Mutationsanalyse von Kandidatengenen flr

die neurologische Mutation wobbler der Maus

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades (rer. nat.)

Fakultat fur Biologie

Universitat Bielefeld

vorgelegt von Sonja Fuchs

aus Oelde

Dezember 2001



Inhaltsverzeichnis 1

INHALTSVERZEICHNIS
INNAISVEIZEICNNIS ... I
1 ZUSAMMENTASSUNG ...eeiiiiiiii e ettt e e ettt e e e e e e e eeetb e e e e e e e e aeesssan e aeaeeeeeenes 1
P2 =101 1= (0 [T PSP 2
2.1 Die neurologische Mutation wobbler (wr) der Maus ............cooovvviviiiiniieeeeeeeeinns 2
2.1.1 Genetik von MotoneuronenerkrankunNgen...........cceeeeeeeeeveviiiiinieeeeeeeeeeiiinnnnns 3
2. 2 Vergleichende GeNOMIK ..........oiii i 4
2.2.1 Vergleichende Genomik bei Maus und Mensch...........ccoouuiiiiiiiiiiieeeiinnnnnnn. 4
2.2.2 Das humane Genomprojekt...........uuuiiiiiieiiiiiiee e 5
2.2.3 Genomprojekt bei der MauUS............uuiiiiiieieieeee e 6
2.2.4 Funktionelle Genomik bei der Maus ..o 7
2.3 Positionsklonierung des wWobbler GENS .......ccoooeeviviieiiiiiiie e 8
2.3.1 Chromosomale Lokalisation des wobbler Gens.............cccooooi 9
2.3.2 Erstellung einer physikalischen Karte der wobbler-Region......................... 9
2.3.3 Einengung des KandidatengenbereiChs .............ccccoevviiiiiiiiiiiiii e, 10
2.3.4 Ausschlul3 von Kandidatengenen ............coooooieeiiiiiiiinee e 10
2.3.5 Stand der Positionsklonierung am Beginn dieser Arbeit...............cccocees 11
2.4 Ziele dieSer ArDEIL ... 12
3 Material und MethOdEN ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiii s 13
TNt 1V = 1= = | U 13
3.1.1 BaKtereNSIAMIME .....ouuuiii et e e e e e e 13
3.1.2 MAUS-STAIMIMIE ..ot e e e e e e e e e e e enn e 13
B LB ES-ZEIINIE .t as 13
3.1 A DNA-PIODEN ... 13
3. L5 YAC-BANKEN ... 14
3.1.5.1 MauS-YAC-BANKEN ......ccotiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeteeeeeet ettt 14
3.1.5.2 Humane YAC-Banken..........ccccciiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 14
3.1.6 MaUS BAC-BANKEN ......iiiiiiiiieiiiie e 15
3.1.7 Bestrahlungshybridzellen.............coooo i 15
G0t I T @ 1o T U1 4 =T 0] 1o [ 16
B L ENZYME .. 20
3.1.10 Verwendete BauSatze (KitS) ...ccuuuruiiiieiiiieiiiiiin e 20
3.1.11 Fragmentlangenstandards ............oooieoeiiiiiiiiiii e 21

3.1.12 Verwendete Datenbanken und Programme...........ccccvvvvieiiiieeeeeeiiinnnnnnn. 21



Inhaltsverzeichnis 2

3.2 DNA-METNOUBN. ... e e e e e e e aan s 24
3.2.1 DNA-PrAPAratiON .......uuuiiieeeiiiiiiiiiaa e e e e eeeeiis e e e e e ettt e e e e e eeesssa e eeeeas 24
3.2.1.1 Plasmidisolierung aus Bakterien mittels Easy Prep ...........ccccvvvvvnnnnnn. 24
3.2.1.2 Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse.........cccccccceeeiiieeivvveeiiinnnnnn. 24

3.2.1.3 ,Midi* und ,Maxi* Praparationen von Plasmid-DNA mit dem

(N[5 Te3 (=T o] o T ] o T I 1| SRR SURPPTTRRTI 25
3.2.1.4 Isolierung von genomischer DNA aus ES-Zellen.............cccovvvvvvvnnnnnnn. 25
3.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten....................... 26
3.2.2.1 DNA-MINIQEIE ...t 26
3.2.2.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) ..........uoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiii 26
3.2.3 Southern Blotting (Transfer von DNA auf Nylonmembranen) ................... 26
3.2.4 Radioaktive HybridiSIErUNG ........uuiiiieeiieeieiiee e 27
3.2.5 Herstellung von radioaktiv markierten DNA Sonden.........c..ooooevvevvvvvnnnnnnn. 28
3.2.5.1 ,Random primed® Methode ..........ccoooiiiiiiiiiiiii e 28
3.2.5.2 5*-Markierung von Oligonukleotiden ............ccocoeevviiiiiiiiiieeeeeeeeiin 28
3.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR)............. 29
3.2.6.1 Standard-PCR-ReaktiONeN ........coooiiiiiiiiiiiii e 29
3.2.6.2 PCR-Reaktionen mittels ,Proof reading DNA Polymerasen” .............. 29
3.2.7 Klonierung von DNA-Fragmenten.........coouuuuiiiiiiieeeieeeiiiiee e e e e e 30
3.2.7.1 Klassische KIONIEIUNQG.........couuuuiiiie e e e 30
3.2.7.2 Klonierung von PCR Prokukten mit TOPO Cloning Kits ..................... 32
3.2.8 Identifikation von positiven KIONEN...........ooouuiiiiiiiiiie e 33
I S B A o] (o] (=T = O o N 33
3.2.8.2 ECKNAITt-LYSE ...cceeiiiiiiie ettt e e e e e e e e 33

.3 RNA-METNOUBN. ... e e e e e e s 34
3.3.1 RNA-Isolierung aus Geweben (Chomczynski and Sacchi, 1987) ............. 34
3.3.2 Praparation von mRNA mittels magnetischer Kiigelchen (Dynabeads).... 34
GG T B w4 VA 1Y 1 0T = [ 35
3.3.4 Grol3e, denaturierende RNA-Gele ..........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 35
3.3.5 Northern Blotting (RNA-Transfer auf Nylonmembranen) ............cccccueeen.. 36
3.3.6 Reverse Transkription mit dem Omniscript RT-Kit..........ccoovviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 36
3.4 Sequenzierung von PCR-Produkten und BAC-Enden.........ccccccceeveeeevveeiinnnnnnn. 36
3.5 Berechnung genetischer Abstande ..........ccoooovviiiiiii e, 37

o [T o] 01 ESST = PRSP 38



Inhaltsverzeichnis 3

4.1 Kartierung von KandidatenNgenen ...........coiveeiiiiiiiiiiiieee et 38
4.1.1 Anonyme CDNA HOMOIOC-13 .......coiiiiiiiiiiie e 38
4.1.2 Anonyme CDNA Kiaa0903 ........coiiiiiiiiiiiiiiiie et 39
4.1.3 Die distale Lucke: Anonyme cDNA Murrl und das Gen fur die Chaperonin
Delta-Untereinheit CCt4 ........ooooeeeiii i, 40
4.1.4 Kartierung des Gens EXportinl (XPOL1) ......coveveeeiieieiiiiiiniieeeeeeeeiiiiiee e e 42
4.1.5 Kartierung des Gens Peroxisomales Membranprotein (Pex13)................ 43
4.1.6 Kartierung der CDNA HSPCL59.....ccooiiiiiiiiiieeeeeeeeeei e 44
4.1.7 Kartierung des Gens Endozepine-like Peptide (EIp).........cccevvvvvvvvniinieeenn. 44
B G L P EEURT 45
4.1.9 Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse ..........cccooovveeiivvviiiiinieeen, 46

4.2 Detektion von Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen zwischen den

Maus-Stammen C57BL/6J UNd CaSH/EI........cccuuuuiiiiiiiiiieiiiiie e 47
4.2.1 Detektion eines RFLP in einem Intron von Kiaa0903 ..............ccccvvvinnnnnnne 47
4.2.2 Detektion eines RFLP im ersten Intron von Pelil ..., 48
4.2.3 Detektion eines RFLP in einem Intron der cDNA Murrl .........cccceeeiieeennn. 48
4.2.4 Detektion von Rekombinationen mit Hilfe des RFLP im Intron von Murrl 48

4.3 Charakterisierung der Kandidatengene...........c.uuueiiiiieeiieeiiiiiiin e 50
4.3.1 Das Gen fur die cytoplasmatische Malatdehydrogenase Mor2................. 50

4.3.1.1 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Mor2
........................................................................................................................ 50
4.3.2. Das Gen fur das Homooboxprotein OtXL.........ccovvvvvvviiiieeeeeeeeiiiiiieeeeeee 52
4.3.2.1 cDNA und EXONn-INtron STrUKLUT ............vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeieiieeeeeenns 52
4.3.2.2 Expressionsanalyse des OtX1-GEeNS.........ceivieieeiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeeiiiinns 53
4.3.2.3 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Otx1
........................................................................................................................ 53
4.3.3. Anonyme CDNA HOMOIOC-13 ......cooiiiiiiiiiiiie e 56
4.3.3.1 Etablierung der cDNA- und ProteinSequeNnz ............ccceeevveeeeeveevvnnnnnnnnn 56
4.3.3.2 Gen-Struktur bei Maus und MenSCh ............uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 56
4.3.3.2 Expressionsanalyse der cDNA HOmMoIOC-13 ..........oovviiiiiieirieeeiiininn. 57
4.3.3.3 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region der anonymen
CDNA HOMOIOC-13 ... et e e es 58
4.3.4 Anonyme CDNA Kiaa0903 ........coiiiiiiiiiiiiiiiie et 61

4.3.4.1 Etablierung der cDNA- und Proteinsequenz bei der Maus.................. 61



Inhaltsverzeichnis 4

4.3.4.2 Sequenz-Vergleich zwischen Maus und Mensch................cccccoooeennin. 62

4.3.4.3 Alternatives Spleil3en der cDNA Kiaa0903 .............cvveeviieeeeereeeiinnnnnnn. 63
4.3.4.4 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region der anonymen

CDNA KiQ@0903 ... ..eeiiiiieiiee e ettt e e e e e e et e e e e e e e e s s ee e e e e e e e e e ennnnreees 66

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Analyse der Kandidatengene............. 67

4.5 Konstruktion eines targeting Vektors fir das erste Exon des pelil-Gens........ 68

4.5.1 Subklonierung der B-actin-Neomycinresistenzkassette .............cccccoeee..... 68

4.5.2 Klonierung der genomischen Fragmente, die das erste Exon des pelil-

Gens flankieren.........ooooo 69
4.5.3 Klonierung des 5‘-Fragments in den pBSNeO............cccoovviiiiiiiiiiiiiiiineeee, 70
4.5.4 Umklonierung des 3‘-Fragments in den pBS ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 71
4.5.5 Klonierung des Neo5‘-Fragments in den pBS3'Fragment......................... 71
4.5.6 Homologe Rekombination in ES-Zellen ..........ccoovviiiiiiiiiecie e 72
4.5.7 Detektion der homologen Rekombination in ES-Zellen ..............ccccoooo... 72
4.5.8 Herstellung von AggregationSChimaren ............coovvveiiiiiiiiieeeeeeeiiiene e 74
LI 1S (U 1S3 o o PP 76

5.1 Konservierte Regionen auf dem humanen Chromosom 2p14-15 und dem
proximalen Maus ChromoSOmM L1........ccooiiiiiiiiiii e e e e e e 76

5.1.1 Neue Kartierungen bekréftigen die Inversion zwischen Maus und Mensch

........................................................................................................................... 76
5.1.2 INtegration VON GENEN .......ccovieeiiiiiiie e eeeeeeie s e e e et e e e e e e e e e e e e 77
5.1.3 Die Wr-KritiSChe RegION ........coouvuiiiiiii e 78
5.1.3.1 Einengung der wr-Kritischen Region ............coovieeiiiiiiiiiiinieeeeeeeeiiin 78
5.1.3.2 Kandidatengene in der wr-kritischen Region ...........ccccoovveeevivieiiinnnnnnn. 78
5.1.3.3 wr-kritische Region = Inversionsbereich zwischen Maus und Mensch 79

5.2 Auschluf’ von Kandidatengenen Uber Kartierung..........cccovvvvveiinieeeeeeeevnnnnnnnnn. 79
5.3 Betrachtungen zu den Kandidatengenen ...........ocouuuiiiiiiiiiieeiiiiiie e, 79
5.2.1 Die cytoplasmatische Malatdehydrogenase Mor2 ..........ccccoeeeeeevveevvinnnnnnn. 79
5.2.2 Das HOMOODOX-GEN OtXL.....cccuuuuiiiieieeiieeeiiiie e 80
5.2.3 Die anonyme CDNA HOMOIOC-13 ........coiiiiiiiiiiiie e 80
5.2.4 Die anonyme CDNA Kiaa0903 ........cccooiiiiiiiiiiiiie e eeeeiiirns e e e e e e 81
5.2.5 Targeting des Pelil-GENS .........uuiiiiiiiiieeeeiiie e 82
5.5 wobbler — die (un-)mogliche Positonsklonierung? ..o, 84

5.5.1 Ist ein regulatorisches Element betroffen?...........ccccvviiiiiiiccieee, 84



Inhaltsverzeichnis 5

5.5.2 Liegt eine Inversion der Wr-RegiON VOI? .........covvieeeeiieieiiiiiieeeeeeeeeeeeiinnns 84
5.6 AUSDIICK ...cceeiiee e 85
Ol M (=T LU oY= 74T (o o o1 PN 88
A AN 111 = U o RSP 100
7.1 In dieser Arbeit verwendete BACS.........oouiiiiiiiieeeeee e 100
7.1.1 In dieser Arbeit ermittelte nicht-repetitive BAC-Endsequenzen .............. 101
7.2 Vergleichende Sequenzierungen der Kandidatengene ...........cccccceeeeeeeeeeennns 106
T. 2.0 IMOT2 ettt e e et e e e et e e e e e aee 106
7.2.1.1 Gesamtsequenz mit Primer-POSItIONeN............cooooevveeiiiiiiiineeeeeeeeeiene 106
7.2.1.2 Sequenzdaten von WT UNd WR ... 106
T.2.2 OtXL e 108
7. 2.3 HOMOIOC-13 ...t e e e et e e e e e e eeeannnes 111
7.1.3.1 Sequenzierungen des cDNA-KIons AI891998 ...........ccevviiiiiiiiiieeenns 111
7.2.3.2 Sequenzierungen des cDNA-KIons AA823259........c.ccevviiiiiieiiieeenn, 111
7.2.3.3 vergleichende Sequenzierungen von WT und WR ........cccceeviieiiennne, 112
7.2.4 Kia@0903. ... oo aaaaa 114
7.2.4.2 vergleichende Sequenzierungen bei WT und WR .........ciiiiiiiiiiinnn, 116
7.2.4.3 Alignments der cDNA-Fragmente von WT und WR.........ccccooeeiiiiinnnnn. 120
7.2.4.4 Sequenzierungen der alternativ gesplei3ten EXONS..........cccceeeeeeeeennnns 128
7.3 Sequenzierungen wahrend der Konstruktion des pelil targeting Vektors ..... 131
7.3.1 Sequenz der Neomycin-Resistenzkassette (3-actin-NEO) ..................... 131
7.3.2 5" Fragment: plil 5'a — plil 50 eeeeeveeeiiieee e 131
7.3.3 3' Fragment: Plilintron d — plilintron € .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiii e 133
7.3.4 Ansequenzierung der pPBSNeo Klone mit M13rev........ccooeevvvieeieiinineenen, 134
7.3.5 Ansequenzierung der pBSNeo5‘Fragment Klone mit M13 uni................ 134
7.3.6 Ansequenzierung der K.0.-KIONe..........ccooieiiiiiiiiiiiiee e 135
7.4 ADKUIZUNGEN 1.ttt e e e et ettt e e e e e e e e e e aaaan e e e e eeeeeeenes 136
7.5 Bezugsquellen fir Chemikalien ..., 137



1 Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die autosomal rezessive Mutation wobbler (Gensymbol wr, Phanotyp WR) der Maus
fuhrt zur Degeneration von Motoneuronen in Hirnstamm und Rickenmark und I6st so
eine Muskelatrophie aus. WR-Mannchen zeigen aul3erdem einen Spermiogenese-
defekt.

Die wr-Mutation wurde auf dem proximalen Chromosom 11 in einem Bereich
konservierter Syntdnie zum humanen Chromosom 2p13-15 Iokalisiert. In der
Positionsklonierung des wr-Gens wurden physikalische Karten der Regionen bei
Maus und Mensch erstellt. Dort konnten die Gene fir die cytoplasmatische
Malatdehydrogenase Mor2 und das Homoobox-Protein Otx1 kartiert werden. Durch
die Ubertragung von Genen bzw. Genbruchstiicken vom humanen Chromosom
2p13-15 auf die Maus-Karte wurden weitere Kandidatengene identifiziert: die Gene
fur ein Tumorantigen Hcc8, die Uridin-Diphosphoglukose-Pyrophosphorylase Ugp2,
und das Drosophila Pellino-Homolog Pelil und auf3erdem die anonymen cDNAs
Kiaa0903 und hEST13. Hcc8, Ugp2 und Pelil wurden als Kandidaten flr die wr-
Mutation ausgeschlossen.

In dieser Arbeit wurde die physikalische Karte der Region verbessert. Es konnten
neue Kandidatengene kartiert und gleichzeitig fur die wr-Mutation ausgeschlossen
werden: die anonymen cDNAs Hspcl59 und Murrl, und die Gene fur das
Endozepine-like peptide Elp, das peroxisomale Protein Pex13 und das Exportinl
Xpol. Durch die Detektion von Rekombinationen in einem Intron von Murrl wurde
der wr-kritische Bereich um 2,15 cM verkleinert.

Fur das Otx1-Gen konnte die genomische Sequenz und fur die cDNAs Homoloc-13
und Kiaa0903 die cDNA-Sequenz erstellt werden. Die vergleichende Sequenzierung
der kodierenden Regionen von Mor2, Otx1, Homoloc-13 und Kiaa0903 ergab keinen
Unterschied zwischen WT und WR; auch in der Expression dieser Gene bzw. cDNAs
konnte keine Veradnderung gefunden werden, so dal3 sie als Kandidaten fur wobbler
ausscheiden.

Nach der in dieser Arbeit durchgefiihrten Mutationsanalyse sind keine weiteren
Kandidatengene fur die wr-Mutation mehr vorhanden, so dal3 nun Mutationen in
nicht-kodierenden Bereichen, die regulatorische Funktion haben kdnnten, gesucht

werden missen.
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2 EINLEITUNG

2.1 Die neurologische Mutation wobbler (wr) der Maus

Die wr-Mutation der Maus ist spontan im C57BL/FA Inzuchtstamm (Falconer, 1956)
aufgetreten und folgt einem autosomal rezessiven Erbgang.

WR-Mause zeigen eine ausgepragte Atrophie der vorderen Extremitaten, weisen
einen wackeligen Gang (,wobbly gait*) auf und auRerdem ist ein Tremor des Kopfes
zu beobachten. Der stark progressive Krankheitsverlauf beginnt in der 3. bis 4.
postnatalen Woche und die meisten Tiere sterben innerhalb des ersten Jahres. Die
betroffenen Tiere sind kleiner und leichter als gesunde Wurfgeschwister. Die wr-
Mutation ist pleiotrop, sie bewirkt zusatzlich zum neurologischen Phénotyp einen
Spermiogenesedefekt, wodurch wr-Mannchen steril sind. Die wr-Spermien bleiben im
Rundkopfstadium stehen, das typische Abflachen des Nukleus findet nicht statt.
AulRerdem wird kein intaktes Akrosom gebildet (Heimann et al., 1991).

Die Muskelatrophie wird durch die Degeneration von Motoneuronen ausgelost.
Histologisch zeigt sich eine Vakuolisierung der Motoneuronen in den Vorderhérnern
des cervicalen und thorakalen Rickenmarks und im Hirnstamm (Duchen and Strich,
1968). Dabei wird das Sterben der Motoneuronen von einer Proliferation der
Astrocyten (Astrogliose) im Rickenmark begleitet (Laage et al., 1988).

Neuere Untersuchungen an frihdiagnostizierten wr-Mausen zeigen, dafl? dem
Motoneuronentod eine Neurodegeneration im Thalamus, Cerebellum und Hirnstamm
ab Tag 13 p.n. vorausgeht (Rathke-Hartlieb et al., 1999). Ab Tag 23 p.n. kommt es
bei wr-Mausen zu einer Mikroglia-Aktivierung, die im Verlauf der Krankheit zunimmt.
Die gewebeautonome Wirkung des wr-Gens konnte durch Aggregationschiméren
demonstriert werden (Augustin et al., 1997). In den chimaren Testes trat ein Mosaik
von gesunden und kranken Spermien auf;, Nachkommen entstanden aber nur aus
den gesunden Spermien, was zeigt, dal3 die Keimzellen primar betroffen sind.

Trotz eingehender histologischer und biochemischer Befunde ist die molekulare
Ursache fur wobbler bis heute nicht identifiziert.
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2.1.1 Genetik von Motoneuronenerkrankungen

Die wobbler Maus wird in vielen Untersuchungen als Modell fir menschliche
Erkrankungen, wie spinale Muskelatrophie (SMA) und amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) benutzt (Pioro und Mitsumoto, 1995; Green und Tolwani, 1999). Bei einigen
Erkrankungen bzw. Maus-Modellen mit Motoneuronendegeneration, die hier kurz
vorgestellt werden sollen, konnte eine Mutation gefunden werden. Dabei sind sehr
unterschiedliche Gene Dbetroffen, so dal3 der Mechanismus, der zum
Motoneuronentod fuhrt, unentdeckt bleibt (Newbery und Abbott, 2001).

Beim Menschen konnte der Gendefekt fir die SMAs | bis Il identifiziert werden.
Obwohl diese drei Formen unterschiedlich schwere Krankheitsbilder aufweisen, ist
immer das survival of motoneurons (SMN1) Gen betroffen (Lefebvre et al., 1995).
Das SMN1-Protein ist in allen Geweben zu finden, jedoch in besonders hoher Menge
in Motoneuronen (Liu and Dreyfuss, 1996). Es konnte nachgewiesen werden, dal3 es
Komplexe mit mehreren kleinen nukledren Ribonukleoproteinen (snRNPs) (Pellizzoni
et al., 1998) bildet und somit eine Rolle beim RNA-Splicen spielt.

In ca. 20% der familiaren Falle von ALS ist das Gen fur die Cu/Zn Superoxid-
Dismutase (SOD1) betroffen (Robberecht, 2000). Auch hierbei handelt es sich um
ein ubiquitar exprimiertes Gen; der Mechanismus, der zur selektiven Schadigung von
Motoneuronen fihrt, ist unbekannt; man vermutet, dal3 oxidativer Strel3 eine Rolle
dabei spielen konnte (Dredge et al., 2001).

Fur zwei klassische Maus-Modelle von ALS konnte der genetische Defekt aufgeklart
werden: neuromuscular disease (nmd) und wasted (wst).

In den zwei Allelen der nmd Maus wurden Mutationen im Gen fir eine ubiquitar
exprimierte DNA-Helikase und ATPase gefunden (Cox et al., 1998).

In der wst Maus ist das Gen fur den Translation-Elongationsfaktor 1A-2 (eEF1A-2),
der nur in terminal differenzierten Zellen von ZNS, Herz und Skelettmuskel exprimiert
ist, betroffen (Chambers et al., 1998). Fur den Translation-Elongationsfaktor 1A-1
konnte gezeigt werden, dafld er mit dem Transkriptionsfaktor ZPR1 interagiert, der
wiederum mit SMNL1 interagiert. Wenn auch fir eEF1A-2 eine Interaktion mit diesem
Komplex gezeigt werden kdnnte, ware ein molekulares Bindeglied in der Kaskade,

die zum Motoneuronentod fiihrt, identifiziert (Newbery und Abbott, 2001).
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2. 2 Vergleichende Genomik

Die vergleichende Genomik beruht auf der Beobachtung, dal3 Gene, die in einem
Organismus gekoppelt sind, auch in anderen Organismen Kopplung aufweisen
(Nadeau und Sankoff, 1998).

Wahrend der Evolution werden Kopplungen durch Chromosomenumstrukturierungen
(z.B. Translokationen) unterbrochen. Je weiter entfernt verwandt zwei betrachtete
Spezies sind, desto mehr Umordungen haben sich angesammelt und die
Wahrscheinlichkeit fur einen Kopplungsbruch steigt. Eng verwandte Arten haben also
langere konservierte Regionen als weiter entfernte.

Konservierte Regionen sind durch die homologen Gene definiert. Dabei spricht man
von konservierter Syntadnie, wenn mindestens zwei Paare von Homologen auf
demselben Chromosom in der jeweiligen Spezies lokalisiert sind. Wenn die Gene
auch in derselben Reihenfolge vorliegen, spricht man von konservierter Kopplung
(Nadeau und Sankoff, 1998) oder man sagt, die Gene liegen in einem konservierten
Segment. Die homologen Sequenzabschnitte in verschiedenen Spezies lassen sich

z.B mit chromosome painting sichtbar machen (Scherthan et al., 1994).

2.2.1 Vergleichende Genomik bei Maus und Mensch

Mus musculus und Homo sapiens sind die am besten genetisch charakterisierten
Organismen unter den Wirbeltieren. Die Anzahl der konservierten Regionen wird auf
180 geschatzt (Lander et al., 2001). Die syntdnen Regionen sind in der
Mensch/Maus-Homologie-Karte (human/mouse homology map) des NCBI (National
Center for Biology and Information) zusammengefasst (s. Abb. 2.1). Haufig erlaubt
die chromosomale Lokalisierung eines humanen Gens, Vorhersagen uUber die
Position des Homologen in der konservierten Region bei der Maus. Praktische
Anwendung findet dieses Prinzip z.B. bei der Identifikation von ,Krankheitsgenen®
wahrend einer Positionsklonierung. Allerdings wird der Vergleich der Genkarten
dadurch  erschwert, dald bei Maus und Mensch unterschiedliche
Kartierungsmethoden (genetische Kartierung vs. cytogenetische) vorherrschen,
wobei auch die Auflésung unterschiedlich ist. Aul3erdem deuten neuere Daten darauf
hin, daf’ in den meisten Fallen die konservierte Syntanie durch z.B. Insertionen oder
Inversionen unterbrochen wurde und lange tUber mehrere Megabasen konservierte

Regionen eher die Ausnahme als die Regel sind (Carver und Stubbs, 1997).
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M

a) Maus ® b) humanes | mmcChr12
Chromosom 11 ‘ hsChr7p11-15 Chromosom 2p | mmchr5
| hsChr2p13-16 ‘ mmChr17

| hsChr16p13 | mmChr11

h
hsChr5q31-35 ‘ mmChr6
I

Abb. 2.1: Darstellung der zwischen Maus und Mensch konservierten Regionen, enthommen aus der
human/mouse homology map.

a) auf dem Maus Chromosom (mmChr)11

b) auf dem menschlichen Chromosom (hsChr) 2p,

2.2.2 Das humane Genomprojekt

Das humane Genomprojekt gipfelte im Februar 2001 in der Veroffentlichung der
sogenannten draft Sequenz, wodurch die humane Genomsequenz mit automa-
tischen Annotierungen von Genen, ESTs, Genvorhersagen, Mikrosatelliten, u.a. fur
jeden abrufbar geworden ist. Im Gegensatz zu den ,fertigen* Sequenzen (finished
sequence, Fehlerrate von 10, nur minimale Liicken) der Chromosomen 21 und 22
gibt es in der draft Sequenz noch groRere Licken und Unsicherheiten in der
Anordnung. Das NCBI, der Ensembl-Browser, der aus der Zusammenarbeit des
Europaischen Bioinformatik Instituts und des Sanger-Centers hervorgegangen ist,
und der golden path-Browser der Universitat von Santa Cruz (Kalifornien) bieten
Zugang zu den Seguenz-informationen. Man kann z.B. nach einzelnen Genen
suchen oder sich den Inhalt eines bestimmten chromosomalen Abschnitts anzeigen
lassen. Dabei kann es zu Diskrepanzen zwischen den Anbietern kommen, was aber
lediglich die draft Natur der Sequenz widerspiegelt.

Fur die Verwirklichung der ,Mondlandung der Biologie*“ war aber mehr vonnoten als
die Ausweitung der Sequenzierkapazitdten. Einer der Meilensteine des Genom-
projekts war, eine physikalische Karte des humanen Genoms mit 30.000 Markern
anzulegen (Watson, 1990). Bei einer GréRe des humanen Genoms von 3 x 10° bp
ergibt das einen mittleren Abstand der Marker (= Auflésung) von 100 kb.
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Durch die Entwicklung der STSs (sequence tagged sites) standen solche Marker zur
Verfigung (Olson et al., 1989). STSs sind einmalig im Genom vorkommende
Abschnitte mit bekannter Sequenz, die durch eine PCR-Reaktion darstellbar sind.
Dabei werden sowohl genomische als auch exprimierte Sequenzen benutzt. Letztere
erhalt man durch das Ansequenzieren von cDNA-Klonen. Diese sogenannten
expressed sequence tags (ESTs) stellen also Teile von Genen dar.

Die vorhandenen Marker wurden zunachst dadurch im Genom lokalisiert, daf3 man
sie auf kunstlichen Hefechromosomen (yeast artificiel chromosomes, YACS) testete.
YACs sind die grol3ten genomischen Klone mit InsertgroRen von bis zu 1 Mb
(Monaco und Larin, 1994). Die YACs konnten durch Feststellung gemeinsamer
Marker zu Contigs geordnet werden, die das humane Genom abgedeckten.

Die Menge der vorhandenen Marker reichte aber nicht aus, so dal3 neue STS
generiert wurden und vor allem auch zahlreiche cDNA-Sequenzierungsprojekte ins
Leben gerufen wurden. Uber die Weiterentwicklung der Kartierung mit
Bestrahlungshybridzellen (RH-Kartierung, RH = Radiation Hybrids) (Cox et al., 1990)
konnten diese neuen STS im Genom verankert werden. Fur die RH-Kartierung
werden somatische Zellhybride aus Hamster- und menschlichen Zellen hergestelit.
Bei Bestrahlung menschlicher Zellen entstehen Chromosomenbriche. Fusioniert
man diese Zellen mit einer Hamsterzelllinie integrieren einzelne humane
Chromosomenfragmente in das Hamstergenom. Mit Hilfe von Mikrosatelliten wird der
Gehalt an menschlicher DNA in den Hamsterzellen ermittelt. Dann wahlt man einige
Zellen aus (ca.100), die das gesamte humane Genom reprasentieren. Das Einzige,
was fur die Lokalisation eines Gens bendétigt wird, ist ein PCR-Test, der zwischen
menschlicher und Hamster-DNA unterscheidet.

Durch die RH-Kartierung der vielen neu gewonnen ESTs entstand so eine

Transkriptkarte des humanen Genoms (Genemap‘99) (Deloukas et al., 1998).

2.2.3 Genomprojekt bei der Maus

Die Mausgenetik wurde durch ihre Moglichkeit, Modelle fir menschliche Krankheiten
zu liefern, stark vorangetrieben, so daf3 1998 ein Aktionsplan fur die Maus-Genomik
(Battey et al., 1999) entworfen wurde, der u.a. die Produktion einer draft Sequenz
des Maus-Genoms vorsah. Das sequenzierte Maus-Genom sollte auch als wichtiges
Hilfsmittel fur die Analyse und Annotation des humanen Genoms (Denny und Justice,
2000) dienen.
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Als Referenzstamm fir die Sequenzierung des Maus-Genoms wahlte man
C57BL/6J. Die Genome von anderen Inzuchtstammen sollen folgen, wodurch eine
grol3e Anzahl von Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms
= SNPs) zur Verfigung stehen wird. Erste Untersuchungen zeigen, dal3 zwischen
unterschiedlichen Inzuchtstammen alle Tausend bp ein SNP vorkommt (Lindblad-
Toh et al., 2000).

Im Jahre 1999 wurde mit der Erstellung einer physikalischen Karte begonnen: ca.
300.000 BACs der RCPI23 BAC-Bank (Osoegawa et al., 2000) wurden durch
Fingerprinting charakterisiert und zu ca. 600 contigs zusammengefasst, die Uber RH-
Marker den einzelnen Chromosomen zugeordnet wurden. Fiur die Sequenzierung
werden BACs teils zufallig, teils aus bestimmten Regionen ausgewahlt. Gleichzeitig
wird das gesamte Genom nochmals in einer niedrigeren Abdeckung mit der
Schrotschu3methode (whole-genome shot gun sequencing) erfasst; dazu wird die
genomische DNA zufallsbedingt fragmentiert und in Plasmidvektoren kloniert.

Seit Marz 2001 sind alle Rohdaten mit Blast durchsuchbar. Im Moment arbeitet man
an der Assemblierung der funf- bis sechsfachen Abdeckung des Genoms. Eine draft

Sequenz ist allerdings erst ab Mitte 2002 zu erwarten (Frankel, 2001).

2.2.4 Funktionelle Genomik bei der Maus

Im Rahmen des Aktionsplan zur Mausgenomik war nicht nur die Entschlisselung der
Genomsequenz vorgesehen, sondern gleichzeitig sollte die Analyse der
Genfunktionen beschleunigt werden (Battey et al., 1999). Dies wird mit dem
Schlagwort der funktionellen Genomik (functional genomics) umschrieben und
beinhaltet u.a. die Herstellung neuer Maus-Mutanten, deren Phanotypisierung und
der Entwicklung von adaquaten Méglichkeiten, wertvolle Stamme zu sichern, wie z.B.
Kryokonservierung von Spermien (Marschall und Hrabe de Angelis, 1999). In der
ENU-Mutagenese (ENU= Ethyl-Nitroso-Harnstoff) werden Punktmutationen induziert
und zufallsbedingt neue Allele generiert, so dald im Idealfall allelische Serien eines
Gens analysiert werden konnen. Andererseits erfolgt die gezielte Deletion
chromosomaler Bereiche. Solche Deletionsmause sind u.a. besonders fir die
Identifikation von rezessiven Allelen geeignet.

AuBBerdem gehort zur funktionellen Genomik die sogenannte Transkriptom- bzw.
Proteomforschung, in der versucht wird, alle Transkripte bzw. Proteine eines

Organismus zu identifizieren.
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Um die Funktion eines einzelnen Gens im lebenden Organismus zu analysieren,
eignet sich besonders eine Ausschaltung des Gens, ein sogenannter knock-out
(k.0.). Dazu wird ein spezieller Vektor (targeting Vektor) konstruiert, der das zu
analysierende Gen in mutierter Form tragt. Durch homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) wird dann das normale Allel durch das
mutierte ausgetauscht. Da die homologe Rekombination ein seltenes Ereignis ist,
mul3 der Vektor aul3erdem einen Selektionsmarker enthalten. Es bietet sich an, den
Selektionsmarker gleichzeitig dafir zu verwenden, die Sequenz des Gens in
gewilnschter Weise zu unterbrechen. Als Konkurrenzreaktion zur homologen
Rekombination erfolgt die zufallige Integration des Vektors. Allerdings integrieren
hierbei auch alle Vektorbestandteile, so da? man eine Mdéglichkeit hat, beide Félle zu
unterscheiden. Damit es in einem detektierbaren Ausmal zur homologen
Rekombination kommt, muf3 isogenische DNA flr den Vektor verwendet werden und
die dem Gen homologen Bereiche sollten mindestens 5 kb lang sein (Hasty et al.,
1991; Deng und Capecchi, 1992).

2.3 Positionsklonierung des wobbler Gens

Bei einer Positionsklonierung wird nur noch der mit dem Phénotyp segregierende
chromosomale Lokus betrachtet. Dazu fuhrt man mit Hilfe polymorpher Marker, z.B.
Mikrosatelliten, Stammbaumanalysen beim Menschen oder Kreuzungen bei der
Maus durch. Mikrosatelliten sind zehn- bis 50-fache Wiederholungen kurzer
Sequenzmotive; durch die Kenntnis der flankierenden Bereiche sind sie durch eine
PCR-Reaktion darstellbar. Durch das MIT (Massachusettes Institute of Technology)
wurde eine grof3e Anzahl von zwischen verschiedenen Mausstammen polymorphen
Mikrosatelliten-Markern generiert (Dietrich et al., 1994).

Ist der chromosomale Lokus genigend eingeengt, erfolgt als zweiter Schritt einer
klassischen Positionsklonierung die Erstellung einer physikalischen Karte der
betroffenen Region. Auf einer physikalischen Karte lassen sich Kandidatengene
ohne vorhandenen Polymorphismus kartieren und sie ist wesentlich genauer als eine
genetische Karte, wobei die Auflésung von der GroRe der verwendeten genomischen
Klone abhangt. Mit Hilfe von Ankermarkern werden diese genomischen Klone
identifiziert, wobei das Ziel, die komplette Abdeckung des Kandidatengenbereichs mit

sich Uberlappenden Klonen, ein sogenanntes ,Contig” ist. Daflr ist es oftmals
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notwendig, weitere Marker von diesen Klonen zu gewinnen, damit das Contig

ausgeweitet werden kann und um Uberlappungen festzustellen.

2.3.1 Chromosomale Lokalisation des wobbler Gens

Mittels einer Interspezies-Ruckkreuzung zwischen Mus musculus C57BL/6J (wr/+)
und Mus spretus konnte das wr-Gen auf dem proximalen Chromosom 11 der Maus
kartiert werden (Kaupmann et al.,, 1992). Das wr-Gen wies enge Kopplung zum
Erythroblastosis Onkogen Erbb und zum Reticuloendotheliosis Onkogen Rel auf.
AuRerdem konnte durch Segregationsstudien eine Kopplung zum Rab1-Gen, das fir
ein GTP-bindendes Protein aus der ras-Superfamilie kodiert, und zu Glns-psl, einem
intronlosen Pseudogen fur eine Glutaminsynthetase, gezeigt werden (Wichmann et
al., 1992).

2.3.2 Erstellung einer physikalischen Karte der wobbler-Region

Der wr-kritische Bereich wurde mit Hilfe von weiteren Riuckkreuzungen auf 1,2 = 0,9
cM zwischen den Mikrosatelliten D11Mitl9 und D11Mit79 (Wedemeyer, 1995)
Korthaus et al., 1997) eingeengt. Rabla und GlIns-ps dienten als Ankermarker fur die
Erstellung eines YAC-Contigs (Wedemeyer et al., 1996). AuBerdem wurden fir die
Suche nach weiteren YACs die Mikrosatelliten D11Mit79, D11Mit343, D11Mitl9,
D11Mit294, D11Mit81 und D11Mit152 verwendet. Das Gen flr die cytoplasmatische
Malatdehydrogenase Mor2 und Homodobox Gen Otx1, die beide auf das proximale
Maus-Chromosom 11 kartiert werden konnten (Korthaus et al., 1996, DeGregorio et
al., 1996) stellten weitere Marker fur die YAC-Suche dar.

Nach der Kartierung von RABla auf dem humanen Chromosom 2p im syntanen
Bereich zum proximalen Maus Chromosom 11 wurde ein humanes YAC-Contig
erstellt (Wedemeyer et al., 1996). Von einem RABla tragenden YAC wurde die
AHY1.1 genannte Sequenz ermittelt und durch RH-Kartierung in die N&he des
Mikrosatelliten D2S2090 lokalisiert. Durch diesen Mikrosatelliten konnte auf die
Datenbank des Whitehead Institute mit humanen YAC-Contigs zugegriffen werden.
Aus dem Contig WC-210 wurden 9 YACs so ausgewahlt, dal3 sie den wobbler-
homologen Bereich beim Menschen abdecken (Resch, 1997; Resch et al., 1998).
Aulerdem wurde mit der Erstellung eines Maus-BAC-Contigs begonnen, da BACs im

Gegensatz zu YACs einfacher zu handhaben und zu isolieren sind und so weitere
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Maglichkeiten zur Kandidatengenanalyse, wie Konstruktion von targeting Vektoren
oder Herstellung von BAC-Transgenen, bieten. Durch die kleinere Insertgrof3e
mussen fur die Suche nach BACs viel mehr Marker verwendet werden. Da diese an
vielen Stellen nicht vorhanden waren, konnte keine liickenlose Abdeckung des

Kandidatengenbereichs erreicht werden.

2.3.3 Einengung des Kandidatengenbereichs

Mit Hilfe einer Intraspezies-Rickkreuzung zwischen Mus musculus C57BL/6J-wr und
Mus musculus castaneus (Cast/Ei) konnte der Mikrosatellit D11Mit343 als neuer
proximaler Rekombinationsbruchpunkt identifiziert werden (Schmidt, 1997). Sowohl
die Detektion eines Polymorphismus zwischen C57BL/6J und C57BL/6J-wr im eng
mit dem wr-Locus gekoppelten Gen fur die Chaperonin-Delta-Untereinheit (Cct4)
(Rathke-Hartlieb et al., 1999) als auch die Entwicklung des sogenannten F2-F3-
Rekombinationsscreenings (Schmitt-John et al., 1998) stellten Verbesserungen der
Kreuzungsstrategie dar. Aufwendige Ruckkreuzungen zur Bestimmung des Allel-
Status kdénnen mit der Cct4-Diagnostik vermieden werden. Durch die Verpaarung
heterozygoter F1-Tiere (C57BL/6J-wr/ Cast) ist im F2-F3-Rekombinationsscreening
die Anzahl der informativen Meiosen im Vergleich zu einer einfachen Rickkreuzung
verdoppelt. Die F2-Tiere werden auf ihren Allelstatus in der wr-Region geprift, wobei
alle Rekombinanten mit wr-Phanotyp direkt informativ sind. Die gesunden
Rekombinanten werden mit heterozygoten F1- oder F2-Tieren weiterverpaart und die
F3 dann auf das Vorkommen des wr-Ph&notyps hin untersucht. So kdnnen alle F2-
Tiere ausgewertet werden und nicht nur das erkrankte Mendel sche Viertel.

Mit Hilfe diese Strategie konnte der Kandidatengenbereich nochmals eingeschrankt

werden mit dem BAC-Ende 147n22rev als neuem proximalen Marker (Ulbrich, 2000).

2.3.4 Ausschlul3 von Kandidatengenen

Einige Kandidatengene, die auf Chromosom 11 kartiert worden waren, konnten
durch die physikalische Kartierung ausgeschlossen werden, so z.B. Meisl, ein
Homdooboxgen, das proximal zu D11Mit79 liegt (Lengeling, 1997), ebenso Spnb-2,
das Gen fir eine hirnspezifische B-Spektrin-Isoform und das Gen fur die aromatische

L-Aminosaure-Decarboxylase Ddc (Lengeling et al., 1994).
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Mor2 und Otx1 liegen beide innerhalb der Kandidatengenregion. Fir Mor2 konnte
kein Unterschied in der Enzymaktivitat zwischen Wildtyp und wobbler (Korthaus et
al., 1996) festgestellt werden. Das Otx1-Gen ist bislang nicht ausgeschlossen, der
Phanotyp der Otx1-/- Maus entspricht allerdings nicht dem wobbler-Phénotyp
(Acampora et al., 1996).

Die beiden humanen neuromuskuldaren Krankheiten Miyoshi Myopathie (MM) und
Gliedergurteldystrophie Typ 2B (limb girdle muscular dystrophy type 2B, LGMD2B)
konnten als wobbler-Homologe ausgeschlossen werden, da sie sich in einem Bereich
des humanen Chromosoms 2p befinden, der homolog zum Maus Chromosom 6 ist
(Korthaus et al., 1997). Inzwischen konnte gezeigt werden, dal3 beide Krankheiten
durch Mutationen im Dysferlin-Gen ausgelost werden (Bashir et al., 1998; Liu et al.,
1998).

2.3.5 Stand der Positionsklonierung am Beginn dieser Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit wurden einige BACs aus dem wr-kritischen Bereich
ausgewahlt und in einer Kooperation mit dem Institut fur molekulare Biotechnologie
(IMB) in Jena sequenziert. Das Maus-BAC/YAC-Contig weist im distalen
Kandidatengenbereich zwischen Pelil und D11Mitl9 eine grol3e, schwer
abschéatzbare Licke auf, die einige Gene, die auf dem humanen YAC-Contig kartiert
wurden, enthalt (s. Abb. 2.2). Die Abdeckung der gesamten Region mit BACs ist
lickenhatt.

Die syntanen Regionen auf Maus Chromosom 11 und dem humanen Chromosom
2p14-15 sind so weit charakterisiert, da® man annehmen kann, dal3 die Genreihen-
folge durch eine Inversion zwischen Maus und Mensch unterbrochen ist (s. Abb 2.2).
In ihrer Doktorarbeit konnte K. Resch humane ESTs aus dem Bereich konservierter
Syntanie auf das Maus-Contig Ubertragen. Im weiteren Verlauf wurden einige dieser
ESTs als neue Kandidatengene identifiziert: das Drosophila Pellino-Homolog Pelil,
die Uridin-Diphosphoglukose-Pyrophosphorylase Ugp2, das Tumorantigen Hcc8 und
die anonymen cDNAs Kiaa0903 und mEST13. In der cDNA-Sequenz und in der
Expression von Pelil, Ugp2 und Hcc8 konnte kein Unterschied zwischen WT und
WR festgestellt werden (Resch, 2000).
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Meis1 —1 — » > —— MEIS 1
Etgl.1 < > —f— ETG11
Rabla < > —— RABIA
147n22rev .Ahyl.l < » —— AHY1l1
Kiaa0903 —} —— PELIL
Otxl 31— —— UGP2
mEST13 _| —— HCCS
D11Mit294 Mor2 —t— —— ot
Hce8 _} —|— hEST13
Ugp2 _ | —+— MDH1
Pelil _1 —— KIAA0903
Rel < » —|— REL
Crml —— CRM1
—1— PEX13
[ Pex13
D1iMitl9 —1— KIAAQ0729
Kiaa0729
Maus proximales humanes Chromosom
Chromosom 11 2pl14-15

Abb. 2.2: Darstellung eines Teils der syntdnen Bereiche aus dem proximalen Maus-Chromosom 11
und dem humanen Chromosom 2p14-15.

Die Gene, die nicht auf dem Maus-Contig kartiert werden konnten, sind in einem Kasten dargestellt.
Die Genreihenfolge ist von Meis1/MEIS1 bis Ahy1.1/AHY1.1 zwischen Maus und Mensch identisch
und scheint sich mit Rel/REL fortzusetzen.

2.4 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollen Kandidatengene fur die wr-Mutation auf molekularer Ebene
analysiert werden, um Unterschiede in deren kodierender Sequenz oder Expression
zu finden. Fur das Pelil-Gen soll auf3erdem ein targeting Vektor konstruiert werden,
um die Funktionsanalyse des Gens voranzutreiben. Gleichzeitig soll versucht
werden, die physikalische Karte der wr-Region besonders in der distalen Region zu
verbessern, so dal3 weitere Kandidatengene vom humanen auf das Maus-Contig

Ubertragen werden kénnen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

E.coli INVaF (TA Cloning Kit Instruction Manual, Invitrogen Corp., San Diego, CA):
F', endAl, recAl, hsdR17, (r, m¢"), SupE44, thi-1, gyrA96, relAl, @80lacZAM15,
A(lacZYA-argF)U169A

E.coli DH10B (Wirtsstamm der BAC-Banken):

F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80dlacZAM15, AlacX74, endAl, recAl, deoR,
A(ara, leu)7697, araD139, galU, galK, nupG, rpsL, A

E.coli XL1-Blue: endAl, gyrA96, hsdR17(rmy"), lac, recAl, relAl, supE44, thi-1,
F[proAB, lac®ZAM15, Tn10]

3.1.2 Maus-Stamme

Mus musculus C57BL/6J: Labor-Inzuchtstamm, urspringlich am Jackson
Laboratory, Bar Habor, USA etabliert.
Mus musculus C57BL/6J-wr: Labor-Inzuchtstamm, der die wr-Mutation tragt

Mus musculus castaneus: Labor-Inzuchtstamm

3.1.3 ES-Zellinie
R1:[(129/Sv x 129/J)F1], AV, Ter'Ch/_,_Tyr-c, 0/+P

3.1.4 DNA-Proben

Die DNA der YACs wurden von D. Korthaus und K. Resch hergestellt.
Maus-DNA wurde von Melanie Ronsiek prapariert, humane DNA wurde von H.

Jockusch zur Verfigung gestellt.
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3.1.5 YAC-Banken

3.1.5.1 Maus-YAC-Banken

Der Groliteil der verwendeten YACs stammt aus einer YAC-Bank des Whitehead
Institute for Biomedical Research (MIT, Cambridge, Massachusetts, USA) und wurde
aus genomischer DNA weiblicher C57BL/6J-Méause hergestellt (Kusuki et al., 1993).
Zwei der YACs stammen aus einer YAC-Bank des Imperial Cancer Research Fund
(ICRF; Meier-Ewert, nicht publiziert).

Tab. 3.1: Maus YACs mit offizieller und Laborbezeichnung

Laborbezeichnung Offizielle Bezeichnung  Herkunft
Y1 ymWIBR168H4 MIT
Y2 903H082 ICRF
Y3 903A0745 ICRF
343a ymWIBR149H6 MIT
Otxla ymWIBR35F3 MIT
M3 ymWIBR72F3 MIT
294b ymWIBR56B5 MIT
M2 ymWIBR16H2 MIT
M1 ymWIBR140G1 MIT
294a ymWIBR195A3 MIT
19a ymWIBR166G2 MIT
8la ymWIBR67F10 MIT
81b ymWIBR190C10 MIT
81c ymWIBR385F6 MIT
9 ymWIBR319G14 MIT

3.1.5.2 Humane YAC-Banken

Die 2 YACs vom ICRF wurden aus einer humanen Lymphoblastoid-Zelllinie
hergestellt (Larin et al., 1991). Bei den anderen YACs handelt es sich um CEPH-
Mega-YACs, die ebenfalls aus einer mannlichen, humanen Lymphoblastoid-Zelllinie
hergestellt wurden (Albertsen et al., 1990). Diese Bank deckt das Genom etwa
achtfach ab und die YACs haben eine durchschnittliche InsertgroRe von 1 Mb
(Chumakov et al., 1995). Diese YACs wurden vom RZPD bezogen. Die YAC-
Bezeichnungen wurden aus der Datenbank des Whitehead Institute aus dem Contig

WC-210 entnommen.
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Tab. 3.2: humane YACs mit offizieller und Laborbezeichnung

Laborbezeichnungen Offizielle Bezeichnung  Herkunft
A3 CEPHy904A03871 RZPD
C10 CEPHy904C10885 RZPD
D12 CEPHy904D12797 RZPD
El CEPHy904E01923 RZPD
F6 CEPHy904F06956 RZPD
F7 CEPHy904F07744 RZPD
G12 CEPHy904G12789 RZPD
G9 CEPHy904G09927 RZPD
HY1 ICRFy900F0982 ICRF
HY4 ICRFy900A0894 ICRF

3.1.6 Maus BAC-Banken

Die verwendete BAC-Bank ,DOWN TO THE WELL Mouse ES BAC* (DTTW, FBAC-
4432.1) von Incyte Genomics, Palo Alto, USA, ist aus partiell mit Hindlll
geschnittener DNA von RW4 Zellen (Stamm 129/SvJ) hergestellt. Die DNA-
Fragmente sind im pBeloBAC11 kloniert, wobei die durchschnittliche Insertgréf3e 120
kb betragt. Diese BAC-Bank wurde per PCR durchsucht.

AuBBerdem konnte die RCPI-23 BAC-Bank (Osoegawa et al., 2000) (BACPAC
Resources, USA) des Instituts flir molekulare Biotechnologie (Jena) genutzt werden.
Bei dieser Bank wurde partiell mit EcoRI geschnittene DNA von C57BL/6J Mausen in
den Vektor pBAC3.6 kloniert. Die durchschnittliche Insertgrof3e betragt 197 kb und
Genom ist 11,2-fach reprasentiert. Diese Bank wurde mittels Filterhybridisierungen
durchsucht.

Eine Tabelle der in dieser Arbeit verwendeten BACs befindet sich im Anhang.

3.1.7 Bestrahlungshybridzellen

Fur die Genkartierung bei der Maus wurde das T31 Mouse/Hamster Radiation Hybrid
Panel von Research Genetics, Huntsville, Alabama, USA verwendet. Dieses System
besteht aus 100 unabhangigen Zelllinien, die theoretische Auflosung ist ca. 380 kb
(Flaherty und Herron, 1998). Die Integration von Chomosomenbruchsticken der

Maus in das Genom der Hamsterzellen wurde erreicht, indem die Maus-Zellen
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(embryonale Stammzellen des Stamms 129aa) mit 3.000 rad bestrahlt und
anschlieBend mit Thymidinkinase-defizienten Hamsterzellen fusioniert wurden.

Die Kartierung wird mittels PCR durchgefuhrt, es wurden 12,5 ul Anséatze verwendet
und 25 ng Hybridzell-DNA eingesetzt. Hierbei ist zu beachten, dal? der zu kartierende
Marker ein zwischen Maus- und Hamster-DNA unterscheidbares Signal liefert. Ein
positives Signal wird mit ,1“ bewertet, ein negatives mit ,0“ und zweifelhafte Signale
mit ,2“. Die ermittelten Daten werden dem Jackson Laboratory mitgeteilt, wo die
chromosomale Lokalisation ermittelt wird. Die Kopplung des untersuchten Markers
wird mit einem LOD-score belegt, der der Logarithmus der Wahrscheinlichkeit (Log of
Odds) ist. Ein LOD-score von 4,0 besagt, dal3 dieser Marker mit einer
Wahrscheinlichkeit von 10.000:1 mit einem anderen Marker gekoppelt ist. Die
Position auf der RH-Karte wird in centi-Ray abhéngig von der applizierten Strahlung

n rad (CRyraq) angegeben, fir das Maus-Panel ist die Einheit somit cR3g00.

3.1.8 Oligonukleotide

Kiaa0903 5'>3" |3'>6' [ Ta (°C) [5'>3" Sequenz Referenz
M903 1 X 64 GCATTTCTGTCAATTACTGAGTTG
M903 2 X 64 GAATGTGCTACAAGATTCCTTAGC
M903 3 X 64 GCTATACTAACATTATTGCTACATG
M903 4 X 64 CATGCAATAGGACACAAAACATTG
M903 5 X 64 CTGTGTATCTCAGGCTCTTTAC
M903 6 X 66 CCTGAGTATGTGTAGCGCTTGG
M903 7 X 64 GTAACCGCCCGAAAATACAATTC
M903 8 X 66 GAATTATCAGCAATCATGAAACCAC
M903 9 X 64 CCTTCCTGTTTGTTCTCGTTAAC
M903 10 X 64 GCTCAATTTGCCAAAACTGTTTAC
M903 11 X 64 GTGTCACATAACACTGCTCTTTG
M903 12 X 66 CTAAACCCCAAAGAAGGCCCTG
M903 13 X 66 CAGTTATGACTCCTAAAATCAATGG
M903 14 X 64 CTTTCTTACCTTCAATGGCTAGC
M903 15 X 66 GGAAACTGGATTAGGCGGGAAG
M903 16 X 64 CAGTGGTTTCCCCTAGACCAC
M903 17 X 66 GTCTTTCCTGTTTGTCTAACATCC
M903 18 X 64 GCAAGGAAATAAATTGCAGCAGG
903 Ex2 X 62 GCAAGATGAAGAGAGACGTCG

903 Ex5a 62 GTCTGTTCTCAATATATTGGCTG
903 Ex5b X 60 GCAACAGAACGTTTCAGAAATC
903 Ex9a X 64 CTTCAATGGCTAGCATGGCCC

903 Ex9b X 60 GAGCATGACTTAGAACGAAGG

903 Ex11b X 60 GAAATCCTGTGAAGTAAATTTGC
903 Ex11c X 62 CTGTGTTCCATTTGCCAGTGG

903 Ex11d X 60 GCCATCCTCTGAGGAGAGC

903 Exl1le X 60 GTAAGAAAGTTTCTGCTTTTATTG
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5'>3" |3'>6' [Ta (°C) [5'>3" Sequenz Referenz
kiaa903.1 X 66 CATGCTTCCCTGAGGCAGACG K. Resch
kiaa903.2 X 62 CTCCACCTCCTACAACAAAGC K. Resch
kiaaexll.a X 58 GTTTCAGATTCTCATCCCATC
903 5'c X 58 GATCTCTCTACTTCTCCAAAG
903 5'd X 58 TCTTGAGGATTCAGAGACTTG
903 5'e X 58 CGATACCAAGTCCTGTTCTG
903 5'f X 58 CTTCAGATCGCTGAGTTCAG
903 5'g X 62 GACAGACACAAACAGTTCTGTG
903 5'h X 60 CGTGAAGTCTGTGTCTCTGTT
903 5 X 60 ATCACAAAGCCAAATGTATCCTC
903 5 X 60 CAGCTAAATCAGCCAGTTCCT
903 5'k X 60 CTGAGTCAGGATCTCCAAATG
903 5' X 62 CAAATGTGCCCTCAGCTAAATC
903 5‘'m X 62 GAGGATTCAGAGACTTGTAGTC
903 5'n X 62 CATGGTGATGTCTCCATGAGG
903 50 62 CTGCTCCAGTGTCTTGACTGA
903 5p X 62 CTGGCAACCTGGAATAAAAAATC
903 5'r X 62 GGTTGCCATTTCTTTGTACATTC
903 5's X 58 CTCAGAAGAACCAATCACTGA
903 5t X 62 GAGCTGTATTAAAGGGTTGCAG
903 5'u X 62 GTTCTTCAGAGGAACTGGCTG
903 5'v X 62 CAGTTGAATGCTCTGAGCAGC
903 5'w X 60 AAGGGATTACAGCTGTTATTATAA
903 5'x X 62 TGACAAGATTGTTTAAAGTCTTCC
903 5'y X 62 GAGCAAGCGAGTTGTGCTAAG
903 5'z X 60 CACAAACTGGAACTTGGATGC
903 51 X 60 CCAGTTCCTCTTCACTCTTTG
903 52 X 60 AGCATCTCTTCTTGCTTGCTC
903 Intron5 X 62 GATACCAGCATGCTTCTACAGC
903 Intron6 X 64 CAGCTAAGCAGACAGAAGTCAG
903 Intron7 X 62 ATAGAGGATATCATATGCTGTTAG
903 Intron8 X 62 GTGTTTCCTGAAGTTACTACATG
903 Intron14 |X 64 CTTTGGAATTGAAGACAAAGAGTG
903 Intron15 X 64 CAAGGGCATAAGACATAAAAAGAG
Homoloc-13
MEST13.1 X 62 GGAGTTGACAGCTAAGTGACG
MEST13.2 X 62 GCTTCTCTTACAGACAGTTTC
MEST13.4 X 62 TGCTCTTCCATTTGCTCAGC
MEST13.5 X 64 CGTGATTATCCTTGGACACTC
MEST13.6 X 64 GTTACCATGCTCTGTTGCTG
MEST13.7 X 64 GTACTATGACAAGAAAGATCC
MEST13.8 X 60 GTTATGCACTGACTCTTCAGG
MEST13.9 X 60 GAGGGTCACTTATGCAATGCT
MEST13.10 |x 58 TCTCAGAATGGTTCACTTTGG
MEST13.11 (X 64 GCTCTCATGCCTGAAGGAG
MEST13.12 (X 66 TGGCTCCTCCTGTTGTTTTC
MEST13.13 X 66 ATCTCTTGTACCTGAGCAGG
MEST13.14 |x 64 CAAGACCACTTCTGGATACAAC
MEST13.15 X 62 AATTGCCCATCTGCTTGAAGG
MEST13.16 |x 64 CTCTTCAGTAATTCTCTATGAAG
MEST13.17 (X 66 CACTGTTGGCCTACTGAC
MEST13.18 (X 64 GAGCGCTCTCCAGACCAAG
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5'>3" |3'>6' [Ta (°C) [5'>3" Sequenz Referenz

71ml7 forb X 58 TAGGCCTTCATTGATAAGCTG

71m17 for c X 58 GTAGCACACCCAAAGGTCC

71ml7ford |x 58 GCTTATCAATGAAGGCCTAAG

Mor2

mor2 a X 68 GCTGAAGGGAGAGTTCATCACG D. Korthaus

mor2 b X 68 CAGCAGCACCACGCTGTTGCAC D. Korthaus

mor2 ¢ X 68 GGTGTAACCGCTGATGATGTAAAG |D. Korthaus

mor2 d X 68 CACGACAGGGAGTGAGTAGAGC D. Korthaus

mor2 e X 60 GAACCAATCAGAGTCCTTGTG

mor2 f X 60 CACAGTCTTGCAGTTCCATC

mor2 g X 68 GGTCATTGTTGTGGGAAACCC

mor2 h X 62 GATCGATGGCGCTGACTTGG

mor2 5' X 58 GCTGTAGAGGTGACCTGA

mor2 3' X 64 GCACTAACAACATGATAGACTTTG

Otx1

Otx1.2 X 62 TGAAGGACTTCGCAGTGGGA

Otx1.3 X 64 GGTCAAGAAGAAGTCGTCTCC

Otx1.7 X 64 GGAGACTTCTTCTTGACC

Otx1.8 X 64 GCGCCGGCATCCGTATCAG

Otx Ex1 X 64 CTGCACCCCTCCGTGGGC

Otx Ex2 X 64 GCTGCTTCCGCGGGGTGG

Otx Ex2a X 66 CTAGCACCAGTCCTTGTGGTC

Otx Ex2b X 64 CATCAGACAGAATAGGCCAG

Otx Int2c X 62 GGATTGAGAGCTTCCCGAG

Otx Intla X 60 TCAAACTGTAGAGGATGGAATC

Otx.231 a X 62 GCCTTTGCCTTGGCTTTTCC DeGregorio,

Otx.231 b X CTTCAAGTCTTTCTGGACAGC 1996

Otx.555a X 62 AATGATGTGGCCAGTGAGCC Acampora,

Otx.555b X TCCCACTGCGAAGTCCTTCA 1996

Pelil

plilintrona |X 60 TATGCCATCCTTGTAAGCATT

plil intronb |[x 62 ACATGGATTCATATTCTGGTTGC

plil intron c X 60 GAATGGGAGAGAACATGCAAAT

plil intrond |[x 66 CTCTGCATGATGAAACAGAACTG

plil intron e X 64 GATTACTACTGCTAACGCTTAGC

plil 5'a X 62 GTGACTTGTCCCTCCAGAAGC

plil 5'b X 62 CTGGAAATATGAACTAGTACAGAC

plil b X 61 CTTCACCCCATTTGCCTTAGG K. Resch

plil 5'c X 64 GATCTTGTGGTTTCTTATGAGAC

plil 5'd X 64 CAAGGATGAGTCAATTCCACA

BAC-Enden |TA(°C) |5'>3" Sequenz Produkt- [Referenz
grofRe (bp)

192h3 fora |60 CATGCAAGCTTCCTTAAGGTC 320

192h3 for b CAGACACTCTTGCTACTTTGG

192h3reva |60 GTAGGTACAGAGTGGAAACTC 350

192h3 rev b ACTGCACTAAAGGGATCGTCA

95i23reva |60 AGTAGCATGTGACATTCCAGTT 310

95i23 rev b GTACTATACAGTGATCTGCTAC

112b18 T7a |62 GTAACTTCAACAGGAGCCAGG 240

112b18 T7b GCACAGCTGTCTGTAATTTCAG
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TA(°C) |5°>3" Sequenz Produkt- |[Referenz
groRe (bp)

177123 unia |62 GTCCTCCAAGTTGCAACCGTC 300
177123 uni b GTCGACTCTGACCAAATCGTG
201121 unia |60 CATTTCTATATGGCCCATCAAC 205
201121 uni b CTAGGGACTGTCTATTAGTGTA
201121 reva |58 CATTTCAAAAATGCATTTGACTC 210
201121 rev b ATCATGGAAACAGCACTGAGT
126pl12 unia |62 TCATATAACTGCAAGTAACTCAGT |240
126p12 uni b GTCAGAATTTGTTAGTGACTATTC
126pl2rev a |64 CTGAACTTAATACTTGCACGTAAG |280
126pl2 rev b CTATATGAATTATCCACTCGTCCA
165l14 reva |58 GTGACACTATAGAATACTCAAG 340
165I14 rev b ACCTGTCCAGCAGCCATG
7lml7 fora |60 GCAGACAGATATTCTTATGGG 410
71lm17 for b TAGGCCTTCATTGATAAGCTG
7lml7reva |60 CAGTATCGTGTTTCATAAGTGG 320
71lml7revb CCCAAAGAGAATTTCTACAAAGC
220e4 fora |58 GTGCACAAATTCAAGTGCACA 490
220e4 for b TCTACTACAATATGAGAAGCAC
203019 fora |60 CACATGATGAAGAATCCTTTCC 490
203019 for b CCACTTGCAAACACTTCACAG
115n4 reva |62 GTGGATCTGAAATGTGCTTCTC 440
115n4 rev b GTCTTGCATAAGAGCTAAGTGAG
115n4 unia |58 TCTAGAGTCGACCTGCAGG 80
115n4 uni b CCATTTGGCTTCTTGTGAATG
73f6 uni a 62 GACCTGCAGGCATGCAAGCT 410
73f6 uni b CAGAGACTGTCTGCCTTATCC
73f6 rev a 60 TGTGGGATAGAACACACATGC 340
73f6 rev b ATGCTCCAAGCATTGTGTCTC
209f21 unia |60 CAGTCAGAACTCTGCAGGAG 280
209f21 uni b TCCATATGGCAGAGTAGCAAC
209f21reva |58 TGTCCATACAGATGAGTACCA 370
209f21 rev b GTTCTGGGACTTGCTTTTGG
Gene Chrll
m61 a 58 AGTACAATGCTCAAGCAACAAC 204 K. Resch
m61 b GTTCACCTGCCCACAAACATG K. Resch
CRM1 a 60 GATGAGGGAATGCAGATTTAAG 300
CRM1 b TTCAGCATATTTTCTCTGTTGTAA
IB3607 a 62 GCAATGGCTACATTGGTCATAC 322 K. Resch
IB3607 b GTCAGCTTTGCCATASCTGACG K. Resch
Hspcl59 a 58 TGGCATGAGACCAGGCAAGA 824
Hspcl59 b TGAATGGAAAGTAAGGGATTGC
HSPC159c |62 GTGAGTACCCACGTTTCCGAG 220
HSPC159 d GTCTCCAGATCTTGCTAGGACA
Murrl a 60 TGTCAGAGGTAGAAGAGAGTAT 205
Murrl b CTTTCATGCATGTATACAATGTC
Murrl ¢ 60 CTACAGACCCACAGCTTCCA
Murrl d 68 ACCATGGGTGGCAAGTCCCTGA
Murrl e 56 ACAAGGGTCTCACCACATT
hMurrl a 64 GGATCATGGACACCTTGGTTTC 164
hMurrl b AGGAATCTGAATTTCTGTGTTTGG
ELP a 64 CTCCAACAAGCTCGCAGCGTC
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TA(°C) |5°>3" Sequenz Produkt- |[Referenz
grof3e (bp)
ELP b 64 CTGGGAAGACTATTAATGCCAG
ELP c 62 GAAGCATTGCCTCTGGTATAC
ELP d 62 CACTTTAGCAATGTAGATCCTC
hELP a 62 ATGTGCCAAGTGGAGTTTGAG 200
hELP b GTTCACATTCCATGCCTCCTA
Cctdd a 60 TCAGAATAAAGATGATGCCATGGG | 400 V. Schmidt
Cctdd b TCATCGATTTTCAGAATGCTCCGC
Sonden
193h3fora |60 CATGCAAGCTTCCTTAAGGTC
192h3forb |60 CAGACACTCTTGCTACTTTGG
192h3reva |60 GTAGGTACAGAGTGGAAACTC
193h3revb |60 ACTGCACTAAAGGGATCGTCA
12412revl |58 GTCTCTGGCAAGTCCATCC
12412rev2 |62 GCTAACAGGTGTCGGTGAATG
45m7 for a 62 AGTCAAGGACACTCCTGAGTG
45m7 for 2 60 CTGCTTGTAACCAACCTGAAG
3.1.9 Enzyme
Enzym Hersteller

Pwo DNA Polymerase

Roche, Mannheim

DNA-Polymerase | large fragment (Klenow-Enzym)

Boehringer Mannheim

T4 DNA Ligase

Gibco BRL, Eggenstein

Verschiedene Restriktionsenzyme

Gibco BRL, Eggenstein

RNase A Boehringer Mannheim
Lysozym Boehringer Mannheim
RNasin Promega, Madison, USA

3.1.10 Verwendete Bausatze (Kits)

Kit

Hersteller

Nucleobond AX Kit

Macherey und Nagel, Diren

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit

Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA

TA-Cloning-Kit

Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA

Qiaquick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden

Qiaquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

Dynabeads mRNA Purification Kit

Dynal, Oslo, Norwegen

Omniscript RT Kit

Qiagen, Hilden
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3.1.11 Fragmentlangenstandards

Marker Fragmentlangen bezogen von

GeneRuler 100bp 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, MBI Fermentas,

Ladder 700, 800, 900, 1000 (bp) Vilnius, Litauen
PX174-Haelll- 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, MBI Fermentas,
Restriktionsfragmente 872, 1078, 1353 (bp) Vilnius, Litauen
ladder Mix 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, MBI Fermentas,

800, 900, 1031, 1200, 1500, 2000, Vilnius, Litauen
2500, 3000, 3500, 4000, 5000,
6000, 8000, 10000 (bp)

lambda ladder 1018, 970, 921, 873, 824, 776, 727, New England Biolabs,
679, 630, 582, 533, 485, 436, 388, Frankfurt a. Main
339, 291, 242, 194, 145, 97, 48 (kb)

low-range PFGE 194, 145, 97, 48, 23, 9, 6, 4, 2,3, 2, New England Biolabs,
ladder 0,56, 013 (kb) Frankfurt a. Main

3.1.12 Verwendete Datenbanken und Programme

Die humane Genomsequenz kann sowohl auf dem golden path Browser der

Universitat Santa Cruz (Kalifornien) http://genome.ucsc.edu/index.html,

als auch auf dem Ensembl-Browser http://www.ensembl.org/,

als auch beim NCBI unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gquide/human/

abgerufen werden.

Rummage Server:

http://gen100.imb-jena.de/rummage/server/wobbler/

Auf dem Rummage Server des IMB Jena sind passwortgeschiitzt die Daten der

sequenzierten BACs abgelegt.

BCM search launcher:

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
Der ,BCM (Baylor College of Medicine) search launcher* (Smith et al., 1996) bietet

zahlreiche Werkzeuge zum Bearbeiten und Vergleichen von DNA- und

Proteinsequenzen an.

Jackson Laboratory:

http://www.jax.org/resources/documents/cmdata/rhmap/rhsubmit.html
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Unter dieser Adresse werden die durch das T31 Mouse/Hamster-RH-Panel
gewonnenen Daten eingegeben. Die ausgewerteten Daten erhalt man sofort oder ein

wenig spater per e-mail.

Pfam-Proteindatenbank am Sanger Center:

http://www.sanger.ac.uk/cqgi-bin/Pfam

In der Pfam-Datenbank (Protein families database of alignments and HMMs) finden

sich u.a. Beschreibungen zu einzelnen konservierten Proteindoménen.

NCBI Homepage:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Auf der Homepage des National Center for Biology and Information (NCBI) finden
sich zahlreiche links zu Programmen und Datenbanken. Die am haufigsten
verwendeten sind im Folgenden aufgefuhrt:

ORF-Finder:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qorf/gorf.html

Mit dem Programm ORF-Finder kann man sich offene Leseraster in allen 6
Leserahmen anzeigen lassen und die vorhergesagte Proteinsequenz im FASTA

Format herunterladen.

ePCR:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/epcr.cqi

Mit der elektronischen PCR (ePCR) kann man genomische DNA-Sequenzen auf

Marker untersuchen, die Hinweis auf die Lokalisation im Genom geben.

Human-Mouse Homology Map:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Homology/

In dieser Homologie-Karte von Mensch und Maus sind die homologen
Chromosomenabschnitte mit den orthologen Genen der beiden Spezies
gegenubergestellt. Dabei stehen allerdings bei der Maus zur Zeit nur die genetisch
kartierten Gene zur Verfugung, auf der humanen Seite kann man direkt auf die Daten

des humanen Genomprojekts zugreifen.
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NCBI mouse genome resources:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/quide/M musculus.html

Unter mouse genome resources kann man alle zur Zeit verfigbaren Daten des
Mausgenomsequenzierungsprojekts abrufen, z.B. die fertig sequenzierten BACs aber

auch die Rohdaten als ,trace files".

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, (Altschul et al., 1990):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cqi-bin/BLAST/

Mit dem Programm Blast wurden neue Sequenzen auf Ahnlichkeiten zu schon
bekannten Sequenzen Uberprift. Man kann Nukleotidsequenzen untereinander
(Blastn), Nukleotidsequenzen mit Proteinsequenzen (Blastx) oder auch translatierte
Sequenzen mit Proteinsequenzen (tblastx) vergleichen.

Dabei stehen eine Reihe von unterschiedlichen Datenbanken zur Verfigung:

nr (non-redundant genbank) umfal3t alle bekannten Gene und auch komplett
sequenzierte BACs.

EST (expressed sequence tag) enthalt exprimierte Sequenzen in Form von
Endsequenzen von cDNA Klonen.

htgs (high throughput genome sequence) enthalt unvollstandige BAC-Sequenzen
aus den Genomsequenzierprojekten von Mensch, Maus, Ratte.

mmtrace (Mus musculus trace files) enthdlt Rohdaten aus dem Genom-
sequenzierungsprogramm der Maus.

Mit Blast 2 kann man zwei ausgewahlte Sequenzen miteinander alignieren.
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3.2 DNA-Methoden

3.2.1 DNA-Praparation

3.2.1.1 Plasmidisolierung aus Bakterien mittels Easy Prep

Diese Praparationsmethode dient der schnellen Plasmidisolierung aus Bakterien,
was bei Uberprufung zahlreicher Klone von Vorteil ist. Sie ist allerdings nur bei
endA™ Stdmmen durchfuhrbar, da die Endonuklease A durch einfaches Erhitzen
nicht inaktiviert wird.

Man tberfiihrt 1,5 ml einer Ubernachtkultur in ein Eppendorfgefa und pelletiert die
Bakterien durch eine einminttige Zentrifugation bei 13.000 U/min. AnschlieRend
resuspendiert man das Sediment in 50 ul Lysis-Puffer (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM
EDTA pH 8,0, 15 % Sucrose (w/v), 2 mg/ml Lysozym, 0,2 mg/ml RNase A, 0,1 mg/ml
BSA). Eine 30-sekiindige Inkubation bei 100°C fuhrt zur Lyse der Bakterien. Danach
uberfuhrt man die Proben fir 1 min auf Eis und zentrifugiert anschlie3end fir 20 min

bei 13.000 U/min. Vom Uberstand werden 6 pl fiir eine Testspaltung eingesetzt.

3.2.1.2 Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse

Diese Plasmidisolierungsmethode wurde zur Praparation von high copy number
Plasmiden aus cDNA-Klonen und zur Praparation von BACSs, die sich wie low copy
number Plasmide verhalten, genutzt.

In Klammern sind die Mengen flr die Isolierung von low copy Plasmiden angegeben.
Man Uberfihrt 3 (8) ml einer Ubernachtkultur in Greiner Réhrchen und zentrifugiert 5
min bei 4.000 rpm und 4°C im SS34 Rotor der Kihlzentrifuge. Nachdem man den
Uberstand vollstandig abgesaugt hat, wird das Sediment in 100 (300) pl eiskalter
Losung 1 (50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 100 pg/ml
RNase A) resuspendiert. Man Uberfihrt die Suspension in ein Eppendorfgefal3.
Anschlie3end fugt man 200 (300) pl Lésung 2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) hinzu und
invertiert rasch 5- bis 9mal. Nach einer 10-minutigen Lagerung auf Eis werden 150
(300) pl eiskalte Lésung 3 (3 M Kaliumacetat, mit Eisessig auf pH 4,8 eingestellt)
hinzugefligt und erneut 7- bis 9mal invertiert. Nach 5-minutiger Lagerung auf Eis
erfolgt eine 5-miniitige Zentrifugation bei 4°C und 4.000 rpm. Der Uberstand wird in
ein neues Eppendorfgefald Gberfuhrt. Zur Entfernung von Proteinkontaminationen
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wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dazu gibt man 1 Volumen
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) hinzu, vortext und zentrifugiert 2 min bei
12.000 g. Der Uberstand wird in ein neues EppendorfgefaR tberfihrt. Zur Fallung der
DNA gibt man 2 Volumen EtOH (RT) oder 1 Volumen Isopropanol hinzu und lait die
Probe 2 min bei RT stehen. Durch eine 5-minttige Zentrifugation bei 12.000 g wird
die DNA sedimentiert, der Uberstand wird verworfen. Man wascht das Sediment mit
70% EtOH und trocknet es fir mindestens 10 min an der Luft. Anschlie3end kann die
DNA in 50 (30) pl Tris pH 8 mit 20 pg/ml RNase A aufgenommen werden. Die
Lagerung erfolgt bei —20°C.

3.2.1.3 ,Midi* und , Maxi“ Praparationen von Plasmid-DNA mit dem Nucleobond
Kit

Um grofRe Mengen (100-500 pug) DNA zu erhalten, hat sich das Nucleobond AX Kit
(Macherey und Nagel, Duren) bewahrt, da sich gezeigt hat, dal3 diese Praparationen
nur einen geringen Anteil von chromosomaler, bakterieller DNA als Verunreinigung
enthalten. Nach einer modifizierten alkalischen Lyse wird das Lysat gefiltert und dann
auf eine lonenaustauscher Silikatmatrix gegeben, die unter bestimmten pH-
Bedingungen die Plasmid-DNA bindet. Nach mehreren Waschschritten kann bei
erhohtem pH-Wert die Plasmid-DNA eluiert werden. Die Fallung erfolgt mit 0,7
Volumen Isopropanol und die Sedimentation fir eine halbe Stunde bei 13.000 g. Das
Sediment wird einmal mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet und dann in 100 bis 200

ul Tris-Cl (pH 8,0) oder H,O aufgenommen.

3.2.1.4 Isolierung von genomischer DNA aus ES-Zellen

Die Zellen werden trypsinisiert und pelletiert. Die Zellen einer 60 mm Schale werden
in 3,5 ml Lysis Puffer (60 pl Proteinase K, 7 ul RNase A) resuspendiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Fallung der DNA erfolgt nach Zugabe von 7 ml EtOH
(100%, -20°C) und 100 pl 5 M NaCl fur 30 min bei Raumtemperatur. Es folgt eine 15-
minutige Zentrifugation bei 10.000 g, um die DNA zu sedimentieren. Das Sediment
wird einmal mit 70% EtOH gewaschen, dann luftgetrocknet und in 150 pl Tris-Cl (pH

8,0) aufgenommen.
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3.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

3.2.2.1 DNA-Minigele

DNA-Minigele wurden fur die Auftrennung von PCR-Produkten, gespaltener Plasmid-
DNA und aufgereinigten DNA-Fragmenten verwendet. Als Standardlaufpuffer wurde
1 x TBE (0,0089 M Tris/HCI pH 8,0, 0,089 M Borsaure, 20 mM EDTA) verwendet. Die
Proben wurden in 1/6 Volumen Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25%
Xylencyanol, 30% Glyzerin) aufgenommen, und in einer Spur ein geeigneter
Langenstandard mitgefuihrt. Der Gellauf erfolgte bei 10V/cm. Anschlielend wurde
das Gel im Ethidiumbromidbad (1pug/ml Ethidiumbromid in 1 x TBE) gefarbt und unter
UV-Licht von 302 nm auf einer Geldokumentationsanlage (Digitalkamera mit

Thermoprinter) fotografiert.

3.2.2.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Zur GroRRenbestimmung von BACs wurde die PFGE eingesetzt. Dabei wird die
Auftrennung besonders groBer DNA-Fragmente durch das Anlegen wechselnder
elektrischer Felder erleichtert. Fur ein Gel werden 100 ml einer 1%-igen ,fast lane®
Agarose (in 0,5 x TBE) benétigt. Als Laufpuffer wird ebenfalls 0,5 x TBE verwendet,
welches durch eine Kihlung auf einer Temperatur von 14°C gehalten wird. Fir eine
optimale Auftrennung im Bereich von 3 bis 250 kb wurden mit Hilfe des Programm
,Chef Mapper” folgende Parameter bestimmt: Runtime: 8,3 h; Initial: 0,2 s; Final: 21,8
s; Gradient: 6 V/cm. Als GroRRenstandards dienten lamda ladder und low range PFGE

Marker.

3.2.3 Southern Blotting (Transfer von DNA auf Nylonmembranen)

Far alle Blottingverfahren wurde die Nylonmembran Biodyne B (Pall, Portsmouth,
England) mit LochgroR3e 0,45 pm verwendet. Durch die positiv geladene Oberflache
ist sie besonders fur den Transfer bzw. die Retention von Nukleinsauren geeignet.
Bei dieser Methode nach Sambrook et al. (1989) erfolgt zunachst eine partielle
Depurinierung der DNA-Fragmente durch Inkubation in 2 Gelvolumen 0,25 N HCI (10
min fur Minigele, 20 min fur grol3e Gele). Dieses induziert Strangbriiche und
erleichtert somit den spateren Transfer. Man spult das Gel zweimal mit Wasser, um
uberschissige Saure zu entfernen. AnschlieBend erfolgt ein 30-mindtiger
Denaturierungsschritt in ebenfalls 2 Gelvolumen 0,5 N NaOH und 1,5 M NacCl.
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Standardmalfig wurde ein Kapillarblot durchgefuhrt. Man flllt eine Schale zur Halfte
mit 20 x SSC, legt eine Glasplatte quer dariiber, auf die man eine Flussigkeitsbriicke
aus 3MM-Whatman-Papier ausrollt. Die linke obere Ecke des frisch denaturierten
Gels wird zur Markierung abgeschnitten, auRerdem werden die Taschen mit einem
scharfen Skalpell entfernt. Man positioniert das Gel umgekehrt auf der
Flussigkeitsbricke und legt ein Stick Nylonmembran in der GrolRe des Gels
luftblasenfrei darauf. Anschlie3end werden noch 3 Lagen 3MM-Whatmanpapier und
ein ca. 10 cm hoher Stapel saugfahigem Papier aufgelegt. Darauf gibt man eine
Glasplatte und ein ca. 300 g schweres Gewicht. Der Transfer erfolgt Gber Nacht. Die
getrocknete Membran wird anschlieRend fur 30-60 min bei 80°C gebacken. Die
Membran kann trocken in einer Tasche aus 3MM-Whatmann-Papier bei RT

aufbewahrt werden.

3.2.4 Radioaktive Hybridisierung

Die Nylonmembranen werden zunachst in 2 x SSC angefeuchtet und mit Hilfe einer
Pipette in eine Hybridisierungsrohre eingerollt. Zur Absattigung freier Bindungsstellen
auf der Membran erfolgt eine Prahybridisierung fur mindestens 30 min bei 65°C.
Dazu wurden pro Filter 10 ml Church-Lésung (7% (w/v) SDS, 1% BSA, 1 mM EDTA,
0,5 M NaHPO,, pH 7,2) verwendet.

Die radioaktiv markierte Sonde wird aufgereinigt und dann denaturiert (100°C fur 10
min und 5 min auf Eis), kurz anzentrifugiert und zum Préhybridisierungsansatz
hinzugegeben. Die Hybridisierung erfolgt bei 65°C tber Nacht.

Unspezifisch gebundene Fragmente werden durch Waschschritte in aufsteigender
Stringenz entfernt. Zwischen den einzelnen Waschschritten wird die verbleibende
Radioakivitat auf den Filtern mit dem Geigerzahler kontrolliert. Zunachst werden die
Filter zweimal fur 10 min bei RT in 2 x SSC/0,1 % SDS geschiittelt. AnschlieRend
erfolgen die Waschschritte mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei steigender Temperatur
(42°C, 54°C, 65°C). Dann wird ein Rontgenfilm aufgelegt und die Autoradiographie
erfolgt fur 1 bis 14 Tage bei —70°C.

Vor der erneuten Verwendung von Blots mul3 die alte Sonde entfernt werden. Dazu
gibt man 3 Mal kochendes 0,1 % SDS auf die Filter und schattelt fir je 10 min.
AnschlieBend werden die Membranen in 2 x SSC gespult und kdonnen dann
getrocknet, in einer Filterpapiertasche, oder feucht, in Haushaltsfolie eingeschlagen,

aufbewahrt werden.
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3.2.5 Herstellung von radioaktiv markierten DNA Sonden

3.2.5.1 ,Random primed“ Methode

Bei der ,random primed“-Methode (Feinberg und Vogelstein, 1983) werden mit %P
markierte Nukleotide wahrend einer nicht-zyklischen Polymerisationsreaktion, bei der
ein Hexanukleotidgemisch zufélliger Sequenz als Primer verwendet wird, in den neu
entstehenden DNA-Strang eingebaut. Fur héchste spezifische Aktivitdten werden 25
bis 100 ng DNA eingesetzt. Die nicht-markierte DNA bleibt im Markierungsansatz
zurick und kompetitiert in der Hybridisierung die radioaktiv markierten Fragmente.
Die zu markierende DNA wurde entweder durch Restriktionsspaltung des jeweiligen
Plasmids und Gelextraktion oder durch eine PCR-Reaktion mit anschliel3ender
Aufreinigung gewonnen.

Die DNA wird durch 10 min Erhitzen auf 100°C und schnelles Abkihlen auf Eis
denaturiert. Man pipettiert 3 pl CTG-Mix (je 0,5 mM dCTP, dTTP, dGTP) in den
Ansatz und gibt dann 2 pl Hexanukleotide-Mix in 10x Klenow-Puffer zu.
Anschliel3end gibt man 1 pl Klenow-Polymerase (2 U, Boehringer Mannheim) zu.
Nach Zugabe von 5 pl o-[**P]dATP (spezifische Aktivitat 800 Ci/mmol) wird der
Ansatz fir 30 bis 60 min bei 37°C inkubiert.

3.2.5.2 5*-Markierung von Oligonukleotiden

Die verwendeten Oligonukleotide sollten einen GC-Gehalt von ca. 50% besitzen und
auch ungefahr gleich lang sein. Es wurden Oligonukleotide der Lange 21 benutzt.

Ein 12,5 pl Ansatz fir ein Oligonukleotid ergibt sich wie folgt:

* 6,0l H0O

e 2,5l 5 x Puffer (Boehringer Mannheim)

e 1,0 ul Oligonukleotid (10 pmol/ pul)

e 2,5l y-dATP* (10 mCi/ ml)

e 0,5 ul T4 Polynukleotidkinase (Boehtringer Mannheim)

Der Ansatz wird fur eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieRend aufgereinigt. Die
spezifische Aktivitat wird im Szintillationszahler bestimmt.

Anders als bei Verwendung doppelstrangiger DNA mussen Oligonukleotidsonden
nicht denaturiert werden. Abweichend zu 3.2.4. erfolgt die Hybridisierung bei 49°C
tber Nacht. Die Waschschritte erfolgen mit 6 x SSC, 2 x SSC / 0,05% SDS, 1 x SSC
/0,1 % SDS fir je 15 min bei 49°C.
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3.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR )

In der PCR wird mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase ein gewinschter
DNA-Abschnitt in vitro amplifiziert. Zu dem gewiinschten DNA-Abschnitt muf3 in jeder
Richtung ein Stuck flankierende Sequenz bekannt sein, so dall man zwei
Oligonukleotide (= Primer) entwerfen kann. Die Primer sind komplementar zu der
bekannten Sequenz und dienen als Startermolekile, da sie ein freies 3-OH-Ende
besitzen, dal’3 von der Polymerase bendtigt wird. In der zyklischen Reaktion wird die
Matrizen-DNA in die Einzelstrange aufgetrennt, danach findet bei einer
primerspezifischen (nach 2 + 4 Regel, fur jedes A oder T 2°C, fur jedes G oder C 4°C
berechnen) Temperatur die Anlagerung der Oligonukleotide an die DNA (Annealing)
statt, im Polymerisations-Schritt erfolgt dann ausgehend von den Primern die
eigentliche Amplifikation.

3.2.6.1 Standard-PCR-Reaktionen
Alle Standard-PCR-Reaktionen wurden mit dem Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen,

Hilden) durchgefihrt. Ein 20 pl-Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:
e 10 ul Master Mix (enthalt 0,5 U Taq DNA-Polymerase, 1 x PCR-Puffer mit 1,5 mM
MgCI, und dNTPs, je 200 uM)
e 0,4 pl Primer a (50 pmol/ul),
e 0,4 pl Primer b (50 pmol/ul),
e 7,2 ulH0,
e 2 Ul DNA (100 ng/ul).
Man pipettiert alle Komponenten zusammen und gibt die DNA nach Mdoglichkeit als
letztes hinzu, um Kreuzkontaminationen zu verhindern.
Im Thermocycler wird dann folgendes Temperaturprofil durchlaufen:
94°C 5 min
94°C 30 s
35x 58-68°C 30 s
72°C 60 s pro 1000 bp
72°C 5 min
10°C Pause

3.2.6.2 PCR-Reaktionen mittels , Proof reading DNA Polymerasen®

Taq DNA Polymerasen weisen eine erhebliche Fehlerquote (2 x 10/ Base) auf. Mit

DNA Polymerasen, die eine 3‘-5° Exopolymerase Aktivitat (= proof reading Aktivitat)
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aufweisen, kann eine zehnfache Verbesserung der Genauigkeit erreicht werden. In
dieser Arbeit wurde die Pwo DNA Polymerase verwendet.
Um unspezifische Polymerisationsreaktionen wahrend des Pipettierens zu

vermeiden, wurden zwei getrennte Mastermixe auf Eis zubereitet:

Mastermix 1: Mastermix 2:

4 pl dNTPs (10 mM) 5 ul 10 x Puffer (100 mM Tris, pH 8,85, 250
0,6 ul Primer a (50 pmol/ul) mM KCI, 50 mM (NH4)SO4, 20 mM MgSOy)
0,6 ul Primer b (50 pmol/ul) 19,5 pl H,O

14,8 ul H,O 0,5 pl Pwo DNA Polymerase

5 pl BAC-DNA

Die beiden Mastermixe wurden auf Eis vereinigt und sofort danach wurde die
Reaktion gestartet:
94°C 2 min
94°C 15 s
10x 58-68°C 30 s
72°C 120 s
94°C 15 s
20x 58-68°C 30 s
72°C 120 s + 5 s/ Zyklus
72°C 7 min
10°C Pause

3.2.7 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.2.7.1 Klassische Klonierung

a) Herstellung und Aufreinigung der zu klonierenden DNA-Fragmente

Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden entweder durch eine PCR-Reaktion (s.
3.2.6.2) oder durch Restriktionsverdau aus entsprechenden Plasmiden gewonnen.
Dazu wurde die Plasmid-DNA mit dem gewinschten Enzym und 0,1 Volumen des
jeweiligen 10 x React Puffers fur min. 1 h bei der erforderlichen Temperatur inkubiert.
Entstanden bei der Linearisierung eines Vektors kompatible Enden, so wurden diese
durch Zugabe von 1 pl SAP (shrimp alkaline phosphatase) dephosphoryliert, um eine

Religation zu verhindern.
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Die DNA-Fragmente wurden auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt, die
entsprechende Bande mit einem scharfen Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des
Qiaquick Gelextraktionskits aufgereinigt. Dazu gibt man 3 Gelvolumen des Puffers
QG zu dem Agaroseblockchen und 16st es fir 10 min bei 50°C. Diese Lésung wird
auf eine Saule gegeben und fur 30 sec zentrifugiert. Man wascht ein Mal mit Puffer
QG um samtliche Agarosereste zu entfernen und ein Mal mit Puffer PE. Die Saule
wird durch eine einminitige Zentrifugation getrocknet und die DNA kann dann durch
Zugabe von 30 oder 50 pl Elutionspuffer (Tris-HCI, pH 8,0) eluiert werden. Ein
Aliquot der aufgereinigten DNA-Fragmente wurde zur Mengenabschatzung
zusammen mit einer bekannten Menge eines geeigneten Fragmentlangenstandards
auf einem Agarosegel aufgetrennt.

b) Ligation

DNA Fragmente mit komplementaren Enden kénnen mit Hilfe der T4 DNA Ligase
zusammengeflugt werden. Es wurde ein molares Insert:Vektor Verhaltnis von ca. 3:1
benutzt, z.B. 150 ng Insert, 50 ng Vektor, wenn die beiden Fragmente ungefahr
gleich grof3 waren. Die DNA wurde in 16 ul H,O aufgenommen, es wurden 4 pl 5x
Ligase Puffer (250 mM Tris-HCI, pH 7,6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25 %
(w/v) Polyethylenglycol-8000) und 0,1 pl T4 DNA Ligase hinzugefuigt. Meist erfolgte
die Reaktion bei 16°C uber Nacht, alternativ auch 1 h bei RT.

c¢) Herstellung von elektrokompetenten Zellen (XL1-Blue)

Zunachst wird aus der Glyzerinkultur ein Einzelklonausstrich auf einer LB-
Tetracyclinplatte vorgenommen. Am folgenden Tag wird aus einem Einzelklon eine
Ubernachtkultur (3 ml) ohne Antibiotikum angelegt. Diese Uberimpft man am
nachsten Tag in 250 ml LB-Medium wiederum ohne Antibiotikum und laR3t diese bis
zu einer optischen Dichte (bei 580 nm) von ca. 0,5 (ca. 3-4 h) weiterwachsen.

Bei der Ernte der Zellen kommt es darauf an, diese in eine moglichst salzfreie
Losung zu Uberfihren. Daher muissen alle Waschschritte mit grof3er Sorgfalt
ausgefihrt werden. Von nun an sind alle Schritte bei 4°C auszufuhren. (Materialien
vorher abkihlen!). Die Kultur wird im GS3-Rotor fiir 15 min bei 6000 rpm geerntet.
Man gieRt den Uberstand ab und zieht auch den Riicklauf vollstandig ab. Der Becher
wird zweimal mit ca. 20 ml H.0pigest Ausgewaschen, ohne das Sediment zu l6sen.
Dann nimmt man das Pellet in 5 ml Hz0pigest @uf und fillt mit H2O0pigest @uf 250 ml auf.
Es folgt eine Zentrifugation fur 15 min bei 5000 rpm. Der Uberstand muR sofort

abgegossen werden und das Zellpellet im Rucklauf resuspendiert werden. Man
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verteilt die Zellsuspension auf zwei 40 ml-Zentrifugenbecher und fugt jeweils 25 ml
15%-igem Glycerin hinzu. Nach einer erneuten Zentrifugation fir 15 min bei 5000
rpm im SS34- Rotor zieht man den Uberstand vollstandig ab und nimmt das Pellet in
1 bis 1,5 ml 15%-igem Glyzerin auf. Danach werden die Zellen in 60 pl-Portionen
schockgefroren.

d) Transformation durch Elektroporation

Ein Aliquot kompetenter Zellen (60 ul, s.0.) wird auf Eis aufgetaut. Die
Elektroporationskivetten und der Ligationsansatz sind auf Eis vorzukihlen. Die
Pulsereinstellungen fur 0,2 cm Kivetten sind: 25 pF, 400 Q, 2,5 kV. Man gibt 1 bis 2
ul des Ligationsansatzes zu den kompetenten Zellen, a3t die Suspension 1 min auf
Eis stehen. Nach dem Elektropuls gibt man rasch 1 ml SOC-Medium (2 % Trypton,
0,5 % Hefeextract, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSQO,4, 20 mM
Glucose) in die Elektroporationskiivette. Die Zellen werden in ein Eppi tberftuhrt und
1 h bei 37°C im Schiittler inkubiert. Dann plattiert man unterschiedliche Volumina auf

Selektionsmedium aus.

3.2.7.2 Klonierung von PCR Prokukten mit TOPO Cloning Kits
Mit dem TOPO TA Cloning Kit konnen PCR Produkte, die aufgrund der terminalen

Transferaseaktivitit der DNA-Polymerase einen A-Uberhang besitzen, kloniert
werden. Fir PCR Produkte, die mit einer proof reading DNA Polymerase hergestellt
wurden und keinen A-Uberhang besitzen, wurde das Zero Blunt TOPO PCR Cloning
Kit benutzt. Die beiden Protokolle sind identisch.

Far die Ligation gibt man 0,5 bis 2 pl des PCR-Produkts mit 1 ul pCR-TOPO Vektor,
1 ul einer Salzlésung und sterilem Wasser zu einem Endvolumen von 5 ul
zusammen. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur fahrt man mit der
chemischen Transformationsreaktion fort. Dazu mischt man 2 pl des
Ligationsansatzes und ein Aliquot kompetenter Zellen vorsichtig mit einer
Pipettenspitze und inkubiert fir 5 min auf Eis. Danach fuhrt man einen Hitzeschock
bei 42°C fur 30 sec aus und bringt die Zellen sofort wieder auf Eis. Anschliel3end fugt
man 250 pl SOC-Medium hinzu und schittelt fir 30 min bei 37°C. 50-100 pl des
Transformationsansatzes werden auf LB-Agar mit 150 pg/ml Ampicillin (10 g NaCl, 5
g Hefeextract, 10 g Pepton auf 1 I) und X-Gal (5-Brom-4-Chloro-3-Indoyl-3-D-

Galaktosid) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C angezogen. Eine erfolgreiche
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Klonierung zeigt sich durch weil3e Bakterienkolonien. Diese tragen das ligierte
Fragment in ihrem Gen fir die B-Galaktosidase und kénnen somit das Substrat X-Gal

nicht zu dem blauen 5-Brom-4-Chlor-Indigo umsetzen.

3.2.8 Identifikation von positiven Klonen

3.2.8.1 Kolonie-PCR

Mit einer Kolonie-PCR kann man Einzelklone eines Ubernacht-Ausstrichs mit
spezifischen Primern auf das Vorhandensein eines bestimmten Inserts Uberprifen;
oder man kann unter Verwendung von Vektorprimern die Grol3e des Inserts
bestimmen.

Man geht genauso vor wie bei der Standard-PCR, nur dafl der erste
Denaturierungsschritt von 94°C auf 15 min verlangert wird, um die Zellen
aufzuschliel3en. Statt der DNA wird die entsprechende Menge H,O hinzugegeben.
Dann nimmt man z.B. mit einer gelben Spitze einen Einzelklon auf und taucht ihn

unter Ruhren fir einige Sekunden in den PCR-Ansatz.

3.2.8.2 Eckhardt-Lyse

Man streicht die zu analysierenden Einzelklone noch einmal in mehreren kurzen
Strichen aus und laf3t tber Nacht anwachsen.

Fur das Gel kocht man 0,8 Agarose in 100 ml 1 x TBE auf. Nachdem die Agarose auf
60°C abgekunhlt ist, fugt man 2 ml 10% SDS hinzu und giel3t dann das Gel. Zur
Vorbereitung der Proben legt man in jedes well einer 96er-Schale 6 ul TE-Puffer und
4 pl Probenpuffer vor. Danach nimmt man mit einer sterilen gelben Spitze die
Bakterien von der Platte auf und resuspendiert sie in TE- und Probenpuffer. Danach
gibt man 20 ul Eckhardt-Lysispuffer (8% Sucrose, 2% Ficoll, 50 mM Tris pH8, 20 mM
EDTA pH8, 2 mg/ml RNase A, 2 mg/ml Lysozym) hinzu und tragt 25 bis 30 pl aufs
Gel auf. Man lafl3t das Gel zunachst fur 30 min bei 1V/cm und dann fur 1 bis 2 h bei 5
V/cm laufen. Danach wassert man das Gel fur 45 min, um das SDS auszuwaschen
und farbt dann in EtBr.
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3.3 RNA-Methoden

3.3.1 RNA-Isolierung aus Geweben (Chomczynski and Sacchi, 1987)

Man verwendet frisches oder schockgefrorenes Gewebe (200 bis 400 mg) und
versetzt es mit 1 ml/100 mg Gewebe Denaturierungsléosung (4M Guanidinium-
Thiocyanat, 25 mM Na-Citrat pH 7,0, 0,5% Na-Sarcosyl (v/v), 0,1 M R-
Mercaptoethanol). Danach wird die Probe fir 1 min im Ultra-Turrax (Janke und
Kunkel, Staufen) homogenisiert und auf Eis gelagert. Man gibt 1 ml/100 mg Gewebe
wassergesattigtes Phenol, 200 pl/100 mg Gewebe CHCls/Isoamylalkohol (49:1) und
100 pl/100 mg Gewebe 2 M Na-Acetat pH 4 hinzu und schittelt die Probe kraftig.
Nach einer 20-mindtigen Zentrifugation bei 10.000 U/min in der Kuhlzentrifuge (4°C)
wird die obere, walrige Phase vorsichtig abgenommen und in ein neues Greiner-
Rohrchen Uberfuhrt. Zur Fallung versetzt man die Probe mit einem Volumen
eiskaltem Isopropanol und inkubiert fir 15 min bei —70°C. Anschliel3end erfolgt die
Sedimentation der RNA unter gleichen Bedingungen. Man dekantiert den Uberstand
und resuspendiert das Sediment in 2 ml Denaturierungslésung und verteilt die Probe
auf drei Eppendorfgefal3e. Nach Zugabe von 700 pl eiskaltem Isopropanol pro
Eppendorfgefal? und 15-mindtiger Fallung bei —70°C erfolgt eine Zentrifugation bei
13.000 U/min in der Eppendorfzentrifuge (RT). AnschlieRend wird das Sediment mit
500 pl 70 % EtOH gewaschen, der Uberstand vollstandig abgesaugt und das
Sediment luftgetrocknet. Dann konnen die Proben in 200 ul DEPC-H,O
aufgenommen und in einem Thermoschittler (Eppendorf, Hamburg) bei 65°C fir ca.

10 min geldst werden.

3.3.2 Praparation von mRNA mittels magnetischer Kigelchen (Dynabeads)

Fur die Gewinnung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde das Dynabeads mRNA
Purification Kit (Dynal, Oslo, Schweden) verwendet. Die Hauptkomponente des Kits
sind superparamagnetische Polystyrol-Kiigelchen, die 25-er Ketten von Desoxy-
thymidin auf ihrer Oberflache tragen. Wahrend der Aufreinigung wird die
Basenpaarung zwischen dem polyA der mRNA und der oligo dT-Kette der Kiigelchen
begulnstigt, nicht gebundene tRNA und rRNA kann abgewaschen werden. Die Elution

erfolgt in einer salzfreien Losung, in der die dT:dA Hybride destabilisiert werden.
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Fur die Aufreinigung werden 75 pug RNA in 100 pl H,O aufgenommen und fir 2 min
bei 65°C erhitzt, um Sekundarstrukturen aufzulésen. In der Zwischenzeit gibt man
200 pl (entspricht 1 mg) der resuspendierten Dynabeads in ein Eppendorfreaktions-
gefaR in dem Magnetstander, nimmt nach 30 s den Uberstand ab und wascht einmal
mit 100 pl Binding Buffer (20 mM Tris-HCI ph7,5, 1 M LIiCl, 2 mM EDTA) und nimmt
die Dynabeads in 100 ul Binding Buffer auf. Dann gibt man die denaturierte RNA zu
den Dynabeads und fuhrt das Annealing fir 5 min bei RT in einem Schittler aus.
Danach trennt man mit Hilfe des magnetischen Standers den Puffer ab und wascht
zwei Mal mit Washing Buffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M LiCl, 1 mM EDTA). Zur
Elution gibt man 10 bis 20 pl Elution Buffer (10 mM tris-HCI pH 7,5) hinzu und
inkubiert fur 2 min bei 65°C.

3.3.3 RNA-Minigele

Um die Qualitat isolierter RNA abzuschéatzen werden RNA-Minigele angefertigt. Die
Gelkammern werden zur RNase-Dekontamination fur eine halbe Stunde mit 3% H,0,
behandelt und danach kurz in DEPC-H,0O gespdult. Fur ein 1%-iges Gel werden 0,3 g
Agarose in 3 ml 10 x MOPS-Puffer (0,2 M 3-N-Morpholino-Propansulfonsaure pH
7,0, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA pH 7,0) und 27 ml DEPC-H,O eingewogen
und unter Aufkochen geldst. Nach der Erstarrung von 30 min wird das Gel mit 1 x
MOPS Uberschichtet.

Die RNA-Proben werden folgendermal3en vorbereitet: 1 bis 2 ug RNA in 9 ul RNA-
Probenpuffer (50% Formamid, 10% 10 x MOPS, 0,45% Formaldehyd, 7% Glyzerin,
0,5% (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen. Es wird 1 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml)
zugesetzt und der Ansatz fur 15 min bei 65°C denaturiert. Nach einer 5-minutigen
Inkubation auf Eis wird die Probe sofort auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgt
bei 10 V/cm solange bis die Bromphenolblaubande die untere Gelkante erreicht hat.

Nach dem Lauf kann das Gel direkt dokumentiert werden.

3.3.4 Grol3e, denaturierende RNA-Gele

Fur ein grol3es RNA-Gel werden 1,25 g Agarose in 12,5 ml 10 x MOPS und 108,8 ml
DEPC-H,0 eingewogen und durch Aufkochen geldst. Nach Abkuhlung auf 50°C gibt

man 6,38 ml Formaldehyd hinzu.
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Man lyophilisiert 10-20 ug RNA, nimmt die Probe in 20 pl RNA-Probenpuffer auf und
gibt 2 ul EtBr (1 mg/ml) zu. Nach 15-30-minitiger Denaturierung bei 65°C und 5-
minutiger Inkubation auf Eis trdgt man die Probe direkt auf das Gel auf. Der Gellauf
erfolgt bei 70 V fur 4 h.

3.3.5 Northern Blotting (RNA-Transfer auf Nylonmembranen)

Fur das Northern Blotting wurde ein Kapillarblot-Verfahren durchgefiihrt. Nach dem
Lauf wurde das Gel fur eine halbe Stunde in RNAse-freiem Wasser gespilt und
danach der Blot wie unter 3.2.3 beschrieben aufgebaut. Nach dem Transfer tber

Nacht erfolgte die Fixierung fur eine halbe Stunde bei 80°C.

3.3.6 Reverse Transkription mit dem Omniscript RT-Kit

Bei der reversen Transkription (RT) gewinnt man mittels einer RNA-abhé&ngigen
DNA-Polymerase (= reverse Transkriptase) aus RNA copy-DNA (cDNA). Diese kann
in einer nachfolgenden PCR auf bestimmte Transkripte naher untersucht werden.

Fur die RT wurde das Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Fir eine
Reaktion nimmt man 1 bis 2 pg Gesamt-RNA oder 100 ng mRNA in 10 pl DEPC-H,0
und gibt 10 pl des folgenden Mastermixes hinzu:

e 1 pl Rnasin, 1:4 verdiunnt (Promega)

e 0,5 ul polyT-Primer (0,5 pg / pl)

e 2 Ul RT-Puffer

e 2 U dNTPs (5 uM)

e 1 pl Omniscript

e 3,5 ul DEPC-H,0, zugefugt.

Danach erfolgt eine Inkubation bei 37°C fur 60 bis 90 min.

In der PCR wurde in der Regel 1 ul des RT-Reaktionsgemisches eingesetzt.

3.4 Sequenzierung von PCR-Produkten und BAC-Enden

Mit der Sequenzierung von PCR-Produkten und BAC-Enden wurde entweder der
hausinterne Sequenzierservice des IIT oder die Firma MWG-Biotech (Ebersbach)

beauftragt.
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3.5 Berechnung genetischer Abstande

Der Abstand zweier Loci ergibt sich aus der Rekombinationshéufigkeit c, die man aus
dem Quotienten der Anzahl der detektierten Rekombinationsereignisse und der
betrachteten Meiosen berechnet. Bei einer Rekombination unter 100 Meiosen ist die
Rekombinationsrate als 1 cM definiert. 1 cM entspricht bei der Maus ca. 1Mb. Die
Standardabweichung S; ist die Wurzel aus der Varianz der Rekombinationshaufigkeit
c geteilt durch die Anzahl der Meiosen n:

Sc = V(c(1-c)/n).
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4 ERGEBNISSE

In den ersten beiden Teilen dieser Arbeit werden die Ergebnisse zur physikalischen
und genetischen Kartierung von Genen auf dem proximalen Maus Chromosom 11
und dem humanen Chromosom 2p14-15 vorgestellt. Nahere Erlauterungen zu den
Kandidatengenen folgen im dritten Abschnitt, wo die Ergebnisse zur Expression und

vergleichenden Sequenzierung dargelegt werden.

4.1 Kartierung von Kandidatengenen

4.1.1 Anonyme cDNA Homoloc-13

Die anonyme cDNA Homoloc-13 ging aus dem Maus-EST13 hervor, der wiederum
homolog zum humanen EST13 (hEST13) ist. hEST13 wurde von K. Resch (Resch,
2000) auf den humanen YACs A3 und C10 kartiert.

Das 5'-Ende von Homoloc-13 konnte mit den Primern MEST13.4/MEST13.5 auf den
Maus-YACs Otxla, M1 und M2 kartiert werden. Da mit denselben Primern auf den
vorhandenen BACs kein Signal erhalten wurde, lie3 dies auf eine Licke im BAC-
Contig zwischen Otx1 und Mor2 schlieB3en. Die Signale des BAC-Endes 123j24uni
auf den zwei BACs 48h20 und 219p17 im distalen Teil des Contigs mufiten falsch
positiv sein.

Das Durchsuchen der ,.DTTW* BAC-Bank mit den o.g. Primern ergab 5 positive
BACs: 45m7, 71m17, 19323, 203019 und 220e4. Uber Endsequenzierungen wurden
neue Marker generiert, mit Hilfe derer die neuen BACs an den distalen Teil des
vorhandenen Contigs angegliedert werden konnten: 203019for, 71ml7rev,
71m17for, 220e4for. Eine Uberlappung mit dem proximalen Teil des Contigs
existierte nicht. Beim erneuten Durchsuchen der BAC-Bank mit den am 3'-Ende der
Homoloc-13 cDNA gelegenen Primern MEST13.9/MEST13.10 wurden folgende
BACs identifiziert: 4023, 178p10, 200m2 und 208p2. Uber STS/EST-Kartierungen
konnte die Uberlappung der BACs 178p10 und 208p2 mit dem distalen Teil des
Contigs demonstriert werden.

Zusammenfassend kann man feststellen, dal3 die cDNA Homoloc-13 zwischen Otx1
und Mor2 kartiert und das BAC-Contig an dieser Stelle geschlossen wurde. Das

Contig wird an dieser Stelle durch die cDNA-Sequenz Uberbriickt, da fur die BACs
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des 3'- und 5'-Bereichs der cDNA Homoloc-13 keine Uberlappung gezeigt werden
konnte (s. Abb. 4.1).

< 3 Homoloc-13 5
MEST13.9/10 MEST13.4/5
Otx1 a/b
71m17 Mor2 a/b
. 178p10 ‘ 165114
123j24
® 200m2 203019 ®
141e23 40j13
® 208p2 220e4
4023 | 45m7
193f23

I I
Abb. 4.1: Darstellung des BAC-Contigs im Bereich von Homoloc-13
Jeder Kreuzungspunkt zwischen 2 Linien stellt eine positive Kartierung dar, wobei BAC-Enden durch
Punkte symbolisiert sind und die fett gedruckten Linien fir die STS-Kartierung eines Gens stehen.

4.1.2 Anonyme cDNA Kiaa0903

Das 3'-Ende von Kiaa0903 wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit mit den Primern
A6-300a/b auf den BACs 123j24 und 141e23 kartiert und ebenfalls unabhéngig von
Karin Resch als humaner EST95. Die Sequenzierung des BACs 123j24 zeigte, dal3
nur ein Teil der cDNA auf dem BAC vorhanden ist. Der BAC 123j24 stellte auch das
proximale Ende des wr-kritischen Bereichs dar, es war also keine Uberlappung mit
den BACs des rekombinanten Bereichs vorhanden.

K. Resch konnte mit dem BAC-Ende 123j24rev neue BACs identifizieren, die auch
einen Teil der Kiaa0903 cDNA (903 5‘d/e) tragen: 109112, 230a12, 150h22, 126p18.
Mit den weiter 5' auf der Kiaa0903 cDNA lokalisierten Primern 9035j/k wurden die
BACs 1d15, 76114, 126p12 und 238h8 gefunden. Der BAC 209f21 stammt aus einer
Suche mit dem BAC-Ende 126pl2rev. Mit den am 5'-Ende gelegenen Primern
9035'n/r konnten die BACs 165d7 und 180e24 identifiziert werden, die allerdings
keine weiteren Marker tragen. Mit dem BAC-Endmarker 147n22rev wurden die BACs
95i23, 177123, 22711 und 23805 identifiziert.

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 die gesamte cDNA Kiaa0903 nun von
BACs abgedeckt ist. Dazu sind minimal vier BACs notwendig, bei einer

durchschnittichen Gro3e von 100 kb ergibt das eine genomische Grof3e des
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Kiaa0903-Gens von 400 kb. Alle Kiaa0903-positiven BACs sind in das Contig
integriert und mit 209f21 wurde ein BAC gefunden wurde, der das echte Ende des
wr-kritschen Bereichs darstellt. Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse findet sich
in Abb. 4.2.

P Kiaa0903 3
903 5'n/r 903 5'j/k 903 5'd/e A6-300a/b
126p18 | |
126pl2} o 12324
209121 26114 150h22
_147n22 o 141e23
_165d7}1 o 100112
95i23 238h8
_180e24 | 230812
22711 1d15
23805
177123
«—>
proximaler | ca.100kb

Rekombinationsbruchpunkt | |

Abb. 4.2: Darstellung des BAC-Contigs im Bereich von Kiaa0903
Jeder Kreuzungspunkt zwischen 2 Linien stellt eine positive Kartierung dar, wobei BAC-Enden durch
Punkte symbolisiert sind und die fett gedruckten Linien fir die STS-Kartierung eines Gens stehen.

4.1.3 Die distale Licke: Anonyme cDNA Murrl und das Gen fiur die Chaperonin
Delta-Untereinheit Cct4

Am Beginn dieser Arbeit war der distale Kandidatengenbereich zwischen Pelil und
D11Mit19 weder von BACs noch von YACs abgedeckt. Mit Pelil liel3 sich das Contig
nicht ausweiten, denn bei der Suche mit allen zur Verfigung stehenden Enden der
Pelil-BACs wurden nur die schon bekannten BACs wiedergefunden. Die
Schwierigkeit bestand darin, einen geeigneten Marker in der Region zu finden, der
maoglichst auch in das Contig integrierbar sein sollte. Es standen zwar einige humane
Gene zur Verfigung, aber es war nicht klar, wie die Homologen der Maus zum
D11Mitl19 liegen. Bei Murrl gab es mehrere Hinweise auf die Lokalisation: Murrl
wurde zusammen mit Cct4 auf einem YAC kartiert (Nabetani et al., 1997) und von
Cct4 war bekannt, dal3 es eng gekoppelt aber nicht identisch mit der wr-Mutation ist

(Schmidt, 1997). Mit Verdffentlichung der humanen Genomsequenz konnte
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aulRerdem festgestellt werden, dal3 die beiden cDNAs KIAA0903 und MURRL1 direkt
benachbart sind. Aufgrund der Inversion zwischen Mensch und Maus, konnte man
annehmen, daf? bei der Maus Murrl benachbart zu Pelil ist.

Die Lokalisation der humanen cDNA MURRL1 erbrachte den YAC G9 im distalen Teil
des Contigs (s. Abb. 4.3). Damit kartiert MURR1 auf dem gleichen YAC wie XPO1,
PEX13 und CCT4.

Abb. 4.3: Kartierung von MURRL1
mit den Primern hMurrla/b auf dem

humanen YAC G9 603 bp
310 bp

Wie erwartet war Murrl weder auf Maus-YACs oder -BACs zu finden. Die Kartierung
mit Bestrahlungshybridzellen zeigte, dal3 Murrl zwischen D11Mit294 und D11Mit340
(LOD-score 12,4) lokalisiert ist, wobei sich der D11Mit340 ist in der Nahe des
D11Mit19 befindet.

Sie erbrachte folgenden Zahlenvektor:

00000 01011 00011 01110 00000 10001 00100 01020 10001 00000 01001 10000
00100 01001 10011 11101 20000 00000 01000 01000.

Nun wurden mit den Markern Murrl a/b, 192h3rev a/b, 192h3uni a/b und Cct4d a/b
BACs gesucht, um distal zu Pelil ein BAC-Contig aufzubauen. Da mit den Murrl-
positiven BACs weder eine Uberlappung zu den Pelil-tragenden noch zu den Cct4-
tragenden BACs nachgewiesen werden konnte, wurde zusétzlich die RCPI23 BAC-
Bank des IMB Jena durchsucht. Diese BAC-Bank wurde unter Verwendung eines
anderen Restriktionsenzyms generiert und besteht auRerdem aus besonders grof3en
Klonen, so dal3 sich hier eine neue Chance bot, die Licke zu schliel3en. Fur die
Hybridisierung wurden Oligonukleotid-Proben der folgenden BAC-Enden verwendet:
192h3rev, 192h3for, 45m7for und 124I2rev. Hierbei ist es gelungen, den BAC
D08468 zu finden, der sowohl Murrl als auch Cct4 tragt. Allerdings konnte kein BAC
identifiziert werden, der die Lucke zu Pelil Gberbrickt.

In Tab. 4.1 sind alle gefundenen BACs aufgelistet und in Abb. 4.4 ist das BAC-Contig

um die beiden Gene Murrl und Cct4 schematisch dargestellt.
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Tab. 4.1: neue BACs des Contigs mit Murrl und Cct4

Marker identifizierte BACs
Murrl a/b 59b5, 112b18, 120j16, 161e23,192h3, 206b11
192h3reva/b 109916, 179b2
192h3uni a/b 73f6, 115n4
Cct4d a/b 162d23, 209e4, 239j17
192h3rev a/b C19242, D08468
192h3uni a/b C19242
12412rev a/b  F1575, 01193, L19146, J12167, E08327, B2331, A1844, L19146,
N13161
45m7uni a/lb  F1575, 01193, L19146, J12167, E08327
Murrl a/b
206b11
59b5
120j16 Cct4d a/b
179b2 162d23
192h3 ®
115n4 o 110018 109916 209e4
1316 |i61e23 23917
D08468
C19242
ca. 100 kb

Abb. 4.4: Darstellung des BAC-Contigs um die beiden Gene Murrl und Cct4.

Jeder Kreuzungspunkt zwischen 2 Linien stellt eine positive Kartierung dar, wobei BAC-Enden durch

Punkte symbolisiert sind und die fett gedruckten Linien fir die STS-Kartierung eines Gens stehen. Zur

besseren Ubersichtlichkeit ist nur eine Auswahl der BAC-End-Marker dargestellt.

4.1.4 Kartierung des Gens Exportinl (Xpol)

Das Gen XPO1 wurde von K. Resch als hEST12 auf dem humanen YAC G9 Kartiert,
die Lokalisation des murinen Xpol Gens war jedoch unklar, da es weder auf YACs

noch auf BACs der Maus zu finden war.

Fur die Kartierung mit Bestrahlungshybridzellen wurden die Primer CRM1 a/b in
zwischen Maus und Mensch unahnliche Bereiche gelegt (s. Abb. 4.5). Bei der Maus
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wurde das erwartete Signal von 300 bp detektiert, wahrend auf Hamster-DNA kein
Signal auftrat.

CRMla -

296 tctt gt agat gagggaat gcagat t t aaggagat t agccacat agt ct t gaat aaacatt 355
FECEEEEEeeereer te e teeerrr e e e e e e e e e reer rer T
109623 tcttgtaggt gagggaaggccgact t aaggagat t agccacat att cct gaagaaagatt 109682

356 tggttgttaactggatttccaggatttagtggtgtacttatttttccttcttcaaccaaa 415
FECEEEEErrrreeeerr et e e e et teer e e err e e e e e e e e e
109683 tggttgttaactggatttccaggatttaatgatgtacttatttttccttcttcaaccaaa 109742

416 tt aaacat at at gcaagaat t gat gcat gcattgttagacctg 458
FECEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e et teer
109743 ttaaacat at at gcaagaatt gat gcat gcattgttaaacctg 109785
~ CRM1b
458 gcagt at gt gaagt gt ct gt t acaacagagaaaat at gct gaagaat at cacaaaaat aa 517

CEEEEEEErrrreerreeer teeeerer ee teeeeret e e e e e e
110202 gcagt at gt gaagt gt ct gt cacaacagaaaagat at gct ggagaat at cacaaaaat aa 110261

Abb. 4.5: Partielles Alignment eines Maus cDNA Klons (oben, Acc.-Nr. AA792873.1) und eines
humanen BACs (unten, Acc.-Nr. AC016727). Die Primer sind fett gedruckt.

Es ergab sich folgender Zahlenvektor:

00001 11010 00010 01111 00000 00001 00100 11010 10001 00000 01001 10001
10100 01001 10011 11101 11001 10000 01000 01001.

Die Daten wurden an das Jackson Laboratory Ubermittelt und die Berechnung zeigte,
daR Xpol zwischen den Mikrosatellitenmarkern D11Mit340 und D11Mit152 lokalisiert
ist. Die Kopplung zum D11Mitl152 hat einen LOD-score von 18,9. Durch die RH-
Kartierung wurde Xpo1l also auf3erhalb der Kandidatengenregion lokalisiert.

4.1.5 Kartierung des Gens Peroxisomales Membranprotein (Pex13)

Das Gen PEX13 ist von K. Resch als hEST61 auf dem humanen YAC G9 Kartiert
worden, die Lokalisation des homologen Pex13 blieb jedoch unklar, da es auf dem
Maus-Contig nicht zu finden war.

Die RH-Kartierung des Gens Pex13 mit den Primern m6la/b ergab folgenden
Zahlenvektor:

00001 01011 00110 01101 00000 00021 00102 11110 10001 01100 01001 10001
10100 01001 10011 11101 01000 00000 01000 00001.

Die Daten wurden an das Jackson Laboratory Gibermittelt und die Berechnung zeigte,
daR Pex13 zwischen den Mikrosatellitenmarkern D11Mit340 (LOD-score 15,6) und
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D11Mit152 (LOD-score 12,2) lokalisiert ist. Damit wurde auch Pex13 durch RH-

Kartierung au3erhalb der Kandidatengenregion lokalisiert.

4.1.6 Kartierung der cDNA Hspc159

Die humane cDNA HSPC159 (Acc.-Nr. AF161508) wurde aus CD34-positiven
hematopoietischen Stammzellen kloniert (Zhang et al., 2000). Im Zuge des humanen
Genomprojekts wurde HSPC159 in die wr-homologe Region kartiert.

HSPC159 konnte daraufhin im proximalen Teil des humanen YAC-Contigs (YAC
G12) lokalisiert werden (s. Abb. 4.6 b). Die murine cDNA Hspcl159 wurde auf dem
YAC 343a und auf den BACs 147n22, 135b4, 61h18, 66e5 und 1c2 kartiert (s. Abb.
4.6 a) und liegt damit proximal angrenzend, aber aul3erhalb der wr-Region.

C57BL/6J
BI6 wr/wr

0
343a
343a

Abb. 4.6: Kartierung von Hspc159/HSPC159 bei Maus und Mensch

a) positive Signale auf dem Maus-YAC 343a und mehreren BACs mit dem Primerpaar Hspc159 a/b
b) positives Signal auf dem humanen YAC G12 mit dem Primerpaar HSPC159 c/d

0= Negativ-Kontrolle, H= humane DNA

4.1.7 Kartierung des Gens Endozepine-like Peptide (Elp)

Das Gen Elp kodiert fur eine testis-spezifische Isoform des Acyl-CoA-Bindeproteins
und wird bei der Maus in den spaten Stadien der Spermienentwicklung exprimiert
(Valentin et al., 2000).

Das humane ELP Gen wurde im Zuge des humanen Genomprojekts im golden path
in der wr-homologen Region in der Ndhe von OTX1 lokalisiert.

Bei der Kartierung auf dem humanen YAC-Contig zeigten die YACs A3 und C10
positive Signale. Das Maus Elp-Gen sollte damit mitten in der Kandidatengenregion
liegen, es konnte aber weder auf YACs noch auf BACs gefunden werden. Die RH-
Kartierung zeigte, dal3 das murine Elp zwischen den Mikrosatellitenmarkern D11 Mit7
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(LOD-score 12,6) und D11Mit245 bei 44 cM lokalisiert ist. Damit liegt es weit entfernt
von wr-kritischen Region in einer Bereich, der syntdn zum humanen Chromosom 17
ist.

Zahlenvektor: 00100 00011 00101 00001 00000 00001 00000 00010 00110 00000
00000 00000 00000 01010 00100 01000 00100 00000 01100 00001

4.1.8 Px19
Die humane cDNA px-19-like protein (PX19) wurde bei der Suche mit BAC-

Sequenzen in der EST-Datenbank gefunden. Sie konnte auf dem humanen YAC-
Contig in die Nahe von MDH1 kartiert werden (s. Abb. 4.7), allerdings konnte auf
Maus-DNA kein Signal erhalten werden.

Abb. 4.7: Kartierung von PX19 auf o
den humanen YACs C10 und F7 --
0= Negativ-Kontrolle,
H=humane DNA

Erstmals beschrieben wurde PX19 im Huhnchen, als cDNA-Klon, der fur ein Protein
mit einem LEA (late embryogenesis abundant)-Motiv kodiert (Niu et al., 1996). Im
Huhnchen-Embryo konnte die Expression in den sich entwickelnden Blutzellen
nachgewiesen werden.

Bei einer Suche im humanen Genom wurden mehrere intronlose Kopien detektiert,
z.B. auf den Chromosomen 1, 2, 6 und 8. Auch bei der Maus konnten zwei Kopien
auf den Chromosomen 1 und 4 gefunden werden, allerdings keine auf Chromosom
11, obwohl dieser Bereich von BAC-Sequenzen abgedeckt ist. Damit scheidet Px19
als Kandidatengen fur die wr-Mutation aus. Die PX19-Kopie auf Chromosom 2 ist
nicht identisch mit der PX19-cDNA-Sequenz (97% Identitat), enthalt aber einen
offenen Leserahmen, der fir ein Protein von fast identischer GroRRe kodiert (218 vs.
219 aa). Im Vergleich zur PX19-cDNA ist die genomische Sequenz trunkiert: der 3'-
UTR fehlt groRtenteils, es ist aber ein polyA vorhanden. Es konnte aul3erdem kein

humaner EST gefunden werden, der zu der Chromosom 2-Kopie pal3t. Zusammen
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genommen koénnte dies bedeuten, dal’ es sich bei PX19 auf Chromosom 2 um ein
Pseudogen handelt, welches durch die Integration eines alternativ polyadenylierten

Transkripts entstanden ist.

4.1.9 Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse

In Abb. 4.8 sind die Kartierungsergebnisse zusammenfassend dargestellt. Die Gene
Xpol, Pex13 und Elp und die cDNA Murrl wurden RH-kartiert. Fur die cDNAs
Kiaa0903, Homoloc-13, Murrl und fir das Gen Cct4 wurden BAC-Contigs erstellt
und die cDNA Hspcl59 konnte physikalisch kartiert werden. Die wr-kritische Region
ist durch die rekombinanten Marker 147n22rev und D11Mit19 definiert, so dal3 die
Gene Hspcl59, Xpol, Pex13 und Elp aufgrund ihrer Kartierung als Kandidaten fur

?

die wr-Mutation ausscheiden.

Hspc159
147n22rev —] ,
Kiaa0903
Abb. 4.8: Zusammenfassung der Otx1
Kartierungsergebnisse: -
Die in dieser Arbeit kartierten Gene sind fett K'/Io rgoloc 13
hervorgehoben. D11Mit294 — or
Die grauen Rechtecke stellen die BAC-Contigs auf Ugp2
dem proximalen Maus Chromosom 11 dar. Hcc8
Auf der linken Seite ist die Lage der Mikrosatelliten Pelil
und des rekombinanten Markers 147n22rev -
angedeutet, ein Strich ausgehend vom —+—Murrl
Markersymbol bedeutet, dalR er physikalisch Cct4d
kartiert ist. T
Auf der rechten Seite ist die Lage der Gene D11Mit340
dargestellt, wobei ein Strich die RH-Kartierung .
darstellen soll. D11IMit13 :I Xpol
Pex13
D11Mit152
£
. 1
D11Mmit305 [ Elp

Maus Chromosom 11
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4.2 Detektion von Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen
zwischen den Maus-Stammen C57BL/6J und Cast/Ei

Im folgenden Abschnitt wird die Detektion von drei Restriktionsfragmentlangen-
Polymorphismen (RFLPs) zwischen den Maus-Stammen C57BL/6J und Cast/Ei und
die Segregationsanalyse der Loci beschrieben. Das Ziel dabei war, Rekombinationen
zu finden, die die wr-kritische Region verkleinern.

Am Beginn dieser Arbeit wurde der rekombinante Marker 147n22rev von M. Ulbrich
in seiner Diplomarbeit im Abstand von 0,16 cM +/- 0,11 cM zum D11Mit294 kartiert.
Distal lag der Mikrosatellit D11Mit19 mit einem Abstand zum D11Mit294 von 0,95 cM
+/- 0,8 cM vor. Eine weitere Einengung der wr-kritischen Region im distalen Bereich
wurde durch die Licke im Contig bzw. die fehlenden polymorphen Marker verhindert.
Durch die Kartierung von Murrl bestand nun die Moglichkeit, einen neuen
polymorphen Marker in der Region zu etablieren. Durch das von M. Ulbrich und M.
Ronsiek durchgefiihrte F2-F3-Rekombinationsscreening steht DNA von 38 Tieren mit
Rekombinationen zum D11Mitl9 zur Verfigung, die auf den Allelstatus am Murrl-

Locus getestet werden konnte.

4.2.1 Detektion eines RFLP in einem Intron von Kiaa0903

Mit den Primern 9035‘d/e wurde ein 780 bp grofes DNA-Fragment amplifiziert. Nach
Restriktionsverdau mit dem Enzym Pstl zeigte sich, da? C57BL/6J-DNA keine
Schnittstelle besitzt. Castaneus-DNA wird in zwei Fragmente von ca. 430 bp und 350
bp geschnitten (s. Abb. 4.9). In der Segregationsanalyse des 9035‘d/e Amplifikats

konnte kein Unterschied zum Mikrosatelliten D11Mit294 festgestellt werden.

872 bp O
Abb. 4.9: Pstl-Spaltung des 9035‘d/e PCR-Produkts 603 bp il

BL6 = C57BL/6J DNA, F1 = DNA eines
heterozygoten Tieres, Cas = Castaneus-DNA 310 bp m
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4.2.2 Detektion eines RFLP im ersten Intron von Pelil

Mit den Primern plilb/plilintronb wurde ein 812 bp groRBes DNA-Fragment
amplifiziert. Nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Rsal entstehen bei C57BL/6J
drei Fragmente von 122 bp, 173 bp und 517 bp Lange. Bei Castaneus-DNA besitzt
das 517 bp Fragment eine zusatzliche Schnittstelle, so dal’3 es in zwei Fragmente
von ca. 375 bp und 160 bp zerfallt (s. Abb. 4.10). Die Allelverteilung am Pelil-Locus
entsprach in Fallen der am Mikrosatelliten D11Mit294.

Abb. 4.10: Rsal-Spaltung des plilb/plilintronb PCR- 500 bp O
Produkts

BL6 = C57BL/6J DNA, F1 = DNA eines heterozygoten 300 bp O
Tieres, Cas = Castaneus-DNA

4.2 .3 Detektion eines RFLP in einem Intron der cDNA Murrl

Mit den Primern Murrld/e wurde ein ca. 630 bp grof3es DNA-Fragment amplifiziert.
Nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Haelll entstehen bei C57BL/6J-DNA drei
Fragmente von ca. 170 bp, 180 bp und 280 bp Lange, bei Castaneus-DNA ist eine
Schnittstelle weniger vorhanden, so dal3 ein 450 bp und ein 180 bp Fragment
entstehen (s. Abb. 4.11).

Abb. 4.11: Haelll-Spaltung des Murrld/e PCR-Produkts
BL6 = C57BL/6J-DNA, F1 = DNA eines heterozygoten
Tieres, Cas = Castaneus-DNA

4.2 .4 Detektion von Rekombinationen mit Hilfe des RFLP im Intron von Murrl

Alle 38 Tiere, die eine Rekombination zum D11Mitl9 zeigten, wurden auf ihren
Allelstatus im Intron von Murrl getestet. Es wurden drei Wildtypen gefunden, die
einen homozygot C57BL/6J Allelstatus hatten. Aul3erdem wurde ein WT gefunden,
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der heterozygot am Murrl-Locus war, aber keine WR-Nachkommen hervorbrachte.
Damit scheidet Murrl als Kandidat fur die wr-Mutation aus.

Den vier Rekombinationsereignissen liegen 1577 getestete Meiosen zu Grunde. Der
genetische Abstand zwischen dem Mikrosatelliten D11Mit294 und Murrl betragt
demnach 0,25 cM +/- 0,12 cM. Im Vergleich zum D11Mit19 mit einem Abstand von
2,4 cM +/- 0,38 cM zum D11Mit294 konnte der Kandidatengenbereich um 2,15 cM

verkleinert werden. Die neue wr-kritische Region ist in Abb. 4.12 dargestellit.

147N22rev
. i0,16 cM +/- 0,11 cM T neue
P94 A wr-kritische
214 CM +/' 0,38 CM
D11Mit19 v

Abb. 4.12: Zusammenfassende Darstellung der alten und neuen wr-kritischen Region.
Erklarungen im Text; die Abstdnde sind nicht proportional dargestellt.
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4.3 Charakterisierung der Kandidatengene

Im Folgenden werden die Ergebnisse zu der Kandidatengenanalyse vorgestellt.
Dazu wird in den einzelnen Abschnitten zunachst kurz erklart, welche Daten zu
Beginn der Arbeit vorhanden waren. Dann folgt die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Charakterisierung der Kandidatengene mit vergleichenden Sequenzdaten und
Expressionsanalyse. Bei der Amplifikation von RT-PCR-Produkten fur die direkte
Sequenzierung wurde stets Testis-cDNA verwendet, da ein mutiertes Transkript in

diesem betroffenen Gewebe vorkommen sollte.

4.3.1 Das Gen fur die cytoplasmatische Malatdehydrogenase Mor2

Das Gen fur die cytoplasmatische Malatdehydrogenase Mor2 wurde von D. Korthaus
in der wr-Region lokalisiert (Korthaus, 1996). In Enymtests konnte kein Unterschied
in der Protein-Aktivitdt zwischen WT und WR festgestellt werden (Korthaus et al.,
1996). Die cDNA-Sequenz und die Exon-Intron Strukur sind bekannt (Joh et al.,
1987; Setoyama et al., 1988).

4.3.1.1 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Mor2

Die kodierende Region des Gens Mor2 wurde in funf Gberlappenden Fragmenten
amplifiziert und direkt sequenziert (Sequenzen s. Anhang). Die Primerkombinationen
mit denen die cDNA Fragmente erzeugt wurden, sowie die Sequenzierprimer sind in
Tab. 4.2 zusammengefal3t.

Die dann folgenden Sequenzalignments zwischen WT und WR zeigen, dal3 die
Sequenzen zu 100% identisch sind. Der Uberlappungsbereich der Fragmente ist

schattiert dargestellt; Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Tab. 4.2: cDNA-Fragmente und Sequenzierprimer fur die vergleichende
Sequenzierung der kodierenden Region des Mor2-Gens

cDNA-Fragment Sequenzierprimer
1) mor2 5/ mor2f mor2 f
2.) mor2e/mor2h mor2 h, mor2 e
3.) mor2 g/ mor2b mor2 b
4.) mor2 c/ mor2 Int8b  mor2 ¢, mor2 Int8b
5.) mor2int8a/ mor2 3* mor2 3
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w1 gct gt agaggt gacct gact gct ggagact gcctttt gcaggt gcagagat cggccttgec 60
FECEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
VWR: 1 gct gt agaggt gacct gact gct ggagact gcctttt gcaggt gcagagat cggccttgc 60
Fragnent 1
W : 61 agt tt gcaat aat gt ct gaaccaat cagagt cct t gt gact ggagcagct ggt caaattg 120
FECEETEEEErrreer e et EEEEEEEE e EEEEEEEE TR EEEEEEE T
WR : 61 agt tt gcaat aat gt ct gaaccaat cagagt cctt gt gact ggagcagct ggt caaattg 120
W . 121 catattcactgttgtacagtattggaaatggatctgtctttgggaaagaccagcccatca 180
FECEEEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR : 121 catattca ttgtacagta gaaat ggat ct gt ct t t gggaaagaccagcccat ca 180
W . 181 ttcttgtgctgttggacatcacccccat gat gggtgttctggacggt gtcctgatggaac 240
FECEEEEEEEEEEreer e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR : 181 ttcttgtgctgttggacatcacccccat gat gggtgttctggacggtgtcctgatggaac 240
WI : 241 tgcaagactgtgcccttccccttctgcaggat gt cattgcaacggacaaagaagagattg 300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 241 tgcaagactgtgcccttccccttctgcaggat gt cattgcaacggacaaagaagagattg 300
Fragnent 2
Wr : 301 gat gt ggct gt cct agt gggct ccat gccaagaagggaaggcat gg 360
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 301 t caaagacct ggat gt ggct gt cct agt gggct ccat gccaagaagggaaggcat gg 360
W . 361 agaggaaggacct act gaaagccaat gt gaaaat cttcaaatccca cacagccttgg 420
FECEEEEEE e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR : 361 agaggaaggacct act gaaagccaat gt gaaaat cttcaaat cccagggcacagccttgg 420
WI . 421 agaaatacgccaagaaatcagttaaggtcatt gttgt gggaaacccagccaat acgaact 480
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 421 agaaat acgccaagaaatcagttaaggtcattgttgtgggaaacccagccaat acgaact 480
Wr : 481 gcctgacagcct ccaagt cagcgccat cgat ccccaaggagaatttcagttgectgactc 540
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 481 gcctgacagcct ccaagt cagcgccat cgat ccccaaggagaatttcagttgectgactc 540
Fragnment 3
WI : 541 gaccacaaccgagcaaaat ct caaatt gct ctt aaact cggt gt aaccgct gatg 600
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 541 gcttggaccacaaccgagcaaaatctcaaattgctcttaaactcggtgtaaccgctgatg 600
WIr : 601 atgtaaagaatgtcattatct aaat catt cat cgacccagt at ccagat gt caatc 660
FECEEEEEEEr e r e e e e e e e e e e e er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR : 601 atgtaaagaatgtcattatctggggaaatcattcatcgacccagtat ccagatgtcaatc 660
W . 661 gt gaaact gcaaggaaaggaagt cggt gt gt at gaagccct gaaagacgaca 720
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 661 atgccaaggt gaaact gcaaggaaaggaagt cggt gt gt at gaagccct gaaagacgaca 720
Wr . 721 gctggct gaagggagagttcat cacgact gt gcaacagcgt ggt gct gct gt cat caagg 780
FECEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e
WR : 721 gctggct gaagggagagtt cat cacgact gt gcaacagcgt ggt gct gct gt cat caagg 780
WI . 781 ctcggaagct gtccagt gcaat gt ct gctgcgaaagccat cgcagaccacat cagagaca 840
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR : 781 ctcggaagct gt ccagt gcaat gt ct gctgcgaaagccat cgcagaccacat cagagaca 840
Fragnent 4
WI : 841 tctggtttggaaccccagagggagagttcgtgtcgatgggtgttatctctgat ggcaact 900
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 841 tctggtttggaaccccagagggagagttcgtgtcgatgggtgttatctctgat ggcaact 900
W : 901 cctatggtgtccctgatgacctgctctactcattccctgtcgtgatcaagaataagacct 960
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WR : 901 cctatggtgtccctgatgacctgctctactcattccct gt cgt gat caagaat aagacct 960
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WI : 961 ggaagtttgttgaaggcctccccattaatgacttctcccgt gaaaagat ggacctgacag 1020
FECEEEEEE e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 961 ggaagtttgttgaaggcctccccattaatgacttctcccgt gaaaagat ggacctgacag 1020

Fragnment 5

W : 1021 caaaggagct gaccgaggaaaaggagaccgcttttgagtttctctcctctgcgtgactag 1080
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1021 caaaggagct gaccgaggaaaaggagaccgcttttgagtttctctcctctgcgtgactag 1080

WI . 1081 acactcgttttgacat cagcagacagccgaaggct gaggaat caaaatgtcgtctttgag 1140
FECEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1081 acactcgttttgacat cagcagacagccgaaggct gaggaat caaaatgtcgtctttgag 1140

WI . 1141 cctagtaccaaacagt aat aat gct acatt caaatt gt gaacagcaaaat attactaaac 1200
FECEEETEEr e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1141 cctagtaccaaacagt aat aat gctacatt caaatt gt gaacagcaaaat attactaaac 1200

Wr . 1201 tagtgtgtgctttatga 1217
NENRRRRRRRRRRNEN

WR : 1201 tagtgtgtgctttatga 1217

4.3.2. Das Gen fur das Homéoboxprotein Otx1

Das Gen Otx1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der in der Gehirnentwicklung
eine Rolle spielt. Die Proteinsequenz ist veroffentlicht worden (Simeone et al., 1993),
von der cDNA-Sequenz standen nur 2 Fragmente aus dem 5° und 3 UTR zur
Verfugung (Acampora et al., 1996; DeGregorio et al., 1996). In den EST

Datenbanken ist das Otx1-Gen kaum vertreten.

4.3.2.1 cDNA und Exon-Intron Struktur

Die Analyse der Sequenzdaten des BACs 123j24 ergab die genomische und cDNA
Sequenz des Otx1-Gens. Die genomische Sequenz wurde unter der Acc.-Nr.
AF424700 veroffentlicht. Das Otx1-Gen ist ein kleines Gen mit einem kodierenden
Bereich von 1065 bp, der sich auf drei Exons verteilt (s. Abb. 4.13). Die Homoobox
wird fast vollstandig von Exon 2 kodiert, ein kleiner Teil befindet sich in Exon 3.

ATG TAG

—1 96 bp |4 |153bp v 816 bp |
0,85 kb 1,3 kb

Abb. 4.13: Schematische Darstellung der genomischen Struktur der kodierenden Region des Otx1-
Gens. Die Homdobox ist schraffiert hervorgehoben.
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4.3.2.2 Expressionsanalyse des Otx1-Gens

In den Geweben Testis, Grof3hirn, Hirnstamm und Kleinhirn konnte eine Expression
nachgewiesen werden, wobei kein Unterschied zwischen WR und WT festzustellen
war (s. Abb. 4.14). Die Expression im Rickenmark ist sehr schwach. In den anderen
Geweben ist sie mit der im embryonalen Kopf (Tag 13) zu vergleichen. Fir die
Expressionsanalyse wurden Primer aus dem ersten und dritten Exon verwendet, die

ein 269 bp cDNA-Fragment, aber ein 2,2 kb genomisches Fragment amplifizieren.

4
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Abb. 4.14: WTWRWTWRWTWRWTWRWTWRWTWRWT WR

Expressionsanalyse des
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4.3.2.3 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Otx1

Die drei Exons des Otx1-Gens wurden mit intronstandigen Primern amplifiziert und
direkt sequenziert (Sequenzen s. Anhang). Dabei wurde kein Sequenzunterschied
zwischen WT und WR festgestellt. In Tab. 4.3 sind die PCR-Fragmente mit den
Sequenzierprimern angegeben und in den folgenden Sequenzalignments sind die

Exons fett hervorgehoben.

Tab. 4.3: PCR-Fragmente und Sequenzierprimer fir die vergleichende
Sequenzierung der kodierenden Region des Otx1-Gens

PCR Fragment Sequenzierprimer

1) Exon1 Otx1.555a/Otx1.Intla Otx1.2, Otxl.Intla

2.) Exon 2 Otx1.Ex2a/Otx1.Ex2b Otx1.Ex2a, Otx1.Ex2b

3.) Exon 3 Otx1.Int2c/Otx1.231b Otx1.Int2¢c, Otx1.7, Otx1.8, Otx1.3, Otx1.231b
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Exon 1

Wr 1 gaacgat gt gggaaaagtttacttt cct gagaagct gt gt agct gcc 60
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 131 ct aaaagaggaaggaacgat gt gggaaaagtttactttcct gagaagct gt gt agctgcc 190

WwWr 61 gagctaaaggagaagacgtttctcggattgcctgctgtgcagttcctagcacgcgccccc 120
LEEEEEEEErrreee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 191 gagct aaaggagaagacgtttctcggattgcctgctgtgcagttcctagcacgecgeccccec 250

Wr 121 tccccattcaaggatt agaggagct gaaagccaaact gact gcgggt gaaggtttccatg 180
LEEEEEEEEEE e e e e e eeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 251 tccccattcaaggattagaggagct gaaagccaaact gact gcgggt gaaggtttccatg 310

WIr 181 tgtctgctgtctcentaggccaggcccccagaagcaacagcett gaaggacttcgcagt gg 240
LEEEEEEEEEerer teeeerreerer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 311 tgtctgctgtctccctaggccaggcccccagaagcaacagct t gaaggacttcgcagtgg 370

WI 241 gagccctgaact gctcctggect caggeccccct ggat ccgt cggggcacct ccacccgge 300
LEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 371 gagccctgaact gctcct ggect caggccccct ggat ccgt cggggcacct ccacccgge 430

WwWr 301 tgttagcatgatgtcttacctcaaacaacccccat acggcat gaacgggct gggcct agc 360
LEEEEEEEEEer e reeerreeree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 431 tgttagcatgatgtcttacctcaaacaacccccat acggcat gaacgggct gggcctagc 490

Wr 361 tggccctgceccat ggacct cct gcacccct ccgt ggget accct ggt gagcagt ggeccctc 420
LEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 491 tggccctgccat ggacctcctgcacccct ccgt gggcet accct ggt gagcagt ggcecctc 550

Wr 421 ggattccatcctctacagtttga 476
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 551 tccatcctctacagtttga 606

Exon 2

WI 1 ctagcaccagtcctt gt ggt ccaccgct gact ccaggcgct ct cgecat gt cccct cagec 60
CECEEEEEEereerrereereeeeerereeeree e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 ctagcaccagt cctt gt ggt ccaccgct gact ccaggcgct ct cgcat gt cccct cagcc 60

WI 61 accccgcggaagcagcgacgggagcgcaccaccttcacgcgct cacagct ggacgtgectc 120
LEEEEEEErrrrereerreerererereer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 accccgcggaagcagcgacgggagcgcaccaccttcacgcgct cacagct ggacgtgctc 120

Wr 121 gaggcgct gttcgcaaagact cgct acccagacat cttcat gcgcgaggaggt ggcactc 180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 121 gaggcgct gt t cgcaaagact cgct acccagacat ctt cat gcgcgaggaggt ggcactc 180

Wr 181 aagat caacct gccagagt ccagagt ccaggt gcgcgct cct ggggct ct aggggt aggg 240
LEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 181 aagat caacct gccagagt ccagagt ccaggt gcgcgcet cct ggggcet ct aggggt aggg 240

Wr 241 ta acgcaggaaccggt ct ggaaagat ct ggcct aggct gt ct gatg 289
LECEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 tagggacgcaggaaccggt ct ggaaagat ct ggcct aggctgtctgatg 289

Exon 3

WwWr 1 t agct ccact agccagccccctgat cccctctccttcaccctgetcactgtaggtttggt 60
LECEEEEEEE e eeeeereereeeereree e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 agct ccact agccagccccctgat cccctctccttcaccctgetcactgtaggtttggt 60
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Wr 61 tcaagaaccgccgcgccaagt gccgccagcagcagcagagcgggaat ggaacgaaaaccc 120
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 61 tcaagaaccgccgcgccaagt gccgccagcagcagcagagcgggaat ggaacgaaaaccc 120

WIr 121 gt caagaagaagt cgt ct ccagt acgcgagagct cgggt t cagagagcagcggcc 180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 121 ggccggt caagaagaagt cgt ct ccagt acgcgagagct cgggtt cagagagcagcggcc 180

WI 181 agttcacgccgcccgecgtatctagetctgettcttcgtctagcet cagegt ccagt gecect 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 181 t cacgccgcccgcecgt at ct agctctgettcttcgt ct agect cagegt ccagt gcct 240

WI 241 ccgccaaccccgeggcet gect gcggeccgecgggcect gggt gggaacccagt ggcagcagegt 300
FECEEEEEE e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 ccgccaaccccgeggcet gect gcggeccgecgggcect gggt gggaacccagt ggcagcagegt 300

Wr 301 cctctctgagcacgcctactgcettcgtccat ct ggagcccggect ccat ctcgeccggget 360
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 301 t cgt ccat ct ggagcccggcect ccat ct cgccggget 360

Wr 361 cagcgccgacat ccgt at cggt gccagagccact ggccgct ccgagcaacgcct cgt gca 420
ECEEEEEEr e e e e er e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 361 cagcgccgacat ccgt at cggt gccagagccact ggccgcet ccgagcaacgcect cgt gca 420

WIr 421 tgcagcgct cggt agccgcaggt gcggeccact gccgcagcect cctaccctatgtcctatg 480
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 421 tgcagcgct cggt agccgcaggt gcggccact gccgcagcect cctaccctatgtcctatg 480

WIr 481 gccagggcggaagct at ggt cagggat accccgcgecctcecctcttcttactttggeggtg 540
FECEEEEEEr e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e

VR 481 gccagggcggaagct at ggt cagggat accccgcgccctcctcttcttactttggeggtg 540

WIr 541 tagact gcagct cctacct agcgceccat gcact ct cat caccacccgcaccagcttagec 600
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 541 tagact gcagct cctacct agcgceccat gcact ct cat caccacccgcaccagcttagec 600

WwWr 601 gccat cat caccat caccct cat gcgcaccacccac 660
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 601 ccat ggcaccct cctccat ggct ggccat cat caccat caccct cat gcgcaccacccac 660

WwWr 661 gccaccaccaccaccat caccaccaccaccaccaccaaggttatg 720
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 661 t t caggccaccaccaccaccat caccaccaccaccaccaccaaggttatg 720

WIr 721 gaggct ct ctcgccttcaattctgecgattgcettggattacaaggagccecnccgecg 780
FECEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 721 gaggct ctgggctcgecttcaattctgceccgattgcttggattacaaggagcccgecgecg 780

WIr 781 ccgctgcttcctctgectggaaact caatttcaactctcccgact gt ctggact at aagg 840
FECEETEEEr e e e e e et e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 781 ccgctgcttcctctgectggaaact caatttcaactctcccgact gt ctggact at aagg 840

WI 841 accaagcct cgt ggcggttccaggt ctt gt gagcccaggagggaaaggaagt ggagaaga 900
FECEEEEEEr e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 841 accaagcct cgt ggcggttccaggt ctt gt gagcccaggagggaaaggaagt ggagaaga 900
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4.3.3. Anonyme cDNA Homoloc-13

Die anonyme cDNA Homoloc-13, deren cDNA-Sequenz in dieser Arbeit etabliert
wurde, ist homolog zum humanen cDNA-Klon LOC51057 (Acc.-Nr. NM_015910), der
fur ein hypothetisches Protein kodiert. Unter NM_015910 findet man nur den
kodierenden Teil der cDNA, diese Acc.-Nr. ersetzte die Acc.-Nr. AF131737, unter der
noch zusatzliche Sequenzen im 5'- und 3-UTR zu finden waren. Der humane cDNA-
Klon wurde aus kindlichem Hirngewebe isoliert. Es gibt weder fir das humane noch

das Mausprotein experimentelle Hinweise auf seine Funktion.

4.3.3.1 Etablierung der cDNA- und Proteinsequenz

Zur Suche nach relevanten Maussequenzen wurde der humane cDNA-Klon
AF131737 verwendet. Die Maus-ESTs Al891998 und AA823259 wurden vom RZPD
bezogen und sequenziert (Sequenzen s. Anhang). Daraus wurde eine 2151 bp lange
cDNA assembliert, die durch Amplifikation von Uberlappenden cDNA-Fragmenten
gesichert ist. Diese cDNA besitzt einen offenen Leserahmen von 1929 bp und kodiert
somit fur ein Protein von 643 aa Lange. Es konnten keine Ahnlichkeiten zu
bekannten Proteindoménen festgestellt werden. Die cDNA-Sequenz wurde unter der
Acc.-Nr. AF424701 als Homoloc-13 verdffentlicht.

4.3.3.2 Gen-Struktur bei Maus und Mensch

Die Exons der murinen cDNA konnten Uber eine Suche in den Rohdaten des
Mausgenomprojekts unter Anwendung der Splei3-Konsensus-Regel (Breathnach
und Chambon, 1981) identifiziert werden. Auch fir den Menschen wurden die Exons
Uber eine Suche im humanen Genom bestimmt. Der Vergleich zwischen Maus und
Mensch zeigt, daf3 die humane cDNA LOC51057 um vier Exons kirzer ist (s. Tab.
4.4). Entweder handelt es sich bei dem humanen Klon um ein trunkiertes Transkript
oder es gibt mehrere unterschiedlich lange LOC51057-Spleil3varianten. Dafur spricht,
dal Ende 2001 eine weitere LOC51057-cDNA (Acc.-Nr. AK055030) veroffentlicht
wurde, die am 5‘-Ende langer ist und einen anderen 3-UTR aufweist.

Bei der Maus-cDNA befindet sich das ATG-Startcodon in Exon 4, was darauf
hindeuten kann, dal3 auch diese cDNA nicht vollstdndig ist oder dal3 es mehrere
Introns im 5-UTR gibt. Bislang sind allerdings keine Maus-Sequenzen in der
Verlangerung des 5'-Endes erhdltlich, so dall man diese Frage nicht eindeutig

beantworten kann.
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Tab. 4.4: Exonlangen beim Menschen und bei der Maus in bp

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Maus 20 51 71 60 115 134 192 610 189 124 64 103 163 104 29 162
Mensch 22 134 192 610 189 124 64 103 163 80 32 51

4.3.3.2 Expressionsanalyse der cDNA Homoloc-13

Die cDNA Homoloc-13 lieR sich in allen untersuchten Geweben per RT-PCR
nachweisen (s. Abb. 4.15). In den untersuchten Geweben Testis, Hirnstamm und
Muskel wurde in der RT-PCR zwischen WT und WR kein Expressionsunterschied
gefunden (s. Abb. 4.16). In diesen Geweben konnte auch Uber einen Northern-Blot
gezeigt werden, dal3 die TranskriptgroRe und -Menge zwischen WT und WR
identisch ist (s. Abb. 4.17).
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Abb. 4.15: RT-PCR der cDNA Homoloc-13 in verschiedenen WT-Geweben
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Abb. 4.16: RT-PCR der Homoloc-13 cDNA bei WT und WR
HS/RM = Hirnstamm und Rickenmark
a) Amplifikation des 3‘-Teils der Homoloc-13 cDNA bei WT und WR mit den Primern

MEST13.7/71m17forc
b) Amplifikation des 5'-Teils der Homoloc-13 cDNA bei WT und WT mit den Primern

MEST13.9/71m17forb
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WT Testis

WR Testis

WT Hirnstamm
WR Hirnstamn
WT Muskel
WR Muskel

Abb. 4.17: mRNA-Northern Blot hybridisiert mit einer tiber PCR mit den Primern MEST13.2/71m17forc
generierten Sonde, die im 3‘ Bereich der cDNA lokalisiert ist.

4.3.3.3 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region der anonymen
cDNA Homoloc-13

Die kodierende Region der cDNA Homoloc-13 wurde in sechs Uberlappenden
Fragmenten amplifiziert und direkt sequenziert. Die Primerkombinationen mit denen
die cDNA-Fragmente erzeugt wurden, sowie die Sequenzierprimer sind in Tab. 4.5
zusammengefalit. Die folgenden Sequenzalignments zwischen WT und WR zeigen,
daR die Sequenzen zu 100% identisch sind. Der Uberlappungsbereich der

Fragmente ist schattiert dargestellt; Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Tab. 4.5: cDNA-Fragmente und Sequenzierprimer fur die vergleichende
Sequenzierung der kodierenden Region von Homoloc-13

cDNA-Fragment Sequenzierprimer
1) MEST13.1/ MEST13.7 MEST13.1, MEST13.7
2.) MEST13.2/ 71lml7for b 71ml7for b, MEST13.2
3.) MEST13.16/ 71m17for ¢ 71ml7for c
4,) MEST13.12/ MEST13.13 MEST13.12
5.) MEST13.14/ MEST13.15 MEST13.14
6.) MEST13.9/ MEST13.11 MEST13.9
W1 ccgt gt gt gct gagcaaat ggaagagcaaat acat ct gccagct cct gttt ggttcaggt 60
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
WR: 1 ccgt gt gt gct gagcaaat ggaagagcaaat acat ct gccagctcctgtttggttcaggt 60
Fragment 1
W : 61 gtgctggtgtccctaagtctttctgggcct cagct ggagaaagt ggt gatt gacagaagc 120
FECEETEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
W : 61 gtgctggtgtccctaagtctttctgggcct cagct ggagaaagt ggt gatt gacagaagc 120
W : 121 ctggtggggaagct catctcagacaccat cagt gatgctctccttacagacagtttcatc 180
FECEETEEETE e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e er e e et FEEEEEEEE
WR : 121 ctggtggggaagct catctcagacaccat cagt gatgctctccttacagacagtttcatc 180
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W : 181 atcttatcatttctggcacaaaacaaactatgttttattcagtttacaaagaaaatggat 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 181 atcttatca ct ggcacaaaacaaactatgttttatt cagtttacaaagaaaat ggat 240

W @ 241 gagaaact ct cagcct t ggaccttaagatttcctat 300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 241 t gat ggaaacaagaggct ggagaaact ct cagcctt ggaccttaagatttcctat 300

W : 301 tatgacatacctggcccagccaacaggacaat agatcgtcacttagctgtcaactccact 360
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 301 tatgacatacctggcccagccaacaggacaat agatcgtcacttagctgtcaactccact 360

W . 361 caggatctagttgtttgttggtggccgcetggtcagtgatgatgtttggecttggactcca 420
FECEEEEEEr e e e e e et e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 361 caggatctagttgtttgttggtggccgcetggtcagtgatgatgtttggecttggactcca 420

Fragnent 2

WI . 421 gtttcttctgagaaggacagagccaatatgctgttgctgggcetttact caaggaggattg 480
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 421 gtttcttctgagaaggacagagccaatatgctgttgctgggcetttact caaggaggattg 480

WI : 481 gaggttctaagttttgttcgcacagaat ggagtcccctggatgttcacttcggcaccaaa 540
FECEETEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

WR : 481 gaggttctaagttttgttcgcacagaat ggagtcccctggatgttcacttcggcaccaaa 540

WI : 541 caaccttatcaggtgttcacagtggagtgctccgtcagt gt agacaaggagcccat ggct 600
FECEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 541 caaccttatcaggtgttcacagtggagtgctccgtcagt gt agacaaggagcccat ggct 600

W' . 601 gacagctgtatttatgaatctgtccggaacaaactccactgcgtgtcagttaccagaata 660
FECEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 601 gacagctgtatttatgaatctgtccggaacaaactccactgcgtgtcagttaccagaata 660

WI . 661 ccactaagat cgaaggccat cagct gct gcaggaact ct acggaagacaaactgatcgtg 720
FECEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 661 ccactaagatcgaaggccatcagct gct gcaggaact ct acggaagacaaact gatcgtg 720

Wr . 721 ggctgtgaagactcttcagtaattctctat gaagct caccgt ggt gt gact ct cct ggcc 780
FECEEETEErrE e e e e EEEEEEEE TR EEEEEEE T

WR : 721 ggctgtgaagactcttcagtaattctctat gaagctcaccgt ggt gt gact ctcctggecc 780

Wr : 781 ggccttcatt gat aagct gccacccaagt ggcgccattcttctggtt 840
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 781 t gat aagct gccacccaagt ggcgccattcttctggtt 840

WI : 841 ggcagcaaccaaggggagctacaaatttttgatattgctctgtcccctatcaacatccag 900
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 841 ggcagcaaccaaggggagctacaaatttttgatattgctctgtcccctatcaacatccag 900

Fragment 3

W . 901 gcagaagatt act caccgaaggagact ct gcaatt caagaagttctttgatgtt 960
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 901 t ggcagaagatt act caccgaaggagact ct gcaatt caagaagttctttgatgtt 960

W . 961 tcaagcagtcttgtctcaaatgcagtggatggctcctcctgettgttttccagaageccta 1020
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 961 tcaagcagtcttgtctcaaatgcagtggatggctcctcctgettgttttccagaagccta 1020

WI' : 1021 aaagaggagaaat ctgtgatcttctcttcct caggttcaacaaaggacctttgggtgtgc 1080
FECEETEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE e e e e er e e e e e e

WR : 1021 aaagaggagaaatctgtgatcttctcttcctcaggttcaacaaaggacctttgggtgtgec 1080

W : 1081 tactgtttaaacttggcat cct cacacgaggacaact gggcct ggt agacctcatcttac 1140
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1081 tactgtttaaacttggcatcct cacacgaggacaact gggcct ggtagacctcatcttac 1140
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Fragnment 4

WI : 1141 agtacattcactacagt gaggt at at gaggccat cagcat cct gcgcagcat ggactggg 1200
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1141 agtacattcactacagtgaggt at at gaggccat cagcat cct gcgcagcat ggact ggg 1200

WI : 1201 acaccct gggccagcagt gttt gat cggcat gggcaccat cgt gaaccatcttcttagac 1260
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1201 acaccctgggccagcagt gttt gat cggcat gggcaccat cgt gaaccatcttcttagac 1260

W . 1261 gct cacaccagagagagaagcacagct t gaggcgagcct t ggaaccttctat gctc 1320
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1261 agaggct cacaccagagagagaagcacagctt gaggcgagccttggaaccttctatgctc 1320

WI . 1321 caacaagaccacttctggat acaact attttggaat at agagagccagt cagcaagtatg 1380
FECEETEEEE e e e e e et e e e e e e e e e et EEEEEEEE e EEEEEEEE T

WR : 1321 caacaagaccacttctggat acaactattttggaat at agagagccagt cagcaagtatg 1380

Wr : 1381 ccaggaggctcttccaccacct gct caggt acaagagat tt gaaaaggcctttcttctag 1440
FEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE e

WR : 1381 ccaggaggctcttccaccacct gct caggt acaagagat tt gaaaaggcctttcttctag 1440

WI' : 1441 ctgttgacattggagctcgtgacctgttcatggacattcattaccttgctctagatatgg 1500
FECEETEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

WR : 1441 ctgttgacattggagctcgtgacctgttcatggacattcattaccttgctctagatatgg 1500

Fragment 5

W . 1501 ggcact ggct gaagt ggcaagaagaagggcgcat gat at t gat gt t gagt cag 1560
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1501 gtgaactggcact ggct gaagt ggcaagaagaagggcgcat gat att gat gtt gagt cag 1560

WI . 1561 tatcctctggagtcgagct cct ggggceccctt ggacagaagagacat gct gaat gaaggtt 1620
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1561 tatcctctggagtcgagct cct ggggcecctt ggacagaagagacat gct gaat gaaggtt 1620

WI . 1621 ttgccagct cagct ct cat gcct gaaggagaaaacaagttt ccaggecttcttccttcca 1680
ECEEEEEE e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1621 ttgccagctcagctct cat gcct gaaggagaaaacaagtttccaggccttcttccttcca 1680

WI : 1681 ttggttcaacacacat gcaaact cttcaacagaaaat accaaat ggcccttcaagcagat 1740
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1681 t t caacacacat gcaaact ctt caacagaaaat accaaat ggccctt caagcagat 1740

WI : 1741 gggcaatt gagagaaggact gaggaagaagaggaggaggaggaggaggaagaggaggagt 1800
FEEEEEEEETrrr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1741 gggcaatt gagagaaggact gaggaagaagaggaggaggaggaggaggaagaggaggagt 1800

WI : 1801 tatgcactgactcttcaggggccaccacct ggaat gcagaaggagaact gaaagaagacc 1860
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1801 tatgcactgactcttcaggggccaccacct ggaat gcagaaggagaact gaaagaagacc 1860

Fragment 6

Wr . 1861 aaaggaaacaggacattggagatgttggttctctcagaatggttcactttggtttggtgt 1920
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1861 aaaggaaacaggacattggagatgttggttctctcagaatggttcactttggtttggtgt 1920

WI . 1921 aaat cat ccgaaacaccaaaaagaaagctgcccttttcatttcttttctattgacctgat 1980
FECEETEEEr e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

WR : 1921 aaat cat ccgaaacaccaaaaagaaagctgcccttttcatttcttttctattgacctgat 1980

WI . 1981 caataaaaatctttcacgtgtggattttaatagaaggaaagat agtagta 2030
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

WR : 1981 caataaaaatctttcacgtgtggattttaatagaaggaaagat agtagta 2030
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4.3.4 Anonyme cDNA Kiaa0903

Die humane cDNA KIAA0903 stammt aus einem cDNA-Projekt flr besonders lange
cDNAs (Nagase et al.,, 1998) und wurde aus adultem Gehirngewebe isoliert.
Allerdings ist nur ein ca. 3,8 kb langes, trunkiertes Fragment (Acc.-Nr. AB020710)
kloniert worden. Im Jahr 2000 wurde eine langere humane cDNA-Sequenz von 4,9
kb veroffentlicht (Acc.-Nr. AX030068). Die vorhergesagte KIAA0903-Proteinsequenz
enthélt einen Sequenzabschnitt mit schwacher Homologie zu einer Calponin-
Homologiedomane (CH-Doméne) und auBerdem eine CAAX Box (Kikuno R.). Bei

der Maus waren nur wenige EST-Daten verfligbar.

4.3.4.1 Etablierung der cDNA- und Proteinsequenz bei der Maus

Durch die Sequenzierung des BACs 123j24 waren die letzten 10 Exons der
Kiaa0903-cDNA bekannt. Bei der Suche nach Maus-Sequenzen im weiter 5°
gelegenen Teil der cDNA, wurde der Klon AW494018 gefunden. Er wurde vom
RZPD bezogen und sequenziert. Allerdings war das 5-Ende der cDNA nicht von
diesem Klon abgedeckt und es konnten keine weiteren ESTs gefunden werden.
Beim Ausprobieren mehrerer Primer, die anhand der humanen Sequenz generiert
worden waren, zeigten sich einige Signale in erwarteter Gro3e auch bei der Maus.
Insgesamt wurde eine 4820 bp lange cDNA Sequenz assembliert und unter der Acc.-
Nr. AF4246987 veroffentlicht. Im ersten Exon ist ein ATG-Startcodon lokalisiert und
die cDNA kodiert fur ein Protein von 1207 aa. Das Maus-Protein enthélt ebenso wie
das humane eine CAAX-Box am Carboxyterminus und eine CH-Domane.

Bei einer Suche in den Rohdaten des Maus-Genoms wurden weitere
Sequenzinformationen im 5'-Bereich gefunden. Da aber kein zusatzlicher offener
Leserahmen auftritt, kann man annehmen, daf3 die cDNA in ihrer vollen Lange erfal3t
wurde.

Ebenfalls durch eine Suche in den Rohdaten des Mausgenoms konnten unter
Anwendung der Splei3-Konsensus-Regel (Breathnach und Chambon, 1981) die
einzelnen Exons der cDNA bestimmt werden (s. Abb. 4.18 und Tab. 4.6).

1 2345 678 9 10 1112 13 14 15 16171819 20 21 22 23 24

Abb. 4.18: schematische Darstellung der Exon-Langen der Kiaa0903-cDNA bei der Maus
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4.3.4.2 Sequenz-Vergleich zwischen Maus und Mensch

Der Vergleich der hier etablierten murinen cDNA mit der humanen cDNA erbrachte
eine Sequenzidentitdt von 88%. In der humanen Sequenz fehlt allerdings das dem
Exon 7 der Maus homologe Exon. Eine Suche im humanen Genom zeigt, daf? dieses
Exon in der genomischen Sequenz des KIAA0903 Gens vorhanden ist (s. Abb 4.19).
Die humane cDNA AX030068 stellt also eine Spleil3variante der KIAA0903-cDNA
ohne Exon 7 dar. Auch fiir das Maus-Exon 7 konnte alternatives Spleil3en gezeigt
werden (s. 4.2.4.3).

Maus aaatt gt aaaccagt t gaat gct ct gagcagct t agat gaagat caagat gact gcat aa
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Mensch: aa at gct ct gagcagct t agat gaagat caagat gact gcat aa
Maus agcaagcaaat gt gccct cagct aaat cagccagt t cct ct gaag
EEEEEEErer ter teerre e e e et e e e e e e e ey
Mensch: agcaagcaaat at gcgt t cagct aaat cagccagtt cct ct gaag

Abb. 4.19: Alignment des murinen und humanen Exons 7: das humane Exon 7 wurde auf dem
KIAA0903-positiven Contig NT_005056.6 gefunden.

Die einzelnen Exons beim Menschen wurden durch eine Suche im humanen Genom
unter Anwendung der Splei3-Konsensus Regel (Breathnach und Chambon, 1981)
bestimmt. Der Vergleich der Exonlangen beim Menschen und bei der Maus zeigt,
daR diese stark konserviert sind: bei 2 Exons gibt es einen Unterschied von 2 bzw. 3
bp und bei zwei weiteren Exons einen Unterschied von 21 bzw. 31 bp (s. Tab. 4.6).

Das humane Protein ist 1196 aa lang und zeigt eine Sequenzidentitat zum Maus-

Protein von 83% und eine Sequenzahnlichkeit von 86%.

Tab. 4.6: Exon-Langen bei Maus und Mensch, angegeben in bp

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Maus 351 58 96 54 182 140 106 123 238 218 181 49

Mensch 401 58 96 54 182 140 106 123 241 187 179 49

Exon 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Maus 882 144 148 108 125 139 107 124 100 74 115 1043

Mensch 903 144 148 108 125 139 107 124 100 74 115 1075
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4.3.4.3 Alternatives Spleil3en der cDNA Kiaa0903

In insgesamt drei Féallen, die im Folgenden naher charakterisiert werden, konnte fir
die cDNA Kiaa0903 alternatives Splei3en nachgewiesen werden.

Bei der Amplifikation von RT-PCR-Produkten aus Testis-cDNA war es in einigen
Fallen nicht moéglich, ein eindeutiges Signal zu erhalten. Bei den Primerkombination
9035'p/k, 9035'l/m und 903Ex2/Ex5b traten immer zwei Banden auf (s. Abb. 4.20-
22). Die Fragmente wurden zur weiteren Analyse kloniert und sequenziert. Es zeigte
sich, dal3 es sich um verschiedene Isoformen der cDNA Kiaa0903 handelte.

Das Exon 7 ist nur im langeren cDNA-Fragment der Primerkombination 9035‘p/k
enthalten, wahrend es im kirzeren Fragment komplett fehlt (s. Abb. 4.20). Die
langere Form des cDNA-Fragments 903Ex2/Ex5a enthalt das Exon 16, die kirzere
nicht (s. Abb. 4.22). Im Falle der beiden 9035'l/m cDNA-Fragmente werden genau
die ersten 75 bp des Exons 9 alternativ gespleil3t (s. Abb. 4.21).

Klon 1 378 CATTGGCAATTTAGATGATTTCGAAGAAGATAATGAGGATGATGACGAGAACCGTGTGAA
Klon 12 539 CATTGGCAATTTAGATGATTTCGAAGAAGATAAT GAGGAT GATGACGAGAACCGTGTGAA
Exon 6

Kion 1 438 CCAAGAGGAGAAGGOGGCAAAAATTACAG - = = = == = = === === mm o mmm o mme e oo
Klon 12 599 CCAAGAGGAGAAGGCGGCAAAAATTACAGRAATTGTAAACCAGTTGAATGCTCTGAGCAG

Exon 7

Klon 1 N e I T e I
Klon 12 659 CTTAGATGAAGATCAAGATGACTGCATAAAGCAAGCAAATGTGCCCTCAGCTAAATCAGC

Klon 1 469 - CTTATAAACACACTTAACTTTTTGGATGAAGCACAAAAGGACTT

Klon 12 719 CAGTTCCTCTGAAGRACTTATAAACACACTTAACTTTTTGGATGAAGCACAAAAGGACTT
Exon 8

Klon 1 513 GGCCACTGTGAATACCAATCCATTTGATGAACCTGATGTAACAGAATTAAATCCATTTGG

Klon 12 779 GGCCACTGTGAATACCAATCCATTTGATGAACCTGATGTAACAGAATTAAATCCATTTGG

Abb. 4.20: Partielles Alignment von zwei 9035‘p/k cDNA-Klonen, die senkrechten Linien geben die
Exon-Exon Grenzen an.
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Exon 8

Klon 28 TAAACACACTTAACTTTTTGGATGAAGCACAAAAGCGATCTTGCCCACTGTGAATACCAAT
Klon 29 TAAACACACTTAACTTTTTGGATGAAGCACAAAAGGACT TTGGECCACT GTGAATACCAAT

Kl on 28 CCATTTGATGAACCTGATGTAACAGAATTAAATCCATTTGGAGATCCTGACTCAGAA
Kl on 29 CCATTTGATGAACCTGATGTAACAGAATTAAATCCATTTGGAGATCCTGACTCAGAA
Exon 9

Kl on 28 CCAATCACTGAAACAACTTCACCTAAAAACCAGAAGAATCTTTTTATAATAACAGCTGTA
(e (I B e i

Klon 28 ATCCCTTTAAAGGTGTACAGACTCCACAGTATTTGAACCCATTTGATGAACCAGAAACTT
Klon 29 ------------ GITGTACAGACTCCACAGTATTTGAACCCATTTGATGAACCAGAAACTT

Kl on 28 TTGTAATGATAAAGGATTCTCCACCCCAGT CTACACGAAGAAAAAACCTAAGACTGTAG
Kl on 29 TTGTAATGATAAAGGATTCTCCACCCCAGT CTACACGAAGAAAAAACCTAAGACTGTAG

Exon 10

Kl on 28 ACATGAGCAAGTACCTCTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAGAGGAACTGGATGAATCAA
Klon 29 ACATGAGCAAGTACCTCTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAGAGGAACT GGATGAATCAA

Abb. 4.21: Partielles Alignment von zwei cDNA-Klonen der Primerkombination 9035'l//m, die
senkrechten Linien geben die Exon-Exon Grenzen an.

Exon 15
Kl on 1 44 TTGAAAGAAAGGTCAAAGGCATCTGGAGH - - - - - mmmm e o
BAC 123j 24 121 TTGAAAGAAAGGTCAAAGGCATCTGGAGATGAAAATGATAATATTGAGATAGATACTAAC

Klon 1 FA I e
BAC 123j 24 181 GAAGAGATTCCTGAAGCCTTTGTTGTAGGAGGT GGAGATGAACT TACTAATATAGAAAGT

Exon 17

GAATAGT AAGGT GGTGGACT TGAGCCTGAAGAAGCTATTA
GAATAGT AAGGT GGTGGACT TGAGGCTGAAGAAGCTATTA

Klon 1 ¢ T
BAC 123j 24 241 GACCTTGATAAT

Abb. 4.22: Partielles Alignment eines cDNA-Klons der Primerkombination 903Ex2/Ex5a und der
123j24 BAC-Sequenz, die senkrechten Linien geben die Exon-Exon Grenzen an.

4.3.4.3 Expressionsanalyse

Die cDNA Kiaa0903 liel3 sich in allen untersuchten Geweben (Grof3hirn, Kleinhirn,
Hirnstamm, Ruckenmark, Testis, Muskel, Herz, Lunge, Leber, Niere) tber RT-PCR
nachweisen. Dabei war die Expression bei WT und WR gleich stark.

Die alternativ gesplei3ten Exons (s. 4.3.2.3) wurden auf eine gewebsspezifische
Expression hin untersucht. Dabei traten in allen Geweben jeweils beide Isoformen

auf. Fur die beiden langeren Spleil3varianten, die das Exon 7 bzw. 16 enthalten, gilt
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jedoch, dal3 sie bevorzugt im Nervensystem gebildet werden, die klrzeren
SpleilRformen kommen hier nur als Nebenprodukt vor. In den anderen Geweben
Uberwiegen die kirzeren Spleil3formen. Im Testis gibt es bei den Spleil3varianten von
Exon 7 keinen Unterschied (s. Abb. 4.22b und 4.23b). Im Falle von Exon 9 konnte
kein grof3er Unterschied in der Gewebsverteilung der Isoformen festgestellt werden.
Bei allen alternativen Spleil3varianten konnte kein Unterschied in der Verteilung
zwischen WT und WR gefunden werden (s. Abb. 4.22a, 4.23a und 4.24).

Hirnstamm
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c c
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WR HS/RM
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Abb. 4.22: Spleil3varianten von Kiaa0903 mit und ohne Exon 7

a) Expression des cDNA-Fragments 9035‘p/k bei WT und WR

b) Expression des cDNA-Fragments 9035‘p/k in verschiedenen WT-Geweben

Das groRere Fragment stellt die Spleil3variante mit Exon 16 dar, welches im kleineren Fragment fehit.
HS/RM = Hirnstamm und Ruckenmark
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Abb. 4.23: SpleiRvarianten von Kiaa0903 mit und ohne Exon 16

a) Expression des cDNA-Fragments 903Ex2/Ex5a bei WT und WR

b) Expression des cDNA-Fragments 903Ex2/Ex5a in verschiedenen WT-Geweben

Das groRRere Fragment stellt die Spleil3variante mit Exon 16 dar, welches im kleineren Fragment fehit.
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WT HS/RM
WR HS/RM
WT Muskel
WR Muskel
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Abb. 4.24: Spleil3varianten von Kiaa0903 Exon 9

Expression des cDNA-Fragments 9035‘//m bei WT und WR.

Das grol3ere Fragment stellt die Spleil3variante mit Exon 9 dar, welches im kleineren Fragment fehit.
Die Expression im Muskel ist sehr schwach.

HS/RM = Hirnstamm und Ruckenmark

4.3.4.4 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region der anonymen
cDNA Kiaa0903

Die kodierende Region der cDNA Kiaa0903 wurde in zehn RT-PCR-Fragmenten
amplifiziert. Die Primerkombinationen fur die cDNA-Fragmente sowie die Sequenzier-
primer sind in Tab. 4.7 angegeben.

Fur die vergleichende Sequenzierung der alternativ gespleidsten cDNA-Fragmente
9035'p/k und 9035‘//m wurden die RT-PCR-Produkte kloniert und je drei Klone bei
WT und WR sequenziert. Die alternativen Exons 7, 9 und 16 wurden noch einmal mit
intronstandigen Primern amplifiziert und sequenziert, um die Splei3stellen zu
verifizieren (alle Sequenzen und Alignments s. Anhang).

In allen Sequenzierungen wurde kein Unterschied zwischen der WT- und der WR-

Sequenz festgestellt.

Tab. 4.7: cDNA-Fragmente und Sequenzierprimer fur die vergleichende
Sequenzierung der kodierenden Region von Kiaa0903

cDNA Fragment Sequenzierprimer
) 9035'y/z a) 9035'y, b) 9035z
) 9035'n/r 9035'n
3.) 9035‘'s/m 9035's
4.) 9035'c/h a)9035'c, b) 9035'h
5.)
)
)
)

903 5'i/Ex5a a) 903 Ex5a, b) 903 5'i
903Ex2/Ex5b a) 903Ex2, b) 903Ex5b
903EXx5/Ex11 Ex11
903Ex9b/kiaaEx1la a) 903Ex9b, b) kiaaEx1la
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9.) 903Ex1lb/d 903Ex11d

10.) 903Exllc/e a) 903Ex11c, b) 903Ex11le

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Analyse der

Kandidatengene

Insgesamt wurden drei neue cDNA-Sequenzen etabliert: die fur das Homoobox-
Protein Otx1 und fur die beiden anonymen cDNAs Kiaa0903 und Homoloc-13. In
allen hier untersuchten Genen wurde kein Unterschied in der kodierenden Sequenz

oder Expression zwischen WT und WR gefunden.
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4.5 Konstruktion eines targeting Vektors fur das erste Exon des

pelil-Gens

Das Pelil-Gen ist von K. Resch in ihrer Doktorarbeit als das Drosophila Pellino-
Homolog identifiziert worden. Sie konnte die beiden Isogene Pellino 1 und 2 sowohl
bei der Maus als auch beim Menschen kartieren (Resch et al., 2000).

Das Pellino-Protein ist Bestandteil des Toll-Signalwegs vom Extrazellularraum in den
Zellkern, der mit dem Interleukin-1-Signalweg bei Saugern homologisiert wird (Karin
und Hunter, 1995). Bei der Fruchtfliege spielt diese Signalkaskade wahrend der
Embryonalentwicklung und der Abwehrreaktion gegen pathogene Pilze eine Rolle,
bei Saugern in der angeborenen Immunantwort und bei inflammatorischen
Prozessen (Wilson et al., 1997).

Bei der Untersuchung des Kandidatengens Pelil konnte kein Unterschied in der
kodierenden Sequenz und in der Expression nachgewiesen werden (Resch, 2000).
Die Generierung von Pelil-k.0o. Mausen soll weiteren Aufschluld Gber den Status als
Kandidatengen bringen. In den folgenden Abschnitten wird die Konstruktion eines
targeting Vektors fur das erste Exon des Pelil-Gens beschrieben. Dann folgen die
Ergebnisse zur homologen Rekombination in ES-Zellen und Herstellung von

Aggregationschimaren.

4.5.1 Subklonierung der B-actin-Neomycinresistenzkassette

Die B-actin-Neomycinresistenzkassette wurde aus dem pBAN/TK BamCass Vektor
mittels einer Doppelrestriktion von EcoRl und BamHI ausgeschnitten und Uber
dieselben Schnittstellen in den pBluescript (pBS) kloniert. Von 22 erhaltenen Klonen
wurden 3 durch Sequenzierung mit dem Vektorprimer M13rev auf das richtige Insert
uberpruft. Dabei wurde festgestellt, da? alle 3 Klone des pBSNeo die [-actin-

Neomycinresistenzkassette in 3' -~ 5° Orientierung tragen (s. Abb. 4.25).
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BamHI

Abb. 4.25: Neomycin-
Resistenzkassette kloniert in

den pBS EcoRl

4.5.2 Klonierung der genomischen Fragmente, die das erste Exon des pelil-

Gens flankieren

Die genomische Sequenz des pelil-Gens stand durch die Sequenzierung des BACs
12412 zur Verfugung. Ein ca. 10 kb groRes Fragment, welches das erste Exon
enthélt, wurde zunachst auf repetitive Sequenzen und Restriktionsschnittstellen
Uberpruft, um dann die PCR-Primer zu generieren.

Zur Amplifikation des 5'-Fragments wurden die Primer plil5‘a und plil5'b derart
ausgewahlt, dal? sich ein 4422 bp grof3es PCR-Produkt ergibt (Sequenz s. Anhang)
und das Fragment folgende Restriktionsschnittstellen nicht aufweist: EcoRlI, Hindlll,
Pvul und Pvull. Dagegen besitzt es eine BamHI-Schnittstelle an Position 124 (s. Abb.
4.26).

BamHI 4422 bp
pIilS‘aI plil5'b

Abb. 4.26: genomisches 5'-Fragment mit Angabe der Primer und der relevanten Schnittstellen

Zur Amplifikation des 3‘Fragments wurden die Primer plilintron d und plilintron e so
generiert, dal3 ein 2625 bp groRes PCR-Produkt entsteht (Sequenz s. Anhang). Das
Fragment weist folgende Restriktionsschnittstellen nicht auf: EcoRlI, Hindlll und Pvul.
Allerdings besitzt es eine BamHI-Schnittstelle an Position 690 (s. Abb. 4.27).
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BamHI 2625 bp
plilintron d| plilintron e
I

Abb. 4.27: genomisches 3‘-Fragment mit Angabe der Primer und der relevanten Schnittstellen

Die beiden Fragmente wurden mit der Pwo Polymerase von Roche (Mannheim)
amplifiziert und in den pCR4BIlunt-TOPO kloniert. Die ldentitat und Orientierung der
Inserts wurden durch Ansequenzieren mit den M13rev und M13uni Primern Uberpruft

(Sequenzen s. Anhang).

4.5.3 Klonierung des 5'-Fragments in den pBSNeo

Das 5'-Fragment wurde mittels der flankierenden EcoRI-Schnittstellen aus dem
pPCR4BIunt-TOPO ausgeschnitten und in den pBSNeo ligiert. 63 erhaltene Klone
wurden mittels Eckhardt-Lysen Uberprift und 6 Plasmide, die die richtige GroR3e
aufwiesen, wurden mit dem Vektorprimer M13uni ansequenziert. Bei 4 Plasmiden
war die Sequenzierung erfolgreich (Sequenzen s. Anhang) und zeigte, da} das
gewilnschte Fragment in den Klonen 2, 3 und 5 in 5 -3 und im Klon 6 in 3'-5°
Richtung hinter die Neomycinresistenzkassette kloniert worden war (= pBSNeo5'-
Fragment) (s. Abb. 4.28).

EcoRl

2,3 kb
BamHl|

pBSNEOS5'
9,6 kb

« G

2,9 kb

EcoRI

Abb. 4.28: Das genomische 5'Fragment ist in den pBSNEO kloniert worden.
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4.5.4 Umklonierung des 3‘-Fragments in den pBS

Da der pCR4Blunt-TOPO keine passenden Schnittstellen besal3, wurde das 3'-
Fragment mittels einer Doppelrestriktion von Notl und BamHI ausgeschnitten und in
den pBS kloniert. Dazu wurde die interne BamHI-Schnittstelle benutzt, wodurch sich
das 3'-Fragment um 690 bp auf 1935 bp verkirzte. Im erhaltenen Plasmid pBS3'-
Fragment liegt das 3'-Fragment nun in 3‘ - 5 Richtung vor (Abb. 4.29).

Notl

Abb. 4.29: Umklonierung des
3'-Fragments in den pBS

BamHlI

4.5.5 Klonierung des Neo5‘-Fragments in den pBS3'Fragment

Das Neo5-‘Fragment wurde mittels BamHI aus Klon 6 in den pBS3‘-Fragment
kloniert. Dazu wurde die interne BamHI-Schnittstelle benutzt, wodurch sich das
5'Fragment um 124 bp auf 4298 bp verkulrzte.

Von 67 per Eckhardt-Lyse getesteten Klonen zeigten 9 ein Plasmid in entsprechen-
der Grol3e. Bei Testspaltungen mit BamHI und EcoRI zeigten 5 Klone das erwartete
Restriktionsmuster und wurden ansequenziert. Bei 2 Klonen war das Fragment in der
gewulnschten Orientierung einkloniert worden (s. Abb 4.30). Der targeting Vektor
enthalt eine singulare BstXI-Schnittstelle, die zur Linearisierung verwendet wurde. Im

Vektor ersetzt die 2,3 kb groRe NEO-Kassette nun die 1,4 kb um das erste Exon.
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EcoRlI

eO
Abb. 4.30: targeting Vektor é

fir das erste Exon des
Pelil-Gens BamH

PBS3NEO5  4,3kb\ OV
Lok 9,6 kb =

Notl
BstXI

BamHlI
Pstl

4.5.6 Homologe Rekombination in ES-Zellen

Die homologe Rekombination in ES-Zellen sowie die Herstellung von
Aggregationschimaren wurde im Rahmen des Serviceprojekts des SFB 549
(Teilprojekt Z3) von Volker Schmidt und Sandra Heising durchgefuhrt.

Der linearisierte targeting Vektor (30 pg) wurde in einer 1ug/pl Konzentration fur die
Transfektion der ES-Zellen vorbereitet. Das Anziehen der R1-ES-Zellen erfolgte auf
bestrahlten NEOR feeder-Zellen. Fiir eine Elektroporation wurden 1 x 10’ Zellen in 1
ml PBS eingesetzt. Die Selektion begann am Tag nach der Elektroporation: fur funf
bis sieben Tage wurde dem Medium Geneticin (G418) zugesetzt. Die gewachsenen
Klone wurden in 96er-well Schalen gepickt. Nach einer Woche wurden die Klone auf
eine Master- und eine DNA-Platte aufgeteilt. Die Master-Platte wurde bei —80°C
gelagert. Fur die DNA-Praparation wurden die Klone der DNA-Platte noch eine

Woche weiter kultiviert.

4.5.7 Detektion der homologen Rekombination in ES-Zellen

Die Detektion der homologen Rekombination erfolgte durch Southern Hybridisierung.
Das rekombinierte Allel a3t sich im 3'-Bereich durch Restriktion mit Pstl von der WT-
Situation unterscheiden. In der WT-Sequenz befinden sich zwei Pstl Schnittstellen,
eine ca. 2 kb vor und eine ca. 4 kb hinter dem ersten Exon, so dald ein ca. 6 kb

grol3es Fragment entsteht. Durch Einfligen der NEO-Kassette an Stelle des ersten
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Exons, stehen weitere Pstl Schnittstellen zur Verfigung, so dalR im Falle der
homologen Rekombination ein ca. 4,5 kb groRes Fragment entsteht. Als Sonde
diente ein 812 bp grolRes Fragment (plil intronb/ plil b) aus dem ersten Intron,
aulRerhalb der klonierten Sequenz, so dal3 nur homologe Rekombinationsereignisse

und die WT-Situation nachgewiesen werden konnten (s. Abb. 4.31).

Pst| Pstl

Pstl  Pstl |
% ———————— 5-UTR -+----- 4= NEO - l.ntron - !
=

Pstl Pstl

Abb. 4.31: Darstellung der Verteilung der Pstl-Schnittstellen vor (unten) und nach (oben) der

homologen Rekombination
= Sonde

Es wurden drei positive Klone identifiziert, die dann aufgetaut und wieder angezogen
wurden und dann mit einer weiteren Sonde auf die homologe Rekombination des 5
Bereichs getestet wurden.

Bei der Restriktion mit Sspl entsteht in der WT-Situation ein 1,9 kb grol3es Fragment.
Da eine der Schnittstellen im ausgeschalteten Fragment lokalisiert ist, ist diese im
rekombinierten Allel nicht mehr vorhanden. Auch im Vektor sind keine weiteren Sspl-
Schnittstellen vorhanden, so dal3 ein 7,4 kb grof3es Fragment entsteht. Als Sonde
diente ein 806 bp groRes Fragment (plil 5‘c/d) im 5'‘Bereich der klonierten
genomischen Sequenz. Mit einer derartigen Sonde ist es nicht mdglich zwischen
homologer und nicht-homologer Rekombination zu unterscheiden, doch da alle
weiteren vorhandenen Sequenzen vor dem 5‘-Fragment repetitiv sind, war es nicht
mdoglich, eine Sonde aul3erhalb des klonierten 5'-Bereichs zu generieren (s. Abb.
4.32). Alle drei Klone zeigten das erwartete Signal bei 7,4 kb.
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000000k . 5UTR | NEO |- Linton |

AT
B

Sspl Sspl
XXXXXXXXX | | 1 |

| | |
Sspl

Abb. 4.32: Darstellung der Verteilung der Sspl-Schnittstellen vor (unten) und nach
(oben) der homologen Rekombination,

XXXXXXXXX = repetitive Sequenzen, = Sonde

4.5.8 Herstellung von Aggregationschimaren

Die doppelt getesteten Klone wurden aufgetaut wieder angezogen. Fur die
Herstellung von Aggregationschiméaren wurden ,Klumpen® (ca. 10-15 Zellen) eines
ES-Zell Klons zusammen mit 8-Zell Embryos aus CD1-Mausen uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Embryonen, die sich weiter zur Blastocyste entwickelt hatten, wurden
per Uterustransfer in Leihmutter eingebracht. Bei drei Wirfen mit insgesamt 15
Nachkommen wurden 2 chiméare Tiere geboren. Es handelt sich um ein Weibchen
und ein Mannchen, die an den dunklen Flecken im Fell zu erkennen sind (s. Abb

4.33). Sie tragen allerdings nur einen sehr geringen Prozentsatz (unter 1%) dunklen

Fells.

Abb. 4.33: das chiméare Mannchen (links) und das chiméare Weibchen (rechts)
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Bereiche des Fells, die aus der ES-Zellinie stammen, pragen die dunkle Farbe aus
im Gegensatz zur weil3en Fellfarbe der Spender-Mause (CD1). Die verwendete ES-
Zellinie R1 tragt am Albino-Locus ein WT- und ein Chinchilla-Allel (Tyr®®"/+™"),
wobei das WT-Allel dominant ist und zur dunklen Fellfarbe bei den Chimaren fuhrt.
Waren ES-Zellen keimbahngéngig, so entstehen aus ihnen Keimzellen, die entweder
das WT- oder das Chinchilla-Allel tragen und so in einer Ruckkreuzung mit CD1
entweder dunkle oder beige Nachkommen erzeugen wirden. Dabei wird aber nur in
50% der Falle das mutierte Allel weitergegeben. In den bis jetzt durchgeflhrten
Verpaarungen (3 beim Weibchen, 6 beim Mannchen) konnte keine Keimbahn-
gangigkeit des 129-Allels festgestellt werden: alle Nachkommen waren weil3.



5 Diskussion 76

5 DISKUSSION

5.1 Konservierte Regionen auf dem humanen Chromosom 2p14-15

und dem proximalen Maus Chromosom 11

Seit dem letzten gemeinsamen Vorfahr von Maus und Mensch vor ca. 80 Millionen
Jahren sind durch Translokationen die Chromosomen umorganisiert worden. Es hat
allerdings keine vollstandige Durchmischung stattgefunden, sondern es blieben die
syntdnen Regionen bestehen. Innerhalb der syntanen Region auf dem humanen
Chromosom 2pl14-15 und dem proximalen Maus Chromosom 11 st die
Genreihenfolge bis auf eine Inversion hoch konserviert. Auch die Orientierung und
die genomische Strukur der Gene ist erhalten geblieben. Der Bereich zwischen
Kiaa0903 und Pelil ist zwischen Maus und Mensch invertiert (Resch, 2000), so daf3
der syntane Bereich in drei konservierte Regionen, in denen die Genreihenfolge
zwischen Maus und Mensch identisch ist, zerfallt.

5.1.1 Neue Kartierungen bekraftigen die Inversion zwischen Maus und Mensch

Bei der Feststellung der Inversion war im distalen Bereich des Maus-Contigs mit
Rel/REL nur ein Marker bei Maus und Mensch vorhanden. Die Gene XPO1, PEX13
und CCT4 waren zwar beim Menschen auf dem YAC G9 kartiert worden, die Position
bei der Maus war jedoch unklar (Resch, 2000). In dieser Arbeit konnten die Maus-
Homologen Xpol, Pex13 und Cct4 in der distalen konservierten Region kartiert
werden. Mit Murrl/MURR1 wurde ein neues Marker-Paar bei Mensch und Maus
etabliert. Auch in der proximalen Region konnte mit Hspc159/HSPC159 ein neues
Marker-Paar gewonnen werden, das den Abschlul3 des proximalen konservierten
Segments bildet. Durch die neu gewonnen Marker wurden die Karten der homologen
Regionen verfeinert und die Inversion zwischen Maus und Mensch konnte bekréaftigt
werden.

In Abb. 5.1 findet sich eine Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse bei Maus

und Mensch, wobei die neu gewonnen Marker fett dargestellt sind.
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Rabla —f—
iaa0552 : g RABL
'a; o 1 > KIAAQ582
R B > SLC1A4
Kiaa0127 —— 4 >
0080 KIAA0127
FIJ'21950 T > FLJ20080
) ) i < > FLJ21950
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'SP < > HSPC159
A Kiaa0903 1 el
Otx1 —} —— Hccs
Homoloc-13 —}— - uGPkz
—— PX19
wr Mor2 —}—
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Ugp2  —— —— LOC51057
Hce8 —F— —T1  ELP
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Ml — < N KIAA0903
i MURR1
Cct4 < >
ool 1 CCT4
PO < > XPO1
Pexl3 —— « > PEX13
Rel —— <« > REL
proximales Maus humanes Chromosom
Chromsom 11 2p14-15

Abb. 5.1: Darstellung der konservierten Regionen auf dem humanen Chromosom
2p14-15 und dem proximalen Maus Chromosom 11. Die in dieser Arbeit bearbeiteten Marker sind fett
hervorgehoben.

5.1.2 Integration von Genen

Durch die Kartierung der beiden Gene PX19 und ELP (Endozepine-like Peptide)
konnte gezeigt werden, dal3 der Geninhalt der konservierten Region nach der
evolutionaren Trennung von Maus und Mensch vor 80 Millionen Jahren durch die
Insertion von Genen verandert wurde. Das zeigt aul3erdem, dal3 es sich bei
PX19/px19 und ELP/Elp nicht um Homologe handelt, sondern dafl} sie in den
jeweiligen Spezies unabhangig voneinander entstanden sind.

Bei PX19 auf Chromosom 2 handelt es sich wahrscheinlich um ein Pseudogen, wie

die genomische Sequenz und die fehlenden cDNA-Klone zeigen.
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ELP ist beim Menschen ein Pseudogen: es tragt Leserastermutationen und die
Expression ist fast vollstandig unterdruckt (Ivell et al., 2000). Bei der Maus ist die
Evolution anders verlaufen: Elp ist ein funktionelles Gen. Es besitzt zwar nur ein
Intron im 5-UTR und ist wahrscheinlich durch Retrotransposition entstanden; durch
das Akquirieren eines starken Testis-spezifischen Promotors spielt es nun eine
wichtige Rolle bei der Spermienentwicklung (Valentin et al., 2000).

5.1.3 Die wr-kritische Region

5.1.3.1 Einengung der wr-kritischen Region

Zu Beginn dieser Arbeit war die wr-kritische Region durch die beiden rekombinanten
Marker D11Mit19 distal und 147n22rev proximal definiert. Durch die Detektion von
Rekombinationen in einem Intron von Murrl konnte der Kandidatengenbereich um
2,15 cM verkleinert werden. Ubertragen auf die physikalische Karte bedeutet dies,
dal3 die distale Lucke erheblich verkleinert wurde. Um den neuen distalen
Rekombinationsbruchpunkt Murrl wurde ein Contig etabliert, welches auch Cct4
umfaldt. Der Bereich zwischen Pelil und Murrl konnte allerdings trotz Suche in zwei
verschiedenen BAC-Banken nicht abgedeckt werden. Diese Tatsache konnte auf das
Vorhandensein von schwer klonierbaren, repetitven Sequenzen hinweisen.

Durch Addition der Abstande zwischen den rekombinanten Markern erhalt man fir
die Kandidatengenregion eine Grol3e von 0,41 cM +/- 0,23 cM, was ca. 0,8 Mb
entspricht. Dies stimmt in etwa mit der physikalischen Gréf3e des Contigs von 0,8 bis
1 Mb Uberein, die man erhalt, wenn man die Gré3en der BACs aufaddiert.

5.1.3.2 Kandidatengene in der wr-kritischen Region

Durch die Kartierung von Murrl liegt erstmals ein nahezu geschlossenes Contig der
wr-Region vor, das die vollstadndige Erfassung aller Kandidatengene erlaubt. Auf den
vorhandenen BAC-Sequenzen, die vom IMB Jena erstellt und annotiert wurden, sind
nur die schon bekannten Gene vorhanden. Auch bei der Analyse der homologen
Region beim Menschen, inklusive der der Liicke homologen Region, wurden keine
weiteren Gene gefunden, in dem 370 kb grol3en Bereich zwischen MURR1 und
KIAA0903 besteht allerdings eine Licke von ca. 100 kb.

Man kann also davon ausgehen, daf3 der wr-kritische Bereich nur die bis jetzt
bekannten Gene von Kiaa0903 bis Pelil enthalt (s. Abb. 5.1).
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5.1.3.3 wr-kritische Region = Inversionsbereich zwischen Maus und Mensch

Interessanterweise entspricht damit der wr-kritische Bereich genau dem
Inversionsbereich zwischen Maus und Mensch. Der BAC 20921, der den proximalen
Inversionsbruchpunkt zwischen Maus und Mensch abdeckt, wird zur Zeit vom IMB
Jena sequenziert. Bei der Analyse der Sequenzdaten wird man vielleicht auf

repetitive, rekombinationsfreudige Sequenzen stol3en.

5.2 Auschlul3 von Kandidatengenen tber Kartierung

Die Gene Elp, Px19 und Hspcl59 konnten in verschiedenen Phasen des humanen
Genomprojekts als Kandidaten neu ermittelt werden und aufgrund der physikalischen
Kartierung wieder ausgeschlossen werden. Die Gene Xpol und Pex13 konnten Uber
die RH-Kartierung auf3erhalb des wr-kritischen Bereichs lokalisiert werden.

Die anonyme cDNA Murrl konnte durch Rekombinationsereignisse als Kandidat

ausgeschlossen werden.

5.3 Betrachtungen zu den Kandidatengenen

Es soll vorweg gestellt werden, dall die Ausschlisse der Kandidatengene
hauptsachlich durch die vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region
geschehen sind. Das direkte Sequenzieren von PCR-Produkten, wie es fast
ausnahmslos praktiziert wurde, kann als zuverlassige Methode angesehen werden,
da die Fehler der Tag-Polymerase wahrend der Amplifikation, in der Sequenzierung
herausgemittelt werden. Nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit kbnnte z.B. eine
Punktmutation nicht detektiert worden sein, wenn mehrfach der gleiche Sequenzier-

fehler aufgetreten ist, der das mutierte in das Standardnukleotid verwandelt.

5.2.1 Die cytoplasmatische Malatdehydrogenase Mor2

Enzymtests hatten bei der cytoplasmatischen Malatdehydrogenase keinen
Unterschied zwischen WT und WR gezeigt (Korthaus et al., 1996). Allerdings wurde
fur den Enzymnachweis die endogene Dehydrogenase-Aktivitat genutzt. Eine

Leserasterverschiebung oder eine Punktmutation kdnnen zu einem sogenannten
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dominant negativen Effekt fihren, in dem das Protein eine zusatzliche Funktion
(,0ain of function®) erhalt, die dem Organismus schadet. Die wr-Mutation ist jedoch
rezessiv, insofern kame ein dominant negativer Effekt nicht in Frage. Es kann jedoch
auch dazu kommen, dal3 der negative Effekt erst im homozygoten Zustand
durchschlagt, z.B. wenn das normale und das mutierte Enzym in einer
Konkurrenzreaktion zueinander stehen (Jones et al., 2000). Durch die vergleichende
Sequenzierung der kodierenden Region von Mor2, in der kein Unterschied zwischen
WT und WR Sequenz gefunden wurde, konnte diese Mdglichkeit ausgeschlossen

werden.

5.2.2 Das Homoobox-Gen Otx1

Am Beginn dieser Arbeit wurde ausgehend vom Epilepsie-Phanotyp der Otx1-k.o.-
Maus (Acampora et al., 1996) das Otx1-Gen als unwahrscheinlich fur die wr-Mutation
angesehen. In der k.o.-Maus liegt allerdings ein Otx1-Nullallel vor und Null-Allele
zeigen haufig einen anderen Phéanotyp als mutierte Allele, so dal3 der Otx1-/-
Phanotyp keinesfalls als ein Ausschlul3kriterium betrachtet werden kann. Die in
dieser Arbeit gewonnenen vergleichenden Sequenzdaten des Otx1-Gens sind zu
100 % identisch zwischen WT und WR und auch in der Expression konnte kein
Unterschied festgestellt werden, so daR das Otx1-Gen als Kandidat flr wobbler
ausgeschlossen werden kann. Ein weitere Ausschluf3-Mdglichkeit ware ein Allelietest
mit der Otx1-/- Maus, doch ist diese zur Zeit nicht erhaltlich.

5.2.3 Die anonyme cDNA Homoloc-13

Die in dieser Arbeit etablierte cDNA-Sequenz Homoloc-13 zeigte keine Unterschiede
zwischen WT und WR. Durch RT-PCR und Northern Blotting konnte auf3erdem
demonstriert werden, dal3 es in der TranskriptgroRe und Expressionsstarke keine
Abweichung zwischen WT und WR gibt.

Aufgrund kirzlich veréffentlichter humaner Daten ist zu vermuten, dal3 noch ein
Stick der Homoloc-13 cDNA-Sequenz fehlt. Da in der humanen Sequenz kein
zusatzliches Leseraster vorhanden ist, kann man annehmen, dal3 es sich um 5-UTR
handelt oder die Sequenz fehlerhaft ist. Man kdnnte versuchen, mit einer RACE-
Reaktion (rapid amplification of cDNA ends) das 5-Ende der Maus-cDNA zu

erhalten. Die andere Alternative ware, auf Sequenzen aus diesem Bereich zu warten.
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Solange gibt es keine Moglichkeit festzustellen, ob das vorhandene ATG tatséchlich
das Startcodon ist, da es aul3er zu dem hypothetischen humanen Protein keine
weiteren Homologien zu bekannten Proteinen gibt. Bis auf weiteres kann man also

die cDNA Homoloc-13 als Kandidat fir die wobbler Mutation ausschlief3en.

5.2.4 Die anonyme cDNA Kiaa0903

In dieser Arbeit konnte die vollstandige Sequenz der cDNA Kiaa0903 etabliert
werden. In der kodierenden Sequenz der cDNA Kiaa0903 und auf3erdem in den
Splei3stellen der alternativen Exons wurde keine Mutation gefunden. Auch die
Expression ist zwischen WT und WR identisch, so dal3 die cDNA Kiaa0903 bis auf
weiteres als Kandidat fur wobbler ausgeschlossen werden kann.

Aufgrund der identifizierten Proteindomé&nen, CAAX-Box und Calponin-Homologie-
Doméne, kann man schlielen, dall es sich bei Kiaa0903 um ein membran-
verankertes Signaltransduktionsprotein handelt. Uber eine CAAX-Box, wie man sie
z.B. in G-Protein alpha- und gamma-Untereinheiten findet, kdnnen cytosolische
Proteine in der Plasmamembran verankert werden (Glomset et al., 1990). In einer
posttranslationalen Modifikation wird an das Cystein dieses Motivs ein Prenyl-Anker
gebunden. Die Calponin-Homologiedoméne stellt eine Aktinbindungsdoméane vom
Spektrin-Typ dar, wie sie in Cytoskelett- und Signaltransduktionsproteinen vorkommt
(entnommen aus der Pfam-Datenbank). Zusammenfassend kann man sagen, daf3
Kiaa0903 durchaus ein interessanter funktioneller Kandidat fur die wr-Mutation ware.
Auch das komplexe SpleiBmuster lalt Kiaa0903 als einen sehr interessanten
Kandidaten erscheinen, da fir mehrere neurologische Erkrankungen bereits
Mutationen gefunden wurden, die das korrekte Spleilden beeintrachtigen. Fiur die
humane neurodegenerative Erkrankung FTDP-17 (Frontotemporal Dementia with
Parkinsonism linked to Chromosome 17) z.B., konnten Spleil3stellen-Mutationen im
Gen fur das Mikrotubuli-assozierte Protein TAU identifiziert werden (Jiang et al.,
2000). Im TAU-Gen werden drei der elf Exons alternativ gespleifd3t und schon relativ
geringe Veranderungen im Verhéltnis der Isoformen kdnnen die Krankheit auslésen
(Grover et al., 1999).

Als zweites Beispiel konnte das SMN1-Gen genannt werden, bei dem kleine
Deletionen oder Punktmutationen in den Konsensus-Spleil3stellen von Intron 6 und 7
zum Uberspringen von Exon 7 filhren und so Spinale Muskelatrophie auslosen

(Lefebvre et al., 1995). Interessanterweise gibt es beim Menschen eine zweite Kopie
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des SMN Gens, SMN2. Die beiden Isogene unterscheiden sich nur durch eine Base,
wodurch beim SMN2-Gen Exon 7 Ubersprungen wird und SMN2 nicht in der Lage ist,
Mutationen im SMN1-Gen vollstandig zu kompensieren. Im Maus-Modell fuhrt das
Ausschalten des einzigen Smn Gens zum frih-embryonalen Tod. Bringt man das
menschliche SMN2 in diese Tiere ein, so entwickeln sich Symptome einer SMA
(Hsieh-Li et al., 2000).

Durch die Sequenzierung aller Spleil3stellen bei Kiaa0903 kénnte man ausschliel3en,
daR’ bei wobbler ein Exon differentiell gespleil3t wird, welches normalerweise immer
im Transkript vorhanden ist.

Bis jetzt konnte nicht gezeigt werden, in welcher Kombination die alternativen Exons
in den Transkripten vorkommen, ob sie z.B. nur gemeinsam auftreten, und ob es
dabei einen Unterschied zwischen WT und WR gibt. Das Vorkommen der einzelnen
alternativen Exons in den unterschiedlichen Transkripten kdnnte man z.B. durch eine
Northern-Hybridisierung mit Exon-spezifischen Sonden uberprifen. Doch wird es
schwierig sein, bei einem ca. 4 kb langen Transkript einen Unterschied von 100 bp
zu detektieren. Alternativ kdnnte versucht werden, alle Transkripte mit
unterschiedlichem Exongehalt zu klonieren; auch hier muf3 die RT-PCR optimiert
sein, um genugend vollstandige Transkripte (ca. 4 kb) fur eine Klonierung zu
erhalten.

Trotzdem bis jetzt keine Mutation bei Kiaa0903 gefunden wurde und die Expression
augenscheinlich zwischen WT und WR unveréndert ist, kdnnte sich in den ca. 300 kb
genomischer Sequenz dieses Gens vielleicht noch eine intronische Mutation

verstecken.

5.2.5 Targeting des Pelil-Gens

Das Drosophila Pellino wurde als Interaktionspartner der Pelle-Kinase im Toll-
Signalweg identifiziert. Pelle wird im homologen Interleukin-1-Signalweg bei Sdugern
mit der Interleukin-Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK) gleichgesetzt. Beim
Menschen sind bislang drei verschiedene Interleukin-Rezeptor assoziierte Kinasen
bekannt, IRAK, IRAK-2 und IRAK-M (Cao et al., 1996; Muzio et al., 1997; Wesche et
al., 1999), bei der Maus eine, die Pelle-like Proteinkinase mPLK (Trofimova et al.,
1996; Vig et al., 1999).

Bislang ist keine Interaktion zwischen den IRAKs und PELI1 oder 2 gezeigt worden.

Da die Funktionsanalyse des Pellino-Proteins bei Saugern bis jetzt noch nicht sehr
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weit fortgeschritten ist, ware der knock-out ein wichtiger Schritt in diese Richtung,
besonders da schon andere Gene im IL-1-Signalweg ausgeschaltet wurden. Kirzlich
wurde z.B. das Maus-Homolog von IRAK-1 ausgeschaltet (Thomas et al., 1999). Die
homozygoten knock-out-Méause sind gesund und fruchtbar und weisen keinerlei
Phanotyp auf. Es wird vermutet, dal3 andere IRAK-Isoformen die ausgeschaltete
Kinase kompensieren kénnen. Ahnlich konnten die Pelil k.0.-Mause gesund sein, da
Peli2 das Fehlen von Pelil kompensieren konnte. Mehr Aufschluf3 Gber die putativen
Interaktionspartner im IL-1-Signalweg konnte der Doppel-k.o. des IRAK-1-

Homologen und Pelil bringen.

Durch die Isolierung von drei Pelil-/- ES-Zellinien ist eine gute Grundlage fir die
Generierung von Pelil-k.0.-M&usen geschaffen worden. Die beiden erzeugten
Chimaren brachten allerdings keinen transgenen Nachwuchs. Der geringe Grad an
Chimaritat lie3 vermuten, dafl’ keine Keimbahngangigkeit vorliegt. Die Grunde flr die
geringe Beteilung der ES-Zellen am Embryo sind wohl in ihrem schlechtem Zustand
zu suchen. Da die Kulturbedingungen nicht auf eine Selektion der am schnellsten
wachsenden Klone ausgerichtet waren, reichte die langsame Teilungsrate der ES-
Zellen nicht aus, um einen substantiellen Anteil des Embryos zu bilden. Durch
erneute Anzucht und Selektion auf die am besten wachsenden Zellen, lie3en sich die
positiv getesteten Klone fur eine wiederholte Aggregation einsetzen. Gelingt dies

nicht, so missen noch einmal neue Klone erzeugt und getestet werden.

Zur Bewertung, ob Pelil wobbler ist, muf3 der Phanotyp der k.o.-Maus mit dem wr-
Phéanotyp verglichen werden. Wenn kein Phanotyp auftritt oder er nicht mit dem wr-
Phanotyp korreliert, so kann der Ausschlul3 des pelil-Gens Uber einen Allelietest
erfolgen. Trifft ein wr-Allel mit dem k.o.-Allel zusammen und die Mause sind gesund,
so kann Pelil nicht wobbler sein.

Mit einem Pelil -/- Phanotyp bote sich die Moglichkeit die BAC-Transgenen des Pelil
tragenden BACs 45m7 zu validieren. Es gibt wr-Tiere, die den BAC tragen, aber es
ist nicht moglich, die Expression des Transgens nachzuweisen, und so pelil als
Kandidatengen auszuschliel3en. Eine erfolgreiche Komplementation des pelil-/-

Phanotyp durch den BAC kénnte die Expression beweisen.
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5.5 wobbler — die (un-)maogliche Positonsklonierung?

Im Laufe dieser Arbeit sind 35000 bp vergleichende Sequenzen von WT und WR
produziert worden. In den hier untersuchten Kandidatengenen Otx1, Mor2, Homoloc-
13 und Kiaa0903 wurde keine Mutation gefunden. Zusammen mit den von K. Resch
in ihrer Doktorarbeit untersuchten und ausgeschlossenen Genen Pelil, Ugp2 und
Hcc8 sind keine Kandidatengene mehr vorhanden (s. 5.1.3.2).

5.5.1 Ist ein regulatorisches Element betroffen?

In Ermangelung von Kandidatengenen sollten alle anderen Moglichkeiten, den
wobbler-Phanotyp auszulésen, geprift werden.

Es besteht z.B. die Mdglichkeit, dal3 ein nicht-kodierendes regulatorisches Element
bei wobbler betroffen ist. Im Moment hofft man, solche regulatorischen Elemente
durch den Vergleich der Genomsequenz bei Maus und Mensch zu finden (conserved
non-coding sequences = CNS) (Hardison, 2000). Bei der Funktionsanalyse einiger
CNS hat man herausgefunden, dal® sie Gene im Abstand von mehreren Hundert kb
regulieren konnen (Loots et al., 2000). Das lauft natirlich dem Prinzip der
Positionsklonierung entgegen, da man auch die Expression aller Gene in der
naheren und weiteren Umgebung des nicht-rekombinanten Bereichs analysieren
mulf3.

Die Identifizierung von CNS im Bereich von Otxl1 und Kiaa0903 wurde in der
laufenden Doktorarbeit von J. Choudhouri durch den Vergleich des BACs 123j24 mit
vorhandenen humanen Sequenzen gestartet. Die gefundenen konservierten
Elemente sind jedoch zahlreich und man muf3 sich fragen, ob durch die gesetzten
Auswahlkriterien vielleicht doch das entscheidende Element Gibersehen wird.

5.5.2 Liegt eine Inversion der wr-Region vor?

Es gibt mehrere Hinweise darauf, dal3 die wr-kritische Region von repetitiven
Sequenzen flankiert ist: die Inversion zwischen Maus und Mensch, die dem wr-
kritischen Intervall entspricht, sowie die Schwierigkeit BACs in den flankierenden
Regionen zu finden. Man kdnnte spekulieren, dal? die gesamte Kandidatengenregion
beim wobbler-Tier invertiert ist. Durch eine veranderte Lage im Chromatin oder durch
Unterbrechung von regulatorischen Sequenzen koénnten entweder alle oder die
flankierenden Gene in ihrer Expression beeintrachtigt sein. Bei der Mausmutante

rump white (Rw) wurde eine, allerdings erheblich groRere, 30cM Inversion
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nachgewiesen, die in heterozygoten Tieren zu einem Pigmentierungsdefekt und in
homozygoten Mutanten zur embryonaler Lethalitat fihrt (Bucan et al.,, 1995). Am
proximalen Inversionsbruchpunkt ist das Gen fir das Dipeptidyl-Aminopeptidase-
ahnliche Protein 6 (Dpp6) unterbrochen und es wird vermutet, da3 dies zum
embryonalen Tod fiuhrt. Am distalen Inversionsbruchpunkt hingegen ist kein
strukturelles Gen betroffen, es konnte aber gezeigt werden, dal3 das ca. 200 kb
entfernt liegende Tyrosinkinase-Rezeptor Kit-Gen in seiner Expression beeintrachtigt
ist und so in heterozygoten Tieren zum Pigmentierungsdefekt fihren kénnte (Hough
et al., 1998).

Eine Inversion der untersuchten Region kdnnte auch den pleiotropen Effekt, wie er in
wobbler-Tieren zu beobachten ist, erklaren. Ein pleiotroper Effekt kann durch ein
Gen, was eine Schlusselrolle in mehreren Signalwegen einnimmt, verursacht
werden; es konnten allerdings auch zwei eng gekoppelte Gene betroffen sein. Wenn
durch eine Inversion die beiden flankierenden Gene Kiaa0903 und Pelil
beeintrachtigt sind, koénnte man aul3erdem annehmen, dall ein Gen fir den
neurologischen Phanotyp und ein Gen flr den Testis-Phénotyp verantwortlich ist. In
diesem Fall wirde man auf3erdem beobachten, dal} die Kandidatengenregion sich
nicht mehr verkleinern I1af3t, wie es im Moment der Fall ist.

In der laufenden Doktorarbeit von C. Thiel wird versucht eine chromosomale
Umstrukturierung bei der wobbler-Maus durch FISH (Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung) nachzuweisen. Dabei werden BACs aus verschiedenen Regionen
des Contigs als Sonden verwendet. Die Schwierigkeit besteht jedoch darin, die fur
die Auflésung notwendige Streckung der Chromosomen zu erreichen und gleichzeitig
diese nicht zu zerbrechen, damit die gesamte Region an einem Stiick abgebildet

werden kann (pers. Mitteilung C. Thiel).

5.6 Ausblick

Da keine Kandidatengene mehr vorhanden sind und eine Mutation in einer nicht-
kodierenden oder intergenischen Region immer plausibler wird, gewinnt die
Strategie, den Kandidatengen-Bereich bei wobbler zu sequenzieren, an Attraktivitat.
Der finanzielle Aufwand fur die Sequenzierung dieser ca. 1,5 Mb-Region ist naturlich
enorm, doch es sind Verhandlungen mit der Firma Ingenium Pharmaceuticals

(Minchen) im Gange, die dieses Projekts vielleicht ermdglichen. Die Sequenzierung
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der Region beim wobbler ist nur mit der Fertigstellung der Maus-Genomsequenz
sinnvoll. Denn dann wird das Genom desselben Inzuchtstammes, im dem auch die
wr-Mutation gehalten wird, C57BL/6J als Referenz zur Verfiigung stehen und nicht
das des 129 Stammes, wie es bis jetzt durch die Sequenzdaten der BACs verfligbar
ist. Zwischen C57BL/6J und 129 treten fur eine vergleichende Sequenzierung zu
viele stammspezifische Polymorphismen auf, um alle auf Relevanz fir die wobbler
Mutation testen zu konnen: bei einer Rate von Einzelnukleotid-Polymorphismen
(single nucleotide polymorphisms= SNPs) zwischen C57BL/6J und 129 von eins zu
1000 (Lindblad-Toh et al., 2000) sind in einer 1,5 Mb Region 1500 SNPs zu
erwarten. Auch zwischen dem C57BL/6J und dem C57BL/6J-wr werden einige
Polymorphismen, die nichts mit der wr-Mutation zu tun haben, zu finden sein. Seit
dem Auftreten der wr-Mutation 1956 und der folgenden Inzuchthaltung des Stammes
konnten sich einige Unterschiede zu C57BL/6J ansammeln, wie es z.B. beim
stamminternen Polymorphismus im Cct4-Gen der Fall ist (Rathke-Hartlieb et al.,
1999).

Eine weitere Einengung der wr-kritischen Region ware winschenswert, um
Kandidatengene ausschlieBen zu koénnen und den Sequenzier-Aufwand zu
verringern. Die Weiterfihrung der Interspezies-Kreuzung allein scheint nicht das
Mittel der Wahl. Mit den von C. Thiel in ihrer laufenden Doktorarbeit generierten
Deletionsvektoren, konnen Mause erzeugt werden, die hemizygot fur bestimmte Teile
der Kandidatengenregion sind. Diese Tiere, die meist keinen Phanotyp aufweisen,
werden mit wr/+ Tieren gekreuzt mit dem Ziel, das wr-Allel mit dem deletierten Allel
zusammenzubringen. Da das ansonsten rezessive wr-Allel im hemizygoten Zustand
den Phanotyp auslést, kdnnen alle in der deletierten Region liegenden Gene als
Kandidaten fir die wr-Mutation ausgeschlossen werden, wenn die erzeugten Mause
gesund sind.

In dieser Arbeit wurden die Sequenzen und Exon-Intron-Strukturen von Homoloc-13
und Kiaa0903 erstellt. Es bietet sich nun die Mdoglichkeit diese bislang vdllig
unbekannten Gene einer funktionellen Analyse zu unterziehen. In der gerade
laufenden Diplomarbeit von A. Fritzenkdtter konstruiert sie einen targeting Vektor fur
die cDNA Kiaa0903. Auch fur Homoloc-13 bietet sich ein knock-out an, da es sich
wie bei Kiaa0903 um ein recht grofl3es Gen handelt.

Durch die in dieser Arbeit erfolgte Einengung des wr-kritischen Bereichs, der

Ausdehnung des Contigs und dem Ausschlu3 von Kiaa0903, Homoloc-13, Mor2 und
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Otx1 kann man davon ausgehen, dal3 nun keine Kandidatengene fur die wobbler-
Mutation mehr vorhanden sind. Mit der bevorstehenden Veroffentlichung des
Mausgenoms wird sich zeigen, ob in der distalen Liicke doch noch ein Gen zu finden

ist.
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7 ANHANG

7.1 In dieser Arbeit verwendete BACs

Bezeichnung GroRe (kb) Screening-Marker
22711 110 147n22rev
23805 95 147n22rev
95i23 85 147n22rev
177123 110 147n22rev
165d7 95 9035'n/r
180e24 n.d. 9035'n/r
20921 200 126pl12rev
126p12 80 9035)/k
238h8 180 9035'j/k
76114 180 9035'j/k

1d15 40 9035j/k
109112 50 123j24rev
150h22 50 123j24rev
126p18 n.d. 123j24rev
230al12 120 123j24rev
123j24 100 Otx1

141e23 90 Otx1

178p10 110 MEST13.9/10
208p2 180 MEST13.9/10
200m2 70 MEST13.9/10
4023 20 MEST13.9/10
45i18 95 MEST13.4/5
71m17 100 MEST13.4/5
193f23 95 MEST13.4/5
203019 95 MEST13.4/5
220e4 130 MEST13.4/5
165114 100 Mor2 e/f
40j13 210 Mor2

13909 100 Mor2

12412 95 Pelil

178f18 50 Pelil

71f7 60 Pelil

201121 100 Pelil 5

73f6 75 192h3uni
115n4 110 192h3uni
112b18 45 Murrl

120j16 95 Murrl

206b11 145 Murrl

59b5 180 Murrl

192h23 70 Murrl

161e23 70 192h3rev
109916 50 192h3rev
179b2 95 Cct4
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162d23 75 Cct4
209e4 165 Cct4

4919 140 236pl7rev
62el14 n.d. 236pl7uni
106920 n.d. 236pl7rev
121e4 n.d. 236pl7rev
135c3 190 236pl7uni
15712 90 236pl7rev
236pl7 120 D11Mit19

7.1.1 In dieser Arbeit ermittelte nicht-repetitive BAC-Endsequenzen

in numerischer Reihenfolge:

>40j 13uni
ATACGACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCT
TGACACTGGATGTGATGACAGTCAGT TTTCTTTCTATGACAAGCAGGCTTTTTTTTTTTTTTATTCAGGGATGIT

AAGACATAGGCATATGATAATTAT CAGAAT GAGAACCAAGAAACGGEGACAT GAGGACCAGAGT GACTGGTGTGAC
TGTCCTGTTGCCCTTACTTTACT TGGATGGAAGAT GCACAGGAAGACAATTGTATATTTCAGGACTTGACTCGCTG
CATAAACCACCTGCCTGAAAGACCATTTCTCAAAGTATATGI TGTACCTGAACT TTTCACAGAGT TCCAGAGAAT
ATCTAAATAAATACTGTAAAAAAAAAAACATAATTCATTCACTTTTTTAAAAAAATTTTGI TTTTTCAGGCAGGEG
ATCCTGTAACAGCGT TGECTGTCCTGGAACTCTCT TTGTAGACCAGGT TGECCTATGTAGAAATAGT CATGGAAG
CAAGAACCTATAATTAGTATGAGT GTCTATAAAGT GACCTCATCACGAAACATGAGAGTGECTGT TGTGGTTTCT
GCACTGCCATTTGCTGTGAGAAAaGAAGAC

>45i 18r ev

TGATTACGCCAAGCTATTTAGGT GACACTATANAATACTCAAGCTTTANTAATTTCTTTTTTATTTTTCAATCTC
AAATCTACACAGTAAAATAGGATGCATTTTGRAGGTATTTTCTTTCAAAGCAGCAGT CAATTTAGATTAAAATTG
AACATAGCACTGTTATTGTGAAAACAAGCCCAATTCTCCCGCCATTGCTTGT TTTCCTGACAGCATGTTTCGTAC
ATCTGAAATGT TCAAGCGT ACACAGAGCACT CGGACCT CCCAGCACAGCTCCGGACTCATTAGACTGCCCAGCTT
GATGCT GAAGGCAGAAAT GAAGATCTCAAAGACAGACCCAACACGGT TAGAAATAACAGCACACTAGGT TTCACT
AATAAAAGGACAACGAATTACCATGTCAAATTTGT TAGATTCAGATaAAATAAAAT CTCAACAGGY GAATTCTGA
GITGCTTTAGAAATGTGT TTTTGTAGT TACTTc GATGGAAATGCACATATT

>62el4uni

ATACGACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGEGEGATCCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCT
TTTTTATGAATTTAAAATCATGAGT CAT TTAGGGCCAAGCAAAAAGT CCTTGCAAAATGCT TAAGCTGCTGI CAT
AAGCTATTATAATACTCTCTGTTCTTGACAATTTAAGTCCTTAACAGAACTTGT TAAATTCTGACAATAGTITCTT
CAAGACTTTCATGT TCCATGGCCCACCCCAGCAAATCTAGCTTCCATTTTGAGTGACATTTTTTGITTTTAAATT
TGTAGTGGT TTTGATCAGAGT GTAATCTAGTAATGAAGGTCTCCTGTTTCTTCAGGGTGATTTTATACAACCTTA
ACCTGAGTTGATTATTTCTATATTTGAGAAAATAGCCCCCACACCTTTCCTTTTCCCGCCTTAAAGAAGGT CTAA
TGAATAAAAAGT GCTAATGATAAGAAAATTCCAGGATTATAAAGAT GCATATGACAATGATCAAAAATAAAGCAA
ACAGAAAAT GCAAATACCCATAGAAAAT GGCTAATACAT GCAAAATGT TGYGGAAGT TATCAGATGGATGCTAAC
AGCCTGGCCTTCATATCTGATGGAATAGAA

>71ml7r ev

CATACGCCAAGCTATTTAGGT GACACTATAGAATACTCAAGCTTGAAATAAATGCTTCGCCTTTAAAGAGAACAA
AAGAAAAGGCAGTATCGTGTTTCATAAGT GGAATTTAACAGT TGAATGGECTTACTTTATTTACCCATGACTTTTC
TGCTACTTGGCGAAAGT TGAACGGAATCAAGCTCATTCTCACGT TCACCCCTCCCTGCCTTCCCTCACCTCTTGTA
GTGCTGAGGGAAGAATGAACTGTTACAACATTAAGACGT GTCCAAAGTCTTAGAGCGCTTTTCTCAGAGCTGI TAT
GGCCAGACAGGCTAAAATTCACTTCATACTCTTTAGTCTGGCATTCAAGATCTTATATAGI TTGGTGGTAGCTTA
TTTTCTGTGITGCTTTGTAGAAATTCTCTTTGGGCAGGT TTCTATTTATTTTACACTGAAGAAACTTTTGGTTCT
AATCACATAAAATTACCTCTATTTTCTAAATACTTGCTAATATTTCCCTCTCTCCCTTTGTGTGTGTGTGTGTGT
GIGIG
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>71ml7 uni

GACTCACTATAGGGCGAATTCGAGCT CGGTACCCGGEGGATCCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTACA
CTTTTTAATCATCATTATGTACAATTAACACAATTTCAAAAGCCTTCAATATTTAATTCTTTGCTAGCTAGAAAC
TGCTCCCAAGAGT TTTCAATGAACCT CTAGGCAATCATTGAAAGGCAGACAGATATTCTTATGGGAT TACAAGCA
GAAAACCTACATGTGAAGATTGACGCCTTAGT TATGTCACAACATAAACAAGGTACCTACCAGGCTACTTGACTT
ACCAAGT TTAAACAGT AGCACACCCAAAGGT CCTTTGT TGAACCT GAGGAAGAGAAGATCACAGATTTCTCCTCT
TTTAGGCTTCTGGAAAACAACAGGAGGAGCCATCCACTGCATTTGAACAAGACT GCTTGAAACATCAAAGAACTT
CTTGAATTGCAGAGT CTCCTTCGGTGAGTAATCTTCTGCCAAGAGCT GGATGT TGATAGGGGACAGAGCAATATC
AAAAATTTGTAGCTCCCCTTGE TGCTGCCAACCAGAAGAAT GGCGCCACT TGEGTGECAGCTTATCAATGAAQGG
CCTAAGT TCAGCCT GGGCCAGGAGAGT CACACCACgG: GAGCTTCATAGAGAAL TACTGAAGAGTCTTcACAGCC
CACGA

>95i 23 rev
ATAGAATACTCAAGCTTAACTGTGAAATGATATATGATAATTTGAAAATAATTATGCAGTCTTCAATGAGACACC
ACTAAAGT AAGGCAGT TCTGAATTAAAGT AGCATGTGACATTCCAGT TTTAGCTGCTGTAACTTTAATTTGGGT T
TTATCTCAGGATAGAACTGTCTCTTCAAAACATCTCAAGCTGATAAAACAT CCAGGCAGAATTTTGICCTCCTTC
AAATTGTACAAAAAGT GTGGGT AGCAAGCCACCGGGTAATGGECT TATGGATCTACCCAGACTTACTGAATATTGC
TAGCTGCCTGAGCATTTTTCTTTCACTGAAGT GCTTCAGAACATCTGAGT TAAATAGCTCACATAAATAGATCAA
AATAATATTGTATTTAAGTAGCAGATCACTGTATAGTACTGTACTGGECTGGT TTTGTGTGTCAACT TGACACAGG
ATGGAGT TATCGTAGAGAAAGAAACT TCAGT TGGGEA

>123el4rev

ATGATTACGCCAAGCTATTTAGGT GACACTATAGAATACT CAAGCT TCAAGGATTCATTTGT TCAGTGATGTAGC
GITGGATTCCAACCTGTAACTGTCTGT TAACCTGACT TGGGCTGGTGTAGTATTCAAAAGGAGAGCTGIGITTCC
AGTTACATGT GCTAAAACT CAGGTCAGCACCTACAGATATATTTCATGT TTCTCCTGAACCCTATTCCTATGCTT
AAGCAGACATCTCTTTCCATGCACCCTAAACTGTCTGT TTCTTTGAATCACCAAGGT TAACAGCAATGITACTTC
ATATGCATTTACTTTTTTTTATTTAGATTCTATTTATCCAGT CTTAAAGGAAACACAGTITCTCCTTCTTTACACC
ACACCATCTCTAATCAAAGAAAGT GAGAGAGAAGAT GGAGAAGGAGGGT GGGAGAAT TCAAg GGAAGG

>123el4uni

ATTGTAATACGACT CACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATG
CAAGCTTCTAAAACAAAAATATCAAAATAGT GTAGAATAATAATGTGCATCATGACT TCAGGGCTATGT TGGCCT
GTTGCTCAGTGAAATTAGAGAAACTATCAGAAGAAATGGAGT TCCTAGAGAATTTCTTACAAGGAAGAGTTTGT G
AGGAAAGACCTGCTTGGGGEGCAGCTACT GAAGT TTAAGAAACAGAAGAGGCCATGGTATTTCAATCAAGATGACT
CTCTCTTTCCAGCTTGGT CTACAGAGATAGT TCTAGGATAGCCAAGGCTATGT GAAGAAATACTGT CAATTAAAA
ACAACAACAATAACAACAACAACAAT GCATACAGAGAAAGGTGTGCTGCT TTCTGACAGGAGCATGGT TTAGTAT
TTACTGCTCTTGI TTCCTGT GGCAGAAGCTAAGAGCCAGTGATTTGAATTGAGAGGTAAAATTCCTTCCTGAGT T
CATAGCTGICTTGTATTTATGGAGGATCAACTTGATGT TGATTTTTAAGACTATTTTA

>126pl2uni

GGCGAATTCGAGCT CGGTACCCGGGGATCCCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTTGAAGT TTATCATATA
ACTGCAAGTAACTCAGT GAGCCCTGCT T TCCCAGGT ACCAAACAGGCTCCACACCTTTCATGTAATAGACAGTTT
AAGAAAGGCACAGGTAAGCTATATAATTGT CATTATATGCACAAAGACT GAAGT GGTATGTCTGTAAGT CCATAT
TAAGTTGTAGCTTCTGTGAGCTAGTGCTCATTAAGATTCATGT TATTTTACTAAGTACTAAGAATAGT CACTAAC
AAATTCTGACATAACATCCTTTTATGGAAGATTTGACAGACAATAAAATATATTAAGATATATATCTGAAATTTA
TAATGTGGTATATAAAAGAT AAGCAGATATTTGTATAAAATTTAGCTGCAAT TAGAACCT ACCAAACATAAAAGT
CCACATTACATTTTTGGTGT TAGATACTGGTTCTGTCATCTTCCTGTCAAATGAAGCATTCTATTTATCCTAAGC
AGAATTCCTTCCATTGTITCCTTCCTTTCTTAATCATGGTCTTGT TGTGTAGCT CAGGT TAGCTGGGAACTCATGG
CAGGCAGCCACCT CCTCTGCCTCCT TATCGAGAAGACT ACAGGCAGGAACGACCACCACACCTGGTTTGACTCTA
AGCAAAGCT TTTGAGT ACAAAGCAT GGGGCAT GGGGGEGAGGAACAAGCAAACATAAT GCTGTAAAT CAGCTGT CA
CGCTCTTCATTCCTTGTGTAGCACACCTAACCTTG

>126pl2rev

TTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTAGCAATTTATTTTAATGAACAAACTGAACTTAATACT TGCACGTA
AGTAACTAAAATTTTATTTTGTCTCTGATAAAACTCAAACTTTCAGTGAATATTAGAATTTTAAAAACTTTCTAC
ATGCTACCTTTAGTTATAGTTTCTCAATGCTTAAAGGT TTTTCTGATAGAATAGGT GGCAGTATAAAAATATGAT
TTATTTTTGGTAGAGAATAATGAAATGT TTCAAATAT CCAAGAGT CTACAGT TCCCCCAGACACCAAAGTATAAG
ATTGAAAAATTATGGACGAGT GGATAATTCATATAGT GTGCATTATAGTACAATGCAATTTTAATTT TACAGGGA
TTAAAAAGT TCATTGATAAGGT TTCACCATTTGTGTTACTGT TAACTGT TGAAAAACCATTATTTGAATTTTGGG
ACGCATCTCAAGTATGAAGACCTAAAGT GATATGAAGT TACTAAAATATTGGGT TTTTTTCCCCAACTATATAAC
TGTGAGTCTTGATTTTGTATAATCAAGAATATATATCATCACACAGATGGAATATACCAGAAGAGTTGACTTTCA
AGTAGACATTAAAGAGATTTTAAGGCGAGT GAGAAAGAAAAATACCT TAACCAATGTGGAAACAAACATTTTCTCA
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CTAGGATTTTTTTATATAGAAAGGTATATTTATTTTAAAAACCATGT TATCATGAGT TTGGAATTTTAANTCACC
TATTTTTTAATTTAAAATTTTTTCGTCACCAATATAT

>135c3rev

TGATTACGCCAAGCTATTTAGGT GACACTATAGAATACT CAAGCTTACTAAAGT GAAATGGAGGAAACTGCTTAG
CTGCCTTGGCTTGT GCGGAGAGAAGACCT TTAT GCT GAGCAGT GAACACAT GT GGCT TAGGGGATTTAAGCTGTA
GTCTAGAAGCAGTATCAGAGT TCTCCAGCTTTTCACCAACCT GTGAGAACAGTGAGTCCTTGITTCTCCTTCTGC
ATCTGCTATCCACCCACTCTCAGTITTGT TTAGGTAAAAAT GCTGACAGATGAAACT GAAGATCTGAAAGCAAGAC
AAGAATAAGGTAGATGCTTTCAGCCTTGTACCT GCTGGGCCACTGAGGGTAAGCATATTTTTATAGGCTCCTGCC
AGCACCCCAGTATCCCTCGGECTCTGTTAGAGACATTATCTCTGGGATCTGTAACCATAACCATCTTCCTTTGCTC
ATGCGAGGCTAGCGAGT TGTAATAGT TCACAATGCTAGCCCCCAATACTACACACACCTGTAGGTTTCTATGICCT
TGCCATTTTGGATTGI TCCTTCTATTAAGI TTTGAACGT TATTCTTTTTGI GTGT GGCAGT GCAGACCTGAATAG
ATTCCACACTCAATGATATAACAGT GGT GGAGGAAAT GGCTAAAGACT CAAAAGT TAAATAAAATTCCCAAGT CA
AGTGCTTTCTTTAAAGAAGCTTGCA

>135c3uni

ATACGACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCT
TCGCTGGCCT GCAGCT GGAAAAAT AAT GGAAGCGCAGGGTACTGTCTTTTGTGACAAAGT TTCCTCTGGTATGT T
ACAATTATAACGTAGAAAATGATACCT TAGACGGCAACTAATTTGT GAATCCTGGGAAATGCTCAGTGATTCCTC
ATCAGGACTGCAGAACCTGATCTGTAAAAAT TTGGGCCT CAGCGGGAGECTGT TTGCGCTGAGCGATTTGCATTT
CAATTGTAGGT CCGGGGCAACCTTTAAATCTTGGCTGGCGCTGGACCACATCEAATTTTTCTTTTTCTTTTTCTT
TTTCTTTTTTTTTTTTTTTTCTTTTTCCTCTGGT GT GCTTGAGAAAAAAGAATGCTATCATACATCAATTCCACA
ATGGTGTACAGGT CGT TACAGT GAAGGAAGT GT GGAGT GGATGGACT TAGT CTCAATGAGCAATTATaTCCAATG
TCTACAATTGCAAGGGAAATGCTAT CCCAT GGGTAGGAT CAGACCACACATTGT CTGT TAGCCCATAAGCAACCA

>1571 2uni

ATCACTACAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTTCTG
ACCAACCATCAGT TGAGAATAAGTATTAAAAGATTTTTAGTATAAGAGATTAGCCCCACTTGTTATTCACAATCT
CTTTCCTGGTCTCATACT GACACATAATACT GATGACCACAGAGGT GCAAT GT GTAAACAAGAAACAAGGTCTCT
TTTGTTGAAAAT CAAATAGACCCCAGAAAGATTTTAATGCCATTTAACACAGCATCTTTAGAGCCTGACATAATG
TTTATCAACACAGTAATACTAGCCCATTCAGCTATTAGCACT TGCCAGAATGGAATAGGTATCTTGT TATGGICC
TGTTTGAACACCACATAGAAATACT TGGGCTGCAGATATTTATTTTTTAATTGACACAAAGT CATACGTATTTAT
GGAGTGATAGTGATCTCTTATTATATGTATGCATTGT GCAAAGT CAAGACTAGATTAAAC

>161e23 uni

TATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGATCCT CTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTTACAAATGCA
TGGATGACAAGTACATGT CACATACAGATGGATAAATTAATATAGTAGAAT TTTTAATTATAAAAT TAAAAAGAG
TGGGAGCCAGACGGT GGTGGT GCACTGCCT TTAATCCCAGCACT TGAGAGGCAGAGGCAGGCGGATCTCTGAGT T
CAAAGCCAGCCT GGT CTACAAAAACAGAAAAACAGAAAGGAAAAGAAAAGT GCTTGT TGCTCTTCTAGAAGAGCC
AGGGT TGATTCCCAGCACACAAATGGT GACTCACAACCCAGT GTTACTGCAGT TTTAGGGGATCAGAGGTCTTTC
TGGTCTCCAATTGAGGCAAAACAT TCATACACATGAAATAAACAAATTTAAAAAT TAGAAAAAGAAATTGTTTCA
ACTAATTCTTTCATTAAAAAAACAAAACAAAACAAAT TCCACAGAATTTTGCATAGCCAGGCACAGTGCTTGTAC
ACGGCTGCAGT CCTAGAACT GGGGAGGAAGGAGGAGGAGGATTTGGAAGATG

>161e23rev

TATTTAGGT GACACTATAGAATACT CAAGCT TCTAACTGT GAAAAGATTTAAAGAAAAGT TAAAGCAAT GAAGGA
ATACAACAACAACAGAAAGCT GCTACAGATGTAAGT GAACAAGAAGGCCATGT TCCAGCCCCAGCAGGCAGCAGG
ACTTGGCAGCTTCAGCCTTGICTTTCTGGCT TTAGAGGCAAGGATAGAAGAAGGGEGGT CACAGAATCTCCCTCTG
CAGCTATGGAAAGCCCCT GAGGT CAGGCTTGT GTCAGGGGT GTCCCTGCAT GGAAGCCCTCTGTGAAGCTGTGAT
TTCCCTCAAGT TGCTGGAGAT GCCAGAGT CATTGAATACCTGCTAT GGAGAACT GCTAACAGAGTATAGAACCAG
CCCAAGAAAGAGAAGT GGGT TGTAGT CAACAAAGCT GATAGGAGT TGGAGATCT GAAGAGCGCTTTGACATCAGA
CATGGAGATGCAGAGTI TTAGAGT TTGTCCTACTGGATCTTGGTCTTGCTTTGTCCAGCATTTCCTTGGTATGITT
CCTTTCCTCCCTTTTGGAACCATGGTGTG

>165I 14r ev

AAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCT TTATTTAGT TTGTATGT GT TTTCAAGGGTAAGCCTAAAAT
GAGGTATATTTAATGTGGT TCTCGAACTCTTCAGAGAACTACT GAAAATGGTATGCCCTTCCCCAAGCCTTGAGC
AGGCTTGATAAACAT TAAGT GCTTGCCATGGT TGAAAT CCAGCT GAAACAAAGGATGGTCTGTGGECCTCTCCCTA
TATAAACACAGTGGTGACTATTAAACTTTGAGCCTTGATCACTTCATCCTGCTCTTGTGCCCCACCCTTTTCATT
TCCAGCCCCCTTTTCAGGTAACCCAGT TAATTCATGGCTGCT GGACAGGTACAGGT GGT GT CCAACATGGGEGECCT
GAAAGT GGGAGAT CCACT GAGAAACGCT CAGT GGAGCATTTT TGGT GGAGCT CCACAAAAAAAAAACAAAAACAA
AAAAAAAAAAAAAACGGAAGAAAAAT AACAAT AT CCT GCAT GATGATAAGCAACAAACAGCATTAATGCTAGTGC
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TAAATTTTATTTTTTAGAGGCTGT TGT TGCAGGAGGT GCAATAAGGGEGAT GCAGGCTAGGT TGAAgAGGTGT TGA
CCCCGATGCTGAATTCACCT AGGGEEGT GGCAACAAAAGEG

>1771 23 uni

CTCGGNACCCGGEEGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCAT GCAAGCT TCAACGAGAAAGT CTGGGACCCCAGACC
CCGTCCTCCAAGT TGCAACCGT CACTGECCTCAGCTCCTCTCTCCT GATCTGCCCCAGCAGAGGGCAATGCCCAC
CCACCTCAGTINTATCAAGAGCCCANATGAACT CTGT GGCCT GAGACAACT GT GCCAGGAGCT CCAGCCTCCCTAA
CTTTAACCCCAGT Tt GATCTTTGI CAAAACT AAAAAAGGACTAAAAT TGTCCTGAGCATGTCTTTCCTTCCAGAA
GTATACATCAGCCTCTTCCACTGTATTTGGATGAAAAGACT TTGEGGATCACACGATTTGGT CAGAGT CGACCCC
ACGEC

>178f 18uni

GTAATACGACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCAT GCAA
GCTTCCTTGCTTGAGATCTGT CCGAGT CAAGGACACT CCTGAGT GGAGT GT CCATGGAGACAGACACTGCTCGCTT
ACTGCCTTTTTTCCATTTCTCCTATCTTCTGATTTTAAGGT TGCTATGAAATTAAAAAGAGT TCAATGCTTGAAG
GATGAAAAGTCCAGI TTTTATCTTATCTGI TCTAGTATTTCATGAGTATTTAACTTCAGGT TGGT TACAAGCAGA
ACTCGGTGITTCCATTATCCCTGTGTATTCTCTCTCTCACGTGTI TTGTGTGTGTGTATGTGTCATGGTGCTCTTA
TGGAGATCAGAGGTCACTTTAAGCTGTCAATACTCACTTCCACTTTGAGTCAGGTCTCTGTCACTACATATACTG
GGCTAGGGGECCTGTAGGT TTCTGCTGATTTTCCTATCTCTGCCCCCCATCTCACCATAGGATCTATGATCACAAT
TGCACATTACTGI TCCTAGATTATCAGGATTCTAGGGACACAAACT CAGATCCTCACCCCCGT GTAAAGCCTGCT
TCCATGGACCCATCACCCTGITTTATTTTCTTGCAGACCT

>178pl1l0 uni

GTAATACGACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAA
GCTTATAAACAGCAGGAAAAAAGT TGATTCTTTCATCAATATTTAGAGCAAGGAT CTGCAAACATTTTCTATAAA
GTGCATGATAGAAAATATTTAGGCTTTGTAGACTATGATGATGT TATAGCTGTGT TACTCTGACGT TATACCAAA
AAAAAATCCTAAATAAATTCTTAATTGAAGGT CCTTATGI TCCTAAAAAAAATGTAATTATCATAAAAACATGAA
TTTCATACAGTGTTGTAAAATATGCTTTGATTTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCAAAGTGCAAAAAGTCTTTT
GTGGGGAGACTTTGGCTACCTAGCTTTTCCTTTTTACTCGAAAGCCTTACAGT GTTGGAGGGTAAATTGGATATG
CACCTTTAGCCATACATATTCTGACCTCAGATTCAGAGT AATGAGGCAGGAGGGT TGCTTTGAGT TTAAAGGTAG
CCTGGAAAGGTCTCAAAATAAAGE GAATCCTTACTAGCGCATAGCT TGGCTGGTAAGACGGCTTCTGGGGTTAAG
ATACCTGCTACCACGCCTGAGT TCAACCCCT CTGATCTACAT GGT GAAGGGAGGGAGCT GGCTCCCCCAAGCTGT
CCTCTTGGCCCAGAAAGTGCATTACTTGTTATAACTCTGGCTCATGT CAGGTGTGGTAGTGTGCACTGTAATTCT
GGCACT TGGGAGT TGGAGGCAGGAGAGGCAGAT GGT CCAACCACCCATGGEGTACACAGTGATTGAGT TTCAGGCC
AGCATGGACTACAGCACATTTACTGec TGBCCAGGC

>192h3uni

TACGACT CACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGTACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CCTTAAGGT CCCCAGAAAGATGCCAGTAACTCTATTACCCCCATTTAATCAAGCAAAAAAGTAGCTTTCATGITG
AAGACCGT GGGCAAGT CACACAGGGGECACTTGT CATTCCT CCCAGACCCAACCCCCACCCCCATCCCACATCCTA
GGCGCATCTGT CTCCAAGCGAAGGAT GTAGGAT GGCTACCT GGT GGCCACAGCAGCAGCCACACAATCCTCTCCA
TGGCAGCTATTTGCAAACATGAGAATCATCCCAT CTCTGGGTAAAAAT AGAGCCAAACGCT CCAAAGT AGGAAGA
GT GTCTGGGAGAAGAAAGCTGCC

>192h3rev

CTATTTAGGT GACACTATAGAATACTCAAGCTTGATACAAAATATTGAATTATTCTTTTCAAACAAGTATTACCA
ACTAACTTTAATAT TGACAGATGATAAAAGGATACT TGCCTAGAGCATAGT AGGTACAGAGT GGAAACTCTTAAA
ACATTGAAGT GACCCAGATGGCTTTCTCAGAGT CAGACTATCATCGT GCAGGCACTCACAGCCCTATCCCTGAAT
GCAGCCTTGCTGCTTAGAGCACTGTCTATGAAACATTTGGGCTGTGTGCTTGT TTGGATTTTCTATTCACAGATT
AAATGAAGAATCTCTTTGGTATAAACTCCCACTTCAGTGTGGGCATTTATACCATTTTTCTTTGAGATTAGAACA
GCCACCTGACTTTGGTGATTATATTTTTGTITCCTTTGAATTGTGT TTGGATCTTTCAGCATCTGACTGGAATACA
TGTTGTTCTTCGGTGT TTGECTGACGATCCCT TTAGT GCAGT GCGGAGGAGATC

>2211 21r ev

GAATTGACTACGCCAAGCTATTTAGGT GACACTATAGAATACTCAAGCTTATATTTAAAACATTTCAAAAATGCA
TTTGACTCTTAAAATCTAGGCTATACTAGGGAGGATGT TTTTAATAGAATCAAACAAATTAAAGCTATGGAAGGG
TGTTTGCTATTTTTATATCATTTATTATTGT TGGTGT TGATGATGATGATGATTTGT GT GT GTACCATGGT GCAT
GAGGAGGT TAAAGGGCAACT TTTGGAAGT CAGTGCTGT TTCCATGATAATTGCCTATATGAACAGCTATTAATTA
ATAAATGTCTTGGCT CCAGGT AGAGAGCCCAACAGATATGGTNTAAGAAGAT GGCTGCTCTGAGT CAGAAAGCCA
GAGAATGGAAGCTGT CTACATCT TGGGEGCAGATATTGATTTAACTGTGAATTTTAAAATTGGGATTATTTGCTTT
TAGGATAGATTTATGTCACgATTTTATCGAAAT CACGT GGGGAAT TTTGCCTGGGT TTGGAACTAGGAAAGGGAA
AATTTGTCACCTGATTTCCAACGT
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>2211 21uni

CGACTCACTATAGGGCGAATTCGAGCT CGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTGG
GTTAGGGAATATAGCTCCCTATAACTATTATCCATTTCTATATGGECCCATCAACATTGGCACTGACCTCTCTTCC
TTTGCCTCCTGATAAAGT GGTAGCTTTGGT CTCCACT TTGCCCAAACATGGATTCTTTTATTTGTTCTAGAATAG
TTAAAAGT TAGAGGCAAAT GACCAAAAT GGGCTTTGT CTTGAACAGACAACAGGTATGTATATTGGTACACTAAT
AGACAGT CCCTAGGGT TGACAAGAAGT CCAAAGAACCAGGT TCAAAAAAT TGAGCCAGGGGACT CCAGAGT TGGC
TCAGTGGTACTTACTAGI TACTCTTGCAGGTAACATGGATTTACTTCCCAGTATCCACATGGCATCTCACAGCCA
TCTGITACTTCAAGT CCCAAGAGT TACCGTATCCTTTTCCAGACT CCCTGGCACTAGGCATACATATGGCGCACA
GATAGATATACAT GAGGGCAAACCACT CACACACACACAAT GAAAGAAAT GATCCAGAGAACT GAGCATGCACAA
CTCTAGTCTTAGCACTTGCAA

>203019 uni

ACTCACTATAGGGCGAAT TCGAGCT CGGT ACCCGGGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTAAGG
GITCTTTGGAAAGT CAGT TGTGT TGGGTGGTGI TTTGCTGGGACAAGTACATGAAGGAATGT TTCACTGAAGCAG
ATACAGGTGAAAGGATGT TTTATTAAAGCAAGCATGT GAAAGGACACATGATGAAGAATCCTTTCCTAACATGTA
TTGGTTTGCCTTACATTGCATAGI TAAGCTCCATTTGT CAGAACTGTATAGAGAGAAATGCACCAAAAAACTTCT
GGCGATGTGCTAGCAGCTTTTTGCTGCTTCCTCAGGCTCTGGCTGATTGGTAGAGT GATGT TAGCAGAGACAAAC
TCCTGI GCTAAGGCAAGAACT GTGGAGGACGCTTGATGT TTGCAGGGT GTGTAAAT AGGACT GAGCAGACGGT GG
TGGAGACTTGAGCTTGGT TTGCTTGTATAGCTAAATGATTCTTGGTCCTACATCTTTGCTGATCTTCACTTTGCT
GAGAGAGACAAGGCAGACGT TTCCTGGTTGTAATCGCTCCTGATGACT CGT GCTGATTCAGCCTAGGCCTAGCTG
TCTCTGCTAGGT CATGCCACTGCTGCTGCTATGCCAACTCGACCTAACT GGACAGCTGGTATATCTGTGAAGT GT
TTGCAAGT GGAGCCGAGCTACT GCTTGCTGACCT GGGAACTGAAA

>209f 21 uni

TCACTATAGGGCGAATTCGAGCT CGGTACCCGEGGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTCCTCTG
CAGCCTCCCGCCACCCT GAECAGT CAGAACT CTGCAGGAGACCAGT ATCTGTGECCT TCAGT GCGAGGEGGT GAGC
AATGTCATTGGT CCTGAGGT CAAAACAAGGGEGGT CTACAATGECCTCCTTTGT TCTCTGCTTTGCTGTAGAAGEC
TAAATAATATGGTACTCATGGT TAATTCTGAAGAAAAAAAGAATCATGCAAACCTAGATTTTTTTTTTCTAAGAA
TTAAAACAGAACAAACAATATTTCACCCCATATGCAAAAACATTCTTGCGATAGT TGCTACTCTGCCATATGGAG
GGTACTTAGTAGA

>209f 21 rev

AAGCTATTTAGGT GACACTATAGAATACTCAAGCTTCCCTTAGGTTACTAGCTTGCTTTGGEGGT TCTAATTTTGT
CCATACAGATGAGTACCATTTTTAAGCTTCTGTCTTTCACAATAACTTTTTATAACCCTTTCTGTGCTCATCTCT
AAAAATGTTTACGTTTATATGT TTAGCCATGTTTAACACTCATCTGCAACATTTCTCTTTTGTTCCTAAACAATT
CTTGCTAGAAGCTACGTCACTAACCTTCCCATATTAACAAGT CTTCAGCTCTGCTGACCCTAATGAACATTCATC
TTCTATCTCACTTTCTACTCATTTTTAACATTTGCATCATACTTTCTATGTTTTTATTCTATCTAAACTCCTGAA
TTTTGATCAGCTTTTACTGIGCCTATACTGTATTTAAACTATGTATTTCTTGGGGECAGGACCCAAAAGCAAGTCC
CAGAACAAAAGCCAAAGAAAAACCAGGAAGACCCCT GGECCTGCTGGT CAGCCAGT CCAGT TAATTGGCAAGTTT
TAGGACAATAAGAAACCT TGT CTCAAAATCCTGAGCCTACACCCACACATGCATG

>220e4 uni

CGAAATCGAGCTCGG ACCCGGGGATCCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCTTGTCTTAGAAAAGT GCAC
AAATTCAAGTGCACATTTTTTTCTAAGTAAATACAT TCACGAGGT CAAATCAGGAAT CAAAAAATAGAACATTGC
CAGAACCTAAGAGCTGTATTTTCCTCATTATATTCATTAACCTGT GCCAGCTCTAATGATGAGT TCTTAGCCCAT
GATTTAGTACATGAAATGGATTATGTAAATATAATTATGACATTTGGAGATAAGT CCAGAGAGAAGAAATTACTT
GCTTTAGGTCACAAAACAATTTAGCACAGGAATTAAGGTAGT CTTCAAACCTGCTATGACCCATCCAGTATTCAT
CCTATCTTGCCACCGATTTTGTTTTAATTAAAACAT GGCAAGAAACCGACAAATCTATTGGATGT TAGCTCACTA
TTTCTCTAATGTAGAGTCAAGACTTCCAAACATGAAGE TTAGTATATGTATCATTTCACCATCTTCCACATATC
TATCTCAAAAACATTGTGCTTCTCATATTGTAGTAGACAACAGAGACAATTAGATACT CAGAGATGGGT CTCAAA
ATACATTTGCATAAGGCAAAGTATAAATAGAAAATATAACTCTCCTTTATCAGTAACTGTCTTCTGGCAAAAGAT
TCgATTACGTGGTG TTCACATTGG
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7.2 Vergleichende Sequenzierungen der Kandidatengene

7.2.1. Mor2

7.2.1.1 Gesamtsequenz mit Primer-Positionen

AGTCTGI TCCGCTGTAGAGGT GACCTGACTGCTGGAGACTGCCTTTTGCAGGT GCAGAGATCGGCCTTCCAGI TT
MOR2 5
GCAATAATGT CTGAACCAATCAGAGT CCTTGTGACT GGAGCAGCTGGTCAAATTGCATATTCACTGI TGTACAGT

nor 2e>
ATTGGAAATGGATCTGT CTTTGGGAAAGACCAGCCCATCATTCTTGTGCTGT TGGACATCACCCCCATGATGGGT

GTTCTGGACGGT GTCCTGATGGAACT GCAAGACT GTGCCCTTCCCCTTCTGCAGGATGTCATTGCAACGGACAAA
<MOR2F

GAAGAGATTGCCTTCAAAGACCT GGATGT GBCTGT CCTAGT GGGCT CCATGCCAAGAAGGGAAGGCATGGAGAGG

AAGGACCTACT GAAAGCCAATGT GAAAATCT TCAAAT CCCAGGGCACAGCCT TGGAGAAATACGCCAAGAAATCA

GTTAAGGT CATTGT TGT GGGAAACCCAGCCAATACGAACT GCCTGACAGCCTCCAAGT CAGCGCCATCGATCCCC

MOR2G <MOR2H

AAGGAGAATTTCAGT TGCCTGACT CGCT TGGACCACAACCGAGCAAAATCTCAAATTGCTCTTAAACTCGGTGTA

ACCGCTGATGATGTAAAGAATGT CATTATCTGGGGAAAT CATTCATCGACCCAGTATCCAGATGTCAATCATGCC

MOR2C

AAGGT GAAACT GCAAGGAAAGGAAGT CGGT GT GTATGAAGCCCT GAAAGACGACAGCT GGCTGAAGGGAGAGT TC

MOR2A
ATCACGACT GTGCAACAGCGT GGT GCTGCTGT CATCAAGGCT CGGAAGCT GTCCAGT GCAATGTCTGCTGCGAAA
<MOR2B

GCCATCGCAGACCACATCAGAGACATCTGGT TTGGAACCCCAGAGGGAGAGT TCGTGTCGATGGGTGI TATCTCT

GATGGCAACTCCTATGGTGTCCCTGATGACCTGCTCTACTCACTCCCTGT CGTGATCAAGAATAAGACCTGGAAG
MOR21 NT8A <MOR2| NT8B

TTTGTTGAAGGCCTCCCCATTAATGACT TCTCCCGT GAAAAGAT GGACCT GACAGCAAAGGAGCT GACCGAGGAA

AAGGAGACCCCTTTTGAGT TTCTCTCCTCTGCGT GACTAGACACTCGT TTTGACATCAGCAGACAGCCGAAGGCT

GAGGAATCAAAATGTCGTCTTTGAGCCTAGTACCAAACAGTAATAATGCTACATTCAAATTGT GAACAGCAAAAT

ATTTTAAATAGTGTGTGCTTTATGATTTGTGAAAGT CTATCATGT TGTTAGTGCTGCAATCTAAATAAAAGTATA

TTCAAGTGAAAAT <MOR2 3'

7.2.1.2 Sequenzdaten von WT und WR

SWM 5 f mit Prinmer f

AGACACGT CCAGAACACCCATCAT GEGGEGT GATGT CCAACAGCACAAGAAT GATGGGECTGGT CTTTCCCAAAGAC
AGATCCATTTCCAATACTGTACAACAGT GAATATGCAAT TTGACCAGCT GCTCCAGT CACAAGGACTCTGATTGG
TTCAGACATTATTGCAAACT GCAAGGCCGATCTCTGCACCT GCAAAAGGCAGT CTCCAGCAGT CAGGTCACCTCT
ACAGC
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SR 5 f mt Priner f

AGGACACGT CCAGAACACCCAT CAT GGGGGT GATGT CCAACAGCACAAGAAT GATGGGCTGGTCTTTCCCAAAGA
CAGATCCATTTCCAATACTGTACAACAGT GAATATGCAATTTGACCAGCTGCTCCAGTCACAAGGACTCTGATTG
GTTCAGACATTATTGCAAACT GCAAGGCCGAT CTCT GCACCT GCAAAAGGCAGT CTCCAGCAGTCAGGT CACCTC
TAAGC

>WI' he mit Priner e

AGCAGCTGGTCAAATTGCATATTCACTGT TGTACAGTATTGGAAATGGATCTGT CTTTGGGAAAGACCAGCCCAT
CATTCTTGIGCTGT TGGACATCACCCCCATGATGGGTGI TCTGGACGGT GT CCTGATGGAACT GCAAGACTGTGC
CCTTCCCCTTCTGCAGGATGT CATTGCAACGGACAAAGAAGAGATTGCCTTCAAAGACCT GGATGT GGCTGT CCT
AGTGGGCT CCATGCCAAGAAGGGAAGGCAT GGAGAGGAAGGACCTACTGAAAGCCAATGTGAAAATCTTCAAATC
CCAGGGCACAGCCTTGGAGAAATACGCCAAGAAATCAGT TAAGGT CATTGT TGT GGGAAACCCAGCCAATACGAA
CTGCCTGACAGCCTCCAAGT CAGCGC

>WR he mt Priner e

TGGAGCAGCTGGTCAAATTGCATATTCACTGT TGTACAGTATTGGAAATGGATCTGT CTTTGGEGAAAGACCAGCC
CATCATTCTTGT GCTGI TGGACATCACCCCCAT GATGGGT GT TCTGGACGGT GT CCTGATGGAACTGCAAGACT G
TGCCCTTCCCCTTCTGCAGGATGI CATTGCAACGGACAAAGAAGAGATTGCCT TCAAAGACCT GGATGTGGCTGT
CCTAGT GGGCTCCAT GCCAAGAAGGGAAGGCAT GGAGAGGAAGGACCTACT GAAAGCCAATGTGAAAATCTTCAA
ATCCCAGGGCACAGCCT TGGAGAAAT ACGCCAAGAAAT CAGT TAAGGT CAT TGT TGT GGGAAACCCAGCCAATAC
GAACTGCCTGACAGCCT CCAAGT CAGCGCAT

>W he mt Priner h

AGCTGTCAGGCAGT TCGTATTGGCTGGGT TTCCCACAACAATGACCTTAACTGATTTCTTGGCGTATTTCTCCAA
GGCTGTGCCCTGEGATTTGAAGATTTTCACATTGGECTTTCAGTAGGTCCTTCCTCTCCATGCCTTCCCTTCTTGG
CATGGAGCCCACT AGGACAGCCACATCCAGGTCTTTGAAGGCAATCTCTTCTTTGT CCGT TGCAATGACATCCTG
CAGAAGGGGAAGGGCACAGT CTTGCAGT TCCAT CAGGACACCGT CCAGAACACCCAT CAT GGGGGTGATGI CCAA
CAGCACAAGAATGATGGGECTGGTCTTTCCCAAAGACAGATCCATTTCCAATACT GTACAACAGT GAATATGCAAT
TTGACCAGCTGCTCCAGTCACAAGGACTCTGATTAA

>\W\R he mit Priner h

AGTGICAGGCAGT TCGTATTGGCTGGGT TTCCCACAACAATGACCTTAACTGATTTCTTGGCGTATTTCTCCAAG
GCTGTGCCCTGEGATTTGAAGATTTTCACATTGGCT TTCAGTAGGTCCTTCCTCTCCATGCCTTCCCTTCTTGGC
ATGGAGCCCACTAGGACAGCCACATCCAGGTCTTTGAAGGCAATCTCTTCTTTGICCGTTGCAATGACATCCTGC
AGAAGGGGAAGGGCACAGT CTTGCAGT TCCATCAGGACACCGT CCAGAACACCCATCATGGGEGGTGATGI CCAAC
AGCACAAGAAT GATGGGCTGGT CTTTCCCAAAGACAGATCCATTTCCAATACTGTACAACAGTGAATATGCAATT
TGACCAGCTGCTCCAGTCACAAGGACTCTGATT

>SW gb nmit Primer b

AGTCGTGATGAACTCTCCCT TCAGCCAGCTGTCGTCTTTCAGGGCT TCATACACACCGACTTCCTTTCCTTGCAG
TTTCACCTTGCCATGATTGACATCTGGATACT GGGT CGATGAATGATTTCCCCAGATAATGACATTCTTTACATC
ATCAGCGGT TACACCGAGT TTAAGAGCAATTTGAGATTTTGCT CGGT TGT GGT CCAAGCGAGT CAGGCAACTGAA
ATTCTCCTTGGGGATCGATGGECGCT GACT TGGAGGCT GTCAGGCAGT TCGTATTGGCT GGGT TTCCCACAACAAT
G

>WR gb nit Prinmer b

TCGTGATGAACTCTCCCTTCAGCCAGCTGTCGTCTTTCAGGGCT TCATACACACCGACTTCCTTTCCTTGCAGI T
TCACCTTGGCATGATTGACATCTGGATACT GGGTCGATGAATGATTTCCCCAGATAATGACATTCTTTACATCAT
CAGCGGTTACACCGAGT TTAAGAGCAATTTGAGATTTTGCTCGGT TGTGGT CCAAGCGAGT CAGGCAACT GAAAT
TCTCCTTGGGGATCGATGCCGCTGACT TGGAGGCT GTCAGGCAGT TCGTATTGGCTGGGT TTCCCACAACAATG

>mtclnt8b mt Priner Int8b

TATTCTTGATCACGACAGGGSAAT GAGT AGAGCAGGT CATCAGGGACACCATAGGAGT TGCCATCAGAGATAACA
CCCATCGACACGAACT CTCCCTCTGEGEGT TCCAAACCAGATGTCTCTGATGTGGT CTGCGATGGECTTTCGCAGCA
GACATTGCACTGGACAGCT TCCGAGCCT TGATGACAGCAGCACCACGCTGI TGCACAGT CGTGATGAACTCTCCC
TTCAGCCAGCTGICGTCTTTCAGECCT TCATACACACCGACTTCCTTTCCTTGCAGI TTCACCTTGGECATGATTG
ACATCTGGATACTGGGTCGATGAATGATTTCCCCAGATAATGACATTCTTTACATCATCAGCGGTITA

>wclnt8b mt Priner Int8b
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TTATTCTTGATCACGACAGGGGAAT GAGT AGAGCAGGT CATCAGGGACACCATAGGAGT TGCCATCAGAGATAAC
ACCCATCGACACGAACT CTCCCTCTGGEGEGT TCCAAACCAGATGTCTCTGATGTGGTCTGCGATGECTTTCGCAGC
AGACATTGCACT GGACAGCT TCCGAGCCT TGAT GACAGCAGCACCACGCTGT TGCACAGT CGTGATGAACTCTCC
CTTCAGCCAGCTGICGTCTTTCAGGECCT TCATACACACCGACTTCCTTTCCTTGCAGI TTCACCTTGGCATGATT
GACATCTGGATACTGGGTCGATGAATGATTTCCCCAGATAATGACATTCTTTACATCATCAGCGGT TA

>mclnt8b mt Prinmer nor2c

ATGTCATTATCTGGGGAAATCATTCATCGACCCAGT ATCCAGATGT CAATCATGCCAAGGT GAAACTGCAAGGAA
AGGAAGT CGGTGT GTATGAAGCCCT GAAAGACGACAGCT GGCTGAAGGGAGAGT TCATCACGACTGT GCAACAGC
GTGGTGCTGCTGTCATCAAGGCT CGGAAGCT GT CCAGT GCAATGT CTGCT GCGAAAGCCATCGCAGACCACATCA
GAGACATCTGGT TTGGAACCCCAGAGGGAGAGT TCGTGTCGATGGGTGT TATCTCTGATGGCAACTCCTATGGT G
TCCCTGATGACCTGCTCTACTCATTCCCTGI CGT GATCAAGAATWMGACCT GGAAGT TTGT TGAA

>wc Int8b Priner nor2c

ATGTCATTATCTGGGGAAATCATTCATCGACCCAGTATCCAGAT GT CAATCATGCCAAGGT GAAACT GCAAGGAA
AGGAAGT CGGT GT GTATGAAGCCCT GAAAGACGACAGCT GGCTGAAGGGAGAGT TCATCACGACT GTGCAACAGC
GTGGTGCTGCTGT CATCAAGGCT CGGAAGCT GT CCAGT GCAAT GTCTGCTGCGAAAGCCATCGCAGACCACATCA
GAGACATCTGGT TTGGAACCCCAGAGGGAGAGT TCGTGTCGATGGEGTGT TATCTCTGATGGCAACTCCTATGGT G
TCCCTGATGACCTGCTCTACTCATTCCCTGTCGTGATCAAGAATAAGACCTGGAAGT TTGTTGAAG

>WI3" 8a gelesen nmit 3

TCATAAAGCACACACTAGTTTAgTAATATTTTGCTGT TCACAATTTGAATGTAGCATTATTACTGTTTGGTACTA
GGCTCAAAGACGACATTTTGATTCCTCAGCCT TCGGCTGTCTGCTGATGT CAAAACGAGT GTCTAGTCACGCAGA
GGAGAGAAACTCAAAAGCGGTCTCCTTTTCCTCGGTCAGCTCCTTTGCTGTCAGGTCCATCTTTTCACGGGAGAA
GTCATTAATGGGGAGGCCTTCAACAAACTTCCAGGTCTTATTCTTGATCACGACAGGGAGT GAGTA

>WR3" 8a gel esen nmit 3'

TCATAAAGCACACACTATTTAAAATATTTTGCTGT TCACAATTTGAATGTAGCATTATTACTGTTTGGTACTAGG
CTCAAAGACGACATTTTGATTCCTCAGCCT TCGGCTGTCTGCTGATGT CAAAACGAGT GTCTAGT CACGCAGAGG
AGAGAAACTCAAAAGCGGTCTCCTTTTCCTCGGTCAGCTCCTTTGCTGT CAGGT CCATCTTTTCACGGGAGAAGT
CATTAATGGGGAGGCCTTCAACAAACTTCCAGGTCTTATTCTTGAT CACGACAGGGAGTGAGTA

7.2.2 Otx1

Exon 1:

>WT555 seq 1.2

TGACTGCTCT GGCCT CAGGCCCCCTGENT CCGT CGEGEECACCT CCACCCGECTGT TAGCATGATGTCTTACCTCA
AACAACCCCCATACGGECAT GAACGECECT GGECCTAGCT GECCCT GCCAT GGACCT CCTGCACCCCT CCGT GECECT
ACCCT GGTGAGCAGT GECCCTCTGCCCCTACCCTCAAACCT CTGTAAATATTGGGEGGATTCCATCCTCTACAGT T
TGAA

>WI555-i nt 1a

GAGGT TTGAGGGT AGGGGECAGAGGGCCACT GCTCACCAGGGT AGCCCACGGAGGEGEGET GCAGGAGGT CCATGGECAG
GGCCAGCTAGGCCCAGCCCGT TCATGCCGT AT GGGEGT TGT TTGAGGTAAGACATCATGCTAACAGCCGGGT GGA
GGTI GCCCCGACGGAT CCAGGGEGEGECCT GAGGCCAGGAGCAGT TCAGGGCTCCCACTGCGAAGT CCTTCAAGCTGT T
GCTTCTGGGEGGECCTGECCTANGGAGACAGCAGACACAT GGAAACCTTCACCCGCAGICAGTITTGGCTTTCAGCTC
CTCTAATCCTTGAAT GGGGAGGGGEGECECGT GCTAGGAACT GCACAGCAGGCAATCCGAGAAACGTCTTCTCCTTT
AGCTCGGCAGCTACACAGCTTCTCAGGAAAGTAAACTTTTCCCACATCGTITCCTTCCTCTTTTAG

>\WR 555 seq 1.2

TGAACT GCTCCTGGCCTCAGGCCCCCT GGAT CCGT CGGEGCACCT CCACCCGECTGT TAGCATGATGTCTTACCT
CAAACAACCCCCATACGCCATGAACGGECT GGECCTAGCT GGCCCT GCCAT GGACCT CCTGCACCCCT CCGT GGG
CTACCCTGGT GAGCAGT GECCCTCTGCCCCTACCCTCAAACCTCTGTAAATATTGEEGGATTCCATCCTCTACAG
TTTGA

>WR555- i nt 1a
GAGGT TTGAGGGT AGGGGCAGAGGGECCACT GCT CACCAGGGT AGCCCACGGAGGEGEGET GCAGGAGGT CCATGGCAG
GGCCAGCTAGGCCCAGCCCGT TCATGCCGT AT GGGEGT TGT TTGAGGTAAGACATCATGCT AACAGCCGGGT GGA
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GGT GCCCCGACGGAT CCAGGEGEECCT GAGGCCAGGAGCAGT TCAGGGECTCCCACT GCGAAGT CCTTCAAGCTGT T
GCTTCTGEEEECCT GACCTAGGGAGACAGCAGACACAT GGAAACCT TCACCCGCAGT CAGTTTGECTTTCAGCTC
CTCTAATCCT TGAAT GECGAGGEEECELGT GCTAGGAACT GCACAGCAGCCAAT CCGAGAAACGTCTTCTCCTTT
AGCTCGGCAGCTACACAGCTTCTCAGGAAAGTAAACTTTTCCCACATCGI TCCTTCCTCTTTTAGGGCTTGACAA
GGGCCAAAGACACT CCTCGAGT GT CAACAGGAAGGAAAAGT TAAAGCGT GAT CAGGCT GAGGAGGT GAGAGCCGG
GACCGCCGAGGEGTGCAAAATCCCAAGTGAAGTCAATTTTTTTITT

Exon 2:

>WI231-i nt 2c

AGT CCGAGGGGECGGANNNGT AGCT CCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCTTCACCCTGCTCACTGTAGGT T
TGGTTCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGEGAAT GGAACGAAAACCCGGENCGGT CANG
AAGAAGT CGTNTCCAGT ANGCGAGAGCT CGGGT TCAGAGAGCAGCGGECCAGT TCACGCCGCCCGCCGTATCNAGC
TCTGCTTCTTCGT CTAGCT CAGCGT CCAGT GCCTCCGCCAACCCCGCGECT GCTGCGEECCECEEECCTGRGTGEG
AACCCAGT GBECAGCAGCGT CCTCTCTGAGCACGCCTACTGCT TCGT CCATCTGGAGCCCGGECCTCCATCTCGCCG
GGCTCAGCGCCGACATCCGTATCGG

>WIr231- 231b

GCTGAGAGCGAGAGCGTACTNCTATTCCGGGAAAGAAACGGAGGGECCAAGT GGGAGCACCGEGEECCCCACCT CCAA
GCGGEGAGAAGGECT GCAT CCTCCACCCCCAACCAAGT GGCACACAGAT GCGAGCGGECAGT GCAGGCAATGAATAT
CTTTTGCGECGACTGAAAATTAAGT TTTGGAAAAGCCAAGGCAAAGCCGEGT GGNGCAGCAGCAGCAACAGGATGG
GGACCATGGAGGGTATAGGTAGT TGCGT TTCTTCTCCACTTCCTTTCCCT CCTGGEGCT CACAAGACCT GGAACCG

>WR231-i nt 2¢

GT CCGAGGGGECGGANNNGTAGCTCCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCTTCACCCTGCTCACTGTAGGTTT
GGTTCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGGEGAAT GGAACGAAAACCCGGCCGGTCAAGA
AGAAGT CGT CTCCAGT ACGCGAGAGCT CGGEGT TCAGAGAGCAGCGGECCAGT TCACGCCGCCCGCCGTATCTAGCT
CTGCTTCTTCGT CTAGCTCAGCGT CCAGT GCCT CCGCCAACCCCGCGGECT GCTGCEECCECGEEGECCT GGGT GGGA
ACCCAGT GGCAGCAGCGT CCTCTCTGAGCACGCCTACTGCTTCGT CCATCTGGAGCCCGGECCT CCATCTCGCCGG
GCTCAGCGCCGACAT CCGTAT CGGT GCCAGAGCCACT GGCCGCTCCGAGCAACGCCT CGT GCATGCAGCGCTCGG
TAGCCGCAGGT GCGECCACT GCCGCAGCCTCCTACCCTAT GT CCTAT GGCCAGGGCGGAAGCT AT GGT CAGGGAT
ACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTTGGECGGET GTAGACT GCAGCTCCCTACCTAGCGCCCATGCACTCTCATCAC

>WR231- 231b

CGCACGAGCT GAGAGCGAGAGCGTACT GCTAT TCCGEGAAGAAACGGAGGGECCAAGT GGGAGCACCGEECCCCAC
CTCCAAGGGGEGAGAAGGGECT GCAT CCTCCACCCCCAACCAAGT GGCACACAGAT GCGAGCGGCAGT GCAGGCAAT
GAATATCTTTTGGGGGACT GAAAATTAAGT TTTGGAAAAGCCAAGCCAAAGGCGEGET GGTGCAGCAGCAGCAACA
GGATGGECGACCATGCCAGEGTATAGGTAGT TGCGTTTCTTCTCCACT TCCTTTCCCT CCTGGECT CACAAGACCT
GGAACCGCCACGAGCCTTGGTCCT TATAGT CCAGACAGT CGCGAGAGT TGAAATTGAGT TTCCAGGCAGAGGAAG
CAGCGGECEECEECEEECT CCTTGTAATCCAAGCAAT CGCCAGAATTGAAGGCGAG

Exon 3

>WI Exon 3 nt Priner Gtx1.7

GGGECGGEGTTTTCGTTCATTCCCGCT CTGCTGCT GCTGGECGECACT TGECGCGECGGT TCTTGAACCAAACCTACA
GT GAGCAGGGT GAAGGAGAGGGEGAT CAGGEGEGECTGECTAGT GGAGCTACT CCTCCGCCCCTCGGACTCATACCCC
GCCCAGGATCTCGGGAAGCTCTCAATCC

>WI Exon 3 Priner OGx1.I1nt2c

GGCGEGEGTAT GAGT CCGAGGGEECGGAGGAGT AGCT CCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCT TCACCCTGCT
CACTGTAGGT TTGGT TCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGGEGAAT GGAACGAAAACCC
GGCCGGTCAAGAAGAAGTCGTCTCC

>WI' Exon3 Priner otxl.8

TGGCCGCTCCGAGCACGCCTCNT GCATGCAGCGCTCGGT AGCCGCAGGT GCGGECCACTGCCGCAGCCTCCTACCC
TATGI CCTATGGECCAGGECCGAAGCTATGGTCAGGGATACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTTGECGGTGTAGA
CTGCAGCT CCTACCT AGCGCCCATGCACT CTCATCACCACCCGCACCAGCT TAGCCCCATGGCACCCTCCTCCAT
GGCTGGECCATCATCACCAT CACCCT CATGCGCACCACCCACT GAGCCAATCTTCAGGCCACCACCACCACCATCA
CCACCACCACCACCACCAAGGT TATGGAGGCTCTGGGCTCNCCTTCAATTCTGCCGATTGCTTGGAT TACAAGGA
GCCCNCCGCCGCCGCTGCTTCCTCTGCCTGGAAACTCAATTTCAACTCTCCCGACT GTCTGGACTATAAGGACCA
AGCCTCGTGGECGGT TCCAGGT CTTGT GAGCCCCGGAGGGAAAGGAAGT GG
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>WI' Exon3 Prinmer otxl.3
TTCACGCCGCCCGCCGTATCTAGCTCTGCTTCTTCGT CTAGCT CAGCGT CCAGT GCCTCCGCCAACCCCGCGECT
GCT GCGGCCGCEEGECCT GGGT GGGAACCCAGT GGCAGCAGCGTCCTCTCTGAGCACGCCTACTGCTTCGTCCATC
TGGAGCCCGGECCTCCATCT CGCCGEGECT CAGCGCCGACAT CCGTAT CGGT GCCAGAGCCACTGECCGCTCCGAGC
AACGCCT CGT GCAT GCAGCGCT CGGTAGCCGCAGGT GCGGCCACTGCCGCAGCCTCCTACCCTATGT CCTATGGC
CAGGGCGCGAAGCTATGGT CAGGGATACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTTGGCGGT GTAGACTGCAGCTCCTAC
CTAGCGCCCATGCACTCTCATCACCACCCGCACCAGCTTAGCCCCATGGCACCCTCCTCCATGGCTGGCCATCAT
CACCATCACCCT CAT GCGCACCACCCACT GAGCCAATCT TCAGGCCACCACCACCACCATCACCACCACCACCAC
CACCAAGGT TATGGAGGCTCTGGGECTCGCCTTCAATTCTGCCGATTGCTTGGATT

>WI' Exon3 Prinmer G xl1.int2c

AGT CCGAGGGEGECGGANNNGT AGCT CCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCTTCACCCTGCTCACTGTAGGT T
TGGT TCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGGGAAT GGAACGAAAACCCGGENCGGTCANG
AAGAAGT CGTNT CCAGT ANGCGAGAGCT CGGGT TCAGAGAGCAGCGGECCAGT TCACGCCGCCCGCCGTATCNAGC
TCTGCTTCTTCGT CTAGCT CAGCGT CCAGT GCCT CCGCCAACCCCGCGECT GCTGCGECCGECGEECCTGEGT GGRG
AACCCAGT GGCAGCAGCGT CCTCTCTGAGCACGCCTACTGCTTCGT CCAT CTGGAGCCCGGCCTCCATCTCGCCG
GGCTCAGCGCCGACATCCGTATCGG

>WI' Exon3 Priner Qx1.231b

GCTGAGAGCGAGAGCGTACTNCTAT TCCGGGAAAGAAACGGAGGGCCAAGT GGGAGCACCGGEGECCCCACCT CCAA
GGGGEGAGAAGGGECTGCATCCTCCACCCCCAACCAAGT GGCACACAGAT GGGAGCGGCAGT GCAGGCAATGAATAT
CTTTTGGGCGACTGAAAAT TAAGT TTTGGAAAAGCCAAGGCAAAGGCGGEGT GGNGCAGCAGCAGCAACAGGATGG
GGACCATGGAGGGTATAGGTAGT TGCGTTTCTTCTCCACT TCCTTTCCCT CCTGGGECT CACAAGACCTGGAACCG

> WR Exon 3 Priner Ox1l.Int 2c

CTGEGECGGYy GTATGAGT CCGAGGGEGECGGAGGAGT AGCT CCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCT TCACCCT
GCTCACTGTAGGTTTGGT TCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGGGAAT GGAACGAAAA
CCCGGCCGGTCAAGAAGAAGTCGTCTCC

>WR Exon 3 Prinmer Otxl1.7

GGCGGGTTTTCGTTCATTCCCGCT CTGCTGCTGCTGGCGGECACT TGGCGCGRCGGT TCTTGAACCAAACCTACAG
TGAGCAGGGT GAAGGAGAGGGGAT CAGGEGGECT GGCTAGT GGAGCTACT CCTCCGCCCCTCGGNCTCATACCCCG
CCCAGGATCTCGGGAAGCTCTCAATCC

> WR Exon 3 Priner Ox1.int2c

GT CCGAGGGGECGGANNNGT AGCTCCACT AGCCAGCCCCCTGATCCCCTCTCCTTCACCCTGCTCACTGTAGGTTT
GGT TCAAGAACCGCCGCGCCAAGT GCCGCCAGCAGCAGCAGAGCGGEGAAT GGAACGAAAACCCGGECCGGTCAAGA
AGAAGT CGT CTCCAGTACGCGAGAGCT CGGGT TCAGAGAGCAGCGGECCAGT TCACGCCGCCCGCCGTATCTAGCT
CTGCTTCTTCGT CTAGCT CAGCGT CCAGT GCCTCCGCCAACCCCGCGECT GCTGCGECCECGEEECCT GEGT GGGA
ACCCAGT GGCAGCAGCGTCCTCT CTGAGCACGCCTACT GCTTCGTCCATCTGGAGCCCGGECCTCCATCTCGCCGG
GCTCAGCGCCGACATCCGTAT CGGTGCCAGAGCCACT GEGCCGCT CCGAGCAACGCCT CGT GCATGCAGCGCTCGG
TAGCCGCAGGT GCGGCCACTGCCGCAGCCTCCTACCCTATGT CCTATGGECCAGGGECGGAAGCTATGGT CAGGGAT
ACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTTGGECGGT GTAGACT GCAGCTCCCTACCTAGCGCCCATGCACTCTCATCAC

> WR Exon 3 Priner Ox1.3

CTCGGGTTAGAGAGCAGCGGCCAGT TCACGCCGCCCGECCGTATCTAGCTCTGCTTCTTCGTCTAGCTCAGCGTCC
AGT GCCTCCGCCAACCCCGCGECT GCTGCGECCECGEECCT GEGT GGGAACCCAGT GECAGCAGCGI CCTCTCTG
AGCACGCCTACTGCTTCGI CCATCTGGAGCCCGGECCT CCATCT CGCCGEGECT CAGCGCCGACATCCGTATCGGTG
CCAGAGCCACT GGCCGCT CCGAGCAACGCCTCGTGCAT GCAGCGCT CGGT AGCCGCAGGT GCGGCCACT GCCGCA
GCCTCCTACCCTATGTCCTAT GGCCAGGGCGCGAAGCTAT GGT CAGGGATACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTT
GGCGGTGTAGACTGCAGCTCCTACCTAGCGCCCATGCACTCTCATCACCACCCGCACCAGCTTAGCCCCATGGCA
CCCTCCTCCATGGCTGGCCATCATCACCAT CACCCT CAT GCGCACCACCCACT GAGCCAATCTTCAGGCC

> WR Exon 3 Prinmer xx1.8

TGGCCGCTCGAGCACGCCTNNT GCAT GCAGCGCT CGGT AGCCGCAGGT GCGGCCACT GCCGCAGCCTCCTACCCT
ATGTCCTAT GGCCAGGGCGGAAGCTATGGT CAGGGATACCCCGCGCCCTCCTCTTCTTACTTTGGCGGTGTAGAC
TGCAGCTCCTACCTAGCGCCCATGCACTCTCATCACCACCCGCACCAGCTTAGCCCCATGGECACCCTCCTCCATG
GCTGGCCATCATCACCATCACCCTCAT GCGCACCACCCACT GAGCCAATCTTCAGGCCACCACCACCACCATCAC
CACCACCACCACCACCAAGGT TATGGAGGCT CTGGECTCGCCTTCAATTCTGCCGATTGCT TGGATTACAAGGAG
CCCNCCGCCGCCGCTGCTTCCTCTGCCTGGAAACT CAATTTCAACT CTCCCGACT GTCTGGACTATAAGGACCAA
GCCTCGT GECGGT TCCAGGT CTTGT GAGCCCAGGAGGGAAAGGAAGT GGAGAAGAAACGCAACTACCTATACCCT
CCATGGTCCCCATCCTGTTGCTGCTGCTGCACCACCCGCCTTTGCCTTGGECTTTTCCAAAACTTAATTTTCAGTC
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CCCCAAAAGATATTCATTGCCTGCACTGCCGCTCCCATCTGT GTGCCACT TGGT TGEEGGT GGAGGATGCAGCCC
TTCTC

> WR Exon 3 Primer Ox1.231b

CGCACGAGCT GAGAGCGAGAGCGTACT GCTAT T CCGGGAAGAAACGGAGGGECCAAGT GGGAGCACCGGGCCCCAC
CTCCAAGGGGEGAGAAGGGCTGCATCCT CCACCCCCAACCAAGT GGCACACAGAT GGGAGCGGCAGT GCAGGCAAT
GAATATCTTTTGGGGGACT GAAAATTAAGT TTTGGAAAAGCCAAGGCAAAGGCGGEGT GGT GCAGCAGCAGCAACA
GGATGGGGACCATGGCAGGGTATAGGTAGI TGCGTTTCTTCTCCACTTCCTTTCCCTCCTGGGCTCACAAGACCT
GGAACCGCCACGAGGCT TGGTCCTTATAGT CCAGACAGT CGGGAGAGT TGAAAT TGAGT TTCCAGGCAGAGGAAG
CAGCGGCGECGECGEEECTCCTTGTAAT CCAAGCAAT CGGCAGAAT TGAAGGCGAG

7.2.3 Homoloc-13

7.1.3.1 Sequenzierungen des cDNA-Klons AI891998

>Al 891998 mit MEST13.5 sequenziert

AAAATAGACGCCCAGAAAAACT TCGAGAT TCACT GAAGGAGT TGGAGGAACT GATGCAAAGCAGT CCGTGTGTGC
TGAGCAAAT GGAAGAGCAAATACATCTGCCAGCTCCTGT TTGGT TCAGGT GTGCTGGTGTCCCTAAGTCTTTCTG
GGCCTCAGCTGGAGAAAGT GGT GAT TGACAGAAGCCT GGT GGGGAAGCT CATCTCAGACACCATCAGTGATCGCTC
TCCTTACAGACAGT TTCATCATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGT TTTATTCAGTTTACAAAGAAAA
TGGATTCTCTTGATGGAAACAAGAGGCT GGAGAAACT CTCAGCCTTGGACCT TAAGATTTCCTATTATGACATAC
CTGGCCCAGCCAACAGGACAATAGATCGT CACT TAGCT GTCAACT CCACTCAGGATCTAGI TGTTTGTTGGTGGC
CGCTAGTCAGTGATGATGT TTGECCTTGGACTCCAGT TTCT TCT GAGAAGGACAGAGCCAATATGCTGT TCCTGG
GCTTTACTCAAGGAGGATTGGAGGGTCTAAGT TTTGT TCGCACAGAAT GGAGT CCCCTGGATGT TCACT TCGGCA
CCAAACAACCTTATCAGGT GT TCACAGT GGGAGTGCTCCGTCAGT G

>AA891998 sequenziert mt Primer MEST13.4

ACACACGGACTGCTTTGCATCAGT TCCTCCAACT CCTTCAGT GAATCTCGAAGT TTTTCTGGGCGTCTATTTTTG
AGTGTCCAAGGATAATCTCGTGATTCTGCCAGCCTTTGT TTTTCTTCTAAGT TACCATGCTCTGT TGCTGATACT
GATGGATCTTTCTTGTCATAGT ACTAGT AGACGCCGATGT CTCTATCCGCAATGTGTAAGGCCCTTTTCAGAGAC
CACAGGTGTAGT TCAGT CAAGCAGAAAGACAT CT GACAGCAGAGGAAATCTCT GT CCAGCCT GGGACGT GAGAAC
ACAGCTCCACAAGCT CTTGGT CT GGAGAGCGCT CAGGT CCAGT AGGCCAACAGT GCTCGAGGAATTCCGCAGCTT
TTAGAGCAGAAGT AACACT TCCGTACAGGCCTAGAAGT AAAGGCAACATCCACTGAGGAGCAGTTCTTTGATTTG
CACCACCACCGGAT CCGGGACCT GAAATAAAAGACAAAAAGACTAAACT TACCAGT TAACTTTCTGE TTTTCAG
AGCTTGGATCT GTAACGGCGCAGAACAGAAAACGAa ACAAAGACGT AGAGT TGAGCAAGCAGGGT CAGGCAAAGC

>Al 891998 mit Priner 71ml7for b sequenziert

CACCAAGT GGCGCCATTCTTCTGGT TGGCAGCAACCAAGGGGAGCTACAAATTTTTGATATTGCTCTGT CCCCTA
TCAACATCCAGCTCT TGGCAGAAGAT TACT CACCGAAGGAGACT CTGCAATTCAAGAAGT TCTTTGATGT TTCAA
GCAGTCTTGTTCAAATGCAGT GGATGGCTCCTCCTGT TGT TTTCCAGAAGCCTAAAAGAGGAGAAATCTGTGATC
TTCTCTTCCTCAGGT TCAACAAAGGACCT TTGGGT GTGCTACTGT TTAAACT TGGCATCCTCACACGAGGACAAC
TGGGCCTGGTAGACCTCATCTTACAGT ACAT TCACT ACAGT GAGGTATAT GAGGCCATCAGCATCCTGCGCAGCA
TGGACT GGGACACCCT GGECCAGCAGT GTTTGAT CGGCATGGGCACCATCGT GAACCATCTTCT TAGACAGAGGC
TCACACCAGAGAGAGAAGCACAGCT TGAGGCGAGCCT TGGAACCT TCTATGCTCCAACAAGACCACT TCTGGATA
CAACTATTTTGGAATATAGAGAGCCAGT CAGCAAGT AT GCCAGGAGGCTCTTCCACCACCT GCTCAGGTACAAGA
GATTTGAAAAGCGC CTTTCTTCTAGCTGT TGACAT TGGAGCTCGTGACCTGT TCATGGACATTCATTACCTTGCTC
TAGATATGGGT GAACT GGCACT GGCT GAAGT GGCAAGAAGAAG GBCGCATGATAT TGATGT TGAGT CAGTATCCT
CTGGAGT CGATGAGGATc CAGACT CAGAAA T TCCAGAGCGGGAAT GGAGACCAT GCCAATTTGGCTGCATACTgG
CACAt TCAGAGTCACT

7.2.3.2 Sequenzierungen des cDNA-Klons AA823259

>AA823259 mit T3 sequenziert

TTGCEECCCCAATCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTCCGGAACTTTTATTGAGGGTCACTTATGCAATGCT
ACATGTACTACTATCTTTCCTTCTATTAAAATCCACACGTGAAGATTTTTATTGATCAGGT CAATAGAAAAGAAA
TGAAAAGGCCAGCTTTCTTTTTGGTGI TTCGGATGATTTACACCAAACCAAAGT GAACCATTCTGAGAGAACCAA

CATCTCCAATGICCTGTTTCCTTTGGTCTTCTTTCAGI TCTCCTTCTGCATTCCAGGT GGT GGCCCCTGAAGAGT
CAGIGCATAACTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCTTCCTCAGTCCTTCTCTCAATTGCCCATCTGC
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TTGAAGGGCCATTTGGTATTTTCTGT TGAAGAGT TTGCATGT GT GT TGAACCAAT GGAAGGAAGAAGGCCTGGAA
ACTTGITTTCTCCTTCAGGCAT GAGAGCT GAGCTGGCAAAACCTTCATTCAGCATGTCTCTTCTGT CCAAGEECC
CCAGGAGCTCGACT CCAGAGGATACT GACTCAACATCAATATCATGCGCCTTTCTTCTTGCCACTTCAGCCAGT G
CCAGTTCACCCATATCTAGAGCAAGGT AATGAAT GT CCATGAACAGGT CACGAGCT CCAATGT CAACAGCTAGAA
GAAAGCCTTTTCAAATCTCTTGTACCTGAGCAQ GT GGT GGAAGAGE CTCCTGECATACT TGCTGACTGGECTCTCT
ATATCCAAAAATAGT TGTATCCAGAAGTGGTCTTGTTTGGAGCATAGAAgG: TCCAAGGE TCCCCTCAAGCTGT G
CTCTCTCTCTGGG

>AA823259 nmit T7 sequenziert

ATTGGCCTCGAGGCCAAGAAT TCGGCACGAGGGAAAAACT TCGAGAT TCACT GAAGGAGT TGGAGGAACTGATGC
AAAGCAGT CCGT GTGTGCTGAGCAAAT GGAAGAGCAAATACATCTGCCAGCTCCTGT TTGGT TCAGGTGTGCTGG
TGTCCCTAAGT CTTTCTGGGCCTCAGCT GGAGAAAGT GGTGAT TGACAGAAGCCT GGT GGGGAAGCTCATCTCAG
ACACCATCAGTGATGCTCTCCTTACAGACAGT TTCATCATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGTTTTA
TTCAGTTTACAAAGAAAAT GGAT TCTCT TGATGGAAACAAGAGCGCT GGAGAAACT CTCAGCCTTGGACCTTAAGA
TTTCCTATTATGACATACCT GGCCCAGCCAACAGGACAATAGATCGTCACTTAGCTGTCAACTCCACTCAGGATC
TAGTTGTTTGT TGGTGGCCGCTGGTCAGTGATGATGT TTGGCCT TGGACTCCAGT TTCTTCTGAGAAGGACAGAG
CCAATATGCTGI TGCTGGGCTTTACTCAAGGAGGATTGGAGGT TCTAAGT TTTGT TCGCACAGAATGGAGT CCCC
TGGATGT TCACT TCGGCACCAAACAACCTTATCAg GTGT TCACAGT GGAGT GCTCCGT CAGTGTAGACAAgGAGC
CATGGCTGACAGCTGTATTTATGAATCTGT CCGGAACAAACT CCACTGCGT GTCAGT TACCAGAATACCACTAAG
ATCGAAQ GGCATCAGCT GCTGCAGGAACT CTACGGAAGACAAACT GATCGT GBGCTGTGAAGACTCTCAGTAAL T
CTCTATGAAGCTCACCGTGGTGTGA

7.2.3.3 vergleichende Sequenzierungen von WT und WR

>SWF ML3 1.7. mit Priner 7 gel esen

ATCAGTATCAGCAACAGAGCATGGTAACT TAGAAGAAAAACAAAGGCT GGCAGAATCACGAGATTATCCTTGGAC
ACTCAAAAAT AGACGCCCAGAAAAACT TCGAGAT TCACT GAAGGAGT TGGAGGAACT GATGCAAAGCAGT CCGT G
TGTGCTGAGCAAAT GGAAGAGCAAATACATCTGCCAGCTCCTGT TTGGT TCAGGTGTGCTGGTGTCCCTAAGTCT
TTCTGGGECCT CAGCT GGAGAAAGT GGT GAT TGACAGAAGCCT GGT GGGGAAGCT CATCT CAGACACCATCAGTGA
TGCTCTCCTTACAGACAGT TTCATCATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGT TTTATTCAGT TTACAAA
GAAAATGGATTCT CTTGATGGAAACAAGAGECT GGAGAAACT CTCAGCCT TGGACCTTAAGATTTCCTATTATGA
CATACCTGGCCCAGCCAACAGGACAATAGATCGTCACTTAGCTGT

>WR nl3.1.7 mit Primer 7 gel esen

ATCAGTATCAGCAACAGAGCATGGT AACT TAGAAGAAAAACAAAGGCT GGCAGAAT CACGAGATTATCCTTGGAC
ACTCAAAAAT AGACGCCCAGAAAAACT TCGAGAT TCACT GAAGGAGT TGGAGGAACT GATGCAAAGCAGT CCGT G
TGTGCTGAGCAAAT GGAAGAGCAAATACATCTGCCAGCTCCTGT TTGGT TCAGGTGTGCTGGTGTCCCTAAGTCT
TTCTGGGECCT CAGCTGGAGAAAGT GGT GAT TGACAGAAGCCT GGT GGEGAAGCT CATCTCAGACACCATCAGTGA
TGCTCTCCTTACAGACAGT TTCATCATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGTTTTATTCAgTTTACAAA
GAAAATGGATTCTCTTGATGGAAACAa g AGCCT GGAGAAACT CTCAgCCTTGGACCTTAAGATTTCCTATTATGA
CATACCTGGCCCAGCCAACAGGACAATAGATCGTCACT TaTCCTGT

SWF nil3.1.7 mit Primer 1 gel esen

ATCTATTGTCCTGT TGGCTGGGECCAGGTATGI CATAATAGGAAATCTTAAGGT CCAAGGCTGAGAGT TTCTCCAG
CCTCTTGTTTCCATCAAGAGAATCCATTTTCTTTGTAAACTGAATAAAACATAGT TTGTTTTGTGCCAGAAATGA
TAAGATGATGAAACTGT CTGTAAGGAGAGCATCACT GATGGT GTCTGAGAT GAGCT TCCCCACCAGGCTTCTGTC
AATCACCACTTTCTCCAGCT GAGGCCCAGAAAGACT TAGGGACACCAGCACACCT GAACCAAACAGGAGCTGGCA
GATGTATTTGCTCTTCCATTTGCTCAGCACACACGGACTGCTTTGCATCAGT TCCTCCAACTCCTTCAGTGAATC
TCGAAGTTTTTCTGGGCGTCTATTTTTGAGT GTCCAAGGATAATCTCGTGATTCTGCCAGCCTTTGITTTTCTTC
TAAGTTACCATGCTCTGITGCTGATACTGATGGATCTTTCTTGICA

>WR nl3.1.7 mit Primer 1 gel esen

ATCTATTGTCCTGT TGGCTGGGCCAGGTATGT CATAATAGGAAATCTTAAGGT CCAAGCCTGAGAGT TTCTCCAG
CCTCTTGTTTCCATCAAGAGAATCCATTTTCTTTGTAAACTGAATAAAACATAGT TTGTTTTGTGCCAGAAATGA
TAAGATGATGAAACTGTCTGTAAGGAGAGCATCACTGATGGT GTCTGAGATGAGCT TCCCCACCAGGCTTCTGTC
AATCACCACTTTCTCCAGCT GAGGCCCAGAAAGACT TAGGGACACCAGCACACCT GAACCAAACAGGAGCTGGCA
GATGTATTTGCTCTTCCATTTGCTCAGCACACACGGACTGCTTTGCATCAGT TCCTCCAACTCCTTCAGTGAATC
TCGAAGTTTTTCTGGGCGTCTATTTTTGAGT GTCCAAGGATAATCTCGTGATTCTGCCAGCCTTTGITTTTCTTC
TAAGTTACCATGCTCTGTTGCTGATACTGATGGATCTTTCTT

>W ML3 Fragnent sequenziert mt 7inl7for b
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ACCT GGECCAGGAGAGT CACACCACGGT GAGCT TCATAGAGAATTACT GAAGAGT CTTCACAGCCCACGATCAGT
TTGICTTCCGTAGAGT TCCTGCAGCAGCCTGATGECCT TCGATCTTAGT GGTAT TCTGGTAACT GACACGCAGT GG
AGT TTGI TCCGGACAGATTCATAAATACAGCT GTCAGCCATGEGCTCCT TGTCTACACT GACGGAGCACTCCACT
GI'GAACACCTGATAAGGT TGT TTGGT GCCGAAGT GAACAT CCAGGGGACT CCATTCTGTGCGAACAAAACT TAGA
ACCTCCAATCCTCCT TGAGTAAAGCCCAGCAACAGCATATTGGCTCTGI CCTTCTCAGAAGAAACT GGAGT CCAA
GGCCAAACAT CATCACT GACCAGCGGCCACCAACAAACAACTAGAT CCTGAGT GGAGT TGACAGCTAAGT GACGA
TCTATTGTCCTGT TGGCTGGGCCAGGT ATGT CATAATAGGAAAT CT TAAGGT CCAAGCCTGAGAGT TTCTCCAGC
CTCTTGITTCCATCAAGAGAATCCATTTTCTTTGTAAACTGAATAAAACATAGI TTGI TTTGTGCCAGAAATGAT
AAGATGATGAAACTGTCTGT

>W ML3 Fragnent sequenziert mt 7inl7for b

TCACCT GGGCCAGGAGAGT CACACCACGGT GAGCT TCATAGAGAATTACT GAAGAGT CTTCACAGCCCACGATCA
GITTGTCTTCCGTAGAGT TCCTGCAGCAGCTGATGGCCTTCGATCT TAGT GGTATTCTGGT AACT GACACGCAGT
GGAGT TTGT TCCGGACAGAT TCATAAATACAGCT GTCAGCCATGGGECTCCT TGT CTACACT GACGGAGCACT CCA
CTGTGAACACCTGATAAGGT TGT TTGGT GCCGAAGT GAACAT CCAGGGGACT CCATTCTGTGCGAACAAAACTTA
GAACCTCCAATCCTCCT TGAGT AAAGCCCAGCAACAGCATAT TGGCTCTGT CCTTCTCAGAAGAAACTGGAGT CC
AAGGCCAAACAT CATCACT GACCAGCGGCCACCAACAAACAACT AGAT CCTGAGT GGAGT TGACAGCTAAGT GAC
GATCTATTGTCCTGT TGGECT GGGECCAGGT ATGT CATAATAGGAAAT CTTAAGGT CCAAGGCTGAGAGT TTCTCCA
GCCTCTTGTTTCCATCAAGAGAATCCATTTTCTTTGTAAACTGAATAAAACATAGT TTGT TTTGTGCCAGAAATG
ATAAGATGATGAAACTGTCTGTA

>W ML3 Fragnent sequenziert mt Mest13.2
CATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGT TTTATTCAGT TTACAAAGAAAATGGATTCTCTTGATGGAAA
CAAGAGGCTGGAGAAACT CTCAGCCTTGGACCT TAAGATTTCCTAT TATGACAT ACCT GGCCCAGCCAACAGGAC
AATAGATCGT CACTTAGCTGT CAACT CCACTCAGGATCTAGT TGTTTGT TGGTGECCGCTGGTCAGT GATGATGT
TTGGCCTTGGACTCCAGT TTCTTCTGAGAAGGACAGAGCCAATATGCTGT TGCTGGEGCTTTACTCAAGGAGGATT
GGAGGTTCTAAGT TTTGT TCGCACAGAAT GGAGT CCCCTGGATGT TCACT TCGBCACCAAACAACCT TATCAGGT
GTTCACAGT GGAGT GCTCCGT CAGT GTAGACAAGGAGCCCATGGCT GACAGCTGTATTTATGAATCTGTCCGGAA
CAAACTCCACT GCGT GTCAGT TACCAGAAT ACCACT AAGAT CGAAGGCCAT CAGCT GCTGCAGGAACT CTACGGA
AGACAAACT GATCGTGGGCTGTGAAAGACT CTTCAGTAATTCTCTATGAAGCT CACCGT GGTGTGACTCTCCTGG
CCCAgGCTGAACTTAgGCCTT

>W ML3 Fragnent sequenziert mt Mest13.2
CATCTTATCATTTCTGGCACAAAACAAACTATGT TTTATTCAGT TTACAAAGAAAATGGATTCTCTTGATGGAAA
CAAGAGGCTGGAGAAACT CTCAGCCTTGGACCT TAAGATTTCCTATTATGACATACCT GGCCCAGCCAACAGGAC
AATAGATCGTCACTTAGCTGTCAACTCCACTCAGGATCTAGT TGTTTGT TGGTGECCGCTGGTCAGTGATGAL GT
TTGGCCTTGGCTCCAGT TTCTTCTGAGAAGGACAGAGCCAATATGCTGT TGCTGEGCTTTACTCAAgGAGGATT
GGAGGTTCTAAC TTTTGTTCGCACAGAAT GGc AGT CCCCTGGATGT TCACg TCGGTACCAAACAAC CTTATCAKG
TGITC

>WI MEST13.16 / 71nl7forc

GITCCTGACT GAGGAAGAGAAGATCACAGATTTCTCCTCTTTTAGCCT TCTGGAAAACAAG CAGGAGGAGCCATC
CACTGCATTTGAgACAAGACT CCTTGAAACATCAAAGAACT TCTTGAATTGCAGAGT CTCCTTCGGTGAGTAATC
TTCTGCCAAGAGCT GGATGT TGATAGGGGACAGAGCAATAT CAAAAATTTGTAGCTCCCCTTGGT TGCTGCCAAC
CAGAAGAAT GECGCCACT TGGEGT GECAGCT TATCAAT GAAGGCCTAAGT TCAGCCT GGGCCAGGAGAGT CACACC
ACCGTGAGCCTTCATAGAGAATTACTGAAGA

>W 13-16 71nil7uni ¢ nachsequenziert

TTGTTGAACT GATGAAGAGAAGACACAGATTTCTCCTCTTTTAGGCT TCTGGAAAACAACAGGAGGAGCCATCCA
CTGCATTTGAACAAGACTGCTTGAAACATCAAAGAACT TCTTGAATTGCAGAGTCTCCTTCGGTGAGTAATCTTC
TGCCAAGAGCT GGATGT TGATAGGGGACAGAGCAATATCAAAAATTTGTAGCTCCCCTTGGT TGCTGCCAACCAG
AAGAAT GGCGCCACT TGGGTGGCAGCT TATCAAT GAAGGCCTAAGT TCAGCCT GGGCCAGGAGAGT CACACCACG
GTGAGCTTCATAGAGAATTACTGAAGAG

>WR MEST13.16 / 71nl7forc
TTGITGAgCTGCAGGAAGAGAAGATCACAGATTTCTCCTCTTTTAGGCT TCTGGAAAACAACAGGAGGAGCCATC
CACTGCATTTGAACAAGACT GCTTGAAACATCAAAGAACT TCTTGAATTGCAGAGT CTCCTTCGGTGAGTAATCT
TCTGCCAAGAGCT GGATGT TGATAGGGGACAGAGCAATATCAAAAAT TTGTAGCTCCCCTTGGT TGCTGCCAACC
AGAAGAAT GCCGCCACT TGEGT GGCAGCT TATCAAT GAAGGCCTAAGT TCAGCCT GGGCCAGGAGAGT CACACCA
CGGTGACCTTCATAGAGAATTACTG

>ML3 WI Prinmer Mest13.12
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CAGAACTAAAAGAGGAGAAATCTGTGATCTTCTCTTCCTCAGGT TCAACAAAGGACCTTTGGGTGTCCTACTGT T
TAAACT TGGCATCCTCACACGAGGACAACT GEECCTGGTAGACCTCATCTTACAGTACATTCACTACAGT GAGGT
ATATGAGGCCATCAGCAT CCTGCGCAGCATGGACT GGGACACCCT GGECCAGCAGT GT TTGATCGGCATGGGCAC
CATCGTGAACCATCTTCT TAGACAGAGGCT CACACCAGAGAGAGAAGCACAGCT TGAGGCGAGCCT TGGAACCT T
CTATGCTCCAACAAGACCACTTCTGGATACAACTATTTTGGAATAT AGAGAGCCAGT CAGCAAGTATGCCAGGAG
GCTCTTCCACCACCT GCTCAGGTACAAGAGAT

>ML3 WR Priner Mest 13.12

AGAGCTAAAGAGAGAAATCTGTGATCTTCTCT TCCTCAGGT TCAACAAAGGACCT TTGGGTGTGCTACTGT TTAA
ACTTGGCATCCTCACACGAGGACAACT GGGCCTGGTAGACCTCATCTTACAGTACATTCACTACAGT GAGGTATA
TGAGGCCATCAGCAT CCTGCGCAGCAT GGACT GGGACACCCT GGGCCAGCAGT GTTTGATCGGCATGGGCACCAT
CGTGAACCATCTTCT TAGACAGAGGCT CACACCAGAGAGAGAAGCACAGCT TGAGGECGAGCCTTGGAACCTTCTA
TGCTCCAACAAGACCACTTCTGGATACAACTATTTTGGAATATAGAGAGCCAGT CAGCAAGT ATGCCAGGAGGCT
CTTCCACCACCTGCTCAGGTACAAGAGA

>ML3 WI' 1415 nmit Prinmer MEST13. 14

TTTGGAATATAGAGAGCCAGT CAGCAAGT AT GCCAGGAGCCTCTTCCACCACCTGCTCAGGTACAAGAGATTTCGA
AAAGCCCTTTCTTCTAGCTGI TGACAT TGGAGCTCGT GACCTGT TCATGGACATTCATTACCTTGCTCTAGATAT
GGGTGAACT GGCACT GGCT GAAGT GCCAAGAAGAAGGECCGCATGATAT TGATGT TGAGT CAGTATCCTCTGGAGT
CGAGCTCCTGGGEECCCT TCGACAGAAGAGACAT CCTGAATGAAGGT TTTGCCAGCT CAGCTCTCATGCCTGAAGG
AGAAAACAAGT TTCCAGGCCTTCTTCCTTCCATTGGT TCAACACACATGCAAACT CTTCAACAGAAAATACCAAA
TGGCCCTTCAAGCAGATGGGCAATT

>ML3 WR 1415 mit Primer MEST13. 14

TATTTGGATATAGAGAGCCAGT CAGCAAGT ATGCCAGGAGCCTCT TCCACCACCTGCTCAGGTACAAGAGATTTG
AAAAGCCCTTTCTTCTAGCTGT TGACATTGGAGCT CGT GACCTGIT TCATGGACATTCATTACCTTGCTCTAGATA
TGGGTGAACT GGCACT GECTGAAGT GECAAGAAGAAGGECGECATGATAT TGATGT TGAGT CAGTATCCTCTGGAG
TCGAGCT CCTGEGEECCCT TGGACAGAAGAGACATGCTGAATGAAGGT TTTGCCAGCT CAGCTCTCATGCCTGAAG
GAGAAAACAAGT TTCCAGCCCTTCTTCCTTCCATTGGT TCAACACACATGCAAACT CTTCAACAGAAAATACCAA
ATGGCCCTTCAAGCAGATGGECCAATT

>ML3 WI Primer Mest13.9

CAGTACTACTATCTTTCCTTCTATTAAAATCCACACGT GAAAGATTTTTATTGATCAGGT CAATAGAAAAGAAAT
GAAAAGGGCAGCTTTCTTTTTGGTGT TTCGGATGAT TTACACCAAACCAAAGT GAACCATTCTGAGAGAACCAAC
ATCTCCAATGTCCTGITTCCTTTGGTCTTCTTTCAGI TCTCCTTCTGCATTCCAGGT GGT GGCCCCTGAAGAGTC
AGTGCATAACTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCTTCCTCAGTCCTTCTCTCAATTGCCCATCTGCT
TGAAGGGCCATTTGGTATTTTCTGT TGAAGAGT TTGCATGTGT GT TGAACCAAT GGAAGGAAGAAGGCCt GGAAA
CTTGITTTCt CCt TCAGGCATGAGA

>ML3 WR Priner Mest13.9
GACATGTACACTATCTTTCCTTCTATTAAAATCCACACGTGNAAGATTTTTATTGATCAGGT CAATAGAAAAGAA
ATGAAAAGGGCAGCTTTCTTTTTGGT GT TTCGGATGAT T TACACCAAACCAAAGT GAACCAT TCTGAGAGAACCA
ACATCTCCAATGTCCTGITTCCTTTGGICTTCTTTCAGTTCTCCT TCTGCATTCCAGGT GGTGECCCCTGAAGAG
TCAGTGCATAACTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCTTCCTCAGTICCTTCTCTCAATTGCCCATCTG
CTTGAAGGGCCATTTGGTATTTTCTGT TGAAGAGT TTGCATGTGTGT TGAACCAAT GGAAGGAAGAAGGCCTGGA
AACTTGTTTTCTCCTTCAGGCATGAGAGCA

7.2.4 Kiaa0903

7.2.4.1 Exons der cDNA Ki aa0903

Exon 1 351 bp

CATGGTGATGTCTCCATGAGGGAACCTCCTCTCAGT CATCCTGT CCTGTACATCAGCTGT TCTTGACT GGGCCAT
TGATCTAAGATAGGATTTACCCT GT GAGACAGGGAGAAGACT TATGGACGCCAAGCATCATTTCAAGTTCTAGT T
TTTGTTGAAAGTACTGACATACATGCAAGGCTCGTGTGCTTTATCAAAGCTGCTGTGT TGCTAATCCAGAACTGT
TCCAGT CTCTTGGCCTATCACCATGGCTTCAGT TTGGAAGCGACT GCAGCGT GTGGGAAAACAT GCATCCAAGT T
CCAGTTTGTGGCCTCCTACCAGGAGCTGATGGTTGAATGTACAAAGAAATG

Exon 2 58 bp

GCAACCAGATAAACTGGTGGTTGT TTGGACAAGAAGAAGCCGAAGGAAGT CTTCCAAG

Exon 3 96 bp
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GCTCACAGCTGGCAACCTGGAATAAAAAATCCATATCGTGGTGT TGTTGTTTGGCCTGTTCCTGAAAACATTGAA
ATCACTGTGACCCTGITTAAG

Exon 4 54bp

GATCCTCATGCAGAAGAATTTGAAGACAAAGAATGGACATTTGTCATTGAGAAT

Exon 5 182 bp

GAATCCCCTTCTGGT CGGAGGAAAGCT CTTGCCACCAGCAGCAT TAACAT GAAACAGT ACGCAAGCCCCATGCCA
ACACAAACTGACGT CAAGTTAAAATTCAAGCCGCTGTCTAAGAAGGT CGTGTCTGCCACTCTCCAGTTCTCACTG
TCCTGTATCTTCCTTCGGGAGGGAAAAGCAAC

Exon 6 140 bp

GGATGAAGATATGCAGAGT TTGGCTAGT TTGATGAGTATGAAGCAGGCAGACATTGGECAATTTAGATGATTTCCGA
AGAAGATAAT GAGGAT GATGACGAGAACCGT GTGAACCAAGAGGAGAAGGCGGCAAAAATTACAG

Exon 7 105 bp

AAATTGTAAACCAGT TGAATGCT CTGAGCAGCT TAGATGAAGATCAAGAT GACT GCATAAAGCAAGCAAATGTGC
CCTCAGCTAAATCAGCCAGT TCCTCTGAAG

Exon 8 123 bp

AACTTATAAACACACTTAACTTTTTGGATGAAGCACAAAAGGACT TGGCCACTGTGAATACCAATCCATTTGATG
AACCTGATGTAACAGAATTAAATCCATTTGGAGATCCTGACTCAGAAG

Exon 9 238 bp
AACCAATCACTGAAACAACTTCACCTAAAAAACCAGAAGAATCTTTTTATAATAACAGCTGTAATCCCTTTAAAG
GTGTACAGACTCCACAGTATTTGAACCCATTTGATGAACCAGAAACTTTTGTAATGATAAAGGATTCTCCACCCC
AGTCTACACGAAGAAAAAACCTAAGACCT GTAGACAT GAGCAAGTACCTCTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAG
AGGAACTGGATCGA

Exon 10 218bp

ATCAAATCCTTTTTATGAGCCTAAGCCAACT TCTCCAAATAAT TTGGTCAATACAGT TCAAGAAGGGGAAACTGA
ACGGAGAGT GAAAAGAAGGEGECCCCAGCCCCECCGECCCCACT AGCCCCGCCAGCCCCGCCAGCCCCACCAGCCCT
CACACCCAAGACTGGAGT AAATGAAAACACAGT TGT CTCTGCAGGGAAAGATCTCTCTACTTCTCCAA

Exon 11 181 bp

AGCCAAGCCCGATACCAAGT CCTGT TCTGGGEECAAAAGCCAAACCCTAGT CAGT CGCTGCT TGCATGGT GCAGAG
AAGTTACAAAAAACT ACCGGEGEGCGT GAAAAT CACCAACT TTACCACATCGT GGAGGAATGCCTTATCATTCTGT G
CAATTTTACACCACTTTAGACCAGACTTAAT

Exon 12 49 bp

CGACTACAAGTCTCTGAATCCTCAAGATATTAAAGAAAACAACAAAAAG

Exon 13 882 bp

GCTTACGATGGATTTGCCAGCATTGGAATTTCCCGT TTACTGGAACCT TCTGATATGGT TTTAT TAGCAATCCCT
GACAAACTGACTGTTATGACTTATCTCTATCAAATAAGGGCACATTTTAGCGGACAAGAACTAAATGTGGTTCAG
ATAGAGGAAAACAGCAGTAAGAGCACATATAAAGT TGGAAAT TATGAGACAGACACAAACAGT TCTGTGGATCAA
GAAAAGT TCTACGCTGAACT CAGCGAT CTGAAGCGAGAGCCT GAACCT CACCAGCCTGCCCGT GEEECTGTGGAT
CTGCTGTCGCAGGATGACTCTGTGTTTGTAACT GACAGT GGGGT GGGAGAGT CTGAAAGT GAACACCAGACTCCA
GATGACCACCTTAGT CCAAGCACAGCCT CCCCTTACTACCGCAGGACTAAGAGT GACACGGAGCCCCAAAAGT CG
CAGCAGAGCT CCGCGAGGACT TCAGGGT CTGATGACCCTGGGT TAAGT TCTAGTACTGAT TCAGCTCAAGCCCT G
GCTTCCTTAGGCAAGAAGAGACT AAAAGCT GAGAACTTGGAACTAAGT GACT TATGT GTCAGT GACAAGAAGAAG
GATGTGTCTCCACTCTCAGCTTACGAGCAAAAGCT TCAGACT GTACATGCCAGCAGT GATATGGAACAAGGGAAA
ATGGAGAAGT CCAGATCTTTAGAAT GCAGAT TGGATGGT GAAT TGGCTATCACAAAGCCAAATGTATCCTCTCCT
TCTAAACTTGGATATAACAGAGACACAGACT TCACGAAAAAACCATGTGCTTCTCTGAGGCAGATAGAGT CTGAT
CCAGATGCAGACAAGAGCACTTTAAAT CATGCAGACCACCCCAACAAAGCAGT TCAG

Exon 14 144 bp

CACCGAATGT TGTCCAGACAAGAGGAGCTGAAAGAAAGAGCGAGAGTTCTCCTT
GAAGAGATGCTGCTTTCAAGGT GGGGAGCAAGCAT GGT GGCAGCGCAGCCCCT GCGCTCTGCAGCAGACAGCTAA
ATGAT

Exon 15 148 bp

CAGCAAGAT GAAGAGAGACGT CGECAGCT GAGAGAGAGGGCTCGTCAGCTAATAGCAGAAGCTCGATGCGGAGT G
AAGATGTCAGAACT TCCCAGCTAT GGTGAAAT GGCTGCAGAAAAGT TGAAAGAAAGGT CAAAGCCATCTGGAG
Exon 16 108 bp

ATGAAAATGATAATATTGAGATAGATACTAACGAAGAGATTCCTGAAGCCT TTGT TGTAGGAGGT GGAGATGAAC
TTACTAATATAGAAAGT GACCTTGATAATCCCG

Exon 17 125 bp

AGCAGAATAGTAAGGT GGTGGACT TGAGGCT GAAGAAGCT AT TAg AAGCCCAGCCACAGGTGGCAAACTTACTCC
CCAGTGCTGCGCAgAAAGCT GTAACCGAGGCCT CCGAGCAAGGAGAAAAG

Exon 18 139 bp

AGT GGCGTGGAAGAT CTCCGGGCTGAACGAT TACAAAAAGGAACAGAACGT TTCAGAAATCCTGT TGTGTTTAAC
AAGGATTCCACAGT CAGAAAGACTCAGCTCCAGT CTTTCAGT CAGTATGT TGAGAACAGACCAG

Exon 19 107 bp
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AGATGAAAAGACAGAGAT CAATACAGGAAGATACAAAGAGGGGAACT GAGGAGAAGGCAGAGATAACTGAAACTC
AGAGGAAGCCATCAGAAGATGAA

Exon 20 124 bp

AAAGGGT TCAAAGACACCAGT CAGTATGT TGTAGGGGAAT TGECAGCACT GGAGAAT GAGCAGAAGCAAATTGGC
ACCCGT GCCGCGCTGGT GGAGAAGCGCCTCCGCTATCTCATGGACACAG

Exon 21 100 bp

GAAGGAACACGGAAGAAGAGGAGGCGATGATGCAGGAATGGT TCATGCTGGT TAATAAGAAAAATGCCTTAATAA
GGAGGATGAACCAGCTTTCCCTCCT

Exon 22 74 bp
GGAAAAAGAGCATGACT TGGAACGAAGGT AT GAGCT GCTGAACCGGGCGCTACGGGECCATGCTAGCCATTGAAG
Exon 23 115 bp

ACTGGCAGAAGa CCGAGGCCCAGAAGCGa CGGGaACAGCTCCTGCTGGATGAACTAGTAGCCCTGGTGGACAAGC
GAGACGCCCTTGT CAGGGACCT GGACGCCCAGGAGAAGCA

Exon 24 1043 bp

GGCCGAAGAAGAAGACGAGCAT TTGGAGCGAACT CTGGAGCAAAACAAAGGCAAGAT GGCCAAGAAGGAGGAGAA
GTGTGCTCTTCAGTAGTAGTAGCCT TGGACCAGACCT CTCCCCCACTACT TGAGT CTTAGGT CCCCAGGCCAGAA
GCAGACTGGTTGACTTAAAACTTTTTAACATTTTGT TTGCCTGGAT TGTACTTCTGGACCCACCCCTCCCCCATT
TCCTCTTCTCCAGATAATACACAGAGCTCCAGATAGCTTTAAAGACTCTTTGAGT TAATCATGAAATCATTCTTG
AAATCCTGTGAAGTAGAT TGCGCAGACACCCCGT GAATGACT GGTACT GAAGATGCTCAAGAAACT GTCCAAAAA
GGAGGGAGACTCCCTGGTTATCGCCCCTTCTGT TTTGGATGGGATGAGAATCTGAAACATGT TTGT TGTAGTATT
GTTGGTAATAGCGAAAT GACAGT GGGT GGGGGGEECAAAGGGGAGT AAGAAAATGTCATGATTTTTTTTTCCAATC
CCGCAGTATGTATGTGACACTGTTACTTAAATCTCATAGT TAGATCTTAGTCTGTGTATTGACGAAGCTGTGITC
CATTTGCCAGTGCGATTTTCTGCAGT TGTTTGCAATTCACATAAAGATAATAAAGT TCCTCTCTGCTCTCCTCAG
AGGATGGCCCTGTAAGGT AGCCT GAGACAAACCT GGGGT TTGAAAGGT GACCTGGGAGAACAGCTCTGT TCAATG
TGCAGCAGT TTACAAAGACAGCTCATCAGCTGATGATGCACCATCTTATACTCTGAATAATTATTTATTACATCT
TGCTTGGTTCCTACTTTTTGT TGGGGCTCAACATTGGCTCAAGAATGCTGT TAATATTTATTCTGTATTGATAAA
AGTCTGTCTTGGCACTACAAGTAAATATCCCATTACATCTTCTCTAGCATAGCACTGTIGTGTTTTGTGAAAATGG
TTATGTTTATTTATTACAATACTGAGT CATATATAAATTTTCAATAAAAGCAGAAACTTTCTTACCTT

7.2.4.2 vergleichende Sequenzierungen bei WT und WR

>WI 9035'yz Prinmer y

CTGAAAAATAAAGT TTATTTAAAAAATAACT CCTAACT GGTGGTAGATATATCAAACAGCATCCTGACTTTCCCG
CCCTGITCTTCCTTCTGCTATGCTAGGT AGGGAAGGCAGGGCCCGACTGGECATCTCTCAATTGTTGGTTCTGACA
ACCTGGTGTATTGCCGCCTGTCTTCGGTGTGATTTGTCATTTCTTCCTTAGTATCTTCCATCCTTGATGTTACTG
GCTTTTGAGGCCGGGGTTTTGTTTCATTGT TTGAAAACCACGCAGATAGCAGAGGT TGTTTCGGTCTTATCTAAC
ACTTCTCATGCGTCTGTCCTCATATTCTTTCTCTTTCTGTCTGTGTTTTGCTTTTCAGT TCTCCAGAACCCACGT
CATATAGT CCCTGAAGT GGAATGATGAT GT CTCCATGAGGGAACCT CCTCTCAGTCATCCTGTCCTGTACATCAG
CTGITTCTTGACTGGGCCATTGATCTAAGATAGGATTTACCCTGTGAGACA

>Wyz 9035'yz Priner z

CTTCCAAACTGAAGCCATGGAT GATAGGCCAAGAGACT GGAACAGT TCTGGATTAGCAACACAGCAGCTTTGATA
AAGCACACGAGCCTTGCATGTATGTCAGTACTTTCAACAAAAACTAGAACT TGAAATGATGCTTGGCGT CCATAA
GTCTTCTCCCTGTCTCACAGGGTAAATCCTATCTTAGATCAAT GGCCCAGT CAAGAACAGCTGATGTACAGGACA
GGATGACTGAGAGGAGGT TCCCTCATGGAGACATCATCATTCCACT TCAGGGACTATATGACGTGGGT TCTGGAG
AACTGAAAAGCAAAACACAGACAGAAAGAGAAAGAATAT GAGGACAGACGCAT GAGAAGT GTTAGATAAGACCGA
AACAACCTCTGCTATCTGCGTGGTTTTCAAACAAT GAAACAAAACCCCGGCCT CAAAAGCCAGTAACAT CAAGGA
TGGAAGATACT AAGGAAGAAAT GACAAAT CACACCGAAGACAGGCGGCAATACACCAGGT TGTCAGAACCAACAA
TTGAGAGATGCCAGT CGGGCCCTGCCT TCCCTACCT AGCATAGCAGAAGGAAGAACAGGGCGGGAAAGT CAGGAT
GCTGTTTGATATATCTACCACCAGT TAGGAGTTATTTTTTAAATAAACTTTATTTTTCAGCTGATAATGAATAGC
CTCGAGCTACTGAATATGTACTTAG

>WR 9035'yz Prinmer y

TCGAGGCTATTCATTATCAGCTGAAAAATAAAGT TTATTTAAAAAATAACTCCTAACTGGTGGTAGATATATCAA
ACAGCATCCTGACTTTCCCGCCCTGTTCTTCCTTCTGCTATGCTAGGT AGGGAAGGCAGGGCCCGACTGGCATCT
CTCAATTGTTGGT TCTGACAACCTGGTGTATTGCCGCCTGTCTTCGGTGTGATTTGTCATTTCTTCCTTAGTATC
TTCCATCCTTGATGT TACTGGCTTTTGAGGCCGGGGTTTTGT TTCATTGT TTGAAAACCACGCAGATAGCAGAGG
TTGTTTCGGTCTTATCTAACACTTCTCATGCGTCTGTCCTCATATTCTTTCTCTTTCTGTCTGTGITTTGCTTTT
CAGTTCTCCAGAACCCACGT CATATAGT CCCTGAAGT GGAATGATGATGT CTCCATGAGGGAACCTCCTCTCAGT
CATCCTGTCCTGTACATCAGCTGT TCTTGACTGGGCCATTGATCTAAGATAGGAT TTACCCTGTGAGACAGGGAG
AAGACTTATGGACGCCAAGCATCATTTCAAGTTCTAGT TTTTGT TGAAAGT ACTGACATACATGCAAGGCTCGTG
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TGCTTTATCAAAGCTGCTGTGT TGCTAATCCAGAACTGTTCCAGT CTCTTGGCCTATCACCATGGECTTCACGACT
GCAGCGT GTGGGAAAA

>WR 9035'yz Priner z

CTTCCAAACTGAAGCCATGGT GATAGGCCAAGAGACT GGAACAGT TCTGGATTAGCAACACAGCAGCTTTGATAA
AGCACACGAGCCTTGCATGTATGTCAGTACTTTCAACAAAAACTAGAACT TGAAATGATGCTTGGCGTCCATAAG
TCTTCTCCCTGTCTCACAGGGTAAATCCTATCTTAGAT CAATGGCCCAGT CAAGAACAGCTGATGTACAGGACAG
GATGACTGAGAGGAGGT TCCCTCATGGAGACATCATCATTCCACT TCAGGGACTATATGACGT GGGT TCTGGAGA
ACTGAAAAGCAAAACACAGACAGAAAGAGAAAGAAT AT GAGGACAGACGCAT GAGAAGT GTTAGATAAGACCGAA
ACAACCTCTGCTATCTGCGTGGT TTTCAAACAAT GAAACAAAACCCCGGCCT CAAAAGCCAGTAACAT CAAGGAT
GGAAGATACTAAGGAAGAAAT GACAAAT CACACCGAAGACAGGCGGCAATACACCAGGT TGTCAGAACCAACAAT
TGAGAGATGCCAGT CGGGCCCTGCCT TCCCTACCT AGCATAGCAGAAGGAAGAACAGGGCGGGAAAGT CAGGATG
CTGTTTGATATATCTACCACCAGTTAGGAGT TATTTTTTAAATAAACTTTATTTTTCAGCTGATAATGAATAGCC
TCGAGCTACTGAATATGTACTTAGC

>WI 9035'ns Priner s

GAATCTTTTTATAATAACAGCTGTAATCCCTTTAAAGGT GTACAGACTCCACAGTATTTGAACCCATTTGATGAA
CCAGAAACTTTTGTAATGATAAAGGAT TCTCCACCCCAGT CTACACGAAGAAAAAACCTAAGACCTGTAGACATG
AGCAAGTACCTCTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAGAGGAACT GGATGAATCAAATCCTTTTTATGAGCCTAAG
CCAACTTCTCCAAATAATTTGGT CAATACAGT TCAAGAAGGGGAAACT GAACGGAGAGT GAAAAGAAGGGCCCCA
GCCCCGCCGECCCCACT AGCCCCGCCAGCCCCGCCAGCCCCACCAGCCCTCACACCCAAGACT GGAGTAAATGAA
AACACAGT TGT CTCTGCAGGGAAAGATCTCTCTACTTCTCCAAAGCCAAGCCCGATACCAAGTCCTGT TCTGGGEG
CAAAAGCCAAACGCTAGT CAGTCGCTGCTTGCATGGT GCAGAGAAGT TACAAAAAACT ACCGGGGCGT GAAAATC
ACCAACTTTACCACATCGT GGAGGAATGGCTTATCATTCTGTGCAATTTTACACCACT TTAGACCAGACTTAATC
GACTACAAGT

>WR 9035'ns Priner s

CTAAAAAATCAGAAGAATCTTTTTATAATAACAGCTGTAATCCCTTTAAAGGT GTACAGACTCCACAGTATTTGA
ACCCATTTGATGAACCAGAAACTTTTGTAATGATAAAGGATTCTCCACCCCAGT CTACACGAAGAAAAAACCTAA
GACCTGTAGACATGAGCAAGTACCTCTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAGAGGAACTGGATGAATCAAATCCTT
TTTATGAGCCTAAGCCAACTTCTCCAAATAATTTGGT CAATACAGT TCAAGAAGGGCGAAACT GAACGGAGAGT GA
AAAGAAGGGCCCCAGCCCCGCCGECCCCACT AGCCCCGCCAGCCCCGCCAGCCCCACCAGCCCTCACACCCAAGA
CTGGAGTAAATGAAAACACAGT TGTCTCTGCAGGGAAAGATCTCTCTACT TCTCCAAAGCCAAGCCCGATACCAA
GTCCTGTTCTGGGGCAAAAGCCAAACGCTAGT CAGT CGCTGCTTGCAT GGT GCAGAGAAGT TACAAAAAACTACC
GGGGCGTGAAAATCACCAACT TTACCACAT CGT GGAGGAATGGCTTATCATTCTGTGCAATTTTACACCACTTTA
GACCAGACTTAATCGACTACAAG

>WI 9035° i/ Exb5a Prinmer 9035'i

ACAGAGACACAGACT TCACGAAAAAACCATGT GCTTCTCTGAGGCAGATAGAGT CTGATCCAGAT GCAGACAAGA
GCACTTTAAATCATGCAGACCACCCCAACAAAGCAGT TCAGCACCGAATGT TGT CCAGACAAGAGGAGCTGAAAG
AAAGAGCGAGAGT TCTGCTTGAGCAAGCAAGAAGAGATGCTGCTTTCAAGGT GGGGAGCAAGCAT GGT GGCAGCG
CAGCCCCT GCGCTCTGCAGCAGACAGCT AAAT GAT CAGCAAGAT GAAGAGAGACGT CGGCAGCT GAGAGAGAGGG
CTCGTCAGCTAATAGCAGAAGCT CGAT GCGGAGT GAAGAT GT CAGAACT TCCCAGCTATGGT GAAATGGCTGCAG
AAAAGT TGAAAGAAAGGT CAAAGGCATCTGGAGAGCAGAATAGT AAGGT GGTGGACT TGAGGCTGAAGAAGCTAT
TAgAAGCCCAGCCACAGGT GGCAAACT TACT CCCCAGT GCTGCGCAL gAAAGCTGTAACCGAGGCCTCCGAGCAA
GGAGAAAAGAGT GGt GTGGAAGATCTCCGGGECT GAACGAT TACAAAAAGGAACAGAACGT TTCAGAAATCCTGT T

>WR 9035° i/ Exba Prinmer 9035'i

ATCCTTCTAAACTTGGATATAACAGAGACACAGACT TCACGAAAAAACCATGTGCTTCTCT GAGGCAGATAGAGT
CTGATCCAGATGCAGACAAGAGCACTTTAAATCATGCAGACCACCCCAACAAAGCAGT TCAGCACCGAATGTTGT
CCAGACAAGAGGAGCT GAAAGAAAGAGCGAGAGT TCTGCT TGAGCAAGCAAGAAGAGATGCTGCT TTCAAGGT GG
GGAGCAAGCAT GGT GGCAGCGCAGCCCCT GCGCT CTGCAGCAGACAGCTAAAT GATCAGCAAGAT GAAGAGAGAC
GT CGGCAGCT GAGAGAGAGGGCTCGTCAGCTAAT AGCAGAAGCT CGAT GCGGAGT GAAGATGTCAGAACT TCCCA
GCTATGGT GAAAT GGCTGCAGAAAAGT TGAAAGAAAGGT CAAAGGCAT CTGGAGAGCAGAATAGT AAGGTGGTGG
ACTTGAGGCTGAAGAAGCTAT TAGAAGCCCAGCCACAGGT GGCAAACT TACTCCCCAGT GCTGCGCAGAAAGCTG
TAACCGAGGCCT CCGAGCAAGGAGAAAAGAGT GGCGT GGAAGAT CTCCGGACT GAACGATTACAAAAAGCAACAG

>WI 903 5'i/Exb5a Prinmer 903Exba

GACTGT GGAATCCTTGT TAAACACAACAGGATTTCTGAAACGTTCTGT TGCTTTTTGTAATCGT TCAGTCCGGAG
ATCTTCCACGCCACTCTTTTCTCCTTGCTCGGAGGCCT CGGT TACAGCT TTCTGCGCAGCACT GGGGAGTAAGT T
TGCCACCTGTGGCTGEGECTTCTAATAGCTTCTTCAGCCT CAAGT CCACCACCT TACTATTCTGCTCTCCAGATGC
CTTTGACCTTTCTTTCAACTTTTCTGCAGCCATTTCACCATAGCTGGGAAGT TCTGACATCTTCACTCCGCATCG
AGCTTCTGCTATTAGCT GACGAGCCCTCTCTCTCAGCTGCCGACGTCTCTCTTCATCTTGCTGATCATTTAGCTG




7 Anhang 118

TCTGCTGCAGAGCGCCAGEEECT GCGCTGCCACCATGCT TGCTCCCCACCT TGAAAGCAGCATCTCTTCTTCCTTG
CTCAAGCAGAACTCTCCCTCTTTCTTTCAGCTCCTCTTGTCTGGACAACATTCCGTGCTGAACTCCTTTGT TGGG
GIGGTCTGCATGATTTAAAGTGCTCTTGTCTGCATCTGGATCAGACTCTATCTGCCTCAGAGAAGCACATGGTTT

>WR 903 5'i/Exb5a Priner 903Exba

CTGAGTICTTTCTGACTGTGGAATCCTTGT TAAACACAACAGGATTTCTGAAACGT TCTGTTGCTTTTTGTAATCG
TTCAGTCCGGAGATCTTCCACGCCACTCTTTTCTCCT TGCTCGGAGGCCTCGGT TACAGCT TTCTGCGCAGCACT
GGGGAGTAAGT TTGCCACCTGTGECTGEGECT TCTAATAGCTTCT TCAGCCTCAAGT CCACCACCTTACTATTCTG
CTCTCCAGATGCCTTTGACCTTTCTTTCAACTTTTCTGCAGCCATTTCACCATAGCTGGGAAGTI TCTGACATCTT
CACTCCGCATCGAGCTTCTGCTATTAGCT GACGAGCCCTCTCTCTCAGCTGCCGACGTCTCTCTTCATCTTGCTG
ATCATTTAGCTGT CTGCT GCAGAGCGCAGGGEGECT GCGCTGCCACCATGCTTGCTCCCCACCT TGAAAGCAGCATC
TCTTCTTGCTTGCTCAAGCAGAACTCTCGCTCTTTCTTTCAGCTCCTCTTGTCTGGACAACATTCGGTGCTGAAC
TGCTTTGT TGGGGTGGTCTGCATGATTTAAAGT GCTCTTGTCTGCATCTGGATCAGACTCTATCTGCCTCAgAGA

>WI 9035 c/h Prinmer 9035'c

CAGCCGATACAAGT CCTGT TCTGGGEGECAAAAGCCAAACGCTAGT CAGT CGCTGCTTGCATGGTGCAGAGAAGT TA
CAAAAAACT ACCGGGGECGT GAAAATCACCAACT TTACCACAT CGTGGAGGAATGGECTTATCATTCTGTGCAATTT
TACACCACTTTAGACCAGACT TAATCGACTACAAGT CTCTGAATCCTCAAGATAT TAAAGAAAACAACAAAAAGG
CTTACGATGGATTTGCCAGCATTGGAATTTCCCGT TTACTGGAACCTTCTGATATGGT TTTATTAGCAATCCCTG
ACAAACTGACTGT TATGACT TATCTCTATCAAATAAGGGCACATTTTAGCGGACAAGAACTAAATGTGGTTCAGA
TAGAGGAAAACAGCAGT AAGAGCACATATAAAGT TGGAAAT TAT GAGACAGACACAAACAGT TCTGT GGATCAAG
AAAAGT TCTACGCTGAACT CAGCGAT CT GAAGCGAGAGCCT GAACCT CACCAGCCT GCCCGT GGGECTGTGGATC
TGCTGTCGCAGGATGACTCTGTGT TTGTAACT GACAGT GGGGT GGGAGAGT CTGAAAGT GAACACCAGACTCCAG

>W 9035°c/h Prinmer 9035'h

ATATCCAAGT TTAGAARGAGAGGATACATTTGCECT TTGTGATAGCCAATTCACCATCCAATCTGCATTCTAAAGA
TCTGGACTTCTCCATTTTCCCTTGI TCCATATCACTGCTGGCCATGTACAGT CTGAAGCT TTTGCTCGTAAGCTGA
GAGTGGAGACACATCCTTCTTCTTGTCACTGACACATAAGT CACTTAGT TCCAAGT TCTCAGCTTTTAGICTCTT
CTTGCCTAAGGAAGCCAGGECCT TGAGCTGAATCAGTACTAGAACT TAACCCAGGGT CATCAGACCCTGAAGT CCT
CCCGGAGCTCTGCTGCGACT TTTGEGEECTCCGTGTCACTCTTAGT CCTGCGGTAGT AAGGGGAGECTGTCCT TGS
ACTAAGGTGGTCATCTGGAGT CTGGTGT TCACT TTCAGACT CTCCCACCCCACTGTCAGT TACAAACACAGAGTC
ATCCTGCGACAGCAGAT CCACAGCCCCACGEECAGECTGGT GAGGT TCAgGCTCTCCCTTCAGATCGCTGAGI TC
AGCGTAGAACTTTTCTTGATCCACAGAACTGITTGTGTCTGTCTCATAATTTCCAACTTTATATGTGCTCTTACT

>WR 9035°c/h Prinmer 9035'c

CAGCCGATACAAGT CCTGT TCTGGGEECAAAAGCCAAACGCTAGT CAGT CGCTGCT TGCATGGTGCAGAGAAGT TA
CAAAAAACT ACCGGGGECGT GAAAATCACCAACT TTACCACAT CGTGGAGGAATGGECTTATCATTCTGTGCAATTT
TACACCACTTTAGACCAGACT TAATCGACTACAAGT CTCT GAAT CCTCAAGATAT TAAAGAAAACAACAAAAAGG
CTTACGATGGATTTGCCAGCATTGGAATTTCCCGT TTACTGGAACCTTCTGATATGGT TTTATTAGCAATCCCTG
ACAAACTGACTGTTATGACT TATCTCTATCAAATAAGGGCACATTTTAGCGGACAAGAACTAAATGTGGTTCAGA
TAGAGGAAAACAGCAGT AAGAGCACATATAAAGT TGGAAAT TAT GAGACAGACACAAACAGT TCTGT GGATCAAG
AAAAGT TCTACGCTGAACT CAGCGAT CT GAAGCGAGAGCCTGAACCT CACCAGCCTGCCCGTGEGEECTGTIGGATC
TGCTGTCGCAGGATGACTCTGTGT TTGTAACT GACAGT GGGGT GGGAGAGT CTGAAAGT GAACACCAGACTCCAG

>W 9035°c/h Prinmer 9035 h

AAGTTTAGAARGAt AGGATACATTTGGCTTTGTGATAGCCAATTCACCATCCAATCTGCATTCTAAAGATCTGGA
CTTCTCCATTTTCCCTTGI TCCATATCACTGCTGGCATGTACAGTCTGAAGCTTTTGCTCGTAAGCTGAGAGT GG
AGACACATCCTTCTTCTTGTCACTGACACATAAGTCACTTAGT TCCAAGTTCTCAGCTTTTAGICTCTTCTTGCC
TAAGGAAGCCAGGGCTTGAGCTGAAT CAGTACTAGAACT TAACCCAGGGT CATCAGACCCT GAAGT CCTCGCGGA
GCTCTGCTGCGACTTTTGGEGECTCCGT GTCACTCTTAGT CCTGCGGTAGT AAGGCGAGECTGTGCTTGGACTAAG
GTGGTCATCTGGAGT CTGGTGTTCACT TTCAGACT CTCCCACCCCACTGT CAGT TACAAACACAGAGTCATCCTG
CGACAGCAGATCCACAGCCCCACGGEECAGGECTGGT GAGGT TCAGGCTCTCGCT TCAGATCGCTGAGT TCAGCGTA
GAACTTTTCTTGATCCACAGAACTGTTTGTGTCTGTCTCATAATTTCCAACTTTATATGTGCTCTTACTGCTGTT

>WI 903Ex2/ Ex5a Prinmer 903Ex2

GATGTCAKAACTTCCCAANCTATGGTGAAAT GGCT GCAGAAAAGT TGAAAGAAAGGT CAAAGGCATCTGGAGAGC
AGAATAGT AAGGT GGTGGACT TGAGGCT GAAGAAGCTAT TAGAAGCCCAGCCACAGGTGGCAAACTTACTCCCCA
GT GCTGCGCAGAAAGCT GTAACCGAGGCCT CCGAGCAAGGAGAAAAGAGT GGCGT GGAAGAT CTCCGGACTGAAC
GATTACAAAAAGCAACAGAACGT TTCAGAAATCCTGT TGTGT TTAACAAGGAT TCCACAGT CAGAAAGACTCAGC
TCCAGTCTTTCAGCCAATATATTGAGAACAGAC

>WI 903Ex2/ Ex5a Pri ner 903Exb5a
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TCAAAYAgMVACAGGATTTCTGAAACGT TCTGI TGCTTTTTGTAATCGT TCAGT CCGGAGATCTTCCACGCCACTC
TTTTCTCCTTGCTCGGAGGCCT CGGT TACAGCT TTCTGCGCAGCACT GEGGAGTAAGT TTGCCACCTGTGECT GG
GCTTCTAATAGCTTCTTCAGCCTCAAGT CCACCACCTTACTATTCTGCTCTCCAGATGCCTTTGACCTTTCTTTC
AACTTTTCTGCAGCCATTTCACCATAGCT GGGAAGT TCTGACATCTTCACTCCGCATCGAGCTTCTGCTATTAGC
TGACGAGCCCTCTCTCTCAgCTGCCGACGTCTCTCTTCATC

>WR 903Ex2/ Ex5a Prinmer 903Ex2

GGCCTCGT CAGCTAATAGCCaGAAGCT CGAT GCGGAGT GAAGATGTCAGAACT TCCCAGCTATGGTGAAATGECT G
CAGAAAAGT TGAAAGAAAGGT CAAAGGCAT CTGGAGAGCAGAATAGT AAGGT GGT GGACT TGAGGECTGAAGAAGC
TATTAGAAGCCCAGCCACAGGT GGCAAACT TACTCCCCAGT GCTGCGCAGAAAGCT GTAACCGAGGCCTCCGACC
AAGCGAGAAAAGAGT GCCGT GGAAGAT CTCCGGACT GAACGAT TACAAa AAGCAACAGAACGT TTCAGAAATCCT G
TTGTGITTAACAAGGAT TCCACAGT CAGAAAGACTCAGCTCCAGT CTTTCAGCCaa TATATTGAGAACA

>WR 903Ex2/ Ex5a Pri ner 903Exb5a

AGc AGAAC TGRAGCTGAGT CTTTCTGACT GTGGAATCCT TGT TAAACACAACAGGATTTCTGAAACGT TCTGT TG
CTTTTTGTAATCGT TCAGT CCGGAGATCTTCCACGCCACTCTTTTCTCCT TGCT CGGAGGCCTCGGT TACAGCTT
TCTGCGCAGCACT GGGGAGTAAGT TTGCCACCTGTGGCTGEGECT TCTAATAGCTTCT TCANCCTCAAGT CCACCA
CCTTACTATTCTGCTCTCCAGATGCCTTTGACCTTTCTTTCAACTTTTCTGCAGCCATTTCACC ATAGCTGGGAA
GITCTGACAt CTTcACt CCGCACCGAGCTt Ct GCt ATTAgCTGACGAAGCCCTCTCTc AgCTGCCGACGTICTCTC
TT

>WI' 903Ex5b/ Ex9a ml3uni

AGTGAATTGTAATACGACT CACTATAGGEGECGAAT TGEECCCT CTAGAT GCATGCT CGAGCBGCCGCCAGT GTGAT
GGATATCTGCAGAAT TCGCCCTTGCAACAGAACGT TTCAGAAATCCTGT TGTGT TTAACAAGGATTCCACAGT CA
GAAAGACTCAGCTCCAGT CTTTCAGT CAGTATGT TGAGAACAGACCAGAGATGAAAAGACAGAGATCAATACAGG
AAGATACAAAGAGGGEGAACT GAGGAGAAGGCAGAGAT AACT GAAACT CAGAGGAAGCCATCAGAAGATGAAAAAG
GGTTCAAAGACACCAGT CAGTATGT TGT AGGGGAAT TGGCAGCACT GGAGAAT GAGCAGAAGCAAATTGGCACCC
GT'GCCGCECT GGT GGAGAAGCGCCT CCCCTAT CTCAT GGACACAGGAAGGAACACGGAAGAAGAGGAGGCGATEA
TGCAGGAATGGT TCATGCCTGGT TAATAAGAAAAAT GCCT TAATAAGGAGGAT GAACCAGCT TTCCCTCCTGGAAA
AAGAGCATGACT TGGAACGAAGGT ATGAGCT GCTGAACCGGEGAGCTACGGGECCATGCTAGCCATTGAAGAAGEEC
GAATTCCAGCACACT GECGECCGT TACTAGT GGATCCGAGCT CGGTACCAAGCT TGATGCATAGCTTGAGTATTC
TATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGEC

>WR 903Ex5b/ Ex9a nil3uni

CCAGTGAATTGTAATACGACT CACTATAGGGCGAAT TGGGECCCTCTAGAT GCAT GCTCGAGCNGCCGCCAGTGTG
ATGGATATCTGCAGAAT TCGCCCT TGCAACAGAACGT TTCAGAAATCCTGT TGTGTTTAACAAGGATTCCACAGT
CAGAAAGACT CAGCTCCAGTCTTTCAGT CAGTATGT TGAGAACAGACCAGAGAT GAAAAGACAGAGATCAATACA
GGAAGATACAAAGAGAGGAACT GAGGAGAAGGCAGAGATAACT GAAACT CAGAGGAAGCCAT CAGAAGATGAAAA
AGGGT TCAAAGACACCAGT CAGTATGT TGTAGGGGAAT TGGCAGCACT GGAGAAT GAGCAGAAGCAAATTGACAC
CCGT GCCGCGCT GGT GGAGAAGCGCCT CCGCTATCT CATGGACACAGGAAGGAACACGGAAGAAGAGGAGGCGAT
GATGCAGGAATGGT TCATGCTGGT TAATAAGAAAAATGCCTTAATAAGGAGGATGAACCAGCTTTCCCTCCTGGA
AAAAGAGCAT GACT TAGAACGAAGGT AT GAGCT GCT GAACCGGGAGCT ACGGGECCATGCTAGCCAT TGAAGAAGG
GCGAATTCCAGCACACT GGCGGCCGT TACT AGT GGATCCGAGCT CGGTACCAAGCT TGATGCATAGCT TGAGTAT
TCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTG

>wt EX5b/ Ex11 Primer 0903Ex11

CTTCTCCTCCTTCTTGECCATCTTGCCTTTGT TTTGCTCCAGAGT TCGCTCCAAATGCTCGICTTCTTCTTCGGC
CTGCTTCTCCTGEGECGT CCAGGT CCCTGACAAGGGCGT CTCCCT TGT CCACCAGGGECTACTAGT TCATCCAGCAG
GAGCTGI TCCCGTCCCTTCTGEECCTCGGTCTTCTGCCAGT CTTCAATGECTAGCATGECCCGTAGCTCCCGGTT
CAGCAGCTCATACCTTCGTTCTAAGTCATGCCTCTTTTTCCAGGAGCGAAAGCTGGTTCATCCTCCTTATTAAGEC
ATTTTTCTTATTAACCAGCATGAACCATTCCTGCATCATCGCCTCCTCTTCTTCCGTGT TCCTTCCTGI GT CCAT
GAGATAGCGGAGGECCGCT TCTCCACCAGCGCGGECACGEGT GTCAATTTGCTTCTGCTCAT TCTCCAGT GCTGCCAA
TTCCCCTACAACATACTGACTGGTGICTTTGAACCCTTTTTCATCTTCTGATGGCT TCCTCTGANTNTCAGNNAT
CTCTGCCTTCTCCTCAGITCCTCTCTTTG

>w EX5b/ Ex11 Priner 0903Ex11

TCCTCCTTCTTGGCCATCTTGCCTTTGT TTTGCTCCAGAGT TCGCTCCAAATGCTCGTCTTCTTCTTCGGRCCTGC
TTCTCCTGGGECGT CCAGGT CCCTGACAAGGGECGT CTCGCT TGT CCACCAGGGCTACTAGT TCATCCAGCAGGAGC
TGTITCCCGTCGCTTCTGGECCTCGGT CTTCTGCCAGT CTTCAAT GGCTAGCAT GGCCCGTAGCTCCCGGTTCAGC
AGCTCATACCTTCGTTCTAAGTCATGCTCTTTTTCCAGGAGGGAAAGCTGGT TCATCCTCCTTATTAAGGCATTT
TTCTTATTAACCAGCATGAACCATTCCTGCATCATCGCCTCCTCTTCTTCCGTGT TCCTTCCTGT GTCCATGAGA
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TAGCGGAGCCCCTTCTCCACCAGCGCGECACCEGTGTCAATTTGCT TCTGCTCATTCTCCAGTGCTGCCAATTCC
CCTACAACATACTGACTGGTGTCTTTGAACCCTTTTTCATCTTCTGATGECTTCCTCTGANTTTCAGNTATCTCT
GCCTTCTCCTCAGT

>WI' 903Ex11b/d Primer Ex903Ex11ld

AGAGAGGAACTTTATTATCTTTATGT GAATTGT AAACAACT GCAGAAAAT CCCACT GGCAAATGGAACACAGCT T
CGTCAATACACAGACTAAGATCTAACTATGAGATTTAAGTAACAGT GTCACATACATACT GCCGGAT TGGAAAAA
AAAATCATGACATTTTCTTACTCCCCT TTGCCCCCCCACCCACTGTCATTTCGCTATTACCAACAATACTACAAC
AAACATGT TTCARATTCTCATCCCATCCAAAACAGAAGGGECGATAACCAGGGAGT CTCCCTCCTTTTTGGACAG
TTTCTTGAGCATCTTCAGTACCAGI CATTCACGGGEGT GTCTGCGCAAATTTACT TCACAGG

>WR 903Ex11b/d Primer Ex903Ex11ld

AGAGAGGAACTTTATTATCTTTATGTGAAT TGTAAACAACT GCAGAAAAT CCCACT GCCAAATGGAACACACGCTT
CGTCAATACACAGACTAAGATCTAACTATGAGATTTAAGTAACAGT GTCACATACATACT GCGGGATTGGAAAAA
AAAATCATGACATTTTCTTACTCCCCT TTGCCCCCCCACCCACTGTCATTTCGCTATTACCAACAATACTACAAC
AAACATGTTTCARATTCTCATCCCAT CCAAAACAGAAGGEGECCGATAACCAGGGAGT CTCCCTCCTTTTTGGACAG
TTTCTTGAGCATCTTCAGTACCAGT CATTCACGGGEGT GTCTGCGCAAATTTACT TCACAGGA

>WI' 903Ex1lc/e Prinmer 903Ex1lilc

ATTTTCTGCAGI TGTTTACAATTCACATAAAGATAATAAAGT TCCTCTCTGCTCTCCTCAGAGGATGGCCCTGTA
AGGTAGCCT GAGACAAACCT GGGGT TTGAAAGGT GACCT GGGAGAACAGCTCTGT TCAATGTGCAGCAGT TTACA
AAGACAGCTCATCAGCTGATGATGCACCATCTTATACTCTGAATAATTATTTATTACATCTTGCTTGGT TCCTAC
TTTTTGI TGGGGCTCAACATTGGECTCAAGAATGCTGT TAATATTTATTCTGTATTGATAAAAGT CTGTCTTGGCA
CTACAAGTAAATATCCCATTACATCTTCTCTAGCATAGCACTGTGTGTTTTGTGAAAATGGTTATGT TTATTTAT
TACAATACTGAGTCATATATAAATTTTCAATAAAAGCAGAAACTC

>WI 903Ex11c/e Prinmer 903Exlle
AAAATTTATATATGACTCAGTATTGTAATAAATAAACATAACCATTTTCACAAAACACACAGT GCTATGCTAGAG
AAGATGTAATGGGATATTTACT TGTAGT GCCAAGACAGACTTTTATCAATACAGAATAAATATTAACAGCATTCT
TGAGCCAATGT TGAGCCCCAACAAAAAGT AGGAACCAAGCAAGATGTAATAAATAATTATTCAGAGTATAAGATG
GTGCATCATCAGCTGATGAGCTGTCTTTGTAAACT GCTGCACAT TGAACAGAGCTGT TCTCCCAGGTCACCTTTC
AAACCCCAGGT TTGT CTCAGGCTACCT TACAGGGCCATCCTCTGAGGAGAGCAGAGAGGAACTTTATTATCTTTA
TGTGAATTGTAAACAACT GCAGAAAAT CCCACT GGCAAAT GGACG

>WR 903Ex11c/e Prinmer 903Ex1llc

ATTTTCTGCAGTITGTTTACAATTCACATAAAGATAATAAAGT TCCTCTCTGCTCTCCTCAGAGGATGGECCCTGTA
AGGTAGCCTGAGACAAACCT GGGGT TTGAAAGGT GACCT GGGAGAACAGCTCTGT TCAATGTGCAGCAGT TTACA
AAGACAGCTCATCAGCTGATGATGCACCATCTTATACTCTGAATAATTATTTATTACATCTTGCTTGGTTCCTAC
TTTTTGI TGGGEGCTCAACAT TGGCTCAAGAATGCTGT TAATATTTATTCTGTATTGATAAAAGT CTGTCTTGGCA
CTACAAGTAAATATCCCATTACATCTTCTCTAGCATAGCACTGTGTGT TTTGTGAAAATGGT TATGT TTATTTAT
TACAATACTGAGTCATATATAAATTTTCAATAAAAGCAGAAACTTC

>WR 903Ex1lc/e Prinmer 903Exlle
AAAATTTATATATGACTCAGTATTGTAATAAATAAACATAACCATTTTCACAAAACACACAGTGCTATGCTAGAG
AAGATGTAATGGGATATTTACT TGTAGT GCCAAGACAGACTTTTATCAATACAGAATAAATATTAACAGCATTCT
TGAGCCAATGTTGAGCCCCAACAAAAAGT AGGAACCAAGCAAGATGTAATAAATAATTATTCAGAGTATAAGATG
GTGCATCATCAGCTGATGAGCTGTCTTTGTAAACT GCTGCACAT TGAACAGAGCTGTI TCTCCCAGGTCACCTTTC
AAACCCCAGGT TTGTCTCAGGCTACCTTACAGGGCCAT CCTCTGAGGAGAGCAGAGAGGAACTTTATTATCTTTA
TGTGAATTGTAAACAACT GCAGAAAAT CCCACT GGCAAATGGACG

7.2.4.3 Alignments der cDNA-Fragmente von WT und WR

Uberlappungsbereiche sind grau schattiert

1)

w1 ctaagt acat att cagt agct cgaggct att catt at cagct gaaaaat aaagtttattt 60
FEEEEEEEEErrrreereeereeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

W 2 ct aagt acat att cagt agct cgaggct attcatt at cagct gaaaaat aaagtttattt 61

W . 61 aaaaaataactcctaact ggtggt agat at at caaacagcat cct gactttcccgecctg 120
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FEEEEEEEEEErereee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
62 aaaaaat aactcctaact ggt ggt agat at at caaacagcat cctgactttcccgccctg 121

VR

WI 121 ttcttccttctgcet at gct aggt agggaaggcagggcccgact ggcatctctcaattgtt 180
FECEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

VR 122 ttcttccttctgcetat gct aggt agggaaggcagggcccgact ggcatctctcaattgtt 181

WI 181 ggttctgacaacctggtgtattgccgectgtcttcggtgtgatttgtcatttcttcctta 240
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 182 ggttctgacaacctggtgtattgccgectgtcttcggtgtgatttgtcatttcttcctta 241

Wr 241 gtatcttccatccttgatgttactggcttttgaggccggggttttgtttcattgtttgaa 300
FECEEEEEEr e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 242 gtatcttccatccttgatgttactggcttttgaggececggggttttgtttcattgtttgaa 301

WwWr 301 aaccacgcagat agcagaggttgtttcggtcttatctaacacttctcatgcgtctgtcct 360
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 302 aaccacgcagat agcagaggttgtttcggtcttat ctaacacttctcatgcgtctgtcct 361

wr 361 catattctttctctttctgtctgtgttttgettttcagttctccagaacccacgtcatat 420
FECEEEEErr e e e e err e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 362 catattctttctctttctgtctgtgttttgcttttcagttctccagaacccacgtcatat 421

WI 421 agtccct gaagt ggaat gat gat gt ct ccat gagggaacct cct ct cagt cat cct gt cc 480
FECEETEEEE e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 422 agt ccct gaagt ggaat gat gat gt ct ccat gagggaacct cct ct cagt cat cct gt cc 481

WI 481 tgtacatcagctgttcttgactgggccatt gatctaagat aggatttaccctgtgagaca 540
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 482 t gact gggccat t gat ct aagat aggat tt accct gt gagaca 541

Wr 541 gggagaagactt at ggacgccaagcatcatttcaagttctagtttttgttgaaagtactg 600
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 542 gggagaagactt at ggacgccaagcat catttcaagttctagtttttgtt gaaagtactg 601

Wr 601 acat acat gcaaggctcgtgtgctttatcaaagctgctgtgttgct aatccagaactgtt 660
FECEEEEEEE e e e e e rr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 602 acat acat gcaaggctcgt gt gctttat caaagct gct gt gttgct aat ccagaactgtt 661

2.)

Wr 2 gggccatt gat ct aaga 61
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 1 t gact gggccat t gat ct aaga 60

Wr 62 taggatttaccctgtgagacagggagaagactt at ggacgccaagcatcatttcaagttc 121
FECEEEEEEE e e e e er e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 taggatttaccctgtgagacagggagaagactt at ggacgccaagcatcatttcaagttc 120

Wr 122 tagtttttgttgaaagtact gacat acat gcaaggct cgtgtgctttat caaagctgctg 181
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e er e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 121 tagtttttgttgaaagtact gacat acat gcaaggct cgtgtgctttat caaagctgctg 180

WI 182 tgttgctaatccagaactgttccagtctcttggectatcaccatggcttcagtttggaag 241
FEEEEEEEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 181 tgttgctaatccagaactgttccagtctcttggcctatcaccatggcttcagtttggaag 240

W 242 cgact gcagcgt gt gggaaaacat gcat ccaagttccagttt gt ggcctcct accaggag 301
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 cgact gcagcgt gt gggaaaacat gcat ccaagttccagttt gt ggcctcctaccaggag 300

Wr 302 ctgatggttgaat gt acaaaga 323
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VR 301 ctgatggttgaat gt acaaaga 322

3)

WI 1 gaatctttttataataacagctgtaatccctttaaaggtgtacagactccacagtatttg 60
FECEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 15 gaatctttttataataacagctgtaatccctttaaaggtgtacagactccacagtatttg 74

wr 61 aacccatttgatgaaccagaaacttttgtaatgataaaggattctccaccccagtctaca 120
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 75 aacccatttgatgaaccagaaacttttgtaatgataaaggattctccaccccagtctaca 134

Wr 121 cgaagaaaaaacct aagacct gt agacat gagcaagt acct ct at gct gat agtt caaag 180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 135 cgaagaaaaaa aagacct gt agacat gagcaagt acct ct at gct gat agtt caaag 194

Wr 181 agt gaagaggaact ggat gaat caaatcctttttat gagcct aagccaacttctccaaat 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 195 agt gaagaggaact ggat gaat caaatcctttttat gagcct aagccaacttctccaaat 254

WwWr 241 aatttggtcaat acagttcaagaaggggaaact gaacggagagt gaaaagaagggcccca 300
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 255 aatttggtcaat acagttcaagaaggggaaact gaacggagagt gaaaagaagggcccca 314

wr 301 gccccgecggecccact a ccgccagccccgceccagcecccaccagecct cacacccaag 360
ECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 315 gccccecgecggecccact ageccccgeccageccccgecagecccaccagecct cacacccaag 374

wr 361 actggagt aaat gaaaacacagttgtctct gcagggaaagat ctctctacttctccaaag 420
FECEETEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 375 actggagt aaat gaaaacacagtt gt ct ct gcagggaaagat ctctct acttctccaaag 434

wWr 421 ccaagcccgat accaagt cct gtt ct ggggcaaaagccaaacgct agt cagt cgct gctt 480
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 435 ccaagcccgat accaagt cct gt t ct ggggcaaaagccaaacgct agt cagt cgctgett 494

Wr 481 gcat ggt gcagagaagt t acaaaaaact accggggcgt gaaaat caccaactttaccaca 540
FECEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 495 gcat ggt gcagagaagtt acaaaaaact accggggcgt gaaaat caccaactttaccaca 554

Wr 541 tcgtggaggaat ggcttatcattctgtgcaattttacaccactttagaccagacttaatc 600
FECEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e er e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 555 tcgtggaggaat ggcttatcattctgtgcaattttacaccactttagaccagacttaatc 614

Wr 601 gact acaag 609
FEEETTTT

VR 615 gactacaag 623

4)

Wr 1 cagccgat acaagt cct gt t ct ggggcaaaagccaaacgct agt cagt cgct gctt gcat 60
ECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 cagccgat acaagt cct gt t ct ggggcaaaagccaaacgct agt cagt cgct gctt gcat 60

W 61 gt gcagagaagt t acaaaaaact accggggcgt gaaaat caccaactttaccacatcgt 120
FECEEEEEE e e e e e rr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 ggtgcagagaagttacaaaaaact accggggcgt gaaaat caccaactttaccacatcgt 120

WI 121 ggaggaatggcttatcattctgtgcaattttacaccactttagaccagacttaatcgact 180
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FECEEEEEE e e e e e er e e et e e e e er e e e e e e e e e e e e e e
121 ggaggaatggcttatcattctgtgcaattttacaccactttagaccagacttaatcgact 180

181 aaggct t acgat ggat 240

ttg
NERRERNNRRRRNRRRRY
aaggcttacgatggatttg

— — —+
L —Q
L —Q
D — QD
Q —Q
O —Q
O —Q
L —Q
Q— Q
O —O0
L —
D —
oO—O0
O —Q
O —Q
L —Q

181 240

241 ccagcattggaatt 300
|

aat ccc
LT
aat ccc

Q —Q

241 ccagcattggaatt 300

301 acaaactgactgtt caagaac 360

caagaac 360

oO—O0
Q— QO
oO—O0
Q— QO
— — —+
—— —+
—— —+
—— —+
D — QD
Q—Q
oO— 0
Q—Q
Q—Q
Q— QO

301 acaaact gact

361 taaat gtggttcagat agaggaaaacagcagt aagagcacat at aaagtt ggaaatta 420

tg
I|II|II|I|II|II|I|II|II|I|II|I||I|II|I|II|II|I|II|II|I|II|I
tg

361 t gt ggtt cagat agaggaaaacagcagt aagagcacat at aaagt t ggaaatt a 420

421 agacagacaca 480

421 agacagacaca 480

481 540

481 540

541 600

541 600

601 at gaccaccttagtccaagcacagcctccccttactaccgcaggact aagagt gacacgg 660

601 at gaccaccttagtccaagcacagcctccccttact accgcaggact aagagt gacacgg 660

661 agccccaaaagt cgcagcagagct ccgcgaggact t cagggt ct gat gaccct gggttaa 720

FEEEEEEEEE e rer e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e e e e e e e
661 agccccaaaagt cgcagcagagct ccgcgaggact t cagggt ct gat gaccctgggttaa 720

721 gttctagtac 780
||||||||||
721 gttctagtact 780

781 agaactt ggaact 840

781 agaactt ggaact 840

841 cagcttacgagcaaaagcttcagactg 900
|

ta
N
841 cagcttacgagcaaaagcttcagactgta

oO—O0
Q— Q@
— — —+
Q —Q
oO—O0
oO—O0
D — QD
Q—Q
oO—O0
D — QD
Q —Q
— — —+
Q —Q
Q— Q@
— — —+
Q— Q@
— — —+
Q —Q
Q —Q
Q— Q
Q— Q@
oO—O0
Q— Q
D — QD
Q —Q
Q—Q
Q —Q
Q— Q
Q— Q
Q— Q
Q— Q@

900

901 tggagaagtccagatctttagaat gcagattggat ggt gaattggct at cacaaagccaa 960
FECCEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
901 tggagaagtccagatctttagaat gcagatt ggat ggt gaattggctat cacaaagccaa 960

961 atgtatcctctcyttctaaactt 983

NN RN NN RR RN
961 atgtatcctatcyttctaaactt 983

5 3 % 3 35 3% %53 % %353 % 3% 5 3% %533 3% 33 % 5333833

o
o
Nt
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VR 22 acagagacacagactt cacgaaaaaaccat gtgcttctct gaggcagat agagtctgatc 81

WI 61 agat gcagacaagagcact tt aaat cat gcagaccaccccaacaaagcagtt cagcacc 120
||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||

VR 82 cagat gcagacaagagcacttt aaat cat gcagaccaccccaacaaagcagttcagcacc 141

WwWr 121 gaatgttgtccagacaagaggagct gaaagaaagagcgagagttct gctt gagcaagcaa 180
FECEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 142 gaat gtt gt ccagacaagaggagct gaaagaaagagcgagagttct gctt gagcaagcaa 201

WwWr 181 gaagagat gctgcttt caaggt ggggagcaagcat ggt ggcagcgcagcccct gcgctct 240
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 202 gaagagat gct gct tt caaggt ggggagcaagcat ggt ggcagcgcagcccctgecgetct 261

WI 241 gcagcagacagct aaat gat cagcaagat gaagagagacgt cggcagct gagagagaggg 300
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 262 gcagcagacagct aaat gat cagcaagat gaagagagacgt cggcagct gagagagaggg 321

WI 301 ctcgtcagct aat agcagaagct cgat gcggagt gaagat gt cagaactt cccagctatg 360
FECEETEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 322 ctcgtcagct aat agcagaagct cgat gcggagt gaagat gt cagaactt cccagctatg 381

WI 361 gt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt caaaggcat ct ggagagcagaat agta 420
||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||

R 382 gt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt caaaggcat ct ggagagcagaat agta 441

Wr 421 aggt ggt ggactt gaggct gaagaagct at t agaagcccagccacaggt ggcaaacttac 480
FECEEEEEEr e e e e e et e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 442 aggt ggt ggactt gaggct gaagaagct at t agaagcccagccacaggt ggcaaacttac 501

Wr 481 tccccagtgct gcgcat gaaagct gt aaccgaggcct ccgagcaaggagaaaagagt ggc 540
FECEEEEErerer e e teee et e e e e er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 502 tccccagtgctgcgca- gaaagct gt aaccgaggcct ccgagcaaggagaaaagagt ggc 560

WIr 541 gt ggaagat ct ccgggct gaacgat t acaaaaaggaacag 580
FECEEEEErer e e e teeer e e e e e errr et reerd

VR 561 gt ggaagat ct ccggact gaacgattacaaaaagcaacag 600

5. a)

WI 13 tctctgaggcagat agagt ct gat ccagat gcagacaagagcacttt aaat cat gcagac 72
FECEETEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 t ct ct gaggcagat agagt ct gat ccagat gcagacaagagcact tt aaat cat gcagac 60

Wr 73 caccccaacaaagcagttcagcaccgaat gtt gt ccagacaagaggagct gaaagaaaga 132
FECEEEEEEr e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 caccccaacaaagcagttcagcaccgaat gttgtccagacaagaggagct gaaagaaaga 120

Wr 133 gcgagagttctgctt gagcaagcaagaagagat gct gcttt caaggt ggggagcaagcat 192
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 121 gcgagagttctgcttgagcaagcaagaagagat gct gcttt caaggt ggggagcaagcat 180

WI 193 ggt ggcagcgcagcccct gcget ct gcagcagacagct aaat gat cagcaagat gaagag 252
FECEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 181 ggt ggcagcgcagcccct gcgcet ct gcagcagacagct aaat gat cagcaagat gaagag 240

WI 253 agacgt cggcagct gagagagagggct cgt cagct aat agcagaagct cgat gcggagtg 312
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 agacgt cggcagct gagagagagggct cgt cagct aat agcagaagct cgat gcggagtg 300

WI 313 aagat gt cagaact t cccagct at ggt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt ca 372
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CEEEEEEEEE T eer et eer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 301 aagat gt cagaacttcccagc ggt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt ca 360

Wr 373 a gagagcagaat agt aaggt ggt ggact t gaggct gaagaagct at t agaa 432
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 361 gagagcagaat agt aaggt ggt ggact t gaggct gaagaagct at t agaa 420

wWr 433 gcccagccacaggt ggcaaactt act ccccagt gct gcgcagaaagct gt aaccgaggcc 492
FEEEEEEEEErree et e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e

VR 421 gcccagccacaggt ggcaaacttact ccccagt gct gcgcagaaagct gt aaccgaggcc 480

wr 493 tccgagcaaggagaaaagagt ggcgt ggaagat ct ccggact gaacgatt acaaaaagca 552
FEEETEEEEErree et e e et e e e e e e e et e e e e e e e et e e e e e

R 481 tccgagcaaggagaaaagagt ggcgt ggaagat ct ccggact gaacgatt acaaaaagca 540

wr 553 acagaacgtttcagaaatcctgttgtgtttaacaaggattccacagtc 600
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 541 acagaacg cagaaatcctgttgtgtttaacaaggattccacagtc 588

6.)

Wr 1 at gt cagaact t cccagct at ggt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt caaa 60
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 35 (gatgtcagaacttcccagct at ggt gaaat ggct gcagaaaagt t gaaagaaaggt caaa 94

wWr 61 cat ct ggagagcagaat agt aaggt ggt ggact t gaggct gaagaagct at t agaagc 120
FEEEEEEEEEr e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 95 ggcat ct ggagagcagaat agt aaggt ggt ggact t gaggct gaagaagct at t agaagc 154

WI 121 ccagccacaggt ggcaaactt act ccccagt gct gcgcagaaagct gt aaccgaggcctc 180
FEEEEEEEEEree et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 155 ccagccacaggt ggcaaactt act ccccagt gct gcgcagaaagct gt aaccgaggcctc 214

wWr 181 cgagcaaggagaaaagagt ggcgt ggaagat ct ccggact gaacgat t acaaaaagcaac 240
FEEEEEEEEE e et e e e e e e et e e e et e e e e e e e et e e e e

R 215 cgagcaaggagaaaagagt ggcgt ggaagat ct ccggact gaacgatt acaaaaagcaac 274

wr 241 agaacgtttcagaaatcctgttgtgtttaa 270
AR RN RRRRNRRRRN

R 275 agaacgtttcagaaatcctgttgtgtttaa 304

7.)

WI 1 caacagaacgtttcagaaatcctgttgtgtttaacaaggattccacagt cagaaagact 60
FEEEEEEEEEEEer e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 gcaacagaacg cagaaatcctgttgtgtttaacaaggatt ccacagt cagaaagact 60

W 61 cagctccagtctttcagtcagtatgttgagaacagaccagagat gaaaagacagagatca 120
AR NN RN AR RN R R RN AR RN R RN RRRRN RN

VR 61 cagctccagtctttcagtcagtatgttgagaacagaccagagat gaaaagacagagatca 120

WI 121 atacaggaagat acaaagaggggaact gaggagaaggcagagat aact gaaact cagagg 180
FEEEEEEEErrreerrreer teeeer e e e et e e e e e e e e e e e e e

VR 121 at acaggaagat acaaagagaggaact gaggagaaggcagagat aact gaaact cagagg 180

Wr 181 aagccat cagaagat gaaaaagggtt caaagacaccagt cagt at gtt gt aggggaattg 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 181 aagccat cagaagat gaaaaagggtt caaagacaccagt cagt at gt t gt aggggaattg 240

wr 241 gcagcact ggagaat gagcagaagcaaat t ggcacccgt gccgcgct ggt ggagaagcgc 300
FEEEEEEEErr e er e e e e e e e er e e tere e e e e e e e e e e e

VR 241 gcagcact ggagaat gagcagaagcaaatt gacacccgt gccgcgct ggt ggagaagcgc 300

Wr 301 ctccgct at ct cat ggacacaggaaggaacacggaagaagaggaggcgat gat gcaggaa 360
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126

$ 5% 3 35 3% 3

0]
~—

5 5 5 5 % 3% 8% 355 3 35 8 3 &

©
~—

S 5 5 3 5

301

361

361 t

421

421

481

481

72

61

132

121

192

181

252

241

312

301

372

361

432

421

492

481

59

119

61

179 ¢

FECEEEEEEEr et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
ct ccgct at ct cat ggacacaggaaggaacacggaagaagaggaggcgat gat gcaggaa 360

at aagaaaaat gcct t aat aaggaggat gaaccagctttccctc 420
|||

aagaaaaat gcct t aat aaggaggat gaaccagctttccctc 420

ct ggaaaaagagcat gact t ggaacgaaggt at gagct gct gaaccgggagct acgggcc 480

FECTEEEEErr e eer et terrr e et e e et e ee e e e e et e e e rrd
ct ggaaaaagagcat gact t agaacgaaggt at gagct gct gaaccgggagct acgggcc 480

at gct agccatt gaag 496

NARRERRRRRRNERE
at gct agccatt gaag 496

cact ggagaat gagcagaag 131
NERRERNRRRRERRRRRNY
cact ggagaat gagcagaag 120

aagcgcct ccgct at ct cat ggacacagga 191
FEEEEEEEETTEEEr e e e
aagcgcct ccgct at ct cat ggacacagga 180

aggaacacggaagaagaggaggcgat gat gcaggaat ggt t cat gct ggt t aat aagaaa 251

FECTEEEEEEr et eer e e et e e et e e e e et e e et e e e e e e rrd
aggaacacggaagaagaggaggcgat gat gcaggaat ggt t cat gct ggt t aat aagaaa 240

aat gcct t aat aaggaggat gaaccagct tt ccct cct ggaaaaagagcat gact t agaa 311

aat gcct t aat aaggaggat gaaccagct tt ccct cct ggaaaaagagcat gactt agaa 300

gaaccgggagct acgggccat gct agccat t gaagact ggcag 371
FECEEEEETTEEE e e e e e et e e e e e ey
aaccgggagct acgggccat gct agccat t gaagact ggcag 360

t gct
|||||
tgctg
cgaggcccagaagcgacgggaacagct cct gct ggat gaact agt agccct ggt g 431

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
aagaccgaggcccagaagcgacgggaacagct cct gct ggat gaact agt agccct ggt g 420

gacaagcgagacgccctt gt cagggacct ggacgcccaggagaagcaggccgaagaagaa 491

gacaagcgagacgccct t gt cagggacct ggacgcccaggagaagcaggccgaagaagaa 480

ggccaagaaggagga 550
I|III|III|III|II||II||II||II||II||II||II||II||II||II||II||I

t ggagcgaact ct ggagcaaaacaaaggcaagat ggccaagaaggagga 539

cgaggcccagaagcgacgggaacagct cct gct ggat gaact agt agccct ggt ggacaa 118

FECEEEEEEEr et e et e et e e e e e et e e e e e e et e e ey
cgaggcccagaagcgacgggaacagct cct gct ggat gaact agt agccct ggt ggacaa 60

gcgagacgccct t gt cagggacct ggacgcccaggagaagcaggccgaagaagaagacga 178

FECEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
gcgagacgccct t gt cagggacct ggacgcccaggagaagcaggccgaagaagaagacga 120
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R 121 gcatttggagcgaact ct ggagcaaaacaaaggcaagat ggccaagaaggaggagaagtg 180

WI 239 tgctcttcagtagtagtagecttggaccagacctctcccccactacttgagtcttaggtc 298
FECEEEEEEr e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 181 tgctcttcagtagtagtagccttggaccagacctctcccccactacttgagtcttaggtc 240

WwWr 299 cccaggccagaagcagactggttgacttaaaactttttaacattttgtttgcctggattg 358
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 cccaggccagaagcagactggttgacttaaaactttttaacattttgtttgecctggattg 300

WwWr 359 gacccacccctcccccatttcctcttctccagat aat acacagagct ccaga 418
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 301 t t ct ggacccacccctcccccatttcctcttct ccagat aat acacagagct ccaga 360

WIr 419 tagctttaaagactctttgagttaatcatgaaatcattcttgaaat cct gt gaagt aga- 477
FECEEEEEETr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e FEEEEEEEEE

VR 361 tagctttaaagactctttgagttaatcatgaaatcattcttgaaatcct gt gaagtagat 420

Wr 478 t ccccgt gaat gact ggt act ga 510
|||||||||||||||||||||||||||||||||

R 421 t caccccgt gaat gact ggt act ga 453

10.) rc

W 1 cct gt gaagt aaat tt gcgcagacaccccgt gaat gact ggt act gaagat gct caagaa 60
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 2 t gcgcagacaccccgt gaat gact ggt act gaagat gct caagaa 61

Wr 61 actgtccaaaaaggagggagactccctggttatcgccccttctgttttggat gggatgag 120
FECEETEEEe e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 62 actgtccaaaaaggagggagactccctggttatcgccccttctgttttggatgggatgag 121

Wr 121 aatytgaaacatgtttgttgtagtattgttggtaatagcgaaat gacagt gggt gggggg 180
FECEEEEEEr e e e e err e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 122 aatytgaaacatgtttgttgtagtattgttggtaatagcgaaat gacagt gggt gggggg 181

WIr 181 gcaaaggggagt aagaaaat gtcatgatttttttttccaat cccgcagt at gtatgtgac 240
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 182 gcaaaggggagt aagaaaatgtcatgatttttttttccaat cccgcagt at gtat gtgac 241

WI 241 actgttacttaaatctcatagttagatcttagtctgtgtattgacgaagctgtgttccat 300
FECEEEEEEr e e e e e et e et e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

VR 242 actgttacttaaatctcatagttagatcttagtctgtgtattgacgaagctgtgttccat 301

WI 301 ttgccagtgggattttctgcagttgtttacaatt cacat aaagat aat aaagttcctctc 360
ECEEEEEE e e e e err e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 302 ttgccagtgggattttctgcagttgtttacaatt cacat aaagat aat aaagttcctctc 361

Wr 361 t 361
|

VR 362 t 362

10.

W 1 attttctgcagttgtttacaattcacat aaagat aat aaagttcctctctgctctcctca 60
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

VR 1 a ctgcagttgtttacaattcacat aaagat aat aaagttcctctctgctctcctca 60

WI 61 gaggatggccct gt aaggt agcct gagacaaacct ggggttt gaaaggt gacct gggaga 120
FECEEEEEEr e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 gaggat ggccct gt aaggt agcct gagacaaacct ggggttt gaaaggt gacct gggaga 120

WIr 121 acagctctgttcaatgtgcagcagtttacaaagacagct cat cagct gat gat gcaccat 180
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LEEEEEEEEEEreer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
121 acagctctgttcaatgtgcagcagtttacaaagacagct cat cagct gat gat gcaccat 180

VR

WI 181 cttatactctgaataattatttattacatcttgecttggttcctactttttgttggggctc 240
FECEETEEEEr e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 181 cttatactctgaataattatttattacatcttgcttggttcctactttttgttggggctc 240

WI 241 aacattggctcaagaatgctgttaatatttattctgtattgataaaagtctgtcttggca 300
FECEEEEErr e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 241 aacattggctcaagaatgctgttaatatttattctgtattgataaaagtctgtcttggca 300

Wr 301 ctacaagtaaatatcccattacatcttctctagcatagcactgtgtgttttgtgaaaatg 360
FECEEEEEEr e e e e e et e et e e e e er e e e e e e e e e et e e e e e e e e

VR 301 ctacaagtaaatatcccattacatcttctctagcatagcactgtgtgttttgtgaaaatg 360

WwWr 361 gttatgtttatttattacaatactgagtcatatataaatttt 402
FECEEEEEE e e e e e er e e e e e e e et e e

VR 361 gttatgtttatttattacaatactgagtcatatataaatttt 402

7.2.4.4 Sequenzierungen der alternativ gespleif3ten Exons

>WI 903i nt5/6 Sequenzierpriner int 5
CCAACATTTGTCTTGACTGGCTTCTGTTTACAGAAATTGTAAACCAGT TGAATGCTCTGAGCAGCT TAGATGAAG
ATCAAGATGACT GCATAAAGCAAGCAAAT GTGCCCTCAGCTAAAT CAGCCAGT TCCTCTGAAGGT CTAAAGCTCT
CCTCCCTCTGCTTCTGATTGCCTGTCCTAACTGTGACT TGCTGCATTCTGACTTCTGTCTGCTTAGCTG

>WR 903i nt 5/ 6 Sequenzierpriner int5

ATTTGTCTTGACTGGCTTCTGTTTACAGAAAT TGTAAACCAGT TGAATGCTCTGAGCAGCT TAGATGAAGATCAA
GATGACTGCATAAAGCAAGCAAAT GTGCCCTCAGCTAAAT CAGCCAGT TCCTCTGAAGGTCTAAAGCTCTCCTCC
CTCTGCTTCTGATTGCCTGTCCTAACTGTGACTTGCTGCATTCTGACTTCTGTCTGCTTAGCTG

>WI' 903i nt 5/ 6 Sequenzierpriner int6

GGACGGCAT CAGAAGCAGAGCGAGGAGAGCT TTAGACCT TCAGAGGAACT GGCTGAT TTAGCTGAGGGCACATTT
GCTTCCTTTATGCAGTCATCTTGATCTTCATCTAAGCT GCTCAGAGCATTCAACTGGT TTACAATTTCTGTAAAC
AGAAGCCAGT CAAGACAAATGTATGGT CAGGT CATTAACTAAAGAGCT GTAGAAGCATGCCTGGTATCA

>\WR 903i nt 5/ 6 Sequenzierpriner int6

GGCAT CAGAAGCAGAGGEGAGGAGAGCT TTAGACCT TCAGAGGAACT GGCTGATTTAGCTGAGGGCACATTTCCTT
GCTTTATGCAGT CATCTTGATCTTCATCTAAGCTGCTCAGAGCATTCAACTGGT TTACAATTTCTGTAAACAGAA
GCCAGT CAAGACAAATGTATGGT CAGGT CATTAACTAAAGAGCT GTAGAAGCATGCTGGTATCA

Exon = fett

WI 1 t gat accagccatgcttctacagctctttagttaat gacctgaccatacatttgtcttga 60
FECEEEEEEr teeeerr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 t gat accagc-atgcttctacagctctttagttaat gacctgaccatacatttgtcttga 59

WI 61 ctggcttctgtttacagaaattgtaaaccagttgaat gctctgagcagcttagatgaaga 120
FECEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 60 ctggcttctgtttacagaaattgtaaaccagttgaatgctctgagcagcttagatgaaga 119

Wr 121 tcaagat gact gcat aaagcaagcaaat gt gccct cagct aaat cagccagttcctctga 180
FECEEEEEEe e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R 120 t caagat gact gcat aaagcaagcaaat gt gccct cagct aaat cagccagttcctctga 179

Wr 181 aggtctaaagctctcctccctctgettctgattgectgtcctaactgtgacttgetgcat 240
FECEEEEErr e e e e e e e e e e e e er e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 180 aggtctaaagctctcctccctctgettctgattgectgtcctaactgtgacttgetgecat 239

WI

241 tctgact
|

tctgtctgcttagetg 263
NN RRRRNNRRRRN R
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WR : 240 tctgacttctgtctgcttagctg 262

S\ Int7/8 Priner Int 8

CGCTGTGATGGTAGCTTAGTAAGCAGATGTACTTACTCATCCAGI TCCTCTTCACTCTTTGAACTATCAGCATAG
AGGTACTTGCTCATGICTACAGGTCTTAGGT TTTTTCTTCGT GTAGACT GGGGT GGAGAATCCTTTATCATTACA
AAAGTTTCTGGT TCATCAAATGGGT TCAAATACT GT GGAGT CTGTACACCTTTAAAGGGATTACAGCTGI TATTA
TAAAAAGATTCTTCTGGT TTTTTAGGT GAAGT TGTTTCAGTGATTGGT TCTATAAAACAACAGCAAAAGACAGGT
TAAACTAACAGCAT

SR Int 7/8 Prinmer Int 8

CGCTGTGATGGTAGCTTAGTAAGCAGATGTACT TACTCATCCAGT TCCTCTTCACTCTTTGAACTATCAGCATAG
AGGTACTTGCTCATGTCTACAGGTCTTAGGTTTTTTCTTCGT GTAGACTGGGGT GGAGAATCCTTTATCATTACA
AAAGT TTCTGGT TCATCAAATGGGT TCAAATACT GTGGAGT CTGTACACCT TTAAAGGGATTACAGCTGT TATTA
TAAAAAGATTCTTCTGGT TTTTTAGGTGAAGT TGTTTCAGT GATTGGT TCTATAAAACAACAGCAAAAGACAGGT
TAAACTAACAGCATATGATATCCTCTATA

SAR Int7/8 Priner Int 7

CCTGGTCTTTTGCTGTTGT TTTATAGAACCAAT CACT GAAACAACT TCACCTAAAAAACCAGAAGAATCTTTTTA
TAATAACAGCTGTAATCCCTTTAAAGGT GTACAGACT CCACAGTATTTGAACCCATTTGATGAACCAGAAACTTT
TGTAATGATAAAGGATTCTCCACCCCAGTCTACACGAAGAAAAAACCTAAGACCT GTAGACAT GAGCAAGTACCT
CTATGCTGATAGT TCAAAGAGT GAAGAGGAACT GGATGAGTAAGTACATCTGCT TACTAAGCTACCATCACAGCG
TAGCCCATGTAGTAA

Exon = fett

WI 1 atgctgttagtttaacctgtcttttgctgttgttttatagaaccaat cact gaaacaact 60
FECEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 16 atgctgttagtttaacctgtcttttgctgttgttttatagaaccaatcactgaaacaact 75

WI 61 tcacctaaaaaaccagaagaatctttttataataacagctgtaatccctttaaaggtgta 120
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 76 tcacctaaaaaaccagaagaatctttttataataacagctgtaatccctttaaaggtgta 135

Wr 121 cagactccacagtatttgaacccatttgat gaaccagaaacttttgtaat gat aaaggat 180
FECEEEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

R 136 cagactccacagtatttgaacccatttgat gaaccagaaacttttgtaat gataaaggat 195

Wr 181 tctccaccccagt ct acacgaagaaaaaacct aagacct gt agacat gagcaagt acctc 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

R 196 tctccaccccagtctacacgaagaaaaaacct aagacct gt agacat gagcaagt acctc 255

WI 241 tatgct gat agtt caaagagt gaagaggaact ggat gagt aagt acat ct gcttact aag 300
FECEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 256 tatgctgat agttcaaagagt gaagaggaact ggat gagt aagt acat ct gcttactaag 315

WI 301 ctaccatcacagcg 314

NRRRRRRRRRRRY
316 ctaccatcacagcg 329

3

>WR 903i nt 14/ 15 Sequenzi erprinmer int 15

TTGATGATGTAAAATAAAGT TTGCCAT GCAATAGGACACAAAACATTGACAATTTGAAATTACCGGGATTATCAA
GGTCACTTTCTATATTAGNAAGT TCATCTCCACCT CCTACAACAAAGCCTTCAGGAATCTCTTCGT TAGTATCTA
TCTCAATATTATCATTTTCATCTGNAAGAACATGTAGCAATAATGT TAGTATAGCATTCATATTTTACACTCTTT
GTCTTCAATTCCAAAGAG

>WI 903i nt 14/ 15 Sequenzi erprinmer intl5

TTGATGATGTAAAATAAAGT TTGCCAT GCAATAGGACACAAAACATTGACAATTTGAAATTACCGGGATTATCAA
GGTCACTTTCTATATTAGTAAGT TCATCTCCACCTCCTACAACAAAGCCTTCAGGAATCTCTTCGTTAGTATCTA
TCTCAATATTATCATTTTCATCTGTAAGAACATGTAGCAATAATGT TAGTATAGCATTCATATTTTACACTCTTT

GTCTTCAATTCCAAAGAG

>WR 903i nt 14/ 15 Sequenzi erpriner int 14
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TTATTGCCTACATGI TCTTACAGATGAAAATGATAATATTGAGATAGATACTAACGAAGAGATTCCTGAAGCCTTT
GITGTAGGAGGT GGAGATGAACT TACTAATATAGAAAGT GACCT TGATAATCCCGGTAATTTCAAATTGTCAATG
TTTTGTGTCCTATTGCATGECAAACTTTATTTTTACATCATCAATAATAATTTATTTTTATACTCTTTTTATGIC
T

>WI' 903i nt 14/ 15 Sequenzi erprimer int 14
TGCTATACTAACATTATTGCTACATGT TCTTACAGATGAAAAT GATAATATTGAGATAGATACTAACGAAGAGAT
TCCTGAAGGCTTTGT TGTAGGAGGT GGAGATGAACT TACTAATATAGAAAGT GACCTTGATAATCCCGGTAATTT
CAAATTGTCAATGT TTTGTGTCCTATTGCATGGCAAACT TTATTTTTACATCATCAATAATAATTTATTTTTATA
CTCTTTTTATGICTC

Exon = fett

WI 1 ctctttggaattgaagacaaagagt gt aaaat at gaat gct at act aacattattgctac 60
EEEEEEEEEEree et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 1 ctctttggaatt gaagacaaagagt gt aaaat at gaat gct at act aacattattgctac 60

WI 61 atgttcttacagat gaaaat gat aat attgagatagat act aacgaagagattcctgaag 120
CEEEEEEEEErree e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e

VR 61 atgttcttacagat gaaaat gat aat attgagatagat act aacgaagagattcctgaag 120

Wr 121 gctttgttgtaggaggt ggagat gaacttact aat at agaaagt gacctt gat aatcccg 180
FEEETEEEEE e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e

R 121 gctttgttgtaggaggt ggagat gaactt act aat at agaaagt gacctt gataatcccg 180

Wr 181 gtaatttcaaattgtcaatgttttgtgtcctattgcatggcaaactttattttacatcat 240
FEEEEEEEEr e e er e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

VR 181 gtaatttcaaattgtcaatgttttgtgtcctattgcatggcaaactttattttacatcat 240

WI 241 caataataatttatttttatactctttttatgtct 275
NERRERN RN RN RN NN RR RN

VR 241 caataataatttatttttatactctttttatgtct 275



7 Anhang 131

7.3 Sequenzierungen wahrend der Konstruktion des pelil targeting
Vektors

7.3.1 Sequenz der Neomycin-Resistenzkassette (B-actin-NEO)

>2252bp

GAATTCGAGCT CGGTACCCCCTAGT AACCGAGACAT TGAAT GGGGCAGT GTCCACAAGGGECGGAGCCTATTCCTG
TACATCTGGGCCT ACGGAGCCAGCACCCATCGCCAAAACTCTTCATCCTCTTCCTCAATCTCGCTTTCTCTCTCG
CTTTTTTTTTTTTTCTTCTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAAAGGAGCGEGAGAGGGEGGTAAAAAAAT GCTGCACT
GT' GCGECGAGECCGGT GAGT GAGCGACGCGGAGCCAAT CAGCGCCCGCCGT TCCGAAAGT TCCCTTTTATGECTC
GAGT GEGCCGCTGT GECGT CCTATAAAACCCGGECCECECAACGCCGECAGCCACT GT CGAGT CGCGT CCACCCGCGAG
CACAGCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT TGCCGGT CCACACCCGCCACCAGGT AAGCAGEGACGECCEEECCCAGCEEG
CTTCGCTCTCTCGI GGCTAGTACCT CACT GCAGGGT CCTGAGGAT CACT CAGAACGGACACCAT GGECGEGEGTGEA
GGGT GGT GCCEEECCECEGAGCGACACT GECACAGCCAACT TTACCCCTAGCGT GTAGACTCTTTGCAGCCACAT
TCCCACGGET GTAGACACT CGTGEGECCCECT CCCGCT CGGT GCGT GEEECT TAEEGACACACT AGEGT CGCGGTGT
GCCCATTTGATGAGCCGGT GCGECT TGCEEGT GT TAAAAGCCGTATTAGGT CCATCTTGAGAGTACACAGTATTG
GGAACCAGACCGCTACGATCACGCCTCAATGECCTCTGEGTCTTTGI CCAAACCGGT TTGCCTAT TCGGECT TGCCG
GECEEECEEECEEECEEECEEECECEECAGCEECCEECT CEECCEEGET GEEEECT GGGATGCCACT GCGCGT GCGC
TCTCTATCACT GEGCAT CGAGCCGCCGT GTGCCCTAGCGAGEGAGCTCTTCCTCTCCCCCTCTTCCTAGI TAGCT G
CCCGTGCGTATTGAGGECT GGGAGCGCGECT GCCCCEEGET TCEECGAGGEECEEEECCGT TGT CCCGAAGEEECEEG
GTI'CACAGT GGCACGGGECCCCTTGT TTGCGCT TCCTGCT GEGT GT GGT CACCT CCCECGCECGCACAAGCCGLCCG
TCGGEGECGECAGT GTAGECGGAGCT TGCGCCCGT TTGEECGAGCEEECGGAGGT CTGECT TCCTGCCCTAGGT CCGCC
TCCGGGCCAGCGTI TTGCCT TTTATGGTAATAAT GCGECCGGTCTGCECT TCCT TTGT CCCCTGAGCT TGGECEGCG
CGCCCCCT GECGECT CGAGCCCGLGECT TCCCCGAAGT GEECAGEECGECAGCGECTGCT CT TGECGECCCCGAG
GITGACTATAGCCTTCTTTTGIGTCTTGATAGT TCGCCATGGATGACGATAT CGCT GCGECT GGT CGTCGACGCAGG
TTCTCCGECCGCT TGEGT GGAGAGGCTAT TCGECTAT GACT GGGCACAACAGACAAT CGECTGCTCTGATGCCGC
CGTGTTCCGGECT G CAGCGCAGGEECGCCCCGT TCTTTTTGT CAAGACCGACCT GT CCGGT GCCCTGAATGAACT
GCAGGACGAGGCAGCGCGELCTATCGT GECT GGCCACGACGEECGT TCCTTGCGCAGCT GTGCTCGACGT TGTCAC
TGAAGCGGEGAAGGEGACT GECTCCTAT TGEECGAAGT GCCCEEECAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTCC
CGAGAAAGT ATCCATCATGCCTGATGCAAT GCGECGECTGCATACCCT TGATCCGGCTACCT GCCCAT TCGACCA
CCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGT ACT CGGAT GGAAGCCGGT CTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGA
AGAGCAT CAGGGEGECT CGCGCCAGCCGAACT GT TCGCCAGGCT CAAGGECGCGECAT GCCCGACGECGAGGATCTCGT
CGTGACCCATGGCGATGCCTGCT TGCCGAATAT CATGGT GGAAAATGGECCCCTTTTCTGGATTCATCGACTGT GG
CCGCECTCEGET GTGGCEGACCGECTATCAGGACATAGCGT TGCCTACCCGT GATAT TGCT GAAGAGCT TGGCGEGECEA
ATGCGEECTGACCGCTTCCTCGT GCTTTACGGT AT CGCCGCT CCCGAT TCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCT
TGACGAGT TCTTCTGAGGGGAT CGCCAAT AAAAAGACAGAATAAAACGCACGCGTGT TGEGTCGT TTGT TCGGAT
CcC

7.3.2 5" Fragment: plil 5‘a—plil 5'b

>4422 bp, Primer sind fett hervorgehoben

GITGACTTGTCCCTCCAGAAGCCTGTGTGT CAGTATTCCTGCGAGACTACGCTCTCTCTGCGAGGAATTTGGGTATG
GAGAGCT GTGECACAGGGT CAGCT CTGGT GTGCAGAAGGCGACCTAAAGGATCCTGTCCCTGECTGI TCCTTGAT
TCCTGITGITCTTATCGCTCTGI GGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAAT TTGAGCAGAAGT GGTAGT CCTACCTGT G
CTCACAGGTGTGTGGGTACT CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGECGGTATTTGEGTATGAAGT GCTGT GGCACAG
GATCACCTTTGCATATTTGTATCTTTTTAGT GTAAGT TCCACATAT GAGGAAGAGGGT GGCTTATCTCATGTAGC
ATGGECCTCCAGTGCTCCATTTTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTATAGCT GAGT GAAGCTGCATTGT
GCCAATGTAATGT TTCCTTATTTCTTCTGTGTCTCACAGAAGGTGACTTTTGTTGCTTTTCTAAGCAAATGITTG
TAACTTAGI TCTAAGAGGAATTTAACTGCTCGGGATCATCATTTAGTGCTACTTTTTTCCATAGCCTATTTAAAA
AGTATTATTTCTTATGCCTAAAATGTATAACAATGGCAATATAATACAACATATTACTTGGTGTTCTAACTTTTA
CATTTCTTAAATTAATAATAGTI TTGAAGTAGT TGCGGGAAATCTATTTTATTCATTTTCCCCGAGCTTAAATTTT
GICTCTAGTACACACTCAACTTTCAGAGGT TCATTCTTAAGATTGT GCTGGT GGACAGT AAAACCAGT TATACAG
GCTGTGCTTCAATGT GCAGAGT TGAGGTGGT TTGGGT TATTGGT TAACCTACTTTCCAAGTGTAATTCCCCCTTG
TGTTCTTTTATGCATAATATTTCAGCAGI TTACAGT GGTAGAGTATGACCTGTCATGTCTGTGITCTTTACTGI T
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ATTGAACCTTACAGTAGTTACTATCTCTTATGATTGI TGTGAGGT TGAAATCACACGT GTCAAATGGT TAGGATA
GTACTTGGCCCAAAGACAACCCAGCATTAGCT CTTATAAAGGEGCAGECGT TGGCGACAAATCGTGTTGGT TTGAT
AACTTAGGAGCTAGAATCCCCTGCACTTTTCCTATGI TTGTATCCTGAATAGCTGCTAAGT CTCACCAAACTTTC
CCTTCCTTTAAATATTTTGI TACTTTAATACT TAATAGAGGAATTTCTGITACTTTTTCATAAACATATATAACC
ACTTCAGTAATTTAAGTAATCTAAAAT TCCTGAATACAGGCTAGAAAT GACAGAGAACAACAAGCATATTTGAGT
TTCTGATTGT TTTAAAAATACATTTTCCAGTAACATAGT GAATACAATGATTTGGCGT TGGAGTGGTGAGCATTT
AAGTAAACCCTGCTTCCCCCAGT CACAAAGACTCCCTACAGCTTCTTCTTGCCTCACATTCAAGAAGTACATGGA
ACTTCTCTTCCTGAACTGTCCGGGACTCACATTTCTAATATATGT TTTCTTTCTGATGGTACCAGGAATTTGCTTT
TGTGTGATACCATGI TTTTCCCCTTGGGI TCCTTTCTTCCCTCCATTATTTAAATAAGTATACATTTATTAAAAA
TTTTGITGGTGGTCACTACCAAGGAAATTTTTCTCGT GTCTTGGTAGAATTAATGGTGGTGT TTCAAATTCTAAG
TGCTGTCAAATTGEGEGTAGGACT GT GT GCAT GGT GT CAGCCCAGCTAATATAATGACAACAAGCAGAACTGGTGA
TTGAGCCTATAGGACATTCTTTGTATATGTATCCACACTAAATACT TGAATGATTCAGGAAATCGT TTTGAAAAA
TTACATATCTTACTCAGAT TTAAGACTACATAGAGAATAGTI TGAAGGAAATGGATACAAAACACTATCTGIGITA
AAAATGCTGACCCATTATATAGACAATGCCCTTCTTGTAAAAAAAAAATTAATGTCTTTTACAGACATTAATATG
TACAAGAATTGCACTGAAAGAAAAATGATACT TGTGCCACATTTTATTTGCAGT TTAATAATGCTCATTCAATGT
CAGTTGATTGTTTTTAAGAAAATTTAATCCCAGCCAGGT GT TGATCCCAGCACT CAGGAGACAGAGCCAGGTGEAA
TCTCTGCTCTGAGT GCTGGGAT CACCAAAACCAGCCT GGTCTATACAGT TCCAGGACAGCCAGGGT TACACAGAG
AAACCCT GT CCT GAAAGGGAGGGAGGGAGCGAAGGAAAAAT GAAAGAGAAGAAAAAGAAAACGTAATCTTGT TAA
TCTTGGATCATTTAATTATCTAAGTACTGATGGTACTGAATTATTTTAGCCTTTAGAATAT TTAGAGGT AAGAGT
AGAAGT TGAGT TTGAGCT TGI TCCTGTGACTGCAGGT TTAGCGT TACTGATAAATATTTCTAGTCATATCAGATA
CTTACATTAAAATTCATAACAGTAGCAAAATTACAGT TATGAAGTAGCAATGACATAATTTTACAGI TGGEGGTC
CCCACAATATGAGGCAATGTAGT AAAGGGT CACAGT GT TAGGAAGCCTATAACCTATCCTGAATAATAGAGCAGT
GCACATTTTACTAGI TAAGT TCTCAGGCTAGGECTGECEECT TGCTTATATTTTTCCCAGCTCCAAAATTTCCTT
CATTCTCTTTATTTTAGICCCTTTATTTTTAGAGT AAGAAAAAT CAGATTGCTTTGGT TAAAGAGCTACAACTAG
AACACAGECTACTACTTGTAGCTGTGT TATATGCTGI CAGT CAAGTATGGGTATTCATGTAACACTTTCAGACT T
AAGGAATAGCCATGCTTTGCTAATGCTATAGT TTGAAAAAATATATAAGCGAGAGATTTCTTTTTATATTTACCTA
TATTTTTGCTACCCTGI TAGCTGITCTTTTTGT TGAGCAATCCCCTTTAGTCATTCCTTTATGACATACCACT GG
CAAGTTCTTGITCAAATTTTTCTTTACCTGAAAATGTCTTAAGTCCTTCCCTCTGGTTTTATTGEGTACAGATTC
TTCTGITGACAGI TACTGCTATACATACAAACAACATTAAATAGACTGAACAGGT TATATTCGTGTATGTATGTA
TCAAGAATTAGAGAAATAGAGCCCATGAAT T TGATAGCT GCAAGAGGEGGT GT GGGAAGAAT TGGAGGGAAGAAA
TGGAAGGGGAAAATGATGTATTATATTTTAATTCCAATAAATGGT TAAAGT TTTAAATATATTAAACCACTGTTT
TATGGATCTTGTGGT TTCTTATGAGACATATGCCTGTCATTCTAATAGCT TCTTCACTGGAGATAAAATACCATTT
ATTTTTGITTGGTTTTTTGI TTGGT TTGTTTGATTTCCATTTTTAGAACTTTTATCTTGATGCTGAGATCTTTGG
GITATCTAGAGACAGAACTGITTAGITTCATGCATTTGTAGITTTATTTCTTGTCCCAGATTTGITGT TTTCAGG
CATTATTTCTTTGAGTACTGTITTCAGCTCTGCAGGT TTTCTTCCAGTGATATAAATTTAGCTTCTTTTGCTGTAG
TCTCGCAGACCCAGGAGECTCTGCCTACTCTGT TGTCCAGT CTACCAAGAGECTCTTTGTTGTAGI TTAGTATGT
GICTTGGTTTGGAGGT TTCCACTTTATGTCCTCTGI TTGCTTGT TGAGACTTTTACTTTATCCCCACT GCCCCAG
ATGTATTGTAATTGCTTCTTGGAGCATTTTTATCATGGCTGCATCTTACTCTGT TGGGCAATCTTAGATTTCCTT
GICTCAGICTTGTCCCCTGI TGTTACCTCTTCTCCTTTAAGICTTTTTAGI TCTTCATTTGTAGGGATGATATGT
TGAACCCTGCGTATTTTCAGATTCTGT TTGGAGAATTTGTATATTACCTAAACCTTCTCTTTGTACTGACATTTC
CTGACTCTGCTTGATCAGCAAAGTCCATGTCTTTCTGT CTGT TACTGATAGCAGATAAAGTGTAGGT TCTCTAGT
CAACCTCTGIGEECAGGT TCTTACTCCTGCTGAGT GCATGT GGAAT TGAGCTCATCCTTGTAGT CTCCAGT GTCG
TCACTGGGATTGACCACCTAAGT GT GCTTGT GCACCT AAGT AAGCGCCT TGECT CCTTCCCAAGCCTGCATGACA
CCATCCTACTGTGATTTTTTTTTCAATCTCTCTTTTGIGGTTCCAGTAATTATCAAGGT TCCACACTCAACTCTG
ACTGGTAAGAATGCGGGTATTTTCTGTAGTATTTGGCTACAGTAGAATAGT TATAGT CAGAACT TTCTACCAACCT
GACACTTTATTGI TCCTTTAAACAAAAAGCAAGCCATGINTTTGGTTTTGTCTGTACTAGT TCATATTTCCAG

a) Ansequenzierung des 5‘Fragment mit M13rev (Primer plil5'b fett hervorgehoben)

ACAGCTATGACCATGCATTACGCCAAGCT CAGAATTAACCCT CACTAAAGGGACTAGT CCTGCAGGTTTAAACGA
ATTCGCCCTTCTGGAAATATGAACTAGTACAGACAAAACCAAAAACATGCTTCCTTTTTGT TTAAAGGAACAATA
AAGTGTCACCTTGGTAGAAAGT TCTGACTATAACTATTCTACTGTAGCCAAATACTACAGAAAATACCCCATTCT
TACCAGT CAGAGTI TGAGT GTGGAACCT TGATAAT TACT GGAACCACAAAAGAGAGAT TGAAAAAAAAAT CACAGT
AGGATGGT GT CATGCAGCGCT TGEGAAGGAGCCAAGGECCCT TACT TAGGT GCACAAGCACACT TAGGTGGTCAATC
CCAGTGACGACACT GGAGACTACAAGGAT GAGCTCAATTCCACAT GCACT CAGCAGGAGTAAGAACCT GCCCACA
GAGGTTGACTAGAGAACCTACACTTTATCTGCTATCAGTAACAGACAGAAAGACATGCACTTTGCTGATCAAGCA
GAGT CAGGAAATGT CAGT ACAAAGAGAAGGT TTAGGTAATATACAAAT TCTCCAAACAGAAT CTGAAAATACCCA
GGGTTCAACATATCATCCCT
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b) Ansequenzierung des 5‘Fragment mit M13uni (Primer plil5‘a fett hervorgehoben)

TAAAACGACGGCCAGT GAATTGTAATACGACT CACTATAGGGCGAATTGAAT TTAGCGGECCGECGAAT TCGECCCT T
GIGACTTGTCCCTCCAGAAGCCTGTGTGT CAGTATTCCTGCGAGACTACGCTCTCTCTGCGAGGAATTTGGGTATG
GAGAGCT GT GGCACAGGEGT CACGCT CTGGT GT GCAGAAGGCGACCTAAAGGATCCTGTCCCTGECTGI TCCTTGAT
TCCTGTGTTCTTATCGCTCTGI GGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAAT TTGAGCAGAAGT GGTAGT CCTACCTGT G
CTCACAGGTGTGTGGGTACT CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGECCGTATTTGEGTATGAAGTGCTGT G ACAG
GATCAGCTTTGCATATTTGTATCTTTTTAGIT GTAAGT TCCACATAT GAGGAAGAGGGTGECTTATCTCATGTAGC
ATGGECCTCCAGTGCTCCATTTTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTATAGCTGA

7.3.3 3' Fragment: Plilintron d — plilintron e

> 2625 bp, Primer fett hervorgehoben

CTCTGCATGATGAAACAGAACTGAGTATGGTGTCCTCATTTTGGTCTCTGGGT TAGAATTGCTGT TACTTTGITT
TTAAAAATTTGTACCTTACTGTATTCAGAAGAATTTAAAGCTAATTATAAGAAAATTTTTTAGTGACCGTATTTA
TGCCATCCTTGTAAGCATTGAAATACT ACAT GCAGACT GGAGAGACGCT CAGAGACTAACAGTAATGGCACTCAC
TGCCCTTACCTTCTAGI GGACCTGAGT TCAGT TTCCAGCACCCACATCAGGAAGCTCACAGT GCCCTGTAACTCC
AGATCCAAAAGATGT TGGCACCCT CTTCTGACCT GCAAGCAAACACACACACACACACATAAATAAATAGATAAA
AACCCACTGTAAACGCACTGAGTAGCCTTTACT TTGT CCTCACCCTGGGAAAAGGAT TTGCATGI TCTCTCCCAT
TCTTTTINTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGATTTATTAAGT GGATATTAGCCCAAAACCTAGGATACCCAAGATATA
AGATACAATTTCCTAAACACATGAAACT CAAGAAAAAT GAAGACT GAAGT GTGGACACTATGCCCCTCCTTAGAA
GT GGGAACAAAACACCCT TCGAAGGAGT TACAGAGACAAAGT TTGGAGCT GAGATGAAAGGATGGACCATGTAGA
GACTGCCATATCCAGGGATCCACCCCATAATCAGCATCCAAACGCT GACACCATTGCATACACTAGCAAGATTTT
ATCGAAAGGACCCAGATGTACGCTGI CTCT TGT GAGACT AGGCCGEGGECCTAGCAAACACAGAAGT GGATGCTCAC
AGT CAGCTAAT GGAT GGAT CACAGGGCT CCCAAT GGAGGAGCTAGAGAAAGT ACCCAAGGAGCTAAAGAGATCTG
CAACCCTATAGGTGGAACAACATTATGTACTAACCAGT ACCCCGGAGCTCTTGACTCTAGCTGCATATGTATCAA
AAGATGGECCTACT CGECCAT CACT GGAAAGAGAGT CCCAT TGGACACGCAAACT TTATATGCCCCAGT ACAGEEG
AACGCCAGGCGCCAAAAAGGECGAGT GEGT GEGT AGGCGAGT CEEGGT GEGTGEGGTATGEGGTACT TTTGGTATAG
CATTGGAAATGTAAATGAGCTAAATACCTAATAAAAAAT GGAAAAGGAAAAAAAAGATTTATTTATTATACATAA
GTACACTTTAGCTGACTTCAGACACACCAGAAGAGGGECATCAGATCTCATTACGGGT GGT TGTGAGCCACCATGT
GGTTGCTGGGATTTGAACT CAGGACCT TCCGAAGAGCAGT CAGT GCTCTTACCCACTGAGCCATCTTGCTAGCCC
TCTCCCATTCTTTTGAAACATTTTCTTTAACTACT TGGCCAACTACCAAAAGACCCTTTCCCTTTCCTGCTTCAG
GTAATTTTATGTGCCTTAGTGTATATTTGI TCTATTGCCT TCTGAGAAAGT GTTAATTTGTGCATAAGGACCAGC
TTTGITTATACTTCTTGATAAGCAGACT TGTATAGCCCT GAGGGAGCAGTAAACTGACTCTGAAGCACTACACAT
CTGTTTACTTCAACAGTCACCTCGTTCATTTAAAAAAGCAACT GAAGAGT GAAGAAGAGGAAATTGCATTTCTTC
AGTTACTTTAACCTAAACCT GGAAT TGTAAAACATAGATGCAGT CTGT TAGCTAAGAAGT CTAGAAACT GAAAAT
TATGGAATCTCCTGTCCACTTGGTACTTATTTTTTGACTAAATGT TTGECTCTCTAGACTTAGI TATGCTTTTGA
GAGTCAGACTATTATAGCTTCTTGTTTATTTATGACCTTTTTTAAAATTTAACTTCATGTGICTGGGTATTTTGC
CTGCATATATGCCT GATGCCCAGAGAGGCCAAAAGGCACGCT TTGGAT TCCTTGCGACT GGAATTACAGCAGT TGG
TGAGCCACCATGT GAGCGAT GGGAAGAACCT AGGGT CTCTGGAAAAGGAACGAGT GCTCTTAGCAGT GAGCCACC
TCAGCAATTCCTGT TTATGACT CT TGACT GGAGGCCATACCTCCTAGCCTCCAATGT TTCTCCCTCAGTACTAGT
GGTATTCCTGGGACCAAGT TACCATACT GGCCAAACT CGGCCAAACT TAGGT TGGATATGACAGACAGCACATAC
CTGTACCCACAGCATAAACTGTATGTATGTATGTATGTATGTATGTATGTATGT GTATGTATGTAAAAAAGAAAA
AAAATACACACACATAACACAGTATTGCAAATTTAGCCCTACATAGATTTTTAATAATGT TAAATGATAAACAGC
TTTTTAAGAAAAAGTATTAAGGATTAAATTATTTTGCTAGAAAACT TGTGAACTATTAAAAAGGGT GATTTAAAA
TTTAAAATACAATTTAAGCTGT CTTAAATTTAGAAAT TTATCAGCT GCCGGGECATGGTGCCGCACCCCTTTAATC
CCAGCAGT TGEGAGGCAGACGCAGGT GGATTTCTGAGT TCCAGGCCAGCCAGGECECTACACAGAGAAACCCTGTCT
CGCGAAAACAAAACAAAACAAAAAAAT AATAATAAT AACAATAATAAT AAT CAGCTAAGCGT TAGCAGTAGT AATC

a) Ansequenzierung des 3‘Fragment Klons mit M13 rev, Primer plilintron d fett

hervorgehoben

t t aCGCCAAGCTCAGAATTAACCCT CACTAAAGCGACTAGTI CCTGCAGGT Tt AAACGAATTCGCCCTT

CTCTGCATGATGAAACAGAACTGAGTATGGTGTCCTCATTTTGGTCTCTGGGT TAGAATTGCTGT TACTTTGITT
TTAAAAATTTGTACCTTACTGTATCCAGAAGAATTTAAACCTAATTATAAGAMAat t TTTTAGTGACCGTATTTA
TGCCATCCTTGTAAGCATTGAAATACT ACAT GCCAGACT GGAGAGACGCT CAGAGACTAACAGTAATGGCACTCAC
TGCCCTTACCTTCTAGI GGACCTGAGT TCAGT TTCCAGCACCCACATCAGGAAGCT CACAGT GECCTGTAACTCC
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AGATCCAAAAGATGT TGGCACCCT CTTCTGACCT GCAAGCAAACACACACACACACACATAAATAAATAGATAAa
MMCCCACT GTAAACGCACT GAGTAGGCTTTACT TTGT CCTCACCCT GGGAAAAGGATTTGCATGT TCTCTCCCAT
TCTTTTTTTTTTTTITTITTTITTITTTTaaGATTTaTTAAGT GGA

7.3.4 Ansequenzierung der pBSNeo Klone mit M13rev

(BamHI Schnittstellen fett hervorgehoben)

>PbsNeo-Klonl
AACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCT CACT AAAGGGAACAAAAGCT GGAGCT CCACCGC
GGTGECGECCACTCTAGAACTAGT GGAT CCGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATT
GCCGATCCCCTCAGAAGAACT CGT CAAGAAGGCGAT AGAAGGCGAT GCGCT GCGAAT CGRGAGCGGCGATACCGT
AAAGCACGAGGAAGCGGT CAGCCCAT TCGCCGCCAAGCT CTTCAGCAATAT CACGGGTAGCCAACGCTATGTCCT
GATAGCGGT CCGCCACACCCAGCCGRCCACAGT CGATGAAT CCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCG
GCAAGCAGGCATCGCCAT GGGT CACGACGAGAT CCTCGCCGT CEBGCAT GCGCGCCTTGAGCCTGRCGAACAGT T
CGGCTGECGECGAGCCCCTGATGCT CTTCGTCCAGAT CATCCT GATCGACAAGACCGGCT TCCATCCGAGTACGTG
CTCGCTCGATGCGATGT TTCg CTTGGT GGTCGAATGGGCAGGTA

>PbsNeo-Klon2

AACAGCTATGACCATGAT TACGCCAAGCGCGCAAT TAACCCT CACT AAAGGGAACAAAAGCT GGAGCTCCACCGC
GGTGECGGECCGCTCTAGAACTAGT GGAT CCGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATT
GCCGATCCCCTCAGAAGAACT CGT CAAGAAGGCGAT AGAAGGCGAT GCGCT GCGAAT CGBGAGCGGCGATACCGT
AAAGCACGAGGAAGCGGT CAGCCCAT TCGCCGCCAAGCT CTTCAGCAATAT CACGGGTAGCCAACGCTATGTCCT
GATAGCGGT CCGCCACACCCAGCCGGRCCACAGT CGAT GAAT CCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCG
GCAAGCAGGCATCGCCAT GGGT CACGACGAGAT CCTCECCGT CGGGCAT GCGCGCCT TGAGCCTGECGAACAGT T
CGGCTGGCGECGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGAT CATCCT GATCGACAAGACCGGCT TCCATCCGAGTACGTG
CTCGCTCGATGCGATGTTTCGCT TGGT GGTCGAAT GGGCAGGT AGCCGGAT CAAGCGT ATGCAGCCGCCGCATTG

>PbsNeo-Klon3

AACAGCTATGACCATGAT TACGCCAAGCGCGCAAT TAACCCT CACT AAAGGGAACAAAAGCT GGAGCT CCACCGC
GGTGECGECCGCTCTAGAACTAGT GGAT CCGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATT
GCCGATCCCCT CAGAAGAACT CGT CAAGAAGGCGAT AGAAGGCGAT GCGCT GCGAAT CGRGAGCGGCGATACCGT
AAAGCACGAGGAAGCGGT CAGCCCAT TCGCCGCCAAGCT CTTCAGCAATAT CACGGGTAGCCAACGCTATGTCCT
GATAGCGGT CCGCCACACCCAGCCGRCCACAGT CGATGAAT CCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCG
GCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCY G

7.3.5 Ansequenzierung der pBSNeo5'Fragment Klone mit M13 uni:

bei Klonen 2, 3, 5 Primer plil5’a fett hervorgehoben

bei Klon 6 Primer plil5’b fett hervorgehoben

>KI on2 Neomyci n-5’ Fragnent

GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAAT TGGGTACCGGGECCCCCCCTCGAGGT CGACGGTATCGATAAG
CTTGATATCGAATTCGCCCTTGTGACTTGTCCCTCCAGAAGCCTGTGTGTCAGTATTCCTGGGAGACTAGCTCTC
TCTGGGAGGAAT TTGGGT ATGGAGAGCT GT GGCACAGGGT CAGCT CTGGT GTGCAGAAGGCGACCTAAAGGATCC
TGTCCCTGGCTGTTCCTTGATTCCTGTGTTCTTATCGCTCTGT GGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAATTTGAGCA
GAAGT GGTAGT CCTACCTGT GCTCACAGGT GTGTGGGTACT CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGCGGTATTTGG
GTATGAAGT GCTGTGGCACAGGATCAGCTTTGCATATTTGTATCTTTTTAGTGTAAGT TCCACATATGAGGAAGA
GGGTGGCTTATCTCATGTAGCATGGECCTCCAGTGCTCCATTTTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTAT
AGCTGAGTGAAGCTGCATTGTGCCAATGTAATGT TTCCTTATTTCTTCTGTGTCTCACAGAAGGTGACTTTTGIT

>KI on3 Neomyci n-5' Fragnent

AGCGCGCGTAATACGACT CACTATAGGGCGAAT TGGGTACCGGGECCCCCCCTCGAGGT CGACGGTATCGATAAGC
TTGATATCGAATTCGCCCTTGTGACT TGTCCCTCCAGAAGCCTGTGTGTCAGTATTCCTGGGAGACTAGCTCTCT
CTGGGAGGAATTTGGGTATGGAGAGCT GT GGCACAGGGT CAGCT CTGGT GT GCAGAAGGCGACCTAAAGGATCCT
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GICCCTGECTGITCCTTGATTCCTGTGI TCTTATCGCTCTGT GGGGAGT CCATCT TGEGECCAGGAATTTGAGCAG
AAGTGGTAGTCCTACCTGI GCTCACAGGT GTGT GGGTACT CCTGAGAGACCACGCTCTCTCCTGECCGTATTTGSEG
TATGAAGT CCTGT GGCACAGGATCAGCTTTGCATATTTGTATCTTTTTAGT GTAAGT TCCACATATGAGGAAGAG
GGTGECTTATCTCATGTAGCATGGCCTCCAGTGCTCCATTTTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTATA
GCTGAGT GAAGCTGCATTGTGCCAATGTAATGTTTCCTTATTTCTTCTGT GTCTCACAGAAGGTGACTTTTGI TG
C

> Kl on5 Neonyci n-5' Fragnent

GAGCGCGCGTAATACGACT CACTATAGGCGCGAAT TGGGTACCGGECCCCCCCT CGAGGT CGACGGTATCGATAAG
CTTGATATCGAATTCGCCCTTGTGACTTGT CCCTCCAGAAGCCTGTGTGTCAGTATTCCTGGGAGACTAGCTCTC
TCTGGGAGGAAT TTGGGT ATGGAGAGCT GTGGCACAGGGT CAGCTCTGGT GTGCAGAAGGCGACCTAAAGGATCC
TGTCCCTGGCTGTTCCTTGATTCCTGTGTTCTTATCGCTCTGT GGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAATTTGAGCA
GAAGT GGTAGT CCTACCTGT GCTCACAGGT GTGTGGGTACT CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGCGGTATTTGG
GTATGAAGT GCTGT GGCACAGGATCAGCTTTGCATATTTGTATCTTTTTAGT GTAAGT TCCACATATGAGGAAGA
GGGTGGCTTATCTCATGTAGCATGGECCTCCAGTGCTCCATTTTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTAT
AGCTGAGTGAAGCTGCATTGTGCCAATGTAATGT TTCCTTATTTCTTCTGTGTCTCACAGAAGGTGACTTTTGIT
GC

> Kl on6 Neomnyci n-5' Fragnment

GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGCGCGAAT TGGGTACCGGECCCCCCCT CGAGGT CGACGGTATCGATAAG
CTTGATATCGAATTCGCCCTTCTGGAAATATGAACTAGTACAGACAAAACCAAAAACATGCTTGCTTTTTGITTA
AAGGAACAATAAAGT GTCAGCTTGGTAGAAAGT TCTGACTATAACTATTCTACTGTAGCCAAATACTACAGAAAA
TACCCCATTCTTACCAGT CAGAGT TGAGT GTGGAACCT TGATAATTACT GGAACCACAAAAGAGAGATTGAAAAA
AAAATCACAGT AGGAT GGT GTCATGCAGGCT TGGGAAGGAGCCAAGGCGCTTACT TAGGT GCACAAGCACACTTA
GGTGGTCAATCCCAGT GACGACACT GGAGACTACAAGGAT GAGCT CAATTCCACATGCACT CAGCAGGAGT AAGA
ACCTGCCCACAGAGGT TGACTAGAGAACCTACACT TTATCTGCTATCAGTAACAGACAGAAAGACATGCACTTTG
CTGATCAAGCAGAGT CAGGAAATGT CAGT ACAAAGAGAAGGT TTAGGTAATATACAAATTCTCCAAACAGAATCT

7.3.6 Ansequenzierung der k.o.-Klone

>Klon 52 M13rev

enthalt Intron mt EcoRl und Notl Schnittstelle
TGATCGCCAGCGCGCAAT TAACCCT CCTAAGGGAACAAAAGCT GGAGCT CCACCGCGGT GGCGECCGCEAATTCG
CCCTTGATTACTACTGCTAACGCTTAGCTGATTATTATTATTGT TATTATTATTATTTTTTTIGITTITGITTTGIT

TTCCGAGACAGGGT TTCTCTGT GTAGCCCT GECTGGECCT GGAACT CAGAAAT CCACCT GCGT CTGCCTCCCAACT
GCTGGGAT TAAAGGCGT GCCGECACCATGCCCGECAGCTGATAAATTTCTAAATTTAAGACACCT TAAATTGTATT
TTAAATTTTAAATCACCCTTTTTAATAGI TCACAAGI TTTCTAGCAAAATAATTTAATCCTTAATACTTTTTCTT
AAAAACCTGTTTATCATTTAACATTATTAAAAATCTATGTAGCCCTAAATTTGCAATACTGTGT TATGTGTGTGT
ATTTTTTTTCTTTTTTACATACATACACATACATACATACATACATACATACATACAGT TTATGCTGTGGGTACA
GGTATGTGCTGTCTGT CATATCCAACCTAAGT TTGGCCGAGT TTGECCAGTATGGTAACT TGGTCCCAGGAATAC
CACTAGTACT GAGGGAGAAACAT TGGAGCCTAGGAGGT ATGGECCTCCAGT CAAGAGT CATAAACAGGAATTGCT G
AGGTGCCTCACTGCTAAGAGCACTCGT TCCTTTTTCCAGAGACCCTAGGT TCTTCCCATCGCTCACATGGTGCCT
CACCAACTGCTGTAATTCCAGT CCCAAGAAT CCAAAGCTGCCTTTTGGCTCTCTGGACATCAAGCATATAT

>Kon 52 ML3uni

enthalt 5" UTR nach BanmH und EcoRl Schnittstelle

GAGCGT CGCGTAATACGACT CACTATAGGGCGAAT TGGGT ACCGEGECCCCCCCT CGAGGT CGACGGTATCGATAA
CCTTGATATCGAATTCCT GCAGCCCGGEGEGEGATCCTGTCCCTGECTGTTCCTTGATTCCTGTGT TCTTATCGCTCT
GTGGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAAT TTGAGCAGAAGT GGTAGT CCTACCTGT GCTCACAGGTGT GTGGGTACT
CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGCGGTATTTGGGTATGAAGT GCTGT GGCACAGGATCAGCTTTGCATATTTGT
ATCTTTTTAGTGTAAGT TCCACATAT GAGGAAGAGGGTGGECTTATCTCATGTAGCATGGCCTCCAGTGCTCCATT
TTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTATAGCT GAGT GAAGCTGCATTGTGCCAATGTAATGITTCCTTA
TTTCTTCTGIGTCTCACAGAAGGTGACTTTTGT TGCTTTTCTAAGCAAATGT TTGTAACTTAGT TCTAAGAGGAA
TTTAACTGCTCGGGATCATCATTTAGTGCTACTTTTTTCCATAGCCTATTTAAAAAGTATTATTTCTTATGCCTA
AAATGTATAACAATGGCAATATAATACAACATATTACTTGGTGT TCTAACTTTTACATTTCTTAAATTAATAATA
GITTTGAAGTAGT TGGGGGAAATCTATTTTATTCATTTTCCCCGAGCTTAATTTTGTCTCTAGTACACACTCAACT
TTCAGAGGT TCATTCTTAAAAT GT GCT GGT GGACAGTAAAACCAGT TTACAGGCTGT GCTTAATGGGEC

>Kl on 55 ML3rev
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enthalt Intron mt EcoRl und Notl Schnittstelle
ATGATACGCCAGCGCGCAAT TAACCCTCCTAAGGGAACAAAAGCT GGAGCT CCACCGCGGT GGCGGCCGCGAATT
CGCCCTTGATTACTACTGCTAACGCTTAGCTGATTATTATTATTGTITATTATTATTATTTTTTTGITTITGITTTG

TTTTCCGAGACAGCGT TTCTCTGT GTAGCCCT GGCTGGCCT GGAACT CAGAAAT CCACCT GCGT CTGCCTCCCAA
CTGCTGGGATTAAAGGCGT GCGGECACCATGCCCGECAGCTGATAAAT TTCTAAATTTAAGACAGCTTAAATTGTA
TTTTAAATTTTAAATCACCCTTTTTAATAGT TCACAAGT TTTCTAGCAAAATAATTTAATCCTTAATACTTTTTC
TTAAAAAGCTGT TTATCATTTAACATTATTAAAAATCTATGTAGCCCTAAATTTGCAATACTGTGI TATGTGTGT
GITATTTTTTTTCTTTTTTACATACATACACATACATACATACATACATACATACATACAGT TTATGCTGIGGGTA
CAGGTATGTGCTGI CTGI CATATCCAACCT AAGT TTGGCCGAGT TTGGCCAGTATGGT AACT TGGT CCCAGGAAT
ACCACTAGT ACT GAGGGAGAAACAT TGGAGCCT AGGAGGTATGGECCTCCACT CAA

>Kl on 55 ML3uni

enthalt 5" UTR nach BanmH und EcoRl Schnittstelle

GAGCGCGACGTAATACGACT CACTATAGGGCGAAT TGGGT ACCGEGECCCCCCCT CGAGGT CGACGGTATCGATAA
GCTTGATATCGAATTCCT GCAGCCCGEGGGATCCTGTCCCTGECTGTTCCTTGATTCCTGTGT TCTTATCGCTCT
GTGGGGAGT CCATCT TGGGCCAGGAAT TTGAGCAGAAGT GGTAGT CCTACCTGT GCTCACAGGTGT GTGGGTACT
CCTGAGAGACCAGCTCTCTCCTGGCGGTATTTGGGTATGAAGT GCTGT GGCACAGGATCAGCTTTGCATATTTGT
ATCTTTTTAGTGTAAGT TCCACATAT GAGGAAGAGGGTGGECTTATCTCATGTAGCATGGCCTCCAGTGCTCCATT
TTCCTGTAGGTAATATCATTTCATTTTCCATTATAGCT GAGT GAAGCTGCATTGTGCCAATGTAATGITTCCTTA
TTTCTTCTGIGT CTCACAGAAGGTGACTTTTGT TGCTTTTCTAAGCAAATGT TTGTAACTTAGT TCTAAGAGGAA
TTTAACTGCTCGGGATCATCATTTAGTGCTACTTTTTTCCATAGCCTATTTAAAAAGTATTATTTCTTATGCCTA
AAATGTATAACAATGGCAATATAATACAACATATTACTTGGTGT TCTAACTTTTACATTTCTTAAATTAATAATA
GITTGAAGTAGT TGGGGAATCTATTTTATTTCATTTTCCCGACCTTAAATTTTGGCTTTTAGTACCACACTTCAA
CTTTCAGAAGGGTTCATTCTTTAGAAT GGGCT GGGGEGCAGTAAACCCAGTATTCAGGECTGGTC

7.4 Abklrzungen

ATP Adenosintriphosphat

BAC bacterial artificial chomosome, kinstliches bakterielles
Chromosom

bp Basenpaar

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

cDNA copy-DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleinsaure

DTE Dithioerythritol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EST expressed sequence tag

GTP Guanosintriphoshat

hEST human expressed sequence tag

IPTG Isopropyl-1-thio-B-D-Galaktosid

kb Kilobasen

LB Luria-Bertani-Medium

Mb Megabasen

MIT Massachusetts Institute for Technology

MRNA messenger RNA

NCBI National Center for Biotechnology Information

n. d. nicht definiert

0. Q. oben genannte(n)

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease
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RT reverse Transkription

RZPD Resourcenzentrum Primére Datenbank

SDS Sodiumdodecylsulphate

SSC Standard-Saline-Citrat-Puffer

STS sequence tagged site

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Units (Enzymeinheiten)

U/min Umdrehungen pro Minute

UTR untranslated region, nicht-translatierte Region
WR wobbler Phanotyp

WT Wildtyp Phanotyp

X-Gal 5-Brom-4-Chloro-3-Indoyl-3-D-Galaktosid
YAC yeast artificial chromosome, kinstliches Hefechromosom

7.5 Bezugsquellen fir Chemikalien

* GIBCO BRL, Gaithersburg: Agarose Ultra Pure, Kanamycin, Sucrose

* JT BAKER, Holland: Ethanol, Salzséure, Wasserstoffperoxid

 MERCK, Darmstadt: di-Natriumhydrogenphosphat, Natriumacetat

* PHARMACIA; Freiburg: Sephadex G-50

* ROTH, Karlsruhe: Phenol, EDTA, NaCl

« SERVA; Heidelberg: Borsaure, Agar Agar, Lauroylsarcosine Na-Salt, Citrat,
Pepton Yeast Extract

* SIGMA, Steinheim: D-Glucose, Isoamylalkohol, Glycerol, Isopropanol, Mineraldl,
B-Mercaptoethanol, Tris, BSA, Ampicillin, DTE

7.6 Bezugsquellen fur Materialien und Gerate

* ABIMED, Langenfeld: automatische Pipetten

* BIOMETRA: Trio-Thermoblick (Thermocycler), F10-VC (temperierbares
Wasserbad), Fluo-Link (UV-Fixiergerat)

» EPPENDOREF, Gottingen: Thermomixer 5436, Zentrifuge 5414, Photometer

« HEREAUS CHRIST, Osterode: Biofuge A

 HETTICH, Tuttlingen: Rotanta/S (Tischzentrifuge)

* JANKE & KUNKEL, Staufen i. Br.: Vibrofix (Vortex), lkamag RET (Magnetrthrer
mit Heizplatte)

e MEMMERT: Inkubator GTR0214

* PALL Europe, Portsmouth, England : Nylonmembran Biodyne B

 SATRORIUS: 1403MP, universal (Feinwaagen)

*  SAVANT INSTRUMENTS INC.: Speed Vac Concentrator

 TECHNE: Thermocycler Progene und Genius
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