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1. Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

I. 1 Zusammenfassung

Der Zellkern ist ein wichtiges Organell von eukaryotischen Zellen, der durch eine
Doppelmembran vom Cytoplasma abgetrennt wird. Mit Hilfe des Zebrafischs als
Modellorganismus und kultivierten Zellen verschiedener Vertebraten wurde in mehreren
Teilprojekten Untersuchungen an integralen (Lamina assoziiertes Polypeptid 2, Lamin B
Rezeptor) und peripheren Membranproteinen (Lamine) der in inneren Kernmembran

durchgefiihrt.

Eines der am besten untersuchten integralen Membranproteine der inneren Kernmembran ist
das Lamina assoziierte Polypeptid 2 (LAP2). Durch alternatives Splicen entstehen aus einem
einzigen Gen eine Reihe verschiedener Isoformen die entwicklungs- und gewebespezifisch
exprimiert werden. In Sduger sind 6 verschiedene Isoformen (LAP2a, B, d, €, v, ) bekannt,
von denen alle mit Ausnahmen von LAP2a und C, in die innere Kernmembran integriert sind.
Das LAP2a ist ausschlieBlich im Nukleoplasma lokalisiert und wurde bis jetzt nur bei
Sdugern beschrieben.

Durch die Identifikation eines genomischen Klons ICRFc 7101293Q5 (RZPD) sowie
vergleichende Datenbankanalysen konnte der strukturelle Aufbau des Zebrafisch LAP2-Gens
ermittelt werden. Das Gen kodiert innerhalb von 19 kb (ohne regulatorische Sequenzen) 15
Exons aus denen durch alternatives Splicen 3 verschieden Isoformen hervorgehen (zLAP2 f3,
Y, ®). Mit Hilfe des “Radiation Hybrid mappings* wurde das LAP2 Gen auf der “Linkage
group“ 4 des Zebrafischs, zwischen den EST-Markern fc01g04 (213,97) und {b49f01
(215,69cR) lokalisiert. Aufgrund der zusidtzlichen Identifikation der genomischen Sequenz
des Hithner LAP2-Gens konnten die genomischen Sequenzen der LAP2 Gene von niederen
Vertebraten (Zebrafisch), iiber die Vogel (Huhn), bis zum Siuger (Mensch) miteinander
verglichen werden. Dabei zeigte sich einerseits, dass die ® Isoform des Zebrafischs nicht im
Genom von Huhn und Sdugern vorhanden ist: Andererseits ist die o Isoform der Sduger
ebenfalls in keinem der anderen Spezies (Huhn, Zebrafisch) zu finden ist. Weiterhin konnte
bei zusdtzliche Proteinanalysen mit monoklonalen und polyklonalen Antikorpern, gegen die
konservierte aminoterminale Domédne der LAP2 Proteine, in 10 Tage alten Hiihner
Embryonen nur ein Protein mit einem vergleichbaren Molekulargewicht zum LAP2[3 anderer
Spezies eindeutig detektiert werden. Aufgrund dieser Befunde und der Tatsache, dass die

1
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kodierenden Exonsequenzen zwischen Mensch und Huhn eine groBere Ahnlichkeit zeigen als
zwischen Mensch und Zebrafisch, liegt die Vermutung nahe, dass die a-Isoform eine Neuheit

der Sdugern darstellt.

Ein weiteres integrales Membranprotein, dass erstmals beim Zebrafisch untersucht wurde, ist
der Lamin B Rezeptor (zLBR). Mit Hilfe von radioaktiv markierten Sonden, konnte zwei
Klone identifiziert werden die sowohl die gesamte cDNA-Sequenz (MPMGp567K10194Q3
(RZPD) als auch die gesamte genomische Sequenz (ICRFc71M10137Q5 (RZPD) beinhalten.
Anhand von vergleichenden Datenbankanalysen, konnte der strukturelle Aufbau des
Zebrafisch LBR-Gens ermittelt werden. Dieses kodiert innerhalb von 12 kb (ohne
regulatorische Sequenzen) mit 13 Exons fiir ein 616 Aminosdure gro3es Protein. Vergleichbar
mit dem LBR anderer Spezies besitzt der Zebrafisch LBR ebenfalls 8 Transmembrandoméanen
in seiner carboxyterminalen Doméne mit denen er in der inneren Kernmembran verankert ist.
Der Aminosdurenvergleich mit anderen Spezies zeigte, dass die Aminoséurensequenz sowohl
des aminoterminalen Bereichs als auch im Bereich der Transmembrandomdnen hoch
konserviert ist. Weiterhin wurden polyklonalen Antikoérpern gegen die ersten 210
Aminoséduren des zLBRs hergestellt, die fiir zukiinftige immunologische Analysen verwendet

werden konnen.

Ebenso wie die integralen Membranproteine spielen auch die Lamine eine wichtige Rolle bei
nukledren Prozessen. Die B-Typ Lamine zeichnen sich alle durch ein konserviertes CxxM-
Motiv am Carboxyterminus aus. Das CxxM-Motiv wird nach posttranslational modifiziert,
wodurch es lipophile Eigenschaften erlangt und somit fiir die anfangliche Verankerung der
Lamine in der inneren Kernmembran verantwortlich ist. Bei A-Typ Laminen ist dieses Motiv
nicht in der Primérsequenz enthalten oder es wird nach dem Einbau in die Kernlamina
proteolytisch abgespalten. Eine Besonderheit stellt das meiotische Lamin C2 dar, welches ein
Spliceprodukt des Lamin A Gens der Sduger ist. Das Lamin C2 besitzt zwar kein CxxM-
Motiv an seinem Aminoterminus, dafiir aber ein Hexapeptid (GNAEGR) nach dem
Startmethionin. Die posttranslationale Modifikation dieser Sequenz verleiht dem Protein
lipoplile Eigenschaften. Anhand von funktionellen Analysen konnte durch die Uberexpression
GFP-Fusionsproteinen verschiedener wildtypischer Lamine und Lamin Mutanten gezeigt
werden, dass die Interaktion der Lamine iiber das CxxM-Motiv oder das GNAEGR-Motiv mit

der inneren Kernmembran, das Wachstum der Kernhiille induziert.
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In einem letzten Projekt konnte mit Hilfe spezifischer “antisense-“ Oligonukleotide, die als
"Morpholinos" bezeichnet werden, die Expression von LAP2, LBR und den B-Typ Laminen
B1 und B2 in Zebrafisch Embryonen reprimiert werden. Die Blockade der mRNA-Translation
der entsprechenden Gene erfolgte in allen Fillen innerhalb der ersten 24 Stunden vollsténdig.
Obwohl die Anzahl der beobachteten Embryonen relativ gering war, so zeigte sich bei allen
Embryonen eine deutliche Entwicklungsverzogerung und unterschiedlich starke
Entwicklungsstorungen. Die morphologischen Auswirkungen waren bei der Reduktion des
LAP2 oder der Lamine geringer als bei der Reduktion des LBR, da in beiden Féllen maternale

Proteine, wie das LA2® oder das B-Typ Lamin LIII, nicht reduziert werden konnten.
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I. 2. Summary

The nucleus is an essential organelle of eucaryotic cells and separated by a double membrane,
the nuclear envelope, from the cytoplasm. Using the zebrafish as one model organism and
also cultured cells of various vertebrates, analysis of integral (lamina associated polypeptide
2, lamin B receptor) and peripheral membrane proteins (lamins) of the inner nuclear

membrane were performed.

One of the best investigated protein of the inner nuclear membrane is the lamina associated
polypeptide 2. By alternative splicing the LAP2 gene encodes a number of isoforms that are
expressed in a developmental and tissue specific manner. In mammals 6 different isoforms
(LAP2a, B, 9, €, v, §) are known, and all of them except for LAP2a and LAP2C get integrated
into the inner nuclear membrane. LAP2a is predominantly found in the nucleoplasm and has
so far only been described in mammals. Due to the identification of the genomic clone ICRFc
7101293Q5 (RZPD) and an additional contig-sequence published by a database of the Sanger
Institute, I was able to analyse the genomic structure of the zebrafish lamina associated
polypeptide 2 (zZLAP2) gene. It spans approximately 19 kb (with no regulatory sequences) and
contains 15 exons. By alternative splicing the 15 exons encode 3 isoforms (zLAP2 B, y, ®).
Using the method of “radiation hybrid mapping” the zLAP2 gene could be localised onto the
linkage group 4 between the EST-markers fc01g04 (213,97) and fb49101 (215,69cR). The
additional identification of the genomic LAP2 sequence of chicken, made it possible to
compare the genomic sequences of lower vertebrate LAP2 (zebrafish), avian LAP2 (chicken)
and mammal LAP2 (human). This comparison revealed that the zebrafish LAP2®» was not
found in the chicken and the mammalian genome. On the other hand sequences encoding a
LAP2a isoform were not detected in the chicken and zebrafish genome. The analysis of total
proteins of 10 day old chicken embryos and fibroblasts using monoclonal and polyclonal
antibodies raised against the evolutionary conserved aminoterminal domain confirmed the
abundance of a LAP2a isoform. The predominant isoform detected was comparable to
LAP2p of other species. These results suggest, in addition to the fact that the exons of human
LAP2 show a higher identity to the exons of the chicken LAP2 than to the exons of the

zebrafish LAP2, that the o Isoform is a novelty of mammals.
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A second integral membrane protein, which I focused on, is the lamin B receptor of zebrafish
(zLBR). By using radioactive labelled probes of a previously identified LBR fragment, I was
able to identify to clones that were coding for the cDNA- (MPMGp567K10194Q3 (RZPD)
and the genomic sequence (ICRFc71M10137Q5 (RZPD). By further computer analysis a
genomic sequence was determined and revealed that the LBR gene spans over 12 kb
nucleotides (no regulatory sequences included). The gene contains 13 exons and encodes a
protein of 616 amino acids. Comparable to other species the zLBR contains 8 transmembrane
domains in its carboxyterminal domain. Comparison of LBRs of different species on the
amino acid level demonstrated that the aminoterminal region and the carboxyterminal domain
are highly conserved. Especially the carboxyterminal domain coding for the membrane
spanning domains exhibited a high conservation. Furthermore polyclonal antibodies, specific
for the amino acids 1-210 were raised and can be used for immulological analysis in the

future.

Comparable to integral membrane proteins of the inner nuclear membrane lamins are also
essential for nuclear processes. A main feature of B type lamins is the carboxyterminal
CxxM-motif. This motif undergoes a posttranslational isoprenylation and is responsible for
the correct targeting and initial association of the lamins to the inner nuclear membrane. A
type lamins on the other and do not possess a CxxM-motif in the primary sequence
(mammalian lamin C, C2). In the lamin A isoform the CxxM-motif is encoded in the primary
structure but gets proteolytically removed after the protein was targeted to the lamina. The
lamin C2, a meiotic splice variant of lamin A, demonstrates a peculiarity. It does not encode a
CxxM-motif but possesses the hexapeptide GNAEGR at its aminoterminal end. The
GNEAGR-sequence also wundergoes a posttranslational modification and becomes
myristoylated. Functional studies using overexpressed GFP-fusion proteins of different
wildtype lamins and lamin mutants demonstrated that both the CxxM motif and the GNAEGR

motif promote nuclear membrane proliferation.

With the help of specific antisense oligonucleotides, known as "Morpholinos", I was able to
block the expression of LAP2, LBR and B-type lamins B1 and B2 in zebrafish embryos. The
mRNA translation of each gene was block completely for at least 24 hours after fertilisation.
Although only few embryos were investigated I realised an obvious delay in development and
developmental defects in different degrees in all analysed embryos. The degree of

morphological deformations was more obvious in knock downs of LBR, than after the
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reduction of LAP2 or the B type lamins, where maternal proteins, like LAP2® and the B Type

lamin LIII could not get reduced.
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II. Einleitung

II. 1. Aufbau der Kernhiille

Eines der wohl wichtigsten Merkmale, die Eukaryonten von Prokaryonten unterscheidet ist
der Zellkern (= Nukleus). Der Zellkern, welcher ungefihr 10% des Gesamtvolumens in
Anspruch nimmt, unterteilt die Zelle in zwei Kompartimente, die als Cytoplasma und
Nukleoplasma bezeichnet werden.

Wihrend das Cytoplasma eine Reihe von Organellen, wie Golgi Apparat, endoplasmatisches
Retikulum (ER), Mitochondrien oder Ribosomen beinhaltet, findet man im Nukleus neben
nukleédren Proteinen hauptsidchlich DNA. Der Nukleus ist Ort der DNA- und RNA-Synthese
sowie der RNA-Prozessierung. Er ist weiterhin Ort flir die Synthese der ribosomalen
Untereinheiten und schiitzt durch seine Hiille die DNA. Die durch die Kompartimente
herbeigefiihrte rdumliche und zeitliche Trennung von Transkription und Translation, welche
bei Prokaryonten zeitgleich ablduft, ermoglicht eine feine Abstimmung der Proteinexpression.
Die Kernhiille selbst ist ein &duBerst komplexes Gebilde, welches trotz genauester
Untersuchung noch viele Fragen offen ldsst. Sie setzt sich aus drei strukturellen Komponenten

zusammen: der dufleren Kernmembran, den Porenkomplexen und der inneren Kernmembran

(Abb. IL1).

LAPI  MANI Nesprin Emerin LAl
ABC ' 12

Abb. II.1: Schematischer Aufbau der Kernhiille wund Interaktion einiger
Kernmembranproteine

duBere (ONM) und innere (INM) Kernmembran sowie perinukledrer Raum (PNS); Porenkomplex
mit einigen Porenkomplexproteinen (gp210, POM121, Nup153); Lamina mit Lamin A (LaA) und
Lamin B (LaB); Integrale Membranproteine (LAP1, Manl, Nesprin, Emerin, LAP2, LBR, pl18,
RFBP, UncL, Unc84); weitere interagierende nukledre Proteine (HA95, BAF, p58-K, p32/p34,
GCL, HP1, H3, H4, RUSH); Darstellung von Christiane Glockner
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Obwohl die dullere und innere Kernmembran eine recht dhnliche Lipidzusammensetzung
zeigen, so unterscheiden sie sich doch deutlich in Bezug auf ihre integralen Membranproteine
und ihre Funktion. Die duflere Membran steht in Kontinuitdt mit dem ER, wodurch eine freie
Diffusion von groBeren Proteinen im Lumen des ERs und in der ER-Membran zur
Kernmembran ermoglicht wird. Die innere Kernmembran enthélt eine Reihe von integralen
Membranproteinen, die in der Lage sind sowohl mit der unterliegenden Lamina als auch mit
dem im Zellkern vorhandenen Chromatin zu interagieren. An den Stellen, an denen die duf3ere
und innere Kernmembran fusionieren, befinden sich die Porenkomplexe, welche ebenfalls aus
spezifischen Proteinen zusammengesetzt ist. Der Kernporenkomplex (Durchmesser~ 9 nm)
dient dem gezielten Informationsaustausch zwischen Cytoplasma und Nukleoplasma und
ermoglicht eine freie Diffusion von kleineren Molekiilen. Gréflere Molekiile miissen {iiber
einen aktiven und gerichteten Transport zu ihrem Bestimmungsort gelangen. In Siugern
findet man in somatischen Zellen zwischen 3000 und 4000 Porenkomplexe pro Zellkern.

Die Lamina bildet eine fibrilldre Schicht unterhalb der inneren Kernmembran und ist iiber die

Interaktion mit integralen Membranproteinen mit dieser verbunden.

I1. 2. Die Lamine

Die Hauptstrukturelemente der Lamina sind die Lamine. Diese besitzen eine molekulare
Masse von 60-80 kDa und gehoren zur Familie der Typ V Intermediédrfilamente (McKeon et
al., 1986; Krohne et al., 1987). Sie bilden ein fibrilldres Netzwerk, welches sich unterhalb der
inneren Kernmembran zwischen den einzelnen Kernporenkomplexen erstreckt. Durch
hydrophobe Wechselwirkungen an den Porenkomlexen erfolgt eine feste Assoziation die
weiterhin durch die Interaktion mit integralen Membranproteinen verstirkt wird. Ein kleiner
Teil der Lamine ist nicht mit der Kernhiille verbunden sondern befindet sich innerhalb des
Nukleus (Liu et al., 2000). Durch ihre Féhigkeit mit Chromatin zu assoziieren kommt den
Laminen nicht nur die Aufgabe der strukturellen Stabilisierung der Kernhiille zu, sondern sie
scheinen auch an einer Reihe von nukledren Prozessen beteiligt zu sein. Unter anderem wird
thnen eine Rolle bei der postmitotischen Reorganisation des Nukleus, der Chromatin-
dekondensation und —organisation, sowie der DNA-Replikation zugesprochen. Weiterhin gibt
es Hinweise, dass Lamine auch an apoptotischen Abldufen beteiligt sind (Goldman et al.,

2002).
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I1. 2. 1. Molekulare Struktur der Lamine

Der Aufbau der Lamine ldsst sich strukturell und funktionell in eine kurze nicht helikale
aminoterminale Kopfdomine, eine a-helikale Stabdoméne und einen langen carboxy-

terminalen Schwanz einteilen (Abb. I1.2).

aminoterminale

Kopfdoméne a-helikale Stabdomane carboxyterminaler Schwanz
1A — . H 2 J T NLS TCxxl\/l

P P S

Abb. I1.2: Schematischer Aufbau eines Lamins

Kaisten: a-Helices; NLS: Kernlokalisierungs-Signal; CxxM: Membranbindungsstelle; P: Stelle fiir
mitotische Phosphorylierung; N: Aminoterminus; C: Carboxyterminus (nach Krohne, 1998;
Stuurman et al., 1998); Helix 2A und 2B zusammengefasst

Die Stabdomine besitzt eine Reihe von Heptadwiederholungen, welche an der Bildung von
coiled-coil Strukturen beteiligt, und daher charakteristisch fiir a-Helix-Proteine sind (McKeon
1987; Stuurman et al., 1998). Insgesamt 4 a-Helices (1A, 1B, 2A, 2B) werden durch drei
hoch konservierte, nicht helikale Linkerregionen (L1, L2, L3) getrennt. Aufgrund dieser
Helices wird die Dimerisierung der Lamine gewihrleistet. Die Stabdoméne wird auf beiden
Seiten von Phosphorylierungsstellen flankiert, die wihrend der Mitose von den p34/cdc2
Kinasen phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung resultiert in der Depolymerisation
der Lamine und scheint damit den Zusammenbruch der Kernhiille einzuleiten (Gerace und
Bloble, 1980; Newport und Spann, 1987). Der carboxyterminale Schwanz besitzt ebenfalls
zwei wichtige Regionen. Zum einen das Kern-Lokalisations-Signal (NLS) und zum anderen
das CxxM (C: Cystein; x: variable Aminosdure (AS), M: Methionin)-Motiv am C terminalen
Ende des Proteins. Das CxxM Motiv ist fiir die Interaktion der Lamine mit der inneren
Kernmembran essentiell, reicht aber nicht aus um die Lamine dort dauerhaft zu halten (Nigg
1992; Hofemeister et al., 2000 Maske et al 2003).

Direkt nach der Translation beginnen sich die Lamine im Cytoplasma an ihren Helices
parallel aneinanderzulagern und bilden dabei eine Dimer-Doppelwendel aus. Der lange
carboxyterminale Schwanz besitzt dabei jeweils eine globuldre Form (Aebi et al., 1986;
Krohne, 1998) (Abb. I1.3). Nach dem Transport in den Nukleus erfolgt in einem zweiten
Schritt eine longitudinale Anlagerung der Kopf- und Schwanzdoménen (,,head-to tail*) der
Dimere. Hierbei scheinen die ersten Aminosduren der Helix 1A und die letzten Aminoséuren

der Helix 2B einschlieBlich der folgenden 10 Aminosduren eine wichtige Rollen zu spielen,
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1I. Einleitung

denn zum einen sind sie hoch konserviert und zum aAnderen verhindern Mutationen in
diesem Bereich die Laminpolymerisation, aber nicht die Dimerisierung (Stuurman et al.,
1998; Heald and McKeon 1990; Ubersicht Gruenbaum et al., 2003). Unterhalb der inneren
Kernmembran kommt es anschlieBend zu einer, wahrscheinlich antiparallelen
Aneinanderlagerung der Protofilamente und es bildet sich eine fibrilldire Schicht die

schlieBlich als Lamina bezeichnet wird.

Dimerisierung longitudinale Anlagerung antiparallele Polymerisierung

A

N} : F——7=—¢C

A J

W

Abb. I1.3: Schematische Darstellung der Laminpolymerisation
(modifiziert nach Stuurman et al., 1998)

Aufgrund ihrer strukturellen und biochemischen Eigenschaften, sowie ihres Verhaltens
wéhrend der Mitose konnen die Lamine in A-Typ und B-Typ Lamine unterteilt werden.

Die B-Typ Lamine sind wéhrend der Entwicklung in allen Stadien und allen Zelltypen zu
finden. Sie besitzen einen sauren isoelektrischen Punkt und interagieren liber das CxxM-
Motiv mit der inneren Kernmembran. Diese Interaktion bleibt auch wihrend der Mitose
bestehen. Das CxxM Motiv ist in allen B-Typ Laminen zu finden. Das Cystein wird kurz nach
der Translation im Cytoplasma farnesyliert, worauf die letzten drei Aminosduren abgespalten
werden. Anschlieend folgt eine Methylierung des Cysteins (Moir et al., 1995). Der durch
diese Modifikation sehr hydrophobe Carboxyterminus interagiert schlieBlich mit der
Kernmembran. Im Gegensatz dazu folgt bei A-Typ Laminen, die ein CxxM-Motiv besitzen,
noch eine weitere Modifikation. Die letzten 18 Aminosduren werden proteolytisch abge-
spalten, was zu einem Verlust des letzten Cysteins und damit zu einem Verlust der
Membraninteraktion flihrt. Dies mag ein Grund sein warum die A-Typ Lamine wihrend der
Mitose nicht an den Membranen sondern als 16sliche Oligomere in den Zellen zu finden sind.
Natiirlich gilt dies auch fiir die A-Typ Lamine, die von vornherein kein CxxM Motiv besitzen
wie zum Beispiel das Lamin C oder das Lamin C2. Ein weiterer Unterschied zu den B-Typ
Laminen ist der neutrale isoelektrische Punkt und die Tatsache, dass A-Typ Lamine erst in
differenzierten Zellen exprimiert werden.

Im Laufe der Evolution hat die Anzahl der Lamine zugenommen. Wiahrend in Pflanzen und
Hefen noch keine Lamine vorkommen, findet man bei Caenohrabditis elegans (C.elegans)
schon ein Gen (Imn-1) fiir ein B-Typ Lamin (Liu et al., 2000). In Drosophila melanogaster

existieren immerhin schon 2 Gene, die sowohl fiir ein A-Typ Lamin (Lamin C) als auch fiir
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ein B-Typ Lamin (Dm0) kodieren. Und bei Vertebraten sind letztlich drei Lamin Gene
(LMNA, LMNBI, LMNB2) bekannt, die jedoch durch alternatives Splicen mehrere
Isoformen hervorbringen. Bei Sdugern kodiert das LMNA fiir 4 verschiedene Lamine (A, C,
AA10, C2), das LMNB2 fiir 2 Isoformen (B2 und B3) und das LMNBI nur fiir das Lamin B1.
Wihrend die meisten Isoformen in somatischen Zellen zu finden sind, treten das Lamin B3
und das Lamin C2 nur in der Keimbahn auf (Furukawa und Hotta, 1993; Furukawa et al.,
1994). Der Xenopus und der Zebrafisch besitzen sogar ein eigenes Gen (LB3) welches fiir das
oocytenspezifische Lamin LIII kodiert. Das Lamin C2 weist neben der Keimbahn-
spezifischen Expression noch eine weitere Besonderheit auf. Ahnlich wie das Lamin C besitzt
es kein CxxM-Motiv am Carboxyterminus dafiir aber ein spezifisches Myristylierungssignal
am Aminoterminus, welches ebenfalls eine Interaktion des Lamnis mit der inneren
Kernmembran bewirkt. Das Myristylierungssignal besteht aus 6 Aminosiduren (GNAEGR)
welche die gesamte aminoterminale Doméne sowie einen Teil der Stabdoméne substituieren

(Alsheimer et al., 2000).

I1. 2. 2. Funktion der Lamine

Wie Anfangs schon kurz erwihnt, ist die Lamina in eine Reihe verschiedenster Aufgaben
involviert. Durch ihren netzartigen Aufbau verleiht sie dem Zellkern seine Struktur und triagt
entscheidend zu seiner Stabilitit bei. Wird der Lamingehalt einer Zelle reduziert, duBert sich
das nicht nur in einer erhohten Briichigkeit der Kernmembran sondern auch in einer
unnormalen Aggregation von Kernporenkomplexen und einem vorzeitigen Zelltod (Lenz
Bohme et al., 1997; Liu et al., 2000, Sullivan et al., 1999; Wagner et al., 2004).

Aber auch wihrend der Mitose kommt den Laminen eine wichtige Rolle zu. Sowohl beim
Zusammenbruch als auch beim Wiederaufbau der Kernhiille scheinen Lamine essentiell zu
sein. Der Zusammenbruch der Kernhiille wird durch die Phosphorylierung einer Reihe von
Proteinen herbeigefiihrt. Dazu gehdren neben Kernporenkomplexproteinen und Lamin-
bindenden Proteinen (LAP1; LBR) auch die Lamine selbst (Favreau et al., 1996; Qian et al.,
1998; Ubersicht: Gruenbaum et al., 2003). Durch die Phosphorylierung der Lamine kommt es
zur Depolymerisation des Lamin-Netzwerkes, was in einer Auflésung der Lamina und
schlieBlich der Kernhiille resultiert (Gerace und Bloble, 1980; Newport und Spann, 1987).
Mutationen in den serinreichen Phosphorylierungsregionen, welche die Stabdoméne der
Lamine flankieren, verhindern die Depolymerisation der Lamina und fithren somit zum

Anhalten des Zellzyklus (Heald und McKeon, 1990). Obwohl bei der Neubildung der
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Kernhiille nur ein kleiner Teil der Lamine beteiligt ist, und alle anderen Lamine erst spiter in
den Kern transportiert werden, scheint dieser kleine Teil duBlert wichtig zu sein. Dies wird
deutlich wenn man Versuche betrachtet, bei denen durch Immunodepletion der Lamine
sowohl die Bildung der Kernhiille als auch die Bildung der Porenkomplexe verhindert wurden
(Burke and Gerace, 1986; Dabauvalle et al., 1991). Zusitzlich spielen die Lamine eine Rolle
bei der postmitotischen Reorganisation des Kerns.

Die korrekte Anordnung der Lamina scheint auch die Replikation von DNA zu beinflussen,
dabei ist die Fragen nach dem ,,Wie genau* aber noch nicht beantwortet (Gruenbaum 2000;
Goldman et al., 2002). Experimente, bei denen das Xenopus Lamin LIII durch Immuno-
depletion weitgehend entfernt wurden, zeigten, dass zwar kleine briichige Kerne gebildet
wurden aber die DNA nicht repliziert werden konnte (Newport et al., 1990). Im Gegenzug
konnte durch Zugabe von aufgereinigtem Lamin LIII zu depletiertem Eiextrakt von Xenopus
die Fihigkeit zur Replikation wiederhergestellt werden (Goldberg et al., 1995). Ahnliche
Ergebnisse wurden auch bei der Mikroinjektion von Lamin A bzw. LIII Mutanten ohne
Kopfdomine gefunden (Spann et al., 1997). Ein weiterer Hinweis fiir eine Rolle bei der
Replikation ist die Tatsache, dass in Lamin-Aggregaten zwei Faktoren (PCNA und RFC)
identifiziert wurden, die bei der Elongation der DNA-Replikation benotigt werden.

Ein weiterer nukledrer Prozess, an dem Lamine beteiligt sind, ist die Transkription.
Strukturelle Analyse bei Drosophila haben gezeigt, dass inaktive DNA wie Centromere,
Telomere, Heterochromatin aber auch inaktive X Chromosomen bei Sdugern vorwiegend mit
der Lamina assoziiert vorliegen (Marshall und Sedat, 1999; Belmont et al., 1986; Ubersicht:
Gruenbaum et al., 2003). Ebenso konnten eine Reihe von Transkriptionsfaktoren identifiziert
werden, die sich hauptsdchlich in der Kernperipherie befinden. So konnten zum Beispiel die
Transkriptionsfaktoren Oct-1 bzw. Retinoblastoma Protein, welche die Transkription
spezifischer Proteine reprimieren, mit Lamin B bzw. Lamin A/C colokalisiert werden
(Ubersicht: Gruenbaum et al., 2003). Die Transkriptionsfaktoren scheinen an der
Kernperipherie gehemmt und erst durch den Transport in das Kerninnere aktiviert zu werden.
Wiederum andere Untersuchungen haben gezeigt, dass bei der Expression einer dominant
negativen Lamin A Mutante mit der fehlerhaften Laminaorganisation auch die Aktivitdt der
RNA Polymerase II abhingigen Transkription gehemmt wird. Andere Aktivititen, wie die
von der Polymerase I oder III werden jedoch nicht beeinflusst (Spann et al., 2002).

Die Anzeichen fiir eine bevorstehende Apoptose sind stark kondensiertes Chromatin,
blasenformig Membranen, Auftreten von apototischen Korpern und Fragmentierung der

DNA. Die Fragmentierung von DNA, integralen Membranproteinen (LAP2B, LAP2a)
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Kernmembranproteinen (NUP153, POM121) sowie von Laminen erfolgt durch spezifische
Kaspasen (Buendia et al 1999; Gotzman 2000; Kihlmark et al., 2001; Ubersicht: Gruenbaum
et al., 2003). Dabei sind die Lamine bei den ersten Proteinen, die von den Kaspasen
angegriffen werden. Der Zerfall der Lamina scheint dabei die Ablosung des Chromatins von
der Kernhiille zu bewirken. Anhand von Laminmutanten, die nicht mehr von Kaspasen
geschnitten werden konnten, konnte gezeigt werden, dass sich die Apoptose fiir mehrere
Stunden verzogert (Rao et al., 1996). Obwohl sich die Apoptose durch solche Mutanten nicht
verhindern ldsst, zeigen diese recht deutlich, dass die Degradation der Lamine ein wichtiger
Schritt beim programmierten Zelltod zu sein scheint.

Wie wichtig die Funktion der Lamine ist, wird besonders deutlich wenn man sich Fille
betrachtet bei denen diese Funktionen beeintridchtigt sind. Eine Reihe von Erbkrankheiten

resultieren aus Mutationen in Lamingenen. (sieche Kapitel 11.4.1)

I1. 3. Integrale Membranproteine der inneren Kernmembran

Alle integralen Membranproteine der inneren Kernmembran zeichnen sich durch mindestens
eine Transmembrandoméne aus, Uber welche das Protein in der inneren Kernmembran
verankert wird. Fast alle dieser Proteine besitzen eine lange aminoterminale Domine die ins
Nukleoplasma reicht und dort mit einer Vielzahl von nukledren Proteinen sowie Chromatin
und der Lamina interagieren konnen. Die Interaktion mit diesen Strukturen beeinflussen die
Funktion und Organisation der Kernhiille und des Chromatins. Mittlerweile sind bei
Invertebraten und Vertebraten eine ganze Reihe von integralen Membranproteinen
identifiziert worden (Ubersicht: Dechat et al., 2000a; Georgatos et al., 2001; Cohen et al.,
2001; Gruenbaum et al., 2003). Mit zunehmender evolutiver Entwicklung der Organismen
nimmt auch die Komplexitét der Kernhiille zu. Wie schon fiir die Lamine beschrieben, nimmt
nicht nur die Anzahl der Gene sondern auch die Anzahl der daraus resultierenden Isoformen
zu. Ahnliches gilt auch fiir die integralen Membranproteine. Auch hier wird die Komplexitit
durch die Expression entwicklungs- oder gewebespezifischer Splicevarianten erhoht.

Einige der integralen Membranproteine weisen in ihrer aminoterminalen Region eine hoch
konservierte LEM-Doméne auf. Die LEM Doméne ist ungefdhr 40 Aminosduren (AS) lang
und zeichnet sich durch eine kurze N-terminale a-Helix gefolgt von 2 parallelen a-Helices,
welche durch einen langen Loop getrennt werden, aus (Lin et al., 2000; Cai et al., 2001).
Diese Domine erhielt ihren Namen von den drei Proteinen, LAP2, Emerin und MANI, in

denen sie zuerst entdeckt wurde (Lin et al., 2000), aber auch andere Proteine wie das Lem-3
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(Lee et al 2000) oder das Otefin in Drosophila melanogaster (Goldberg et al., 1998) besitzen
dieses Motiv.

Die LEM-Doméne ist wichtig fiir die Interaktion des Proteins mit Chromatin. Dabei erfolgt
die Interaktion nicht direkt sondern wird iiber ein kleines ebenfalls hoch konserviertes Protein
BAF (barrier to autointegration factor) vermittelt. Die Interaktion mit BAF konnte zwar bis
jetzt nur fiir LAP2f3, Emerin und Manl (Liu et al., 2003) direkt nachgewiesen werden, aber
man geht davon aus, dass dieses Protein fiir die Interaktion der LEM Doméne mit der DNA
essentiell ist. Das BAF wurde urspriinglich in Viren identifiziert, in denen es eine
Rekombination der reverse transkribierten viralen DNA verhindert, bevor diese ins
Wirtsgenom integriert wird (Lee and Craigie, 1998; Zheng et al., 2000). Das BAF besitzt eine
Helix-Hairpin-Helix Struktur (Umland et al., 2000) ist ungefdahr 89 AS grof3 und ist innerhalb
der verschiedenen Spezies hoch konserviert. Aufgrund seiner Féhigkeit unspezifisch
doppelstringige DNA zu verbinden, scheint es nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Chromatinorganisation zu spielen, sondern auch wichtige Funktionen wéhrend der Mitose

und der Interphase innezuhaben (Furukawa et al., 2003).

II. 3. 1. Lamina assozierte Polypetide 1 und 2 (LAP1 bzw. LAP2)

II. 3. 1. 1. LAP1

Eines der integralen Membranproteine ist das Lamina assoziierte Polypeptid 1 (LAP1). Es
gehort zum Typ II der integralen Membranproteine und besitzen neben dem
nukleoplasmatischen Aminoterminus eine Transmembrandomine und einen kurzen,
Carboxyterminus, der im perinukledren Raum lokalisiert ist.

Die drei bekannten Formen LAP1A (~75 kDa) , LAP1B (~68 kDa) und LAPIC (~55 kDa)
scheinen durch alternatives Splicen aus einem LAP1 Gen hervorzugehen (Senior und Gerace
1988; Foisner und Gerace 1993; Martin et al., 1995). Im Gegensatz zur LAP1C Isoform
scheinen die Isoformen LAP1A und LAPIB jeweils ein 27 Aminoséure langes coiled-coil a-
Helix Motiv zu beinhalten mit dem eine LAP1-Dimerisierung moglich wire (Martin et al.,
1995).

Die nukleoplasmatische Doméne aller drei Isoformen scheint sowohl mit der calcium-
abhéngigen Kinase cdc2 als auch mit dem Lamin A und dem Lamin B zu interagieren. Dabei
zeigen die einzelnen Isoformen jedoch eine unterschiedliche Affinitdt zu den Laminen. LAP1

A und B besitzen im Gegensatz zu LAP1C eine wesentlich hohere Affinitit zu Lamin A/C.
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Es gibt Hinweise, dass die Expression der drei LAP1 Isoformen entwicklungsspezifisch
reguliert wird. Widhrend die kleinste LAPIC Isoform in allen Entwicklungsstadien
vorzukommen scheint, findet man eine starke Expression von LAP1A und LAP1B nur in
differenzierten Zellen. Da die Expression von LAP1A und LABI1B vergleichbar mit der
Expression von Lamin A/C ist, zu denen sie ohnehin eine hohe Affinitit aufweisen, liegt die
Vermutung nahe, dass die Interaktion dieser Proteine eine wichtige Rolle fiir die Stabilitdt von
nukledren Strukturen spielt.

Die LAPI Proteine, die in einer geordneten Struktur an der inneren Kernmembran zu finden
sind, bleiben auch wihrend der Mitose mit den Membranvesikeln assoziiert (Foisner und
Gerace, 1993). Der in der Mitose auftretende Phosphorylierung der LAP1 Proteine konnte
noch keine genaue Funktion zugeordnet werden, beeinflusst aber offensichtlich die
Assoziation mit den Laminen.

Das LAP1 konnte bis jetzt nur in Vertebraten gefunden werden, scheint aber, im Gegensatz zu
den Lamina assoziierten Polypeptiden 2 (LAP2), weder in Amphibien noch in Fischen

vorzukommen.

II. 3. 1. 2. LAP2

Das Lamina assoziierte Polypetid 2 (LAP2) ist wesentlich besser charakterisiert worden als
das LAPI und gehort wohl mit zu den am besten untersuchten Proteinen der inneren
Kernmembran. Das Protein wurde erstmals anhand von monoklonalen Antikdrpern, die gegen
Kernmatrixprotein der Rattenleber gerichtet waren, identifiziert (Foisner und Gerace 1993).
Da sich das Protein als duBerst TritonX100- und salzresistent erwies und nach der Extraktion
in derselben Fraktion wie die Lamine zu finden war, erhielt es seinen Namen als Lamina
assoziiertes Protein.

Die Charakterisierung der LAP2 Gene von Maus und Mensch zeigten, dass nicht nur ein
LAP2 Protein durch das Gen kodiert wird, sondern dass durch alternatives Splicen eine ganze
Reihe von Isoformen exprimiert werden. Bei der Maus wurden bis zu sieben Isoformen (a., 3,
B’, 9, & v, {) (Berger et al., 1996) identifiziert, und obwohl beim Menschen erst drei
Isoformen (a, B, y) ndher charakterisiert wurden (Harris et al., 1994, 1995), ist es wohl nicht
auszuschlieBen, dass auch hier noch weitere Isoformen existieren. Die LAP2 Proteine sind in
allen Vertebraten zu finden. Auch bei Xenopus und Zebrafisch konnten jeweils drei Isoformen
gefunden werden (J3, v, ®) (Gant et al., 1999; Lang et al., 1999; Schoft et al., 2003).

Der strukturelle Aufbau der LAP2 Proteine ist in allen Spezies und fast allen Isoformen

shnlich (Abb. I1.4).
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Abb. 11.4: Struktureller Aufbau der LAP2 Isoformen der Siduger und des Zebrafisch.

In Anlehnung an Dechat et al., 2000a und Schoft et al., 2003; gelb: aminoterminale Doméne;
dunkelblau: carboxyterminale Doméne; griin-blau: Einschiibe der Isoformen; gestreift: LEM
Domine; grau: Transmembrandoméne; rot: o spezifische Region; griin: w-spezifische Region

Das Protein gliedert sich in eine hoch konservierte aminoterminale Domine und eine
carboxyterminale Domdne. Am Ende der carboxyterminalen Domidne befindet sich, mit
Ausnahmen der a- und (-Isoform der Sduger, eine Transmembrandomaéne, die das Protein in
der Kernlamina verankert. Nur ein kleiner Rest ragt in den perinukledren Raum, wéhrend der
Grofiteil des Proteins im Nukleoplasma zu finden ist. Hier interagiert das LAP2 Protein mit
einer Reihe von Kernproteinen.

Die aminoterminalen Doménen aller Isoformen sind innerhalb einer Spezies identisch und
weiterhin zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert. In ihr befinden sich zwei
globuldre Doménen, die mit Chromatin interagieren konnen. Eine dieser Doménen ist das
LEM-Motiv, welches zuvor schon kurz erkldrt wurde, und die zweite die ,,LEM-like*
Doméne. Die “LEM-like” Doméne zeigt strukturell eine gewisse Homologie zur LEM-
Domine, kann aber im Unterschied dazu direkt mit Chromatin assoziieren (Furukawa et al.,
1998; Cai et al., 2001). Die Assoziation der LEM Doméne mit Chromatin erfolgt dagegen
tiber BAF. Auch die carboxyterminale Doméne weist eine hoch konservierte Region auf, die
in allen Isoformen, aufler o und {, zu finden ist. Neben der Transmembrandomine befindet
sich hier eine Lamin-Bindungsdomine, mit der nicht nur eine Interaktion zur Lamina her-
gestellt wird, sondern auch der Transport des Proteins zur inneren Kernmembran gewéhr-
leistet ist (Furukawa et al., 1995; Lang und Krohne 2002). Untersuchungen haben gezeigt,

dass die einzelnen Isoformen entweder in unterschiedlichen Entwicklungsstadien oder in
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verschiedenen Geweben exprimiert werden (Alsheimer et al., 1998; Del Pino et al., 2002;
Schoft et al., 2003). Das LAP2®w in Xenopus und Zebrafisch ist nur in der frithen
Embryonalentwicklung zu finden und wird in den spiteren Stadien zunehmend von der - und
y-Isoform verdringt. Diese beiden Isoformen werden in allen differenzierten Zellen in
gleichen Mallen exprimiert. Das LAP2a ist dagegen nur in ausdifferenzierten Séuger-Zellen
zu finden.

Das LAP2B gehort mit zu den am besten untersuchten Isoformen. Die Interaktion mit der
Lamina, die sowohl iiber die Bindung mit A und B-Typ Laminen erfolgt, scheint Einfluss auf
das Kernwachstum am Ende der Mitose zu haben (Yang et al., 1997). Weiterhin gibt es
Hinweise, dass es eventuell auch am Zusammenbruch der Mitose beteiligt ist, da eine
Assoziation mit dem HA95 Protein in der Interphase nachgewiesen wurde. Das HA9S ist ein
Protein, das sowohl eine regulierende Rolle beim Zerfall der Kernmembran als auch bei der
Chromatinkondensation spielt (Martins et al., 2000).

Aufgrund einer zusétzlichen Chromatinbindungsdomine in der [ spezifischen Region
(Furukawa et al., 1995) und der Fihigkeit allein oder mit seinem Bindungspartner GLC
(Germ-Cell-Less) die Transkription reprimieren zu konnen (Nihil et al., 2001), scheint das
LAP2f nicht nur ein Verbindungsglied zwischen Chromatin und Kernmembran zu sein
sondern auch regulatorische Funktionen bei der Chromatinorganisation zu besitzen.

Ein weitere sehr gut charakterisierte Isoform der LAP2 Proteine ist die a-Isoform die bis jetzt
nur in Sdugern identifiziert wurde. Sie unterscheidet sich von den iibrigen Isoformen durch
seine spezifische carboxyterminale Doméne. Das Fehlen der Transmembrandomaéne in dieser
Region fiihrt zu einer gleichmiBigen Verteilung des Proteins im Kern, wobei der Nukleolus
ausgespart wird (Dechat et al.,, 1998). Das LAP2a besitzt weiterhin eine Lamin-
Bindungsdoméne, die spezifisch mit A-Typ Laminen interagiert (Dechat et al., 2000b) und
eine Kern/Chromatin-Doméne, welche fiir die friilhe Bindung an Chromatin nach der Mitose
notwendig ist (Vlcek et al., 1999).

Die genaue Funktion des LAP2a ist noch nicht geklirt, jedoch scheint es sowohl beim
Kernassembly, speziellen Abldufen im Zellzyklus sowie in der Apoptose (bei

Uberexpression) eine Rolle zu spielen (Vicek et al., 2002).

II. 3. 2. Emerin

Das 35 kDa grofle Emerin kann in drei unterschiedliche Doménen eingeteilt werden. Durch

die carboxyterminale Transmembrandomine ist das Protein in der inneren Kernmembran
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verankert. Es besitzt eine serinreiche aminoterminale Doméne, die in den nukleoplas-
matischen Raum ragt und eine sehr kurze carboxyterminale Doméne die im perinukledren
Raum zu finden ist (Fairley et al., 1999; Lee et al., 2001). In der aminoterminalen Doméne
befindet sich das LEM Motiv iiber welches Emerin, vermittelt durch BAF, mit Chromatin
interagieren kann. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass Emerin eine direkte
Bindung mit Laminen (Lamin B1; Lamin A/C) eingeht (Fairley et al., 1999; Wilson et al.,
2001). Die Bindung an A-Typ Lamine scheint dabei Einfluss auf die Verankerung von
Emerin im Kern zu besitzen, denn ,.knock-out* Miuse fiir Lamin A/C zeigten eine Fehl-
lokalisation des Emerins im endoplasmatischen Retikulum (Sullivan et al., 1999). In den
letzten Jahren sind weitere Bindungspartner des Emerins identifiziert worden. Darunter sind
Transkriptionsrepressoren wie Germ-Cell-Less (GCL) (Haraguchi et al., 2001; Holaska et al.,
2003) und Btf (Bengtsson and Wilson, 2004), mRNA Splicing Faktoren wie YT521-B
(Wilkinson et at., 2003) sowie nukledres Myosin I und F Actin (Bengtsson and Wilson 2004).
Auch eine Interaktion mit dem Nesprin la, einem weiteren integralen Membranprotein,
konnte nachgewiesen werden (Mislow et al., 2002a). Seine medizinische Relevanz erlangte
das Protein durch die Entdeckung der Emrin Dryfuss-Muskeldystrophie, die durch Mutation

im Emerin-Gen ausgeldst wird (siehe Kapitel 11.4.1).

II. 3.3. MAN 1

Die Untersuchung von menschlichen Antikérpern eines an einer Autoimmunkrankheit
erkrankten Patienten ermoglichte erstmals die Charakterisierung des MAN 1 (Lin et al.,
2000). Das sehr groBBe Protein (82 kDa) besteht aus einer aminoterminalen Doméne, in der
vergleichbar mit dem Emerin und LAP2, die LEM Domine lokalisiert ist, zwei putativen
Transmembrandoménen und einem carboxyterminalen Schwanz. Anhand von Extraktions-
studien und fluoresenzmikroskopischen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
das MANI1 zur Gruppe der integralen Membranproteine gehort und ausschlieBlich in der
inneren Kernmembran zu finden ist. Hierbei scheint die erste Transmembrandoméne fiir die
Lokalisation im Kern auszureichen (Wu et al., 2002). Da die Mobilitit des MANI1 in der
inneren Kernmembran im Vergleich zur Mobilitit im ER stark reduziert ist, wird vermutet,

dass das MAN 1 dort mit weiteren Bindungspartnern interagiert.
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II. 3. 4. Der Lamin B Rezeptor LBR

Ein weiteres sehr gut charakterisiertes Protein der inneren Kernmembran ist der 1988 erstmals
beschriebene Lamin B Rezeptor (Worman et al., 1988). Dieses Protein wurde bis jetzt in allen
untersuchten Vertebraten sowie in Drosophila melanogaster gefunden, scheint aber sowohl in
Caenorhabditis elegans als auch in Saccharomyces cerevisiae nicht vorzukommen (Cohen et
al., 2001).

Der LBR ist mit seinen 70,4 kDa ein recht grofles Protein, das sowohl strukturell als auch
funktionell in zwei Doménen eingeteilt werden kann. Der aminoterminale Bereich des
Proteins wird durch die ersten 4 Exons des LBR-Gens kodiert (Schuler et al., 1994) und
besitzt einen recht hydrophilen, basischen Charakter (Silve et al., 1998).

Lamin B bindende Domédne Transmembrandomane der C14 Sterolrduktase Familie

bindet
.. dsDNA
essentiell fur
Lamin B bindet
Bindung HP1

N— & Hw H o HovoiHaveHavsHavaams HamoHam 7 Hams —C

Abb. IL5: Struktureller Aufbau des LBRs
G1, G2: globuldre Dominen, LR: nicht globuldre Linkerregion, TM: Transmembrandoménen, N:
Aminoterminus, C: Carboxyterminus

Anhand von strukturellen Analysen konnte gezeigt werden, dass sich die aminoterminale
Region in drei Subdominen unterteilen ldsst. Hierbei handelt es sich um zwei globulire
Doménen (Abb. IL.5; G1, G2), die durch eine nicht globuldre Linkerregion (Abb. IL.5; LR)
voneinander getrennt werden. Der aminoterminale Bereich befindet sich im Nukleoplasma
und interagiert dort mit einer Vielzahl von Bindungspartnern.

Der carboxyterminale Teil des Proteins erweist sich dagegen als dullert hydrophob und
zeichnet sich durch 8 Transmembrandoménen aus, mit denen das Protein in der inneren
Kernmembran verankert wird (Worman et al., 1990; Silve et al., 1998, Georgatos et al.,
2001). Der recht kurze carboxyterminale Schwanz ragt wie die aminoterminalen Doménen ins
Nukleoplasma.

Im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert, gelangt der LBR {iber freie Diffusion zur
inneren Kernmembran. Dabei scheinen zwei voneinander unabhédngige Sequenzmotive, die
einerseits im aminoterminalen Bereich und andererseits in der ersten Transmembrandomine
lokalisiert sind, eine signalgebende Rolle zu spielen (Soullam and Worman, 1993; Gajewski

und Krohne, 1999). Ist der LBR in der inneren Kernmembran angekommen verliert er seine
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Mobilitdt (Stuurman et al., 1998), indem er iiber seine nukleoplasmatische Doméne mit
anderen Proteinen des Zellkerns interagiert.

Die zuerst entdeckte Interaktion mit dem Lamin B der Lamina ist wohl verantwortlich fiir die
Namensgebung des Proteins. Untersuchungen zeigten, dass die gesamte aminoterminale
Domaéne an der Laminbindung beteiligt ist, aber nur die erste globuldre Domine (1-60 AS) fiir
diese Bindung essentiell ist (Ye et al., 1997). Fiir die nicht globulédre Linkerregion konnte in
vitro eine Assoziation mit Chromatin nachgewiesen werden, wéhrend der vordere Teil der
zweiten globuldren Doméne mit dem Heterochromatin Protein HP1 interagiert (Ye und
Worman 1994, 1996; Ye et al., 1997). Dabei findet die Bindung des LBRs mit dem HP1
wahrscheinlich indirekt iiber ein Tetramer aus Histonen H3 und H4 statt (Polioudaki et al.,
2001). Weiterhin wurde eine Interaktion mit dem Protein HA95 nachgewiesen, welches
ebenfalls mit Lamin B, LAP2, A-Typ Laminen (Georgatos et al., 2001) dem integralen
Membranprotein pl18, dem Polypeptidkomplex p32/34, sowie spezifischen LBR Kinasen
(Simons und Georgatos 1992, 1994) assoziiert.

Durch Dephosphorylierung einiger arginin-, serinreicher Motive der aminoterminalen Region
wihrend der Mitose verliert der LBR seine Affinitit zu den B-Typ Laminen, dem Chromatin
sowie dem Heterochromatinprotein HP1 (Courvalin et al., 1992, Stuurman et al., 1998), was
Auswirkungen auf die Kernstabilitidt zu haben scheint. Gleichzeitig bleibt der LBR jedoch mit
den Membranvesikeln assoziiert und ist, da er zu Beginn der Kernhiillenneubildung mit den
Chromosomen akkumuliert, am Transport der Membranen zur Chromatinoberflidche beteiligt.
Der LBR scheint eines der ersten Proteine zu sein, welches durch die Bindung an Chromatin
zur Neubildung des Kerns beitrdgt. Neben der Rolle, die der LBR in der Kerndissoziation
bzw. Kernassoziation zukommt, deuten die Interaktionen mit Chromatin oder dem Protein
HP1 auch auf Funktionen bei der Chromatinorganisation hin.

Wiéhrend dem aminoterminalen Teil des Proteins eine Reihe von Interaktionspartnern, und
damit verbunden auch Funktionen, zugesprochen werden konnen, fand man bei der
carboxyterminalen Domiine des menschlichen LBR eine groBe strukturelle Ahnlichkeit mit
der Cl14-Sterolreduktase (Erg24) von Saccharomyces crevisiae (40%) (Smith and Blobel
1994). Tatsichlich konnte in Erg 24 Defizit-Stimmen die Expression des menschlichen LBR
diesen Defekt kompensieren (Silve et al., 1998). Inwieweit der carboxyterminale Teil jedoch
die Aufgabe einer Sterolreduktase in der Zelle libernimmt ist noch nicht geklirt, da in
Versuchen mit dem LBR von Drosophila melanogaster (Wagner et al., 2004), Xenopus laevis
oder dem Zebrafisch (Danio rerio) (Glockner, 2004) und dem Hithnchen LBR (Smith and
Blobel, 1994) keine Enzymaktivitit nachgewiesen werden konnte.Vielleicht fungiert der
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carboxyterminale Teil auch nur als Rezeptor fiir Sterolmolekiile, welche fiir den Zellzyklus
spezifische Prozesse notwendig sind (Silve et al., 1998).

Strukturelle Analysen des LBR Gens ergaben ein auflergewohnlich groBes Intron zwischen
Exon 4 und Exon 5. Da die Exons 1-4 den aminoterminale Teil des LBRs beinhalten und die
restlichen Exons (5- 13) fiir den carboxyterminale Teil kodiert (Schuler et al., 1994), und
beide Doméinen Ahnlichkeiten mit funktionell unterschiedlichen Proteinen aufweisen, besteht
die Annahme, dass der LBR wohl aus einer Rekombination zweier Gene entstanden ist.

Zwei bekannte Erbkrankheiten konnen auf Mutationen im LBR Gen zuriickgefiihrt werden.
Zum einen die autosomal rezessive Stoffwechselkrankeit Greenberg Skelett Dysplasie
(Hydrops-ectopic calcification-,,moth-eaten” (HEM)) und zum aderen die Pelger-Huét-

Anomalie (siehe Kapitel 11.4.2).

II. 3. 5. Weitere integrale und periphere Membranproteine der inneren

Kernmembran

Nesprinl und 2, auch bezeichnet als Myne-1, sind Typ 2 integrale Membranproteine die
neben einer Reihe von Spektrinwiederholungen eine putative Transmembrandoméne
aufweisen (Mislow et al., 2002a; Zhang et al., 2001). Im Gegensatz zu den bis jetzt bekannten
Membranproteinen befindet sich die Transmembrandoméne bei den Nesprinen in der
aminoterminalen Region. Nesprin 1 wird besonders in Muskelzellen exprimiert und zeigt dort
eine hohe Affinitdt zu Lamin A/C und zu Emerin (Mislow et al., 2002b).

Numrin (nuclear rim) ist ein 29 kDa groes Protein, welches 5 putative
Transmembrandominen besitzt und als integrales Membranprotein identifiziert wurde (Rolls
et al.,, 1999). Es weist eine geringe Mobilitit in der inneren Kernmembran auf, aber
Interaktionspartner konnten nicht gefunden werden.

Unc84 (uncoordinated movement) wurde als hédufig vorkommendes integrales
Membranprotein in C. elegans identifiziert (Malone et al., 1999). Anhand von Antikérpern
konnte eine Lokalisation des Proteins an der duBBeren Kernperipherie nachgewiesen werden.
Es scheint in der Nematodenentwicklung eine wichtige Rolle bei der Kernbewegung zu
spielen. Das Fehlen von unc84 fiihrt dabei nicht nur zu einem Verlust der Beweglichkeit der
Kerne sondern auch zum Verlust der Verankerung im Cytoplasma (Malone et al., 1999;
Stearns, 1997). Der carboxyterminale Teil des Proteins weist eine gewisse Homologie zu den
Proteinen Sadl (spindel architecture defective protein) von S. pombe und den noch nicht

ndher charakterisierten Proteinen SUN1 und SUN2 von Sdugern auf (Raff, 1999).
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Otefin gehort wie LAP2, Emerin und MANT1 zu den LEM Doménenproteinen (Padan et al.,
1990). Es wird in Drosophila ubiquitir exprimiert und interagiert mit dem Drosophila Lamin
B, Dm0, und Chromatin (Goldberg et al., 1998). Es besitzt in seiner carboxyterminalen
Region ein Segment, welches eine hohe Hydrophobizitit aufweist, jedoch zu kurz ist, um die
innere Kernmembran zu durchdringen. Daher wird vermutet, dass das Protein eher als
peripheres statt als integrales Membanprotein interagiert (Ashary-Padan et al., 1997). Das
Otefin wird aufgrund seines Kernlokalisationssignals aktiv in den Kern transportiert.

Young Arrest (YA) ist ein maternal kodiertes peripheres Membranprotein. Es wurde
ebenfalls in Drosophila identifiziert und scheint dort an der Oogenese sowie der korrekten
Chromosomenkondensation beteiligt zu sein. Es interagiert mit Lamin Dm0, Chromatin und
dem Histon H2B. (Liu et al., 1995; Goldberg et al., 1998; Ubersicht Gruenbaum et al., 2003).
Germ-Cell-Less (GCL) wurde urspriinglich bei Drosphila identifiziert und scheint unter den
Metazoa sowohl strukturell als auch funktionell hoch konserviert zu sein. In Drosophila wird
GCL am posterioren Pol der Embryonen exprimiert und scheint dort bei der Bildung von
Keimzellen eine Rolle zu spielen (Jongens et al., 1992, 1994; Ubersicht: Gruenbaum et al.,
2003). Das GCL besitzt eine spezielle Protein-Protein-Interaktionsdomine (BTB/POZ) die
ebenfalls bei vielen anderen Aktin- und DNA-bindenden Proteinen zu finden sind. Bei
Sdugern sind fast alle Proteine, die eine solche Doméne besitzen, an transkriptionellen
Vorgingen beteiligt. Dem GCL wurde weiterhin eine Interaktion mit dem DP-Protein
nachgewiesen, welches als Bindungspartner des Transkriptionsfaktors E2F bekannt ist. Diese
Interaktion scheint die Transkriptionsaktivitit des E2F zu reduzieren. Wie schon zuvor
erwiahnt interagiert das GCL auch mit LAP2[ (Nihil et al., 2001) oder dem Emerin (Holaska
et al., 2003), was vermuten ldsst, dass auch dieses Protein Einfluss auf die Transkription

ausiubt.

I1. 4. Genetisch bedingte Krankheiten

Wie in den vorangegangenen Kapiteln schon angedeutet, sind einige der Proteine die sowohl
am strukturellen als auch am funktionellen Aufbau der Kernhiille beteiligt sind bei
fehlerhafter Expression auch fiir einige Krankheiten verantwortlich. Da diese Erkrankungen
auf genetischen Defekten beruhen werden sie vererbt. Im folgenden Kapitel sollen einige
dieser Erbkrankheiten erldutert werden, deren Ursprung in Mutationen des Emerins, der

Lamine und des Lamin B Rezeptors liegen.
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II. 4. 1. Genetische Erkrankungen aufgrund von Mutationen im Emerin
und Lamin A Gen

Eine ganze Reihe von verschiedenen Erbkrankheiten werden durch Mutationen im LMNA
Gen ausgelost. Dabei scheint die Position, an der die Mutationen auftreten, unterschiedliche
Krankheiten hervorzurufen. Mutationen, die sich im Inneren der Immunglobulin-dhnlichen
Doméne, des Carboxyterminus des Lamins befinden, scheinen dessen rdaumliche Struktur zu
verandern. Die dabei auftretenden Erkrankungen resultieren dabei alle in Muskel-
erkrankungen wie Emery-Dryfuss Muskeldystrophie, “limb girdle® Muskeldystrophie oder
Cardiomyopathie 1A. Befinden sich die Mutationen jedoch nur oberflichlich an der
Immunglobulin-dhnlichen Doméne so treten eher Storungen des Fettstoffwechsels auf. Eine
solche Form wire die Dunnigan familére partielle Lipodystrophie, oder das “Charcot-Marie-
Tooth-2* Syndrom (Dhe-Phaganon et al., 2002: Ubersicht: Gruenbaum et al., 2003). Aber
nicht nur Verdnderungen im LMNA fiihren zu Muskeldystrophien sondern auch Mutationen

im Emerin Gen.

Die Emery Dryfuss-Muskeldystrophie (EMDM) ist eine relativ seltene Erbkrankheit die
durch eine friihe Kontraktur von Ellenbogen, Kndcheln und Nacken sowie einer
fortschreitenden Muskelschwidche mit Degradation von Herz- und Skelettmuskulatur
charakterisiert wird. Es existieren drei Formen dieser Erbkrankheit. Zum einen die X-
chromosomale rezessive Form, die durch Mutation im Emerin Gen ausgelost wird und zum
anderen die autosomal dominate und autosomal rezessive Form, die durch Mutationen im
LMNA Gen verursacht werden. Die am héufigsten auftretende Form der EMDM ist die
rezessiv X-chromosomal vererbte Variante. Dabei treten Mutationen im Emerin Gen (STA
Gen) auf, die durch eine Leserasterverschiebung, Deletion oder “nonsense® Mutationen zu
einem verfrilhten Abbruch der Translation fiihren. Bei Patienten, die von dieser EMDM
betroffen sind, wird kein oder nur sehr wenig Emerin exprimiert. Bemerkenswert dabei ist,
dass die auslosenden Mutationen, von denen iiber 90 bekannt sind, nicht auf eine Region im
Gen beschrinkt sind, sondern tliber das ganze Emerin Gen verteilt auftreten. Die autosomalen
Formen der EMDM ist bei wesentlich weniger Patienten zu finden. Hier treten
Leserasterverschiebungen, Deletionen, “missense* oder “nonsence* Mutationen in Regionen
des LMNA Gens auf, die sowohl im Lamin A als auch im Lamin C zu finden sind (Bonne et
al., 1999). Die betroffenen Regionen liegen meistens in der carboxyterminalen Doméne, die

eine immunglobulin-dhnliche Faltung annimmt (Dhe-Paganon et al., 2002).
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Die “Limb girdle* Muskeldystrophy (LGMD) ist eine Erkrankung die zwar vergleichbare
Symptome wie die EMDM zeigt, diese aber weniger stark ausgepréigt sind. Dabei steht eher
die Schwichung der GliedmaBen im Vordergrund, die vor dem erreichen des 20 Lebensjahres
eintritt und mit dem Alter zunimmt. Haufig findet man auch Verdnderungen der
Herzmuskulatur, aber die bei EMDM vorkommenden Kontrakturen von Ellenbogen,
Knocheln und Hals fehlen hier vollig.

Die Dilatierte Cardiomyopathie (CMD-1A) ist eine weitere autosomal dominante
Erbkrankheit, die durch Mutationen im LMNA Gen ausgelost wird (Brodsky et al., 2000;
Arbustini et al., 2002). Die Mutationen treten meist innerhalb der ersten beiden a-Helices der
Stabdoméne auf. Zwei der Mutationen erwecken dabei besonderes Interesse, da sie entweder
nur im Lamin C oder nur im Lamin A zu finden sind (Bonne et al., 2000; Genschel et al.,
2001).

Die Dunnigan familiiire partielle Lipodystrophie (FPLD) ist eine sehr seltene (1:15 Mio)
autosomal dominante Erbkrankheit. Die Patienten machen nach der Geburt einen gesunden
Eindruck und erst in der Pubertit treten die ersten Symptome auf. Die Krankheit beginnt mit
einem selektiven Verlust des subcutanen Fettgewebes an Armen und Beinen sowie Rumpf
und Becken. Im weiteren Verlauf sammelt sich dann weilles Fettgewebe im Gesicht, dem
Halsbereich, dem Riicken und der Leistengegend an (Garg, 2000). Bis zum Alter von 20
Jahren entwickeln die meisten Patienten eine Resistenz gegen Insulin sowie eine
Glukoseintolleranz und Diabetis mellitus (Ubersicht: Gruenbaum et al., 2003). Die
Mutationen im LMNA Gen, die fiir diese seltene Krankheit verantwortlich sind, konzentrieren
sich auf einen kleinen Bereich im carboxyterminalen Teil des Lamin A, welcher, wie oben
schon erwéhnt, an der Oberfliche der globuliren Doméne zu finden ist. Untersuchungen
haben gezeigt, dass dieser Bereich ebenfalls fiir Interaktionen mit LAP2 und SREBP-1 (Sterol
Response Element Binding Protein 1) benétigt wird und dass Mutationen in dieser Region

diese Bindungen beeintrachtigen konnen (Lloyd et al., 2002).

Die Frage warum Mutationen in einem Gen wie das LMNA, dessen Protein in fast allen
Geweben zu finden ist, eine solche Bandbreite von verschiedenen Krankheiten hervorruft, ist
bis heute noch nicht gekldrt. Die bestehenden Theorien treffen meist auf ein oder zwei
Krankheiten zu, kénnen aber auf andere Phinomene nicht angewendet werden. So ist zum
Beispiel die Theorie, dass durch den Verlust oder die Reduktion des Lamin A/C die Stabilitit
der Kerne beeinflusst wird, plausibel. Kerne in Muskelzellen die unter starkem mechanischen

Stress stehen, konnten diesem nicht standhalten und zerbrechen, was in dem Tod der Zelle
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und somit in Muskelschwund resultieren wiirde. Zwar ist diese Theorie fiir die
Muskeldystrophien anwendbar, erklért aber nicht die Symptome der Lipodystrophien, die sich
eher auf Fettzellen und Neuronen auswirken. Bedenkt man die vielfdltigen Interaktionspartner
des Lamin A/C wire es ebenso denkbar, dass diese Assoziationen regulatorisch auf die
Expression verschiedener Gene Einfluss nimmt und dass durch den Verlust diese Expression
unterbunden wird. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass eher eine Kombination dieser beiden

Moglichkeiten fiir diese vielfédltigen Krankheiten verantwortlich sind.

II. 4. 2. Genetische Erkrankungen aufgrund von Mutationen im Lamin B

Rezeptor (LBR)

Die Pelger Huét Anomalie (PHA) ist eine autosomal dominate Erbkrankheit, die bei
Menschen mit einer Héufigkeit von 0,01-0,1% auftritt. Sie wird durch Verdnderungen im
LBR Gen ausgelost, die entweder einen Leserasterschub, “nonsense® Mutationen oder
Verdnderungen von Spliceregionen bewirken (Hoffman et al., 2002). Haufig treten diese
Mutationen in Exons auf, aber auch eine Deletion von 6 bp in Intron 12 wird oft beobachtet.
Mutationen, die zu einem Verlust des letzten Exons fiihren, bewirken, dass kein LBR mehr
gebildet wird (nach Gruenbaum et al., 2003)

Heterozygote Patienten zeigen duBerlich keine Auffilligkeiten. Betrachtet man aber die
Zellkerne der Granulozyten aus dem Blut, so besitzen diese weniger stark gelappte Kerne als
die Granulozyten von gesunden Personen. Wihrend bei heterozygoten Patienten nur die
Menge an funktionsfidhigem LBR reduziert ist, haben Untersuchungen an homozygoten
Patienten gezeigt, dass hier nur noch eine ganz kleine Menge an LBR nachweisbar ist. Die
Kerne der Granulozyten sind kugelig und die Patienten zeigen eine starke Entwicklungs-
verzogerung, Skelettanomalien und Epilepsie. Da nur sehr wenige homozygote Patienten
existieren liegt die Vermutung nahe, dass der Verlust des Lamin B Rezeptors eine erhdhte
pri- und postnatale Mortalitiit mit sich bringt. Ahnliches zeigen auch Versuche an Kaninchen,
die eine homozygote PHA besitzen (Hoffman et al., 2002). Eine genaue Erkldrung wie die
Verianderungen des LBRs zu solchen Symptomen fiihrt, bleibt noch offen. Es zeigen sich aber
Parallelen zu anderen Erkrankungen, besonders in Bezug auf die Skelettanomalien, die auf
eine Storung des Cholesterolstoffwechsels beruhen. Zu diesen Erkrankungen gehodren das
Smith-Lemli-Opitz-Syndrom, das “CHILD-Syndrom®, das CDPX2 (X linked dominant

chondrodysplasia punctat A-Typ 2), die “Desmosterolosis, die “Latherosterolosis® und das
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Antley-Bixler Syndrom, sowie die “Greenberg skelettale Dysplasie (HEM) (Battaile et al.,
2000 Kénig et al., 2000; Waterham et al., 2001, 2003; Ubersicht: Porter, 2002).

Die Geenberg skelettale Dysplasie (= Hydrops-ectopic alcification-“moth-eaten* = HEM)
beruht im Gegensatz zu den eben aufgezihlten Erkrankungen auf einer Mutation im LBR. Sie
ist eine sehr seltene autosomal, rezessive Erbkrankheit, die bei betroffenen Foten kurze
O0demhaltige Extremitdten, eine Knochenverkalkung sowie allgemeine und Skelettfehl-
bildungen bewirkt. Die Embryonen sterben entweder schon im Mutterleib oder kurz nach der
Geburt. Untersuchungen zeigten, dass im Exon 13 des LBR eine Substitution von sieben
Nukleotiden stattgefunden hat, die fiir ein vorzeitiges Stopcodon kodieren. Der dadurch
verkiirzte LBR scheint damit seine Funktion, die er im Sterolstoffwechsel einnimmt, nicht
mehr erfiillen zu kénnen. Anhand von Versuchen mit Fibroblasten der erkrankten Foten
konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von funktionellem LBR der Sterolstoffwechsel

wieder hergestellt werden kann (Waterham et al., 2003).

I1. 5. Zebrafisch

Der Zebrafisch (Danio rerio) ist ein 5-6 cm grofler
Fisch, der zur Familie der Karpfenfische (Cyprindiae)
gehort. Urspriinglich ist er in langsam flieBenden

Nebenfliissen des Ganges in Bengalen, Pakistan und

Bangladesch beheimatet.

Abb. I1.6: Zebrafisch
( www.zfin.org)

Aufgrund seiner geringen Grofe und seines gestreiften
Aussehens wurde er weltweit zu einem beliebten
Zierfisch der sich ohne groflere Schwierigkeiten in Aquarien halten lasst. Aber nicht nur
unter Aquarianern ist der Zebrafisch beliebt sondern mittlerweile auch unter Entwicklungs-
und Neurobiologen. In den letzten 10-20 Jahren wurde der Zebrafisch zu einem bedeutenden
Modellorganismus, an dem, vergleichbar mit Drosophila melanogaster, Xenopus laevis oder
der Maus, entwicklungs- und neurobiologische Prozesse studiert werden konnen.

Der Zebrafisch gewinnt an Beliebtheit, da er die Vorteile vieler anderer Modellorganismen
vereint. Vergleichbar mit Xenopus oder Drosophila ist die Generationszeit relativ gering.
Innerhalb von 12 bis 16 Wochen erlangen die Zebrafische ihre Geschlechtsreife und
produzieren dann eine groBle Nachkommenschaft. Bis zu 300 Eier kann ein Weibchen
wochentlich ablaichen. Ein weiterer Vorteil, besonders fiir die Entwicklungsbiologen, ist die
vollstdndige Entwicklung des Eis auBerhalb der Mutter. Da die Eier und Embryonen bis zu

den frithen Larvenstadien komplett durchsichtig sind, lassen sich morphologische Verinder-
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ungen sehr leicht untersuchen. Auch das Verwenden von spezifischen Antikérpern wird
hierdurch erleichtert. Weiterhin sind die Embryonen grofl genug, um auch klassische
Transplantationsexperimente durchzufiihren.

Da viele biochemische Stoffwechselwege oder biologische Abldufe in Invertebraten, wie C.
elegans oder Drosophila nicht konserviert sind, muss auf komplexere Organismen zuriick-
gegriffen werden. Anhand von genomischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein
Grofteil der im Zebrafisch identifizierten Gene auch in Sdugern zu finden sind. Daher lassen
sich die beim Zebrafisch gewonnenen Erkenntnisse leicht auf den Menschen tiibertragen.
Mittlerweile wurden effiziente Methoden etabliert, um das Zebrafisch Genom nach
Mutationen zu durchsuchen, gezielte Mutagenesen durchzufiihren oder die Expression von
Proteine ganz zu unterdriicken.

Die Entwicklung des Zebrafischembryos lduft folgendermaflen ab (aus http://zfin.org/zf info/
zfbook/stages/index.html; modifiziert nach Kimmel et al., 1995):

Die Teilung der Zellen erfolgt in einem Zeitrahmen von 15-20 Minuten. Sie sind am Anfang
meroblastisch und zeigten eine reguldre Orientierung. Durch die unvollstindige Abschniirung
der Zellen bleiben diese iiber cytoplasmatische Briicken mit dem Dotter verbunden. Kleine
Molekiile sind somit in der Lage, sich zwischen den einzelnen Blastomeren zu bewegen.
Zwischen dem 8. und 14. Teilungszyklus befindet sich der Embryo im Blastulastadium. Die
Teilung erfolgt hier zwar in einem synchronen Rhythmus, jedoch befinden sich die Zellen
nicht gleichzeitig in der Mitose. Der Rhythmus gleicht eher einer Welle, bei denen die Zellen
am animalen Pol als Erste und die marginalen Zellen als Letzte in die Mitose iibergehen. In
der folgenden Gastrulation ldauft die Epibolie ab. Die Zellen am Rand der Keimscheibe
wandern ins Innere und konvergieren auf der dorsalen Seite und bilden dort die embryonale
Achse sowie die primire Keimschicht.

Innerhalb von 10-24 Stunden nach der Befruchtung sind Kopf-, Schwanz- und einige primére
Organanlagen des Embryos zu erkennen. Es entwickelt sich das erste Segment und der
Embryo beginnt zu wachsen. Nach 48 Stunden sind die Embryonen in der Lage zu schliipfen.
Es folgt das Larvenstadium (bis zum 29. Tag) und das Juvenilstadium (bis zum 89. Tag), in
denen die Zebrafische bis zu 1,4 cm heranwachsen. Um den 90. Tag werden die Tiere
geschlechtsreif und zdhlen somit zu den Adulten. Die Lebensdauer eines Zebrafisches kann

bis zu 2 Jahre betragen.
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I1. 6. Morpholinos

Funktionelle Analysen stiitzen sich hdufig auf in vitro erworbene Ergebnisse. Diese sind zwar
hilfreich, zeigen jedoch meist nur einen kleinen Ausschnitt der mdglichen Auswirkungen und
konnen somit eventuelle Folgen fiir den Organismus nicht mit einbeziehen. Mittlerweile
wurden eine ganze Reihe von Methoden entwickelt, die in der Lage sind in vivo Gene zu
reprimieren und somit Einblick in die Funktion des Gens zu erhalten. An diese Methoden
werden einige Anforderungen gestellt. Zum einen sollen sie effektiv, spezifisch, und
reproduzierbar sein und zum anderen sollten sie fiir die meisten Gene in den meisten
Zelltypen funktionieren. Wenn sie dann auch noch leicht durchfiihrbar, ohne weitere
Nebenwirkungen und im Vergleich zu anderen Methoden giinstig sind, kann man sie fast als
perfekt bezeichnen.

Eine Methode, die diesen Kriterien entspricht und bei Drosophila und C. elegans hervor-
ragende Ergebnisse erzielt, ist das RNAi (RNA interference). Hierbei wird doppelstringige
RNA in Zellen injiziert (oder von Kulturzellen aufgenommen), die dort iiber einen RNase-
dhnlichen Proteinkomplex (DICER) in kleine 21-23 bp groBe RNA-Stiicke geschnitten wird.
Diese RNAs sind schlieBlich fiir die spezifische Degradation der komplemetiren mRNA
verantwortlich.

Leider haben Versuche mit RNAi bei Zebrafischen zu widerspriichlichen und doch recht
variablen Ergebnissen gefiihrt (Summerton and Weller, 1997; Summerton, 1999), so dass
diese Methode bei der funktionellen Analyse von Zebrafisch Genen keine Anwendung findet.
Dafiir hat sich bei Zebrafischen eher die Methode von “Antisense“-Oligonukleotiden

etabliert. Anfangs noch recht unspezifisch und anfillig fiir

il o Base
KQ Hc.wioj/sase Degradationen sind mittlerweile “Antisense‘“-Oligonukleotide
C=f:.’_0 e, entwickelt worden, die eine hohe Erfolgsrate zeigen und als
o R —
Kﬁ“"’ Y‘j “Morpholinos* bezeichnet werden. “Morpholinos® sind
N ’

, _ Oligonukleotide, die sich in ihren Bindungsfahigkeiten kaum
Phosphodiester Morpholino
DNA

Abb. I1.7: Morpholino Strukur
(Genome biology.com) chemische Modifikation besitzen sie jedoch anstatt einer

von normalen Oligonukleotiden unterscheiden. Durch

Ribose, ein Morpholino als Riickgrat (Abb. II.7) Summerton and Welle, 1997; Summerton,
1999). Da die -einzelnen “Morpholinos® iiber eine Phosphorodiamid-Ver-bindung
aneinandergereiht werden, entsteht ein ungeladenes “Riickgrat*. Weiterhin ist es im
Gegensatz zu natlirlichen Oligomeren nicht anfillig fiir Degradation durch RNasen. Das
“Morpholino® ist in der Lage mit einer hohen Affinitdt an einzelstrdngige Nukleinsduren zu

binden und zeigt weder toxische Effekte noch irgendwelche unspezifischen Nebeneffekte.
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Werden die “Morpholinos* so gewéhlt, dass sie durch ihre Bindung an der mRNA das Start-
codon blockieren, verhindert diese Bindung die nachfolgende Translation und ist somit eine
elegante Art die Expression spezifischer Proteine zu unterbinden.

Mittlerweile konnten eine Reihe von Genen mit Hilfe von Morpholinooligonukleotiden
ausgeschaltet werden. Bei Zebrafischen (Nasevicius und Ekker, 2000), Seegurken (Howard et
al., 2001), Xenopus Embryonen (Heasman et al., 2000) und sogar Hiihnchen (Kos et al., 2001)

wurden die Morpholinos erfolgreich angewendet.

I1. 7. Zielsetzung

In den letzten Jahren ist die Anzahl von genetischen Erkrankungen, die auf Verdnderungen
von nukledren Proteinen beruht, immer weiter angestiegen. Somit riickt das Bediirfnis dort
ablaufende Prozesse besser zu verstehen immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung. Die
Moglichkeit das Verhalten bestimmter Proteine in unterschiedlichen Modellorganismen zu
studieren, erhoht die Bandbreite an Ergebnissen. Durch das Vergleichen und Verbinden der
erhaltenen Ergebnisse wéchst somit auch das Verstdndnis {iber die Zusammenhidnge von
komplexen Abldufe in einer Zelle.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich zwei Themengebiete bearbeitet. Zu Beginn dieser Arbeit
war wenig iiber Kernmembranproteine im Zebrafisch bekannt. Vera Schoft identifizierte in
ihrer Diplomarbeit drei Proteine, die eine hohe Homologie zu den drei bei Xenopus bekannten
LAP2-Isoformen aufwies. Im ersten Teil meiner Arbeit sollten die Isoformen sowie das
kodierende Gen niher charakterisiert werden. Anhand eines Vergleiches mit LAP2-Genen
anderer Spezies erhoffte ich mir Aussagen treffen zu konnen, welche die Existenz ver-
schiedener Isoformen erklért. Dabei sollte ein besonderes Augenmerk auf die w-Isoform, von
Xenopus und Zebrafisch, sowie die a-Isoform der Siduger gelegt werden. Des weiteren sollte
ein zweites integrales Membranprotein, der Lamin B Rezeptor, im Zebrafisch identifiziert und
charakterisiert werden. Durch eine anschlieBende Herstellung von spezifischen Antikérpern
gegen den LBR sollte eine Grundlage fiir spatere immunologische Untersuchungen gelegt
werden.

Durch die Moglichkeit mit Hilfe von “Morpholinos® die Expression von Proteinen zu
reprimieren, sollte in einem Teilprojekt getestet werden, ob sich das LAP2, der LBR sowie
die Lamine B1 und B2 unterdriicken lassen.

Ein weiteres recht umfassendes Projekt beschiftigte sich mit der Funktion der Lamine. Hier
interessierte besonders die Frage, welche Rolle ein intaktes CxxM-Motiv bzw. GNAEGR-

Signal bei der Assoziation der Lamine mit der Kernmembran spielt. Mit Hilfe von elektronen-
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mikroskopischen Methoden sollten Auswirkungen einer Uberexpression verschiedener

Lamine und Lamin-Mutanten untersucht werden.
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II1. Material und Methoden
I11. 1. Material

II1. 1. 1. Bakterienstamme und Vektoren

Bakterien:

Vektoren:

Escherichia coli XL 1-Blue (Stratagene)
Escherichia coli Top 10 One Shot ® (Invitrogen)
Escherichia coli BL21(DE3) Codon-Plus ® RIL

Bluescript (SK+) (Stratagene)
pCR 2.1-TOPO (Invitrogen)
pEGFP-N1 (Clontech)
pEGFP-C2 (Clontech)
pEGFP-C3 (Clontech)
pET21a (Novagen)

lawrist (RZPD)

psport (RZPD)

I1I. 1. 2. Kulturzellen

Die Zellen wurden in Gewebekulturschalen im Brutschrank unter konstanten Temperatur- und

CO,-Bedingungen kultiviert.

COS-7 Zellen

XLKE-A6-Zellen

AB9 Zellen

Hithnchen Fibroblasten

Hel.a-Zellen

III. 1. 3. Fische

Nierenzellen von Ceropithecus aethiops
kultiviert bei 37°C, 5% CO;

Nierenepithelzellinie von Xenopus laevis
kultiviert bei 27°C, 5% CO;

Schwanzflossenzellen von Danio rerio
kultiviert bei 27°C, 5% CO,

Fibroblasten von 10 Tage alten Hithnerembryonen
kultiviert bei 37°C, 5% CO;

humane epitheloide Cervixkarzinomzellen (von Patient
Henrietta Lack)
kultiviert bei 37°C, 5% CO,

Die fiir diese Arbeit verwendeten Tiere TUAB stammen aus der Fischzucht der
Physiologischen Chemie Wiirzburg.

Die Fischlinie ist eine Kreuzung aus 2 bzw 3 Fischlinien. TU-Fische stammen aus dem Labor
von Prof. C. Niisslein-Vollhard in Tiibingen und die AB-Fische stammen von Prof. G.
Streisinger aus Oregon, der die Linien A und B miteinander kreuzte.

Zebrafische leben in den Fliissen Indiens oder Pakistans. Adulte Fische werden ungefahr 4-6

cm grof3.
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I1I. 1. 4. Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt,wurden alle verwendeten Chemikalien von AppliChem
(bezogen von der Firma Hartenstein), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) in Analysequalitit bezogen. Fiir das Ansetzen von
Waschlosungen, Fiarbe- oder Entfirbelosungen wurden Alkohole in technischer Qualitét
verwendet. Die in der Zellkultur eingesetzten Medien und Chemikalien stammen von
GIBCO/BRL (Eggenstein).

III. 1. 5. Haufig verwendete Losungen und Medien

20x SSC 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0
1x TBST 140 mM KCl

0,3% Tween 20

10 mM Tris/HCI; pH 8,0

50x TAE Puffer 2,0 M Tris Base
1,0 M Essigsdure
50 mM EDTA
-> pH 8,3 (konzentrierte Essigsdure)

LB-Medium (1 1) 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Bactotrypton; pH 7,4

LB-Agar Wie LB-Medium, zusétzlich 1,5% Bacto-Agar;
Antibiotika werden dem LB-Medium oder dem
LB-Agar gegebenenfalls in folgenden
Endkonzentrationen zugegeben:
Ampicillin (100 pg/ml)
Kanamycin (25 pg/ml)

1x PBS 137 mM NacCl
3 mM KCl
1,5 mM KH2P04
7 mM NazHPO4
pH7,2-7.4

Hoechst Img/ml (bis-Benzimide)
RNA-Probenpuffer 80% Formamid
1 mM EDTA, pH 8

0,1% Bromphenolblau
0,1% Xylenecyanol
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10x DNA- Probenpuffer

50x Denhardts

Losungen fiir Western Blot

Westernblot-Transferpuffer 1

Westernblot-Transferpuffer 2

Westernblot-Transferpuffer 3

Férbelosung fiir Polyacrylamidgele

30% (w/v) Ficoll

1% (w/v) SDS

50 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Xylencyanol

1% Ficoll
1% Polyvinylpyrulidon
1% BSA

25 mM Tris/HCI, pH 10,4
in 20% Methanol (technisch)

300 mM Tris/HCI, pH 10,4
in 20% Methanol (technisch)

40 mM Norleucin
25 mM Tris/HCI, pH 9,6
7,0 mM NazHPO4

0,2% Coomasie R
40% Methanol (technisch)
8% Essigsédure

Schwacher Entfarber (fiir Coomasie-Gele) 2 1 Methanol (technisch)

Losungen fiir Polyacrylamind-Gelelektrophorese (Protein-Auftrennung)

SDS-Probenpuffer (Lammli 1970)

SDS-Laufpuffer

SDS-PAGE Losung A

SDS-PAGE Losung B

7,3 1 H,O
0,7 1 Essigsdure

60 mM Tris/HCIL, pH 6,8
2 % SDS

10% Glycerin

10% DDT

0,1% Bromphenolblau

2,8 g Tris
14,3 g Glycin
2,8 g SDS; ad 11 H,0

60 g Acrylamid
1,6 g N,N’-Bisacrylamid
ad 200 ml H,O

18,17 g Tris/HCI, pH 6,8
0,4 g SDS; ad 100 ml H,O

33



II1. Material und Methoden

SDS-PAGE Losung C

Losungen fiir alkalische Lyse

GTE —Puffer

Alkali-SDS-Losung

Acetatldsung

6,06 g Tris/HCL, pH 6,8
0,4 g SDS; ad 100 ml H,O

50 mM Glucose

25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

100 mg/ml RNAse A

0,2 N NaOH
1,0% SDS

0,3 M Kaliumacetat
12,01% Eisessig
pH 4,8 mit Eisessig einstellen

Losungen fiir Zell- bzw. Gewebeeinbettungen

Eponkomponente A

Eponkomponente B

Eponmischung

Soérensenpuffer pH 7,4

2,5%Glutaraldeyd + Ionen

97,1 g Glycidether
130,8 g DDSA (2 Dodecenylsuccinic acid)

90 g Glycidether
81,37 g MNA (Methylnodic anhydride)

Komponente A und B in gleichen Teilen
1,5 — 2 Vol% DMP-30 (Dirmethylaminomethylpehnol
Beschleuniger)

81,8 ml KH,PO, (66 mM)
18,2 ml Na,HPO, (66 mM)

50 mM Glutaraldehyd
50 mM KCI

2,5 mM MgCl,

50 M Cacodylat (pH 7,2)

50 mM Cacodylat pH 7.2; 50 mM KCI; 2.5 mM MgCl,

Losungen fiir Zebrafische

Danieau- Losung

0,2% MS-222

17,4 mM NaCl

0,21 mM KCl

0,12 mM MgSO4x7eH,0
0,18 mM Ca(NOs),

0,2% Tricain in Danieau-Losung
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Zellkulturmedien

Komplettmedium fiir Xenopus- XLKE A6-Zellen:

27,75%
1% (v/v)

1% (v/v)
10 %
in

ddH,O

Penicillin/Streptomycin: Stammldsung: 10000 U/ml; Endkonzentration: 100
U/ml

L-Glutamin: Stammlésung: 200 mM; Endkonzentration: 2 mM

FCS (Fotales Kélberserum)

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology)

Komplettmedium fiir Ceropithecus aethiops COS-7-Zellen, HelLa-Zellen und Hiihnchen-

fibroblasten

1% (v/v)
1% (v/v)
1% (v/v)

10%

m

Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml

L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM

Penicillin/Streptomycin: Stammldsung: 10000 U/ml; Endkonzentration: 100
U/ml

FCS

DMEM(Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology)

Komplettmedien fiur Danio rerio AB9 Zellen

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml

1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin: Stammldsung: 10000 U/ml; Endkonzentration: 100
U/ml

15% FCS

in DMEM(Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology)

Trypsin-Losung: 0,06% Trypsin (w/v)

0,02% EDTA (w/v)
in PBS, steril filtriert

II1. 1. 6. Antikorper

Priméire Antikorper

Anti-GFP Antigen: Green Fluorescence Protein
Herkunft: Maus, monoklonal (Mischung zweier mAK)
Verdiinnung: IF: 1:200
Literatur: Blot: 1:2000
Bezogen tiber: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Anti- o Tubulin Antigen: o-Tubulin
Herkuntt: Maus, monoklonal
Verdiinnung: Blot: 1: 20000
Bezogen von: Sigma, T-5168

35



II1. Material und Methoden

Anti- His-tag
(QIAexpress Penta-His
Antibody)

ADL 84

X94

X223

ZLAP2-1

X155-8

L;B/H

13d4

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:
Bezogen von:

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:
Literatur:

Bezogen tiber:

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:

Literatur:

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:

Literatur:

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:

Literatur:

Antigen:
Herkuntft:
Verdiinnung:
Literatur:

Antigen:
Herkunft:
Verdiinnung:
Literatur:

Antigen:
Herkuntft:

Verdiinnung:

Literatur:

5 Histidine

Maus, monoklonal
Blot: 1: 1000
QIAgen, Hilden

Drosophila melanogaster Lamin DMO

Maus monoklonal
IF: 1:10

Klapper et al., 1991
Dr. N. Stuurmann

Xenopus laevis Lamin A
Maus, monoklonal

IF: 1:300

Blot: 1:1000

Hoger et al., 1991

Xenopus laevis Lamin B2
Maus, monoklonal

IF: 1:300

Blot: 1:1000

Hoger et al., 1990

Danio rerio LAP2
Meerschweinchen
IF: 1:300

Blot: 1:5000
Schoft et al., 2003

Xenopus Lamin B2
Maus, monoklonal

WB: 1:1000

Lourim and Krohne, 1993

Xenopus Lamin B1
Meerschwein, polyklonal
WB: 1:1000

Lourim et al., 1996

Ratte LAP2}

Maus, monoklonal
IF: unverdiinnt

Blot: 1:10

Alsheimer et al., 1998
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Sekundire Antikorper

anti-Maus IgG gekoppelt mit Meerettich Peroxidase

anti-Meerschwein IgG gekoppelt mit Meerettich Peroxidase

anti-Maus IgG gekoppelt mit Texas Red
anti-Meerschwein IgG gekoppelt mit Texas Red

III. 1. 7. Enzyme

Restriktionsenzyme

1: 10000
1: 10000
1: 100
1: 100

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Restriktionsenzyme wurden bei MBI Fermentas bestellt und mit entsprechenden Puffern

verwendet.

Tab. I11. 1 Restriktionsenzyme mit spezifischen Erkennungssequenzen

Restriktions- | Erkennungssequenz und Schnittstelle
enzym
BamHI 5°.G°G ATC C.3"
3'..C C T A G1G.5"
Eco RI 5°.GAATT C.3"
3'..C T T A AMG.5
Hind 111 5°'.AAGC T T.3"
3°.T T C G AfA.5’
Kpnl 5.6 G T A C'C.3"
3°.Ct1C AT G G.5
Notl 5°'.G C'G G C C G C.3
3°.C G C C G GiC G..3
Pstl 5.C T GC A'G.3"
3°..GtA C G T C.5°
Sall 5°.G'T C G A C.3°
3'..C A G C T1G.5"
Xhol 5°.C°T C G A G.3°
3°.G A G C T4C.5
Bglll 5°'.AGATC T.3"
3°.T C T A GtA.5
Sacl 5/.G.A.G.C.T'C..3"
37..C4T.C.G.A.G.5'
Sonstige Enzyme
Expand High Fidelyty PCR System Boehringer

Ribunuclease Inhibitor
Taq DNA Polymerase

T4 DNA Ligase
Pfu Polymerase
Klenow

Dnase

Rnase

CIAP

MBI-Fermentas
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas
Sigma

Sigma

MBI-Fermentas
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III. 1. 8. Primer
Tab. I11.2: Primer fiir die genomische Identifikation von LAP2

Primer | Orien- Sequenz T in °C
tierung
1 5°-3’ 5'"-ACATCTTTTCAAAATGTCTTGTTTTAAA-3" 53,5
2 3°-5 5'-CGTTCGGGAGAGCAACATTAT-3" 53,4
3 5°-3’ 5'"-CCCGTGGTCTCCAACAGGAG-3" 56,6
4 5°-3° 5'-TCGTGAATGAGATAGTGCTGCCT 55,5
5 3’-5 5'"-AATGGGAGTAAAATGCTGTGCG-3"! 55,7
6 5°-3° 5'-CAAATAGCAAACGCACCA-3'TGG-3" 55
7 3°-5 5'-CATGGTGCGTTTGCTATTTGC-3" 55,7
8 5°-3’ 5'"-ACATTTAAGGCCCTTAAACGTTT-3" 52,6
9 5°-3° 5'"-ATGCTCAGATTTATGTTTTTTTTTTG-3" 52,6
10 3°-5 5'-AACGGGACCATGTGACTAGAAA-3! 52.8
11 5°-3° 5'-GCCTGTCAGGCGTGTTTAAA-3" 52,9
12 5°.3° |5'-CCACCAGGAAAACCGACAAA-3' 56,5
13 3°-5° 5'"-TTTGTCGGTTTTCCTGGTGG-3" 56.5
14 3’5 5'"-TTTTCTGTCTTTTGTCTCATAGGTCT-3" 53,4
15 3-5 5'-CCACAGCTACAGGAGGACCC-3" 53,4
16 5°-3° 5'"-AGTCGAGGGAAAACACCAGTGA-3" 55,1
17 5°-3° 5'-CAGAACTGCGAGGAAAAAAAACTT-3" 55.2
18 3°-5° 5"-AAGTTTTTTTTCCTCGCAGTTCTG-3" 55,2
19 3°-5 5'-TTAACATTCAAGACGGGCCAGTC-3" 56,9
21 3’-5°> |5'-GCTCAGTTCTGAATGAGGCC-3' 51,3°
22 5°-3° 5'-CAATAGTGAAGGAGGTGTCTGTTT-3"' 51,2
22 5°-3’ 5'-CAATAGTGAAGGAGGTGTCTGTTT-3" 51,2
23 3°-5 5'-GATCACTGGAAGGCGAGAGAC-3"! 52,8
24 3°-5 5'"-TTCATATTCATCAGCTTGTTA-3" 51,6
Tab. III. 3: Primer fiir die Sequenzierung der zLBR-cDNA-Klone (RZPD)
Primer | Orien- Sequenz T in °C
tierung

P 3’-5 5'-CGTTTACGGATTGTGGACAC-3" 50,3
P2 3°-5 5'-AAAACCCCAGAGACCAGACACAA-3! 56,4
P3 3.5 5'-GCGCATTTCACAGAAGAACTT-3" 51,4
P4 3’-5 5'-AAAGCTCTGGAGACTGGCAT-3" 50,5
P5 3°-5 5'"-AATAAAGGTTACTGCCGGGCC=-3" 56,1

]«+A) 5°-3 5'"-GGCTATTTACCATTGACTTTTTTTTAT-3" 52,6
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Tab. I11. 4: Primer fiir die Kontrolle der genomischen DNA von zLBR (ICRFc¢71M10137Q5;
RZPD) sowie fiir die Sequenzierung von Intron7

Primer | Orien- Sequenz Ty in °C
tierung
P-Ex1 5°-3’ 5'-CAAAGATGGTACTGAGCTGGAGC-3" 55,6
P-Ex2 3°-5 5'-TCGACCGTCCAGCAGTTTGAA-3"' 57,9
P-Ex4 5°-3’ 5'-AGGTGTAGAGCTGGAGAAAGCCGTAG-3" 55,6
P-Ex5 3-5 5'-TGGCAGCAGAAACATCAGGAA-3' 55,6
P-Ex7 5°-3’ 5"'-AGCAGGTGTCGCTGTGTACCAG-3"' 56,6
P-Ex8 3’-5 5'-ACCCAACCCATCAGTCCAGG-3" 55,8
P-In7 3’-5 5'"-TTGTCATCATTTACCCATCGGTTT-3"' 54,0

Tab. I1L.5: Primer fiir das zZLBR Fragment (1-210AS) zur Herstellung von Antikérpern

Primer Orien- Sequenz Tnin
tierung °C
5¢Zp58-5bp 5°-3 5'-AACATATGCCGCCTGCAAGG-3" 57,3
(Ndel)
3¢Zp58-627bp | 3°-5° 5'-TTCTCGAGCTCCAGATCGGC-3" 56,7
(Xhol)
Tab. I11. 6: Primer fiir Sequenzierungen aus dem Vektor
Primer: Sequenz Tmin °C
M13-Reverse 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3" 50
M13-Forward (-20) | 5' ~-GTAAAACGACGGCCAG-3"' 50
T7-Primer 5'-AATACGACTCACTATAGG-3" 50
T3- Primer 5'-AATTAACCCTCAATAAAGGG-3"' 50
Sp6-Primer 5'-ATTTAGGTGACACATTAG-3"' 50
Tab. I1I. 7: Primer fiir die Herstellung des Lamin SxxM-Konstrukts
Primer Orien- Sequenz T in
tierung °C

5'LB2 5°-3’ 5'-ACTACACCAAGCCGGTCGACCCGGT-3" 67,8
(10-35)
3'LB2 3°-5° 5'-TTGGATCCTTACATGACAGAGGAGCCTCTGGA-3" | 684
(SsvM-BamHI)

II1. 1. 9. Verbrauchsmaterial

CELLocate®Coverslips 175um*
Femtotips®-Injektionsnadeln

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroloader Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Nickel NTA Agarose QIAgen, Diisseldorf

Nitrocellulose Schleicher und Schuell, Dassel
Rontgenfilme, Kodak X-Omat AR Sigma, Deisenhofen

Seakem LE Agarose Biozym, BIOzym Diagnostik Oldendorf

Whatman-Papier

Glas-Kapillaren 1.0mmOD x0,58mmID

Firma Schleicher & Schuell, Dassel

Harvard apparatus LTD, Edenbridge, UK
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III. 1. 10. Verwendete Kits

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit II
QIAquick Gel Extraktion Kit

QIAgen Plasmid Miniprep-Kit

Random Priming DNA-labelling kit ver.1.1
Taq-Dye desoxy' " Terminator Sequenzing-

Kit

TNT-system; coupled in vitro translation and Promega, Madison, WI, USA

transcription kit
TOPO TA cloning®Kit
MEGAscript™ High Yield Transcription Kit Ambion, Austin, USA

Sp6

RNAeasy Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
QIAgen, Diisseldorf
QIAgen, Diisseldorf
MBI Fermentas, St Leon-Roth

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

QIAgen, Diisseldorf

III. 1. 11. Vorhandene Laminkonstrukte
Tab. I1I. 8: Vorhandene Laminkonstrukte

Konstrukt | Lamin Merkmal Vektor Referenz

xB2 Xenopus wildtypisch pEGFP-C3 Vogel, 2002
Lamin B2 (Invitrogen)

xB2-AN1 | Xenopus Lamin B2 ab der 2. Halfte der | pEGFP-C3 Vogel, 2002
Lamin B2 helikalen Domine 2 (Invitrogen)

xB2-AN2 | Xenopus nur carboxyterminaler pEGFP-C3 Vogel, 2002
Lamin B2 Schwanz (Invitrogen)

xB2-AN3 | Xenopus Lamin B2 ab der helikalen pEGFP-C3 Vogel, 2002
Lamin B2 Doméne 2 (Invitrogen)

zB2-AN3 | Zebrafisch Lamin B2 ab der helikalen pEGFP-C3 Kliiver, 2003
Lamin B2 Doméne 2 (Invitrogen)

dC Drosophila | wildtypisch pEGFP- Krohne et al.,
Lamin C (Invitrogen) 1998

dC-CxxM | Drosophila | mit zusétzlichem CxxM pEGFP- Krohne et al.,
Lamin C Motiv (CAIM) (Invitrogen) 1998

dDm0 Drosophila | wildtypisch pEGFP- Krohne et al.,
Dm0 (Invitrogen) 1998

hA humanes wildtypisch pEGFP-C1 Broers et al.,
Lamin A (Invitrogen) 1999

hC humanes wildtypisch pEGFP-C1 Broers et al.,
Lamin C (Invitrogen) 1999

rC2 Ratten wildtypisch pEGFP-N2 Alsheimer et
Lamin C2 (Invitrogen) al., 2000

rC2-myc | Ratten mit zusitzlicher pEGFP-N2 Alsheimer et
Lamin C2 carboxyterminaler (Invitrogen) al., 2000

LAAEKLISEEDLNGAA
Sequenz (myc-Tag)

6hC humanes mit zusédtzlichem GNAERG- |pEGFP-N2 Alsheimer et

Lamin C Motiv am Aminoterminus (Invitrogen) al., 2000
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III. 1. 12. Verwendete Morpholinos
Tab. I11. 9: Fiir die Mikroinjektion verwendete Morpholinos

Morpholino Sequenz

Mo-zLAP2 CGGGTCTTCCAGAAATTCCAACATG
Mo-zLBR TGCAGGCGGGCATCTTTGTTTACTTC
Mo-zLB1 ATTATGATCGCTTCAGACCCTCTTC
Mo-zLB2 CAGGAGTACACGCCGCGCTCGCCAT
Kontrollmorpholino CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA

III. 1. 13. Gerate

Autoklav: Vapoklav
Binokulare:

Druchlicht-Stemi Wild M5

Stemi 2000C
Brutschrinke:

Temperierbarer Brutschrank Typ P10
(30-220°C und 30-100°C)
Temperierbarer Brutschrank (36°C) CO2-Auto-

Zero

Temperierbarer Brutschrank (27°C) UNI INCU

Temperierbarer Brutschrank (26°C) Fische

Temperierbarer Schiittelinkubator SM25
Digitalkammera: Nikon CoolPix 990 (3,35Mpix)

Geigerzahler: MikroCont
Gelelektrophoresekammern:

DNA-Gelkammer (50-60 ml)
DNA-Gelkammer (300 ml)

Proteingelkammer fiir 2 Minigele (8 x 6 cm)
GlasgefiBe und -flaschen, verschiedene Grof3en

Grafitblotkammer LMS (18 x 18 cm)

Heizblock Liebisch® Epptherm EPT-120-36-1,5

Heizplatte mit Magnetriihrer

Hitzesterilisator Typ U15 (30-220°C)

Kipp-Schiittler, Typ REAX 3

Kiihlgerite:

Gefriertruhe Kryotec KLT 4785 CO2 (—70°C)

Tietkihltruhe —86°C Freezer

Gefrierschrank PrivilegOko TF990 (—20°C)
Kiihlschrank FKS 5000 Typ 2 (4°C)

Sterico AG, Dietikon, Schweiz

Leitz-Wild Heerbrugg
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Memmert GmbH und Co. KG,
Schwabach, Deutschland
Heraeus-Holding, Hanau

Uni-Equip Kraupa, Martinsried
Zu alt zum Bestimmen

Biihler, Tiibingen, Deutschland
Dutenhofer, Wiirzburg,
Deutschland

bezogen iiber Hartenstein

cti GmbH, Idstein, Deutschland
cti GmbH, Idstein, Deutschland
cti GmbH, Idstein, Deutschland
Schott Glas, Mainz, Deutschland
cti GmbH, Idstein, Deutschland
Ismatec Labortechnik,
Glattbrugg, Schweiz
IKA-Combimac RCT Bachhofer
Laboratoriumsgerdte, Reutlingen
Memmert GmbH und Co. KG,
Schwabach, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Hans-S. Schroder GmbH,
Hamburg, Deutschland

Forma Scientific, Labotect,
Gottingen

Quelle AG, Fiirth, Deutschland
Liebherr Hausgerdte GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland
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Magnetriihrer:
Magnetrithrer M21

Heizbarer Magnetriihrer TMA Assistent 2071

Mikroinjektoren flir Zellinjektion:
Mikomanipulator 5171

Transjektor 5246

Mikroinjektoren fiir Embryoneninjektion:
Nadelzieher Typ 720

Mikromanipulator
Mikroinjektor 5242

Mikropipetten:
Pipetman (2-20ul, 20-200ul, 100-1000ul)
Research (0,5-10pl, 10-100pul, 100-1000ul)

Mikroskope:
Labormikroskop Leitz Laborlux S

Fluoreszenzmikroskop Axiphot Stereo
Fluoreszenzmikroskop Aristoplan

Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS, SP

Leica DM IRB/E
Umkehrmikroskop IM35
Lichtmikroskop (Zellkultur)
Transmissions-Elektronenmikroskope EM10
Netzgerite:
CONSORT E 452
CONSORT E 455
CONSORT E 734
pH-Meter, Typ pH 523
Photometer: Biophotometer

ReaktionsgefaBmixer Typ L24

Sdulen zur Proteinaufreinigung

Scanner

Sequenzierer ABI Prism'"'310 Genetic Analyser
Spiilmaschine Desinfektor Automatik G7735
Sterile Bank: Steril GARD Hood Class 111

Thermocycler:

GLW GmbH, Wiirzburg,
Deutschland

Karl Hecht KG, Sondheim,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Bachofer, Reutlingen,
Deutschland

Leitz, Wetzlar
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Gilson, Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Leitz, Wetzlar

Leica, Miinchen, Deutschland
Leica, Miinchen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Leitz, Wetzlar, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Consort nv, Turnhout, Belgien
Consort nv, Turnhout, Belgien
Consort nv, Turnhout, Belgien
WTW, Weilheim, Deutschland
Eppendorf,

Hamburg, Deutschland

GLW mbH,

Wiirzburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

X finity pro42

Genetic Analyser Perkin Elmer,
Applied Biotems GmbH,
Weiterstadt, Deutschland
Miele & Cie. KG, Biirmoos,
Osterreich

Miuiller Labortechnik,
Windhagen
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Cyclone 25

Progene FM 12585

PeqLab- Primus 25

PegLab- cyclon 25

Biometra
Trockenschrank TYP SI 60
Ultramikrotom Microm HM500 OM

Vakuumtrockner fiir Polyacrylamidgele:
Trockner Typ PH-t 40

Vakuumpumpe
Vortex Genie 2
Waagen:
Feinwaage Satorius Typ H110

Laborwaage PJ 3600 Delta Range
Wasseraufbereitungsanlange Milli-Q UF Plus

Wasserbad, temperierbar: Typ Braun MM

Zentrifugen
Kiihlzentrifuge Minifuge RF

Kiihlzentrifuge J2-21

Tischzentrifuge 5415 D
Tischzentrifuge Mikroliter Typ 2043
Universal K2S Hettich,
Ultrazentrifuge LB-70
Expositionskammer: Dr Goos suprema

Schiittler Isotop memmet (20-80°C)
Inkubationsofen

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland
Techne AG, Burkhardtsdorf,
Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland
Progene, Wertheim

Biometra, Gottingen
Memmert GmbH und Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Carl Zeiss,

Oberkochen, Deutschland

Biotec-Fischer GmbH,
Reiskirchen, Deutschland

KNF Neuberger GmbH,
Freiburg, Deutschland

Bender und Hohbein AG, Ziirich

Satorius GmbH, Melsungen,
Deutschland

Mettler, Gie3en, Deutschland
Millipore GmbH,

Schwalbach, Deutschland

B. Braun Biotech International
GmbH, Melsungen, Deutschland

Heraeus-Holding,

Hanau, Deutschland
Beckman Instr. Inc.,
Fullerton, USA

Eppendorf,

Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Hettich, Tuttlingen
Beckman Instr. Inc., Fullerton
USA

bezogen iliber Hartenstein
bezogen iiber Hartenstein
Bachofer, Reutlingen,
Deutschland
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III. 1. 14. Computerprogramme und Internet-Seiten

Adobe Photoshop 6.0
Microsoft Word 2000
CorelDraw 10

Chromas version 1.45
Oligo.exe structure version 3.4
Clone version 3.02

Leica TCS NT 1.6.587

BSSC-ChickEST Database
Medaka Genome Database (M base)

HGMP-RC-Fugu Genomics Project
Trust Sanger Institute

Ensembl Zebrafish Genome Browser
GENES.MIT.EDU

Zfin-Home

Resource Center/Primary Database

ClustalW
ExPASy
Spidey-mRNA to genomic alignment

LN-Panel-Code
Entrez-PubMed
NCBI-Blast

Blast2Sequences

Leica Microsystems, Heidelberg GmbH

http://www.chick.umist.ac.uk
http://www.mbase.bioweb.ne./~dclust/medaka to
p.html

http://fugu.hgmp.mrc.ac.uk
http://www.sanger.ac.uk
http://www.ensembl.org/Danio_rerio/blastview
http://genes.mit.edu/

http://www.zfin.org

http://www.rzpd.de/

http://www.ebi.ac.uk/clustalw
http://www.expasy.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell
/Spidey/

http://zfin.uoregon.edu/ZFIN/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

http://www. ncbi.nlm.nih.gov/blast/mmtrace.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2
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I11. 2. Methoden

II1. 2.1. Molekularbiologische Methoden
II1. 2. 1. 1. Bakterienkulturen

IIL. 2. 1. 1. 1. Herstellung von Agarplatten

Fiir die Herstellung von Agarplatten wird autoklavierter LB-Agar in sterile Petrischalen
(Durchmesser 10 cm) gegossen. Die Platten werden einige Stunden oder iiber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend bei 4°C gelagert. Bei Bedarf kann den Platten
auch Antibiotika zugegeben werden, um einen Selektionsdruck auf Bakterien mit
entsprechenden Resistenzen zu erhohen. In dieser Arbeit wurden Selektionsplatten mit
Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (25 pg/ml) verwendet.

III. 2. 1. 1. 2. Platten- und Fliissigkulturen

Durch Anlegen von Plattenkulturen ist es moglich Bakterienkolonien so aufzuziehen, dass sie
gezielt vereinzelt werden konnen (bis zu einem Klon). Durch Ausstreichen einer kleinen
Menge Fliissigkultur mit einem Drigalskyspatel auf einer Platte und anschlieBender Inku-
bation bei 37°C wachsen vereinzelt Kolonien auf der Platte.

Fliissigkulturen werden verwendet, um einen Bakterienklon zu vermehren. Medien mit ver-
schiedenen Volumina werden mit einer Einzelkolonie oder einigen Tropfen einer Bakterien-
suspension angeimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert.

Bakterien konnen bei 4°C in Fliissigkultur und auf Nahrboden bis zu drei Wochen gelagert
werden.

III. 2. 1. 1. 3. Amplifikation von Plasmid DNA

Je nach Art der Plasmide (low-copy/high-copy Plasmide) liegen sie in unterschiedlicher
Kopienzahl im Bakterium vor. Durch das Hochziehen von Bakterien mit dem gewiinschten
Plasmid in einer entsprechenden Fliissigkultur (III. 2. 1. 1. 2.) kann das Plasmid ebenfalls
vermehrt werden. Das bakterielle Wachstum ldsst sich in 4 Phasen unterteilen. Die lag-Phase,
die log-Phase, die stationdre Phase und die Absterbe-Phase. In der log-Phase sind die
Bakterien optimal an die Umgebung angepasst und teilen sich exponentiell bis zur stationidren
Phase. Die Bakterien sollten zwischen Ende der lag-Phase und Mitte der stationdren Phase fiir
eine DNA Isolation verwendet werden.

II1. 2. 1. 1. 4. Anlegen von Glycerinkulturen

Da Bakterien bei 4°C nur begrenzt haltbar sind, bedient man sich fiir eine ldngere Lagerung
der Glycerinkultur. Dabei werden Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase mit dem
selben Volumen an Glycerin (= 86%) gut vermischt und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. In der -70 bis -80°C Gefriertruhe sind die Bakterien so fiir mehrere Jahre
lagerbar. Nachteil dieser Methode ist, dass die Bakterien eventuell absterben oder das Plasmid
verlieren konnen.
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III. 2. 1. 2. Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe von Gelelektrophoresen konnen liniearisierte DNA-Fragmente ihrer Gréfe nach
aufgetrennt werden.

Durch Ligation, Deletion oder Integration von DNA-Fragmenten verdandert sich die
Fragmentgroflen zwischen bestimmten Restriktionsschnittstellen. Diese Verdnderung kann
nach einem Restriktionsverdau (II1.2.1.8.1) auf einem Gel sichtbar gemacht werden.

Die Gelelektrophosese beruht auf der Eigenschaft von geladenen Substanzen sich in einem
Spannungsfeld entgegen ihrer Eigenladung zu bewegen. Durch Anlegen eines elektrischen
Feldes wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente mit einer Geschwindigkeit umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts in Richtung der Anode. Durch das
Variieren der Agarosekonzentration von 0,4-2% kann man Einfluss auf den Auftrennungsgrad
nehmen. Man verwendet folgende Konzentrationen fiir die Auftrennung von Fragmenten
folgender Grofe.

0,6 % Agarose zur Auftrennung von 20 kb bis 2 kb

0,8 % 10 kb bis 1 kb
1,0 % 8 kb bis 0,5 kb
1,5 % 3 kb bis 0,2 kb
2,0 % 2 kb bis 0,1 kb

Die erforderliche Menge Agarose wird in 1x TAE aufgekocht. Nachdem das Gel auf ungefahr
50°C abgekiihlt ist, wird es mit Ethidiumbromid (1/40 des Gesamtvolumens) versetzt und in
einen vorbereiteten horizontalen Gelschlitten mit Taschenkamm gegossen. Nachdem das Gel
gehirtet ist, kann es fiir die Gelelektrophorese verwendet werden.

Die aufzutrennenden Proben werden mit einem 10x DNA-Probenpuffer versetzt, welcher
Bromphenol- und Xylencyanolblau enthélt, die als Laufmarker dienen. Anhand eines separat
aufgetragenen Grofenstandards kann die Fragmentgrofle der DNA bestimmt werden. In dieser
Arbeit wurden der A DNA/EcoRI+HindIII oder der 100 bp GeneRuler™ von MBI verwendet.

III. 2. 1. 3. Isolation von DNA

Die Isolation von Plasmid DNA aus Bakterien beruht auf der Methode der alkalischen Lyse
und erfolgt grundsitzlich in 4 Schritten. Bakterien, die in einer Fliissigkultur angezogen
wurden, werden sedimentiert und in einem alkalischen Puffer resuspendiert. Die Zugabe eines
Lysispuffers schlieBt die Bakterien auf, so dass nach Zugabe eines dritten Puffers alle
hochmolekularen Bestandteile ausfallen. Durch Zentrifugation werden diese Bestandteile von
der Plasmid-DNA getrennt, welche anschlie3end iiber eine Kieselgelmembran oder durch eine
einfache Ethanolféllung (II1.2.1.4.1) isoliert wird.

In dieser Arbeit werden drei Varianten der alkalischen Lyse angewendet. Zum eine die
sdulenchromatographische Aufreinigung von PeqlLab (PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen) und QIAgen (QIAgen, Diisseldorf), welche benutzt wird, um DNA fiir
Sequenzierungen (II1.2.1.10) oder in groBeren Mengen zu isolieren. Zum anderen die
Isolation ohne Verwendung von Membranen (Alkaline Lysis DNA Isolation), die mit selbst
angesetzten Puffer eine schnelle und glinstige Moglichkeit bietet, nach einer Ligation
(IT1.2.1.8.3), aus einer groBBen Anzahl von Klonen, DNA zu isolieren. Die Aufreinigung nach
PeqLab und QIAgen erfolgte nach Instruktionen im jeweiligen Handbuch und wird daher
nicht weiter erldutert.
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Durchfiihrung der Alkalischen Lyse ohne Membran:
(Protokoll modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979)

1,5 ml einer Ubernachtkultur (3 ml) werden fiir 20 Sekunden abzentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen, das Sediment in 100 ul GTE-Puffer resuspendiert und fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden 200 pl frischer Alkali-SDS-Ldsung
zugegeben, mehrmals invertiert und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 150
ul Acetatlosung und anschlieBendem Invertieren fallen alle hochmolekulare Zellbestandteile
aus. Nach weiteren 5 Minuten auf Eis wird der Ansatz fiir 5 Minuten zentrifugiert, um die
ausgefallenen Bestandteile zu sedimentieren. Der Uberstand, in dem sich die Plasmid-DNA
befinden, wird anschlieflend in ein neues Gefal3 tiberfiihrt. Die Plasmide konnen nun entweder
sofort durch Ethanolfillung (II1.2.1.4.1), oder erst nach einer Reinigung durch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion (II1.2.1.4.2) sedimentiert werden. Das Sediment wird, nach 5 Minuten
Trocknen an der Luft, in 30 dH,O geldst.

II1. 2. 1. 4. Reinigung von Nukleinsiduren

III. 2. 1. 4. 1. Prizipitation von DNA mit Ethanol oder Isopropanol

Zu der zu fillenden DNA-Probe wird das 2,5fache Volumen 100% Ethanol und Natriumacetat
(Endvolumen 0,3 M; pH 5,2) gegeben. Die Féllung erfolgt bei 30 Minuten auf Eis oder {iber
Nacht bei -20°C. Nach der Féllung wird die Probe fiir 15-20 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig entfernt. Die sedimentierte DNA wird 70% Ethanol versetzt und erneut
zentrifugiert (5 Minuten). Der Alkohol wird vollstindig abgezogen und das Sediment fiir
einige Minuten an der Luft getrocknet. Anschlieend wird die DNA in dH,O gelost.

Haufig verlangt eine Restriktion mit verschiedene Enzymen ein Umpuffern des Ansatzes da
die Pufferbedingungen fiir das zweite Enzym nicht optimal sind. Hierfiir wird meist die
Féllung mit Isopropanol bevorzugt da keine langen Inkubationszeiten auf Eis notig sind und
die Féllung ohne weitere Zugabe von Salzen erfolgt. Zum DNA-Ansatz wird ein 0,7faches
Volumen an 100% Isopropanol gegeben, gemischt und anschlieBend fiir 20 Minuten
zentrifugiert. Nach dem Waschen des DNA Sediments mit 70% Ethanol wird die DNA in
dH,O gelost.

IIL. 2. 1. 4. 2. Phenol-Chloroform Extraktion (“Phenolextraktion*)

Die “Phenolextraktion* dient der Reinigung einer Probe von Proteinen. Mit ihr kann kein
Einfluss auf den Salzgehalt oder die Konzentration der Probe genommen werden.

Die aufzureinigende Probe sollte in einem Mindestvolumen von 200 pl vorliegen. Ist dieses
nicht der Fall, wird die Probe mit dH,O und NaAc-Losung (Endkonzentration 0,3 M) auf
dieses Volumen aufgefiillt.

Zur Probe wird das halbe Volumen Phenol und das halbe Volumen Chloroform gegeben. Die
Suspension wird gemischt und fiir 2 Minuten zentrifugiert. Es bilden sich zwei Phasen: die
obere, wiéssrige Phase enthélt die geloste DNA, die untere, organische Phase die Proteine und
in manchen Féllen ist eine weille Interphase zu sehen. Durch vorsichtiges Abziehen der
wissrigen Phase und anschlieender Ethanolfdllung (III. 2. 1. 4. 1) kann die DNA isoliert
werden. Als optionaler Schritt kann die abgezogene wéssrige Phase vor der Ethanolfillung
nochmals mit einem Volumen Chloroform versetzt und erneut zentrifugiert werden.

47



II1. Material und Methoden

III. 2. 1. 4. 3. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode wird angewendet, wenn nach einer erfolgreichen Restriktion ein bestimmtes
Teilfragment aufgereinigt werden soll. Das DNA Fragment ist nach einer gelelektro-
phoretischen Auftrennung unter UV-Licht sichtbar und kann mit einem sauberen Skalpell aus
dem Gel entfernt werden. Um anschlieBend die pH abhingige Adsorption der DNA an einer
Kieselgelmembran-Siule zu gewihrleisten, wird das Gelstlick in einem Losungspuffer mit
hoher Salzkonzentration und einem pH-Wert < 7,5 aufgelost. Verunreinigungen wie
iiberschiissige Primer, Nukleotide, Enzyme, Agarose oder Ethidiumbromid binden nicht an
die Membran und konnen durch Zugabe eines ethanolhaltigem Waschpuffers und
anschlieender Zentrifugation entfernt werden. Durch Herabsetzen der Salzkonzentration und
einem neutralen bis basischen pH-Wertes kann die DNA von der Membran eluiert werden.

In dieser Arbeit wurde mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit“ von QIAgen (QIAgen,
Diisseldorf) gearbeitet. Das Kit liefert alle nétigen Materialien und die Durchfiihrung der
Extraktion erfolgte nach Anweisung im Handbuch. Die Elution erfolgte in dH,O.

I1L. 2. 1. 5. Konzentrationsbestimmung geloster Nukleinsiuren

IIL. 2. 1. 5. 1. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen wird das
Absorptionsspektrum zwischen den Wellenldngen A= 220 nm und A= 360 nm gemessen.

Bei 260 nm besitzt die DNA ihr Absorptionsmaximum. Aus diesem Grund wird dieser
gemessene Wert zur Berechnung der Probenkonzentration verwendet. Die Konzentration
hingt weiterhin vom jeweiligen Verdiinnungsfaktor und den Eigenschaften der
Oligonukleotide ab.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit dem Biophotometer von Eppendorf voll
automatisch. Es werden Verdiinnung und Art der Oligonukleotide als Variablen festgesetzt.
Das Photometer misst die Absorption und berechnet die Konzentration der Probe nach
folgender Formel [F1]:

C = ODy4y ¢ Verdiinnungsfaktor * nmol/ A260 [F1]

Die Angaben (nmol/A260) zu den Oligonukleotiden kann dem Programm “Oligo* des
Gerédtes entnommen werden.
Allgemein gilt:
1 ODsgp entspricht: 50 pg/ml dsDNA
40 pg/ml ssDNA
20 pg/ml Oligonukleotide

Nachteil dieser Methode ist die Ungenauigkeit des Photometers bei geringen DNA-
Konzentrationen.

IIL. 2. 1. 5. 2. Gele zur Konzentrationsbestimmung

Ein bestimmtes Volumen der zu messenden DNA-Probe wird mit Probenpuffer und dH,O auf
ein Endvolumen von 12 bis 20 pl versetzt und neben einem DNA Standard (100 ng) auf
einem 0,8 bis 1% Agarosegel aufgetragen. Unter UV-Licht lassen sich die Intensititen der
Banden vergleichen und die Konzentration der Probe kann geschétzt werden. Diese Methode
ist subjektiv, jedoch auch fiir geringe DNA Konzentrationen geeignet.
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III. 2. 1. 6. Transformation von DNA

Unter Transformation versteht man in der Molekularbiologie die Féhigkeit von Bakterien
Fremd-DNA aus der Umgebung aufzunehmen. Diese Fahigkeit macht man sich zu Nutze, um
genetisch verdnderte Plasmide in Bakterien zu iibertragen. Vorraussetzung fiir diese Art der
DNA Aufnahme ist jedoch die Kompetenz der Bakterien. In dieser Arbeit wurde die
Transformation mittels Hitzeschock durchgefiihrt.

III. 2. 1. 6. 1. Herstellung Hitzeschock- kompetenter Zellen
(nach Chung, Niemela und Mullen, 1989)

Als kompetente Zellen wurden in dieser Arbeit E.coli-Bakterien (BL21 und XLIBlue) ver-
wendet, die keine Eigenresistenz besitzen. Durch Verdnderungen in der Zellwand, ausgelost
durch bestimmte Bedingungen, erlangen die Bakterien ihre Kompetenz.

Durchfiihrung
Von einer 30 ml Ubernacht Kultur wird eine 200 ml Kultur angeimpft und bei 37°C unter

Schiitteln inkubiert. Nach ereichen der log-Phase (ODgpo= 0,3-0,5) werden die Bakterien mit
einer geringen Umdrehung (2000 rpm; Hettich Zentrifuge) abzentrifugiert. Das Sediment wird
in 1/40 Volumen (5 ml) einer LB/2x TSS Mischung (Verhéltnis 1:1) resuspendiert und in
100 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterien werden bei —70°C
gelagert und sind in diesem Zustand mindestens 6 Montae kompetent.

III. 2. 1. 6. 2. Hitzeschocktransformation

Zu einem, auf Eis aufgetauten, Aliquot hitzekompetenter Zellen (100 pl) werden 50-200 ng
Plasmid-DNA pipettiert, durch Invertieren gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die
Transformation geschieht durch eine schnelle und kurze Temperaturerh6hung, indem der
Ansatz fiir 90 Sekunden auf 42°C gestellt wird. Anschlieend wird der Ansatz fiir 5 Minuten
auf Eis abgekiihlt und mit 900 pl antibiotikafreiem Medium versetzt. Unter leichtem
Schiitteln bei 37°C werden die Bakterien fiir 45 Minuten inkubiert und letztendlich auf LB-
Selektionsplatten ausgestrichen. Je nach Kompetenz der Zellen und Menge der trans-
formierten DNA sollte nur ein Teil der Bakterien ausplattiert werden. Wird eine hohe DNA-
Konzentration eingesetzt reichen 200-300 ul der Zellsuspension aus. Handelt es sich jedoch
um eine Transformation mit geringer DNA-Konzentration, zum Beispiel eines Ligations-
ansatzes, so sollten alle Bakterien auf der Platte ausgestrichen. Es empfiehlt sich die Bakterien
bei geringer Umdrehung kurz zu zentrifugieren und das Sediment in einem geringen Volumen
(200 pl) auf der Platte zu verstreichen. Bei einer erfolgreichen Transformation erwerben die
Bakterien meist eine, auf dem Plasmid kodierte, Resistenz und erhalten somit einem
Selektionsvorteil auf entsprechenden Selektionsplatten (I11. 2.1.1.2).

IIL. 2. 1. 7. Klonierung

III. 2. 1. 7. 1. Allgemeine Klonierung in Vektoren

Allgemein versteht man unter einer Klonierung das Einbringen eines bestimmten DNA-
Fragments in ein Genom eines sich selbst replizierenden genetischen Elements. Diese
Elemente, auch als Vektoren bezeichnet, sind entweder Plasmide oder Phagen -DNA, die in
Bakterien eingeschleust werden konnen. Man unterscheidet zwei Arten von Vektoren. Zum
einen den Klonierungsvektor der rein zur Amplifikation eines gewissen DNA-Stiicks dient.
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Zum anderen Expressionsvektoren die so konstruiert sind, dass eine ins Leseraster klonierte
kodieren Sequenz transkribiert und translatiert werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten
Vektoren sind alles Plasmide, die sich durch eine Reihe von unterschiedlichen Eigenschaften
auszeichnen. Einige Eigenschaften besitzen sie jedoch alle:

a) eine Polylinker-Region (MCS= multiple cloning site). Diese Region
beinhaltet eine Reihe von Restriktionsschnittstellen, die im Vektor nur
einmal vorkommen und das Einbringen des DNA-Fragments ohne
Verlust anderer Eigenschaften gewédhrleisten.

b) Primerbindungsstellen am Rande der Polylinker-Region, um einge-
brachte DNA-Fragmente sequenzieren zu konnen,

c) eine Promotorregion um eine RNA-Synthese zu ermoglichen,

d) Antibiotikaresistenz(en) um den Bakterien einen Selektionsvorteil zu
verschaffen und somit die Identifizierung von Bakterien mit
Klonierungsvektor zu erleichtern,

e) ein “Origin of Replication* damit Plasmidvektoren sich selbst repli-
zieren konnen und nicht im Laufe der Zeit verloren gehen.

Die Klonierung selbst erfolgt allgemein in drei Schritten. Zuerst werden Vektor und ge-
wiinschte DNA mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten (I11.2.1.8.1). AnschlieBend
folgt die Aufreinigung der beiden linearisierten DNA Komponenten iiber ein Agarosegel
(II1.2.1.2). Zuletzt werden die augereinigten Komponenten ligiert (I11.2.1.8.3) und das
ringformige Plasmid enthélt die gewiinschte DNA. Nach einer Transformation (I11.2.1.6.2) in
Bakterien konnen diese Klonierungsvektoren amplifiziert werden.

III. 2. 1. 7. 2. TOPO®TA-Klonierung

Das “TOPO"TA-Cloning-Kit* von Invitrogen (Groningen, Niederlande) ermdglicht die
Ligation eines amplifizierten PCR-Fragments in einen Vektor.

Der Ligationsansatz besteht aus 2 Komponenten. Zum einen besteht er aus einem lineari-
sierten Plasmidvektor (pCR 2.1TOPO®) mit 3’ iiberhingendem Tymidin, an das kovalent eine
Topoisomerase [ (isoliert aus Vaccinia-Virus) gebunden ist. Zum anderen besteht er aus
einem PCR Produkt (II1.2.1.9.1), bei dem durch eine entsprechende Polymerase (High
Fidelity; Promega) in einem optionalen Schritt (10 Minuten bei 72°C) am 3’-Ende ein
zusitzliches Adenin angehingt wurde.

Durch Aktivierung und daraus folgendem Freisetzten der Topoisomerase I bei Raum-
temperatur, kann die entstehende Bindungsenergie genutzt werden um eine Phosphodieser-
bindung zwischen den beiden Komponenten zu erzeugen (Shuman, 1994).

Aufgrund des hohen Preises des “TOPO®TA-Cloning-Kits* wurde nur der halbe Ansatz der
in dem beiliegendem Protokoll angegebenen Mengen verwendet. Die grundsitzliche Durch-
fithrung erfolgte jedoch wie angegeben und wird daher nicht weiter erldutert.

I1L. 2. 1. 8. DNA-Modifikation durch Enzyme

III. 2. 1. 8. 1. Schneiden von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Durch die Fihigkeit Restriktionsendonukleasen zu produzieren, kénnen sich Bakterien vor
Fremd-DNA schiitzen. Diese Restriktionsendonukleasen erkennen Bereiche mit spezifischer
Basenabfolge und spezifischer Methylierung. Ist die Methylierung dieser spezifischen
Basenabfolge unterschiedlich zu der Eigenmethylierung des Organismus, wird die DNA als
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fremd erkannt und geschnitten. Die geschnittene DNA kann entweder glatt (,,blunt ends®) sein
oder aus liberhdngenden einzelstringigen DNA-Enden (,,sticky ends ) bestehen.

Die Molekularbiologie macht sich diese Féhigkeit zu Nutze und verwendet
Restriktionsenzyme, um DNA an definierten Stellen zu schneiden. Hierdurch kénnen, mithilfe
von Gelelektrophoresen (II1.2.1.2) FragmentgroBen iiberpriift werden, oder DNA-Fragmente
mit Plasmiden ligiert werden (II1.2.1.8.3).

Da die Restriktionsenzyme aus unterschiedlichen Bakterien stammen, ist auch ihr
Wirkungsmaximum in Bezug auf Salzgehalt und Temperatur recht unterschiedlich. Aus
diesem Grund sollten nur die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet und die
optimalen Temperaturbedingungen eingehalten werden.

Allgemein gilt folgender Restriktionsansatz:
x pg DNA
Reaktionspuffer (1/10 des Restriktionsansatzes)
1-10 U Restriktionsenzym pro pg DNA (< 1/10 des Restriktionsansatzes)
dH,O (auffiillen)

Das Mindestvolumen fiir einen solchen Ansatz liegt bei 15 pl. Die Restriktion wird bei den
entsprechenden Temperaturen fiir 2 Stunden oder {iber Nacht inkubiert. Man unterscheidet
zwischen einer analytischen und einer préparativen Restriktion. Die analytische Restriktion
dient nur zum Priifen, ob die erwarteten Fragmente auftreten und kann daher schon nach einer
Stunde Inkubation unterbrochen werden. Bei einer priparativen Restriktion sollen die
entstandenen Fragmente anschlieend fiir Klonierungsexperimente verwendet werden. Daher
wird der Ansatz fiir mindestens 2 Stunden inkubiert.

I1I. 2. 1. 8. 2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Plasmide, die zur Klonierung von DNA-Fragmenten verwendet werden, miissen hdufig nur
mit einer Restriktionsnuklease linearisiert werden. Da bei einer solchen Restriktion am 5’
Ende der DNA die Phosphatgruppe und am 3’ Ende die OH-Gruppe zuriickbleiben, besteht
die Moglichkeit einer Religation. Um diese zu verhindern, wird das 5’-Ende mit alkalischen
Phosphatasen dephosphoryliert. Die in dieser Arbeit verwendete Phosphatase CIAP stammt
aus dem Kélberdarm (calf intestine alkaline phosphatase, CIAP).

Die Dephosphorylierung wird im direkten Anschluss an die Restriktion des Plasmids durch-
gefiihrt. Hierflir werden 0,1 U der CIAP zu dem Restriktionsansatz gegeben und fiir weitere
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wird der Ansatz anschliefend
fiir 15 Minuten bei 68°C hitzeinaktiviert.

III. 2. 1. 8. 3. Ligation

Unter Ligation versteht man das Verkniipfen von mindestens zwei DNA-Fragmenten, von
denen meist eines der Vektor ist. Die DNA Fragmente sollten komplementire DNA-Uber-
hinge besitzen oder glatte Enden aufweisen. Weiterhin sollten die 5’-Enden eine Phosphat-
gruppe und 3’ Ende eine OH-Gruppe tragen, damit die Ligase in der Lage ist die DNA-
Molekiile iiber Phospodiesterbindungen zu verkniipfen.

Der Ligationsansatz setzt sich aus folgenden Faktoren zusammen:
Vektor (linearisiert, dephosphoryliert)
DNA Fragment
Ix Ligationspuffer
1 U Ligase (hier T4-Ligase)
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Das Verhiéltnis von Insert zu Vektor sollte bei 3:1 liegen, der gesamte Ligationsansatz sollte
20 pl nicht tiberschreiten. Mit der folgenden Formel lassen sich die einzusetzenden Mengen
im richtigen Verhéltnis berechnen:

Masse Insert [ng] = Masse Vektor [ng] e Lange Insert [bp]e 3 [F2]
Linge Vektor [bp]

Die Dauer der Ligation ist abhdngig von der Temperatur. Diese hat nicht nur Einfluss auf die
Aktivitit der Ligase, sondern auch auf die ,,Beweglichkeit der einzelnen DNA-Molekiile.
Die Ligationen wurden bei 18°C iiber Nacht durchgefiihrt.

I1I. 2. 1. 9. Polymerasekettenreaktion, PCR

III. 2. 1. 9. 1. Amplifikations-PCR

Die “Polymerase Chain Reaction (PCR) ist eine in vitro Methode zur gezielten
Amplifikation von DNA-Fragmenten zwischen zwei Bereichen mit bekannter Sequenz.

Zwei zur DNA komplementdre Oligonukleotide (Primer) mit nahezu gleicher Schmelz-
temperatur (Tn,) und gegenldufiger Orientierung, werden als Startpunkt der DNA-Synthese
verwendet. Die PCR lésst sich in 3 Schritte unterteilen: die Denaturierung, die Annealing-
phase und die Elongationsphase. Wiahrend der Denaturierung trennen sich die beiden
komplementdren DNA-Strange, so dass sich die Primer in der Annealing-Phase an die ent-
sprechenden, komplementéren Stellen der Einzelstringe anlagern konnen. Eine thermostabile
DNA-Polymerase kann das 3’-OH Ende der Primer, durch die ebenfalls in der Losung
vorhandenen Desoxyribonukleosidtriphosphate, verldngern. Dies geschieht in der Elonga-
tionsphase. Die so neu synthetisierten DNA Fragmente konnen wiederum als Matrize fiir eine
weitere Reaktion dienen. Durch mehrmaliges Wiederholen (12-30 Zyklen) dieser Reaktions-
schritte kommt es zu einer exponentiellen Anreicherung der amplifizierten DNA- Fragmente.
Das Temperaturprofil der Reaktion muss den jeweiligen Primern angepasst werden, wobei die
Hohe der Temperatur und deren Dauer variiert werden kann. Die Annealing-Phase ist der
entscheidende Schritt fiir die PCR und wird von der Temperatur und der Magnesium-
konzentration beeinflusst. Durch diese Parameter wird die Spezifitit und Effizienz der
Primerbindung bestimmt und die PCR optimiert. Als Standardansatz fiir eine PCR verwendet
man folgende Komponenten und das folgende Temperaturprofil:

Standard-Ansatz:

x ul - DNA (100 ng-200 ng)
1 ul  dNTP-Mix (10 mM)
5ul  10x Puffer

S5ul - MgCl; (25 mM)

1 ul  Primer I(100 pmol/ul)
I ul  Primer II(100 pmol/ul)
1 ul  Polymerase

auffiillen auf 50 pl mit dH,O
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Temperaturprofil fir Standardansatz:

Schritt Zeit Temp.

Denaturierung 2 min 96°C

Denaturierung 30 sec 96°C

Annealing 30 sec variiert } 25x
Elongation 1 min 72°C

Final Extention 10 min 72°C (optional)
Hold 4°C

Der “Final Extention* Schritt ist optional und nur notwendig um ein PCR Fragment am 3’-
Enden zu verldngern (anhidngen von einem Adenosin).

Je nach Verwendungszweck des amplifizierten DNA Fragments werden unterschiedliche
Polymerasen verwendet. Fiir Testamplifikationen zur Uberpriifung von FragmentgroBen
wurde in dieser Arbeit die Taq-Polymerase (MBI) verwendet. Zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten die fiir Umklonierungsversuche verwendet werden sollten, wurden Polymerasen
mit einer ,,Proofreading*-Aktivitdt verwendet, wie die Pfu-Polymerase (MBI) oder die High-
Fidelity-Polymerase von (Promega).

III. 2. 1. 9. 2. “Klon“-PCR

Um groBBere Verdnderungen im Plasmid zu detektieren, wie zum Beispiel eine erfolgreiche
Ligation, kann neben dem Restriktionsverdau (II1.2.1.8.1) mit anschlieBender Gelelektro-
phorese (I11.2.1.2) auch die Methode der “Klon“-PCR angewendet werden. Im Gegensatz zu
oben genannter Methode muss man mit Hilfe dieser PCR die Plasmide nicht erst aus den
Bakterienklonen isolieren, aufreinigen und verdauen, sondern kann gleich die Bakterien von
der Platte nehmen. Dies ist, bei Untersuchungen von einer grolen Anzahl von Klonen, eine
grofle Erleichterung. Eine Vorraussetzung ist jedoch, dass ein Teil der umliegenden Sequenz
des zu untersuchenden Bereiches bekannt ist, denn fiir die PCR werden zwei gegenldufige
Primer bendtigt. Ebenso sollten die optimalen Bedingungen (Temperaturprofil, Zeitprofil,
MgCl,-Konz.) fiir solch eine PCR bekannt sein.

Ein Teil der Bakterienkolonie wird in 20 pl dH,O geldst. 3 ul dieser Suspension werden als
DNA-Vorlage fiir eine PCR (I11.2.1.9.1) verwendet. Der Ablauf der PCR unterscheidet sich
nur im ersten Denaturierungsschritt der auf 3 Minuten erhoht wird um die Denaturierung von
Proteinen und DNA zu gewéhrleisten.

III. 2. 1. 10. Sequenzierung

IIL. 2. 1. 10. 1. Cycle sequencing Methode

Die heute gingige Methode zur Bestimmung der Basensequenz wird als ,,Cycle sequencing®
bezeichnet. In einem Ansatz befinden sich neben der zur sequenzierenden DNA der geeignete
Primer, die Polymerase, unmarkierte Desoxyribonukleotidtriphosphate und unterschiedlich
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (Terminatoren). Die Polymerase fiigt in 5°-3’-
Richtung die komplementdren Basen an das 3’-Ende des Primers. Wird an Stelle eines
unmarkierten Nukleotids ein fluoreszenzmarkiertes Didesoxynukleotid eingebaut, kommt es
zum Abbruch der Elongation, da keine OH-Gruppe mehr vorhanden ist. So entstehen viele,
unterschiedlich lange, an den Enden farbig markierte Stringe, die mittels einer
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Kapillarelektrophorese der GroBe nach aufgetrennt werden konnen. Mittels eines Lasers
werden die Fluoreszenzsignale ermittelt und mit Hilfe eines Computers ausgewertet.

III. 2. 1. 10. 2. Sequenzierungs-PCR

Die Amplifikation der unterschiedlichen Fragmente wird in einer PCR (II.2.1.9)
durchgefiihrt.
Das “Taq-Dye desoxy™ Terminator Sequenzing-Kit von Applied Biosystems (Weiterstadt)
beinhaltet Farbterminatoren, Desoxyribonukleotidtriphosphate, Enzym (modifizierte Tag-
Polymerase) und Magnesium-Chlorid, so dass nur noch die DNA und ein entsprechender
Primer zugefiigt werden miissen.
Ansatz:
2 ul  BigDye (Tag-Dye desoxy ™ Terminator Sequencing-Mix)
200-400ng DNA
0,1 mM  Primer
auf 10 pul mit dH,O auffiillen

Die Reaktion wird in einem Thermocycler mit dem folgenden Programmdurchgefiihrt:

Schritt: Zeit: Temp.:
Denaturierung 2 min 96°C
Denaturierung 30 sec 96°C

Anneling 15 sec variabel } 25x
Elongation 4 min 60°C

Hold 5°C

Wie auch bei der Amplifikations-PCR ist die Annealingtemperatur von dem verwendeten
Primer abhéngig.

I1I. 2. 1. 10. 3. Aufreinigung der Sequenzierungsreaktion

Nach der PCR wird die DNA mit Ethanol gefllt (I11.2.1.4.1). Das gefillte und gewaschene
Sediment wird anschlieBend fiir 3 Minuten getrocknet und in 16 pl TSR-Puffer (Template-
Suppressor-Puffer; Bestandteil des Kits, Perkin Elmer) resuspendiert. Anschlieend wird die
Sequenzierungsreaktion fiir 2 Minuten bei 94°C aufgekocht, kurz gevortext, fiir 5 Minuten auf
Eis abgekiihlt und in speziellen Sequenzierungsgefile iiberfiihrt. Die Analyse wird mit einem
ABI PRISM Sequencer der Firma Perkin Elmer durchgefiihrt.

IIIL. 2. 1. 11 In vitro Transkription und Translation

Um zu iiberpriifen, ob eine DNA vollstindig und funktionsfdhig ist, kann sie mit einem
kombinierten in vitro System transkribiert und translatiert werden. Fiir die zellfreie
Transkription und Translation steht das TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System
(Promega, Madison, WI, USA) zur Verfligung. Hierbei handelt es sich um cytoplasmatische
Zellextrakte, aus denen die endogene RNA sowie die endogenen Aminosduren entfernt
wurden, die aber ansonsten sdmtliche, fiir die Proteinsynthese notwendigen Komponenten
enthalten. Fiir die Transkription und Translation kann nun die zu transkribierende DNA und
ein Aminosduremix zugegeben werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dabei Methionin als
3S-Methionin zugegeben. Je nach Vektor sollte die entsprechende Polymerase verwendet
werden, deren Promotor 5’ der zu transkribierenden/translatierenden DNA liegt.
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Samtliche Arbeiten mit radioaktiven Isotopen wurden in einem geeigneten Isotopenlabor
durchgefiihrt.

Ansatz:
12,5 pl TNT® Reticulocyten Lysat
1,0 pl TNT® Reaktionspuffer
0,5 pl TNT® RNA Polymerase (SP 6, T3 oder T7)
0,5 pl Aminosduremix ohne Methionin (1 mM)
2,0 pl *’S-Methionin (1000 Ci/mMol und 10 mCi/ml)
0,5 ul RNasin® Ribonuklease Inhibitor (40 units/ ul)
0,5 pg Template DNA
mit H,O auf 25 pl auffiillen.

Der Ansatz wird 1,5 h bei 30°C inkubiert.

Zur Uberpriifung des markierten Proteins werden 5 pl des Ansatzes in 15 ul Probenpuffer
aufgenommen und in einer SDS-PAGE (II1.2.2.2) aufgetrennt. Nach einer Fluorographie
(II1.2.2.5) und anschlieBender Exposition auf einem Rontgenfilm kann die GroBe des Proteins
anhand des Signals bestimmt werden.

III. 2. 1. 12. Identifikation von Klonen iiber radioaktive Hybridisierung von Filtern
(“radioactive hybrid Mapping*)

Zur Identifikation von noch nicht vollstindig bekannten Genen gibt es Datenbanken bei denen
alle cDNAs, oder Fragmente genomischer DNA, einzelstrangig auf Filtern fixiert wurden.
Durch die Zugabe radioaktiv markierter DNA-Sonden, die den bekannten Teil des Gens
enthalten, konnen die Sonden mit der komplementiren DNA auf dem Filter hybridisieren.
Diese Hybride hinterlassen ein radioaktives Signal, welches durch eine Exposition auf einem
Rontgenfilm sichtbargemacht werden kann. Durch eine Mehrfachbelegung des Filters mit den
gleichen DNA Fragmenten und einem genauen Identifikationsmodus koénnen Klone
identifiziert werden, die DNA komplementdren zur Sonde enthalten.

In dieser Arbeit wurden Filter bei RZPD (Resource Center/Primary Database) bestellt die
entweder die entweder mit cDNA Fragmenten oder mit genomischen DNA Fragmenten des
Zebrafischs versehen waren. Die Filter konnen mehrmals verwendet werden, so dass nach
mehrere Gene gesucht werden kann. Die Herstellung der Sonde und die Hybridisierung
erfolgte, im Gegensatz zur Identifizierung des Klons, nicht nach Anweisung von RZPD. Da
die Identifikation fiir jeden Filter variiert wird hier nicht ndher auf den Modus eingegangen.
Alle Arbeiten wurden im Isotopenlabor durchgefiihrt.

IIL. 2. 1. 12. 1. Radioaktive Markierung einer DNA Sonde (“Random Priming*)

In dieser Arbeit dienten die cDNAs des Zebrafisch LAP2-Gens und des Zebrafisch LBR-Gens
als Sonde. Die Sonden wurden mit **P markiertem Cytosin unter Verwendung des DNA-
Labeling Kits von Fermentas markiert. Die notwendigen Reagenzien sind bis auf die Radio-
aktivitdit im Kit enthalten. Die Durchfiihrung erfolgte in diesem Fall nur bedingt nach
Anleitung.
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Durchfiihrung
50ng DNA werden mit 10 pl Hexanukleotid-Mix und dH,O (Endvolumen 40 pl) gemischt,

kurz abzentrifugiert und fiir 10 Minuten bei 93°C denaturiert. Anschlieend werden 3 pl einer
Nukleotid-Mischung, die kein Cytosin enthdlt, sowie 6 pl radioaktiv markiertes Cytosin
(mindestens 50 pCi) und 1 pl exo Klenow Fragment (5 U/ul) zu dem Ansatz pipettiert.
Wihrend der Inkubation von 10 Minuten bei 37°C werden radioaktiv markierte, komple-
mentdre Teilstrdnge synthetisiert. Durch Zugabe von 4 pul nicht markierte dNTPs und erneuter
Inkubation bei 37°C fiir 15 Minuten werden die DNA Stringe vervollstindigt. Die Proben
sollten anschlieBend sofort bei —20°C weggefroren werden.

IIL 2. 1. 12. 2. Radioaktive Hybridisierung

Vor der eigentlichen Hybridisierung der Filter mit der DNA-Sonde miissen diese mit einer
Prehybridisierungslosung inkubiert werden. Die Prehybridisierungslosung (Hybridisierungs-
16sung ohne Sonde) enthélt in diesem Fall DNA aus dem Rinder-Thymus die unspezifisch an
alle freien Stellen der Membran binden und diese damit absattigt.

Die Pre-/Hybridisierung erfolgt in speziellen Hybridisierungsrohrchen. Diese konnen in
einem Hybridisierungsofen eingespannt und dort rotiert werden, womit eine gleichméBige
Verteilung der Sonde gewéhrleistet wird.

Zum Einfiihren der Filter in die R6hrchen werden diese zuerst mit 5xSSC angefeuchtet. Die
Filter werden vorsichtig und ohne Luftblasen an die feuchten Wénde des Rohrchen gedriickt.
Nach Abkippen der SSC Losung werden 15 ml der Prehybridisierungslosung in die R6hrchen
gefiillt und die Filter {iber Nacht bei 42°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Am néchsten
Tag werden 100 pl dH,O zur radioaktiven Sonde (II1.2.1.12.1) gegeben und diese fiir 10
Minuten bei 93°C aufgekocht. Nach keiner kurzen Phase auf Eis wird die Sonde in 5 ml der
Hybridisierungslosung iiberfiihrt, welche, nach Entfernen der Prehybridisierungslosung, auf
die Filter gegeben wird. Die Filter werden anschlieBend iiber Nacht im Hybridisierungsofen
bei 42°C inkubiert. Nach der Hybridisierung folgen mehrere Waschschritte unter niedrigen
Stringenzbedingungen. Zuerst wird die radioaktive Losung entfernt und die Filter kurz in 15
ml 2x SSC geschwenkt. Der erste Waschschritt erfolgt fiir 30 Minuten bei 42°C im
Hybridisierungsofen mit 15 ml 2x SSC/1% SDS. Anschlieend werden die Filter vorsichtig
aus den Rohrchen gezogen und in einer Wannen mit 1x SSC/1% SDS fiir 30 Minuten bei
55°C -65°C geschwenkt.

Fiir die Exposition werden die Filter aus der Waschlosung genommen und vorsichtig mit
Haushaltsfolie tiberspannt. Die so verpackten Filter werden auf einer Pappe fixiert und nach
eindeutiger Markierung in einer Expositionskammer auf einen Rontgenfilm gelegt. Die
Exposition erfolgt iiber Nacht (oder ldnger) bei -70°C.

50% Formamid-Prehybridisierungslosung bzw. Hybridisierungslosung:
10ml 20ml 50ml 60 ml

Formamid 5,0 10,0 25,0 30,0
20x SSC 2,5 5,0 12,5 15,0
dH,O0 0,2 0,4 1,0 1,2
5% Na-Pyrophosphat Na P40 0,2 0,4 1,0 1,2
IM Tris (pH 7,5 steril) 0,5 1,0 2,5 3,0
20% SDS 0,5 1,0 2,5 3,0
50x Denhardt’s 1,0 2,0 5,0 6,0
c¢T-DNA (calf Thymus)** 0,1 0,2 0,5 0,6

** ¢T-DNA vor Zugabe zum Puffer fiir 10 Minuten bei 95°C aufkochen und dann fiir 5
Minuten auf Eis stellen
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III. 2. 1. 12. 3. Radiation hybrid mapping

Fiir die Kartierung des Zebrafisch LAP2 Gens wurde das Radiation Hybrid Panel: Loeb/NIH/
5000/4000 (LN54) aus dem Labor von Marc Ekker verwendet.

Die Herstellung des Panels ist in Hukriede et al., 1999 genau beschrieben. Es handelt sich um
Heterokaryons bei denen durch Bestrahlung fragmentierte genomische DNA aus AB9
Fibroblasten mit B78 Maus-Melanom-Zellen fusioniert wurden. Das LN54-Panel-Kit enthélt
93 unterschiedliche Hybride, sowie beide einzelnen parentale Genome (AB9 und B78) und
ein Mischung aus beiden parentalen Genomen.

Durchfiihrung
Anhand von Primern, die spezifisch fiir einen Abschnitt im zu lokalisierendem Zebrafisch

Gens sind, werden in einer 96 Well-Platte PCR-Reaktionen mit den DNA Proben des LN-
Panel-Kits durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Fragmente werden in Agarosegelen aufgetrennt
und alle positiven und negativen Ergebnisse der Reihe nach (siehe unten) mit 1 fiir positiv und
0 fiir negativ notiert. Der damit erhaltene Code, bestehend aus einer Abfolge von insgesamt
93 Einsen und Nullen, wird iiber die Zfin Datenbank (http://www.zfin.org) ausgewertet. Das
Programm ermittelt eine mogliche Lokalisation im Genom und verifiziert diese mittels einem
,»Lod-Scores®. Je hoher der Score desto verldsslicher ist die Lokalisation. Liegt der ,,Score*
oberhalb von 14 Punkten so ist die Lokalisation signifikant.

Um die Erstellung des Codes zu erleichtern sollte die Wellplatte fiir die PCR wie folgt mit
den nummerierten DNA-Proben des LN54-Panel-Kits beladen werden:

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

1 2 4 5 6 8 9 11 13 16 18 19

23 25 27 29 30 33 36 39 40 41 47 48

49 50 52 54 57 59 63 65 66 70 73 74

79 80 83 84 85 86 87 88 89 91 92 96

97 98 101 104 |105 [106 108 109 114 [117 |119 |121

123 1125 132 135 |[136 |137 138 [150 [151 152 [I53 |167

169 174 175 [176 178 |182 183 [184 [190 300 [301 302

==lialiclcli-Aell--1rg

303 304 [305 |306 |308 309 |[310 |[311 |312 |Mix |AB9 |B78

Der Code ergibt sich aus der Reihenfolge von A1-H9.

II1. 2. 1. 13. Herstellung von gecappter GFP-mRNA

Um gezielt RNA in einen Organismus injizieren zu konnen, muss von dem entsprechenden
Gen tiber eine in vitro Transkription ,,gecappte- RNA hergestellt werden. Das ,,Cap* besteht
aus einer 5°5’-Triphosphatbindung der RNA und verleiht ihrem 5’-Ende somit eine hohere
Stabilitdt gegeniiber Phosphatasen und Nukleasen.

Die Herstellung der gecappten -RNA erfolgt in mehreren Schritten nach Anleitung des
MEGAscript™ High Yield Transcription Kit und benétigt etwa 2-3 Tage.

Durchfiihrung
In dieser Arbeit wurde fiir eine Kontrollinjektion der “Morpholinos® ,,gecappte” mRNA vom

green fluorescence protein (GFP) hergestellt. Die codierende Sequenz des GFP befindet sich
auf dem pCSPplus Polylinker II zwischen einem SP6 Promotor und einer Not/ Restriktions-
schnittstelle (Abb.IX.3; Anhang).
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Im ersten Schritt werden tiber Nacht 10 pg des pCSP+Polylinker II in einem Volumen von
200 pl mit Notl geschnitten (I11.2.1.8.1). Das Enzym wird am néchsten Tag fiir 20 Minuten
bei 65°C inaktiviert. AnschlieBend wird die DNA mit Hilfe einer Phenol/Chloroformféllung
(II1.2.1.4.2) von Enzymen und Salzen gereinigt. Die DNA in der oberen, wiéssrigen Phase
wird vorsichtig abgezogen, in ein neues Gefal iiberfiihrt und durch Zugabe von 100% Ethanol
und Natriumacetat (II1.2.1.4.1) gefallt. Nach einem Waschschritt mit 80% Ethanol wird das
getrocknete DNA-Sediment in 20 pl dH,O resuspendiert und bei -20°C autbewahrt.

Die in vitro Transkription erfolgt nach der Anleitung von Ambion. Alle bendtigten
Reagenzien sind in dem Kit enthalten. 2 pg DNA werden in einem Endvolumen von 20 pl mit
2x dNTPs, 10x Reaktionspuffer, Wasser und 2 pul SP6 Polymerase versetzt, kurz gemischt und
fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend wird die enthaltene DNA durch Zugabe von
1 ul DNase verdaut (15 Minuten, 37°C). Die verbleibende RNA wird nun entweder iiber eine
Phenol/Chloroformféllung oder durch Zugabe von Lithiumchlorid gefdllt (beschrieben im
Handbuch) Fiir eine griindliche Abtrennung von DNA, Enzymen und Nukleotiden wird die
geloste RNA nochmals iiber eine Sdule gereinigt (RNeasy Kit, QIAgen; nach Anleitung im
Handbuch) und in 50 pl eluiert. Eine weitere Féllung der RNA mit 3 M Ammoniumacetat und
100% Ethanol ist optional. Die RNA sollte nach einer Konzentrationsbestimmung aliquotiert
und bei —70°C aufbewahrt werden

I1I. 2. 2. Proteinbiochemische Methoden

IIL. 2. 2. 1. Proteinfillung (Chloroform oder Trichloressigsiure)

Haufig liegen Proteinproben in zu geringer Konzentration vor um sie fiir eine SDS-PAGE
(III.1.2.2) oder eine Immunisierung einsetzen zu koénnen. Durch Fillung konnen sie
konzentriert werden.

IIL. 2. 2. 1. 1. Chloroform-Methanol-Fillung

Zu den zu fillenden Proteine wird das vierfache Volumen Methanol, ein einfaches Volumen
Chloroform sowie das dreifache Volumen H,O gegeben und kriftig geschiittelt. Nach 1
Minute Zentrifugation bei 11.000 g bilden sich zwei Phasen, an deren Grenze (Interphase)
sich das denaturierte Protein befindet. Die obere Phase wird vorsichtig abgenommen und
verworfen. Dem verbliebenen Ansatz, der sich aus der chloroformhaltigen unteren Phase und
der proteinhaltigen Interphase zusammensetzt, wird das dreifache Volumen Methanol
(bezogen auf die Ausgangslosung) hinzugefiigt, wodurch sich das Methanol mit dem
Chloroform vermischt und keine Phasengrenzen mehr entstehen. Die Losung wird fiir ca. 10
Minuten bei 11.000 g zentrifugiert, wodurch die Proteine sedimentiert werden. Der Uberstand
wird verworfen, das Sediment luftgetrocknet und je nach weiterer Verfahrensweise (SDS-
PAGE; Immunisierung) weiterverarbeitet.

III. 2. 2. 1. 2. Fiallung mit Trichloressigsiure

Zu einem Aliquot von 500 pl wird 125 pl 100 % TCA (Trichloressigsdure) gegeben,
gemischt, fir ca. 3 Stunden bei 4°C gelagert und danach bei 10.000 g fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment 1x mit 300 pul 5% TCA, 1x
mit 1 ml 90% Aceton und 1x mit 100% Aceton gewaschen und danach luftgetrocknet. Die so
gefillten Proteine konnen entweder bei -70°C gelagert oder gleich weiter verwendet werden.

58



II1. Material und Methoden

I1I. 2. 2. 2. SDS- Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Technik der SDS-PAGE wird dazu genutzt Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzu-
trennen.

Die Proteine werden in einem SDS-Probepuffer (nach Laemmli, 1970) geldst und aufgekocht.
Der Probenpuffer enthdlt neben dem reduzierenden DTT auch das denaturierende SDS
(Natriumdodecylsulfat). Das SDS lagert sich an die Disulfidbriicken der Aminosduren (2 pro
AS) und verleiht dem Protein somit eine, der GroBe proportionalen, negativen Ladung. Durch
Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die Proteine in Richtung Anode.

SDS ist weiterhin auch ein Bestandteil des Polyacrylamidgels. Das verwendete Gel besteht
aus zwei Phasen mit unterschiedlicher Acrylamidkonzentration, pH-Wert und Ionenstérke.
Aus diesem Grund wird das Gelsystem auch als diskontinuierlich bezeichnet. Die untere,
hoher konzentrierte Phase dient der Proteinauftrennung (Trenngel). Durch die Konzentration
des Acrylamids wird der Vernetzungsgrad der Acrylamidmolekiile bestimmt und damit
Einfluss auf die optimale Auftrennung der Proteine genommen. Je konzentrierter das
Trenngel vorliegt, desto hoher ist der Vernetzungsgrad und desto besser lassen sich kleinere
Proteine auftrennen. Das obere, niedriger konzentrierte Gel dient der gleichmédBigen
Konzentration der Proteine in den jeweiligen Taschen (Sammelgel).

Zusammensetzung der Gele:

Trenngel Sammelgel
8% 10% 12% 15% Losung A 1,3
Losung A 8,0 10,0 12,0 15,0 Losung C 2,5
Losung B 7,5 7,5 7,5 7,5 H,0O 6,2
H,O 14,4 12,4 10,4 7,4 TEMED 0,01
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,01 10% APS 0,4
10% APS 0,4 0,4 0,4 0,4

Die Angaben sind in ml und gelten fiir 5 Minigele. Die Zusammensetzungen von Losung A,
B, C sind in Kapitel III.1.5. beschrieben. Die Polymerisation ist eine radikalische Reaktion in
der TEMED und APS zusammen als Starter fungieren. Daher sollte eines der beiden
Substanzen als letztes zugegeben werden und das Gel nach kurzem Mischen sofort gegossen
werden.

Vorbereitung der Proteinproben:

Die aufzutragenden Proben werden mit SDS-Probenpuffer (III. 1. 5) versetzt und fiir 2-5
Minuten bei 98°C aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren und eine Anlagerung des SDS
zu erleichtern. Die Proben werden anschliefend kurz zentrifugiert, um unlosliche Bestandteile
zu sedimentieren.

Aufbau der Gelapparatur und GieBen des Gels

Zwei mit Ethanol gesduberte Glasplatten werden durch einen Abstandhalter (Spacer) getrennt,
aufeinander gelegt. Die Unterseite und die Rénder werden mit Klebeband versehen und an
den Seiten mit Klammern fixiert. Durch vorsichtige Zugabe aufgekochter 0,5% Agarlésung
wird der Spalt zwischen den Platten abgedichtet. Nach dem Erkalten des Agars wird die frisch
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angesetzte Trenngel-Losung zwischen die Platten gegossen, bis etwa 2/3 des Volumens auf-
gefiillt sind. AnschlieBend wird das noch fliissige Gel mit Wasser liberschichtet, um einen
geraden Ubergang zum Sammelgel zu gewihrleisten. Nach 20 Minuten sollte das Gel aus-
polymerisiert sein und das Wasser kann entfernt werden. Mit ebenfalls frisch angesetzter
Sammelgel-Losung wird nun das verbleibende Volumen zwischen den Platten gefiillt und der
Taschenkamm vorsichtig eingefiihrt. Ist die Polymerisation des Sammelgels abgeschlossen
kann das SDS-Gel fiir die Elektrophorese verwendet werden.

Die Klebebinder werden von den Platten entfernt und die Gele werden in die, mit ein wenig
SDS-Laufpuffer gefiillte Gelkammer gestellt. Durch Auffiillen der oberen Kammer mit SDS-
Laufpuffer entsteht ein geschlossenes System durch das ein elektrischer Strom flieBen kann.
Nachdem der Taschenkamm entfernt wurde, konnen die im SDS-Probenpuffer frisch
aufgekochten Proteinproben aufgetragen werden. Durch Anlegen einer Spannung von 200
Volt und 20 mA pro angeschlossenem Gel werden die Proteine fiir 1,5-2 Stunden aufgetrennt.
Der im Probenpuffer enthaltene blaue Farbstoff (Bromphenolblau) farbt sich gelb wenn er auf
die unterste Agarschicht trifft.

Nach der SDS-PAGE kdnnen die Proteine entweder in Coomassie angefarbt werden oder auf
eine Nitrozellulose libertragen werden.

Referenzproteine:

Zur GroBenbestimmung wird eine Tasche mit Referenzproteinen beladen, die eine bekannte
Grofle besitzen. Die in dieser Arbeit verwendeten Referenzproteine sind Der SDS-High
molecular Marker und SDS Low molecular Marker der Firma Sigma.

SDS High molecular marker

Myosine (Hasenmuskel) 205 kDa
3-Galactosidase (E. coli) 116 kDa
Phosphorylase b (Hasenmuskel) 97 kDa

Albumin (Rinderserum) 66 kDa

Albumin (Hiihnerei) 45 kDa
Carboanhydrase (Rindererythrozyten) 29 kDa

SDS Low molecular marker

Albumin, (Rinderserum) 66 kDa
Albumin, (Hiihnerei) 45 kDa
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (Hasenmuskel) 36 kDa
Carboanhydrase (Rindererythrozyten) 29 kDa
Trypsinogen (Rinderpnkreas) 24 kDa
Trypsinihibitor (Sojabohne) 20 kDa
a-Lactatalbumin (Rindermilch) 14 kDa

IIL. 2. 2. 3. Coomassiefirbung und Trocknen des Gels

Die Farbung des Gels in einer Coomassie-Farbelosung erfolgt fiir ca. 20 min unter stindigem
Schiitteln. AnschlieBend wird das Gel in einer schwachen Entfarberlosung entfdarbt. Der
Entfdarber sollte mehrmals gewechselt werden, bis auf dem Gel nur noch die angefirbten
Proteinbanden zu sehen sind.

Zum Trocknen des Gel wird es auf ein Whatmanpapier gelegt und mit einer in Wasser
getrankten Gelatinefolie bedeckt. Abgedeckt mit einer Haushaltsfolie wird das Gel dann unter
Vakuum auf einem Heiztisch getrocknet.
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I1I. 2. 2. 4. Fluorographie

Radioaktiv markierte Proteine, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden, lassen sich nach
dem Trocknen des Gels leicht durch Auflegen eines Rontgenfilms lokalisieren. Werden
schwache B-Strahler, wie zum Beispiel >°S-Methionin, zur Markierung verwendet, so kann
durch Ldsen von Fluorophoren im Gel die Empfindlichkeit der Autoradiographie gesteigert
werden. In dieser Arbeit wurde das Fluorophor PPO verwendet.

Das iiber Nacht entfdrbte Polyacrylamidgel wird zweimal fiir 30 Minuten in Dimetylsulfoxid
(DMSO) leicht geschiittelt und anschlieBend fiir 3 Stunden in einer 1:1 Mischung aus DMSO
und PPO (Mischung =Rotifluoreszid D) inkubiert. Nach der Inkubation folgen zwei
Waschschritte mit dH,O fiir jeweils 30 Minuten. Durch die Zugabe des Wassers fallen die
Fluorophore aus und das durchsichtige Gel férbt sich weifl. Das Gel wird anschlieend auf ein
Whatmanpapier gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und unter Vakuum auf dem Heiztisch
getrocknet. Nach dem Trocknen wird das Gel in eine Expositionskammer mit “Verstérker-
schicht™ auf einen Rontgenfilm gelegt und bei —70°C exponiert. Je nach Stirke des Signals
dauert die Exposition zwischen einem Tag und einer Woche.

III. 2. 2. 5. Western Blot

Beim Western Blot werden die im Gel befindlichen, negativ geladenen Proteine auf eine
Nylonmembran transferiert und dabei fixiert. AnschlieBend konnen einzelne Proteine mit
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Der Transfer erfolgt in dieser Arbeit nach
dem Semi-Dry-Verfahren.

Ein Stapel aus zurecht geschnittenen Whatman-Filterpapieren, Nitrozellulose und Gel wird
zwischen die Kathode (Deckel) und Anode (Basis) in die Apparatur gelegt und einem
elektrischen Feld ausgesetzt. Die Whatman-Filterpapiere sollten an allen Seiten mindesten 0,5
cm grofer sein als das Gel, die Nitrozellulose sollte das gesamte Gel bedecken konnen. Um
fiir den Transfer einen pH-Gradienten zu erzeugen, werden die Whatman-Filterpapiere, das
Gel und die Nitrozellulose in drei verschiednen Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten
getaucht. Daher muss der Stapel nach einer bestimmten Reihenfolge aufgebaut sein (Abb.
[II.1). Um zu verhindern, dass Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten den Transfer
unterbinden, wird mit einem Glasstab vorsichtig liber die Filterpapiere gerollt.

Der Stapel wird folgender MaBen auf der Kathode (Graphitplatte) aufgebaut:

1. 9 Lagen in Westernblottransferpuffer-3 getrdnktes Whatman-Filterpapiere
2. das in Westernblottransferpuffer-3 getrinkte Gel

3. die in Westerblottransferpuffer-1 getrinkte Nitozellulose

4. 3 Lagen in Westernblottransferpuffer-1 getrankte Whatman-Filterpapiere
5. 6 Lagen in Westernblottransferpuffer-2 getrainkte Whatman-Filterpapiere

Durch Auflegen des Deckels mit Graphitplatte entsteht ein geschlossenes Blot-System

I Kathode
e 9 getrankte Whatman-Papiere

SDS-Gel
getrankte Nitrozellulose

[T 9 getridnkte Whatman-Papiere
I Anode

Abb. III. 1: Aufbau der Wester Blot-Apparatur nach dem Semi-Dry-Verfahren
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Die angelegte Stromstirke ist abhidngig von der Grofe der verwendeten Whatman-
Filterpapiere. Bei einer Spannung von 200 V werden 0,8 mA pro cm” angelegt. Die Dauer des
Transfers wiederum ist abhingig von der Proteingrofle. Je groBer das Protein, desto ldnger
dauert der Transfer. In der Regel erfolgte der Transfer innerhalb von 1,5 bis 2 Stunden.

III. 2. 2. 6. Firben der transferierten Proteine mit Ponceau S

Um die Transfereffizienz beurteilen und eventuell vorhandene Stérungen (z.B. durch
Luftblasen) und UnregelmédBigkeiten im Laufverhalten der Proteine erkennen zu koénnen,
werden die Proteine nach dem Transfer mit Ponceau S angefirbt. Die zu erkennenden
Referenzbanden werden mit einem Stift nachgezogen, um beim spateren Entwickeln des Blots
die ungefdhre molekulare Masse der zu untersuchenden Proteine abschédtzen zu kénnen. Die
Nitrozellulosemembran wird fiir ca. 30 Sekunden in der Féarbelosung geschwenkt und danach
mit 1x TBST entfarbt. Die Nitrozellulose kann nun fiir das immunologische Nachweis-
verfahren weiterverwendet werden.

III. 2. 2. 7. Immunologischer Proteinnachweis durch Enhanced Chemiluminescence
(ECL)

Um der GroBle nach aufgetrennte Proteine auf einer Nitrozellulose zu identifizieren, konnen
Antikdrper genutzt werden, die primir ein spezifisches Epitop des Proteins erkennen. Ein
sekunddrer Antikorper dagegen ist gegen eine konstante Region des primiren Antikorpers
gerichtet, die nicht fiir die Antigenerkennung verantwortlich ist. Der sekundédre Antikorper ist
seinerseits wieder kovalent an ein Markermolekiil gebunden, welches leicht nachweisbar ist.
Der ECL-Nachweis (Enhanced Chemiluminescence) basiert auf dem Prinzip, dass durch eine
chemische Reaktion von 2 Substanzen (Luminol und Perhydrol) Energie in Form von
Lumineszenz frei wird die 428 nm gemessen werden kann. Dies reicht aus um einen
Rontgenfilm zu belichten. In diesem System ist der sekunddre Antikorper kovalent an eine
Meerrettich-Peroxidase gebunden. Diese entfaltet, nach Zugabe der ECL-Komponenten eine
katalytische Aktivitit und das in der Losung enthaltene zyklische Luminol wird oxidiert.
Unter alkalischen Bedingungen, und verstiarkt durch Enhancer (z.B. Phenol), wird bei dieser
Oxidation sofort Energie, in Form von Licht, frei (Abb. III.2). Diese Lichtemission hilt eine
langere Zeit (HDsp = 60 Minuten) an, besitzt aber ihr Maximum nach 5-20 Minuten

. oxidiertes
Meen@ttlch- Produkt
Peroxidase

1. Antikorper (HPR) HPR i
’ oxidiert Licht
r &
2. Antikorper |:| Luminol
+
L Enhancer

Abb. III. 2: Schematische Darstellung des ECL-Nachweises
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Durchfiihrung
Die Nitrozellulose besitzt die Eigenschaft alle moglichen Proteine, auch Antikdrper, zu

binden. Um eine unspezifische Bindung der verwendeten Antikdrper an der Membran zu
verhindern, wird sie nach dem Blot-Verfahren fiir mindestens 3 Stunden (besser iiber Nacht )
bei 4°C in einer 5% Magermilchpulver/1x TBST Losung (w/v) abgesittigt. AnschlieBend
folgt die Antikorperinkubation. Die Nitrozellulose wird fiir 1 Stunden mit dem priméren
Antikorper (verdliinnt in 5% Magermilch/Ix TBST (w/v)) inkubiert. Durch dreimaliges
waschen mit 1x TBST fiir jeweils 15 Minuten werden die nichtgebundenen Antikdrper
entfernt und die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper (verdiinnt in 5%Magermilch/1x
TBST (w/v)) folgt. Nach einem erneuten Waschschritt in 1x TBST fiir 1 Stunde kann die ECL
Inkubation durchgefiihrt werden. Die Nitrozellulose wird auf eine Haushaltsfolie gelegt und
mit einem 1:1 Gemisch der beiden ECL-Komponenten fiir 1 Minute inkubiert. Die Losung
wird mit einem Tuch vorsichtig entfernt und die Nitrozellulosemembran in die Haushaltsfolie
eingeschlagen. In einer Dunkelkammer kann die Membran anschlieBend auf Rontgenfilmen
exponiert und der Film dann entwickelt werden. Die Expositions-, Entwicklungs- und
Fixierzeit sind sehr variabel. Bei der Exposition spielt die Menge an Protein und Qualitét der
primédren Antikorper eine enorme Rollen. Die Entwicklungs- und Fixierzeit hingt dagegen
vom Alter der Losungen ab.

I11. 2. 2. 8. Entfernen von spezifisch gebundenen Antikorpern von der Nitrozellulose

Soll eine bereits mit ECL entwickelte Nitrozellulosemembran mit einem weiteren Antikorper
getestet werden, so miissen die bereits gebundenen Antikorper wieder entfernt werden. Da die
Affinitdt eines AntikOrpers zu seinen Epitop im sauren Milieu sehr schwach wird, kann er
durch niedrigen pH abgewaschen werden.

Die Nitrozellulose wird fiir 10 Minuten in 1x TBST gelegt bevor sie zwei Mal fiir 30 Minuten
in einen Glycinpuffer (200 mM Glycin, 200 mM NaCl, pH 2,3) geschiittelt wird.
AnschlieBend wird die Nitrozellulose erneut in 1x TBST gewaschen und kann dann wie eine
frisch geblottete Nitrozellulose behandelt werden.

Durch den Glycinpuffer und dem Waschen in TBST 16st sich auch ein kleiner Prozentsatz von
Proteinen. Daher sollte diese nicht zu hiufig wiederholt werden.

IIL. 2. 2. 9. Expression rekombinanter Proteine in E.coli

Mit Hilfe eines bakteriellen Expressionssystems konnen gezielt Proteine in Bakterien
synthetisiert und anschliefend aufgereinigt werden. Es gibt eine Vielzahl von
Expressionssystemen, die jedoch alle nach einem &hnlichen Prinzip funktionieren. Die cDNA
des zu translatierenden Gens wird im Leseraster in die Multiple Cloning Site (MCS) des
Expressionsvektors kloniert. Vor dieser MCS liegt ein starker Promotor der jedoch im nicht
induzierten Zustand reprimiert wird. Durch Transformation in entsprechend induzierbarer
Bakterien (z.B. BL2IADE3) kann die Repression aufgehoben werden und das Protein wird
exprimiert.

PET System von Novagen

Das pET System von Novagen (Darmstadt) ist im Katalog ausfiihrlich beschrieben. In dieser
Arbeit wurde der pET21a-Vektor (Novagen) verwendet, um Fusionsproteine mit einem C-
terminalen “His-tag™ (zusitzliche 6 Histidine) zu erhalten. Die zusdtzlichen Histidine dienen
zur spéteren Aufreinigung des Proteins iiber eine Nickel-Chelat Saule (I11.2.2.10)

Der auf dem pET21aVektor vor der MCS kodierte T7-Promotor wird durch den reprimierten
lacUVS Operator blockiert. Durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid)
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wird der Repressor inaktiviert, der Operator freigesetzt und die T7-Polymerase kann mit der
Transkription beginnen.

Durchfiihrung
Die cDNA des zu exprimierenden Proteins wird im Leseraster in die MCS des pET21a-

Vektors kloniert. Da die zusitzlichen Histidine am carboxyterminalen Ende des Proteins
lokalisiert sind, sollte darauf geachtet werden, dass sich kein Stopcodon vor den Histidinen
befindet. Nach erfolgreicher Klonierung werden BL21ADE3 mit dem Expressionsvektor
transformiert und von einer positiven Kolonie eine 30 ml Ubernachtkultur angelegt.

Von dieser Ubernachtkultur werden am niichsten Tag 10 ml -15 ml abgenommen um eine
frische 200 ml Kultur anzuimpfen. Die Bakterien werden bis zu einer ODgyp= 0,5-0,7
(logarithmische Phase) wachsen gelassen und anschlieBend mit IPTG (Endkonzentration: 1
mM; IPTG-Stammlosung: 1000 mM) induziert. Nach 4-5 Stunden werden die induzierten
Bakterien durch Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 5000 rpm sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Das Protein kann anschliefend aufgereinigt werden.

Zur Kontrolle der Expression sollte vor und nach der fiinfstiindigen Induktion je 1 ml
abgenommen, die Bakterien sedimentiert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen werden.
Durch eine SDS-PAGE (I11.2.2.2) und anschlieBender Coomassiefarbung (I11.2.2.3) bzw.
Western Blot mit Immun-Nachweis (I11.2.2.6, I11.2.2.8) kann {iberpriift werden, ob und in
welchem Mal3e das Fusionsprotein exprimiert wurde.

III. 2. 2. 10. Reinigung des rekombinanten Proteins

Die Aufreinigung des rekombinanten Fusionsproteins (II1.2.2.9) erfolgt {iber eine Nickel-
Chelat-A ffinititschromatographie. Hierbei sind Ni">-Kationen iiber einen Chelatbildner
(NTA; Nitrilotriessigsdure) an ein, aus Agarose bestehendes, Sdulenmaterial gekoppelt. Wird
ein Proteingemisch auf dieses Sdulenmaterial gegeben so binden negativ geladene Proteine
mit einer hoheren Affinitit an die Kationen der Siule. Durch das Herabsetzen des pH-Wertes
der Umgebung verdndern die Proteine ihren Ladungszustand und konnen somit, durch den
Verlust ihrer Affinitét, selektiv von der Saule eluiert werden.

Durchfiihrung
Das aufzureinigende Fusionsprotein befindet mit allen iibrigen bakteriellen Proteinen im

Bakteriensediment (II1.2.2.9). Das Sediment wird in 20 ml Puffer A resuspendiert und fiir 1-2
Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. Alle Proteine werden wahrend dieser Inkubation
geldst und befinden sich nach einer Zentrifugation bei 10000 rpm fiir 15 Minuten (4°C) im
Uberstand.

Wihrend der Zentrifugation wir die Séule mit 2 ml Sdulenmaterial (Ni-NTA-Resin; QIAgen)
beladen und mit reichlich Puffer A gewaschen. Das Sdulematerial sollte wahrend der Auf-
reinigung nie austrocknen, daher sollte die Nickel-Agarose vor der Beladung der Sdule mit
Puffer A bedeckt sein. Durch die Zugabe des proteinhaltigen Uberstandes auf das Siulen-
material konnen alle negativ geladenen Proteine, und somit auch das Fusionsprotein, an die
Nickel-Agarose binden. Durch Elution der Proteine mit mehreren Puffern identischer
Zusammensetzung aber unterschiedlicher pH-Werte (10 ml Puffer B, pH 8; 12 ml Puffer C,
pH 6,3; 20 ml Puffer D, pH 5,9; 10 ml Puffer E, pH 4,5) werden alle gebundenen Proteine
nacheinander von der Sdule gelost. Da der pH-Wert unbekannt ist bei dem sich das Fusions-
protein 16st, wird der Durchfluss in 1,5 ml Reaktionsgefa3en aufgefangen und kann bei —20°C
aufbewahrt werden.

Zur Uberpriifung der Proteinelution werden aus jeder 2. Fraktion 10 pl entnommen und iiber
eine SDS-PAGE (I11.2.2.2) aufgetrennt. Anhand von Coomassiefarbungen (I11.2.2.3) konnen
die Fraktionen bestimmt werden, die das Fusionsprotein beinhalten. AuBlerdem sollten die
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Fraktionen mithilfe eines Western Blots (I11.2.2.5) und einer Antikorperinkubation (I11.2.2.7)
mit anti-His-tag-Antikorpern tiberpriift werden.

Verwendete Puffer fiir die Proteinaufreinigung:

Puffer A: 6 M Guanidin Hydrochlorid
0,1 M NaH2P04
0,01 MTris/NaOH; pH 8,0

Puffer B: & M Harnstoff
0,1 M NaH2P04
0,01 MTris/NaOH; pH 8,0

Puffer C: wie Puffer B, jedoch pH 6,3
Puffer D: wie Puffer B, jedoch pH 5,9

Puffer E: wie Puffer B, jedoch pH 4,5

II1. 2. 2. 11. Herstellung eines polyklonalen Antikorpers

Durch Injektion eines Antigens (z.B. aufgereinigtes Protein) in ein Tier wird dessen
Immunsystem angeregt gegen dieses Antigen Antikorper zu produzieren. Da mehrere B-
Lymphozyten Antikorper gegen verschiedenen Epitope des Antigens produzieren nennt man
die aus dem Serum aufgereinigten Antikorper polyklonal. Das polyklonale Serum kann fiir
einen spezifischen Proteinnachweis auf einer Nitrozellulose oder flir Immunfluoreszenz
verwendet werden.

III. 2. 2. 11. 1. Immunisierung

Die Immunisierung erfolgt durch drei Injektionen unter Verwendung von Freud’schen
Adjuvant (Sigma). Fiir die erste Injektion wird das gefillte Protein in dH,O gel6st und mit
gleicher Menge komplettem Freud’schen Adjuvant gemischt, bis eine einheitliche Emulsion
entsteht. Das komplette Freudsche Adjuvant enthélt zusétzlich abgestorbene Bakterien, die
eine stirkere Immunantwort hervorrufen. Die zweite und dritte Immunisierung erfolgen 3
bzw. 5 Wochen nach der ersten Immunisierung. Im Gegensatz zur ersten Injektion wird das
Protein mit inkomplettem Freud’schen Adjuvant gemischt in dem keine bakteriellen
Komponenten enthalten sind. Acht Tage nach der letzten Immunisierung kann dann das
Serum gewonnen werden.

Fiir eine Immunisierung von Meerschweinchen sollten 100 pug Protein in einem Volumen von
1200 pl subkutan in den Nackenbereich injiziert werden. Um eine unvorhergesehene
Bewegung des Tieres zu vermeiden, konnen die Tiere mit Ether betdubt werden.

Durch ihre kleine KorpergroB3e reichen bei Méausen 50 pg pro Immunisierung aus. Das Protein
wird in einem Volumen von 130 pl die Leistengegend injiziert.
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III. 2. 2. 11. 2. Gewinnung des Serums

Fiir die Gewinnung des Serums werden die Tiere mit Ether betdubt. AnschlieBend wird mit
einer scharfen Schere die Halsschlagader durchtrennt und das herausrinnende Blut {iber einen
Trichter in einem Falconrdhrchen aufgefangen. Nach einer Inkubationszeit von 1-2 h bei
Raumtemperatur wird das geronnene Blut mit einer Glaspipette vorsichtig vom Rand abgeldst
und das Serum iiber Nacht in den Kiihlraum bei 4°C gestellt. Am nichsten Tag wird der
Blutkuchen durch 15-miniitige Zentrifugation bei 5000 rpm in der Heraeus-Zentrifuge
sedimentiert. Der abgenommene Serumiiberstand wird in ein neues Falconr6hrchen iiberfiihrt
und nochmals fiir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Das so gewonnene Serum wird
aliquotiert und bei —70°C aufbewahrt.

II1. 2. 2.12. Extraktion von Proteinen durch Harnstoff

Durchfiihrung
Hat die Zellkolonie in den Kulturschalen (III. 2. 3. 1) eine Konfluenz iiber 80% erreicht,

werden die Zellen kurz mit 1x PBS gewaschen. Durch Zugabe von 2 ml 1x PBS, versetzt mit
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und Trypsin-Inhibitor, und leichtem Scharben mit
einem Zellkulturspartel, konnen die Zellen vorsichtig von der Schale geldst werden. Die
gelosten Zellen werden in ein Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und fiir 1 Minute bei geringer
Umdrehungszahl (1000 rpm) sedimentiert. AnschlieBend wird das Zellsediment in 8 M Harn-
stofflosung (8 M Harnstoff, 14 mM Na,HPO, , 3 mM K,HPO4, 1 mM DTT (Dithiotreitol)
resuspendiert, mit einem Homogenisator homogenisiert und fiir 15 Minuten inkubiert. Nach
der Inkubation wird das Homogenat in Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und fiir 50 Minuten bei
100000 g in der Ultrazentrifuge bei 4°C aufgetrennt. Der Uberstand wird abgenommen und
die darin enthaltenen Proteine entweder mit Methanol/Chloroform, oder mit Trichloressig-
sdure gefillt (I11.2.2.1). Das Sediment wird durch Zugabe von 8 M Harnstoff und erneuter
Zentrifugation (10 Minuten 100000g, 4°C) gewaschen. Sowohl das Sediment als auch die
gefillten Proteine aus dem Uberstand werden anschlieBend in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und in proportionalen Mengen durch eine SDS-PAGE aufgetrennt.

I1I. 2. 2. 13. Gewebespezifische Proteinanlyse

Fiir eine gewebespezifische Proteinanalyse werden dem Tier Organe wie, Herz, Darm, Leber
Ovarien, Haut, Gehirn oder Leber entnommen. In dieser Arbeit wurde Gewebe aus 10 Tage
alten Hithnerembryonen entfernt. Das Ei wurde vorsichtig an einer Seite gedffnet und der
Embryo in eine saubere Petrischale entlassen. Aufgrund des relativ weiten Entwicklungs-
zustandes des Embryos wird der Kopf so schnell wie moglich mit einer Schere abgetrennt.
Anschliefend werden die Organe unter einem Binokular prapariert und in Gefédfle mit 1x PBS
tiberfiihrt. Um die Proteaseaktivitdt zu verhindern sollte das Gefdll auf Eis stehen. Nach der
Péparation der Organe werden kleine Gewebestiicke in mit 100% Aceton gefiillte Reaktions-
gefdBe tberfiihrt. Die Organe konnen im Aceton bei -70°C gelagert werden. Fiir eine
Proteinanalyse mittels einer SDS-PAGE, werden kleine Stiicke des Gewebes entnommen, an
der Luft getrocknet und anschlieBend in SDS-Probenpuffer homogenisiert.

I1I. 2. 3. Zellkulturmethoden
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III. 2. 3. 1. Kultivierung

Die Zellen werden in 50 ml Kulturflaschen mit Filterdeckel (CO, durchléssig) oder in Kultur-
schdlchen (Durchmesser: 6 cm) bei konstanter Temperatur und konstantem CO,-Konzen-
tration gehalten. Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewéhrleisten,
wird das verbrauchte Kulturmedium alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. Hierflir wird
das alte Medium abgesaugt und mit 2-5 ml frischem Medium aufgefiillt (je nach GefaB).

Die optimalen Wachstumsbedingungen fiir die A6- (Xenopus leavis) und AB9-Zelllinie
(Danio rerio) liegt bei 27°C; 5% CO, und fiir Hela-Zellen (Mensch), COS-7 -Zellen
(Ceropithecus aethiops) und Hithnchen Fibroblasten bei 37°C; 5% CO,. All diese Zellen
wachsen adhérent.

III. 2. 3. 2. Teilen von Kulturzellen und Anlegen einer neuen Flasche

Bei einer Konfluenz von ungefihr 80%-90% werden die Zellen geteilt. Das in der
Flasche/Schale enthaltene Medium wird abgesaugt und die Zellen werden mit autoklaviertem
PBS gewaschen. Durch Inkubation von 1 ml Trypsin und leichtem Schwenken 16sen sich die
adhérenten Zellen vom Untergrund. Je nach Zelllinie dauert das Ablésen 1-10 Minuten.
Anschlieend werden 6 ml Kompletmedium auf die Zellsuspension gegeben und 1 ml in eine
Flasche/Schale tiberfiihrt. Diese wird dann mit 4 ml Komplettmedium ebenfalls auf 5 ml.
Nachdem sich die Zellen abgesetzt haben (4-6 Stunden) oder am folgenden Tag, sollte das
Medium gewechselt werden, um das verbliebene Trypsin oder abgestorbene Zellen zu
entfernen.

III. 2. 3. 3. Einfrieren und Auftauen von Kulturzellen

Werden Zellen fir eine bestimmte Zeit nicht verwendet, kann man sie bei -70°C bzw. in
fliissigem Stickstoff fiir lingere Zeit lagern und bei Bedarf wieder auftauen.

Einfrieren:

Wie beim Teilen einer Kultur werden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin
vom Untergrund geldst. AnschlieBend werden sie mit 4 ml Kompletmedium versetzt und in
eine steriles 15 ml Falconréhrchen iiberfiihrt. Durch Zentrifugation bei geringer Umdrehung
(5 min bei 1000 rpm; Hettich Universal/K2S) werden die Zellen schonend sedimentiert. Nach
dem Absaugen des Uberstandes wird das Sediment in einer 1,5 —2 ml Einfrierlosung (7 ml
Komplettmedium, 2 ml FCS, 1 ml DMSO) resuspendiert und in Kryordhrchen iiberfiihrt. Das
DMSO im Einfriermedium verhindert bei langsamer Abkiihlung eine Auskristallisierung des
in den Zellen vorhandenen Wassers. Es beugt somit der Zerstorung der Zellen vor, wirkt aber
auch als starkes Zellgift. Deshalb miissen die gefiillten R6hrchen sofort in einer Einfrierbox
(Nalgene™ CryolC Freezing Container) bei -70°C eingefroren werden. Die Einfrierbox ist
mit Isopropanol gefiillt. Der Alkohol bewirkt ein langsames und gleichméBiges Abkiihlen der
Zellen, so dass die Bildung von Kristallen reduziert wird. Nach 1-2 Tagen in der Einfrierbox
konnen die Rohrchen in fliissigem Stickstoff gelagert werden.
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Auftauen:

Zum Auftauen der Zellen nimmt man die R6hrchen am Vortag aus dem fliissigen Stickstoff
und lagert sie bei -70°C. Die Zellen sollten dann schnellstmoglichst (z.B. Wasserbad)
aufgetaut und in ein steriles Falconrohrchen iiberfiihrt werden. Um eine DMSO Vergiftung zu
verhindern wird zusétzlich noch 4 ml Kompletmedium zugegeben. Die Zellen werden durch
Zentrifugation bei geringer Umdrehung (5 Minuten bei 1000 rpm; Hettich Universal/K2S)
schonend sedimentiert, in neuen 5 ml Kompletmedium resuspendiert und in Kulturflaschen
tiberfiihrt. Am néchsten Tag sollte das Medium nochmals gewechselt werden, um
abgestorbenen Zellen zu entfernen.

I1I. 2. 3. 4. Herstellung einer Primérezelllinie aus Hiihner-Fibroblasten

Die Fibroblasten werden aus 10 Tage alten Hithnerembryonen isoliert. Die Embryonen liegen
im Ei an der oberen Seite (je nach Inkubation). Das Ei wird an der unteren Seite
Aufgeschlagen und der Embryo in eine sterile Schale entlassen ohne den Dotter zu verletzen.
Da der Embryo schon recht weit entwickelt ist, sollte der Kopf ziigig mit einer sterilen Schere
abgetrennt werden. Anschliefend wird die Nabelschnur durchtrennt und der Korper in eine
mit sterilem 1x PBS gefiillte Petrischale {iberfiihrt. Durch einen Schnitt entlang des Riickgrats
und weitern Schnitten entlang der Beine und des Halses kann die Haut vorsichtig mit einer
sterilen Pinzette abgezogen werden. Die Haut wird in ein auf Eis stehendes Falconrdohrchen
mit 1x PBS gegeben, um die Proteinase Aktivitdt zu verhindern. Nachdem die Haut von 3-4
Embryonen prépariert wurde, wird das Medium abgesaugt und die Haut in 3-5 ml Trypsin fiir
10-15 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation werden die Hautstiickchen kréftig pipettiert,
um die Zellen zu losen. Nach einer kurzen Ruhephase setzten sich die Hautteile am Boden des
Rohrchens ab und der Uberstand mit den Zellen kann vorsichtig entnommen werden. Der
Uberstand wird fiir 1-2 Sekunden kurz zentrifugiert, um iiberfiihrte Hautteile zu sedimen-
tieren. Der Uberstand wird erneut in neue Gefife iiberfiihrt und die darin enthaltenen Zellen
durch eine Zentrifugation bei 1000 rpm sedimentiert. Nach Abnahmen des Uberstandes wird
das Sediment in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und in Petrischalen (Durchmesser: 6 cm)
bei 37°C inkubiert.

II1. 2. 3. 5. Transfektion von Kulturzellen

Unter Transfektion versteht man das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen.
Die eingeschleusten Plasmid-Vektoren besitzen neben dem prokaryotischen auch einen
eukaryotischen Replikationsstart. Dies ermoglicht die Transkription von DNA-Fragmenten in
eukaryotischen Zellen. Einige Expressionsvektoren, zum Beispiel pEGFP-Vektoren, kodieren
aullerdem fiir ein aus der Qualle Aequorea victoria stammendes, griin-fluoreszierende Protein
GFP (green fluorescens protein). Das zu den Chromoproteinen gehdérende GFP absorbiert
Licht der Wellenldange 488nm und emittiert es bei 507nm.

Wird ein cDNA-Fragment im Leseraster vor oder hinter (je nach Expressionsvektor) das
GFP-Gens kloniert, so wird es in den Zellen als griin-fluoreszierendes Fusionsprotein
exprimiert. Die Fluoreszenz kann unter entsprechender UV Anregung am Mikroskop unter-
sucht werden und gibt Aufschluss tiber Lokalisation, Expressionsintensitit und Verhalten des
Proteins in der Zelle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Transfektionen, unabhingig von der Zelllinie, mit dem
Reagenz Roti®-Fect (Roth, Karlsruhe) durchgefiihrt. Roti®-Fect ist eine Liposomen-
formulierung eines polykationischen Lipids in Kombination mit einem neutralen Co-Lipid. Es
kondensiert DNA in kompakte Strukturen (Rotifect/DNA-Komplexe) und bewirkt mittels
Endocytose deren hocheffiziente Aufnahme in Kulturzellen.
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Die Effektivitit einer Transfektion ist stark abhingig vom Zustand der zu transfizierenden
Zellen, der Zelldichte und der verwendeten DNA. Die Transfektionsrate ist im Allgemeinen
bei den COS-7 -Zellen wesentlich hoher als bei den Xenopus A6 Zellen.

Durchfiihrung
Zu transfizierende Zellen werden am Vortag in 35 mM Schélchen, mit oder ohne Deck-

glaschen angesetzt und iiber Nacht im Brutschrank kultiviert. Besitzen die Zellen eine
Konfluenz von 50%- 80% kann eine Transfektion mit 2-5 pg DNA erfolgen.

Das Volumen der zu transfizierenden DNA sollte nicht grofer als 20 pl sein. Die DNA wird
flir 10 Minuten bei 75°C erhitzt, um eventuell vorhandene Bakterien abzutdten, kurz
abzentrifugiert und dann mit 60 ul DMEM vermischt. Auch das Rotifect (10 pl) wird mit
60 pl DMEM versetzt und anschliefend zum DNA-DMEM Gemisch gegeben. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur werden weitere 800 ul DMEM zu Gemisch
gegeben welches vorsichtig auf frisch mit PBS gewaschen Kulturzellen pipettiert wird. Nach
einer Inkubation im Brutschrank fiir 4-5 Stunden werden zusdtzlich 2 ml Kompletmedium
zugegeben und die Zellen iiber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am nichsten Tag sollte das
Medium gewechselt werden, um eine ausreichende Néhrstoffversorgung der Zellen zu
gewihrleisten.

Analyse der Expression

Der Erfolg der Transfektion kann unter dem Umkehrfluoreszenzmikroskopiiberpriift werden.
Bei COS-7 -Zellen ist schon nach einem Tag eine deutliche Expression zu erkennen. A6-
Zellen zeigen meistens erst nach zwei Tagen eine deutliche Expression. Die Zellen konnen
nun fiir weitere Analysen verwendet werden.

III. 2. 3. 6. Vorbereitung von Zellen fiir eine SDS-PAGE

Zellen die in Kulturschélchen wachsen, konnen auch fiir Proteinanalysen isoliert werden. Die
Zellen werden mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend mit 100% Ethanol iiberschichtet.
Nach einer Inkubation von 1 Minute kdnnen die Zellen mit einem sauberen Gummispatel vom
Untergrund abgekratzt werden. Die Zellsuspension wird in Eppendorfgefdfle tiberfiihrt und
bei geringer Umdrehung (1000-2000 rpm in der Heareus Zentrifuge) sedimentiert. Nach
einem Waschschritt mit 100% Ethanol und erneuter Zentrifugation, wird das Sediment in
100% Aceton resuspendiert. Die Zellen sind in diesem Zustand bei —70°C lagerbar.

Die in einer SDS-PAGE (I11.2.2.2.) zu analysierende Menge Protein kann aus dem Aceton-
gemisch entnommen, sedimentiert und an der Luft getrocknet werden. AnschlieBend wir das
Sediment in SDS-Probenpuffer resuspendiert und fiir 2 Minuten aufgekocht.

III. 2. 3. 7. Mikroinjektion von A6 Zellen

Die Mikroinjektion von A6 Zellen wurde in dieser Arbeit verwendet, um Zellen an
bestimmten Positionen (z. B. CELLoacte-Plittchen) mit Expressionsplasmiden zu versehen
oder zwei Expressionsplasmide gleichzeitig in die Zelle zu bringen (Co-Expression).

Durchfiihrung
Ahnlich wie bei der Vorbereitung der Transfektion (II.2.3.5) werden am Vortag Zellen in

Schilchen mit Deckglédschen kultiviert. Da fiir die spétere Injektion und Analyse nur eine
geringe Anzahl von Zellen verwendet werden ist es hilfreich die Zellen in einer geringeren
Dichte in den Schilchen zu kultivieren. Die verwendeten Deckglidschen sollten fiir eine
spétere Lokalisation ebenfalls markiert sein. Soll eine spezifische Zelle fiir spétere elektronen-
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mikroskopische Analysen identifiziert werden, biete es sich an CELLocate Plittchen
(Eppendorf) zu verwenden. Diese besitzen ein eingraviertes Muster, welches eine eindeutige
Identifikation ermdglicht.

Abb. II1.3: Markierung von CELLocate Pliittchen (Eppendorf)

Die bewachsenen Deckgldschen werden in eine mit Kulturmedium gefiilltes 6 cm Schélchen
gelegt. Unter dem Umkehrmikroskop lassen sich die einzelnen Zellen gezielt mit Injektions-
nadeln (Femtotips, Eppendorf) ansteuern und kénnen mit Hilfe des Transjektor (Transjektor
5246, Eppendorf) und des Mirkomanipulators (Mikomanipulator 5171) injiziert werden. Die
Injektionszeit und der Injektionsdruck haben Einfluss auf die injizierte Menge an DNA. In
dieser Arbeit wurden 30 ng- 40 ng pro ul DNA fiir 0,2 Sekunden bei einem Injektionsdruck
von Pi= 130 hPa injiziert.

II1. 2. 4. Fische
I11. 2. 4. 1. Haltung und Kreuzung

Die in dieser Arbeit verwendete Zebrafische stammen aus der Zucht der Physiologischen
Chemie I, Wiirzburg. Die Haltung, Pflege und Kreuzungen wurden von Mitarbeitern des
Instituts durchgefiihrt und erfolgten nach standardisierten Zuchtprotokollen.

Haltung
Die Fische werden in einem 14 Stunden Licht — 10 Stunden Dunkel Rhythmus in Aquarien

gehalten. Die Wassertemperatur betrigt zwischen 26°C und 28°C und besitzt einen Salzgehalt
von 0,03%-0,04% (pH zwischen 6,8 und 7,2). Der Ammonium- und Nitiritgehalt liegen unter
2 ppm und der Nitratgehalt unterhalb von 60 ppm. Die Becken werden in regelmifBigen
Abstdnden gesédubert.

Befruchtung der Zebrafischeier

Fiir die Versuche wurden Zebrafische der Linie TUAB verwendet, diese gelten als
wildtypisch. Die Fische sollten &lter als drei Monate sein und nur einmal alle 1-2 Wochen fiir
die Fiablage herangezogen werden. Wéhrend der Dunkelphase werden 1-3 Pédrchen von
gleicher Grofle in einen engmaschigen Kéifig in ein kleines Plastikbecken gesetzt. Das
verwendete Wasser sollte frisch und ohne Nahrungsreste sein. Die Tiere legen nach
Einschalten des Lichtes Eier, die durch die Maschen auf den Grund absinken und somit nicht
von den Eltern gefressen werden kdnnen. In einem 30 Minuten Rhythmus werden die Eier aus
den Becken entnommen und fiir die Injektion verwendet.
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I1I. 2. 4. 2. Injektion

Vor der Injektion werden sowohl die Injektionsnadel als auch die Injektionsschale vorbereitet.
Die Nadeln werden aus diinnen Glaskapillaren mithilfe eines Nadelziehers gezogen. Vor der
Injektion wird die Nadel mithilfe von speziellen Pipettenspitzen (Microloader, Eppendorf) mit
3 ul Injektionslosung gefiillt und in den Injektor eingespannt. Unter dem Binokular kann man
durch vorsichtiges Andriicken einer flachen Oberfliche die noch geschlossene Spitze
abbrechen und somit 6ffnen.

Die Injektionsplatte ist eine mit 0,5%-1% Agarose gefiillte Petrischale, die durch das Einlegen
einer Plastikform Rillen in der ausgehérteten Agarose enthdlt. Die Plastikform wird vor der
Injektion entfernt und die Agarose (mit Rillen) mit Danieau-Losung bedeckt.

Die Injektion erfolgt unter einem Binokular zwischen dem 1-2 Zellstadium, also innerhalb der
ersten halben Stunden nach dem Ablaichen. Die Eier werden in den Rillen der Agaroseplatte
so orientiert, dass die Zellen an der gegeniiberliegenden Seite des Injektors liegen. Die
gefiillte Nadel wird vorsichtig an das Ei herangefiihrt und durch eine leichte Bewegung in das
Ei eingefiihrt. Im Ei kann die Spitze vorsichtig orientiert werden, entweder direkt in die Zelle
oder im Dotter direkt unterhalb der Zelle. Durch Offnen des Ventils kann nun die gewiinschte
Menge an RNA/Morpholino injiziert werden. Der verwendete Druck bei der Injektion ist
abhingig von der GroBe der Offnung der Spitze und variiert daher bei jeder neuen Spitze. Die
Menge an injizierter Losung ist im Ei gut sichtbar und kann durch Verdnderung des
Injektionsdrucks so angepasst werden, dass sie ungefahr 1 nl betragt.

Nach der Injektion werden die Eier bei 26°C inkubiert und nach 2 Stunden die abgestorbenen
Embryonen abgesammelt. Parallel dazu wird immer eine kleine Kontrollgruppe von
nichtinjizierten Embryonen aus dem selben Gelege untersucht.

I1I. 2. 4. 3. Auswertung

Nach 24-48 Stunden erfolgt die Auswertung der Injektion. Durch die Co-Injektion von GFP-
RNA leuchten die injizierten Fische unter UV-Anregung griinlich. Die Fische werden nach
subjektiven Kriterien aussortiert. Stark leuchtenden Fische, leuchtende Fische und nicht
leuchtende Fische werden getrennt und fiir die weiten Analysen verwendet.

I11. 2. 4. 4. Fotografie

Fir eine komplette Aufnahme der Fische unter dem Binokular ist es notwendig die
Embryonen vom Chorion zu befreien. AnschlieBend werden die Embryonen in Petrischalen
iiberfithrt, welche mit Fischmedium gefiillt sind und mit der Digitalkamera (Nikon)
fotografiert. Befinden sich die Embryonen in einem fortgeschrittenen Alter und sind
beweglich, kann dem Medium ein Tropfen Betdubungsmittel MS222 zugegeben werden.
Sobald die Fische in frisches Medium zuriickgesetzt werden, lisst die Betdubung nach.

Fiir Aufnahmen unter dem Mikroskop musste das Chorion nicht entfernt werden.

Nach der Fotographie werden die Embryonen in ReaktionsgefdBle iiberfiihrt und
homogenisiert (I11.2.4.5).
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III. 2. 4. 5. Homogenisation

Die Embryonen werden nach der Fotografie in Reaktionsgefifle iiberfiihrt und das Medium
abgesaugt. Anschlieend wird 70°C warmer SDS-Probepuffer dazugegeben, die Fische mit
einer abgerundeten Glaspipette homogenisiert und anschlieBend fiir 2 Minuten bei 96°C
aufgekocht.

Um eine Degradation der Proteine zu verhindern, konnen die Embryonen nach dem Absaugen
des Mediums in 100% Ethanol und anschlieend in 100% Aceton gelegt werden. Nach dem
Entfernen des Actetons werden sie dann ebenfalls in SDS-Probenpuffer homogenisiert und
aufgekocht. Diese Variante zeigte jedoch nur maBigen Erfolg.

I1I. 2. 5. Mikroskopische Methoden

I1I. 2. 5. 1. Herstellung der Priaparate fiir die Inmunfluoreszenz

IIL. 2. 5. 1. 1. Fixierung von Zellen

Zum Nachweis von Proteinexpressionen mit Hilfe von spezifischen Antikérpern werden auf
Glaspléttchen gewachsene Zellen fixiert. Je nach Analyse konnen verschiedene Fixierungs-
methoden angewendet werden.

II1. 2. 5. 1. 1. 1. Fixierung mit Methanol/Aceton

Dies Art der Fixierung wird verwendet, um membrangebundene Proteine zu detektieren.

Die Zellplattchen werden aus der Petrischale genommen und in 1 x PBS gewaschen, um
Medienreste zu entfernen. Die Fixierung erfolgt fiir 5 Minuten bei -20°C in Methanol und
anschlieBender Dehydrierung in Aceton (-20°C). Damit die Zellen nicht austrocknen, werden
sie letztlich in 1x PBS gestellt und sofort fiir die Antikorperinkubation verwendet (I11.2.5.4).

III. 2. 5. 1. 1. 2. Fixierung mit 3% Paraformaldehyd

Zur Analyse von diffus verteilten Proteinen im Zellkern fixiert man die Zellen mit
Paraformaldehyd. Da die Membranen bei dieser Fixierung undurchléssig bleiben, miissen sie
fiir eine Antikorperinkubation zuvor mit Triton permeabilisiert werden.

Nach dem Waschen der Zellen in 1x PBS werden sie fiir 20 Minuten mit 3% Formaldehyd (in
Ix PBS) fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgt eine fiinfminiitige Inkubation der
Zellen fiir mit 0,3% Triton (in 3% Formaldehyd /PBS). Vor der Antikérperinkubation miissen
die Zellen noch einmal mit 1x PBS gewaschen werden.

III. 2. 5. 1. 1. 3. Fixierung mit Glutaraldehyd

Diese Fixierungsmethode ist zwar fiir eine anschlieBende Antikorperinkubation ungeeignet,
kann aber verwendet werden, um die Einfliisse von fluoreszierende Fusionsproteine auf die
Zellmorphologie zu untersuchen. Mogliche Artefakte die durch Antikdrperinkubationen
auftreten konnen, sind bei dieser Fixierung ausgeschlossen.

Die verwendete Glutarladehydkonzentration und die Inkubationszeiten sind sehr variabel und
basieren auf Erfahrungswerte. Prinzipiell werden die, mit Zellen bewachsenen, Pléttchen kurz
in 1x PBS eingetaucht, um das Medium zu entfernen. In einer feuchten Kammer werden die
Plattchen anschliefend mit einem Tropfen Glutaraldeyd bedeckt. Nach der Fixierung werden
die Pléttchen kurz in 1x PBS gewaschen und dann auf einen Tropfen Mowiol auf einen
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Objekttragern gelegt. Sollen nur die Expression eines Fusionsproteins analysiert werden so
reicht eine Fixierung fiir 15 Minuten mit 1,25% Glutaraldehyd aus.

Diese Fixierung wird auch fiir Proben verwendet die am Transmissions-Elektronenmikroskop
analysiert werden sollen. Zu erst werden die Proben fiir 30 Minuten in 2,5% Glutaraldehyd
mit Tonen (2,5% Glutaraldehyd; 50 mM Cacodylat pH 7,2; 50 mM KCI; 2,5 mM MgCl,)
fixiert. AnschlieBend werden sie kurz in 1x PBS gewaschen und kdnnen bis zur weiteren
Fixierung und Kontrastierung (III. 2. 5. 5.) in 1x PBS bei 4°C gelagert werden.

IIL. 2. 5. 1. 2. Herstellung von Gefrierschnitten

Fiir die Immunlokalisation bestimmter Proteine in Geweben konnen Gefrierschitte angefertigt
werden, die mit entsprechenden Antikdrpern inkubiert werden konnen.

Durchfiihrung
Zu erst werden dem Tier Teile der gewiinschten Organe entnommen. Diese werden sofort auf

eine Tropfen "Tissue Tek" gelegt und so schnell wie mdglich in -70°C kaltes 2-Methylbutan
getaucht. Die Gewebe sind in diesem Zustand (2 Methylbutan, -70°C) iiber lange Zeit haltbar.
Fiir die Gefrierschnitte wird das Gefriermikrotom auf -20°C abgekiihlt. Die Proben werden
aus der Tiefkiihltruhe genommen und mit dem "Tissue-Tek" auf speziellen Platten fixiert. Die
Platte kann anschlieend so in das Gerét gespannt werden, dass diinne Schnitte von dem
Gewebe hergestellt werden konnen. Die Schnitte werden anschlieBend auf Objektriger
tiberfiihrt, die zuvor mit 100% Aceton entfettet wurden. Durch kurzes Eintauchen in frisches
100% Aceton und anschlieBendem Trocknen an der Luft werden die Schitte auf dem
Ojekttriager fixiert und konnen fiir Immulokalisationen (I11.2.5.2) verwendet werden.
AuBerdem sind die Schnitte in diesem Zustand auch bei -70°C haltbar.

IIL. 2. 5. 2. Antikorperinkubation

Die Antikorperinkubation erfolgt nach einer Fixierung der Zellen mit Methanol/Aceton
(II1.2.5.1.1.1) oder Paraformaldehyd (II1.2.5.1.1.2). Alle Schritte finden in einer feuchten
Kammer statt, um eine Austrocknung der Zellen zu verhindern. Pro Deckgldschen bendtigt
man ca. 100 pl verdiinnten Antikorper.

Durchfiihrung
Die gewaschenen Zellen werden zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen mit 0,5%

BSA (in PBS) iiberschichtet. Die Inkubation mit dem primdren und sekunddrem Antikorper
erflogt jeweils fiir 30 Minuten. Dazwischen sollten die Plittchen 3x 5 Minuten mit 1x PBS
gewaschen werden. Soll gleichzeitig noch eine DNA-Féarbung durchgefiihrt werden, so wird
in den letzten 10 Minuten der sekunddren Antikorperinkubation verdiinnter Hoechst-
Farbstoff (1:1000 in PBS; Hoechst 33258, Hoechst, Frankfurt) dazugegeben.

Die Antikérper werden individuell in PBS/5% BSA verdiinnt. Nachdem die restliche
Antikorper mit 1x PBS von den Zellen gewaschen wurden, werden die Plittchen fiir 1 Minute
in Rotisol (technisches Ethanol) fixiert und noch im feuchten Zustand mit Mowiol auf
Deckgldschen eingebettet.

IIL. 2. 5. 3. Immunfluoreszenzmikroskope

Praparate die eine Eigenfluoreszenz (z. B. GFP-Fusionsproteine) oder mit Antikorpern
inkubiert wurden, koénnen mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopen analysiert werden.
Durch UV Anregung mit spezifischer Wellenldnge konnen Farbmarkierungen detektiert
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werden. In der folgenden Tabelle sind die Anregungswellenlingen und die Maxima des
emittierten Lichts fiir die verwendeten Fluoreszenzmarkierungen aufgefiihrt.

Tab. I1I. 10: Detektion von Fluoreszenzmarierungen

Anregungswellenlinge | Maximum des emittierten Lichts
GFP 488 nm 520 nm
Texas Red 568 nm 570- 580 nm
Hochst 365 nm >397 nm

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit drei verschiedenen Fluoreszenzmikroskopen gearbeitet.
Das Umkehrfluoreszenzmikroskop IM35 und das Fluoreszenzmikroskop Axiphot Stereo
dienten nur zur Uberpriifung ob Transfektionen (I11.2.3.5) oder Injektionen (II1.2.3.7) erfolg-
reich waren. Flir die exakte Analyse eines Zellpriparats wurde das konfokale Laser Scanning
Mikroskop verwendet.

I1I. 2. 5. 4. Analyse von Zellen am konfokalen Laser Scanning Mikroskop

Bei der Anregung eines Priparats mit UV-Licht emittieren alle Ebenen einer Zellen Licht,
dies fiihrt oft zu einer Unschéirfe im zu analysierenden Bild, besonders bei hdherer
Vergroflerung. Das CLSM (Confocal Laser Scanning Microscope, Typ TCS SP; Leica,
Miinchen) biete die Moglichkeit fluoreszierende Zellpraparate exakt zu analysieren. Aufgrund
einer elektronischen Bildverarbeitung mit Hilfe eines Lasers ist es moglich nur eine Ebene
eines Priparats zu untersuchen. Der Laser fokussiert beim Scannen des Priparates, immer nur
einen ganz bestimmten Punkt in einer definierten Ebene. Alle Fluoreszenzsignale umliegender
Ebenen werden hierbei unterdriickt. Die gesammelte Bildinformation wird tiiber ein
angeschlossenes Computersystem (Software Programm Leica TCS NT 1.6.587; Leica
Microsystems Heidelberg GmbH) wiedergegeben.

Die anschliefende Bearbeitung der Bilder wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Adobe
Photoshop durchgefiihrt.

I1I. 2. 5. 5. Herstellung von Priparation fiir das Transmissions-Elektronenmikroskop

Die fiir das Elektronenmikroskop verwendeten Proben miissen fiir die Analyse in einer sehr
diinnen Schicht vorliegen damit die Elektronen sie auch durchdringen kdnnen. Die Proben
werden zuerst fixiert und kontrastiert. Anschieend folgt eine FEinbettung in einen
Kunstoffharz (Epon 821) von dem schlieBlich mit einem Spezialmikrotom ultradiinne
Schichten abgeschnitten werden konnen. Die Ultradiinnschnitte werden vor der Untersuchung
im Elektronenmikroskop noch kontrastiert.

III. 2. 5. 5. 1. Priaparation von Zellen fiir das Transmissionselektronenmikroskop

Lokalisation von injizierten Zellen

Die auf CELLocate Plittchen (CELLocate® Coverslips) kultivierten Zellen (II1.2.3.1) werden
1-2 Tage nach einer Mikroinjektion (II1.2.3.7) mit Glutaraldehyd (II1.2.5.1.1.3) fixiert.
Anhand des auf die Pldttchen gedruckten Rasters kann die exakte Lage von GFP-Fusions-
protein exprimierenden Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt und festgehalten
werden. Diese Information ist fiir die spitere Herstellung von Ultradiinnschnitten (II1.2.5.6)
und fiir die Analyse unter dem Elektronenmikroskop von Bedeutung. Die Identifikation der
einzelnen Zelle unter dem Elektronenmikroskop wird dadurch erleichtert, dass auch die
Position der umliegenden Zellen vermerkt werden.
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Fixierung, Kontrastierung und Entwésserung der Zellen

Nachdem die Lage der zu untersuchenden Zellen festgehalten wurde, folgt ein zweiter
Fixierungsschritt. Die Zellen werden kurz in Cacodylatpuffer (50 mM) getaucht und
anschlieBend mit 2% Osmium-Tetroxid (OsO;4 in 25 mM Cacodylatpuffer) fixiert. Im Gegen-
satz zum Glutaraldehyd, reagiert Osmium mit Doppelbindungen in aromatischen Amino-
sduren und in Fettsduren. Zusétzlich verringert das Osmium-Tetroxid durch Anlagerung an
Doppelbindungen die Valenzstufen der Atome und bewirkt somit eine Schwérzung des
Priparates. Nach 1 Stunde Inkubation wird das Osmium durch Eintauchen in dH,O abge-
waschen und die Zellen iiber Nacht in 0,5% wéssrigem Uranylacetat kontrastiert.

Entwdésserung
Da die Proben fiir die Einbettung in Epon vollig fliissigkeitsfrei sein miissen, werden sie

durch eine Alkoholreihe entwéssert. Hierbei sei anzumerken, dass fliissigkeitsfrei nicht
gleichbedeutend ist mit trocken! Zellen die an der Luft trocknen verlieren ihre Struktur und
sehen unter dem Elektronenmikroskop vollig zerstort aus. Aus diesem Grund sollte die
Entwisserung ziigig durchgefiihrt werden.

Die Pléttchen werden fiir jeweils 5 Minuten in 50%, 70%, 90% und 96% kalten Ethanol
getaucht. AnschlieBend folgten jeweils zwei fiinfmintitige Inkubationen in 100% Ethanol und
Propylenoxid (Vorsicht, Propylenoxid verdunstet sehr schnell!) bei Raumtemperatur. Die
Pléattchen werden nun in ein 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und Epon ftiberfiihrt. Nach 1-2
Stunden werden die Pldttchen in reines, frisch angesetztes Epon gelegt und iiber Nacht
inkubiert.

Einbettung
Fiir die Einbettung werden die Plittchen aus dem Epon genommen und auf einen mit Alufolie

bezogenem Objekttrager gelegt. Das zdhe Epon kann vorher leicht abgestreift werden. In eine
mit Epon gefiillte Gelatinekapsel wird ein kleiner Zettel mit Identifikationsnummer gegeben
und vorsichtig auf die Mitte des Objekttriages gesetzt. Zum Aushérten kommt die Kapsel {iber
Nacht in einen 60°C Brutschrank.

Absprengen des Pléttchens

Die getrockneten Eponkapseln werden aus dem Brutschrank genommen und vorsichtig von
der Aluminiumfolie gelost. Die Unterseite der Plattchens wird mit Hilfe einer Rasierklinge
von trockenem Epon befreit und anschlieBend an den Réndern auf die GroBe der Kapsel
zugeschnitten. Das Absprengen des Pléttchens beruht auf den verschiedenen Ausdehnungs-
eigenschaften das Plattchens und des Kunststoffes. Durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff
kiihlen beide Fraktionen gleichmiflig ab, das Auftauen dagegen erfolgt unterschiedlich
schnell. Dadurch entstehen zwischen beiden Komponenten Spannungen die bei Verwendung
von etwas Luftdruck ein Abldsen des Plédttchens vom Epon bewirken.

Die Zellen befinden sich nun auf der flachen Seite der Eponkapseln und konnen mit
Ultramikrotom angeschnitten werden (I11.2.5.6).

III. 2. 5. 6. Herstellen von Ultradiinnschnitten

Fiir das Herstellen von Ultradiinnschnitten kann nur ein kleiner Teil des Epons verwendet
werden, da sich die Schnitte ansonsten wellen oder reiflen. Aus diesem Grund werden unter
einem Binokular die Eponkapseln so angeschnitten, dass an den entsprechenden Stellen eine
abgeflachte Pyramide entsteht. An der Oberseite der Pyramide sollten die injizierten Zellen
bzw. das Gewebe liegen. Die exakte Position kann bei den Zelleinbettungen auf CELLocate

75



II1. Material und Methoden

Pléttchen aufgrund des Rasters (Abb. II1.3) ermittelt werden. Die Buchstaben bzw. Zahlen
haben sich ebenfalls im Epon abgedriickt und erleichtern damit die Suche.

Nachdem die Pyramide zugeschnitten wurde, werden mit einem Diamantmesser am
Ultramikrotom Schnitte mit einer Dicke von 50-60 nm angefertigt. Mehrere dieser Schnitte
werden auf ein mit Pioloform beschichtetes Netzchen gelegt und anschlieBend kontrastiert.

IIL. 2. 5. 7. Kontrastierung

Zur Kontrastierung werden die Netzchen mit der beschichteten Seite nach unten auf eine
Tropfen 2% Uranylacetat (in Ethanol) gelegt und fiir 15-20 Minuten inkubiert. Durch kurzes
Eintauchen des Netzchens in 100% Ethanol, 50% Ethanol, reines dH,O und anschlieBendem
abspiilen mit einer Spritzflasche werden die Proben gewaschen. Das feuchte Netzchen wird an
einem Filterpapier abgestreift und mit der beschichteten Seite nach unten fiir 10 Minuten auf
einen Tropfen Bleiacetat gelegt. Nach dreimaligem waschen mit dH,O und griindlichem
Abspiilen der Netzchen mit dH,O werden sie an einem Filterpapier abgestriffen und konnen
nach dem Trocknen am Transmissionselektronenmikroskop untersucht werden.

I1I. 2. 5. 8. Analyse am Transmissions-Elektronenmikroskop

Elektronenmikroskope besitzen im Vergleich zu Lichtmikroskopen ein recht hohes
Auflosungsvermdgen. Mit ihnen kann man Unebenheiten von bis zu 0,2nm sichtbar machen.
In dieser Arbeit wurde das Transmissions-Elektronenmikroskop dazu verwendet den Zellkern
und seine morphologischen Verinderungen nach Uberexpression eines Proteins zu
beobachten. Der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops ist vergleichbar mit dem
eines Lichtmikroskops. Im Gegensatz zu Lichtmikroskop wird jedoch eine Elektronenstrahl
als Strahlenquelle verwendet. Eine V-formige Kathode wird im Vakuum auf ca. 2000°C
erhitzt. Die dabei emittierten Elektronen beschleunigen im Hochvakuum fast auf Lichtge-
schwindigkeit bevor sie auf eine lochblendenidhnliche Anode treffen. Die Elektronen
durchdringen das in den Strahlengang eingeschleuste Pridparat und erzeugen auf einem
fluoreszierenden Bildschirm ein entsprechendes Abbild.

Aufnahmen am Zeiss EM10, Entwicklung der Negative und Bildbearbeitung

Durch eine eingebaute Kamera mit automatischer Belichtungssteuerung konnen
elektronenmikroskopische Aufnahmen hergestellt werden. Die Plattenfilme (EM- Plattenfilm;
Kodak) werden mit einem Kodak-D19 Negativentwickler entwickelt und anschlieBend mit
einem Tetenal Schnellfixierer fixiert. Die Negative werden mit einer Auflésung von 1000 dpi
eingescannt und mit dem Adobe Photoshop bearbeitet.
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IV. Das Lamina assoziierte Polypeptid 2 des Zebrafisch (zLAP2)

IV.1. Ergebinsse

IV. 1. 1. Charakterisierung und Strukturanalyse des genomischen zLAP2

IV. 1. 1. 1. Identifikation der genomischen Sequenz des Zebrafisch LAP2 Gens

Zur Identifikation der genomischen Sequenz des Zebrafisch LAP2 Gens wurden zwei
unabhingige Strategien verfolgt. Zum einen wurde mit den bekannten Sequenzen der drei
zLLAP2-Isoformen (AJ320190; AJ320191, AJ320192, Schoft et al., 2003) ein Blast Search in
verschiedenen Datenbanken (NCBI, Sanger) durchgefiihrt. Zum anderen wurde mit einer
radioaktiv markierten Sonde eine ,,Cosmid-Bibliothek* von RZPD (Resource Center/Primary

Database) untersucht.

IV. 1. 1. 1. 1. Identifikation einer genomischen Sequenz iiber die Datenbank

Unter Verwendung der cDNA Sequenzen der drei bekannten zLAP2-Isoformen (zLAP2w:
AJ320190; zLAP2B: AJ320191, zLAP2y: AJ320192, Schoft et al., 2003) konnte in der
Datenbank des Sanger Institutes (www.sanger.ac.uk) iiber Blast Search eine contig-Sequenz
identifiziert werden. Das contigl0273.2 ist 200000 bp grol und beinhaltet im Abschnitt
98083 bp bis 117077 bp alle Sequenzabschnitte der drei Isoformen. Die Identitéit der contig-
Sequenz zu den einzelnen Teilabschnitten der cDNA-Sequenzen liegt zwischen 95% und
100%. Diese identischen Teilabschnitte stellen die Exons des zZLAP2 Gens dar. Durch einen
Vergleich der zZLAP2®w ¢cDNA und der contig-Sequenz iiber das Spidey Programm wurden
sinnvolle Exon/Intron Grenzen fiir alle Exons nach der GT/AG Regel ermittelt. Hierdurch

konnten 15 Exons identifiziert werden, die fiir 60 bis 364 Aminosduren kodieren (Abb. IV.1).

MSEFLEDPSVLTKDKLKSALLANNVALPNGDQRKDVYVQLYLKNLTVQONKKSSGSPDVFSSDEELP
Exonl
PAPVVSNRSRSGR KATRKTDKVRPDDVDVTELSNEGLKDLLLKYGLNAGPIV ASTRKVYEKRLQ
Exon 2
KLLDQGPPVAVALPSETSQTDGNQNGNNDSDQYSDREE EPVAPAPVTVPEPEVEAELIPVVERPV
Exon 3 Exon 4
RSRGKTPVTSRTRSGQHTR EDVEEEDWPVLNVKRKLKRSSHRPDQMVPASDDT ENSELSSAECF
Exon 5 Exon 6
FAVSEDRRRTGPG AGRRETRPLLSDRTSKLSSKSESLRRRSAPVRSVLNEASSSDK DFSEPSIV
Exon 7 Exon 8
KEVSVSLMRMKVQPIL TVPKDPKPSKRYSMSATESTKRPVSSMNNK HDENTADIPSPPHRQSSRE
Exon 9 Exon 10
PLVSLINTACVE VDDQGMQODVLSCRSANGGLL AQGVRSAAVSKLSKPVLSQSKPSKPLVDMMCC
Exon 11 Exon 12
LSPSSDRQKE ESCGSPQTHPKSRHSKITPFLSQITPVRGLDNKLMDMKETMM VEKVSAIDQTPR
Exon 13 Exon 14
AVERDVLKEIFPTENLNTPTGI ATCRRPIRGAAGRPLIDTWLNESRQRLSDLKQTTSSSSFEFSSTS
Exon 15
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SYTESRSVPRVSSIPLSASKSTAPPTVKSRSRRSLPVWVQLVLLSAVAGFLFFIYQAMETNDVGLE
KQSGTDDSTSK

Abb. IV.1: Exons aus dem genomischen LAP2 des Zebrafisch
Aminosdurensequenz der LAP2w-cDNA (AJ320190); Exon Grenzen ermittelt mit Hilfe der
genomischen Sequenz (contig10273.2); unterstrichen: Exons; Liicken: Exongerenzen

IV. 1. 1. 1. 2. Identifikation eines genomischen Klons fiir zZLAP2 iiber radioaktive
Hybridisierung

Mit Hilfe des im Blueskript Vektor vorliegenden zLAP2®m-cDNA Klons wurden eine
radioaktiv markierte DNA-Sonde hergestellt, welche fiir eine Hybridisierung mit einer
Cosmid-Bibliothek verwendet wurde. Die 1,9 kb grole cDNA wurde iiber eine PCR mit
Primern T7 und T3 amplifiziert und nach der Aufreinigung iiber “Random Priming“
(I11.2.1.12.1) mit **P-markiertem Cytosin versehen. Die unter hohen Stringenzbedingungen
stattfindende Hybridisierung von 3 Cosmid-Filtern (bestellt von RZPD) mit der Sonde ergab
mehrere Signale, von denen zwei als sehr deutlich und 6 eher schwach einzustufen waren. Der
genomische Klon mit dem stérksten Signal (ICRFc 7101293Q5) wurde bei RZPD bestellt und

im lawrist7-Cosmid geliefert.

IV. 1. 1. 1. 3. Uberpriifung der Datenbank Sequenz mit der Sequenz des genomischen

Klons

Die vom Sanger Institut erhaltene Sequenz wurde {iber ein “shotgun® Verfahren ermittelt. In
diesem Verfahren werden genomische Fragmente von verschiedenen Stellen aus sequenziert
und anschlieend an identischen Stellen zusammengefiigt. Falls einige Segmente nicht ein-
deutig zusammenpassen, werden die Ubergiinge mit NN’s markiert um auf eventuelle Un-
stimmigkeiten hinzuweisen. Obwohl es unwahrscheinlich ist, dass groBflachige Sequenzier-
fehler vorhanden sind, konnen beim Zusammenfiigen der einzelnen Segmente dennoch Fehler
auftreten. Im contigl0273.2 befinden sich mehrere mit NN’s markierte, unbekannte
Regionen. Zwei dieser unbekannten Regionen liegen in der putativen genomischen Sequenz
vom zLAP2.

Die Frage inwieweit die Nukleotidabfolge der bei Sanger zuginglichen Sequenz mit dem des
genomischen Klons ICRFc 7101293Q5 {iibereinstimmt und somit Verlass auf den Klon und
die contig 10273.2 Sequenzen ist, wurde durch Amplifikation zweier Fragmente mit den
Primern 22 und 23 sowie mit Primern 22 und 24 aus dem Klon ICRFc 7101293Q5 in Angriff
genommen. Beide {iber PCR amplifizierten Fragmente besal3en die erwarteten Grofle von 800

bp (F22/23) bzw. 2000 bp (F22/24) (Abb. IV.2).
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Abb. IV.2:Groflenvergleich von PCR-Produkten aus dem genomischen Klon ICRFc

5 Ak
WA

USRI

3000 bp

— 2000 bp

1500 bp

1031 bp

500 bp

7101293Q5

Fragmente wurden mit unterschiedlichen Primern aus dem RZPD Klon ICRFc 7101293Q5
amplifiziert und in einem 1% Agarosegel aufgetrennt; Zahlen geben die verwendeten Primer an

(Kapitel: III.1.8); Marker: 100 bp Gen Ruler (Fermentas)

Fragment F22/23 beinhaltet den genomischen Bereich von Exon 8 bis Exon 12. Dieses

Fragment wurde nach der Amplifikation in den TOPO®-Vektor umkloniert und anschlieSend

mit den M13 Primern (Forward und Reverse) in beide Richtungen ansequenziert. Der

Vergleich der Sequenzierung und der bei Sanger zuginglichen Sequenz zeigt eine hohe

Ubereinstimmung sowohl in den Exons als auch in den Introns (Abb. IV.3).

A)

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

B)

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

Contig:
F22/23:

CAATAGTGAAGGAGGTGTCTGTTTCTCTGATGAGGATGAAAGTACAGCCTTTGgtaggtc
CAATAGTGAAGGAGGTGTCTGTTTCTCTGATGAGGATGAAAGTACAGCCTTTGgtaggtc

cagtagaaagcattcatgaacatcatgtcatattctagtgccaccgtgttacttacattg
cagtagaaagcattcatgaacatcatgtcatattctagtgccaccgtgttacttacattg

ctcttacattaataaagACAGTGCCGAAGGATCCCAAACCCTCTAAGCGCTACTCCATGT
ctcttacattaataaagACAGTGCCGAAGGATCCCAAACCCTCTAAGCGCTACTCCATGT

CTGCAACAGAATCAACAAAACGCCCAGTATCCAGTATGAACAACAAGgtgtcagagctat
CTGCAACAGAATCAACAAAACGCCCAGTATCCAGTCTGAACAACAAGgtgtcagagctat

gtttcttaaagcatccataaatataaaagcctcgcatttaacagttgagctgattggttt
gtttcttaaagcatcc-taaatataaaagcctcgcatttaacagttgagctgattggttt

ttacatctctagttgatgctttcagecttttaagcaatatattagatctatccagtcttca
ttacatctctagt-gatgctttcag-ttttaagcaatatattagatctatccagtcttca

ttttggaattaattgcatgttcattatgctacattaataaatcagGTGGATGACCAGGGTA
ttttggaattaattgcatgttcattatgctacattaataaatcagGTGGATGACCAGGGTA

TGCAGGACGTCCTGAGCTGTAGATCTGCAAATGGTGGTCTTCTGgtatgtttcgcagtta
TGCAGGACGTCCTGAGCTGTAGATCTGCAAATGGTGGTCTTCTGgtatgtttcgcagtta
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Contig: tgcactgcttataactctattaaatatacattttggcagcttatgaggctctgtttatte
F22/23: tgcactgcttataactctattaaatatacattttggcagcttatgaggctctgtttattc

Contig: tctaaagGCCCAGGGTGTCAGATCTGCTGCCGTATCGAAGCTTTCAAAGCCTGTTTTGAG
F22/23: tctaaagGCCCAGGGTGTCAGATCTGCTGCCGTATCGAAGCTTTCAAAGCCTGTTTTGAG

Contig: TCAGAGCAAACCTTCCAAACCCTTGGTAGACATGATGTGCTGTCTCTCGCCTTCCAGTGA
F22/23: TCAGAGCAAACCTTCCAAACCCTTGGTAGACATGATGTGCTGTCTCTCGCCTTCCAGTGA

Abb. IV.3: Sequenzierung von F22/23 zwischen Primer 22 und Primer 23

A) Region von Exon 8 bis Mitte Intron 9; B) Region von Mitte Intron 10 bis Exon 12

Fragment wurde mit Primern 22 und 23 mittels PCR amplifiziert und nach der Klonierung in den
TOPO®-Vektor mit Primern M13 Forward und M13 Reverse ansequenziert; Unterstrichen:
Primer 22 (in A) und Primer 23 (in B); GroBbuchstaben: Exons; Kleinbuchstaben: Introns; grau
unterlegt: Keine Ubereinstimmung von contig-Sequenz und Sequenzierung; erhaltenen Sequenz
wurde fiir B) invertiert

Da sowohl der Groenvergleich, als auch der Sequenzvergleich zwischen Datenbank Sequenz
und Klon ICRFc 7101293Q5 iibereinstimmen, wurde angenommen, dass Beide die

genomische Sequenz des zZLAP2 Gens enthalten.

IV. 1. 1. 1. 4. Vervollstindigung der zLAP2 Sequenz

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwéhnt, befinden sich in der contig 10273.2- Sequenz
zwei Bereiche, die iiber eine unbekannte Linge keine eindeutige Nukleotidabfolge besitzen
(102332-103498 bp und 104411-104418 bp). Diese unbekannten Bereiche befinden sich in
den nicht kodierenden Regionen von Intron 1 und Intron 2. Durch die Wahl spezifischer
Primer upstream und downstream dieser Regionen konnte die fehlende Sequenz durch eine
Sequenzierung vervollstindigt werden. Zur Identifikation der Region in Intron 1 wurde
Primer 8 105 bp upstream und Primer 10 79 bp downstream der unbekannten Region gewahlt.
Mit den Primern wurde ein Fragment (F8/10) aus dem genomischen Klon amplifiziert,
welches in den TOPO®-Vektor kloniert und anschlieBend mit den M13 Primer (Forward und
Reverse) sequenziert wurde (Abb. IV.4).

A)
ACATTTAAGGCCCTTAAACGTTTTAAATGCTATTTTACAAAGTAGTAATTTTTTTGTATCATTTTTGTTTATG
CATTGTATGTTTGTATGCTAAAGTTTGCCTAAATTATTTCTGCAATATGCTGATTTATGAAATCAATAAAATC

CTACTAGATTTATTCAATATATGAATAACATTTTAGTTTTGGATTAATTTCTTACATTAATATTCAGTAAATA
TTCTGCGAGTTAAAATCTGGCCAGTGTTTCCAGTTGAAAAGTGGTTGTAAGGTCTTAAAATGCATGGAAAGAG
TCATAAATAGGTCTTAAAAGCCATTGAATTTGACTCTCTGATTCCTGTATATATATACTCTGTCACAGAAACT
TGATAAATGGAGGGTGTTGTCTGTAGACTGAGTGACGTTTTTTCTCCTCTGTCCTGCTGGAATGCTCAGATTT
ATGTTTTTTTTTTGTTTGTTTTTTTTTTTGAGAGTAGGCAGTGTTCCAGATCAGCCCTGATCAAGGCCCCTCA
CTGCAGCTCATACGCCTTCATGATCTACTCCTGCCCCTTCCAAACACATTCTCTCCTCCACTTCACTGTTTTC

ACCTCTACTTTTCTAGTCACATGGTCCCGTT
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B)
contig ACATTTAAGGCCCTTAAACGTTTTAAATGCTATTTTACAAAGTAGTAATTTTTTTGTATC
F8/10 ACATTTAAGGCCCTTAAACGTTTTAAATGCTATTTTACAAAGTAGTAATTTTTTTGTATC
LR R R R I R S I R e R I S R R I S R I I S R e I I S R S S S S
contig ATTTTTGTTTATGCATTGTATGTTTGTATGCTAAAGTTTGCCTAANNN-—-—-----—————
F8/10 ATTTTTGTTTATGCATTGTATGTTTGTATGCTAAAGTTTGCCTAAATTATTTCTGCAATA
contig  —ommm oo
F8/10 TGCTGATTTATGAAATCAATAAAATCCTACTAGATTTATTCAATATATGAATAACATTTT
contig  —--mmmmmm oo
F8/10 AGTTTTGGATTAATTTCTTACATTAATATTCAGTAAATATTCTGCGAGTTAAAATCTGGC
contig  —--m-mm oo
F8/10 CAGTGTTTCCAGTTGAAAAGTGGTTGTAAGGTCTTAAAATGCATGGAAAGAGTCATAAAT
contig  —--mmmmmm oo
F8/10 AGGTCTTAAAAGCCATTGAATTTGACTCTCTGATTCCTGTATATATATACTCTGTCACAG
contig  —--m—mm oo
F8/10 AAACTTGATAAATGGAGGGTGTTGTCTGTAGACTGAGTGACGTTTTTTCTCCTCTGTCCT
contig  —ommm oo
F8/10 GCTGGAATGCTCAGATTTATGTTTTTTTTTTGTTTGTTTTTTTTTTTGAGAGTAGGCAGT
contig  -—-----—-—--mm—mm—m NNNNATTC
F8/10 GTTCCAGATCAGCCCTGATCAAGGCCCCTCACTGCAGCTCATACGCCTTCATGATC-~--~-
contig TTGCATTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCTACTCCTGCCCCTTCCAAACACATT
F8/10 ——mmm oo TACTCCTGCCCCTTCCAAACACATT
hhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkkkkkkk%
contig CTCTCCTCCACTTCACTGTTTTCACCTCTACTTTTCTAGTCACATGGTCCCGTT
F8/10 CTCTCCTCCACTTCACTGTTTTCACCTCTACTTTTCTAGTCACATGGTCCCGTT

KA KA AR A AR A A A AN A A A A A A AN A I A A A AR A AR A A A AR A A AR A A A A Ak kKK

Abb. IV.4:Sequenzierung des fehlenden Fragments in Intron 1

Fragment F8/10 wurde mit Primern 8 und 10 aus dem genomischen Klon 10273.2 ICRFc
7101293Q5 amplifiziert und nach der Umklonierung in den TOPO®-Vektor mit M13 Primern
sequenziert; A) zusammengesetzte Sequenz erhalten durch M13-Forward und M13 Reverse
Sequenzierung; B) Sequenzvergleich von contigl0273.2 und Fragment F8/10 aus Klon ICRFc
7101293Q5; Unterstrichen: bekannte Intron Sequenz aus contigl0273.2 upstream und downstream
der unbekannten Region; grau unterlegt: Primer 8 und 10;*: identische Nukleotide

Das Fragment F8/10 aus Klon ICRFc 7101293Q5 ist in den Bereichen vor und hinter der
unbekannten Sequenz identisch zum contigl0273.2. Die neu erhaltene Nukleotidabfolge ist
430 bp lang. Im Vergleich zum contigl0273.2 fehlen im genomischen Klon 41 bp. Die
Sequenz ist, ohne die 41 bp, unter der Accession Nummer AJ616304 bei NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) zugénglich.

Die Grenze von Exon 2 zu Intron 2 ist in der contig 10273.3 Sequenz ebenfalls nicht
eindeutig erfasst. 8 NN’s deuten auf eine kurze unbekannte Sequenz hin. Hier wurde eben-
falls ein Fragment (F11/14) mit zwei spezifische Primern (Primer 11 und 14) amplifiziert, in

den TOPO®-Vektor kloniert und anschlieBend sequenziert.
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A)

gcctgtcaggcgtgtttaaacactcgttgctttaacaagttcaatactttaccatgatgtcatctgtacat

agtgcagcgtgcagtcatttaaaaatgtgcacatcaaactattaaatgagctgcatcatggctgatggtca
ttaatgtgaggctttttctttacagAAAGCCACCAGGAAAACCGACAAAGTTCGTCCTGACGATGTTGATG
TGACGGAGTTGAGCAATGAGGGTTTGAAGGACCTGTTGCTAAAGTATGGCCTGAATGCTGGACCCATTGTT
Ggtgagccgattttaaggattcaacttcaaaaagtaaatatttgcatgtgttgtatagttccttcagatca
tgggtctcaaactcaattcctggaggcccgcacctctgcacagttgtgeccctaatactattctaagacage
tgatcaaactaatcgggatgttccagagtagtcttgaacaccttgaatagttggatcaggtgtgtctgatt
agggctggtgcaaagctgtgtagagctgtggccctccaggaattaagtttgagacctatgagacaaaagac

aagaaaa

B)

contig gcctgtcaggcgtgtttaaacactcgttgctttaacaagttcaatactttaccatgatgt

F11/14 gcctgtcaggcgtgtttaaacactcgttgctttaacaagttcaatactttaccatgatgt
Ak hkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhhkhkhkhAhkhkhdhhkhrhhkhkhAhhhkkhhkhrhhkhkhAhkhkhkkhhkrhkhkhkhhkhhkkhhkrhkhkkhhhxxkh*k

contig catctgtacatagtgcagcgtgcagtcatttaaaaatgtgcacatcaaactattaaatga

F11/14 catctgtacatagtgcagcgtgcagtcatttaaaaatgtgcacatcaaactattaaatga
Ak hkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhhhkhkhAhkhkhdhhkhrhhkhkhAhkhhkdhhkhrhhkhkhhhkhkdhhkrhkkhkhkhhkhhkkhhkrhkhkkhhhxxkh*k

contig gctgcatcatggctgatggtcattaatgtgaggctttttctttacagAAAGCCACCAGGA

F11/14 gctgcatcatggctgatggtcattaatgtgaggctttttctttacagAAAGCCACCAGGA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A KR A AR A AR AR A AR AR A A AR AR AR A AR A X kK

contig AACCCGACAA-GTTCGTCCTGACGATGTTGATGTGACGGAGTTGAACCATGAGGTTTTGA
F11/14 AAACCGACAAAGTTCGTCCTGACGATGTTGATGTGACGGAGTTGAGCAATGAGGGTTTGA

KKk KAAkKAKhAk, KAAKAAIAAAAAIAAA KA R AAXAAA N A I A XA AR A A I A, Kk * K,k hkkhhkk *kxkk%

contig AGGACCTGTTGCTAAAGTATGGCCTGAATGCTGGACCCATTGatggnnnnnnnnnn———-
F11/14 AGGACCTGTTGCTAAAGTATGGCCTGAATGCTGGACCCATTGttggtgagccgattttaa

KAKKAA KA A AA A A A A AR A A A AR A AN AR A A XA A A A A A ARk Ak Kk K*k%k

contig @ —-mmo oo oo
F11/14 ggattcaacttcaaaaagtaaatatttgcatgtgttgtatagttccttcagatcatgggt
contig  —--mmmmmm oo
F11/14 ctcaaactcaattcctggaggcccgcacctctgcacagttgtgeccctaatactattctaa
contig = —-----mmmm———m——m—— gtcttgaacaccttgaatagttgg
F11/14 gacagctgatcaaactaatcgggatgttccagagtagtcttgaacaccttgaatagttgg
R R R R R R b b b b b 2 b b b db b 2b b 2b b 3 4
contig atcaggtgtgtctgattagggctggtgcaaagctgtgtagagctgtggccctccaggaat
F11/14 atcaggtgtgtctgattagggctggtgcaaagctgtgtagagctgtggeccctccaggaat
AR AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR Ak kK
contig taagtttgagacctatgagacaaaagacaagaaaa 414
Fl11/14 taagtttgagacctatgagacaaaagacaagaaaa 575

Ak khkhkhk kA hkkrhkhkrhkhkrhkhkhkhk A hkrhkhkrkkhkhkkxx*

Abb. IV.5: Sequenzierung des fehlenden Fragments in Intron 2

Fragment F11/14 wurde mit Primern 11 und 14 aus dem genomischen Klon ICRFc 7101293Q5
amplifiziert und nach der Umklonierung in den TOPO®-Vektor mit M13 Primern sequenziert;

A) zusammengesetzte Sequenz erhalten durch M13Forward und M13 Reverse Sequenzierung; B)
Sequenzvergleich von contig 10273.2 und Fragment F8/10 aus Klon ICRFc 7101293Q5;
Kleinbuchstaben: Intron; GroBSbuchstaben und fett: Exon 2; Unterstrichen: Primer 11 und 14;
Exon 2; grau unterlegt: neue Sequenz (A);*: identische Nukleotide (B)

Die Sequenz (Abb. IV.5B) zeigt im letzten Teil von Intron 1 und im mittleren Bereich von
Intron 2 eine 100% Identitdt. Im Exon 2 treten einigen Nukleotidabweichungen auf, auf die

im folgenden Abschnitt niiher eingegangen wird. Uberraschend ist jedoch, dass zu Beginn des
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Intron 2 nicht nur wenige Nukleotide fehlen, sondern ein Bereich von 170 bp. Die Sequenz
aus Abbildung IV.5A zeigt die zusammengesetzte Nukleotidabfolge aus den Sequenzierungen
mit den Forward und Reverse Primern. Sie ist bei NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/)

unter der Accession Nummer AJ616305 zugénglich.

IV. 1. 1. 1. 5. Exon Vergleich auf Nukleotid- und Aminosiurenebene

Die in Abbildung IV. 5B auftretenden Unterschiede zwischen der Sequenzierung von
Fragment F11/14 und dem contig10273.2 im Bereich des Exons scheinen auf Fehler im contig
zu beruhen, da ein Vergleich zwischen Sequenzierung und zLAP2-cDNA (AJ320190) eine
100% Identitét aufzeigten.

Durch Vergleiche aller im contigl0273.2 vorkommenden Exons mit der w-spezifischen
cDNA-Sequenz konnte festgestellt werden, dass auch in Exon 1, 2, 7, 9, 13 und 15
Abweichungen auftreten (Tab. IV.1). Inwieweit diese Abweichungen Einfluss auf die
Proteinsequenz nehmen, wurde durch Translation (ExPAsy) der einzelnen Exons und
anschlieBendem Aminosdurenvergleich ermittelt.

Die Abweichungen in Exon 1 und 7 konnen als stille Abweichungen bezeichnet werden, da
sie die Aminosdurensequenz nicht beeinflussen. Die Unterschiede in Exon 9 und Exon 15
wiirden dagegen ein Austausch eines Lysins durch ein Methionin bzw. eines Valins durch ein
Alanin hervorrufen. Im Vergleich dazu wiren die Abweichungen in Exon 2 und 13
gravierender. Im Fall von Exon 2 sind 5 Nukleotidveranderungen zu vermerken, von denen 4
auch Einfluss auf die kodierten Aminosduren hdtten. Der fiinfte Unterschied beruht auf den
Verlust einer Base, was fiir die Translation einen Leserasterschub bedeuten wiirde, der die
nachfolgenden 7 Aminosduren verdndert und dabei zu einem Stopcodon fiihrt. Ebenso wiirde
in Exon 13, neben dem reinen Austausch von Aminosduren auch zwei gravierende
Verianderungen der Proteinsequenz erfolgen. Zum einen wiirde ein Triplett zu einem neuen
und damit vorzeitigem Stopcodon werden, zum anderen wiirde eine zusétzliche Base alle
nachfolgenden Aminosduren verdandern. Die folgende Tabelle (Tab. IV.1) zeigt die Position,

Art der Abweichungen und die Konsequenz fiir die Aminosdurensequenz an.

83



IV. Das Lamina assoziierte Polypeptid 2 des Zebrafisch (zLAP2)

Tab. IV. 1: Abweichungen von Exons der contig1273.2 Sequenz zur cDNA des zLAP2®
Sequenzvergleich von contig 10273.2 und Fragment F8/10 aus Klon ICRFc 7101293Q5

Exon Position (bp) | Nukleotid in | Nukleotid Konsequenz im Protein
ab ATG contig 1273.2 | in cDNA
1 5 C T /
2 253 C A Prolin anstatt Tyrosin
Phenylalanin anstatt Valin,
261 - A Leserasterschub, nach 7 Tripletts
Stopcodon
A G Asparagin anstatt Serin
C A Histidin anstatt Asparagin
T G Valin anstatt Glycin
7 934 T C /
9 1090 A C Methionin anstatt Lysin
13 1444 T C Phenylalanin anstatt Serin
1465 T G Stopcodon anstatt Glycin
1472 C A Alanin anstatt Asparagin
Leserasterschub verandert die
1480 C ) folgenden AS im Exon 13
1490 C A Leucin anstatt Metheonin
15 1928 T C Valin anstatt Alanin

Da die Sequenzierung von Fragment F11/14 bestitigt, dass alle im Exon 2 auftretenden
Nukleotidunterschiede auf Fehler im contig 10273.2 beruhen und die cDNAs der drei
Isoformen untereinander in den betroffenen Bereichen identisch sind, wurden die Nukleotide
aus der contig Sequenz durch die entsprechenden Nukleotide aus den cDNAs ersetzt. Mit

Ausnahme von Position 5 in Exon 1 (folgendes Kapitel).

IV. 1. 1. 1. 6. Genomische Strukturanalyse des zLAP2-Gens

Die Sequenzierung der unbekannten Bereiche von contig10273.2 (Abb. IV.4 und IV.5) haben
gezeigt, dass grofere Fragmente im contig fehlen konnen oder vielleicht auch zuséitzlich
eingefiigt sein konnten. Um eine Vorstellung zu bekommen inwieweit die angegebenen
GroBen der Introns aus der Datenbank-Sequenz mit den Introns im genomischen Klon
tibereinstimmen, wurden verschiedene Primer (Kapitel 3.8.1) gewéhlt, mit denen bestimmte
Regionen des zLAP2 Gens amplifiziert wurden. Abbildung IV.6 zeigt alle im Agarosegel

aufgetrennten Fragmente.
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Abb. 1V.6: Grofienanalyse des genomischen zLAP2 Klons (ICRFe¢ 7101293Q5)

Fragmente wurden mit unterschiedlichen Primern aus dem RZPD Klon ICRFc 7101293Q5
amplifiziert und in einem 1% Agarosegel aufgetrennt; Zahlen geben die verwendeten Primer an
(II1.8.1); Marker: 100 bp Gen Ruler (Fermentas)

Fragment F1/2 beinhaltet Teile der nicht translatierten Region 5’ des Startcodons. Fragment
F3/5, F4/7, F6/10, F8/10 und F9/12 sind in Exon 1 bis Exon 2 zu finden und decken das
gesamte Intron 1 ab. Mit Primern 11 und 14 sowie 13 und 15 wurden 2 Fragmente (F11/14
und F13/15) im Intron 2 amplifiziert. Fragment F16/18 sowie F17/19 umfassen das gesamte
Intron 4. Weiterhin wurde der gesamte zZLAP2(-Bereich (F22/23) sowie der Bereich zwischen
Exon 8 bis Exon 13 (F22/24) mit den Primern 22, 23 und 24 abgedeckt.

In Tabelle IV.2 wurde zur Veranschaulichung alle erwarteten und erhaltenen Fragmentgrof3en

zusammengefasst.

Tab.IV. 2: Vergleich der erwarteten mit den amplifizierte Fragmentgrof3en

Nummern der Fragmente geben die verwendeten Primer an; erwartete Grofen stiitzen sich aus
Angaben aus contigl0273.2 die amplifizierten Grolen wurden durch PCR mit den angegebenen
Primern aus Klon ICRFc 7101293Q5 erhalten

Fragment erwartete Grofie amplifizierte Grofie
(bp) (bp)

F1/2 520 500

F3/5 1393 ~1300

F 4/7 1341 1300
F6/10 1719 1600
F8/10 ? 900
F9/13 1513 1450-1500
F11/14 653 600
F12/15 574 600
F16/18 1710 1700
F17/19 1709 1700
F22/23 793 800
F22/24 2080 2000
F20/21 261 250-300
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Diese Art der Analyse gibt zwar keine Auskunft {iber die Richtigkeit der Nukleotidabfolge,
sie zeigt jedoch eindrucksvoll, dass alle amplifzierten Fragmente die erwarteten Grofen
besitzen. Somit scheint die contigl0273.2-Sequenz, bis auf einige Nukleotidabweichungen
mit der genomischen Sequenz im Klon iibereinzustimmen und beide scheinen die komplette

Sequenz des zLAP2-Gens wiederzugeben.

Als offene Fragen bleibt der Beginn von Exon 1, welcher bis zum Ende dieser Arbeit noch
nicht eindeutig gekldrt werden konnte. Aus dem EST-Klon AW343323 ist bekannt, dass vor
dem ATG noch mindestens 58 untranslatierte Nukleotide kodiert sind. Durch Sequenzierung
von Fragment F1/2 konnte bestétigt werden, dass diese 58 Nukleotide direkt vor dem ATG zu
finden sind. Weiterhin zeigt die Sequenzierung, dass an Position 5 nach dem ATG ein Cytosin
anstelle eines Thymidins kodiert ist. Es ergab sich schon frither der Verdacht, dass in dem
Klon, dem die cDNA Sequenzen der drei Isoformen (AJ320190, AJ320191, AJ320192) zu
Grunde liegen, ein Nukleotidaustausch stattgefunden haben konnte. Da sowohl die
Sequenzierung von Fragment F1/2 als auch der EST-Klon AW343323 ein Cytosin anstelle

eines Thymidins verzeichnen, wurde dieses in der genomischen Sequenz beriicksichtigt.

Der strukturelle Aufbau des zLAP2-Gens sowie die Lage der verwendeten Primer ist in der
folgenden Abbildung IV. 7 veranschaulicht. Die Tabelle XI.3 (Anhang) die genauen Grof3en

der Introns und Exons an.

1 3 4 6 8 9 1112 16 17 20 22
v v v v vy AAd v v v v
TG TAA
i g
0 I IF
=
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5-7 Ex8-12 Ex13Ex14 Ex15
A A A A A A A A A L A A
2

5 7 10 13 14 15 18 19 21 23 24 1kb

Abb. IV.7: Struktureller Aufbau des zLAP2 Gens

Linie: Introns, gestreifte Kastchen: Exons die in allen drei Isoformen vorkommen; leere Késtchen:

Exons die nur in der B und der o-Isoform auftreten; schwarze Késtchen: @-spezifische Exons; ¥:

5’- Primer; A: 3°- Primer
Leider war zum Einreichen der Dissertation der Klon ICRFc¢ 7101293Q5 noch nicht
vollstindig sequenziert, so dass im Anhang (IX.3) nur die vorldufige Sequenz mit allen

Korrekturen aus Sequenzierungen und Vergleichen mit der zLAP2®m cDNA (AJ320190) zu

finden ist.
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IV. 1.1.1.7. Lokalisation des LAP2 im Genom des Zebrafisches

Nach der Strukturanalyse des LAP2 Gens wurde das Augenmerk auf die Lokalisation des
Gens im Genom gelegt. Hierfiir wurde die Methode des “Radiation Hybrid Mappings*
verwendet, in dem ein Gen einer “Linkage Group* des Zebrafisches zugeordnet werden kann.
Das von Hukriede beschriebenen LN-54-Panel (Hukriede et al., 1999) besteht aus 93
verschiedenen Maus/Zebrafisch DNA Hybriden aus denen mit spezifischen Primern Teile des
gesuchten Gens amplifiziert werden konnen.

Durch Zuordnen einer 1 fiir eine erfolgreiche Amplifikation und einer 0 flir eine erfolglose
PCR kann ein Zahlen-Code ermittelt werden, der unter http:// zfin.org mit Hilfe der “Mapping
Panels* das Gen einer Linkage Group zuweist. Liegt der hierbei ermittelte LOD-Score
oberhalb von 14 Punkten, so ist die Zuordnung signifikant. Sollte ein nicht eindeutiges
Ergebnis bei der PCR auftreten, so wird an dieser Stelle eine 2 in den Code eingefiigt.

Das Experiment wurde zwei mal unabhingig voneinander durchgefiihrt. Fiir die PCR
(Annelingtemperatur 62°C, 5 ul MgCl, (25 mM)) wurden die Primer 20 und 21 verwendet,
welche in der w-spezifischen Region (Exon 6 und Exon 7) lokalisiert sind.

Abbildung IV.8 zeigt die aufgetrennten PCR-Fragmente. Mit den verwendeten Primern
sollten ein 260 bp Fragment amplifiziert werden. In einigen Spuren ist ein solches Fragment

zu erkennen.

M 2,46, 810 12 14 16 18 20 22232425252?23293031 3233 3435363?383940 a1,
1000 bp 5 E :
500 bp g !
200 bp - 0 L T A T - - 260 bp
43 4590 47%® 49705192 53 %% 55 56 57°8 59 B0 g 6256455 66 %65 970 1 7273 74

1000 bp
500 bp .
200 bp TESERe - - — -_— = 260 bp

(11
(1]

T T 1 N
%76 "787%80% 82554 B 568755%%90%1 02 P &, .

1000 bp
500 bp

200 bp - - - = 260 bp

Abb. IV.8: Gelelektrophoretische Analyse zur Auswertung des LN-Panels

Auftrennung von 93 identischen PCR-Reaktionen denen jeweils eine unterschiedliche DNA zu
Grunde liegt. Zur Auswertung wird jeder Spur eine 0 (keine Bande bei 260 bp), eine 1 (Bande bei
260 bp) oder 2 (nicht eindeutig) zugewiesen. Der Code ergibt sich aus diesen Nummern von 1-93;
2% Agarosegele; Marker: 100 bp Gen Ruler (Fermentas)
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Die letzten drei Spuren sind Kontrollen. Eine Negativkontrolle, welche die genomische DNA
der Maus enthilt (-) und zwei Positivkontrollen die entweder nur die genomische DNA des
Zebrafisches (+) oder eine Mischung aus Zebrafisch und Maus DNA (Mix) enthalten.

Es fillt auf, dass auer der 260 bp Bande in allen Fraktionen eine Bande unterhalb der 200 bp
Marke auftritt. Diese scheint ein unspezifisches Produkt aus der Maus DNA zu sein, da sie
nicht in der Positivkontrolle, jedoch in der Mischung und in der Negativkontrolle zu finden

ist. Diese Bande ist fiir Erhebung des Codes vernachléssigbar.

Der Code wird der Reihe nach von 1-93 ermittelt, die drei Kontrollen flieBen nicht mit in die

Zahlenreihe ein.

Code 1:
000011000000000000101000100001000011111011011111100001000000000010100000001
000101012000000111

LOD: 17,2

Code 2:
000011000000000000101010100001000011111011011111100001000000000010100001001
000000010000000010

LOD: 19,8

Beide Codes ergaben einen LOD-Score von iiber 17 Punkten und somit eine signifikante

Zuordnung auf der Linkage Group 4.

Um sicher zu stellen, dass es sich nicht um ein zufélliges PCR-Produkt handelte, wurden die
260 bp Produkte von Spur 25 und 36 in den TOPO®-Vektor kloniert und iiber die M13
Primer sequenziert. Der Vergleich mit der genomischen Sequenz zeigt, dass die amplifizierten

Stiicke tatsdchlich mit der genomischen Sequenz iibereinstimmen.

IV. 1. 1. 2. Vergleich des strukturellen Aufbaus des Zebrafisch LAP2 mit dem des
Menschen

Das in Sdugern zu findende LAP2, auch als Thymopoietin (TMPO) bezeichnet, bringt
ebenfalls durch alternatives Splicen mehrere Isoformen hervor. In der Maus kodiert das
LAP2, zu finden auf Chromosom 10, mit 10 Exons 7 verschiedene Splicevarianten (c.,f3, B’,7,
0, €, £) (Berger et al., 1996). Auch im Menschen sind drei von wahrscheinlich mehreren
Isoformen néher charakterisiert (o, B y), die aus einem einzelnen, auf Chromosom 12

liegenden, LAP2 Gen hervorgehen (Harris et al., 1994, 1995).
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Die aminoterminale Domaéne ist nicht nur in allen Splicevaranten innerhalb einer Spezies

identisch, sondern auch zwischen den Spezies hoch konserviert (Abb. IV.9).

hLAP2 MPEFLEDPSVLTKDKLKSELVANNVTLPAGEQRKDVYVQLYLQHLTARNRPPLPAGTNSK
mLAP2 MPEFLEDPSVLTKDKLKSELVANNVTLPAGEQRKDVYVQLYLQHLTARNRPPLAAGANSK
zLAP2 MLEFLEDPSVLTKDKLKSALLANNVALPNGDQRKDVYVQLYLKNLTVQONK-————- KSSG

Kk kKA KkAkAkAkAAkAAkAkAKhkAk K] kK Kkkhkkkk Ak kK KAk kAkkAAk Kk kK * K * *

hLAP2 GPPDFSSDEEREPTPVLGSGAAAAGRSRAAVGRKATKKTDKPRQEDKDDLDVTELTNEDL
mLAP2 GPPDFSSDEERDATPVLGSG-ASVGRGRGAVGRKATKKTDKPRLEDKDDLDVTELSNEEL
zLAP2 SPDVFSSDEELPPAPVVSNR----SRS----GRKATRKTDKVR---PDDVDVTELSNEGL

* * Kk k ok x * % * K’k kkx Kkkk K * Kk kkkkk k*x Kk

hLAP2 LDQLVKYGVNPGPIVGKLIKFQIGTTRKLYEKKLLKLREQGTESRSSTPLPTISSSAENT

mLAP2  LDQLVRYGVNPGPIVG-------- TTRKLYEKKLLKLREQGTESRSSTPLPTVSSSAENT
zLAP2  KDLLLKYGLNAGPIVA--—----- STRKVYEKRLOKLLDQGPP--VAVALPSETSQTDGN
* K kk kK kkk Kk *hkk kAkk Kk k% * K * x *
hLAP2  RONGSNDSDRYSDNEEGKIL------ NDSDSKIELKLEKREPLKGRAKTPVTLKQRRVEH
mLAP2  RQNGSNDSDRYSDNDE--------—=--- DSKIELKLEKREPLKGRAKTPVTLKQRRTEH
zLAP2  -QNGNNDSDQYSDREEEPVAPAPVTVPEPEVEAELIPVVERPVRSRGKTPVTSRTRSGQH
*kkk Kkkkk Kkkrkk * * * * * kkk kK *

Abb. IV.9: Aminosiiurensequenz der aminoterminalen Domine des LAP2 von verschiedenen

Spezies
hLAP2 (Mensch); mLAP2 (Maus); zLAP2 (Zebrafisch); *: identische Aminoséure

Dieser hoch konservierte Bereich ist bei der Maus und dem Menschen in den ersten drei

und beim Zebrafisch in den ersten 4 Exons kodiert.
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Die genomische Struktur des menschlichen LAP2 konnte aufgrund der von Harris (Harris et

al., 1995) und Berger (Berger et al. 1996) veroffentlichen Daten erstellt werden. Der

Vergleich auf Aminosdurenebene vom humanen mit dem Zebrafisch LAP2 zeigt deutlich,

dass die Exons der aminoterminalen und die der carboxyterminalen Dominen eine Identitit

von 40-61% aufweisen, der mittlere Bereich des Proteins jedoch nur geringfiigige Ahnlichkeit

zeigt (Abb. IV.10 und Tab. IV.3).
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Abb. 1V.10: Strukturvergleich von genomischer Sequenz des menschlichen LAP2 mit dem

des Zebrafischs

schwarze Késten: homologe Exons von Mensch und Zebrafisch; weile Késten: nicht homologe
Exons von Mensch und Zebrafisch; Linien: Introns; Zahlen geben den Grad der Identitdat der

Exons wieder (in %); Graphik ist maBstabsgetreu
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Tab. IV. 3: Vergleich der Exons des menschlichen LAP2 mit dem des Zebrafisches
Die Groflen der Exons sind in der Anzahl der Aminosduren (AS) angegeben, der Grad der Identitét
(in %) bezieht sich auf die Sequenz des menschlichen LAP2

Mensch Zebrafisch
ID%

B3 A B3 A Mensch / Zebrafisch
Ex1 93 Ex1 79 61.3
Ex2 42 Ex2 39 66.7
Ex3 53 Ex3 50 49.1
Ex4 506 / / /
Ex5 32 Ex4 46 344
Ex6a 40

Ex6b 31 } Ex8-12 146 16
Ex6¢ 35

Ex7 29 Ex14 35 58.6
Ex8 95 Ex15 120 50.5

Obwohl der generelle Aufbau des LAP2 Gene dhnlich ist, so zeigt der direkte, strukturelle
Vergleich zwei gro3e Unterschiede. Beide Gene kodieren fiir Bereiche die nicht im anderen
Gen zu finden sind. Zum einen ist im Zebrafisch LAP2 die w-spezifische Region zu finden,
welche von Exon 5-7 und Exon 13 kodiert ist. Zum anderen kodiert das menschliche LAP2

fiir eine a-spezifische Region mit Exon 4.

IV. 1. 2. Auf der Suche nach den LAP2o-Isoformen im Zebrafisch und
Huhn

Die a-Isoform des LAP2 Gens wurde zwar bei Sdugern mehrmals beschrieben (Berger et
al.,1996; Harris et al., 1995), jedoch weder bei Fischen noch bei Amphibien gefunden (Schoft
et al 2003, Lang et al 2002, Del Pino et al., 2002). Die a-Isoform ist eine Splicevariante des
LAP2 Gens, die zwar den aminoterminalen Teil des Proteins besitzt, aber fiir einen eigenen
Carboxyterminus kodiert, welcher weder eine Transmembrandomine noch eine Lamin-

bindungsstelle besitzt. Aus diesem Grund ist das LAP2a diffus im Kern verteilt.

IV. 1. 2. 1. Keine a-spezifische Region im Zebrafisch LAP2

Auf der Suche nach einer Region im Zebrafisch, die homolog zum a-spezifischen Exon der
Sduger sein soll, waren alle “Blast-Suchen® in den verschiedenen Datenbanken (NCBI,
Sanger) erfolglos. In Anbetracht, dass die Ahnlichkeiten zwischen menschlichem und
Zebrafisch LAP2 bei 50% liegen und die gesuchten, oa-Isoform &hnlichen Sequenzen

wahrscheinlich in einem Intron lokalisiert sind, ist dieses aber auch nicht verwunderlich.
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Die genomische Identifikation des Zebrafisch LAP2 ermoglicht es jedoch gezielt in
Intronbereichen des LAP2-Gens zu suchen. Der dhnliche strukturelle Aufbau (Abb. IV.10)
lasst vermuten, dass putative LAP2a Sequenzen am wahrscheinlichsten in Intron 4 zu finden
sind. Dieses bezieht sich zum einen auf die Lage hinter dem aminoterminal kodierenden
Exon, zum anderen auf die Grofe. Denn neben Intron 1 ist Intron 4 mit 3,3 kb das einzige
Intron das grof3 genug wire fiir eine Sequenz zu kodieren, die in der Maus und dem Menschen
~1,5 kb groB ist.

Ein Vergleich (ClustalW, Blast2Sequences) von Intron 4 mit der a-spezifischen Region der
Maus (U39078; Berger et al. 1996) und des Menschen (U18270 Exon 4; Harris et al. 1995)
auf Nukleotidebene ergab keine signifikante Ahnlichkeit. Durch Translation von Intron 4 in
alle drei Leseraster konnte eine Vielzahl von kurzen und langen Aminosidurensequenzen
ermittelt werden. Aber auch der Vergleich dieser Sequenzen mit der Aminosdurensequenz der
a-spezifischen Region des Menschen blieb erfolglos. Um auszuschlieBen, dass sich die
homologen Regionen, oder homologen Fragmente, eventuell nicht doch in den drei
vorangegangenen Introns befinden, wurden auch diese auf Aminosdurenebene untersucht, mit
dhnlich geringem Erfolg. Diese Analyse zeigt deutlich, dass die genomische Sequenz des
Zebrafisch LAP2 keinen Bereich enthilt, der fiir Peptide kodiert, die eine signifikante

Homologie zum LAP2a der Sduger aufweisen.

IV. 1. 2. 2. Auf der Suche nach einer a-spezifischen LAP2-Isoform in Vogeln

Wie eingangs schon erwéhnt, ist die LAP2a-Isoform bei keinem der niederen Vertebraten
(Xenopus oder Zebrafisch ) zu finden, sondern bis jetzt nur in Sdugern beschrieben. Es stellt
sich die Frage ob diese Splicevariante des LAP2 in allen warmbliitigen Vertebraten auftritt
oder eine neue LAP2-Isoform ist, die man ausschlielich bei Sdugern findet. Um diese Frage

zu kldren, wurde das LAP2 von Vogeln untersucht.

IV. 1. 2. 2. 1. Identifikation und Charakterisierung des LAP2 im Huhn (cLAP2)

Da bis zu diesem Zeitpunkt keine Anhaltspunkte iiber ein LAP2 in Vogeln zuginglich waren,
wurden mit der a-spezifischen Region des menschlichen LAP2, mit dem menschlichen
LAP2f und dem LAP2fB des Zebrafisch ein “Blast Search® in verschiedenen Datenbanken
durchgefiihrt. Der “Blast Search* mit der a-spezifischen Region blieb sowohl auf Nukleotid-

ebenen, als auch auf Aminosdurenebenen erfolglos. Mit den LAP23 Sequenzen konnte jedoch

in der BBSRC Chick EST Datenbank (www.chick.umist.ac.uk) ein EST-Klon (335862.3)
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identifiziert werden, der auf Nukleotidebene eine hohe Ahnlichkeit zu den bekannten LAP2j3
Proteinen zeigt. Die Translation (Abb. IX.1; Anhang) zeigt, dass in Position 1085 des EST-
Klons ein Nukleotid zu viel vorhanden ist und der damit einhergehende Leserasterschub die
nachfolgende Sequenz vollig verdndert. Durch Entfernen des Nukleotids erhdlt man eine

Proteinsequenz, welche eine sehr hohe Ahnlichkeit mit dem menschlichen LAP2B aufweist

(Abb. IV.11).

clAP2-EST MPEFLADPSVLTKEKLKSELIANNVSLPGGEQRKDVYVQLYLQHLTARNPP-—---—-— AV
h1AP2f MPEFLEDPSVLTKDKLKSELVANNVTLPAGEQRKDVYVQLYLQHLTARNRPPLPAGTNSK
Kok kkk Kkhkkkkhkk Khhkkkhkk Khhkkk Ak AkkhkkhkrAkhkhkkkhkkkhkxk* *
clAP2-EST AQPDFSSDEEREPTPIG------ ARGRGAAVGRKATKKTDKLRAEEKDDLDVTELSNEDL
h1AP2f GPPDFSSDEEREPTPVLGSGAAAAGRSRAAVGRKATKKTDKPRQEDKDDLDVTELTNEDL
Ak Khkhkkkkkkhkhkkh kK * khkkhkkkhkkkhkhkkhkkhkhkk * Kk Kkhkkhkhkkkhkkkhkk Kkkk*kx
clAP2-EST QEQLMKYGINPGPIV-—---—-—--- ATTRKLYEKKLLKLMEQGPELKTPMPLPVISSTTENT
h1AP2f LDQLVKYGVNPGPIVGKLIKFQIGTTRKLYEKKLLKLREQGTESRSSTPLPTISSSAENT
Kk kkk KAk kkkk khkkhkkkkhkkkhkhkkkhkhkk Kkik K Kk Kk Kk Kk k * Kk *
clAP2-EST RONGNNDSDQYSDNEE------— EPKTELRLEKREPLKGRMKTPVTLKQRRVVEHNQTYS
h1AP2f RONGSNDSDRYSDNEEGKILNDSDSKIELKLEKREPLKGRAKTPVTLKQR-RVEHNQSYS
khkkk khkkk khkkkKk%k kX kk kA khkAkhkAkRkhkAk KAk A kA k kK *kkkKkk KKk
clAP2-EST QDGVTETVWTSGSSKSGPLQAFSRESTRVSRRTPRKRVEATLQLPVDDAVISESTPIAET
h1AP2f QAGITETEWTSGSSKGGPLOALTRESTRGSRRTPRKRVETSEHFRIDGPVISESTPIAET
* ok kkk kkkkkkk Kkkhkk  KkhkAkk kK hkK Kk Kk K ko kkkkokkkk kKK
clAP2-EST ILTASNETLVGNRVPGNFKHAAPTLPISEPSDMPRRTPKKPLMTAEVPGENSYRRTKSRK
h1AP2f IMASSNESLVVNRVTGNFKHASPILPIVGEKTEERRVER--—-—-—————-—-—-—-—————————
* kkk kk Kkkk Kkkkkkhkk Kk Kkkxkk * x
clAP2-EST GYSKEMFPYEVSTPTGISASCRRPIKGAASRPIEHTDFKMDESFF-KYAPKYSTSSDIKS
h1AP2f DILKEMFPYEASTPTGISASCRRPIKGAAGRPLELSDFRMEESFSSKYVPKYVPLADVKS
KAk KkAhkhkk kAKX KAAkhAkkhk*hkk kA kkhkkrkk k) k* **%k * *k kK kk Kk * Kk kKK * Kk
clAP2-EST EKPSTKKERSVPLWIKILLFVLVSVFLESVYQSMETNQGNPEFSKYISVFTQDSSN
h1AP2f EK--TKKGRSIPVWIKILLFVVVAVFLFLVYQAMETNQVNPEFSNEFLHVDPRKSN-

* K khkk Ak k kkkkhkkAkkhkk k kAkkk kAkk khkkhkk KAk kKk * *

Abb. 1V.11: Aminosidurenvergleich der verbesserten cLAP2-EST Sequenz mit dem
menschlichen LAP2f

cLAP2-EST (korrigierte Hithnchen EST Sequenz 335862.3 aus BBSRC Chick EST Datenbank);
hLAP2f (Mensch); *: identische Aminosduren

Die Hiihner LAP2f ¢cDNA kodiert fiir ein Protein mit 445 AS. Es zeigt neben den hoch
konservierten Bereichen im Aminoterminus auch eine gute Ubereinstimmung in der
carboxterminalen Doméne. Sowohl die LEM Doméne (97-140 AS) als auch eine putative
Transmembrandoméne sind in dem EST-Klon zu finden. Der Vergleich des Hydrophobizitit-

Profils (TemPred, ExPasy) vom menschlichen LAP2 mit dem vom Huhn zeigt ebenfalls einen

dhnlichen Aufbau des Proteins (Abb. IV.12).
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Abb. IV.12: Hydrophobizititsprofil vom menschlichen und vom Hiithner LAP2f
Profil ermittelt tiber TemPred von ExPasy; Peaks > 0 zeigen eine putative Transmembrandoméne

Der EST-Klon besitzt weiterhin noch 80 Nukleotide vor dem Startcodon und mindestens 1564
Nukleotide nach dem Stopcodon. Dieses scheint, zumindest teilweise, die 5’ bzw. 3’ nicht
translatierten Regionen zu sein, da sie ebenfalls in der genomischen Sequenz direkt vor bzw.

hinter dem Start/Stopcodon zu finden sind.

IV. 1. 2. 2. 2. Struktureller Aufbau des LAP2 im Huhn

Vergleichbar mit der genomischen Analyse des Zebrafisch LAP2 wurde auch die Analyse des
Hithnchen LAP2 (cLAP2) in Angriff genommen. Durch einen Blast Search mit der EST-
Sequenz des cLAP2 in der Hithnchen Datenbank (ensemble.org/ Gallus gallus) konnte ein
contig (36.871.141571) identifiziert werden, welches das gesamte cLAP2[ beinhaltet.

Mit Hilfe des Spidey Programms und dem Vergleich mit dem EST-Klon wurden sinnvolle
Exons definiert (Abb. IV.13).

MPEFLADPSVLTKEKLKSELTIANNVSLPGGEQRKDVYVQLYLQHLTARNPPAVAQPDFSSDEEREPTPIGARG
Exon 1
RGAAVGR KATKKTDKLRAEEKDDLDVTELSNEDLQEQLMKYGINPGPIV ATTRKLYEKKLLKLMEQGPELK
Exon 2
TPMPLPVISSTTENTRONGNNDSDQYSDNEE EPKTELRLEKREPLKGRMKTPVTLKQRRVVEHNQ TYSQDG
Exon 3 Exon4d
VTETVWTSGSSKSGPLOAFSRESTRVSRRTPRKR VEATLQLPVDDAVISESTPIAETILTASNETL VGNRV
Exon 5 Exon 6
PGNFKHAAPTLPISEPSDMPRRTPKKPLMTAE VPERTHTEERKVERDILKEMEPYEVSTPTGIASCRRP
Exon 7 Exon 8
IKGAASRPIEHTDFKMDESFFKYAPKYSTSSDIKSEKPSTKKERSVPLWIKILLFVLVSVFLESVYQSMETN
Exon 9

QGNPFSKYISVEFTQDSSN

Abb.IV.13: Exons des Hiihnchen LAP2
Sequenz aus EST-Klon 335862.3 und contig 36.871.141571; unterstrichen: Exons; Liicke: Exon-
grenze
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Alle 9 Exons, von Start bis Stopcodon, sind innerhalb einer Sequenz von 20,5 kb des contigs
36.871.141571 zu finden. Inwieweit nicht translatierte Regionen in Exon 1 bzw. Exon 9 mit
eingebunden werden miissen, ist noch nicht bekannt. Die 20,5 kb kdnnen jedoch als putative
genomische Sequenz des cLAP2 angesehen werden. Da keine mit NN’ markierten Bereiche
in der contig 36.871.141571 Sequenz auftreten, scheinen Segmente bei der Sequenzierung
eindeutig gewesen zu sein, was wiederum auf eine korrekte Wiedergabe der Introngroflen
schlieBen ldsst. Da keine Klonierungsversuche mit den cLAP2 unternommen werden sollten,
wurde auch kein genomischer Klon untersucht, um die genomische Struktur zu verifizierten.
Fiir die Suche einer putativen a-Isoform im Hiihnchen ist die gefundene genomische Sequenz

aus der Datenbank vollig ausreichend.

Ein Vergleich der einzelnen Exons aus dem cLAP2 mit dem menschlichen LAP2 zeigt neben
einer recht dhnlichen Grofe, auch eine sehr hohe Ubereinstimmung in ihrer Proteinsequenz.
Die fiir den aminoterminalen Bereich kodierenden Exons sowie das carboxyterminale Exon
zeigen eine Identitdt von >60%. Im Gegensatz zum Zebrafisch (Tab. IV.3) sind auch die

Exons im mittleren Bereich des Proteins zu 59 —87% identisch (Tab. IV .4).

Tab. IV. 4: Vergleich der Exons des menschlichen LAP2 mit dem des Huhns
Die GrofBie der Exons sind in der Anzahl der Aminosduren (AS) angegeben, der Grad der Identitét
(in %) bezieht sich auf die Sequenz des menschlichen LAP2

Mensch Hiihnchen
D %

Exon — Exon — Mensch/Hiihnchen
Ex1 93 Ex1 80 73.1
Ex2 42 Ex2 42 81
Ex3 53 Ex3 52 75.5
Ex4 506 / / /
Ex5 32 Ex4 33 87.5
Ex6a 40 Ex5 40 80
Ex6b 31 Ex6 32 58.1
Ex6¢ 35 Ex7 37 68.6
Ex7 29 Ex8 32 86.2
Ex8 95 Ex9 98 66.3

Der strukturelle Aufbau des genomische cLAP2 wurde aus den Sequenzen des contigs und

des EST-Klons entwickelt. Er dhnelt sehr stark dem des menschlichen LAP2 (Abb. 1V.14).
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Mensch
1 2 3 4 5 abc 7 8

| I — i1
| NN — // | I

731 81 75.5 87.5 Bf 58 68.6 86,2 66.3

| I e S | R R p— |
1 2 3 4 56 7 8 9
Huhn 1kb

Abb. IV.14: Strukturvergleich von genomischer Sequenz des menschlichen mit dem Hiihner
LAP2

schwarze Késten: Exons mit homologen in beiden Spezies, weille Kdsten: Exons ohne homologe
in der anderen Spezies; Linien: Introns, Zahlen geben die jeweilige Identitidt der Exons wieder;
Graphik ist mafstabsgetreu

Im Gegensatz zum Zebrafisch sind alle im Hiihnchen enthaltenen Exons auch im
menschlichen LAP2 zu finden. Intron 3 scheint aber nicht geniigend Platz fiir eine Region zu

bieten die zu a-spezifischen Region homolog ist (Abb. 1V.14).

Vergleichbar mit der Analyse im Zebrafisch wurden die Introns 1 bis 4 auf Nukleotidebene
mit dem Exon 4 des menschlichen LAP2 verglichen. Hierbei ergaben sich jedoch keine
signifikanten Ahnlichkeiten. Auch die putativen Proteinsequenzen der Introns ergaben in

keinem der drei Leseraster eine ausreichende Ahnlichkeit mit der a-spezifischen Region.

IV. 1. 2. 2. 3. Proteinchemische Untersuchung von Hithner Geweben und Zellen

Obwohl der “Blast Search* mit dem a-spezifischen Exon in den Datenbanken erfolglos war
und die Sequenzanlaysen des cLAP2 eindeutig belegen, dass in der gefundenen Sequenz
keine zur a-spezifischen Region homologen Sequenz existiert, ist es dennoch mdoglich, dass
eventuell ein zweites Gen des cLAP2 im Huhn existiert. Um dieses zu ergriinden, wurden

Untersuchungen an Hiithner-Fibroblasten und verschiedenen Geweben durchgefiihrt.

IV. 1. 2. 2. 3. 1. Proteinextraktion von kultivierten Hithner-Fibroblasten

Das LAP2q ist aufgrund des Fehlens einer Transmembrandomine nicht in der Kernmembran
verankert und wird nur durch die Interaktion mit anderen Proteinen im Kern gehalten. Durch
eine Extraktion mit 8 M Harnstoff konnen alle an die Membran assoziierten oder auch nicht
assoziierten Proteine von integralen Membranproteine getrennt werden, da letztere bei einer
Ultrazentrifugation sedimentiert werden. Eine solche Extraktion wurde mit in Kultur
genommenen Fibroblasten von 10 Tage alten Hithnerembryonen und mit HeLa-Zellen

durchgefiihrt. Die Auftrennung der einzelnen Fraktionen (Sediment, Uberstand) erfolgte iiber
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eine SDS-PAGE (10% Acrylamid) der sich ein spezifischer Proteinnachweiss mit Hilfe

spezifischer Antikorper anschloss (Abb. 1V.15). Die verwendeten Antikorper 13D4 und

zLAP2-1 erkennen spezifisch Epitope aus der, in allen Isoformen vorkommende,

aminoterminalen Doméne und haben gezeigt, dass sie auch Spezies iibergreifend reagieren.
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Abb. IV.15: Harnstoffextraktion von Hiihner-Fibroblasten und HeLa-Zellen

Spur 1-4: Hithnchen-Fibroblasten; Spur 5-8: HeLa-Zellen

Spur 1 und 5: Uberstand nach der Ultrazentrifugation gefillt mit Trichloressigsiure

Spur 2 und 6: Uberstand nach der Ultrazentrifugation gefillt mit Methanol/Chloroform

Spur 3 und 7: Sediment der Ultrazentrifugation

Spur 4 und 8: unbehandelte Kontrollzellen

Die Gesamtproteine aus in kulturgenommenen Zellen wurden in 8 M Harnstoff extrahiert. Nach
einer Ultrazentrifugation (50000g) wurde der Uberstand abgenommen und zu gleichen Teilen
entweder mit Methanol/Chloroform oder Tri-Chlor-Essigsdure (TCA) gefallt. Sowohl die gefillten
Proteine als auch das Sediment wurden in proportionalen Mengen in einer SDS-PAGE (10%
Acylamid) aufgetrennt und mit (A) einem monoklonalen Antikdérper (13D4) gegen LAP2, (B)
einem polyklonalen Antikérper (zZLAP2-1) gegen LAP2 und (C) einem monoklonalen Antikdrper
(a-Tubulin) gegen a-Tubulin inkubiert. Molekularen Massen der Referenzproteine sind in kDa
angegeben und die in HeLa-Zellen detektieren Isoformen markiert. LAP2a (75 kDa), LAP2 (56
kDa), LAP2y (42 kDa), a-Tubulin (50 kDa)
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Beide LAP2 spezifischen Antikorper erkennen in der Kontrollfraktion (Abb.IV.14 Spur 8) der
HeLa Zellen die drei am hdufigsten vorkommenden Isoformen LAP2a (75 kDa), LAP2B (56
kDa) und LAP2y (42 kDa). Der Antikorper zLAP2-1 detektiert noch eine weitere Bande mit
einem Molekulargewicht < 45 kDa, dieses scheint ein Abbauprodukt einer oder mehrerer
LAP2-Isoformen zu sein in dem fiir das zLAP2-1 spezifische Epitop vorhanden ist.

Die Extraktion mit 8 M Harnstoff zeigt eine deutliche Fraktionierung der drei LAP2-
Isoformen in HeLa-Zellen. Der Uberstand (Abb. IV.14 Spur 5 und 6), in dem sich alle
l6sliche Proteine befinden, enthdlt nur die grofte der drei Isoformen. Die beiden anderen
Isoformen B und y wurden vollstindig sedimentiert (Abb. IV.14 Spur 7). Im Sediment
befindet sich auch noch ein kleiner Teil des LAP2a, welches wohl noch mit nicht 16slichen
Bindungspartnern assoziiert vorlag.

Bei der Harnstoffextraktion von Hiihner-Fibroblasten konnte dagegen nur eine LAP2-Isoform
detektiert werden, die mit ihrer Mobilitdt im Polyacrylamindgel und ihrer Loslichkeit der
LAP2B-Isoform entspricht (Abb. 1V.14 Spur 3 und 4). Weder im Uberstand noch im

Sediment wurde ein Hinweis auf eine weitere Isoform gefunden.

IV. 1. 2. 2. 3. 2. Gewebespezifischen Analyse

Da das LAP2 bekanntermallen entwicklungs- und gewebespezifisch exprimiert wird, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Fibroblasten nur einen Teil aller Isoformen
exprimieren.

Um eine eindeutige Aussagen iiber die Existenz verschiedener Isoformen treffen zu kénnen,
wurde daher einem 10 Tage alten Hithner-Embryo verschiedene Organe wie Darm, Leber,
Muskeln, Herz, Haut und Gehirn entnommen und analysiert. In einer SDS-PAGE wurden die
gesamten Proteine dieser Organe sowie in Kultur genommene Hiihner-Fibroblasten und
HeLa-Zellen aufgetrennt und iiber einen Immunblot mit den zuvor verwendeten LAP2
spezifischen Antikorpern auf die Expression von verschiedenen Isoformen untersucht (Abb.

IV.16).
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Abb. IV.16: LAP2 Expression in verschiedenen Geweben vom Huhn im Vergleich zu HeLa-
Zellen

Spur 1-6: Gesamtproteine aus verschiedenen Organen eines 10 Tage alten Hithnerembryos

Spur 7: in Kultur genommene Hithner Fibroblasten aus 10 Tage alten Embryonen

Spur 8: in Kultur genommene Hela-Zellen

Die Gesamtproteine aus den Geweben und Kulturzellen wurden in einer SDS-PAGE (10%
Acylamid) aufgetrennt und mit (A) einem monoklonalen Antikoérper (13D4) gegen LAP2, (B)
einem polyklonalen Antikorper (zLAP2-1) gegen LAP2 und (C) einem monoklonalen Antikdrper
(anti o-Tubulin) gegen a-Tubulin inkubiert. Molekularen Massen der Referenzproteine sind in
kDa angegeben und die in HeLa-Zellen detektieren Isoformen markiert. LAP2a (75 kDa), LAP2j3
(56 kDa), LAP2y (42 kDa), o.-Tubulin (50 kDa)

Beide Antikorper detektierten in allen Geweben des Huhns das 56 kDa grof3e LAP2 Protein
(Abb. IV.15 Spur 1-8). AuBBerdem wurde in fast allen Geweben ein zweites Protein mit einer
molekularen Grofe um die 42 kDa gefunden. Dieses Protein weist eine etwas hohere
Mobilitdt als die LAP2y-Isoform der HeLa-Zellen (Abb. IV.15 Spur 8) auf. Die Expression
dieser kleineren Isoform ist in Darm, Muskeln, Haut und Herz ist wesentlich geringer als im
Gehirn und fehlt sogar vollig in der Leber und den Fibroblasten. Ein Verlust des Proteins
durch die Extraktion ist in diesem Fall auszuschlieBen, da der zur Beladungskontrolle

durchgefiihrte Immunblot mit a-Tubulin zeigt eine gleichmifige Beladung der Spuren und
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bestétigt damit das Ergebnis. In keinem der analysierten Gewebe konnte jedoch ein Protein

detektiert werden, welches eine dem HeLa LAP2a entsprechende Grof3e besitzt.

Aufgrund dieser beiden Analysen konnen wichtige Aussagen iiber die im Huhn
vorkommenden LAP2-Isoformen getroffen werden. Die Gewebeanalyse zeigt, dass neben der
LAP2B-Isoform eventuell eine zweite Isoform exprimiert wird, die aufgrund ihrer
molekularen Grofle der LAP2y-Isoform entsprechen konnte. Dieses Protein ist im Gegensatz
zur LAP2pB-Isoform, nicht in allen Geweben zu finden und wird in anderen Geweben
unterschiedlich stark exprimiert. Ein LAP2 Protein, dass der a-Isoform entsprechen konnte,
wurde weder bei der Harnstoffextraktion noch bei der Gewebeanalyse gefunden. Daher
bestdtigten diese Untersuchungen die Ergebnisse der Sequenzanalyse. Im Huhn wird keine

LAP2a-Isoform exprimiert.

IV. 1. 3. Auf der Suche nach der w-spezifischen Isoform

Vergleichbar mit der a-Isoform in Sdugern, findet man im Zebrafisch eine Isoform, die weder
in Sdugern, noch im Huhn vorzukommen scheint. Das LAP2® ist eine Isoform, die in der
frithen Embryonalentwicklung eine Rolle spielt, da sie sowohl beim Zebrafisch als auch bei
Xenopus bis zur Gastrula exprimiert wird (Schoft et al., 2003).

Ein Sequenzvergleich der w-spezifischen Exons mit der genomischen Sequenz des Menschen
und des Huhn ergaben weder auf Nukleotid- noch auf Aminosdurenebene signifikante
Ahnlichkeiten. Auch ein “Blast Search® in den entsprechenden Datenbanken blieb ohne
Erfolg.

Eine Suche nach der w-spezifischen Region in Medaka und Fugu waren dagegen etwas
erfolgreicher. Es wurden einige Sequenzen gefunden die gewisse Ahnlichkeiten mit der
aminoterminalen Region und der w-spezifische Region aufweisen. Leider sind die
Datenbanken (http://www.mbase.bioweb.ne oder http://fugu.hgmp.mrc.ac.uk ) noch nicht so
weit etabliert, dass eindeutige Aussagen iiber die Existenz von Genen, geschweige denn iiber
Isoformen, getroffen werden konnen. Eine proteinbiochemische Analyse von LAP2-
Isoformen in Fugu und Medaka ist bis jetzt leider noch nicht durchfiihrbar, da die

existierenden Antikorper gegen LAP2 in beiden Spezies keine Proteine detektieren.
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IV. 2. Diskussion

IV. 2. 1. Charakterisierung des Zebrafisch LAP2

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse des Zebrafisch LAP2 Gens ermdoglicht eine
strukturelle Charakterisierung des LAP2 und gibt Aufschluss {iber Groe und Lage des Gens,
sowie iiber die Zusammensetzung der einzelnen Splicevarianten. Weiterhin ermdglicht sie die
Suche nach unerkannten Splicevarianten innerhalb der gefundenen Introns.

Obwohl die Grenzen der regulatorischen Bereiche noch nicht vollstéindig bekannt sind, konnte
anhand der gefundenen Daten gezeigt werden, dass das LAP2 Gen eine ungefahr Gréfle von
19 kb aufweist. In diesen 19 kb werden 15 Exons und 14 Introns kodiert, aus denen durch
alternatives Splicen drei verschiedene Isoformen (LAP2B, y und ®) hervorgehen. Die
entwicklungsspezifisch exprimierten Isoformen (Schoft et al., 2003) besitzen alle einen
identischen Aminoterminus und einen identischen Carboxyterminus, die von Exon 1-4 bzw.
Exon 14 und 15 kodiert sind. Wahrend LAP2w alle 15 Exons besitzt, fehlen im LAP2 die ®-
spezifischen Bereiche Exon 5-7 und Exon 13. LAP2y wird dagegen nur von den allgemeinen
Exons 1-4 und Exon 14 und 15 gebildet (Abb. IV.17). Die fiir LAP2 charakteristische LEM-
Doméne (93-143 AS) beginnt in Exon 2 und nimmt fast das ganze Exon 3 in Anspruch. Die

carboxyterminale Transmembrandoméne befindet sich in Exon 15.

1 ‘2‘3|4|14‘ 15 l

2LAP2B ‘ 1 ‘2 ‘ 3 | 4 ‘8|9‘10‘11‘ 12 |14‘ 15 l
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Abb. IV.17: Splicevarianten des zZLAP2Gens
Késten markieren die im zLAP2 auftretenden Exons; grau: Exons, die in allen drei Splicevarianten
vorkommen, weil: Exons, die in der ® und B-Isoform auftreten, schwarz: @-spezifische Exons

Das Gen konnte im Zebrafisch Genom auf der Linkage Group 4 zwischen den Markern

fc01g04 (213.97cR) und fb49101 (215,69¢cR) eingeordnet werden.

IV. 2. 2. Identifikation eines LAP2 in Hithnchen

Im Gegensatz zum Zebrafisch konnte bei der Suche nach einem LAP2 im Huhn nicht auf

bekannte cDNA-Sequenzen zuriickgegriffen werden. Anhand von vergleichenden Analysen
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mit der konservierten aminoterminalen Doméine der B-Isoformen des Zebrafisch und des
Menschen, konnte jedoch in einer Datenbank ein EST-Klon identifiziert werden. Dieser EST-
Klon beinhaltet eine Sequenz von 1335 bp, die eine hohe Ahnlichkeit mit dem LAP2pB des
Menschen und des Zebrafisch aufweist. Obwohl die Datenbankanalyse keinen EST-Klon mit
einer homologen Sequenz fiir eine y-Isoform ergab, so scheinen die proteinbiochemischen
Untersuchungen doch Hinweise fiir solch eine Splicevariante zu liefern. Diese putative y-
Isoform scheint ein etwas kleineres Molekulargewicht als die bekannte y-Isoform des
Menschen zu besitzen und auch in verschiedenen Geweben von 10 Tage alten Embryonen
unterschiedlich stark exprimiert zu werden. Das durch SDS-PAGE nachgewiesene cLAP2f
besitzt dagegen eine dhnliche molekulare Mobilitdt wie das menschliche LAP2f. Die Suche
nach einer genomischen Sequenz war ebenfalls erfolgreich. Das LAP2-Gen ist auf dem
Hiihnerchromosom 1 lokalisiert und kodiert innerhalb von 20,5 kb (ohne regulatorische

Bereiche) 9 Exons.

IV. 2. 3. Vergleichende Analysen von LAP2 in verschiedenen Spezies

Wihrend die Gréfen der homologen Proteine in den verschiedenen Spezies keine groflen
Unterschiede aufweisen, zeigen die genomischen Sequenzen der Spezies mit zunehmendem
Entwicklungsstand auch eine zunehmende GroBe. Im Zebrafisch sind die kodierenden
Sequenzen innerhalb von 19 kb zu finden. Im Huhn sind es ungefidhr 20,5 kb und bei der
Maus schon ~22 kb (Berger et al., 1996). Das grofite LAP2 Gen findet man mit ~35 kb im
Menschen (Harris et al.,, 1995). Die GroBenunterschiede kommen zum Teil durch die
zunehmenden Grofen der Introns zustande aber auch dadurch, dass die Sduger fiir eine
zusitzliche Isoform kodieren die 1518 bp umfasst. Die Ahnlichkeiten innerhalb der einzelnen
vergleichbaren Exons von Zebrafisch, Huhn und Mensch scheinen ebenfalls mit der
evolutiven Entwicklung zuzunehmen. Wiahrend das LAP2B des Zebrafisch mit dem des
Menschen eine Identitdt von 36% zeigt, liegt die Identitidt von Huhn und Mensch bei 67% und
die von Maus und Mensch bei 85%. Es ist anzumerken, dass die Ahnlichkeiten zwischen
Zebrafisch und Huhn geringer sind als die von Huhn und Mensch. Obwohl das LAP2 Gen
Ahnlichkeiten in der Sequenz, der GréBe oder des strukturellen Aufbaus besitzt, treten auch

gravierende Unterschiede in den durch alternatives Splicen entstehenden Isoformen auf.
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IV. 2. 4. LAP2® und LAP2a - zwei Isoformen die nicht in allen Spezies
vertreten sind

Die genomischen Analysen von verschiedenen Organismen zeigen, dass es im Laufe der
Evolution zu einer Vielzahl von genetischen Verdnderungen gekommen ist. Einige Gene
verschwinden vollig, andere bleiben zwar im Genom enthalten, werden aber nicht translatiert.
Wiederum andere Gene entstehen durch Kombination zweier einzelner Gene, werden durch
Viren oder Bakterieninfektionen integriert oder entstehen einfach von selbst. Der Grund fiir
solche Ereignisse liegt hdufig in der Funktion des Proteins, deren Aufgaben entweder
tiberfliissig werden, oder besondere Anpassungen eines Organismus darstellen.

Das LAP2, ein Gen, welches in allen Vertebraten zu finden ist, kodiert in den verschiedenen
Organismen eine unterschiedliche Anzahl von Splicevarianten. In Xenopus, Zebrafisch und
Mensch sind jeweils drei Splicevarianten néher charakterisiert und in der Maus wurden sogar
8 Varianten gefunden (Berger et al., 1996). Der erste Blick ldsst vermuten, dass die einzelnen
Varianten homolog zueinander sind. Dies scheint auch auf die § und y Isoform zu zutreffen,
da diese nicht nur eine dhnliche Sequenz aufweisen sondern auch ein dhnliches Molekular-
gewicht, Extraktionsverhalten und eine &hnliche entwicklungsspezifische Expression
besitzen. Andere Isoformen wie LAP2® oder LAP2a kommen dagegen nicht in allen Spezies
vor. Die Frage nach dem Grund ist in beiden Fillen noch nicht eindeutig zu beantworten und

mag mit der speziellen Funktion der Isoform zusammenhéangen.

IV. 2. 5. Das LAP2® von Xenopus und Zebrafisch

Das LAP2w ist eine der drei LAP2 Isoformen die sowohl in Xenopus als auch im Zebrafisch
beschrieben wurden (Lang et al. 1999; Schoft et al, 2003), aber weder in der Maus noch im
Menschen ein Homolog zu besitzen scheinen. Die genomischen Analysen in dieser Arbeit
zeigen, dass weder im menschlichen noch im Hithner LAP2 Bereiche existieren, die eine
signifikante Ahnlichkeit zu den w-spezifischen Exons des Zebrafisch aufweisen. Die Frage
nach dem Warum kann wohl mit der speziellen Funktion dieser Isoform begriindet werden.
Obwohl die genaue Funktion bis heute nicht geklart wurde, so gibt es Hinweise, dass die -
Isoform eine wichtige Rolle in der frilhen Embryonalentwicklung spielt. Sowohl in Xenopus
als auch im Zebrafisch wird das LAP2® nur in der Oocyte und in der frithen
Embryonalentwicklung exprimiert. Untersuchungen aus unserem Labor zeigten, dass das

LAP2® des Zebrafisch an der Karyomerbildung in den frithen Mitosen beteiligt zu sein

102



IV. Das Lamina assoziierte Polypeptid 2 des Zebrafisch (zLAP2)

scheint (Schoft et al., 2003). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von frithen
Embryonalstadien des Zebrafisch belegten eine Karyomerbildung bis zum 5-8
Somitenstadium (11-13h nach Befruchtung). Ebenso konnte durch Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden, dass das zZLAP2® in den ersten 12 Stunden nach der Befruchtung mit
Chromosomen colokalisiert und diese Colokalisation mit Verlauf der Entwicklung abnimmt.
Da die Expression der o-Isoform in Stadien exprimiert wird in denen auch Karyomere
gebildet werden, aber durch die somatischen Isoformen B und y ersetzt wird, sobald in der
Zellteilung keine Karyomere mehr zu finden ist, kann man eine Rolle des LAP2®
diesbeziiglich vermuten.

Diese Theorie der LAP2® Funktion wird weiterhin dadurch untermauert, dass die m-Isoform
auch bei Xenopus vorhanden ist, in dessen friihen Entwicklungsstadien ebenfalls Karyomere
gebildet werden, aber in hoheren Vertebraten wie Vogeln und Sdugern nicht vorliegt. Die
Karyomere sind wahrscheinlich eine Anpassung an die verkiirzte Mitose, die in den ersten
Embryonalstadien bei Xenopus und Zebrafisch auftreten. Da bei hoheren Vertebraten noch
keine verkiirzten Mitosen oder Karyomere gefunden wurden, kann man vermuten, dass die
Funktion des LAP2w wahrscheinlich iiberfliissig geworden ist. Ebenso wie das LAP2®
existiert bei Zebrafisch und Xenopus ein weiteres Protein, das eine entwicklungsspezifische
Rolle zu spielen scheint. Das Lamin LIII wird in beiden Organismen hauptsidchlich in der
Oocyte exprimiert und ist im adulten Xenopus nur noch in spezifischen Geweben wie Ovar,
Herz und Gehirn zu finden (Benavente und Krohne 1985, Stick, 1988; Hofemeister et al.,
2002). Untersuchung an Sdugern, bezogen auf Maus, Ratte und Mensch, zeigten auch hier,
dass dieses, flir die Entwicklung des Xenopus wichtige Protein in S&ugern nicht existiert
(Hesse 2004).

In beiden Fillen wurden wohl im Laufe der evolutiven Entwicklung andere Mechanismen
etabliert, die die Existenz dieser Splicevarianten iberfliissig machten und sie deswegen

wahrscheinlich verloren gingen.

IV. 2. 6. Die sidugerspezifische o Isoform des LAP2

Eine weitere LAP2 Isoform, die eine so angepasste Funktion zu besitzen scheint, dass sie
nicht in allen Vertebraten bendtigt wird, ist die a-Isoform. Eine Besonderheit dieser Isoform
und damit ein herausstechender Unterschied zu allen anderen Isoformen ist das Fehlen einer

Transmembrandoméne im a-spezifischen Carboxyterminus. Durch diesen Verlust kann das
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LAP2a nicht mehr in die Membran integriert werden und wird daher nur in Assoziation mit

Chromatin gefunden, an das es iiber seine speziellen DNA Bindungsdominen bindet.

Aufgrund unserer sehr spezifischen Antikorper, die in der Lage sind kleinste Mengen von
LAP2-Protein in einer SDS-PAGE zu detektieren, konnten Untersuchungen an somatischen
Zellen und Geweben von Xenopus, Zebrafisch und Hithnchen durchgefiihrt werden (Lang et
al., 1999; diese Arbeit). In keinem der untersuchten Organismen konnten wir einen Hinweis
fiir die Existenz einer Isoform finden, die mit dem Molekulargewicht oder dem Extraktions-
verhalten des Sduger LAP2a vergleichbar wire. Auch Untersuchungen an anderen
Amphibien blieben den Nachweis einer a-Isoform schuldig (Del Pino et al., 2002). Die
Moglichkeit, die genomischen Sequenzen auf Spuren einer vielleicht nicht mehr prozessierten
Isoform hin zu untersuchen, ergab sich durch die beiden identifizierten Klone aus den
Zebratisch und Hithnchen Datenbanken. Obwohl im Vergleich zum LAP2 Gen des Huhns im
Zebrafisch nach den allgemeinen Exons 1-4 ausreichend Platz fiir eine a spezifische Region
wire, blieben alle Sequenzvergleiche negativ. Weder im Zebrafisch noch im Huhn konnte
eine Region gefunden werden, die eine signifikante Ahnlichkeit mit dem humanen Exon 4
zeigt. Ebenso blieben die Vergleiche in Medaka und Fugu Datenbanken ohne Erfolg.

Eine Erklarung fiir das Fehlen dieser Isoform zu finden ist schwierig, besonders da die genaue
Funktion des LAP2a noch nicht geklart ist. Basierend auf der Annahme, dass diese Isoform
dhnlich wie die w-Isoform eine ganz spezifische Aufgabe besitzt, stellt sich die Frage ob das
LAP2a im Laufe der Evolution von Fischen, Amphibien und Vogeln verloren gegangen ist,
oder eine neue Entwicklung in Sdugern darstellt. Im ersten Fall wiirde dies bedeuten, dass die
Funktion des LAP2a soweit an Bedeutung verloren hat, dass die Expression des Proteins
tiberfliissig geworden ist, oder eventuell andere Proteine die Funktion des LAP2a
tibernommen haben. Die zweite Theorie wiirde dem LAP2a eine wesentlich wichtigere
Funktion zusprechen als die erste, denn hier wére die Funktion so speziell, dass eigens dafiir
ein neues Protein benétigt wird. Da der Aufbau von Strukturen in Sdugern meist komplexeren
Mechanismen folgt als in niederen Vertebraten oder gar Invertebraten, scheint diese
Vorstellung plausibel. Als Beispiel kann hier auch die Bildung der Lamina angesprochen
werden. In Sdugern findet man vier verschieden Splicevarianten des Lamin A Gens (Lamin
A, AA10, C, C2) und 2 Varianten des Lamin B2 Gens (Gruenbaum et al., 2003). All diese
Splicevarianten sind am Aufbau der Lamina, entweder in allen (Lamin A/C) oder in
spezialisierten Zellen (Lamin C2) beteiligt. In Amphibien, Fischen und Vogeln ist der Aufbau

der Lamina weniger komplex, denn hier ist nur ein Lamin A bekannt.
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In diesem Zusammenhang mag es auch interessant erscheinen, dass das LAP2a als einzige
LAP2 Isoform in seinem Carboxyterminus eine Doméne besitzt, mit der es an Lamin A/C
binden kann (Dechat et al., 2002b). Da das LAP2a zusitzlich zwei DNA Bindungsdoméinen
(Vlcek et al., 1999) aufweist, konnte es Einfluss auf die Organisation von Chromatin nehmen.
Dies ist besonders interessant wenn man bedenkt, dass in Spermatogenesestadien von
Séugern, in denen die Umorganisation und Verpackung des Chromatins eine wichtige Rolle
spielt, ausschlielich die LAP2a-Isoform gefunden wird (Alsheimer et al 1998). Vielleicht ist
das der ausschlaggebende Punkt, der die LAP2a Isoform in Sdugern unentbehrlich macht.

Die Frage woher die a-Isoform stammt, oder besser das fiir die a-spezifische Region
kodierende Exon konnte bis jetzt noch nicht beantwortet werden. Versuche das Exon einem
viralen Ursprung zuzuordnen, blieben erfolglos, da keine signifikanten Ahnlichkeiten zu
finden waren. Die Entstehung des LAP2a Exon kann wohl erst gekldrt werden, wenn die
einzelnen Funktionen der verschiedenen Isoformen in hoheren und niederen Vertebraten
bekannt sind. knock-down oder gar knock-out Versuche der einzelnen Splicevariante an

lebenden Organismen konnen vielleicht dazu beitragen diese Funktionen zu ergriinden.
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

V. 1. Ergebnisse

V. 1. 1. Identifikation eines cDNA-Klons des Zebrafisch Lamin B Rezeptors
(zZLBR)

Anhand von vergleichenden Suchen mit der Xenopus LBR ¢cDNA-Sequenz in verschiedenen
Datenbanken konnten, bezogen auf den Zebrafisch, einige Sequenzen ermittelt werden, die im
carboxyterminalen Bereich eine gewisse Ahnlichkeit aufweisen. Aufgrund dieser gefundenen
Sequenzen war Vera Schoft wahrend ihrer Diplomarbeit in der Lage drei Fragmente zu ampli-
fizieren, die den carboxyterminalen Teil des Zebrafisch LBRs beinhalteten. Diese Fragmente
wurden in den TOPO-Vektor ligiert und lagen fiir diese Arbeit unverdandert vor. Die Sequen-
zierung dieser Fragmente zeigte, dass zwei dieser Sequenzen iiberlappten, die dritte jedoch
eine vollig andere Sequenz besaB, die zusitzlich auch keine Ahnlichkeit zum Xenopus LBR
aufwies. Das grolere der beiden DNA-Fragmente (1035 bp) wurde genutzt, um eine radio-
aktive, mit **P markierte, Sonde fiir die Hybridisierung einer Zebrafisch cDNA-Genbank
herzustellen.

Die 4 unter hohen Stringenzbedingungen hybridisierten cDNA-Filter (RZPD) zeigten nach
der Exposition eine Vielzahl von Signalen. Die Signale konnten als schwach, deutlich und
sehr stark eingestuft werden. Von 6 sehr stark leuchtenden Signalen wurden dazugehorige
cDNA-Klon bei RZPD bestellt, die im psportl-Vektor geliefert wurden.

Zur Kontrolle der gelieferten Klone und um auszuschlieen, dass keine falsch-positiven
Klone bestellt wurden, wurde das beinhaltete DNA Fragment mit den Primern Sp6 und T7
(Kapitel II1.8.1) ansequenziert und mit der bekannten Sequenz von Vera Schoft verglichen.
Dabei wurde bestitigt, dass alle cDNA-Klone fiir die 3° Region des Zebrafisch LBRs
kodieren. Fiir die weitere Identifikation der cDNA-Sequenz des zLBR wurden alle 6 Klone,
ausgehend vom 3’-Ende, sequenziert. Je nach erhaltener Sequenz wurden fiir die folgende
Sequenzierung neue Primer (P2, P3, P4, P5; Kapitel 111.8.1) bestellt. Als Ergebnis zeigte sich,
dass nur der Klon MPMGp567K10194Q3 die vollstindige cDNA des zLBR enthilt. Mit dem
Primer P5 wurde neben der kodierenden Region bis zum ATG auch die gesamte, im cDNA-
Klon enthaltenen untranslatierte 5’ Region sequenziert. Die untranslatierte 3’ Region wurde

mit Hilfe der Primer (P, P+(A)) ermittelt (Kapitel II1.8.1).
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Die erhaltenen Sequenzen wurden untereinander, und mit der Sequenz des schon lédnger
bekannten Fragments, verglichen und entsprechend zusammengesetzt. Sie kann als komplette

cDNA-Sequenz des zLBR angesehen werden (Abb. V.1).

tttcacagagggaggaaccagttcagagcgggggccagcgttttaaaacaatattctttattttatga
acttccacggataagctttagtgatttttaggaaaataaggtcgactgaagtaaacaaag

1 ATGCCGCCTGCAAGGTTTCAGATTGGAGATACTGTAATGGGCCGCTGGCCCGGCAGTAAC
1 M P P A RF Q I GDTVMGIZRWUP G S N

61 CTTTATTATGAGGTCAAGGTGATGAGTTTTGATAACAAGACTCGCCTCTACACCGTCATC
2. L ¥ ¥ E V K VvV M s F DN KT RUL Y T V I

121 TACAAAGATGGTACTGAGCTGGAGCTGAAGGAGTCAGACATCACGAGTGTGGTCATTTTT
41 Y K D G T E L E L K E S D I T s V VvV I F

181 CAAACTGCTGGACGGTCGAGGTCAAGATCTCGATCACCGGGACGCTCGCCAGGACGTTCA
61 Q T A G R S R S R S R S P G R S P G R s

241 TCGGCACGTTCCCGGGACGCCCACGTCGCAGTCGCTCCCGTTCACCAGCTAGGACCCGCG
81 S A R S R DA HV A V A PV HOQUL G P A

301 CAGAGCTTATCTCGCACACAAAAGTGCCCAAGGAAAACTCAAGAAGTGCTGGAGGTTCGA
101 9 S L s R T Q K C P R K T Q E V L E V R

361 CTCACTCCTGTGGCGATGAAACACGAGAACAACAGCAGCAACAGCAAATCTGAGAAGAAA
122 L. T P V A M K H E NN S S N S K S E K K

421 GAGGAAAATAATACAGCTAAAGCAGCTCCTGTAGTCACAGAGGAGAAGACAGAGACTGAA
141 E E N N T A K A A P V V T E E K T E T E

481 TCAGAGAACCAGACAGGTGGACGATATAATCTACGGCGCAGGAAGGACCAGGGTGATGGC
161 s E N Q T G G R Y N L R R R K D Q G D G

541 AAGGCTGTAGAGCTGGAGAAAGCCGTAGAGTCTGAGCCGTTATTGCAAACTAAAGCACCA
181 K A V E L E K A V E S E P L L Q T K A P

601 GCAGCCGTCAAGACCGCCGATCTGGAGTTTGGAGGAAGAGTCGGTGTGCTTTTCCTGATG
2000A AV K TADULEU FG G RV GV L F L M

661 TTTCTGCTGCCAGGGCTGTGTTGGTATGCTCATTCTCTGTGGGCAGAAGATGCCAGTCTC
227 F L L. P G L C W Y A H S L W A E D A S L

721 CAGAGCTTTCCTCTTGAGCTTCCCGCTCTTCAGTCTGTCTGGGATTGCCAGGTCTTTGGC
241 Q@ 8§ F P L E L P A L Q S V W D C Q V F G

781 ATCGTCCTGCTCTGGCTTCTCTTCCAGGCCGTCCTCTCCTTGCTCCCTGTCGGAAAGCTT
261 I V L L ¥ L L F Q A V L S L L P V G K L

841 GTTGAAGGAATGCCACTTAAGAATGGGAAAACTTTGAAATACAGGATTAATGGTTTCTAT
28 VvV EG M P L K N G K T L K Y R I NG F Y

901 GCATTACTCCTCACGGCTGTGGCAGCAGGTGTCGCTGTGTACCAGGAGGTGGATCTCAGC
301 AL L L TA AV AAGV AV Y Q E V D L S

961 TACATCCATGCACACTTCTTGCAGTTCTACACCTCTGCCCTGCTCATCGCAACTCTCCTC
32, ¥ I H A H F L Q F Y T s A L L I A T L L

1021 AGCATCTACCTGTTCATCCGCTCCCGCTGGGCATCTAAAGATGAGCTAGCTCCCGGAGGA
341 s I ¥ L F I R S R WA S KD E L A P G G

1081 ATTTTTGGCTACATCATTTATGACTTCTTCATGGGCAGAGAGTTAAATCCCCGTATCAAA
361 I F G ¥ I I ¥ D F F M G RELNUPR I K

1141 AGCTTCGATATTAAGTTCTTCTGTGAAATGCGCCCTGGACTGATGGGTTGGGTGTTGATC
381 s F DI K F F CEMRUPUGI LMGWUV L I
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1201 AACTTTGCGATGTTGCTTGCTGAAATGAAGCAGCAGAATCTGGAGAATCCGTCTCCAGCG
401 N F AMLULAIEMIE K QO OQNTULENUP S P A

1261 ATGCTCCTGGTCAACATCTTCCAGCTCCTGTGGGTCATCGATGGCTTGTGGCATGAGGAG
421 M L L V NI F Q L L W V I D G L W H E E

1321 AAGCTGCTGACTATGATGGACATAATGTATGATGGCTTTGGATTTATGTTGACATTTGGA
441 K L LT M MDIMYD G F G F MULTF G

1381 GATTTGGCTTTTGTTCCCTTTACATTCACATGTCAAGCATACTATCTAGTCACCCATCCC
461 D L A F VP F TVFTCOQAY Y L V T H P

1441 AATGAGCTCTCAGTGTTCTGGATCATTACTCTCATTGCTATGAACGGAGTGGGATACTAT
481 N E L S VvV F w I I T L I A MNGV G Y Y

1501 ATTTTCAGGAAAGCCAACTCTCAGAAGTTTGCCTTCAGGAAAAACCCTTCTGACCCGGCA
501 I F R K A NS Q K F A F RKNUP S D P A

1561 GTGTATCATCTGAAAACTATTCCTACTGCAACCGGAAAGAGTCTCATTGTGTCTGGTCTC
521 vV Y H L K T I P T ATGI K S L I V s G L

1621 TGGGGTTTTGTCCGTCATCCCAATTACCTGGGGGACATCATCATGGCTTTGGCCTGGTCT
541 W G F V R H P NYUL G D I I M A L A W S

1681 CTACCATGCGGGTTCAACACTCTGGTCCCTTATTTTTACCTGATCTATTTGGTCACTCTG
561 L p C G F NT LV P Y F Y L I Y L V T L

1741 CTGGCGCACGGAACCGCACGACACGAGCGTAAGTGCAGGAAAAAGTACGGCTCTGCATGG
581 L A H G T AURUHEURI KT CIRI KI KY G S A W

1801 GAAGAGTACTGCCAAGCTGTCCCGTACCGCATTTTCCCAAGAGTATACTGAgacttagtc
601 E E Y C Q AV P Y R I F P R V Y *

tgttatggacactcggggcctaaacaccaggatgacaccgaacatcaaacagggaatgagtcattagce
agcttagcctcecctttttaaagtcttttaaaaacaaaaacaattacaattgagcaccaaaatcaaacca
atttttcagtcacaaagcgtttacggattgtggacactgccccagtttgcagagtttgatctcttaga
tgtatattatgacttagtctgttatggacactcggggcctaaacaccaggatgacaccgaacatcaaa
cagggaatgagtcattagcagcttagcctcctttttaaagtcttttaaaaacaaaaacaattacaatt
gagcaccaaaatcaaaccaatttttcagtcacaaagcgtttacggattgtggacactgccccagtttg
cagagtttgatctcttagatgtatattattngtacatatgttttttttttttttttaactcttaaatt
tgtgttgcataatcctcaacttgccatctcatctgatgtacacacatatacacatttaacgtatttge
ttggctatttaccattgacttttttttatgacacattgtgtaatgcttttgtatattgtgtatgatgg
gatttttttatatgtgtatagnaaggaaac

Abb. V.1: cDNA-Sequenz des Zebrafisch LBRs

ermittelt iber Sequenzierung des RZPD Klons MPMGp567K10194Q3 sowie dem zuvor
bekannten Fragment; verwendete Primer: (P, P2, P3, P4, P5, P(+A); Kapitel II1.8.1);
GrofBbuchstaben: kodierende Nukleotidsequenz; Kleinbuchstaben nicht translatierte Regionen;
Unterstrichen Start- und Stopcodon; fett gedruckt: Aminoséurensequenz; normal gedruckt:
Nukleotidsequenz

Die so erhaltene Sequenz umfasst 2645 bp und kodiert fiir ein 616 AS grofles Protein. Im
angrenzenden Bereich an das 5 und 3’ Ende der kodierenden Sequenz sind 128 bp bzw. 642
bp der nicht translatierten Region zu finden. In einem Vergleich mit dem Hiihner und dem
menschlichen LBR (Abb. V.2) konnte auf Aminosiurenebene eine hohe Ahnlichkeit

festgestellt werden.
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H MPSRKFADGEVVRGRWPGSSLYYEVEILSHDSTSQLYTVKYKDGTELELKENDIKPLTSE 60
C MPNRKYADGEVVMGRWPGSVLYYEVQVTSYDDASHLYTVKYKDGTELALKESDIRLQOSSE 60
Z MPPARFQIGDTVMGRWPGSNLYYEVKVMSFDNKTRLYTVIYKDGTELELKESDITSVVIE 60
* *

H ROR KGGSTSSSPSRRRGSRSRSRSR SPGRPPKSARRSASASHQADIKEARREVEVKLT 118
Cc KQOR KSQSSSSSPSRR SRSRSRSR SPGRPAKGRRRSS SHSREHKEDKKKIIQETS 114
Z QTAGRSRSRSRSPGRSP GRSSARSRDAHVAVAPVHQLGPAQSLSRTQKCPRKTQEVLEV 119
H PLILKPFGNSISRYNGEPEHIERNDAPHKNT QEKFSLSQESS YIATQYSLRPRREEVK 176
C LAPPKPSENNTRRYNGEPDSTERNDTSSKLLEQQKLKPDVEME RVLDQYSLRSRREEKK 173
Z RLTPVAMKHENNSSNSKSEKKEENNTAKAAPVVTEEKTETESENQTGGRYNLRRRKDQGD 179
H LKEIDSKEEKYVAKELAVRTFEVTPIRAKDLEFGGVPGVFLIMFGLPVFLFLLLLMCKQK 236
C KEEIYAEKKIFEA IKTPEKPSSKTKELEFGGRFGTFMLMFFLPATVLYLVLMCKQD 229
Z GKAVELEKAVESEP LLQTKAPAAVKTADLEFGGRVGVLFLMFLLPGLCWYAHSLWA E 236
H DPSLLNFPPPLPALYELWETRVEGVYLLWFLIQVLFYLLPIGKVVEGTPLIDGRRLKYRL 296
C DPSLMNFPP LPALESLWETKVFGVFLLWFFFQALFYLLPIGKVVEGLPLSNPRKLOYRI 288
Z DASLQOSFPLELPALQSVWDCOVFGIVLLWLLFQAVLSLLPVGKLVEGMPLKNGKTLKYRI 296
H NGEFYAFILTSAVIGTSLFQGVEFHYVYSHFLQFALAATVECVVLSVYLYMRSLKAPRNDL 356
C NGFYAFLLTAAAIGTLLYFQFELHYLYDHFVQFAVSAAAFSMALSIYLYIRSLKAPEEDL 348
Z NGFYALLLTAVAAGVAVYQEVDLSYIHAHFLOQFYTSALLIATLLSIYLFIRSRWASKDEL 356
H SP ASSGNAVYDFFIGRELNPRIGTFDLKYFCELRPGLIGWVVINLVMLLAEMKIQDRAV 415
C APGGNSGYLVYDFFTGHELNPRIGSFDLKYFCELRPGLIGWVVINLAMLLAEMKIHNQSM 408
Z APGGIFGYIIYDFFMGRELNPRIKSFDIKFFCEMRPGLMGWVLINFAMLLAEMKQONLEN 416
H PSLAMILVNSFQLLYVVDALWNEEALLTTMDI IHDGFGFMLAFGDLVWVPFIYSFQAFYL 475
C PSLSMILVNSFQLLYVVDALWNEEAVLTTMDITHDGFGFMLAFGDLVWVPFVYSLOAFYL 468
Z PSPAMLLVNIFQLLWVIDGLWHEEKLLTMMDIMYDGFGFMLTFGDLAFVPFTFTCQAYYL 476
H VSHPNEVSWPMASLIIVLKLCGYVIFRGANSQKNAFRKNPSDPKLAHLKTIHTSTGKNLL 535
C VGHPIAISWPVAAAITILNCIGYYIFRSANSQKNNFRRNPADPKLSYLKVIPTATGKGLL 528
Z VTHPNELSVFWIITLIAMNGVGYYIFRKANSQKFAFRKNPSDPAVYHLKTIPTATGKSLI 536
H VSGWWGFVRHPNYLGDLIMALAWSLPCGENHILPYFYITYFTMLLVHREARDEYHCKKKY 595
C VTGWWGFVRHPNYLGDIIMALAWSLPCGENHILPYFYVIYFICLLVHREARDEHHCKKKY 588
Z VSGLWGFVRHPNYLGDIIMALAWSLPCGENTLVPYFYLIYLVTLLAHGTARHERKCRKKY 596
H GVAWEKYCQORVPYRIFPYIY 615

C GLAWERYCOQRVPYRIFPYIY 608

Z GSAWEEYCQAVPYRIFPRVY 616

Abb. V.2: Vergleich der Aminosdurensequenz von Zebrafisch, Huhn und menschlichem
LBR

grau unterlegt: identische Aminosduren; unterstrichen: Transmembrandominen; H: Mensch
(Acc.number: BC20079); C: Huhn (Acc.number:Y00822) verbesserte Sequenz (Gajewski and
Krohne 1999); Z: Zebrafisch

Der Vergleich dieser drei Spezies (Zebrafisch, Huhn und Mensch) beweist nicht nur die hohe
Ahnlichkeit des Zebrafisch LBRs zu den anderen LBRs sondern zeigt auch, dass sowohl die
ersten 75 AS der aminoterminalen Domine, sowie die letzten 319 AS der carboxyterminalen
Doméne eine hohe Konservierung erfahren haben.

Der Vergleich zeigt ebenfalls, dass die Aminosidurensequenz des zLBR in den Bereichen der
Tansmembrandominen des Menschen eine hohe Ubereinstimmung aufweist. Um jedoch die
genaue Lage der Transmembrandoménen im Zebrafisch festzulegen, wurden diese mit Hilfe

eines Hydrophobizitétsprofils (Abb. V.3) ermittelt.
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Abb. V.3: Hydrophobizititsprofil des Zebrafisch LBRs
Ermittelt iiber das TMpred von ExPasy; Peaks >0: Transmembrandoménen

Das Hydrophobizitétsprofil (ExPasy TMpred) des zLBR ergab zwei Mdglichkeiten an
welchen Positionen Transmembrandomédnen im zLBR zu finden sein konnten. In Tabelle V.1
sind die Lage, GroBe und Orientierung beider Versionen aufgefiihrt.

Tab. V.1: Putative Transmembrandomiinen im zLBR

Ermittelt iiber das TMpred von ExPasy; Das Programm stellte zwei Moglichkeiten fiir die Anzahl

und Lage der putativen Transmembrandoménen (TM) zur Verfligung; Angaben in Aminosiuren
(AS); a: auBBen; i:innen

A) B)

TM | Position Linge | Orien- TM | Position Linge Orien-
(AS) (AS) |tierung (AS) (AS) tierung

1 210- 229 20 a-i 1 215-234 20 i-a

2 258- 277 20 i-a 2 253-274 22 a-i

3 296- 313 18 a-i 3 296- 314 19 i-a

4 326- 246 21 i-a 4 326- 346 21 a-i

5 390- 407 18 a-i 5 392- 409 18 i-a

6 419- 436 18 i-a 6 417- 436 20 a-i

7 452- 477 26 a-i 7 452- 477 26 i-a

8 483-502 20 i-a 8 483- 502 20 a-i

9 526- 544 19 a-i 9 550- 571 22 i-a

10 [ 550-571 22 i-a

Die vom Programm favorisierte Variante (Tab. V.1A) spricht dem zLBR 10
Transmembrandoménen zu, zeigt aber eine Orientierung des Proteins, welche die amino- und
carboxyterminalen Enden in den perinukledren Raum setzt. Die zweite Variante (Tab. V.1B)
mit nur 9 putativen Transmembranen zeigt zwar eine Orientierung des aminoterminalen Teils
in das Nukleoplasma, aber der carboxyterminale Schwanz wiirde in das Lumen der
Kernmembran ragen. Die Grofen der Transmembrandoménen sind in beiden Varianten

identisch und variieren nur leicht in der Position (= 5 Aminosduren).
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V. 1. 2. In vitro Transkription/Translation der gefundenen zLBR ¢cDNA

Um zu iiberpriifen ob die gefundene cDNA-Sequenz aus dem Klon MPMGp567K10194Q3
ein vollstindiges Protein kodiert und ob dieses Protein eine vergleichbare Mobilitdt wie das
Xenopus LBR besitzt, wurde mit Hilfe des in vitro Transkription/Translation (TNT) Kits von
Promega die cDNA transkribiert und anschleiend die erhaltene mRNA translatiert.

Hierfiir musste die cDNA aus dem psportl Vektor in den Blueskript pKS-Vektor umkloniert
werden da ersterer keine Polymerasebindungsstellen aufwies. Die Umklonierung erfolgte liber
die von RZPD angegebenen Restriktionsstellen EcoRI und BamHI. Da aus den
vorangegangenen Sequenzierungen nicht hervorging in welcher Orientierung die cDNA in
dem Insert vorliegt, wurde die Transkription sowohl mit der T3 als auch mit der T7

Polymerase durchgefiihrt (Abb. V.4).

205 kDa

116 kDa
97 kDa
66 kDa

- < zLBR
45 kDa —

29 kDa =—

Abb. V.4: Gekoppelte in vitro Transkription und Translation der zZLBR cDNA aus Klon
MPMGp567K10194Q3

Nach Umklonierung in den Blueskript pKS-Vektor wurde von zwei Klonen (Klonl, Klon 2) mit
dem TNT Kit von Promega, unter Verwendung der T3- (Spur 1, 3) bzw. T7-Polymerase (Spur 2,
4), die enthaltene DNA transkribiert und anschlieend translatiert. Die erhaltenen Proteine wurden
in einem 12% Polyacrylamidgel aufgetrennt und iiber Fluorographie ermittelt; zZLBR (~60 kDa)
Spur 1: Klon 1, Transkiption mit T3 Polymerase

Spur 2: Klon 1, Transkiption mit T7 Polymerase

Spur 3: Klon 2, Transkiption mit T3 Polymerase

Spur 4: Klon 2, Transkiption mit T7 Polymerase

M: Marker zeigt 207, 116, 97, 66, 45, 29 kDa

In beiden transkribierten/translatierten Klonen konnte mit der T3 Polymerase ein Protein auf
der Hohe von ~ 60 kDa detektiert werden. Dies ist vergleichbar mit der Mobilitdt des Xenopus
(~58 kDa) und des menschlichen LBR (~60 kDa) in einer SDS-PAGE. Gleichzeitig kann man
aus der positiven Translation mit T3 (Abb. V.4, Spur 1 und 3) und der negativen Translation
mit T7 (Abb. V.4, Spur 2 und 4) die Orientierung der cDNA in beiden Vektoren bestimmen.
Sowohl im psport 1 als auch im Blueskript pKS liegt die cDNA zwischen BamHI und EcoRI

der “Multiple Cloning Site* in 3°-5” Orientierung vor.
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V. 1. 3. Identifikation der genomischen LBR Sequenz des Zebrafisch

Da die genomische Cosmid-Bibliothek des Zebrafisch Genoms fiir die vorangegangene
Untersuchung des Zebrafisch LAP2 vorlag, wurde mit der radioaktiv markierten Sonde des
zLBR die Bibliothek erneut hybridisiert. Hierbei entstand nur ein Signal, dessen zugehdriger
Klon bei RZPD bestellt wurde. Der Klon ICRFc71M10137Q5 wurde im lawrist 7 Vektor
geliefert.

Gleichzeitig wurde in der Datenbank von Sanger mit der cDNA Sequenz des Zebrafisch
LBRs ein Blast Search durchgefiihrt. Dabei konnte eine contig-Sequenz (contig.9684)
identifiziert werden, die fast die gesamte cDNA Sequenz innerhalb von 12 kb beinhaltet. Ein
kleiner Bereich der cDNA-Sequenz ~53 bp (1033-1086 bp) ist im contig.9684 nicht eindeutig
zuzuordnen, da in dieser Region zu viele Nukleotidunterschiede bestehen. Weiterhin gibt es
im Anschluss einen Bereich der mit 8 NN’s markiert ist. Die NN’s kennzeichnen eine nicht
eindeutig identifizierte Region. In den fiir das zLBR interessanten Bereich kommt nur eine
solche unbekannte Region vor.

Vergleichbar mit der Analyse, die fiir das Zebrafisch LAP2 (Kapitel IV.1.1.1.2.) durchgefiihrt
wurde, wurde auch fiir das zLBR die Ubereinstimmung der gefundenen genomischen
Sequenz (RZPD; ICRFc71M10137Q5) mit der contig.9684 Sequenz (Sanger) tiberpriift.

Mit spezifischen Primern (P-Ex1, P-Ex2, P-Ex4, P-Ex5, P-Ex7, P-Ex8; Kapitel II1.8.1), deren
Nukleotidabfolge aus der Datenbank-Sequenz abgeleitet wurde, konnten in einer PCR

verschiedene Fragmente amplifiziert werden (Abb. V.5).

M F1 F2 F3
51483 bp et
1584 bp e
1375bp = ”
947 by
831 bp -
564 bp

Abb. V.5: Grofienanalyse von drei putativen Introns in Klon ICRFc¢71M10137QS
Spurl: Fragment F1 amplifiziert mit Primern P-Ex1, P-Ex2

Spurl: Fragment F2 amplifiziert mit Primern P-Ex4, P-Ex5

Spurl: Fragment F3 amplifiziert mit Primern P-Ex7, P-Ex8

Primer siehe Kapitel I11.8.1; M: A-EcoRI/HindIII marker von Fermentas

Die Tabelle V.2 veranschaulicht die aus der contig-Sequenz vorhergesagten Groflen und die

durch die PCR amplifizierten Fragmente (Abb. V.5). Fragment 1 und Fragment 2 stimmen
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mit der erwarteten Grofe aus der contig-Sequenz iiberein, wohingegen Fragment 3 im

Agarosegel etwas schneller lauft als erwartet.

Tab.V.2: Grofienvergleich der durch PCR erhaltenen DNA Fragmente mit der erwarteten
Sequenz der contig-Sequenz von Sanger (contig.9684)

amplifizierte GroBe: stammt aus Groflenanalyse einiger Fragmente aus Klon ICRFc71M10137Q5
(Abb.V.5); erwartete GroBe stammt von der contig.9684 Sequenz (Sanger)

Verwendte Primer fiir die PCR-Amplifikation siche Kapitel I11.8.1

it amplifizierter | erwartete | amplifizierte
Bereich GroBe GroBe
F1 Exon 1 - Exon2 | 1191 bp ~ 1200 bp
F2 Exon4-Exon5 | 1221 bp | 1200-1250 bp
F3 Exon 7 - Exon § 873 bp ~ 830bp

V. 1. 4. Sequenzierung des unbekannten Bereiches

Wie schon erwihnt ist ein kleiner Bereich (beginnend 6675bp nach ATG) im contig.9684 von
Sanger nicht eindeutig identifiziert worden. Mit den Primern P-Ex7, P-In7 und P-Ex8 (Kapitel
I11.8.1) wurde dieser Bereich aus dem genomischen Klon ICRFc71M10137Q5 sequenziert
(Abb. V.6).

GGTTTCTATGCATTACTCCTCACGGCTGTGGCAGCAGGTGTCGCTGTGTACCAGGAGGTGGATCTCAGCTACA
TCCATGCACACTTCTTGCAGTTCTACACCTCTGCCCTGCTCATCGCAACTCTCCTCAGCATCTACCTGTTCAT
CCGCTCCCGCTGGGCATCTAAAGATGAGCTAGCTCCCGGAGGAAACTCTGgtaaggccatataaaatcagcecca
gcactaactgacttcttcctctttggtttagcattttttcacttgtggtttttcacaaatggtttattatcct
cattattcacgctcaaagggatagttcacccaaaatgtaagtttactcatcctcgaagagttccaggecttta
gggattctttattctggtgcaacttaagaagaattttgaagaagctgaggaccagaccatttccttttattct
ttaatatagaattaaatagtaaccattttcccecctttttttttatttttttttttagtgttcaactaaaagtca
gtcaaactggtttggaccaagtaaaccgatgggtaaatgatgacaattttcagttttaaagttttggatgaac
tatccctttaaataatcgtccaagctgtctcataactcecttectegttttcatctgtgetgectgattaggataaa
ccagctacaattgtttatgattatgaaataagcctttcagtaaaatattgccatttaaatgttaggcttaggt
atttttaaaaagattatacataattttttattattcctctagGCTACATCATTTATGACTTCTTCATGGGCAG
AGAGTTAAATCCCCGTATCAAAAGCTTCGATATTAAGTTCTTCTGTGAAATGCGCCCTGGACTGATGGGTTG

Abb. V.6: Sequenz des unbekannten Bereichs aus der contig.9684

Sequenziert wurde mit Primern P-Ex7, P-In7 und P-Ex8 (Kapitel III.8.1) aus dem genomischen
Klon ICRFc71M10137Q5 Sequenz; unterstrichen: Primer P-Ex7, P-In7 und P-Ex8 (von oben nach
unten); GroBbuchstaben: Exon; Kleinbuchstaben: Intron; grau unterlegt: Nukleotide stimmen nicht
mit cDNA-Klon (MPMGp567K10194Q3 von RZPD) iiberein (dort: TTTT)

Aus der Sequenzierung konnen zwei Ergebnisse abgeleitet werden. Zum einen die
Identifikation der fehlenden Nukleotidsequenz, die auch das Ende eines Exons betrifft. Zum
anderen belegt diese Sequenz, dass die Nukleotidabfolge von contig.9684 und genomischem
Klon, zum groflten Teil, in den Exons 7 und 8 sowie in dem Intron 7 iibereinstimmt. Die
auftretende Abweichung (Abb. V.6, grau unterlegt) betrifft die letzten zwei Aminosduren des
Exon 7. Hier kodiert der EST-Klon MPMGp567K10194Q3 (RZPD) fiir ein Isoleucin und ein
Phenylalanin (AS 361 und 362) und der genomische Klon ICRFc71M10137Q5 (RZPD) fiir

ein Tyrosin und ein Leucin. Da, wie schon erwéhnt, das contig.9684 in diesem Bereich nicht
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klar definiert ist und auch die Aminosdurensequenzen von Huhn und Xenopus LBR in diesem
Bereich Unterschiede aufweisen, scheinen sich die beiden urspriinglichen Sequenzen an
dieser Stelle zu unterscheiden, was in zwei verschiedenen Aminosauren resultiert. Weiterhin
zeigt diese Sequenzierung, dass das Intron 7 nur 576 Nukleotide groB3 ist. Dies erkldrt den
GroBenunterschied von Fragment F3 im Vergleich zur contig-Sequenz (Abb. V4; Tab. V.2),
denn Primer P-Ex7 und P-Ex8 amplifizieren ein Fragment mit der GroBBe von 841 bp und
nicht 873 bp, wie von contig.9684 vorgegeben (Tab. V.2). Da nun alle Fragmentgrof3en
ibereinstimmen und schon bei der zLAP2 Analyse positive Erfahrungen mit den bei Sanger
veroffentlichten Daten gemacht wurden, scheint die contig.9684 Sequenz tatsichlich die

genomische Sequenz des Zebrafisch LBRs wiederzugeben.

V. 1. 5. Struktureller Aufbau des genomischen Zebrafisch LBR

Durch die Identifikation der unbekannten Region kann eine vollstdndige strukturelle Analyse
des kodierenden Bereichs des zZLBR Gens durchgefiihrt werden.

Mit Hilfe des Spidey Programms von NCBI wurden durch den Vergleich der kodierenden
Region (von ATG —Stop) mit der contig.9684 Sequenz, sinnvolle Exon/Intron Grenzen im

Gen ermittelt (Anhang). Dies zeigte, dass das zZLBR durch 13 Exons kodiert ist (Abb. V.7).

MPPARFQIGDTVMGRWPGSNLYYEVKVMSEDNKTRLYTVIYKDGTELELKESDIT SVVIFQTAGRSRSRSRS
Exon 1 Exon 2
PGRSPGRSSARSRDAHVAVAPVHQLGPAQSLSRTQKCPRKTQEVLEVRLTPV AMKHENNSSNSKSEKKEENN
Exon 3
TAKAAPVVTE EKTETESENQTGGRYNLRRRKDQGDGKAVELEKAVESEPLLQTKAPAAVKTADLEFGGRVG
Exon 4
VLFLMFLLPGLCWYAHSLWAEDASLOSFPLELPALQSVWDCQVFGIVLLWLLFQAVLSLLPVGK LVEGMPLK
Exon 5 Exon 6
NGKTLKYRING FYALLLTAVAAGVAVYQEVDLSYIHAHFLQFYTSALLIATLLSIYLFIRSRWASKDELAPG
Exon 7
GIF GYITYDFFMGRELNPRIKSEFDIKFFCEMRPGLMGW VLINFAMLLAEMKQONLENPSPAMLLVNIFQLL
Exon 8 Exon 9
WVIDGLWHE EKLLTMMDIMYDGFGFMLTEFGDLAFVPFTFTCQAYYLVTHPNELSVEWIITLIAMN GVGYYI
Exon 10
FRKANSQKFAFRKNPSDPAV HLKTIPTATGKSLIVSGLWGFVRHPNYLGDIIMALAWSLPC GENTLVPYFEY
Exon 11 Exon 12
LIYLVTLLAHGTARHERKCRKKYGSAWEEYCQAVPYRIFPRVY
Exon 13

Abb. V.7: Kodierende Exons des Zebrafisch LBRs
Ermittelt iiber den Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem Klon MPMGp567K10194Q3 (RZPD)
und der contig.9684 Sequenz (Sanger)

Des weiteren wurden auch die 128 bp 5° des ATG und die 642 bp 3’ des Stopcodons aus der
cDNA-Sequenz mit der contig.9684 Sequenz verglichen. Es zeigte sich, dass das Exon 13
nach dem Stopcodon noch weitere nicht translatierte 642 Nukleotide enthdlt. Die Suche nach

dem untranslatierten 5’ Bereich lieferte ein etwas liberraschenderes Ergebnis. Im kodierenden
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

Exon 1 befindet sich das Startcodon erst an Position 9. Die weiteren 119 Nukleotide sind
ebenfalls im contig.9684 zu finden und liegen 5820 bp upstream des ATG’s. Sie befinden sich
in einem Bereich, der ebenfalls durch passende Exon/Intron Grenzen gekennzeichnet ist und

konnen daher als untranslatiertes Exon 1’ bezeichnet werden.

Da der humane LBR ebenfalls in 13 Exons kodiert ist (Schuler et al., 1994), wurde ein
direkter Vergleich des menschlichen und des Zebrafisch LBRs auf Aminosdurenebene

durchgefiihrt (Abb. V.8).

MPSRKFADGEVVRGRWPGSSLYYEVEILSHDSTSQLYTVKYKDGTELELKENDIK PLTSF
MPPARFQIGDTVMGRWPGSNLYYEVKVMSFDNKTRLYTVIYKDGTELELKESDIT SVVIF

* * .k * . * kkkhkkkk KAkkkhkko ook Kk e e kkhkk khkAhAkAkhkAkAkhkk Kk Kk . *

Exon 1
ROR-KGGSTSSSPSRRRG-SRSRSRSRSPGRPPKSARRSAS--ASHQADIKEARREVEVKL
QTAGRSRSRSRSPGRSPGRSSARSRDAHVAVAPVHQLGPAQSLSRTQKCPRKTQEVLEVRL

*x X ** * * X *** * * . * . . ** *

Exon 2
TPLIL KPFGNSISRYNGEPEHIERNDAPHKNTQ EKFSLSQESSYIATQYSLRPRREE
TPV AMKHENNSSNSKSEKKEENNTAKAAPVVTE EKTETESEN-QTGGRYNLRRRKDQ

* Kk . * * * . * . * * . * x * ek hkk ke e .

Exon 3 Exon 4
VKLKEIDSKEEKYVAKELAVRTFEVTPIRAKDLEFGGVP GVFLIMFGLPVFLFLLLLMC
GDGKAVEL--EKAVESEPLLQTKAPAAVKTADLEFGGRVG VLFLMFLLPGLCWYAHSLW

* .. ** K * .ok . o .. * Kk kK Kk Kk * K. o. ** * K

Exon 5
KQKDPSLLNFPPPLPALYELWETRVFGVYLLWFLIQVLFYLLPIGK VVEGTPLIDGRRLK
A-EDASLQSFPLELPALQSVWDCQVFGIVLLWLLFQAVLSLLPVGK LVEGMPLKNGKTLK

*x kK * K * Kk kK o k. e kKK . KKKk ok ok .. Kk Kk koo kK ek kk kK ok . * %

Exon 6
YRLN GFYAFILTSAVIGTSLFQGVEFHYVYSHFLQFALAATVFCVVLSVYLYMRSLKAP
YRING FYALLLTAVAAGVAVYQEVDLSYIHAHFLQFYTSALLIATLLSIYLFIRSRWAS

* ko kKX Kk hkk oo o kKk o * e s ok kKoo o ke o o kkk kK .k .. ** ** ** *

Exon 7
RNDLSP-ASS GNAVYDFFIGRELNPRIGTFDLKYFCELRPGLIGW VVINLVMLLAEMKI
KDELAPGGIF GYIIYDFFMGRELNPRIKSFDIKFFCEMRPGLMGW VLINFAMLLAEMKQ

o ok ok * e kkhkk e Ak Kk Kk k) K ekkoekekhkkoehkkhhkoehkk K okko Kk ok Kk kK Kk Kk

Exon 8 Exon 9
PSLAMILVNSFQLLYVVDALWNE EALLTTMDIIHDGFGFMLAFGDLVWVPFIYSFQAFYL
PSPAMLLVNIFQLLWVIDGLWHE EKLLTMMDIMYDGFGFMLTFGDLAFVPFTEFTCQAYYL
* % **:*** ****:*:*.**:* * k Kk % ***::*******:****‘:*** 1 **:**

Exon 10
QDRAVVSHPNEVSWPMASLIIVLK LCGYVIFRGANSQKNAFRKNPSDPKLA HLKTIHTS
ONLENVTHPNELSVEFWIITLIAMN GVGYYIFRKANSQKFAFRKNPSDPAVY HLKTIPTA
*: *:****:* :*.:: * * * * * * Kk Kk kK * Kk ok kK k ok kk H * Kk kK K *:

Exon 11
TGKNLLVSGWWGFVRHPNYLGDLIMALAWSLPC GFNHILPYFYIIYFTMLLVHREARDEY
TGKSLIVSGLWGEFVRHPNYLGDIIMALAWSLPC GFNTLVPYFYLIYLVTLLAHGTARHER
***_*:*** ************:********** * % % ::****:**:' **'* **'*
Exon 12 Exon 13

HCKKKYGVAWEKYCQRVPYRIFPYIY
KCRKKYGSAWEEYCQAVPYRIFPRVY

ek ekkhkk khkhkkoekkk KAhkkhkrkkkkx ok

Abb. V.8: Exonvergleich des menschlichen LBR mit dem Zebrafisch LBR

Exons des Zebrafisch LBRs ermittelt iiber den Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem Klon
MPMGp567K10194Q3 (RZPD) und der contig.9684 Sequenz (Sanger); Exons des humanen
LBRs aus Schuler et al., 1994; fett: humaner LBR; normal: Zebrafisch LBR unterstrichen: Exons;
Liicken: Exongrenzen; *: identische Aminosduren; grau unterlegt: Aminosdure gehort eventuell
doch zum vorherigen Exon
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

Dabei ist sehr schon zu erkennen, dass die Exons der beiden LBRs in vielen Féllen in ihrer
GroBe identisch sind oder nur um 1-2 Aminosiuren variieren. Bei den Ubergiingen von Exon
4 und 5 bzw. Exon 6 und 7 wird deutlich, dass das kodierende Triplett geteilt vorliegt und
daher nicht eindeutig bestimmt werden kann zu welchem Exon die entsprechende Aminoséure

gehort.

Tab. V.3: Exonvergleich des menschlichen LBR mit dem Zebrafisch LBR
Exons des Zebrafisch LBRs ermittelt iiber den Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem Klon
MPMGp567K10194Q3 (RZPD) und der contig.9684 Sequenz (Sanger); Exons des humanen
LBRs aus Schuler et al., 1994; unterstrichen: Exons; Liicken: Exongrenzen; *: identische
Aminosduren; Die Grofle der Exons sind in der Anzahl der Aminosduren (AS) angegeben, der
Grad der Identitét (in %) bezieht sich auf die Sequenz des menschlichen LBR

Exon humaner Zebrafisch identische Identitit

LBR LBR Aminosiuren (%)

1 55 55 35 63,6
2 67 69 19 28.4
3 28 30 5 17,9
4 63 61 20 31,7
5 66 64 28 42,4
6 18 19 11 61,1
7 64 64 24 37,5
8 35 35 25 71,4
9 42 42 27 64,3
10 56 56 32 57,1
11 27 26 19 70,4
12 41 41 35 85,4
13 53 53 34 64,2

Die Tabelle V.3 fasst die gefundenen Exongrofen und die identischen Aminosduren in den
einzelnen Exons zusammen. Daran kann man gut erkennen, dass die Exons des humanen und
des Zebrafisch LBRs innerhalb der aminoterminalen (17,9%-63,6%) Doméne eine geringere
Identitdt zeigen als die Exons in der carboxyterminalen Domine (37,5%-85,4%). Im
aminoterminalen Bereich sind, wie schon beim vorherigen Vergleich (Abb. V.2) gezeigt,

besonders die ersten 60 Aminosiduren hoch konserviert.

V. 1. 6. Herstellung polyklonaler Antikorper gegen die aminoterminale

Domiine des Zebrafisch LBRs

Um Aussagen iiber das Expressionsverhalten, putative Bindungspartner oder Lokalisation des
zLBR treffen zu konnen, wurden polyklonale Antikorper gegen die ersten 209 Aminosiuren

des Zebrafisch LBRs hergestellt.
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

Als DNA-Vorlage diente der in den pKS-Vektor umklonierte zZLBR-cDNA-Klon. Aus ihm
wurden mit spezifischen Primern (5°Zp58(Ndel), 3°Zp58(627Xhol); Kapitel II1.8.1) ein 627
bp grofes DNA Fragment mittels PCR amplifiziert und in den TOPO®-Vektor kloniert.

Da die zur Amplifikation verwendeten Primern zusétzlich die Sequenz fiir eine Ndel bzw.
Xhol Schnittstelle beinhalteten, konnte das DNA-Fragment iiber diese Restriktions-
schnittstellen aus dem TOPO®-Vektor entfernt und in den ebenfalls mit Ndel und Xhol
verdauten pET21a Expressionsvektor ligiert werden. Das rekombinante Protein besitzt am
Carboxyterminus 6 Histidine {iber die es zum einen identifiziert (Abb. V.9) und zum anderen
iiber eine Nickel-Chelat Sdule aufgereinigt werden kann. Seine Expression erfolgte durch eine

IPTG Induktion von E.coli BL21 Zellen, die dieses Expressionsplasmid enthielten.

s &
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116 kD2 we
97,4 KD

66 kDA

45 kD2 w—
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- —==NZLBR
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Abb. V.9: Induktion von BL21 Zellen zur Expression eines zZLBR-His Tag Fusionsproteins
Spur 1: nicht induzierte Probe, Spur 2: induzierte Probe; NZLBR: aminoterminaler Bereich des
zLBRs (210AS); Marker: zeigt 97, 66, 45 36, 29 und 20,1 kDa

Auf einem Western Blot eines mit IPTG induzierten Zelllysates kann sowohl mit einem
Antikorper gegen 6 Histidine als auch mit einem Antikorper gegen das Xenopus LBR,
welcher schwach mit dem Zebrafisch LBR Protein reagiert, detektiert werden. Das
rekombinante Polypeptid besitzt eine Mobilitdt von Mr 30.000. Sie liegt etwas hoher als das
erwartete Molekulargewicht (209 AS = 20,9 kDa) und wird wahrscheinlich durch die

basischen Aminosduren im Protein, sowie dem His-Tag hervorgerufen.

Die weitere Aufreinigung des Proteins {iber die Nickel-Chelat-Siule, die folgende
Immunisierung von zwei Meerschweinchen und zwei Maiusen sowie das Testen der
erhaltenen Antiseren wurden als Teilprojekte einer Diplomarbeit an Christiane Glockner

abgegeben und unter meiner Anleitung durchgefiihrt.
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

V. 1.7. Testen der Antikorper in der Immunfluoreszenz

Zum Testen der Antiseren in der Immunfluoreszenz wurden Gefrierschnitte von Zebrafisch

Ovarien angefertigt und mit den Seren in einer Verdiinnung von 1:150 inkubiert (Abb. V.10).

Texas Red Hochst Uberlagerung

Abb. V.10: Immunfluoreszenz mit den hergestellten Antiseren

Gefrierschnitte von Zebrafisch Ovarien wurden mit den Antiseren (A, B, C, D) in einer
Verdiinnung von 1:150 inkubiert. Als 2. Antikorper wurde Texas Red anti Maus (A, B) bzw.
Texas Red anti Meerschwein (C, D) verwendet. Hoechst wurde in einer Verdiinnung von 1:1000
zur Lokalisation des Chromatins verwendet. Antiseren: A und B aus der Maus; C und D aus dem
Meerschweinchen (Bilder von Christiane Glockner)

Serum A

Serum B

Serum C

Serum D

Zur Kontrolle wurde die DNA in den Zellkernen mit Hoechst angefarbt. Man erkennt bei
allen 4 Antiseren eine eindeutige Farbung der Kernhiille der Folikelzellen in denen das LBR

integriert ist. Durch das Serum D wird zusétzlich sehr deutlich die Oozytenkernhiille.
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

V. 1. 8. Testen der Antikorper im Immunblot

Die Antiseren wurden ebenfalls auf ihre Spezifitit im Immunblot getestet. Gleichzeitig wurde
iiberpriift, ob die Antikdrper eine Kreuzreaktivitit mit anderen Proteinen oder LBRs anderer
Spezies zeigt.

Hierfiir wurde eine dquivalente Menge der gesamten zelluldren Proteine von Zebrafisch AB9,
Xenopus A6 und humanen HeLa-Zellen in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem
Blotten auf Nitrozellulose mit den Antiseren (1:1000) inkubiert (Abb. V.11).
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Abb. V.11: Immunblot von verschiedenen Kulturzellen mit den neu hergestellten
Antikorpern gegen zZLBR

Aquivalente Mengen an Kulturzellen (AB9, A6, HeLa) wurden ebenso wie 60ng aufgereinigtes
rekombinantes Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Blotten mit den Antiseren
(A, B, C, D) in der Verdiinnung 1:1000 inkubiert. Unter Verwendung der entsprechenden 2.
Antikdrper Peroxidase anti Maus (A, B) bzw. Peroxidase anti Meerschwein (C, D) konnte durch
ECL Nachweis die Spezifitdt der Antiseren ermittelt werden;

Spur 1: AB9-Zellen, Spur 2: A6-Zellen, Spur 3: HeLa-Zellen, Spur 4: rekombinantes Protein
Antiseren: A und B aus der Maus, C und D aus dem Meerschweinchen; Marker: zeigt 97, 66, 45
36, 29 und 20 kDa (Blots von Christiane Glockner)
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

Die verwendeten Antikorper waren alle in der Lage das rekombinante Protein (Spur 5) zu
detektieren. Antikérper B (Abb. V.11) aus der Maus erzielte das beste Resultat, da es fast
ausschlieflich den LBR erkennt und zusdtzlich mit den LBRs anderer Spezies (Abb. V.11
Spur 2 und 3) kreuzreagiert. Die Antikérper C und D aus den Meerschweinchen (Abb. V.11
C, D) erkennen zwar auch das Zebrafisch LBR, detektieren aber noch zusétzliche Banden,
deren Ursprung nicht genau geklirt werden konnte. Wahrscheinlich sind dieses
Degradationsprodukte des LBRs. Weiterhin zeigen Antikorper der Seren C und D eine
Kreuzreaktivitdt mit Proteinen aus dem Xenopus und dem Menschen. Das Serum A aus der
Maus erkennt den LBR in allen drei Zelllinien nur recht schlecht. Der als Schmier zu
erkennende Bereich oberhalb der 66 kDa Markerbande wurde auch schon von anderen
Antikorpern gegen LBR detektiert.

Fiir spétere “Knock-down* Experimente mit Morpholinos wurden drei der Antikdrper auch an
24h alten Zebrafisch Embryonen getestet. Hierfiir wurden pro Spur die Proteine eines
Embryos in einem SDS-Gel aufgetrennt und nach einem Western Blot mit den Antiseren (B,

C, D) in einer Verdiinnung von 1:300 inkubiert.

1 23 4 5 6 7 8 9
97 kDa e — —
66 kD2 s — e

a <« LBR
45 KDa w— — —
29 KDa — —_— -

Abb. V.12: Antikérper Test auf Gesamtproteinen 24 Stunden alter Zebrafisch Embryonen

Serum B (A), Serum C (B) und Serum D (C); Spur 1-9: in Probenpuffer homogenisierte, 24 h alte

Zebrafischembryonen; LBR: zerafisch LBR(~ 60 kDa); Marker: zeigt 97, 66, 45 und 29 kDa
Die Antikorper detektierten das LBR aus den Zebrafischen relativ schlecht. Antikorper des
Serums B (Abb. V.12A) konnten nur in einer Spur ein Protein mit einer ungefahren Mobilitdt
von Mr 60.000 detektieren. Antikdrper des Serums C (Abb. V.12B) reagieren zwar in allen
drei Spuren mit einem Polypeptid, das jedoch eine hohere Mobilitét als der LBR besitzt und
auch in Abb. V.11C wesentlich deutlicher zu erkennen ist als der LBR. Antikorper des
Serums D (Abb. V.12C) reagieren in allen drei Spuren mit einem Polypeptid, das in der
Mobilitdt vergleichbar ist mit dem von Abbildung V.11A. Somit sind Antikérper B und D
wohl am besten fiir Western Blot Analysen von Gesamtproteinmengen des Zebrafisches

geeignet.
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V. 2 Diskussion

V. 2. 1. Identifikation und strukturelle Charakterisierung des Zebrafisch
LBR

In vorangegangenen Experimenten wurde in unserem Labor der carboxyterminale Teil des
Zebrafisch LBR isoliert. Mit Hilfe des DNA Fragments, konnte im Laufe dieser Arbeit durch
radioaktive Hybridisierung einer cDNA- bzw. Cosmid-Bibliothek der LBR des Zebrafisch
identifiziert werden. Das LBR Gen kodiert fiir ein 616 AS grofes Protein. Damit entspricht
die Grofle des Zebrafisch LBRs in etwa der GroBe des LBRs von Xenopus, Mensch und
Huhn. Aber nicht nur in der GroBe sind Ahnlichkeiten zu entdecken, sondern auch in der
allgemeinen Sequenz und dem strukturellen Aufbau. Der aminoterminale Teil des Proteins,
welcher fiir die Interaktion mit B-Typ Laminen verantwortlich ist, zeigt nur in den ersten 75
Aminoséuren eine hohe Ubereinstimmung. Diese Ubereinstimmung ist besonders hoch in den
ersten 60 Aminosduren, die fiir die Bindung an Lamin B essentiell sind (Ye et al., 1997). Die
aminoterminale Region, die an der Interaktion des LBRs mit DNA oder dem HP1 beteiligt ist,
weist zwischen menschlichem LBR und Hiihner LBR eine wesentlich groere Identitédt auf als
zwischen menschlichem LBR und Zebrafisch LBR. Der Carboxyterminus zeigt dagegen
wieder eine groBe Ubereinstimmung, nicht nur die Aminosiurensequenz betreffend, sondern
auch die dort lokalisierten putativen Transmembrandoménen. Das Hydrophobizititsprofil des
Zebratisch LBRs ergab die Identifikation von 9 bzw. 10 Transmembrandoménen. Dies ist von
der Anzahl vergleichbar mit dem LBR des Xenopus, Huhn oder Menschen. Auch die Lage
und Grofle sowie Abstdnde zwischen den einzelnen Transmembrandoménen sind vergleichbar

(Abb. V.13).

™1 TM2 TM3 TM4 TM5 T™M6  TM7 T™m8

Erg 24
hLER
XLBR

zLBR-a

2LBR

Abb. V.13: Vergleich der carboxyterminalen Regionen des hLBRs, cLBRs, xXLBRs und
zLLBRs mit der C14- Sterolreduktase der Hefe

TM: Transmembrandoméne; Erg 24: C14 Sterolreduktase der S. cerevisiae, hLBR: humaner LBR,
xLBR: LBR des Xenopus, zLBR-a: LBR des Zebrafisch Variante a, zZLBR: LBR des Zebrafisch
Variante b
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V. Der Lamin B Rezeptor des Zebrafisch

Aufgrund des vom Computerprogramm ermittelten geringen Abstands zwischen der 5. und 6.
Transmembrandoméne ist anzunehmen, dass diese beiden Doménen zu einer
zusammengefasst werden konnen. Damit wiére die von Georgatos beschriebene Struktur des
LBR, zumindest fiir den Menschen und den Xenopus, mit 8 Transmembrandoméinen wieder
erreicht (Georgatos et al., 2001). Im Bezug auf den LBR des Huhns und des Zebrafisch
scheint fiir die letzte Transmembrandomine Ahnliches zu gelten (Abb. V.13 Variante a; vgl.
Tab. V.1A). Hier ist jedoch auffillig, dass diese Transmembrandoméine nicht nur groer zu
sein scheint, sondern auch in ihrer Lage etwas versetzt zu den Transmembrandoménen der
anderen Spezies auftritt. Eine solche Veridnderung kann, ebenso wie die Reduktion einer
Domine (Abb. V.13 Variante b; vgl. Tab. V.1B) die Funktionalitit eines Proteins beein-
flussen.

Wie schon in der Einleitung erwéhnt gibt es Hinweise, dass der LBR eine Verbindung von 2
unterschiedlichen Proteinen darstellt. Der carboxyterminale Teil des Proteins weist eine hohe
Homologie zu der C14 Sterolreduktase von Saccharomyces cerevisiae auf und tatsdchlich
konnte dem menschlichen LBR eine solche Aktivitit nachgewiesen werden (Silve et al.,
1998). Untersuchungen von Smith und Blobel (unverdffentlicht, 1994) am Hiihner LBR sowie
Untersuchungen von Christiane Glockner (Glockner, 2004) am Zebrafisch LBR konnten diese
Aktivitit jedoch nicht bestdtigen. Die Schlussfolgerung, dass die Verdnderung der
Transmembrandoméne alleinig in dem Verlust der Sterolreduktaseaktivitit resultiert, wire
aber etwas verfriiht, denn eine solche Aktivitidt konnte auch fiir den Xenopus LBR nicht
nachgewiesen werden (Glockner, 2004), dessen Transmembrandoménen vergleichbar mit
denen des Menschen sind. Um eindeutige Aussagen treffen zu konnen, sollten ein direkter
Vergleich zwischen Xenopus, Zebrafisch und menschlichem LBR angestellt werden, in dem
alle drei LBRs im gleichen Expressionsvektor und unter den selben Bedingungen getestet

werden. Dieser Fragestellung soll in zukiinftigen Projekten nachgegangen werden.
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VI. Funktionsanalyse des CxxM-Motivs der Lamine

VI. 1. Ergebnisse

In vorangegangenen Diplomarbeiten von Annette Vogel und Nils Kliiver wurden anhand von
verschiedenen Lamin Mutanten der Einfluss der helikalen Doménen auf die Struktur des
Zellkerns untersucht. Die mutierten Lamine und die Wildtypproteine wurden als GFP-
Fusionsprotein exprimiert. Anhand von lichtmikroskopischen Analysen konnte gezeigt
werden, dass Lamin Mutanten denen die ersten beiden o-Helices fehlen, zu einer blasen-
formigen Verformung der Kerne fiihrt, Kernporenkomplexe nicht mehr korrekt verteilt
werden und es zu einer Aggregation der Lamine kommt. Bei der Expression von wild-
typischen Laminen konnte dagegen eher eine einheitliche Farbung der Kernperipherie
wahrgenommen werden, die bei Uberexpression jedoch punktformigen Lamin Aggregaten
und zu “faltigen” Zellkernen fiihrte. Eine elektronenmikroskopische Untersuchung dieser
Proteinansammlungen sollte eigentlich einer strukturellen Analyse der Lamin Polymere

dienen, weitete sich jedoch eher zu einer Funktionsanalyse des CxxM-Motivs aus.

VI.1. 1. Allgemeine Anmerkung fiir die folgenden Ergebnisse

Das Einbringen der Expressionsplasmide in die A6 bzw. COS-7 Zellen erfolgte entweder
iiber Transfektion mit RotiFect (Roth) oder iiber Mikroinjektion. Da diese Methoden keinen
Einfluss auf die Expression des Fusionsproteins haben, wird im folgenden darauf verzichtet
die verwendete Methode jedes Mal zu erwdhnen. Dies gilt auch fiir die untersuchten Lamin
Konstrukte, die, solange nicht anders erwéhnt, als GFP-Fussionsproteine exprimiert werden.
Die Expression variiert jedoch mit der Menge an aufgenommener DNA. Diese ist bei der
Transfektion nicht und bei der Injektion nur bedingt zu kontrollieren. Es gilt, dass die Menge
an exprimiertem Protein mit der Stiarke des GFP-Signals korreliert.

Die transfizierten oder mikroinjizierten Zellen wurden, soweit nicht anders erwéhnt, nach 24
Stunden fixiert und fiir elektronenmikroskopische oder lichtmikroskopische Analysen
vorbereitet. Fiir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen zusétzlich mit einem 2. Antikorper
markiert, der zuverldssig die Kernlamina detektiert und gegen ein anderes, als das verwendete

Lamin gerichtet ist.
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VL. 1. 2. Untersuchung des CxxM-Motivs

VL. 1. 2. 1. Uberpriifung der Lamin Konstrukte
Fiir diesen Teil der Arbeit wurden eine Reihe von Lamin Konstrukten verwendet, die
entweder selbst konstruiert wurden oder von vorrangegangenen Diplomarbeiten oder von

anderen Arbeitsgruppen stammen.

Lamin Species AA
NLS CxxM
GFP—{ 1a | 1B } 2 FoO——0 A Human 1-664
NLS CxxM
GFP—{ 1a ] 1B [ 2 FoO——10 B2 Xenopus | 9-623
NLS SxxM
GFP—{ 1a | B | 2 e — B2-SxxM Xenopus 9-623
NLS CxxM
GFP B2-AN1 Xenopus | 291-623
NLS CxxM
GFP—O—— 1O B2-AN2 Xenopus 392-623
NLS CxxM
GFP[ > |} O0——10 B2-AN3 Xenopus | 247-623
NLS CxxM
GFP[ : }O——-1 ZB2-AN3 Zebrafish | 238-583
NLS CxxM
GFP—{ 1a | B } 2 0 Dm0 Drosophila | 1-622
NLS
GFP—{ 1a | 1B | > o C Drosophila | 1-621
NLS CxxM
GFP —{ 1A — 1B | 2 F——10 C-CxxM Drosophila | 1-625
NLS CxxM
GFP—{ 2>  }{—1 C-CxxM-AN1| Drosophila | 229-625

Abb. VIL.1: Schematische Zeichnung der wildtypischen Lamin Konstrukte

humanes Lamin A, Xenopus Lamin B2, Drosophila Dm0 und Lamin C; die Lage der des GFPs,
der a-Helices (1A, 1B, 2), des Kernlokalisationssignals (NLS) sowie des CxxM-Motivs sind
angegeben

Alle Konstrukte wurden im Leseraster in eine entsprechenden pEGFP-C-Vektor (Invitrogen)
ligiert, somit befindet sich bei dem translatierten Fusionsprotein am Aminoterminus ein GFP.
Dem Xenopus Lamin B2 sowie der Lamin B2-SxxM Mutante, fehlen aufgrund der erfolgten
Klonierung die ersten 9 Aminosduren. Das Fehlen dieser Aminosduren hat keinen Einfluss
auf die Expression, das Polymerisationsverhalten und die Lokalisation dieser Lamins. Daher
kann es ohne weiteres mit den anderen Laminen verglichen werden.

Obwohl die GroBle der DNA-Konstrukte alle mittels PCR iiberpriift wurden, wurde zusitzlich
die daraus resultierende ProteingroBe untersucht. Dafiir wurden COS-7- bzw. A6-Zellen mit
den einzelnen Konstrukten transfiziert, die Zellen nach 24 Stunden in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und die gesamten Proteine mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt. Zusitzlich
wurden die mRNA eines Fusionskonstrukts (zLamin B2AN3) in Zebrafische injiziert und die
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gesamten Proteine der Embryonen ebenfalls nach der Homogenisierung in einer SDS-PAGE
untersucht. Die folgende Abbildung (Abb.VI1.2) zeigt, dass alle Fusionsproteine exprimiert

werden und die erwartete GroB3e besitzen.

& Y P ¢ &y §
B ) — - —
M_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1112 M 13 14 M 15

Abb. V1.2: Charakterisierung der Lamin Fusionskonstrukte

Die gesamte Proteinmenge aus transfizierten COS-7 Zellen (Spur 1-12), Xenopus A6 Zellen (Spur
13 und 14) sowie mikroinjizierten Zebrafisch Embryonen (Spur 15), welche verschiedene Lamin
Konstrukten (siche Abb. xxx 1)iiberexprimierten, wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Durch
einen Immunblot mit spezifischen Antikérpern gegen GFP kann die Grofe der Fusionsproteine
bestimmt werden. Spur 1: nicht transfizierte Zellen; Spur 2: humanes Lamin A; Spur 3:
Drosophila Lamin DmO; Spur 4: Drosophila Lamin C; Spur 5 und 11: Drosophila Lamin C-
CxxM; Spur 6: Xenopus Lamin B2; Spur 7: Xenopus Lamin B2-B2AN1; Spur 8: Xenopus Lamin
B2-B2AN2 ; Spur 9: Xenopus Lamin B2-SxxM; Spur 12: Drosophila Lamin C-CxxM-AdN1;
Spur 13: Xenopus Lamin B2AN3; Spur 14 und 15: Zebrafisch Lamin B2AN3; Marker (M) zeigt
von oben nach unten 116, 97, 66 und 45 kDa. Spur 13, 14 und 15 stammen von Kliiver 2003

VI. 1. 2. 2. Untersuchung von wildtypischen Laminen

Fiir die Untersuchung von wildtypischen Laminen wurden vier verschiedene Lamine von
unterschiedlichen Spezies verwendet. Zum einen die A Typ Lamine, Lamin A (human),
Lamin C (Drosophila) und zum anderen die B Typ Lamine, Lamin B2 (Xenopus) und Lamin

DmO (Drosophila) (siche Abb.VI.1).

VI. 1. 2. 2. 1. Lichtmikroskopische Untersuchung von wildtypischen Laminen

Die lichtmikroskopische Analyse aller Konstrukte zeigt nach 24 Stunden Zellen, die sowohl
wenig als auch viel des Fusionsproteins exprimieren. In den Zellen, die nur ein schwaches
GFP-Signal zeigen, kann bei keinem der Konstrukte Auffilligkeiten in der Kernmorphologie
festgestellt werden. Bei hoher Expression werden jedoch zwei gravierende Verdnderungen

beobachtet (Abb. VI.3).
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GFP
Xenopus B2

Colokalisation

Drosophila C
Drosophila Dm0

Drosophila Dm0

IIF
4 l. - - L‘I

Abb. VL.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen von GFP-Fussionsprotein exprimierenden
Xenopus A6 Zellen

Die Zellen iiberexprimieren wildtypisches Xenopus Lamin B2 (A, A’, A’’), menschliches Lamin
A (B, B’, B”’), Drosophila Lamin C (C, C°, C*”) und Drosophila Lamin Dm0 (D, D’, D”’, E, E’,
E”’);. linke Spalte: GFP-Fluoreszenz, mittlere Spalte: indirekte Immunfluoreszenz (IIF) von
Laminen; rechte Spalte: Colokalisation beider Signale; Antikorper: X223 (B’, C’°, D’); X94 (A’),
ADLS4 ( E’); Aufnahme mit dem CLSM; Eichstrich: 10pm
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Einerseits kann festgestellt werden, dass die Uberexpression von Xenopus Lamin B2
(Abb.VI.3A), humanen Lamin A (Abb.VI.3B) und Drosophila Lamin Dm0 (Abb.VI.3D,E)
sowohl zu einer Vergroferung und Faltung der Kernmembran fiihrt als auch zur Bildung von
punkt- oder linienformigen Aggregaten. Andererseits scheint das Drosophila Lamin C
(Abb.VI.3C) die GroBe und Form der Nuklei nicht zu beeinflussen, aber dennoch die Bildung
von wellenartigen Aggregaten zu bewirken, welche sich iiber den Kern verteilen.

Um zu tberpriifen ob sich in den GFP-markierten Bereichen auch wirklich das injizierte
Protein befindet, wurden fixierten Zellen, die das DmO0-Fusionsprotein exprimieren mit einem
Antikorper gegen Dm0 gefarbt (Abb.VI.3E’). Die eindeutige Colokalisation (Abb.VI.3E’’)
beider Signale spricht dafiir, dass in den durch GFP-markierten Bereichen auch wirklich das
transfizierte/injizierte Lamin enthalten ist.

Die Darstellung der Lamina mit einem Antikdrper gegen ein endogenes Lamin (Abb. VI.3A’-
E’) zeigt, dass die Aggregate auch mit endogenen Laminen colokalisieren (Abb. VI.3A’’-
E’’). Daher liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den Punkten und Strichen eher um
Falten oder Ein- bzw. Ausstiilpungen der Lamina handelt. Beim Drosophila Lamin C ist nur
eine begrenzte Colokalisation mit endogenen Laminen vorhanden (Abb.VI.3C””). Der grofite
Teil der Lamine ist in Bereichen lokalisiert in denen keine endogenen Lamine nachweisbar

sind (Abb.VL.3C*”).

VI. 1. 2. Elektronenmikroskopische Untersuchung von wildtypischen Laminen

Die elektronenmikroskopische Analyse von Zellen, welche die wildtypischen Lamine
liberexprimieren, bestitigen zum Teil die lichtmikroskopischen Befunde machen aber gleich-
zeitig deutlich, dass die punktférmigen Signale in den meisten Fillen nicht auf Aggregate
zuriickzufiihren sind.

Die Uberexpression von menschlichem Lamin A (Abb. VI.4B), Xenopus Lamin B2
(Abb.VIL.4C) und Drosophila Dm0 (Abb.VI1.4D) zeigt schon bei kleiner VergroBerung eine
enorme GroBenzunahme der Kernoberfldche und eine deutliche Faltung der Zellkerne (vgl.
Kontrollzelle Abb.VI.4A). Weiterhin sind Regionen an den Kernmembranen zu erkennen an
denen zusétzliche Membranen auftreten (Pfeile Abb. VI.4 B, D). Diese zusitzlichen
Membranen treten in einigen Zellen kaum sichtbar (Abb.VI.4C) und in anderen Zellen sehr
deutlich (Abb.VI.4E) auf. In allen Féllen bilden sie jedoch parallele Membranreihen, die mit

der inneren Kernmembran in Kontakt stehen.
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o

Abb.V1.4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von wildtypischen Laminen, die in
Xenopus A6 Zellen iiberexprimiert werden

Zellen exprimieren: kein Fusionsprotein (A), humanes Lamin A (hA; B), Xenopus Lamin B2
(xB2; C, E), Drosophila Dm0 (dDmO; D) und Drosophila Lamin C (dC; F); Pfeile: mehr-
schichtige Membranen; nu: Nukleoplasma; no: Nukleolus; Eichstriche: 1pm
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Die Uberexpression des Drosophila Lamin C (Abb.VI.4F) scheint dagegen keinen Einfluss
auf die Grofle, Form und Struktur des Zellkerns zu besitzen. Im Vergleich zu den anderen
wildtypischen Laminen findet man hier Aggregate des Fussionsproteins, die als dichte
Schicht unterhalb der Kernmembran zu finden sind und auch in das Kerninnere hineinragen

(Abb. VL 5A).

Abb. VL5: Uberexpression von wildtypischem Lamin C in Xenopus A6 Zellen
nu: Nukleoplasma; cy: Cytoplasma; Eichstriche: 1um (A); 500nm (A Einlage; B)

Bei hoherer VergroBerung wird deutlich, dass die Aggregate keine Membranen beinhalten
(Abb. VL.5B) und eine regelmiBig gebinderte Struktur aufweisen (Einschub, Abb.VI.5A).
Diese parakristalline Struktur konnte jedoch nur beobachtet werden, wenn die Schnittebene
parallel zur Léngsachse des Polymers lag, in anderen Schnittrichtungen wurden dagegen

keine periodischen Strukturen festgestellt.

Auch die Auswirkungen der anderen Lamine (Lamin A, B2 und Dm0) wurde anhand von
mehreren Zellen untersucht. Dabei zeigt sich bei allen drei Fusionsproteinen eine vergleich-
bare Verdnderung der Kernmembran (Abb.VI1.6). In allen Kernen gibt es Regionen in denen
sich zusitzliche flache Membranzisternen unterhalb der inneren Kernmembran befinden.
Diese extra Membranen sind nicht mit der Kernmembran verbunden sondern scheinen durch

eine elektronendichte Schicht von ihr getrennt zu sein.
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Abb. V1.6: Ausschnitt der Kernperipherie von Xenopus A6 Zellen, die wildtypische Lamine
exprimieren

Zellen iiberexprimieren: Xenopus Lamin B2 (xB2; A, F, H), humanes Lamin A (hA; C-E, I) und
Drosophila Dm0 (dDm0; B, G); Intranukleare Membranzisternen sind durch eine 15-25nm dicke
Schicht von der inneren Kernmembran getrennt, die vergleichbar mit normalen Lamina ist (Pfeil,
B); Pfeilkopf 1,2,3 in D: zeigen drei unabhéngige, aufeinanderliegende Membranzisternen. nu:
Nukleoplasma; cy: Cytoplasma; Porenkomplexe (Pfeilkopfe in A, B, C, 1); Eichstriche: 500nm

Néahere Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Membranen unabhéngig voneinander und
an mehreren Stellen der Kernhiille entstehen konnen (Abb. VI.6A-C). Durch stetiges
Wachsen dieser Membranencisternen erscheinen manche Bereiche der Kernmembran
vierschichtig (Abb. VI.6C) und kénnen durch Bildung von weiteren Membranzisternen sogar
zu kleinen Membranstapeln heranwachsen (Pfeilkopfe Abb. VI.6D). Zwischen den

benachbarten Membranzisternen befinden sich wiederum elektronendichte Schichten, die
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einen direkten Kontakt verhindern. Durch die starke Faltung der Membranen kommt es in
einigen Féllen dazu, dass sich mehrschichtige Membranen von gegeniiberliegenden Seiten
zusammenlagern (Abb.VI.6E). Da beide Seiten von Cytoplasma umgeben sind, entsteht der
Eindruck, dass Membranstapel ins Cytoplasma ragen. Andererseits findet man auch
Regionen, bei denen die zusitzlichen Membranen Stapel bilden, die sich ins Nukleoplasma
erstrecken (Abb. VI.6F-I). Dabei entwickeln sich in machen Féllen mehrschichtige,
gleichformige Strukturen, die verschiedene Grofen und Formen annehmen koénnen (Abb.
VI.6G, H), in anderen Fillen dagegen unregelmifBig erscheinende Strukturen (Abb.VI.6I).
Bei keinem der untersuchten Kerne wurde in den Regionen, in denen zusétzliche Membranen
auftraten Kernporenkomplexe gefunden.

Diese Aufnahmen zeigen, dass der Eindruck der Aggregatbildung, der durch die lichtmikros-
kopischen Untersuchungen entstanden ist, wohl auf diese mehrschichtigen Membranen
zurlickzufiihren ist. Dabei scheinen nicht die Kernmembranen, sondern die elektronendichte
Schichten zwischen den Membranen die entscheidende Rolle zu spielen. Diese Schichten
entsprechen von ihrer Dicke (15-25nm) und ihrer Elektronendichte einer normalen Lamina
(Abb. VI.6B). Sie sind bei allen Formen und Gréfen der Membranstapel zwischen den

einzelnen Zisternen zu finden und somit vielleicht Ausldser fiir die Bildung dieser Stapel.

VI. 1. 2. 3. Auswirkungen der Caxx-Box

Die Frage, die sich unweigerlich nach diesen Ergebnissen stellt ist: “Warum treten diese
Strukturen nicht beim Lamin C von Drosophila auf?* oder anders formuliert: “Was haben all
diese wildtypischen Lamine, was das Lamin C nicht hat?* Die Antwort findet sich in der
Struktur des Lamin C. Es besitzt im Gegensatz zu allen anderen Laminen von Anfang an,
kein CxxM-Motiv. Man geht davon aus, dass dieses Motiv fiir die anfangliche Verankerung
der Lamine an der inneren Kernmembran verantwortlich ist (Krohne et al., 1989; Holtz et al.,
1989; Ubersicht: Krohne et al., 1998). Um zu iiberpriifen ob dieses Motiv wirklich der
Ausloser fiir die gefundenen Verdnderungen ist, wurden zwei unterschiedliche Lamin
Mutanten kloniert und deren Auswirkungen untersucht. Zum einen wurde auf ein Lamin C
Konstrukt zuriickgegriffen, bei dem das Drosophila Lamin C am Carboxyterminus mit einem
CxxM-Motiv (CAIM; Krohne et al., 1998)) versehen wurde (Abb.VI.1, LC-CxxM). Zum
anderen wurde das CxxM-Motiv des Xenopus Lamin B2 so mutiert, dass anstelle des
Cysteins ein Serin in dem Motiv auftritt (Abb.VI.1, B2-SxxM). Hierfiir wurde, ausgehend
vom wildtypischen Lamin B2, mit den Primern (5°’LB2 und 3’LB3; siche II1.8.1) ein

Fragment amplifiziert, welches am Carboxyterminus neben dem Stopcodon auch die
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entsprechende Punktmutation tragt. Das Fragment wurde in den Topo Vektor® kloniert und
ansequenziert. Da die untersuchten Fragmente aufgrund eines Leserasterschubs kein
funktionsfahiges Lamin B2 kodierten, wurde der intakte aber mutierte carboxyterminale Teil
des Fragments iiber Spel/EcoRI ausgeschnitten und in das schon bestehende, ebenfalls mit

Spel/EcoRI verdaute, GFP-Lamin B2 Plasmid umkloniert.

VI. 1. 2. 3. 1. Lichtmikroskopische Untersuchung

Die Expression dieser Fusionsproteine zeigt schon bei lichtmikroskopischen Untersuchungen

einen deutlichen Unterschied zu den entsprechenden wildtypischen Laminen (Vergleiche

Abb. VI.3A, C mit Abb. VL.7A, B).

GFP Colokalisation
xB2-SxxM

dC-CxxM

Abb. V1.7: CLSM-Aufnahmen von Xenopus A6 Zellen die Lamine mit verinderten
Carboxytermnini exprimieren

Die Zellen iiberexprimieren zum einen eine Xenopus Lamin B2 Mutante bei der Cystein des
CxxM-Motivs durch ein Serin ersetzt wurde (xB2-SxxM; A, A’, A’’) und zum anderen eine
Drosophila Lamin C-Mutante bei der ein zusitzliches CxxM-Motiv angehingt wurde (dLC-
CxxM, B, B’, B”"); linke Spalte: GFP-Fluoreszenz; mittlere Spalte: indirekte Immunfluoreszenz
(ITF) von Laminen; rechte Spalte: Colokalisation beider Signale; Antikorper: X223 (A’, B’),
Aufnahme mit dem CLSM; Eichstrich: 10um

Zellen die das mutierte Lamin B2 (Abb. VI.7A) exprimieren und somit kein funktionelles
CxxM-Motiv besitzen, zeigen eine deutliche Ansammlung des Fusionsproteins in globuldren
Aggregaten. Die beim wildtypischen Lamin B2 aufgetretene Faltung der Kernhiille ist hier

nicht mehr zu erkennen. Die Markierung der Lamina mit einem Antikorper gegen Lamin B2
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(Abb.VIL.7A”) bestitigt die Lokalisation des mutierten Lamin B2 in diesen Aggregaten und
verdeutlichen, dass die Oberldche des Kerns nicht gefaltet oder gelappt ist.

Das zusitzliche CxxM-Motiv des Drosophila Lamin C scheint ebenfalls die Auswirkungen
des Fusionsproteins zu verdndern. Anstatt wellenformiger Linien (Abb.xxx 7C) kénnen nun
verschieden grofle Punkte wahrgenommen werden, die sich iiber den Kern verteilen (Abb.
VI1.8B). Die Markierung des Kerns mit einem Antikérper gegen Lamin B2 zeigt, dass der
Kern an GroBe gewonnen hat und auch kleinere Falten auftreten (Abb. VI.8B’). Die
Colokalisation der beiden Signale bestétigt, dass sich die Aggregate an der Oberfldche des
Kerns befinden (Abb. VI.§B”’).

VL. 1. 2. 3. 2. Elektronenmikroskopische Untersuchung

Der unterschiedliche Einfluss der beiden Fusionsproteine auf die Morphologie der Kern-
membran und der Kernperipherie wird bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung

deutlich.

Abb. V1.8: Auswirkungen des CxxM-Motivs auf die Membranbildung im Kern

Xenopus A6 Zellen iiberexprimieren: ein Xenopus Lamin B2 mit mutiertem CxxM-Motiv (xB2-
SxxM; A, D) und ein Drosophila Lamin C mit zusétzlichem CxxM-Motiv (dLC-CxxM; B, C);
Sternchen: Proteinaggregate die mit der Kernmembran assoziiert sind (A, D), Pfeile:
Ausstiilpungen der Kernhiille (B, C); Pfeilkopf: Porenkomplex; no: Nukleolus; cy: Cytoplasma;
Eichstriche: 1um (A, B), 500nm (C, D)
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Wihrend der Verlust des CxxM-Motivs beim Xenopus Lamin B2 zu einer Ansammlung des
Proteins in groen Aggregaten unterhalb der Kernmembran fiihrt (Sterne Abb. VI.8A, D) und
keinen Einfluss auf die Form der Kernmembran zu haben scheint, induziert das zuséitzliche
CxxM-Motiv des Drosophila Lamin C die Ausstilpung der Kernmembran (Pfeile,
Abb.VL.8B, C). Unterhalb der Ausstiilpungen befinden sich kleinere Proteinaggregaten, die
eine vergleichbare Elektronendichte wie die wildtypischen Lamin C Polymere aufzeigen (vgl.

Abb. VL5 mit Abb. VI.8C).

VL. 1. 2. 4. Der Einfluss anderer Dominen der Lamine

Die Ergebnisse der wildtypischen Lamine sowie der beiden CxxM-Motiv Mutanten machen
deutlich, dass das CxxM-Motiv Einfluss auf Kernmembranwachstum zeigt, welches sich
entweder in der Groenzunahme des Kerns, dessen Faltung oder in der Bildung von extra
Membranen duBert. Inwieweit nun die helikalen Domédnen an diesem Phénotyp beteiligt sind,
soll durch weitere Lamin Mutanten geklart werden (Abb. VI.1).

Zum einen wurden drei Xenopus Lamin B2 Mutanten verwendet, die zwar alle den
vollstdndigen carboxyterminalen Schwanz aber unterschiedliche Regionen der o-Helices
kodierten. Eine Mutante beinhaltet zusétzlich die gesamte helikale Doméne 2 (xB2AN3), eine
zweite nur die 2. Hélfte der helikalen Doméne 2 (B2-AN1) und eine dritte nur den carboxy-
terminalen Schwanz (B2-N2). Zusitzlich wurde eine Laminmutante des Drosophila Lamin C
kloniert, die vergleichbar mit der B2-AN3 Mutante die helikale Doméne 2, den
carboxyterminalen Schwanz, sowie das zusitzliche CxxM-Motiv beinhaltet (dC-CxxM-
AN1). Hierfiir wurde das GFP-Lamin C-CxxM -Konstrukt mit Sacl/EcoRI verdaut und im
Leseraster in einen pEGFP-C3-Vektor (Invitrogen) kloniert.

Die Uberexpression der Drosophila Lamin C Mutante (Abb. VI.9A) zeigt dhnlich wie die
beiden Xenopus Lamin B2 Mutanten (Abb. VI.9B, C, Aufnahmen: Annette Vogel) eine
groBflachige Aggregation des Fusionsproteins. Die Kernlamina und damit der Kern erfahren
blasenartige Ausstiilpungen (Abb. VI.9A’, B’) in denen die Fusionsproteine zu finden sind
und ein grofler Teil der endogenen Lamine lokalisiert sind (Abb. VI.9A*’, B*’). Die Lamin
Mutante, die nur die Schwanzdoméne enthdlt (xB2-AN2) verursacht dagegen keine

signifikante Kernverformung (Abb. VI.9 C-C”’).
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GEP [IF Colokalisation
dC-CxxM-AN1

Abb. V1.9: Beeinflussung der Kernmembran durch die Laminexpression N-terminaler
Deletiotinsmutanten

Xenopus A6 Zellen tiberexprimieren: eine Drosophila Lamin C-Mutante, bei der sowohl ein
zusatzliches CxxM- Motiv angehidngt wurde, als auch die ersten beiden o-helikalen Doménen
entfernt wurden (dC-CxxM-AN1; A, A’, A”’), eine Xenopus Lamin B2- Mutante der die ersten
beiden sowie die Hélfte der zweiten o-helikalen Doméne fehlt (xB2-AN1; B, B’, B’’), eine
Xenopus Lamin B2 Mutante, die nur den carboxyterminalen Schwanz kodiert (xB2-AN2; C, C’,
C’%), linke Spalte: GFP-Fluoreszenz, mittlere Spalte: indirekte Immunfluoreszenz von Laminen;
rechte Spalte: Colokalisation beider Signale; Antikdrper: X223 (A’), X94 (B’, C’); Aufnahme
iiber CLSM; Eichstrich: 10um

Die Expression dieser Lamin Mutanten in A6 Zellen zeigt in allen drei Féllen die Bildung
von mehreren Membranschichten im Zellkern (Abb. VI.10). Dabei waren die Membranstapel
bei den Mutanten, welche die gesamte helikale Doméne 2 (Abb. VI.10A) oder nur einen Teil
dieser Doméne beinhalten (Abb. VI.10B), immer mit der inneren Kernmembran verbunden.
Der Phiinotyp ist daher mit der Uberexpression des wildtypischen Xenopus Lamin B2
vergleichbar. Bei der Uberexpression der Lamin Mutanten, die nur fiir den carboxyterminalen
Teil des Proteins kodiert, bilden sich zwar mehrschichtige Membranen aus, diese ragen
jedoch in den Kern hinein und stehen nur geringfligig mit der Kernhiille in Kontakt. Die
Morphologie der Kernmembran scheint durch die Expression der xB2-AN2 Mutante nicht
beeinflusst zu werden (Abb.VI.10C).
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Abb. V1.10: Auswirkungen N-terminaler Deletionsmutaten auf die Membransynthese

A6 Zellen iiberexprimieren eine Drosophila Lamin C Mutante der die ersten beiden o-helikalen
Domaénen fehlt und ein zusétzliches CxxM-Motiv trigt (dC-CxxM-AN1; A) und zwei Xenopus
Lamin B2 Mutanten, die entweder ab der Hilfte der Helix 2 (xB2-ANT1; B) oder nur den carboxy-

terminalen Schwanz (xB2-AN2, C) kodieren; nu: Nukleoplasma; cy: Cytoplasma; ne: Kernhiille;
Eichstriche: 500nm

VI 1. 2. 5. Vergleichende Expression der Lamin Mutanten in anderen Organismen

Um auszuschliefen, dass der gefundene Phadnotyp nur in Xenopus Zellen zu finden ist,
wurden verschiedene Mutanten auch in COS-7 Zellen oder Zebrafischembryonen iiber-
exprimiert. Aufgrund zweier Diplomarbeiten von Annette Vogel und Nils Kliiver, die zwei
Lamin Mutanten (xB2-AN3 bzw. zB2-AN3) in COS-7 Zellen iiberexprimierten und licht-
mikroskopisch untersuchten, war schon bekannt, dass diese ebenfalls zu massiven
Verformungen der Kerne flihren, die dhnlich aussehen wie die Zellen, die die Mutanten dC-
CxxM-ANT1 oder xB2ANT1 exprimieren (siche Abb. VI.9A, B;Vogel, 2002, Kliiver, 2003).
Die elektronenmikroskopischen Untersuchung ergab dhnliche Verdnderungen der Kern-
membran wie durch die Mutanten dC-CxxM-AN1 und xB2-AN1 (Abb. VI. 10A,B).

Die Expression der Xenopus Lamin B2-AN3 Mutante in COS-7 Zellen (Abb. VI.11A) fiihrt
genauso wie die Expression der direkt vergleichbaren Mutante des Zebrafisch Lamin B2
(Abb. VI.11B,C) zur Bildung von Kernmembranen, die aus mehreren Membranen besteht.
Die Expression in Zebrafisch Embryonen erfolgte iiber die Mikroinjektion von in vitro
synthetisierter mRNA der Lamin Mutante zB2-AN3.

Anhand dieser Daten kann mit Gewissheit behauptet werden, dass die in dieser Arbeit fiir

Xenopus A6 beschriebene Verdnderungen auch auf andere Organismen iibertragbar sind.
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Abb. VI.11: Expression zweier Lamin Mutanten in COS-7 Zellen bzw.
Zebrafischembryonen

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von der Expression der Xenopus Lamin B2-Mutante in
Cos 7 Zellen (xB2-AN3; A) und der Expression der Zebrafisch Lamin B2 Mutante (zB2-A3; B, C)
in Zebrafisch Embryonen; beiden Mutanten fehlt der aminoterminale Teil bis zur a-Helix 2;
COS-7 Zellen wurde 24h nach der Injektion Zebrafischembryonen 9 h bzw. 36 h nach der
Befruchtung fixiert; nu: Nukleoplasma; cy: Cytoplasma; Eichstriche: 500nm

VI. 1. 2. 6. Unterschiedliche Auswirkungen von Lamin A

Die Verallgemeinerung scheint jedoch nicht auf das wildtypische Lamin A zuzutreffen. Die
Expression von humanem Lamin A in HeLa Zellen zeigt sowohl bei lichtmikroskopischen als
auch elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine Aggregation der Proteine die sich an
den Kernmembranen zu groflen “Kugeln* anlagern (Bechert et al., 2003). Dennoch gleicht
unsere Expression des humanen wildtypischen Lamin A in A6 Zellen eher den Expressionen
von Xenopus Lamin B2 oder dem Drosophila Dm0 (Abb. V1.4, 5). Dies ist verwunderlich da
eigentlich bekannt ist, dass sich humanes Lamin A nach dem posttranslationalen Verlust des
CxxM-Motivs nicht wie ein B Typ Lamin verhalt (Izumi et al., 2000).

Durch die Expression von humanem wildtypischem Lamin A in COS-7 Zellen konnte die
von Bechert und Kollegen gefundenen Ergebnisse bestétigt werden (Abb. VI.12). Die licht-
mikroskopischen Aufnahmen der injizierten COS-7 Zellen zeigen eine deutliche Lokalisation
des Lamin A im Zellkern. Neben der Ansammlung von Aggregaten findet man auch eine
deutliche Fiarbung der Kernperipherie (Abb. VI.12A, B). Durch die Lokalisation der
endogenen Lamine (Abb. VI.12A’, B’) wird ebenfalls deutlich, dass sich die Aggregate am
Rand der Kerne befinden, da beide Signale colokalisieren (Abb. VI.12A’’, B’’). Dies
bestitigt auch die elektronenmikroskopische Analyse, bei der eine elektronendichte Schicht
(Abb. VI.12C) unterhalb der Kernmembran oder eine Reihe von runden elektronendichten

Aggregaten (Abb. VI.12D) an der Kernmembran gefunden wurden.
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Colokalisation

Abb. V1.12: Uberexpression von humanen Lamin A in COS-7 Zellen (37°C)
Lichtmikroskopische Aufnahmen (A, A’, A”’, B, B’, B”’), linke Spalte: GFP-Fluoreszenz,
mittlere Spalte: indirekte Immunfluoreszenz von Laminen; rechte Spalte: Colokalisation beider
Signale; Antikorper: X223 (A’, B”) Aufnahme tiber CLSM; Eichstrich: 10pum;
Elektronenmikroskopische Aufnahmen ( C, D); nu: Nukleoplasma, Pfeil: kugelférmige
Proteinaggregate; Eichstriche: 500nm (B, C)

Uberraschenderweise zeigen mit humanen Lamin A injizierte COS-7 Zellen die fiir 24

Stunden bei 27°C gehalten wurden wiederum einen anderen Phénotyp (Abb. VI.13).

GFP lF Colokalisation

Abb. VI.13: Uberexpression von humanen Lamin A in COS-7 Zellen (27°C)
Lichtmikroskopische Aufnahmen : GFP-Fluoreszenz (A),indirekte Immunfluoreszenz von Lamin
B2 (A’), Colokalisation beider Signale (A’’); Antikorper: X223 (A’) Aufnahme iiber CLSM;
Eichstrich: 10pum;

Elektronenmikroskopische Aufnahmen (B, C); nu: Nukleoplasma, Pfeil: kugelférmige Protein-
aggregate; Eichstriche: 500nm (C, D)
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Zwar ist bei der lichtmikroskopischen Untersuchung kein grofer Unterschied zu COS-7
Zellen zu erkennen, die bei 37°C kultiviert wurden (vgl. Abb VI.13A-A’’ mit Abb. VI.12A-
A’’), dafiir gibt es jedoch auf elektronenmikroskopischer Ebene kaum Ahnlichkeiten. Es
kommt bei der geringeren Temperatur (26°C) zu keiner zusétzlichen Schicht unterhalb der
Kernhiille oder zu Anlagerung von groBlen runden Proteinaggregaten sondern eher zur
Ausbildung von kleinen Aggregaten, die bei hoherer Vergroferung extra Membranen
beinhalten (Abb. VI.13B, C). Da dieses wiederum bei der Expression in A6 Zellen auftritt
und vergleichbar ist mit den von B Typ Laminen verursachten Verdnderungen der Kernhiille,
scheint diese Expression eine Zwischenstufe darzustellen. Die Vermutung liegt nahe, dass der
carboxy-terminale Teil des humanen Lamin A nicht vollstindig prozessiert wird und somit
das CxxM-Motiv erhalten bleibt. Ob dies jedoch auf fehlende, oder aufgrund der Temperatur
zu geringer Enzymaktivitit oder eine unzugéngliche Faltung des Lamin A bei 27°C zurlick-

zufiihren ist, miisste durch weitere Experimente geklért werden.

VI. 1. 2. 7. Einfluss des GFPs auf die morphologische Verinderung

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der wildtypischen Lamine B2, Dm0 und Lamin
A, sowie der verschiedenen Mutanten zeigten in allen Fillen, in denen zusdtzliche
Membranen gebildet wurden, eine einheitliche Struktur. Durch die Uberexpression von
Lamin DmO ohne GFP, soll geklirt werden in wieweit das GFP die Bildung der
Membranstrukturen beeinflusst.

Hierfiir wurde die fiir das Drosophila Dm0 kodierende Region iiber Bg/Il und EcoRI aus dem
GFP- Expressionsplasmid entfernt und iiber die gleichen Schnittstellen so in den pEGFP-N1
Vektor ligiert, dass es nicht im Leseraster mit dem GFP vorliegt. Die Kontrolle inwieweit das
neue Expressionsplasmid auch wirklich Dm0 exprimiert, erfolgte iiber die Injektion des
Konstrukts in A6 Zellen und einer anschlieBenden Antikdrperinkubation mit Antikdrpern
gegen das Lamin DmO (ADLS84) (Abb. VI.14A). Die Lokalisation fiir die elektronen-
mikroskopische Priparation erfolgte durch eine Coinjektion des neuen Expressionsvektors
(60ng/pul) zusammen mit dem pEGFP-C3 Vektor (40ng/ul).

Die lichtmikroskopische Aufnahme zeigt, dass Xenopus A6 Zellen, die mit diesem DmO-

Expressionsplasmid injiziert wurden, wirklich Dm0 im Kern exprimieren (Abb. VI.14 A).
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Abb. VI1.14: Expression von Drosophila Dm0 ohne GFPin Xenopus A6 Zellen
Lichtmikroskopische Aufnahmen einer injizierten Zelle (A, B), Antikdrperinkubation gegen
Lamin Dm0 (A) und Phasenkontrastaufnahme (B); Eichstrich 10pum;

Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer injizierten Zelle (C, linke Zelle in D); nicht injizierte
Zelle: rechte Zelle in D; Eichstrich: 500nm

Die elektronenmikroskopische Analyse zeigt weiterhin, dass die Zellkerne von Zellen, die
das Lamin Dm0 {iberexprimieren eine stark gefaltete Kernmembran ausbilden und zusitzlich
intranukledre Membranen bilden. Die morphologische Verdnderungen sind sehr @hnlich zu
denen, die in Zellen gesehen wurden die GFP-Lamin Fusionsproteine exprimieren (vgl. Abb.
V1.4, 6). Dieser Versuch beweist weiterhin, dass das GFP keinen Einfluss auf die Bildung
von Membranzisternen oder der Kernmembranfaltung besitzt (Abb. VI.14C, D). Abbildung
VI.14D zeigt sehr deutlich den Unterschied einer Dm0 exprimierenden Zelle (links) und einer
wildtypischen Zelle (rechts).

Anhand dieser Ergebnisse lésst sich eindeutig festhalten, dass B-Typ Lamine allein durch die
Interaktion ihrer carboxyterminalen Doméne mit der inneren Kernmembran eine Induktion
der Membransynthese hervorrufen. Dies wird bei Uberexpression des Proteins in einer

starkeren Faltung der Membran und einer Ansammlung von Membranstapeln deutlich.
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VI. 1. 3. GNAERG-Sequenz des Lamin C2

Eine Frage, die sich zwangsldufig aus dieser Feststellung ergibt, beschiftigt sich mit dem
meiotischen Lamin C2. Dieses A-Typ Lamin besitzt zwar von Anfang an kein CxxM-Motiv
mit der es mit der inneren Kernmembran in Kontakt treten konnte, dafiir aber eine
aminoterminale Sequenz aus 6 Aminosduren (GNAEGR), die ebenfalls fiir die Verankerung
des Proteins in der Kernhiille verantwortlich ist (Alsheimer et al., 2000). Hierbei spielt die
posttranslationale Modifizierung dieser GNAEGR-Sequenz eine wichtige Rolle. Nach dem
Abspalten des aminoterminalen Methionins wird das folgende Glycin myristyliert (Alsheimer
et al., 2000) wodurch das Protein mit einer lipophilen Gruppe versehen wird. Denselben
Effekt hat auch die posttranslationale Modifikation des CxxM-Motivs der B-Typ Lamine.

Diese lipophilen Gruppen dienen letztlich sowohl bei den B-Typ Lamine als auch beim
Lamin C2 der Assoziation mit der Kernmembran. Anhand dieses Proteins soll untersucht
werden, ob die Neubildung von Kernmembranen allein auf die Interaktion mit dem CxxM-
Motiv beruht, oder ob auch die Interaktion eines A-Typ Lamins, welches diese zweite

spezifische Interaktionssequenz besitzt, eine dhnliche Reaktion der Zelle auslost.

VI. 1. 3. 1. Verwendete Konstrukte

Fir diese Untersuchungen konnte ich auf einige Konstrukte von Manfred Alsheimer
zuriickgreifen, die er flir die Charakterisierung des GNAEGR-Motivs kloniert hatte
(Alsheimer et al., 2000). Abbildung VI.15 zeigt die Konstrukte, die fiir die folgenden

Analysen verwendet wurden.

Lamin Species
NLS
— A — B 2 F———GFP C-GFP Human
NLS
GNAEGR—| 14 | 18 | 2 F1———— GFP 6-C-GFP Human
NLS
B 1 2 —+————— GFP C2-GFP Rat
GNAEGR
NLS
B 2 0 myc C2-myc Rat
GNAEGR

Abb. VI.15: Schematische Zeichnung Lamin Konstrukte

GFP-Fusionsproteine: humanes Lamin C (C-GFP), humanes Lamin C mit zusétzlichen 6
Aminosduren (GNAEGR) (6-C-GFP) wildtypisches Ratten Lamin C2 (C2-GFP); ohne GFP:
wildtypisches Ratten Lamin C2 mit zusétzlichen myc-Motiv (LAAEKLISEEDLNGAA) (C2-
myc); NLS: Kernlokalisationssignal
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Um die Auswirkungen der GNAERG-Sequenz genauer zu untersuchen, wurden neben dem
wildtypischen Lamin C2 der Ratte (rLC2) auch eine Mutante des humanen Lamin C2
getestet, welches am Aminoterminus diese spezifische Sequenz trigt. Zur Kontrolle wurde
auch das wildtypische humane Lamin C getestet. Die kodierenden Regionen wurden in
pEGFP-N-Vektoren kloniert, wodurch die exprimierten Fusionsproteine am Carboxyterminus
das GFP besitzen. Um auszuschlieBen, dass die gefundenen Ergebnisse durch die Expression
des GFPs beeinflusst werden, wurde gleichzeitig ein Lamin C2 exprimiert, welches anstelle

des GFPs einen “myc-tag™ trigt.

VI. 1. 3. 2. Lichtmikroskopische Untersuchungen
Die lichtmikroskopische Analyse der in Abbildung VI.15 gezeigten Lamine wurden an
Xenopus A6 Zellen durchgefiihrt (Abb. VI.16).

GFP IFF Colokalisation

bl Abb. VI.16: CLSM-Auf-
nahmen von iiberex-
primierten Lamin-Fusions-
proteinen in Xenopus A6
Zellen

Zellen iiberexprimieren wild-
typisches Ratten Lamin C2
(rLC2; A,A’, A”’,B,B’,B”),
wildtypisches humanes Lamin
C (hLC; C, C, C”’) und
humanes Lamin C2 mit einer
zusétzlichen GNAERG-
Sequenz am Aminoterminus
(6hLC; D, D’, D”’); linke
Spalte: GFP-Fluoreszenz,
mittlere  Spalte:  indirekte
Immunfluoreszenz (IIF) von
Laminen;  rechte  Spalte:
Colokalisation beider Signale;
Antikorper: X223, Aufnahme
iiber CLSM; Eichstrich: 10pm

6hLC
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Die Uberexpression der GFP-Fusionsproteine fiihrt in allen drei Fillen zur Bildung von
punktformigen Strukturen in der Kernperipherie und/oder im Kerninneren. Neben diesen
Strukturen ist das Ratten Lamin C2 auch im Cytoplasma nachweisbar, was wohl zum einen
auf eine starke Uberexpression zuriickzufiihren ist, zum anderen aber auch auf die Fihigkeit
des Lamin C2 schnell zu polymerisieren und mit cytoplasmatischen Membranen zu
interagieren (Abb. VI.16A, B). Die Kerne der Lamin C2 (rLC2) exprimierenden Zellen sind
leicht gefaltet (Abb. VI.16 A’) oder etwas vergroBert (Abb. VI.16B’). Im Unterschied zum
wildtypischen Lamin C2 zeigt das humane Lamin C eine deutliche Bildung von kugeligen
Aggregaten (Abb. VI.16C), welche im ganzen Kern verteilt sind (Abb. VI.16C’, C*’). Durch
die zusétzlichen 6 Aminosduren am Aminoterminus (Mutante 6hLC), dndert sich jedoch die
Verteilung des humanen Lamin C. Es sind nicht nur kleinere Punkte und linienférmige
Aggregate im Kern zu erkennen, sondern auch eine Lokalisation des Proteins an der Kern-
peripherie (Abb. VI.16D). Gleichzeitig ist hier eine deutliche Colokalisation zu dem
endogenen Lamin B2 der Zelle zu erkennen (Abb. VI.16D’, D’’), die bei keinem der anderen
Lamin Mutanten beobachtet wurden (Abb. VI.16A”’, B”’, C*’).

VL. 1. 3. 3. Elektronenmikroskopische Analyse

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigt, dass das Ratten Lamin C2 die Bildung
von Ausstlilpungen der Kernhiille verursacht. Im Bereich der Ausstiilpungen ist die Membran
mehrschichtig, wobei benachbarte Membranzisternen durch eine elektronendichte Schicht
voneinander getrennt sind (Abb. VI.17). Diese Schicht ist wesentlich weniger elektronendicht
als in Zellen, die das Lamin C2-myc exprimierten. AuBerdem erscheinen die parallel
verlaufenden Membranen weniger regelmiflig als in den Zellen mit dem direkt
vergleichbaren GFP-Fusionsprotein (vgl. Abb. VI.17B, C mit D, E). Bei keiner der

Ausstiilpungen konnten Porenkomplexe gefunden werden.
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Abb. VI.17: EM Aufnahmen von Ratten Lamin C2
A6 Zellen iiberexprimieren Ratten Lamin C2 Fusionsproteine gekoppelt and GFP (A, B, C) und
an ein Myc-tag (D, E)

Die unter dem Lichtmikroskop erkennbaren Strukturen im Cytoplasma sind ebenfalls unter
dem Elektronenmikroskop als parallel angeordnete Membranzisternen zu erkennen, die von

einer elektronendichten Schicht voneinander getrennt sind (Pfeile; Abb. VI.17 A, B, C).

Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass auch die GNAERG-Sequenz fiir die Membranneubildung
verantwortlich ist. Besonders deutlich wird dieses im direkten Vergleich des wildtypischen
humane Lamin C und des humanen Lamin C mit zusétzlicher GNAERG-Sequenz (Abb.
VI.18).
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Abb. VL.18: Auswirkungen der Uberexpression von wildtypischem humanen Lamin C (hLC)
und mit GNAERG-Sequenz versehenes Lamin C (6hLC) auf Xenopus A6 Zellkerne

Die Expression von wildtypischem Lamin C zeigt unter dem Elektronenmikroskop die
Bildung von groBlen elektronendichten Aggregaten, die sich unterhalb der Kernmembran
bilden und in den Kern hineinragen (Abb. VI.18A). Bei hoherer VergroBerung ist nur an
einzelnen Punkten ein Kontakt zur inneren Kernmembran erkennbar (Abb. VI.18B).
Inwieweit diese Proteinpolymere eine parakristalline Struktur besitzen (vgl. Abb. VI.5A),
konnte nicht festgestellt werden, da in keinem der Préparate periodische Strukturen in den
Proteinaggregaten gesehen wurden. Zellen, die das mutierte Lamin C mit den zuséitzlichen,
vom Lamin C2 stammenden, 6 Aminosduren exprimieren, zeigen dagegen keine Aggregat-
bildung mehr (Abb. VI.C). Hier konnen zusétzliche Membranen unterhalb der inneren
Kernmembran gefunden werden, die entweder als einzelne kleine Membranzisternen
vorhanden sind, oder als unstrukturierte Ansammlung von kleinen runden Membranzisternen

ins Innere des Kernes wachsen (Abb. VI.18C, D).

Diese Analysen machen deutlich, dass vergleichbar mit dem CxxM-Motiv der B Typ Lamine
auch die GNAEGR-Sequenz des Lamin C2 eine Membransynthese induzieren kann. Der

Vergleich der Kernmorphologie zeigt aber, dass durch den myristylierten Aminoterminus des
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Lamin C2 oder des Lamin C die gesamte Morphologie des Zellkerns weniger stark verdandert
wird als nach der Uberexpression eines B-Typ Lamins (vgl. Abb.VI.17, 18C, D mit Abb. 4,
5). Andererseits unterscheidet sich die Morphologie der Kernhiille deutlich in Zellen, die
Lamin C2 oder GNAEGR-Lamin C exprimieren. Die lokalen Ausstiilpungen der Kernhiille
nach der Expression von Lamin C2 resultieren wahrscheinlich aus der Anlagerung des Lamin
C2. Blasenformige Ausstiilpungen der Kernhiille wurden auch beobachtet, wenn B-Typ
Lamine mit einer aminoterminal verkiirzten helikalen Doméne, vergleichbar mit dem Lamin

C2, exprimiert wurden.
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VI. Diskussion

Die Uberexpression von wildtypischen und verinderten Lamin-Konstrukten haben sowohl in
Amphibien-, Fisch-, und Sdugerzellen gezeigt, dass die Interaktion der Lamine mit der
Kernmembran zu einer Induktion der Membransynthese fiihrt. Dabei scheint eine direkte
Interaktion ausschlaggebend zu sein, denn nur bei Anwesenheit des bei B-Typ Laminen
obligatorische CxxM-Motivs, oder des fiir Lamin C2 spezifische GNAEGR-Signals, wird
eine solche Induktion ausgeldst. Die Induktion resultiert in einem erhéhten Membran-
wachstum, der sowohl Einfluss auf die Kerngrof3e und -faltung hat, als auch zur Bildung von
zusatzlichen Membranzisternen fiihrt, die sich entweder einzeln unterhalb der Kernmembran
befinden oder sich zu verschiedenen Membranstapeln zusammenlagern konnen (Abb. V1.4,
Abb. VI.6). A-Typ Lamine, die keine direkte Interaktion mit der Kernmembran eingehen
konnen, wie das Lamin C von Drosophila oder des Menschen, haben dagegen keinen
Einfluss auf die Kernmembran, sondern aggregieren nach dem Transport in den Kern (Abb.
VLS5; Abb. VI.18A, B).

Durch die Expression zweier Lamin-Konstrukte (Dm0 ohne GFP und rLC2myc) konnten
anfangliche Befiirchtungen, dass die Membranstapel eventuell auf die Wechselwirkungen der
zusitzlichen GFPs zurilickzufiihren sind, widerlegt werden. Zwar erscheinen die zusitzlichen
Membranen nicht mehr in einem so einheitlichen Abstand zueinander (rLC2-myc, Abb.
VI.17D, E), dennoch sind keine Unterschiede in der Art der neuen Membranen (vgl. Abb.
VI.14C mit Abb. VI.6B) oder in der Faltung der Kerne zu erkennen (vgl. Abb. xxx 14 mit
Abb. V1.4D).

Im Gegensatz zu den untersuchten Laminen Xenopus Lamin B2, Drosophila Lamin C und
Dm0 sowie Ratten Lamin C2 zeigt das humane Lamin A in verschiedenen Spezies ein
unterschiedliches Verhalten. Die Expression in Xenopus-Zellen (A6 Zellen, 27°C; Abb.
VL5C, D, E) resultiert, dhnlich wie bei den B-Typ Laminen, in der Bildung von
Membranstapeln, in Sdugerzellen (COS-7 Zellen; 27°C; Abb. VI.12) dagegen, aggregiert das
Lamin A unterhalb der Kernmembran. Da jedoch die Expression von Lamin A in COS-7
Zellen, die bei 27°C gehalten wurden, zu einer erneuten Bildung von zusitzlichen
Membranen in einer abgeschwichten Form fiihrt (Abb. VI.13), liegt die Vermutung nahe,
dass das unterschiedliche Verhalten auf eine fehlerhafte Prozessierung des Lamin A
zuriickzufiihren ist. In diesem Fall bleibt jedoch noch zu kldren, ob das Herabsetzen der

Temperatur die Aktivitit der notwendigen Enzyme beeinflusst oder vielleicht das
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carboxyterminale Ende des Lamin A, aufgrund einer verdnderten Faltung des Proteins, nicht
mehr frei zugédnglich fiir die Protease ist.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von iiberexprimierten, wildtypischen Laminen
zeigen unabhdngig von der Spezies immer eine elektronendichte Schicht zwischen den
einzelnen Membranzisternen oder einer Membranzisterne zur inneren Kernmembran (Abb.
VL5). Diese Schicht entspricht mit einer Dicke von 15-25 nm in etwa der Dicke einer
normalen Lamina. Untersuchungen bei Lamin Mutanten, denen die gesamte Kopfdomine
und Teile der a-helikalen Domédnen fehlen oder die nur den carboxyterminalen Teil des
Proteins kodieren, ergeben eine Reduktion des Abstandes (8-10 nm, XB2-AN3, Abb.
VI.10C). Somit haben diese Doménen Einfluss auf die Dicke der Schicht und auf den
Abstand zwischen den Membranen. Dies ist verstindlich wenn man bedenkt, dass der
Stabdoméne eine wichtige Rolle in der Dimerisierung und antiparallele Anlagerung der
Lamine zukommt. Ebenso wahrscheinlich ist es, dass die Interaktionen der Lamine wahrend
der Polymerisation auch Einfluss auf die Anordnung von intranuklefren Membranen haben
(Ubersicht: Stuurman et al., 1998; Herrmann and Aebi, 2004). Des weiteren entsteht der
Eindruck, dass die Lénge der iiberexprimierten Lamin Mutanten auch Einfluss auf die
Lokalisation der zusitzlichen Membranzisternen hat. Wihrend die Uberexpression von
wildtypische Lamine hdufig zur Bildung von Membranzisternen entlang der inneren
Kernmembran fiihrt (Abb. VI.6A-E), scheinen Lamine mit gekiirzter oder fehlender
Stabdoméne eher Membranstapel zu bilden, die nur in kleineren Bereichen direkt unterhalb
der inneren Kernmembran liegen und sich hauptséchlich in das Kerninnere erstrecken (Abb.
VI.10).

Das Auftreten von intranukledren Membranen ist an sich nichts auergewo6hnliches. In Zellen
des menschlichen Endometrium (Isaac et al., 2001) werden sie genauso gefunden, wie bei der
Uberexpression von Kernporenkomplexproteinen Nup53p und Nup153 (Marelli et al., 2001;
Bastos et al., 1996). Auch bei der Infektion von Insektenzellen mit dem Bakolovirus treten
charakteristische intranukledren Membranen auf (Braunagel et al., 1998). Im Gegensatz zu
den Laminen, die bei der Uberexpression neben den intranukleiren Membranen auch das
gesamte Kernwachstum beeinflussen, scheinen die Uberexpression von diesen Proteinen
jedoch keinen weiteren Effekt auf das Wachstum des Zellkerns zu haben.

Das Wachstum des Kernes wird nicht nur durch die Ansammlung von zusétzlichen
Membranen deutlich, sondern #&uBert sich auch in der Faltung und Ausstiilpung der
Kernmembran. In Kernen bei denen die Expression der Lamine schwicher ausfiel, konnten

zum Beispiel nur Falten und wenig bis keine intranukledren Membranen gefunden werden

148



V1. Funktionsanalyse des CxxM-Motivs der Lamine

(Abb. VI.4C). Untersuchungen mit Antikorpern gegen endogene Lamine oder integrale
Membranproteine (z.B. LAP2; Vogel, 2002; Kliiver, 2003) zeigten weiterhin eine normale
Verteilung der Proteine in der Kernmembran. Die Verteilung der endogenen Proteine der
inneren Kernmembran verdndert sich jedoch, wenn Lamine exprimiert werden denen die a-
helikale Doméne fehlt (Schirmer et al., 2001) oder die nur Teile der Stabdoméne kodieren
(B2-AN1, B2-AN3; Vogel, 2002; Kliiver, 2003). Ebenso @ndert sich die Anordnung der neu
synthetisierten Membran. Sie sind entweder in groen blasenférmigen Ausstiilpungen (Abb.
VI.11C) bzw. Einstiilpungen, sowie in Membranstapeln verschiedener Dicke und Form zu
finden (Abb. VI.10). Auch die Lage von Kernporenkomplexen scheint beeinflusst zu werden,
denn bei keiner elektronenmikroskopischen Aufnahme konnte in den Bereichen, in denen
Membranzisternen unterhalb der Kernmembran lokalisiert waren, Porenkomplexe
identifiziert werden (Abb. V1.6, 10, 14, 17).

Ein weiterer auffilliger Punkt, der bei der Uberexpression beobachtet werden kann, ist, dass
das Wachstum der duBleren Kernmembran nicht in gleichen MalBlen stattfindet, wie das
Wachstum der intranukledren Membranen. Dies ldsst vermuten, dass die Existenz der Lamine
zwar das Wachstum induzieren kann, aber, dass auch weitere Faktoren eine Rolle spielen, um
ein koordiniertes Kernwachstum zu bewirken.

Das die Uberexpression von Laminen das Kernwachstum anregt, steht in Einklang mit
Befunden aus Lamin-Depletionen-Versuchen. Hierbei bewirkt eine Depletion einen
entgegengesetzten Effekt und verhindert das Kernwachstum sowohl in vitro als auch in vivo
(Benavente und Krohne 1986; Newport et al., 1990). Doch wo liegt der Zusammenhang
zwischen Laminexpression und Kernwachstum? Welcher Faktor ist fiir die Induktion
verantwortlich? Ist es der direkte Kontakt oder eher ein Prozess der durch die Anwesenheit
der Lamine ausgelost wird? Untersuchungen an Proteinen, die in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert sind, zeigen bei Uberexpression ein #hnliches
Verhalten wie die Lamine. Die Uberexpression dieser Proteine induziert das Wachstum von
ER-Membranen und fiihrt zu einer Akkumulation der {iberexprimierten Proteine. Gleichzeitig
steigt mit dem Membranwachstum auch die Lipidsynthese, was fiir ein Kopplung beider
Prozesse spricht (Ohkuma et al., 1995; Chin et al., 1982; Ravid et al., 1999; Snapp et al.,
2003). Die Lipidsynthese wird wiederum durch eine inhibitorische Riickkopplung reguliert.
Dabei induziert der Riickgang von cytosolischem Sterol die proteolytische Aktivierung von
bestimmten Transkriptionsfaktoren (SREBP = sterol regulatory element binding proteins).
Diese Proteine sind als inaktive Transkriptionsfaktoren in der Membran des ER lokalisiert.

Durch die Aktivierung 16sen sich die SREBPs aus dem ER, wandern in den Kern und
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veranlassen dort die Transkription von Sterolen und Fettsduren (Horton et al., 2003;
Ubersicht: Rawson, 2003). In Anbetracht dessen, dass der Zellkern mit dem
endoplasmatischen Retikulum in unmittelbaren Kontakt steht, konnte das Wachstum des
Zellkerns auf dhnliche Weise kontrolliert werden. Unsere Daten haben gezeigt, dass sowohl
die Interaktion des farnesylierten Cysteins von B-Typ Laminen als auch die Myristylierung
des aminoterminalen Endes des Lamin C2 die Membransynthese anregen. Inwieweit die
Interaktion der Lamine mit der inneren Kernmembran oder die vorrangehende Modifikation
des CxxM-Motivs oder des GNAEGR-Signals den Lipidmetaboslismus beeinflussen, miisste

durch weitere Versuche geklart werden.
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VII. Morpholino Injektionen

VIL. 1. Ergebnisse

Wie in der Einleitung erwéhnt ist die Injektion von Morpholinos eine neue Methode, um
gezielt die Expression bestimmter Gene zu reprimieren. Dabei wird nicht das Gen
ausgeschaltet, sondern die Translation der mRNA durch die Anlagerung der komplementéren
Morpholinos verhindert. Die Expression wird jedoch nicht auf Dauer reprimiert, denn mit
zunehmender Zellzahl des Organismus verdiinnt sich die Konzentration des Morpholinos.

Die folgenden Untersuchungen an Zebrafischembryonen sollen zeigen, ob mit der Injektion
von Morpholinos gegen LAP2, LBR, Lamin Bl oder Lamin B2 die Expression dieser
Proteine beeinflusst werden kann und ob die Reduktion sichtbare Auswirkungen auf den

gesamten Organismus zeigt.

VII. 1. 1. Grundlegende Informationen beziiglich der Morpholino

Injektionen und der anschlieBenden Interpretation

VIL 1. 1. 1. Allgemeine Anmerkung fiir die Western Blot Analyse

Die Auftrennung der Embryonen erfolgt in 12% Polyacrylamidgelen. Jede Spur enthélt die
gesamten Proteine eines einzelnen Embryos.

Um eine Aussage iiber die zu erwartende Repression treffen zu konnen, wurden zwei
Kontrollen durchgefiihrt. Zum Einen wurden auf jedem Gel 1-2 nicht injizierte, 24 Stunden
alte Embryonen mit aufgetrennt. Diese Spuren, mit “K* gekennzeichnet, geben einen Hinweis
auf die natiirliche Proteinmenge und auf die Mobilitit des Proteins. Zum Anderen wurden die
Blots nicht nur mit Antikorpern gegen das reduzierte Protein inkubiert, sondern auch mit
einem Antikdrper gegen o-Tubulin. Dies dient als Beladungskontrolle und soll

vermeintlichen Fehlinterpretationen, in Bezug auf eine reduzierte Expression, vorbeugen.

VILI. 1. 1. 2. Anfingliche Schwierigkeiten
Trotz der Versuche die Embryonen moglichst genau in die Zellen oder im Dotter direkt

unterhalb der Zellen zu injizieren, waren die ersten Analysen im Western Blot erniichternd

(Abb. VIL1).
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Abb. VIL 1: Immunblot von Embryonen, 24 h nach der Injektion mit 1 mM Mo-LAP2

Morpholino Injektion erfolgte im 1-2 Zellstadium in die Zellen oder den Dotter; A) Immunblot
mit LAP2 spezifischen Antikorpern (zZLAP2-Serum 1); B) Immunblot mit a-Tubulin spezifischen
Antikdrpern (anti a-Tubulin); Spuren enthalten jeweils die gesamte Proteinmenge eines 24 h alten
Embryos, Spur 1-5: injizierte Embryonen; Spur 6+7: nicht injizierte Embryonen; 12% SDS-
PAGE; Marker: zeigt GroBBen von 97, 66, 45, 29 kDa; o Isoform (~84 kDa), 3 Isoform (~ 63 kDa),
vy Isoform(~45 kDa), a-Tubulin (~ 50kDa)

Nur vereinzelt zeigte sich eine Reduktion der Proteinexpression (Abb. VII.1A Spur 1, 3, 5)
und in den meisten Fdllen war kein Unterschied zu den nicht injizierten Embryonen zu
erkennen (Abb. VIL.1A Spur 2, 4). Die Beladungskontrolle gegen a-Tubulin bestdtigt jedoch
eine dhnliche Proteinmenge in fast allen Spuren (Abb. VII.1B). Aus diesem Grund wurde mit
Hilfe des pCS2plus-PolylinkerIl (Abb. I1X.3; Anhang), der die kodierende Sequenz fiir das
“green fluorescence“-Protein (GFP) enthélt, und mit Hilfe des Ambion Transkriptions-Kits,
gecappte mRNA des GFPs hergestellt. Durch eine Co-Injektion von Morpholino und GFP-
mRNA (100ng/pl) wurde somit nicht nur die Translation des gewiinschten Proteins
reprimiert, sondern gleichzeitig auch das GFP exprimiert. Der Embryo beginnt unter UV-
Anregung zu fluoreszieren (Abb. VII. 2) und kann so fiir die weiteren Analysen/Aufnahmen

identifiziert werden.
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ImMB1/B2-24h ImM LAP2-24h

Abb. VIL. 2: 24 h alter Embryo ,der zuvor mit gecappter GFP-mRNA coinjiziert wurde

A) Embryo wurde mit ImM Mo-Lamin B1, Mo-LaminB2 und 100 ng/ul GFP mRNA injiziert

B) Embryo wurde mit 1mM Mo-LAP2 und 100 ng/ul GFP-mRNA injiziert
Trotz der Injektion von gleichen Mengen zeigten die Embryonen im Bezug auf die
Fluoreszenz eine unterschiedlich starke Intensitit. Es stellte sich heraus, dass bei Embryonen
die nur schwach leuchteten kaum eine oder nur eine sehr geringe Repression stattgefunden
hat. Daher wurde fiir die folgenden Analysen die Methode der Co-Injektion beibehalten und

die Embryonen nach 24 Stunden in eine stark und eine schwach leuchtende Gruppe aufgeteilt

und dementsprechend in Polyacrylamidgelen aufgetrennt.

VIIL 1. 1. 3. Kontrollen fiir die phinotypischen Verinderungen der injizierten
Embryonen

Da im Folgenden nicht nur die Reduktion der Proteinmengen, sondern auch die
phinotypischen Verdnderungen der injizierten Embryonen untersucht werden sollen, wurde
anfangs tUberpriift, ob die Injektion eines “Morpholinos® oder die Co-Injektion mit GFP-
mRNA die Entwicklung der Embryonen beeintrichtigt (Abb. VIL.3).

Abb. VII. 3: Auswirkungen der
Injektionen an 24 h alten Zebra-
fischembryonen

Embryonen wurden 24 h zuvor A)
nicht injiziert (Kontrolle), B) mit
100 ng/ul gecappter GFP-mRNA
injiziert (mRNA) oder C) mit 0,75
mM Kontrollmorpholino (K-Mo) +
GFP-mRNA injiziert; Embryonen
stammen alle aus dem selben
Gelege
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Abbildung VII.3 zeigt, dass sich die Embryonen, die entweder mit einem Kontrollmorpholino
(0,75 mM) und der gecappten mRNA des GFP’s (Abb. VII.3C) oder ausschlieflich mit der
GFP-mRNA (Abb. VIL.3B) injiziert wurden nicht gravierend von den nicht injizierten
Embryonen unterscheiden (Abb. VIL.3A). Innerhalb der drei Varianten (Abb. 3A, B, C)
konnen zwar Unterschiede in der Entwicklungsgeschwindigkeit wahrgenommen werden,
diese beruhen jedoch auf individuellen Effekten. Allgemein sei anzumerken, dass injizierte

Embryonen eine kleine Entwicklungsverzégerung zu zeigen scheinen.

VII. 1. 4 Entwicklungsstand eines 48 Stunde alten Zebrafischembryos

48 Stunden nach der Befruchtung sind schon einige Anlagen des Embryos wie Kopf, Augen,
Herz, Darm, Schwanz, Riickgrat und Notochord deutlich zu erkennen. Das Notochord kann
als transientes, mesodermales ,,Riickgrat* bezeichnet werden, welches fiir die Differenzierung
des Nervensystems essentiell ist. Diese Abbildung (VIL.4) soll als Orientierung fiir die

spateren phianotypischen Analysen dienen.

Riickgrat Notochord Schwanz

Augen

Herz Dotter Darm

Abb. VIL 4: Phanotyp eines nicht injizierten Zebrafischembryos 48 h nach der Befruchtung

VILI. 1. 2. Reduktion des zILAP2 mit Hilfe des Morpholinos Mo-LAP2

Das Morpholino Mo-LAP2 (Kapitel 3.1.12) trdgt im Vergleich zu den anderen hier
verwendeten Morpholinos eine Besonderheit. Es ist komplementidr zu einem Bereich der
LAP2 mRNA die 1 Base vor dem ATG beginnt und 21 bp nach dem ATG endet. Vor der
genomischen Analyse des zZLAP2 (Kapitel IV.1.1) waren wir der Meinung, dass an Position 5
nach dem ATG ein Thymin kodiert ist, und bestellten das Morpholino dementsprechend. Da
sich dies jedoch als Fehler erwies (Kapitel IV.1.1.1.6) enthélt das Morpholino Mo-LAP2 eine
Fehlpaarung. Trotz dieser Fehlpaarung gelang es bei verschiedenen Injektionen mit
unterschiedlich konzentriertem Mo-LAP2 (0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM) die Translation der
vorhandenen LAP2 mRNAs zu verhindern (Abb. VILS).
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Abb. VIIL. 5: Reduktion der LAP2 Expression durch Injektion eines LAP2 spezifischen
Morpholinos

Zebrafisch Embryonen wurden mit 0,5 mM (A, A’), 1 mM (B, B’) und 1,5 mM (C, C’)
Morpholino Mo-LAP2 injiziert und nach 24 h in einem 12% Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Spuren 1-9 (A, A’) bzw. 1-7 (B, B’, C, C’) enthalten die gesamten Proteine injizierter Embryonen,
Spuren K, K’ (A, A’,B, B’, C, C’) enthalten die gesamten Proteine nicht injizierter Embryonen;
die Western Blots wurden mit Antikdrpern gegen LAP2 (A, B, C) und gegen a-Tubulin (A’, B’,
C’) inkubiert; verwendete Antikorper: zLAP2-1 (A, B, C), anti-a-Tubulin (A’, B’, C’); Marker:
zeigen Grofen von 116, 97, 66, 45, 29 kDa; o Isoform (~84 kDa), B Isoform (~ 63 kDa), y
Isoform(~45 kDa), a- Tubulin(~55 kDa); Gele (A,B,C) sind nicht gleichméBig gelaufen, daher
stimmen die molekularen Massen oft nicht mit der Erwartung iiberein, die Kontrollen zeigen
jedoch die wildtypische Expression

Abb. VII. 5 zeigt drei Western Blots von Zebrafischembryonen die 24 Stunden zuvor mit 0,5
mM (Abb. VIL 5A, A’), | mM (Abb. VII. 5B, B’) und 1,5 mM (Abb. VIL 5C, C’) Mo-LAP2
injiziert wurden. Die Blots wurden jeweils mit Antikorpern gegen den aminoterminalen Teil
des LAP2 inkubiert und sollten somit, zumindest in den Kontrollen die drei Isoformen
zLAP2w (~84 kDa), zZLAP2p (~ 63 kDa) und zZLAP2y (~45 kDa) zeigen (vgl. Abb. VII. 1)

Leider koénnen die Kontrollspuren (K; Abb. VIL.5) bei diesen Blots kaum verwendet werden.
Entweder waren die Proteine schon degradiert (Abb. VII. 5C) oder die Homogenisierung war
nicht ausreichend (Abb. VIL.5B). Nur eine einzige Kontrolle zeigt ausschlieBlich die
erwarteten Banden flir die drei LAP2 Isoformen (K’; Abb. VII.5A). Der LAP2 Antikorper
detektiert auf allen drei Blots (Abb. VIL.5A, B, C) in den beladenen Spuren jeweils eine
Bande, die mit ihrem Molekulargewicht zwischen 66 und 97 kDa liegt. Dies entspricht dem

Molekulargewicht der grofiten Isoform (LAP2w). Auch bei langerer Exposition konnten auf
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dem Rontgenfilm keine Banden entdeckt werden, die den anderen Isoformen entsprechen.
Anhand der Beladungskontrollen (Abb. VII.5SA’, B’, C’) steht ebenfalls fest, dass zumindest
bei der Injektion von 0,5 mM und 1 mM gleiche Mengen von Protein in den Spuren
vorhanden waren (Abb. VIL.5A’, B’). Die Beladung des dritten Blots zeigt zwar starke
Schwankungen in der Beladungskontrolle (Abb. VII. 5C’), dennoch kann man deutlich
erkennen, dass in allen Spuren das LAP2® vorhanden ist (Abb. VIL.5C).

Die Reduktion der LAP Isoformen scheint sich auf die Entwicklung der Embryonen
auszuwirken (Abb. VIIL.6).

Abb. VII. 6: Zebrafisch Embryonen 20-29 h nach der Injektion mit Morpholino gegen LAP2

Embryonen wurden mit 0,5 mM (B-E) und 1 mM (G, H) Mo-LAP2 injiziert und nach 20 h (A-E)
bzw. 29 h (F-H) aufgenommen. Nicht injizierte Embryonen (A, F) dienen zur Kontrolle;
Embryonen A-E und F-H stammen aus den selben Gelegen

Nach 20-30 Stunden scheinen die mit 0,5 mM (Abb. VII.6B-E) bzw. | mM (Abb. VIL.6G, H)
Mo-LAP?2 injiziert Embryonen, eine enormen Entwicklungsverzogerung gegeniiber den nicht
injizierten Embryonen (Abb. VIL.6A, F) zu besitzen. Da diese Verzogerung gravierender
ausfillt als bei den Kontrollen aus Abbildung VII.3 kann dies als Effekt der LAP2 Reduktion
angesehen werden. Auffillig ist, dass die Bildung der Kopfregion, der Augen und des
Schwanzes nicht nur verlangsamt sondern auch fehlerhaft erscheint.

Diese morphologischen Verdnderungen konnen nach 48 Stunden noch besser beschrieben

werden (Abb. VIL.7).
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Abb. VIL. 7: Zebrafisch Embryonen 48 h nach der Injektion mit Morpholino gegen LAP2
Embryonen wurden mit 1| mM (B, C, E, F, G, H) Mo-LAP2 injiziert und nach 48 h (A-H)
aufgenommen. Nicht injizierte Embryonen (A, D, sowie rechter Embryo in F und G) dienen zur
Kontrolle; Embryonen (A-C) und (D-H) stammen aus den selben Gelegen

Die zwei Embryonen aus Abbildung 6G und 6H wurden nach 48 Stunden erneut untersucht
(Abb. VII.7B, C) und mit Embryonen aus einer weiteren Injektion mit I mM Mo-LAP2 (Abb.
VIIL.7 F-H) verglichen. Die GréBe und Entwicklung des Kopfes lassen Vermutungen zu, dass
die Entwicklung des Gehirns ebenso wie die der Augen in Mitleidenschaft gezogen wurden.
Die Augen sind etwas kleiner und nicht so stark pigmentiert wie bei den Kontrollembryonen
(Abb. VII.7A, D) was fiir eine fehlerhafte Entwicklung spricht. Das Riickgrat erscheint in den
vorderen Segmenten leicht gebogen und endet haufig in einer abgeknickten Schwanzspitze.
Diese extreme Fehlstellung des Schwanzes ist jedoch nicht bei allen Embryonen zu erkennen
(Abb. VIL.7F). Anhand von Abbildung VIL.7G und 7H, auf denen ein injizierter Embryo
(links) direkt neben einem nicht injizierten Embryo (rechts) liegt, wird auch deutlich, dass
nicht nur die Ausbildung bestimmter Regionen sondern auch die GroBe der Embryonen
reduziert wird.

Bei einer Injektionsstudie mit 1,5 mM Mo-LAP2 wurden 4 von 6 gut leuchtenden Embryonen
iiber einen Zeitraum von 5 Tagen beobachtet (Abb. VILS).
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Abb. VIL.8: Zebrafischembryonen mit anfinglich reduzierter LAP2-Expression
Zebrafischembryonen wurden mit 1,5 mM (A-D) bzw. 0,5 mM (E’) Mo-LAP2 injiziert.
Aufnahmen der selben Embryonen nach 24 h (A), 48 h (B), 72 h (C), 5 Tagen (5d; D); nicht inji-
zierte Kontrolle: (linker Embryo in A, B, C, D und E); Embryonen in E und E’ aus dem selben
Gelege, Aufnahmen nach 5 Tagen

Vergleichbar mit zuvor injizierten Embryonen (Abb. VIL.6, 7) ist auch bei der Injektion mit
1,5 mM Mo-LAP2 nach 24 Stunden eine verzogerte Entwicklung zu erkennen (Abb. VIL.8A;
linker Embryo: Kontrolle). Obwohl bei der Untersuchung 24-29 Stunden nach der Injektion
nur geringfligige Unterschiede zu Embryonen festgestellt werden kdnnen, die mit einer
geringeren Konzentration injiziert wurden (vgl. Abb.VIL.6 mit VIL.8A), so zeigt sich der
Effekt um so drastischer nach 48 Stunden (vgl. Abb.VIL.7 mit VII.8B). Wihrend bei einem
der Embryonen nur eine leichte Deformation des Schwanzes und eine kleine Ausbildung des
Kopfes und der Augen zu erkennen ist (Abb.VIL.8,2. Embryo von links), zeigen die drei
anderen Embryonen eine enorme Verdnderung in ihrer Korperform. Der Korper erscheint
stark reduziert und gleichzeitig dorsalisiert. Weder Augen noch Kopf wurden gebildet und
auch die Anlage des Darms und des Schwanzes sind nicht, oder nur teilweise erfolgt (Abb.
VILSB 3., 4., 5. Embryo von links). Nach 72 Stunden sind bei allen Embryonen immer noch
Herzschlidge zu beobachten. Bei Embryo 2 und 5 (Abb. VIL.8C; 2. und 5. Embryo von links)

bildet sich eine Blase im Bereich des Herzens, die bei Embryo 2 nicht so stark ausgeprigt ist
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wie bei Embryo 5. Innerhalb der folgenden 2 Tage sind zwei der sehr stark beeintrichtigten
Embryonen gestorben. Bei den verbleibenden injizierten Embryonen (Abb. VII. 8D, 2. und 3.
Embryo) ist die Blase in der Herzregion angeschwollen. Der mittlere Embryo zeigt im
Gegensatz zu der nicht injizierten Kontrolle (Abb. VIL.8D, linker Embryo) eine wesentlich
geringere Ausbildung des Kopfes, wodurch die Augen ndher beieinander zu stehen scheinen.
Ein 5 Tage alter Embryo, der mit 0,5 mM Mo-LAP2 injiziert wurde (Abb. VIL.8E’) zeigt im
Vergleich zu einem Kontrollembryo (Abb. VII.8E’) keine groferen Unterschiede. Dennoch ist
auch hier ein schwicher ausgeprigter Kopf sowie eine Blase im Bereich des Herzens zu
erkennen.

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass sich der Verlust der LAP2[3 und y Isoform
innerhalb der ersten 24 Stunden sowohl auf die Entwicklungsgeschwindigkeit als auch auf die

Ausbildung von Kopf und Schwanz auswirkt.

VII. 1. 3. Reduktion des LBR

Durch die Identifikation des Zebrafisch LBRs und die selbst hergestellten polyklonalen
Antikorper (Kapitel V.1.6) konnte ebenfalls eine Untersuchung an Zebrafischembryonen
erfolgen, die sich mit der Reduktion des zZLBR beschéftigt. Das zur Reduktion verwendete
Morpholino Mo-LBR ist 25 “Nukleotide* lang und beginnt sich 13 bp vor dem Startcodon an
die mRNA anzulagern. Die Injektion mit drei verschiedenen Konzentrationen (0,25 mM,
0,5 mM, 1,5 mM), sowie die anschlieBenden Auswertungen der Embryonen, erfolgte nach
dem oben beschriebenen Prinzip. Durch eine Auftrennung der injizierten Embryonen in einer
SDS-PAGE, mit anschlieBender Antikorperinkubation gegen zLBR bzw. a-Tubulin, konnten
Aussagen iiber die Reduktion getroffen werden (Abb. VIL.9).
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Abb. VIIL. 9: Western Blot Analyse von 24 h alten Zebrafischembryonen, die mit Mo-LBR
injiziert wurden

Embryonen wurden mit 0,25 mM (A, A’; Spur: 1-4), 0,5 mM (B, B’; Spur: 1-6) und 1,5 mM
(C,C’; Spur: 1-5) Mo-LBR injiziert und nach 24 h in einem 12% Polyacrylamidgel aufgetrennt; K,
K’: nicht injizierte Embryonen; Antikdrperinkubation des Western Blots mit Serum D gegen
zLBR (A, B, C) und a-Tubulin (A’, B’, C’); Blots wurden nach Inkubation gegen o-Tubulin nur
mit 1x TBST gewaschen, daher sind bei der Inkubation mit Serum D noch die Signale des a-
Tubulins zu erkennen; LBR (63 kDa), a-Tubulin (~55 kDa), Marker: zeigt 97, 66, 45 und 29 kDa

Die zur Beladungskontrolle durchgefiihrte Antikdrperinkubation gegen das a-Tubulin (Abb.
VIL.9A’, B’, C’) belegt die gleichméBige Beladung fast aller Spuren. Im Falle der 0,25 mM
Injektion scheint beim Auftragen der Kontrollen (K, K’: Abb. VIL.9A, A’) ein Teil der
Proteinmenge verlorengegangen zu sein, was sich an der Stdrke der Bande bemerkbar macht.
Fiir die Detektion des zZLBRs wurde auf Serum D zuriickgegriffen, da es beim Antikorpertest
mit Zebrafischembryonen ein deutlicheres Signal zeigte als Serum B (Abb. V.12; Kapitel
V.1.8). Bei der Analyse dieser Western Blots zeigt die Inkubation mit Serum D in allen
Kontrollspuren (K, K’: Abb. VIL.9A, B, C) eine deutliche Reaktion mit einem Polypeptid von
58-60 kDa. Bei der Injektion von 1,5 mM Mo-LBR (Abb. VIL9C, Spur 1-5) ist die
Expression des LBRs genauso wie bei der Injektion von 0,5 mM (Abb. VIL.9C, Spur 1, 3, 4,
5) oder 0,25 mM (Abb. VIL.9C, Spur 1-4) reduziert.
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Die phénotypischen Auswirkungen der Mo-LBR Injektion wurden ebenfalls untersucht. Hier-
fir wurde wiederum das Mo-LBR in den Konzentrationen 0,25 mM, 0,5 mM und 1,5 mM in
die Embryonen injiziert.

Die fiir Immunblots (Abb. VIL.9) verwendeten Embryonen zeigten nach 20-24 Stunden, bis
auf eine Entwicklungsverzdgerung, kaum gravierende Unterschiede zu den Kontrollen.
Weitere Injektionen, bei denen die Tiere iliber einen Zeitraum von 4 Tagen beobachtet

wurden, zeigten jedoch einige Entwicklungsstérungen.

Abb. VII. 10: Phinotypische Auswirkung einer Morpholino Injektion gegen den LBR nach
30h

Embryonen wurden mit 0,25 mM (A), 0,5 mM (B) und 1,5 mM (C) Mo-LBR injiziert und nach
~ 30 h fotografiert. Linker Embryo: nicht injizierte Kontrolle

Nach ungefédhr 30 Stunden konnte bei den Embryonen, mit reprimierter LBR Expression
neben einer verzogerten Entwicklung auch eine fehlerhafte Entwicklung des Kopfes und eine
auffillige Kriimmung des Riickgrats (Abb. VII.10A, B, C; linker Embryo: nicht injizierte

Kontrolle) beobachtet werden. Mit zunehmender Konzentration des injizierten Morpholinos

scheint die verlangsamte Entwicklung zuzunehmen. Embryonen die nach der Injektion eine

161



VII. Morpholino Injektionen

starke Fluoreszenz zeigten, wurden meist fiir die Western Blot Analyse verwendet oder
starben innerhalb der ersten 48 Stunden (3-4 untersuchte Embryonen). Embryonen die unter
UV-Anregung weniger stark leuchteten und somit wohl keine komplette Reduktion des LBRs
besallen, erschienen phénotypisch fast wildtypisch und zeigten auch keine lebensbedrohlichen

Entwicklungsstorungen (Abb. VIL.11).

Abb. VIL11: 2-4 Tage alte, mit Mo-LBR injizierte, Zebrafischembryonen

Embryonen wurden mit 0,25 mM (A, B) und 0,5 mM (C, D) Mo-LBR injiziert und nach 48 h (A,
C) und 4 Tagen (B, D) aufgenommen. Embryonen aus A, B und C, D identisch; linker Embryo:
Kontrolle (A, B, C, D); Tiere fast wildtypisch, wahrscheinlich aufgrund einer unvollstdndigen
Reduktion des LBRs

Die Western Blot Analysen belegten eindeutig eine reprimierte LBR Expression durch die
Injektion des LBR spezifischen Morpholinos (Mo-LBR). Die Auswirkungen auf die
Embryonen scheinen sehr stark von der Menge des injizierten Morpholinos abzuhidngen. Bei
einer starken Fluoreszenz und somit starken Repression vermitteln diese Ergebnisse eine
erhohte Letalitdt. Die Injektion einer geringen Menge oder einer nicht exakten Injektion kann

jedoch auch zu fast wildtypischen Embryonen fiihren.
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VII. 1. 4. Reduktion der Lamine B1 und B2

Da den Laminen eine Reihe von wichtigen Funktionen zugesprochen wird, sollte {iberpriift
werden, ob die Reduktion der B-Typ Lamine durch die Repression von Lamin B1 und B2,
Auswirkungen auf die Entwicklung der Zebrafischembryonen hat. Deshalb wurden zwei
Morpholinos (Mo-zLamin Bl; Mo-zLamin B2) zusammen mit der mRNA des GFPs
coinjiziert. Die Morpholinos sollen sowohl die Expression des Lamin B2 (Mo-Lamin B2) als
auch die Expression von Lamin Bl (Mo-Lamin B1) reprimieren. Die verwendeten
Konzentrationen von 0,5 mM und 1 mM beziehen sich jeweils auf beide Morpholinos. Die
anschlieBende Reduktionsanalyse mit Hilfe eines Immunblots erfolgte 24 Stunden nach der
Injektion. Hierfiir wurden die Blots mit drei verschiedenen Antikdrpern gegen Lamin B2
(155-8), a-Tubulin (anti a-Tubulin) und Lamin B1 (L{H/B) inkubiert (Abb. VII.12 und Abb.
VII.13).
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Abb. VIL. 12: Reduktion des Lamin B1 und Lamin B2 durch Injektion spezifischer
Morpholinos

Embryonen wurden mit einer Mischung aus Mo-Lamin B1 und Mo-Lamin B2 mit einer jeweiligen
Konzentration von 0,5 mM injiziert. Auftrennung der gesamten Proteine von Embryonen 24 h
nach der Injektion in einem 12% Polyacrylamidgel; Spuren 1-10: injizierte Embryonen, Spuren K,
K’: nicht injizierte Embryonen; Antikdrperinkubation des Western Blots gegen Lamin B2 (A), a-
Tubulin (B) und Lamin B1 (C), verwendete Antikdrper: 155-8 (A), anti a-Tubulin (B), L{H/B (C),
Marker: zeigt 116, 97, 66, 45 und 29 kDa; Lamin B1 (~66 kDa), Lamin B2 (~66 kDa), a-Tubulin
(~55 kDa); Inkubation erfolgte zuerst gegen Lamin B2, dann gegen a-Tubulin und letztlich gegen
Lamin B1, zwischen den jeweiligen Inkubationen wurden die Blots fiir 2 h in 1x TBST gewaschen
und iiber Nacht bei 4°C in 5% Milch (in 1x TBST) inkubiert. Gel ist etwas ungleichmifig
gelaufen (vgl. Spur 1 mit K)
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Die Co-Injektion der 0,5 mM konzentrierten Morpholinos zeigt eine deutliche Reduktion der
Lamin Expression (Abb. VII.12A, C). Der Antikorper gegen Lamin B2 erkennt in den
Kontrollspuren (K, K’; Abb. VII.12A) ein Protein mit einem Molekulargewicht von ~66 kDa.
In den {ibrigen Spuren (1-10) konnen dagegen keine Signale detektiert werden. Die
anschlieBende Beladungskontrolle (Abb. VII.12B) belegt eine vergleichbare Proteinmenge in
Spur 2-7 und Spur K’. Wéhrend in Spur 1 etwas weniger Gesamtprotein enthalten ist,
erscheinen Spur 9, 10 und K bei der Inkubation mit anti o-Tubulin kein Protein zu enthalten.
Dies ist jedoch eher auf einen Fehler beim ECL-Nachweis, zum Beispiel durch Luftblasen
beim Transfer der Nitrocellulose, zuriickzufiihren, denn die Inkubation mit Antikdrpern gegen
die Lamine zeigten zumindest in Spur K eine vergleichbare Proteinmenge zur 2. Kontrolle
(vgl. Spur K und K’ in Abb. VII.12A bzw. C). Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers
gegen Lamin B1, konnte ebenfalls eine Reduktion der Expression bei injizierten Embryonen
nachgewiesen werden (Spur 1-7 Abb. VII.12). In den Kontrollen ist ein Signal bei 66 kDa
deutlich zu erkennen (K, K’; Abb. VII.12C).

Bei einer Injektion mit der doppelten Menge an Morpholinos (1 mM) wird ein vergleichbares

Ergebnis erzielt (Abb. VII. 13).
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Abb. VIL. 13: Reduktion des Lamin B1 und Lamin B2 durch Injektion spezifischer
Morpholinos

Embryonen wurden mit einer Mischung aus Mo-Lamin B1 und Mo-Lamin B2 mit einer jeweiligen
Konzentration von 1 mM injiziert. Auftrennung der Embryonen 24 h nach der Injektion in einem
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12% SDS-PAGE; Spuren 1-10: injizierte Embryonen, Spuren K, K’: nicht injizierte Embryonen;
Antikorperinkubation des Western Blots gegen Lamin B2 (A), a-Tubulin (B) und Lamin B1 (C),
verwendete Antikorper: 155-8 (A), anti a-Tubulin (B), LiH/B (C), Marker: zeigt 116, 97, 66, 45
und 29 kDa; Lamin Bl (~66 kDa), Lamin B2 (~66 kDa), a-Tubulin (~55 kDa); Inkubation
erfolgte zuerst gegen Lamin B2, dann gegen a-Tubulin und letztlich gegen Lamin B1, zwischen
den jeweiligen Inkubationen wurden die Blots fiir 2 h in 1x TBST gewaschen und iiber Nacht bei
4°C in 5% Milch (in 1x TBST) geblockt

Die Beladung der einzelnen Spuren erscheint, bis auf Spur 7 und 10 gleichméBig und
vergleichbar mit den Kontrollen (Abb. VII. 13B). Die Antikorper gegen Lamin B2 bzw.
Lamin B1 detektieren nur in den Kontrollspuren Proteine mit einem Molekulargewicht von 66
kDa (K, K’; Abb. VII.13A, C). Der Antikorper Lyl erkennt in Spur 9 ein weiteres Signal bei
97 kDa (Abb. VII.13 C). Dies scheint jedoch eher auf ein Aggregat oder ein unregelméBiges

Laufverhalten in Spur 9 zuriickzufiihren zu sein.

Bei den vorhergegangenen Analysen (Abb. VII.12 bzw. 13) besteht die Moglichkeit, dass der
Antikorper gegen Lamin Bl eventuell auch mit dem Lamin B2 oder mit dem zuvor
verwendeten Antikorper gegen Lamin B2 reagiert. Um auszuschlieBen, dass die Ergebnisse
aus Abbildung VII. 12C bzw. 13C falsch interpretiert wurden, wurde in einem weiteren
Versuch nur das Lamin Bl durch die Injektion von 1 mM Mo-Lamin B1 reprimiert (Abb.
VIIL.14).
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Abb. VII. 14: Reduktion des Lamin B1 durch Injektion des Morpholinos Mo-Lamin B1
Injektionsmenge: 1 mM Mo-Lamin B1, Spur 1-4: injizierte Embryonen, Spur K: nicht injizierter
Embryo; Auftrennung in einer 12% SDS-PAGE 24 h nach der Injektion; Inkubation mit
Antikdrpern geben Lamin B1 (A) und a-Tubulin (A’); verwendete Antikorper: LiH/B (A), anti a-
Tubulin (B); Marker: ziegt116, 97, 66, 45 und 29 kDa; Lamin B1 (~66 kDa),a-Tubulin (~55 kDa)

Der mit dem Antikérper LiH/B inkubierte Western Blot (Abb. VII.14A) erkennt in der
Kontrollspur (K) ein eindeutiges Signal bei 66 kDa wéhrend in den iibrigen Spuren (1-4) kein
Signal auftritt. Aufgrund der Beladungskontrolle (Abb. VII.14B), die in den Spuren 1, 3, 4
und K eine deutliche Menge an a-Tubulin zeigt, kdnnen 2 Schlussfolgerungen gezogen
werden. Zum einen, dass die Injektion von Mo-Lamin B1 die Expression des Lamin Bl
reprimiert und zum anderen, dass die verwendeten Antikdrper gegen Lamin B1 kein Lamin

B2 erkennen. Das bedeutet, dass selbst wenn die beiden Laminantikorper sich gegenseitig
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beeinflussen, die Reduktion des Lamin B1 bei der Co-Injektion beider Lamin Morpholinos

(Abb. VII.12C bzw.13C) erfolgt ist.

Die Reduktion der B-Typ Lamine durch eine Co-Injektion von Mo-LaminB1 und Mo-Lamin
B2 hat ebenfalls Auswirkungen auf die Entwicklung der Embryonen.

Abb. VII. 15: Phiinotypische Auswirkungen nach dem Verlust der B-Typ Lamine
Embryonen wurden mit 0,5 mM (B, D-G) bzw. 1 mM (I-L, N, O) Mo-Lamin B1 und Mo-Lamin
B2 coinjiziert. Kontrollembryonen (A, C, H, M). Aus einem Gelege stammende Embryonen: (A,
B), (C-G), (H-L), (M-O); Aufnahmen nach ~ 30 h

Die injizierten Embryonen zeigen nach 30 Stunden im Vergleich zu den nicht injizierten
Embryonen (Abb. VIL.I5SA, C, H, M) aus dem selben Gelege eine deutliche verzogerte
Entwicklung (Abb. VII.15). Wihrend die Anlagen von Kopf und Augen in diesem Stadium
noch keine Auffalligkeiten zeigen, scheint die Ausbildung des Riickgrats und des Schwanzes

in machen Fillen etwas beeintrdchtigt zu sein (Abb. VII.15B, E, K). Dieses Ergebnis ist
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sowohl bei den Embryonen zu finden, die mit 0,5 mM (Abb. VII.15B, D-G) als auch bei
denen, die mit 1 mM (Abb. VIL.15I-L, N,O) behandelt wurden. Eine Verstirkung von
phénotypischen Effekten ist in diesem Fall nicht zu erkennen.

Einige mit 0,5 mM Morpholino injizierte Embryonen, die fiir 4 Tage bei 26°C gehalten
wurden, zeigten unterschiedliche Verdnderungen (Abb. VII.16).

Abb. VIL. 16: 2-4 Tage alte Zebrafisch Embryonen nach einer Repression der B-Typ Lamine
Embryonen wurden mit 0,5 mM Mo-Lamin B1 und Mo-Lamin B2 injiziert und nach 48 h (A B,

C) und 4 Tagen (D) aufgenommen; rechter Embryo: nicht injizierte Kontrolle; linke(r)
Embryo/nen: injizierte Embryonen

Nach 48 Stunden kann bei den Embryonen eine Deformation des Riickgrats festgestellt
werden. Diese duBert sich entweder in einem Abknicken des Schwanzes (Abb. VII.16A, B, C)
oder einem “Anheben” des Kopfes (Abb. VIIL.16C, D). Das Anheben des Kopfes kann in
diesem Fall aber auch auf der Ausbildung der Blase im Bereich des Herzens beruhen. Nach 4
Tagen leben von den 5 untersuchten Embryonen noch 3, die alle eine unterschiedliche
Verdnderung zeigen (Abb. VII.16; rechter Embryo nicht injizierte Kontrolle). Zum Einen
zeigen 2 Embryonen eine deutliche Reduktion in der GroBe. Das Riickgrat aller drei
injizierten Embryonen ist auffillig gebogen und die Kopfform ist rundlicher als die der
Kontrolle. Dies kann aber auch durch die etwas breitere Ausbildung der Herzregion so

erscheinen.
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Somit scheint die Reduktion von zwei relativ essentiellen Proteinen zwar die Entwicklung der
Embryonen zu beeinflussen, aber ob dies auch die Letalitit innerhalb der ersten 4 Tage erhoht

kann noch nicht beantwortet werden.
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VII.2. Diskussion

Reduktion integraler Membranpronteine und B-Typ Lamine durch
Morpholinos

Mit Hilfe verschiedener Morpholinos sollte untersucht werden, inwieweit es moglich ist
integrale Membranproteine, wie die LAP2s und den LBR, sowie die essentiellen B-Typ
Lamine, Lamin Bl und Lamin B2, zu reprimieren. Dadurch sollte versucht werden einen
Einblick insbesondere in die Funktion von integralen Membranproteinen der inneren
Kernmembran zu bekommen. Da RNA-Interferenz-Experimente an Kulturzellen von Verte-
braten keinen Phénotyp, zum Beispiel nach der Herunterregulierung des LAP2, ergeben
hatten (Haborth et al., 2001) sollte die Funktionsanalyse im vielzelligen Organismus durch-
gefilhrt werden. Es sollten insbesondere die phanotypischen Auswirkungen beobachtet
werden. Die vier verwendeten Morpholinos (Mo-LAP2, Mo-LBR, Mo-Lamin B1, Mo-Lamin
B2) waren alle in der Lage die Expression der entsprechenden Proteine innerhalb der ersten
24 Stunden nach der Injektion zu verhindern (Abb. VILS5, 9, 12). Dieser Verlust zeigte bei den
Embryonen unterschiedlich starke Effekte. Obwohl bekannt ist, dass die Injektion an sich zu
einer leichten Entwicklungsverzogerung fiihrt, waren die Verzogerungen nach der Injektion
der Morpholinos (0,5 mM) wesentlich drastischer als bei der Injektion von Kontroll-
morpholinos (0,75 mM) oder reiner mRNA eines GFPs (vgl. Abb. VIL.6, 10, 15 mit Abb.
VIL.3). Vor dem Hintergrund, dass die Reduktion dieser Proteine die Kernorganisation oder
die Stabilitit des Kernes beeinflussen, ist diese Verzogerung nicht verwunderlich.

Neben dieser Entwicklungsverzogerung schien sich die Repression von Lamin B1 und B2 mit
Hilfe der Morpholinos (Mo-Lamin B1, Mo-Lamin B2) innerhalb der ersten 24 Stunden kaum
auf die Embryonen auszuwirken. Zum Teil entstand der Eindruck, dass die Schwanzregion
etwas in Mitleidenschaft gezogen wurde, aber im Bereich des Kopfes wurden, im Vergleich
zu nicht injizierten Embryonen, keine Unterschiede festgestellt (Abb. VII.15). Dies bestdtigen
auch Aufnahmen von spiteren Entwicklungsstufen (Abb. VII.16). Leider konnten nur
Embryonen iiber einen ldngeren Zeitraum beobachtet werden, die mit einer geringen Menge
an Mo-Lamin B1 und Mo-Lamin B2 (je 0,5 mM) injiziert wurden. Aber schon bei diesen
Konzentrationen ist eine Deformation der Schwanz- und der Herzregion festzustellen,
wiahrend der Kopf immer noch mit dem der nicht injizierten Embryonen vergleichbar zu
seinen scheint. Das jedoch ein so geringer Effekt bei der Reduktion von zwei, als essentiell

bekannten Proteinen, auftritt, kann mit der Existenz eines weiteren B-Typ Lamins, dem
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Lamin LIII, erklart werden. Das Lamin LIII wurde zuerst in Xenopus beschrieben und ist das
einzige Lamin, das in den Oocyten, den Eiern oder den ersten Entwicklungsstufen des
Xenopus zu finden ist (Stick and Krohne et al., 1982; Benavente et al., 1985). Im Zebrafisch
wurde ebenfalls ein Lamin LIII identifiziert, das nicht nur strukturell sondern auch im
Expressionsverhalten mit dem des Xenopus vergleichbar ist (Hofemeister et al., 2002). Die
Entwicklung von Amphibien und Zebrafischen dhnelt sich in bezug auf ihre Oogenese und die
ersten Entwicklungsstufen (Kane, 1999). So zeichnen sich zum Beispiel Xenopus und
Zebrafisch durch eine schnelle Zellteilung in der fiihren Embryonalentwicklung aus, in der
keine Transkription stattfindet. Dennoch sind fiir das Wachstum geniigend Proteine
vorhanden, die entweder als maternale Proteine oder als maternale RNA in den Eiern vererbt
wurden (Hausen et al., 1985). Im Zebrafisch beginnt die Transkription der mRNA ungefdhr
im mittleren Blastulastadium. Bis dahin miissen alle Abldufe durch die Translation der
maternalen RNAs oder die vorhanden Proteine abgedeckt sein. Das Lamin LIII scheint im
Zebrafisch bis zur spidten Gastrulation die funktionellen Aufgaben der B-Typ Lamine zu
iibernehmen, denn erst zu diesem Zeitpunkt ist die Transkription des essentiellen Lamins B2
immunologisch nachzuweisen (Schoft et al., 2003). Die Repression der B-Typ Lamine B2 und
Lamin B1, mit Hilfe der Morpholinos, beginnt also erst am Ende der Gastrulation, wiahrend
noch geniigend Mengen von Lamin LIII vorhanden sind. Somit ist verstindlich, dass der
Verlust dieser Proteine nicht zu einem sofortigen Zusammenbruch der Lamina fiihrt. Da die
Konzentration der Morpholinos bei jeder Zellteilung abnimmt, wird wohl in den spédteren
Stadien die Translation der Lamin mRNA nur zum Teil blockiert. Dies beeinflusst zwar die
Entwicklung des Embryos, wirkt sich aber, zumindest bei geringen Morpholino Konzen-
trationen, nicht letal auf sie aus.

Eine dhnliche Situation findet man auch bei der Repression der LAP2 Proteine mit Hilfe des
Mo-LAP2. Obwohl das Morpholino die Translation des LAP23 und des LAP2y innerhalb der
ersten 24 Stunden verhindert, ist die Konzentration des maternal synthetisierten LAP2w,
unabhéngig von der injizierten Morpholino Konzentration, unbeeinflusst (Abb. VILS5). Das
LAP2w ist, vergleichbar zum Lamin LIII, ebenfalls ein Protein, das maternal vererbt wird. Bis
zum Gastrulastadium ist das LAP2w das einzige LAP2 und kann bis zu 36 Stunden nach der
Befruchtung in Zebrafischembryonen nachgewiesen werden (Schoft et al., 2003). Erst mit
Beginn der spiten Gastrula werden die somatischen LAP2 Isoformen 3 und y exprimiert und
verdrdangen langsam die ® Isoform. Durch das Fehlen der beiden somatischen LAP2s scheint
nicht nur die Entwicklungsgeschwindigkeit, sondern auch die Ausbildung von Kopf und

Schwanz beeinflusst zu sein. Nach 48 Stunden sind deutliche Deformationen der Kopf-, Herz-
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und Schwanzregion zu erkennen (Abb. VIL.7, 8). Diese Effekte konnen durch eine hohere
Morpholino-Dosis noch verstirkt werden (Abb. VIL.8 D,E, E’). Die Anwesenheit von LAP2®
und der Verdiinnungseffekt bei den Morpholinos durch die fortschreitende Zellteilung,
scheinen aber die Auswirkungen auf den Embryo zu beschrinken. Ahnliche phénotypische
Beobachtungen wurden auch von einer anderen Arbeitsgruppe bestitigt (miindliche Aussage
Micheline Paulin-Levasseur), die zusétzlich noch eine erhohte Letalitit der injizierten
Embryonen festgestellt haben. Dies war bei meinen Versuchen erst bei einer hohen
Morpholino-Konzentration moglich (1,5 mM; Abb. VIL.8). Dieser zusitzliche Befund kann
auf zwei, im Vergleich zu meinen Untersuchungen, Unterschieden beruhen. Zum einen
wurden bei dieser Arbeitsgruppe wahrscheinlich eine groere Anzahl von Embryonen iiber
einen ldngeren Zeitraum beobachtet und zum aderen wurde ein Morpholino injiziert, das sich
vom hier verwendeten Mo-LAP2 unterscheidet. Wie zuvor beschrieben, enthielt unser
Morpholino Mo-LAP2 an Position 6 (5 Basen nach ATG) eine Fehlpaarung, die das von
Paulin-Levasseur verwendete Morpholino nicht aufweist. Obwohl bekannt ist, dass
Morpholinos mit bis zu drei Fehlpaarungen funktionsfdhig sind, ist es denkbar, dass die
Bindungseigenschaften beeinflusst werden. Daher ist es moglich, dass das von uns
verwendete Morpholino zwar die Expression reprimiert, dieses aber in einem geringeren Maf}
als das von Paulin-Levasseur.

Den drastischsten Effekt, ausgelost durch eine Morpholino Injektion, konnte bei der
Repression des LBRs beobachtet werden. 24 Stunden nach der Injektion war im Embryo
keine LBR zu detektieren, was auf eine Reduktion oder eine vollige Repression des Proteins
hindeutet (Abb. VIL.9). Schon innerhalb der ersten 24-30 Stunden zeigten die Embryonen eine
gestorte Entwicklung, die sowohl die Entwicklungsgeschwindigkeit, als auch die Ausbildung
von Kopf, Riicken und Schwanz betrifft (Abb. VII.10). Obwohl nur eine geringe Anzahl von
Embryonen untersucht wurde, entstand der Eindruck, dass der Verlust des LBRs nicht nur die
Entwicklung beeinflusst sondern sich auch, innerhalb der ersten 48 Stunden, letal auf die
Embryonen auswirkt. Die wenigen Embryonen, die nach einer Injektion von geringen
Mengen an Mo-LBR, die ersten 48 Stunden {iberlebt haben, erscheinen von ihrem Phénotyp
eher wildtypisch (Abb. VII.11), was wahrscheinlich auf eine unvollstindige Repression des
LBRs zuriickzufiihren ist. Es ist bekannt, dass der Verlust, oder die Expression fehlerhafter
LBRs zu enormen Schiden bei Tier und Mensch fiihren kann. Die Pelger Huét Anomalie ist
eine autosomal dominante Krankheit, bei der der Verlust des LBRs sowohl die Entwicklung
beeinflusst als auch Skelettanomalien und eine verdnderte Chromatinverteilung im Kern

hervorruft (Hoffmann et al., 2002). Die Krankheit wirkt sich je nach genetischem
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Hintergrund, unterschiedlich aus, jedoch scheinen homozygote Patienten kaum eine
Uberlebenschance zu besitzen. Ahnliches wurde bei ichthyosis-Miusen gefunden, deren
LBR-Gen verschiedene Defekte aufwies. Bei homozygoten Miusen sank die Uberlebensrate
drastisch, wihrend heterozygote Miuse, mit verschiedenen Einschrdnkungen, lebensfdhig
waren (Shultz et al., 2003). Da die Repression des LBRs, mit Hilfe des Morpholinos, mit
einem homozygoten Defekt des Gens gleichzusetzen ist, ist die geringe Uberlebensrate der
Zebrafischembryonen verstidndlich. Das dennoch einige Tiere {iberlebt haben, kann vielleicht
damit erkldrt werden, dass nicht alle mRNAs des LBR blockiert wurden und eine geringe
Menge, die im Western Blot nicht detektierbar war, exprimiert wurde. Eindeutig ist jedoch
der Unterschied zu den Repressionsversuchen der LAP2s und der Lamine. Wahrend in diesen
Féllen eine embryonale Variante der Proteine vorhanden blieb (LAP2® oder Lamin LIIT) und
die Aufgaben zum Teil iibernommen haben, konnte beim LBR keine Kompensation
stattfinden, was sich in wesentlich deutlicheren Entwicklungsdefekten zeigte. Neben solchen
komplementierenden Faktoren, wie die maternalen Proteine, besteht auch die Moglichkeit,
dass andere Kernmembranproteine komplementierende Wirkungen besitzen konnen. Bei C.
elegans konnte zum Beispiel eine iiberlappende Funktion von Emerin und MANT1 beobachtet
werden, die bei RNA-Interferenz-Versuchen von MANT1 dazu fiihrte, dass diese Funktion zum
Teil durch das Emerin erfiillt wurde. Erst nach der Herunterregulierung beider Gene wurden
ein letaler beobachtet (Liu et al., 2003). Inwieweit sich die Funktionen des LAP2s, des LBRs
oder der B-Typ Lamine mit Funktionen anderer Proteine iiberlappen, so dass deren
Expression eine komplementierende Wirkung haben konnte, bleibt jedoch noch zu kliren.
Obwohl die hier beobachteten Auswirkungen recht einheitlich und mit anderen
Befunden vergleichbar sind, sollten sie dennoch mit Vorsicht interpretiert werden. Durch die
geringe Anzahl der untersuchten Embryonen wére eine Verallgemeinerung der gefundenen
Phinotypen noch etwas verfriiht. Fiir eine sinnvolle statistische Analyse reichen die hier
untersuchten Embryonen nicht aus und selbst ein Vergleich zwischen den einzelnen
Injektionen wird durch eine unterschiedliche Befruchtungs- oder Absterberate sowie
manchmal recht kleine Gelege erschwert. Hinzu kommen systembedingte Ungenauigkeiten,
die jedoch bei den Untersuchungen aller Arbeitsgruppen auftreten. Zum einen bedarf es
geniigend Erfahrung und Ubung die Embryonen immer an einer #hnlichen Stelle zu injizieren,
zum anderen folgt das injizierte Fliissigkeitsvolumen eher einem subjektiven MalB3. Da die
verwendeten Injektionsnadeln nicht unter standardisierten Bedingungen gezogen werden,
unterscheiden sie sich oft in ihrer Lange und Dicke. Folglich unterscheiden sich die Nadeln

hiufig in ihrer Offnung und das injizierte Volumen von ~1 nl muss zu Beginn der Injektion
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nach Augenmal}l abgeschitzt werden. Ist dieses geschehen, werden alle Embryonen einer
Injektionsrunde mit dem selben Volumen injiziert, aber inwieweit der Unterschied zu dem
Volumen einer anderen Injektion besteht, kann nicht gepriift werden. Obwohl mit gentigend
Erfahrung die Abweichungen sehr gering sind, ist die Frage berechtigt, ob nicht gerade bei
solch einem geringen Volumen schon eine minimale Abweichung einen gro3en Unterschied
macht. Dass die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Injektionen nicht alle miteinander verglichen
werden konnen, zeigt sich schon daran, dass nach 24 Stunden Unterschiede in der Fluoreszenz
des GFPs, und damit auch in der Menge des injizierten Morpholinos, zu erkennen waren.

Dennoch geben diese Ergebnisse Hinweise auf die moglichen Effekte, die die Reduktion der
verschiedenen Proteine bei den Zebrafischen bewirken konnten und diese scheinen nicht ganz
unrealistisch zu sein. Fest steht, dass die Morpholinos in der Lage waren die gewiinschten
Proteine zu reprimieren. Nun miissten die Injektionen soweit optimiert werden, dass eine
groBBere Anzahl von Embryonen untersucht werden kann und somit eine sinnvolle statistische
Auswertung erfolgen kann. Weiterhin miisste gekldrt werden bis zu welchem Stadium diese
Repression anhilt, und ob es mdglich ist durch eine erhohte Morpholino-Konzentration den

Verdiinnungseffekt bis iiber dieses Stadium hinaus entgegen zu wirken.
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IX. Anhang

Tab. 1: Exon-/Introngréfien des humanen LAP2s

vgl. genomische Sequenz auf CD

IX. 1. Exon-/Introngroflen der genomischen LAP2 Sequenzen

Exon/Intron Grofle (bp) Exon/Intron Grofle (bp)
Ex 1 279 Ex 6a 120
Inl 11738 In 6a 92
Ex 2 127 Ex 6b 96
In2 3667 In 6b 413
Ex 3 159 Ex 6¢ 107
In3 984 In 6¢ 1301
Ex 4 1520 Ex 7 89
In4 3132 In7 1125
Ex 5 98 Ex 8 252
In5 6657

Tab. 2: Exon-/Introngréfien des Zebrafisch LAP2s

vgl. genomische Sequenz auf CD

Exon/Intron Grofle (bp) Exon/Intron Grofle (bp)
Exon 1 237 Exon 9 90
Intron 1 4969 Intron 9 96
Exon 2 118 Exon 10 93
Intron 2 1332 Intron 10 121
Exon 3 150 Exon 11 60
Intron 3 1076 Intron 11 83
Exon 4 137 Exon 12 126
Intron 4 3300 Intron 12 1126
Exon 5 102 Exon 13 126
Intron 5 219 Intron 13 213
Exon 6 69 Exon 14 104
Intron 6 80 Intron 14 1648
Exon 7 129 Exon 15 364
Intron 7 1735
Exon 8 69 untrans. 3' 184
Intron 8 84 untrans. 5' 58

Tab. 3: Exon-/Introngrofien des Hithner LAP2s

vgl. genomische Sequenz auf CD

Exon/Intron Grofle (bp) Exon/Intron Grofle (bp)
untrans. 5’ mind. 80 In5 104
Ex 1 240 Ex 6 96
In 1 9073 In6 554
Ex 2 127 Ex 7 111
In2 1551 In7 1206
Ex 3 159 Ex 8 95
In 3 906 In 8 1189
Ex 4 101 Ex 9 292
In4 4575 untrans. 3’ 1557
Ex 5 120
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IX. 2. Translation der cDNA Sequenz des Hithner LAP2

Sequenz des Hiihner LAP2 EST Klons 335862.3 (BBSRC Chick EST Datenbank)
Ubersetzt mit CLONE in alle drei Leseraster . An Position 205 fiihrt ein zusétzliches
Nukleotid zu einem vorzeitigem Stopcodon (TAA). Kodierende Sequenz: Leseraster 1 (bis

Position 205) und Leseraster 3

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

atgcccgagt
M P E

c P S
A R

atcgccaaca
I A N

I Vv A

ccagaactga
P E L

vV Q0 N -
S R T

cagaatggaa

Q N G
D R M E
T E W

ctgaggcttg
L R L

tggacaagtg
W T S
S G Q V

tcttggcgga
F L A
S W R

v L G G

atgtgagcct
N VvV s

M - A
Q C E P

acctcaccgce
H L T

T S P
A P H R

gggagcccac
R E P

G S P
A G A H

agaaaactga
K K T

R K L
K E N -

atgaagatct
N E D

ccacaaggaa
T T R

P O G
Y H K E

agacacctat
K T P

R H L
E D T Y

ataatgattc
N N D

K - - F

ttgttgagca
vV V E

L L S
s C - A

gatcttcaaa
G S s
D L O

ccccteggte
D P s V

gccgggegge
L P G G

ccgcaacccg
A R N P

ccccategge
T P I G

caaactcagg
D K L R

tcaagagcag
L Q E Q
F K S
S R A

actttatgag
K L Y E

gcctcteccca
M P L P

tgaccagtac
S D Q Y
L T S

- PV

acctctgaaa
E P L K

caaccagact
H N Q T

aagtggacct
K s G P
K Vv D

ctgacgaagg
L T K

gcagaggaaa
A E E

G QO R K
G R G

cttatgaagt

L M K
s L - S
A Y E

aaaaagctgt
K K L

v I S

agtgacaatg

S D N
T V T M
Q - 0

ggcaggatga

G R M
K A G -
R Q D

tattctcaag
Y S Q

cttcaggcat
L Q A
L F R H

agaagctgaa
E K L

R S -
G E A E

aggacgtcta

K D V
R T S

Q G R L

cgcagcccga
A Q P

R S P
R A A R

gcggggecge
R G A
A G P

P R G R

aggatgactt
K D D

R M T
K G - L

atggaataaa
Y G I

M E -
V W N K

tgaaactgat
L K L

caactactga
S T T

Q L L
F N Y -

aagaagagcc
E E E

agactccagt
K T P

E D S S

atggagttac
D G V
M E L

R W S Y

tttctaggga
F S R
F L G

gagcgagctg
K S E L

cgtgcagctc
Y V Q9 L

cttctccage
D F s s

cgtcggacgg
A V G R

agatgtaaca
L DV T

tcctggecca
N P G P

ggaacaaggt
M E Q G

gaacaccaga
E N T R

aaagactgag
P K T E

aacactcaaa
V T L K

tgagactgtc
T E T V

gtctacaaga
E S T R
S L 0

185



IX. Anhang

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261
1321

L D K

gtgtcaagaa
V S R

E C Q E
S V K

gctgttatat
AV I

ttatgaagtc
L - S

P Y E V

L M K

tgctageccgg
c - P

S K I

L R S

agtttatcag
cactcaggac

w I F K

gaacaccaag
R T P

E H ©Q
K N T K

cagagagtac
S E S

atagggtgcc
N R V

Q - G A

acatgcccag
D M P

T C P
R H A Q

catacagaag
S Y R
H T E
L I Q K

tctacaccta
L Y T

s T P
S L H L

cctatcgagce
A Y R

P I E
G L S s

agtacctcaa
o Y L

s T S
T V P Q

ctgtggataa
P Vv D
L W I
P C G -

tctatggaaa
agttccaatt

K w T

gaaaagggtg
R K R V

tcctatagcet
T P I A

tggaaatttc
P G N F

aagaacacca
R R T P

aacgaaaagt

R T K S
E R K
N E K

caggaatcag
Y R N Q
T G I

Q E S

acactgactt
A H - L

gtgacatcaa

K - H Q
S D I
v T S

aaattcttct
K N S S

ctaatcaagg
ga

Abb. IX. 1: Hiihner LAP2P Sequenz (cLAP2p)

Identifiziert als EST Klons 335862.3 (BBSRC Chick EST Datenbank); Kleinbuchstaben: Nukleotidsequenz,
GroBbuchstaben: Aminosduresequenz; fett: kodierende/kodierte Sequenz; unterstrichen: Start- (ATG) und
Stopcodon (TAA), Kursiv-unterstrichen: Bereich mit Leserasterschub und vorzeitigem Stopcodon)

S S G

gaagctacat
E A T

gaaactatat
E T I

L K L Y
- N Y

aagcatgcag
K H A

aagaaaccac

K K P
Q R N H
K E T

agaaagggat
R K G

v E R D
- K G

cgctagctgce

caaaatggat

Q N G
F K M D
S K W

gtctgagaaa
vV - E

L C S

aaatcctttc

I F - G

tacagttgcc
L Q L

tgatgacagc
L M T

T D D S

attcttaagg
Y s -

I L K
I F L R

cgtagaccaa
P - T
R R P
A V D Q

gaaagtttct
- K F
E s F
M K V s

ccttcaacaa
T F N
P S T

N L Q Q

gtttcagtct
c F S

L F Q S

tcgaaatata

vV Y K

tgtagatgat
P vV D D

caacgagacc
S N E T

gccaatcagt
L P I s

tgaagtgccce
A E V P

aaatgttccc
G N V P

tcaaaggagc
N QO R S
I K G
S K E

ttaagtatgc
L - VvV C

aaaaagaacg
K K R T

tcttgtttte
L L V F

tttctgtgtt
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IX.3. Genomische Sequenzen

Genomische Sequenzen sind nur auf CD gespeichert.
Dabei sind die nicht translatierten Regionen (kursiv), die Start- und Stopcodons
(unterstrichen) und die Exons (fett, blau) markiert.

Genomische Sequenz von zZLAP2 mit Exon und Intron

Genomische Sequenz stammt aus contigl0273.2 (www.ensemble.org/ Danio rerio); Exons
wurden an cDNA-Sequenz von zZLAP2® (AJ320190) angeglichen. Exon/Intron mit Hilfe des
Spidey Programms von NCBI ermittelt und modifiziert.

Blau: Exons wurden durch cDNA Sequenz ersetzt, da durch Nukleotidunterschiede im contig
mehrere Stopcodons auftraten. Kleinbuchstaben: Sequenz die nicht in Klon
ICRFc7101293Q5 (RZPD, Berlin, Germany) gefunden wurde.

Genomische Sequenz von hLAP2 mit Exon und Intron

Die Exonssequenzen stammen aus der NCBI Datenbank und wurden von Harris und Berger
verdffentlicht (Harris, et al. 1995; Accession: U18266-18271 und Berger et al., 1996; Exon
6a, 6b,6¢). Die genomische Sequenz stammt aus der Datenbank des Sanger Institutes. Sie ist
auf dem menschlichem Chromosom 12 lokalisiert und umfasst hier nur einen Teil (97330414
—97451641). Blau: Exons; Rot: a-spezifisches Exon 4 mit eigenem Stopcodon; grau unterlegt:
Nukleotidunterschiede

Genomische Sequenz von cLAP2 mit Exon und Intron

Die genomische Sequenz stammt aus contig.36.871.141571 (www.ensemble.org/
Gallus_gallus). Exons wurden aus EST-Klon 335862.3 der BBSRC Chick EST Datenbank
(www.chick.umist.ac.uk) iibernommen. Dabei wurde das zusétzliche Nukleotid entfernt.
Untranslatiere Region ist durch den EST-Klon bekannt.

Genomische Sequenz des zZLBR

Die genomische Sequenz stammt aus contig.9684 (www.ensemble.org/ Danio rerio). Die
cDNA-Sequenz wurde iiber die Sequenzierung von Klon MPMGp567K10194Q3 (RZPD)
ermittelt und diese representiert die Exons. Exon 7, Intron 7 und Exon8 wurden aus Klon
ICRFc71M10137Q5 (RZPD) sequenziert, da die contig.9684- Sequenz hier nicht eindeutig
definiert war. Diese Bereich ist in die hier aufgefiihrte Sequenz mit aufgenommen. Dabei
unterscheiden sich der EST-Klon MPMGp567K10194Q3 (RZPD) und der genomische Klon
ICRFc71M10137Q5 (RZPD) in Exon 7 mit 5 Nukleotiden (cDNA: TTTTTG; genomische
DNA: ACTCTG). In dieser Sequenz wurde Exon 7 an die cDNA-Sequenz angeglichen (grau
unterlegt).
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IX. Anhang

IX. 4. Sequenz des Zebrafisch LBRs

TTTCACAGAGGGAGGAACCAGTTCAGAGCGGGGGCCAGCGTTTTAAAACAATATTCTTTATTTTATGAACTTC
CACGGATAAGCTTTAGTGATTTTTAGGAAAATAAGGTCGACTGAAGTAAACAAAGATGCCGCCTGCAAGGTTT
CAGATTGGAGATACTGTAATGGGCCGCTGGCCCGGCAGTAACCTTTATTATGAGGTCAAGGTGATGAGTTTTG
ATAACAAGACTCGCCTCTACACCGTCATCTACAAAGATGGTACTGAGCTGGAGCTGAAGGAGTCAGACATCAC
GAGTGTGGTCATTTTTCAAACTGCTGGACGGTCGAGGTCAAGATCTCGATCACCGGGACGCTCGCCAGGACGT
TCATCGGCACGTTCCCGGGACGCCCACGTCGCAGTCGCTCCCGTTCACCAGCTAGGACCCGCGCAGAGCTTAT
CTCGCACACAAAAGTGCCCAAGGAAAACTCAAGAAGTGCTGGAGGTTCGACTCACTCCTGTGGCGATGAAACA
CGAGAACAACAGCAGCAACAGCAAATCTGAGAAGAAAGAGGAAAATAATACAGCTAAAGCAGCTCCTGTAGTC
ACAGAGGAGAAGACAGAGACTGAATCAGAGAACCAGACAGGTGGACGATATAATCTACGGCGCAGGAAGGACC
AGGGTGATGGCAAGGCTGTAGAGCTGGAGAAAGCCGTAGAGTCTGAGCCGTTATTGCAAACTAAAGCACCAGC
AGCCGTCAAGACCGCCGATCTGGAGTTTGGAGGAAGAGTCGGTGTGCTTTTCCTGATGTTTCTGCTGCCAGGG
CTGTGTTGGTATGCTCATTCTCTGTGGGCAGAAGATGCCAGTCTCCAGAGCTTTCCTCTTGAGCTTCCCGCTC
TTCAGTCTGTCTGGGATTGCCAGGTCTTTGGCATCGTCCTGCTCTGGCTTCTCTTCCAGGCCGTCCTCTCCTT
GCTCCCTGTCGGAAAGCTTGTTGAAGGAATGCCACTTAAGAATGGGAAAACTTTGAAATACAGGATTAATGGT
TTCTATGCATTACTCCTCACGGCTGTGGCAGCAGGTGTCGCTGTGTACCAGGAGGTGGATCTCAGCTACATCC
ATGCACACTTCTTGCAGTTCTACACCTCTGCCCTGCTCATCGCAACTCTCCTCAGCATCTACCTGTTCATCCG
CTCCCGCTGGGCATCTAAAGATGAGCTAGCTCCCGGAGGARA GCTACATCATTTATGACTTCTTCATG
GGCAGAGAGTTAAATCCCCGTATCAAAAGCTTCGATATTAAGTTCTTCTGTGAAATGCGCCCTGGACTGATGG
GTTGGGTGTTGATCAACTTTGCGATGTTGCTTGCTGAAATGAAGCAGCAGAATCTGGAGAATCCGTCTCCAGC
GATGCTCCTGGTCAACATCTTCCAGCTCCTGTGGGTCATCGATGGCTTGTGGCATGAGGAGAAGCTGCTGACT
ATGATGGACATAATGTATGATGGCTTTGGATTTATGTTGACATTTGGAGATTTGGCTTTTGTTCCCTTTACAT
TCACATGTCAAGCATACTATCTAGTCACCCATCCCAATGAGCTCTCAGTGTTCTGGATCATTACTCTCATTGC
TATGAACGGAGTGGGATACTATATTTTCAGGAAAGCCAACTCTCAGAAGTTTGCCTTCAGGAAAAACCCTTCT
GACCCGGCAGTGTATCATCTGAAAACTATTCCTACTGCAACCGGAAAGAGTCTCATTGTGTCTGGTCTCTGGG
GTTTTGTCCGTCATCCCAATTACCTGGGGGACATCATCATGGCTTTGGCCTGGTCTCTACCATGCGGGTTCAA
CACTCTGGTCCCTTATTTTTACCTGATCTATTTGGTCACTCTGCTGGCGCACGGAACCGCACGACACGAGCGT
AAGTGCAGGAAAAAGTACGGCTCTGCATGGGAAGAGTACTGCCAAGCTGTCCCGTACCGCATTTTCCCAAGAG
TATACTGAgacttagtctgttatggacactcggggcctaaacaccaggatgacaccgaacatcaaacagggaa
tgagtcattagcagcttagcctcctttttaaagtcttttaaaaacaaaaacaattacaattgagcaccaaaat
caaaccaatttttcagtcacaaagcgtttacggattgtggacactgccccagtttgcagagtttgatctctta
gatgtatattatgacttagtctgttatggacactcggggcctaaacaccaggatgacaccgaacatcaaacag
ggaatgagtcattagcagcttagcctcctttttaaagtcttttaaaaacaaaaacaattacaattgagcacca
aaatcaaaccaatttttcagtcacaaagcgtttacggattgtggacactgccccagtttgcagagtttgatct
cttagatgtatattattngtacatatgttttttttttttttttaactcttaaatttgtgttgcataatcctca
acttgccatctcatctgatgtacacacatatacacatttaacgtatttgcttggectatttaccattgactttt
ttttatgacacattgtgtaatgcttttgtatattgtgtatgatgggatttttttatatgtgtatagnaaggaa
ac

Abb. IX. 2: Zebrafisch Lamin B Rezeptor

Sequenzierung des EST-Klon MPMGp567K10194Q3 (RZPD); grau unterlegt: Lage der Primer
von Oben nach Unten: PS5, P4, P3, P2, P, P(+A); normal: bekannter Bereich (Vera Schoft); fett:
neu sequenzierter Bereich; unterstrichen: Start- und Stopcodon; umrandete Nukleotide:
Abweichungen zur genomischen Sequenz (cDNA: TTTTTG; genomische DNA: ACTCTG).
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IX. Anhang

IX. 5. pCS2P+Polylinker 11

In die erste Multiple cloning site (MCS 1)wurde iiber BamH1I und EcoRI ein Fragment
kloniert, welches fiir die KOZAK Sequenz, die cDNA des GFPs und ein Stopcodon kodiert.

KOZAK Stop

CS2 insertion| |/ :

SV40 late Poly A signal

SPE promotor (10 ol (108) Hpal (279)
Hindill [29‘]_ 1 {116} /" Eagl(34T)
CMV immediate early promoter Blt’-ﬂ/ﬂ/ > " Not 1(347)

Sadl (353)

Nsi | (365)

"Apal (372)

Koo 1(378)

Msd (3475) S oot 48

Pyl (506)

pCS2plus
4095 bp

Sal | (3109) e

Noe | (2910)
pUC ori

. N . e
F1 intergenic region 0! (2207)

.,—,"-‘;%"
_—

\
Asp El (1665)

APr

Abb. IX. 3: Schematische Darstellung des pCS2P+polylinker II Vektors mit Schnittstellen der
Restriktionsenzymen in den beiden multiple cloning site (MSC) (Dave Turner, Ann Arbor, USA).

IX. 6. Abkiirzungen

IX. 6.1. Allgemeine Abkiirzungen:

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

BSA Rinderserumalbumin

CLSM Confocal Laser Scanning Microscope

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio,
Biotechnology

DMSO Dimethylsulfoxid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DTT Dithiotreitol

DNA Desoxyribonukleinséure

189



IX. Anhang

ECL
ER
FCS

GFP
GST

ITF
Ig
IPTG
LAP
LBR
kDa

MCS
mg
min
ml

mM

NPC
nm
OD
PAGE
PCR
PMSF
PBS
RNA
rpm
PMSF

RT

hPa
SDS
TEMED

Enhanced Chemiluminescence
Endoplasmatisches Reticulum
Fotales Kilberserum

Gramm bzw. Standardwert der Erdbeschleunigung
Green Fluorescent Protein
Glutathion S Transferase

Stunde

indirekte Immunfluoreszenz
Immunglobulin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Lamin assoziiertes Polypetid

Lamin B-Rezeptor

Kilodalton

Meter

Milli-Ampere

multiple cloning site

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

Mikro

Nuclear pore complex (Kernporenkomplex)
Nanometer

Optische Dichte

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Polymerase Ketten Reaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatgepufferte Salzlosung
Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Phenylmethylsulfonylfluorid
Rabbit-anti-mouse (Antikdrper)
Raumtemperatur

Hectopascal

Natriumdodecylsulfat
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
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IX. Anhang

Tris
TSR
U
N
A%
Vol

w/v

Tris-(hydrothymethyl)-aminoethan
Transmissionssuppressionsreagenz
Unit

tiber Nacht

Volt

Volumen

Gewicht pro Volumen

IX.6. 2. Abkiirzungen der Aminosiuren

Aminosiure
Alanin

Arginin

Asparagin

Asparaginsdure

Cystein
Glutamin
Glutaminséure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

3-Buchstaben-Code

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Prp
Tyr
Val

A

< <K ==-"3 »nvwvEHmZ ACT Do o 00 2z

1-Buchstaben-Code
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Genomische Sequenz des humanen LAP2

Sanger Institut, Ausschnitt des humanen Chromosoms 12 NCBI134 (97330414.-.97451641)
unterstrichen: Start- und Stopcodon

blau fett: Exons; bekannt durch Harris et al., 1994; 1995 und Berger et al., 1996
normal: Introns

kursiv: bekannte untranslatierte Regionen

grau unterlegt: keine Ubereinstimmungen zwischen der Datenbank Sequenz und den
veroffentlichten Sequenzen (Harris et al., 1994; 1995; Berger et al., 1996)

CGGCAAAGGCTGTGGGGAGGGGGCTTCGCAGATCCCCGAGATGCCGGAGTTCCTGGAAGACCCCTCGGTCCTGACAAAAGACAAGTTGA
AGAGTGAGTTGGTCGCCAACAATGTGACGCTGCCGGCCGGGGAGCAGCGCAAAGACGTGTACGTCCAGCTCTACCTGCAGCACCTCACG
GCTCGCAACCGGCCGCCGCTCCCCGCCGGCACCAACAGCAAGGGGCCCCCGGACTTCTCCAGTGACGAAGAGCGCGAGCCCACCCCGGT
CCTCGGCTCTGGGGCCGCCGCCGCGGGCCGGAGCCGAGCAGCCGTCGGCAGGGTAAGGACGCGGGGCCGGGGCTACAAAGGCGGGCGTT
TGGCGGTTGCCGCGCGCGCTCGCCGCCGTTTGCAGCCCCTCCCTCCCGGGCGCCCCCTCGGGCCTCCCAGGTGCGGGGCTGTCCCTGLG
CCCCCTCGCGTCGCCCCTTCCCCGCGGGGCTGCAGGCGCCGGAGCGGAGAGGCCAGAAGTTGGGGCCGCGGGGTTCGCGTTCTTTGACG
TGTGGGTCTGGGAGGTGTGCAGTTGCGTTGGCGGCGGTTGTTTTGCACGCAGTCGACGCCGCTTCCCTGGACCACCAGCCGCCTGCAGC
GGGCGTTTAGACGGGGACTTCCGTGCCCTTTCGAAAGCTCTGGAGGGGTGGCCCCAAAATGCTATAGGTTAAGTTCGAGCGTTTTCCCG
CTTTATTAACTGAAATGACTCGCAGCAGAGTCTCAGAGCGCTCCCTGGAGGGCAACTGATGACACTCTAATTTCTAACCAAAATTTGAA
ATGAGGAAATTCCCGCCTTTTTATACTTTTGCGTGTGGAGGGCTTTTTGAACCGTTTATGTTTTCTAGTTTGTTTTAATTTTTCCCAGC
AACAGGCCATCTTTTGGCGGAACAGGTTCATGCCGAATTAAAAGGAGCATTTTAAACTATATTTTTAGGCGCCTATTATAATTTTTTAG
TTTTTATTTATTTATTTTTTTAGATGGAGTGTCGCACTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGAGATCTCGGCTCACCGCAACCTCC
ACCTCCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGCATGCGCCGCCACGCCCGGCTGATTTGTGTA
TTTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCTCCAAGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGGTCCTCCCGCCTCGGCCTCACAAA
GTGCTGGGATAACAGGCGTGAGCCACCGGGCCCGGCCCTGCAAACAAATATTTGAAAATTGCAGTTTGGATTGCGTTTTCCCCACATAT
TGGTAAATTTTGCTTGAGGAAACGAAAGACTTAGGATTCAGGAAAAATTTATTTCATGACATTCTGGTGCATCAGTATTGCAATTTGGA
ATGTCTGATCCTGGTTAAATCTCAAATCGGCTCCAGCAAAGCATGTTTTGTTTCAGAATAGTTTGCTTTTTTACCTGTGGATTTTAATA
TGCTTTTTGTGGGTTTGCTTATGCCTGCCGAGTTACCAGGCTTCAAATCGTAATAGGATGAAGCTAAAACTAGTAATTGGTGTAACATA
AAATGCCTTGTAAGAGACAGTGAATGTGGTGTTTGGAGTTGTTGGGAATGATCACTAGTTTAAACCGAAATTATTCCTTCCTTCAAATT
TTACTTTAGTTTTTAAGGAACCTGTCTAATGTGTTTTCCCGGCTACTCAGGCAGAAATGAAAGACAAATGTAATAGACACATGTAAATT
TAATTGAAAATCTTATTCTCGGCTTCAGAGAAGTTGAAAGTTTTACCAAACGTCTTCAGTCCGGTGTCTGGCACATAGTAGTGCCAAAT
ATTTGTACAATAAATAAAAGACCAATCACACCTTATTGTTTAAACATCTTGTTTTGCGGAAAGCTTCTTTAATTTCTTAATAAACAAAT
TTACTTTTGAAATAAAAGCGTACCCGCTTACCCGTTATGTTTCCCTGCTCTGAAAAAGAAGGTAGTATTTAAACTCTTTAAGTAGAGTT
GGTTGAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAAGCCCCGCACTTTGGGAGGCCCAGGCGGGTGGATCACCTGAGGTCAGCGAGTTCTAG
ACCAGCCTGGCCCATATGGTGAAACCCCGTTTCTACTAAAGAAAAAAAATACAAAAATTAGCCGTGCCTGGTGGCGGCGGCCGAGGCAG
GAGAATCGCTTGAACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCATCGCACTCCAGCCTGGGGGACAAGAGCGAGACTTCG
TCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTTGTTTGAAAATAATATTTAAATCAGCACACTTTATAAAAAACCTAATTTTCTATAGAACCCTT
CATTGGTCCTCTGTGCAAAAGTATTAAACCGTGAAGTTTTTGGTTGTATGTTTATAATAGAATTACTGGTTATTATTTTTAGGCGGGAT
CTCGCTTTGTTGCCCAGGCCGGAGTGCAGGGATGTGATCATAGCTTACTGCAGCCTCAAACTCTTTGGCTCACGAGAGCCTCCTGCCTC
AGCTTCCCTGAGTAGCAAGGGCAACGGGGCATGCACCGCTACACCCGGCTAATTTTCTAATCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTGGT
ACACAGGCTTTCTGTGTTGTCCAGGCTGGTCTAGAACTCTTGGCCTCAAGCAATCCTGCCTCAGCCTTGGTTCCTATTTATTTTGAGGA
TGATTTCTTTTACACAGAAACAACCATCTCAGTTTTAATGTTTTCCTATCAGCCACTTGGTAAAAGAGAGTTTATGTCCCCATCTACCT
TGTGTTCTTTTGGGGGGTAAGAAGACCTAAATGTAAAAATTTTTTAATTAAGATTATCCAGCAATTTTGAGTTCCTACCAAGTGTTCTT
AACTACTGGGTTTAAAACTTTGGGGATTTAAAAATGAATTGTGTTTATTTACTTGTCTGTCCAACTCATATGTTAATTGAAGTTGGTTA
GCATCATGTAAATAAGTTTTGAGTAAAATGAAGGGTTTTTTTTTTTTGAGACGAGTCTTGCTCTGTCGCCCAGTCTGGGGTGCGGTGGC
GCGATCTTGGCTCACTGCAAGCTCTGCCTCGTGGGTTCATGCCATTTTCCTGCCTCCGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCG
CCACCACCCCCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCGTGTTAGCCAGGATGGCCTCGATCTCCTGACCTCGTG
ATCCTCCCGTCTCGGCTTCTCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCGCCCAGCCAAAATGAAGTAATTTTTGTTGTTGTTAT
TTTGTTTTGTTTGTTTTGTTCTGAGACGGAGTCTCCATTGCCCAGGTTGGAGTGCAATGGCCCGATTTCATCTCTGCCTCCTGGGTTCA
AATGATTCTCCTGCCTCGACCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGCGTATACTACTATACCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAA
GGGGTTTCGCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTGGAACACCTGACCTCAGGTGATCTGTCCCCCTGGGCTTTCCAAAGTGCTGGGAATGCAA
GGATGAGCGACGGCACCCAGCCCAGAAGTCATGTTTTTTAGAGTACCTAGTAGGTCTATTGGCATGGTAATTAAGCTCTTTACGTTTCA
TTTAATTATTTCATCCATATAAAGAAAACTTACTTCATAATTACAGGTTTAAATGTCTTCTACCTGGAGTATTTAAAACTCAAGAGGTG
TTTACCCTTGACTGAGCTTAATAGCCATGCCAACAACTTGAAGAAAAATATTGGTAGTCAGCGTCATTTTCTGTTTTAAAGTACGTTAA
GTACAAGTGAGTTATAATTAGGAGTCTGTTCGATGTTTTTATCAGCCATAGGAAAAAATAATTTTAAGTTTACAGGAAAAGAAATTTAT
AATAATTTATGTGTAAAATTATTCATGTCAATTCCTCTTATATGTACTATATTTTACGTTTTGGTCATTTTTAGCCCCATATAAAAATA
ATACCAGGTCATATTTCTTTTTTTTTCTTTCTTTCTTTTTTTCTTTTTCTTTTTTTGAGATGGAGTCTTGCTCTGTCACGCAGCCTAGA
GTGCAGTGGCGTGATGTCAGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTA
CAGGTGCCCACCACTGCGCCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTGGAGACGGGGTTTCACCATCTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTG
ACCTCAGTTGATCCACCCGCCTGAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACCGCGCCCGGCCAACCATATTTTTCCCTTC
CTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCTGTGTGTGTGAGAGATGGAGTCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCATG
ATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAAATTCAAGCAATTCTCCTACCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGTATTACTTACAGGCACAC
ACCACTACTCCTGGTTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAAGGTTTCACCATGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCGTGA
TCCACCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACAGGAGTGAGCCACCTCACCCGGCCAATACCAGGTCTTATTTCTTTTTTCCTTT
TTTTTTTTGAAACGGAGTCTCAGTCTGTCATCCCAGCTGGAGTGCAGTGGTGCAATCTCGGCTCCCTGCAAGCTCTGCCTAGCTGAGAC
TACAGGTGCCCGCCACCACGCCTGGCTAATTTTATGTATTTTTAGTAAAGACTGTTAGCCAGGATGGTCTCTATCTCCTGATCTGGTGA
TCTGCCCGCCTCGGCCTCCCAGAGTTCTGGAATTACAGGCATGAGCCACCGCTCCCGGCCTCCAGGTCATATTTCTTAAAGAATATTTA
TAATCTTCTGCATAATGGAGTGGTAAAAAGGAATAAAAGAATATTTATTTATATTATAGGAGAAAGCCAAATTATGTTTGAGAGTTGCA
GATAAGGGAGATTTTTAACATTTTAAGACAAATCAAGCATTAATGTGGATTTGGCCAAGATTAACTATTTGCATGCATATACCTTCTAT




TTAATCATGGGTTTATGAGGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTGTCGCTCTGTCACCCAGGCTGGACTGCAGTGG
CGTGATCTCCACTCACTGCAAGCTCTGCCTCCTGGGTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGATTAGCTGGGGCTACGTGGTGGC
ACCTGCCACCACCCCCGGCTAATTTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGAGTTTCACTGTGTTAGCCAGGATGGTCTGGATCTCCTGATC
TTCTGATCCTCCCGCCTCAGCCTCCCAGAGTGCTGGGATTACAGACGTGAGCCACCGTGCCCAGCCTATGGGGAACATTTTTAATTAAA
TAAGAAATTGTTTCATTTCAGCTTCTACCATAGTCTCTTGGATTCACTTGGTATAATGTGACAAAACTTTGCATGTTAAAAGTTTTGTT
TTTATTTTGTTTTCTTATTTCTAAGCTTTTTATTTTATGTATCTTGCTACCAATATTTTTAGGTGTTGAAACTACCTAGATTGTGGACA
CAAAAATAAACATTTACAGAGTTGGCAGTCTGCCTTTTTGTTTTAAGAGGCAGAGCCTGAAGGTGTAGCTATTTGGATCTAGTGGAGCA
TAATATTCTTGAATGATCTGTTCTGGTGAATTATGAGTGTGTGTTTGAGAAGGAGTCTTGCGCTGTCATCCAGGCTGGAGTGCAGTGGC
GCGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACCTCCCGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGGAGCTGGGATTACAAGCGTGCA
CCACCATGCCCAGCTAATTTTTTTATTTTTAGTAGAGACAGTTTCACCATGTTGGTCAGGCCGGTCTCAAACTCCTTCCTGACTTTGTG
ATCTGCCCCCCTTAGCCTCCTAAAGTACTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCACGCCTGTCTGTGTGTTTGTTTGTTTTTTTAAGAGATA
GGGTCTCGCTCTGTCCCTCAGACTGTAGTGCAGTGGTATGATCATAGCTCACTGCAGCCTCAAACTCCTGGGCTCAAGCCTCTGGAATA
GCTGGGACTACAGGTGTGTGCCACCATGCCTAGCTGATTTTTAAAATTTTTATAGAGATAGTCTCACTATGTTGACCAGGCTGGTCTTG
AATTCCTGGCCTCAAGGGATCCTCCTGCTTAGGCCTCCCAAAGCGTTGGGATTGTAGGTGTGAGCTGCTGCTCCTGGCCAAATTATGAA
TTCTCAATAGGAAATATTTGAAGACCTGGAAAAGAACATAAAAGCATGCTACCAATAGGAAATGTTAATTAAATCACAAATTTACCACC
ACTGTATAATAAGGTGTTAAGTTTACAGACTTGTGAATAATAGAGTTATAGATTCAAATTCCAGGTCTGCCACTTATTCATATGACACT
GAACAGTGTCTTAATCTAAGATCCTCTATTTTCACCTGAAATAGAGGAATAACCTAATAGCTACTTAATCAGATTGAGGAGTACATGCC
ATTGCATATGTGAAGTGTCTAGTGCTTAGTAATTAATAGCCATTAAATGATTTCTGAATTTTTGTCTTTAATGTCAGGGCAATATAGTG
CAATGTTACTAAAATATAATTTTGGGAAACGAATAAGGTAGATAAGTGAAAGTGACATGTATATCATAGCATGCAGATTTCCTGAGTTA
GTGAAGAGCATGCTTGAACCTCAGTTTTCTGAGTTGTCAGATGGGGATATTAGCATTTTATTCCATAGATTTTTAGGACTCTGTAAGTT
AATGCAAAGACACTTGGAACACAACTCAGTACGTAATACATAATAAGTGCCCACTAGAATATATTGTTATGGTTCAACATCTTTATACT
AGAGGTAGAGATTAAAGGAATTAGAGAAGCTCATCGGTGATATCATAGAGCTGTTGGGTTTTGAAGTTGAAAAATACGTTAGAGATCAT
CGGGTAGCATAGTAGGTACTATTTTTGAGTGAAACTCTTAAGTGATCTACTTAAAGGAACAAAGCTTTCTGGAGGCAGAATTTAATGCA
ACTGATGCTTCCTTTTTCCTGACTGAAACTGCTAATCATGTACAGCACACTGTCTCCTAATTTTTTATCCTTATTAAATCTGAGATTTA
TAAAATGACATCACTTTTCTGGAACTTTTTTCCTGACAGATTAAAAACCACATGTTTGACTGTGTGCAGTGGCTCACACCTGTAATCCC
AGCACTTTGGGAGGCCGAGGCAGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAATTCGAGACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAATCCTGTCTCTTCTA
AAAATACAAAAATTAGTTAGTCGGGTATGGTGTTGCGCGCTTGTAATTTCAGCTGCTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCTCTTGAACC
TGGGAGATGGAGGGCATGCCACTGCACTCTAGCCTGGGCAACAGAGTGAGACTCCATCTCAAAAAAAAAAAAATCACGTTTTTGGTTTT
AATTTATCTGACTTACCTTATGTAGATTTGTTGGTCACTTATTTAAGATATCTTTGTTCAGCTGATGTTTTTCATTATGTTTGAAGGAA
ATATAATTGATTTTCTTTCTTTCTTTTTTTTCTTTAGGCGAAGTCTGGCCTTATCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCAATCTTGGCT
CGCTGCAATCTCCGCCTCCCCAATTCAAGTGATTCTCCAGCCTCAGCCTGCCGAGTAGCTAGGACTATAGGCGTGTGCCATCACACCTG
GCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCGTGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAACGGGAGATCCTCCCT
CCTCGGCCTCCCAAAGTGCTAGAATTACAGACATGAGCCACTGCCGAGAATTGGTTTTTACTTAGATTTGATAGGCCTGTTATTTCTAA
TAAGAAATGGATTTTCAAAAATAAATTACTTTTTCCTTCCCCAGATTTGACAAAACATTTATCAGGGGGCTATTCCTGTATCAGTCTTT
TTAGAAATGTTTAGATGCTTGGAATAAGAATATGAGGATGATAGTGCGTCTGCTTTCTGTTGCTTGCCTCAATGCTGCATCCAGATCAC
CTGGGCTACACAATTACAAACAGATTATCTGGCCCAAGGTGAAGAATCAGAAATGGGTAAGACCTTTCCAAATAGAGGTAACAAGAGTT
AAGATTTTGGGCTGGGTGCTGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGAAGGCTGAGGTGGGCAAATCACGAGCTCAGGAGTTTGA
GACTAGCCTGGCCAAAATGGTGAAACCCTGTCTCTACTGAAAGTACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCATGCACCTGTAGTCCCAGAT
ACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAGTTGCTTGAACCTGGGAGGCAGAAGGCTTGCAGCAAGGCAAGATGGCGCTACTGCACTCCAGCCTGG
GCGAGAGAGTTAAGAGACTCCACCTTGAAAAAGAAAAAAAAAAAAGAGTTAAGATTTTTTTTGAGACAGAGTCTTGCTCTATCGCCCAG
GCTGGAGGGCAGTGGCATGATGTCGACTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGATTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCTTCCCAGGTAGCTG
GGATTACAGGCATGTGCCACCACACCCGGCTAATTTTTGCATTTTTAAAAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTGGCCATGCTGGTCTCGAA
CTCCTGACTTCAAGTGATCCACCCACCTTGGTCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACTGCACCTGGCCCAAAGAGATTTC
TTGAAAACCTCTCAGGCGGGTTTGAAAAGTTGGAATTTCCTGGATGTTTTATTGATAGTAAATTTGAACATTCTCGTGGTAGTGGGGAT
TATGTACAAATAATTTGAACCTGATTGATTGTTTTTCCATGTTTTATTTTTATTTTAAGCATTATTTAGTTTTTCTGTACTACCTGACT
GCACTTTTTGGAAAATTTGAGTAAGTCAGTAACATAGGATTAAGTTTGTTTGATTAAATCTTTTCTTGAAAGAAATAAGTCTTAGAACT
CTTAGACCCTAGGCAACTATTTGGATATTATGGTGTGGGTTGCTTCCAGATATGAGCCTGACAGTTCTAGGTCAGTGCAATGTATGTGA
ATTAAAGCCTGCTAAAAGTACTCTCACTGTAACTCTCCACAGCCGTCTATTTAAGATTTCTCGTAAGTTGACATAATTGTTCTTATGAG
CAGCTATTTTTTTGGTGAAGGTTTTTTGGCTTCTGATTATAGAATGATTAGCCATTAGCAGCTTTTTAAAAAGAATTTCTCATATCTTG
CTTTATTTGAAGTATTTCAGGCCAGGTTCCATGGCTCACGCCCGTAATCCTAGGACTTTGGGAGGCTCAGGCGGGCATAACATTTGGGG
TCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGCTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGTGCACACCT
GTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGGACCTTGGATGCAGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATTGCGCCACTGCA
CTCCAGCCTGGATAAGAGTGAGGCACAGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGATTTGATTTGAGCCTGACAATTCTAGGTCAGAACATTT
TTATTGTTAAAAACAGTAATTCCAGTACATAGTCAAATCATGACTGATTTTTCCCCCTAATATTATTGGAAAGTGAGCATTCCATACAA
CTTGATAATTTTAGCCTTTTTCGTAAAATTTACTTTGATGTTGCCATTGTTTAATTAGCCATTTTTTTGTTCAGTACTCTGATGTTTTT
TCTGTGATCACTGAGGCATTTGTCAGGCTGTTTGCCACAGCCTTAAAAGGTATCCGTACTTTTGCTTCCTTTTTATTTGTTCAACCTTG
GAAATTTATAGTTTTTCCAGTAAATACTGCCTTTGTAGAAATTAATTTTAAAACTTTCAAATTTTCCCTCAAAGTTTGTTTCAAGTTAT
TTTGACTATTTTTAGTAAACTGGTGGTACAGAAGTTAATCTGGTGACTAAACTGTGTCACAGGTGATAATTTAACCATGAAGTCTGTCA
GATTTCCTTCCTAAGTCATAAACTAGCTACTAAAATAACTGTGTTACAAGGAGTTTACAGTCCTGTCTCCTATCCTTGGGGTGGAGATT
GGTTCCAGGACCCGGCCATGGATATCAAACTCTGGGGATGCTTTAGTAAGTCCCTTAATATAAAGTGGTGTAGTAACCTACACACATCC
TCCCTTATACTTCAGATCATCTCTAGATTACTTATAACGCCTAATACAATGTAAGTGCTATGTAAATAGTTGTTATACTGTATTTTTGT
TAGTGTTTTTATTGTCGTATTGTCTTTTTTTTCCCCAAGTATTTTTGATCTGTGGTTGGTTGAATTCACATATGTAGAACCCAACTGTA
TTCATTTGGGAGAATGGAGAGCCAACTGTATTCATTTGGCCTTCTTAAGTTCTCATATGCTGTTTAAAGAAAATCATTTCTGGCCGGGC
GCAGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGTGGGCAGATAACGAGGTCAAGAGATCGAGACCATTCTGGCCAACA
TGTTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAGTACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCGCACACCTGTACTCTCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGC
AGGAGAATCGCTTGAACCCGGGAGTCGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATTGCACCGCTGCGCTCCAGCCTGGCAACAGAGCGAGACTCCA
CCTCCAAAAAAAAAAGAAAAAGAAAAGAAAATCATTTCTATATATGTATCTAAGTGTAAGCCTGTATGGTAAAGTCTTAAACTTTCCTG
GATTAATTTAAATTTTTAAGGATTATCAAAAAGTTAGTAAGTAGCATTCATGATCATTTAGATGAAAAATGTTAAGCCCAGTCTGGCTT
TACTTTCCATGGTTCATGCTGATCTGTTTCCGTTGCCATTGGAGTTATATGCTTTAAGAAATGAAATATAATTTTTGGTTATTTAGGCT
GTGTGCAGTGGTTTACAACTGTAATCCTAACACTTTGGGAGGCCAAGGTGGGCTGATCACTTGAGTCCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGG




GCAACATGGCAAAAACCCCATCTCTACAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAACCACAGGCAAAAAGCCAAGGGTGGTGGTGCGCAC
CTGTAGTCCCAGCTATTTGGGAGACTGAGGTGGGAGGATCGCTTCAGCCTGGGAGGTGGGGGTTGCAGTGAACTGAGATGGAGCCACTG
TACTCCAGCCCGGGTGACATAGCTAGACCCTGTATCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTTATTTAAAAGAAAATGTTACCCAAAGTCAG
TTTTACTTTTAGTTGCTCTTTTGCATTTTTGATGCCATTACTATCTCTTTTAGATAGGTAATCCAAAATGGACTATTTTAACAACAATG
TCTTTAAGTTACTTGCTTGGCTGTGCGGTTTGTATGATTACAGTTCAACTTAGAAAGTGTTCTCCAATAATGAGTTGCTCTTAATTTAA
TGGAATTGCTAAGGCCTAATATTACTATAAACCAATTTGGTAGTGAGTTTGCATGTTTATGTTATACAGGTTATTATCTAGTAAGTGAA
CACTTTAATTCATATGGAAATGATTACTGGACTTTGTTTACAGAAAGCCACAAAAAAAACTGATAAACCCAGACAAGAAGATAAAGATG
ATCTAGATGTAACAGAGCTCACTAATGAAGATCTTTTGGATCAGCTTGTGAAATACGGAGTGAATCCTGGTCCTATTGTGGGTAAGTTG
ATAAAATTTCAAATACAGTATCTTTTCTCTGAAGCAGGACCCCAAATTATTTTCTCCTTTTTGTTTAGCAGTTTAGGTTCCAAGGACTG
GTTTGTCATTAATCATTTGTTATCAGCAGAACCTGTGTTTCTTTGACTGTAAATGAGTGAAATAAAATGAGAGGATTGAATTAGATAAT

CTCCAAAATTACCTCTATTGTTGAGATTGTTTTATATGGTGCTTATATCGTACTTTTTTTTTTTTTTTITTIGGTTTTGTTTTGTTTTTTG
TTTTTTTGAGACGGAGTCTTGCTCTGTCGCCCAGGCTGTAGTGCAGTGACGCGATCTCGGCTCCCTGCAAGCTCTGCCTCCCGGGTTCA
TGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCGCTGCCACGCCTGGCTAATTTTTTGTATTTTTCAGTAGAG

ATGGGATTTCACCGTGTTAGCAAGGATGGTCTCGATCTTCTGACCTTGTGATCCGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG
GTGTGAGCCACCGTGCCTGGCCACTTATATCGTACTTCTGCTGAGACGTGGGTCTTGTATGACAATTGAGGAAAATCTGAGGTAACATA
GCTGGGCAAATTTGCCCAAATAAATGAGTTAATGGCCGGGCGCAGTAGCTCACACCTGTAATCCCAACACTTTGGGAGGCCAAGATGGG
AGGATTGCTTGTGCCCAGGAGTTGAAGAACAGCATGAGCAACATAGGGAGATCCCATCTCTGCAGAAAATTTTAAAATTAGCAGGGTGT
GGTGTCACAAATCTATTGTCCCAGCTACTTAGGAGGCTGAGGCAGGAGGATTGCTTGAGATGGTGGGGGGAAGTCAAAGTTGCAGTGAG
CCGTGATGGCTACTGTACTTCAGCCAGGGGCAGTGGAGCAAGACCCTGTCTCAAAAAAAATAAATAAATAAGGGAAAAAGAAAAAGTGA
GTTAGTGACAGACTTCTTCTTAATGAAGTTATTAAATTCCTAGCCTAGTACCCTATTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGGGTTTCGCTCT
TGTTGCCCAGGCTAGAGTACAATGGTGTGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCAGTTCTCCAGCCTCAGCTTCC
CGAATAGCTGGGATTACAGGCACCTGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTATATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTTGCCATGTTGGCCAGGC
TGGTCTGAAACTCCCGACCTCAGGTGATCCCACCCACCTCAGGCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCGCTGAGCCC
CTTTTTCATTTATCATTAAAAGTACCCTTTTGAAAGTCCTATCTTGATTGGAATTGAGGAATTATACCCTTAAAAAACAAAAACCTAGG
ACTAAATACACTGGATTTCCATCGTTGGATTACTTTTAGGTGATGAAGATTTTGCAGTGTTGATTATGCCTTAGTTTTGGAGGGTCTTA
GCAATAACCTCAAGATGAGAAAATTCCATTTTATTATTATTTTTTTTTTTGACAAGGTCTTTGCTCTGTTGTCCACGCTGGAGTGCAGT
GGCACAGTCATGGCTTACTGCAGCCTCAGCTTAGGCTCAAGCAGTCCCACCTCAGCCTCTCAAGTAGCTGGGAACACAGGCACGTGCCA
CCATTCCCGGCTAATTTTTGTAGTTTTTGTAGGGATGGGGGCACACTATATTGCCCAGGGTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCAGTC
CTCCCACTTAGGCCTCCCTAAGTCCTAGGATTACAGGCATGAGTCACTGCATCTGGTCTTGATCTTCTAAGTTACCTAAAATTGTGGAC
GCTAGAGATTTGGTAGGTTTTGCTATAGGTATAGTTGCAAATAAAGATTTAGAATATTTTGTTTTAATGTATAAGCTGCTTCCAAATAA
TCATAAGCTTATTCATATACAAGTACCAACAGATATATAACACTTTTAAAAAATGTTTTTGTTTAAAGTTCTAAAAGGCCTGGGCATGG
TAGTTCATGCCTGTAATCCCAACACTTTGGGAGGCCAAGGTGGTGGAATTGCTTGAGTTCAGGAGTTGAAGAGCAGCCTGGACAACATA
GTGAAACCTTGTCTCTATTTAAAAAAAAAAAAGTAGCCAGGCATGTAGTGCACACTTGTAGTCCTAGCTACTCAGGAGGCAAAGGTGGG
AGGATTGCTTAAGCCCACAAGTTCAGGGTTGCAGTGAGCTATGATCGCACCACTGCAGTGCAGCCTGGGCAACAGAGCAAGACCTTGTC
TCAAAAAAAAAAAAAGAAATTCCAAAAGGGAGACACTGAAAAATGTGTGTTATAATATCAGCCTACATTAAATTATATGTTGATGTATG
ACCTGTTCATCTTAAGGCTATTTATATAACATTTCTGGACACATGTTGCTTCTAAAAAATATCCATTATCATTTTGCTCATCTTACCAG
GAGTTAAGGAAAGATAATACAGTTAATGTAAAACAAAATCTATTTTGGTTTTAAACTGTCACTGATGTTCAAATGTATTAAGAATTTGT
AATCAATTTTGCTTTGTGATATGTGTTTTCCATAAAAGGTCATTTTAACTGCAAAGTTGTTATATTTAAATCTGATTTATAGAACTTTT
CTTTTCCCCATAACTGAATACAGGCATATTAATGTCTTAGAGTTGTGGAAATTTAATCATAGTTATTTTTCATAGAGGTACAATCCGCT
TACATGTGATTTTTCTACCTTGGCAAGTACTATTACGTAGTAGTAGAGAAAATAAATGCAAGACTTCAGTCAAAAATAGTCATACATGG
CTTTTCAGTAGATGGTCTATAGAAAGGCCTGTATTAACCTACTATGTATTTCATGCTATTAAAAGAAATGTCATTTCCCAAAAAACCAC
CTGTTGTAAAAAGAGTGCATTATATAGTTGTGTGGAATGCAATGGTGCGATATCAGCTCACCGCAACCTCCATCTCCTGGGTTCAGTTC
TCCTGCCTCAGCTTCCTGAGTGGCTGGGATTACAGGCGCCCACCACCAGGCCCAGCTAATTTTTTGTATTTGTGGTAGAGACTGGGTTT
CACCATGTTGGTCAGGCTTGTCTTGAACTGCTGACCTTAGGTGATCCACCCGCCTTGGCCTCTGGAGGTGCTGGGATTACAGGCATCAG
CCACCACGTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGACAGCATCTTACTTCCTCTCCCAGCTGGACAGTGGTGCGATCTCAGCTCACT
GCAACCTCTGCCTTCCAATTTCAAGTGATTCTCCTGTCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATCACAGGCGTGTGCCACCATGCCCGGCTA
ATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATAGTTTCCCTGTGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTAATGTACCCGCCTCAGCCT
CCCAAAGTGGTGGGTTTACAGTCGTGAGCCACTATGTCTGGCCGCATTATATGGTATTTTTTTTTTTAAGAACTTGAGTTTAGAAAAAT
AAAGGGTGAAAATAGCTTAAAATGTTGCTGAAGATAGTGTCTGAGCTGCATCCTAAATGAAACAATACAGGTACTAAAGCAAGTTCTGC
CTTAATCCAGGAACAACCAGGAAGCTATATGAGAAAAAGCTTTTGAAACTGAGGGAACAAGGAACAGAATCAAGATCTTCTACTCCTCT
GCCAACAATTTCTTCTTCAGCAGAAAATACAAGGCAGAATGGAAGTAATGATTCTGACAGATACAGTGACAATGAAGAAGGTAAAATTT
TAAATGATGTTAATCAAATGTATGGAATTTTTTCACACTCAAAATTCAGTGACCATGAAGAAAGTAAAATTTAAAACAATATTGGCAAG
ATACACAAATTTTATTCGTGTCATTAGAGTAATTCTGTAATTTGATTTAAATACTTTTTATTGAAAATTCTAAGAAGCAACATAGTACA
AATTCATAATTTTCCATCACCTGAAATTGCAAGTTAACTTTGTCTTTTTTGCTACAAATCTCATTTTTCTGAGAGAATAAAGTATTACA
AGTAAAGGCAAAGTTTCTCGTACTTACCTGTACCTATCACCTCCACAGAAGTAACTACTATTATTAATTCAATGCCTGTCTTTCAAGTT
TTATATTTCACATACACATCTGTCTAATACATGGTATTATTTTATACTTTAAGAATAAAAAATTTATATAAACAGTATGCTAAATCTTA
TCACTTGCTTTTTCTTACTCCATTATTTTTGAAATCTAATCCTGTTAATTACATATCTGTTTATTCTTCATAATTAATACATAGTGGTA
GCATTTAAATATGGCATATTTTCTCTGTTCTCTATTGATAGGCATTTAAATTGTTCGCAGTTTTTGTTAATCTGACCTCAGGGCAACTT
TAAAGCAAATATTTTGACTATATTTTTAGTAGACTGTATAGTATCTTAAAATTTGATCATGATGTTTAAATATTTTTTAAGGATAGTAT
GTGAAATAAATGTCCTTTAAAAATTATAAATACAACTTGATTTTTGTAAACTTTTAATTAATATGACTTGTGATTATTTATTTTGATCC
AGATTGTTTATATCTCAATAAGCTTTGTCTACCAGGGCAAATCTGGCAGATTAGTTCAGAATATGAAATTATAGTCTTTTCCTTTGACA
GCACTATTTTTAGCAAAGAGGCAAAGAATAAAATCAGCTCAAACACAGGTAATGCTTAAACTTCCTGCCTCTTTTGCCTCTACAGGAAA
GAAGAAAGAACACAAGAAAGTGAAGTCCACTAGGGATATTGTTCCTTTTTCTGAACTTGGAACTACTCCCTCTGGTGGTGGATTTTTTC
AGGGTATTTCTTTTCCTGAAATCTCCACCCGTCCTCCTTTGGGCAGTACCGAACTACAGGCAGCTAAGAAAGTACATACTTCTAAGGGA
GACCTACCTAGGGAGCCTCTTGTTGCCACAAACTTGCCTGGCAGGGGACAGTTGCAGAAGTTAGCCTCTGAAAGGAATTTGTTTATTTC
ATGCAAGTCTAGCCATGATAGGTGTTTAGAGAAAAGTTCTTCGTCATCTTCTCAGCCTGAACACAGTGCCATGTTGGTCTCTACTGCAG
CTTCTCCTTCACTGATTAAAGAAACCACCACTGGTTACTATAAAGACATAGTAGAAAATATTTGCGGTAGAGAGAAAAGTGGAATTCAA
CCATTATGTCCTGAGAGGTCCCATATTTCAGATCAATCGCCTCTCTCCAGTAAAAGGAAAGCACTAGAAGAGTCTGAGAGCTCACAACT
AATTTCTCCGCCACTTGCCCAGGCAATCAGAGATTATGTCAATTCTCTGTTGGTCCAGGGTGGGGTAGGTAGTTTGCCTGGAACTTCTA
ACTCTATGCCCCCACTGGATGTAGAAAACATACAGAAGAGAATTGATCAGTCTAAGTTTCAAGAAACTGAATTCCTGTCTCCTCCAAGA




AAAGTCCCTAGACTGAGTGAGAAGTCAGTGGAGGAAAGGGATTCAGGTTCCTTTGTGGCATTTCAGAACATACCTGGATCCGAACTGAT
GTCTTCTTTTGCCAAAACTGTTGTCTCTCATTCACTCACTACCTTAGGTCTAGAAGTGGCTAAGCAATCACAGCATGATAAAATAGATG
CCTCAGAACTATCTTTTCCCTTCCATGAATCTATTTTAAAAGTAATTGAAGAAGAATGGCAGCAAGTTGACAGGCAGCTGCCTTCACTG
GCATGCAAATATCCAGTTTCTTCCAGGGAGGCAACACAGATATTATCAGTTCCAAAAGTAGATGATGAAATCCTAGGGTTTATTTCTGA
AGCCACTCCACTAGGAGGTATTCAAGCAGCCTCCACTGAGTCTTGCAATCAGCAGTTGGACTTAGCACTCTGTAGAGCATATGAAGCTG
CAGCATCAGCATTGCAGATTGCAACTCACACTGCCTTTGTAGCTAAGGCTATGCAGGCAGACATTAGTCAAGCTGCACAGATTCTTAGC
TCAGATCCTAGTCGTACCCACCAAGCGCTTGGGATTCTGAGCAAAACATATGATGCAGCCTCATATATTTGTGAAGCTGCATTTGATGA
AGTGAAGATGGCTGCCCATACCATGGGAAATGCCACTGTAGGTCGTCGATACCTCTGGCTGAAGGATTGCAAAATTAATTTAGCTTCTA
AGAATAAGCTGGCTTCCACTCCCTTTAAAGGTGGAACATTATTTGGAGGAGAAGTATGCAAAGTAATTAAAAAGCGTGGAAATAAACAC
TAGTAAAATTAAGGACAAAAAGACATCTATCTTATCTTTCAGGTACTTTATGCCAACATTTTCTTTTCTGTTAAGGTTGTTTTAGTTTC
CAGATAGGGCTAATTACAAAATGTTAAGCTTCTACCCATCAAATTACAGTATAAAAGTAATTGCCTGTGTAGAACTACTTGTCTTTTCT
AAAGATTTGCGTAGATAGGAAGCCTGGTACAAACAATTTAACGCTTTCTAGATCACATATTAGTCTCTAAGTTGTTTTCTGTTTCCTGC
TTTACTTATGTTTTTACAATTCTCCAAAACTAAGAAAATTCTAATTAGGATATAAGGAGTATTTACTGTTCAATAGAATAATATGCATC
CTCCTTTATACCTAGGACAGAATTAAACATTTGTTACACATTCAGAACAGTGATGTTGTTCTTTTTGATACTTTTATCTCAGTATCTTT
TCACGTTCCATAACTTGTCCATATTTTTGCTCATATTTTCTTACTTTTCTTTGTTATTTATTCATGTCTGCAACATCAATCATAGTAGT
CTAGATCAATGCAACTCAAAGCACCAGTCTACAAACTGTTACTTATCCACAGGCAAGATAAGCATGCACAAGAATTTAAATCTAGAGAT
ACTTTTTAGGTCAATGACAGGATTTGATTTTTTAGCAAAATTTTATTAATAGCTAAAGCAATGTATTGATTTACACTCTGATGCAAGTA
ATTTATCTCTTCATTGACTGGTAGCAACCAATTCATGGACCAGTACCATGGACCACACTTTGAGAAACACTTCTTTGGATAATAATAGA
TATCCTGGGATAGTGCATGTTCACCATCTATTTTGTCAGATAATGGGGCCTTTTAAAAAATAATACTTTGCTTTCATGATATATTGTAT
TTTGTGGAAAGTTAAGTTTAGCAATATAGACTCTAAAAGCAAATTAAATTTTTTTAAGCCATAAGAAATTATACTATATCCCAGTATCT
GTATGTCTGTATAAAGCAGTGTATTATCATGTTTTCATTTCTGTGATTGTAAGTTAAGAGTCTTAACTGCAGAGGTATTGTGGAAAGTA
GTAGCCTTAAGCATAATAAAATATGGTCTCTTGGGTACTCCCTCTGGCCATTACCACATTCTTAGATTATATGTGTCCATCTTTGCAGC
TTTCTGAGAGTAATTTTATTTGTTGTCTTCTGAAATGTACATGTATACATGTACCTACTGAGTGCTATGTGATTTTTAAAAATGTATTA
CTGTAGAATGCTTCTGCAAATTCAATAAAGTTGTTAAATTTGAACAGTGTTGTGTGGTCTCCAGAAACATGTTGTTCTGTGTGCTTTAT
TCTTGGAGTTGCAACAAGTTAAATATTTGTATATGAACACCCCTTTTCCATTTCATCATTGAAACTCACTTTGACATTTCAGTGGTATA
ATTGAAAATATTCTGATTATGGTATGGTTTTTCTTCTGTTTGAGGACCATGTTTTTATTGACTGTTGGAATCTAAATTTATAAGAGGAA
TTAATCTGTAACCAGATACCTTATTCGTTTAACCGATTTCTATTCCACTACTAATGGTTTTTTTTACTTTGTGCTTTCTAGTTCTTAGA
TTCTGAGTTAACAAAGCATAAAATAGATTTTATATTGCTGGGGGTTGTACCAAACATAGATACATTGACAGATCCATTGATAGAAGTGT
TGGGAGATGGACTTGAAATCTTAGTCCTAAATAAAGACTGAACTGTTTAAACTAACTTGATAAAAATCACTGTTCGTTTTTGGGAACCT
GCAAGTATTAAATAGATTCTGTACTAACTAGTATTAACACTGGAAAGTTAGCAAGACACATATAGATGTCTTGACCACTTTTTCACACA
AGTTCAGAGTTCATGTAAAACTTTAGAATTGACTTCCTTTCTGTCTCTTCAGTAAGAAAGTAATCTAACTTAAATTTTTGGTAGTAGAA
GTTTTAGAAATAACAACTGACTAATTTTGCTATACCATGATAAATGTCTACAAAAAGGGATTTTTTTTTTTTTGAAATGAAGTTTCGCT
CTTGTCCCCAAAGCTGGAGTGCAATGGTGTGATCTCAGCTCGCTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTTAGCCT
CCTGAGTAGCTGGGATTACAGGTGTCTGCCACCAACCCTGGCTAATGTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAG
GATGGTCTTAAGCTGACCTCAGGTGATCCGCCCACCTCGGCCTTCCAAAGTGCTGGGATTACAAGCGTGAGCCACCATGCCCTGCCAGG
GATGTTAACTAAAATCAGTCTTTTCAAAACCTAGATCTTCAAATGATGATGAATTTAAGACTAGGAGACTGGAATATTGAAGCCTATTA
AAAAATACATATCCTTGCGTTGTTAGGTTAATAACTATCATGGTGACAAGTGTATAAGTATTGGCTTCTTTTCAAAGAAATGTTATTTT
TATTATAAGGACTGGGACGAGAAGTGACCTGTGATTGGTCGTATTTTTCTGTGAACAAGATTCCTTCTTTACCTGAGTTGTACCTAGGT
TTTTTATAACTACATCAAAAAAGCTTTTATATTGTACTTATTAATGTTATGGCAGTTACTTATAGAAGCTTGGTACTATATGGATTTTT
TTCATTTTTAAACTTTCCCTTCTATGTTCCAAATTTTAATTTAGTAAGTCAACCTTTGCTGTACAGTAGTAGTATACTGTATGGACAAA
ACAATGGTAACAATTGTGTTATTTTAAATGGCCTTTTTCCACATCTAAATTGTTCTTACTGAAAAGCTTTCGTGGGAGCATTTTGAACT
CACTTCATGTTCAAAGCTATGAGTCCCAGATAAAGGAAAGGAGAATAGGTAGGAAGAAGTGGTTGTCAGATGAAAGGGTAAGGGAGATA
AGCAAAAATGGGATAAATAATGAAACAGTTTTCAAGACAAATTGCAGTTAAACAATTTTGGACTAGTGAGGTATTACCAGTAGACTTGT
TTTTCACCTTTTAATGTGCCTAAAACCAGGGTTCCCGATTAATATTAGGATAACATCATCATTTATTGAGTGTTTCAGAGAGTAATGGT
TTCTCCAATGTTATTTCCAGACTCTAAAATAGAGCTCAAGCTTGAGAAGAGAGAACCACTAAAGGGCAGAGCAAAGACTCCAGTAACAC
TCAAGCAAAGAAGAGTTGAGCACAATCAGGTATCTTTAGTTTTATTACCACCGTGTACAGGTATAAATAACCTCCTGACAACACTAATC
CATGTTTTAGCCTTTAATGGTTGACACCCAGATTCCAGCACGCTCAATAAACTTAATTCTGTTGTTAAATGATACTAAAAATCTAAACT
TTGTGGGTTTTGTCAGTAGTGTAGCCTGTGATTACAGCAAAAGCAAATTTTTAATGTCTCATTTGTGTTTGAGTCTGTGCTAGATGTAG
TTCAAAGCCAGTTATATGGTGTTTTGAAAGAAATATTTTAAAAGGTGGAAATATCTAGACACTTTTGATACAATTTCTTTAAAAGGCAA
TGGAAGGGTTTTATATTTGTGTCTTTGTCTCTAGATTTCTGACTTTGATTTTATGTTTGCCTGTCTTGTCTTCTGCGATTCTTTCCTAA
ACTCAGAAGCTAGTCTGGTCCTAAGACTACAGTTTTCTTTCCTTATTTCAGATGAAAATTTACCTTTTCTATTGTGGGAGAGGCGTTTC
AGTTTTTCAAAAGGGAAATGTAGGAAACTAAGGAGAAAATAAGCATAGGTATAAATGAACAGAGAACAAATTATTGACTAACCTAGTAT
TGTTTACAGAGAACAAATTATTGACTAACCTAGTATTGTTTACAGAGAACAAATTATTGACTAATGCAGCATTGATTTGGCTGATGCTT
TATAAGACAGCTATTCCTAGAGTCATTTTCCTTACCCCTGCTATGTCTAGCTGGATGATTTGTCTAGTTGGTTATCTTTTCCATCTCCT
ATTTGTCACTTTGTGTGTTTGTTTGTGACGGAGTTTTGCTCTTGTCACCCGGGCTGGAGTGCAGTGGCGTGATCCCATCTCATTGCAAC
CTCCACCCTGCTGGGCTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCACATGCCACCACGCTCAGCTAATTT
TTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCTGCATTGGCCTCC
GAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCGCCCAGCCTGTTTGTCGTTTTAAAATCAAATCCTTAGAGGAATTATTCTTGATTCC
TTAAGGCAAGTCAGTCTCTCTCTTCATTTGATGTAGTTGATAAGTTGAATTTCAGAACGATTTGTTAGAAATGAGCTTTGTGACAAGAA
CATACAGAGCATTGAATGAATGAAGACTTTGTTAACATAGAACCAAATACTGGAATACATGTTTTATTGCCCTTTTATGTAGTAGTCCT
AACAAATAGCTTCAGGAGCATGCTGAAGAATAAGGAAATAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCG
AGGCGGGCGGATCACCTGAGGTCCGGAGTTCGAGACGAGCCTGACCAACATGGAGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAATTAGCC
AGGCATGGTGGTGCATGCCTGTAATCCTAGCTACTCCGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCTTGGAGGCGGAGGTTGCTGTGA
GCCGAGATCGCGCCATTGCACTCTAGCCTGGGCAACAAGAGCGAAACTCTGTCTCAAAAATAAATAAATAAATAAATAAATAATAAAGA
TGGTCTAAGGGATAATTGAGTTGGAGGAATCTAAACTGAGGAGCAGAATAAATAGTCAAAGGAGTGTAGGTTTAGATGACAGGCAGAAT
TAGACAGTGGCTTTATTGCAGAAAATTTAAAACATGTAGAAGAGTGGAGGGAAGAGTTTAATGACCCTCCAGTCATAGATGTGCCACAG
TTGTCAGTGTTTTACCAGTTTGGTTTCATCACCCCACACCCTCCAGCTTTTTAAATTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAATC
TCACTCTGTCGCCCAGGTTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCGGCTCACTTGCAACCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCAGTTCTCCTGCTTC
AGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGTTCCCGCCACCATGCCCAGCTAGTTTTTGAATTCTTAGTAGAGACCAGGTTTCACCATGTTG
GCCAAGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTTGGCCTCCCAGATTGCTGGGATTACAGGCATGAGCTACCGCACC




TGGCAATAAATTGCTTTTGATTTTTTTTATTTTGCTTTTTCCTGGAGTATATTAAAGCAGTCTTTGACATAGTGTTTCACACATTAAAA
AGTCAGCATTTTAGCATATATCTCTGAAAGATAAGTGCTATTCCAGTGACAATGCCAATATCACACCTAATAAAATTAATAATTTATTT
GTATCTAATTCATGTTTAAATTTCTCTAGTTTCAGAAATGTTTCGTTTATGATTATGTTGTTCAAATCAGGATCCAGACAGGATCCACA
TATCCGGTTTGATTTTTGGTTGTTTTACTCTCTCAAGTCTGTAGCTGTTACCACTGTAACTTTTTCTCTTCCCTCCATTTATTTGGTGA
AGAAACCAGGTCATTACAGAATTTCCCAACATTCTGGATTTGTTAGGTTGCTTCTTTATGTCATTTAATTAGCTTCTCTATACGCTGCA
TTTTCTGTAGAGTGGGTTAGATCTGTAGTGAGGCTATGCAGTAGACCTTTCTGTGATAGAAATTTTTCATACCTGTGCTATCCGTTACA
GTAGCCACTAGCTATTGAATACTTCGATGGTGACTAGTGAGGCTGAGAAACTCTGTTTTGCTTTGTTGTTGTTGTTGTTTTTGTTTTTG
TTTGTTTGTTTTTTGAGATGGAGTTTCATTCTTTTTGCCAAGGTTGGTGTGATCTCAGCTCCCCACAACCTCTGCCTCCCAAGTTCAAG
CGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCATGTGCCACCACGCCCGGCTAATTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGG
GTTTCTCCGTGTTGGTCAGGCAGGTCTCGAACTCCCGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTCAGCCTCCCAAAATGCTGGGATTACAGGCG
TGAGCCACTGCGCCTGGCGGAAACTATGTTTTAATTTTAATTTAAATTAAATTTCAATGACCATATGTGGCTAGTGGCCTACCATATTG
GACGGCACAGATCCAGAGGGTTGGTCAGATCCATGTCCAGTTTCTTTCACAAGAATACTTAAATGATATAGCGGCCTTCCTGTTACATC
GTTTTAGGAGGTATAGAATGTCTTTCTGGCGATGCTAAAATTAGTAATTGATTTAGATTTTGAAAGATTAATCCATCTGTTATAAAGAT
CCACATTGTCCTTTCATTTAATGGTTCTAACAGCCATTGTCATATGATTATTGCCTAGGTCTATTATTTTGAGGTTTTTTTTATGTATT
GAATTTATGATCAGTTACAGTCATCATTCTTTTTTGATGTTCACATTGTGCCATCTGTAGCCATTAGGAATTACTAAGTTGGTTCCTGT
ATTTTTTAATTCCTTCCCCCATTTATCTTTGATAGTTTCTTGTTTTCTGGAATAGTAAGACGTCCCAGGCTCATGTATACTTCCTGCGT
CATGCCTGGAATCAGCCATGTTTCTAAGGAACCGTGATCCTTTTAATAGATAATACTATTTGGAAGCAACAATTTGGATGCTGACATGT
TCATTCCTACTGGTTGTCATTGTTTCTGGGTCTTTTCAGTAGGTAGTGCTAGGTAAATCATGAATTAATGGTGATATTTCAAATTTATA
AATACAGGCTAATTTTGGGTTATGTTATACTTGTATCATTTTTATCTTATGCTGAATATCTTGGTTCTTCAAATGATGTTGTTACTTAT
GTAAGTATCACAACATATATGTGTTTCTAAATAATACAGTATTACTACTAACAATAAGACTGTTAAATGCAATTTGGGCTTTTGTTTTC
CTTGTCTTTAGGACATATCCCACTAGAATGTAATGTCAAAACACTGTGCTTAAAGTCACTTGAAAGAATTTTTTTGTGTCATACAGCCA
CCAACTTAATAGTTAGGTTTTTTTGTTCTCTAATGCTAGGATTGCTTTTTCTTTTATTATTTTTTAATTGTGTTGAGAGTATAATGTAG
TTTTATGTAGGCAAAATAAGGTAGAGTCAGAATTTTGGCTTCTGTCCTTTTCCCTTCCATCTACAGATAAGCATTTTTATTGTTTTGAT
TTATATTTTGTTTCTTTTTAAAAATATAAGTAAATATATAGATTTTTATATGCTCCCCTTTTACATAAAATGCAGCCTGCTTTGTACAT
TTCCATTTTTAACCTAAACCTAGAGATCACTCCATATCGGAACGTAGCCATCTTCCTCATTGCTTTGTACAACTGCATTTTATGTGTTG
CATTTTATGGATGTACTGTAATTTATTTAACCACTCTCCATTTGGTGAATATTTGAGTTGTTTTCAGCTGTATGTTGCTATGAATAATG
CCAGGATGAACCATGGAGCAGCATTTTGCATGTGTCACTGCATATTTTTTGCCAGTTTATCTTGGGGAAGCGTACCAGTAAAATTGCTA
GGTAATTTCACCATTACATTTCTCTGCATATGAGTTGAAGCATTTTGCATTCCCACCAGCAGTGTTTGAAAGTACTGTTCTCAAATGGA

GGAATATGAGGCTTTTTTGTTTTGTTTTGTTTTTTAATAAAGTTAGTACGAGTAACCATATTGGTCATGTTTTACTTAAATTGATAGGC
CTTCAAGATGGCTTTTAGTTATCTCAGGAGCTTTAGAAATTATCTATTCCCAGACCTGGAGAGATTCTGATTTAATTGGTTATGGTAGT
TGGGGGCATTTGCTTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCTCTCCTTGATGGTACTGTGCCACAAGGATTGAGAATCTCAGATTATAAAACTACC

TTTCCGTCTATTCAAATAGTTGGTAATTTGACTATTAAAAACCACTTACTCTGGCCAGGTGCAGTGGCTCACACCTGTAATCCCCGCAC
TTTGGGAGGCCCAGGTGGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGACCAGCCTGGCCAACATGGCAAAACCCTGTCTCTACTGAAAATACAAAA
AAATCAGCCAAGTGTGCTGGTGCGTGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGGTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCTCGCAGGTGGAGG
TTGCGGTGAGTGGAGATTGCACCACTGTACTCCAGCCTGGGCAACAGAGCGAGATTCTGTCTCAAAAAAATAAATAAAATAAAAATTAA
AAAGCAGTTACTCTGTGTATGTCTGTAATTTGTTTACAAGTTTCTCTTTTGACAATAATTTTGCATTCAGCAAATACTTCCTAATTGAT
AGGATGAGGAACCCAGAGATTCAGATTGTGACTTAAAACTCTTATAATATCAATTCCAAATATAGATAAATACAAAACCATGATTTATG
AGACTATGTCTGTAACTTGTGGGGTTTTGGTAGTATTACATCCAGCCATTTAGGCATATTTATTGGATGACCACTCCTGTCACAGGATT
AAAGTTTAAAAAAAAAATCTGTCTTTAATAGACATTGACTTGGACCTAAAACCATCAGTAATCTAGGTTAAATATTGGCGTGAAAGCAA
AAGTGACAACAGAAGGACACTCTACTATAATACTGATCATTGATGGATGTTCTGTAGTTAAAAGAATTTAAAAGAATCATCTGGTAATA
GCGACTTCAAAACTGAAAACCTTAAACTACTTGGAATGCGGAATTTCGGGCCCTACAGCTACAGAATCAGAATCTGCATTTAACAGAAG
CTTCAAGTGATTGATAGGCACATTACAATTTAAGAAGAACTGATCTAATGGGTTTTAAACCAGTATGTAAGAAATGCTGGATTCTTTAA
AAATGATCAGTGGAACATAGAAATTAATCTGAGACTGAGAATTAATCTGAGGCAGCTGTTTTCTGTCTTTCTGTAGTGACATGGATAGC
ATTGAGATTTGAAAGTGACGTTAGGCTTGCATATTCATTAAAGAGTGACCACAGGGTTTTTGTGGCTACCTAATTTTGTATCTGTTTCC
AAGAAAAATTTGACACCTGAGAATTTTTTAGTTCAAATAAGCTATATGTGGGATTATAATTTAAACTGATTCTACTAAAATGATTATAA
CCATATGAAAATAATAATGTTTATGCTAACAATTACAAAAGTTTGTATTTTTGTTTTAAAAGGAAACTGACTTATAATAGATGACTTTT
TTCTAAGTCATGATCAGTCTGCTTTTTGTTTAGACAGAGATGTAGCTCCAATACTAGAGCCAAATAGCACACAGTGAGTCAAAAAGGGA
ACTGGTGATAGTTGATGTGCTTTTTTTCCCATAATGTTTATAATTTGTGAGCTACTATAGGTGGATTCTTTAGTGTATTTTAGCACTTT
TTAAGTGTTTCCTGATGCCTAAATATCAGTTCAATTAATACATTTAGGAATATTTTGAGGACATAGCCTTGTTTGTAAATGCTGGCATT
TGGAGACTTCTATTTCATGGCTTCTCAGTGTGCCAGTATGGCCGTTATTAAAGTATTTGATGTTAGAATATGACTTTTTAATGTGTTGA
TGCTTGAATAGAGCTATTCTCAAGCTGGAATAACTGAGACTGAATGGACAAGTGGATCTTCAAAAGGCGGACCTCTGCAGGCATTAACT
AGGGAATCTACAAGAGGGTCAAGAAGAACTCCAAGGAAAAGGGTGATGCAAGGCTTATTCCTTGGGTTTTCAGATTTGTAGGGTTTTAG
TATTATTTTATATTTATTGTTTTTGTTTTGTTTTCAAACTAACAGGTGGAAACTTCAGAACATTTTCGTATAGATGGTCCAGTAATTTC
AGAGAGTACTCCCATAGCTGAAACTATAATGGCTTCAAGCAACGAATCCTTAGTAAATATGTTTCATAAACTATACAAGTGGTATTCTT
TGTAAATTACCCTTTAATTGGAAATGGGGAGGTGGTGAATTTTGGCAAATCTCAAATTTACATGTTTTTTTTTTTTAACAATTTTAAAC
TGATTTTCCCCATATAGTTCTGAATTTTAGAATTTTCCTATAATATCCAATTTATGTAAAGAAATCTAATTCATTGTACAAGAAAGTAT
AAGGATATTTTTTGTTAAAATATTTGAAGAATGAGGCTTCATATGTGAGGCACTAAGTTGTGTTTGTAGGCTGTGTTGCTTAAATCTTT
ACTAAGGGAAAATTTCTAATATTACAGAGATAAAATATCTTTCTTTTCTTTTTAAGTGTCTGTGTTATGTTTGGATAATTCTGAGTCTG
AATAATTTGAATCTTGGCAGGTTGTCAATAGGGTGACTGGAAATTTCAAGCATGCATCTCCTATTCTGCCAATCACTGAATTCTCAGAC
ATACCCAGAAGAGCACCAAAGAAACCATTGACAAGAGCTGAAGTAAATGAATACAATTTAGATCGATGCTATCATTGATCTTTCAAAGA
GGAAATATAAATATTTGTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAGTGGGAGGGAGCAGAGCTTTCTTTATTGGGTGGTGTGTGTAAATATG
CATAAATTATTTTAAGGACACTTTTATTAGTGAAAACAGAAATTAACTAATATAGTTTGACATGCTAATACTATCCTCTTGCCACTGTA
TCCCTCTTAAGTTCCAGTTTTCAAGGGAGTGGTCATTTCTGTTCTGCTTATAATATGTTCTGTTTGTCATGGATGCAAGTTTGAAAGTG
CTGCTGGGCTATGAGGGAGGCTACACTTTCTTTTGTTGACGGGTCAAATAAGAGACTTTAACATAACTTCATGTGGTGCTGGAATGGGT
TAACTCCTGTGTAATTAAGCTTGAAAGTACTAACTGCATGGTGCATTTTAATTTGAATGAATCTTTACAAAAGGAGCCGAAACATTTAT
TATTTTGTTCTGGACATAAAGGTAAACAGTAAAACAAGCTAAACATTATATTTTTTTTAATTTGGGCATATTGCATTGACTATAATTTT
AAAACATATAGTAAAGTTTGCTAAAGGTTCATGTTAAGTATCTTCTGTATTTTATCTTTTACTACAGAATTCTTAATAAATGAAGAAAC
AGTATACTTTTTTTTTTTTGAAACGGAGTCTTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGGTCTCAGCTCACTGCAACCTCCGC
CTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACGGGTGCCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATT
TTTAGTAGAGATGGGATTTCACTATGTTGGTCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTCAGCCTCCCAAAGTG




CTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGTACCCGGCCCAACAATATACTCTTAATAGTAAAAAACAAAATCAATGAGGGAATTAGCATTGCC
ATGTTAGATTACTGAATTTTTTCCCCCCAGTTATTTAAATGTGTGGCAGTTTTTCACTCCAATAACCACATATATAAGGTATCTTCAAG
AAATTTGAAGAGAGCCTTGGAAGCATGTGGATACCTAAATAATAATTTAGAAATGGCAGCTGTAAAATCTATGATAGATTTAAAGGCAT
TTTGTTCTCTAAAACTTACTATTTATGTTTTAATTATTGCATGTTTACACTAAATTTTAACTTGTGGTTGTTTGTTTGTCTGTTTCTTA
TTAGGTGGGAGAAAAAACAGAGGAAAGAAGAGTAGAAAGGGATATTCTTAAGGAAATGTTCCCCTATGAAGCATCTACACCAACAGGAA
TTAGGTATTCAGATACATTTAAACAAGTACTAGTGTATTCTAGTAGGGAATCTTTATTTTTAATTCTTCATCACAAAGTTACTGTACTT
CTGCTCAGAATTAAGCTGTTTTTTTGGAGCCAGGTACAATGGTACATGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAAGAGACTAAGGCAGGTGGATT
GCTTAAGCCCAGGAGTTCGAGACCAGTCTGGGCAACATAATGAGACTCTGTCTACCCACCGACTTTTAAATAAATAAGTGAACGAACTG
TTCTTTTGGGAGCAGTTTAATTCCCCTAAGCCCACCAGTAAATATTCTTGAAAGTTGAATGAGTTTCAAAATTGCGATTGGTAAATGGA
GGATTTTAAATAAATCACTTACTTACTACTTAAATTCATATGTTAAAATCTAAACGAAAATCTAGTGAGAAATAGTTTTTCCCCCCTAA
GTTTCTCTTTTCTAATTGAAAAGGCTGTGTTTATGTATCTTAATTTTTAACTGAAAGAAACACAGCCAAAACTGTTTTGTTTTTCCTCT
TTACTCCTAAACATGAGCTTTGAAGAGCCTTTAAGAAGGCAGGTTTAGTGACTATTTATCAGTGTTCTGAATATTCTTTTCTAATAAAG
GATGCATCGAACTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTTTTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTACAGTGGCGTGATCTCGGCTCACTACA
ACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCACCATCATGCCCGGCTAATT
TTTGTATTTTTGTAGAGACAGAGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTAGTCTTGAACTCCTGACCTCAGGTGATCTGCCCGCCTTGGCCTCC
CAAAGTGCTGGGATTGCAGGCGCGAGCCACCATGCCCAGCCCATCTAACTTTTAAAATAGAAAATATGTAGAAGTTTTAAATAGGTTGA
CTGACCTCACTGCTTTATATGTATCAATTTTCTACTGTTACCTCAGGGAATGTGCTTGGAATTAGGAGTGGCAATGACATTTTATGTTA
TTTCTCTAAATCATGCCTTTATCTAAAATTATTTTTCTTTTCCTCCTTTCACTCCCAACAGTGCTAGTTGCCGCAGACCAATCAAAGGG
GCTGCAGGCCGGCCATTAGAACTCAGTGATTTCAGGATGGAGGAGTCTTTTTCATCTAAATATGTTCCTAAGTATGTTCCCTTGGCAGA
TGTCAAGTCAGAAAAGACAAAAAAGGGACGCTCCATTCCCGTATGGATAAAAATTTTGCTGTTTGTTGTTGTGGCAGTTTTTTTGTTTT
TGGTCTATCAAGCTATGGAAACCAACCAAGTAAATCCCTTCTCTAATTTTCTTCATGTTGACCCTAGAAAATCCAACTGAATGGTATCT




Genomische Sequenz des Hiuhner LAP2

Sanger Instiut contig36.87.1.141571; Ausschbitt von Chromosom 1 (Position 43431143
- 43569007)

unterstrichen: Start- und Stopcodon

blau fett: Exons; bekannt durch Datenbank-Sequenz (EST 335862, BBSRC Chick EST
Datenbank)

normal: Introns

kursiv: bekannte untranslatierte Regionen

CGCTGTGGAGCTGGGTGCCTGGCGCGGGGCAGCGCGTCCCCTCCTCCCGCGCTTTGTTGGTGCCTCGGCGGGCGG
CGGCGATGCCCGAGTTCTTGGCGGACCCCTCGGTCCTGACGAAGGAGAAGCTGAAGAGCGAGCTGATCGCCAACAATGTGAGC
CTGCCGGGCGGCGAGCAGCGCAAGGACGTCTACGTGCAGCTCTACCTGCAGCACCTCACCGCCCGCAACCCGCCCGCCGTCGE
GCAGCCCGACTTCTCCAGCGACGAGGAGCGGGAGCCCACCCCCATCGGCGCCCGGGGCCGCGGGGCCGCCGTCGGACGGGTGA
GTGCCGCCGCGCCGCCCTCCCGGGGCCCTCTGTCCGCCTTCCCGCCCGGCCGCGGCTCGGGGCCCGCCTGGGGCGCAGCGLCCT
CCGCCCGCCCGCCCGGCCCCGGGGCGGCCCCGCCGAGCCCGCCTGAAGCGCGGCCCCCGGCAAACAGCCCCACGTGGAAGGCT
GTGAAGGAACGGCTTGTTTGTTTTGGTTAATGAAGTGCGCTGTTTTAGTACGGTCTGCTTAATGTAGCTGTCTGCTCCTACGG
CTGAGCACGTGTTTTAGAGCCAAGTGCTCCTGCTGTGCTGTTAGGCGCCTTTTGGATGTAGTTCTTAATATTGTGTATGTTTT
TTTTCCCTTTGGATATGCGTGATTTTTCCCTTTTAACTTCTAACAAGCGCTATGTAAACGCTCACGTGTTATTTAAGCGATTG
TTTAATTCATAAATGAAAAGTGAACATGCTGTCTGGCCTCATAAGGGATTGTTGGCTGCAGGAGCTTAGATCTGTGTGACATT
ACATTACTTGATTGTATCTGAATCGCTCCCCTTTAAAAGCTCACTTGTAAAGCCAGAGCAGAGACCACTCTTTAAAAGATATT
CCGTACTTCAAACTTAAAAACAAACCCACACCAACAGCACTCAAACTGATAGACTGAAAATTGCACCTAGAAGATTTCTAATC
AAATGGTTCGTCTTTTTCAACATCTGCCTAATTAAAACACTGACGTTTTCGTGGGAGAAATTGTATGCAAGACTTAACACTGA
ACTCAGCACTCCTTTAATATAGTGGTCCGCCTGCAGCGTTTTTAAGGTGCTTCCAAGTGTAATAGGATGAGTTTGAATCCAGT
GTGTAAGCAGCTTGTGTCAGGAAGGAGTCCCTGGAGGTTTTGTTTGTTTTTCCCTTCCTTTCCTTTTCCCAGGGCTTGAGCTT
AAACAATTAGAGGTGGCTTTTCTGTTGTTTACACAGTGGGTGTTACTCTTACACTTTTACTTTTGTTAACAATGTCTGTAAGG
CTCTCTGCTGTTTCTGTTGCTCTTGGTTAATTTCAGAGCAGTGAATTGTAAAACGTGACAGATATTCAAGGGCTGCTGGTGGC
AGCTGTTTGGATTTGAGTGTCCTGCATCCTATTTGAGGGGCTCCGTTATGGAAACAGAGTGAAATATCTTGATAAGAGGGAAC
AGAAGGGAAAGCGTTCAGACCTCTGAAAGAGGGAACTGAAAATATGGGGCAAAGGGAAGGTACCCTGACTGCAAGGCTCTGTG
GATTTAATAGAAGAATGCTGTATTTTATCTAAGTTGCTTCTTAAGGCCTGGAAACAAAGGCGGGTTTGGCATTCTCTGTTTTT
CCCTCCTGTGTGTAATTTGATTGTTTTATCTTGCGTATTTCTTTTAAGTGTGCGCTTAAGAGGATGGGAAAAGGTGGTGCTGG
GTGACTTAAAGTGGGGGCGGTCTGACTTGCAGTGATACAGTAACGTGGATAAAAGGAACAAAATTGCAGTGCTCTACTAGTTC
CGCTTTTATTTGTGTTGGAGGTCTTAGACATTGTGGCATTGGCTTGAGGGGAAAATGTAAACCAGGTGTTGCAAACCTTTAGG
GGTCACTGCATGGCATCTTCTGTGTCTTGTGGCAGTCTTAAACAAAAAAAAATGAAGTGCTGCTTAATTTAGAAATTGCAGAA
GACTCTTCAGTGCAGATGACGCATTCGCGGCTAGAGTGAACTTGCTAAAATCCGTTGGATAGATTTGCATCTTCATAGGATCA
TAGAATGGCCTGGGTTGAAAAGGACCACAATGATCATCGAGTTTCAACCCCACTGCTATGTGCAGGGTCACCAACCACCAGAC
CAGGCTGCCCAGAGCCACATCCAGCCTGGCCTTGAATGCCTCCAGGGATGGGGAGGGTTCTGGCCCGTTGTGATCTGTTATTT
CTTTATTTCTTTAGATGGGGTTTTTTGTTTTTTAAAGACTATAGAATTAAAGGAACTCGATGCAGAAAACTTGCTCTTGCTGC
TGGGTAAACGGGTGCCTGATGCGTGGAGGGAGAGAGAGAGAACAGGACCAGAAATGTACTTGAAGCAAAGAGGTGTTTTGAGT
AGAGAGGAGCGAAGTGAGACCTGTCAGTGCCGTCTCAAGTTAGTGCTTACTCACTCGGAATACCAACACAGCAGCGTGCGGCT
TTGTGCTCCCACGCGCCCTGCCTGCTAAGTCCCGTCTGCCGAGGGGCAGCTGTCTGTCGCTTCGGTGCTCCGATCGTGCCCGG
CCTGCCGGCACTGTGCCAAATGCATCGCGCGCCTTTTCGTGTGCAGAGAGCTGCGCTCGACGCAGCACCCCCCTTCGTCTGCG
CGGGGCGGGGGCTGGAGGGCGGTGCCGGCCGCAGAACCCCTCCTTCCCCGTTCCGCTGGGGTTTCCTCCGGGTGTTTTTGGGA
AACGAGTTCAGCGCAGCGCTCTGAGCGTCTGTGCTGCAGCTGCTAGGAAGGTGGGACTGTGTCCAAGCTACCCTTCTCAAAAC
AAAAACCTCAATATGCTGGTGATGTGAAGCTGAGGTGGTGTAGGACAAGTGTCTTTCCTCCCCAGCGATGTTGTTCTTGCTCA
TGCTTGTTTATATTTACTTCTTTTTTTAATCCTGATACAGCAATGGATATACATGTGATTAGGATGAGTGTCTGAGCAGATCC
AACCTGAAAGGAGTTTTTTTTCTGCAGGGTGTTTTCAGGCCCTGGGGATGCTTTGGAATGGCAGCTCTTTAGGCAGACAGTGC
ATTTTTTCTTTTTCTTTTTGGAACGTGATGTTCACAACGGAAGTATTTTAGTGTGGTAAGAGCTTGTGAAACTCAGTCTCTTA
TGAACTGTAATGTGGCGCAGTAATGGCATGTGCTGCGGTCTGCTATGCACAGGGTGCCGTCAGATACATAAAGTTGACTAAGT
AGAAGTAAACTTAAATATTGTTTCAAATTTCACAGGGAAGCTCTTTCAGAGTATCTTTTAAAATGTGAACGCTTCTCTAAAGT
AACACTTATCTAATGTTTTGGGAGGGTTGGATGTGTCTTTGTTGTAGCCGTTTATGCTTACCATGAGAGGTAAGCATATAATG
TCTTAAAATGTTACTTCTCTGAGCCTCACTTTCTGATGTTGTCTGGAATATCCAGCTCTTCTAGCTGTACTGATGTGTATTGT
TCTGTTTGTTTTGTTGTTCTGGGGGGAAGCTGTTTCTCCTATTTCACACAGTGGTGTGTGAGGATAGTGGCTGGTACTGGAGA
CACCTTTTTCCTGCAGGGGAAACTGTGTGGGTGCTTATGGTATTGGTTGGTCTTAAGCTGGATGTCTGGATGGATATTTCTAG
CTCAAAGGAGAAATAACTACAAAATAGTATTTTTGCCTTTGTAAGAGGTAGATGCTTTAAAGTGAATATCAAAAATATCATCT
TGATGTTGTTGCCTAACAGGAGCTGTTCAGAGCTCAGAAGGTGTAGTTTTTCATGACTGAACTTACTGGTGCTTTTTATGTCT
CCCTGGAAGAACTTTTGTGAAACACTGAGTGAAATTTTGGACTTCTAAAATGGTGATTTGGGAAAGATCACTCAGATGTCTTC
TCGCTTCTGTTGATGAAGGTGTAATGAGGACATTTCGACATGAGAGGTCTATTCCTAACTTTATAGGAAATACCTATCAGATA
AAGATGGCTTTTTGTTTGTTTAAATTAAATACAGTTTTAAAAAAAAACAACAATCTAGCTTCAGCTCTTAGTGGTATGATAGG
AATAATATCTGCAGCTGATATAAGTGTACAGTCTCAACTACTTCTCCACTGGAAATGGGAAGAATGGTGAAATTGGAAGGTTA
TGAAGATGAGGACCATGAAAGATGGGACTGCATGCTTGGATAGGTGAGAGAATGTGAAGTTCATGTGCTGCTCAGTGCATCTA
CTCATTGTTTTCTGTATGACTATCTCCTGATTATGATGTGTTGTACAAATGTGACTCAGTAAACTTCGATACCTTGCCTTTGA
GAGCTTGTAAGTGCTTTTAAGTTCGTGTCAGTTTCTCAAGCTCTGTCTCCTGGTCAGTGTTCAGCTGTCTGAGTGGTGAGACC
ATCTGTTAGTTTGATTTCTTGATTTGCTTGTTCTCTGAACTTCTACTCTTTCATCAGATTCTTTGGAAATAGCTCTTCACCAT
GCAGTATTCACCTGCTTTCAGGACACATGCATTCCCTTCACTGAGTAAAATGGAATTTAGTGACTGGGGGTGGAGGAGGAGGA
GGTGTTAAGTCCATAATCTTATCGTTTAGGACTGCTACTTTGCATAGACGCTGAGGTCTGGCACGTCCTTTCTAGGGGTAAAA
GGCAGAATTCTCAAAGCTGACTTTATCAACATCTCTGGATTAACTGCCGTATAATTTCCATTGTTTATCTTGTTTGTCATAAA
GCTTTGTAAATGTATTAGTGTTCAGACAAAATTATACTATGGCAGAAAATGTTTGTATATAATTGAATAAAAAGTGCAAGGGG
AATAGACATCAGTGTTTCAACGTGCAAGCCTGGCAACTGCGGTTACTTATCTTTCCCGAGAGAAATAAGCGTCACCAGGGATG




ACTCTGTACAAACTGGAGAGTTAAAGAGCATCCTGTTGACATGATTTGGGCTTCCTTAGCCTGTCTTAACCTCATTCAGAGGA
ATACTAAAGAAGCCCTGAGCCTTTCTGCTGCTGGTGATGAAGCTGCACCTGTTTGAGATTAAAGCCCTTGAATATCTTAATGT
GGGTGCCATTTAACTAAGGATTTGAAAATACTTTTGATGTACCATAGCTGTTTGCATAATGACTTCTTGATGATATTACTCCT
GCTTGTCTGATGTATCAGTTCTGGAAGCTAGTGAAGGTAGCAGTCAGGTCTGCCTGACAAACTGACCTCTGGTCGTTGACTTT
CTCATCAGCAAGAATAGCAAAGGTGAAGTAAGCAATAGCTTCGAAGTATGAATTCACATAACTTAAACTTTTTGCTCCTTCCC
TGTTAGTGAAAGAAGGTGGAAGGTTTCAGTGCAGGTAGATAATACTGAGAAGGTGACCTTTTCTTATTTTGTGTTTTCCTGTT
GTTGTAGAACTGAGAGCTGTGTGGGAGTCCCATCCTTATAATTCACTTAAACACTTGTTTGGAGGCTTGTGTACTATCTGATG
TAAAACTGAGCATGACAGATAGCTACCAAACTGCTATCTATTTGATAGGAATGGATCTCTCTAGTGAAGTATGCTGATCCTCT
CATTTTTTTTCCTAGAAAATGGCCATGGCTGGATATTTTTTTTTCCTTAATGCTGCTAGCTCTGGTTGGGATTATGAGATCTT
CTGATAAGGATTTGTGAGTCTGGGTACAGCGCTACAAGAATATTTACAGGATTATGGGCAAAGTACCACCTTACTTCAGCAAA
TCCTGGTGTTCACCACAGTTTTGTTTTAAACACTTAAACTTTTAATTTTTTCAATAGACACAAGATCAGGAAAATGTGGGTGT
TCTTTTGTTTGTATTGTTATCATTTCAAGTGGGGGGAAAAAAAATGATGAATTTTAAAGCCAATCCTTTTGACCTGTCTCCGA
GGATACTCTCATGAATAAGTTGCCATGCACAGAAAGTGCAGTGGTGTTTTGTAGTATAACAACAACCGTGTTGTTGCTGAGAT
TCATGCTGTCATCACAGACAGGACAGGAAAGAATTTTTTCATCCCTTGTGCTTCTGGGACTGATCCTTAGTAGTTAAGTTTCA
GCTTTTGAATGAGTGAAATCATTTGCTTCCGCCGGGTGAAACACTGGCTGGATGGCCGGGCCCAAAGAGTTGTGGTCAATGGA
GTTAAATCCAGCTGGCAGCTGGTCATGAGCAGTGTCCCCCAGGGCTCGGTACTGGGGCTGCTTCTATTTAACATCTTTATTAA
TGATCTTGATGAGGGGATTGAGTGCACCCTTAGTAAGTTTGTGGATGACACCAAGCTGGGAGGGAGTGTTCATGTGCCTGAGG
GGAGAAAGGCACTACAGAGGGACCTGGATAGACTGGATTGATGGGCCGAGGCAAACTGTGTGAGTTTCAATAGGGCCAAGTGT
TGGGTCCTGCATTTTGGTCACAACAACCCCAGGAAACCCTACAGGCTTGGGGAGGAGTGGCTGGAAAGCTGCCTCATGGAAAG
GGACCTTGGTGTACTGTTGGACAGTCGGCTGAATATGAGCCAGCAGTGTGCCCAGGTGGCCAAGAAGGCCAATGGCATCCTGG
CTTGTATCAGGAATGCTGTGGTGAGCAGGACTAGGGAAGTCATCCTGGCCTTCTACTCAGCATTGGTGAGGTCTCACCTTGTA
CTGTGTTCAGTTTTGGGCACCCCAATACAGAAAGGACATTGAGGTGCTGGAGCAGGACTAAAGAAGGGCAACAAGGCTTGTGA
AGGGCTTGGAGAATATCTCCTATGAGGAGAGACTGAAGGAACTGGGGCTGTTTAGTCTGGGGAAAAGGATGCTGAGGGGAGAC
CTAATTACTCTCAATATCTGAAAGGTGCTTGCAGCTAGAGCGGGGTTGGTCTCTTCTCACTGGTGACAGGATGAGGGGAAATG
GCCTCAAGTTGCACCAGGGTAAGTTTAGGTTGGATATCAGGAAAAACTTCTTTACAGAGAGGGTTGTTAAGCATGGGAATGGG
CTCCCCAGGGAGGTGGTTGAGTCACCATTCCTGAAAGTGTTTAAAAACCGTTTGGATGTGGTGCTCAGGGACATGATTTAGCA
GAGGGTTGTTAGACTTAGGGTAGTATGGTCAGGTTGTGGTTGGACACGATCTTTAAGATCTTTTTCAACCTGAGTGATTCTAT
GGTTCTGCTTAAAGGAGAATAAGTATTCAAAAGTAAAGGCTGAAGACGTCACAGAACATGGGATAATCAATGTGCCTGGCTGT
GCTATTGAAAGACTCAGATTACTTTTGACTTTTCATTCTTTTGCTGCCCTCCTTTTCTAGTGAGACTGACTGTTCTGATGTTT
CAGTTTGTGGTAATGTGAAGTGATACAGAATAATACAACGAGAAATGGTATTTGGAAAAAAAAATACCAAAGCTACTATTATA
TGTGAGTTTACTTGCATTGCTGGATCGTATTACTGATAAGTTGCACTTATGTCTGATGAAAGTTTCTGTAAAACATCTGATAG
AACACCAAATTATTCTTCTGCTGTGTATTTTCCGACAGGACAGCCTCTTCTGTGATGTGTAAGTGATAGAAATTAATGATATC
TTAAATATGGCTTTCAGTTCTTTAAAGAGGCACTGGAATTTCATGTCCTGCACCATGATAGTTTTCATACGAAATACCAAAGT
ATTATCCCAGTCAATCTGACTAGTGATGTGTGAACACTGGAGATGTCAATAGTCTAAACAGATCCTAACAACAAAATCCAGCA
TATGTTTTGAAGCTCTTCACTGTTGCAACGTTTCAGTAGTCCAGGAAGTCCAGAGATGAAAATTCTTATTAATACAATAACAC
TACTTTGTGTTAAGTGTAACTAATAGATTAAAAAGTAAGTACAAATTTCTAATTTCTGCTTGCAGCTGCAAGTTGCTTGGTTT
TTTGCTACAGGATAAATAGGTCCTGTTATTTTAAAAGCTAGAAAGATTTTTTTTACATGATAAAGGAAGGGAATGGCAGATTC
ATAGCTCCTTTCATCAGTCATTAGACAAACTGGCCACTTTGATTTTTATCCATTCTTCAGACTGCTTGGGTCCTTTTCTTAAA
ATTAAGAAACAGTGCAAGTTCATGGAGATTCTATTGCTTTTCAGCTGTTAATTTTAAGTTCATCTTGCTGGTGTTACAACAAT
CCAGGATTTAAAGAAAATCTAAGTTAATTAGGGAGGCAATTATATGGGAAAATCTTATACAGTTGCTGTTTAGCTTTAAAATA
TCAAGACTAAGCTTGCCTACAAACCAGTGGTAGAACTGACAAAAATGCCTGTCTAGTTACTATTGACTCATATCAATGGTCTT
CTTACAGTCTTTTAGTGCTATCTTAGTAAATAGATCAAGAAAAAAGCTTTTAATCATGAATGGATGTTACAGCTTATTTACAT
TGGGAATTATAAGTCTTTCAATAAATAGCAGGAGACCTTAATAGCTCTTCTGGGCAATCAAGTTGAATCACATTAAGTGTATT
ATTTGTGTCTGTTTATATACTGCAACTTTGAGATACTGCTTTGAAATAAGTTACCTTAGGTTTTCTTTTCTGTTGAGCAAGCA
GTTCCTAAGCATATTTATTCTGCCGTCATACCTCGTCACCCCCTTGAAGATCTTGGAGCCTGGAAATGCCTATGGTAGCAACA
TTTGTTCAACTTGAGAAGCCTTTGTGTTCGCTCCGGATATTGTGGAAACAGCTAATTTGGGAGTAGCATTTTGGCAGATTATT
TTGATAACAATCTGTGTGTTGCCAACTGTTCAAGAAGTGTTGCCAGAGTTGTTTGTAGGATTCAGTAGGGATGCAGTAGGAAC
GACCTAAGGAGATAGGGAGGGTGTTGAAAATTTGGGGGTATTCTTGACTTTGCCTTTCCCTCTCTCACTTCATATCATCATGT
AATCTCCCAGAGAATGTTAGGAGAAGAGGGGGAATAGGGATTTGGGGAACTTGATTGGGAGTGTGTGGTTACTGAGGAACTAT
TTCCACAATGTTAGAGGAAGAGGTATTGACCTGCTAAATGGAAGGATAATACAAAAAAAAAAAGCCAATGGAATGTGCATATT
TGTAGCTTAGAGTAGTACTGGATAAATGTTTAGAAGTTTACCTTTCCAATCATTGGAGAGTTATCCCCTCCATTTGTATAACG
CAAATTAAAACGTGGTCAGAATAATGAGTAAGATATTTATTATTACGGAGGCATCTTATAATGGGCATTTCCTTTTATGACTA
GGAAACGTTTGTATGTAATTTCATAGGTGTAAATGGTTTGAAGTGTTTCGTGTATGCTTTACTTTTAGTTGGGAATGGGTAGG
ACAAGAATATAATTACTTTTCTAATGGCTTTCTTAACTGCCTGTGCTCTCAGAATAAAAAAGTGTTCTGCATTAATTGGAAGC
ATTCTGCCTTTTGTTTTCACAGAAAGCCACAAAGAAAACTGACAAACTCAGGGCAGAGGAAAAGGATGACTTAGATGTAACAG
AGCTCAGTAATGAAGATCTTCAAGAGCAGCTTATGAAGTATGGAATAAATCCTGGCCCAATTGTAGGTATGTCAACTAAACTA
AACTTCGGTGCTGAATAGTCTAAAGTTCTCTGATATGATTGCTTGTTAGTAACAGTACTGTTGCAATTTTATTTTCCACTGAA
GATGTTTTCATTGAACTATTTACATTAAAAATGCTTGAAGCTTTCCTGTGTAGGCAAATTCGCAGTTTATTCCCCTTATGTTC
TATGCTAGCTATACTTGTTCCAACTCCTTTTCTGAAGCTATGCAACTATTAAAGATCAGCACTGTGGAAATTAGGTCTGATAC
AGAGGTTGAGATCTGGAGCCTGCTTAAATAGCAAGTACTTCTTACATAATAATTTAAGATCTGAGGGCAGAATGATCGTAGAA
CTTCTTCCCGAGAGCATTTCCTACTCTCTGCATTCAGCATTAGTGTTTTTCTTTCTTTTTTTITTTTTTTTTCTGGCCCCTTAA
CCTTGCATTCCATCCTGTATACTGACCTACTTCAGCAGGGTGGATGGCAAAAAGTCACCGCCCCAGCTTAATCCCCTGCCTCA
GGCACTCTCCTGTGATACCAGATGAAAGGTCCTTGCCTTTCAGATTGTGCACTGGCCTGATGGCAAGATAATTTAATTTTACA
ACTCTTCAGTAGGAGATAGTTTAATCTAGCACACCGAGCCTTCTGTGGAATGTGTTTGAAATAGAGTGGAAATGCCAGTGATA
AAGTCTGGAGTCTTGTGTGTATTCAAATAGTTTCTGCGTAATATTTCCTGTTAGCTGTTTCTGTATGTCTTCTCATTCAACCT
CTTTCTCTTGGATAGGGCTCAAGGCTCCTGGACAACTCAAATAACTATGCAGTCCCCTAGAAATATGTTCAGACTTTAAATAA
AAACTTTAGTTCCTGTTACAGGGTGTGGATTCTGTTTCTTGTGACAGCTTTTATATATAAGGAAGGCTTTTCAGAAGATTTTA
TATAAGGCTGGATTTTGCTGTTGCTAGCAGTGCAGGCACTGGTTATTTCTACAGATTTTTTTGTTAGCACAGTCCTGATGTGA
ATGTATGCAACAGCTTTTAGTTTTAACCTAACAGTTGGAAACAGGTGTTGCTTACTTACCCCACCTCTGGTGCTTGGGCTGGA
TTTGAAAGCAGGGCAAATGTTAAACTAAGGAGGCAGATGTTAATTCCAGGATAAATTATTAATTCCAGGGCTAAAAGGACAGT




GTTGGAATCTGCATGGATACTTTTCTTTGCAGTTTCAATCTCATTAAGTTTTTGTGGTGGTATGACAACTCATGTCACATTGT
GTGAAACAACATAAAAGCAGACAGAGTCTTCATCTTCATCTACTTCTGTAGATGAATGCTCGCAACAGTAGGTGTACCAACAC
ATGTCAGCTTGTCAGAGTTCTCTTGAACCAAAGACTCAAGCTTTAGAGGTACAATTATATAGCTAGATATATATGCTGTGGGT
ATACAGACAGATTAAAAATAGAGAATATGTGTATGGAAGTTCCTTAAGAATACATAATAAAGTTCTAGCAGTCAGGTCAGGAA
AGACCAAAACTGTATCTCTAGCATGTATCCTTTGCTACAGCTACCACAAGGAAACTTTATGAGAAAAAGCTGTTGAAACTGAT
GGAACAAGGTCCAGAACTGAAGACACCTATGCCTCTCCCAGTGATTTCTTCAACTACTGAGAACACCAGACAGAATGGAAATA
ATGATTCTGACCAGTACAGTGACAATGAAGAAGGTAAGCCTGAAGCGGAACATGCATGCAAACTATTCAAACTATGTATGAGT
AACACTTGGAGTAGAAGAAGTATCTAAAGAGAACATGATCTGCTGTTTGTTGAGTCTTAAAGATACTGTAGTAGACTATGTTG
TTTGTGTACTTCTTCATGGAGTGCTAGCACAGTGACCCAGGAGGCATTCTGGGAAATGAAATTTTATTAGTAAACTGCTCCTT
TCTTATTAATCCAGTTTCCCTACAGACCTGAGCCTGTAAATATGATGGGTAGGAGAACTGGATATTAAGTGTTCACTGTTCTT
TGCACTTCAACTTTGAGATTCATCTTATGACGCACGCAGTAGTTACCTTTATTTTGAGTTAGTGTGTCAATGTTTAAGTTGAT
GCTTACTTCTAAACAGTTTAATTTCTTCATATGATAATTCCTCTTATGCTCTGATCCTTAGGGACCTGGAGTGGGTCCACTGA
TTTATTTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGGTTCCTGCTGTTTTAATATCAAGAAGTGATAGAGGCTGGAGAGGTAGAATCTGAAAC
ATACCATGTATCTTACAAAAAGTAATGATATAGGCCTTCAAGGAACATCACTTTGGTTAAAGTAACTGCAATCTGATACCAGT
TTCTAAGTATAACATCTGAATTGGTCAAAGGTTGTCTGAATTATAGGATTTTTTTTTTTAGGACAGAACTCGTATGCTTTGGG
TCAGTTAAAGTTATTCTTCAGAAGACTGTTCTTCATTGGAAAAACTTAACCTATACTTGCCAGGCTGTTTAAGGAAACAGTAG
TTCATAAAGTTTGATACCTCTTTAAATGAATTTTATTGAGCTAATTTAAACCAATTGCAGTTTATCAATCAGTAATATTATAG
AAACCAGTTATTAAAACTCATTACAGAGCCAAAGACTGAGCTGAGGCTTGAGAAGAGAGAACCTCTGAAAGGCAGGATGAAGA
CTCCAGTAACACTCAAACAAAGAAGAGTCGTTGAGCACAACCAGGTATGTTTCATTTAGTGGCATCTAGAACAGCTCCTAACT
GCAGGCAGTGTACTCACTAAACATAATCACATTTGACTAAGTGGGCTATGCTGTTCTTAAAAGTTTGGTGGCGTTCTTTGTTT
TAAGAAAGCCTATTCTAATACAGCATGAAAATCTTGTGAATTAACTACATCTGCTACTTTTTGTCTGTCTGTTAATGTTCAAA
ATCATGGTCTGCTACTTGTCACACTTGCCAGTGTCTGTAGCTCACCTTTGAGGAGAACTCTAGGCAACCTTTACATGTTTAGC
TTTCAAAATCTGACAGATGATAGGTTGGAGGTACTGATGTTCTGTTGTATATTTATAAACGACTTAATAAAAGGAGCAATTTC
TCAAAAAAAAAAAATCTGAAAATATTTTTTGTGAGAAATACTTTTCAGTACTCATGTACACTGTATTTCTATCTATTTTTAGT
GCCTATCTATAGATAAACAGAAGTGTGTATACATTGGTATGTTCTAGTTGTGGTTTAAATGTAACAATGTATAAAATCATGCG
TTTTTGTAAAGAAATACATGTGTATATATACTCATGCAACATCTCTGTGGTATCTATTTCCTCAGCCGCACCACATAGCAGCA
TTACTAGACTGCGCATCAATTTATTAGAAAGCTTCTCCTTAGAAAAATAACTATTTTTAACTTCAAAGTATGTACCTCTTGTC
CTTCAATACTACTATTAGTTCTCTTGGCCAAAGGGGGATTTTACTAAAGTACCTCAGGCTTTCAAACTGCTGACTAAATACTG
GATTCAGTGATTGGTGGCTGATCTGTTCTTATGATGTGACAGTGTCACTAAATATCCTGCTGCCCAGCTTAGATTACTTAGGA
TATTTACAGTGTTACTCATCTGACCAATAAGTAGCAGAGTTATGCTACATTAAGAACTTGTCCAGAAAACATTCAGGACGGGA
GCAATCTGACCTGTTAATGCTCTCATCTGGTAATATCAGGCTATTAAGAGACTAGTCTTTTCTCAAGATTGTATAGAATGGTA
AATGCCACGTTGTTCCTATTTAGGTGGTAGGTGTATATACAAGCATGTACATACAGCTCTGTGCATTACAGTTATAGAGTTCC
TCAGCTACTTCTGCTATATTTCACTGTATTCTTAGGGGTGAAGACTAAACTTATCTTTCTTCTACAAATCAAAACAAGCACAT
AGCTCAACACACGAAATCAATACTCTTTAACTTATTCACTTTGACCTCATGATGGTCTTTATAATGGGCATCAGAATCATAAG
GTTCTCCTATTTTAGGGATTATTCTTTTCTAAGTCATGGTCTATCCAGAAATCCCTGCTAGCTTCAGTGTGGTGGAGGCATTT
AATTTGGCTGTCAACAAATCTTTGTAATCTTTAGGTACCTGCATCCTTTTTTATGTGTTTTTGTGGTATTTTTAGGTGATGAG
GAGTTATTCAATTTTTAAATCTAATTTTGCTATAATAATATTAAGTTATTACTCTATTTTCTTTTGCAATCTTTTGTGTGTGG
TATAGATGTAATATTTTTGCAGTTTGCATATTTTAAATGCCAGTAGTTAATCAAAGGAGTATCACTTGAAATGCCATCTTTGT
GGATTAGTCCAAATGACAAATTCTTTAAGAACTCTCAAGTTTATAAAACCTTTTGCCTTTAAACTCGTGACTGCTGCTTTAAA
AGAAAAAAACACCATCACCTTATAATTGCTTGAACCAAAAAGCAAAGAGGAAGCAAAGCTCAAATGTTTTTGGCTAGCAAATA
AAACTGGAAGATTTGGAAGATGGTAACCTTTATTTCTTCTTGTGAAATGGAATCTCTAGACTGCAAATGATGTGTCTAGTGAC
TGTACTCATTCTGCAGAATTAGATGCAACTCCTGTTTGCTGTCTGGCATTGAATCAAAGATTGAAGCTCTGAAGAATGGTGGG
ACTAAAGTAGTTGGCAGTGTGATATGAACAACTTATTAGTCACTTATGGATCCTATGCTGCAGTATTCTTAGCATAGATAGTC
AAAACTGGAAAGACTGTCATCTGGTGCTGAAGGCTTGGCACTGGTGGATGTTAGTGTTCTTTCTTATGAGTACAAATAAGAAG
TCTGTGGAGGCTGGTGTAAAAACCAGAGAAGGAGGTGAGGGGAGGCATTGACTTGTCTTATCAGCTGGGTAGCAGCAATGGGC
TAGATGAATTTGAGTCCTGCTCTTTGTAACTAATCGCCTCCTCATAGTGAACTAAGAAATTTGGAAGAAAACAGTAACTTTGA
ATGTATTCTTCCAGTCAGACAGGTGAATATAGAGTTAGAAGTCAAAAGTGTGAGCTCAAGGCCACATAGTAGGTGAGAAAGAG
GTGGACTAAGCTGTGTAAATATTAAGGAGTCCTTAGAGCTTAGAATTACTTCCTCTTCTTGTGGAATTTCTGCGGTGGCATTC
TGGATGTGCTGTGTTCCCCTACTCTTGTTTACTCTTTGATTTTATTTTTTTTATTACCTGTGTAACGACTTCCTGGATATCAA
ACATGCATGTTGTAGCTGCTGACATAGACATATATTGTGTGTATGCCATGTGAAAAGCATAGAACTGTTGGTTGGTAAGTGAT
AGTTCAGGTAACATCATTACCCGTGTCAGTTGAACGCATGTTCTGAATGATACTTCTGAACAGTATTGCATCTTTCTCTGACT
ATATACCAGGGTACTGGTGTATCTAAATATTACGCTTTAATAGAGCTTATGTACTTCAGGTATTGTGGGATAAGCAGAGAACA
CCTGTTCAATTAATGAAGAAGATAGTAGTGACTGAAGACATTGGTATTTTTTTTTCTGGTCTATTGAATAGGCTCTGCTGAAG
TTGGGATGGGTCTCATGCAGTACATTTAATCTTTTCCTGGATTTTTCATGCAAGATTTCTCTATTACTTAAAGCATATGACTT
TCAACCACCTGAGGAGCTCAGTATGTAGGTTCTTATTTACTGAAGACTTCTTTAGAAAAAAGTTCCTAGTAAACCTCCTACTA
ATGGAAAGCTCCCTCTGGAGCTCTGCATTTGTAGGACGAGAAAATTGTCTTGCTGTGTTCTTGAGTAGAATTTGAGTTGAACC
TCTCTGAAATTAGTGTTTTTTTTTCTAAAGCTTCTGAGGAAGAACACCTCAAGTAGAAAGAGGAGACATGATTGAATGTTTCA
GATTAAGCTTTCCTTAACAGGGGATGTGAGAAGTTAGTATCTAGTGAATGTATAAATAGAGATTAGGAGACCTTTCATCAGAA
GTCTATTTAAATTTGAAGGAATATCTGAGACATAGGCTGAAATATATAGTTCTGTATGAAATGTCTGAATCTATTTGGACTTG
AGATCTGTTCATAAATATGTCATTCAGTTATCAGACTATTTCAACGACTTTGAAGTGTAGCAAAACACTTGTGCTCCCTCTGC
TGGTTATGTAGTAGTTGTAATACTTCTGTTTAAAATTATAAAACTGCTCAGCTTATAGTTTCAATGGAGTAACTTCAGAGATA
CAAGTGGGAAACTGAGAAGGGTGGTGTTATACTTTTTTTTTTTTTACCTCTTGATAAATGAGTACCTTTCAGCCTATTCTCTG
AATGCATTGTTTTGTGGGCTAATTCTTCCAGTGAAGTTATTTTGCTGCACCAGTCTGTACAACTCCCATCTGCACCAAATGTA
ACTTACAAAAGTTTGGTAACGCACCAGTGGAAGAGATGCATAGATTTCATTATCAACAAGGGATTTTTCTTTGATTGTTTTTA
AATAAACAAAATCTTAGGTCTATTTTAGAAGAAGCAGGCTGTCCCTCATCTCCGTCTCCTTCTAGATTTATGCTTAGAATAAG
ATTTGAGGAATGTTTTGATTTAAACATAAAACTTGCAGTAAGGCTGTGGGGATTGATCTATGCTTGCTACTGGCTATGAAAGT
CAGGCACTTTGCTATTACTTGGGTTTATTGTGAACTGTTTTAAGCTTGGCCATTTAAACCCACAGTTAGTGAGACTTTTATTA
CAGTGGAAACTTCTAAGATTATAAAAACATCTCCCTTTCCCACTGTCTGGAGATGAGATATTGTTGATATGCAGATGACTGTG
CATGAACTGTCTGCAGGAGAGAATACATTTGTGGGTTGAATAAGTTGTTGCATTCTGCTTGTGATCGTAAGGTTTTTTTTITTT
TTTTTGTAGGGAGGTAATGTAACAAGCCTAAAAGTCAGCATATCCACTGTCTGATTTGGCAGTGCTACTTGAAGCATCGGTTA




TTTCATGCTATTGCAGTGAGAAGATAATCAGTTTTTACTGTTAGGTGTTATCTAGTCAGTTCAGTATTTGAAAAACAGTTAAC
TCTAACCTTAGCATTGTGGTCATCACTGCCTGTTTAGCTAGCTAGTTGTTATTGGATCCAAGGTTACTGGGTTTCTTCTGTTT
GTTTTTGGTGTGGGGTTGTTTTGCTTTTAGTTCTAGATATGTTCTGGAGTATGTATGCTATTTTGGCTTTTGGTTGTGTGTAT
CCAATGTTGAGAGCTGGCTTTCATGTATTTGATATGTGTTTGATACTTGAATAGACTTATTCTCAAGATGGAGTTACTGAGAC
TGTCTGGACAAGTGGATCTTCAAAAAGTGGACCTCTTCAGGCATTTTCTAGGGAGTCTACAAGAGTGTCAAGAAGAACACCAA
GGAAAAGGGTGATGAGAGGCTTATTATAATAGAAAAGCTTATTTTTTTCACTATGAGGGTCCCAGTGGCTATTTTATTCAACT
GTTTTCTTTTGTTTGTTTTAAACAAACAGGTGGAAGCTACATTACAGTTGCCTGTAGATGATGCTGTTATATCAGAGAGTACT
CCTATAGCTGAAACTATATTGACTGCAAGCAACGAGACCCTAGTAAATATGCTTAGTAAATATTTAATGAATAACGCAAGTAG
TATTTTTCTGTAATATACCTTTATAATATGCCTTTACTGACAGAATCGTTGTTTTAAACAGGCTGTTTTTAAAGAAAGTAGGA
CTTCTTTTATTCAGTAGTCTTGAAACCATATGTTCAGTAGCAATATTAGTGCCTAGTGGTGCTCACTTGGAGATGGGACTAGG
TAGACACATGGATTCATGTCTTTTCTGGGGGGAGGGTTGAGAAGACCCTCTTCAAAAGCTTAGATCTCTTTTTAATTTAAGTA
CATATAGAATATCTGCTTTAAAGCTTCGCTTTTCTTGTGAACTAATTAGCTTCTATGTTTCTAAGTGGCTTAAACTATTTAGA
ATGATAAGCATTGCATTTCCTTTGCTTATTTCAGAGTACCTGTTACATAACCTTCAGTGAATTCCTAACATGCGTATATTTGA
TGCAGATAAGGGTTTTGTTGTTTAGTTCTGTCTCCCTTCCCCATTTTACTTTGTGTTTTGGTTAATTCTGAGTTTTGAACAAT
TTTGAATCTTGGCAGGTTGGCAATAGGGTGCCTGGAAATTTCAAGCATGCAGCTCCTACATTGTCAATCAGTGAACCCTCAGA
CATGCCCAGAAGAACACCAAAGAAACCACTGATGACAGCTGAAGTAAATTAAAACTTAGATTGTTATTGCTTACTCTCTTTGA
AGAAGGTTCTTGTGTGTATGGATTTATTCTGTAGTACAGAAGGGGTGGAGGGTCTCATTGCCCAGATGGCATGATAGTGTAAC
TAAACTAGCATTGTCATATGACATCAGAGTATATATGTATTTTTCTTATCCTTCATTGTTTCGTAAGGTGGAAAGAATCCTCT
TTTGGACAATTATTTTGTCTTATGTTGTGTGGAAAGTACTTCTTTCTTTTAAACTATATTAATAGTTCAAAGGGTGGAATTGT
TATCTAGCTCTGATCTTATAGATCAGCATATCCTGAGGAAAAAAAACTGAAGGACTAAAGTGGTAGGATTACTTGAAATCAAA
AGTCTGAATTTAGAAAGCAACTGCAGATTTCTGTTAGCTACCAAAAAAGAAAATGGTTCTTACACTCTGTTAGCCTATTCAAG
CTGTTGAGATTATTTGGATAAATGTCTAAAGCACTTGAGGGTATATGTAATTGTACTTATTAATGTAGTGTAGTACTGGATTA
CTGTTGAATTTTACACTACAAAATAATACTTGGCTGAATTTAAATGGAGTTCATTGCTCCATGTAGATATTGTATATACAACT
TGCATTATCACTTGTGAGGCCTGCTTTACCAATGGATCTGAGATTTATGAAACAGGCTACTTTATTTGTTTATAATACAAACT
ACTGATGTTTAGGCTTAATGGTCAAATAAGAAGATTGTGGGAAAAGTTGATGTTTTCTTTCAAACTGCATAGTGTTTCACTGT
ACTATGGCATTGTCTGTTACAGCAAAAAGAGACAGATTGCCCACACCAATGCTTGTTTAATCACATTGGCCGCAAACACTCCT
ATGATGTGCTCAACACAGCCATGATAGAGGTGATTGGTTAAGTTTTTTGATCATCTAGATCATTGGCTTGCATATGTATTGTA
TTTATGACATATTCTTTATCTTAAAGGAAACTGAGGAGAGCAGTGAATGCATTAAGACACCAAAAGTGACCAGACAGCTGCCA
ATAATTAAGGTTAACTAACTTTTAAAACTCAGGAATTAAAGTTCTAAAATGTCACTGGGTGGCTCAGGTGCTTCCTTACAAAC
TACACGTGGTTATGGTCACTGAGATAGTTAAGCAGGAGCCTACTGTTTTGAAGTTTGTTGGGCTTATAATGGTTTTTGTTTTC
CTAGGTGCCGGAGAGAACTCATACAGAAGAACGAAAAGTAGAAAGGGATATTCTTAAGGAAATGTTCCCTTATGAAGTCTCTA
CACCTACAGGAATCAGGTATTGCTGATATTTATGGGGGCTTGTTCTCAAGAAGTGTGAAACTATTTAAGCTGAGAAGGGTCTG
ATTATATTGCTAGATATCTGAGGAGTGGTTTTGCAATTATGACTTAGTGGCAGTTGAGACAACTGTTGAGCTCTTCTGTTCTG
CATACTTAGTTTTATTAGCCAAAAAAGCCTTTTCTTTATTTAAAGTGGGGGAGCAGGGGAATGGGGTAGCATTATAGCAGTAA
TTACTGTAGTAACTTGTTGGAGGTTAAATGGAAAAGGCCTCTCCATGGTTCCTAGTATGGCTAGATACGACTGTTTTAGCCCC
TGCTGTTAGTTAAGAGAAGGTCTCCCAGCATAGATTTGAGATTTTTTTGAAAGCAAAACATTTTCAAATAGTCTCTTTCTGTT
ATGTAATTGATCTTATTGTAGTCAAGCATCACTCTTACTGTGAATAAAGCTGGCATTGCAAATGGATGGACTAATGCTGGAAA
CTTAGTACTTCAACAATAAACTGAAATAGCCCTCTGGATAACTAAGCAGTGGATACAGCTGACTGCTCCTTTTAGAAATACTG
ACTGCTACTGCGTACTGTTATCTGAGATTGAGTGGGGGCTGTGGAGTCATAGCTGTTTTCATTGGAAATATTCCTAAGTTTGT
TAGGAAGCAAAAGGTGACAGAGCAATGGATAGAAAAAAATAAAACAAAGAAAACAGCATAATTTTTAACAAAAATAGTGCCCG
CAAGACTTAGTTCAAATAGATTAATAACAACAGATTCTTGCAGTGGTTTCTTAATCCTTGCTGTCTTGTCATTTTGCCCTGTG
CACTGACTTGGACATCAGTGGTGTTTTAATGGCCTGAGACAATCCTAGCTTTAGAAGTCCCAGAGAGACTGCAGAAGTGATGA
GTTGAGATACAAGTGCAGATGCTTCCTGCCATTTTATTTCTTGTCATAGTGAGAGTATGTGGATAGGGTGACAAAGTGGCATT
TGAGGGTTTTTTAAAAGGATATTTATTTGAACTCTGGATGGTTAACCTCAACAGTTATAATGGTACGCGCTAAAGCATTTATA
GACAGGTATTCCAGGTACTGTGTTCACTGGAAATAATTTATAGTTCTTCAGTTATGCTAAATTTTTTTTGCGTACTTCAGGAT
TGCTCTTTTAAACACAGCGGTGTTTTTTGTTTCTCATTAACAGCGCTAGCTGCCGTAGACCAATCAAAGGAGCTGCTAGCCGG
CCTATCGAGCACACTGACTTCAAAATGGATGAAAGTTTCTTTAAGTATGCTCCAAAATACAGTACCTCAAGTGACATCAAGTC
TGAGAAACCTTCAACAAAAAAAGAACGCTCCGTTCCCCTGTGGATAAAAATTCTTCTCTTTGTTCTTGTTTCAGTCTTCTTGT
TTTCAGTTTATCAGTCTATGGAAACTAATCAAGGAAATCCTTTCTCGAAATATATTTCTGTGTTCACTCAGGACAGTTCCAAT
TGAGTATCTTTCTGAAAGGCACACCCGATTTGATCTCCTGTTTTTAAATGTAGAGAACTCTCCCGCCCTCTCGTCGGCTCAAG
GACTACTCAGAAATAATGTGATTGGAACCTGATAAATTGGATAAATCAAGCAAACTAATACTAAACGGACACTGGTAACTTTC
TGGACTTTGGACTAGTAGGAGATCACTTTGCCATAGGAGTAACATTTTTTTTAGGTCTTTGAACTTTTGTAGGCTTTATTTTT
TTAATGTGGACATCCTTCAAATTCATTTTTGAGAAACTGTATATTTGTTTTTGCAGGAACTTGGAGGCTGAGAAGGGCAAAAA
TGTACTAAAATGTGAAGCTGTGTTTTTAAAGCTTTTTCACTGTACAGGAAAGAAGTTGTACTTTTGTCTTGGTAGATCTTGGA
AGATTACGAAGGGAGGAGGATTTGTAACAGATGAATGATGGAGATGCATTTTTGTATGCATTTTTCAGTAACGAATTAACTGA
ATTTGATCTCTTAGGATATAGGGGGAGAGTACAACAAGCTTTTCTGTAGGTTACTGTAACTTTTTAGTAAATGTAACTGTAAA
CCTGTTTGCATTTCTGTAAAAGTCTTAGTATCACATTAGTAACTGTTTAAGTGTAACATTTAAATGTATCACTTCATTTCAGT
GCTTACAGTGTCGTAGGAGTTCAGTATGAATTGGCAACAGATGTCTTAGGAACTTATTTATTAGTAATATGCGTGGAAAATAA
AAATTGCATCAAATATAATTTGCTACTAAATACTTCTTTGGGGTAAAAGTTGTTATCTAAGGTAGTCTAAATTCCAATTTTTA
GCAGTGGTCTTTTTTCTTAATGTAAGGTCTTTCCATCACAGCTTTGTGATTATCTTTGAATATTCATGTAGAGAGGTATTCTC
CAAGTGTGAAAATTCCATATGAAGTTTTATTCTTATATGAAGAGGGCATTGCTGCATTTTCTTCGACAATTTCATCTTCTGAG
GTGAGATTTACTACATTCATGCAGTTGAGTATTTTTCTCAGTGGAAGCATGCTAAAACACTCAATATTGTATAACTTAGTTGA
GCAGGCAGCTGACTTCACTACTACCAATGAGGAGTGATAAGCAACAACTTTTAAATTGAATGTATTCATTTTGATGTGCTTAA
ATCTGCAGCATACAGATGTTCAGTCTCATTGCTTCGTACAAAAATGCAATAAAGTCATACTTATTCTTGAAGTGCTACTTATG
AAAAGCTGAGAACTTTAGTTAATGGTCTATTTTTACTATAGGTACAATTACTGTGTAGACTAGCTATGGGAGAACATTACTTT
CTGTGACCTTTGGGACAAAGATGGTAATTTGTAGCAAAGCTATAGGTTTCTTCTGTTAAGATTTAATGTTTTTTTTTTCCTTT
TATCTGCTTTCTGAGTAATCCAAATAGCTGAACTTGTGTCCATCCTATAGAAAATTGTAACACATGACATTCACTTTTTGGTG
TCAAAATGCAGAAAAATAAAAATGATTTTAATGTGTGTGAATTTTCCTTACCAAAATAAACGCATTGCTGGAAAGAAGAAAGC
A







Genomische Sequenz des Zebrafisch LAP2

Sanger Institute contig: ctgl0273.2 Auschnitt von Position 97875 bis 117202
unterstrichen: Start- und Stopcodon

Kleinbuchstaben: Sequenz die nicht im genomischen Klon ICRFc7101293Q5 (RZPD) gefunden
wurden

blau fett: Exons; Sequenz von zLAP2® (AJ320190) Ubernommen

normal: Introns

kursiv: bekannte untranslatierte Regionen

ACATCTTTTCAAAATGTCTTGTTTTAAACCCAAAGGAAGATATTTTGAAGAATGGTGGAAACCAGTATGCATTGAATTTCCTA

TTTGCCTCCAAATTCTTTAAAATACATTATATTGTATTAATTCTTTAGATGAATTGTCACTTTTATATCGTATTGTTTACTTC

CTCAATGAAGCAGCTGTTAAGTAGTTTAATTTTTAGTCTTATTCTTAATTATTGTTCTTTCTACTCGTTATGCGAAGTGAATC

TCCTATAAACAAGAGGTCGAACTCGTCTATTTATCGCCAGTGATTTTAAATAGTCCACCCGCCAATCAGAAGGCTCCTTTCTG

CGGCGCGCATCCAATAGGGGTCTCTCTCCTAAGGTGGTCACTGATCCCATAAAAGAAATCAGCCCCAGGCAGCGATAGTGTCC

TGCTGGAACCAACAGACATGTTGGAATTTCTGGAAGACCCGTCCGTGCTTACTAAAGACAAGCTTAAAAGTGCATTG
CTGGCCAATAATGTTGCTCTCCCGAACGGCGATCAGCGAAAGGACGTGTACGTGCAGCTGTACTTAAAGAATCTG
ACCGTGCAAAACAAAAAAAGTAGCGGCTCTCCAGATGTCTTTTCCAGCGACGAGGAGCTTCCTCCAGCGCCCGTG
GTCTCCAACAGGAGCCGCTCCGGCAGGGTGGGTTGTTTGGAGATGCTTGCTTTGTTTTAGCTACACATGGATTGT
GAATCAGATGTGGTTGACGTAATTCGCAGGTTGAATTGTTATTATTTTTATCAAGGCATGTATCTTTTAAAAGCC
TGTTTGTTTGGTAAAAGTTGAGAGGTTGGTATTATTAAGTTTATTGTTGTAAGTGTGTAGTGTGAGCCTGCACAT
GTCTCGCAAATGAAAACAAACCGGCATGGCGAACTTTTTTACTATGGTGTCCGGTTTGTGAACGAATCGTTACTT
TTCACTTGAATCATTTCAGTGAATCACTTAACGTCGGTTTGAACGATTCCTTCAAATAAATGTGGTTTGTGCTTT
GTGCTATGCTTGAATGAGATTTACAGTTGTGAACCTCAATTTTTACTTTAATGAGTACTATTAAAATAGATACAT
AATATTATAGTCGAGGACTTGTTTTGCTCTTGATGTTTAATGAATACACATTATATTAAAATTATATATGCTTAA
TCCGTGCAACTAAGGCTAATGGAAATATTATAAACTACCCATAATATAATCAAACACTTTGAATGCTTATTGCTA
TAATATGTTGCTACTGGATGTCAGGAAATGCAGTTCCATTAATGAGTCAAAATTTGAAATGAATTGTTCAAAAGA
ACCGATTCCTATTCGTCGAACATCCTATTACTCATTACCCTGCGACAGTTTCCCGCTTAAATGACTTGGCCTGAT
TCATTGCATTACTAATAATAGTTCAAAAGCCATAACTCCATCTGGCAAATTCATAAATGCATGACTTTGTAGGGA
TTATTAAGTATTCTAAATGAAAGTGCACTGCTTTGTGTAATCTTTTACACATCTGATTAAGGTGTTGCCATTGAG
AAGATGTAAAAGCCCAAATTTGAATGAGAAATATGGGAAGATTAATAACCTATAAATTAAAATCCAGCGAACTAA
GCCTTGAGATGGCTTCTTGAGTTTTGTTAAATCAATGAAACATCTGGGTAAACACTTAGAGAAGTGGGAGTTTTC
CTCCCTTCACTTGTATTTGCTGCTATTTCATAAACCAATAGTCTGTAGTTTTGGATTGTTCTAGTGCATGCCTGG
TGCTTTTTTCTTCACCTTTTTCTATCAGATGTAATTTTATGTCTGTTGACGCTGTTATTAAGCGGGAATACTACA
AGTTTGTAGTTGGTTCTGTTTTTATAACCAACCTGATAAGCTCACTCCCCCACCCCTGCAACTACACAGGAGTCC
TTTTATGTTTTACAGAGATGTTTGATGTTAAGGGCACCTCCAGTGCTCGTGAATGAGATAGTGCTGCCTGTCATT
CTAAAATCTTCCCGCACAGCATTTTACTCCCATTAACTCTCTCTCTCTTTCTTTCTCTCTTCATCTATATAGTCT
GGCAATAGGTTTTTCTTTAGGAATAAAACCCTTTAGAGTATGTGATTTATCAAGGTTGAAATCCATTCGTAAGGT
AGATCTCTTAAATTAAGACTCAAGAGTTTTCAGTGTTTTAGATGACTGTTTATACTTTGTGCATTTATTTATCAT
TTGTTTAAATATTTCTTCATTTACTGTTAGTCTTTTTATAAATCACAATTATTATTTTATTTTCTTATTTTGTGT
GTTATGATACAAACTATGATAATAATAACAATACTATGCAGCCCTATAGACCCCATATTAAAAGCTTTGAGCAGA
TAGCTGCAGGTCTAGGAGCTGTAGAATAATTCAAGAACTGCACAAGGCTGTTTTTATAGTGGGTTTGGTCCCTTT
ATTGAGGAAATAGATTCTTGTGTGAAGGAATTCATATGTTGGCTGCCAGATGTGTGTGTGTTGCATTCCTCTTTG
AAGCTCCTGTGTCTGAGATAGTAATTTCAGAAACATTCGACACGCACTCACAGTCACATTTCTGGGATGTTTTGT
TGTGCACGGTTTAGAATTTGCAACAATCGTGACCTATAAAGATGATTGATTTGATTATGTCATCACTGCATAGTG
AGAGTTATGAGAGTTGTTGTGTTCAAATAAAACGGGTCTTGAAGCTCTGATGCAAAAGCCATAATTGGGCAAATT
GTGGTTAACCAAAAACATCATGCTGCTTTTATTGCTAATTTCCAAAGCGATGACATTTAGTATTGAAGCATGTGT
GTGTAACGGCATATGCTAAGCCACAGGACTGAAGGTCAGAAAAAAACTTATCGCTTATCGCAAACCAGCAATGTC
AGAAAAGCAAAAGTTTGCTCTGAAACTTTATGCTAAATCCAAAATTTTTTATTTGTAGCTTAGAAATGTAATATT
CTTTAAATTCGTAAGTAATTTTGGATGTTGAAATATGTTCTCAGACTTGTAAACAAGCAGCATTTGGTAATGTTT
TTGTTATTGGGGTTATAGTAAAATAATTTAGTAAATAGTTTAGTTTTTATTTAATACAGTAACTGAATAATCAAA
TGTAATGAATGTCTTCAGTGGAGTGCGTAAAACACATGAAATTAAAGAGAAGGTAAAGAGACCCGATTGGAGGAG
GCTCGTTCTTTATCCTCGCGCTGCAGGGGGTCTGTTTAACTGTTTTCTCATTAGTGAAGTGTTCAGATTTTCTAC
TTACAAAGTAAGCCATGCAAATAGCAAACGCACCATGGCTAGACGCAACTGACTCTTAAAGGGAATGTGAGATGA
GGCTGTATTTTTCCATCATTAAAATAGCAAAAGTGGGTTTGGAAACGCCCTAAAGCTTTTGCCCTATGCGCTTCA
TACTTTGCGCCTAGATCGATAAAATAGTGCCCTAAATCGGCAAACTATAGCCTATTTGGTTTATTTATGAGCGGT
TTCAGAGCGCACTCTTATGGAGAGGAAACCCAGACTCTCTGACTTGTAGCCAGCGTGTTTCCAAAGCAGAGCACA
TTTAATAAAGTTTTGTTTTGCGCGTCTTTCTCCAGTTGTGCAAATAAACTGCAGGTGTTTCGGATGTAGATCCAGG
ACAGAGGCAATCACCATCAGTGCTGGTTTGGCATCAACTCCTCTGTGTCAAACTGCAGAATTCTCTTTTCATGTC
GCTTCTTTCTCAAAATATGTTTGTAGGCGTATGATACAGGTGTTATAGTCCCGCGAGTTAGCAAATATGTCAGCA
AAACTTTAAAAAAAAAAAAATCGGTTAATGAATACCATTAATCGGTTAAAAATGGTTAATCGGTTATTTTAAACG
TTCCTAAGTCAAATAATAGTGCATATTTTTTGTTTTATAAACAATTCAATAAAATTAATCATTATTTATTTTTCA
AAATAACAAACAGTAAAACAATTTTTAATGCCTGAGTGCTTTTAAAACCCTTACACAGTCACAGGCCTTCAAAAA
CACTTGCAAAATGATCAATTATAAGACTTAACATTGTGTATACTTGTGATGTGACTATTGCGAATGATCACATTG




CGAAATCGATGCTGAGACATTATATTGTGCAGTCCTAATTCATTCAAATGAACTGAATTATGGCAGAAATGTGAG
CTCTAATTTCAGCCAACATGCTAATCCAGAGTTGTGCATGTATAAAATGTGTTCTGCTCATCTCCAAAACCCATT
TTAGTTACTAGCCTCCTTTTTTTTCACTGACATGCTGCATTTGACAGTCACACAGGGTGTCCGCGGTGTCTTAAA
AAGAATGTAAAAGTTGATAAATCAATGTAAAGACATTTAAGGCCCTTAAACGTTTTAAATGCTATTTTACAAAGT
AGTAATTTTTTTGTATCATTTTTGTTTATGCATTGTATGTTTGTATGCTAAAGTTTGCCTAAATTATTTCTGCAA
TATGCTGATTTATGAAATCAATAAAATCCTACTAGATTTATTCAATATATGAATAACATTTTAGTTTTGGATTAA
TTTCTTACATTAATATTCAGTAAATATTCTGCGAGTTAAAATCTGGCCAGTGTTTCCAGTTGAAAAGTGGTTGTA
AGGTCTTAAAATGCATGGAAAGAGTCATAAATAGGTCTTAAAAGCCATTGAATTTGACTCTCTGATTCCTGTATA
TATATACTCTGTCACAGAAACTTGATAAATGGAGGGTGTTGTCTGTAGACTGAGTGACGTTTTTTCTCCTCTGTC
CTGCTGGAATGCTCAGATTTATGTTTTTTTTTTIGTTTGTTTTTTTTTTTGAGAGTAGGCAGTGTTCCAGATCAGC
CCTGATCAAGGCCCCTCACTGCAGCTCATACGCCTTCATGATCTACTCCTGCCCCTTCCAAACACATTCTCTCCT
CCACTTCACTGTTTTCACCTCTACTTTTCTAGTCACATGGTCCCGTTTGTGGATCAGGGCTCTACTCCAGGGAAT
GTGGCTGGATTTGCATTGTTCCTGCTTTCGTCCCACATTAGAAACCTGCGTTTGCAATGCCTTTAGTCCCCATCA
CTGTGGCACTTTGCATGTGCAGTATCCCTTTTCATTTCACTGCCTGAATGACTTTTATTATTTTATATAAATCAA
AATTTTTCAAGTGGTTGTGTACTTTGCATATTTTTTTTTCACCCTCACACTTAAGTTTTACAGTAGGTGATGTAT
GCATATTTTACATTATAGTTTCTTGAGATAAGTACAGGTTGAGCCAAAAAACAGTTAAATATGTACTGAAAAACA
CCCCTCTTGTTGTACGGCAACGGATAAGAGTTTAACTCCACCCATGTGCCTCCAAGCTGTTTCTCTTGTATTTAT
AGTATGTATATAGTATTTTATATAGTATGGTATACGGTATGTTTATGGGCTGAGGGAAAGCTTGCTTGAGTTCCT
CCCTGGTTGCTCTTATTGTATAATATGGAGCCTGTCAGGCGTGTTTAAACACTCGTTGCTTTAACAAGTTCAATA
CTTTACCATGATGTCATCTGTACATAGTGCAGCGTGCAGTCATTTAAAAATGTGCACATCAAACTATTAAATGAG
CTGCATCATGGCTGATGGTCATTAATGTGAGGCTTTTTCTTTACAGAAAGCCACCAGGAAAACCGACAAAGTTCG
TCCTGACGATGTTGATGTGACGGAGTTGAGCAATGAGGGTTTGAAGGACCTGTTGCTAAAGTATGGCCTGAATGC
TGGACCCATTGTTGGTGAGCCGATTTTAAGGATTCAACTTCAAAAAGTAAATATTTGCATGTGTTGTATAGTTCC
TTCAGATCATGGGTCTCAAACTCAATTCCTGGAGGCCCGCACCTCTGCACAGTTGTGCCCTAATACTATTCTAAG
ACAGCTGATCAAACTAATCGGGATGTTCCAGAGTAGTCTTGAACACCTTGAATAGTTGGATCAGGTGTGTCTGAT
TAGGGCTGGTGCAAAGCTGTGTAGAGCTGTGGCCCTCCAGGAATTAAGTTTGAGACCTATGAGACAAAAGACAAG
AAAAAGCAAACGTATACATTAAAGGCCCCCAAAACATATATTTGGTCAGTTAAATCATACTTTGCTGACCTTACA
AAGTTTTTTTGTAAAGTGTTAACTAATTAAACAATACATAAACTGTTCTGAAAAACCAATGTTAATTACGTTTTG
GTGGGAAATGGTTTATTTGAGAGCTAGAATTTATTCCTAATGTTTACAAAGTCACCTTTTTGGGTTAAAAGTAAC
TTATCAGTTGTTACAGAAAAATAACATGCAGAGCTTTTTTTTTTTATATTTTATATATTTTTTTAAATCATTAAC
CTAAATCACAGTTTTATGATCAAAGAAAATTAATGTTGTAATGATGTAGAATGAGATTTGAAATGCATTTTTTAT
TGCTAGAAAAAGAGGAAAGAGAAAAATCATCTAAAATGCATCTTATAATGGAAAAACCTCAAGAAATGTAAGAGG
TCATAAAACCTTTTCTTCCCACTCAGCATAAAACCAGCAACTAAACCCAAGTGTAGATTCTGGAATGATCCAGAT
GATGTTCTGCTGTTGTGCTATCAGTAAATCAGCAGTTTCACCGAGCACGCAGATTTCCATGTTTTTCCATCTCAG
TCCTGAATGGCTACAATGTCCTTAAATGGATGTTGGAAAGCTCCTCAGTATAGCGGCATGATATTGGAAAAAAAC
TGACATTGCAGTTTTTTGTTTATGATGAGTTAAATAACTCTATTTGGAAAGAATTCATAATTTTACATCGTGATA
ATTCACAAAAGTAAATAGTGCATTTATTACAAAGTGTAATAAGCAAATCACACACATGAGTACAATAGAGCAAAG
ATACATATCAAATAGACGGTGCTTTATTTTCAATTTTACCTCAATACTGTTCGGATTTCCAGAAAACCAAGTGGA
AATCAAGTGGAAAATAACACACTAGTCTTAATTGTAATAACAACTATATCTCCTAAATATATGTGTTCTTTAATA
AACATTACATTTTGGGCAGGATGATTCTTGTGTAGACCTAATACTGACATTTAATGTCTTCTTCACATCAGCATC
CACTAGGAAGGTGTATGAGAAGCGGCTTCAGAAGCTGCTGGATCAGGGTCCTCCTGTAGCTGTGGCTCTTCCCTC
AGAGACGTCACAGACTGATGGCAATCAGAATGGCAACAATGATTCAGACCAGTACAGCGACAGGGAGGAAGGTAA
CACATTACCAAATACCTAAAAAAAAAAAAATCTGACATTGTACTATTTTATCTTCTTGCGATTTTTATATTTCTA
TGTGAATACAATTTTTTCTGACATAAAGCTCTACTTGGAATAAAATCATTACCTTTGATTGGAATAATCTTGCAG
AGGAGTGAATCAAAGAAATTGCAAGAATGAATATTTAAGATAGAACAAAGACCAAAGTGAAATAATAGTCCGATA
TTCAGGTACCGTATTACACTACGATATCATCATGATATATTGCCCCTGATAATGACAGGTCACCATATTAGTGAT
GTATCGCAAGAAAACCATCCACAATATATCATATTTGTAAATCAAGAGGGATAAATGCATTAAAGTCATAAGATA
TACTACTTTTATTAACATCACATATATTTCTTAGAATTGCAACATTTGATATGAGGTTCAATCTGCCATTTATAG
AATAGCCACCTTATGTATATCGCTATTTTGTCCTGCCCCATTTATTGAGTAATCAAATGTAAAATTAACTGTTTT
TTTTAACCTACAGTGTATAACATATCTGCTTCTGTATTTTGTAATTCGTGATGTGGATAATTCAGCTCTACAGTT
CAAAAAAGTGACTTATTGATGTTTTAGTAGTTTGAAAAAATATGTTTAAGAAATAATAATATGGCAAAGAAAAAAT
AGTGTAAAATAATAAAATGTACTGGCAGATTTTGTACCGTTATGCAACACCAACACCATATATCACTTTAAACTA

TTAAAATAAAAGTCTCTTTTTAAAACTTTTCAAGGTTAAAAGTTGTTGGAGGAATGATCAAGGTCTCATGATGCA
ATAAAATACATAAAACAAATATAGAAAACTACTAATTTAAGGATATTTCATTACTGCGTATATATTAATTCAAAC
AGTTCAATGTAATGCAACTTGTTTGTTTTAATGTTTTTATTAAATGTATTATATTTGTATTATTCATAAAATATT

TTTGCTATGACGATATTGTCAAATAAGCTGGCGTTATAATAAATAAATAAGATGCAATAGTATGAACTTGTTTAA
CTTCGTCTTGCATGTCTGTTAGAACCCGTAGCTCCGGCCCCCGTGACTGTGCCTGAACCAGAAGTGGAGGCTGAA
CTGATCCCTGTTGTGGAGAGACCAGTCAGGAGTCGAGGGAAAACACCAGTGACCAGCAGGACACGCAGTGGGCAA
CACACTAGGGTAAGGATGAAATTGGTGCATTCATTCTTTCCCTTTTCCAGGTGTTTTAAATGTTATTACATCACG
TTTGCATCATGTGCAAGGTGCTTCCATACTATGAACGAATAAACCCATGTTACGTGACTCGATATGAGCAAGTGG
AAAATTAAGCATGTGAAAAGGATGTGGGTGGCAAGAGAAGGATTGCTTTGTTGTACTTGATAAAAACATCCCATA
AAGTTCACATGTTAGGTCATGTTAGGGTATGCGGTGAGTAAGTACATGAGCCAAGTCAAATACATGAATGTTTAA
TCCCGTTTACACTTGTTTAGTGTTTTATCATTTTAATTTTCTTATCTTGCATCCTGTTTTTTTTTTACGTAAAAA




CTTGCTTTTCCACTAAATGACTTGGCAAGTTTGTCATTGTTTCAACACACCTGTTTTTGTTATTTTGTATCATGT
AATGCATACTTTTTTACTGAGAAATTCCTCATTTATGTCCTGTACAAATAATTACTTACAAAATTCACAGAATTA
GAGGGTTGTGAAAGTTTACATGCAGATATTTTTAAAAACAGTAACTGAAATTGTTTCCGAACACTCCAAAATATC
CAGTTAGTTTATTTTCCATTTAATGAATCTGCTGGTTGGTTGCAATCAAGCAAGTAAGTGTGTAATGTAAGTGGT
CTCATTTCAGTTGATTAATTCGAACTGTTCTTAAAAAGAAGTTTCAGACTGTGTGGTAAATGAAACAAAATCCCC
AGACTGTAGATATGAGGGCCCACTTGATTTTAATTACAGCTAGCAGCTCTCCTCATTTCATATCCCTTGTCTGTT

[TTTTTTTTTTTTTTACTTCGGCTTTAAGTTGACCCAGACTTTAATCCTCTTTTATTTATCTTCTTATTCCTTCC
CTTCTTTCCTTCAGACATGCGTAGCTTTCTCATTGCTGTGTGACTTTACTCAGTTCTGCATATCTGAAACTTTTC
TGTTTAGGCTTCTTGTAAACCTCTAGCTGAGAGGATTCTGTTATCAAAGACTTTTAAAACTTTTATAAAGTTCAC
ACAGTATCACTACATGCCTCCACCCTTTACTGGACAAAAAAGAAAAGAAGACCATTTTCTCTCCAATATAAATAA
TTCCTTTTTCTTTTTTAACCCCATCCAACCTGAATATATTCCCAGCTTTTTCTTTTATGAGTACTGCAGCACCAC
CTGCTGTAGAAAAGACCTGACGTTCTTCAGGCTGTCACATGACTATAATATGTGCACATTGTGTATTAATGTTTC
CATTCTGGATTTGAAAACAATAATGTAACAATATCATCAAAATAACAATATTACGGTTTCATGGTATTGTGATTA
TTGCTCTAAAATATATTCTTTTTTTTTTTTTTTTAAAAAAACTTCAAATATTTCGGAGCAGTAAACATGTCAGGC
TGAATAATTCAAATGAATCAATGACTTCTGCTGTCATTCATTAGTTTCAAAAACACAAACTATTTCTATTCCAAA
CGGCGGTACACTTTGTCCCATGTCTATTTGCAACGAAATCTTATTGTAACTGGTTAGCAACTTGTATCTTGACTA
TTTTTGAATGTTTTAACCATGGTATTGTTAATGCATTTATTGAATTTATTGTATGTTTTATAATCGCAGAACTGC
GAGGAAAAAAAACTTCTGTTTAGGTTACACAAACACTTTTGAAGAGGAAAAATATAAATTTATAATATAAATGGA
ACTCATTTTAAATGAATCGAGTTGAATTACATTTCTTTTAGTTTATTCTTGATTGTTCAGTCCAGGGGTGTCCCT
GGAGGGCCGCAGCTTTGCACAGTTTAGTTCCAACCCTACTCCAACACACGTAAGGTGCGGTCACACTGGGCTTTT
CCTCCCATAGACTTCTATTCATACACACACAAATGCGTCAGACTGGAAGCGTGGGGTCATGCGGCAAGTTTCGCA
GGTTGCTGCGGTGCAAAGTTCAAGTTTGGTGAACTCTGACCTGCGAAATCACATCACTTGACTGCGTGAGAACAA
TCGAGGATCAAAACATGACATCTCTGGACAGAAATTTAAAACATGGAGCAATCGCTCGCTTTCAAAAATGTCTTA
ATAATCTTGTTTAATCCCGCCCTTTTTTGCAGCGACACACGACAGAATATCGCATGCTCAAACTCTGTGACCGCA
GCTTAACTGTAGGTTTTAAACAAGCCTGAAGGACTTAATTAGTTTCATCAGGTGTGTTCAATTATGTTTGTACTG
AACTGTGCAGAGCTGCTTGTTTGACACCTGTGGTTTAGTTAATACAAATATTTAATGATTCATTCATTATCTTTT
TGGCTTAGTCCCTTGATTAATCTGGGGTCACCACAGCGGAATGTTCAACCAACTTGTTAATCCAAATGTAAAAGA
ATGTATATTGTTAATTCTAATAATATTACTCAAAATACTACATTATTTGAGTTAATTTTGAATATATTTTTCATG
TTAAGTTTTTATTCTGAAATGTTGTCACTAGGGATGTGTATTATTAATATAGACACATTTATCAACAAAATTAAG
TCCAAAAAGTATGTTATATATGACAAATGGAAAATTATTAAGATTTAATGTTTTATTGTTATTATTTTTTTATTG
TTTCTATTTTATTATCTCTATATTAATTGTACATGGAAATGACATCTGTCATCTCTCATTTCTACATCATAACCA
AGACCAAAATAACTGCCAACACAAAACTTTTTTTCATGATTTACATCACTAATATGTTTACAGGGTGTTGAGTCT
TAAAGTGCCTTATCTTAAAATCTAAATTTTAGGCTTATAAAGTCTTACATTATCTGAAATATCATGTTGTAGATC
TTAAATCTTTTTTTAAATGTGTCATAACTTCCCGCTGTTCGGGGTAAGGCCATCCAATGTGTCCAATACCCATAC
AATCACCAACAATCCATCTCAATAAAAATTTAAACTATGTATTTTAAAAGGTAATTTGTACCCTCTATTTAACAT
AATGGTTTAATTATTTTCTCATAGCTCTCATATGTGTCATTTGAAACTTTACTAAACGTGAAATGAGCCCAAAAT
TTCATTCATAATGGTCTTAAAAATGTCCTGAAATGTTTTAAATTTAACTAGGTGTAACCTGCAGAAACCCTGATT
TAAAAAGTAATATCTCATAGCCTAAATCATTTGCAAATCAAGTTCCTTGTTTTCTGTTGATCTCTCGACATGACT
ACTCCTCATCTAAATGTTTTCATGCTCCAGAGCTGTTTGCTTCTGAATGTAAGCTGGTAGACCTTTCCCATGTGT
GATGTTTAGGAGGATGTGGAGGAGGAGGACTGGCCCGTCTTGAATGTTAAGAGAAAGTTGAAGAGATCCTCTCAC
AGGCCGGATCAGATGGTTCCTGCCAGCGACGACACCGTAACTCAATCTGTGGTTATGTTACTAATGCACATCACC
TGGTTTCTGGGTGTGGTGGTGAAGTCAAAAATACGTTCAGGACGTGCACAGGGTGTGTTTGGGTTTGCACACAGG
TGAACACTGTGTTTTCTTGTGCTCGTATTTGTTTCTCAAATAAGGTGAGGGTGGTGTGACCTATTTTGCTGCTCA
ATGGTTTACGTGCATGTGTGGGGTTTGCAGGAGAACTCTGAGCTCTCGTCTGCAGAGTGTTTTGCAGTTTCCGAG
GATAGGAGAAGAACAGGACCTGGGGTAGGTGGTAGAGAGGCAATCATAGTGTCAAAGTTATTAGCTTGACCTGAA
GAACCTGCTTCTGTCCTCACATTATAAAGGCAGGCAGGAGAGAGACCAGGCCTTTGCTTTCAGACAGGACATCAA
AACTCTCATCCAAGAGTGAATCGCTGAGACGCCGCAGTGCACCGGTCCGCTCAGTTCTGAATGAGGCCTCATCCC
CTGACAAGGTGTTGTTCTCGGTATAATCCCTCTACTGAGATTTCAGTTTGACATGAATAACAGGACATCTGAGGG
TTCTTTGAGATTCAAAGGTTCATTCGAAGTCTGGGTCATTTCTGTTAAGCAGTACTTTTTCAAATTTTAACACGA
ATTTTGATCGTGCTTTTAGAGTCTGTGTATGTTATTTACACAATTTGGATCTATTTAACCAGTTATAAAATTACA
CCAACGTTTGCACAAATTATTGTTTTTTTTATTTTACTAAAACCATTTTGTAGCTGATTATTAATTTCACGAGTG
TGTAACGGTTGGTGATCGGTTTCCTTTGTGTTGTGTAAAGTAAGGATCAGATCTGACACCAAATCACGTCTTGGA
CGGACTGTTTTATTCTCGTAAACGGATAAAAAAACACAGTGATCAGTTCCAGCAGTTTTACCTGGCAACCGGCAA
TGATGGGTGCATATTAACAATTATAAAAAGGAAAAGATACATTGTGAATAATAAAAACAAACAGATCAACAAAAA
TATATATTTTACAAGAGCACGTGCTCACCACGACCACTTTCTTGGCTGGCGCGAATAATAATGACCTATTCGGAA
CTAGTTTATAACATGCCACCAGCCAATAAACAGAGAGGGCAGTCATTTAGAAATAAAGGGCCATGTACATAATAG
AAAAGCATGTATAAGCATTTTTATAACATGTTAGAAGTGTATGTAAAAATAAAAAAACTAAAATAATTACTGTAT
TGACTTATGTAAACTAGAAAAAAATCTAAATTTCAGACTACACAGGAACTACACTGCATAAGAAAAGGTGATATA
AGATAAGCACGTTACTAGTATTATTAAGCTAATTAGAATTTTATTACTCATAGCAATCTCCCAATATGTGGGGCT
TTCTAGACCTTAATTTAATTAGTTTAGATAAACCTATATTCTTCCTACAGTGGGGAAATTTACAAGAAAATTAAA
GAACAATACAATAATTGCACAAATAAAAGCAAGGCAACATTCCAAGGAAAACATGTTTCAATCAGATTATTTAGA
ATTAAATTTTTTTTAAATAAATTCATAATAATTGCTACAACCCATGTTGACATTTTTTTTCTTTTAGTTGTAATT
TAAAGATTTTATGCATTTTTTAAAAATTCTAATTATACAAGTTTTTTGTTAAACCAGTTTTAAGTTATTTTGTCA




AATTATTAAATGTGGGGCCAAAGAAATGGACTGCCTAATGCTGAGTTTAGACTGCATGATTTTAGCCCTGATTTT
GACTCTCCTAAAAGGTTTTGGGAAATCAGTGACAAATGCCTGAAATCACAGGCCAATTAGTGCTCGTTCACATAA
TTAATAACCACACAGTGTAAACTATCAAAAACTAAAAACTATCACCTCGTTATGTAGTTATCAACAAAAAATATA
CTTTGTGACTTGCGTTGTTTACGTGTTACTTACTGTGTGTGATTGGTTATGAGACGTAGTTTGGACAAAGTTGTC
AGTGATTTCTCCTATTTTAAAGTCATGCAATGTTGTTGCCGATCCATCTTGCAGTGTAAACAAAGCAGCGATGAA
ACGCTAGCCCAGATAGTCATGCAGTGTAAAAACATCTGTGACACAACTACTTTGAAAATCCTACAGTCTGAACTC
GGCATAAAAGTGCTGACCCTCTGTTATAATATTTCATTCATTTTCCGCAAGAAATTTCATCATGTGTTTGTTTGG
GAATCATGTGTTTTGTAGGATTTCTCTGAGCCCTCAATAGTGAAGGAGGTGTCTGTTTCTCTGATGAGGATGAAA
GTACAGCCTTTGGTAGGTCCAGTAGAAAGCATTCATGAACATCATGTCATATTCTAGTGCCACCGTGTTACTTAC
ATTGCTCTTACATTAATAAAGACAGTGCCGAAGGATCCCAAACCCTCTAAGCGCTACTCCATGTCTGCAACAGAA
TCAACAAAACGCCCAGTATCCAGTCTGAACAACAAGGTGTCAGAGCTATGTTTCTTAAAGCATCCATAAATATAA
AAGCCTCGCATTTAACAGTTGAGCTGATTGGTTTGCCTCTTGTGGTTTCTTTTGTAGCATGATGAGAATACTGCT
GACATCCCCTCCCCTCCGCATAGACAATCCAGTCGAGAGCCACTAGTTTCTCTGATTAATACTGCTTGTGTTGAG
GTGAAGATGCACACATTTACATCTCTAGTTGATGCTTTCAGCTTTTAAGCAATATATTAGATCTATCCAGTCTTC
ATTTTGGAATTAATTGCATGTTCATTATGCTACATTAATAAATCAGGTGGATGACCAGGGTATGCAGGACGTCCT
GAGCTGTAGATCTGCAAATGGTGGTCTTCTGGTATGTTTCGCAGTTATGCACTGCTTATAACTCTATTAAATATA
CATTTTGGCAGCTTATGAGGCTCTGTTTATTCTCTAAAGGCCCAGGGTGTCAGATCTGCTGCCGTATCGAAGCTT
TCAAAGCCTGTTTTGAGTCAGAGCAAACCTTCCAAACCCTTGGTAGACATGATGTGCTGTCTCTCGCCTTCCAGT
GATCGACAAAAAGAGGTTTTCCCATCACATTCACTTCCTTACAAGAACTTCTGTTTGGTTTCTGAGGACTCTCTT
ACTGTGTCATGTGAACTTTCTCAGGTTTGCAGATTGCAAATTGTGTTTTTTTGAAGTAATGGAGCAGGTTTTAGT
AGGGTTGGGTGTGTTATTTTTTATATCATTATTTTTTTTATCAACAGTAATATTGTAAATGTTTCACTTTGTACC
ATCAAGCAAGCATAACCACAATTCCTAAATATCTTCAAATCATCACAGCTAATATTGATCGAGTTGCATTGTAGA
CAACATTGTTTGTTTTTCTGTTTTGCCAATGTTAATAGCTCAAGAACCAAAGCAGAATATTTGTACATCTCAGAG
AGCAACATTGCAGTAATCATTTGAGTAAACAAAACAGTGATCCTTTCATAAACAGTCACATTATTTCTAAATGAA
TCAGCTGTTTGAACATATCGTGTGAATGAATCACTCCTTGAACACCACCACCAACCAGCATTCATTCATTCATTT
TCTTTTAAGCTTCATCCCTTTATTAATCAGGGTTCGCCACAGTGGAATGAACCGCTAACTTATCCAGCATGTTTT
ATGCAGCGGATGCTCTTCCAGCCGCAACTCATCACTGGGAAACACCCCACCAGCAGTTTTAGTGCAATTTATCTG
ACCGACTTGAATCTGTAAACATGCAGATAAATGTTTTCATTCAAATATTGTTTAAATGCTAAGGTTGGACAAATC
CCGGTTTGATGGGACAATTGTTGAACTTTTAATTACACGCTAATATGATGATAACTCTCCAAAATCACCTTACAT
AAAGAACTTATTCACCTTGTGTACATGCTCTACAATAAGCTGTCAACGCAACATTTATAATGTTTACTCTTCTGG
TCCAAAGTGTTTACTTTCTTTCTCTGGATGATCTTAAAGCCACAGTAAGGATGTTTTTCTGACAGATATCACACA
TGCACACTTATAAACTCACAGGAAGCAGGTTAATGTGTTTGCATAATGGGCAAATTTGTCTAAGGGGAAGATAAC
TAGCAGTAAATAACCTTATTCTGATAAAGAAAAACAGGTTAAAATGTTTACTTGTTTATTGTCTGCTTAAAACAT
GCATGTAAATCTTCTGTTAGTCATCATTAAAGCTTTTATTGGTTTATCAGGAGAGCTGTGGTTCACCACAGACCC
ATCCCAAATCAAGACATTCCAAAATCACCCCTTTCCTCTCCCAAATCACTCCTGTCCGAGGACTCGATAACAAGC
TGATGGATATGAAGGAGACAATGATGGTAACTTTGAGCTACATGGTGTTGGGCTCCACCCGGTGGTTAATTTGGG
ATGAGGACATTTGAATAATGATTTTGGGCTCACTCGTGTTATACTTGGCTGTGATGTTACATAATGTTTTCCCTT
TTAGTTTTTTAAAGTGAAAGCTGAAAACATTTTTAGAATCGCAGTGATCTGTGTTCACAATTTTGTGGCTCTTTT
GTTCTTGTGCGCAGGTTGAAAAGGTGTCAGCCATTGATCAGACCCCGAGGGCGGTGGAGAGAGACGTGCTTAAAG
AAATCTTCCCCACTGAAAACCTCAACACTCCCACTGGAATCAGGTATGGAGCCCAGATCATTCAAACTTTCTGAA
CATTTTCTGAGAACAAGCTCAAGTCAAAGTGTCTGTTTTTAAAAATGTACTTCAAATGGGACATGAATTATACGG
TTTACTTCTATTATTTTAAAATGTTAAACTTGTAACCAATTCGAATTGGCACATTTTCACTTATAAAAAAAAAAA
ATATGACAAGACCTGACGTTTTAGCTTGTCACAAAAACAAGCACAAAATCAAACAATTCAATGACAGAACACATC
CTTGATCACTGTCAGCTCCTCTTCCATCTGATGAATTTCTCATAGCCATAGCCAGTCATAGACATAAAGGTGTAT
TGCATGCATTTTATGTTAAATGTAGTGCAAATGTGACAGGACTGACATAAACATGCGGGACGGTTTTAAAATAGTG
TTTATTTGTGGAATGTATTTAGAATTTCATGTTTGTAATCAATTGATGTGAATGATAGCAACTTAAACTTGCTAT
TTGTGGCACTTTTTATTCTAAATAACAAAACTATTAAAGCTATACTGTAGGTTCAATTGAGCCAAGGACAATGAC
AGGTTTTGTACATTTTGTAAAGTGTTTTTAATAAGACAAAAACTCTGAGAACCAAATGAATCATATATTTCTTTA
CAAAACAACTCGCAGAAATCAACCATCAGTCCATTTTACACATTGGGAATAAATACTTTTTATACACTGTATTTG
TTTTTTTATTTCAAGGACAGATAATGCAAATTTTTGGTAGAATGTCTAATAAAATCGTCTTAAAATGACAATATT
GTTTATCGCAATATTTTGGTGCAATATATCATACAACAGAATATGGATATTGTGACGGGTGTAAGTGTTCGTGTT
TTTGCAGAAAAAAATTCTTGAACCTCAACAATACATTATGACATTTAGAAATGTGCTGTTCATTGCCCCTTTAAA
GCAAATTTAAAACATTTGTTTTTATTAATCCACATAACTATGGACACTTGGGGAAAAAATGTATACAGTTTTAAG
CATAATAATATAAAAATGATAATTCTAGAAATTTGTAATGGTGGAAACATTTAAATAAAAGTGTATATAAAGGGT
GTACAGACCCTGAAAAAATGTAAACGTACAGTCCATTTTTCTTGCTTTCTTTTAAGGATTTTGGGTAATGTTCAT
AATGTTAAGTTTAATAAACAATGTTTTGGCTACATTTCAGACAGTTATATTGTCCTGACATTTTTTTTTTTTTTT

TTTGCAACATGCTTAATGTTTTTTTTTATATATGTGTATATATATAATTTTAATTTGAAAACTACCATGGTCATC
GAAATGTTCCATGGTTGTATGTGTGAAATATATATTTTTTTTATTTCTGTCAAGGTCATTTGTCACAACCCCAAA
TATATAAGTACATGTAGCAAAAATATTAAACTGTAAATTAAACAATTAAGTAATATGCATGTATGCAAGTATAAA
ACTGGAGTATTTTTTGTTATATTTGTATTGTAATTATATTTATATTTTTGTTATATTTTGTTATAAAATATATAT
CACCCAAATATATCACTTGTTTTTAGTAAAAAGAAATTCCATTTTGAAGGAAATTTGCCAAAAATATTGCTGTTT
TCTGAGAATCAAAGTTAAAAAAAATTCTAATGTATCTTCAGCGCGACCTGCCGTCGGCCAATCAGAGGAGCAGCT
GGTCGTCCCCTGATCGACACATGGCTCAACGAATCCCGTCAGCGTCTTTCTGATCTTAAACAAACCACCTCCTCC




TCTTCGTTCTCCTCCACCTCGTCCTACACAGAGTCCAGATCTGTTCCCCGCGTGTCCTCCATCCCTCTGTCTGCC
TCCAAGTCCACAGCGCCTCCTACAGTAAAGAGCAGATCCCGCCGCAGTCTGCCGGTGTGGGTCCAGCTGGTCCTG
CTGAGCGCCGTGGCCGGATTCCTGTTCTTCATCTACCAGGCCATGGAGACTAATGACGCGGGACTGTTCAAGCAG
AGCGGCACAGATGACAGTACCAGCAAATAAAAAAAATAATAATAGAAAATACTTAACCAATGCGCCCCTATGGTG
ATTCAGCAGCCATTGACTTTAAACTGCGAACTTTATATATTCAAGCAGTGACAGACACTCATTTTCTCTACTTTT
TGCTCTTCCAAATGAACCGGTTTAGAGGAATGATTTTAAAACGGTCACTTTTCTTGCCTTTTGTA



Genomische Sequenz des Zebrafisch LBRs

Ausschnitt aus contig9684 (Sanger Institut) von Position 64777-83503

fett blau: Exons

rot kursiv: untraslatiertes Exon 1*

kursiv: untranslatierte bekannte Regionen

unterstrichen Start- und Stopcodon

Kleinbuchstaben: Abweichungen der contig-Sequenz zum EST-Klon
MPMGp567K10194Q3 (RZPD)

grau unterlegt: durch Sequenzierung angeglichenes Exon 7
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TCACCGATCAACTGTCTGGCCTGAAGAGGACTCCATTTTGTAAACCTCGATTCTCTTCAAGCTCAAATGCCT
CGCCTCCAATCAACGCTCACGCAAAGCCCTCCTTTGACCAATCAGAAAATTCAGAAATTTAAAAACAGGACG
CCCCACCCAATCACAGCGCTTCCCGCCCTCAACAACGCTGGTAGGTTGAGCAGTCACAGAGGGAGGAACGAG
TTCAGAGCGGGGGCCAGCGTTTTAAAACAATATTCTTTATTTTATGAACTTCCACGGATAAGCTTTAGTGAT
TTTTAGGAAAATAAGGTCGACTGAAGGTAAGAAAGTTTTATAAATTGACTTTGCGTGCTTAAAGTTTTTGTC
TGGGAATGTATTTATTGGGATTGCGTAGTTAACGGTACAGAAATACATTCAGCGCTCAGTCCGACCCAACTC
TCTTTCTGAAGTACACATAACATGTTGCTTGTCTTTCTGCATATCTCTATATGAAAGATACAGTTTAGAAAA
CATTATGTTTTCTATTATGTGTAATTCTCAAAGCTGTTATTTGTTGTTTTGGTATTTGACTTGTATTGAAAC
TCCGGTTTCCAGCCGAGTCGTTGCACAGGAAACTTGGGCACGGCGCGCATTTACTGCTCCTCCATCACAGCT
CGTCTGTTTTACCACACTAATACAACTTTATACTGTTTTATCAACTAGTTTTGAATTCATAATTTATATCGA
ACCATTCAGTTTCATTACGTTGTTTGTGCACGAAAGTGCACGTGACTCTCTCCACTCTTGTGTAAAATAATC
GCACATAGAGATCATTTTACTCTGCTTTGACAGTAAATATGTGTTAAATACACTATACGTTCATTGTAATAG
CTGTTTTTTGTTCCCATAGTTCATTGATTCTCGTTTAATGTTGCTGTTTACGAGTCTCTCTCACATGCAGAC
TGACAATGGTTTTGAATACATGACGTTTTCCCTCCATTCCGGTGTCATTCTTCTGCTGTGTTAAAGGAGCAG
CATGGCAATCCACACTAGAGCCTNTAGATCACATTTAAACTACACAAAAGCTTAACACAAACAGCTTAAATT
TCCATATTGACTTTTTATGAAATATGTAGGATTTATATCCAATCTTCAAATATATAAGATGTGGTGTTCTGT
TGTAGTGTTTTTTGAGTAAGATTAAAAATGAAAACCGTGACCATTGTTGTCTGAAATACTATTGCTTTAAAA
GATTTAAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTTGAGTTGTAGTAGTAGTTTTGAATAGCTGCTGGCAGTGATAGTAA
GCGCGCGCGTGTCGTCGTGTGCCCACATATTTGCATAACAAAACCAGGCAGACTCCGCCCACTCACATTCTC
AGTTAAATCTTTTGCTCTGTGGTTTCACCTAAACTCCCTGAAGCACATGGGATATCTGGATTTCTGCAGGAC
TTCAACTCAGTGCTGGGTGTGTGTCAGTGAGCTCTGGATCAGGAATGTCTGGAATGTGCTTCATTGGATTAG
ATGGTTTTAGGGTTGAAGGCTTATGTTTTTATGGCCTTTCTTTCCATATGGCTTTAATATGAAGTTCGGGGT
GTTTCCTGTATGGTGTGTCTGCTAAAAGGGTATCTTCTAGATGTGTGAGCAGTTGTACTTATGATTCTGGCT
TCATTTTGACAAATTTAATGTGTTGGTGGTAGGGCTGGGCCGATAAACGATATTATATCAAATTGCGATAAT
TTATGTGTTGATAACTATGATTAGCCTTGGGCTTTTTTACTCTATATTGATCTAAGAGCCAATCACACAGCA
GGAATGTACAGCAATGGAAATCTAGAAGTGTGTTGATTATAATTTCCTCTGCTAAAAATTGGTTATGCTATT
TAATTGACGCTTTCATTTTTGCGGCTTCAGTCATTGTTGGGATACTCTTGAACCTGTTAGCATTAACAACTA
AATATATTGTTATTGTTCAATATGGAAAATAATTAATCGAGGTTGCATTTTTGCCATATCGCCCAGCCCTAG
TTAGTGGCAAGTAAACTGTTTCATGTATTGGTGTTTGGTTTTTGCTCTGTGAATTTTTAATATCTGAATTTT
AGAATGTTCACATGTGTGTTATGATGAATTGCTGTCTTTTAATGGTAGACTGGTGTTTTTTTATATTTAGAG
ATTGTTTAGCCTTTTATTTTTCATTTTACATTACAGATGTTTTGTTGAAATATGTCATAAGGGATATTCAGA
AAATTATTTCAGTTACATTTTAAGCTTTTATTATACTGGAATAATAATAATAATAGATTTTTAAAATTATTT
TTGGTGGGTTTATTTTCTATTATTATATTCTGCATAATTTTGCAGTCTGAATTAGCCATGGGACGATTACCG
GTTTCGAGGTTTACCACAGTTTGGGAAAGACAAGGTTTTAAAACCGCAAAAGTTATGTTATACCATTCCTAA
GGTATGTGTAAGGTATTTTTGTGTGTGTGTGTGTTTGTGGTAAAGAAATCTGTGTTTTTGAAATCAATGAAG
ACATCAGAAGTCAATGATTTAATTATGAATTATTTACCGTGACATGTTTACTGTTTCAAAATATTATAAATG
TTTCTTAAAATAAAATATATTGTGTTCAATAAGGTAAAAAGTAGTTTTTTTAACCTGACATTTTAAAAAAAG
CACATTTTAGACCAGTAATCACAATATCGTGAAACTGTGATATTTTTATCCAGGGTTATCATACCGTCCAAA
ACTTATACTGGCCCATGCCTAGTCTGAATTAGGGCTGCACAGAAAAAACATTAATCACGATTAATAATGGCA
ATTATTGTTTTGATTAACATTTATTCACTTGTGTATTATTGAATTTCACAGCCACAAATATAGAAAAAAAAA
AACAAACATGACAATATTTATTTACTGATTGTGGGTAACAAATATCGTTATTGTGATAAAAAATATTATTAA
TCGTACAACCCTAGTCTGAATGGTTGTAGTTTTTATTTTTGTTAAATCTTTGCAGTAAGGTTTCATTTGTTA
AAATAAGTTACGTTAATGTAGTCATGTAAAGCTTCTAAGCAGTTATTCATCTTAGTTAATGTTGCTAATGTT
AACTAATTCATATATTGGTAACCGATTAGGCATGGGCCGGTATATGATTCTGATGGTATTAGGGCTGGGCGA
TTTGGCCTAAAATCAAAATTCTGATTAATTGAGCATTTTAACTCAATTACGAATAATGAATGATTCTTTTAT
TTATTTATTTATTTAATTTTTTGCCCTCTCTGTGCCTGTGGTATGTGCCTGTGTGAAGCCTGCTCCAGATCA
TTCACTGCACTTGACACAGAAGTGTAAACAGAGCGGGGTCACGTGACTCCACATGCGGTAAGGGAAGTAATT
GAAAAAAAAATTGACCTGGAAAATGTTGATCGATTAAAGGTTCTGAATGATTTTGATTACTTTTCAATTAAT
CACCCTGCCGTAGATGGTATGATAACCTTGGATAAAAATATTATGGTTTGACGGTATTGCAGGGCTCAACAA
TAAGGACTGCCCTATGGCCCGGGGCCAGTGTGAAAGATGCTTTGGACAGTAGACAGGATTATTACTGGCCCG
ATTGGGAAAGTGCTGCCTTGTCACTAAAGTTTAACTTGCCTGCGACTATTAGTCAATTGTGTGCATTTTAAG
CTTGAGCTTTTTGGTCTTAAAATGCTATCTTCTCTGATGTCGATTGCTTTTCGGATCCTCCTATCTGTTTTG
AAGCACGCTATTTTTTTCCGTATCCTGGTAACAACCAGTACAGCGAAGAGACGGCAACATGGCAGCAATATC
AAATTAAAAGGCTAAATTAAAAACTTTTATAACGTCTTGGAAGCAGACATTTACATGAAAACACAACGAAAA
AAATGGTGATTATTTTTATTTTTTATTTAATTAATTTATTTTTTTGCACAATTTGCCAGTCAGCCACCTTTT




GTTAAATAATTTCAAACTGCAATAAAATACCTCCACATTTCCCATAATGCAATTTTCGTTTGCATAGCTCTG
AATTGTGCTCATACATTTATTAACATTTTTCAAATATTGAAATTCTAGATTCACAGAAGTTATTTTTGACAC
ATTATTTAAAATATGTGGCTAAAAAATAAGCATTAACTTGTCTTTTTTATTTATTTTTTTTTAATGGGGCCA
GTGAAAATTTGGGCAGGGCAAGTAAAAATCTGAACCATTGGCCCGATTGGACCAGTAGAAAAAATCCTTAGT
GTTGAACCCTGTATTGTGATTACTACTCTAAATGACATTTTTTTAAAATGTCCGGGTAAAAAACTAAAACTT
TTTCCCCTTTGAACACAATATATTTTACATTGAGGAACATGTCAGACTAAATAATTCAAATAAATCATTGAC
TTCTGCTGTCTACATTAGTTTCAAAAACACAAATTTCTTTACAATTTAAAACTTCGTCTTTGGATGTCTTTT
CTGCTGGAGATAATGTTGTCCAAAAAAAAACTAAAAAGAAAATAAAAAAAAAATCTTACATATACCATAAGA
ATGGTAAAACAGTAACTTTTGACTTTTCCAAATCGTGGTTTATCTTGAAAGCGTTTTTTTTTTTTTTCTTAC
ATGTTGGTTTTACGTTATAAGGCTAAATATTTTAGCATATTTATTTTAGAACAAATTTTTTTAAAAATATTT
GTAAAATGTTGAGTAAAAAGGCTATCTTACAGATTTAAGAAGAAAAACTTCAAATTTAGTGTAATCTTGTTT
TGGGACTCTATTCTTTAGAAACCCAACAAAGGGTGAGTGTCATCTAGATCCAAATGTAATTAACCTAAAAAG
AACAGAAAGTTGCTTCTGTTGGTTATACGTTGGAAAGATAGATGTTAAAAGTCCTCTCATCTGCCAGAAGTT
GATGTTACAGGTACCTGTGTGATGGTAGAATCCCTGGCATAAAAGCTATTGAGAACTCAACAATAGCGCTGT
TGCAGAGAGTACAGTGAGTGTGTAATTCAGACCCATCAGCACTTCTCAGGCTGCAGCTGACATCACCGCTTT
TTTGTCATCAGGCCATGTGCAGCTACTCTGGTGTTTCCCTTATGCTTCACCATTGAATGTGTTTGAAATACT
CACTGAGAATCTGTAAGGCTAAAATACTAGTTTTGAACGGAACACGCAATGCGTTTTTGAAGGTGAAGTGTG
TCTTTTTTTCTATGTAAAATACTTAATATGCAGGGACAACTGTAATGAAGCAATTCATAGCATATACTGTGT
ACTGTGGCACAGTTAACCTAGGGCCCTGTGATTTCTATGATTTCAAAAATGAACTAATCCAATCATATAAAA
TTAAAATGTATTTTACTCTATAGTGCAGAATATCACTGAATTATTTAACATGATTTTGCATGAAGAATTCGG
AAGCAGTGCACTACATTTAACATGATTTGAATTAGTGTCTTTTAATATATAAAACTACAAAAACAAATGTTT
TGAGCATGTTTTGAGGTTAAGCGTTGAAGTCTGTTTGCCTTGTTTTCCTACTTGTGTTTTAGTATAACTTAA
TCAGAATGCTTAAACTGGTTGTAAAATCTGTTTGGTGATGCTACTGCACCAGAACTGAATTTAGAAATAGTT
TTGAAACAAATCTTTGCACTTAACAAGCAAATTAATTATTTATATGCTAATTGATGTCTGTGCGTAAAGGTT
TCCCTATCCACAAGAGCAAAAGCGAAAGTGAACTTAATTTACGTCGTGTAGATAGCAAATGCGCTTATGGTG
TGACGCAGCTGGCAGTTAAAGGCAATGGGAGATGACGCTCTGATTGGTTTATTCTCAAAACACACATATAAC
TCGTTAGGAAAATAAACTCAACCCTTTTAGACCATGTGCCACGGCGCAAAGCAGATTTTCCTGTCCTCATAT
TAGCACATATGAATTCTGACACACCCTGAATGCGTTTGCGCCCTGCGCTTTCCGTTTTGCGCATGGACCGTC
AAAATAGAGCCCAAAATCATTAACAAAGTTGAGTGTTTAATAGTTAAGAACTCCATAAAATGTGTTGTATGG
AATATGGAAAAATGTTTAATTTATTGCATATGTTTTTATCTTGTGAATTGATTTCTTTCTTTCTTTTTTTTA
AGTAAACAAAGATGCCGCCTGCAAGGTTTCAGATTGGAGATACTGTAATGGGCCGCTGGCCCGGCAGTAACC
TTTATTATGAGGTCAAGGTGATGAGTTTTGATAACAAGACTCGCCTCTACACCGTCATCTAcaaagatggta
ctgagctggagcTGAAGGAGTCAGACATCACGGTATGAAGCCTCTCTGACAGGTTTTCCAACATGACTCAAA
GAGCATCCTTTGCTTTAGTTGAACTCATCTGACAGTCTATTTGAAATAGCTTGCATGACACATTTACCTGTC
TAATTAGCAAACAGAAAATGGGCCAGATGTGTTACTTATTTCTTTATATCTTTAGAAAGAGTATTCAGCATA
TCTGATTGATAAGTTGATATTTAATATTTCTGTTATTGATTACTCACCATCATATTGTTCTAATCCTCTGAG
AGCTTTGTTTATCTTTGTAACACAAATTAGTATATATTTGAATAGAATCCATGGGCTTTTTGACCCTCCACA
TACAGCAACGGTTCAGAGATGTTCAAAGTCCAGACAAGGAACCAAAAACCTTGTCAAAACATTCCATGTGAC
TTCAGTGGTCATTATACGGTTTTATGAAGCTCCAAGATTAGATCTATGTGCCAAACAGCTGTAAGGACATGG
TTTGCATATGTCTTCTATACGTCAGATTAACGTGCACATTTACTATGAGTAATACAACAGTTGGGTGTTACA
CTGCTGACTCTAATGGCAAATACATTGTACAGCCTGTGGTAAACACGCTTTCTAATCTGACGCAGAATACAC
CGGTGAACTAAGTTGTTTTTAGCATTTTTTTGCACACAAAGTTGTCCTTGCAGCTTCTTATAGTTACAGTTG
AACCACTGAAGTCACATGGAATGTTTTGAGTGTCTTTAGAACAATTCTGTCTATGGGGAGTCAGAGTCAAAA
TATAGTAATTTGTGTTTCTAAGATCTAAAATCTCCCATCAGATTGGATGTGAGAGTGAGAAATGAATAAGAA
TTTACATTTTTGGGTGAACTAATCTCTTAATTGTCAAAGGCTTGGTTCACCCAAAAATAAAAATTCTTGAGC
TTCTTTTGAACATGAAAGAAGATATTTTGAAAAATTTTGGAAGCCATTGATTTTCATAGTTTTTAATTTTAA
CTATGAATGACAGTGGATACTGGTTTCTTGCATTCTTCAACATATCTTTTTGTGACTGGCACTATGAATGTG
ACCTACATTATGACAACATAATAACATAATGTTGATTCTCATTAAATATTGTTGCCTTTGTTGCAGAGTGTG
GTCATTTTTCAAACTGCTGGACGGTCGAGGTCAAGATCTCGATCACCGGGACGCTCGCCAGGACGTTCATCG
GCACGTTCCCCGGGACGCCCACGTCGCAGTCGCTCCCGTTCACCAGCTAGGACGCCGCGCAGAGCTTCATCT
CGCAGCACAGAAGTGCGCAAGGAAAAACTCAAAGAAGTGCTGGAGGTTCGACTCACTCCTGTGGTAAGGTTT
TACTTGCAGTGGGTGTGCACATTAAAAGTCAAATGTTAAGGCTTGCTTTATTTATTTAGCTGTTTTATGATT
ACAATGGTGATAGGGCTGAACAATATTTAGTTTGTGCATTGATATCACAATATGTGTATCTGCAATAGTCAC
ATGGCAGGAATAGATTATTTATTAAATATTAAAAAAAAAGATATTAAACAGAAGGTTGCTGGTTCGAGCCTC
AACTGGTTCAGTTGGCGTTTCTGTGTGGAGTTTGCATGTTCTCCCTGCATTTGCGTTGGTTTCCTCTGGGTG
CTCCGGTTTCCCCCACAGTCCAAAGACATGCGGTACAGGTGAATTGGATGGGCTAAATTGTCCTTAGTGTAT
AAGTGTGTATGGGTGGGTTTCCCAGAGATGGGTTGCAGCCAGAAGGGCATCCTCTGTGTAAAACATGTGCTG
GCTAAGTTGGCAGTTCATTCCGCTGTGGCTACCCTGGATTAATAAAGGGACTAAGCCGAAAAGAAAACTAAT
AAATGAATGATATTAAACATTAGTATATCAAAGTATTTATACAGTAATGACCATGTTATTTGATGGTTGATT
GTTCAGTTTTTGTATTTAAATAGTGTTAGACTACCAAGAAAACCATAAAACACTGTTTATTTAACTTCATTT
TTACTCTGCTATTTATATATATGCTTGTAATTTATTGTATTATATGCAGATCTACTGCATAGAAAAATAATA
GATCCTCGTTAATGTAAATGAATAAAATCTATCCAAATAGAGCTGTTCAAGTCCTCCTGTGAAATTATATTC
ATATCACAATATAACAAAGTTGCTAAAAAAAATATACCGCAAAGTCAGATTTTTCAATAACGTGCAGCCCTA
AATTTTATTTATTTTTTTTTAAATATAGGAATATTTTGAAATATTATTGCAGTCTAAAATAATTATTCTTTA
TTAATGTGTTTAAATGTAATTTCACACATGATGGAAATCTTGCAAAAACATTGCTCTTTTTTTTAACATTGT
GCCACTTTTTTGTAATTGTTTTGTAACAACATAGATATTTATTTTTTTAGGAATAATTAATTAATAGAAGAT
TCAAATTAACAAAATTTATTTGAAATAGAAAGCTTTAAATTGTAACTTTAATTTTCCTATAAATGCATTTTT
GCTTTCATTACTTGATTCTTCTTTCTGATCTAACTTGACTCAGTCTTGTAAATAGTTACACTTATTTTTGGG
TTTAATTTCTTTCACATCAGTTAACTCATGTTTACTGCTGTTATCTCATTTGTCTTTCCTCGTGAGTTCAAG
TCACATATCCTTGACTGTCATCTGTTTCAGGCGATGAAACACGAGAACAACAGCAGCAACAGCAAATCTGAG




AAGAAAGAGGAAAATAATACAGCTAAAGCAGCTCCTGTAGTCACAGAGGTATGAATGCATCAGCGATTCACA
TTATCAATAAAATTTTGATCACTAGCAGCAGCAAGTAAACCATCTTAATGTATCCTGTCACAAACTGGTCTT
GTGAAGGCTGGAATGTCATGATGCATGCATGTTGTGCCTCCCATGTGTGACAGGAGCCTATTTAGTTGTTCA
CACAAAGCTAAAGCTGACTGTGGCCTCTGTTTAATCATACTGTCACGTTTTTCAGCATTTTTCTCCCCTCGT
GGGACAATTGAACAGGGTTTACAAAGCATGACCAGACTGCTTAAGCTTTACATTAGTACAGTCACGTTATAG
AAAAGGCACAAGGTTTCAGTGGTAAACCTTTAGTCTTTGCATGACACAACGCATAAACTTTTACACATAAAT
GTTTTTACTCTATTTAAACATGCAGTAATAGTTTTAAGGAGGGTGTGAACATAAATGTTAAAACTCAGAAAT
TTGGATTTGGTTAGATTGTAAAATATTTGTAATGCTCTCCAAACCTGCATGTATTTCATTAAAAATTTAGTT
AAATGTTACTAACTTTATTTTTCCCCTTCAGTAGCATTTTTTTAGTGCTGCTTAATATTTCTGTTTGAAATA
GAAATCGCTTATTTAATATAAATTGTCACATTTTAATTAGTCATTTCTTAATAAGTGTCAATTTTCAAAACA
AAAAAAAGTTGGTTTCTGTTTCAACAGATGTGAAATTATTTATTTTGTAATCTGTAAATAATTTATGCTACT
ATTCAGTCTTGACTCACTGTAACGGTGTAACAGGAGAAGACAGAGACTGAATCAGAGAACCAGACAGGTGGA
CGATATAATCTACGGCGCAGGAAGGACCAGGGTGATGGCAAGGCTGTAGAGCTGGAGAAAGCCGTAGAGTCT
GAGCCGTTATTGCAAACTAAAGCACCAGCAGCCGTCAAGACCGCCGATCTGGAGTTTGGAGGAAGAGTCGGT
AAGCCTTTATCGATTTAATTTAATACTGTACTGTATGGCTTGCCGAAAATTAGAGCGCCCGTTAAATGGCTT
AACATTTTCGCCAATGAATTTTCGGTGGCCAAAAATTTGGTTTGTCTCTAATAACAACACACTCTAAGATTT
ACATTGTTGCACATTTCTGGCTCTTAGACCAATCTAGAGTAAAAAAAAAAGTCCAGAGCTGATCATTGTTAT
TGACATAAATTTTATCGCGATTTGATATAATATCGTTTATCGGCCCTACCAAACTGTATTCTACTCTTGTTT
GATAGACTGTGTTTCAGTAGCATTTTCCCCACATTTACTTATTTGTTAATGGTCTAGAATTGTCTCTTTTGG
GTTAAAAATATAGGTTGTTGGGCTTCACAAAATATAATTTCAGCATCATTATCGCAATGTAGACATTTGCAG
TGCAATGTTGAGTCTCAATTATAGTTGACCAGGAGCCACAAACACATGTGATCTGTAGAGTCACTGCAAAGT
TTACCCACAATAGAGCTAAAGTTTATCATCAGAATGTGTTTTTAAGGCCTGTGAGACTGCACTGCAAAAATG
CTTTTCTTACCAAGATATTTGGACTAGAAACAAGAGAAATGGAGAAGCATTTTCTATACAAGCAAAACACAT
GTTTTCAGAAATAATATGCCCAAATTAAGTGACTTTCTCCTTCACAAGCAAATAATCTGTGCACAAAAGCAT
TTTTTCCATTGTGAATATTTAATTTCTGTACGCGAGTACTTTTAGACTCTCCAGAAAAATGTTAAAGCTTTT
TATTTAAGCCATCTGGATGAATTGTATTGAGAATTTCACAAAAATTAGTGCAGATAAGTAAAATATCGTAAC
ATCAGATTTTTGTAATATTGTGTCCAAATAGTAAATAAAAATATAAGGCT TAAAATAAACAAAAACATATAG
CTTAAAGTTTTAAATTCTCTTTTACTACAGGTTAACAGCATCATGCACAGAAAAATATAATATAGGAATTAC
TGTCAGATTATTTATTCTTAATGTTTGTTTGAAAAGTGAAATGATTATGATAAAAGATTTGGCTCCCTCTTC
TCCTTCAGGTGTGCTTTTCCTGATGTTTCTGCTGCCAGTGGCTGTGTTGGTATEGCTCATTCTCTGTGGGCA
GAAGGATGCCAGTCTCCAGAGCTTTCCTCTTGAGCTTCCCGCTCTTCAGTCTGTCTGGGATTGCCAGGTCTT
TGGCATCGTCCTGCTCTGGCTTCTCTTCCAGGCCETCCTCTCCTTGCTCCCTGTCGGAAAGGTACCGTCCAC
AAACACATGACTCCCCGTGACCTGAGTTTAAGCGCATGACCACATAACTCTGTGGCTCTCTTTTTTTGTGTG
CATGTTAGCTGCTGTAAAGCAGGCTAGATTAGATTAATCACTGGAAGTGGCATGCAGATTGAAAGCCTCGCT
GGAAAACATCTGGTTTTGATTTCCAGACTCTTAAGGGTAATTAAGATAGGATCTAAAAATTGCTGCGCTTTT
CCATGAGTTTGAGGTTAAGCTGATTATTTCAAGATGAGTTTGTCAGAAAAATCGTTTAATAGCGAGTACGTT
TCTGAATTTGTTTATGTTTGGTCTGGGCAATTTTAGTTTTAGTTGCATCTGTGACCTTTAGGAGCTTGATGT
ATCAACTGTCATCTAGTTTAACAATGGTGGAAATATATAGCTTGTGTACAAGTAACAACTTGGTTCTTTATT
AGAACCTTTAAAAATACAGCAGTTTTAAAGGTGTTTTATCCAGTTTTGCAGTTATCTGTTTTTAACGCATCT
TGCATAAGCCGAAACATCTCTTTGACAATTTTGTTAAGCATATTACCTTTTAGATTGTGTGTTTTTTATGAT
TAAAATGATTAGATTTTAGAACAGAAATTACTACATGGTTGTGTCATACCTCAAGGATTTGGGTTATTAGGC
TGGTTTTTACACAAATATTGCAGAACCATTTTGTTTGACCCGACACTAGTTCCAGTGTTTAACTGTTAATAT
ACTAAAGCAATCTTACTTAATACTTTAAATTAGTTTTTCATTTTAGTTTTGTGCTTTAGTCATTTTTATTAA
TATATATATATATATATATATATATATATATATAAAATTAAACTATAAATATATATAAAATTACACACTATA
CACTCTTTCTTTATGTTTTTGTTATTGGAAAAAATAAGACAAAAGAATAATCTTCATCCCCCTTTAGTGAAT
TAAAATTGCAAATCAATGTAAATAAAGTAGCGTATACAATACAGATAAATGACTGTTAGTACTGCAGTACTG
ACAATACTACCACTTTAAAAGTACAGTATTTTGAAGTTTCAGTATCCTTACCATAGTACCTTACATGAAGTC
TGCAACCCTAATTTATAATTTATTTTATTTCAGCTTTTAACTGACTTGTGTTCTCTTGTAAATTTGTGTGTG
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCTTTGTCGCTTCCTCTCAATCCCTCACCCTACAGCTTGTTGAAGGAATGCC
ACTTAAGAATGGGAAAACTTTGAAATACAGGATTAATGGTCAGACTTCAAAATTTCTGATATCAGCAAATCT
AATCTATATGGAATTTTTAAAATTTGACTGATTTAAAAAGCTTAATTTTCTTTCTGCGTCAGGTTTCTATGC
ATTACTCCTCACGGCTGTGGCAGCAGGTGTCGCTGTGTACCAGGAGGTGGATCTCAGCTACATCCATGCACA
CTTCTTGCAGTTCTACACCTCTGCCCTGCTCATCGCAACTCTCCTCAaGCATCTACCTGTTCATCCGCTCCCG
CTGGGCATCTAAAGATGAGCTAGCTCCCGGAGGAAACTCTIGGTAAGGCCATATAAAATCAGCCAGCACTAA
CTGACTTCTTCCTCTTTGGTTTAGCATTTTTTCACTTGTGGTTTTTCACAAATGGTTTATTATCCTCATTAT
TCACGCTCAAAGGGATAGTTCACCCAAAATGTAAGTTTACTCATCCTCGAAGAGTTCCAGGCCTTTAGGGAT
TCTTTATTCTGGTGCAACTTAAGAAGAATTTTGAAGAAGCTGAGGACCAGACCATTTCCTTTTATTCTTTAA
TATAGAATTAAATAGTAACCATTTTCCCCTTTTTTTTTATTTTTTTTTTTAGTGTTCAACTAAAAGTCAGTC
AAACTGGTTTGGACCAAGTAAACCGATGGGTAAATGATGACAATTTTCAGTTTTAAAGTTTTGGATGAACTA
TCCCTTTAAATAATCGTCCAAGCTGTCTCATAACTCTTCTCGTTTTCATCTGTGCTGCTGATTAGGATAAAC
CAGCTACAATTGTTTATGATTATGAAATAAGCCTTTCAGTAAAATATTGCCATTTAAATGTTAGGCTTAGGT
ATTTTTAAAAAGATTATACATAATTTTTTATTATTCCTCTAGGCTACATCATTTATGACTTCTTCATGGGCA
GAGAGTTAAATCCCCGTATCAAAAGCTTCGATATTAAGTTCTTCTGTGAAATGCGCCCTGGACTGATGGGTT
GGTGAGTATTGGTATTGTTTTGCAAAGCCTCATTCACAGGGTTCCCACAGGTCAGGGTTATGGAATATCATA
TAATATTAAATTATTTATTTATTATTCGTCCAAATAAAGATCACTGGTAGTGTGAATCAAGGTTATTTTTGT
AAACCAAAACTTGGTCTAAAAGCATTTTCTTTAACTGGCATAAAATAAAAAAATAAAAAAAAACTGAAAAAC
AAAACAAACTGATTAGATTTTTGACAATGTCATGCAGTCATTGTCTCTGTATAAATCATTTTTAAAATAATA
TCTTTATCTTTTAATCTTTAATAAAAAATCTAATCCAGCAATGAGACCATTGCGGATACACACATTGCGATA
TGTATGCTCAAATTATGTAATGTTCAGCCTTAAGCAAAACTTTTTTTTAGCAAATGAAGAAAATGTGTTTGT




AAAAATGCCATCTACAGGTGGTTCTCTAAACAGCCAAATTATTGCTTTTGATAATTATTATTTTATTTCAGT
TTTCAGAGGTTAATTTGTTATTTTGGTTAATTTGGGTAATTTATGGGTGGCATTTTTGTATGGAGTTTGCAT
GTTCTCCCCGTGGTTGTGTGGGTTTCCTCTGAGTGCTCTGGTTTCCCCCACAAGCCAAAGACATGTGCTGTA
GGTGAATTGGGTAAGCTAAAATTGTTCATAGTGTATATGTGTGAATGAGTGTATGGGTGTTTCCCAGTGATT
GGTTGCAGCTGGAAGGGCATCCGCTGCGTAAAACATGCTGGATAAGTTGGTGGTTCATTCCACTGTGGCAAC
CTCTGATTAGTAAAGGGACTAAGCCAAAACAAAAATGAATGTTCAATTTTTGTACTTTAATACTGTTACTCT
CCCCAGAAAAACTTTTTAATTTTGCTCAGTCACATTTATTATATTTTATCCAAATGCACTGCGTAGAAAAAG
ACTTGATCATGCCAGTCAATCTAAATGAATGAATGAAATCTTTCTAAATAGAGCTATTCAAATCATCAGGTG
ATATTATAGTCACATCGCAGCAAAACAAAACCTTGCAATGTCAGATTTTTTCAATATTGTGCAGCCTAATAA
GCATGTTTAAGTACATGATCTTTAATATGAAGTAGTTTGCCTTAATTCTTCATCATTTTAACTTTTTTTCAT
TTGCATCTTTATGGTTTTGGATTCATGTCTGTTCAAACTTCAAACATTTTATTTTTATCACTAAGCGGTTTG
CTCTTCACTTAACGTAAGCTGTGCAAGCTCCACACTTTGCTTTGGTTGGCATTGGACTTTTTTTGTTAACTA
AATTGATAAATATATAAAACTAAATGTAATAAAAATGTGTTCACAAAAACTAAAATAATACTAACGAAGCTA
AAGCCAAAGCTAAAACTAACCTCAAATTTACAGCAAAAGTAAAAAGCATTGAAATAAAATTCATATCTATAA
TAATAACCTTGGTGTGAATGAGGCTTGGTTAAACTGTTTTGTTAAACTGATGTTGTAATTACTCCCTCTTGT
GATCAAAATGATTAGTAATTCTCAGATCTTGTGTGATGTTTTTTGTTTTGTTCTATAAAATTATTTGACATA
TACTGAAGAAACACAATTGTCGGTTGTTTCCACAGGTGTTGATCAACTTTGCGATGTTGCTTGCTGAAATGA
AGCAGCAGAATCTGGAGAATCCGTCTCCAGCGATGCTCCTGGTCAACATCTTCCAGCTCCTGTGGGTCATCG
ATGGCTTGTGGCATGAGGTACAACAAGTGTTTTTCAAATCAAAGACTAATGTGCTGTCATAACCAACTGACT
AATCACACTGTATTTCAGGAGAAGCTGCTGACTATGATGGACATAATGTATGATGGCTTTGGATTTATGTTG
ACATTTGGAGATTTGGCTTTTGTTCCCTTTACATTCACATGTCAAGCATACTATCTAGTCAaCCATCCCAAT
GAGCTCTCAGTGTTCTGGATCATTACTCTCATTGCTATGAACGGTCAGTGTCTGACATATTTTCTCATGGTT
TATTTCTTTAGACATGCTAAAAAGTACATCTAGATGATTATTTAGGTTTTTTTAAAGGACATGGTGTCAATA
TACTCATGATTTAAGCTTGTGTTTTTGCCTTCTCTATCAGGAGTGGGATACTATATTTTCAGGAAAGCCAAC
TCTCAGAAGTTTGCCTTEAGGAAAAACCCTTCTGACCCGGCAGTGTCTCGTACGTGTTTTGAAATGGATGAA
CCAACACATGAATATATATGATTTTGTTTTTTTTTGATTGGTCAATTTAGATGTTTTTTTTTTTTATATCCT
ATCAGATCTGAAAACTATTCCTACTGCAACEGGAAAaAGTCTCATTGTGTCTGGTCTCTGGGGTTTCGTCCG
TCATCCCAATTACCTGGGGGACATCATCATGGCTTTGGCCTGGTCTCTACCATGCGGTGAGTGTTTGACTTC
ATTTTACCCAGAGACCTCTAGCTTTGTTTCTATGTTGTCGTTGTCATCAAAATGCTAAATAATTACCTCTAT
GATTGAGATCATCTCACACAAAGTGCTAATGTTTTATGCAGTATTTTGTGTATATAACCATTAATAGCCAAT
GACTTTAGAAAATGTAACAGCTGTAGTTCTTGAAAAAACAACGCTGTCTGAAAAATATACAGATATCCATAA
ATTATTTGTAGAAACACTCATTTAATTGCAAACCTATTACTATTATGCAAATAAAAATATATATTTAATTAT
TGTATTGAACTAATACAAAACAATCACTATAATACAACAGATTTTTTTTCAAATTATTTAAAGAGCCTCTAT
CATGCATTAAAAAAGGTTATATTTTGGTTTTGAGGCCTCTAACAACAGGCTGATATGCATGGAAGGTCAAAA
AACACTTTCGAGTCTTATAATATGCGTTTATTTTTACCTAATTATCCCAGCGACTCCCATATGCTTTATTTA
GTAAGTCATTTGTGCCCAAACCCCTTCTTAGCACGATACTAATTTGGACTGATTGATCCGATGACCCAGTCT
ATTGCGATTGGTCGACTGCGTTCAGTGTGAGACCAAGAGAAATGGCCACCACAGCTTGTCAACAATTTTGAA
GTAGCAGAGTTTAAGTGTGAGCCCAATGCAGGAGTACATTAAAGCAATGCAGTTTAACACCAGCATATTGCT
CTATTCTTAACCGTAAATAAAAACAGCGACACACATTCAGTATTAATCCACACAGTGGCAAAAGCTGAACTA
TTTTGAAACTTGACCGCCGCACGTGTGTAAGGACAGACGATGGTGGCCATAGCTTTGAGAAATGGCAAATGG
CAGAGGTGGTTTTATAAACGATATGAGAATATAAAAAGTTAAACAGATACACTACAAGTGGTTACGAGTATC
AAAACAATTAAACACATAATTTGCAAGCTAGTGAAAACAATCGCACTTGAGTTACTTGCACTTGTGAAATTG
AGGGTGAAACTGATCCATGAACTGTGCACTGTAAAGTTTCTGTCAAGCTCTGACAAAGTCCCATACATCAAT
GGTCTTTTCTGATCATGTTTTTAACAAACGGCAGACGAATCCTCTGTTGTAACTGTAGATTGCTGTAGAAAC
AACACAGCACAAGGCTGGGGCTTCAATGCTGAGGTATTTATTGCAAAAATAAACTTCAACCACTGACTCTTC
ACAGTTTCATCTTTGGGTGGAGAAAATAACATTAACTTTCTTTCACACTTCAGAGCACAGCGTCTTCATGAC
ATGATTCAACCGGGATCTGCTACAGTGTTTGTCTTCTTTTTCTTTCTATTGTTTGTGGGCGGGGCCAGGGGG
TTAAATTTTCCCAGGTCAGCGTGCACAACAAATGGGTGGGGCTTGAGTTTCGTACATCACTGATAATATATT
TAAACAACTGAGTCAAATCTTTTATAGATGAATCAAAAGTTTTAAACTCCGAATTTGAGCCTAAGCTTGATA
TATCACTTCACTTAAAGCTGTTACACACTGCATAGAAGGTCATTTTCAAAAACACATAATAGGCCTCTTTGA
TAATATTAAAAAATATATATTTTGAATGTGTATAATGAATATTGTTATGCAATATAAATGATATACATTATA
TATTTAATTTTTTTAAAATGTTTTTAGCTTTTAAATTTTAAACCATGGAGCTTTTATTTTGGTGGAAAACTG
CACAGAAAATCCTGAAATGCTTCTCTTTTGTTGACAACTGATATATAATTCCTTCTTTTAAAAATCTTGCGA
AGACATTGGGTGAANTGTTAAGTTTTCATATATATCAGCCTTGCAATGACACTGAAAACATTCTATCAAAAG
ATGACAATGATTTATATAATTATAAAAGCAATAAACCATATCACATTGTAGAATTAATTAAAGAATCTACTG
GTAAATTGGCAAGTGACATTGTTTAATGTACTGACCAGTGTCGATTGTTATTATTTTATGATTCACTGTTTT
GATAAAATGATATCTGACTAAAGCCAGCATTTGATTCTTGTGCTTTTCTGTAGGGTTCAACAATCTGGTCCC
TTATTTTTACCTGATCTATTTGGTCACTCTGCTGGTGCACCGTAACGCACGGGACGAGCGTCAGTGCAAGAA
AAAGTACGGCTCTGCATGGGAAGAGTACTGCAAAGCTGTCCCGTACCGCATTTTCCCAAGAGTATACTGAGA
CTTAGTCTGTTATGGACACTCGGGGCCTAAACACCAGGATGACACCGAACATCAGACAGGGAATGAGTCATT

AGCAGCTTAGCCTCCTTTTTAAAGTCTTTTAAAAACAAAAACAATTACAATTGAGCACCAAAATCAAACCAA
TTTTTCAGTCACAAAGCGTTTACGGATTGTGGACACTGCCCCAGTTTGCAGAGTTTGATCTCTTAGATGTAT
ATTATTGTACATATGTTTTTTTTTTTTTTTAACTCTTAAATTTGTGTTGCATAATCCTCAACTTGCCATCTC

ATCTGATGTACACACATATACACATTTAACGTATTTGCTTGGCTATTTACCATTGACTTTTTTTTATGACAC
ATTGTGTAATGCTTTTGTATATTGTGTATGATGGGATTTTTTTATATGTGTATAGTAAGGAAAAGATGTAAT
GTTCGTTCTCAGGACCAGCAATTTGTGAAAAAAAAAATACAAAAAAAAAACAACTAAAAATAAGCAA
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