAATGTGACT  52% | 3015 |CCAGGITGEGA  60%
3196 | AATGGTGCGA 48 % 3552 | AGECGTAAGC 52% | 3646 | TATGGTCACT  49%
3714 | GGAAGTAAGC 58 % 3768 | CCAAGTCAGA  59% | 3789 | ACGAGTCAGA 48%
4140 | CCAGGTCAGG 75% 4190 | TGAGGTGEGT 56 % | 4208 | TGAGGTCAGG 62 %
4528 | AATGGTGIGA 48 % 4807 | GCACGICTGT 48 % | 4865 | TCTGGTAACT 62 %
4898 | CAAGGTGICT 52 % 4956 | GAAGGTTAGT 79% | 5041 | AAAGGTTGEG 60 %

Anmerkungen zu der Tabelle: siehe Tabelle 22

Tabdle 25: Potentielle Signale fir 3'-Intron 1-Grenzen im HCII-Gen des Menschen

Position Verzweigungsbereich 3 -SpleilRstelle Gesamtbewertung

142 TTTCTACA 61 % TGGTTTCATTTTTCAG 73 % 134
1115 GATTTATC 61 % GTTTCTCTTCAAACAG 73 % 134
1269 AATCCATA 41 % TCCTTCCTCTGGTAAG 78 % 119
1303 CGAAAACT 58 % TTTGCTTTTTATCAG 73 % 131
1401 TCTTTACT 81 % CTCTATCTGECCTCAG 73 % 154
1662 CCCCTATG 61 % TTCTTCTTGATCTTAG 74 % 135
1866 CAGAAACT 58 % CCAGITCTATTTGCAG 73 % 131
2394 TTGTGACT 80 % CTTACTATTTCAACAG 73 % 153
2746 TCCGAACA 58 % GTTACCCCATCTTCAG 77 % 135
3011 TGCAGACT 78 % GATCCTCCTACTTCAG 73 % 151
3256 GGCTAATT 80 % TTTGTATTTTTTGTAG 74 % 154
3392 TACTGACC 100 % ATTTAATTTTTCACAG 73 % 173
3469 AAGTGATC 60 % TGCCTTGGTCTCCCAG 73 % 133
4513 TTTCAACA 80 % CATCTCCATTGCAAAG 71 % 151
4572 GTCCCACT 61 % TGCACATCCCTTCTAG 71 % 132
5150 CTTTCACT 81 % CTGITTTCCCTCCCAG 88 % 169

Anmerkungen zu der Tabelle: siehe Tabelle 23
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D.4 Alignment der Sequenzen von Intron 1 des Heparinkofaktor |1-Gens

Im HCII-Gen der Ratte (sehe D.1.1) und der Maus (sehe D.2, D.3.1) wurden alternativ
gespleil3te Exonbereiche gefunden, die bei der jewells anderen Art nicht vorkommen.

Das Exon 1B des HCII-Gens der Ratte ist ebenfalls nicht in anderen Arten und bei anderen
Serpinen vorhanden. Durch einen Sequenzvergleich der HCII-Intron 1-Sequenz zwischen
Maus und Ratte werden Hinweise fir das Auftreten des (neuen) Exons gesucht. Paralle
kénnen Hinweise zu der veranderten Exon 2-Grenze im Maus-HCII-Gen erhalten werden.
Um die Verénderungen besser vergleichen zu konnen und um Aussagen treffen zu kénnen,
wel che Positionen direkt durch artbedingte Mutationen verandert sind, wurde als Referenz die
menschliche Sequenz (als entfernt verwandte Art) in das Alignment miteinbezogen. Bisher ist
kein alternatives Spleif3en im menschlichen HCI1-Gen bekannt.

D.4.1 Alignment

Mit dem Programm ‘ClustaW’*** wurde mit Standardeinstellungen ein Alignment durch-
geftihrt. Da das Programm allerdings keine Sequenzen von etwa 5 kB Lénge verarbeiten kann
und sich auf3erdem bel einer Durchsicht zeigte, dal3 das Alignment nicht optimal durchgefihrt
wurde (d. h. es erreichte nicht die maximale Anzahl an Ubereinstimmenden Positionen),
erfolgte ene manuelle Bearbeitung der Sequenzen in mehreren Schritten.

Zu diesem Zweck wurden Sequenzen, deren Enden sich durch bestatigte Ahnlichkeiten aus
einer Datenbanksuche mit dem Programm BLAST2™ direkt zuordnen lassen, zuerst in etwa
1 kB grol3e Blocke unterteilt. Danach ergab manuelle Bearbeitung ein Alignment dieser
Sequenzen. Anschlief3end wurden die bearbeiteten Stiicke in das Programm ‘ClustalW’
eingegeben. Nach dem Alignment erfolgte die Zusammensetzung und Nachbearbeitung zu
dem gesamten Intron 1.

Das Alignment der Intron 1-Segquenzen wurde in die nachfolgende Tabelle zusammen mit den
in dieser Arbeit verwendeten Primern eingetragen. Zur besseren Ubersicht wurden groRere
Insertionen in der menschlichen Sequenz entfernt, die von repetitiven Elementen herrihren.
Konservierte Positionen und Exonbereiche sind hervorgehoben (siehe Zeichenerkldrung zur
Tabelle 26). Die Intronstruktur (Insertionen, Deletionen und repetitive Elemente) ist
zusétzlich schematisch in der Abbildung 45 dargestellt.

Tabdle 26: Alignment der HCII-Intron 1-Sequenzen

0001- Ratte gtaagtttggttactaacattttttgccaa-tataaatttttagtt---atatttaaagc
0060 Maus gtaagtttggtttctaacattttttgccaattataaatttttatttttaatgcttagagc
Mensch gtaagttgggtttctaatgttt-ctgctgattataaattatttttg---gtgtttacgga

*kkkkk* *kkk* *k*k*%x * % % * % % * kkkkkkkk k% * * * % % *

caattggttccttt----att------------ gagaa Mst37 ->

0061- Ratte tagataattggttccttt----attaaagtacaaattgagaaaaagaat at at catt aat
0120 Maus taaacaattggttccttt----att------------ gagaaaa-gaatat---gttatt
Mensch taggcaactggttcatttttctagcaaact aagaattcagaag----------- ctttct

* % * % kkkkk*k **k*% * * %k k% * % *

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite

% Thompson et al., 1994

% Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1994; Claverie et al., 1993; Karlin & Altschul, 1993. Fiir die Suche
wurden Standardeingtellungen verwendet. Das Programm sucht in mehreren DNA-Datenbanken nach
Sequenzen, die Ahnlichkeit zu einer ausgewahlten Sequenz aufweisen.
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Fortsetzung der Tabelle 26
0121- Ratte tttaaattttaa------------- tttaatattttttaaaacttagtttaatatttagt
0180 Maus tttaaaatttag------------- tttaatattctttaaaatttagtttaatgtttagt
Mensch acactgttttagaagtgggaaatggtttcatttttcagtgtgcctattataaaattgtgt
k% **% k% * % * k%% * % * %
accggat ccatt ggt acaact gacaaaaat-g Mst40 ->
0181- Ratte ttaatattaatattggcataact gacaaaact-ggaacttgaatttt--aagagacaage
0240 Maus ttaatattaatattggtacaact gacaaaaat-ggaatttgaatttt--aagagacaage
Mensch -cagttccattgttgggagagttgae aaacttagaataggagctgtggaatagatgaaa
* % ***k%x *x * *kkk*k **k* * * % % * % * % % *
0241- Ratte gtattgtacctttgatactttaaact ggagact - ggcat ggt agcacaaggct gaaatt ¢
0300 Maus ttattatacctttgatactttatact ggaaact gggcat ggcagcacaagatt gaaattc
Mensch atattgtac---------- ttatattaaattaatcgaatt--------- ggat aactgtc
*kk** **k*% k% * % * * k% * * % * %
0301- Ratte cagcat gggt agcg- ct gggt at ccat cacct cagggcac--------------------
0360 Maus cagcacttgtagcccct gggt at ct at caccct agggcacaaaat caatttcttttcaaa
Mensch ctgtgattat----------cmmmm e g
* % *
»L1MCA- El enent - Fr agnent »
0361- Ratte ttagatgactgtctagtgcttaagtat------ gacaatattcctgttctc-aggaagtt
0420 Maus ttagataattgtctagtgattaagaat------ gagaatattcttgttctagaggaagtt
Mensch tatgagaatatccttgctcttgggtattttccctgaagtattagtatt--aaaggttaga
* * % * * * * %k k% * * % %
DIDIDIDIDDIDIDIDIDIDIDIDDIDDDDINDIDIDIDIDIDIDDINDDINDIDIDIDIDIDDDRINDDIDINDNDINDRDRDDDDNININNINNNND
0421- Ratte t cc- cat aagcat cact at t aaaggt cggaggaa- - - - - t gt aagagtt ct aacct caae
0480 Maus t ccacctaagcatt act att aaaggt t agaggaa- - - - - t gt aagagat ct aacct caaa
Mensch Xaaaaagaagaaaaaagaaaaaatgttagaggaacaagatataggagacctactctcaaa
* * * % % *kkk k%
DIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDDIDIDIIDIDIDIDIDIDDDDINDIDIDIRDIDIDIDDDRINDIDINDNDINDRDRDDRDDNDNINININNNND
<- Mst72 actatgtatatgtaca... cccca
0481- Ratte -ggct cagaaaca--------- at gt acat at gt agacacat at acat gt acacacace
0540 Maus at gcccagaaaac--------- gt gt acat at gt t gat acat at acat gt accccccca
Mensch tggtctagaagaaaaaatgtgtatgtgcatgcctgtgagaacacacacgtacgtacaca
* k k% * k% * % * * k% * k k% *
»Si rrpI e Repeat DRBRBRBRIBRIRIRRIRRRIRRRNNN»
tgtgcaccacat cacatc Mst 73 ->
0541- Ratte [0 R e e
0600 Maus t gt gcaccacat cacat cat acacacacaccacacat acacacgcacat acaccat acca
MENSCR | - - s m e m o oo
DIDIDIDIDDIDIIDIDIDIDIDIDIDDDDINDIIDIDIDIDIDIDDDDINDIDIDIDIDIDIDDDRINDIDINDINDINDRDDDRDINNINNINNNND
0601- RAt T @ | = mmmmm e e e e e e e e e eeeaaa-
0660 Maus cacgacacacacaccaacacaccccacacat at accacaccat accacaccacaccacac
MENSCR | - - s m e m o oo
DIDIDIDIDDIDIIDIDIDIDIDDIDDDDIDIIDIDIDIDIDIDDIDDINDDINDIDIDIDIDDDRINDIDINDNDINDRDRDDRNDNININNINNNND
0661- e L T B e
0720 Maus acat at cat accacaccacat accat accacacacacacaccacaccacaccacacacat
Y T T Yo ¢ T R e R
DIDIDIDIDDIDIIDIDIDIDIDDIDDIDINDIIDIDIDIDIDIDDIDDINDIDINDIDIDIDIDDDRINDIDINDINDIDRDRDDBNDNININNINNNND
0721- Ratte | ----c--cmmmmm e e e cacat at cacaccacace
0780 Maus acacacaccacacacacacat accacaccgt gacacacacacaccacat cacaccacaca
Mensch | ----------------- cacacacagataatgacagggcaaaggcttccaaaattttaaa
* %
DIDIDIDIDDIDIIDIDIDIDIDIDIDDDDINDIIDIDIDIDIDIDDIDDINDIDINDIDIDIDIDDDRINDDIDINDINDINDIRDRDDBNDNDNINININNNND
0781- Ratte cacacacacacacaa- aggagacacagcggctgcactgctattctattctttcaattctt
0840 Maus cgcacacaacagt aa- agggaacacagt ggctgctctgctactctattctttcaattctt
Mensch cctggtaaatctcggtagggtatacaggagttgttctactacactattctttcaacattt
* ** *%k k%% kkhkk kkhkhkkkkkkk* * %
»L1MCA- El enent - Fr agmant DRRBRRIBRBRIRIBRRRIRBRRRIRRNNNNND
ttcc------------- cttctt---
0841- Ratte ctgtaagattg--------- t aacat aaaaaggtttcca-tgtttcccccgcttett---
0900 Maus ctgtaagtttgaagttattttaacat aaaaaggtttc-------------- cttctt---
Mensch ttggaagtttgaacttacttcaaaataaaaagttttccaaactttaggcagttacttctc
* % * % % * % % * * kkkkkk k% * %k k%
DIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDDIDIDIDIDIDIDIDDIDDIDDIIDIDIDIDIDDIDDINDDINDINDINDDIRDDINRINININNNNND
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----------------------- gcttgttctgttt Mst74 ->
0901- Ratte | -------------““-------- gcttgcet ct gt gt gaat ct ggagacat cat ggcagge
0960 Maus | ----emmmm e gcttgttctgtttggat ct ggagagat cacagt agga
Mensch tcccattctgectgcetctgttgggect ggagaccat acaccaggagggat gacggttt at
**x k% * * * k*k*k* **x % *
<- Mst56 gtagagttttttccggttgaggt
0961- Ratte gat ggagt t ct - ct at gacacacat acaaaaaggccaact c- aat ccat gcaact ct cae
1020 Maus aatggtgttct-ttatgacacat at acaaaaaggccaact ccaat ccat gcaact ct caa
Mensch caa- gt gttatgctctgatgcgtgactgaaaaggccaaccc agctctggcaattagcaa
*kkkhkkhkkhkkkkk*x %
1021- Ratte gaat acact atatggtgttccct-gaaaa------------- tacagcttgga-tgattt
1080 Maus gaat acact at at gat gtt cccat gaaaa------------- caaaattttga-tgaat-
Mensch gaaagcacaat at gaagt t cccaggaaaaaaaaaaagcaaaacaaacttttgaatgattt
* % % *k*x *kkk*k *k Kk kk* *k k k% E %k *% ***x %
1081- Ratte a- ctttaaaagcacagcact t cgggct ggagagat ggct cagt ggt t aagagcact gact
1140 Maus atctt-aaaattatagcacttt-----------------mm
Mensch atctttaaaa- tatattgtttc --------------------------------------
* k*k* **kk%k *
»BZ- El errent DIDDIDIDDIDIDIDDIIRDDBIINDRRIINRRINNNND
t ggct cacaaccat ctg
1141- Ratte gctcttcctgaggt cct gagtt caaat cccagcaaccacat ggt ggct cacaaccat ct ¢
1200 MAUS | mmm s mmmmmm e e e oo
MENSCR | - - s oo m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDINDDIINDNDDIDINDRDIDINDRIINDINDRINDNRIINNRINNNND
taatga Mst57->
1201- Ratte t aat gaaat ct gat gccct ctt ct ggt gt gt ct gaaggcagct acagt gt act cat acaz
1260 1 U B
MENSCh | m - m o m i m o e e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIIDDIIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDINDDIINDNDDIDINDRDIDINDRINDNDRRINDNRIINNRINNNND
1261- Ratte t aaaat aaaat ct t aaaaaaaaaaaaaaaaasgcacagcactt caat t caaagacagt aa
1320 MAUS | mmmmmmm o e e e aatt caaagacagcaa
Mensch | ----cmmmm e tcttcaaa--cagtaa
*kkkk*k k% **
DODODIDIDODODIDIDODODI DO DO DO DI D> DO D> DI D> D> DI D> D> D> D> D> > >4
1321- Ratte cttgaat gcaaacacaagttacaggt-gtctttaaatgcctt----aat---tgttttat
1380 Maus tttgaacgcat acacaacttacaggt-atttttaaatgcctt----aatttttttttaat
Mensch tctggatttaat cacaacctagtgatagtttttaaacgtcttctacaatgtttgttatac
**x % * *k k kk * % E * k*kkkk*x * *k* * % % * k% *
gagcaat at agaaagatttatctg Mst 75 ->
1381- Ratte gaaact gat gagcaaaat agaaagatttacct gt cagat ct ctaatttt cagt gcat aae
1440 Maus gaaact gat gagcaat at agaaagatttatct gt cagatcgttaatttt caat gcat aaa
Mensch t aaat ag--caaaacatcaggaagatttacct tcagatctttaa-tttcaatccataaa
* % % * %k k*khkkhkkkkkk **k k(hkkkkk*k kk* *hkkkk *k *(hkkkkxk
ttcccttcctctaagaagagaata Mst66 ->
1441- Ratte ataact---ttatatttttcccttcct ct aagaagagaat aat gaaa- ct at ggcttatg
1500 Maus ataact----- acattttttcctttctctaagaagagaat aat gaaaattatggcttatg
Mensch agat atcagagat attttctccttcctctggt aagggaatgacgaaaact at---ttttg
* *kkkk*k *kkk* *kk*%x * %k k% * % % k% k%
<- Mst55 atatactacgaatggg. ..
1501- Ratte gcttttggat at agaat aat gaact at ggctcat ggctttt ggat at agaat aat gaaac
1560 Maus gcttttggacat accttca- ggaacagggt at at gatgcttaccc---------------
Mensch gctttttat cagat aat gt gggaacagggt at aagaagt t t ccaaatataa---------
*kkk k%
1561- Ratte t at ggct cat ggctttt ggat at agaat aat gaact at ggctcat ggctttt ggat at ag
1620 MBUS | - - - mmmmmmmm s
MENSCR | - - s oo m o e oo
<- Mst 63 gact acgaat gggagggttcgg
1621- Ratte aat aat gaact at ggctcat ggcttttgct gat gcttaccct cccaagccacccgagcecc
1680 MaUS | m----mmm oo tt cagaaccaacccaacccaacccaacct aacca
MENSCh | m o m o m e e e
1681- Ratte aaccggaat gt gt ct gt gt ct gcagt t ccaggat aagacgaagaat agctt---------
1740 Maus aaccaga------ atgtgttctgagttccaggat aagat gaagaacatcttt--------
Mensch | ----------------- cttctgaat accgggat aaaac- atgcat gt ctttactctgcc
* k%% *kkkkk *
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t gggct cagact agt ccccttga Mst64 ->
1741- Ratte --taccact gggct cagact agt cccctt gagcacacatt aact gaagttggcttttctt
1800 Maus --tctatttgggctcagactagtctccttgaacctacattaattcaagttggcttttctt
Mensch actctatctggcctcagatacgttttcctgaatgcttatttattcaagttggtttttgtt
* % % LR * * % % * % % * % kkhkkkkk*k *kk* * *
1801- Ratte ctgttctttaatattactgtta-ctaattgctgttttagccaagggtacttttaattgta
1860 Maus ttgttctttaacattattgtaa-ctac----tgttttagccaaggaaatttttaactgta
Mensch ttgttctttaaccttatttttatctgaXaagtgata agaggaggacactt gaagtgta
kkhkkkkhkkkk k% * % % * * k k% * % * % **x *kk*
1861- Ratte at - - cat aaaaacacttccattaagttgcttctgtcctccctttctttttagagagat gt
1920 Maus at--cataaaaaggcttccattaagtt---------------------------------
Mensch gttgggcaaggagccttctacc agetgett---------mmm oo
* % *
))Bsa- El errent DIDDDIDIDIDIDIDIRDIDDIRBINDRIMNND
1921- Ratte attttctttttatttgtgaatatgcacttgtctgttcaagtgtgcaccacatgtgtgcag
1980 Maus | ------ tttttatttgtgcatatgcacttgtctgttcaagtatgcaccacat-tgtgcag
Mensch | ------ actttetttgt---c-mommc e
k% *kk*%x
DIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIDIDDIDDDDIDIDIDIDIDIDIDIDDIDDINDIDIDIDIDIDIDDNDRINDIDINDINDINDRDRDDRDNININNINNNND
1981- Ratte att gccagacgagt gt caaaacccctt ggaact ggagt t acagat ggct gagccacct ac
2040 Maus act gccagaagggt - acaaaact cct t gcagct ggagt t acagat ggct gagccacccac
MBNSCH | = s s m i m i m e e e e e e e oo
DIDIDIDIDDIDIIDIDIDIDIDIDIDDDDIDIIDIDIDIDIDIDDIDDINDIDIDIDIDIDIDDDRINDDIDINDINDIDRDRDDRDINNINNINNNND
<- Mst 52 catgattgacgactc
2041- Ratte ct ggagggct gggacct gaact ctt gt t cct ct gaaaagt aggaagt act gagt gct gag
2100 Maus ct ggagggct gggacctgaactct-------------------- cgt act aact gct gag
Mensch | ---------mmmmiie tcctgacttttaaaagtgtgttgctattgatacacag
* % * %
DIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIDIDDIDDINDIDIDIDIDIDIDDINDIDIDIDIRDIDIRDDRRINININNNNNND
ggggga
2101- Ratte ccccctctctagececgtttact gt - cagt gacacccatge-tgattctgtcttgaaa-ta
2160 Maus ccccctctctageccacttaattt-caat gatacccatgectgattttatcttgaaacta
Mensch tctect----------- gat at gt aaaat g- ctgggagga tgaagctaagttactcaaa
* Kk k% E * k% * * % %
2161- Ratte gctct ggtt gt agct gcat acatt aggt act gtt cct agaaact gtt ccacat gt gcaga
2220 Maus gttet---------- atttacattagatactgtttccagtaattgttccacatgtgtaga
Mensch gtgccatt-------- cagaaact gggcccagtt-ctatttgcagct acat acat -t aga
* % * * % % * k%% * * * % %% * x  kk*
2221- Ratte tt at gcagc- accggt ct cagcaaagt gct gaggaggct caggcat at t cagaat cagaa
2280 Maus tt at gt agccat gagt ct cagcaaagt gct gagat ggat cgggctt att cacagt cagaa
Mensch aatcatttctagagg ctgagcatggtaactcatachtaaaaagaaatc gtttctaga
* %k k% * % * k%
<- Mst67 ttttattcgtgaagacttcgggg
2281- Ratte aacctgtgagtctttttccaaaat aagcacttct gaagccccgcagccagct gt - agat -
2340 Maus agcat gtggctctttttccaaaat aagcactt cagaagcccc- cagccagct gt - agat g
Mensch aac- tgttttcccgtgtgtaaaota gtggcactgcagcct gaggcaggtgctgagatg
* % * % %
2341- Ratte ----atagct aggagagcgccct gct agcgct gagagecct gt ct caccccagcact gt a
2400 Maus t acct cagct gggagagcat act cct agcact gacagccct gact catt gcagcact gt a
Mensch | ---------------- gggacctggaaaaggcaacaggcatttt ----------------
* * % * %
ggt aaaagggt cagaaa
2401- Ratte cagaat agtt acggt gat acagt t ct acaact gaggaggt at aggt aaaagggt cagaaa
2460 Maus cagt at aggt at ggt gat at cggt ct acaaat aaggaggt at aat caaaag- gt cagaaa
MEeNSCh | — - m oo oo gagt cagaaa
* kkkkkkk*k
cttaag Mst61 ->
2461- Ratte cttaaggt cgacctt gggat acaagattttcagct ggcct gagatgctcaa-tgtcetttt
2520 Maus cgt aaggt cagcctt ggt acacaagat ttt cagct agcct gagat gcacag-tgtctttt
Mensch caatgtgactttcctgctccaaaa --------------- tgtgcaattcaaaagtctttc
* * k% * * % **x % * % *kkkk*k
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gtccctaagttatgattaaaa Mst46 -> <- Mst 48
2521- Ratte t aaaaagt ccct cag- - - - aaat aaaaccat gt t agggccaggaggt ggaaat accacgc
2580 Maus t aaaaagt ccct aagtt at gat t aaaacaat cct gt ggccaggaggt ggt ggt a- cacac
Mensch ttagttgtgact ------------------------------------------------
* % * %
»BZ-EIenent»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»
2581- Ratte ctttaat cccagtgcttgggaagcagaagaaggct gat ct ct acaagtt caa--ccagcc
2640 Maus ctttaat cccagcactt gggaggt agaggaaggcggatttct - - gagtt caaggccaacc
MENSCR | m- s oo m o oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIDIDIRIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDINDDIDINDNDDIDINDDIDINDRIDINDNDRRINDNRIINNINNNND
<- Mst 68 tcaaggtcctgtcagttccga
2641- Ratte t ggt ct aaagagccagt t ccaggacagt caaggct gtt - - gagaaacctt gt ct ct aaaa
2700 Maus t ggt ct acagagt gagt t ccaggacagccagggct acacagagaaaccct gt ct cgaaaa
MENSCR | - - s s m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIIDDIDIDIDDIDINDDDIDINDDDIDINDRIINDNDRRINDNDRIDINNRNINNNND
2701- Ratte aatcaaat ----- - - m e e e
2760 Maus accaaaaaccaaaaaccaaaaacaaaaaaacaaaaaaaacaaaaaaaaat caaaacaagg
MENSCR | m-m s o m o e oo
DDODIDI D> DD
2761- RAtt @ | = mmm s m e e e e e e e e e e eeeaaa
2820 Maus gcgggt gagat ggct cagt gggt aagagcact gact gct ctt ccgaaggt cccaagttca
MENSCR | - - s s m o oo
»BZ-E'enent»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»
<- Mst 85 acattactctagactacgggag
2821- [ L = I B e
2880 Maus aat cccagcaaccacct gt aat gagat ct gat gccct ctt ct ggt gcat ct gaagacat ¢
MENSCR | mmm s o m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIDIDIDIDIIDDDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDIDDIDINDNDDIDINDDDIDINDRIINDNRRINDNRIINNRINNNND
catattattatttatttagaaagggcc <- Mt 80
2881- [ L = T B e
2940 Maus t act gt gt at aat aat aaat aaat cttt gggcct gagcgagcagggt t gaccagagtt ag
MENSCR | - - s s m o oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIDIDIRIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDINDDIDIDIDDINDNDDIDINDDBIDINDRIINDNDRINDNRIINNRINNNNYD
tcaattcccaacaaccacatg Mst49 ->
2941- [ R = B L
3000 Maus cagaggt cgt aaaaatt caatt cccaacaaccacat ggaggct cacaaccat ct gt acag
MENSCR | - - s s m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIDIDIDDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDIDDIDINDNDDIDINDDDIDINDRIINDINDRINDNRIINNRINNNND
3001- RAtt @ | mmmmm i mm e oo
3060 Maus ctat ggt at act cacat acatt aaatt aaaaaaaatttttttaatctttaaaaaaaaaca
MENSCh | m - m e m o m o e e e
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIINDDIDIDIDDIIDIDDIIDDIDIDIDDIDINDNDDIDINDDDIDINDRIINDINDRINDNRIINNRINNNND
<- Mst76 attaaaattggtgta
3061- Ratte | -------------- aaaacaaacaaaaaacaaagct gggaa-tgctaattttagccacat
3120 Maus aaacaaacaaaaaat aaacaaacaaaaaacaaagct gggaa-tgctaattttaaccacat
Mensch | --------mmmmmie oo aaaacaaa- ctttgaacttactatttcaacagtat
*kkkkhkkkk k% k% * *k*k* * %
PDODIDIDO DD DI D> DO D> D>D>P>4
atat--ccct
3121- Ratte t gt a- ggggat aggccct aagga------------------ caaagat t gacaacagct g
3180 Maus t at a- - gggacagt ccctaagga------------------ caaaggct ggt aa- agct g
Mensch tataagggga agaccc- aaggaatgggactggcactgggaaaacagctagga--agctg
* % *kk* ** *k*%k * %k k% *kk k%
aggcaagcagcagt gagac
3181- Ratte ct ccccaagcgt gagcagtt ct g- agt gt cct ggcact ct acggcaagcaaggcaggcct
3240 Maus ttccccaagt gt gagcagttttg- agt gt cct ggcatt ct aaggcaagcaaca-t gagac
Mensch ctctgcacggccagggagtctggaagcatcctggtactccagagcgaacaaggctgagcg
* % * * % *kkkk* * **k * **x % **k*
tagag Mst44 ->
3241- Ratte t gt gagaccagggacct - - - ggt t t aaccaacct ggt t caaat ct agt cat t at ct acca
3300 Maus t agagat ct ggggac-------- ttaaccaacct----- act act cat cat cat ct acca
Mensch cttga- tgtgggg cttagaggcttaaccaacttggttcgaatctag -------------
*kkkkkkkk *
ccctcaatccctacattttagagct Mst69 ->
3301- Ratte tccctcaat ccctacattttagagct agggact gaaccct - ggt cccat gcaat ct gt gt
3360 Maus tccctcaat ccctacattttagtgcet at ggattgaaccct - gat cccat gcaagct gggt
Mensch ----ccactgcce- acttattagtgacagtgacgaaaggctcagtctcc ------------
**x % *
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3361- Ratte gagagtagttaatatttatctatatt-cctggctcaaacca----------- ctgccatc
3420 Maus gagtgtagttaatatttatctatatt-cctggatcaaacca----------- ctgccatc
Mensch | --------- t gat at at aaa- atgttgggaggatgaaactaagttacacgaagtgcctta
* kk*k* k% *k*k* *
aatcat----- caccatttccttccggt <- Mst77
3421- Ratte tcttagta----- gct gcaaaggaaggct acat ct cat gat aggt t aaa- at cgt ggcag
3480 Maus tcttagta----- gt ggt aaaggaaggccacat ct t at gat aggt t aaa- at ggcagt aa
Mensch tacagcgtgtcaggcatccaacagaggcca----ttatca acattaaccacactgacag
*k*k* * * %% * * * k k% *
<- Mst65 g
3481- Ratte aat tt caaat agagcat ct gcaaagct agt ccct aact gt ctt caggt caaacaggt ct g
3540 Maus attttcaaat agagcat ct gcaaagct agt ccct aact gttt at aggcct aacacgt ccg
Mensch catttcaagcagagtatccgaacagtta--cccca----tcttcaggcctactgagttca
*kkkk* *kk*k **k* * *x ** %% **k*x % * % *kxk*x * %
a... aaatag------- tcctcggtcgttgggaa <- Mst47
3541- Ratte aatactttatt------- aggagccagcaacccttaa----------- tgaat----ata
3600 Maus aatactttatc------- aggagccagcaacccttac----------- t gaat at agat a
Mensch aat a- tttgcttaacaagagcagccagtaactcttacctggcctcaactggcagcagata
*kk* **k*% **k *kkkkkhkk *k*k *kk*k
t ggt cacaggcacaaaat agactt - - -
3601- Ratte gact - ggcaacagat at t ct aa- - accaagaaat ggt cacaggcacaaaacagactt - - -
3660 Maus gact - ggcaacagat at t ct aa- - at caagaaat ggt cacaggcacaaaat agactt - - -
Mensch ttctgggcct caaat at - ct at ct aat aggaaat ggt cacagacacaaaat aagctt aac
k% **k* **x *kkkk **k*k * * kkhkkhkkhkhkkkhkhkkhkkkhkk *hkhkkkkk * * % %
------ c Mst43 ->
3661- Ratte | ------ ctctttttc----ctagaagatatgccta---------- gct gct gagacaggg
3720 Maus | ------ cttttttttttctctagaagatataccta---------- gct gct gagacaggg
Mensch aaaaggcagtttttttttgttXttataaacacctatggtcactgtcctggcaaaacatgg
*kk k% * *x % * %k k% * % % * kkk k%
3721- Ratte aagcaat aagagaggccatcta-cc------ tctttagtaact gagagaccgact ggaag
3780 Maus aagcaacaagagaggt catcta-cc------ tctttagaaatt gagagac----tggaag
Mensch aatcatc---aaagctcatctaaccagagtgcagttaataaccaggaagtaa---gcaag
*%k ** * k% *kkk*k k% * * * k* k%
ct gggcagaaat-ctggatttaata Mst 84 -> tcaagagga
3781- Ratte gg- aaat - caaagccact gggcagaaaagct ggat ct gat aagt ca- -t caagttct cct
3840 Maus agcaaat - caaagccact gggcagaaat - ct ggat t t aat aagct a- - t caaggt ct cct
Mensch ag- aaagacaaagg atttggcagtcaaaacagatttgacaggccaagtcagatcctcct
* k% *kk k%
gtttttgttcecgttc <- Mst62
3841- Ratte caaaaacaaggcaagggat gagcagat aaaga---------------------- acat aa
3900 Maus cagaaacaaggcaagggat aagcagat aaagacaaga-------- acagggt ct acacaa
Mensch ctg aacgagtcagagg---aacaaataaagacaggattgccataatgcctctgtgctaa
k% ** k% * k% **kkkkk*k
3901- Ratte aatacc-------------- ccacct gt ccacct gt ccacct gt ct gcct gt ct gt ct gt
3960 Maus o (o R e ttgcttgt
Mensch aagcttatcttgtttacttaaat aaagggagt gcccct caggt ctt gagt aagagcttg-
* % * * %
ccct
3961- Ratte ct - acagacct ct acaaagagt gggc- - ct gacagcgccct cccgcag------ - accct
4020 Maus ct - acagacct ct acaaaggt t aagcct ct gacat cact ct cctgcag------- accct
Mensch ctgacatcac --------------- cctcacacag actttatctcttgtttctaaccct
%k *** * * k% *k k k%
gtttgcacagtgagattga Mst54 -> tagaaaagattttctttctcctgac Mst 70
4021- Ratte gt g- - cacagt gagact gcaaacaggaggt agaaaagattttctttct cct gacagt aaa
4080 Maus gttt gcacagt gagat t gaaagcaggaagt agaaaagattttctttct cct gacagcaaa
Mensch gtg------------ ttagaagcagtaac acagaagatttagttgctcctgacagca--
* % *%k k**k* * kkkkkk*k kkkkhkkhkkkkkkhkkk *
4081- Ratte tctctccctacagcaact cacatt aaccc- aat agccctt gaaact acag- gagagacac
4140 Maus gttctctctacagt------------ ccct aat agct cct gggact gcag- gagagacac
Mensch gtgggagctattgtctaagagatacaaaggagaaaaaagtatacctgcagcaagtgatat
*%k k%% %k **% *
4141- Ratte gggcccc- - - - cagccaaact cctt - - ccagt gggt cct aagagagtctt------- gcc
4200 Maus aggaccc----cagccatactcctttct cagt gagt cct aaggaagtctta------- tc
Mensch cacctctggggctgccaccacatcacctcactacgccctgagggggtctcagcactagac
* % * *
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4201- Ratte aaatt ccaagactt agacaaat t aa- ccaaat gact gcacagagcacagcaatctttatg
4260 Maus aagttccaaat ctt aaacaaat t aat ccaaat gact gcagagagt acagcagt ctttaca
Mensch aagttccaaatcttttgcaaattaa- acaaccccachacaaatttcaagtatctttaga
%k *kkk*k*k * % % *kkkkk k% * % % * % * % *kkkk*k
4261- Ratte atatgtttctagaa-ggctggttcatgttcatt-cacaatgtcctccttctccctcag--
4320 Maus atatgtttctagaa-ggctggctcatgttcgtt-cataa-cacctccttc---cacagg-
Mensch atatgttttcagaaagcctggcccatggacatttttcaacagcatctccattgcaaaggt
*kkkkkk* *k*k*k *k *k*k*k * k k% * k% * * % *
4321- Ratte | --------- TGAGCAACAGT TTGGTAGCGCTGAGTCCATCCACTGGA- AATTCTCCT- CC
4380 Maus | --------- t gagcaggagt t t ggt aaggct t ggt ccat ct act ggacact cct cct gcc
Mensch ggaatggtgtgagtcacaca--ggcatggctgagtcccactaatgcacatcccttctagg
* % % * % % * k k% * *x k% * % *%k **
4381- Ratte T-GICTG ------------- AGgt a-t cact ct agct caactctta-tgaaacctcttt
4440 Maus t-cactc------------- taggcatt cact ct agcccagct ctt a- gaaaacct ct gt
Mensch tactctccaatcaccagccccaggtgcccactcaagcccagctcttagtgaggtttccct
* % * % k% k% *kk k%
tggacacctctccctttc Mst45 -> <- Mst51
4441 - Ratte gactct ct gggcacCCCacClt-------- - - - - oo
4500 Maus aact ctct ggacacctctccctttccct gcccccaaat cat ggcagcact gttt agaaag
Mensch gactctctgggcactt---cca --------------------------------------
kkkkkkkkk * % %
<- Mst 53 taagacacaggaagt cgtccg
4501- Ratte | ------------------- ctccctacttgtccca--tgagtctgtgecccttcagcaggce
4560 Maus ctcttgatcccggaaagttctccctgettgtccca--tgattctgtgtccttcagcaggce
Mensch | ---------ommo--- ctcc- taccacacagggtagagccacacccctttc ----- c
*kk*k* * % * %k k% *
tt
4561- Ratte agacgt caat gt c-t ct ggt gccagccctgttttct ggagacagat gat gat gtt ggt g-
4620 Maus aaacctcagtgeccC----------------------- agagacaggt gat gat gt t ggt ga
Mensch gt acccccat gt gct ct ggcagca-- - - - - ttattttgagagccttcgctttactg----
* % * * % * %k k% *
<- Mst50 tttctccgag... Mst82 -> gg-cccctcttttacatcagtaac
4621- Ratte | ----------- aaaaagagact ct ggggct ct cct gggttccctcttttccaccattaaa
4680 Maus at gaat gaat gaaaaagaggct ct aggaat cgcccagg- cccctcttttacat cagt aac
Mensch | ---------mmmmiemo--- cac-gtctgtcccatctgtcccctg-actggtcc------
* % * % * * * k k% * *
gcccagcaggcg- aaggcgct act Mst42 ->
4681- Ratte gaagat gttctt acat cagt gaaccagcccagcaggcg- aaggcgct act t gt gcaagca
4740 Maus ggaggcagt gt cagat cagt gaact ggct caccaggtgcaa-------------------
MENSCR | m- s s m o e oo
))B4- El errent DIDDIIDIDIDIDIDDIIDIDDIDIDRIDIINDRIDIDINDRIDIDIRRDIINDRININDRIINDNRIINNINNND
4741- Ratte cggct acct gagctt cat ct ccaccacccacat aacggt ggaagaaccaac---------
4800 Maus | ----- acctgagtttcgtctccacaact cat at aaaggt ggaat aagcaactt cacccaa
MENSCR | - - s o m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIRIDIIDRIDIDIDIDIIDIDDIDIDDIDIDIDDIINDNDDIDINDRDIDINDRIINDNRRINDNRIINNINNNND
<- Mst 71 atgtacaaat gtacacacacgt
4801- Ratte ccat ct gact gcggcat acat gttt acat gt gt gt gcacaccacacacacacacacacac
4860 Maus ccagct gact gt ggcat gcat gttt acat gt gt gt gcacaaact acacacacacacacac
Y T T Yo ¢ T R e e T R R
DODIDI DO DI DI DO DI DO DO D> DI DD D> D> DD D> D> D> > >4 ))Si erI e Repeat DDODIDO DD D> P>
4861- Ratte acacacacacacacacacac- cacacacac- cacacacacacacacacaccacacacaca
4920 Maus acacacacacacacacacacacacacacacacagagacacgt aaat aaat aat aaaaaaa
Y T T Yo ¢ T R e L R
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIDDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDIDDIINDNDDIDINDDBIDINDRIINDNDRINDNRIINNRINNNND
4921- Ratte cacacacacacacacacacacacacacacaca----------------=------------
4980 Maus attgcgc-tgct gagat ggct cagcaggt acaggt gcct gggact cacat ggt aggagag
Y T T Yol ¢ T R I
DDODIDIDODI DI DO DD DI DI DI DD DI DI DD D> D> DO PO D> D> P> D> >4 ))B4- El en’ent DIRDDDIDBRIRNIIRIRNNND
<- Mst 81 catttggacaggt ggac
4981- [ L = I B e
5040 Maus tgagttctaccagttgtcctatgacttccacacacacagcat ggt aaacct gt ccacctc
Y T T Yo ¢ T R T L R
DIDIIDDIDIDIDIBIIDIDDIIDDIIDRDIINDNIRDINDRIRINNNNND ))URRJ.A— El errent RDODIDIDODOD> D>
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gta <- Mst78 ttatttaaag agg
5041- [ L = I B e
5100 Maus cat aaat aaat aaat acaaaaaat ct aaaacattttttaaagaataaattttcatctagg
MENSCR | - - s o m o e
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIIDDIDIDIDDIDIDIDDIDIDDIDIDIDDDINDNDDIDINDDDIDINDRIINDNDRRINDNRIINNRNINNNND
gcagtggttctcaacctgt Mst79 ->
5101- [ L = T B e e
5160 Maus gcagt ggt t ct caacct gt gggt cacccagat aacct gaat at cagatatttacaattta
MENSCR | - - s o m o e oo
DIDIIDIDIDIDIDIDIIDIRIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIDIDDIDIDIDDIDINDNDDIDINDDDIDINDRIDINDINRINDNRINNRINNNND
5161- Ratte | --------mmmmm e cat at ggggt aggggt ggt g
5220 Maus t aacagcaaattt at agtt at aaggt agcaacaaaat at at at at ggggt ----------
MENSCR | - - s o m o e oo
DODODIDIDODI DI DO DODI DI DD DO DO DI D> D> DI DO D> DI D> D> D> D> DI D> DO D> DI D> DO D> D> > D>
<- Mst41l gaca
5221- Ratte ggagt gggggat ggt gggagggt t ggaat cat gt cct cct gggt ct ct ct g- ct ct ct gt
5280 Maus | -------mmmeaam - ggtttggaattgtgtccccctctcacccagggtttctttgt
Mensch | -------mmmmm i atgagcccctggtgggaactttgt ctctgg
* k% **
»Bl1- El enent »
catcgg-accg... <- Mt 83 gaaacatccgatccgaccgga
5281- Ratte gt agccct ggct gt cct ggaact cgat t t gt agaacaggct ggcct cgaact cacagaga
5340 Maus gt agccct ggct gececct ggaact cget tt gt aggcet agget ggect cgaat t cacagaga
Mensch taact aaacact gt - ctggaggtgg ------ tggacaaggt gt - ctggagaaaaacaaae
* % % *kk k% * * * k% * %k k%
DIDIDIDIDIDIDIDIDIIDIDIDIIDDIDIDIDDIIDIDDIIDDDIDIDDIDINDNDDIDINDDDIDINDRIDINDNDRINDNDRIINNRINNNND
5341- Ratte t ct gcct gecct ct gecct cccaagcact gggat t aaaggt gt gca- ccact gcccggcet ge
5400 Maus t ccacctgcct ct gectt cccgaat gct gggat t aaaggagcacaacccct gecct gget ge
Mensch tcectecc------------------- ctgggat--------- gcctgagctcccaggattc
* % * % *kkkkk*k **x k% k%% * *
DIDIIDIDIDIIDIDIIDIDIDIIDDIDIDIDDIIDDIDIINDDIDIDINDDINDDDIDINDDIRDINDRINDNRRINNRBIINNNINND
cttgattagaat acc-aacccctaggccg <- Mt 39
5401- Ratte agt gaaat aact tt ct ggat gggggt caccacaacacgagaaa- ct gt att aaaggg- - t
5460 Maus aat gaact aat ctt at gg-tt ggggt caccacagcat gaagaa- ct at att aagggg- - t
Mensch tagaaggttagtttt----------------------- gcaaacctttaaagaagggatt
* * % * % *%k **% **%x * k**k* *
»URRlB-Elenent»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»
<- Mst38 ttggtgac... ggggctcatagattcc----aggaga
5461- Ratte t gcagcat gaggaaggt ggagaagcact gct ct aggggct cat agat - cc- - - - aggaga
5520 Maus t gcagcat t aggaaggt ggagaaccact gct ccaggggct cat agatt cc- - - - aggaga
Mensch ttca-------------------------- t caaggggcccacagat - cctt cat t gagg
* k% %k kkkhkkhkk*k *kk kkhkkk k% * % %
DDODIDI DD DI DO DODI DI DD DI DO DI D> DI DI D> DO D> DI DO P> D> D> P> 4
t Mst86 ->
5521- Ratte t gt at gaaacttacacacactcaca---------------------“-------------
5580 Maus t gt at gaaacttacaaaacac---------------------- tatttatttatttttta
Mensch tttat gagt cccacat caaaggtt gggt gt ctat ctacat cagattctcttaaagtccat
* *k*kkk*k * * % %
<- Mst 14 tgagcattggtgctgtgaaggcttc Mst13 ->
5581- Ratte | -------- ctggt gt gagcecgtggtgcta------------------ t caagt t agacct
5640 Maus t cagATAGCTGGTGTGAGCATTGGTGCTGTGAAGCCTTCTTCCTGTGT TAAGAGAATCTG
Mensch gat cct aaaacagtt aagaact aat gct gt gagggcct cttcct gggt caaa- --- gcca
* k%
<- Mst2 tccgagggacggta
5641- Ratte gagagagcc----------- cact gcag- - - - ggt ggcag- cagccaggct gcct ggt gc
5700 Maus CIGICTGG----------- ACATTCCAGT GEEEGTGGTGT- CAGCCAGGCTCCCTGCCAT
Mensch cagggaacctgccat gtggatgctgcagc ggggt gtggatcagccaggccgcct----t
kkkkkkkkx * % %
aggaacaacagacaaaa Begi nn Exon 2 ATG
5701- Ratte tcactgttgtctgtttt--acagCGCECTTTAGCTCTGCAGAA
5745 Maus TCCTTGTTGICTGITTTTCACAGCAGCT TTAGCTCTGCAGAA
Mensch tcactgtgttctgttttccct cccagCTTTAGCTCCGCCAAA
* % * % % *kkkkkk*k * *kkkkkhkkhkkhkkkk k% *kk k%

Die Zeichenerkldrung zu der Tabellefolgt auf der néchsten Seite.
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Zeichenerklérung zu der Tabelle 26

GroRere Insertionen in der menschlichen Sequenz, die von eingefigten repetitiven Elementen stammen (wie z.B.
Alu) wurden entfernt und durch das Symbol ‘X’ markiert. Ubereinstimmung von Positionen bei allen drei Arten
sind durch en Sternchen hervorgehoben. In den Bereichen der Intron 1-Sequenz, die eine starke Konservierung
be der Datenbanksuche zeigen (Erkennung einer kurzen HCII-Intron 1-Sequenz mittedls BLAST2, die
Ahnlichkeit mit den entsprechenden Bereichen der anderen Arten aufweist), sind die Sternchen rot gedruckt.
Unter dem Alignment sind gegebenenfalls repetitive Elemente (ermittelt mit dem Programm ‘ RepeatMasker2')
eingetragen. Einige kurze Bereiche sind durch Unterstreichen gekennzeichnet. Hier liegen direkte oder inverse
Sequenzwiederholungen vor. Exonbereiche sind gelb hinterlegt. Fett gedruckte Buchstaben innerhalb des gelb
markierten Bereichs deuten Exonbereiche an, die in allen cDNAs vorkommen. Die anderen Bereiche (kursiv
gedruckt) zeigen alternativ gespleif3te Exons an. Die Numerierung bezieht sich nicht auf die HCII-Sequenz einer
einzelnen Art, sondern auf das hier durchgefiihrte Alignment.

Dem Alignment ist zu entnehmen, dal3 viele Sequenzbereiche des Intron 1 vom HCII-Gen
innerhalb der Arten Ratte, Maus und Mensch konserviert sind. In den drei Arten sind jeweils
auch die homologen Intronsequenzen vorhanden, die den alternativ gespleif3ten Exonsequen-
zen in den HCII-mRNASs der Maus und der Ratte entsprechen.

Grolere Unterschiede zwischen den Sequenzen werden hauptsichlich durch inserierte
repetitive Elemente bewirkt. Im Tell E.2.3 wird die Struktur der dre Introns verglichen
(Abbildung 45). Eine ausfihrliche Diskussion der Ergebnisse findet im gesamten Teil E.2
statt. Die HCII-Genstrukturen von Ratte, Maus und Mensch werden in Abbildung 52
(Abschnitt E.5.1) vergleichend dargestellt.

D.4.2 Suche nach repetitiven Elementen in den Sequenzen

Voraussetzung fur das durchgeftihrte Alignment (D.4.1) war, eventuell vorhandene grof3ere
Insertionen bzw. Deletionen in den einzelnen Sequenzen zu kennnen. Aus diesem Grund
wurden mit dem Programm ‘RepeatMasker2’ die Intron 1-Bereiche des HCII-Gens von
Mensch,’® Maus und Ratte auf repetitive Elemente hin durchsucht. Die Analyse einer
Sequenz mit Repeatmasker2 beruht auf dem Programm ‘cross match’ von Phil Green,
welches einen Smith-Waterman-Gotoh-Algorithmus verwendet.™> Die essentiellen Teile der
Auswertung wurden gekiirzt und in den beiden folgenden Tabellen abgebildet. Fur die
Durchsuchung der Sequenzen bei der Maus und der Ratte mit ‘RepeatMasker2’ wurde die
Version vom 19.9.1997 mit ‘ ProcessRepeats -Version vom 15.12.1997 verwendet. Die Suche
beim Menschen wurde mit den entsprechenden Versionen vom 21.4.1999 durchgefihrt. In
allen Féllen wurde die ‘sensitive’ Suche verwendet. Diese Einstellung bewirkt eventuell ein
besseres Alignment des Sequenzbereiches mit dem gefundenen Element und die Erkennung
von bis zu 5 % mehr repetitiven Elementen in der Sequenz.®

Die meisten gefundenen repetitiven Elemente gehdren zu der SINE- und LINE-Gruppe. Auf
diese Elemente wird kurz in der Einleitung dieser Arbeit eingegangen (B.2.1).

Die gefundenen Insertionen von repetitiven Elementen wurden zum einen fur das Alignment
der Intron 1-Sequenzen zur Hilfe genommen. Zum anderen werden die Ergebnisse dieser
Analyse ebenfalls in die Diskussion zu veradnderten Exon/Introngrenzen (E.2.2, E.2.3) und in
die Fragestellung zu potentiellen Promotorbereichen miteinbezogen (E.4.3.2).

1% Es wurde die von Herzog (Herzog et al., 1991) beschriebene Sequenz verwendet.

157 Es gibt bisher keine Verdffentlichung des Programms in einer Zeitschrift. Die Autoren schlagen als Referenz
die Anleitung des Programms vor: Smit, A. F. A. & Green, F.; RepeatMasker at:
http://ftp.genome.washington.edu/RM/RepeatM asker.html
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Tabdle 27: DNA-Elemente im Intron 1 des Heparinkofaktor |1-Gens

HCII-Intron 1 der Ratte

Nr. SW % % % Pos.in Seq. Er kannt. Typ: Pos.im El em
Wert Div Del |Ins Beginn, Ende +/- Elenment Kl asse/Fanilie Beginn, Ende
1 51 5.3 0.0 0.0 99 173 + AT rich Low conplexity 1 7t
2 337 19.4 1.5 1.5 437 503 + (CA)n Si npl e_r epeat 2 6¢
3 1401 3.7 6.8 0.0 757 947 + B2 S| NE/ B2 2 20t
4 537 26.2 8.6 1.9 1534 1743 - B3 S| NE/ B2 (0) 22t
5 224 16.9 6.8 13.6 2157 2274 + MI2B LTR/ MaLR 155 26¢
6 626 18.0 3.1 1.6 2189 2316 + Bl_MM SI NE/ Al u 17 14¢
7 234 18.4 0.0 0.0 3031 3068 - (CAGA)N Sinple_repeat (0) 3¢
8 235 26.7 2.5 9.9 3681 3841 + RSINE1l S| NE/ B4 17 16¢
9 402 0.0 3.5 0.0 3801 3916 + (CA)n Si npl e_r epeat 1 12(
10 817 8.9 1.6 1.6 3987 4109 - Bl_WM SI NE/ Al u (24) 12:
11 582 11.5 0.0 0.0 4117 4203 - URRIB DNA/ MERL_t ype (148) 81
HCll-Intron 1 der Maus
Nr. SW % % % Pos.in Seq. Er kannt. Typ: Pos.im El em
Wert Div Del |Ins Beginn, Ende +/- Elenent Kl asse/Fanilie Beginn, Ende
1 23 0.0 0.0 0.0 29 51 + AT rich Low conplexity 1 2:
2 36 7.6 0.0 0.0 96 161 + AT_rich Low conplexity 1 6¢
3 207 29.6 2.8 6.3 304 445 + Li1MA LI NE/ L1 7696 783
4 537 7.4 7.8 3.5 450 731 + (CA)n Si npl e_r epeat 1 24¢
5 290 17.7 0.0 5.1 735 813 + L1IMA LI NE/ L1 7903 797"
6 274 24.6 3.5 8.4 1429 1570 - B3A S| NE/ B2 (19) 19:
7 1067 9.0 0.0 0.0 2034 2277 + Bl_MM SI NE/ Al u 4 14°
8 248 16.7 0.0 0.0 2280 2227 + A-rich Low_conpl exity 1 4¢
9 836 8.9 16.4 0.0 2228 2473 + B2 S| NE/ B2 2 17:
10 287 15.8 27.1 4.5 2410 2542 + B2 S| NE/ B2 48 21(
11 204 4.7 0.0 1.6 4028 4091 + (CA)n Si npl e_r epeat 1 6!
12 22 0.0 0.0 0.0 4092 4114 + AT rich Low conplexity 1 2:
13 317 20.0 8.6 0.0 4147 4216 + RSINE1 S| NE/ B4 68 14
14 27 7.8 0.0 0.0 4232 4282 + AT rich Low conplexity 1 5!
15 348 12.5 11.2 0.0 4318 4397 - URRLIA DNA/ MERL_t ype (74) 16:
16 784 13.7 0.8 1.5 4428 4558 B1_wMWM SI NE/ Al u (17) 13(
17 577 12.0 2.2 0.0 4560 4651 URR1B DNA/ MVERL_t ype (141) 9«
HClI-Intron 1 des Menschen
Nr. SW % % % Pos.in Seq. Er kannt. Typ: Pos.im El em
Wert Div Del |Ins Beginn, Ende +/- Elenent Kl asse/Fanilie Beginn, Ende
1 587 24.2 0.4 0.4 172 335 + Li1MA LI NE/ L1 7635 T77¢
2 2364 8.1 0.0 0.0 336 645 + AuSg SI NE/ Al u 1 3
3 587 24.2 0.4 0.4 646 707 + LiMA LI NE/ L1 7779 784«
4 500 21.6 1.4 1.4 738 876 + Li1MA LI NE/ L1 7841 797"
5 810 15.9 0.0 0.0 1512 1643 - FLAMC SINE AU (5) 12¢
6 262 6.5 0.0 0.0 1652 1682 - W2 SNRNA (157) 3:
7 1642 18.2 0.0 0.0 1894 2200 + AluJb SI NE/ Al u 1 30
8 222 26.7 20.9 20.9 2523 2627 + MR SINE/ MR 28 15:
9 1571 15.7 5.2 5.2 2891 3061 - AluJdo SI NE/ Al u (0) 31
10 (2253 8.7 0.3 0.3 3062 3370 - A uSp SINE/ Al u (5) 30¢
11 (1571 15.7 5.2 5.2 3371 3504 - AuJdo SI NE/ Al u (181) 13:
12 (2051 13.0 0.0 0.0 4072 4371 + A uSx SI NE/ Al u 1 297

In der Tabelle sind die mit RepeatMasker2 gefundenen DNA-Elemente in den HCII-Intron 1-Segquenzen von
Ratte, Maus und Mensch aufgefiihrt. Nr.: Die gefundenen Elemente sind 5’ -> 3' durchnumeriert; SW-Wert:
Smith-Watermann score, ein Wert fur die Ubereinstimmung der Sequenz mit einem Element; Div: Prozentualer
Unterschied der Sequenz zum Element; De/Ins. Prozentuale Angabe der Deletionen und Insertionen in der
Sequenz; Posin Seg./Posim Elem.. Angabe der Position der Sequenz (mit Beginn und Ende) in der
Gesamtsequenz bzw. Abschnitt innerhalb des Elements. +/-: Sinn- bzw. Antisinnorientierung des Elements.
Aufgefuhrte Typen von DNA-Elementen: Low_complexity: DNA-Sequenz mit niedriger Komplexitét, d. h.
hohem Anteil von A-Nukleotiden (A-rich), oder von A- und T-Nukleotiden (AT_rich); Simple_repeat: Di-, Tri-
oder Tetranukleotidwiederholungen; MER: ‘Medium reiteration frequency sequence’; LTR/MaLR: ‘Mammalian
LTR-transposons **%; Alu: Nomenklatur der speziellen Alu-Typen nach Batzer™™®, MIR: ‘Mammalian-wide

interspersed repeats **°. Die HCII-Intron 1-Sequenz des Menschen wurde von Herzog™® tibernommen.

158 gmit, 1993
159 Batzer et al., 1996
160 gmit & Riggs, 1995
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Tabdle 28: Zusasmmenfassung der Elementeim Intron 1 des HCII-Gens

Ratte Maus Mensch
4348 Bp, 44 % GC-Gehalt | 4842 Bp, 41 % GC-Gehalt| 5151 45 % GC-Gehalt
Element- Typ Zahl | belegt bel egt Zahl | belegt | belegt | Zahl | belegt bel egt
Familie (Bp] [%] (Bp] [%] (Bp] [%]
SINE (Gesamt) 5 727 16,72 6 766 15,82 7 1768 34.32
Bl 2 165 3,79 2 275 5,68 - - -
B2 2 401 9,22 3 421 8,69 - - -
B4 1 161 3,70 1 70 1,45 - - -
Alu - - - - - - 6 1663 32,28
MIR - - - - - - 1 105 2,04
LINE LINEL - - - 1 221 4,56 1 365 7,09
DNA-Elem. | MER1 1 87 2,00 2 172 3,55 - - -
LTR-Elem. [MaLR 1 118 2,71 - - - - - -
& (Komplexe Wiederhol ) 7 932 21,44 9 1159 | 23,94 8 2133 41,41
Einfache Wiederholungen 3 180 4,14 3 394 8,14 - - -
Kleine RNAs - - - - - - 1 31 0,60
Niedrige Komplexitét 1 75 1,72 2 162 3,35 - - -
Gesamt 11 1196 27,51 14 1727 | 35,67 9 2164 42,01

In der Tabelle sind die Daten der mit RepeatMasker2 gefundenen DNA-Elemente aus Tabelle 27 zusammen-
gefaldt. Aufgefiihrte Typen von DNA-Elementen sind: SINE: ‘short interspersed eements’; LINE: ‘long
interspersed elements’; Niedrige Komplexitdt: DNA-Sequenz mit einem hohen Anteil von A- und T-
Nuklectiden; einfache Wiederholungen: Di-, Tri- oder Tetranukleotidwiederholungen; MaLR: ‘Mammalian
LTR-trans-posons **%; MIR: ‘Mammalian-wide interspersed Repeat’ *®

D.4.3 Uberpriifung auf €in Exon 1B im menschlichen Gen

Nach der Uberpriifung mit den Programmen zur Identifizierung potentieller
Exon/Introngrenzen besteht die Méglichkeit der Existenz eines Exons 1B
im hHCII-Gen analog zum Exon 1B im rHCII-Gen (siehe Tabelle 24,
Tabelle 25 und Abbildung 47). Deshalb wurde zum Test eine RT-PCR mit
Omniskript-Reverser Transkriptase durchgefihrt und die cDNA mit
poly(A)"-RNA aus menschlicher Leber und einem d(T)ie-Primer syn-
thetisiert. Die anschliel®ende PCR wurde mit einem Sinnprimer (USC27)
durchgefuhrt, der in der zum Exon 1B analogen Sequenz bindet. Der
verwendete Antisnnprimer (USC23) liegt am Beginn von Exon 2. Sofern
kein Intronbereich aus der pr&mRNA (des mdglichen Transkripts in
Leber) entfernt wird, kann nur ein PCR-Produkt mit einer Lénge von
793 Bp amplifiziert werden (basierend auf den Resten von chromosomaler
DNA in den RNAs oder langen mRNA-Transkripten; siehe Skizze).

Exon 1 / Exon 2
Abbildung 24: Analyse zur |dentifizierung =y -

e nes potentidlen Exons 1B im hHCI|

In der Abbildung ist ein 2,5% Agarosegel hach

Elektrophorese von PCR-Produkten zu sehen. In Spur Der Abbildung 24 ist zu entnehmen, daR
1 sind 5l des RT-PCR-Produkts von hHCII-Leber- - ot ; ;
ooly(A)-RNA und den Primern USC23 und USC27 OV g derk ‘_Jbef;”ﬂ'l”émk’”g mit ﬁ?'?‘&
aufgetragen. Spur 2 zeigt 5pl der Negativkontrolle sgnaen ken on . Im mensc _'C en
(die RT-Reaktion wurde ohne RNA durchgefiihrt). In HCII-Gen vorhanden ist (zumindest ist es

Spur 3 sind 0,5 pg ‘100 Bp-Leiter’ aufgetragen. nicht in Lebertranskripten nachzuweisen).

usCc27 USC23
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D.5 Beteiligung einesrepetitiven Elementsan einer Introngrenze

Die HClI-Intron 1-Sequenz der Maus zeigt kurz vor dem Exon 2 einen zusétzlichen Bereich
von etwa 100 Bp einer auffélligen Insertion im Maus-HCII-Gen gegentiber dem Ratten-HCI -
Gen (siehe Abbildung 25, Abbildung 48). Um feststellen zu kdnnen, ob die Insertionen bei
der Maus von einem (unbekannten) repetitiven Element stammen, wurde ein Southernblot mit
genomischer Maus-DNA durchgefiihrt. Dazu wurde die genomische DNA mit den Restrik-
tionsenzymen EcoRI, Pvull und Xbal gespalten und als Sonde ein mit den Primern Mst2 und
Mst13 amplifiziertes PCR-Fragment (112 Bp) verwendet.

Abbildung 25: Schema der/l/ntron 1/Exon 2-Grenze

Intronbereich

HCII-Gen der Ratte I E
// - |:| adternatives Exon
/ —

HCII-Gen der Maus / —— — “— - Exonbereich

Mst13, 2 Dags0  Dag70 trand atiertes Exon

Das Ergebnis des Southernblots ist auf der linken Héalfte von
Abbildung 26 zu sehen. Die Sonde hybridisiert in jeder Spur
mit nur enem enzigen Fragment, so dald3 en repetitives
' Element ausgeschlossen werden kann.

Um sicher zu gehen, dal3 die zu erkennenden Hybridisierungs-
signale von HCIl-spezifischer DNA stammen, wurde en
identischer Blot mit ener fir das Exon2 von HCII
spezifischen Sonde durchgefiihrt (sehe Abbildung 25). Die
Sonde bestand aus einem 567 Bp grof3en, mit den Primern
Dag50 und Dag70 amplifizierten PCR-Fragment. Als Matrize

v

Abbildung 26: Southernblots

Die Abbildung links zeigt einen
mit Mst2-Mst13-Sonde hybridi-
Serten Blot. Der Blot auf der
rechten Seite wurde mit einer
Sonde des PCR-Fragments mit den
Primern Dag50-Dag70
hybridisiert. Die chromosomale
Maus-DNA (je 40pug) in den
Spuren der einzelnen Blots wurde
jeweils mit EcoRlI, Pvull und Xbal
(von links nach rechts) gespalten.

wurde klonierte menschliche cDNA (pWTBI1) verwendet. Die
fur die Spaltung der genomischen DNA verwendeten
Restriktionsenzyme erkennen keine Schnittstellen zwischen
den jeweiligen Sequenzen, mit denen die Sonden hybridisieren
kénnen. Die Redtriktionsschnittstellen liegen vor dem 3'-
Intron 1-Bereich, der bei Maus und Ratte Insertionen bzw.
Deetionen enthalt (sehe Tabelle 26, ab Position 5541) und
hinter Exon 2. Aus diesem Grund erkennen beide Sonden die
gleichen (also gleich grof¥e) Restriktionsfragmente.

Ein mit der Dag50-Dag70-Sonde hybridisierter Blot ist auf der
rechten Seite von Abbildung 26 dargestellt. Dem Blot kann

entnommen werden, dal3 im Vergleich mit der anderen Sonde die gleichen Fragmente erkannt
werden. Somit beinhalten die von der Mst2-Mst13-Sonde erkannten Fragmente das HCII-
Exon 2, und das Ergebnis eines fehlenden repetitiven Elements in dieser Region bestétigt
sich. In der mittleren Spur des HCII-spezifischen Blots erscheint eine zusdtzliche, dicke
Bande. Mittels einer PCR konnte nachgewiesen werden, dal3 eines der Restriktionsenzyme
(Pwvull) mit einer hHCII-cDNA verunreinigt war. Somit &3t sich diese abweichende Bande
erkléren.
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D.6 Alignment von Heparinkofaktor 11-cDNA-Sequenzen

Bisher wurde in dieser Arbeit der 5'-Bereich der HCII-Genstruktur von Ratte und Maus (und
Mensch) verglichen. Da bel den Vergleichen teillweise erhebliche Unterschiede festgestellt
werden konnen, stellen sich die folgende Fragen: Zum einen, ob es weitere Hinweise auf
Anderungen der Struktur in weiteren Bereichen des HCII-Gens gibt und zum anderen, ob
Unterschiede zwischen verschiedenen Organismen vorhanden sind.

Aus diesem Grund wird in diessm Abschnitt en Alignment bekannter HCII-cDNA-
Sequenzen verschiedener Organismen durchgeftihrt, um die aufgetretenen Mutationen bzw.
Mutationsraten im Intron 1 mit Exonbereichen vergleichen zu konnen. Die Auswertung der
Ergebnisse des Alignments wird in dem Teil E.3 durchgefihrt.

Die HCII-cDNA Sequenzen wurden verschiedenen Publikationen entnommen.*®* Die bisher
bekannten cDNAs von Frosch und Huhn scheinen nicht den 5-Bereich der jeweiligen
MRNA-Sequenz zu enthalten (insbesondere fehlt das ATG-Startkodon vom Huhn). Das
Alignment kann dementsprechend nur fir die jeweils bekannte cDNA-Sequenz durchgefihrt
werden. Der 3'-gelegene nicht trandatierte Bereich unterscheidet sich nach wenigen Basen
sehr stark bel den weniger verwandten Arten. Da die 5'- und 3'-Enden der cDNAS teilweise
sehr starke Unterschiede aufweisen, wurde das Alignment fir die 5-Enden manudl
durchgefuhrt. Ein Alignment des 3'-Endes der cDNAs wurde mit Hilfe des Programms
‘Clustal W’ und anschlief¥ender manuedler Nachbearbeitung durchgefiihrt. Die Exon/Intron-
grenzen des Frosch- und Huhn-HCII-Gens sind nicht experimentell bewiesen und kodnnen
aufgrund der Sequenzadhnlichkeit nur vermutet werden. Konservierte Positionen in allen Arten
sowie bel Sdugetieren wurden markiert (siehe Zeichenerklarung zur Tabdle). Im Anschlul3 ist
in Tabelle 29 das Alignment der HCII-cDNAs dargestdl|t.

Tabdle 29: Alignment von HCII-cDNASs verschiedener Organismen

Exon 12 [Maus TCTCTGCCAGACCACTGCTCAGA
0001- Ratte GCCCCTCTGGTCTCATCTCTGOCACGCCACTGCTCAGA
0060 Kani nchen | GACACTGAAAGCCTGCTGGTGATCTTAGCGGATTTTGTCTCTGAAACGCTACTTCTCTGA
Mensch TCAAAATCCCACTGATGACCT TGGCTGCTTTCATCTCTGAAGCGCCACTTCTCAGA
Exon 1%%% [Maus GGTACAGAG _Intron_1
0061- Ratte GGCACAGAG__Intron_1
0069 Kani nchen | AGCACAGAG__Intron_1_(?)
Mensch AACACAGAG _Intron_1
Exon 2 Maus CAGCTTTACGTCTGCAGAAA T CAAACATCCACTCTGCACT- - - CTTCTTTCTCTCATCAC
0070- Ratte CGGCTTTAGCTCTGCAGAAAT GAAGCATCCAGCCTACACTCTCCT TCTCTCTCTCATCAT
0129 Kani nchen |--------- CTCTGCA- AAAT GCAACATCGACCCCACCT GCTTCTCATTTCTCTCACCAT
Mensch - - - CTTTAGCTCOGCCAAAAT GAAACACT CAT TAAACGCACT TCTCATTTTCCTCATCAT
AS - 19 - |Frosch AAAATCGAAACTT- - - CTACACTTAGCTACAATATTTCTTCTTA
. * k k k% * * * * * **.. -*
-6
Exon 2 Maus A- - - TTTATGTGTAT TGGGAGCAAAGGCCTTGCTGAGCAGCTA- - - - - = - === - - - - - - -
0130- Ratte G - - TCTATGTGTGCTGGGAGCAAAGGCCTTGCTGAGCAGCTA- - - - === = - = o= - = - - -
0189 Kani nchen | AATGTCTGT GT GTGGT GGGAGCAACGGTCTCACAGATCAGCELG - - - - === =--------
Mensch AACAT CTGCGT GEEGT GGGAGCAAAGGCCCGCT GGAT CAGC T AGAGAAAGGAGGGGAAAC
AS -6 - |Hubn GGCACATTCTGTGGAATCAAGGACTTCAGTGACCATTTTGAA- - - - AGOCTCAAA-
' Frosch TCACGCAACACT OGGTGGAGT TAAGGACT TGCAGGAGCACTTTGAG - - - - - - - - GACAC

15 * k% * %k k% ** k% *

161 HCII-cDNA-Sequenzen:

Frosch und Huhn: Colwell & Tollefsen, 1998; Kaninchen: Sheffield et al., 1994; Maus. Zhang et al., 1994, diese
Arbeit; Mensch: Herzog et al., 1991, diese Arbeit; Ratte: Westrup & Ragg, 1994

162 nach: Kamp & Ragg, 1999
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Exon 2 MBUS  [--------- - - -t i--i-i--------- ACTAATGAAAACCTGACCACGTCCT
0190- = e ACTAAGGAAAACCTGACCGTGTCCC
0249 Kani NCREN | = oc - -« o c o egc o omoe oo AATAACAAGAACCTGACCATCCCCC
Mensch T TCAGT CTEEAGA TOTCTAGT GEGATCACT PAAAT AACAAAAACCTGAGCATGCCTC
AS 15 . |Huhn o |EE---- GATGCACATAG - - --------- ACACGAA- AATGGAACCTACAATATGCCAG
© 3 Frosch TTCTACTGGT- - ATAAACCCCAGEGGAAG: - - - TCAAACCCAAGCTGTAGAAAACCTCCT
Exon 2 NRUS TCCTCOCTGOTAACT TCCACAAAGAAAACACAGT CACCAAT GACT GGAT COCAGAGGRE
0250- Ratte TCCTCGOCTCCTAACT TCCACAAAGAGAACACAGT CACCAAT GACT GGAT TCCAGAAGGAC
0309 Kani nchen | TGCTCGCCAATCGAGTTCCACAACGAAAACACAGT CACCAAT GACT GGATTCCAGAGGGEC
Mensch TTCTCOCTGOCGACT TCCACAACGAAAACACCGT CACCAACGACT GCATTCCAGAGGECE
AS: 35 . |Huhn ACCTACCACT CGAGT TCCACAGAGAAAACACTATCACCAAT GACTTGATTCCTGAAGAGC
- Frosch — |--=-comcmmaooaais GGATGATACGGT TACCAAT GACT TGAGCACT GAAGGAC
....... * % .* * % .* *kkk* *kk*k k% -* **x % *
Exon 2 NRUS AAGAGGAT GAGGACT ACCT GGACCT GGAGAAGCT GCT T GGT GAAGAT GACGACTACATT]
0310- Ratte AGGAAGAT GACGACT ACCT GGACCT GGAGAAGCT GCTCAGT GAAGATGACGACTACATC
0369 Kani nchen | AGGAGGACGACGACTACCT GGACCT GGAGAAGT TACT CAGT GAAGAT GACGACTACATA(
Mensch AGGACGACGACGACTATCT CGACCT CGAGAAGATATTCAGTGAAGACGACGACTACATCG
AS 55 . |Huhn AGGAGGAAGAGGACT ATCTAGAT CTTGACAAGATATTGGGT GAAGACGACTAC- - - AGT(
3 Frosch AAGAT GAAGAAGACTACCTGGACT TTGATAAAATAT T TGGAGAAGATGAAGAT TATATT(
* k% ** k% kkk** **k k% .* **x k% k% * * *kkk*k*k k% .*

Exon 2 NRUS ATATCATCGAT------ GOOGT T TOOCOGACAGACT CAGAAT CAAGT GC T GGCAACATCX
0370- Ratte ATGTTGTCGAT- - - - - - GCAGTTTCCOCAACAGACT CAGAAT CAAGT GCTGGCAACATCX
0429 Kani nchen | ACATCATCGAG: - - - - - GCTGTTTCOCOCGACCGACT CGGAAGOCAGCGCOGGGAACATCX
Mensch ACATCGTCGACAGTCTCTCAGT TTCCCCGACAGACT CTGATGT GAGTGCTGGCAACATCC
AS 75 . |Huhn ACATTATCGAT- - - - - - GCTGCTCCACACATAGTTTCTGAAATTCAGCAAGGAAATATT(
" on Frosch ATATAATCGATGCT- - - GOOCCTGAAAT TAAAAAT TCTGAAACCCAGCAAGGGAACATT]

* * *rkkx Kk x . * % * % **x *% * *
Exon 2 NBUS TGCAGCTTTTCCAAGGCAAGAGCCGGAT CCAGOGT CTTAAT ATCCT CAAT GCARAGT T T(
0430- Ratte TGCAGCTTTTCCAAGGCAAAAGCOGGAT CCAGCGOCT TAACATCCTCAATGCAAAGTTTC
0489 Kani nchen | TGCAGCTCTTCCAAGGCAAGAGCAGGAT CCAGCGT CTTAACAT OCTCAATGCAAAGTTT(
Mensch TCCACCTTTTTCATGGCAAGAGCCOGGAT CCAGCGTCTTAACATCCTCAACGCCAAGT TCG
AS 95 . |Huhn TGGAACTTTTCCAAGGCAAAACCAGAAT CCAGCGT CTTAAT ATCCTCAATGCAAACTTTC
‘118 Frosch TTGAACTGT TCCATGOGAAAACAAGEGT TCAAAGGCTCAATATAATCAATGCTAATTTTC
* -* **x k% * % k% **% * ) * % .* * * % ** .**** %k k% k% %
Exon 2 NRUS CCTTCAACCTTTACCGAGT CCT GAAGGACCAGGCT ACCACAT CTGAT AACCTCTTCATAC
0490- Ratte CCTTCAACCTTTACCGAGT CCT GAAGGACCAGGCTACCT CTTCTGATAACATTTTCATAC
0549 Kani nchen | CTTTCAGOCT TTACCGAGCACT GAAGGACCAGGOCAACGCT TTTGATAACATCTTTATAC
Mensch CTTTCAACCTCTACCGAGT GCTGAAAGACCAGGT CAACACTTTCGATAACATCTTCATAG
AS 115 - | Huhn GCTTCAATCTTTATCGGAGT GT AGCGGACAAAGOCAACT CCTCAGACAATATTCTCATE
‘138 Frosch GGT TTAACCTTTACCGT GCAATAAAAAACAAT ACAGACGCAT CTGAAAACATTCTGCT T¢
. **x % ) * % ** k% i . **x % . . * * % %k k% * * . * %
Exon 2 NRUS CACCTGTTGGCAT TTCTACT GOCATGGGGAT GATCTOCT TAGGT CT GAGGGGAGAGACK
0550- Ratte CACCOGT TGGCATTTCCACT GCCAT GBGGATGATCTCCT TAGGT TTGAGGGGAGAGACCK
0609 Kani nchen | CGOCTGTGGGCATTTCTACT GCCAT GGGGAT GATCTCCT TGGGT CT GAAGGGGGAGACCK
Mensch CACCCGTTGGCATTTCTACTGOGAT CGGTATCGAT TTCCT TAGGT CTCAACGGAGAGACCC
AS 135 . |Huhn CTCCTGTTGGTATTTCCACT GCAAT GGCTATGATTTCCCT GGGTCTGAAGGGT CAAACT(
= Frosch CACCTGT TGGCATCTCCACT GCAATGGOCACAATAT CAT TAGGT ACAAAAGGCCAGACT |

* k%% **% %%k k% %k *kkk*k *kk* * .** * % .* * % % ) * % .* * %
Exon 2 VRUS ATGAAGAAGT ACACTCAGT TCTACACT TCAGAGACT TTGI CAATGCTAGCAGCAAGTACK
0610- Ratte ATGAGGAAGT ACACT CAGTTCTACACTTCAAAGACT TTGT CAAT GCTAGCAGCAAGTACK
0669 Kani nchen | ATGAACAGGTGCACTCCGTTTTGCATTTTAGAGAT TTTGT TAACGCCAGCAGCAAGTAT(
Mensch ATGAACAAGT CCACT CCATTTTCCATTTTAAAGACT TTGT TAATGCCAGCAGCAAGTATG
AS 155 - |Huhn AGCAGGAAGTATTATCTGTTCTTGGCTTTGAAGACT TCATTAAT GCCAGOGCGAAATATC
1oe Frosch TGGAGCAAGTACTTTTAACACTGBGCT TTAAAGAT TTTCTCAATGCTAGCTCAAAGTACK
* * k% * % *k*x k% .* k% **% k%% -** **x %
Exon 2 NBUS AGGTTACCACCATTCACAATCTCT TTCGAAAGCT GACCCAT CGTCTAT TCAGGAGGAAT
0670- Ratte AGGTGACAACCATTCACAACCT CTTTCGAAAGCT GACCCAT CGCCTATTCAGAAGGAATT
0729 Kani nchen | AGATCCTGACCATTCATAACCT CTTCCGGAAGCT GACGCAT CGOCT CTTCAGGAGGAACT
Mensch AAATCACCGACCATTCATAATCTCTTCOGTAAGCT GACT CATCGCCT CTTCAGCAGGAATT
AS 175 - |Huhn AGCTTATGACTGTTCATAACCTCTTTCGGAAACT CACTCATCGGCTCTTCAGGCGCAATT
" Tom Frosch AGATATTAACATTACACAATGT CTTCOGGAAAT TGACTCACAGGCTCT TTCGGAGAAAT
* % .* * %k k% .**** **x k% .* * % * % .* **%k ** .* -* * % *
Exon 2 NRUS TTGGGTACACACT TOGGTCAGT TAATGGOCT T TATATTCAGAAGCAGT TTOCCATACGH
0730- Ratte TTGGGTACACACT TCAGTCAGTTAATGACCT TTATATTCAGAAGCAGT TTCCCATACGX
0789 Kani nchen | TTGGGTACACACT GOGGT CAGT CAATGACCT CTACGT CCAGAAGCAGT TTCOCATCOGX
Mensch TTGGCTACACACT COGCT CAGT CAATGACCT TTATATCCAGAAGCAGTTTCCAATCCTCC
AS 195 - | Huhn TTGGTTATACTCTGAGGTCTGTCAACGATCTTTATATTCGTAAGGACTTTTCTATTCTG
‘518 Frosch TTGGCTACACCT TGAGAT CAGT CAATGACATATAT GTGAAAAGGGACT TTTTAATTCGA(

kkkk **k k% * *k k% k% * * k% * * *x k* k%%
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Exon 2 Maus AGGACTTCAAAGCTGCTATGAGAGAGT TTTACT TTGCT GAGGCCCAGGAGGCTAACT T
0790- Ratte AGGACTTCAAAGCT GCCATGAGAGAGT TTTACT TTGCT GAGGCCCAGGAGGECTGACTTCI
0849 Kani nchen | AGGACTTCAAGCCT AAAGT AAGAGAGTATTACT TTGCTGAGGCCCAGCCGECTGACTTC
Mensch TTGACTTCAGAACTAAAGT AAGAGACTATTACT TTGCTGACGCCCACATAGCTGACTTCT
AS: 215 - Huhn ATGATTTCAGAAACAATAT GAAAACATACTACT TCGCT GATGCCCAACCAGCTCGATTTCI
) Frosch AGCCTTTCAAGAACAACT TGAAAAACTACTACT TTGCAGAGGCACAGACGGTAGATTTT(
235 -.**** * % * X * .***** k% ** *x*%x k% *..** * %
Exon 2 Maus CAGATCCT GCCT TOATATCAAACISCAAACAACCAOATTCT GAAACT CACCAAGGCI:CT 7
0850- Ratte CAGATCCTGCCT TCATAT CAAAGGCAAACAGCCACAT TCTGAAGCT CACCAAGGGECCT CA
0909 Kani nchen | CGGACCCTGCTTTTATATCAAAAGCCAACAACCACATCCTAAAGGT CACCAAGGGECCTC
Mensch CAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACAACCACATCATCAACCT CACCAACGECCTCA
AS: 235 - Huhn CAGATCCTAACT TCATAACCAAAACCAAT GAACGCATCT TGAAGCT GACCAAAGGATTA/
) Frosch GATACAAAGATTTTCT TACTAAAGCCAACAAACGT ATCCAGCAGCTCACTAAGCCCTTA
255 ..... **.*..* * % ***- *..** * *** * % **.**
Exon 2 Maus TAAAAGAACIJT CTGGAGAATATAGATCCTGCTACT CAGATGCT GATTCT GAACT GCATCI
0910- Ratte TAAAAGAAGCT TTGGAGAATACAGACT CTGCTACT CAGATGATGAT TCTGAACTGCATCl
0969 Kani nchen | TTAAAGAAGCGT TGGAGAACGTAGACCCT CCTACTCAGATGATGATTCTGAACTGCATC
Mensch TAAAAGATGCTCTCGACAATATAGACCCTGCTACCCACATCATCATTCTCAACTGCATCT
AS: 255 - Huhn TAAAGGAAGCTCT TGTGAAT GTAAACCCCACAACGCTTATGATGATTCTTAACTGCCT T
) Frosch TAGAAGAAGCACT GACAAATGT GGACCOAGCATTACT CATGTTGCTTGTCAATTGTATCI
275 *.* **x k% * . L. L. *..*** ** ***** **.**
Exon 2 Maus ACTTCAAAG | ntr on_2
0970- Ratte ACTTCAAAG Intron_2
0978 Kani nchen | ACTTCAAAG _Intron_2_(?)
Mensch ACTTCAAAC Intron_2
AS: 275 - Huhn ACTTCAAAG Intron_2 (?)
) 278 Frosch ACTTCAAAG _Intron_2_(?)
*kkkkkkk*k
Exon 3 Maus GAACTTGGGT GAATAAAT TCCCAGT AGAAAT GACGCACAACCACAACT TCCGGECT GAAT(
0979- Ratte GAGCTTGGATGAATAAATTCCCAGT AGAAAT GACGCATAACCACAACT TCCGGCT GAAT(
1038 Kani nchen | GAACCTGGGT GAATAAGT TCCCCGT GGAAAT GACACACAACCACAACT TCCGECTGAAT(
Mensch GATCCTGCGT CAATAAAT TCCCAGT CGAAAT CACACACAACCACAACTTCCGECTCAATC
AS: 278 - Huhn GAACGT GCGAGAATAAGT TTCCAGT GGAAAT GACAACCAAGAGAAGT TTTCGACT GAAT(
) Frosch GTACTTGCGAGAACAAGT TTCCAGT GGAGT. ATACGCAAAAOATGAATTTTCGGCT AAAT(
298 * * k* k% .*** **x k% ** *x*x k% * % * .** *k k% kkk%
Exon 3 Maus AGAGAGAAGT AGTCAAAGT CT CCATGATGCAAACT AAAGGGAATTTCCT TGCGGOAAAT(
1039- Ratte AGAGAGAAGTAGT AAAAGT CT CCATGAT GCAAACT AAAGGGAACT TCCT TGCGGCAAAT(
1098 Kani nchen | AAAGGGAGGT GGT CAAGGT TTCTATGATGCAGACCAAGGGTAACT TCCTCCCAGCAAAT(
Mensch ACAGAGACGT AGT TAACGT TTCCAT CAT CCACACCAACGCCCAACT TCCTCGCAGCAAATC
AS: 298 - Huhn AAAAGCAAACAATAAAGGT TCCTAT GAT GCAGACT AAAGGGAACT TCCTAGCT GCTGCAC
) Frosch AAAAGGAGCT GGTGAAAGT ACCGAT GATGAAGACAAAGCGAAACT TCTTGGT TGCACGCT(
318 * .* %k k% .* kkkkkk *kkk *k*k **k **k **k*k * * * % . *
Exon 3 Maus ACOAGGAGCT AGACTGTGACATTCT CO\GCT GGAGTACGT. AGCIBGGCATCAGCATGCT T/
1099- Ratte ACCAGGAGCTAGACT GT GACAT TCTGCAGCT GGAGT AT GT AGGGGGECATCAGCAT CCT A/
1158 Kani nchen | ACCAGGAGCT GCCATGT GATGT CCTCCAGCT GGAGT ACGT AGGGGGECAT CAGCATGCTA/
Mensch ACCACGACCT CGACTGCGACATCCTCCACCT CGAATACGT CGECGECATCAGCATCCTAA
AS: 318 - Huhn ATCCAGAGCTGGACT GT GECGT GATCCAGCT TCCATTTGT GGGGAACATCAGCATCCTG
) Frosch ACCCCGAGTTAGATTGT GCGGT TTTGCAGTTACCATATGT GGCGAACATCAGCATGCTA/
338 * % .*** * % * % * k% * * **x k**k* .************ *
Exon 3 Maus TTGT AGT TCCAC@AAGCT ATCCIL‘AATGAAGACT CT TGAAGCAOACI:T TACACCCCAX
1159- Ratte TTGTAATTCCACGGAAGCT GT CCGCGAAT GAAGACT CTTGAAGCACAGCT TACACCCCAX
1218 Kani nchen | TTGTGGTCCCACATAAGCT GT CGGGGAT GAAGACCT TGGAAGCACAGCT GACACCCCAX
Mensch TTGT CGT CCCACACAACAT CTCTGCCAT CAACACCCT CGAAGCCCAACT CACACCCCGEC
AS: 338 - Huhn TTGTACTTCCACACAAGCT CTCTGCCAT GAAAGCCCTAGAAAAGCAAATAACCCCT CAX
) Frosch TTGTACTGCCTCATAAACT CTCTGCCATGAAACT TCTGGAAAAGCAGAT CAGT CCGCAX
358 * %k k% * k% * **- * k% %% *kkk* ) * k**k* ) * % .* * *** * k%
Exon 3 Maus TGGT! GGAGAGATGGOAAAAAAGOATGAOAAACAG Intr on_3
1219- Ratte TAGT GGAGAGAT GGCAAAAAAGCATGACAAACAG _Intron_3
1252 Kani nchen | TGGTGGAGAGATGCCAAAAAAGCATCGACAAACAG Intron 3 (?)
Mensch TCGT CGACAGAT GCCCAAAAAAGCATCACAAACAG _Intron_3
AS: 358 - Huhn TGGTGGAAAAATGGCAGAAGAGCATGACGAACAG _Intron_3 (?)__
) Frosch TGGTAGAACGGT GGCAGAATATCATGACAAACAG _Intron_3_(?)__
369 *kk* k% ) .***** %k % *kkkkk kkhkkk*k
Exon 4 Maus AACT CGAGAGGT ACTTCT GCOAAAL;I T IAAGCT TGAGAAGAATTACAACCT GGTGGAGGI
1253- Ratte AACCCGAGAGGTACT TCTGCCCAAGT TTAAGCT TGAGAAGAAT TACAACCT GGT GGACGI
1312 Kani nchen | AACCCGAGAGGT GCTCCTTCCTAAATTCAAGCT GGAGAAGAACT ACAACCT GGTGGAGH
Mensch AACTCGAGAAGT CCTTCTCCCCAAAT TCAACCT CGACAACAACTACAATCTAGT CGACTC
AS: 369 - Huhn AACCAGAGAAGTAGT TCTGCCTAAATTTAAGCT GGAGAAAAACTACAACTTGATTCGT T
) Frosch GACAAGGGAGGTCTTTCTACCTCGT TTCAAACT GGAGAAAAGCTACGACT TACAGAAAGI

389

* % * k% %%k **k k% %% *k k% **k k) kkk*k * k% * *
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Exon 4 Maus CCTTAAGT CCATGGGAAT CACAAAGCT CT TCAACAAGAAT GGCAATATGT CAGGCATCT(
1313- Ratte CCTCAAGT CCATGGGAATCACAAAGCT CTTCAACAAGAAT GGCAATATGT CAGGCATCT(
1372 Kani nchen | CCTGAAGT CAAT GGGGGT CACGGAGCT GT TTGACAAAAACGGCAACAT GTCAGGAATTT(
Mensch CCTCAACGT TCATCGGCATCAGCAT CCTCTTTGACAAAAAT GGCAACATCGCAGGCATCTC
AS: 389 - Huhn TCTGAGATCCATGGGAATAGAAGAACT AT TCAGT GAAAAAGGCAACTACT GTGGT GTAT(
) Frosch TCTTAGCAATAT GEGGEGECGACAGATCTATTCACTCA- - - TGGAGACTTCTCAGGAGTTT(
409 .** * . *kk k% .** * % .*** . **.- .** .* * %
Exon 4 Maus AGACCAGAGGATCGCCATTGACCTG Intron_4
1373- Ratte AGACCAGAGGATCATCATTGATCTG _Intron_4
1397 Kani nchen | AGACCAAGGGATCACCATGGACCTG _Intron_4 _(?)
Mensch AGACCAAAGCATCGCCATCGACCTG I ntron_4
AS: 409 - Huhn GGAAGAGAAAGTCTCCATTGACAGA _Intron_4-(?)
’ Frosch AGATAAC—:GATATAAATATTGCI:TTG Intron 4 (?)
417 . * % . * . %k ** .
Exon 5 Maus TTOAACI;ACCAAAGT ACCATOACAGT GAATGAAGAGGGTACCCAAGCT GCAGCTGTAACT
1398- Ratte TTCAAGCACCAGAGTACCAT CACAGT GAAT GAAGAGGGT ACCCAAGCTGCAGCTGTAACT
1457 Kani nchen | TTCAAGCACCAAGGCACCAT CACGGT GAACGAAGAGGGCACCCAAGCT GCAGCTGTGACK
Mensch TTCAACCACCAAGGCACCAT CACAGT CAACGACGAAGGCACCCAAGCCACCACTGT CACC
AS: 418 - Huhn TTCAATCATCAAGGCACAATAACT GT GAAT GAGGAAGGCACAGAAGCT GGAGCAATAACK
) Frosch TTCCAGCACCAAGGCACCAT CACGGT CAACGAGGAGGGAACAGAGGCAGCGGCAGT GAC
437 * % % * k% %% * * % %k k%% ** *x*k ** %% * % * % .* * % * .* * %
Exon 5 Maus ACAGTCHBGTTCATGCCGCTGTCTACCOAAGTCCGATTCACTGTCGACCGTCCCTTCCT(
1458- Ratte ACAGT GGGGT TTATGCCGCT GT CTACCCAAGT CAGATTCACTGT TGACCGT CCCTTCCT(
1517 Kani nchen | ACGGTGGGGT TCATGCCACT GT CCACCCAAGT CCGCTTCACAGT GGATCGCCCCTTTCT(
Mensch ACCGT CGGCTTCATCCCCCT CTCCACCCAAGT CCGCTTCACTGTCGACCGCCCCTTTCTT
AS: 438 - Huhn AACGTTGGATTCATGCCTCTTTCTACTCAGATTCGCTTTATTGTCGACCGCCCCTTTTT(
) Frosch GTGGTGGGCTTTATGCCACT TTCAACACAAGCTCGT TTTGI TGCTGACCGACCCTTCCT(
457 %k *% ** *kkk* * % * % *%k k% . . * k% ) *- %k *%* **kkk*%x *
Exon 5 Maus TTCCT AGT GT ATGAGCACCGAACOAGCT GT CT GCTCT TCATGCIEAAAAGT GACCAACCCIT
1518- Ratte TTCCTAGT GTATGAGCACCGAACCAGCTGTCTGCTGT TCAT GGGAAGAGT GGCCAACCCI
1577 Kani nchen | TTCCTGGT CTACGAGCACCGCACCAGCT GCCTGCTCT TCAT GGGGAAAGT GGCCAACCCT
Mensch TTCCTCATCTACGACCACCGCACCAGCTGCCTCCTCTTCATCGGAAGAGT CBCCAACCCC
AS: 458 - Huhn TTTCTGATCTATGAACATCGTACCAATTGCCTTCTGI TCATGGGTAGAGT TGTCAACCCI
) Frosch TTCCTCATCTATGAGCATCGCACAAACTGCCTGGTTTTTAT GGGAAGAGT AGCCAACCC(
477 **-** * k% **.**.** **.*..** **..* **.***** * ***. .******
Exon 5 Maus GCCAAGTCTTAA- - TGCCAGTGGTCTGEGCACCTGATGTAGT TTGGGGACACTCTGTATT
1578- Ratte GCCAAGTCTTAA- - TGGTGCTGGT CTGEGCACCT GATGTAGT TTGGGGACACT CTGTAAT
1637 Kani nchen | GTCAGGTCTTAGTAGGGT GGAGCTCTGEGCATCTGATGT GT TTTGGEGEGATGT GCTGT GGT
Mensch AGCAGGT CCTAG- - AGGTGGAGGT CTAGGT GT CTGAAGT GCCTTGGGEECACCCT CA- - -
AS: 478 - Huhn GCCAAGCCTTAA- - - AGCAGAG: - - - == - s s m s s oo oo oo oo oo
) 480 Frosch ACAAAATOATAACAT -------- TGTAAAAATATGATGT- - CTATCGAATATAGITAAGT
* % * % %
Exon 5 Maus CCT(;I TT ICATTCTAAOAAAGA@ACAGACI:TAI I I ICI:TAT GATAATCTCTGTGGTTT
1638- Ratte CCTGTTTTCATTCTAA- - - - GAGGACAGAGATATTTTGATATTGATAATCTATGTAGTT1
1697 Kani nchen | TCTGTTTCTATTCCAACAACGAGGACACAGAT- TTTTGGCAC- CATGACTTCCGTGGTCl
Mensch TTTGTTTCCATTCCAACAACGAGAACAGAGATGT TCTGGCAT- CAT- - - TTACGTAGIT1
Huhn [----cemmmm oo AACACCACCGACATGCTTT- - CATACGCAGGT TGTATAATT/
Frosch AGACTTTGCAT- - - - - - === - - - AACI;T AC- - CCTGGCAATGTITACATC TAC
* * *
Exon 5 Maus ATGATAATAATCT GAAOAGCAAACAGT GCCATT- --- AAGT GCAOAGL\TGT TAATGCAA(
1698- Ratte GAGATAATAATCT- AACAGTAAACAGT GTCAT- - - - - AAGT GCACAGATGT TAATGCAA(
1757 Kani nchen | ATGCCTCCAAT CT GAACCCAAGGCCAAACGAGAGGAGAAAT TTGCTAAGGACT GAGAAX
Mensch ACGCTACCAATCTGAATTCGAGGCCCAT- - ATGAGAGGAGCT TAGAAACGACCAAGAAGH
Huhn CGCATTAATATATCACAGAAGTATCACAAAAGCCAATTTTCTTGTCATATTAGT TAATAC
Frosch AGCTTTTCTATCATATATAATAACTAAAAAAGT GATATGCAT TGTGACGTAACATGGAAT
* % * *
Exon 5 Maus TAATGGITGIG- - - CCACGCT- - - - - - ATTCCCTAGAGGT CCTA- GACACACAGACTGCCT
1758- Ratte TAATGGTCGI G- - - CCAGCT- - - - - - ATTCCCTAGAGGTCCTA- GACACA- - GACTGCCT
1817 Kani nchen | AGGTGGGAAT CAAT CCTACAGAGT AAAT CACGCCGAGAAT CCACAGAAGACAGGT CACT(
Mensch GAACTGTAGIGTGTCTCCTG - - - - - - TTACCTAGAGGGTCT- CACCTCCCCACTCTTC!
Huhn AAAAGCCACTGGTATAAAAAATATACAGTATCTATAAATACT- - TATACGTGAATGGACT
Frosch TTCCTGTATTGITTTCTTTAATTGTTCATATTTGCCAACACC- - ATAATGTATTATCAGI
* *
Exon 5 Maus TAGCCCCGC- - -------- ACACCT CTGT CCCTAGGAGAAT GAAT GGECAGAGT GGAGCT(
1818- Ratte CAGCGCCA- - - ------- ACGCCTCTGTCACTGAGA- - - - - - ATGGGCAGAGT GGAGCT(
1877 Kani nchen | CAGCATGCGACT CGT CCCCCAAGGT TCTCACCAAGAGCCAG- ACCACCTTCCTGCCCCTT
Mensch CAGCAAAC- - -------- CTGAGCAGCGCGT CCTAAGCACC- TCCCGCTCCGGT GACCCX(
Huhn CAATAGCAGA- - - - TGATTTGACTGCAGT GGCTAGTGCAATGTATCA- ATACAAGTATAT
Frosch

CAGTAAGCCA- - - - ATTTAAACTTAAAAACGTAGACATACCTTCTTGTACATAAAGT GA/
*
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Fortsetzung der Tabelle 29

Exon 5 Maus ACACTCTCTCCTCAG - - GCAGCCTCCTCAGCCTTTATTCGT CAACGGCCTCTGCTCAGC
1878- Ratte ACACTTTCTCCTCAG - - TTAGCCGTACCAGTC- - --------- AAGGTGTCTCCTCAGC
1837 Kani nchen | CTCCAAGCACACCT GCACAGT ACCCCCT GERCACCT CCTTCCAGGCAGGETGCAGSGTAT
Mensch ATCCTTGCACACCTGA- CTCTGTCACTCAAGCCTTTCTCCACCAGGCCCCTCATCTGAAT
Huhn TAAGAAATATCTCAAA- - - GTAACTTAG- - - TCTGTGTTTTACTTCACTCTGTAAAATGT
Frosch TTCCCACTACCCAAAAAAATAAGT TTACTAAAATGT GTGT TTAGAAAATTAAAGAACAAT

L MER105- ELEVENT - > .

Exon 5 Maus CAGGCCCTTCCAGACAAAAGCCACT GAGGAACTTGCACCCCTTCCAG - - - - - - - - - - - -
1838- Ratte CAGGCCCCTCCATATGGATGGTACTGAGGAACTCTCACCC- TTCCAG - - - - - - - - - - - -
1897 Kani nchen | ACCTACTTCCGT CACTCAAAGCCT TTCTCAACTAGGGCCCCTTTCTGAGCACAGAAATGA

Mensch ACCAAGCACAGAAATGAGT GGTGTGACTAATTCCTTACCTCTCCCAA- - - - - - - - - - - - -

Huhn AATCAATAAA- ATATG AAGACTATCTGGA A)

Frosch GCT TAATAAAOAO*ATACAAAATTATA( An
Exon 5 Maus GGAGGGTGTC- CAAGTAGCACCGTTCCTG: - - - - CCCAGTGGGAAAGCAATCCCAACATG
1898- Ratte GGAGGATGTC- CAAGGAGCACCATTCTTG - - - - CCTAGTGGAAAAGAAACCTCAACATG
1957 Kani nchen | GGAGT GTGACAAAGT GT TCACCATCT GT GATGT TCCCAAGGGAGAAGCAACCTTGAGACA

Mensch GGAGGGT- ACACAACTAGCACCATTCTTGATGT - - CCAGGGAAGAAGCCACCTCAAGACA
Exon 5 Maus TCTGAG - ----------------- ATGITCGGACTT------------- o - - - - - T
1958- Ratte TCTGAG - ----------------- ACATTTGGACTTAATTGC: - - - AAGGCTGAACCTTT
2017 Kani nchen | GACAGGCGT GGAGT GCCCTGEECTAACGGTACGGT TTAATTCTCTCAAGGCCCAACTTTC

Mensch TATGAG - - - GGGTGCCCTGGCCTAATGT TAGGECTTAATTTTCTCAAAGCTGACCTTT
Exon 5 Maus TAAATTCATG TAAATATCTCCTCTTCTCCTG - TGTG - ---------- TACATAGGAC
2018- Ratte TAAATTCATG TAAATATCATCTGTTCTCCTT--TGIG - ---------- TCAATAGGGEC
2077 Kani nchen | CAAATCCACG TGAA- GTCATCTGTCCCTCCTGCTGGT GCCTCGCTGAGACCCAGAGGAC

Mensch CAAATCCATGATGAATGCCATCAGT CCCTCCTGCTGT TGCCTCCCTGTGACCTGGAGGAC
Exon 5 Maus TAG - ------------- ATAGTCTATCCTAGAGATAAATAAAC- - AACCATATTTACCA
2078- Ratte TACC ------------- ATAGCCTATTCTAGAGACAAATAAAC- - AACCATATTTACTA
2137 Kani nchen | AGTGCAGCATGT GGCCATGT CTTCCACCCTAAAGATAAATAAATGTAGCCACTTTTCATG

Mensch AGTG - - - - TGTG CCATGTCTCCCATACTAGAGATAAATAAATGTAGCCACATTTACTG
Exon 5 Maus TGA(A)
2138- Ratte AGCA( A)

Kani nchen | TGA(A)

Mensch

TGA(A)

Zeichenerkldrung zu der Tabelle

Die HCII-cDNA Sequenzen fir dieses Alignment wurden verschiedenen Publikationen entnommen.**

Direkte und inverse Segquenzwiederholungen sind fett dargestellt und mit einem Pfeill markiert. Fir inverse
Wiederholungen wurden zusétzlich kursive Zeichen verwendet. Das ATG-Startkodon ist in grinen Buchstaben
eingetragen. Das Kodon fur die erste Aminosiure des reifen Proteins und die Stopkodons sind fett dargestellt
und gelb hinterlegt. Im 5’ -Bereich der cDNASs ist das jeweilige Leseraster bis zum Ende einer Deletion im HCII
des Frosches rot und schwarz gedruckt, um die Rasterverschiebungen zu verdeutlichen. Diese Rasterung wurde
in der menschlichen cDNA-Sequenz vollstdnding durchgefiihrt, um eine Zuordnung der Aminosdurepositionen
zu erleichtern, die sich auf die menschliche Sequenz bezieht.

Ubereinstimmung von Positionen bei allen Arten sind durch ein Sternchen unter diesen Positionen markiert.
Positionen, die nur bei Mammaliern (Maus, Ratte, Kaninchen und Mensch) identisch sind, sind durch einen
Punkt gekennzeichnet. Ein mit dem Programm ‘RepeatMasker?2’ in der menschlichen cDNA identifiziertes
repetitives Element (MER105, Position 1906-2007) ist gelb hinterlegt.
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D.7 Heparinkofaktor I1-Transkripte in verschiedenen Gewebetypen

Das HCI1-Gen wird in Lebergewebe exprimiert. In weiteren Untersuchungen von Schmidt'®

wurden auch im Lungengewebe HCII-mRNAs mit Hilfe von RT-PCR nachgewiesen. Diese
Transkripte scheinen jedoch nur in sehr geringer Konzentration vorzuliegen, da sie mittels
Northernblot nicht detektiert werden konnten. Ein falsches positives Ergebnis aufgrund von
Amplifikation chromosomaler Fragmente kann nur durch eine PCR Uber Exon/Introngrenzen
hinweg ausgeschl ossen werden. Um diese Transkripte definitiv und eventuell auch in anderen
Geweben nachweisen zu koénnen, wurden parallel mRNA-Isolate aus Leber, Lunge, Herz,
Niere, Plazenta und Gehirn getestet.

Zuerst synthetisierte Schmidt'®® cDNAs
mit Omniscript-reverser Transkriptase und

jeweils 0,1 pg mMRNA und daran anschlie- (0]
3end ein 1207 Bp-Produkt mit den Primern

USC13 und USC15. In dieser PCR ent- - 1500
standen viele unspezifische Fragmente. - 1000
Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit - 750

eine nested PCR mit den Primern USC14
und USC16 sowie dem USC13/15-Produkt _ ; - 500
als Matrize durchgefiihrt (erwartetes PCR- [ R B SRR Ry A< B I (0 5 B R 2 ke B I 15

? ;’5’ Ulfjti:e 1},(1,13 Bféérg'segg Aaﬁ?gg‘rjggmg Abbildung 27: HCII-Transkriptein
PCR-Produkte und in der folgenden Skizze U-terschiediichen Geweben

; : g ‘ Gezeigt sind aufgetrennte PCR-Produkte in einem 1,5 %
snd die Postionen der Primer dargestelit. Agarosegel nach einer Elektrophorese. In den Spuren 1

Die Anggbe der ._PO_Sitionen erfolgte _na;Ch und 15 sind jewells 0,25 ug ‘kB-Leiter’ aufgetragen. Die
Herzog. Zusitzlich  wurden  €nige anderen Spuren enthalten jeweils 5l PCR-Produkte
Restriktionsschnittstellen in die Skizze ein- (USC14-USC16). In den Spuren 2-7 und 8-13 sind jeweils

getragen (B=BamHI, D=Dral und S=Sall). die Ansdize von Leber, Lunge, Herz, Niere, Plazenta und
Gehirn aufgetragen. Die Ansdtze 8-13 wurden mit
hitzeinaktivierten reverse Transkriptase-Ansdtzen durch-
gefiihrt. Die Spur 14 enthdlt eine Negativkontrolle, in die
zu Beginn keine mRNA gegeben wurde.

Exon 2 (des 2,3 kB-Transkriptes)

Exon 3
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 Bp
[ ]

3 3 13 ‘ 3 3 3 \i—l

<

5 >
USC15/16 S B D B USC14/13 [Bp]
CDNA \ ‘ [ 1l ‘ | \
200 400 600 800 Bp
- 1000

Abbildung 28: Spaltungen von RT-PCR-Produkten e
Dargestelt ist ein 2,5 % Agarosegel nach einer Elektrophorese von - 500
Restriktionsspaltungsansétzen von RT-PCR-Produkten (durchgefiihrt - 400
mit den Primern USC14 und USC16). In der Spur 4 ist 0,25 ug der - 300
‘100 Bp-Leiter’ aufgetragen. Die Spuren 1-3 zeigen gespaltenes - 200

Produkt von Leber-mRNA-Ausgangsmaterial, wahrend in den
Spuren 5-7 Spaltungsansitze einer Herz-RT-PCR aufgetrennt sind.
Die Spatungen wurden mit BamHI (Spuren 1+5 [partiele
Spaltung]), Dral (Spuren 2+6) und Sall (Spuren 3+7) durchgefihrt.

163 . Schmidt, unverdffentlichte Daten
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Beispiehaft wurden zwei der erhaltenen Produkte mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen
gespalten und in einer Geldektrophorese aufgetrennt. Fur die Spaltung der RT-PCR-Produkte
von Leber- und Herz-mRNA lief3en sich die Enzyme BamHI, Dral und Sall verwenden. In
der Abbildung 28 sind die aufgetrennten Spaltprodukte gezeigt. Die erwarteten dre
Spaltprodukte fur eine BamHI-Spaltung sind 171 Bp, 418 Bp und 524 Bp lang. Bel der
Spaltung mit Dral entstehen zwei Fragmente (513 Bp und 600 Bp), ebenso wie bel der
Spaltung mit Sall (339 Bp und 774 Bp; siehe obige Skizze). Obwohl die BamHI-Spaltungen
tellweise unvollstéandig sind, kann dem Gelbild (Abbildung 28) entnommen werden, dal3
Spaltungen der cDNASs aus beiden Organen die berechneten Fragmente ergeben. Damit ist
sicher, dal3 HCII-Transkripte mit einem verléangerten Exon 2 (Exon 1*; die Sinnprimer
koénnen nur mit einer Region der cDNA hybridisieren, die eigentlich eine Intron 1-Region ist)
in Leber und Herz vorhanden sind. Aufgrund der identischen PCR-Produkte kdnnen diese
Transkripte auch in den anderen getesteten Gewebetypen erwartet werden.

Die Frage, die sich be diesem Ergebnis zwangdaufig stellt ist, in welcher Menge HCII-
Transkripte in den verschiedenen Gewebetypen vorkommen. Um semiquantitative Aussagen
dartiber machen zu kénnen, wieviel Transkripte vorliegen, wurden Fragmente von HCII- und
Antithrombin-kodierenden Transkripten in den enzelnen Geweben koamplifiziert.
Antithrombin wurde als Referenz gewdhlt, well beide Proteine als Hauptzieproteinase
Thrombin inhibieren. Zur Analyse wurden zunéchst die mRNAS der verschiedenen Gewebe
mit einem Oligo(dT)1e-Primer in Gegenwart von Omniskript-Reverser Transkriptase revers
transkribiert. Die Amplifikation der PCR-Produkte erfolgte Uber Exon/Introngrenzen hinweg.
Zum Erhalt eines 300 Bp-HCII-Fragmentes kamen die Primer USC3 und USC4 und fir
Antithrombin die Primern ATII112 und ATII1148 zur Verwendung (409 Bp-Fragment). In
Abbildung 29 sind die im Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte nach 25, 28, 31 und 34
PCR-Zyklen zu sehen. Die Lage der Primer und der Exongrenzen (rot) ist in die folgende
Skizze eingetragen. Auf den Agarosegelen ist erwartungsgemald zu erkennen, dal3 die grofdte
Menge an HCII- und Antithrombin-Transkripten in der Leber vorhanden ist. Die Zahl der
HCII-mRNAs in anderen Geweben ist um mehrere GrolRenordnungen niedriger. Eine
Bandenstérke, die der Bande von Leber nach 25 Zyklen entspricht, wird mit Lungenmaterial
erst nach etwa 9 weiteren Zyklen erreicht. In den anderen Geweben sind noch weniger
Transkripte vorhanden. Die Diskussion findet im Teil E.4.2 statt.

[Bp]123456789

HC| | \5 Exon 3_U>Sp4 Exon 4

Exon 5 UgC_C% 3 400—
cDNA ; ; N

1200 1300 1400 1500 Bp

AT 5 ATIIL2 Exon 2 [Exon 3a ATﬂH48 3
CDNA \ . 40—

200 300 400 500 Bp

Abbildung 29: Gewebsspezifische HCII/AT-Transkripte

Gezeigt sind 2,5 % Agarosegele nach einer Elektrophorese. In den
Spuren 1 und 9 wurden jeweils 0,5 ug ‘100 Bp-Leiter’ aufgetragen.
Die anderen Spuren enthalten jeweils 5 ul PCR-Produkte. In den
Spuren 2-7 sind jeweils die Ansdtze von Leber, Lunge, Herz, Niere,
Plazenta und Gehirn aufgetragen. Die Spur 8 enthélt jeweils eine
Negativkontrolle, in die zu Beginn keine poly(A)*-RNA gegeben
wurde. Das obere Gd zeigt das PCR-Ergebnis nach 25 Zyklen, das
zweite Gel nach 28 Zyklen, im darauffolgenden Ged ist das
Ergebnis nach 31 Zyklen zu sehen und im unteren Gel wurden die
Produkte nach 34 Zyklen aufgetragen.
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D.8 Startpunkte von menschlichen Heparinkofaktor I1-Transkripten

Die Anayse der menschlichen HCII-mRNAs wurde zuerst u.a mitteds Northernblot
durchgefiihrt.*®* Mit dieser Methode |43t sich die ungefahre Lange der Transkripte (2,3 kB)
bestimmen, der genaue Startpunkt der Transkripte kann jedoch nicht ermittelt werden. Aus
diesem Grund untersuchten Ragg und Preibisch die Startpunkte der HCII-mRNA mit Hilfe
von Sl-Nuklease- und RNAseA/T1-Kartierung. Die Ergebnisse von beiden Methoden
simmen grundsédizlich Uberein. Es lassen sich mehrere Startpositionen der Transkripte
entnehmen, sowie eine Lange des ersten HCII-Exons von 25-115 Bp. Eine Ausnahme bildet
der am weitesten stromaufwarts gelegene Transkriptionsstartpunkt (entsprechend einer Lange
des Exon 1 von etwa 115 Bp), der nur mit der S1-Kartierung erhalten wird.*®®

Fur die Analyse der HCII-Genstruktur und des Promotors war es sehr wichtig, die Startpunkte
der mRNAs zu kennen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die tUber Nukleaseverdau
erhaltenen Ergebnisse mit weiteren, unabhdngigen Methoden (A-PCR- und T-PCR) in
Hinblick auf die fragliche Position Uberprift (D.8.2).

Wihrend der Arbeit entdeckte U. Schmidt'™®® HCII-Transkripte im Lungengewebe. Die
Uberpriifung der Startpunkte dieser Transkripte, die eine im 5 -Bereich verdnderte Gen-
struktur aufweisen, wurde paralld durchgefiihrt (D.8.3). Mit Hilfe der erhaltenen Daten kann
die veranderte Genstruktur der beiden Transkripte verglichen werden, und es werden
Hinwelise auf eventuell vorhandene unterschiedliche Promotorbereiche erhalten.

Im folgenden wird zuerst kurz die verwendete Methodik der Bestimmung von Startpunkten
beschrieben, die sich sehr von den Nuklease-Kartierungsmethoden unterschei det.

D.8.1 Methodik zur Identifizierung von Transkriptionsstartpunkten

Die Startpunkte von HCII-mRNAs wurden Uber die Methode der Anker-PCR (A-PCR) und
Tailing-PCR (T-PCR) ermittelt. In der folgenden Abbildung ist die Synthese dieser Produkte
dargestellt, um den Aufbau der analysierten PCR-Produkte zu verdeutlichen.

Abbildung 30: Schema der Anker- und der Tailing-PCR

Anker-PCR (A-PCR) Tailing-PCR (T-PCR)
>  mRNA (+) >
<« \ <«
HClI-Primer () Rev. Transkriptase Reaktion
— sscDNA (-) —
cDNA-Modifikation
<+ — GGGGGG -
Ankerprimer poly(G)
> <+ HCII- <+ PCR und Nested PCR(s
% : Primer (-) /CCC 4:_ o
Anti- Poly(C)-Primer In der Abbildun
_ g bedeuten (+) und
Ankerprimer () jewels die Sinn- bzw. die
- . dSONA  —aG . Antisinnsequenz
« —CCC

164 Ragg, 1986
165 Ragg & Preibisch, 1988
166 Schmidt, 1997
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Die Seguenz des menschlichen HCII-Gens im Bereich des Beginns von Exon 2 ist nach-
folgend dargestellt, um die Ergebnisse der A- und T-PCR besser verstandlich zu machen. Die
Numerierung wurde von Herzog'® tibernommen.

Abbildung 31: Menschliche HCII-Sequenz im Bereich des Beginns von Exon 2

4311 °caagagaatt gcttgagtcc aggaggccga agttgcagta agccgagatc gcgccact ge
<- tcttaa cgaactcagg tcctccggc USC24
4371 act ccagcct gggtgacaga gtgagactcc atttcaaaaa at aaaaacaa caaaagccaa
4431 ttacaacaac aacaacaaaa aaacaacgaa ttaaacaacc ccaaagattg cacaaatttc
4491 aagtatcttt agaatatgtt ttcagaaagc ctggcccatg gacatttttc aacagcatct
4551 ccattgcaaa ggtggaatgg tgtgagtcac acaggcatgg ctgagtccca ctaatgcaca
4611 tccecttctag gtactctcca atcaccagcc ccaggtgccc actcaagccc agctcttagt
<- catgagaggt tagtggtcgg ggt USC20
4671 gaggtttccc tgactctctg ggcacttcca ctcctaccac acagggtaga gccacacccc
4731 tttccgtacc cccatgtgct ctggcagcat tattttgaga gccttcgett tactgcacgt
<- gta ataaaactct cggaagcgaa a USC9/ 12
4791 ctgtcccatc tgtcccctga ctggtccatg agcccctggt gggaactttg tctctggtaa
4851 ctaaacactg tctggaggtg gtggacaagg tgtctggaga aaaacaaact cctccctggg
4911 atgcctgagc tcccaggatt ctagaaggtt agttttgcaa acctttaaag aagggatttt
4971 cat caagggg cccacagatc cttcattgag gtttatgagt cccacatcaa aggttgggtg
5031 tctatctaca tcagattctc ttaaagtcca tgatcctaaa acagttaaga actaatgctg
5091 t gagggcctc ttcctgggtc aaagccacag ggaacctgcc atgtggatgc tgcagcgggg
5151 tgtggat cag ccaggccgcec tttcactgtg ttctgttttc cctcccadCT TTAGCTCCGC
5211 CAAAATCGAAA CACTCATTAA ACGCACTTCT CATTTTCCTC ATCATAACAT CTGCGTGGGG
5271 TGGGAGCAAA GGCCCGCTGG ATCAGCTAGA GAAAGGAGGG GAAACTCGCTC AGTCTGCAGA
<- ttgacgag tcagacgtct
5331 TCCCCAGIGG GAGCAGITAA ATAACAAAAA CCTGAGCATG CCTCTTCTCC CTGCCGACTT
aggggt USCS8 <- tattgttttt ggactcgtac ggag USC23
5391 CCACAAGGAA AACACCGTCA CCAACGACTG GATTCCAGAG GGGGAGGAGG ACGACGACTA
<- tgat
5451 TCTGGACCTG GAGAAGATAT TCAGTGAAGA CGACGACTAC ATCGACATCG TCGACAGTCT
agacctggac ctcttctata Dag2l
5511 GITCAGITTCC CCGACAGACT CTGATGTGAG TGCTGGGAAC ATCCTCCAGC TTTTTCATGG
5571 CAAGAGCCGG ATCCAGCGTC TTAACATCCT CAACGCCAAG TTCGCTTTCA ACCTCTACCG
5631 AGTCCTGAAA GACCAGGTCA ACACTTTCGA TAACATCTTC ATAGCACCCG TTGGCATTTC
5691 TACTGCGATG GGTATGATTT CCTTAGGTCT GAAGGGAGAG ACCCATGAAC AAGTGCACTC
5751 GATTTTGCAT TTTAAAGACT TTGITAATGC CAGCAGCAAG TATGAAATCA CGACCATTCA
5811 TAATCTCTTC CGTAAGCTGA CTCATCGCCT CTTCAGGAGG AATTTTGGGT ACACACTGCG
<- gtagcgga gaagtcctcc ttaaa Dag3l
<- tcctcc ttaaaaccc HC 15
Exon 1 Exon 2
0 400 4200 4600 5000 5400 5800 Bp
H; 1 7/ 1 1 1 1 1 r T T T
1
< <+ < 44 < <
usc24 USC20,12/9 USC8,23 Dag2l Dag3l/HCIIS
303 Bp 138 Bp 555 Bp 38Bp 96 Bp 389 Bp
| | | | | | J
Dag21 USC24. 1130Bp | J
USC23 - USC24. 1034Bp | |
USsC8 USsC24. 99%6Bp | |
USsC9 uSsC24: 441 Bp |

Die verwendeten Antisinnprimer (rot) sind jeweils unter der Sequenz in 3'-5'-Richtung eingetragen und ihre
Position ist in der Ubersichtsskizze angegeben. Exonbereiche (Exon 2 der bekannten 2,3 kB mRNA) sind mittels
grof3er und fetter Buchstaben dargestellt. Das ATG-Startkodon ist in Griin gedruckt.
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D.8.2 Startpunkteder HCII-Transkriptein menschlicher Leber
D.8.2.1 Vergleich von A-PCR- und T-PCR-Produkten

Wie bereits erwadhnt, wurden im Verlauf der Arbeit HCII-Transkripte auch in der Lunge
entdeckt, die sich im 5'-Bereich von den zuvor bekannten Transkripten unterscheiden. Aus
diesem Grund wurde auch die RNA aus Leber auf Startpunkte dieser Transkripte untersucht.
Da sich ein Problem mit der Exon- bzw. Intronbezeichnung der 5 -gelegenen Sequenzen der
beiden unterschiedlichen Transkripte ergibt, wird das erste Exon des léangeren Transkriptsin
dieser Arbeit as Exon 1* bezeichnet (dieses entspricht Sequenzen vom 3'-Bereich des
Intron 1 und dem Exon 2 des kiirzeren Transkripts). Zur Bestimmung der mRNA-Startpunkte
von hHCII in Leberzellen wurde entweder die A-PCR- oder die T-PCR-Methode verwendet.
Dariiber hinaus wurde bel den Versuchen unterschiedliches Ausgangsmaterial eingesetzt (zum
einen Gesamt-RNA aus HepG2-Zellen und zum anderen poly(A)*-RNA aus menschlicher
Leber). Aufgrund der unterschiedlich durchgeflihrten Experimente (Material, Methode,
Negativkontrollen) ist eine parallde Auflistung dieser Daten zu den jeweiligen Ergebnissen
der Versuche unumganglich. Die mittels A-PCR und T-PCR sowie mit unterschiedlichen
Primern erhaltenen Produkte sind in der Tabelle 30 dokumentiert. Die Amplifikation der
PCR-Produkte erfolgte Uber eine erste oder zweite Nested PCR. Eine zugehdrige Legende
erlautert die Tabelle ndher (s. u.). Die Ergebnisse der ermittelten Bereiche fir Transkriptions-
starts sind in der Tabelle 30 zusammengefalt.

Tabdle 30: 5'-Enden von Leber-spezifischen HCII-mRNAS

Herkunft | Methode | Primer f.| Primer | Primer fir | Primer fir | Gelstérke, Negativkontrollen
der RNA Reverse | fur die |1. Nested |2. Nested erhaltene
Transkr. | PCR PCR PCR Fragmente (ca.)

poly(A)" | A-PCR HCII5 | Dag3l |Dag2l - 1% Gd PCR ohne cDNA
RNA aus 5 ul Negativkontrolle
L eber 5 ul PCR-Produkt 350 Bp,

0,25 ug ‘Marker VIII* 450 Bp
poly(A)* Dag21 | Uscs 1,5 % Gel PCR ohne cDNA
RNA aus 5 ul Negativkontrolle
L eber 5 ul PCR-Produkt 320Bp

0,25 ug ‘Marker VIII’

Uscs E 2 % Gel PCR ohne cDNA
5 ul Negativkontrolle

poly(A)" | T-PCR |Dag2l |USC23

RNA aus
L eber 5 ul PCR-Produkt 250Bp

0,25 pg ‘100 Bp-Leiter’

|

RNA aus [ T-PCR | Dag2l |USC9 USC20 [ - 2,5% Gd PCR mit Matrize
HepG2- 5 ul Negativkontrolle PCR- und Anker-Primer,
Zélen 5ul “150' Bp Fragment | Fragmente aber ohne USC20

5ul ‘200" Bp Fragment | nach (ebenfalls durchgefiihrt:

5ul *350' Bp Fragment | Amplifikation | PCR ohne Matrize)
0,25 pg ‘100 Bp-Leiter’ [ von DNA aus
| Gelextraktion

poly(A)" | T-PCR |USC12 |USC20 USsC24 E 2,5% Gd Durch Hitze

RNA aus 5 ul PCR-Produkt > 250 Bp inaktivierter Reverse

L eber 5 I Negativkontrolle Transkriptase-
0,25ug* kB-Leiter’ Ansatz

Die Legende zu der Tabdlefolgt auf der néchsten Seite.
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Legende zu der Tabelle 30

In der Tabele sind diein ener PCR, Nested PCR und gegebenenfalls einer zweiten Nested PCR verwendeten
Antisinnprimer von links nach rechts aufgdistet. Die auf den Gelbildern zu erkennenden PCR-Produkte wurden
also mit dem in der Tabelle am weitesten rechts genannten Primer erhalten.

Die erste Spalte der Tabelle gibt dasin der jeweiligen Methode verwendete Ausgangsmaterial an. In der zweiten
Spalte ist vermerkt, ob die PCR-Fragmente mittels A-PCR oder T-PCR erhalten wurden. Als néchstes ist der
Primer (Primer f. Reverse Transkr.) aufgefiihrt, mit dem die cDNA-Synthese durchgefiihrt wurde. In den
folgenden Spalten (Primer fir die PCR, etc.) sind die verwendeten Antisinnprimer eingetragen. Die PCR-
Produkte wurden in einer ersten oder zweiten Nested PCR erhalten und die jeweiligen spezifischen
Antisnnprimer sind angegeben. Da die Sinnprimer in den Experimenten jeweils gleich sind (Anti-Ankerprimer
bel der A-PCR und poly(C)-Primer bel der T-PCR), wurden fur die durchgefiihrten PCR- bzw. Nested PCR-
Reaktionen jeweils nur die spezifischen Antisinnprimer genannt. Falls in der Spalte fir die zweite Nested PCR
nur ein Strich steht, bedeutet dies, dal? keine zweite Nested PCR durchgefiihrt wurde, und die auf den Gelbildern
zu sehenden Fragmente zeigen Amplifikate der ersten Nested PCR. Die siebte Spalte gibt die verwendete
Gelstdrke und eventuell Bemerkungen zu der Durchfihrung der Methode an. In der letzten Spalte sind
Bemerkungen zu der Durchfiihrung der jeweiligen (teilwei se unterschiedlichen) Negativkontrollen aufgefiihrt.
Die Auftrennung der DNA in den gezeigten Agarosegelen ist von links nach rechts verlaufen. Es wurden
unterschiedliche Gelstdrken und DNA-Langenmarker verwendet. Um die Fragmentléngen besser abschétzen zu
konnen, ist deshalb unter den Gelen ein Farbcode angegeben. Die Postionen sind am unteren Rand der
Agarosegele markiert, an denen die 500 Bp- (blau), 400 Bp- (grtin), 300 Bp- (gelb) und 200 Bp-Fragmente (rot)
zu sehen sind.

In der sich anschlief3enden Tabelle 31 sind die nach den Gelen (etwa £50 Bp Abweichung)
abgeschétzten Startbereiche zusammengefald. Zu beachten ist, dal? bei der A-PCR durch den
Anker-Primer und bei der T-PCR durch die angehangten Nukleotide die PCR-Produkte um
30-50 Bp gegentiber der HCII-Sequenz verlangert sind.

Den Ergebnissen fur die Startbereiche der bekannten 2,3 kB-Transkripte, die das Exon 1
enthalten, ist zu entnehmen, da? sie gut mit den von Ragg und Preibisch’® erhaltenen Daten
Ubereinstimmen (siehe Skizze unter 8.2.2). Es wird in beiden Féllen eine Exon 1-Lange von
etwa 30Bp bzw. 130 Bp erhalten. Der Startbereich der urspringlich zuerst in Lunge
festgestellten léangeren HCII-Transkripte im Lebergewebe scheint sich tiber einen sehr grof3en
Bereich (<700 Bp bis>1000 Bp vor Exon 2) zu erstrecken. Eine ausfuhrliche Diskussion der
Ergebnissewird im Teil E.4.1 und E.4.2 durchgefuhrt.

Tabdle 31: Startbereich von leberspezifischen HCII-mRNAS

RNA | Antisnnprimer | Fragmentlange | Geschétzter Start (siehe Abbildung 31)
Leber |Dag2l 350 Bp + Intron 1 ist entfernt (Sequenzierung der
450 Bp nachfolgenden nested PCR). Start: 30 Bp und 130
Bp vor dem 3'-Ende des Exon 1
Leber |USCS8 250 Bp + Intron 1 ist entfernt (Sequenzierungsergebnis
320 Bp unter D.8.2.2). Start: 50 Bp und 120 Bp vor dem
3'-Ende des Exon 1
HepG2 | USC20 150 Bp - 650-850 Bp vor Exon 2
350 Bp
Leber |USC24 > 250 Bp mehr als 1050 Bp vor Exon 2
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D.8.2.2 Sequenzierung des 5'-Endes der cDNA aus L eber

Um die Startpunkte der HCII-Transkripte genauer bestimmen zu konnen, ist es erforderlich
einige PCR-Produkte zu sequenzieren. In diesem Teil werden die Sequenzierungen der
jewells langsten PCR-Produkte fur das 2,3 kB- und das langere HCII-Transkript bel spielhaft
gezeigt. Zuerst ist das Ergebnis fir die schon zuvor von Ragg und Preibisch'®
charakterisierten kirzeren Transkripte aufgefuhrt.

Die Sequenzierung fand nach der ‘Direct-Blotting’ -Methode statt. Parallel zur Auftrennung
der Sequenzierprodukte durch das Gel werden die durchgelaufenen DNA-Fragmente direkt
auf eine mitlaufende Membran geblottet. Aus diesem Grund werden zuerst die kurzen
Fragmente detektiert (analog zu den moderneren Sequenzierverfahren mit dem ALF oder
LICOR) und erscheinen am oberen Rand der Membran. Hier unterscheidet sich die Methode
vom konservativen Blotten von Sequenziergelen, bei denen sich die kiirzeren Banden im
unteren Teil der Membran befinden.

Die Membran (Abbildung 32) zeigt die Antisinnsequenz. Um die Sequenz besser verfolgen zu
konnen, ist nebenstehend die ermittelte Nukleotidabfolge notiert. Rote Striche ermdglichen
die bessere Zuordnung zur gezeigten Membran.

X Zusétzlich ist parallel die Sinnsequenz (identisch zu der von Herzog
‘ et al. beschriebenen Sequenz'®’) mit dem gefundenen Startbereich
AGAAGTCCGT dargestellt (Skizze s. u.). Die zuvor mit Nuklease-Kartierung
TTAATGAGTG  bestimmten Startberei chl%S(unterstri chene Sequenzabschnitte) wurden

von Ragg und Preibisch™ tbernommen und eingetragen.
Der Startbereich der 2,3 kB-HCII-mRNAs wurde Uber Sequen-
TTTCATTTTG  zierung eines T-PCR-Produkts mit dem Primer USC8 bestimmt. Es
| aoccaccTaa 1St kein festgelegtes Ende der Sequenz zu erkennen, s?e kann jedoch
(Exon 2) eindeutig bis zur Position +25 gelesen werden. Anschlief3end beginnt
. in der G-Spur eine Bandenleiter. Die Sequenz |&a%t sich jedoch
AG CTCTGTG anhand der bekannten chromosomalen hHCII-Sequenz bis zur
- Position -21 verfolgen. In der untenstehenden Skizze ist der Bereich
TTTCTGAGM  7pischen diesen beiden Positionen in Rot gedruckt. Die 3'-gelegene
GTGEOG Position markiert die Stelle in der Sequenz, an der die kirzesten
- Transkripte beginnen. Esist gut zu erkennen, dal3 der gefundene 5'-
CTTCAGAGAT gelegene Startpunkt (Position -21) mit einer vor Nukleaseverdau
geschiitzten Stelle (unterstrichen) Ubereinstimmt. Der Bereich der G-
GAAAGCAGCC Bandenleiter Uberdeckt fast exakt den mit Nukleaseverdau ermit-
telten Startbereich ab. Eine Ubereinstimmung mit der geschutzten
Stelle um Position -70 konnte nicht gefunden werden, allerdings
AAGGTCATCA  etzt sich der Bandenschmier bis Uber die Position -21 fort, aus die-
) sem Grund miissen auch noch langere Transkripte vorhanden sain.
| CTCCGATTTT - 150 5 TGCAAGCCAC TCTACAGTTA TCAAAGGCAC AGCTGAGGGG
GATNT -110 GITTGTGCTG ACCAAGCTGG TTGCCTGGTG TTTGGATTGG
-70 CGACTTATTTA CTTTGGAAAA TATGCAGCAA CAGCCCAGCA
. -30 CCAAAGTTCA CATCAAAATC CCACTGATGA CCTTGGCTGC
E:;g?” der 11 TTTCATCTCT GAAGCGOCAC TTCTCAGAAA CACAGAGGTAY
erkennbaren
Base:'®" -21

Abbildung 32: 5’ -Ende der HCII-mRNA,

bestimmt mit dem Primer USCS8

und Vergleich mit der genomischen Sequenz




D. Ergebnisse D.8 Startpunkte von menschlichen Heparinkofaktor [1-Transkripten 105

ATC Im Lungengewebe wurden HCII-Transkripte detektiert, deren

Gﬂl - caaaTTTTee  EXon 1* im zuvor beschriebenen Intron 1-Bereich beginnt.*®

Um festzustellen, ob es auch im Lebergewebe Transkripte gibt, deren

- | TcrerTaaoe Startpunkte ebenfalls im Intron 1 liegen, wurden weitere Unter-
suchungen mit Hilfe von T-PCR und spezifischen Antisinnprimern,

AcecTearer  dieim Intron 1-Bereich binden, durchgefuhrt.

Die Nested PCR zur T-PCR und die Sequenzierung wurde mit dem
| CAAMACTCCTG Primer USC24  durchgefiinrt. Die Sequenz kann anhand  der
, bekannten chromosomalen HCII-Sequenz bis zur Position 4137

ACcTcacaTG  Vverfolgt werden (Abbildung 33), es kann jedoch kein definiertes Ende

. | erkannt werden. Eine Abweichung von der bekannten Sequenz ist an
1{ ATCCACCcAC Position 4184 zu erkennen. Statt einer *G’- (komplementére Sequenz)
oo ist eine ‘ A’-Bande (fett) zu sehen. Weiterhin kann der Sequenzierung

+ | crcacoccoe entnommen werden, dald es auch [angere Transkripte geben mulR,

- Nachfolgend ist ein Sequenzausschnitt (nach Herzog et al.,'®’
CAAAGTGCTG  Vvergleiche: Abbildung 31) um den ermittelten Startpunkt gezeigt. Die
S Darstellung wurde analog zur Abbildung 32 mit zugehoriger Skizze

?T GGATTACAGG vorgenommen. Das rote ‘T’ zeigt die letzte erkennbare Position der
i1 Sequenzierung. Dieses Ergebnis und weitere Sequenzierungs-
{ CATAA ergebnisse zur Ermittlung von Transkriptionsstartpunkten im Intron
1-Bereich der 2,3 kB mRNAswerden im Tell E.4 diskutiert.
Position der 4131 ¥ GGTGGCTTAT GCCTGTAATC CCAGCACTTT GGGGGGCTGA
letzten 4171 GGTGGGTGGA TCACCTGAGG TCAGGAGITT GAGACCAGCC
erkennbaren 4211 TGGCCAACAG AGCAAAACCC CATCTCTACT AAACAAAATA
Ba%.167
4137

Abbildung 33: 5’-Ende der HCII-mRNA,
bestimmt mit dem Primer USC24
und Vergleich mit der genomischen Sequenz

D.8.3 Startpunkte von HCII-Transkripten in menschlicher Lunge
D.8.3.1 Vergleich von A-PCR- und T-PCR-Produkten

HCII-Transkripte waren bisher nur im Lebergewebe bekannt. Bei einer Uberprifung einer
Lungen-cDNA-Bank entdeckte Schmidt jedoch ebenfalls HCII-cDNA-Sequenzen.’® Die
Transkripte unterscheiden sich im 5'-Bereich von den 2,3 kB-Transkripten dadurch, dal3 das
Exon 1 nicht vorhanden ist. Der Startbereich diessr mRNAS liegt vor dem egentlichen
Exon 2 (Bezeichnung aus diesem Grund: Exon 1*). Mit Hilfe von A-PCR und T-PCR wird in
dieser Arbeit der Startbereich dieser Transkripte und damit auch der 5'-Bereich der HCII-
Genstruktur fur Lungengewebe (und zur Kontrolle einer Lungenzellinie) bestimmt. Bel den
Versuchen wurde unterschiedliches Ausgangsmaterial eingesetzt (Gesamt-RNA aus A549-
Zellen und Gesamt-RNA und poly(A)’-RNA aus menschlicher Lunge), und die
Negativkontrollen wurden teilwei se abgewandelt durchgefihrt. Aus diesem Grund werden die
Ergebnisse zusammen mit den Daten der Versuchsdurchfihrung dargestellt. Die mit den
PCR-Methoden und unterschiedlichen Primern (siehe Abbildung 30) erhaltenen PCR-
Produkte sind in der Tabelle 32 als Bilder von Agarosegelen zusammengefalit.

%7 Herzog et al., 1991
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Die Ergebnisse sind genau wie die Ergebnisse fir HCII-Transkripte in der Leber dargestellt
(sehe D.8.2.1). Eine Zusammenfassung der Ergebnisseist in der Tabelle 33 gegeben.

Tabdle 32: 5'-Enden von HCII-mRNASs aus Lunge

Herkunft | Methode |Primer f.| Primer | Primer fUr | Primer fir | Gelstérke, Negativkontrollen
der RNA Reverse |furdie |1.Nested |2. Nested |erhaltene
Transkr. | PCR PCR PCR Fragmente (ca.)
RNA aus | A-PCR HCII5' |Dag3l [Dag2l UsCs 1,5% Gd PCR ohne cDNA
A549/ 5 ul Negativkontrolle A549:
poly(A)* 5ul PCR (A549) 300-1000 Bp
RNA aus 0,25ug " kB-Leiter’ Lunge:
Lunge 5ul PCR (Lunge) 300-1000 Bp
RNA aus | T-PCR USC23 | USC9 USC20 E 2,5% G4
Lunge [ 5 pl Negativkontrolle 1 1) Ansatz
L= 3 5 pl PCR-Produkt 120-700 Bp ohne Reverse
&= 3 5 pl Negativkontrolle 2 Transkriptase
mi 0,25 pg ‘100 Bp-Leiter’ 2) PCR ohne
b 5 pl Negativkontrolle 3 Primer USC20
| 3) PCR ohne
2,5% Gd cDNA
5 ul ‘200" Bp Fragment | PCR-Fragmente
5l *300' Bp Fragment | nach
0,25 pg ‘100 Bp-Leiter’ | Reamplifikation
5ul “400' Bp Fragment |von DNA aus
5l ‘500" Bp Fragment | Gelextraktion
|
poly(A)" | T-PCR USC23 | USC9 USC20 E 2,5% Gd Durch Hitze
RNA aus 5 ul Negativkontrolle inaktivierter Rev.
Lunge 0,25 ug ‘100 Bp-Leiter’ Transkriptase-
5 ul PCR-Produkt 120 Bp, 450 Bp, Ansatz
| 530 Bp, 850 Bp
poly(A)*" | T-PCR USC12 |USC20 |[USC24 E 2,5% Gd Durch Hitze
RNA aus 5 ul PCR-Produkt 200 Bp, 500 Bp inaktivierter Rev.
Lunge 5 ul Negativkontrolle Transkriptase-
0,25ug* kB-Leiter’ Ansatz
l

In der Tabele sind die in der PCR, Nested PCR und gegebenenfalls der zweiten Nested PCR verwendeten
Antisinnprimer von links nach rechts aufgdistet. Die auf den Gelbildern zu erkennenden PCR-Produkte wurden
mit dem in der Tabelle am weitesten rechts genannten Primer erhalten.

Die erste Spalte der Tabelle gibt dasin der jeweiligen Methode verwendete Ausgangsmaterial an. In der zweiten
Spalte ist vermerkt, ob die PCR-Fragmente mittels A-PCR oder T-PCR erhalten wurden. Als néchstes ist der
Primer (Primer f. Reverse Transkr.) aufgefiihrt, mit dem die cDNA-Synthese durchgefiihrt wurde. In den
folgenden Spalten (Primer fir die PCR, etc.) sind die verwendeten Antisinnprimer eingetragen. Die PCR-
Produkte wurden in einer ersten oder zweiten Nested PCR mit den aufgefiihrten spezifischen Antisinnprimer
erhalten. Da die Sinnprimer in den Experimenten jeweils gleich sind (Anti-Ankerprimer bei der A-PCR und
poly(C)-Primer bei der T-PCR), wurden fur die durchgefiihrten PCR- bzw. Nested PCR-Reaktionen jeweils nur
die spezifischen Antisinnprimer angegeben. Falls in der Spalte firr die zweite Nested PCR nur ein Strich steht,
bedeutet dies, dal’3 keine zweite Nested PCR durchgefiihrt wurde und die auf den Gelbildern zu sehenden
Fragmente in einer ersten Nested PCR amplifiziert wurden. Die siebte Spalte gibt die verwendete Gel stérke und
eventuell Bemerkungen zu der Durchfihrung der Methode an. In der letzten Spalte sind Bemerkungen zu der
Durchfuhrung der jeweiligen (teilweise unterschiedlichen) Negativkontrollen aufgefuhrt. Die Auftrennung der
DNA in den gezeigten Agarosegelen ist von links nach rechts verlaufen. Es wurden unterschiedliche Gelstirken
und DNA-Léngenmarker verwendet. Um die Fragmentléngen besser abschétzen zu kénnen, ist deshalb unter den
Gelen ein Farbcode angegeben. Die Positionen sind am unteren Rand der Agarosegele markiert, an denen die
500 Bp- (blau), 400 Bp- (griin), 300 Bp- (gelb) und 200 Bp-Fragmente (rot) zu sehen sind.
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In der sich anschlieffenden Tabelle 33 sind die nach den Gelen (£50 Bp Abweichung)
abgeschéatzten Startbereiche zusammengefaldt (Lage der Primer: Abbildung 31). Zu beachten
ist, dafd bel der A-PCR durch den Anker-Primer und bei der T-PCR durch die angehangten
Nukleotide die PCR-Produkte ca. 30-50 Bp gegentiber der HCII-Sequenz verléangert sind.

Den Ergebnissen kann entnommen werden, dald es zumindest fur menschliches Lungen-
gewebe eine unterschiedliche HCII-Genstruktur gibt. Im Intron 1 des 2,3 kB-Transkripts ist
eine sehr grof3e Region (1 kB) vorhanden, innerhalb der an bestimmten Stellen die Trans-
kription der HCII-mRNA beginnt (Exon 1*). Eine ausfuhrliche Diskussion der Ergebnisse
wird im Tell E.4.2 durchgefihrt.

Tabdle 33: Startbereich von Lungen-spezifischen HCII-mRNAS

Herkunft der RNA | Antisnnprimer | Fragmentldnge | Geschétzter Start

A549 USC8 300-1000 Bp 300-800 Bp vor Exon 2
Lunge USC8 300-1000 Bp 300-800 Bp vor Exon 2
Lunge USC20 100-850 Bp 630-1350 Bp vor Exon 2
Lunge uSC24 200 Bp, 500 Bp | 1000-1300 Bp vor Exon 2

D.8.3.2 Sequenzierung des 5'-Endes der cDNA aus Lunge

C| crasatcrTC Die mit Hilfe von A-PCR und T-PCR gefundenen spezifischen
Produkte, die die 5-Enden von HCII-mRNAs aus

Lungengewebe enthalten, wurden teilwei se sequenziert.
| TGTGTTACTG Als Beispiele sind die Sequenzierungen der zwel am weitesten
stromaufwarts gefundenen Startpunkte detailliert aufgefihrt
P — (Abbildung 34, Abbildung 35 und zugehdrige Sinnsequenz s.u.).
} Weitere, Uber Sequenzierung ermittelte Transkriptionsstartpunkte

werden beispiehaft in Abbildung 36 gezeigt.

t/?”AGGGTTAGAA Die Sequenzierung wurde mit der ‘Direct-Blotting' -Methode
s - identisch zu der Analyse von Startpunkten der 2,3 kB-

-~ ACAAGAGA( G,  Transkripte durchgefihrt. Es gelten also die unter Punkt D.8.2.2

167 beschriebenen Anmerkungen. In den folgenden Abbildungen

Position sind enige Ergebnisse der Sequenzierungen von T-PCR-

der Base vor Produkten zu sehen. Das Ende der lesbaren Antisinnsequenz (an

dem poly(G):  welches die G-Nukleotide anschlieen) ist aufgefiihrt, sowie die

3904 Position der ersten Base, die mit der chromosomalen Sequenz
{ibereinstimmt (Positionsangabe nach Herzog et al.*®").

Abbildung 34: 5’ -Ende der HCI1-mRNA aus Lunge,
bestimmt mit dem Primer USC26
und Vergleich mit der genomischen Sequenz

Neben der Seguenziermembran ist die ermittelte Nukleotidabfolge notiert, wobei die
ermittelte Sequenz Uber rote Striche den Banden zugeordnet ist. Die Startpunkte der HCII-
MRNAS aus Lunge (bzw. A549-Zdlen) wurden Uber Sequenzierung mit den Primern USC26
(Abbildung 34), USC24 (Abbildung 35) und USC20 (Abbildung 36) bestimmt. Die Position,
an der die poly(G)-Sequenz beginnt (und damit das 5-mRNA- bzw. 3'-cDNA-Ende anzeigt)
ist jewells deutlich zu erkennen.

Nachfolgend sind die ermittelten Startpunkte der Transkripte in Rot in der unten aufgefhrten
Sinnsequenz eingetragen (identisch zu der von Herzog et al. beschriebenen Sequenz™®’).
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3891 5 CACACAGACT TTATCTCTTG TTTCTAACCC TGTGTTAGAA

(G €] TAGTAGAGAT 3931  GCAGTAACAC AGAAGATTTA GTTGCTCCTG ACAGCAGTGG
i 3971  GAGCTATTGT CTAAGAGATA CAAAGGAGAA AAAAGTATAC

B & 4011  CTGCAGCAAG TGATATCACC TCTGGGGCTG CCACCACATC

e | GGCGTTTTGC 4051  ACCTCACTAC GCCCTGAGGG GGTCTCAGCA CTAGACAAGT
. 4091  TCCAAATCTT TTGCAAATTA AACAACCCCA GGTCAGGCGT
e | 4131 GGTGGCTTAT GCCTGTAATC CCAGCACTTT GGGGGCECTGA
=" | TCTGTTGGECC 4171 GGTGGGTGGA TCACCTGAGG TCAGGAG TT GAGACCAGCC
4211  TGGCCAACAG AGCAAAACCC CATCTCTACT AAACAAAATA

o ) 4251  CAAAAATTAA CCAGCCGTAG TGGTGIGCAC CTGTAGICCC
AGGCTGGTCT 4291  AGCTACTTGG GAGCCTGAGG CAAGAGAATT CGCTTGAGICC

4331  AGGAGGECCGA AGITGCAGTA AGCCGAGATC GCGCCACTGC

= 4371  ACTCCAGCCT GGGTGACAGA GIGAGACTCC ATTTCAAAAA

CAAA(G) y 4411  ATAAAAACAA CAAAAGCCAA TTACPACAAC AACAACAAAA
! 4451  AAACAACGAA TTAAACAACC CCAAAGATTG CACAAATTTC
i 4491  AAGTATCTTT AGAATATGIT TTCAGAAAGC CTGGCCCATG

Position*®’ 1 2 3 4 5
der Base vor GATCGATCGATCGATCGAT
dem poly(G): - =
4198

Abbildung 35: 5'-Ende der HCII-mRNA aus Lunge,
bestimmt mit dem Primer USC24 - 5
und Vergleich mit der genomischen Sequenz

Es wurden keine Sequenzierungen von PCR-
Produkten der Zellinie durchgefihrt, da sich, nach der
Auftrennung der PCR-Produkte in den Agarosegelen,
der Startbereich der HCII-Transkripte von A549-
Zdlen und Lungengewebe nur wenig unterscheidet. In
der oben gezeigten Sequenz sind nicht sdmtliche :
Startpunkte aufgefiihrt, sondern nur die Uber Sequen-
zierung ermittelten cDNA-Enden. Wie anhand der
Gelbilder (Tabelle 32, Tabedle 33) zu erkennen i,
mul3 es weitere Startpunkte stromaufwérts geben. Die
Startpunkte, die tellweise INR-Elementen entspre-
chen, werden in E.4.2 und E.4.3 diskutiert.

Abbildung 36: 5’ -Enden der HCII-mRNA aus Lunge,
bestimmt mit dem Primer USC20

Nach Gelextraktion von unterschiedlichen PCR-Fragmenten aus
der selben T-PCR (durchgefihrt mit Primer USC20) wurden funf
Fragmente mit dem gleichen Antisnnprimer sequenziert. Es
wurden vier unterschiedliche Enden gefunden, die nachfolgend
aufgelistet sind (Antisinnsequenz). Die Position der letzten
erkennbaren Base (rot) ist nach Herzog et al.*” angegeben.

1) ... GGGCCAGGCTTA( G : Position der Base vor (G),: 4517
2) .. TTTGITGITGIT( G ,: Position der Base vor (G),: 4437
3) ... GACTCAAGCANT( G) ,: Position der Base vor (G),: 4318
4) ... CGTTAATTTTTG..( QG ,: Podtion der letzten Base; 4251




D. Ergebnisse

D.8 Startpunkte von menschlichen Heparinkofaktor [1-Transkripten 109

D.8.4 Gegenuberstellung der gefundenen Startpunkte

[Bp]
- 1000
- 750
- 500

- 250

1234567

Abbildung 37: Vergleich der

5 -Startbereiche im Exon 1*

Das 2,5%-Agarosegel zeigt mit
USC24 erhaltene, aufgetrennte T-
PCR-Produkte. Die Spuren 1+6
enthalten 0,25 ug ‘kB-Leiter’. Die
Spuren 2+3 enthalten jeweils 5 pl
Produkte der Negativkontrolle (RT-
Resktion mit hitzeinaktiviertem
En-zym) bzw. des Positivansatzes
von Lungen-mRNA. Spuren 4+5
enthal-ten je 5ul Produkte des
Positivan-satzes und der
Negativkontrolle  von  Leber-
MmRNA. Spur 7 zeigt ene
Negativkontrolle, die mit dH,O as

' J rde.

[Bp]

- 1000
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Abbildung 38: Uberpriifung der 5’ -Startbereiche

Den Ergebnissen fur Startbereiche von langeren HCII-
Transkripten in Leber- (D.8.2) und Lungengewebe (D.8.3) ist
zu entnehmen, dal3 in beiden Organen mMRNAS vorhanden sein
mussen, dieihre jewelligen Startpunkte mehr als 1 kB vor dem
Exon 2 haben. Zum Erhalt eines qualitativen und quantitativen
direkten Vergleichs der am weitesten stromaufwaérts gel egenen
Startbereiche von Exon 1* wurden die jeweiligen poly(A)*-
RNAs mittels T-PCR Uberprift. Die PCR-Produkte wurden
mit dem Primer USC24 amplifiziert und parald in enem
Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 37).

Aus dem Gelbild (vergleiche untenstehende Skizze zur Lage
des Antisinnprimers) kann geschlossen werden, dal3 es in
beiden Geweben Transkripte gibt, die in einem Bereich von
1000-1300 Bp vor Exon 2 beginnen. Allerdings scheint die
Vertellung der einzelnen Startpunkte innerhalb dieses Bereichs
je nach Gewebe unterschiedlich zu sein. Auch die Menge an
Transkripten mit einem definierten Startpunkt ist deutlich
verschieden.

Exon 2 (2,3 kb mRNA)
3200 3600 4000 4400 4800 5200 5600 Bp
v |
—»> <+ "
usczs usc24
(Pos. 3661)  (Pos. 4339)

Um eine eindeutige Aussage bezliglich der am weitesten 5'-
gelegenen Startpunkte in Lunge und Leber machen zu kénnen,
wurde eine RT-PCR durchgefthrt. Als Matrize wurde von
poly(A)"'-RNA aus Lunge und Leber unter identischen
Bedingungen gegeniiber hitzeinaktivierten Negativkontrollen
en 678 Bp groles Fragment aus dem Intron1 mit den
Primern USC24 und USC25 amplifiziert (Lage der Primer:
siehe obige Skizze). Das Fragment beginnt 1538 Bp vor
Exon 2. Das Ergebnis der aufgetrennten PCR-Produkte ist in
der neben-stehenden Abbildung 38 zu sehen. Wahrend die
RNA aus Leber ein klares Signal liefert, wurde kein Fragment
mit eingesetzter Lungen-mRNA erhalten.

Dies Ergebnis ist insofern Uberraschend, als mittels T-PCR
und Primer USC24 (Abbildung 37) vermehrt grolere
Fragmente mit RNA aus Lunge erhalten werden, also weiter
stromaufwarts gelegene Startpunkte. Die

Diskussion der Ergebnisse findet im Teil

In der Abbildung ist ein 2 % Agarosegel abgebildet, in dem £ 4 g1t
PCR-Fragmente nach einer RT-PCR-Reaktion mit Leber-

und Lungen-poly(A)*-RNA aufgetrennt wurden. Die PCR

wurde mit den Primern USC24 und USC25 durchgefihrt. In

den Spuren 1 und 2 sind die mit Leber poly(A)*-RNA

erhaltenen Produkte aufgetrennt, wéhrend in den Spuren 4

und 5 das Ergebnis von Lungen poly(A)*-RNA zu erkennen

ist. Die Spuren 1 und 5 enthalten die Negativkontrollen (RT-

Reaktion mit hitzeinaktivierter reverser Transkriptase). Die

mittlere Spur enthdlt 0,25 g ‘kB-Leiter’.
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D.9 Untersuchungen zur Promotorstruktur des Heparinkofaktor |1-Gens

Das Zid dieser Arbeit ist die Analyse der Struktur des HCII-Gens. Bisher sind HCII-mRNAs
einiger Arten bekannt, die jewels hohe Ubereinsimmungen zeigen (D.6). Den bisher
beschriebenen Ergebnissen ist zu entnehmen, dal? dies nicht unbedingt fir den 5 -Bereich des
HCII-Gens bis zum Start von Exon 2 zutreffend ist. Beim Menschen sind zwei unter-
schiedliche HCII-Transkripte vorhanden (siehe D.8), die in verschiedenen Sequenzbereichen
beginnen und somit anscheinend durch unterschiedliche Promotorregionen reguliert werden.
Uber die Regulation des HCII-Gens auf Transkriptionsebene ist nahezu nichts bekannt. Daher
sollten mit Hilfe von Reportergenkonstrukten die regulatorischen Bereiche des Gens einge-
grenzt werden. Die Promotoranalyse des menschlichen HCII-Promotors beschrankte sich
jedoch groftentells auf die theoretische Ebene. Als Vorbereitung fur die Klonierung eines
moglichen Promotorbereichs wurde zundchst die 5 vor dem HCII-Gen gelegene Sequenz
analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Sequenzen mit Hilfe der Programme * Matl nspektor’
und ‘RepeatMasker’ (Anmerkungen zu dem Programm: siehe D.4.2) auf eventudle
Bindungs-stellen von Transkriptionsfaktoren und auf repetitive Elemente hin durchsucht.
Dann erfolgte die Klonierung einer 2,2 kB langen 5 -gelegenen Sequenz. Die Uberpriifung
dieses potentiellen Promotorbereichs des 2,3 kb-Transkripts wurde mit Hilfe eines Luciferase-
Reporterplasmids durchgefiihrt.

D.9.1 Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren

Promotorregionen setzen sich aus viden einzelnen Elementen zusammen, von denen einige
nahe des Transkriptionsstartpunktes liegen, wahrend andere weit (mehrere kB) vor dem
Exon 1 eines Gens liegen konnen.’® Es gibt auch Beispiele dafiir, daR’ wichtige regulative
Sequenzen im 3'-Bereich des Gens liegen kénnen.*® Da diese Félle aber eher Ausnahmen zu
sein scheinen, wurde dieser Bereich nicht tberprdift.

Bel den einzelnen Elementen, aus denen eine Promotorregion besteht, handelt es sich um
kurze DNA-Sequenzen bzw. deren Kombination, an die spezielle Transkiptionsfaktoren
binden kénnen. Bestimmte Faktoren konnen nur dann binden, wenn sich in einem mehr oder
weniger definierten Abstand ein anderer Faktor an der DNA anlagern kann. Mittlerweile sind
viele Transkriptionsfaktoren bekannt, ebenso wie deren Zielsequenzen.'® Die Zielsequenzen
bzw. deren Matrizen sind jedoch grofldtenteils nur schlecht charakterisiert, so dal3 bel einer
Suche nach Bindungsstellen in einer Sequenz normalerweise viel mehr potentidle Stellen
ausgegeben werden, als tatsachlich in der Zelle von Transkriptionsfaktoren erkannt werden.
Fur die Analyse von Sequenzen auf eventuelle Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren
wurde das Programm ‘MatInspector’ mit Standardeinstellungen verwendet'®® (Kern-Matrix-
Ubereinsimmung: 75 %, Matrix-Ubereinstimmung: 85 %). Teilweise wurde nach einer
Kombination von Bindungsstellen mit dem ‘ModelInspector’*™ gesucht, hierbei wurde die
minimale Ubereinstimmung der jeweiligen Matrix auf 80 % gesenkt. Da ‘Matlnspector’ mit
diesen Einstellungen eine sehr grole Zahl von Treffern liefert, wurden nur enige
Bindungsstellen ausgewahlt. Fur die detaillierte Betrachtung wurden Faktoren ausgewahlt, die
leberspezifisch sind, da HCIl hauptsachlich in der Leber exprimiert wird. Weiterhin wurden
allgemein wichtige Transkriptionsfaktoren wie C/EBP berlicksichtigt, oder Faktoren, die
aufgrund anderer Beobachtungen an der Regulation der HCII-Expression betelligt sein
konnten (z. B.: Antibabypille fiihrt zu einem erhéhten HCII-Level im Blutplasma).

168 7 B.: Morgan & Kalsheker, 1997
169 Quandt et al., 1995. Die Matrizen stammen aus der Transfac-Datenbank: Heinemeyer et al., 1999
0 Frech et al., 1997
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Um die Zahl der moglichen Ubereingtimmungen mit den Matrizen zu erniedrigen, wére es
leicht, die minimale Ubereinstimmung heraufzusetzen. Allerdings bestent dann die Gefahr,
wichtige Stellen zu Ubersehen. Die hier aufgelisteten Matrizen umfassen Bindungsstellen fur
einige bekannte allgemeine und leberspezifische Transkriptionsfaktoren fir Vertebraten.
Bindungsstellen fur mutierte, viruskodierte oder vor allem in Tumoren exprimierte Faktoren
wurden nicht berticksichtigt. In die Betrachtung wurden gleichermal3en Enhancersequenzen
und Promotorelemente aufgenommen. Falls unterschiedliche Matrizen des gleichen Faktors
mit der Sequenz Ubereinstimmen, sind diese nur eéinmal gezahlt. Tritt eine Bindungsstelle in
einer Sequenz innerhalb von 20 Bp mehrfach auf, ist nur die erste Position zusammen mit der
Zahl der Ubereinstimmungen angegeben. Nachfolgend sind in Tabelle 34 die in dieser Arbeit
angegebenen Bindungsstellen mit den zugehdrigen Transkriptionsfaktoren aufgelistet. Die
Einteilung der Faktoren in dieser Tabelle ist grob nach den jeweiligen Funktionen und nicht
nach der Ahnlichkeit der Bindungsstellen durchgefiinrt.

Tabelle 34: Uberpriifte Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren

Matrize Faktor Funktion VVorkommen
AP1/AP4 Aktivator Protein Universelle
(APL: Leucine-zipper Protein) Transkriptionsaktivatoren
CEBP'"? C/EBP-Proteine ZelIspezifische Transkription
(Leucine-zipper Protein;
‘CCAAT/enhancer binding protein’)
CHOP'"? CHOP, Stress-induzierter Faktor Inhibition von C/EBP-Proteinen in
der ‘acute phase’, oder bei
(GADD153) Anwesenheit von Zdllgiften,
Transkriptionsaktivator
ER Ostrogenrezeptor Regulation ER-responsiver Gene
GC Universeller Transkriptionsaktivator
GKLF ‘Gut-enriched Krippe-like' Faktor | Hinweise auf Interaktion mit SP1
Regulation der Transkription
HFH"® Hepatozyten-Gabel-Proteine Zd | spezifische Transkription Mesodermzellen
(HNF3: Ieberspezifisch),
Regulierung der Entwicklung
HNFM Hepatozyten-K ernfaktoren Regulation des Lebertranskriptions- | meist
(HNF1, HNF3, HNF4, HNF8) Netzwerkes, Interaktion mit anderen | Leberzellen
(HNF1: mit Homeodoméne, |eberspezifischen Faktoren
HNF4: mit Zink-Finger)
IRFL7™ Interferonregulierender Faktor Regulation des | FN-Systems
NFY 176 Kernfaktor Y Universdler Transkriptionsaktivator,
evtl. Interaktion mit TATA-Box-
(CCAAT) bindenden Proteinen
ocT” Oct-1 (Protein POU-Domaine) Regulation der Entwicklung
RORE™"® Steroidhormon Nuklear Rezeptor Regulation Steroid-responsiver Gene
(RAR-related orphan receptor’)

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite

171 Akiraet al., 1990

12 Ubeda et al., 1996

173 Overdier et al., 1994; Overdier et al., 1997
1 Tronche & Yaniv, 1992

15 Tanakaet al., 1993

176 Mantovani, 1998

17 Groenen et al., 1992; van Leeuwen et al., 1995; Verrijzer et al., 1992;
78 Giguereet al., 1994
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Fortsetzung der Tabelle

S8l S8 (Protein mit Homeodomane) | Universeller Transkriptionsaktivator, | Mesodermzellen
Regulation der Entwicklung

SP1 Stimulierendes Protein 1 Universdler Transkriptionsaktivator

TATA Teile des Initiationskompl exes Universdles Promotorel ement

In der Tabelle sind bekannte, wichtige Bindungsstellen fir algemeine und leberspezifische Transkriptions-
faktoren aufgefiihrt. Soweit bekannt, ist die Anwesenheit des Transkriptionsfaktors in einem bestimmten
Gewebe aufgefiihrt.® In dieser Tabelle sind nur die in dieser Arbeit zur Analyse ausgewahiten Elemente
aufgefiihrt und einige funktionell dhnliche Elemente sind in einer Rubrik zusammengefalyt.

D.9.1.1 Mdgliche Bindungsstellen vor dem 2,3 kB-Transkript

Der egentliche HCII-Promotorbereich, der die Expression des Proteins in Lebergewebe
bewirkt, liegt wahrscheinlich vor dem Exon 1. Dementsprechend wurde vornehmlich der 5'-
gelegene Bereich untersucht. Die spater entdeckten, zahlenméfdig um Groélienordnungen
niedriger auch in der Leber vorhandenen, langeren Transkripte mit einem Startpunkt im
Intron 1 haben offensichtlich (teilweise) einen eigenen Promotorbereich. Die Untersuchung
fur Bindungsstellen von Faktoren im Intron 1-Bereich findet nachfolgend im Punkt D.9.1.2
statt. Naturlich ist es moglich bzw. sehr wahrscheinlich, dal3 beide Transkriptionsstartpunkte
von den gleichen weiter entfernt liegenden Enhancer- bzw. Silencersequenzen kontrolliert
werden.

Die Uberprifte Sequenz umfaldt 5994 Bp stromaufwérts des menschlichen HCII-Gens (Exon 1
eingeschlossen). Die Numerierung beginnt bel dem ersten Nukleotid dieser Sequenz. Bei
einer Uberprifung auf gekoppelte Bindungsstellen wurde der Abstand 1-20 Bp gewahlt. Die
Tabele 35 zeigt die Positionen in der Segquenz, an denen Ubereinstimmungen mit
spezifischen Matrizen gefunden wurden. Die Zeilen mit APLY/AP4, CEBP und HFH/HNF sind
nur aus Grunden der Vollstéandigkelt aufgefuhrt. Eine Auswertung der jeweiligen einzelnen
Bindungsstellen dieser Faktoren ist aufgrund der Vielzahl kaum mdglich.

Tabelle 35: Position der Matrizen-Ubereinstimmungen fiir den 5’ -Bereich

Faktor Position, Orientierung

AP1/AP4 2x 2(2), 83(+), 2x 249(t), 270(-), 610(-), 3x 638(%), 2x 723(+), 762(+), 790(+), 1015(+),
1070(+), 2x 1144(%), 1230(-), 1268(+), 1301(-), 1537(-), 1593(-), 1619(-), 2x 1658(z),
1737(+), 1798(£), 2148(-), 2248(+), 2421(-), 2482(-), 2507(+), 2670(-), 2702(+), 2779(+),
2954(+), 2996(-), 3024(+), 3157(+), 3217(-), 3294(-), 3x 3319(), 3461(-), 3556(-), 3588(+),
3631(-), 3655(+), 3691(-), 3773(-), 3839(-), 4011(-), 4045(-), 4085(+), 2x 4121(+),

2x 4181(-), 4265(+), 4312(+), 2x 4336(+), 4489(-), 4566(-), 3x 4666(x), 4776(-), 2x4820(+),
4856(+), 4981(+), 5177(-), 2x 5211(+), 5372(-), 2x 5412(%), 5529(-), 5634(+), 2x 5692(+),
4x 5748(%), 3x 5822(+), 3x 5840(+), 5943(+)

CEBP 102(+), 184(+), 440(-), 855(-), 2x 931(+), 1193(+), 1470(-), 1513(-), 1664(+), 1817(+), 2x
2300(), 2414(-),2520(-), 2594(+), 2x 2613(-), 3089(+), 3225(-), 3374(-), 3878(-), 3908(-),
3081(-), 4424(-), 4849(-), 5048(+), 5414(+), 5444(+), 5500(+), 2x 5886(+)

CHOP 398(-), 4063(-), 4199(-), 4972(+)
CEBP& CHOP | 1470(-/-), 2301(+/-), 2594(+/-), 2629(-I-), 3225(-1-), 4424(-I-)
ER 1538(-), 1610(+), 2149(-), 2x 3632(+), 3774(-), 5835(+)

GC 618(+), 3045(+), 3200(+), 3817(-), 4191(+)

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite

7 de Jong et al., 1993
180 Darnell et al., 1990
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Fortsetzung der Tabelle

HEH/ HNFE | 2x 42(+), 65(-), 4x 84(+), 2x 226(+), 2x 279(-), 327(-), 1044(+), 1360(-), 9x 1519(),
1625(-), 1764(-), 1822(-), 1903(+), 4x 2047(+), 2207(-), 15x 2348(-), 2620(-), 2714(+),
2896(-), 2935(-), 3116(-), 4x 3274(-), 2x 3390(-), 6x 3408(+), 3592(+), 3743(-), 3780(-),
3840(-), 3916(-), 4632(-), 4770(-), 4937(-), 5075(-),5x 5235(-), 5349(-), 5678(+), 2x
5863(+), 5980(-)

IRF 201()

NEY 25(+), 1881(+), 3361(+), 5119(+), 5867(-)

NFY&TATA | 1879(+/-)

Oct 57(+), (), 226(-), 303(+), 2x 325(x), 1046(+), 1609(-), 1688(+), 1812(-), 1857(-), 2x

1867(x), 2x 2709(t), 3328(-), 3352(-), 3x 3845(%), 4x 3929(x), 2x 3969(-), 4199(-),
4302(+), 2x 4586(+), 3x 4641(+), 5893(+), 5926(-)

RORE 1071(-), 1227(+), 1298(+), 1534(+), 2145(+), 3628(+), 3656(-), 3770(+), 5693(-), 5845(-),
5944(-)

S8 2x 37(x), 186(+), 1362(+), 1626(+), 1870(+), 2208(+), 3590(-), 3916(+), 2x 3943(+),3x
3945(+), 3976(-), 2x 4626(+), 5077(+), 5338(-), 5457(-)

SP1 3045(+), 3200(+), 3818(-)

SP1& GKLF 470(+/+), 618(+/+), 3200(+/+), 3818(-/-), 4231(+/+), 4291(+/+), 5002(+/+), 5519(-/+)

TATA 298(+), 2x 318(%), 459(-), 2x 1625(+), 1892(-), 1913(-), 2530(-), 3737(+), 2x 4613(+)

Die Tabelle gibt Positionen potentidller Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren an, die mit Matlnspector
und Modéll-Inspector im 5'-Bereich des HCII-Gens gefunden wurden (siehe Text). In einer Zeile sind teilweise
Stellen von mehreren Faktoren einer Klasse (Proteingtruktur und Wirkungsweise) zusammen aufgefihrt
(dargestellt durch ein’/’-Symbal). AulRerdem wurde nach kombinierten Bindungsstellen gesucht (‘& '-Symboal).
In Klammern hinter den Positionsangaben ist die Orientierung der Bindungsstelle angegeben: ‘+' entspricht
Sinn-Orientierung und ‘- entspricht Antisinn-Orientierung.

In der Tabelle 36 sind die gefundenen Ubereinstimmungen mit den aus der Transfac-
Datenbank™® ausgewahiten spezifischen Matrizen innerhalb des Uberpriiften Bereiches
zusammengefald. Zusdtzlich ist der Re-Wert angegeben, der eéin Mal3 darstellt, wie gut die
jeweilige Matrize charakterisiert ist.

Tabelle 36: Anzahl der Matrizen-Ubereinstimmungen fiir den 5’ -Bereich

Zahl  Matrize Re-Wert | Zahl Matrize Re-Wert |Zahl Matrize Re-Wert

20 V$APIFJ_ Q@ 2.45 |5 V$GC 01 2.12 |1 V$SOCTL 01 0.04
11  V$AP1 C 08 |20 V$GKLF 01 4.76 |8  V$OCT1 02 2.34
35  V$APL Q@ 82 |6 V$HFHL 01 0.12 |23  V$OCT1 06  0.97
19  V$APL Q4 48 |55 V$HFH2_ 01 2.03 |1  V$OCT1 07 0.04
1 V$AP2_ Q6 78 |70 V$HFH3_ 01 0.31 |1  V$OCT1_ Q6 4.82
1 V$AP4_01 01 |23 V$HFH8 01 0.23 |10 V$SRORAL 01 0. 19
47  V$APA_B 9% |2 VSHNF1 01 0.51 |5  V$RORA2 01 0.01
18  V$AP4A_ Q6 50 |70  V$HNF3B 01 1.45 |20  V$S8 01 0.67
32  V$CEBPB 01 2.07 |1 V$IRF1 01 0.03 |3  V$SPL. Q6  1.70
2 V$CEBP_C 27 |1 V$I RF2_ 01 <0.01 |6  V$TATA 01 5.33
4 VSCHOP 01 10 |3 VNFY 01 0.49 |10 VSTATAC  0.30
7 V$ER OB 73 |5 VSNFY_ Q6 0. 70

PRONOCOORNERED

Die Tabdlle zeigt die Anzahl potentieller Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren, die mit Matlnspector und
Modell-Inspector im 5'-Bereich des HCII-Gens gefunden wurden. Der Re-Wert gibt die Anzahl zufélliger
Ubereinstimmungen der Matrix in einer beliebigen 1000 Bp-Sequenz an (nach Angabe bei MatInpector). Somit
ist eine Matrix mit eéinem niedrigen Wert sehr gut definiert und besitzt eine grof3ere Wahrscheinlichkeit einer
Bindungsstelle zu entsprechen, die in der Zdle erkannt wird. Somit kénnen flr Promotoranalysen besser
Matrizen wie VSl RF2_01 als V$CKLF_01 verwendet werden.

Die verschiedenen Matrizen sind in einer Matlnpector untergeordneten Datenbank enthalten. Abkirzungen fur
Matrizen spezidller Bindungsstellen: AP: Aktivatorprotein; CEBP: C/EBP-Proteine; CHOP: Stress-induzierter
Faktor; ER: Ostrogen-Rezeptor; GC: GC-Box-Bindungsstelle; GKLF: * Gut-enriched Kriippel-like' Faktor; HFH:
Hepatozyten-Gabel -Proteine; HNF: Hepatozyten-Nuklearfaktoren; IRF: Interferon-regulierender Faktor; NFY:
Nuklearfaktor Y; OCT: Oktamerbindungsstelle; ROR: Steroidhormon Nuklear Rezeptor; S8: S8-Bindungsstelle;
SP1: SP1-Bindungsstelle; TATA: TATA-Box (Siehe Tabdlle 34).




D. Ergebnisse D.9 Untersuchungen zur Promotorstruktur des Heparinkofaktor 11-Gens 114

Den zwel vorhergegangenen Tabdlen ist zu enthnehmen, dal? es eine grof3e Anzahl von AP-,
HFH- und HNF-Bindungsstellen gibt. Fir ein Protein, dasin der Leber stark exprimiert wird,
ist dies zu erwarten. Weiterhin bleibt die Frage allerdings, welche Regionen in dem
untersuchten Bereich fur die Promotoraktivitét essentiell notwendig sind. Fir ene
Abschédtzung der wirklich relevanten Stellen wurden deshalb nur die jewells hochstsigni-
fikanten Matrizen (mdglichst geringer Re-Wert) fir diese Faktoren (V$CEBP_C, V$HFH1_01,
V$HNFL_01) in die anschlieffenden Betrachtungen mit einbezogen (E.4.3.1, Abbildung 50).

D.9.1.2 M dgliche Bindungsstellen vor den langeren Transkripten

Die entdeckten 1dngeren HCII-mRNAs (siehe D.8.2, D.8.3) mit Startpunkten im Bereich des
Intron 1 zeigen, dal} es einen zweiten, schwécheren Promotorbereich geben mufd. Wahr-
scheinlich teilen sich beide Bereiche distale Regulationselemente, jedoch muld es weitere
Signale geben, die einen zusétzlichen Startbereich im Intron 1 ermdglichen.

Um weitere regulative Elemente auf der DNA identifizieren zu konnen, wurde das gesamte
erste Intron (5151 Bp) des menschlichen HCII-Gens mit Matlnspector analysiert (analog zur
Analyse des 5'-Bereichs unter Punkt D.9.1.1). Die Numerierung beginnt bei dem ersten
Nukleotid dieser Sequenz. Gekoppelte Bindungsstellen (Abstand 1-20 Bp) wurden ebenfalls
Uberprft.

Tabelle 37: Position der Matrizen-Ubereinstimmungen fiir den Intron 1-Bereich

Faktor Position, Orientierung

AP1/AP4 21(), 159(-), 185(x), 398(-), 422(+), 466(-), 498(+), 606(-), 755(+), 954(+), 2x 986(+),
1078(-), 1126(+), 1273(+), 1424(+), 2x 1552(), 2x 1726(x), 1749(+), 2x 1822(+), 1863(+),
2x 1609(£), 2060(+), 2155(+), 2257(-), 2x 2295 (), 2311(+), 2x 2358(%), 2x 2439(z),
2575(+), 2581(+), 2656(-), 2700(+), 2810(+), 2850(-), 2x 3334(2), 3439(+), 3x 3554(2),
3674(-), 2x 3698(-), 2x 3816(x), 2x 3910(+), 4027(+), 4070(-), 2x 4103(x), 4138(-),
4241 (+), 4335(+), 4524(), 4611(+), 4632(+), 4759(+), 5056(-), S094(+)

CEBP 73(+), 98(-), 768(-), 3x 833(%), 877(-), 1007(+), 3x 1264(+), 1306(+), 1328(), 1407(),
1545(-), 2x 1704(+), 2x 1820(x), 1884(-),1920(-), 1952(-), 2007(-), 2x 2202(), 2384(-),
2580(+), 2633(-), 2730(-), 2764(-), 3263(-), 2x3764(-), 3812(+), 3962(+), 4049(+), 2x
4255(+), 4294(+), 4352(-), 4381(-), 4428(-), 2x 4460(+), 4487(-), 4626(-), 4681(-), 4730(-),
4835(+), 4893(+), 4918(-)

CHOP 2331(+), 3121(+), 4426()

CEBP& CHOP | 1920(-/+), 2328 (+/+), 4352(--), 4381(-I-), 4428(-I-), 2487(-I)
ER 414(+), 2855(-), 3338(+), 3577(), 4071(-), 5057(-)

GC 2082(+), 3309(-), 4672(-), 4849(-)

HEH/HNE | 13(®), 44(+), 82(), 217(-), 457(), 613(), 637(-), 692(), 868(-), 1049(-), 2x 1095(+),
1163(+), 1210(+), 1243(+), 3x 1417(+), 1457(+), 1473(-), 1822(+), 2x 2018(-), 2123(-), 3x
2182(-), 2300(-), 2366(-), 2635(+), 2683(-), 2759(+), 7x 2884(+), 8x 3057(+), 4x 3233(+),
2x 3368(+), 3565(-), 2 3730(-), 3777(+), 3786(-), 3859(-), 4058(-), 2x 4189(-), 2x 4357(-),
3x4395(-), 2x 4801(-)

IRE 129(-), 634(+), 1463(-), 1511(-), 2909(-), 4724(-),

NEY 245(-), 2121(-), 2781(+), 2x 4375(+), 4567(-), 4760(-),

NFY&TATA | 245(-/-), 4373(+/+)

Oct 151(), 2x 214(x), 234(-), 2x 274(%), 1458(+), 1828(+), 2x 2602(-), 2665(-), 2706(-),
3375(-), 3597(-), 3745(-), 4050(+), 4855(+), 4916(-), 4966(-), 2x 4989(),

RORE 395(+), (%), (423°), 3348(-), 4067(+), 4135(+)

S8 2x 21(%), 2x 234(x), 458(+), 1009(+), 1215(-), 1916(-), 2020(+), 2564(+), 2674(+), 2x
3052(), 3231(-), 3377(-), 3632(-), 4052 (+), 4201(+), 4375(+), 4405(+)

SP1 2082(+), 2163(-), 3310(-)

SP1& GKLF 333 (+/+), 471 (+/+), 2082(+/+)

TATA 30(+), 151(+), 778(-), 868(+), 1086(+), 1184(-), 1228(+), 1289(-), 1356(+), 1416(-), 1456(-),

1518(+), 1754(£), 2x 2182(+), 3x2598(+), 3367(-), 3566(+), 4361(+)

Erklarung zu der Tabdlle: siehe Tabdle 35
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In der Tabelle 38 sind die gefundenen Ubereinstimmungen mit den aus der Transfac-
Datenbank™® ausgewshlten spezifischen Matrizen (und der jeweilige Re-Wert) innerhalb des
Intron 1-Bereiches zusammengefalit.

Tabelle 38: Anzahl der Matrizen-Ubereinstimmungen fiir den Intron 1-Bereich

Anzahl Matrize Re-Wert | Anzahl  Matrize Re-Wert | Anzahl  Matrize Re-Wert

34 VSAP1FJ 2 2.45 24 VSGKLF 01 4.76 6 VSENFY_(6 0.70
22 V$AP1 C 1.08 7 V$HFHL 01 0.12 2 V$OCT1_02 2.34
22 VSAPL 4 2.48 47 V$HFH2 01 2.03 1 V$OCT1_05 0.03
1 V$AP2 (6 4.78 61 V$HFH3 01 0.31 17 V$OCT1_06 0. 97
24 V$AP4 (B 0. 96 25 V$HFHB 01 0.23 3 V$OCT1_ (6 4.82
12 V$AP4 (6 0.50 3 V$HNF1 01 0.51 5 V$RORA1 01 0.19
49 V$CEBPB 01 2.07 59 V$HNF3B 01 1. 45 1 V$RORA2 01 0.01
4 V$CEBP_C 0.27 5 V$I RF1_01 0.03 21 V$S8 01 0.67
3 VSCHOP_01 1.10 3 V$I RF2_01 <0. 01 3 V$SP1 6 1.70
6 V$ER Q6 1.73 4 VSENFY_01 0. 49 17 V$TATA C 0. 30
4 V$GC 01 2.12 1 VSNFY_C <0.01

Erklarungen zu der Tabelle: siehe Tabdle 36

Esist gut zu erkennen, dal? auch in dem Intronl-Bereich eine grof3e Anzahl von AP-, HFH-
und HNF-Bindungsstellen (siehe vorhergegangene Tabellen, D.9.1.1) vorhanden ist. Um
essentielle Promotorbereiche vorhersagen zu kdnnen, miissen Matrizen betrachtet werden, die
so gut definiert sind, dal? sie rein zuféllig nur sehr selten in beliebigen Sequenzen vorkommen
(vergleiche: D.9.1.1). Die Position von potentiellen Bindungsstellen (Matrizen mit niedrigem
Re-Wert) in diesem Bereich ist unter Punkt E.4.3.2 in Abbildung 51 eingetragen. Die weitere
Diskussion der Ergebnisse wird ebenfallsim Abschnitt E.4 durchgefihrt.

D.9.2 Repetitive Elemente vor dem Exon 1 des Heparinkofaktor 11-Gens

Werden Sequenzen mit Programmen in Hinsicht auf mdgliche Bindungsstellen von
Transkrip-tionsfaktoren durchsucht, erhdt man normalerweise viel mehr Bindungsstellen als
tatsachlich vorhanden sind (vergleiche: D.9.1). In den Zdllen wird die Erkennung einer DNA-
Sequenz von weiteren spezifischen Bedingungen beeinfluf¥, wie z.B. durch die
Konzentration spezifischer Transkriptionsfaktoren oder durch benachbarte Bindungsstellen
anderer regulatorischer Proteine. Um die mit *Matlnspector’ gefundenen Startpunkte sinnvoll
eingrenzen zu koénnen, wurde eine Suche mit ‘RepeatMasker2’ nach repetitiven Elementen
(Tabelle 39) innerhalb einer 6 kB grof3en Sequenz vor dem Exon 1 durchgeftihrt. Die Analyse
fand mit der RepeatMasker-Verson vom 21.4.1999 mit ‘ProcessRepesats-Verson vom
15.12.1998 statt (fur Anmerkungen zu RepeatMaker siehe: D.4.2). Die Uberprifte Sequenz
umfaldt 5994 Bp vor dem menschlichen HCII-Gen einschliefdlich des ersten Exons
(entsprechend der untersuchten Sequenz unter Punkt D.9.1.1).

Repetitive Elemente kdnnen wichtige Promotorbereiche fir ein Gen liefern (sehe B.2.2.3). In
Bereichen der Sequenz, die von einem repetitiven Elementen abstammen, ist es alerdings
weniger wahrscheinlich HCII-spezifische Promotorbereiche zu finden. Die Sequenzen dieser
Elemente kommen sehr haufig im Genom vor und sind mehr oder weniger statistisch verteilt.
Natdrlich kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dal3 derartige Elemente (Uber die
individuellen, teilweise geringen Sequenzunterschiede) ebenfalls genspezifische Promotor-
elemente enthalten.
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Tabdle 39: DNA-Elemente vor dem Exon 1 des Heparinkofaktor |1-Gens

HCII-Intron 1 des Menschen
Nr. SW % % % Pos.in Seq. Er kanntes Typ: Pos.im El em

Wert Div Del Ins Beginn, Ende +/ - El enent Kl asse/ Fam Begi nn, Ende
1 834 17.2 0.0 0.0 89 222 - Al Jo/ FLAM SI NE/ Al u (179) 133
2 21 7.1 0.0 0.0 299 340 + AT rich Low conplexity 1 42
3 2307 9.7 0.0 0.0 1239 1536 + AluSg SI NE/ Al u 1 297
4 1084 16.1 5.2 5.2 1910 2083 - AuJ SI NE/ Al u (21) 291
5 2462 8.2 0.3 0.3 2084 2389 + AuSq SI NE/ Al u 1 306
6 1084 16.1 5.2 5.2 2390 2435 - AluJo SI NE/ Al u (211) 101
7 441 0.0 0.0 0.0 2436 2484 + (CAn Si npl e_r epeat 2 50
8 1084 16.1 5.2 5.2 2485 2506 - AluJo SI NE/ Al u (260) 52
9 498 18.7 1.6 1.6 2507 2629 + LiMA4 LI NE/ L1 7857 7977
10 |1084 16.1 5.2 5.2 2630 2708 - AuJo SI NE/ Al u (283) 29
11 669 20.8 0.0 0.0 2752 2881 + FLAMC SI NE/ Al u 3 128
12 (2351 7.0 0.3 0.3 3003 3286 + Auy SI NE/ Al u 9 293
13 288 0.0 0.0 0.0 3418 3449 + (TTTA)n Si npl e_r epeat 1 32
14 |2249 10.7 0.0 0.0 3450 3729 - Al uSx SI NE/ Al u (32) 280
15 197 31.1 0.0 0.0 3876 3965 - MR SINE/ M R (21) 241
16 357 25.0 3.8 3.8 3968 4047 - MR SINE/ M R (61) 201
17 244 28.5 15.2 15.2 4064 4228 - L2 LI NE/ L2 (240) 3073
18 |2033 14.3 0.0 0.0 4659 4944 + Aulb SI NE/ Al u 4 288
19 |2102 12.0 0.0 0.0 4952 5235 + Al uSx SI NE/ Al u 1 283
20 225 0.0 0.0 0.0 5236 5260 + (CAAA)N Si npl e_r epeat 2 26

In der Tabelle sind die mit RepeatMasker2 gefundenen DNA-Elemente in einer 6 kB grolien Sequenz vor dem
Exon 1 des menschlichen HCII-Gens aufgefihrt. Nr.: die gefundenen Elemente sind in 5'-3'-Richtung
durchnumeriert; SW-Wert: Smith-Watermann score, ein Wert fiir die Ubereinstimmung der Sequenz mit einem
Element; Div: prozentualer Unterschied der Sequenz zum Element; Del/Ins. prozentuale Angabe der Deletionen
und Insertionen in der Sequenz; Pos.in Seq./Posim Elem.: Angabe der Position der Sequenz (mit Beginn und
Ende) in der Gesamtsequenz bzw. Abschnitt innerhalb des Elements. +/-: Sinn- bzw. Antisinnorientierung des
Elements. Aufgefihrte Typen von DNA-Elementen: Low_complexity: DNA-Sequenz mit niedriger
Komplexitédt, d. h. eéinem hohen Anteil von A- und T-Nukleotiden (AT _rich); Simple repeat: Di-, Tri- oder
Tetranukleotid-wiederholungen; Alu: Nomenklatur der speziellen Alu-Typen nach Batzer™®!, MIR: ‘Mammalian-
wide inter-spersed repeats **

Nachfolgend veranschaulicht eine Skizze (Abbildung 39) die Position repetitiver Elemente in
der DNA-Sequenz vor dem Exon 1 des HCII-Gens. In der Abbildung 50 im Diskussionstell
sind die Sequenzbereiche einheitlich markiert, die von repetitiven Elementen abstammen.

Abbildung 39: 5'-Bereich des HCII-Gens

HCII-Exon 1
-6 kB -5kB -4 kB -3kB -2 kB -1 kB 0 kB
| ' | ' | ' | ' | ' | ' |
_m (=] BESNONCE BN (N SN mmmesw 0 (]
> > > > <
Mst90 Mstol Mst92 Mst93  Mst94

In der Skizze sind die mit RepeatMasker identifizierten repetitiven Elemente in einer 6 kB grolien Sequenz, die
mit dem 5'-Bereich des HCII-Exon 1 endet, schematisch dargestellt. SINE-Elemente sind rot, LINES sind gelb
und einfache Wiederholungen sind griin gezeichnet. Die Position der Elemente wurde der Tabele 39
entnommen.

Fur die Klonierung eines potentiellen Promotorbereichs wurden Primer (Mst90-Mst93) fir eine PCR ausgewahlt,
die in Sequenzbereichen hybridisieren kdnnen, die nicht von repetitiven Elementen stammen. Falls die Primer
dementsprechend ausgewahlt werden, kénnen weniger unspezifische Hybridisierungen auftreten. Auf3erdem ist
es wahrscheinlich, dal? die Existenz genspezifischer Promotorelemente in diesen Bereichen erhoht ist.

181 Batzer et al., 1996
182 gmit & Riggs, 1995
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Um maglichst HCII-spezifische Sequenzen aus dem 5'-Bereich klonieren zu konnen, ist es
optimal, die Bindungsstellen der Primer flr die PCR-Reaktion in nicht repetitiven Bereichen
zu wahlen. Aus zeitlichen Griinden wurde nur die Promotoraktivitdt eines einzigen Bereiches
experimentell bestimmt. Normalerweise ist damit zu rechnen, dal3 der Basis-Promotorbereich
innerhalb von 1-2 kB vor dem Exon 1 enes Gens vorhanden ist. Daher bot sich an, eine 2,2
kB grof3e Sequenz (PCR-Produkt der Primer Mst92-Mst94, siehe Abbildung 39) incl. eines
Tellsvon Exon 1 zur weiteren Analyse (D.9.3) zu klonieren.

In diesem Abschnitt wurde nur die Analyse des 5'-Bereichs vor dem Exon 1 des HCII beschrieben, da die
aquivalente Untersuchung fir den Intron 1-Bereich schon unter einer anderen Fragestelung im Punkt D.4.2
beschrieben ist. Die Abbildung 45 unter Punkt E.3.2 zeigt u.a. die Lage der repetitiven Elemente im mensch-
lichen Intron 1-Bereich.

D.9.3 Promotoranalyse der 2,3 kB-Transkripte

Die erste Uberpriifung einer Region vor dem HCII-Exon 1 fand mittels des Promega Dual-
Luciferase-Reporter-Systems auf regulatorische Elemente hin statt. Zu diesem Zweck wurde
en 2,2 kB grof3es Fragment, welches einen Teil von Exon 1 mit einschlief3, vor das Photinus
Luciferase-Gen kloniert (PCR-Produkt der Primer Mst92-Mst94, siehe Abbildung 39). Die
Luciferase-Aktivitét, die dieses Plasmid (pPBK60; gezeigt in G.1.3, Abbildung 55) in einer
Leberzellinie (HepG2) bewirkt, wurde im Vergleich zu Negativkontrollen (nichttransfizierte
Zdlen, Plasmid ohne Insert: pGL3Basis) bestimmt. Als Positivkontrolle dienten Ansétze mit
dem Plasmid pGL3Control. Dieses Plasmid entspricht dem pGL3Basis-Plasmid mit einem
zusitzlichen SV40-Enhancer und dem SV40-Promotor vor dem Luciferase-Gen.’®® Um die
Ergebnisse beziglich der Transfektionseffiziens zu normieren, wurde jeweils ene
Kotransfektion mit einem Referenzplasmid™® durchgefiihrt (C.2.13.2). Da die jeweiligen
Plasmide unterschiedliche Gréfien aufweisen, wurde nicht die gleiche quantitative Menge,
sondern die gleiche molare Menge der Plasmide in den Ansdizen verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte mit jewells zwel bis drel parallelen Transfektionsansdtzen, um die
Standardabweichung ermitteln zu kénnen. Die Messungen der Ansdtze ergaben nach zwel
unabhangigen Vorversuchen die folgenden Werte (Tabelle 40, Abbildung 40).

Tabelle 40: Uberpriifung einer 2,2 kB-Sequenz auf Funktion als Promotorbereich

Ansatz |Plasmid RLUsabsolut |RLUsabsolut |RLUsnormiert |Mittelwert + SD
Photinusluc | Renillaluc 1 photinys luc Photinus luc
(kotransfiziert) (- 1000)
Negativ |pGL3Basis 689 11587 59 71+ 11
893 10881 82 (71 + 16 %)
Positiv | pGL3Control 193011 12808 15070 13752 * 2163
198564 12824 15484 (13752 + 16 %)
134642 12581 10702
HCII®  |pPBK60 938 22610 41 48%5
1604 30405 53 (48 =10 %)
768 15819 49

Die RLU-Werte (relative light units) fir die Photinus Luciferase (Photinus luc, Testreportergen) wurden
normiert (‘RLU normiert’), indem sie durch die Werte fur die Renilla Luciferaseaktivitét geteilt wurden. Um die
Werte anschaulicher zu machen, wurden die erhaltenen Zahlen auf3erdem mit 1000 multipliziert und gerundet.

183 Promega, 1998
184 pRL-TK: Enthalt das Renilla Luciferasegen mit einer andere Substratspezifitét (G.1.2, Abbildung 54)
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Abbildung 40: Uberpriifung einer 2,2 kB-HCII-Sequenz auf Funktion als Promotorbereich
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In der Abbildung sind die normierten RLU-Daten aus Tabelle 40 graphisch dargestdllt. Eine Spalte zeigt jeweils
parallele Messungen.

Neben den unten aufgefiihrten Messungen wurde auch die Luciferaseaktivitéat von weiteren
Negativkontrollen bestimmt (nichttransfizierte Zellen und Plasmid mit einem entsprechenden
Insert in umgekehrter Orientierung). Samtliche Negativkontrollen zeigen alerdings ahnliche
Ergebnisse, so dal? sie hier nicht aufgefiihrt sind. Der Mittelwert und die Standardabwei chung
sind ebenfalls in Tabelle 40 angegeben. Der Tabdlle ist zu entnehmen, dald Transfektionen
und Messungen von gleichen Ansétzen Werte mit einer Standardabweichung von bis zu 16 %
ergeben. Diese Abweichungen entsprechen den normalen Schwankungen bel dieser Methode.
Die Werte fur die Postivkontrolle (pGL3Control) zeigen, dal3 ein Plasmid mit dem
Photinus Luciferasegen und einem intakten Promotor und Enhancer eine starke Luciferase-
aktivitdt in HepG2-Zedlen bewirken kann. Demgegeniber zeigt das klonierte HCII-Gen-
fragment (2,2 kB incl. eines Tells von Exon 1) fur sich allein keine Promotorfunktion, da die
gemessenen Werte mit der Negativkontrolle vergleichbar sind (siehe Abbildung 40).
Wahrscheinlich enthélt die klonierte 2,2 kB grof3e Sequenz nicht den vollstandigen Promotor-
bereich des HCII-Gens. E scheinen wichtige essentielle Regionen (und eventuell ebenfalls
weitere Enhancer-Sequenzen) zu fehlen, die fur die Transkription des Gens notwendig sind.
Eine weitere Mdoglichkeit der fehlenden Transkriptionsaktivierung konnte durch einen
Silencer bewirkt sein, der ebenfalls innerhalb der klonierten Sequenz liegt. Allerdings sollte
ein Slencer innerhalb einer Promotorregion eines in der Leber transkribierten Gens in
HepG2-Zdlen inaktiv sein. Somit scheidet diese Moglichkeit aus, sofern nicht angenommen
wird, dald die HepG2-Zdlinie sich deutlich von priméren Leberzellen unterscheidet. Die
mogliche Position essentieller Promotorsequenzen wird im Tell E.4.3.1 diskutiert.
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E. Diskussion

Die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit ist in folgende Telle gegliedert:

In dem Abschnitt E.1 werden zuerst die gefundenen und bekannten Exon/Introngrenzen der
HCIlI-Gene von Ratte, Maus und Mensch kurz dargestellt. Im Abschnitt E.2 werden die
enzenen 5-Beeiche der HCII-Gene verglichen und Aussagen zu den mdglichen
Mechanismen der Verdnderungen gemacht. Eine Diskussion zu den erhaltenen Ergebnissen
des cDNA-Alignments wird unter Punkt E.3 durchgefihrt und die Ergebnisse der
Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte vom menschlichen HCII-Gen werden im
Abschnitt E.4 diskutiert. Das Ergebnis der Promotoranalyse wird im Punkt E.4.3 analysiert
und eine abschliel3ende graphische Zusammenfassung der HCII-Genstrukturen wird im Teil
E.5 gegeben.

E.1 Nachweisvon Exon/Introngrenzen

Die Exon/Intronstruktur der aj-Antitrypsin-Gruppe innerhalb der Serpin-Genfamilie ist
verhdltnisméllig stark konserviert. Die in dieser und friheren Arbeiten erhaltenen Daten
zeigen jedoch, dal3 innerhalb dieser Gruppe die Struktur des HCII-Gens variabel ist. Die
durchgeftihrten Untersuchungen bei der Ratte, bei der Maus und beim Menschen lassen einige
Schluf¥folgerungen hinsichtlich der Mechanismen zu, die diese Veranderungen verursacht
haben konnten.

Waéhrend im folgenden unter Punkt E.1 die unterschiedlichen 5 -Genstrukturen nur grob
dargestellt werden, werden die detaillierten Sequenzen der Grenzbereiche schliefdlich unter
Punkt E.2.4 (Abbildung 46 und folgende) gezeigt und besprochen.

E.1.1 Exon/Introngrenzen im 5 -Bereich desHCI1-Gens der Ratte

Die Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich des HCII-Gens der Ratte wurden teilweise vor dieser
Arbeit von Westrup und Ragg'® analysiert. Es liegen zwei unterschiedliche HCII-Transkripte
vor. Das langere Transkript enthdt ene kurze Sequenz, die in den anderen Arten nicht
nachgewiesen werden kann und (Uber einen Vergleich mit der Intron 1-Sequenz) auf en
alternatives Spleif3en zurickzufihren ist. Ein Tell der mRNAs enthdt also ein zusétzliches
Exon (Ergebnis der entsprechenden RT-PCRs fir die mHCII-mRNA: D.2, Abbildung 21 und
fur die hHCII-mRNA: D.4.3, Abbildung 24). In der Abbildung 41 sind die Exon/Intron-
grenzen der beiden moglichen Transkripte dargestellt.

Abbildung 41: 5’ -gaelegene Exon/Introngrenzen im Ratten-HCII-Gen

Exon 1 Intron 1A Exon 1B Intron 1B Exon 2
. . . AGGCACAGAG CGGCTTTAGC. . .
... AGGCACAGAG——— TGAGCAACAG. . . CCTGTCTCAG— CGGCTTTAGC. . .

In der Abbildung sind nur jeweils 10 Bp der angrenzenden Exons dargestellt. Die vollsténdige Intronsequenz
kann der Tabelle 18 enthommen werden. Die Sequenzen der angrenzenden Bereiche sind in den Abbildungen
unter Punkt E.2.4 genauer gezeigt.

185 \Westrup & Ragg, 1994



E. Diskussion E.1 Nachweis von Exon/Introngrenzen 120

E.1.2 Exon/Introngrenzen im 5 -Bereich desHCII1-Gensder Maus

Vor dieser Arbeit war bereits bekannt, dald ein dem Menschen (E.1.3), bzw. der Ratte (E.1.1)
vergleichbares mMRNA-HCII-Transkript in Maus-Leberzellen vorhanden ist.

Die mogliche Existenz eines zusitzlichen Exons oder Veranderungen der Genstruktur im
Verlauf der Evolution lassen sich mittels RT-PCR-Reaktionen nachweisen. Zu diesem Zweck
wurden in zwel verschiedenen PCRs mit Primerpaaren, deren Produkt vom ersten Exon bis
zum zweiten Exon reicht, der dazwischen liegende Bereich der HCII-cDNAs amplifiziert. Es
ist jeweils ein PCR-Produkt mit einer Lange von 117 Bp (Mst12-Mst36) bzw. ein Produkt der
Lange 106 Bp (Mst4-Mst36) zu erwarten. Wie der Abbildung 21 zu entnehmen ist, entstanden
diese Produkte und auch jeweils ein zweites Produkt, das etwa 140 Bp langer ist. Das kleine
Fragment wurde Uber eine PCR und Klonierung gereinigt wahrend die Reinigung des
groferen Fragments durch eine RT-PCR mit einem Antisnn-Primer, der vor dem bekannten
Exon 2-Beginn bindet, erfolgte.

Anschlief3end wurde das erhaltene Produkt in einer weiteren PCR als Megaprimer verwendet,
um es fir die Sequenzierung zu verlangern. In den nachfolgenden direkten Sequenzierungen
von PCR-Produkten beider cDNAs lief3en sich zwel verschiedene Exon/Introngrenzen
nachweisen. Die Sequenzierung des PCR-Produkts der erwarteten Lange ergab eine
Exon/Introngrenze, die an der homologen Stelle zum Exon 2-Beginn in der Ratte liegt. Das
zweite PCR-Fragment zeigt nicht eéinen zum Exon 1B der Ratte entsprechenden Bereich,
sondern eine Verlangerung des Exon 2 von 127 Bp (siehe D.2, Abbildung 23 und D.3.1,
Tabelle 21) in das Intron 1 hinein. In der Maus kommt es also beim HCII-Gen zu einem
alternativen Spleif3en am Beginn von Exon 2, das bei den anderen untersuchten Arten nicht
stattfindet. In der nachfolgenden Abbildung sind die Exon/Introngrenzen in diesem Bereich
schematisch dargestelIt.

Abbildung 42: 5'-gel egene Exon/Introngrenzen im Maus-HCI1-Gen

Exon 1 Intron 1 Exon 2
.. . AGGTACAGAG CAGCTTTAGC. . .
.. . AGGTACAGAG ATAGCTGGTG. . .

In der Abbildung sind jeweils 10 Bp der angrenzenden Exons gezeigt. Die vollsténdige Intronsequenz kann der
Tabelle 21 entnommen werden. Die Sequenzen angrenzenden Bereiche sind in den Abbildungen unter Punkt
E.2.4 genauer dargestdt.

E.1.3 Exon/Introngrenzen im 5 -Bereich des HCI1-Gens des M enschen

Von Ragg™ und Herzog et al.*® wurden vor dieser Arbeit die Exon/Introngrenzen des HCII-
Gens des Menschen analysiert. Ein aternatives Spleif3en wie bei der Maus oder bei der Ratte
konnte bisher nicht gefunden werden (D.4.3). Allerdings konnten Transkripte in sehr geringer
Konzentration gefunden werden (Abbildung 27 und Skizze), die nicht das Exon 1 enthalten,
stattdessen jedoch ein verlangertes Exon 2 aufweisen (Exon 1*). In der Abbildung 43 sind die
Exon/Introngrenzen des Haupttranskripts abgebildet. Da die langeren Transkripte eine
Vidzahl von Startpunkten zu haben scheinen, sind siein der Abbildung nicht dargestelit.

186 K amp & Ragg, 1999
187 Herzog et al., 1991
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Abbildung 43: 5’ -gda egene Exon/Introngrenzen im menschlichen HCII-Gen

Exon 1 Intron 1 Exon 2
. . AGGCACAGAG CGGCTTTAGC. . .

In der Abbildung ist der 5'-Bereich des vorherrschenden menschlichen HCII-Transkripts (beziglich der
Konzentration an Transkripten in Lebergewebe) schematisch dargestellt. Es sind nur jeweils 10 Bp der
angrenzenden Exons eingezeichnet. Die Sequenzen dieser Bereiche sind in den Abbildungen unter Punkt E.2.4
genauer gezeigt.

E.1.4 Vergleich der Exon/Introngrenzen im 5'-Bereich desHCII-Gens

Die unterschiedlichen Exon/Intronstrukturen des HCII-5 -Bereichs von Maus, Ratte und
Mensch sind in dem nachfolgendem Schema (Abbildung 44) zusammengefald. Eine
vergleichende Darstellung der gesamten Genstrukturen ist unter Punkt E.5.1 in Abbildung 52
gegeben.

Abbildung 44: 5'-Genstruktur von HCII

Exon 1 Exon 1B Exon 2
Maus a) _| /7 /4/ _‘
b) + /7 /7 :-‘ — Intron
Ratte a) _| _F // // _‘
b) MFD—/ : -y
Mensch a) / / _‘
b) j// ‘h . trand atiertes Exon

Exon

L O

Exon mit verschiedenen
Startpunkten

E.2 Alignment von Intron 1-Sequenzen von Heparinkofaktor 11

Da die Exon/Intronstruktur bei HCIl im Bereich von Intron 1 gerade bei den nahverwandten
Arten Maus und Ratte weniger stark konserviert ist, liegt die Frage nahe, durch welche
Mechanismen sich im Verlauf einer sehr kurzen evolutiven Zeitspanne (41 Millionen Jahre)'®®
die Struktur geéndert hat. Daher wird die HCII-Intron 1-Sequenz in dieser Abeit analysiert.
Fur die Analyse der Intron 1-Bereiche und die Veradnderungen, die sich im Verlauf der
Evolution abgespielt haben, werden nachfolgend die Sequenzen auf verschiedene Weise
verglichen und ausgewertet. Zuerst werden die allgemeinen Daten der Introns betrachtet,
daran anschlief3end die Intronstrukturen, und dann werden direkt wichtige Mutationen in den
Sequenzen dargestellt. Abschlief?end wird ein Vorschlag fur die unterschiedliche HCII-
Exon/Intronstruktur in den einzelnen Arten aufgrund der eingetretenen Verdnderungen
gegeben.

188 K umar & Hedges, 1998
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E.2.1 Statistische Daten desIntron 1

DasHClI-Intron 1 der Maus ist 4842 Bp lang. Die entsprechenden Intronsequenzen von Ratte
und Mensch haben eine Lange von 4348 Bp bzw. 5151 Bp. Das bedeutet Langenunterschiede
der Sequenz der Maus von +10 % gegenuiber der Ratte und -6 % gegeniber dem Menschen.
Die Sequenzen zeigen keine auffaligen Abweichungen bezlglich des GC-Gehalts (Maus:
41 %, Ratte 44 % und Mensch 45 %) von eukaryotischen Genomen. In nicht-kodierenden
Regionen liegt der GC-Gehalt unter 50 %, da ein hoher Antell des Genoms repetitive
Sequenzen enthélt, die reich an AT-Basenpaaren sind.*®°

Die Anzahl und der prozentuale Anteil der einzelnen Nukleotide ist in der folgenden Tabelle
41 zusammengefaldt. Wie leicht zu erkennen ist, treten keine groferen Schwankungen in den
Nukleotid-Relationen auf. Bemerkenswert ist, dald in der Sinn-Sequenz der DNA bzw. in der
pr&mRNA A-Nukleotide h&ufiger vorkommen als T-Nukleotide. Auf3erdem kommen C-
Nukleotide haufiger (mit Ausnahme der menschlichen Sequenz) als G-Nukleotide vor.

Tabdle 41: Nukleotide im Intron 1 vom Heparinkofaktor 11-Gen

Anzahl der Nukleotide prozentualer Antell
A C G T A C G T
Maus 1557 1098 888 1299 32 % 23 % 18 % 27 %
Ratte 1287 1018 903 1140 30 % 23 % 21 % 26 %
Mensch 1454 1147 1148 1402 28 % 22% 22 % 27 %

Die Intron 1-Sequenzen, die diesen Daten zu Grunde liegen, wurden dieser Arbeit (Maus, Ratte) bzw. der
Veréffentlichung von Herzog et al.*®” entnommen.

Der Antell von repetitiver DNA in der Intron 1-Sequenz variiert stérker (siehe Tabelle 28).
Bel der Maus bestehen etwa 36 % der Gesamtsegquenz aus bekannten Elementen (davon 2/3
komplexe Wiederholungen), der Anteil bei der Ratte liegt hingegen nur bel 28 % (davon etwa
3/4 komplexe Wiederholungen). Beim Menschen ist mit 42 % der weitaus grofdte Antell
vorhanden (fast ausschliefdlich komplexe repetitive Elemente). Es gibt Beispiele fir eine
Zunahme der repetitiven Elemente in einer Sequenz wahrend der Fortentwicklung ener
Art.**° Allerdingsist die Anzahl der erkannten Alu-Elemente (beziehungsweise Alu-ahnlichen
Elemente: B-Elemente bel Maus und Ratte), die jeweils den grofdten Teil der repetitiven DNA
ausmachen (mHCII: 16 %, rHCII: 17 %, hHCII: 32 %), anndhernd konstant. Es existieren
jewells sechs Alu-Elemente bei Maus und Mensch und finf solcher Bereiche bei der Ratte.
Wéhrend beim Menschen nahezu die gesamten repetitiven DNA-Elemente aus Alu-Repeats
bestehen, betragt deren Anteil bel Maus und Ratte nur etwa die Hélfte. Bel diesen Arten
kommt ein grof3erer Tell von ‘einfachen Wiederholungen’ vor, die beim Menschen im HCII-
Intron 1 nicht vorhanden sind.

Abschlief?end kann gesagt werden, dal? sich aus den allgemeinen Daten eine starkere
verwandtschaftliche Beziehung zwischen Maus und Ratte erkennen [&M3t, aber keine Hinweise
auf die veranderte Exon/Intronstruktur erhalten werden.

189 K nipperset al., 1990
190 Brookfield, 1995; Kass et al., 1997
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E.2.2 Vergleich der theoretischen mit den naturlichen Introngrenzen

Aus den Daten von D.1.2 und D.3.3 1&8/% sich entnehmen, dal3 funf bis sieben mogliche 5'-
Intron-Spleif3grenzen pro 1000 Bp erkannt werden (Maus: 7,2, insgesamt: 35 Stellen; Ratte:
5,3, insgesamt: 23 Stellen; Mensch: 6,4, insgesamt: 33 Stellen). Dagegen werden etwa drel
mogliche Stellen je 1000 Bp fir die 3 -Introngrenze (Maus und Mensch: je 3,1, insgesamt: 15
bzw. 16 Stellen; Ratte: 3,0, insgesamt: 13 Stellen) gefunden. Daraus folgt, daf3 nach den
bekannten Daten'?® (siehe C.2.1), auf denen die Programme beruhen, 10 bis 30mal mehr
potentielle 5’ -Stellen von dem Programm bel Maus und Mensch (nur etwa zehnmal sovid bei
Ratte) vorgeschlagen werden, a's (experimentell belegt) in der Zelle erkannt werden.

Fur die 3'-Seite der Introns verléauft die Erkennung realer Grenzen spezifischer. Bei Maus und
Ratte werden nur etwa siebenmal so viele Grenzen erkannt, wie tatsachlich vorhanden sind.
Da beim Menschen kein alternatives Spleif3en bekannt ist, ist hier das Verhdltnis der zuvie
erkannten Grenzen etwa doppelt so hoch. Es &3t sich also erkennen, dal3 nach heutigem
Wissen vide Mdoglichkeiten fur zusdtzliche Exons bzw. Exonbereiche in dieser Sequenz
gegeben sind. Die tatséchlich genutzten Grenzen entsprechen nicht unbedingt den jewells
besten aus der Konsensussequenz abgeleiteten theoretischen Grenzen. Fur die bei den drei
Arten an gleicher Position liegenden 5 -Introngrenzen liegt die Ubereinstimmung mit der
Matrix zwar jeweils sehr hoch bel 92 %, das alternativ gespleif3te Exon 1B der Ratte hat aber
an seinem Ende eine SpleiRstelle, die nur zu 49 % mit der Matrix Ubereinstimmt. Vidleicht
liegt hier der Grund dafiir, dald nur ein Tell der Transkripte dieses Exon enthdlt.

Die in etwa an der gleichen Position bei allen Arten gelegene 3'-Spleilstelle weist eine
Ubereingtimmung mit der Matrix von 73 % bis 88 % auf. Dabe ist in auffaliger Weise die
beste Ubereinstimmung mit 88 % zur Matrix beim Menschen gegeben (siehe D.3: Tabelle 25,
E.2.4.3: Abbildung 48). Hier kommt es zu keinem alternativen Spleif3en. In Maus und Ratte,
bei denen die Ubereinstimmungen schlechter sind, kommen (bei enigen Transkripten)
verdnderte Grenzen vor. So wird bel der Maus teilweise eine 3'-Spleil3stelle verwendet, die
stromaufwarts kurz vor der algemeinen Position liegt. Das zusétzliche Exon 1B der Ratte
enthdlt an seinem 5'-Ende eine fast optimal mit der Matrix Ubereinstimmende Grenze, diein
diesem Bereich ein Exon extrem wahrscheinlich macht.

Um einer Beantwortung der Frage ndherzukommen, warum nur die experimentell nach-
gewiesenen Teile der Sequenzen als Exons erkannt werden, bendtigt man also weitere
Informationen Uber Intron- bzw. Exonerkennung. Zuerst wurden die Sequenzen auf
potentielle Bindungsstellen von eventuell noch unbekannten (Spleif3-)Faktoren hin Uberpruft.
Da kein spezidlles Programm fir diese Suche existiert, wurde stattdessen ‘Matlnspector’
verwendet. Dieses Programm sucht zwar nach Transkriptionsfaktoren, die nicht an
einzelstréangige RNA binden, aber bei der grof3en Zahl der mittlerweile bekannten Faktoren
und Matrizen ist es moglich, dal3 es Ubereinstimmende Bindungssequenzen gibt. Eventud|
gibt es auch gemeinsame Bindungsmotive von Spleil3- und Transkriptionsfaktoren.
Anschlief3end wurde das Muster des Auftretens in den Sequenzen der drei Arten verglichen.
Bei einer Ubereinstimmung der Matrizenmuster zwischen den drei HClI-Intron 1-Sequenzen
wurden zusdtzlich andere Serpin-Introns Uberprift. Es konnte jedoch kein einheitliches
Muster gefunden werden.

Eine andere Mdglichkeit fur die Nutzung suboptimaler Spleil3stellen konnte darin bestehen,
dai3 ihre Sekundérstruktur optimal fur den SpleiRvorgang ist. Es ist sehr wahrscheinlich, dai3
die pr&mRNAs Ruickfaltungen bilden, die den Zutritt von Spleil¥faktoren zur pr&mRNA
begiingtigen. Fir die Uberprifung auf kleine Sekundarstrukturen wurde die Sequenz mit den
Programmen ‘Oligo 4.0’, einem selbstgeschriebenen Programm (nicht aufgefthrt) und
‘Mfold’'*** untersucht. Die beiden erstgenannten Programme ermitteln in kurzen Sequenzen
kleine intramolekular komplementére Bereiche.
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Fur die Suche wurden 25 Bp und 50 Bp lange Sequenzbereiche mit dem Rest der Sequenz
verglichen. Eine Ubereinstimmung einer Sequenz wird ausgegeben, falls mindestens die
Hélfte der Basen in diesem Bereich komplementér sind, falls es mindestens funf komple-
mentéare Basen hintereinander gibt und ene Faltungstemperatur (berechnet nach der
Annealingtemperatur fir Primer: siehe PCR, abziglich von Fehlpaarungen) von mehr as
30 °C vorhanden ist. Obwohl eine Haufung von kleinen (moglichen) Haarnade strukturen an
der 5'-Grenze von Introns zu erkennen gewesen ist (die haufig auch das Ende des Exons mit
einschlofy), konnten keine einhetlichen Strukturen fur alle untersuchten Introns gefunden
werden. Zusitzlich wurde mit dem Programm ‘Mfold’ " die mRNA-Sekundarstruktur in
einen Bereich von jeweils 500 Bp Uber die Exon/Introngrenzen hinweg berechnet. Da jeweils
eine grof3e Zahl von moglichen Strukturen mit annéghernd gleicher Energie dlein fur eine
Sequenz ausgegeben werden, lassen sich auch mit diessm Programm keine endeutig
Ubereinstimmenden Strukturen erkennen. Beim Menschen oder bel der Maus wird kein
zusétzliches Exon in der zur Ratte homologen Sequenz erkannt (z.B. Uber die Verwendung
von weiter entfernt liegenden moglichen Spleil3signalen). Wahrscheinlich ist hierfir die
Sekundérstruktur der gesamten Intronsequenz verantwortlich, die nur in dem spezidlen
Bereich eine Exonerkennung erlaubt. Vidleicht besteht nur in dem HCII-Intron der Ratte
durch eventudll weiter entfernt liegende inserierte (bzw. fehlende) repetitive Elemente die
Maoglichkeit fur eine Exonerkennung (s.u.). Die Frage, warum en zusétzliches Exon in der
Sequenz der Ratte erkannt wird und warum bei der Maus das 5’ -Ende von Exon 2 in enigen
Transkripten verlangert ist, kann also mangels bekannter weiterer Kriterien definitiv nur
bezliglich des definierten, lokalen Sequenzbereichs beantwortet werden. Im Punkt E.2.3 wird
dennoch versucht Intronbereiche zu identifizieren, die Uber grofRRere Distanz verénderte
SpleiRstellen bewirken kénnten.

E.2.3 Vergleich der Gesamtstruktur von Intron 1

In diesem Abschnitt wird die Struktur der Intron 1-Sequenzen verglichen, und es wird kurz
auf die grol3eren allgemeinen Mutationen in den Sequenzen eingegangen, die entweder die
eine oder die andere Veranderung der Exon/Intronstruktur des Gens fir diesen Bereich
bewirken konnten. In den nachfolgenden Unterpunkten (E.2.3.1, E.2.3.2) werden spezielle
Aussagen zu den Regionen um das Exon 1B und das 3'-Ende des Exons gemacht, die sich auf
Verénderungen im Nahbereich dieser Regionen beziehen. In dem Abschnitt E.2.4 werden
schliefdich detailliert die Sequenzen der jeweiligen Exon/Introngrenzen verglichen. Im
folgenden wird das Alignment der Sequenzen von Intron 1 von Ratte, Maus und Mensch
unter Punkt D.4.1 diskutiert. Daher wird kurz auf die Signifikanz einer Ubereingtimmung von
DNA-Sequenzen eingegangen. Werden zwel gleich lange Datenfolgen verglichen, die aus
vier verschiedenen Zeichen rein zuféllig zusammengesetzt sind, so stimmen sie zu 25 % (4™)
Uberein. Werden drei dieser Zeichenfolgen verglichen, so liegt die rein zufallige Ubereinstim-
mung bei nur noch 6,25 % (4%). Zu beachten ist, dal3 ein Alignment teilweise mit unterschied-
lich langen Segquenzen durchgefiihrt wird. An verschiedenen Positionen werden Licken
eingefiigt, die nicht an dieser, stattdessen jedoch an anderen Stellen eine Ubereinstimmung
ermoglichen. Die Einfugung von Licken beim Alignment veréndert nicht die berechnete
Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen. Firr die weiteren Betrachtungen wird also das
Alignment mit eingefuigten Sequenzliicken verglichen. Bei der menschlichen Sequenz wurden
funf grolRe Insertionen entfernt. Dementsprechend ist die Ubereinstimmung zu den anderen
Sequenzen erhoht (Alignment-Positionen: 421, 1828, 2258, 3683 und 4237).

9http://bibiserv.techfak.uni-bielefel d.de/mfold/; Mathews et al ., 1998; Zuker & Stiegler, 1981; Zuker, 1989
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Anderersaits kann die Insertion eines Elements as nur eine einzige Mutation gerechnet
werden, so dai’ die Ubereinstimmung bei Maus und Ratte in diesem Fall wesentlich hoher
liegt. Aus diesem Grund wird bei den folgenden prozentualen Anteilen ein zweiter, sich
darauf beziehender Wert in Klammern angegeben. Dieser Wert wurde um vier grof3e
Insertionen korrigiert, die jeweils nur in einer Sequenz vorkommen (Positionen im
Alignment: 541->737, 1103->1304, 2709->3074, 4953->5239). Die Summe dieser
Positionen wurde von der Gesamtzahl der Alignment-Positionen abgezogen (5745-1052 =
4693) und die Ubereingtimmungen auf diesen Wert bezogen. Deshalb gibt der Wert in
Klammern ein besseres Bild der Sequenzidentitét. Nachfolgend sind die Ubereinstimmungen
kurz tabellarisch aufgefiihrt.

Tabdle 42: Verwandtschaft der Intron 1-Sequenzen des HCII-Gens

Mensch Maus
Ratte 46 % (57 %) 56 % (68 %)
Maus 33 % (40 %)

Eine Ubereinstimmung liegt bei Maus und Ratte an 3202 Positionen (von 5745) vor. Das
entspricht einer Sequenzidentitét von 56 % (68 %). Diese Werte liegen deutlich Gber einer
zufélligen Ubereinstimmung. Der Wert fir den Vergleich der Sequenzen von Ratte und
Mensch liegt mit 2667 Positionen bei 46 % (57 %). Bei einem Vergleich der Sequenzen von
Maus und Mensch erhélt man eine niedrigere Ubereinstimmung von 1892 Positionen, dies
entspricht 33 % (40 %). Alle Werte zeigen somit eine signifikante Ubereinstimmung.
Abweichende Werte sind groftenteils durch die groRen und kleinen Insertionen in den
einzelne Sequenzen begriindet, die sich nicht zuordnen lassen. Eine Ahnlichkeit der drei
Sequenzen wird ebenfalls gut durch die Summe der Ubereinstimmungen einzelner Positionen
aller Sequenzen belegt. Es gibt 1310 in allen Introns identische Positionen, also 23 % (28 %)
Ubereinstimmung. Dies entspricht einer 3,5fach bzw. 4,5fach héheren Ahnlichkeit, als bei
rein zufalligen Sequenzen zu erwarten ist.

Unter dem Abschnitt E.2.2 wurde bereits erwahnt, dal3 Exons bzw. Introns wahrscheinlich
nicht nur Uber die lokalen Spleil3signale erkannt werden, sondern eventuell auch Uber andere
Strukturen des Introns. Mégliche Sekundarstrukturen der mRNA werden durch Insertionen
bzw. Deletionen von repetitiver DNA und weniger durch Punktmutationen beeinfluft.

Falls eine andere Exon/Intronstruktur in den einzelnen Arten durch die veranderte Intron 1-
Struktur bedingt ist, gibt es dafir mehrere Moéglichkeiten (siehe Abbildung 45). Obwohl das
menschliche Intron 1 Ahnlichkeiten mit den anderen Sequenzen aufweist, wie z. B. anhand
des L1-Fragment an Position 0,3-0,8 kB, oder des MIR-Elements im Bereich 3,2 kB zu
erkennen ist, so ist die Struktur durch grof3e Insertionen und Deetionen im Vergleich zu
Maus und Ratte doch stark verandert.

Ein Beispiel dafur, dal? eine grofiere Insertion Einflusse (Uber die mRNA-Struktur) auf die
Genstruktur haben kann, wurde von Milhardt'*? gegeben. Eine Insertion eines L1-Elementes
in das funfte Intron des glyrb-Gens fuhrt in der spastischen Maus zu einem Skipping von
Exon 4 und 5, obwohl die Spleil3stellen unverandert erhalten sind. Um genauere Aussagen
machen zu kdnnen, werden im folgenden vor allem die @nlichen Introns von Maus und Ratte
verglichen. Das Alignment der Intron 1-Sequenzen im Tell D.4.1 ermoglicht keinen guten
Uberblick tber die Verteilung von repetitiven Elementen in den Sequenzen, aus diesem
Grund ist in der Abbildung 45 ein Schema der Intron 1-Struktur des HCII-Gens der
behandelten Arten gegeben.

192 Milhardt et al., 1994
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Abbildung 45: Schematische Darstellung repetitiver Elementeim Intron 1 des HCII-Gens

Exon 1 Intron 1 (Exon 1B) Exon 2
0 1 2 3 4 5 6 kB
1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
Maus ~Je—E=m, . L @& Soss @ " .-:l-.-.gj‘

Ratte Tl R == 8 = = 8 ,f= =

Mensch _Je—d P— —r—p o —
== [ =] ==

Legende

« —> Intronbereich mit Deletion (>20Bp) = LINEs, L1-Element-Fragmente
E== Jdifferentiell gespleifter Exonbereich =~ ™= SINEs, Alu- bzw. B-Elemente, MIRs

B onsaiceter Exonbereich &= URRI1-Elemente
[ nicht trandatierter Exonbereich 3 ‘Simple-Repeats
A Insertion beim Mensch ( >20Bp) === Direkte Sequenzwiederholungen

Die roten Linien markieren vergleichbare Sequenzabschnitte in den drei untersuchten Arten. Das MIR-Element
an Pogition 3,2 kB wird nur in der menschlichen Sequenz von dem Programm ‘ RepeatMasker2’ erkannt (D.4.).
Allerdingsist dem Alignment unter Abschnitt D.4.1 zu entnehmen, daR es deutliche Ubereinstimmungen mit der
Sequenz in Maus und Ratte gibt. Aus diesem Grund sind auch fir Maus und Ratte die Zeichen fir SINEs an
dieser Position eingetragen.

Funf groRRere Unterschiede in der Sequenz fallen bei einem Vergleich der ersten Introns der
HCII-Gene von Maus und Ratte auf.

Der diesbeziiglich am weitesten 5 gelegene Bereich umfaldt eine grof3e Insertion (246 Bp)
eines (CA) -Repeats in das L1-Fragment der Maus bel etwa der Position 0,6 kB (bzw. eine
entsprechende Deletion in der Sequenz der Ratte). (CA),-Wiederholungen konnen unter
bestimmten Bedingungen eine Linksgangigkeit der DNA bewirken und Rekombinations-
ereignisse verstirken.’ AuRerdem sind Zusammenlagerungen von zwei Doppelhelices
moglich.*** Ein derartig groRes (CA),-Repeat wurde in anderen Sequenzen meines Wissens
nach noch nicht gefunden. Eine intakte Sequenz dieser Lange wirde die DNA sehr stark far
Rekombinationsereignisse anfalig machen, allerdings weist dieses (CA).-Repeat vide
Mutationen auf, so da3 die DNA-Konformation weniger beeinflul®t wird. Ein weiteres,
kirzeres und héher konserviertes (CA),-Repeat kommt bel Maus und Ratte im 3'-Bereich des
Introns vor (ab Position 4028 bel der Maus mit einer Lange von 63 Bp und ab Position 3801
be Ratte mit einer Lénge von 120Bp). Fir die von dieser Sequenz transkribierte
einzelstrangige mRNA mit (CA).-Wiederholungen ist alerdings keine Sekundéarstruktur-
bildung bekannt. Sofern also nicht genau das Fehlen einer moglichen Rickfaltung (die bei
anderen Sequenzen mit hoherer Wahrscheinlichkeit vorkommt) in diesem Bereich ene veran-
derte Exon/Intronstruktur bewirkt, hat diese Mutation fir die mRNA keine Auswirkungen.

19 Hamada et al., 1984; Wahlset al., 1990
1% Gaillard & Strauss, 1994
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Weiterhin gibt es Insertionen von B-Elementen in das Ratten-Intron 1 (Position 1103 bis
1344) und von Position 2709 bis 3074 in der Maus (bzw. eine Deletion in den jeweiligen
Sequenzen der Maus bzw. der Ratte).

Unter dem Gesichtspunkt von unterschiedlichen Genstrukturen zwischen Ratte und Maus ist
beachtenswert, dal? ein inseriertes B-Element unter Umstdnden eine artifizielle SpleiRstelle
bewirken kann.'*> Eventuell bedingen somit inserierte SINEs die veranderten Exon/Intron-
grenzen. Bel beiden Introns besteht etwa 3 kB (siehe Abbildung 45) nach den zuséizlich
vorhandenen B-Elementen eine in den anderen Arten nicht erkannte 5'-Exongrenze. Da
jedoch mehrere B-Elementfragmente in diesen (wie auch vidlen anderen) Introns vorkommen,
andererseits jedoch viele Introns keine derartigen Fragmente aufweisen, muld eine
Veranderung der Exon/Intronstruktur (allein) durch eine Insertion der Elemente bezweifelt
werden.

Eine weitere Insertion (bzw. eine Deetion in der Sequenz der Rattel) eines repetitiven
Elementes, in diesem Fall ein URR1-Element, liegt zwischen den Positionen 4952-5210 in
der Intronsequenz der Maus vor. Das zusétzliche Exon in der Ratte kann durch diese Insertion
wahrscheinlich nicht bewirkt werden, denn beim Menschen existiert dieses Element sowie das
zusdtzliche Exon ebenfalls nicht. Allerdings besteht die Mdoglichkeit, da3 enige der
zahlreichen anderen Sequenzunterschiede beim Menschen die Erkennung eines Exonbereichs
verhindern. Eine Auswirkung auf die etwa 0,5 kB entfernte, alternativ gespleiflite 5 -Exon-
grenze des Maus-HCII-Gens bleibt allerdings mdglich.

Eine interessante kleinere Insertion ist in der Ratte ab Position 1449 (bis Position 1648)
gegenlber der Maus vorhanden Uber eine vierfache Wiederholung eines 35 Bp-Sequenz-
Motivs. Diese Sequenz zeigt Ahnlichkeiten zu Bindungsstellen von bekannten Transkriptions-
faktoren (GATA, S8 und NF1; siehe Skizze). Nachfolgend ist der Sequenzabschnitt so
dargestellt, daf3 man die wiederholten Bereiche gut erkennen kann.

—>
In der Seguenz sind potentiele

ST oatggett---------ooioommoee oo Bindungs-stellen mit farbigen Pfeilen
atggcttttggatatagaat aatgaa-ctatggctc et GATA (in Sinnorientierung) ist
atggcttttggat at agaat aat gaaact at ggct c rot, S8 (in Antisinnorientierung) it griin
atggcttttggatat agaat aat gaa-ctatggetc 4 NEp (in Sinnorientierung) it blau
atggcttttggat at agaat aat gaa-ctatggetc o it Die Matrizen iiberlappen sich
atggcttttg 3 teil-weise.

Der Transkriptionsfaktor, der an die GATA-Sequenz bindet, ist zum Beispiel wichtig fir die
Regulation von Globin- und Nicht-Globingenen in Erythroid-, Megakaryozyten- und
Mastzellinien.*® S8 und NF1 (Nuklearfaktor 1) sind universelle Transkriptionsfaktoren (siehe
auch Tabelle 34). Die vierfache Sequenzwiederholung kénnte eine verstarkte Bindung der
entsprechenden Faktoren bewirken und somit zu einer verénderten Transkriptionsrate fihren.
Ein verandertes Spleif3en der mRNA ist nur denkbar, sofern in diesem Fall noch unbekannte
SpleiRfaktoren ebenfalls diese Sequenz erkennen. Da jedoch schon viele fur das Spleif3en
benétigte Faktoren bekannt sind, sind Bindungsstellen im mittleren Bereich eines Introns
weniger wahrscheinlich.

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dal3 keine grofReren Insertionen bzw.
Deetionen in unmittelbarer N&he bzw. Gber den Bereich der jewells zusédtzlich erkannten
Exonregionen gefunden werden, die Unterschiede in der Genstruktur bewirken konnen. Somit
mussen kleinere Mutationen in unmittelbarer Nadhe die Veranderungen (hauptsachlich)
bewirken. Eine Beteiligung von repetitiven B- und URR1-Elemente sowie des oben gezeigten
Sequenzmotivs kann jedoch nicht vollstandig ausgeschl ossen werden.

195 pattanakitsakult et al., 1992
19 Whysatt et al., 1993
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E.2.3.1 Vergleich der Intronstrukturen bezuglich Exon 1B

Bel einem Vergleich der Intron 1-Sequenzen zwischen Maus und Ratte in der Region um das
Exon 1B der Ratte fallt auf, dal3 gerade hier nur wenige grof3ere Veranderungen zu finden
snd (Tabelle 26, Abbildung 45). Ungefahr 0,5 kB stromaufwaérts des Exons existieren leicht
versetzte, kleinere Deetionen (bzw. Insertionen) in beiden Sequenzen und wenige, kurze,
direkte Sequenzwiederholungen in der Sequenz der Ratte. Stromabwarts des Exons gibt es
ebenfalls kleine Deletionen/Insertionen in beiden Arten. Aufféalige Sequenzmotive sind bis
auf die genannten Wiederholungen nicht zu erkennen. Eine stark veranderte Sekundéarstruktur
der pr&mRNA ist aso nicht zu erwarten. Weiterhin méglich bleiben andere Bindungsstellen
fur Spleif¥faktoren. Besonders beachtenswert sind hier die genannten kurzen Sequenzwieder-
holungen in der Sequenz der Ratte (Position 3921-3959). Hier kann der gleiche Faktor jeweils
mehrere Bindungsstellen erkennen. Einige Transkriptionsfaktoren konnten theoretisch gut an
diese Sequenz binden (Ubereinstimmung mit den Matrizen fir DetaEF, E47, LMO2COM,
MyoD und USF; Ergebnisse nicht gezeigt). Darliber hinaus existieren weiter entfernt (ab
Position 1449, s. 0.) die oben besprochenen, direkten Wiederholungen in der Sequenz der
Ratte.

Bisher sind die genauen Bindungsstellen fur die U1l- und U2snRNA bekannt (5 -Introngrenze
beziehungsweise Verzweigungsstelle), die anderen beteiligten snRNAs (U4, U5 und U6)
lagern sich an das 3'-Ende eines Introns an. Daher kann zur Zeit keine abschliel3ende Aussage
Uber eine eventuelle Funktion kurzer interner Intronbereiche fur diese oder bisher noch
unbekannte Faktoren gemacht werden.

E.2.3.2 Vergleich der Intronstrukturen beztiglich des 3 -Intronbereichs

Bel eéinem Vergleich der 3'-Enden der jeweiligen Intron 1-Sequenzen fallt auf, daf3 bei Maus
und Ratte gegeniber der menschlichen Sequenz mehrere kleine Bereiche Deletionen
aufweisen (bzw. die menschliche Sequenz zeigt kurze Insertionen). Die Deletionen sind bei
der Ratte grolder (aus diesem Grund ist nur bel der Ratte in Abbildung 45 das Symbol fir eine
Deletion eingetragen) und konnten der Grund flr eine weitere erkannte Spleif3stelle fur das 3'-
Ende des Introns in der Maus sein. Eine genauere Analyse der Sequenzen wird unter E.2.4
durchgefihrt.

E.2.4 Alignment der Exon/Introngrenzen

In den vorausgegangenen Teilen wurde diskutiert, durch welche evolutiven Veranderungen in
den Introns in bestimmten Regionen die Mdoglichkeit fir neu erkannte Exonbereiche
geschaffen werden konnte. Im folgenden wird nun speziell der zusétzlich auftretende
Exonbereich be Maus und Ratte mit den homologen Bereichen der anderen Introns zur
Beantwortung der Frage verglichen, warum nur in der eéinen Sequenz ein Exon erkannt wird.

E.2.4.1 Alignment der Exon/Introngrenze am 3'-Ende von Exon 1

Dieser Bereich ist nur aus Grinden der Vollstandigkeit hier angegeben. Diese Exongrenze ist
be Maus, Ratte und Mensch unverandert erhalten. Wie in Abbildung 46 zu erkennen i,
stimmen alle drei Sequenzen an der Spleif3stelle gut Uberein. Aufgrund der unverénderten
Sequenz an diesen Positionen wird von dem Programm ‘5'Intron.bas eine Matrix-
Ubereinstimmung von jeweils 92 % angegeben.
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Abbildung 46: Exon/Introngrenze am 3'-Ende von Exon 1 (Alignmentpositionen: -30 - 39)

Ratte
Maus

Mensch
Matri x

TCTGCCACGCCACTGCTCAGAGGCACAGAG| gt |aagtttggttactaacattttttgccaa-tataaattttt

CTGCCAGACCACTGCTCAGAGGTACAGAG| gt |aagtttggtttctaacattttttgccaattataaattttt

TCTGAAGCGCCACTTCTCAGAAACACAGAG| gt |aagttgggtttctaatgttt-ctgctgattataaattatt
CCAG GT| AAGT

In der Abbildung stehen kleine Buchstaben der Matrix fir Positionen, in der weniger als 50 % der angegebenen
Nuklecotide konserviert sind. Die unveranderlichen Positionen an den Exon/Introngrenzen wurden eingerahmt.
Die Exon 1-Bereiche (max. sind 30 Bp gezeigt) sind fett gedruckt und mit grof3en Buchstaben geschrieben.
Ubereinstimmende Sequenzen mit der Matrix fiir entsprechende SpleiRsignale sind unterstrichen. Abweichungen
von der Matrix sind blau hinterlegt.

E.2.4.2 Alignment der Exon 1B-Region

In Abschnitt E.2.3 wurde festgestellt, dal? eine unterschiedliche Genstruktur und somit auch
das Auftreten des Exon 1B vom HCII-Gen der Ratte (vornehmlich) auf kleinere (Punkt-)
Mutationen zurtickzufihren sein mul. In der folgenden Abbildung ist die Sequenz der drei
Arten (£ 50 Bp) im Bereich des Exons 1B der Ratte dargestellt (das Alignment wurde dem
Tell D.4.1 entnommen und zur Verdeutlichung etwas abgedndert). Im folgenden wird anhand
von Abbildung 47 dargestellt, aus welchem Grund sich die Exon/Intronstrukturen von Maus
und Ratte in diesem Bereich unterscheiden.

Wie gut zu erkennen ist, kann en zur Ratte vergleichbares Exon in diesem Bereich bei der
Maus nicht vorhanden sein, da ein zur 5'-Splei3stelle in Ratte homologes Signal infolge einer
Punktmutation nicht vorhanden ist (Position 4405 im Alignment, gelb hinterlegt). Das am
nachsten gelegene, potentielle Spleif3signal (nach D.3.3, Tabelle 22) befindet sich an Position
3629 (Position 4344 im Alignment) in der Sequenz (statt Position 3642). Die potentielle
Exonsequenz ist eventuell zu kurz fiir einen Spleil3vorgang.

Abbildung 47: Vergleich der Sequenzen um den Bereich von Exon 1B der Ratte

4260 4280 4300 4320

Ratte
Maus

Mensch
Matri x

Ratte
Maus

Mensch
Matri x

Ratte
Maus

Mensch
Matri x

at g!at atgtttct agaa-ggctlggttcat gttcat-tcacaatlgtcctccttctccctc agls----------
acaat at gt t t ct agaa- ggct ggct cat gt tet - t cat aa- - - - cacct ccttccac|ag|g----------
agaat at gtttt cagaaagcct ggcccat ggacatttttcaacagcat ct ccattgcaalag|gt ggaat ggtg

YnYYUAY YnYYUAY YYYYYYYYYYYNG AG G CCAGGTA

4340 4360 4380 4400
| I I |
TGAGCAACAGT TTGGTAGCGCTGAGT CCATCCACTGGA- AATTCTCCT- CCT-GTCT G- - - - - - - - - - - - - - AG
t gagcaggagttt ggt aaggctt ggt ccat ct act ggacact cctcctgcct-cactc------------- tag
tgagt cacaca- - ggcat ggct gagt cccact aat gcacat ccctt ct aggt act ct ccaat caccagccccag
AGT CCAGGTAAGT CCrmmmmmmmmmmmm e AG
4420 4440 4460

gt |atca-ctctagct caactctta-tgaaacctctttgactctctgggcaccccaccet---------------
gc |attcact ct agcccagct ctt a- gaaaacct ct gt aact ct ct ggacecctctccctttccctgecccccaaa
gt |gcccact caagcccagcet ctt agt gaggt ttccct gact ct ct gggcactt---cca---------------
G AAGT

In der Abbildung'®® stehen kleine Buchstaben der Matrix fiir Positionen, in der weniger als 50 % der
angegebenen Nuklectide konserviert sind. ‘Y’ und ‘U’ stehen flr Pyrimidine bzw. fir Purine. Die unveran-
derlichen Positionen an den Exon/Introngrenzen wurden eingerahmt. Das Exon 1B der Ratte ist kursiv, fett und
mit grofRen Buchstaben geschrieben. Ubereinstimmungen mit der Matrix fiir entsprechende SpleiRsignale sind
unterstrichen. Abweichungen von der Matrix sind blau, gelb oder rot hinterlegt.
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Die am néachsten stromabwérts gelegene 5'-Spleilistelle wéare an Position 3850 (im
Alignment: 4565), also Uber 200 Bp entfernt. Eventuell ist ein Spleif3en an dieser Stelle durch
die pr&mRNA-Struktur nicht mehr moglich.

Abgesehen davon ist auch die homologe Region der Maus an der potentiellen 3'-Spleif3stelle
fur ein Spleilfen nicht geeignet. Es liegen z. B. unglnstige Mutationen im Polypyrimidin-
bereich vor (Alignmentpositionen 4300-4303, 4305). Der ununterbrochene Pyrimidinbereich
ist gegentber der Ratte (15 Bp) um 6 Bp auf 9 Bp verkirzt und verschlechtert damit das
SpleiRsignal .**’ Diese Mutation sollte aber die Erkennung einer SpleiRstelle nicht vollstandig
ausschlieen.”®” Der Hauptgrund fiir eine ungiinstige 3'-Spleifistelle an dieser Position liegt
jedoch in ener nicht vorhandenen Verzweigungsstelle. Obwohl die Matrix fir eine
Verzweigungsstelle nur sehr schwach definiert ist,** liegt kein optimales A-Verzweigungs-
nukleotid vor. Durch eine Punktmutation ist ein ‘A’ in der Maus gegentiber einem ‘G’ in der
Ratte ausgetauscht (im Alignment: Position 4291, rot hinterlegt). Ein weiterer Bereich (Pos.
4293-4300) fur eine eventuelle Verzweigungsstelle (die in der menschlichen Sequenz von
dem Programm erkannt wird) wird ebenfalls nicht erkannt, da sie durch eine Deletion von
4 Bp zu nahe an der Spleilstelle liegt. Die stromaufwarts nachstgelegene, berechnete 3'-
Verzweigungs- und SpleiRstelle ist an Position 3449 (Alignmentposition 4124). Die 135 Bp
entfernte Stelle scheint nicht mehr im Bereich einer moglichen Exongrenze zu liegen.

Ein Exon an der homologen Position in der menschlichen Sequenz kommt aus anderen
Grinden nicht vor. Ein 3'-Spleil>-AG ist an identischen Positionen vorhanden, obwohl eine
(im Vergleich zur Sequenz der Ratte) andere Verzweigungsstelle verwendet werden miifite.
Eine gleiche Position der 5-Splestelle wéare hingegen unwahrscheinlich, da die
Ubereingtimmung mit der Matrix sehr niedrig ist. Ausgeschlossen werden kann die
Maoglichkeit jedoch nicht vollstandig, da das unbedingt bendtigte GT-Dinukleotid ab der
entsprechenden Position 4404 vorhanden ist. Eine weitere potentielle 5'-Spleil3stelle kommt
an Alignmentposition 4327 (Pos. 4528 in Tabelle 24) vor, also unmittelbar nach der 3'-
SpleiRstelle und scheidet somit aus. Die ndchste mogliche GT-Spleil3stelle wird erst wieder an
Position 4807 erkannt, also Uber 200 Bp weiter stromabwarts und somit ist eine Erkennung in
diesem Bereich eher unwahrscheinlich. Im dbrigen mul? an dieser Stelle noch einmal auf die
stark veranderte Intronstruktur vom Menschen gegeniber der Ratte hingewiesen werden
(durch andere/fehlende Insertionen von repetitiven Elementen), die eventuell gar kein Exon in
diesem Bereich zulassen.

Aufgrund der theoretischen Daten kann ein zusdtzliches Exon beim Menschen in diesem
Bereich nicht ausgeschlossen werden. Mittels einer RT-PCR (siehe D.4.3, Abbildung 24)
konnte jedoch kein PCR-Fragment von einer HCII-mRNA amplifiziert werden, aus dem en
Intronbereich ausgeschnitten ist (es wurde nur das 793 Bp-PCR-Produkt erhalten, das auf dem
langen Transkript oder genomischer DNA beruht). Daher kann ein der Ratte entsprechendes
Exon 1 B im Mensch ausgeschlossen werden.

In dieser Arbeit kann experimentell gezeigt werden, dal3 keine Exons bei Mensch und Maus
vorkommen, die dem HCII-Exon 1 der Ratte entsprechen. Bisher wurde ebenfalls kein
vergleichbarer Exonbereich beim Kaninchen gefunden. Aus diesem Grund kann nach dem
Sparsamkeitsprinzip angenommen werden, dal3 das Exon 1B der Ratte (vor allem) durch
wenige Punktmutationen neu entstanden ist und es nicht in den anderen Arten verloren ging.

97 Coolidge et al., 1997
198 | ewin, 1991
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E.2.4.3 Alignment des 5 -Bereichs von Exon 2

Die tatsichlich genutzten 3'-Grenzen von Intron 1 des HCII-Gens unterscheiden sich bel alen
drei Arten. Wenn davon ausgegangen wird, daf3 aufgrund des allgemeinen Aufbaus von Intron
1 in Ratte, Maus und Mensch nur an dieser Region eine Exon/Introngrenze maglich ist, so
lal3t sich die Variabilitét am besten durch das Auftreten von kleineren (Punkt-) Mutationen
erklaren. Im folgenden werden die Veranderungen in den Sequenzen besprochen, die zu einer
unterschiedlichen Genstruktur in dieser Region fuhren. In Abbildung 48 ist das Alignment
dieses Bereiches noch einmal (verandert nach D.4.1) dargestdlit.

Abbildung 48: Bereich der 3'-Grenzen des HClI-Intron 1

5444 5460 5480 |5500 I5520

| | |
Ratte -ctgtattaaaggg--ttgcagcat gaggaaggt ggagaagcact gct c?aggggct catagat-cc----aggagatgtatg
Maus -ctat att aagggg- -tt gcagcat t aggaaggt ggagaaccact gct ccaggggct cat agattcc- - - - aggagat gt at g
Mensch cctttaaagaagggattttca-------------------------- t caaggggcccacagat-ccttcattgaggtttatg

5527 5540 5560 5580

I I I

Ratte aaacttacacacactcacaC-----------------------“------------ R t ggt gt gagc
Maus aaacttacaaaacaC---------------------- tatttatttattttttat c |ag |ATAGCTGGTGIGAGC
Mensch agtcccacat caaaggtt gggt gt ct at ct acat cagattctcttaaagtccatgal tc| ct aaaacagttaaga
Matrix YnYYUAY YYYYYYYYYYYNQ AG G

5600 5620 5640 5660

I I I I
Ratte cgtggtgcta------------------ t caagt t agacct gagagagcc----------- cactgcag----4dg
Maus ATTGGTGCTGTGAAGCCT TCTTGCTGTGT TAAGAGAATCTCCTGICTGCA- - - - - - - - - - - CATTCCAGTGEEGEG
Mensch act aat gct gt gagggcct cttcct gggt caaa- - - - gccacagggaacct gccat gt ggat gct gcagc- gggg

Matri x
Ratte
Maus

Mensch
Matri x

5680 5700 5720 5740

| |
YnYYUAY YYYYYYYYYYYNQ AG|l G
tggca- gcagccaggct gcctggtgectcactgttgtctgtttt--ac|ag [C|GG|CTTTAGCTCTGCAGAA
C
C

TGGTG TCAGCCAGGCTCCCTGCCATTCCTTGITGICTGITTTTCAC| AG |C|AG|CTTTAGCTCTGCAGAA
t gt ggat cagccaggcc----gectttcactgtgttectgttttccct [cc ag |CTTTAGCTCCGCCAAA
YnYYUAY YYYYYYYYYY Yn CLAG G

In der Abbildung steht ein Y’ fir Pyrimidine, en ‘U’ steht fir Purine. Die unverénderlichen Positionen an den
Exon/Introngrenzen sind eingerahmt und Exonbereiche sind fett und mit grof3en Buchstaben gedruckt. Der
alternativ gespleif3te Exonteil bel der Mausist kursiv geschrieben. Das Exon 2 ist nur bis zum Startkodon (griin)
abgebildet. Mit der Matrix flr entsprechende Spleilisignale Ubereinstimmende Sequenzen sind unterstrichen.
Abweichungen von der Matrix sind blau hinterlegt. Der rote Pfeil markiert das 3'-Ende eines mit
RepeatMasker2™’ identifizierten URR1B-Elementes (siehe D.4.1).

Als erstes kann gesagt werden, dal3 nach der Analyse auf potentielle 3'-Introngrenzen beim
Menschen in diesem Bereich eine einzige mogliche Spleil3stelle vorliegt (Position 5150 bzw.
Positionen 5725 + 5726 desinvarianten ‘AG’ im Alignment), die auch sehr gut mit der Matrix
Ubereinstimmt (88 % bzw. 169 Punkte). Eine andere theoretische Spleilstelle ist erst 578 Bp
weiter stromaufwarts (siehe D.3.3, Tabelle 25) lokalisiert. Es ist daher gut zu verstehen, dal3
beilm Menschen nur diese Position als Spleil3stelle in der pr&mRNA verwendet wird.

Die nach dem Alignment homologe Exon/Introngrenze be Maus und Ratte ist um dre
Basenpaare weiter zur 5'-Seite hin verlagert. Diese Verschiebung kann durch einfache
Punktmutationen erkléart werden. Be Maus und Ratte ist das fur eine 3'-Spleilistelle
unbedingt bendtigte ‘AG’-Dinuklectid an Positionen, an denen beim Menschen ein ‘CC’-
Duplett vorliegt. Das beim Menschen verwendete ‘AG’ ist hingegen bel der Ratte durch ein
‘GG’ ersetzt.
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Bel der Maus liegt hier keine Veranderung gegentber der menschlichen Sequenz vor, und die
zur menschlichen Spleil3stelle identische Position wird auch von dem Programm erkannt. Die
Ubereinstimmung mit der Matrix fallt aber niedriger aus (Position 4843 in der Sequenz der
Maus, 73 % Ubereingtimmung gegeniiber 80 % an Position 4840; Tabelle 23). Eventue | wird
aus diesem Grund nur das stromaufwarts gelegene Spleil3-AG in der pr&mRNA verwendet.
Eine alternative Begrindung fir die Nutzung einer stromaufwérts gelegenen Spleil3stelle
angtatt der anderen nahegelegenen Stelle ist en von 5'- nach 3'-verlaufender Scanning-
mechanismus der SpleiRfaktoren.’®®

Die mutmaflichen Verzweigungsstellen weichen ebenfalls voneinander ab.**® Wahrend bei
der Ratte und beim Mensch eventuell homologe Stellen verwendet werden (Positionen 5698-
5704 im Alignment), sind an zwel wichtigen Stellen der Sequenz der Maus (Position 5699
und 5703 im Alignment, gelb hinterlegt) andere Nukleotide in der DNA-Sequenz enthalten.
Das potentielle Verzweigungsnukleotid ‘A’ in den beiden anderen Sequenzen ist durch en
‘C’ ersetzt und Sattdessen ist 4 Bp stromaufwérts ein anderes Nukleotid gegen ein ‘A’
ausgetauscht, so dald eine neue potentielle Verzweigungsstelle entsteht. Diese Stelle ist
alerdings von der Bewertung her ungiinstiger als die andere Position (nur 61 % gegentiber
81 % bel Mensch und Ratte; Tabelle 20, Tabelle 23 und Tabdlle 25). Méglicherweise ist die
weniger gute SpleiRstelle ein zusétzlicher Grund fir die aternative Verwendung der Position
4713 bei der Maus (Alignmentposition: 5583). Es gibt keine gute Ubereinstimmung zu der
Matrix (73 %, 114 Punkte). Aus diessm Grund kommt die Sequenz wahrscheinlich nur in
einem Tell der Maus-HCII-mRNASs vor.

In den beiden anderen Arten kann an dieser Position keine Spleif3stelle vorhanden sein, da
sich in diesem Bereich die Sequenzen vdllig unterscheiden. Im Ratten-Gen liegt hier eine
grofiere Deletion vor, die den gesamten Polypyrimidinbereich und das ‘AG’ vom Maus-Gen
umfaldt. Gegentiber dem Menschen gibt es auch bei der Maus vor dem Polypyrimidinbereich
eine Deletion. Etwa 50 Bp vor dieser Deletion endet bel allen Arten das gleiche MER-
Element (URR1B: Das Element wird von ‘RepeatMasker2’ in der menschlichen Sequenz
aufgrund groRerer Mutationen nicht erkannt). MER-Elemente®® (‘Medium reiteration
frequency sequences’) kommen bel allen Mammaliern vor, sind also vor der Auftrennung in
die einzelnen Arten inseriert. Daher sollten sich die Sequenzen sowie ihre Enden &hneln.
Allerdings gibt es auch bei anderen Elementen, die bei nahe verwandten Arten vorliegen und
evolutiv gesehen vor kurzem inseriert sind, Abweichungen an den Endbereichen. Eine
Maoglichkeit fir den Mechanismus dieser Mutationen ist die nachtragliche Veranderung tber
homologe Rekombination mit identischen Elementen aus anderen Bereichen des Genoms
oder Uber Rekombination mit revers trankribierten RNAS, die die Sequenz dieser Elemente
enhalten. Im letzteren Fall werden haufig ‘A’-reiche Sequenzen (bzw. revers. ‘T’ -reich) ins
Genom eingebaut, die von polyadenylierten RNAs abstammen (vergleiche: Abbildung 4).%*
In Abbildung 48 ist ein' A/T’-reicher Sequenzabschnitt in der Sequenz der Maus vor der
stromaufwarts gelegenen Exon/Introngrenze innerhalb der Positionen 5527-5581 zu erkennen.
Dieser Bereich konnte durch einen derartigen Prozef3 entstanden sein und den nur in der Maus
vorhandenen Polypyrimidin-Abschnitt bewirken, der fir die Erkennung der Exon/Intron-
grenze bendtigt wird.

199 Nach dem Programm: ‘3’ Intron.bas (C.2.1), basierend auf: Lewin, 1991; Krawczak et al., 1992
200 H

Smit, 1993
! Darnell et al.,1990; Jurka & Klonowski, 1996
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Die Beteilligung eines weiteren repetitiven Elements an der veranderten Genstruktur kann
praktisch ausgeschlossen werden, da die Suche in DNA-Datenbanken®? keine Ahnlichkeiten
mit bereits bekannten Sequenzen zeigt und ein genomischer Southernblot von Maus-DNA mit
einer zu diesem Bereich identischen Sonde nur jewells eine Bande liefert. Die gleiche Bande
kann auch mit einer menschlichen HCII-spezifischen Sonde nachgewiesen werden, also
existieren die zusétzlichen Fragmente in der Maus nur einmal im Genom (siehe D.5).

Es gibt eine wetere aternative Erklarungsmoglichkeit fir den Mechanismus der
aufgetretenen Sequenzveranderungen in diesem Bereich. Die Unterschiede zwischen Ratte
und Maus sind eventuell unter Betelligung der kurzen, in der Sequenz der Ratte
vorkommenden (CA),- bzw. (TG),-Repeats (Positionen 5533-5546 und 5590-5596 im
Alignment) entstanden. Die Enden dieses Sequenzbereiches sind schwach konserviert auch in
der Sequenz der Maus enthalten. Esist gut moglich, dald hier nach einem Doppel strangbruch
im (CA)n-Repeat der DNA eines Vorlaufers von Maus oder Ratte der Polypyrimidinbereich in
der Maus eingefiigt bzw. in der Ratte deletiert wurde (siehe B.2.1).%

Die besprochenen Mutationsvorgange (Insertionen von repetitiven Elementen, homologe
Rekombination, Mutationen durch (CA),-Repeats) ziehen normalerweise Uber fehlgepaarte
Basen und somit einzelstrangige DNA-Bereiche Reparaturvorgange nach sich (Aktivierung
von RecA-adhnlichen und weiteren Reparaturproteinen), die nachfolgend die DNA-Sequenz
ebenfalls verandern konnen.®® Eine genaue Aussage, wie eine Sequenz durch DNA-
Reparatur verandert wird (mit der Ausnahme, dal3 Strangbrtiche und Fehlpaarungen behoben
sind) 183 sich jedoch nicht grundsétzlich geben.

E.2.5 Zusammenfassung

Aus den Vergleichen der Sequenzen des Exon 1B-Bereichs und des 3'-Bereichs von Intron 1
|&3t sich das Folgende zusammenfassen:

Das Exon 1B in Ratte ist mit grolr Wahrscheinlichkeit durch Punktmutationen neu
enstanden. Ein entsprechendes Exon im Maus HCII-Gen an der Stelle des Exons 1B von
Ratte ist durch jeweils eine Punktmutation in der Verzweigungsstelle und in der 5'-
Spleil3stelle ausgeschlossen. Beim Menschen wird eine Exonerkennung an dieser Stelle durch
die unginstige Umgebung der 5'-Spleil3stelle und eventuell der gesamten Intronstruktur
behindert.

Die veranderten 5’ -Grenzen von Exon 2 sind durch mehrere Punktmutationen bedingt. Dabei
scheint eine Verschiebung der Exongrenze um 3 Bp zur 5'-Seite bel Maus und Ratte durch ein
in der Sequenz neu vorhandenes ‘AG’-Duplett bewirkt zu sein. Eine andere Mdéglichkeit ist
die Verschiebung der menschlichen Exon/Introngrenze. In diesem Fall wére ein zuvor
vorhandenes, der Maus- bzw. Ratte entsprechendes‘AG’ mutiert.

Die 5-gelegene, aternativ gespleifdte Exon/Introngrenze vom Maus-HCII-Gen kommt
eventuell durch ein verandertes Ende enes repetitiven Elements (URR1B) oder durch
Rekombination innerhalb eines (CA)-Repeats zustande.

Die aufgetretenen Verdnderungen der Exon/Intronstruktur wurden durch Punktmutationen
ermdglicht. Weitere Mutationen in der Sequenz wie die Duplikationen von kurzen Sequenzen,
Insertionen und Rekombination zwischen friher inserierten repetitiven Elementen kdnnen
alerdings Uber eine veranderte RNA-Struktur ein zusdtzliches Exon verhindern oder

begiinstigen.

202 g che mit ‘BLAST2': http://mww.nchi.nim.nih.gov/BLAST/
23 Hamada et al., 1984; Wahlset al., 1990
204 K nipperset al., 1990
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E.3 Vergleich verschiedener cDNAsvon Heparinkofaktor 11

Bisher wurden die nicht trandatierten Genbereiche des HCII-Gens betrachtet. Fir Aussagen,
ob in diesen Bereichen spezielle und gehaufte Mutationen auftreten, kénnen zum Vergleich
die Exonbereiche des HCII-Gens betrachtet werden. Diese Bereiche beinhalten aufgrund der
starkeren Selektion auf eine sinnvolle proteinkodierende Sequenz weniger Mutationen.?®
Rastermutationen und Mutationen von Kodons von essentiell fur die Proteinfunktion
wichtigen Aminosduren, die zu enem inaktiven HCII-Protein fihren, werden normalerweise
ausselektioniert, da bisher nur wenige Patienten mit einer totalen HCII-Defiziens bekannt
sind.?®® Um Mutationen festzustellen, die im Verlauf einer 1angeren Evolutionsspanne in den
Exonbereichen des HCII-Gens aufgetreten sind, wurde ein Alignment der bisher bekannten
cDNA-Sequenzen durchgefiihrt. Eine andere Moglichkeit ist ein Vergleich der Proteine auf
Aminosiureebene (durchgefiihrt von Colwell und Tollefsen®®). Ein derartiger Vergleich gibt
alerdings keinen genauen Aufschlul® Uber einzelne Mutationen in der chromosomalen
Sequenz. Fur ein Alignment wurden neben den cDNA-Sequenzen der Maus, der Ratte und
des Menschen auch die Sequenzen des Kaninchens, des Huhns und des Frosches
miteinbezogen. Die letztgenannten cDNAS sind bisher unvollstandig, so dal3 am 5’ -Ende kein
vollstéandiger Vergleich moglich ist.

E.3.1 Vergleich der Heparinkofaktor 11-cDNASs
E.3.1.1 Evolutiver Vergleich

Mit Hilfe des Programms ‘ClustalW' werden die bisher bekannten cDNA-Sequenzen von
Maus (2203 Bp), Ratte (2218 Bp), Mensch (2236 Bp), Kaninchen (2240 Bp), Huhn (1834 Bp)
und Frosch (1878 Bp) in einem Alignment (D.6; Tabelle 29) einander gegeniibergestellt.*®
Der kodierende Bereich vom ATG-Startkodon bis zum Stopkodon umfaldt mit eingefligten
Leerstellen 1501 Bp. Die jeweils angegebene Gesamtlange bezieht sich auf die bisher
bekannte Sequenz bis zur letzten Base vor der poly(A)-Sequenz der cDNA. In den folgenden
Tabellen sind die identisch besetzten Positionen bezliglich des trandatierten Bereiches und
der nicht trandatierten Bereiche angegeben. Die prozentuale Ubereinstimmung bezieht sich
be dem trandatierten Bereich auf die erwahnten 1501 Bp. Bel den nicht trandatierten
Regionen werden nur die Postionen bis zu den Enden der jewells kirzeren Sequenz
verglichen.

Tabdle 43: Vergleich der trandatierten Bereiche von HCII-cDNAs auf DNA-Ebene

absolute Zahl der identischen Positionen
Ratte Maus Kaninchen | Mensch Huhn Frosch

Ratte 1353 1200 1191 958 914
% Maus 90,1 1208 1199 974 918
Uberein- | Kaninchen 79,9 80,5 1256 969 924
simmung | Mensch 79,3 79,9 83,7 986 929
Huhn 63,8 64,9 64,6 65,7 939

Frosch 60,9 61,2 61,6 61,9 62,6

25 Cghak et al., 1992

26 villaet al., 1999

27 Colwell & Tollefsen, 1998

28 HCII-cDNA-Sequenzen: Frosch und Huhn: Colwell & Tollefsen, 1998; Kaninchen: Sheffidd et al., 1994;
Maus: Zhang et al., 1994, diese Arbeit; Mensch: Herzog et al., 1991, diese Arbeit; Ratte: Westrup & Ragg, 1994
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Tabelle 44: Vergleich der 5'- und 3'-nicht trand atierten Bereiche von HCII-cDNAS
absolute Zahl der identischen Positionen
Ratte Maus | Kaninchen| Mensch Huhn Frosch
Ratte 482 315 346 135 139
% Maus 68,7 307 322 118 142
Uberein- | Kaninchen| 439 43,7 434 124 123
simmung | Mensch 48,3 45,9 59,0 120 143
Huhn 40,5 35,4 37,2 36,0 136
Frosch 36,9 37,7 32,6 37,9 40,8

Um diese Werte anschaulich sie in die beiden anschliefenden

Diagramme eingetragen.

darzustelen, wurden

Abbildung 49: Ubereinstimmungen zwischen den HCII-cDNAs
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Ubereinstimmungen in den trandatierten (links) und nicht trandatierten Bereichen (rechts) der HCII-cDNAs
verschiedener Organismen

Den Diagrammen ist zu entnehmen, dai? die Ubereinstimmung in kodierenden Bereichen
hoher ist alsin den nicht kodierenden Regionen. Dies bestétigt alte Befunde. Dariiber hinaus
ist zu sehen, daf? die Ubereinstimmungen der nichtrandatierten Bereiche der cDNAS um etwa
20-25 % niedriger sind als digenigen des kodierenden Bereiches. Austausche in den nicht
trandatierten Bereichen kommen aufgrund des fehlenden Selektionsdrucks wesentlich
haufiger vor. Aus diesem Grund konnen diese Werte nicht mit bekannten Werten verglichen
werden, die auf Vergleichen von Proteinen bzw. proteinkodierenden Sequenzen beruhen.
Anhand des linken Diagramms konnen folgende Aussagen getroffen werden. Die niedrigste
Ubereinstimmung der anderen Arten gibt esim Vergleich zum Frosch mit etwa jeweils 60 %.
Etwas hoher liegt die Ahnlichkeit zum Huhn mit ca. 65 %. Die hier aufgefiinrten Mammalier
zeigen untereinander mehr als 80 % Identitét, wobei die hochste Ubereinstimmung mit 90 %
zwischen Maus und Ratte vorliegt. Diese Werte entsprechen den bekannten verwandt-
schaftlichen Beziehungen.
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Als urspringlichste Art der hier betrachteten Wirbeltiere zeigt der Frosch als Mitglied der
Amphibien die grofiten Abweichungen gegeniiber den anderen Spezies. Amphibien trennten
sich vor 350-400 Millionen Jahren von den Reptilien (Evolution der Tetrapoden aus den
Quastenflossern im Devon®®). Die restlichen Arten gehdren zu den Amniota. Neben der
Sequenz des Frosches zeigt auch die HCII-Sequenz des Huhns als Mitglied der
Voge/Reptilien (Sauropsiden) weniger Ubereinstimmungen zu den anderen Arten. Letzte
gemeinsame Vorfahren mit den Mammaliern gab es vor etwa 310 Millionen Jahren. Die
Mammalier, die hier besprochen werden, trennten sich vor weniger als 91 Millionen Jahren,
und Maus und Ratte hatten die letzten gemeinsamen Vorfahren vor ca. 41 Millionen Jahren.?®
Untersuchungen zum Verwandtschaftsgrad von Arten und ‘Molekulare Uhren’ wurden bereits
Uber eine Reihe von Gegentiberstellungen von Nukleinsdure- oder Proteinsequenzen erstellt
(Vergleiche von rRNA oder tRNA-Sequenzen, Vergleiche von Aminosauresequenzen von
Proteinen, wie zum Beispiel von Cytochrom C, oder Vergleiche von Genstrukturen, wie z. B.
anhand der Serpine®’®). Bei einem Vergleich von sieben verschiedenen Proteinen errechnet
sich ein Unterschied in der Nukleotidsequenz von 0,8 Nukleotiden pro 1 Million Jahren nach
Artauftrennung.?®

Werden die trandatierten Bereiche der HCII-cDNA-Sequenzen verglichen, so ergibt sich
folgendes. Die Sequenzabweichung der HCII-cDNAs liegt bei 0,05-0,1 % pro 1 Million
Jahren (etwa 0,7-1,5 Nukleotidaustausche in der kodierenden Sequenz pro 1 Million Jahren)
und entspricht somit den bekannten Daten.

Stellt man die Werte innerhalb der Mammalier den Werten der restlichen Arten gegentiber, so
wird eine zwei- bis vierfach hohere Abweichung je Zeiteinheit erhalten (etwa 20 %
gegenlber 5-10 % je 100 Millionen Jahren). Eine erhthte Mutationsrate wurde bereits bei
Siugetieren, d. h. vor allem bei Nagetieren, festgestelIt.?*

E.3.1.2 GrolRRere Unter schiede zwischen ver schiedenen HCII1-cDNA-Sequenzen

Neben den bisher besprochenen Unterschieden in den cDNA-Sequenzen, die auf Mutationen
einzelner Basen beruhen, gibt es grof3ere Bereiche in einzelnen Sequenzen, die sich vallig von
den anderen unterscheiden. Zuerst wird der trandatierte Bereich verglichen und anschlief3end
die 5'- und 3'-Enden. Wie dem cDNA-Alignment (Tabelle 29) zu entnehmen ist, gibt es
innerhalb der kodierenden Sequenz nur sechs Bereiche (siehe Tabelle 45), in denen Basen im
Verlauf der Evolution inseriert bzw. deletiert wurden.

Tabdle 45: Insertionen/Ddetionen in den HCII-cDNAs

Nukleotid-| Aminos.- Maus Ratte | Kaninchen | Mensch | Huhn Frosch
Positionen | Positionen
99-101 -16 -3Bp
111-113 -12 -3Bp
131-133 -5 -3Bp -3Bp
173-271 +10 - +42 +51Bp | +27Bp | +37/-22Bp
364-366 +73 -3Bp
381-386 +79 - +80 + 6 Bp +3Bp

Die Positionsangaben beziehen sich auf die Numerierung des Alignments in Tabelle 29. Ein ‘+' steht fur die
Einfligung von Nukleotiden, wéhrend ‘-’ fir eine Deletion verwendet wurde.

29 Cghak et al., 1992; Graur et al., 1996; Kumar & Hedges, 1998
219 prochnownik et al., 1985
211 \Workshop on Comparative Genome Organization, 1996
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Jeweils drel Basen, die je einem Kodon des Signal peptids entsprechen, sind an den Positionen
99-101 be Frosch, 111-113 bei Maus und 131-133 bei Maus und Ratte deletiert. Aul}erhalb
des fur das Signalpeptid kodierenden Bereichs sind an den Position 364-366 ebenfalls drei
Nukleotide beim Huhn deletiert. Diese Positionen entsprechen genau einem Kodon, so dal3
das Leseraster unverandert erhalten bleibt und somit keine neuen Aminosauren in das Protein
eingebaut werden. Das gleiche trifft fir die Position 381-386 zu. Hier sind beim Mensch 6 Bp
(AS 79-80) und beim Frosch drel Nukleotide, die einem Kodon entsprechen, inseriert.
Erstaunlicherweise gibt es bel diesen entfernt verwandten Arten eine Insertion an der gleichen
Stelle. Entweder liegt ein (minimaler) ‘hot spot’ (eine Position in der DNA mit punktuell
erhohter Mutationsrate) an dieser Stelle vor, oder sie ist fir das Protein nicht essentiell
wichtig, so dal? hier Mutationen, die nicht das Leseraster beeinflussen, fixiert werden.

Die bisher beschriebenen Mutationen fihren nur zu geringen Verédnderungen der
Proteinsequenzen. Eine deutliche Verénderung des aminoterminalen Endes des HCII-Proteins
wird dagegen innerhalb der Evolution durch grof3ere Insertionen bzw. Deletionen am Beginn
der fur HCIlI-kodierenden Sequenz entstanden. Nach dem in Tabelle 29 durchgefihrten
Alignment ist esdabel auch zu Rastermutationen gekommen.

Obwohl nach den hisher aus der Literatur bekannten Daten®? und dem Vergleich der HCII-
Sequenzen (siehe Abbildung 49) das Kaninchen einen ahnlichen bis ngheren Verwandt-
schaftsgrad zum Menschen besitzt als zur Maus oder Ratte, zeigt das Alignment in diesem
Bereich (Positionen 173-271) eine starke Ubereinstimmung der Nagetiere untereinander. Der
Mensch zeigt dagegen teilweise mehr Ahnlichkeit zu ferner verwandten Arten.

Wie entstanden jene Mutationen? Als erstes kann gesagt werden, dal3 nach dem Moddll fur
die Thrombin-Inhibierung durch HCII der aminoterminale Bereich keine (sehr stark)
festgelegte Primérstruktur besitzt. Er lagert sich bel der Interaktion mit der sauren Doméne an
Thrombin an. Die fir die sauren Aminosduren (erste saure AS beim Menschen: 53 Position)
kodierenden Sequenzen beginnen allerdings stromabwérts des veranderlichen Bereichs
(Alignment-positionen 249-251 fir die menschliche 53. AS). Im Anschluld an diese Region
gibt es nur beim Frosch eine groldere Deletion. Somit wird die Proteinfunktion durch die
Mutationen nicht beeinflul3t, da sich keine (Raster-)mutation bis in die essentiellen Bereiche
erstreckt, und es konnen groliere Veranderungen auch in einem kodierenden Abschnitt des
HCII-Gens auftreten.

Die Entstehung der grof3en Insertion beim Mensch (Positionen 173-223; AS 10-26) gegeniiber
den anderen Mammaliern a3 sich wie folgt erklaren: An den Enden (Positionen 163-172 und
214-223) gibt es eine direkte Sequenzwiederholung von 10 Bp (schwarze Pfeilein Tabelle 29;
2Bp sind nicht identisch), dazwischen liegt grofdtenteils eine unvollsténdige invertierte
Sequenzwiederholung (11 Bp). Solche Strukturen konnen entstehen, wenn in einen DNA-
Doppéd strangbruch mit Gberstehenden Enden (in diesem Fall 10 Bp) eine riickgefaltete kleine
Haarnadelstruktur einer Nukleinsaure inseriert. Eine Datenbanksuche erbrachte allerdings
keine Hinweise (iber die Herkunft der Sequenz. Uberraschend sind die ebenfalls in diesem
Bereich liegenden Insertionen bei dem Huhn und dem Frosch. Obwohl Ahnlichkeiten zu dem
inserierten Bereich im Menschen bestehen, ist es einfacher von einer zufalligen Ahnlichkeit
auszugehen und somit anderen, parallelen Insertionsereignissen im Verlauf der Evolution in
Huhn und Frosch. Andernfalls mufd davon ausgegangen werden, dal3 genau jenes Stiick bei
Maus, Ratte und Kaninchen deletiert wurde. Es besteht die Mdoglichkeit, dal3 be einem
gemeinsamen Vorfahr von Mammaliern, Reptilien und Amphibien an der Stelle en
Chromosomenbruch stattfand, der Uber unterschiedliche DNA-Reparatur in den Nachkommen
behoben wurde.

22 Graur et al., 1996; Kumar & Hedges, 1998
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Die N-terminalen Aminosduren bis zur Position 80 zeigen keine Homologie zu anderen
Serpinen. Deshalb war es bisher nicht moglich, die gesamte 3D-Struktur von HCIl anhand
dhnlicher Serpine zu modelieren. Da sémtliche Mutationen in diesem Abschnitt liegen, kann
davon ausgegangen werden, dal3 er sich nur wenig auf die (funktionelle) 3D-Struktur des
Ubrigen Proteins auswirkt.

Die Unterschiede in den hier verglichenen, nicht trandatierten 5 -HCII-cDNA-Enden sind
vergleichsweise gering (bis auf die bereits erwahnte verschobenene Exon/Introngrenze bel
Mammaliern). Die niedrigen Sequenzunterschiede dieses Bereiches zeigen allerdings kein
reales Bild, da Teile der 5'-Sequenzen von Frosch und Huhn nicht bekannt sind.

Der 3'-gelegene nicht trandatierte Abschnitt der cDNASs zeigt vielerlei Insertionen bzw.
Deletionen von 1-37 Bp. Esist genau zu erkennen, daf3 hier keine Selektion auf trandatierte
Kodons stattfindet. Zwei Mutationen sind besonders bemerkenswert: Als Zeichen dafir, wie
sehr sich der Sdektionsdruck in trandatierten und nicht trandatierten Bereichen selbst
innerhalb der transkribierten DNA-Sequenz unterscheidet, kann die Insertion von zwei
Nukleotiden im Kaninchen bzw. die Deletion von 1 Bp im Huhn direkt hinter dem jeweiligen
Stopkodon angesehen werden. Die zweite Mutation umfaldt die Insertion eines Fragments
eines MER105 Elements in die 3' nicht trandatierte Region der cDNA. Dieses Element wird
nur in der menschlichen Sequenz vom Programm ‘RepeatMasker2’ erkannt. Wie allerdings
gut zu erkennen ist, kommen mutierte Varianten auch in den anderen Mammaliern vor. MER-
Elemente (‘medium reiteration frequency sequence’) sind wiederholte Sequenzen, diein alen
Siugetieren vorkommen kénnen?® Sie umfassen teilweise noch nicht genauer
charakterisierte Wiederholungen mittlerer Haufigkeit im Genom. Die Abstammung der
Elemente und ihre eventuelle Funktionen sind bisher nur in einigen Féllen bekannt (z. B.:
Zuordnung von MER42 zu L1-Fragmenten, oder MER15/18 zu den LTRs von THE1L, einem
MaL R-Element).?*® Das MER105-Element besitzt 24 Bp LTRs, aber keine verdoppelten Zid-
Stellen (die bekannte Sequenz der LTRs ist ‘CAGCCTTTCTCAACCGGGGTTCC'; der rote
Pfell in Tabelle 29 zeigt die entsprechende, etwas abweichende Sequenz in der hHCII-
cDNA). Die einzelnen Kopien sind zu etwa 19 % unterschiedlich und wurden vor der
Ssugetieraufteilung ins Genom inseriert.”** Die Insertion eines repetitiven Elements in dem
nicht trandatierten Abschnitt einer Exonregion der mRNA ist nicht ungew6hnlich. Viee
MRNAs enthalten Insertionen von (Fragmenten) von Alu-ahnlichen Sequenzen im 5'- oder 3'-
Bereich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 mit Ausnahme des in das 3'-gelegene nicht
trandatierte Ende inserierte MER-Element im Vergleich zum Intron 1 keine Insertionen von
repetitiven Elementen oder Dinukleotidwiederholungen in der HCII-cDNA vorkommen.
Durch Sdektion auf Individuen mit einem aktiven HCII-Protein scheinen derartige
Mutationen in den Exonbereichen nahezu ausgeschlossen zu sein.

213 gmit, 1993
214 Arian Smit, personliche Mitteilung
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E.3.2 Vergleich der HCII-Exon/Introngrenzen

Dem Alignment (Tabelle 29) kann entnommen werden, dal3 die internen Exon/Introngrenzen
zwischen den einzelnen Arten identisch sind. Die Exon/Introngrenzen von Kaninchen, Frosch
und Huhn werden hier nur postuliert aufgrund der bisher untersuchten, sehr konservierten
Exon/Introngrenzen von Ratte, Maus und Mensch. Somit &% sich zusammenfassen, dal? die
interne Genstruktur der trandatierten Region des HCII-Gens verschiedener Arten stark
konserviert ist. Dementsprechend zeigt nur der 5-Bereich des HCII-Gens (also der
Intron 1 Bereich) im Verlauf der Evolution deutliche Veranderungen der Genstruktur. Die
unterschiedliche Léange der HCII-cDNAs ist (die noch unbekannten 5'-Enden von Huhn und
Frosch nicht einbezogen) hauptsachlich tber die Insertion im 5'-trand atierten Bereich und vor
allem die Insertion des MER105-Elements in den 3'-Bereich der cDNA in den Mammaliern
begrindet.

E.3.3 Evolution des Heparinkofaktor I1: Vergleich von Intron 1 und cDNA

Bel einem Vergleich der Veranderungen im HCII-Gen von Intron 1 und der cDNA-Sequenz
|al3t sich folgendes feststellen (Tabelle 42; Tabelle 43): Die nicht trandatierten Bereiche der
cDNA und die Intron 1-Sequenzen weisen bei Maus, Ratte und Mensch in etwa die gleiche
Haufigkeit von Mutationen bzw. die gleiche Sequenzidentitét auf (Maus-Ratte, Intron 1:
68 %, cDNA: 69 %; Maus-Mensch, Intron 1: 40 %, cDNA: 46 %; Ratte-Mensch, Intron 1:
57 %, cDNA 48 %). Das Intron 1 enthélt also keinen Abschnitt, der im Vergleich zum
restlichen Gen (bzgl. cDNA) verstérkt fir Mutationen anféllig ist. Daher ergeben sich keine
Hinweise auf einen speziellen Mechanismus zur schnellen Veréanderung der Gensequenz.

Der trandatierte Bereich des HCII-Gens ist wesentlich starker konserviert. Die geringste
Ubereinstimmung der bekannten HCII-Sequenzen liegt zwischen Ratte und Frosch mit etwa
61 % vor. Die Mutationsrate innerhab der Mammalier scheint gegeniber anderen
Tiergruppen hoher zu liegen. Daher lassen sich mittels PCR HCII-Gene eventudl auch bel
entfernten Tierarten, z. B. Fischen, nachweisen. Die Primer mifden in diesem Fal an
Positionen gelegt werden, die starke Konservierung aufweisen (Tabelle 29; z. B.: Positionen
283-299, 549-577, 967-978, 1211-1252, etc.). Wenn von etwa 10 % Basenaustausch in der
kodierenden Sequenz je 100 Millionen Jahre ausgegangen wird, dann sollte die Uberein-
stimmung der trandatierten HCII-Sequenz von Arten, die sich vor etwa einer halben Milliarde
Jahren getrennt haben, immerhin bei etwa 50 % liegen. Konservierte Bereiche, wie z. B. der
Bereich des resktiven Zentrums oder der Exosites, konnen dabei auch wesentlich hoéhere
Ahnlichkeiten aufweisen. In bestimmten Fallen zeigt jedoch ebenfalls das Reaktionszentrum
eine verstirkte Mutationsrate,™™ so daR nicht unbedingt von essentiellen Bereichen des
Proteins zurtick auf starke Konservierung geschlossen werden kann. Ein Vergleich mit dem in
Tabelle 29 gezeigten Alignment ist notwendig.

Eine Richtung der Evolution, wie z. B. vermehrte spezielle Mutationen, ist nicht festzustellen.
Eine Ausnahme bilden repetitive Elemente, deren Insertion haufiger als die Excision dieser
Sequenz ist. Diese Elemente konnen, wie auch am HCII-Gen erkennbar ist, zu ener
Verlangerung von Genomabschnitten®® (und ebenso der Gene) im Verlauf der Evolution
fihren und auch deren Expression beeinflussen.”*’ Eine Analyse beziiglich des hHCII-Gens
und durch inserierte repetitive Elemente geschaffene Transkriptionsstartpunkte wird in E.4
und E.5 durchgefiihrt.

215 Hill & Hastie, 1987
216 K asset al., 1997
217 Britten, 1997



E. Diskussion E.4 Transkriptionsstartpunkte des menschlichen Heparinkofaktor [1-Gens 140

E.4 Transkriptionsstartpunkte des menschlichen Heparinkofaktor I1-Gens

In diesem Teil werden die fir die unterschiedlichen menschlichen HCII-mRNAS ermittelten
Transkriptionsstartpunkte beschrieben, um die Analyse der HCII-Genstruktur bei Maus, Ratte
und Mensch zu erweitern. Im folgenden wird zuerst der Startbereich der seit langerem
bekannten 2,3 kB-HCII-mRNAs eingegrenzt. Danach wird auf die langeren Transkripte
eingegangen. Im Tell E.5 werden anschlief3end Vorhersagen getroffen zu den eventudl
wirksamen Promotorelementen der verschiedenen Transkripte.

HCII-mRNAs kommen in unterschiedlicher Konzentration in unterschiedlichen Geweben vor
(Abbildung 29), somit unterliegt die Transkription gewebsspezifischer Kontrolle (siehe
E.4.3). Ein quantitativer Vergleich der beiden unterschiedlichen Typen von HCII-
Transkripten in den einzelnen Geweben wurde nicht durchgefuhrt. Erst zum Schlul3 dieser
Arbeit lagen Ergebnisse vor, nach denen beide Transkripte in allen getesteten Geweben
vorliegen (unverdffentlichte Daten von U. Schmidt). Die Konzentration der langen
Transkripte im Lebergewebe scheint allerdings um mehrere GrolRenordnungen niedriger zu
sein als digenige der 2,3 kB mRNAs. Der Nachwels der kirzeren Transkripte in anderen
Geweben als Leber gestaltete sich ebenfalls schwierig.

E.4.1 Startbereich der 2,3 kB-Transkripte

Die Analyse des Transkriptionsstarts der in der Leber weit Uberwiegenden 2,3 kb HCII-
MRNAs mittels T-PCR-Methodik und Sequenzierung bestétigt, dal3 die Transkripte nicht
sdmtlich an enem einzigen Punkt beginnen. Stattdessen kann ein Startbereich eingegrenzt
werden, der sich Uber einen Bereich von mindestens 46 Nukleotiden erstreckt (entsprechend
Exon 1-Langen von 23 Bp bis 68 Bp).

Anhand der Sequenziermembran &3 sich sehr gut die 3'-gelegene Position ablesen, die das
Ende des Startbereichs markiert (Abbildung 32 in D.8.2.2). Diese Position befindet sich
innerhalb der bereits verdffentlichten, aus einem cDNA-Klon abgeleiteten, Exon 1-
Sequenz.?*® Das Ende wird durch eine Reihe von Banden in der ‘G’-Spur angezeigt, die 5'-
Enden von mRNAs entsprechen. Die komplementére Sinnsequenz zu dieser Position ist
‘CGCCACTTCT’ (vergleiche Skizze zur Abbildung 32). Damit ist die Position der ersten
Base in der Sequenz an Position +25. Dieser Startpunkt liegt 2 Bp stromabwarts zu der am
weitesten 3'-gelegenen Stelle, die mit Nuklease-Kartierung erhalten wurde.”® Die Sequenz
kann dartber hinaus bis zu der (revers notiert) Sinnsequenz ‘ANATCAAAAT’ verfolgt
werden. Das erste Nukleotid entspricht Position -21 nach Herzog et al.,*® also 21 Bp vor dem
Ende des publizierten cDNA-Klons. Diese Position féllt mit einem potentiellen Startpunkt
zusammen, der Uber Nuklease-Kartierung ermittelt wurde (siehe Skizze zur Abbildung 32).%%
Die Uberpriifung der Startpunkte wurde jedoch vor allem durchgefiihrt, weil beziiglich der
Nuklease-Kartierung und dem am weitesten 5-gelegenen geschiitzen Bereich
unterschiedliche Ergebnisse mit S1- und RNAseA-Methode erhalten wurden.?'® Eine
endgultige Aussage wurde aber auch mit den hier verwendeten Methoden nicht erhalten. Der
Sequenziermembran (Abbildung 32) kann entnommen werden, dal3 es langere HCII-
Transkripte (‘G’-Bandenleiter deutet Transkripte an, die vor Position -21 beginnen) geben
muf3, ohne dal3 sie eindeutig identifiziert werden kénnen. Dieses Ergebnis spricht fir einen
nach stromaufwérts verlan-gerten Startbereich. Aulerdem wird das Ergebnis der S1-
Kartierung durch die erhaltenen A-PCR- und T-PCR-Produkte bestétigt. Nach Auftrennung
der PCR-Produkte in Agarosegelen wird jewells ein kirzeres Produkt erhalten (Hauptbande)
und sehr viel schwécher eine Nebenbande, die ein um etwa 70-100 Bp langeres Produkt zeigt
(Tabelle 30, Tabelle 31).

%18 Ragg & Preibisch, 1988



E. Diskussion E.4 Transkriptionsstartpunkte des menschlichen Heparinkofaktor [1-Gens 141

Dieses Produkt entspricht einer Lénge des Exon 1 von etwa 120-130 Bp. Damit stimmt das
Ergebnis gut mit der ermittelten 5’ -Position der S1-Kartierung Uberein (berechnete Exon 1-
Lange: 116 Bp; vergleiche Skizze zur Abbildung 32).

Die Analysen zeigen einen Startbereich fur die 2,3 kB-HCII-mRNASs angtait eines einzigen
Startpunktes. Die moglichen Grinde fir das Fehlen eines definierten Startpunktes sind im
folgenden aufgefiinrt. Zum einen kann eventuell von artifiziellen Ergebnissen ausgegangen
werden. Ein Grund fur die mit Hilfe von A-PCR und T-PCR ermittelten unterschiedlichen
cDNA-Enden konnen Sekundérstrukturen oder Sequenzen in der mRNA sein, an denen die
cDNA-Synthese abbricht. Sémtliche Analysemethoden konnen dhnliche falsche Startpunkte
ergeben, falls esim 5 -Bereich der mRNA bevorzugte Spaltstellen von Endonukleasen gibt.
Aullerdem konnen die 5-Enden der mRNAs abhéngig von der Isolierungsmethode durch
Exonukleasen teilweise abgebaut sein. Es muld jedoch davon ausgegangen werden, dal3 die
ermittelten cDNA-Enden den Startpunkten der HCII-mRNAS entsprechen, da der Vergleich
der Ergebnisse von vier unterschiedlichen Methoden eine gute Ubereinstimmung fiir den
Transkriptionsstartbereich liefert. Damit verbleibt die Frage, warum die HCII-mRNA im
Gegensatz zu vielen anderen mRNASs keinen definierten Startpunkt aufweist. Der Grund
konnte darin liegen, dal3 eine TATA-Box als Startsignal fehlt. Eine mogliche TATA-Box, die
einen wahrscheinlichen mRNA-Start stromabwérts anzeigen wirde, liegt nach Herzog
etal.”® bei Position -67. Fir die beiden beschriebenen Startpunkte ist diese Position
alerdings zu weit entfernt, da TATA-Boxen etwa 30 Bp vor dem mRNA-5-Ende liegen.
Andere Startsignale liefern z. B. INR-Elemente. Mégliche Transkriptionssignale werden unter
E.4.3 diskutiert.

E.4.2 Startbereich der langen Transkripte (Exon 1*)

Von Schmidt**® wurden in einer cDNA-Bank (von Clontech) von menschlichem Lungen-
gewebe HCII-Transkripte entdeckt, die im Gegensatz zu den zuvor aus Leber bekannten
Transkripten offensichtlich nicht das Exon 1 enthalten. Der Startbereich liegt in dem bisher
als Intron 1 bezeichneten Bereich. Somit ist die zuvor als Exon 2 bezeichnete Sequenz in
diesen Transkripten das erste Exon und am 5'-Ende verlangert. Dieses Exon wird in dieser
Arbeit als Exon 1* bezeichnet.

Mittels A-PCR und T-PCR wurden von RNASs aus A549-Zdllen (einer Lungen-Zdlinie) und
von poly(A)*-RNA aus menschlicher Lunge der Startbereich mit unterschiedlichen Antisinn-
primern bestimmt. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen konnten diese Transkripte
ebenfalls in Lebergewebe festgestellt und deren Startbereich eingegrenzt werden. Auch bel
diesen Transkripten kann kein einheitlicher, definierten Startpunkt ermittelt werden.

Je weiter die Antisinnprimer zur Anayse des 5-Endes zum 5-Bereich des Introns
verschoben werden, desto 1angere Transkripte werden gefunden. Bei Beginn der Experimente
erschienen diese Ergebnisse sehr unwahrscheinlich. Kontrollexperimente zeigten, dal3 einige
der verwendeten RNAs und mRNAs minimale Reste von chromosomalen DNA-Fragmenten
enthalten, die in PCR-Reaktionen amplifiziert werden konnen und falsche Ergebnisse liefern.
Aus diesem Grund wurden be den A- und T-PCR-Experimenten, auf denen die Daten in
dieser Arbeit beruhen, erweiterte Negativkontrollen durchgefihrt. Neben den enfachen
Negativkontrollen, bei denen die RT-PCR von Beginn an ohne Template angesetzt wurde,
wurden Ansdtze parallel durchgefihrt, in denen als einziger Unterschied zu den Positiv-
ansitzen die reverse Transkriptase fehlte oder durch Hitze inaktiviert wurde. Da die
Kontrollen keine definierten PCR-Amplifikate zeigten, konnen chromosomale Verunreini-
gungen der RNA-Préparationen, die zu falschen, positiven Ergebnissen hétten fihren konnen,
ausgeschl ossen werden.

219 gehmidt, 1997
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Darlber hinaus wurde eine RT-PCR des langen Transkripts durchgefihrt, in der en
Fragment, das ein Stiick von Intron 1 enthélt (also Exon 1*) und bis ins Exon 3 reicht,
amplifiziert wurde (Abbildung 27). Falls man davon ausgeht, dal3 aus der pr&mRNA das
Intron 2 heraus-geschnitten wird, dann zeigt das Fragment die erwartete Gréf3e. Diese RT-
PCR wurde neben poly(A)*-RNA aus Leber- und Lungengewebe auch parallel mit RNA aus
Herz, Niere, Plazenta und Gehirn durchgefihrt. Das Ergebnis belegt eindeutig, dal’ ein
verandertes HCII-Transkript in allen Gewebetypen vorkommt. Zur Sicherheit wurden die
erhaltenen PCR-Produkte von Leber und Herz mit Restriktionsenzymen gespalten. Teilweise
sind aufgrund von nur partidler Spaltung schwach die ungespaltenen Ausgangsfragmente zu
erkennen. Die Spaltprodukte selbst zeigen die errechnete Grof3e (Abbildung 28). Somit laft
sich sagen, dai3 lange HCII-Transkripte in den Geweben vorliegen und Teile des Intron 1 der
2,3 kB-mRNA enthalten. Auf3erdem werden durch diese RT-PCR-Ergebnisse die erhaltenen
Daten fir die 5’-Enden unterstitzt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal3 die mit
A-PCR und T-PCR erhaltenen cDNAs auf unvollstéandig prozessierten pr&mRNAS beruhen.
Allerdings wurden auch bei anderen Genen alternative Promotorbereiche gefunden, wie z. B.
beim Connexin32-, dem Vigilin-Gen oder dem a;-Antitrypsin.?® Firr Lungengewebe und -
zdlinie wurden Startpunkte in einem Bereich von bis zu 1300 Bp vor dem Exon 2
identifiziert. Zahlreiche definierte Startpunkte konnten tber Sequenzierung in dem Bereich
festgestellt werden (siehe Abbildung 34 bis Abbildung 36 und zugehérige Skizze der
chromosomalen Sequenz). Mit poly(A)*-RNA aus Leber wurden PCR-Produkte von 5’ -Enden
der cDNAs nur bis etwa 1000Bp vor Exon?2 detektiert. Die Postionen der
Transkriptionsstartpunkte sind auch in Ubersichtsschemata unter E.4.3  eingetragen
(Abbildung 50, Abbildung 51). In beiden Féllen kénnen noch weiter 5'-gelegene Startpunkte
nicht ausgeschlossen werden. Um abschédtzen zu konnen, ob eine in der HCII-Intron 1-
Sequenz vorhandene potentielle TATA-Box (Position 3566) den 5'-gelegenen Startpunkt des
Bereichs definiert, wurde mit Leber- und Lungen-RNA eine RT-PCR durchgeftihrt. Ein 3'-
gelegener Abschnitt zu dieser Postion sollte amplifiziert werden, sofern er in den
gewebsspezifischen mMRNAS vorhanden ist. Das Ergebnis zeigt, dal3 zwar in beiden Zelltypen
eine ganze Reihe von HCII-Startpunkten vorliegen, aber dal3 mit RNA aus Lungengewebe im
Gegensatz zum Leber-Material kein Transkript dieser Lange nachzuweisen ist (D.8.4,
Abbildung 38). Somit unterliegt der Transkriptionsstartbereich (zu einem gewissen Mal?)
gewebsspezifischer Kontrolle. Diese unterschiedliche Verwendung einzelner Startpunkte in
dem Bereich in unterschiedlichen Geweben innerhalb eines sehr grof3en Bereichs von etwa
1500 Bp wird auch von der Gegenilberstellung der erhaltenen 5-Enden mit dem hier
verwendeten, am weitesten 5'-gelegenen Antisinnprimer dokumentiert. Wie in Abbildung 37
zu erkennen ist, scheinen sich in Lunge und Leber die Mengen an Transkripten mit eéinem
Startbereich etwa 1000 Bp vor Exon 2 stark zu unterscheiden.

Zur physiologischen Rolle der langen HCII-Transkripte konnen folgende Uberlegungen
gemacht werden: HCII scheint im Gewebe spezidlle Funktionen zu besitzen und kann mittels
Westernblot in Leber, Lunge, Herz, Niere und Plazenta nachgewiesen werden.”® HCII-
Transkripte kdnnen jedoch auch im Gehirn gefunden werden, in dem kein (bzw. sehr wenig)
Protein nachzuweisen ist. Moglicherweise wird das Protein Uber die Blutbahn ins Gewebe
importiert. Durch die Blut-Hirnschranke 183 sich das Fehlen von HCII im Gehirn erkléaren.
Von den langen Transkripten wird eventuell aus zwei Griinden (so gut wie) kein HCII-Protein
trandatiert. Zum einen ist die Anzahl aller HCII-Transkripte in anderen Geweben als Leber
anscheinend um etwa den Faktor 500 niedriger (sehe D.7, Abbildung 29; E.4.3) und zum
anderen ist ein sehr langer 5'-nicht trandatierter Bereich vorhanden.

20 Dugaet al., 1999; Kiigler et al., 1996; Perlinoet al., 1987
221 A Strathmann, 1999, unverdffentlichte Ergebnisse
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Normalerweise ist der 5-UTR von mRNAS nur kurz. Da die Cap-Struktur der mRNA die
Trandation beeinflul,?? ist eine effiziente Trandation dieser Transkripte unwahrscheinlich.
Das ATG-Startkodon liegt bei einigen Transkripten mehr als 1 kB stromabwaérts. Somit haben
diese Transkripte wahrscheinlich keine physiologische Bedeutung, aber bilden eventuell den
evolutiven Ubergang (liber verstarkte Transkription und Bildung einer neuen kodierenden
Sequenz mit eilnem weiter 5'-gelegenen Start-ATG) zu einem neuen, am 5'-Ende verlan-
gerten Protein.

E.4.3 Promotoranalyse

Eine experimentelle Uberprifung auf enen funktionellen Promotorbereich vor dem
menschlichen HCII-Gen wurde nur fur eine 2,2 kB grof3e Sequenz vor dem Exon 1 mit Hilfe
eines Reportergenkonstrukts durchgefiihrt (siehe D.9.3). Dieser Test ermdglicht die im
folgenden besprochenen Aussagen Uber enen potentiellen transkriptionsaktivierenden
Bereich und eventuelle Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren fir die seit léangerem
bekannten 2,3 kB-mRNA-Transkripte (E.4.3.1).

Fur die 2,3kB- und die langeren HCII-Transkripte werden im folgenden Vorschlage fur
mogliche Segquenzbereiche gegeben, die eine Promotorfunktion besitzen konnten. Es wurde
bel beiden Transkriptgruppen ein teillwei se umfangreicher Startbereich gefunden.

Die bekanntesten proximalen Elemente, die einen Transkriptionsstartpunkt etwa 30 Bp
stromabwarts festlegen kénnen, sind die TATA-Boxen. Die hier analysierten Transkripte
scheinen allerdings groltenteils (sehe E.4.3.1 und E.4.3.2) nicht durch TATA-Boxen fest-
gelegt zu sein. Als zur TATA-Box funktiondll homologe Sequenzen sind INR-Elemente
bekannt. Smale fuhrt an, dal’ es TATA-Box-freie Gene mit Transkripten gibt, deren Dutzende
von Startpunkten sich tiber einen Bereich von mehreren 100 Bp erstrecken kénnen.??

Bisher ist zu den INR-Elementen bekannt, dal3 sie eine schwach konservierte Konsensus-
sequenz enthalten, die den direkten Transkriptionsstartpunkt umfassen (beim Terminalen-
Transferase-Gen der Maus. Position -6 bis +11) und Bindungsstellen fur transkriptions-
aktivierende Faktoren in der Nahe bendtigen (wie G/C-Boxen oder von SP1 erkannte Stellen).
Die schwach konservierte Konsensussequenz®® ist in der folgenden Skizze dargestellt und die
ermittelten Transkriptionsstartpunkte werden mit dieser Sequenz in den Punkten E.4.3.1 und
E.4.3.2 verglichen.

-3-2-1 +1 +2 +3 +4 +5 +6
y Y Y An VY Yy

Kleine Buchstaben stehen fiir nur schwach konservierte Positionen der e nzelnen bekannten INR-Elemente. Feite
und unterstrichenen Buchstaben stellen stark konservierte Basen dar und en ‘V' seht fir ein ‘T'- oder ‘A’-
Nukleotid.

Beziiglich einer gewebsspezifischen Expression 183 sich eine grobe Abschétzung Uber die
relative Menge von HCII-Transkripten in einzelnen Organen Uber den Vergleich von RT-
PCR-Produkten machen, die unter den gleichen Bedingungen amplifiziert wurden. In
Abbildung 29 sind Uber RT-PCR erhatene HCII-cDNA-Fragmente nach unterschiedlicher
Anzahl von PCR-Zyklen zu sehen. Die einzelnen Gele unterscheiden sich jewells durch dre
zusétzliche Zyklen, also rein theoretisch einem Amplifikationsfaktor von bis zu acht (2°%). Gut
zu erkennen ist die starke HCII-Transkription in Leberzellen, da hier nach 25 PCR-Zyklen
nahezu die maximal mogliche Zahl an Amplifikaten in der PCR-Reaktion vorhanden ist.

22 Darnéll et al., 1990
22 Smale, 1997
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Die gleiche Bandenstérke wird in Lunge und Gehirn, den Geweben mit der offensichtlich
nachst stérkeren Transkription, erst nach etwa weiteren neun Zyklen erreicht (unteres
Gelbild). Das entspricht rechnerisch einer Anfangskonzentration an HCII-Transkripten, die
um den Faktor »500 (2°) geringer sein muR alsin Leberzellen.

Mit der durchgefihrten RT-PCR kann nicht zwischen den beiden verschiedenen HCII-
MRNAS unterschieden werden. Beide Produkte lassen sich mit der verwendeten Primer-
kombination amplifizieren. Daher ist eine Aussage Uber die relative quantitative Verteilung
der beiden Transkripttypen in den einzelnen Geweben nicht moglich.

E.4.3.1 Promotorregion der 2,3 kB-Transkripte

In dieser Arbeit wurde ein Transkriptionsstartbereich fur die 2,3 kB mRNAs von HCII
ermittelt. Die 3'-Position des Bereichs liegt bel Position -21, die stromaufwarts gelegene
Position bei +25 (Positionsangaben nach Herzog et al.?*®). Welche regulatorischen Elemente
sind fir diese Transkripte verantwortlich?

Mit Hilfe eines Reportergens wurde eine 2,2 kB grof3e Sequenz getestet, die stromaufwarts
vom Exon 1 liegt. In einer Leberzelinie (HepG2), in welcher der potentielle Promotor der
2,3 kB-Transkripte aktiv sein sollte, konnte keine Reportergenaktivitdt gemessen werden
(siehe D.9.3, Abbildung 40). Schwankungen zwischen den Ansdizen lassen sich eventuell
durch unterschiedliche Qualitét der DNA-Isolationen und durch unterschiedliche Plasmid-
grofde erklaren. Ein grol3es Plasmid 183 sich schlechter transfizieren als kleinere. Als direkte
Negativkontrollen waren also Plasmide mit den gleichen Reportergenen und gleicher Grolie
ideal. Allerdings ist nach mehreren Versuchen (siehe D.9.3, Tabele 40) eindeutig zu
erkennen, dal3 der getestete Bereich keine starke Transkription des HCII-Gens in HepG2-
Zdlen bewirken kann. Entweder fehlen wichtige regulatorische Elemente, oder die Zellen
unterscheiden sich von normalen Hepatozyten in ihrem Expressionsmuster von Transkrip-
tionsfaktoren deutlich. Als Folge kénnte ein mdglicher Silencer in der Sequenz aktiviert
werden, der die Transkription des HCII-Gens in anderen Geweben als Leber unterdrickt.

Die Frage stéllt sich, an welchen Positionen diese Elemente vorhanden sein konnen. Die
wahrscheinlichste Antwort ist, dal3 der klonierte Bereich zu klein ausgefallen ist. Im Anschlul3
an diese Arbeit sollen grof3ere Bereiche vor dem Exon 1 kloniert und Uberprift werden.
Waeiterhin kdnnen im gesamten Exon 1, wie z. B. beim Angiotensinogen-Gen?* (es wurde nur
ein Tell des Exons kloniert!) oder auch im Intron 1 wichtige Signale kodiert sein. DarUber
hinaus ist vom a;-Antitrypsin-Gen bekannt (einem Serpin aus der gleichen Familie, dem auch
HCII angehdrt), dald wichtige Bereiche (Enhancer) nicht nur im 5’ -Bereich des Gens, sondern
auch stromabwarts des kodierten Bereichs gelegen sind.?® Die experimentell erhaltenen
Daten sind zur Eingrenzung der Promotorregion unzureichend. Sie wurden mit Hilfe von
Datenbanken auf mdgliche Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren hin durchsucht.

Vor dem HCII-Gen gibt es die ndchste TATA-Box etwa 1300 Bp vor Exon 1 (Tabdlle 35,
Position 4613), also weit aul3erhalb des funtionellen Bereichs (»30 Bp vor dem mRNA-
Beginn). Herzog et al. schlagen eine TATA-ahnliche Sequenz bei Position -67 vor."®” Diese
Sequenz zeigte aber bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen keine Ubereinstimmung mit
der Matrix fur TATA-Boxen. Falls diese Sequenz in den Zdlen als TATA-Box erkannt wird,
s0 liegt sie alerdings auch fur das 5’ -gelegene Ende des Startbereichs um etwa 10 Bp zu weit
stromaufwarts (s.u., gelb hinterlegt). Eine Uberprifung auf mogliche INR-Elemente erbrachte
dagegen ein positives Ergebnis.

24 Cui et al., 1998
225 Morgan & Kalsheker, 1997
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Obwohl die bekannten Kriterien fur INRs nur sehr schwach definiert sind, gibt esdie einzigen
Ubereinstimmungen im Exon 1 jeweils an den beiden ermittelten Endpositionen. Nachfolgend
ist zum Vergleich die chromosomale Sequenz mit unterlegten INR-Matrizen dargestellt.

- 70 ° GACTTATTTA CTTTGGAAAA TATGCAGCAA CAGCCCAGCA

- 30 CCAAACTTCA CATCAAAATC CCACTGATGA CCTTGGECTGC
YYYA nVYYy

+ 11 TTTCATCTCT GAAGCGCCAC TTCTCAGAAA CACAGAGGTA *
YYYAn VYYy

In dem Sequenzauschnitt sind die ermittelten 5'- und 3'-Grenzen des Transkriptionsstartbereiches eingetragen
(rot), sowie die von Ragg und Preibisch?® gefundenen, vor Nukleaseverdau geschiitzen Bereiche (unterstrichen).
Unter der Sequenz sind die INR-Matrizen eingetragen. Kleine Buchstaben innerhalb der Matrize stehen flr nur
geringe Ubereingimmung der einzelnen bekannten INR-Elemente, wéhrend fette Buchstaben hohe
Konservierung bedeuten. Ein ‘V' geht fir ein ‘T’- oder ‘A’-Nukleotid. Ubereinstimmungen mit der INR-
Konsensussequenz sind blau hinterlegt.

Die aul}eren Startpunkte konnen aus drei Griinden als gesichert angesehen werden. Erstens
stimmen nur die markierten Positionen in diesem Bereich mit der Matrix fur INRs Uberein.
Zweitens ist eine sehr hohe Ubereingtimmung zu erkennen und drittens erhdt man mit
mehreren unterschiedlichen Methoden gleiche Ergebnisse.

INR-Elemente bendtigen zur Funktion transkriptionsaktivierende Faktoren. In der Literatur
sind G/C-Boxen und SP1-Elemente beschrieben.?”® Daher wurde nach Bindungsstellen fiir
diese Faktoren und fir |eberspezifische Faktoren gesucht. In der Abbildung 50 sind enige
potentielle Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren innerhalb der mutmaldichen HCII-
Promotorregion in ein Schema eingefugt.

Abbildung 50: Schema des Bereichs vor dem HCII-Exon 1

Exon 1
-6 -5 -4 -3 -2 -1 O kB
] l ] l ] l ] l ] l ] l ]
S+ S S
F. N N_ IXF_F,
< | —| I | 1 1 1 | |:II IJ'|-||:| II_II_ | : D
2xT | T | | T | T xC i
G+ G+G+ G+ G s
>
Legende
—  Chromosomale HCI1-DNA-Sequenz T mogliche TATA-Box
O] Exonbereich G mégliche GC-Box
o Repetitives Element C mégliche CEBP-Bindungsstelle
‘> Ermittelter Transkriptionsstartbereich F mogliche HFH1-Bindungsstelle
+  Matrix in Sinnsequenz N mégliche HNF1-Bindungsstelle
S maogliche SP1-Bindungsstelle

- Matrix in Antisinnsequenz

Erklarungen zu dem Schema folgen auf der néchsten Seite



E. Diskussion E.4 Transkriptionsstartpunkte des menschlichen Heparinkofaktor [1-Gens 146

Erkl&rungen zur Abbildung 50

In der Abbildung ist der Transkriptionsstartbereich, der mit dem Primer USC8 ermittelt wurde, als Pfell
eingetragen. Die senkrechten gedtrichelten Linien markieren die Positionen, an denen nach Sequenzierdaten
MRNA-Startpunkte vorhanden sind. Die rote Linie zeigt den vor das Luziferase-Reportergen klonierten
Sequenzbereich, der gegentiber Negativkontrollen keine Transkriptionssteigerung bewirkt. Bindungsstellen fir
Faktoren, die vor alem in Lebergewebe eine Transkription bewirken (CEBP, HFH1 und HNF1) sind in Rot
eingezeichnet. Von den CEBP-Matrizen wurde nur die Matrizentibereinstimmungen mit ‘CEBP_C’ eingetragen,
da diese Matrix am besten definiert ist.

Von dem Programm ‘Matlnspector’ wurden neben den eingetragenen Bindungsstellen sehr
viele weitere mogliche Bindungsstellen von allgemein die Transkription positiv beeinflus-
senden Faktoren in der Sequenz gefunden (Tabelle 36: z. B.: AP1-4, HFH1-8, HNF1-3,
Octamer1-7). Die Anzahl der moglichen Bindungsstellen dieser Faktoren liegt teilweise sehr
stark Uber der erwarteten Zahl fir eine zuféllige Sequenz (sehe Re-Wert in der Tabelle).
Daher ist zu erwarten, dal3 diese Faktoren ebenfalls fir den Promotor wichtig sind. Fir einige
Serpine ist die Bedeutung der Faktoren fur die transkriptionelle Regulation gezeigt (uPA:
AP1,%%° 14032.1-Serpinkluster: HNF1 + HNF4,%" aj-Antitrypsin: SP1,?® Angiotensinogen:
AP4 + HNF3?). AuRerdem sind Bindungsstellen von Faktoren vorhanden, die unter
bestimmten Bedingungen eine Transkription induzieren kénnten (CHOP, IRF, RORE). Da die
Anzahl der Bindungsstellen fur diese Faktoren zu hoch fur eine Darstelung ist, wurden sie
nicht in die Abbildung eingetragen.

Der Abbildung 50 (und Tabelle 35) ist zu entnehmen, dal3 eine Reihe von potentiellen G/C-
Boxen und SP1-Elemente vorhanden sind. Allerdings liegen diese 1,5 bis 3 kB stromaufwarts
des Transkriptionsstartbereiches. Es wurden jedoch auch schon andere essentielle Promotor-
elemente beschrieben, die mehrere kB stromaufwarts vor dem Startbereich gelegen sind.?®
Die Haufung der Bindungsstellen in dem Bereich von -3 kB bis-1,5 kB liegt tUber dem Wert
fur zufalige Ubereingimmung (nach dem ‘Re-Wert’, Tabelle 36). Damit ist der Bereich
potentiell fir den HCII-Promotor wichtig. Die Bindungsstellen werden von inserierten SINES
und LINES zu Verfligung gestellt.

Es bleibt die Frage bestehen, warum genau die beschriebenen INR-Elemente verwendet
werden. Esist wahrscheinlich, dal3 es weitere wichtige Bindungsstellen fir Faktoren gibt, die
naher am Transkriptionsstart liegen, um diesen zu definieren. Welche Faktoren konnen in
Frage kommen? Die 2,3 kB-Transkripte werden sehr stark in Leberzellen transkribiert. Es
werden also wahrscheinlich |eberspezifische Faktoren fur die Transkription bendtigt. Aus
diesem Grund wurde die Sequenz auf bekannte |eberspezifische Faktoren hin untersucht.

In der Abbildung 50 ist zu erkennen, dal3 es eine starke Konzentration von HFH1 und CEBP-
Bindungsstellen in dem Bereich von -300 bis -800 gibt. Beide Matrizen sind gut definiert, und
eine HFH1-Stelle sollte nur ca. 0,7mal rein zuféllig in den 6 kB vorkommen und die CEBP-
C-Matrix nur 1,6mal (nach angegebenen Re-Wert, Tabelle 36). Die sehr hohe Dichte der
spezifischen Bindungsstellen macht also diese Region als zweites wirksames Promotor-
element sehr wahrscheinlich. In diesem Fall sind die Bindungsstellen nicht direkt durch
repetitive Elemente bedingt, alerdings wird eine vierfache HFH1-Bindungsstelle tiber eine
kurze wiederholte Sequenz am Ende einesinserierten Elementes gebildet.

226 Miralleset al., 1999

227 Rollini & Fournier, 1999
28 ) jetal., 1998

229 Cui et al., 1998
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E.4.3.2 Promotorregion der langen Transkripte mit Start im Intron 1

Der Startbereich fur die langeren mRNAS wurde ebenfalls ermittelt. Die Transkripte beginnen
in der Intron 1-Region der 2,3 kB-mRNAs und wurden in verschiedenen Geweben gefunden.
Die mittels Sequenzierung gefundenen Positionen von 5-cDNA-Enden (die potentiellen
Startpunkten entsprechen) sind 3904, 4198, 4318, 4437, 4517 fur Lungengewebe und 4137
fir Transkripte aus der Leber (Numerierung nach Herzog et al.'®"). Den Tabellen (Tabelle 30
- Tabelle 33) ist zu entnehmen, dald wahrscheinlich weitere Startpunkte im 5'-Bereich
existieren. Der ermittelte Startbereich ist aso noch unvollsténdig. Im Bereich von Intron 1
gibt es eine Reihe von Positionen mit potentiellen TATA-Boxen (nach Matlnspektor, Tabelle
37), moglicherweise sind zwel davon an einer Initiation der Transkription von HCII-mRNASs
beteiligt. Die 5'-gel egene Position (Position 3566 in Tabelle 37) kann nur fir Transkripte aus
Lebergewebe relevant sein, da keine mRNA-Sequenzen in der Lungen-RNA in diesem
Bereich nachweisbar waren (Abbildung 38). Falls man die Position der TATA-Boxen mit den
Transkriptionsstartpunkten vergleicht, dann beruht en Transkript aus Lunge sehr
wahrscheinlich auf einem TATA-Box-vermittelten Transkriptionsstart. 29 Bp vor dem Start
an Position 4437 liegt eine Sequenz, die Ubereingtimmung zur TATA-Matrix zeigt (in
Tabelle 37 Position 4361, entsprechend 4408 nach der Numerierung von Herzog et al.*®’). Da
dieser Startpunkt nicht vollstandig der INR-Konsensussequenz entspricht, ist die Verwendung
der TATA-Box a's Promotorelement sehr wahrscheinlich.

Die anderen Startpunkte kénnen nicht direkt auf TATA-Boxen zurtickgefuhrt werden. Nach
heutigem Wissen miissen demnach INR-Elemente die Startpunkte definieren. Im folgenden ist
zum Vergleich die chromosomale Sequenz ausschnittsweise mit unterlegten TATA- und INR-
Matrizen dargestellt.

3891 * CACACAGACT

y

TTATCTICITG TTTCTAACCC TGIGTTAGAA
YYAnVYYy

In dem Sequenzauschnitt sind
die ermittelten 5 -cDNA-Enden
(rot) und die INR-Matrizen

3931  GCAGTAACAC AGAAGATTTA GITGCTCCTG ACAGCAGTGG eingetragen. Kleine Buchstaben
3971  GAGCTATTGT CTAAGAGATA CAAAGGAGAA AAAAGTATAC innerhab der Matrize stehen fir
4011  CTGCAGCAAG TGATATCACC TCTGGGGCTG CCACCACATC nur geringe Ubereinstimmung
4051  ACCTCACTAC QCCCTGAGGG GGTCTCAGCA CTAGACAAGT mit der Konsensussequenz der
4091  TCCAAATCTT TTGCAAATTA AACAACCCCA GGICAGGCGT einzenen  bekannten  INR-
YYYA nVYYy Elemente, wéahrend fette Buch-
staben hohe Konservierung
4131  GGTGGCTTAT GCCTGTAATC CCAGCACTTT GGGGGGCTGA bedeuten. Ein V' geht fir ein
4171  GGTGGGTGGA TCACCTGAGG TCAGCAGITT GAGACCAGCC ‘T’- oder ‘A’-Nukleotid. Uber-
yYYARVYY y einsimmungen mit der INR-
Matrix sind blau hinterlegt. Eine
4211  TGGCCAACAG AGCAAAACCC CATCTCTACT AAACAAAATA  TATA-Konsensussequenz
4251  CAAAAATTAA CCAGGCGTAG TGGTGIGCAC CTGTAGTICCC (TATA_C-Matrize) ist griin
4291  ACCTACTTGG GAGGCTGAGG CAAGAGAATT CCTTGAGTCC markiert. Gelb sind Nukleotide
yYYAnVYYy yYYAnV Yyy ncr hinterlegt, bei denen die Se-
guenzierung nicht mit der
4331  AGGAGGCCGA AGITGCAGTA AGCCGAGATC GCGCCACTGC chromosomalen Sequenz  iber-
4371  ACTCCAGCCT GGGTGACAGA GTGAGACTCC ATTTCAAAAA gnsimmt. In diesem Fall wurde
4411  ATAAAAACAA CAAAAGCCAA TTACAACAAC AACAACAAAA das bekannte chromosomale
ATAAAAR y YYAnVYYy Nu-kleotid ~ eingesetzt.  Die
Nume-rierung wurde nach
4451  AAACAACGAA TTAAACAACC CCAAAGATTG CACAAATTTC Herzog et al. durchgefiihrt.
4491  AAGTATCTTT AGAATATGIT TTCAGAAAGC CTGGCCCATG 3

yYYANVYYy
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Die meisten Startstellen entsprechen nicht sehr gut der geforderten Matrix fur INR-Elemente.
Es lassen sich jedoch einige Unterschiede erklaren.

Die cDNA-Enden an den Positionen 4137 und 4198 stimmen nicht (oder nur sehr schlecht)
mit der INR-Konsensussequenz tberein. Wahrscheinlich wurde in diesem Fall das Ende einer
trunkierten mRNA amplifiziert. Eine abgebrochene Sequenz kommt vor allem fir die Position
4137 in Frage, da die Sequenz sich nicht bis zum poly(G) lesen 183 (siehe D.8.2.2, Abbildung
33). Die stromaufwarts nachstgelegene potentielle Stelle fur ein potentielles INR-Element ist
an Position 4108 (s.0.). Der Transkriptionsstart an Position 3904 stimmt mit der INR-Matrix
bis auf die dritte Position Uberein, allerdings ist in der Sequenz das reverse ‘T’ fir das ‘A’
eines MRNA-5-Endes nicht zu erkennen. Wahrscheinlich wurde dieses Nukleotid vor dem
Anhangen der G-Nuklectide entfernt. Die beiden Ubrigen sequenzierten 5'-cDNA-Enden
(Positionen 4318 und 4517) zeigen teilweise Ubereinstimmung zum INR-Element. Jeweils
ene der stark konservierten Positionen enthdt ein anderes Nukleotid. Wenn davon
ausgegangen wird, dai? eventuell das 5'-Ende der cDNA mit Start an Position 4517 um zwei
Nukleotide verkiirzt wurde, ergibt sich eine bessere Ubereinstimmung. Fir diese Uberlegung
spricht eine Mutation an der Endposition der cDNA. Eine aternative, stromaufwarts gelegene
Position fur en INR-Element, das den natirlichen Transkriptionsstart der mRNA bewirken
konnte, auf dem die cDNA mit dem 5'-Ende an Position 4318 beruht, wurde an Position 4292
eingetragen.

In die Abbildung 51 wurden die Positionen der sequenzierten 5'-Enden der cDNAs
eingetragen. Zu beachten ist, dal’3 die cDNAs wahrscheinlich auf abgebrochenen mRNASs
baseren und die Transkriptionsstartpunkte stromaufwérts gelegen sind. In Zukunft sind
Experimente mit S1- oder DNAsel-Nuklease notwendig, um die Startpunkte der Transkripte
genau festzulegen und die hier erhaltenen Ergebnisse Uberprifen zu konnen. Die hier
aufgefuhrten Transkripte haben wahrscheinlich keine physiologische Ralle (siehe E.4.3).
Welche distalen Promotorelemente vor dem Transkriptionsstart konnen vorhanden sein? Im
Gegensatz zu der 5’'-HCII-Genregion gibt esin diesem Bereich keine geklusterten G/C-Boxen
oder SP1-Elemente (siehe Abbildung 51). Es existieren jedoch gerade im Transkriptionsstart-
bereich sehr viele Ubereingtimmungen zu Matrizen von HFH1- und CEBP-Bindungsstellen,
die eine spezifische Transkription in Leberzellen erkldren konnen. Die in diesem Bereich
beginnenden Transkripte konnen jedoch auch in anderen Geweben nachgewiesen werden,
sind also nicht leberspezifisch. Deshalb kann keine Aussage beziiglich potentieler
| eber spezifische Promotorel emente getroffen werden. In der folgenden Abbildung 51 sind die
Ergebnisse beziiglich 5'-Enden der langen mRNAS zusammengefalit.

Abbildung 51: Startbereich der langen HCII-Transkripte

Exon 1 (Intron 1 Bereich der 2,3 kB mRNA) Exon 1*
0 1 2 3 4 5kB
N2xS N S

Erklarungen zur Abbildung : siehe néchste Saite
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L egende
—  Chromosomale HCII-DNA-Sequenz T mogliche TATA-Box
[ Exonbereich G mogliche GC-Box
— Repetitives Element C mdogliche CEBP-Bindungsstelle
é—» Ermittelter Transkriptionsstartbereich F mogliche HFH1-Bindungsstelle
+ M atrix in Sinnsequenz N mogliche HNF1-Bindungsstelle
- Matrix in Antisinnsequenz S magliche SP1-Bindungsstelle

In der Abbildung 51 sind die mit Hilfe von Gelbildern von A-PCRs und T-PCRs abgeschétzten Transkriptions-
gtartbereiche as Pfell eingetragen. Die Lange der Pfeile markiert den jeweils mit eéiner PCR-Reaktion (und
einem spezifischen Antisinnprimer) erhaltenen Startbereich (bei ener PCR wurden mehrere cDNA-Fragmente
erhalten). Hellgraue Pfeile zeigen Ergebnisse von A549-Zdlen, schwarze Pfeile markieren Bereiche fur Lungen-
RNA und en dunkelgrauer Pfeil zeigt das mit Leber poly(A)*-RNA erhaltene Ergebnis. Die senkrechten
gestrichelten Linien markieren die Positionen, an denen nach Sequenzierdaten mRNA-Startpunkte vorhanden
sind. Bindungsstdllen fur Faktoren, die vor allem in Lebergewebe eine Transkription bewirken (CEBP, HFH1
und HNF1) sind in Rot eingezeichnet. Von den CEBP-Matrizen wurde nur die Matrizentibereinstimmungen mit
‘CEBP_C’ engetragen, da diese Matrix am besten definiert ist. Der Exon-Bereich ist langer skizziert as das
Ergebnis der Sequenzierung der langsten cDNA zeigt, da eine RT-PCR fir Leber poly(A)"-RNA ein positives
Ergebnis fir einen Bereich bis 1538 Bp vor Exon 2 liefert (Position 3661).

E.5 Zusammenfassung der HCII-Genstruktur

Um einen Uberblick der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse und der bereits bekannten
Daten zum HCII-Gen bei Mensch, Maus und Ratte zu geben, werden in der folgenden
Abbildung 52 die genomischen Strukturen zusammenfassend dargestellt.

Abbildung 52: Struktur des Heparinkofaktor 11-Gensin Mensch, Maus und Ratte

>68 905 274 145 846
Mensch 5,20 (11N e—lll—17—il—o—Hl |-
29 972 274 145 720
Maus 47 29— —2——o/— M
N2 G AR 274 145 711
Ratte (3411 00— 3 — 11— 0+ 1} —
Exon 1 1B 2 3 4 5

In dem Schema ist die HCII-Gengtruktur von Mensch, Maus und Ratte dargestellt. Balken stellen Exon-
Regionen dar. Ausgefiilite Bereiche werden in HCII-Protein trandatiert. Zahlen Uber den Balken geben die
Exongrofie in [Bp] an. Die Zahlen zwischen den Linien beschreiben hingegen die jeweiligen Introngréfien in kB.
Die ermittelten Spleiflvorgénge bel Maus und Ratte sind durch die blauen, gewinkelten Linien angedeutet.
Mutmal3liche Promotorbereiche sind durch ein rotes Oval markiert. Der 5’ -Bereich des Exon 2 des menschlichen
HCII ist gestrichdt dargestdlt, da ein kleiner Teil der HCII-Transkripte in dieser Uber 1 kB grof¥en Region
beginnt.
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Die Frage, warum die Struktur in der 5-terminalen Region des HCII-Gens im Lauf der
Evolution stark variiert, kann auf mehrfache Art beantwortet werden. Es scheinen besonders
die unterschiedlichen 5'-gelegenen Exon/Introngrenzen durch einige Punktmutationen in den
Sequenzen begrindet zu sein. Diese Mutationen sind normale, zufélige Sequenz-
veranderungen innerhalb der Evolution. Es war kein spezidler Mechanismus, der zu ener
Verénderung von Exongrenzen fihrt, auffindbar. Die Mutationsrate scheint auch in diesem
Bereich nicht erhdht zu sein. Tellweise ist es jedoch durch Insertionen von repetitiven
Elementen, bzw. durch Rekombinationsereignisse zu umfangreicheren Verdnderungen der
HCII-Sequenz gekommen.

Kurze Bereiche innerhalb der Sequenz begiinstigen die Rekombinationsereignisse. Unter-
schiedliche Enden der gleichen repetitiven Elemente (an identischen Postionen in den
untersuchten Arten) spiegeln homol oge Rekombinationen wider. Es gibt grof3e Abschnitte mit
(CA)-Repeats bei Maus und Ratte, sowie einen Bereich in den Sequenzen, der Ahnlichkeit zu
einem Bereich aus der V-J-Region von Immunglobingenen besitzt. Die Ahnlichkeit bezieht
sich alerdings nur auf dort inserierte repetitive Elemente. Gehaufte Rekombinationsereignisse
im chromosomalen Bereich des HCII-Gens werden unter anderem auch Uber chromosomale
Instabilitdten dokumentiert.?® Die festgestellten gréReren Sequenzunterschiede sind nicht
unmittelbar in der N&he von Exongrenzen. Somit haben sie wahrscheinlich keinen direkten
Einflul® auf die Genstruktur.

Neben den Mdoglichkeiten zur Rekombination scheint der Selektionsdruck auf einen
unverénderten 5'-Bereich des HCII-Gens gering zu sein. Einzelne Mutationen haben eine
geringe Bedeutung, da unterschiedliche Promotorregionen und en grof3er Startbereich
vorhan-den sind. Da das erste Exon nicht trandatiert wird, ist eéin Verlust fir das Genprodukt
ohne Bedeutung, sofern ein Transkriptionsstart vor Exon 2 moglich ist. Auf3erdem scheint
selbst der 5'-trandatierte Genbereich fur Mutationen anféllig zu sein. Ohne Beeintrachtigung
der Proteinfunktion kann das Signal peptid und der aminoterminale Bereich des Proteins leicht
verandert sain.

In dieser Arbeit wurde bisher nicht Gberprift, ob in Maus und Ratte HCII-Transkripte in
anderen Geweben als Leber nachzuweisen sind. Es bleibt weiterhin offen, ob das
differentielle Spleif3en bei Maus und Ratte gewebsspezifisch ist.

Es missen ebenfalls Untersuchungen auf HCII-Transkripte mit einem Startpunkt vor Exon 2
in Maus und Ratte, die den langen menschlichen Transkripten entsprechen, folgen. Ob die
langen Transkripte jedoch in der Maus oder der Ratte vorliegen, ist fraglich, da sich durch
inserierte repetitive Elemente der 3'-Bereich des menschlichen HCII-Intron 1 deutlich unter-
scheidet.

230 pyech et al., 1997
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F.2 Abktrzungen

A Adenosin

A549 Lungenzdlinie

Ab Antibiotikum

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

Ala Alanin

Amp Ampicillin

Ap' Ampicillin-Resistenz, vermittelt Uber die Wirkung der b-Laktamase (Gen: bla)

A-PCR Anchor-PCR (Methoden C.2.4)

APS Ammoniumpersulfat

As Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat

bla Gen der b-Lactamase, die der Zelle Ampicillin-Resistenz verleiht

Bp basepair(s) (engl.); Basenpaar(€)

100 Bp- spezieller DNA-Léangenstandard (siehe C.1.15): 100bp Ladder

Leiter’

BPB Bromphenolblau

BSA Bovine Serum Albumin; Rinder Serum Albumin

c kongtitutive Expression des Gens

C Cytosin

°C Grad Celsius

cDNA complementary DNA (engl.: Eine synthetische DNA, die in vitro durch reverse
Transkription von einer bestimmten RNA hergestellt wurde und somit komplementér zu
dieser ist. Manche Autoren bezeichnen sie a's copy-DNA)

COSs Zdlinie der afrikanischen griinen Meerkatze (CV1 Origin SV40)

CTAB Hexadecyl trimethyl ammoniumbromid

CTP Cytosintriphosphat

(DE3) Bakterienstamm ist lysogen fur den Bakteriophagen DE3

D Dalton, Masseneinheit; entspricht 1/12 der Masse eines C-Atoms. 1D » 1,66 10% kg

d Desoxy-

dcm Keine Methylierung von Cytosin in der Sequenz CCWGG

dd Didesoxy-

Dag Abkirzung fur HCII-spezifische Primer

DEPC Diethylpyrocarbonat

DEPC-dH,O Diethylpyrocarbonat-behandeltes dH,O (siehe Methoden C.2.6.8)

dH,O demineralisertes, autoklaviertes Reinstwasser (siehe Material C.1.4)

DNA Deoxyribonucleic Acid (engl.); Desoxyribonukleinséure

dsDNA double stranded DNA (engl.); doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreital

E. coli Escherichia cali

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EMB Eosin-Methylenblau

etal et dii (lat.); und andere

EtBr 2,7-Diamino-10-Ethyl-9-Phenyl-Phenanthridiniumbromid; Ethidiumbromid

EtOH Ethanal

Exon 1* Das Exon 1 des léngeren HCII-Transkripts, entspricht Teilen von Intron 1 und dem
Exon 2 des 2,3 kB-Transkripts

F Bakterienstamm enthét kein F-Episom

G Guanin

g Gramm

GAG Glykosaminoglykan

ga Galactose kann von einem Bakterium nicht verwertet werden

Gly Glycin

GTP Guanosintriphosphat

h hour (engl.); Stunde

HCII Heparin cofactor |1 (engl.); Heparinkofaktor 11; Leuserpin-2
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HepG2
hHCII
hnRNA

hsdSg(rs'me’)

|

109G
IPTG
ITP
k
Kan
kB

‘kB-Leiter’
Klen
Km'

[

lacZ
LB
LBG
LM
LMW
M

m

u

‘Marker VIII’
mcs

Met

mHCI|
MOPS
MRNA

Mst

n

NBT

nested PCR
NTP

0Ds0o

ORF

Pyz

p.a

PAA

PBS

PCR

Pfu
poly(A)*-RNA
PWTBI1

!

rHCII
rabHCI|
Rcal
RNA
Rollern
RsaRl
RT
RT-PCR
S

SAP
SA-AP
Ser

Leberzelinie

human HCII (engl.); menschliches HCII

heterous nuclear RNA (engl.); RNAs unterschiedlicher Lange, pr&mRNA
Verhindert bel Bakterien die Restriktion und Adenosin-Methylierung an bestimmten
Sequenzen TGA(N)sTGCT

Inosin

Immunglobulin G

| sopropyl-b-D-Thiogal aktosid

Inosintriphosphat

Kilo-, 10°

Kanamycin

Kilobasen, eine Langeneinheit, die 1000 Basen eines Nucleinsduremolekills entspricht.
Eine Kilobase doppelstréngiger DNA besitzt eine Lénge von 0,34 um und eine Masse
von etwa 660 kD.

spezieller DNA-Langenstandard (siehe C.1.15): Perfect 1 kb DNA Ladder
KlenTherm-Polymerase, verkirzte Tag-Polymerase

Kanamycin-Resistenz

Liter

fur die b-Glukosidase kodierendes Gen

Lennox L Broth Base

Lennox L Broth Base mit Glukose

Langenmarker

low molecular weight (engl.); niedriges Molekulargewicht

Molar

Milli-, 10°

Mikro-, 10°®

spezieller DNA-Langenstandard (siehe C.1.15): DNA Molecular Weight Marker VIl1I
multiple cloning site (engl.); Bereich im Plasmid mit vielen Restriktionsschnittstellen
Methionin

murine HCII (engl.); Maus HCII

Morpholinopropanesulfonic acid

messenger ribonucleic acid (engl.); Boten-RNA

Abkirzung fur spezifische mHCII- oder rHCII-Primer

Nano-, 10°

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

zweite PCR mit innenliegenden Primern zu einer DNA-Matrize aus einer ersten PCR
Nukleosidtriphosphat

optische Dichte einer Lésung, gemessen bei einer Wellenlénge von 600 nm

open reading frame (engl.); Offenes Leseraster

spezifischer Promotor des Gens xyz

pro analysis (lat.); zur Analyse

Polyacrylamid

phosphate buffered saline (engl.); Phosphatpuffer

polymerase chain reaction (engl.); Polymerase-K ettenreaktion

klonierte Pfu DNA Polymerase aus Pyrococcus furiosus

RNA mit eéinem 3'-Ende aus einer Viezahl von A-Nukleotiden

Shuttle-Vektor, der die HCII-cDNA enthalt

Resistent

rat HCII (engl.); HCIl der Ratte

rabbit HCII (engl.); HCII des Kaninchens

Restriktionsendonukl ease aus Rhodococcus capsulatum

ribonucleic acid (engl.); Ribonukleinséure

Inkubieren von Membranen in eéinem Hybridisierungsofen

Restriktionsendonukl ease aus Rhodopseudomonas sphaeroides

Raumtemperatur

reverse Transkriptase Reaktion mit anschlief¥ender PCR

Sensitiv

shrimp alkaline phosphatase (engl.); alkalische Phosphatase aus Krabben
Streptavidin konjugierte alkalische Phosphatase

Serin



F. Verzeichnisse

F.2 Abkurzungen

168

SDS
SOC
Spc
Spc’
ssDNA
T

TAE
Taq
TBS
TCM
TdTase
TETA
TEMED
T-PCR
Tris
Triton X-100
Tyr
TTP

]

U.N.
UpM
uUsC
UTR
viv
Vol.
wiv
WT
Z.A.

sodium dodecyl sulfate (engl.); Natriumdodecyl sulfat
sodium carbohydrate (engl.); Natrium-Kohlenhydrat (-Puffer)
Spectinomycin

Spectinomycin-Resistenz

single stranded DNA (engl.); einzelstréngige DNA
Thymin

Tris-Acetat-EDTA Puffer

Thermus aquaticus

tris buffered saline (engl.); Tris-Puffer

Tris, CaCl,, MgCl, Puffer

Terminale Desoxynukleotidyl Transferase
Triethylentetramin=3,6-Diazaoctan-1,8-diamin
Tetramethylethylendiamin

Tailing-PCR (Methoden C.2.5)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Octyl phenol-polyethylenglycol ether

Tyrosin

Thymidintriphosphat

Units

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Abkirzung fur hHCII-spezifische Primer
untrandated region (engl.); nicht trandatierte Region einer Nukleinsdure
volume per volume (engl.); Volumen je Volumen
Volumen-Anteil

weight per volume (engl.); Gewicht je Volumen
Wildtyp

zur Analyse
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G. Anhang

G.1 Plasmidkarten
G.1.1 pPBK 14-Derivate

Abbildung 53: pPBK 14-Plasmid-Derivate

Scal#

pPBK14-Derivat
6000 Bp

Scal#

EcoRI1,2130
Clal,2154
HindIII,2160
amHI1,2180
mal,2185

HindIIT1,2220
BamHI,2226

BspMII,2229
Sacl,2235

Pyull, 2460

Die Plasmidkarte zeigt Derivate des Plasmids pPBK14 (Kamp, 1995), die durch verschiedenen ‘blunt-end’-
Insertionen in die Scal-Schnittstelle des Gens fir die Ap-Resistenz erhalten wurden. Als Beispie wurde en

Insert von 1 kB Lange eingezeichnet.

Abkirzungen: Ap’: inaktivierte Ampicillin-Resistenz; f1 ori: Replikationsursprung vom Phagen f1;

eingefiigte  Sequenz; lac Op.: Operator vom Lactose-Operon;

lacZ’: trunkiertes

lacZ-Gen;

ori:

Replikationsursprung; Spc: Gen fur Spectinomycin-Resistenz; Stop: Stop-Signale fur Trandation (in alen drei

Leserastern) und Transkription.
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G.1.2 pRL-TK (Renilla Luciferase/K ontroll-Vektor)

Abbildung 54: pRL-TK Kontroll-Vektor

BglIL,1

“Sacll,299
- Ncol,330

> “Pqu,531
coRI1,649
HindIIL, 760

Scal,1002
Nhel,1024

2777.Pvul

2665,Scal

SV40 late p(A)

2.0

2223,BamH

2216,Clal Xbal,1971

NotI,1978

Die Plasmidkarte zeigt den Vektor pRL-TK (Promega, 1998). Das Plasmid dient als Positiv-Kontrolle und
Abgleich fir Schwankungen in der Transformationsrate.

Abklrzungen: Ap: Gen fir Ampicillin-Resistenz (bla); Intron: synthetischer Intronbereich  zur
Transkriptionssteigerung; . Luciferase-Gen aus Renillareniformis, Pusytk: Promotor des
Thymidinkinase-Gens aus dem Herpes smplex-Virus, Pr7: Promotor des T7-Bakteriophagen; SV40 late p(A):
spétes Polyadenylierungssignal aus dem SV40-Virus.
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G.1.3 pPBK 60 (HCII-Promotor/L uciferase-Vektor)

Abbildung 55: pPBK 60 (Plasmid zur Messung der Promotor-Aktivitét des HCI1-Gens)

KpnL5

Neol,725

upstream p(A
f1 ori a P(A)

Sacl,1755

Pvull,2105

Xhol,2232
Bglll, 2236
-HindIII,2253
Ncol,2286

X SV40 late p(A)
4.0 3.0

4210,Sall
4204,BamH]1
3042, Xbal

Die Plasmidkarte zeigt den Vektor pPBK60, der auf dem pGL3Basis-Plasmid (Promega, 1998) beruht. Das
Plasmid wird zur Ermittlung der Promotoraktivitét einer 2,2 kB-Region vor dem hHCII-Exon 1 verwendet. Das
Plasmid pPBK62 ist dhnlich. Das Insert wurde jedoch mittels blunt-end-Ligierung in die Smal-Schnittstelle von
pGL3Basis kloniert (statt einer Klonierung Uber die Kpnl/Xhol-Schnittstellen) und liegt in der umgekehrten
Orientierung vor.

Abklrzungen: Ap”: Gen fir Ampicillin-Resistenz (bla); f1 ori: Replikationsursprung vom Phagen f1;

2,2 Kb-Bereich 5 vom hHCII-Gen gelegen; Intron: synthetischer Intronbereich zur Transkriptionssteigerung;
ori: Replikationsursprung (Col E1-Derivat); . Luciferase-Gen aus Photinus pyralis, SV40 late p(A):
spates Polyadenylierungssignal aus dem SV40-Virus, upstream p(A): Polyadenylierungssignal verhindert
Transkription aus anderen Plasmidbereichen.



G. Anhang G.2 Intron 1-Sequenzierungen des HCII-Gens von Mausund Ratte 175

G.2 Intron 1-Sequenzierungen desHCII-Gensvon Maus und Ratte

G.2.1 Sequenzierungen desMausHCII-Intron 1

Abbildung 56: Sequenzierungen des mHCII-Intron 1

VEL1Z + TTTATTTTTAATGCT TAGAGCTAACAAT
N6t 72 + GTACACAGGTAAGT TTGGTTTCTAACATTTTTTGCCAATTATAAATTTTTATTTTTAATGCT TAGAGCTAAACAAT
Ragg [TCTCTGCCAGACCACT GCTCAGAGETACAGACGT AAGT TTGGT TTCTAACATTTTTTGCCAATTATAAATTTTTATTTTTAATGCTTAGAGCTAAACAAT
Sequenz TCTCTGCCAGACCACT GCTCAGAGGTACAGACGT AAGT TTGGT TTCTAACATTTTTTGCCAATTATAAATTTTTATTTTTAATGCTTAGAGCTAAACAAT
VEL1Z + TGGTTCCTTTAT TGAGAARAGAATATGT TATTTTTAAAATTTAGT TTAATATTCT TTAARATTTAGT TTAATGI TTAGT TTAATATTAATATTGGIACA,
Nt 72 + TGGTTCCTTTATTGAGAAAAGAATATGTTATTTTTAAAATTTAGT TTAATATTCTTTAAAATTTAGT TTAATGT TTAGT TTAATATTAATATTGGTACA
Ragg TGGTTCCTTTATTGAGAAAAGAATATGTTATTTTTAAAATTTAGT TTAATATTCTTTAAAATTTAGT TTAATGT TTAGT TTAATATTAATATTGGTACA
Sequenz TGGTTCCTTTAT TGAGAAAAGAATAT GTTATTTTTAAAATTTAGT TTAATATTCTTTAAAATTTAGT TTAATGT TTAGT TTAATATTAATATTGGTACA
Ragy CTGACAAAAATGGAATTTGAAT TTTAAGAGACAAGAT TATTATACCT TTGATACTTTATACT GGA/NCT GGCATCGGACG

Mst12 + CTGACAAAAATGGAATTTGAAT TTTAAGAGACAAGAT TATTATACCT TTGATACT TTATACT GGAAACT GGECAT GGCAGCACAAGATTGAAATTCCAG
N6t 72 + CTGACAAAAATGGAATTTGAATTTTAAGAGACAAGAT TATTATACCT TTGATACT TTATACT GGAAACT GGGCAT GGCAGCACAAGATTGAAATTCCAG
NGt 40 + CTGGAAACT GGGCAT GGCAGCACAAGAT TGAAAT CCAGC
Sequenz CTGACAAAAATGGAATTTGAAT TTTAAGAGACAAGAT TATTATACCT TTGATACT TTATACT GGAAACT GGGCAT GGCAGCACAAGATTGAAATTCCAG
VET1Z + ACTTGTAGCCCCTGGGTATCTATCACCCT AGGGCACAAAATCAAT TTCTT T TCAAAT TAGAT AAT TGTCTAGT GATTAAGAATGAGAATATTCTTGITC
Nt 40 + ACTTGTAGCCCCT GGGT ATCTATCACCCTAGGGCACAAAAT CAATTTCTTTTCAAATTAGATAATTGT CTAGT GATTAAGAATGAGAATATTCTTGTTC
Nt 40 + ACTTGTAGCCCCTGGGT ATCTATCACCCT AGGGCACAAZATCAATTTCTTTTCAAAT TAGATAAT TGT CTAGT GATTAAGAATGAGPATATTCTTGTTCT
Nt 40 + COCCTGGGTATCTATCACQCTAGGNCACAAAAT CAAT TTCTTTTCAAAT TAGATAAT TGTCTAGT GATTAAGAATGAGAAGTT

Nt 40 + COCTGGGTATCTATCACCCTAGGGCACAAAAT CAAT TTCTTTTCA/ATTAGATAATTGTCTAGT GAT TAAGAATGAGAATATTCTTGT TCT
N6t 72 + ACTTGTAGCCCCTGGGT ATCTATCACCCTAGGGCACAAAAT CAATTTCTTTTCAAATTAGAT AATTGT CTAGT GATTAAGAATGAGAATATTCT TGI TC
M5t 60 + TTCAAATTAGATAATTGTCTAGT GATTAAGAATGAGAATATTCTTGITC
Sequenz ACTTGTAGCCCCT GGGT ATCTAT CACCCT AGGGCACAAAAT CAATTTCTTTTCAAATTAGATAATTGT CTAGT GATTAAGAATGAGAATATTCTTGTTC
VBt 72 - AGAGGAAGT TTCCACCTAAGCAT TACTAT TARAGGT

Mst12 + AGAGGAAGT TTCCACCTAAGCAT TACTAT TAAAGGT TAGAGGAAT GTAAGAGAT CTAACCT CAAAAT GCOCAGAAAACGT GTACATATGTTGATACATA
Nt 40 + AGAGGAAGT TTCCACCTAAGCAT TACTAT TAAAGGT TAGAGGAAT GTAAGAGAT CTAACCT CAAAAT GCOCAGAAAACGT GTACATATGTTGATACATA
M5t 60 + AGAGGAAGT TTCCACCTAAGCAT TACTAT TAAAGGT TAGAGGAAT GTAAGAGAT CTAACCT CAAAAT GCOCAGAAAACGT GTACATATGT TGATACATA
Sequenz AGAGGAAGTTTCCACCTAAGCATTACTAT TAAAGGTTAGAGGAAT GTAAGAGAT CTAACCT CAAAAT GCOCAGAAAACGT GTACATATGT TGATACATAT
VEL1Z + ACATGT ACCCOOOCAT GT GCACCACAT CACATCAT ACACACACACCACACATACACA

Nt 40 + ACATGTACCCCCCCAT GTGCACCACAT CACAT CATACACACACACCACACAT ACACACGCACAT ACACCAT ACCACACGACACAC/CACCAACACACCCC
M5t 60 + ACATGTACCCOCCCAT GT GCACCACAT CACAT CATACACACACACCACACAT ACACACGCACAT ACACCAT ACCACACGACACACACACCAANNACCCC
M5t 73 + CACACACCAAACACCCC
Sequenz ACATGTACCCOCCCAT GT GCACCACAT CACAT CATACACACACACCACACAT ACACACGCACAT ACACCATACCACACGACACACACACCAACACACCO
VBT 40 + ACACAT ATACCACACCAT ACCACACCACACCACACACAT ATCAT ACCACACGACAT ACCAT ACCACACACAC

M5t 60 + ACACATATACCACACCATACCACACCACACCACACACAT AT CATACCACACCACAT ACCAT ACCACACACACACACCACACCACACCACACACATACAC
Nt 73 + ACACATATACCACACCATACCACACCACACCACACACAT AT CATACCACACCACAT ACCAT ACCACACACACACACCACACCACACCACACACATACAC
M5t 56 - CCACACACATATCATACCACACCAC/NACCATACCACACACACACACCACACCACACCACACACATACACA
M5t 56 - CACACACACACCACACCACACCACACACATACAC
Sequenz ACACATATACCACACCATACCACACCACACCACACACAT AT CAT ACCACACCACAT ACCAT ACCACACACACACACCACACCACACCACACACATACACH
VBT 73 + CACCACACACACAC

M5t 60 + CACCACACACACACATACCACNGOGT GACACACACACA

M5t 56 - CACCACACACACACATACCACACCGT GACACACACACACCACAT CACACCACACACGCACACAACAGT AAAGGGAACACAGT GGCT GCTCTGCTACTCT,
M5t 56 - CACCACACACACACATACCACACCGT GACACACACACACCACAT CACACCACACACGCACACAACAGT AAAGGGAACACAGT GGCTGCTCTGCTACTCT,
Mst55 - CACACACACACAT ACCACACCGT GACACACACACACCACAT CACACCACACACGCACAC/ACAGT AMAGGGAACACAGT GGCTGCTCTGCTACTCTA
M5t 56 - CACATCACACCACACACGCACACAACAGT AAAGGGAACACAGT GGCTGCTCTGCTATCTA
Sequenz CACCACACACACACATACCACACOGT GACACACACACACCACAT CACACCACACACGCACACAACAGT AAAGGGAACACAGT GGCTGCTCTGCTACTCT#
NBT56 - TTCTTTCAATTCTTCTGIAAGT TTGAAGT TATTTTAACATAAARAGGT TT- CCT

M5t 56 - TTCTTTCAATTCTTCTGTAAGTTTGAAGT TATTTTAACATAAAAAGGT TT- CCTTCTTGCT TGTTCTGT TTGGATCT GGAGAGAT CACAGT ACGAAATGE
M5t 56 - TTCTTTCAATTCTTCTGTAAGTTTGAAGT TATTTTAACATAAAAAGGT TTCCCTTCTTGCT TGTTCTGT TTGGATCTGGAGAGAT CACAGT AGGAAAT G
Mst55 - CTTTCAATTCTTCTTGAAGT TTGAAGT TATTTTAACATAAAAAGGT TT- CCTTCTTGCTTGTTCTGTTTGGATCTGGAGAGAT CACAGTAGGAAAT G
M5t 55 - TTCTTTCAATTCTTCTGTAAGT TTGAAGTTATTTTAACATAAAAAGGT TT- CCTTCTTGCTTGT TCTGI TTGGATCTGGAGAGATCACAGTAGGAAATG
Sequenz TTCTTTCAATTCTTCTGTAAGTTTGAAGTTATTTTAACATAAAAAGGTTT- CCTTCTTGCTTGTTCTGITTGGATCTGGAGAGATCACAGTAGGAAATG
Mst 56 - TGITGIT

M5t 56 - TGTTCTTTATGACACA

Mst55 - TGTTCTTTATGACACATATACAAAAAGGCCAACT CCAAT CCATGCAACT CTCAAGAATACACT ATAT GATGT TCOCATGAAAACAAAATTTTGATGAAT,
Mst55 - TGTTCTTTATGACACATATACAAAAAGGCCAACT CCAAT CCAT GCAACT CTCAAGAATACACT ATAT GATGT TCOCATGAAAACAAAATTTTGATGAAT,
Nt 74 + AAAGGOCAACT CCAATCCATGCAACT CTCAAGAATACACT ATAT GATGT TCCCATGAA/ACAAAAT TTTGATGAATA
Sequenz TGTTCTTTATGACACATATACAAAAAGGCCAACT CCAAT CCAT GCAACT CTCAAGAATACACTATAT GATGT TCOCAT GAAAACAAAATTTTGATGAAT/
MBt55 - TCTTAAAAT TATAGCACTTTAATTCAAAGACAGCAAT TTGAACGCAT ACACAACT TACAGGTAT TTTTAAATGCCT TAAT TTTTTTTTAATGAAACTGA
Mst55 - TCTTAAAATTATAGCACTTTAATTCT TTGACAGCAAT TTGAACGCATACACAACT TACAGGTATTTTTAAATGCCTTAATTTTTTTTTAATGAAACTGA
Nt 74 + TCTTAAAATTATAGCACT TTAATTCAAAGACAGCAAT TTGAACGCAT ACACAACT TACAGGTATTTTTAAATGCCTTAATTTTTTTTTAATGAAACTGA
Mst52 - TAATGAAACTGA
Sequenz TCTTAAAATTATAGCACT TTAAT TCAAAGACAGCAAT TTGAACGCATACACAACT TACAGGT AT TTTTAAATGCCTTAATTTTTTTTTAATGAAACTGA
MBt55 - GAGCAATATAGAAAGAT TTATCTGICAGATCGT TAAT TTTCAATGCAT ARAATAACTACATTTTTTCCT TTCTCTAAG

Mst55 - GAGCAATATAGAAAGATTTATCTGTCAGATCGT TAATTTTCAATGCATAAAATAACTACATTTTTTCCTTTCTCTA

Nt 74 + GAGCAATATAGAAAGAT TTATCTGTCAGATCGT TAATTTTCAATGCATAAAATAACTACATTTTTTCCTTTCTCTAAGAAGAGAATAATGAAAATTATG
Mst52 - GAGCAATATAGAAAGATTTATCTGTCAGATCGT TAATTTTCAATGCATAAAATAACTACATTTTTTCCTTTCTCTAAGAAGAGAATAATGAAAATTATG
Nt 75 + AGAAGAGAATAATGAAATTATGE
Sequenz GAGCAATATAGAAAGAT TTATCT GTCAGATCGT TAAT TTTCAATGCATAAAATAACTACATTTTTTCCTTTCTCTAAGAAGAGAATAATGAAAATTATG
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Mst 74 + CTTATGGCTTTTGGACATACCT TCAGGAACAGGGTATATGATG
Mst 52 - CTTATGCCTTTTGGACATACCT TCAGGAACAGGGTATAT GATGCT TACCCT TCAGAACCAACCCAACCCAACCCAACCTAACCAAACCAGAATGTGTTC
Mst 75 + CTTATGGCTTTTGGACATACCT TCAGGAACAGGGTATAT GATGCT TACCCT TCAGAACCAACCCAACCCAACCCAACCTAACCAACCAGAATGTGTTCT
Sequenz CTTATGCCTTTTGGACATACCT TCAGGAACAGGGTATAT GATGCT TACCCT TCAGAACCAACCCAACCCAACCCAACCTAACCAAACCAGAATGTGTTC
Mst 52 - GAGT TCCAGGATAAGATGAAGAACATCTTTTCTATTTGGGCT CAGACTAGT CTCCTTGAACCTACATTAATTCAAGTTGECTTTTCTTTTGT TCTTTAA!
Mst 75 + GAGTTCCAGGATAAGATGAAGAACATCTTTTCTATTTGGGCT CAGACTAGT CTCCTTGAACCTACATTAATTCAAGTTGECTTTTCTTTTGT TCTTTAA!
Sequenz GAGT TCCAGGATAAGATGAAGAACATCTTTTCTATTTGGGCT CAGACTAGT CTCCTTGAACCTACATTAATTCAAGTTGECTTTTCTTTTGT TCTTTAA!
Mst 52 - ATTATTGTAACTACTGI TTTAGCCAAGGAAATTTTTAACT GTAATCATAAAAAGGCTTCCATTAAGT TTTTTTATTTGTGCATATGCACTTGICTGT - A
Mst 75 + ATTATTGTAACTACTGT TTTAGCCAAGGAAATTTTTAACT GTAATCATAAAAAGGCTTCCATTAAGTTTTTTTATTTGTGCATATGCACTTGTCTGTTC
Mst 64 + AGGAAATTTTTAACT GTAATCATAAAAAGGCTTCCATTAAGT TTTTTTATTTGTGCAT/, TGCACTTGTCTGT TCA
Sequenz ATTATTGTAACTACTGT TTTAGCCAAGGAAATTTTTAACT GTAATCATAAAAAGGCTTCCATTAAGT TTTTTTATTTGTGCATATGCACTTGTCTGTTC
Mst 75 + AGTATGCACCACATTGTGCA
Mst 52 - AGTATGCACCACATTGT GCAGACT GCCAGAAGGGT ACAAAACT CCTTGCAGCT GGAGT TACAGATGGCTGAGCCACC
Mst 64 + AGTATGCACCACATTGT GCAGACT GCCAGAAGGGT ACAAAACT CCTTGCAGCT GGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGGCTGGGACCT GA
p30/ 30+1 AGCTGGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGECT GGGACCCGA
p30/9-2 AGCTGGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGECTGGGACCT GA
p34/3-1 AGCTGGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGECT GGGACCT GA
p30/ 62- 2 AGCTGGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGECT GGGACCT GA
Sequenz AGTATGCACCACATTGT GCAGACT GCCAGAAGGGT ACAAAACT CCTTGCAGCT GGAGT TACAGAT GGCT GAGCCACCCACCT GGAGGECT GGGACCT GA
Mst 64 + CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTACNCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATACT
p30/ 30+1 CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
p30/9-2 CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
p34/3-1 CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
p30/ 62- 2 CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGCTTAATTTCAAT GACACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
p30/ 68- 2 CTCTCGTACTAACTGCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
Sequenz CTCTCGTACTAACT GCT GAGCCCCCT CTCTAGCCCACTTAATTTCAATGATACCCATGCCTGATTTTATCTTGAAACTAGT TCTATTTACATTAGATAC
p30/ 68- 2 GT TTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CT CAGCAAAGT GCTGAGATGGATCGGGCTTATTCAC
Mst 64 + GTTTCCAGTAATTGI TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCINT GAGT CTCAGCAAAGT GCTGAGAT GGATCGGGCT TATTCACAGT CAGAAAGCATGT GGCl
p34/3-1 GTTTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CTCAGCAAAGT GCTGAGAT GGAT CGGCCT TATTCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
p30/ 30+1 GTTTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CT CAGCAAAGT GCTGAGAT GGAT CGGCGCT TAT TCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
p30/9-2 GTTTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAAT CT CAGCAAAGT GCTGAGAT GGAT CCGGCCTTATTCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
p30/ 62- 2 GITTTCCGGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CTCAGCAAAGT GCTGAGAT GGAT CCGGCCT TATTCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
p30/ 68+1 GITTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CTCAGCAAAGT GCT GAGAT GGAT CGGECT TAT TCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
M5t 68 - TTTCCAGTAATTGI TCCACATGT GTAGATTATGTACNCAT GAGT CT CAGCAAAGTNCT GAGAT GGAT CGGGCT TATTCACAGT CAGAAAGCAT GT GGCT
Sequenz GTTTCCAGTAATTGT TCCACATGT GTAGAT TATGTAGCCAT GAGT CT CAGCAAAGT GCTGAGAT GGAT CCGGCCT TAT TCACAGT CAGAAAGCATGTGGC
p34/3-1 CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAG
p30/ 30+1 CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT
p30/9-2 CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT
p30/ 62- 2 CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT
p30/ 68+1 CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT GTAGAT GTACCT CAGCT GGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCTGACT CATTGCA!
Mst 68 - CTTTTTCCAAAATAANCACT TCAGAAGCCCCCAGCCANCT GTAGATGT ACCT CAGCT GGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCT GACT CATTGCA(
Mst 48 - CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT GTAGAT GTACCT CAGCT GGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCTGACT CATTGCA!
p30/ 1+1 CTGGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCTGACTCATGCAC
p30/ 64-1 CTGTAGATGTACCT CAGCT GGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCTGACT CATTGCA!
p34; 4+1 AGCATACTCCTAGCACT GACAGCCCTGACTCATGCAC
p30/ 8-2 TTGCA
Sequenz CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCAGAAGCCCCCAGCCAGCT GTAGAT GT ACCT CAGCT GGGAGAGCATACT CCTAGCACT GACAGCCCT GACT CATTGCA!
p30/8-2 CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCT TGGTACACAAGATTTTCAG
p30/ 64-1 CACTGTACAGTATAGGTATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCTTGGTACACAAGATTTTCAG
p30/ 68+1 CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCT TGGTACACAAGATTTTCAG
Mst 68 - CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATATCGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCT TGGACACAAGATTTTCAGC
Mst 48 - CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCT TGGTACACAAGATTTTCAG
p30/ 1+1 CACTGTACAGTATAGGTATGGT CATATCGGT CTACAAAT AAGGNGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGINAGGT CAGCCT TGGTACACAAGATTTTCAGC
p34/ 4+1 CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCTTGGTACACAAGATTTTCAG
Sequenz CACTGTACAGTATAGGT ATGGT GATAT CGGT CTACAAAT AAGGAGGT ATAAT CAAAAGGT CAGAAACGT AAGGT CAGCCT TGGTACACAAGATTTTCAG
Mst 48 - TAGCTTGAGATGCACAG
Mst 68 - TAGCCTGAG- TGCACAGTGTCTTTTTAAAAAGT CCCTAAGT TATCGATTAAAACAAT CCT GT GGCCAGGAGGT GGTGGTACACACCTTTAA
p30/ 1+1 TAGCCTGAGATGCACAGTGTCTTTTTAAAAAGT CCCTAAGT TATGATTAAAACGAT CCTCNGGCCAGGAGGT GGTGGTACACACCT TTAATCCCAGCACT
p34/ 4+1 TAGCCTGAGATGCGCAGT GTCTTTTTAAAAAGT CCCTAAGT TATGAT TAAAACAAT CCT GT GGCCAGGAGGT GGT GGTACACACCT TTAATCCCAGCAC
p30/ 19+2 TAGCCTGAGATGCGCAGTGTCTTTTTAAAAAGT CCCTAAGT TATGENTAANACAAT CCT GT GGCCAGGAGGT GGT GGTACACACCT TTAATCCCAGCACT
Sequenz TAGCCTGAGATGCACAGT GTCTTTTTAAAAAGT CCCTAAGT TATGAT TAAAACAAT CCT GT GGCCAGGAGGT GGT GGTACACACCT TTATCCCAGCACT
p30/ 1+1 TGGGAGGTAGAGGAA
p34/ 4+1 TGGGAGGT AGAGGAAGGCGGAT TTCT GAGT TCAAGGCCAACCTGGT CTACAGAGT GAGT TCCAGGACANCCAGENCTACACA
p30/ 19+2 TGCGAGGTAGAGGAAGGCGGAT TTCTGAGT TCAAGGCCAACCT GGT CTACAGAGT GAGT TCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCT GTCTCGA
Mst 46 + GGATTTCTGAGT TCAAGGCCAACCT GGT CTACAGAGT GAGT TCCAGGACAGCCAGGGC ACACAGAGAAACCCT GTCTCGAA
Sequenz TGCGAGGT AGAGGAAGGCGGAT TTCT GAGT TCAAGGCCAACCT GGT CTACAGAGT GAGT TCCAGGACAGCCAGEGCTACACAGAGAAACCCT GT CTCGA
Mst 46 + AAACCAAAAACCAAAAACCAAAAACAAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAT CAAAACAAGCECCEGT GAGAT GGCT CAGT GGGTAAGAGCACTGACT G
p30/ 19+2 AAACCAAAAACCAAAAACCAAAAACAAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAT CAAAACAAGGGCGGEGT GAGAT GGCT CAGT GGGTAAGAGCACTGACTG
Mst 76 - ACAAGGECGGGT GAGAT GGCTCATGEGTAAGAGCACTCACTGC
Sequenz AAACCAAAAACCAAAAACCAAAAACAAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAT CAAZACAAGGECGGEGT GAGAT GGCT CAGT GGGTAAGAGCACT GACT X
p30/ 19+2 TCTTCCGAAGGT CCCAAGT TCAAAT CCCAGCAACCACCTGTAATGAGATCTGATGCCCTCTTCT (CATCTGAAGACATCTACTGTGTATAATAATAA
Mst 76 - TCTTCCGAAGGT CCCAAGT TCAAAT CCCAGCAACCACCT GTAATGAGATCTGATGCCCTCTTCTGGT GCATCTGAAGACATCTACTGTGTATAATAATA
p30/1-2 GTGTATAATATAA
Sequenz TCTTCCGAAGGT CCCAAGT TCAAAT CCCAGCAACCACCT GTAATGAGAT CTGATGCCCT CTTCTGGT GCATCTGAAGACATCTACTGTGTATAATAATA
B ist fehlerhaft sequenziert, da keine Schnittstelle vorhanden ist:

Nachweis durch Rsal-Spaltung des mit den Primern Mst46 und Mst76 erhaltenen PCR-Produkts
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p30/ 19+2 ATAAATCT T TGGGCCT GAGCGAGCAGGGTT GACCAGAGT TAGCAGAGGT CGTAAAAAT TCAAT TCCCAACAACCACAT GGG

Mst 76 - ATAAATCTTTGGGCCT GAGCGAGCAGGGT TGACCAGAGT TAGCAGAGGT CGTAAAAAT TCAAT TCCCAACAACCACAT GGAGGCT CACAACCATCTGTA
p30/1-2 ATAAATCCT TGGGCCT GAGCGAGCAGGGT TGACCAGAGT TAGCAGAGGTNNTAAAA- GTCAAGT CCCAACAACCACATGGAGGCTCACAACCATCTGTAC
Mst 77 - TCTGTA
Sequenz ATAAATCT T TGGGCCT GAGCGAGCAGGGT TGACCAGAGT TAGCAGAGGT CGTAAAAAT TCAATTCCCAACAACCACAT GGAGGCT CACAACCATCTGTA
Mst 76 - AGCTATGGTATACTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCT TTAAAAAAA

p30/1-2 AGCTATGGTATACTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCTTTAAAAAAAAACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAAAACAAAGCT
p30/ 63+1 AGCTATGGTATACTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCTTTAAAAAAAAACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAAAACAAAGCT
Mst 77 - ACCTATGGTATACTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCTTTAAAAAAAAACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAAAACAAAGCTG
Mst 49 + CTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCTTTAAAAAAAAACAAAACA/ACAAAAAAT AAACAAACAAAAAACAAAGCT GG
p30/19-1 TTTAAAAAAA/ACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAALACAAAGCT GG
Mst 49 + TTTAAAAAAAAACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAAACAAAGCT GC
Sequenz AGCTATGGTATACTCACATACATTAAATTAAAAAAAATTTTTTTAATCTTTAAAAAAAAACAAAACAAACAAAAAAT AAACAAACAAAAAACAAAGCTG
M5t 49 + GAATGCTAATTTTAACCACAT TATAGGGACAGT CCCTAAGGAC

p30/19-1 GAATGCTAATTTTAACCACAT TATAGGGACAGT CCCTAAGGACAAAGGCT GGTAAAGCT

Mst 77 - GAATCGCTAATTTTAACCACAT TATAGGGACAGT CCCTAAGGACAAAGGCT GGTAAAGCT GTTCCCCAAGT GTGAGCAGT TTTGAGTGTCCTGGCATTCT.
Mst 49 + GAATGCTAATTTTAACCACAT TATAGGGACAGT CCCTAAGGACAAAGGCT GGTAAAGCT GTTCCCCAAGT GTGAGCAGT TTTGAGTGTCCTGGCATTCT.
M5t 49 + GGGACAGT CCCTAAGGACAAAGGCT GGTAAAGCT GT TCCCCAAGT GTGACA

p30/ 8+1 AGCTGT TCCCCATGT GT GAGCAGT TNTGAGT GT CCTGGCATTCTA
Sequenz GAATGCTAATTTTAACCACAT TATAGGGACAGT CCCTAAGGACAAAGGCT GGT AAAGCT GTTCCCCAAGT GTGAGCAGT TTTGAGT GTCCTGGCATTCT,
p30/ 8+1 AGGCAAGCAACAT GAGACTAGAGAT CTGGEEACT TAACCAACCTACTACT CATCATCATCTACCAT CCCTCAATCAEINACATTTTAGTGC

Mst 77 - AGGCAAGCAACAT GAGACT AGAGAT CTGGGGACT TAACCAACCTACTACT CATCATCATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGTGCTATGGATTG
Mst 49 + AGGCAAGCAACATGAGACT AGAGAT CTGGGGACT TAACCAACCTACTACT CATCATCATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGTGCTATGGATTG
Mst 65 - ACTTAACCAACCTACTACTCATCATCATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTATGCTATGGATTGA
Mst 47 - TCATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGT GCTACGATTGA
Mst 44 + TACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGTGCTACGATTGA
Sequenz AGGCAAGCAACAT GAGACT AGAGAT CTGGGGACT TAACCAACCTACTACT CATCATCATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGTGCTATGGATTG
Mst 77 - ACCCTGATCCCATGCAAGCT GGGT

Mst 49 + ACCCTGATCCCATGCAAGCT GGGT GAGT GTAGT TAANATTTATCTATATNCCT GGAT CAAACCACT GCCAT CTCTTAGT AAT GGT AAAGGAAGGCCACAT
Mst 65 - ACCCTGATCCCATGCAAGCT GGGT GAGTGTAGT TAATAT T- ATCTATAT TCCT GGAT CAAACCACT GCCATCTCT TAGTAGT GGT AAAGGAAGGCCACAT
Mst 47 - ACCCTGATCCCATGCAAGCTGGGT GAGTGTAGT TAATATTTATCTATATTCCT GGAT CAAACCACT GCCATCTCTTAGTAGT GGT AAAGGAAGGCCACA
Mst 44 ACCCTGATCCCATGCAAGCT GGGT GAGT GTAGT TAATATTTATCTATATTCCT GGAT CAAACCACT GCCATCTCTTAGTAGT GGT AAAGGAAGGCCACA
p30/ 57+1 AGCTGGGTGAGTGTAGT TAATATTTATCTATAT TCCTGGATCAAACCACT GCCATCT CTTAGT AGT GGTAAAGGAAGGCCACA
p30/ 63+1 AGCTGGGTGAGTGTAGT TAATATTTATCTATATTCCTGGATCAAACCACT GCCATCTCTTAGT AGT GGTAAAGGAAGGCCACA
p30/ 6-2 AGT GGTAAAGGAAGGCACAT
Sequenz ACCCTGATCCCATGCAAGCT GGGT GAGT GTAGT TAATATTTATCTATATTCCTGGAT CAAACCACT GCCATCTCTTAGTAGT GGTAAAGGAAGGCCACA
Mst 65 - CTTATGATAGGT TAAAATGG

p30/ 63+1 CTTATGATAGGT TAAAATGGCAGT AAATTTTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCT

Mst 47 - CTTATGATAGGT TAAAATGGCAGTAAAT TTTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CINTAACT

M5t 49 + CTTATGATAGGT TAAAATGSCAGTAAATTT TCAAAT AGAGCAT CTCNAAAGCTAGT COCTAACT GTTTATAGGCCT

p30/ 57+1 CTTATGATAGGT TAAAATGGCAGTAAATTT TCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GT TTATAGGCCTAACACGT CCGAATACTTTATCAG
p30/ 6-2 CTTATGATAGGT TAAAATGGCAGTAAATTTTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GT TTATAGGCCTAACACGT CCGAATACTTTATCAG
p30/1-2 AGCTAGTCCCTAACTGT TTA'AGGCCT AACACGT CCGAATACTTTATCAGC
p30/9-2 AGCTAGTCCCTAACTGT TTA'AGGCCT AACACGT CCGAATACTTTATCAGC
p30/ 30+1 AGCTAGTCCCTAACTGT TTATAGGCCTAACACGT CCGAATACTTTATCAG
p30/ 62- 2 AGCTAGTCCCTAACTGT TTATAGGCCTAACACGT CCGAATACTTT. TCAGC
p30/ 43+1 TA'AGGCCTAACACGTCCGAATACTTTATCAGC
p30/7-1 AACACGTCCGAATACTTTACAAG
Sequenz CTTATGATAGGTTAAAATGGCAGTAAATTTTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACTGTTTATAGGCCTAACACGT CCGAATACTTTATCAG
p30/ 57+1 AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTT

p30/ 6-2 AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTT - CTCTAC
p30/1-2 AGCCAGCAACCCTTACTGAATATAGATAGACT GGCAACAGATATTCTAA- TCAAGAAAT GGACACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTTTTCTCTA
p30/9-2 AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTINTTTTNTTTTTCTCTAC
p30/ 30+1 AGCCAGCAACCCTTACTGAATATAGATAGACT GGCAACAGATATTCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC TTTTTTTTTTCTCTA
p30/ 62- 2 AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTT- CTCTAC
p30/ 43+1 AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTTTCTCTAC
p30/7-1 AGCCAGCAACCCTTACTGAATATAGATAGACT GGCAACAGATATTCTAAAT CAAGAAAT GGTCACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTTTTCTCTA
Mst 70 - TTTTTTTTTTCTCTA
Sequenz AGCCAGCAACCCTTACT GAATATAGATAGACT GGCAACAGATATTCTAAAT CAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAATAGACTTC- TTTTTTTTTTCTCTA
p30/ 6-2 AAGATATACCTAGCT

p30/ 30+1 AAGATATACCTAGCT

p30/ 62- 2 AAGATATACCTAGCT

p30/ 43+1 AAGATATACCTAGCT

p30/7-1 AAGATATACCTAGCT

p30/ 8-2 AGCT GCTGAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGGT CATCTACINCT TTAGAAATTGAGAG

p30/8-1 AGCT GCTGAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGE CA- NT- NCTCTTTAGAAATTGAGAGACT GGAAGAGCAAA

p30/1-2 AAGATATACCT AGCT GCT GAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGGT CATTATCCT CTTTAGAAAT TGAGAGACT GGAAGAGCAAAT CAAAGCINCT GGGCAGA
p30/9-2 AAGATATACCT AGCT GCT GAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGGT CATCTACCT CTTTAGAAAT TGAGAGACT GGAAGAGCAAAT CAAAGCCACT GGGCAG
Mst 70 - AAGATATACCT AGCT GCT GAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGGT CATCTACCT CTTTAGAAAT TGAGAGACT GGAAGAGCAAAT CAAAGCCACT GGGCAG
Mst 43 + GGTCATCTACCTCTTTAGAAATTGAGAGACT GGAAGAGCAAAT CAAAGCCACT ICGCAGA
Mst 70 - CTGGGCAG
Sequenz AAGATATACCT AGCT GCT GAGACAGGGAAGCAACAAGAGAGGT CATCTACCT CTTTAGAAAT TGAGAGACT GGAAGAGCAAAT CAAAGCCACT GGGCAG
p30/1-2 AATCTGGATTTAA

p30/9-2 AATCTGGATTTAATAAGCT

Mst 43 + AATCTGGATTTAATAAGCTAT CAANGT CTCTCNAAAAACAAGGCAANCAGT AAACAAAT AAAAACAAAAAC

Mst 70 - AATCTGGATTTAATAAGCTATCAAGGT CTCCTCAGAAACAAGGCAAGGGAT AAGCAGAT AAAGACAAGAACAGGGT CTACACAAAATACCTTGCTTGTC
Mst 70 - AATCTGGATTTAATAAGCT ATCAAGGT CTCCT CAGAAACAAGGCAAGGGAT AAGCAGAT AAAGACAAGAACAGGGT CTACACAAAATACCTTGCTTGTC
p30/ 68+1 AGCTATCAAGGT CTCCT CAGAAACAAGGCAAGGGAT AAGCAGAT AAAGACAAGAACAGETCTACACAAAATACCTTGCTTGT CT
Mst 84 + TATCAAGGT CTCCT CAGAAACAAGGCAAGGGATAAGCAGATAAAGACAAGAACAGGGT CACACAAAATACCTTGCTTGI CT

Sequenz

AATCTGGATTTAATAAGCT ATCAAGGT CTCCT CAGAAACAAGGCAAGGGAT AAGCAGAT AAAGACAAGAACAGGGT CTACACAAAATACCTTGCTTGTC
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VBT 70 - ACAGACCTCTACAAAGGT TAAGCCT
M5t 70 - ACAGACCTCTACAAAGGT TAAGCCTCTGACATCACT CTCCTGCAGACCCT GT TTGCACANNGAT

p30/ 68+1 ACAGACCTCTACAAAGGT TAAGCCT CTGACAT CACT CTCCT GCAGACCCT GT TTGCACAGT GAGAT TGAAAGCAGGAAGTAGAAAAGATTTTCTTTCTO
V5t 84 + ACAGACCTCTACAAAGGT TAAGCCT CTGACAT CACT CTCCT GCAGACCCT GT TTGCACAGT GAGAT TGAAAGCAGGAAGTAGAAAAGATTTTCTTTCTO
M5t 53 - CCCTGTTTGCACAGT GAGATTGAAAGCAGGAAGTAGAAAAGAT TTTCTTCTCC
M5t 51 - GATTGAAACCAGGAAGTAGAAAAGAT TTTCTTTCTCC
Sequenz ACAGACCTCTACAAAGGT TAAGCCT CTGACAT CACT CTCCT GCAGACCCT GT TT GCACAGT GAGAT TGAAAGCAGGAAGTAGAAAAGATTTTCTTTCTO
VGt 84 + TGACAGCARAGT TCTCTCTACAGT CCCTAAT

p30/ 68+1 TGACAGCAAAGTTCTCTCTACAGT CCCTAATAGCT CCT GBGACT GCAGGAGAGACACAGGACCCCAGCCATACTCCTTTCT CAGT GAGTCCTAAGGAAG
M5t 53 - TGACAGCAAAGT TCTCTCTACAGT CCCT AATAGCT CCT GBGACT GCAGGAGAGACACAGGACCCCAGCCATACTCCTT TCT CAGT GAGT CCTAAGGAAG
M5t 51 - NGACAGCAAAGTTCTCTCTACAGT CCCTAATAGCT CCT GAINCT GCAGGAGAGACACAGGACCCCAGCCATACT CCTTTCT CAGT GAGT CCTAAGGAAG]
Sequenz TGACAGCAAAGT TCTCTCTACAGT CCCTAATAGCT CCT GGGACT GCAGGAGAGACACAGGACCCCAGCCATACTCCT T TCT CAGT GAGTCCTAAGGAAG
P30/ 68+1 CTTATCAAGT TCCAAATCTTARACAAAT T AATCCAAAT GACT GCAGAGAGT ACAGCAGT CTTTACAATATGT T CTAGAAGGCTGBCT CATGT TCGTTCA
M5t 53 - CTTATCAAGT TCCAAATCTTAAACAAAT TAATCCAAAT GACT GCAGAGAGTACAGCAGTCTTTACAATATGTT ct agaaggct ggct cat gt tcgt t ca
M5t 51 - CTNATCAAGTTCCNAATCTTAAACAAAT TAATCCAAAT GACT GCAGAGAGT ACAGCAGT CTTCACAATATGT Tichagaaggct ggct cat gt tcgt t ca
Sequenz CTTATCAAGT TCCAAATCTTAAACAAAT TAATCCAAAT GACT GCAGAGAGT ACAGCAGT CTTTACAATATGT T CTAGAAGGCTGGCTCATGT TCGT TCA
VGt 51 - TAACACCTCCT TCCACAGGT GAGCAGGAGT TTGGTAAGGCT TGGT CCAT CTACT GGACACT CCTCCT GLCTCACT

p30/ 68+1 TAACACCTCCTTCCACAGGT GAGCAGGAGT TTGGTAAGGCT TGGT CCATCTACT GGACACT CCTCCTGCCT CACT CTAGGCAT TCACT CTAGCCCAGCT!
M5t 53 - TAACACCTCCTTCCACAGGT GAGCAGGAGT TTGGTAAGGCT TGGT CCATCTACT GGACACT CCTCCT GCCT CACT CTAGGCAT TCACT CTAGCCCAGCT!
Sequenz TAACACCTCCTTCCACAGGT GAGCAGGAGT TTGGTAAGGCT TGGT CCATCTACT GGACACT CCTCCT GCCT CACT CTAGGCATTCACT CTAGCCCAGCT!
VEL53 - TTAGAAAACCTCTGT AACTCTCTGGACACCT CTCCCT T TCOCTGOOCCCARATCATGG

p30/ 68+1 TTAGAAAACCTCTGTAACT CTCTGGACACCT CTCCCTTTCOCT GOCCCCAAAT CATGGCAGCACT GTTTAGAAAGCT

p30/ 8+2 TTAGAAAACCTCTGT AACT CTCTGGACACCT CTCCCTTTCOCT GOOCCCAAAT CATGECAGCACT GT TTAGAAAGCT CTTGTACCTGGAA

M5t 50 - CTCTCTGGANACCTNTCCCTTTCOCT GCOCCCAAAT CATGBCAGCACT GT TTAGAAAGITCTT GATCCTGGAAAGT TCTCCCT
M5t 50 - ACACCTCTCCCTTTCCCTGOCCOCAAAT CATGGCAGCACT GTTTAGAAAGCTCT TINTCCTGGAAAGT TCTCCCT
p30/ 19+1 AGCTCTTGATCCCGGAAAGTTCTCCC
Sequenz TTAGAAAACCTCTGT AACT CTCTGGACACCT CTCCCTTTCOCT GOOCCCAAAT CATGECAGCACT GTTTAGAAAGCT CTTGATCCCGGAAAGT TCTCCC
VT 50 - GCTTGTCCCATGATTCTGTGICCTT

M5t 50 - GCTTGTCCCATGATTCTGT GTCCTTCAGCAGGCAAACCT CAGT GCCAGAGACAGGTGA

p30/ 19+1 GCTTGTCCCATGATTCTGT GTCCTTCAGCAGECAAACCT CAGT GCCAGAGACAGGT GAT GAT GTT GGT GAAT GAAT GAAT GAAAAAGAGGCTCTAGGAA
p34/12-1 AGGTGATGAT GTTGGT GAAT GAAT GAAT GAAAAAGAGGCT CT.GGAAT
NSt 45 + CAGCAGGCAAACCT CAGT GCCAGAGACAGGT GATGAT GT TGGT GAAT GAATGATGAAAAAGAGGCT CTAGGAAT
Sequenz GCTTGTCCCATGATTCTGT GTCCTTCAGCAGGCAAACCT CAGT GOCAGAGACAGGT GAT GATGTTGGT GAAT GAAT GAAT GAAAAAGAGGCTCTAGGAA
P30/ 19+1 CGOCCAGEC

p34/ 12-1 CGCCCAGGCCCCTCTTTTACATCAGTAACGGAGGCAGT GTCAGAT CAGT GAACT GGCT CACCAGGT GCAAACCT GAGT TTCATCTCCACAACTCATATA
M5t 45 + CGCCCAGGCCOCTCTTTTACAT CAGTAACGGAGGCAGT GTCAGAT CAGT GAACT GGCT CACCAGGT GCAAACCT GAGT TTCGT CTCCACAACTCATATA
M5t 82 + GTCAGAT CAGT GAACT GGCT CACCAGGT GCAAACCT GAGT TTCATCTCCACAACTCAATAA
Sequenz CGCCCAGGCCOCTCTTTTACAT CAGTAACGGAGGCAGT GTCAGAT CAGT GAACT GGCT CACCAGGT GCAAACCT GAGT TTCGT CTCCACAACT CATATA
p34/ 12-1 AGGTGGAATAAGCAACT TCACCC

M5t 45 + AGGT GGAAT AAGCAACTTCACCCAACCAGCT GACT GTGGCATGCATGT TTAINTGT GTGT GCACANACTACACA

M5t 82 + AGGT GGAATAAGCAACTTCACCCAACCAGCT GACT GTGBCATGCATGT TTACAT GT GT GT GCACAAACT ACACACACACACACACACACACACACACAC
p30/ 47+1 CTGACTGTGGCATGCATGT TTACAT GT GT GT GCACAAACT ACACACACACACACACACAACACACACACA
M5t 81 - CACACACAACACACACACACAACACA
N5t 78 - ACACACACAACACA
Sequenz AGGT GGAAT AAGCAACT TCACCCAACCAGCT GACT GTGGCAT GCAT GTTTACAT GT GTGT GCACAAACT ACACACACACACACACACACACACACACACA
VGt 82 + CACACACACACACACACACACACAC

p30/ 47+1 CACACACACACACACACAGAGACACGT AAATAAATAAT AAAAAAAAT T GOGCT GCT GAGAT GGCT CAGCAGGT ACAGGT GCCT GGGACTCACATGGTAG
M5t 81 - CACACACACACACACACAGAGACACGT AAATAAATAATAAAAAAAAT T GOGCT GCTGAGAT GGCT CAGCAGGT ACAGGT GCCTGGGACTCACATGGTAG
N5t 78 - CACACACACACACACACAGAGACACGT AAATAAATAAT AAAAAAAAT T GOGCT GCTGAGAT GGCT CAGCAGGT ACAGGT GCCT GGGACT CACATGGTAG
M5t 39 - TIACATGGTAGC
Sequenz CACACACACACACACACAGAGACACGT AAATAAATAAT AAAAAAAAT T GOGCT GCT GAGAT GGCT CAGCAGGT ACAGGT GCCT GGGACT CACATGGTAG
VBt 81 - AGAGTGAGT TCTACCAGT TGTCCTATGACT TCCACACACACA

N5t 78 - AGAGT GAGT TCTACCAGT TGT CCTATGACT TCCACACACACAGCAT GGTAAACCT

p30/ 47+1 AGAGT GAGT TCTACCAGT TGT CCTATGACTTCCACACACACAGCAT GGT AAACCT GTCCACCT CCATAAAT AAAT AAATACAAAAAAT CTAAAACATTT
M5t 39 - AGAGT GAGT TCTACCAGT TGT CCTATGACTTCCACACACACAGCATGGT AAACCT GTCCACCT CCATAAAT AAAT AAAT ACAAAAAAT CTAAAACATTT
Sequenz AGAGT GAGT TCTACCAGT TGT CCTATGACTTCCACACACACAGCATGGT AAACCT GTCCACCT CCATAAAT AAAT AAATACAAAAAAT CTAAAACATTT
P30/ 47+1 TTARAGAATAAATTTTCATCT AGGGCAGNGGT TCTCAACCT GTGOGT CACCCAGATAACCT GAATATCAGATAT TTACAAT T TATAACACGAAAT TTAT/
M5t 39 - TTAAAGAATAAAT TTTCATCTAGGGCAGT GGT TCTCAACCT GTGGGT CACCCAGATAACCT GAATAT CAGATATTTACAAT TTATAACAGCAAATTTAT,
M5t 83 - AATAAATTTTCATCTAGGGCAGT GGTTCTCAACCT GTGGGT CACCCAGATAACCT NATATCANATATNTACAAT TTATAACANCAAATTTATA
Sequenz TTAAAGAATAAAT TTTCATCTAGGGCAGT GGT TCT CAACCT GTGGGT CACCCAGATAACCT GAATATCAGATATTTACAAT T TATAACAGCAAAT TTAT,
P30/ 47+1 GTTATAAGGTAGCAANAAAATAT

M5t 83 - GTTATAAGNTANCAACAAAAT ATATATATGGGGT GGT TTNNNNNNNNNT CCOCCT CTCACCCAGGGT TTCTTTGTGTAGCCCT GGCTGCCC

M5t 39 - GGGGTGGTTTGGAATTGTGT CCCCCTCTCACCCAGGGTTTCTTTG

M5t 39 - GGGGTGGTTTGGAATTGTGT CCCCCTCTCACCCAGGGTTTCTTTGT GTAGCCCTGGCTGCCC

M5t 39 - GTTATAAGGT AGCAACAAAATATATATAT GGGGT GGTTTGGAATTGTGT CCCCCT CTCACCCAGGGT TTCTTTGT GTAGOCCT GGCT GOCCTGGAACTO
Mt 79 + TATAAGGTAGCAACAAAATATATATATGGGGT GGT TTGGAAT TGT GTCCOCCT CTCACCAGRGT TTCTT TGT GTAGCCCT GGCT GCCCT GGAACTC
5t 39 - ATATATGGGGT GGT TTGGAAT TGTGTCCCCCTCTCACCCAGGGT TTCT TTGT GTAGCCC GGCTGOCCT GGAACTCG
M5t 39 - GGGGTGGTTTGGAATTGTGTCCCCCTCTCACCCAGRGT TTCTTTGT GTAGCCCT GGCTICCNT GGAACTCG
Mot 14 - GCCCTGGAACTO

Sequenz

GCGCT!
GTTATAAGGTAGCAACAAAATATATATATGGGGTGGTTTGGAATTGT GT CCCCCTCTCACCCAGGGTTTCTTTGI GTAGCCCTGGCTGCCCTGGAACTC
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Mst 39 CTTTGTAGG
Mst 39 CTTTGTAGGCTAGGCT GGCCTCGAAT TCACAGAGATCCACCT GCCTCTGCTTCCCGAATGCTGGG
Mst 39 CTTTGTAGGCTAGGCT GGCCTCGAATTCACAGAGATCCACCT GCCTCTGCTTCCCGAATGCTGGG

Mst 79 + CTTTGTAGGCTAGGCT GGCCTCGAAT TCACAGAGAT CCACCT GCCTCTGCT TCCCGAAT GCT GGGAT TAAAGGAGCACAACCCCTGCCTGGCTGCAATG

Mst 14 CTTTGTAGGCTAGGCT GGCCTCGAAT TCACAGAGAT CCACCT GCCTCTGCT TCCCGAAT GCT GGGAT TAAAGGAGCACAACCCCTGCCTGGCTGCAATG
Mst 14 TCGAATTCACAGAGATCCACCTGCCT CTGCTTCCCGAAT GCT GGGAT TAAAGGAGCACA/CCCCTGCCTGGCTGCAATGA
Mst 14 - CAATG
Sequenz CTTTGTAGGCTAGGCT GGCCT CGAAT TCACAGAGAT CCACCT GCCT CT GCTTCCCGAAT GCT GGGAT TAAAGGAGCACAACCCCTGCCTGGCTGCAATG
Mst 14 - ACTAATCTTATGC- TGGGEGT CACCACAGCATGAAGAACTATAT TAAGGGGT TGCAGCA

Mst 79 + ACTAATCTTATGGT TGGGGT CACCACAGCAT GAAGAACT AT GT AATGGGGT TGCAGCAT TAGGAAGGT GGAGAACCACT GCNCAGGCENCTCATAGATNC
Mst 14 - ACTAATCTTATGGT TGGGGT CACCACAGCATGAAGAACTATAT TAAGGGGT TGCAGCAT TAGGAAGGT GGAGAACCACT GCTCCAGGGGCTCATAGATT!
Mst 14 - ACTAATCTTATGGT TGGGGT CACCT CAGCAT GAAGAACTATAT TAAGGGGT TGCAGCAT TAGGAAGGT GGAGAACCACT GCT CCAGGGGCT CATAGAT T(
Mst 22 + CAGCATGAAGAACT ANAT TAAGGGGT TGCAGCAT TAGGAAGGT GGAGAACCACT GCTCC/CGGGCTCATAGATTC
Mst 22 + GTGGAGAACCACT GCTCCAGGGGCTIATAGATTC
Mst 22 + GAGAACCACT GCTCCAGGGCGCTIATAGATTC
Sequenz ACTAATCTTATGGT TGGGGT CACCACAGCAT GAAGAACTATAT TAAGGGGT TGCAGCAT TAGGAAGGT GGAGAACCACT GCTCCAGGGECTCATAGATT!
Mst 14 - CAGGAGAT

Mst 79 + CAGGAGATGTATG

Mst 14 - CAGGAGATGTATGAAACTTACAAAACACTATTTATTTATT

Mst 22 + CAGGAGATGTATGAAACTTACAAAACACTATTTATTTATTTTTTATCAGATAGCT GGT GTGAGCATTGGTGCTGTGAAGCGCTTC

Mst 22 + CAGGAGATGTATGAAACTTACAAAACACTATTTATTTATTTTTTATCAGATAGCT GGT GTGAGCAT TGGTGCTGT GAAGCCTT

Mst 22 + CAGGAGATGTATGAAACTTACAAAACACTATTTATTTATTTTTTATCAGATAGCT GGT GTGAGCAT TGGT GCTGT GAAGGCTTCTTGCTGTGTTAAGAG
Mst 36 - TGGTGTGAGCATTGGT GCTGTGAAGGCTTCTTGCTGTGT TAAGAG
Sequenz CAGGAGATGTATGAAACTTACAAAACACTATTTATTTATTTTTTATCAGATAGCT GGT GT GAGCATTGGT GCTGT GAAGGCTTCTTGCTGT GT TAAGAGH
Mst 22 + ATCTGCTGT CTGCACAT TCCAGT GEGEGEGT GGTGT CAGCCAGGCTCCCTGCCATTCCTTGI TGTCTGT TTT TCACACAGCT TTAGCTCTGCAGAAAT CAA
Mst 36 - ATCTGCTGT CTGCACAT TCCAGT GGGGGT GGT GT CACCCAGGCTCCCTGCCATTCCTTGT TGTCTGT TTTTCACACCAGCT TTAGCT CTCNnAGAAAT CAA
Sequenz ATCTGCTGI CTGCACAT TCCAGT GGGGGT GGT GT CACCCAGGCTCCCTGCCATTCCTTGT TGTCTGT TTTTCACACCAGCT TTAGCT CTGCAGAAAT CAA

Basen, die nicht eindeutig zu lesen waren, sind in fett und kursiv dargestellt. Gelb hinterlegt sind Basen in den
Sequenzierungen hinterlegt, die nicht mit anderen Sequenzierungen Ubereinstimmen. Die unterste Zeile zeigt die
ermittelte Sequenz. Hier sind die Bereiche gelb hinterlegt, in denen nur 1 Strang (mehrfach) sequenziert wurde.
Blau sind Sequenzabschnitte hinterlegt, die die angrenzenden Exonberei che enthalten. Positionsangaben sind im
Ergebnisteil unter D.1 gegeben.

Die erge Spalte gibt die Art der Seguenzierung an: ‘+' oder ‘-* zeigt eine Sequenz des Sinn- bzw. des
Antisinngtranges. Entweder wurde direkt ein PCR-Produkt sequenziert, in diesem Fall steht der Name des
Sequenzierprimersin der ersten Spalte, oder es wurde Insert aus Plasmiden sequenziert. Ein ‘p’ steht fir pPBK-
Plasmide (pPBK30-pPBK38). Sequenzierungen von Plasmiden wurden notiert durch die Plasmidbezeichnung
mit angehangter Klon-Nr. und einer 1 bzw. 2 fUr den verwendeten Primer (Ap'l oder Ap'2). Das ATG-
Startkodon ist in griinen Buchstaben gedruckt.

G.2.2 Sequenzierungen des Ratten HCII-Intron 1

Abbildung 57: Sequenzierungen des rHCII-Intron 1

Ragg GCCCTCTGGECTCATCT CTGCCACGCCACT GCTCAGAGCCACAGA(GT AAGT TTGGT TACTAACATTTTTTGCCAATATAAATTTTTAGI TATATTTAAA(
Sequenz GCCCTCTGGECTCATCT CTGCCACGCCACT GCTCAGAGGCACAGA(GT AAGTTTGGT TACTAACATTTTTTGCCAATATAAATTTTTAGT TATATTTAAAC
Ragg 2x +/- CTAGATAATTGGITCCTTTATTAAAGTACAAAT TGAGAAAAAGATATATACATTAATTTTAAATTTTAATTTAATATTTTTTAAAACTTAGTTTAATAT
p36/ 3+1 GTACAAATTGAGAAAAAGAATATATCATTAATTTTAAATTTTAATTTAATATTT TTAAAACTTAGT TTAATATT
Sequenz CTAGATAATTGGT TCCTTTATTAAAGTACAAATTGAGAAAAAGAATATATCATTAATTTTAAATTTTAATTTAATATTTTTTAAAACTTAGI TTAATAT
p36/ 3+1 TAGTTTAATATTAATATTGGCATAACT GACAAAACT GGAACT TGAAT TTTAAGAGACAAGA(CATTGTAC

Ragg 2x +/- TAGITTAATATTAATATTGGCATAACTGACAAAACT GGAACT TGAAT TTTAAGAGACAAGAGTATTGTACCT TTGATACT TTAAACT GGAGACT GGCAT!
Mst 4 GGCATAACTGACAAAANT GGAACT TGAATTTTAAGAGACGAGAGTATTGTACCTTTCATACTTTAAACT GGAGACT GGCATC
p36/ 11+1 GTACCTTTGATACTTTAACTGGACACTGGCATC
Sequenz TAGTTTAATATTAATATTGGCATAACTGACAAAACT GGAACT TGAATTTTAAGAGACAAGAGTATTGTACCT TTGATACT TTAAACT GGAGACT GGCAT!
Ragg 2x +/- GTAGCACAAGGCT GAAATTCCAGCATGGGT AGCGCT GGGT ATCCAT CACCT CAGGGCACT TAGATGACT GT CTAGT GCT TAAGTATGACAATATTCCT GT|
Mst 4 GTAGCACAAGGCT GAAAT TCCAGCAT GGGT AGCGCT GGGT ATCCAT CACCT CAGGGCACT TAGATGACTGT CTAGT GCTTAAGTATGACAATATTCCTG
p36/ 11+1 GTAGCACAAGGCT GAAAT TCCAGCAT GGGT AGCGCT GGGT ATCCAT CACCT CAGGGCACT TAGAT GACT GT CTAGT GC'CAAGTATGACAATATTCCTGT
Sequenz GTAGCACAAGGCT GAAATTCCAGCAT GGGT AGCGCT GGGT AT CCAT CACCT CAGGGCACTTAGATGACTGT CTAGT GCTTAAGTATGACAATATTCCTG
Mst 4 TCTCAGGAANT T TCCCTAAGCAT CACTAT TAAAGGT CGGAGGAAT GTAAGA

p36/ 11+1 TCTCAGGAAGT TTCCCTAAGCAT CACTATTAAAGGT CGGAGGAAT GT AAGAGT TCTAACCT CAAAGGCT CAGAAACAATGTAC

Ragg +/ - TCTCAGGAAGT TTCCCTAAGCATCACTAT TAAAGGT CGGAGGAAT GTAAGAGT TCTAA(- TCAAAGGCT CAGAAACAATGTACATATGTAGACAC- TATA
Mst 33 2x + AAGTTTCCCTAAGCATCACTAT TAAAGGT CGGAGGAAT GT AAGAGT TCTAACCT CAA/CGCTCAGAAACAATGTACATATGTAGACACATAT A
Mst 33 + CTAAGCATCACTATTAAAGGT CGGAGGAAT GTAAGAGT TCTAACCT CAAAGGCT CAGA/ACAAT GTACATATGTAGACACATATA
Mt 33 + GGTCGGAGGAATGT AAGACTTCTAACCT CAAAGGCT CAGAAACAATGTACATATGTAGACACATATA
Mst 56 - ACAATGTACATATGTAGACAATATA

Sequenz TCTCAGGAAGTTTCCCTAAGCAT CACTATTAAAGGT CGGAGGAAT GTAAGAGT TCTAACCT CAAAGGCT CAGAAACAAT GTACATATGT AGACACATAT,
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Mst 33 +
Mst 33 +
Mst 33 +
Mst 33 2x
Mst 56 -

p36/ 10+2
Sequenz

CATGTACACACACAAGCACATATCACACCACACACACACACACACACA

CATGTACACACACATGCACATATCACACCACACACACACACACACACAANAGANANA

CATGTACACACACAT GCACATAT CACACCACACACACACACACACACANAGGAGACACAGCGCTCTGCATCTGCTATTCTATTCTTTCAATTCTTCTG

CATGTACACACACAT GCACATAT CACACCACACACACACACACACACAAAGGAGACACAGCGG: CTGCA- CTINTATTCTATTCTTTCAANTCNTCTCNA

CATGTACACACACAT GCACATAT CACACCACACACACACACACACACAAAGGAGACACAGCGG- CTGCA- CTGCTATTCTATTCTTTCAATTCTTCTGT.
GTACACACACAT GCACATAT CACACCACACACACACACACACACAAAGGAGACACAGCGG- CTGCA- CTCCTATTCTATTCTTTCAATTCTTCTGI,

CATGTACACACACAT GCACATAT CACACCACACACACACACACACACAAAGGAGACACAGCGG- CTGCA- CTGCTATTCTATTCTTTCAATTCTTCTGT,

M5t 56 -
Mst 33 2x
p36/ 10+2
p36/10-1
Sequenz

AGATTGTAACATAAAAAGGT TTCCATGT TTCCCCCGCTTCTTGCT

AGATTGTAACATAAAAACNT TTCCATGT TTCCCCCGCTTCTTGCT TGCTCT GT GTGAAT CTGGAGACAT CATGGCAGGAGATGGAGT TCTCTATGACAC

AGATTGTANCATAAAAAGGT TTCCATGT TTCCCCCGCTTCTTGCTTGCTCTGT GTGAATCT GGAGACAT CAT GGCAGGAGATSGAGT TCTCTATGACACA
TTGCTCTGT GTGAAT CTGGAGAC/NNAT GGCAGGAGAT GGAGT TCTCTATCACACA

AGATTGTAACATAAAAAGGT TTCCATGT TTCCCCCGCTTCTTGCTTGCTCTGT GTGAAT CTGGAGACAT CATGGCAGGAGAT GGAGT TCTCTATGACAC

p36/10+2
Mst 33 2x
p36/10-1
p36/22-1
Sequenz

CATACAARAAGGOCAA: CTCAATCCATGCAACTCIC
CATACAAAAAGGCCAA- CTCAATCCATGCAACT CTCAAGAATACACT ATAT GGT GTTCOC(TGAAAATACAGCT TGGATGATTTACT TTAAAAGCACAGCA
CATACAAAAAGGCCAAGCT CAATCCAT GCAACT CTCAAGAATACACT ATATGGT GT TCCCT GAAAATACAGCT TGGATGAT TTACT TTAAAAGCACAGT

TT'NCTTTAAAAGCNCAGCN
CATACAAAAAGGCCAA- CTCAATCCATGCAACT CTCAAGAAT ACACT ATATGGT GTTCCCT GAAAAT ACAGCT TGGATGATTTACT TTAAAAGCACAGT,

Mst 33 2x
p36/10-1
p36/22-1
Sequenz

CTTCGGGCTGGAGAGATGECCCAGT GGT TAAGAGCACT GACTGCTCT TCCTGAGINCCT GAGT TCAAAT CCCAGCAACCACATGGT GGCTCACAACCATC
CTTCGGGCTGGAGAGAT GGCT CAGT GGT TAAGAGCACT GACT GCTCT TCCT GAGGT CCTGAGT TCAAATCCCAGCAACCACAT GGT GGCTCACAACCAT!
CTTCGGGCTGENGAGAT GGCTCAGT GGT TAAGAGCACT GACT GCTCT TCCT GAGGT CCT GAGT TCAAAT CCCAGCAA(- ACATGGT GGCTCACAACCATC
CTTCGGGCTGGAGAGAT GGCT CAGT GGT TAAGAGCACT GACT GCTCT TCCT GAGGT CCTGAGT TCAAATCCCAGCAACCACAT GGT GGCTCACAACCAT!

p36/10-1
p36/22-1
Mst 33 2x
Mst 57 +
Mst 63 -
p37/ 1+2
Sequenz

TGTAATGAAATCTGATGCCCTCT TCTGGT GT GT CTGAAGGCAGCTACAGT GTAC
TGTAATGAAATCTGATGCCCTCTTCTGGT GT GT CTGAAGGCAGCTACAGTGTAC
TGTAATGAAATCTGATGCCCT CTTCTGGT GT GT CT GAAGGCAINTACAGT GTACT CATACAAT AAAAT AAAAT CT TAAAAAAAAAAMAAAAAA
ATGCCCTCTTCTGGTGT GT CTGAAGGCAGCTACAGT GTACT CATACAATAAAATAAAAT CTTAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAGCACAC
CTACAGT GTACTCATACAATAAAATAAAAT CTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACAC
TGTAATGAAATCTGATGCCCT CTTCTGGT GT GTCT GAAGGCAGCTACAGT GTACT CATACAATAAAATAAAAT CTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCACAC

M5t 63 -
p37/ 1+2
p37/1-1
MST52 -
Sequenz

CACTTCAATTCAAAGACAGT AACT TGAAT GCAAACACAAGT TACAGGT GTCTTTAAATGCCTTAATTGT TTTATGAAACT GATGAGCAAAATAGAAAGA
CACTTCAATTCAAAGACAGTAACT TGAATGCAAACACAAGT TACAGGT GTCTTTAAATGCCTTAATTGT TTTATGAAACT GATGAGCAAAATAGAAAGA
TCAATTCAAAGACAGT AACTTGAATGCAAACACAAGT TACAGGTGTCTTTAAATGC(TTAATTGT TTTATGAAACT GATGAGCAAAATAGAAAGAT
AAAGA

CACTTCAATTCAAAGACAGTAACT TGAATGCAAACACAAGT TACAGGT GTCTTTAAATGCCTTAATTGT TTTATGAAACT GATGAGCAAAATAGAAAGA

M5t 63 -
p37/ 1+2
p37/1-1
MST52 -
MST75 +
Sequenz

TTACCTGTCAGATCTCTAATTTTCAGTGCATAAAATAACTTTATATTTTTCCCTTCCTCTAAGAAGAGAATAATGAAACTATGGCTTATGGCTTTTGGA
TTACCTGTCAGATCTCTAATTTTCAGTGCATALAATAACTTTATATTTTTCCCT TCCTCTAAGAAGAGAATAAT GAAACTATGGCT TATGGCT TTTGGAT
TTACCTGTCAGATCTCTAATTTTCAGTGCATAAAATAACTTTATATTTTTCCCTTCCTCTAAGAAGAGAATAATGAAACTATGGCTTATGGCTTTTGGA
TTACCTGTCAGATCTCTAATTTTCAGTGCATAAAATAACTTTATATTTTTCCCTTCCTCTAAGAAGAGAATAATGAAACTATGGCTTATGGCTTTTGGA

AAGAAGAGAATAATGAAACTATGCCTTATGGCTTT CGAT
TTACCTGTCAGATCTCTAATTTTCAGTGCATAAAATAACTTTATATTTTTCCCTTCCT CTAAGAAGAGAATAATGAAACTATGGCTTATGGCTTTTGGA

p37/1+2
Mst 63 -
p37/1-1
MST52 -
MST75 +
MST66 +
Sequenz

ATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCT TTTGGATATAG
ATAGAATAATGAACTATGGCT CATGGCTTTTGGATATAGAAT AATGAAACTATGGCTCATGGCTTTTGGATATAGAATAATG
ATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCTTTTGGATATAGAAT AATGAAACTATGGCT CATGGCTTTTGGT ATAGAATAAT GAACTATGGCTCATGGCTT
ATAGAATAAT GAACTATGGCT CATGGCTTTTGGATATAGAAT AATGAAACTAT GGCT CATGGCTTTTGGATATAGAATAAT GAACTATGGCTCATGGCT
ATAGAATAAT GAACTATGGCTCATGGCTTTTGGATATAGAAT AATGAAACTATGGCT CATGGCTTTTGGATATAGAATAAT GAACTATGGCTCATGGCT
AAACTATGGCTCATGENT TTTGGATATAGAATAATGAACTATGGCT CATGGCTT
ATAGAATAAT GAACTAT GGCT CATGGCTTTTGGATATAGAAT AATGAAACTATGGCT CATGGCT TTTGGATATAGAATAAT GAACTATGGCTCATGGCT

p37/1-1
MST52 -
MST52 -
MST75 +
MST66 +
Sequenz

TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCT TTTGCTGATGCT TACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCANCGGAATGT CCCTGT GTCTGCAGT TCCA
TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCTTTTGCT GATGCT TACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCAACCGGAATGT GTCTGTGTCTGCAGT TCC
TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCT TTCGCT GATGCTTACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCAACCGGAATGTGTCTGT GTCTGCAGT TCC
TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCT TTTGCTGATGCT TACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCAACCGGAATGT - CTGT GTCTGCAGT TCCA
TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCTTTTGCT GATGCT TACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCAACCGGAATGT GTCTGTGTCTGCAGT TCC
TTGGATATAGAATAATGAACTATGGCTCATGGCTTTTGCT GATGCT TACCCT CCCAAGCCACCCGAGCCCAACCGGAATGT GTCTGTGTCTGCAGT TCC

MST75 +
p37/1-1
MST52 -
MST52 -
MST66 +
Sequenz

GGA

GGATAAGATGAAGAATAG

GGATAAGACGAAGAATAGCTTTACCACT GGGCTCAGACTAGT CCCCTTGAGCACACATTAACTGAAGT TGCCTTTTCTTCTGI TCTTTAATATTACTGI
GGATAAGACGAAGAATAGCTTTACCACT GGGCTCAGACTAGT CCCCTTGAGCACACATTAACTGAAGT TGCCTTTTCTTCTGI TCTTTAATATTACTGI
GGATAAGACGAAGAATAGCTTTACCACT GGGCTCAGACTAGT CCCCTTGAGCACACATTAACTGAAGT TGCCTTTTCTTCTGITCTTTAATATTACTGT
GGATAAGACGAAGAATAGCTTTACCACT GGGCT CAGACTAGT CCCCTTGAGCACACATTAACTGAAGTTGCCTTTTCTTCTGT TCTTTAATATTACTGIT

MST52 -
MST52 -
MST66 +
Mst 64 +
Mst 64 +
Sequenz

ACTAATTGCTGI TTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACT TCCATTAAGT TGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATT
ACTAATTGCTGT TTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACTTCCATTAAGT TGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATT
ACTAATTGCTGTTTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACTTCCATTAAGT TGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATTT
ACTAATTGCTGTTTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACTTCCATTAAGT TGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATT

TAATTGCTGI TTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACTTCCATTAAGITGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATTT
ACTAATTGCTGI TTTAGCCAAGGGTACTTTTAATTGTAATCATAAAAACACTTCCATTAAGI TGCTTCTGTCCTCCCTTTCTTTTTAGAGAGATGTATT

MST66 +
MST52 -
MST52
Mst 64
Mst 64
M5t 68
Sequenz

+
+

NCTTTTTATTTGIG

TCTTTTTATTTGTGAATATGCACT TGTCTGT TCAAGT GT GCACCACAT GT GTGCAGAT TGCCAGACGAGT GT CAAAACCCCT TGGAACT GGAGTTACAG

TCTTTTTATTTGTGAATATGCTCTTGT CTGT TCAAGT GTGCACCACAT GT GT GCAGAT TGCCAGACGAGINT CAAAACCCCT TGGAACT GGAGT TACAGA

TCTTTTTATTTGTGAATATGCACT TGTCTGT TCAAGT GT GCACCACAT GT GT GCAGAT TGCCAGACGAGT GT CAAAACCCCT TGGAACT GGAGT TAAGA

TCTTTTTATTTGTGAATATGCACT TGTCTGT TCAAGT GT GCACCACAT GT GT GCAGAT TGCCAGACGAGT GT CAAAACCCCT TGGAACT GGAGTTACAG
GTGT GCACCACAT GT GT GCAGAT TGCCAGACGAGT GT CAAAACCCCT TGGAACT GGAG- ACAGA

TCTTTTTATTTGTGAATATGCACTTGTCTGI TCAAGT GT GCACCACAT GT GT GCAGAT TGCCAGACGAGT GT CAAAACCCCT TGGAACT GGAGTTACAG
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MST52 -
Mst 64 +
Mst 64 +
M5t 68 -
p36/22+1
Sequenz

TGGCTGAGCCACCT ACCT GGAGGGECTGGGACCT - GAACTCTTGT T

TGGCTGAGCCACCT ACCT GGAGGGCTGGGACCT- GAACTCTTGT TCCTCTGAAAAGT AGGAAGT ACT GAGT GCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGT TTACT!

TGGCTGAGCCACCT ACCT GGAGGGCTGGGACCT - GAACTCTTGT TCCTCTGAAAAGT AGGAAGT ACT GAGT GCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGT TTACT!

TGG- TGAGCCACCTACCTGGAGGGCTGGGACCTT GAACTCTTGT TCCTCT GAAAAGT AGGAAGT ACT GAGT GCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGT TTACT(
GAGT GCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGTTACTC

TGGCTGAGCCACCT ACCT GGAGGGCTGGGACCT - GAACTCTTGI TCCTCTGAAAAGT AGGAAGT ACT GAGT GCTGAGCCCCCTCTCTAGCCCGT TTACT!

p36/22+1
Mst 64 +
Mst 64 +
M5t 68 -

p32/ 14-2
p32/11+1
p36/13-1
p36/22+2
p32/ 11-2
Sequenz

TCAGTGACACCCATGCTGAT TCTNTNT TGAAATAGCT CTGGT TGTAGCTGCATACATTAGGT
TCAGTGACACCCATGCTGAT TCTGICTTGAAAT AGCT CTGGTTGTAGCT GCATACAT TAGGTACT GTTCCT AGAAACT GTTCCACAT GTGC/GAGTATGC
TCAGTGACACCCATGCTGATTCTGTCTTGAAATAGCT CTGGT TGTAGCT GCATACAT TAGGTACTGT TCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGATTATG
TCAGTGACACCCATGCTGATTCTGTCTTGAAATAGCT CTGGT TGTACCT GCATACAT TAGGTACT GTTCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGATTATG
CTCTGGTTGTAGCTGCATACATTAGGTACTGT TCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGTTATGC
CTCTGGTTGTAGCTGCATACAT TAGGTACTGT TCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGTTATGC

GTACTGTTCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGTTATGC

GTACTGTTCCTAGAAACT GTTCCACATGT GCAGTTATGC

CINCNTGTGCAGATTATGC

TCAGT GACACCCAT GCTGAT TCTGTCTTGAAATAGCT CTGGT TGTAGCT GCATACAT TAGGTACT GT TCCTAGAAACT GTTCCACATGTGCAGATTATG

Mst 64 +
M5t 68 -

p32/ 14-2
p32/11+1
p36/13-1
p36/22+2
p32/11-2
Sequenz

AGCACCGG

AGCACCGGTNTCAGCAAAGT GCTGAGGAGG

AGCACCGGT CTCAGCAAAGT GCT GAGGAGGCT CAGGCATAT TCAGAAT CAGAAAACCT GTGAGT CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCTGAAGCCCCGCAG
AGCACCGGT CTCAGCAAAGT GCT GAGGAGGCT CAGGCATAT TCAGAAT CAGAAAACCT GTGAGT CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCTGAAGCCCCGCAG
AGCACCGGT CTCAGCAAAGT GCT GAGGAGGCT CGGGCATAT TCAGAAT CAGAAAACCT GTGAGT CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCTGAAGCCCCGCAG
AGCACCGGT CTCAGCAAAGT GCTGAGGAGGCT CAGGCATAT TCAGAAT CAGAAAACCT GTGAGT CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCTGAAGCCCCGCAG
AGCNCCGCNC- CAGCAAAGT GCTGAGGAGGCT CAGGCATAT TCAGAATCAGAAAACCT GTGACG- C- TTTTCCAAAATAAGCACT TCT GAAGCCCCGCAGC
AGCACCGGT CTCAGCAAAGT GCT GAGGAGGCT CAGGCATAT TCAGAAT CAGAAAACCT GTGAGT CTTTTTCCAAAATAAGCACT TCTGAAGCCCCGCAG

p32/ 11-2
p32/ 14-2
p36/13-1
p36/22+2
Mst 68 -
p36/ 9+1
p32/11+1
Sequenz

CAGCTGTAGATATAGC
CAGCTGTAGATATAGCT AGGAGAGCGCCCT GCTAGCGCT GAGAGCCC
CAGCTGTAGATATAGCTAGGAGAGCBCCCT GCTAGCGCTGAGAGCOCTGTCTCAC
CAGCTGTAGATATAGCT AGGAGAGCGCCCT GCTAGCGCT GAGAGCCTTGT CTCACCOCAGCACTGT

TNTCTCACCCCAGCACT GTACAGAATAGT TACCNTGATACAGT TCTACAACTC

GTACAGAATAGT TACGGTGATACAGT TCACAACTG

CAGCTGTAGATATAGCT AGGAGAGCGCCCT GCTAGCGCT GAGAGCCCT GT CTCACCCCAGCACT GTACAGAATAGT TACGGT GATACAGT TCTACAACT!
CAGCTGTAGATATAGCT AGGAGAGCGCCCT GCTAGCGCT GAGAGCCCT GT CTCACCCCAGCACT GTACAGAATAGT TACGGT GATACAGT TCTACAACT!

p32/11+1
Mst 68 -
p36/ 9+1
p35/ 6+1
Mst 61 +
Sequenz

AGGAGGTATAGGT AAAAGGGT CAGAAACT TAAGGT CGACCT TGGGATACAAGAT TTTCAGCT GGCCTGAGATGCTCAATGT CTTTTTAAAA
AGGAGGTATAGGTAAAAGGGT CAGAAACT TAAGGT CAGCCT TGGGATACAAGAT TTTCAGCT GGCCTGAGATGCTCAATGTCTTTTTAAAAAGT CCCTC
AGGAGGTATAGGTAAAAGGGT CAGAAACT TAAGGT CAGCCT TGGGATACAAGATTTTCAGCT GGCCT GAGATGCTCAATGTCTTTTTAAAAAGT CCCTC
CCTGAGATGCTCAATGTCTTTTTAAAAAGTCCCTC
TTTTTAAAAAGTCCCTC
AGGAGGTATAGGTAAAAGGGT CAGAAACT TAAGGT CGACCT TGGGATACAAGATTTTCAGCT GGCCTGAGATGCTCAATGTCTTTTTAAAAAGT CCCTC

M5t 68 -
p36/ 9+1
p35/ 6+1
p35/ 7+2
p35/6-2
p35/ 7+1
Mst 61 +
Sequenz

GAAATAAAACCAT GT TAGGGCCAGGAGGT GGAAATACCACGCCT TTAAT CCCAGT GCTTGGGAANNAGA
GAAATAAAACCATGTTAGGGCC
GAAATAAAACCATGTTAGGGCC
GGCCAGGAGGT GGAAAGACCACGCCT TTAAT CCCAGT GCTTGGGAAGT AGAAGAAGSCTGATCT
GGCCAGGAGGT GGAAAGACCACGCCT TTAAT CCCAGT GCTTGGGAAGT AGAAGAACCGCT GATCTCTACAAGT TCAACCAGCC
GGCCAGGAGGT GGAAATACCACGCCT TTAATCCCAGT GCT TGGGAAGT AGAAGAAGGETGAT CTCTACAAGT TCANCCAGCC
GAAATAAAACCAT GT TAGGGCCAGGAGGT GGAAATACCACGCCT TTAAT CCCAGT GCT TGGGAAGCAGAAGAAGGCT GATCTCTACAAGT TCAACCAGC
GAAATAAAACCAT GT TAGGGCCAGGAGGT GGAAATACCACGCCT TTAAT CCCAGT GCT TGGGAAGCAGAAGAAGGCTGATCTCTACAAGT TCAACCAGC

p35/6-2
p35/ 7+1
Mst 61 +
Mst 65 -
Sequenz

TGGTCTAAAGAGCCAGT TCCAGGACAGT CAAGGCT GT TGAGAAACCT TGT CTCTAAAAAAT CAAAT CAAAACAAACAAAAAACAAAGCT GGGAATGCTAA
TGGTCTAAAGAGCCAGT TCCAGGACAGT CAAGGCT GT TGAGAAACCT TGT CT CTAAAA/AT CAAAT CAAAACAAACAAAAAACAAAGCT GGGAAT CCTAA
TGGTCTAAAGAGCCAGT TCCAGGACAGT CAAGGCT GT TGAGAAACCT TGT CTCTAAAAAAT CAAAT CAAAACAAACAAAAAACAAAGCT GGGAATGCTA
TGGT NTAAAGAGCCAGT TCCAGGACAGT CAAGGCT GT TGAGAAACCT TGT CTCTAAAAAAT CAAAT CAAAACAAACAAAAAACAAAGCT GGGAATGCTA
TGGTCTAAAGAGCCAGT TCCAGGACAGT CAAGGCT GTTGAGAAACCT TGT CTCTAAAAAAT CAAAT CAAAACAAACAAAAAACAAAGCT GGGAATGCTA

p35/6-2
p35/ 7+1
Mst 61 +
Mst 65 -
Mst 62 -
Sequenz

TTTTAGCCACATTGTAGGGGATAGG

TTTTAGOCACATTGTAGGGGATAGG

TTTTAGCCACAT TGTAGGGGAT AGGCCCTAAGGACAAAGAT TGACAACAGCT GCT CCCCAAGCGT GAGCAGT TCTGAGT GT CCT GGCACT CTACGGCAAC

TTTTAGCCACAT TGT AGGGGATAGGCCCT AAGGACAAAGAT TGACAACAGCT GCT CCCCAAGCGT GAGCAGT TCT GAGT GT CCTGGCACT CTACGGCAA(
ACAC- TCTGAGTGTCCT - GCACTCTACGGCAAC

TTTTAGCCACATTGT AGGGGATAGGCCCTAAGGACAAAGAT TGACAACAGCT GCT CCCCAAGCGT GAGCAGT TCTGAGT GT CCTGGCACT CTACGGCAA

Mst 61 +
Mst 65 -
Mst 62 -
Sequenz

CAAGGCAGECCT TGT GAGACCAGGGACCT GGT TTAACCAACCT GGT TCAAATCTAGT CATTATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGAGCTAGGGA
CAAGGCAGGECCTTGT GAGACCAGGGACCTGGT TTAACCAACCT GGT TCAAATCTAGT CATTATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGAGCTAGGG
CAAGGCAGGCCTTGT GAGACCAGCGACCT GGT TTAACCAACCT GGT TCAAATCTAGT CATTATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGAGCTAGGEEH
CAAGGCAGGCCTTGT GAGACCAGGGACCTGGT TTAACCAACCT GGT TCAAATCTAGT CATTATCTACCATCCCTCAATCCCTACATTTTAGAGCTAGGG

Mst 61
Mst 65
Mst 62
Mst 69
p35/11-1
Sequenz

+
+

CTGAACCCTGGT CCCATGCAATCTGTGT GAGAGTAGT TAATATTTATCTATATTOCTGGCTCAA- C- ACTGCCATCTCTTAGTAGCT
CTGAACCCTGGTCCCATGCAATCTGT GTGAGAGTAGT TAATATTTATCTATATTCCT GGCTCAAACCACT GCCATCTCT TAGTAGCT GCAAAGGAAGGC
CTGAACCCTGGTCCCATGCAATCTGT GTGAGAGTAGTTAATATTTATCTATATTCCT GGCTCAAACCACT GCCATCTCTTAGT AGCT GCAAAGGAAGGC
TAATATTTATCTATATTCCTGGCTCAAACCACT GCCATCTCTTAGTAGCT GCAAAGGACGCT
TCTCTTAGTAGCTGCAACGAAGCGCT
CTGAACCCT GGT CCCATGCAAT CTGT GTGAGAGTAGT TAATATTTATCTATATTCCT GGCTCAAACCACT GCCAT CTCTTAGT AGCT GCAAAGGAAGGC

M5t 65 -
Mst 62 -
Mst 69 +
p35/11-1
Sequenz

ACATCTCATGATAGGT TAAAATCGT GGCAGAATTTCAAA

ACATCTCATGATAGGT TAAAATCGT GGCAGAAT TTCAAAT AGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GTCTTCAGGT CAAACAGGTCTGAATACTTTA
ACATCTCATGATAGGT TAAAATCGT GGCAGAAT TTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GTCTTCAGGT CAAACAGGTCTGAATACTTTA
ACATCTCATGATAGGT TAAAAT CGT GGCAGAAT TTCANATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GT CTTCAGGT C/AACAGGTCTGAATACTTTAT
ACATCT CATGATAGGT TAAAATCGT GGCAGAAT TTCAAATAGAGCAT CTGCAAAGCTAGT CCCTAACT GTCT TCAGGT CAAACAGGTCTGAATACTTTA

Mst 62 -
Mst 69 +
p35/11-1
Mst 70 -
Sequenz

TAGGAGCCAGCAACCCT TAATGAATATAGACT GGCAACAGATATTCTAAACCAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAACAGACT TCTCTTTTTCCTAGAAGA
TAGGAGCCAGCAACCCT TAATGAATATAGACT GGCAACAGATATTCTAAACCAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAACAGACTTCTCTTTTTCCTAGAAGA
TAGGAGCCAGCAACCCTTAATGAATATAGACT GGCAACAGATAT TCTAAACCAAGAAATGGT CACAGGCACAAAACAGACTTCTCTTTTTCCTAGAAGAT

TTCTCTTTTTCCTAGAAGA
TAGGAGCCAGCAACCCT TAATGAATATAGACT GGCAACAGATATTCTAAACCAAGAAAT GGT CACAGGCACAAAACAGACTTCTCTTTTTCCTAGAAGA
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p35/11-1
Mst 62 -
Mst 69 +
Mst 70 -
Mst 43 + 2x
Sequenz

ATGOCTAGCTGCTGAGACAGEGAAGCA

ATGOCTAGCT GCT GAGACAGCGAAGCAAT AAGAGAGGCCAT CTACCT CTT TAGT AACT GAGAGACCGACT GGAA

ATGCCTAGCT GCT GAGACAGGGAAGCAAT AAGAGAGBCCATGT ACCTCTTTAGT AACT GAGAGACCGACT GGAAGGRAAAT CAAAGCC

ATGOCTAGCT GCT GAGACAGGGAAGCAAT AAGAGAGGCCAT CTACCT CTT TAGT AACT GAGAGACCGHT CGGAAGGGAAAT CAAAGCCACT GGGCAGAAS
CTAGCTGCT GAGACAGCGAAGCAAT AAGAGAGGCCAT CTACCT CTTTAGTAACT GAGAGECCGACT GGAAGBGAAAT CAAAGCCACT GGGCAGAAL

ATGOCTAGCT GCT GAGACAGGGAAGCAAT AAGAGAGGCCAT CTACCT CTTTAGT AACT GAGAGACCGACT GGAAGGGAAAT CAAAGCCACT GGECAGAA

Mst 70 -
Mst 43 + 2x
Sequenz

AGCTGGATCTGATAAGT CATCAAGT TCT CCTCAAAAACAAGGCAAGGGAT GAGCAGAT AAAGAACATAAAAT ACCCCACCT GT CCACCTGT CCACCTGT!
AGCTGGAT CTGATAAGT CATCAAGT TCTCCTCAAAAACAAGGCAAGGGAT GAGCAGAT AAAGAACATAAAAT ACCCCACCT GT CCACCTGT CCACCTGT!
AGCTGGAT CTGATAAGT CATCAAGT TCTCCTCAAAAACAAGGCAAGGGAT GAGCAGAT AAAGAACATAAAAT ACCCCACCT GT CCACCT GT CCACCTGT!

Mst 70 -
Mst 43 + 2x

Ragg
MI1154 - 2x
Sequenz

TACCTGI CTGTCTGI CTACA- GACCTCTACAAA- GAGT GGGCCTGACAGC

TGCCTGTCTGTCTGTCTACA- GACCTCTACAAA- GAGT GGGCCT GACAGCACCCT CCCGCAGACCCT GTGIACAGT GAGACT GCAAACAGGAGGTNGAAA
TACAAGACCT CTACAAAAGAGT GGGCCT GACAGCACCCT CCCGCAGACCCT GT GCACACT GAGACT GCAAACAGGAGGTAGAAA
TACA- GACCTCTACAAA- GAGT GGGCCT GACAGCACCCT CCCGCAGACCCT GT GCACAGT GAGACT GCAAACAGGAGGTAGAA

TGCCTGTCTGTCTGT CTACA- GACCTCTACAAA- GAGT GGGCCT GACAGCGCCCT CCCGCAGACCCT GTGCACAGT GAGACT GCAAACAGGAGGTAGAA

Mst 43 +
Ragg 2/ 3x
MI1154 - 2x
Sequenz

AGATTTTCTTTCTCCTGACAGTAAATCTCTCCCTACAGCAA

AGATTTTCTTTCTCCTGACAGTAAAT CTCTCCCTACAGCAACT CACATTAACCCAAT AGCCCT TGAAACT ACAGGAGAGACACGGGCCCCCAGCCAAAC
AGATTTTCTTTCTCCTGACAGTAAATCTCTCCCTACAGCAACT CACATTAACCCAAT AGCCCT TGAAACT ACAGGAGAGACACGGGCCCCCAGCCAAAC
AGATTTTCTTTCTCCTGACAGTAAAT CTCTCCCTACAGCAACT CACATTAACCCAATAGCCCTTGAAACT ACAGGAGAGACACGGGECCCCCAGCCAAAC

Ragg 2/ 3x
MI1154 - 2x
Sequenz

CCTTCCAGT GGGT CCTAAGAGAGT CTTGCCAAAT TCCAAGACT TAGACAAAT TAACCAAAT GACT GCACAGAGCACAGCAATCTTTATGATATGI TTCT,
CCTTCCAGT GGGT CCTAAGAGAGT CTTGCCAAAT TCCAAGACT TAGACAAATTAACCAAAT GACT GCACAGAGCACAGCAATCTTTATGATATGITTCT,
CCTTCCAGT GGGT CCTAAGAGAGT CTTGCCAAATTCCAAGACT TAGACAAATTAACCAAAT GACT GCACAGAGCACAGCAATCTTTATGATATGI TTCT,

MI1154 - 2x
Ragg 2/ 3x
Sequenz

GAAGCCTGGTTCATGT TCATTCACAATGTCCTCCTTCTCCCT
GAAGGCTGGT TCATGTTCATTCACAATGT CCTCCT TCTCCCT CA(TGAGCAACAGT TTGGTAGCGCT GAGT CCATCCACTGGAAATTCTCCTCCTGTCT(
GAAGGCTGGT TCATGTTCATTCACAATGT CCTCCTTCTCCCT CACTGAGCAACAGIT TTGGTAGCGCT GAGT CCATCCACTGGAAATTCTCCTCCTGICT(

Ragg 2/ 3x
Dag83a +
p31/16+1
Dag83a +
Sequenz

ACGTATCACTCTAGCTCAACTCTTATGAAACCT CTTTGACT CTCTGGGCACCCCACCCT CTCCCTACT TGT CCCATGAGT CTGT GCCCT T CAGCAGCECA!
TAGCTCAACTCTTATGAAACCTCTTTGACTCTCT GGGCACCCCACCCTCTCCCTACT TG CCCATGAGT CTGT GCCCT TCAGCAGGCAC
AGCTCAACTCTTATGAAACCTCTTTGACTCTCTGGGCACCCCACCCTCTCCCTACT TGT(CCATGAGT CTGT GCCCT TCAGCAGGCAC

CCCATGAGT CTGT GCCCTTCAGCCGCACG

ACGTATCACTCTAGCTCAACTCTTATGAAACCT CTTTGACT CTCTGGGCACCCCACCCT CTCCCTACT TGT CCCATGAGT CTGT GCCCTTCAGCAGGCA!

Dag83a +
Dag83a +
Dag83a +
Ragg 2/ 3x
p31/16+1
Mst 71 -
Sequenz

ACGTCAATGT CTCTGGT GCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGA

ACGT CA- TGCTGGAGACAGAT GACGAT GT TGGT GAAAAAGAGACT CTGGGGCT CTCCTGGGT TCCCTCTTT- CCACCA

ACGTCA- TGTCTCTGGTGCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGATGATGATGT TGGT GAAAL GAGACT CTGGGECTCTCCTGGGT TCCCTCTTTTCCACC,

ACGTCAATGT CTCTGGT GCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGAT GATGAT GT TGGT GAAAAAGAGACT CTGGGGECTCTCCTGGGT TCCCTCTTTTCCACC

ACGTCAATGT CTCTGGT GCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGAT GATGATGT TGGT GAAAAAGAGACT CTGGGECTCTCCTGEGT TCCCTCTTTTCCACC
TCTCTGGTGCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGAT GATGAT GT TGGT GAAAAAGAGACT C CGGGCTCTCCTGGGTTCCCTCTTTTCCACCA

ACGTCAATGT CTCTGGT GCCAGCCCTGT TTTCTGGAGACAGAT GATGAT GT TGGT GAAAAAGAGACT CTGGGECTCTCCTGGGT TCCCTCTTTTCCACG

Dag83 -
Mst 71 -
Ragg 2x
p31/16+1
Mst42 +
Sequenz

TTAAA

TTAAAGAAGATGT TCT TACAT CAGT GAACCAGCCCAGCAGGCGAAGGCGCTACT TGT GCAAGCACGGCTACCTGAG

TTAAAGAAGATGT TCT TACAT CAGT GAACCAGCCCAGCAGGCGAAGGCGCTACT TGT GCAAGCACGGCTACCT GAGCTTCATCTCCACCACCTCATAAC

TTAAAGAAGATGT TCTTACAT CAGT GAACCAGCCCAGCAGGCGAAGGCGCTACT TGT GCAAGCACGGCTACCT GAGCTTCAT CTCCACCACCCACAT AA
CTTCATCTCCACCACCCACATAA

TTAAAGAAGATGT TCT TACAT CAGT GAACCAGCCCAGCAGGCGAAGGCGCTACT TGT GCAAGCACGGCTACCT GAGCTTCAT CTCCACCACCCACATAA

Ragg 2x
p38/ 24+1
Mst 42 +
p31/16+1
p38/20-1
p38/ 1+2
Sequenz

GGTGGAAG- AACCAACCCATCTGACTGTGCCATACATGITTACATGIGIGTG

GGTGGAAG- AACCAACCCATCTGACTGT GGCATACATGT TTACATGT GT GTGCAC- - ACCACACACACACACACACACACACACACACAC

GGTGGAAG- AACCAACCCATCTGACTGT GGCATACATGT TTACATGT GT GTGCAC- - ACCACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC

GGTGGAAG- AACCAACCCATCTGACTGCGGCATACATGT TTACATGT GT GTGCAC- - ACCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACC

GGTGGAAGAAACCAACCCATCTGAGT GTGGCATACATGTTTACANN- - TGTGCAC- - ACCACACACACACACACACACACACACACACACACACK- - CCA
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACCA

GGTGGAAG- AACCAACCCATCTGACTGCGGCATACATGT TTACATGT GT GT GCAC- - ACCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACG

p38/ 1+2
p38/20-1
Mst 41 -
Mst 41 -
p31/16+1
Dag88 -
Mst 39 -
p31/18-1
Sequenz

CACACACCACACACACACACACACA- - CTACACACACACACACACAC
CACACACCACACACACACACACACACACCACACACACACACACACACACA
ANANANACACACACACACACACACACACACACACACACATAT GGEGT AGEEGT
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACATAT GEGGT AGGGT GGT GEGAGT GGGG
CACACACCACACACACACACACACA- - CCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACATAT GGGGTAGEEGT GGT GGGAGT GEGGE
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACATAT GGGGT AGCGGT GGTICGAGT GGGGE
ACACACACACACACACACATAT GGGGT AGGEGE CENNNNNNNNNGGG
CACACACACACATAT G- TAGGGGT GGT GCGAGT GGGGEC
CACACACCACACACACACACACACA- - CCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACATAT GGGGTAGGEGGT GGT GGGAGT GGG

p31/16+1
Dag88 -

Mst 39 -
p31/18-1
Ragg/ Mst 39-
Dag88 -
Sequenz

GTI'GGT GGGAGGGT TGGAATCATGT CCTCCTGGGTCTCTCTGCTCTCTGI GTAGCCCTGECTGT CTGGAACT CGAT T TGTAGAACAGGCTGGECCTCGAAC
GT GGTGGGAGGGT TGGAATCATGT CCTCCTGGGT CTCTCTGCTCTCTGT GTAGCCCT GGCT GT CCTGGAACT CGATTTGT AGAACAGGCT GGCCTCGAA
GT GGTGGGAGGGT TGGAATCATGTCCTCCTGSGT CTCTCTGCTCTCTGT GTAGCCCTGECT GT CCT GGAACT CGANNNGNAGAACAGGCT GGCCTCNAAC
GTGGT GGGAGGCENNNNNNT CATGT CCTCCT GGGT CTCTCTNCT CTCTGT GTAGCCCTGGCT GTCCTGGAACT CGAT T TGTAGAACAGGCT GGCCT(NCNC
TT- GTAGAACAGGCTGGCCCGCAAC

GTAGAACAGGTCGG- TCGAAC

GT GGTGGGAGGGT TGGAATCATGT CCTCCTGGGT CTCTCTGCTCTCTGT GTAGCCCT GGCT GT CCTGGAACT CGATTTGTAGAACAGGCT GGCCTCGAA

Dag88 -
p31/16+1
Dag88 -
Dag88 -
p31/18-1
Ragg/ Mst 39-
Dag88 -
Sequenz

TCACAGAGATCTC- TCGCTTC- G- CTCCCGAACAT CGGGAT TAAAGGT GT GCACCACT
TCACAGAGAT CTGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGCACT GGGAT TAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCTGCAGT GAAATAACT TTCTGGAT GGGGGT CACCA
TCACAGAGAT CTGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGCACT GGGAT TAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCTGCAGT GAAATAACT TTCT GGAT GGGGGT CACCA
TCACAGAGAT CTGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGCACT GGGAT TAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCT GCAGT GAAATAACT TTCTGGAT GGGGGT CACCA
TCACAGAGATCTN- CNN- CT- - NNCTCCCAAGCACT GGGAT TAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCT GCAGT GAAATAACT TTCTGGAT GGEGGEGT CACCAC
TCACAGAGATCTG- CTGCCTCTGCCT CCCAAGCACT GGGAT TAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCT GCAGT GAAATAACT TTCTGGAT GGGGGT CACCA(
(AGGGTCA- CAC
TCACAGAGAT CTGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGCACT GGGATTAAAGGT GT GCACCACT GCCCGGCT GCAGT GAAATAACT TTCT GGAT GGGGGT CACCA
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Dag8s - AACACGAGAAACTGTAT TAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCTCTAGGGGCT CATAGATCC

p31/ 16+1 AACACGAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCT CTAGGGGCT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACA!
Dag88 - AACACGAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCT CTAGGGGCT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACA!
p31/ 18- 1 AACACGAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCT CTAGGGECT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACA
Ragg/ Mst 39-  AACACGAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCACGAGGAAGGT GGAGAAGCTCTGCT CTAGGGGCT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACAC
Dag88 - AACA- GAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCT(- AGBGGCT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACAC
Sequenz AACACGAGAAACT GTATTAAAGGGT TGCAGCAT GAGGAAGGT GGAGAAGCACT GCT CTAGGGGCT CATAGAT CCAGGAGAT GTATGAAACT TACACACA
Dag8s - TCACACT

Dag88 - TCACACT GGT GT GAGCCGT GGTGCTATCAAGT TAGACCT GAGAGAGCCCACT GCAGGGT GCAGCAG: CCA

p31/ 16+1 TCACACT GGT GT GAGCCGT GGT GCTAT CAAGT TAGACCT GAGAGAGCCCACT GCAGGGT GBCAGCAG- CCAGBCTGCTGGTGCTC- ACTGTTGTCTGTT
p31/18-1 TCACACT GGT GT GAGCCGT GGT GCTATCAAGT TAGACCT GAGAGAGCCCACT GCAGGGT GBCAGCAG- CCAGECTGOCTGGTGCTC- ACTGTTGTCTGT
Ragg NCACNNTTTTGT GAGCCGT GGTGCTAT CAAGT TAGACCT GAGAGAGCCCACT GCAGGGT (- CA- CAGECCAGGCT GCCTGGTGCTCCACTGTTGTCTGT T
Sequenz TCACACT GGT GT GAGCOGT GGT GCTATCAAGT TAGACCT GAGAGAGCCCACT GCAGGGT GBCAGCAG- CCAGGCTGOCTGGTGCTC- ACTGTTGTCTGT
p31/ 16+1 TTACACCGGCTTTAGCTCTGCAGARATG

p31/18-1 TTACACCGGCTTTAGCTCTGCAGAAATG

Ragg TTACACCGGCTTTAGCTCTGCAGAAATG

Sequenz TTACACCGGCTTTAGCTCTGCAGAAATG

Basen, die nicht eindeutig zu lesen waren, sind in fett und kursiv dargestellt. Gelb hinterlegt sind Basen in den
Sequenzierungen hinterlegt, die nicht mit anderen Sequenzierungen Ubereinstimmen. Die unterste Zeile zeigt die
ermittelte Sequenz. Hier sind die Bereiche gelb hinterlegt, in denen nur 1 Strang (mehrfach) sequenziert wurde.
Blau sind Sequenzabschnitte hinterlegt, die die angrenzenden Exonberei che enthalten. Positionsangaben sind im
Ergebnisteil unter D.1 gegeben.

Die erge Spalte gibt die Art der Seguenzierung an: ‘+' oder ‘-* zeigt eine Sequenz des Sinn- bzw. des
Antisinngtranges. Entweder wurde direkt ein PCR-Produkt sequenziert, in diesem Fall steht der Name des
Sequenzierprimersin der ersten Spalte, oder es wurde Insert aus Plasmiden sequenziert. Ein ‘p’ steht fir pPBK-
Plasmide (pPBK30-pPBK38). Sequenzierungen von Plasmiden wurden notiert durch die Plasmidbezeichnung
mit angehangter Klon-Nr. und einer 1 bzw. 2 fir den verwendeten Primer (Ap'1 oder Ap'2).
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Bildungswerdegang

Per sonliche Daten

Name: Paul-Bertram Kamp
Anschrift: Nansenstr. 13, 33790 Halle
Geburtsdatum/-ort: 13.03.1969 in Halle
Staatsangehorigkeit: deutsch

Familienstand: ledig

Schulausbildung

Grundschule Halle-Ost: 1975 - 1979
Kreisgymnasium Halle: 1979 - 1988
Abitur: 25.6.1988

Zivildienst und Praktikum

Praktikum im Herzkatheterlabor

der Schichtermannklinik: 15.07. - 31.11.1988
Zivildienst im Herzkatheterlabor
der Schichtermannklinik: 01.12.1988 - 31.07.1990

Hochschulstudium

Studium an der Universitét Bidefdd,
Fakultat fUr Biologie: Okober 1990 - Oktober 1995

Diplomarbeit ,Transkriptionale und posttrandationale Regulation der Nitrogenase in
Rhodobacter capsulatus® in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Klipp

Diplom der Fakultét fur Biologie,

Universitét Bielefeld: 06.10.1995

Promotion an der Universitét Bielefeld

(Technischen Fakultét,

AG Zdlkulturtechnik) unter der Leitung

von Prof. Dr. H. Ragg: Oktober 1995 - Dezember 1999

Praktika wahrend des Studiums

Praktikum in der Arbeitsgruppe

von Prof. Dr. W. Klipp: 16.8.1993 - 8.10.1993
Praktikum bel der

, ASTA Medica" in Halle: 15.11.1993 - 28.02.1994



