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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Interferone und die Zytokin-Superfamilie

1957 beobachteten Isaacs und Lindenmann, da3 die Inkubation tierischer Zellen mit
Hitze-inaktivierten Influenza Viren, die Zellen vor einer nachfolgenden Infektion mit lebenden
Viren schitzte. Die Beeintréachtigung der Virus Replikation, bzw. Ausbreitung erfolgte dabei
unabhangig von einer Assoziation der beiden Viren Spezies. Vielmehr wurde die inhibitorische
Substanz, die sie als Interferon (von "interference with virus multiplication®) bezeichneten, von
deninfizierten Zellen selbst produziert und sezerniert. Ferner beobachteten sie, dal’ dieses Protein
nicht direkt mit dem Virus interagierte, sondern in den infizierten, wie auch in den sie
umgebenden Zellen die Synthese von Proteinen induzierte, die in der Lage waren die
Vervielfaltigung des eindringenden Virus zu blockieren [1].

1965 wurde von Wheelock im Rahmen viraler Infektionsstudien in einem Zellkultursystem ein
ahnlicher antiviraler Effekt beschrieben [2]. Die von ihm beobachtete Resistenz humaner fotaler
Lungenzellen gegentber einer Sindbis Virus Infektion wurde dabei jedoch durch ein Protein
vermittelt, dal3 von zuvor stimulierten Leukozyten sezerniert wurde. Dieses von ihm als
“interferonlike virus inhibitor" bezeichnete Protein interagierte ebenfalls nicht direkt mit dem

Virus, sondern aktivierte antivirale Resi stenzmechanismen der Lungenzellen.

Die antivirale Aktivitdt der von Isaacs und Lindenmann, bzw. Wheelock entdeckten Proteine
diente als Merkmal zur Definition der Interferon (IFN) Familie. Diese 1&8/% sich basierend auf
Kriterien ihrer Mitglieder, wie der Genstruktur, der zelluléren Produzenten, der Rezeptorspezifitat
und der generellen biologischen Eigenschaften in zwel unterschiedliche Klassen einteilen, die Typ
| Interferone (hauptsachlich IFN-a und IFN-b) und das Typ Il Interferon (IFN-g) [3, 4]. Der von
Isaacs und Lindenmann entdeckte Virus-induzierten Virus-Inhibitor entspricht dabei IFN-b,
wahrend es sich bei dem von Wheelock identifizierten aus stimulierten Leukozyten stammenden
Virus-Inhibitor um IFN-g handelte.

Interferone gehdren zu den Zytokinen, unter denen man allgemein kleine, 16sliche Proteine oder
Glykoproteine  nicht-immunoglobulinartiger  Natur  verstent, welche as chemische
Kommunikatoren zwischen Zellen fungieren und in autokriner oder parakriner Weise der
Regulation von Zellfunktionen dienen, wobei sie jedoch nicht as direkte Effektor-Molekile

agieren. Die mehr als 40 Mitglieder der Zytokinfamilie werden von verschiedenen Iebenden,
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korpereigenen Zellen produziert und zumeist in den extrazelluldren Raum sezerniert. Spezifische
Zytokine kdnnen jedoch auch an der Zellmembran exprimiert oder als ZytokinReservoirsin der

extrazelluldren Matrix zurtickgehalten werden [5, 6].

1.2 InterferonTyp Il

1.2.1 Das|FN-g Gen und Protein

InterferonTyp Il (IFN-g), das man auch als Immuninterferon bezeichnet, wird von einem in
Einzelkopie vorliegendem Gen kodiert, welches beim Menschen auf Chromosom 12 und bel der
Maus auf Chromosom 10 lokalisiert ist [7-9]. Die genomische Struktur umfafdt in beiden
Organismen ca. 6 kb, bestehend aus 4 Exons und 3 Introns [10, 11]. Die reife IFN-g mRNA
kodiert einen Polypeptid-Vorlaufer von 166 Aminosauren (aa) (Mensch), bzw. 155 aa (Maus) [10,
12]. Nach posttrandationaler Abspaltung eines hydrophoben Signal-Peptides entsteht ein Protein
mit einem Molekulargewicht von 17.1 kDa (Mensch), bzw. 15.9 kDa (Maus) [13]. Aufgrund
variabler posttranslationaler N-Glykolisierung betrdgt das Molekulargewicht des reifen 1FN-g
Molekils in beiden Spezies ca. 40-70 kDa. Eine Glykolisierung ist fur die biologische Aktivitat
von IFN-g jedoch nicht unbedingt erforderlich [14].Biologisch aktives IFN-g besteht aus einem
nicht-kovalent gebundenem Homodimer, wobei die dimere Natur des IFN-g Molekils durch

Rontgenstrukturanal ysen bestétigt werden konnte[15].

1.2.2 Zellulare Produzenten und Regulation der |FN-g Expression

IFN-gwird von spezifischen Zellen des Immunsystems als Antwort auf mitogene oder antigene
Stimuli synthetisiert. Die hauptsachlichen zellul&ren Produzenten von IFN-g sind aktivierte
T-Helfer (Th) Zellen des Tyl Typs (inflammatorische CD4" T-Zellen) [16], aktivierte CD8"
zytotoxische TC1 Zellen [17], sowie aktivierte natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) [18]. Neuere
Untersuchungen zeigten, dal3 IFN-g auch von, mit geeigneten Stimuli aktivierten, Makrophagen
[19], B-Zellen [20] und CD8a ™ dendritischen Zellen (DC) [21] synthetisiert werden kann.

Die Induktion der IFN-g Synthese in T-Zellen erfolgt vor allem nach ihrer Aktivierung durch
Kreuzvernetzung des T-Zell Rezeptorkomplexes (TCR) infolge einer Exposition zu
Antigen-présentierenden Zellen (APC) [22, 23]. Die IFN-g Produktion in NK-Zellen, B-Z€llen,
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DC und Makrophagen ist Antigenrunabhangig und wird hauptséchlich durch Zytokine, wie
Interleukin-12 (IL-12) und/oder Interleukin18 (IL-18), die von aktivierten APCs (insbesondere
von Makrophagen) sezerniert werden, stimuliert [18-21, 24]. Dartber hinaus sind die Zytokine
Tumornekrose Faktor-a (TNF-a), IFN-a, Interleukin-l (IL-1) und Interleukin2 (IL-2)
bedeutende Kostimulatoren innerhalb der Induktion von IFN-gin NK-Zellen [25-27]. Zusétzlich
wurde  bei Makrophagen und NK-Zelen en  direkter, autostimulatorischer
Rickkopplungsmechanismus von IFN-g nachgewiesen [28-30].

Die IFN-g Induktion durch Zytokine unterliegt einem komplexen regulatorischen Netzwerk,
welches durch eine Vielzahl zeitlicher und Zelltyp-abhangiger, synergistischer und/oder
inhibitorischer, autokriner und/oder parakriner Mechanismen gekennzeichnet ist [27, 31]. Die
proinflammatorischen Zytokine IL-18 (auch "interferon-ginducing factor", IGIF genannt), ein die
Thl-Differenzierung induzierendes Mitglied der IL-1 Familie [32, 33], sowie IL-12, welches
keine strukturelle Verwandtschaft zu IL-18 aufweist und ebenfalls bedeutsam fir die
T-Helferzell-Differenzierung in Tyl Zellen, bzw. naive T-Zellen ist [18], nehmen dabei eine
zentrale Rolle innerhalb dieses regulatorischen Netzwerkes ein (eine schematische Darstellung ist

in Abb. 1 wiedergegeben).

Aktivierte Makrophagen

R >4l
a..f CDB* R-12R (u)
T s T-Zellen
=

Y

P [IFN-; |

v

Abbildung 1. Zytokin-vermittelte Induktion von IFN-gin Immunzellen. Modifiziert nach Nakanishi [27]. Aktivierte
Makrophagen sezernieren I1L-12 und IL-18, deren Expression durch verschiedene mitogene Stimuli induziert wird
[18, 27, 34-37]. Die Sekretion von IL-18 erfolgt erst nach intrazellularer Abspaltung des Propeptides des inaktiven
IL-18 Vorlauferproteins (pro-1L18) durch die IFN-g regulierte Caspase-1 oder anderer Caspasen [38-41]. |L-12 und
IL-18 induzieren oftmals synergistisch die Expression von IFN-gin verschiedenen Immunzellen [32, 42-44], wobei
sie einerseits miteinander interagierende Transkriptionsfaktoren aktivieren [45, 46], und andererseits eine reziproke,
zelltypspezifische Induktion ihrer Rezeptoren erfolgt (gekennzeichnet durch IL-12R(u), bzw. IL-18Ra(u)), die zur
Zell-Sensihilisierung oder Potenzierung ihrer Effekte fihrt [47, 48]. Ferner induzieren IL-12 und IL-18 Uber einen
positiven, autokrinen Ruckkoppelungsmechanismus die Expression von IFN-g in Makrophagen, wobei [FN-g
wiederum teilweise autostimulatorisch die Expression von Komponenten des regulatorischen Netzwerkes wie [L-12,
IL-18, Caspase-1 oder den IL-12 Rezeptor induziert (gekennzeichnet mit IFN-g (u)) [27, 49].

3



Einleitung

Durch die in Abbildung 1 beschriebenen Mechanismen kann IL-12 in Kombination mit IL-18 die
Produktion von IFN-gin T-Zellen, unabhangig von einer Involvierung des TCRs, in NK-Zédllen,
Makrophagen, DC, sowie B-Zellen induzieren [27, 31]. Der in spezifischen Zelltypen bestehende
positive, autostimulatorische Rickkopplungsmechanismus, hervorgerufen durch die reziproke
Induktion von IFN-g und IL-12, bzw. IL-18, stabilisiert im Endeffekt die Tyl-ausgerichtete,

zellvermittelte Immunitét gegeniiber der Ty2-ausgerichteten, humoralen Immunitét [50].

1.2.3 Der IFN-g Rezeptor

Biologisch aktives, homodimeres IFN-g bindet an einen spezifischen Zelloberflachenrezeptor, der
nahezu ubiquitar, mit der Ausnahme reifer Erythrozyten, auf allen Zelltypen exprimiert wird [51].
Die Zahl der Rezeptormolektile ist relativ niedrig und betrégt zwischen 200-2500 Molekulen pro
Zelle [52], wobel die Expression des Rezeptors in Zellen, die nicht zum lymphatischen System
gehdren, besonders hoch ist [51, 52]. Neuere Untersuchungen zeigten, dal3 der |FN-gRezeptor in
kaveolaren Membrandomanen lokal konzentriert vorliegt [53].

Der funktionell aktive IFN-g Rezeptor wird von zwei heterologen Untereinheiten gebildet,
IFNGR1 (auch as a-Kette oder CD119w bezeichnet) und IFNGR2 (zuvor b-Kette oder
"accessory factor-1" genannt) [3, 4]. IFNGR1, ein 90 kDa Polypeptid, kodiert von einem auf
Chromosom 6 beim Menschen [54, 55] und Chromosom 10 bei der Maus lokalisierten Gen [56],
ist fiir die hohe Affinitat der Ligandenbindung (Ka=10-10""M™) verantwortlich und zudem von
Bedeutung bel dem Transport des Liganden durch die Zelle, sowie bei der Signaltransduktion [3,
52]. IFNGR2, ein 62 kDa Protein, kodiert von einem Gen auf dem humanen Chromosom 21 [57,
58] und dem murinen Chromosom 16 [59], spielt nur eine untergeordnete Rolle innerhalb der
Bindung des Liganden, ist jedoch essentiell fur die von IFN-g aktivierte Signaltransduktion [3,
52].

1.2.4 Der IFN-g Signaltransduktionsweg

Die Aufklarung der Interferon-Typ | und Typ Il Signaltransduktionsmechanismen (siehe Abb. 4)
fuhrte zur Entdeckung und Definition des JAK-STAT-Signatransduktionsweges. Dessen
zugrundeliegendes Prinzip, die kaskadische Aktivierung spezifischer Mitglieder zweier
Proteinfamilien, der Janus Kinasen (JAKsS) und der "signal transducers and activators of
transcription” (STATs), wird von der Uberwiegenden Mehrzahl der Zytokin-Rezeptor
Superfamilie zur Signalweiterleitung benutzt [60, 61].
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Die intrazellulére Doméane beider IFN-g Rezeptor Untereinheiten ist jeweils konstitutiv mit einer
gpezifischen, inaktiven Janus Kinase assoziiert, IFNGR1 mit JAK1 [62, 63] und IFNGR2 mit
JAK?2 [64-66]. In unstimulierten Zellen préassoziieren IFNGR1 und IFNGR2 ncht miteinander
[3, 66]. Die Bindung des biologisch aktiven IFN-g Homodimers an zwei IFNGR1 Untereinheiten,
induziert deren Dimerisierung und fuhrt durch ihre konformationelle Anderung zur Generierung
von Bindungsstellen fir zwei IFNGR2 Untereinheiten [66]. In dem symmetrischen
Rezeptorkomplex, bestehend aus jewells zwel IFNGR1 und zwei IFNGR2 Untereinheiten, werden
die intrazellularen Doménen der Rezeptor-Untereinheiten zusammen mit deren assoziierten JAKs
in raumliche Né&he gebracht, was zur sequentiellen und reziproken Aktivierung der JAKs mittels
Auto- und Transphosphorylierung fhrt, wobei JAK2 als erstes aktiviert wird [3, 67]. Aktivierte
JAKs phosphorylieren spezifische Tyrosinreste nahe des C-Terminus von beiden IFNGR1
Untereinheiten, wodurch zwei gegentberliegende Bindungsstellen fir STAT1 Proteine entstehen
[68]. Jewells ein préformiertes, zytosolisches, monomeres STAT1 Protein, dessen Expression
durch IFN-g Stimulation gesteigert werden kann [69, 70], bindet mittels seiner "src homology 2"
(SH2) Doméne an einer der Bindungsstellen und wird daraufhin von den Rezeptor-gebundenen
JAKs am Tyrosinrest an Position 701 phosphoryliert [3, 71]. Die phosphorylierten STAT1
Proteine dissoziieren vom Rezeptorkomplex und bilden aktive Homodimere durch die reziproke
Interaktion zwischen dem Phosphotyrosinrest des einen Molekils mit der SH2 Domane des
anderen Molekils [72]. STAT1 Homodimere, die man auch as "gammainterferon activation
factor" (GAF) bezeichnet, werden anschlief3end unter Beteiligung der GTPase Ran/TC4 in den
Nukleus transportiert [ 73].

1.2.5 Transkriptionelle Regulation von | FN-g Antwortgenen

Im Kern bindet GAF an spezifische, palindromische Promotorelemente, genannt "gamma
activated site” (GAS, Konsensus-Sequenz: TTCNNNGAA), von IFN-g regulierten Genen und
aktiviert ihre Transkription [74]. Die transkriptionelle Aktivierungsfunktion von GAF ist dabei
abhangig von der Phosphorylierung des STAT1 Serinrestes an Position 727 (Ser’?"), welche an
einem nicht genauer definierten Punkt wahrend des Signaltransduktionsweges durch ein Enzym
mit "mitogen-activated protein” (MAP) Kinase @nlicher Aktivitéat erfolgt [75-78]. Die Identitét
dieser Kinase wird kontrovers diskutiert und ist mglw. Zelltyp-abhéngig [79-81]. Die Funktion
der Ser’”” Phosphorylierung besteht darin, die Interaktion von GAF mit der basaen
Transkriptionsmachi nerie zu erleichtern [78, 82]. So interagiert STAT1 einerseits mit dem
transkriptionellen Koaktivator "CREB-binding protein/p300" (CBP/p300), der die Aktivitét
verschiedener Transkriptionsfaktoren, so auch von STAT1, bzw. GAF steigern kann [83, 84], und
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andererseits mit dem IFN-g induzierbaren "N-Myc-interactor® (Nmi), das die Bindung von
STAT1 und CBP/p300 verstérkt [85-87].

1.2.6 Alternative IFN-g Signaltransduktionswege

Neben dem zentralen, ubiquitdr angewandten IFN-g Signaltransduktionsweg, der wie zuvor
beschrieben Uber die JAK abhdngige Aktivierung von STAT1 Proteinen, deren
Homodimerisierung zu GAF und dessen Bindung an GAS Promotorelementen erfolgt, existieren
noch weitere, als aternativ zu bezeichnende Signaltransduktionswege. Diese werden jedoch nur
in geringem Umfang, bzw. Zelltyp-spezifisch aktiviert. Ihre biologische Signifikanz innerhalb der

zelluléren Antwort auf IFN-gist zudem in vielen Féllen noch nicht ausreichend geklart.

Durch differentielles Spleif3en entstehen zwei verschiedene STAT1 Formen, wobei die Expression
beider Isoformen durch IFN-g Stimulation verstérkt wird [70, 88, 89]. Einerseits wird STAT1a
gebildet, welches transkriptionelle Aktivierungsfunktion besitzt und wie zuvor beschrieben zu
GAF dimerisiert. Andererseits entsteht das C-terminal verkirzte STAT1b. Die Verkirzung fuhrt
zum Verlust von Ser”” in STAT1b, so daR diese Isoform zwar DNA binden kann, aber kein
Transkriptions-Aktivierungspotential mehr besitzt [90]. Die biologischen Konsequenzen von
potentiellen STAT1a-STAT1b Heterodimeren oder STAT1b Homodimeren sind ungeklart, sie

kénnten jedoch mglw. zu einer transkriptionellen Reprimierung beitragen [82].

Neuere Untersuchungen zeigten, da3 der zentrale durch InterferonTyp | aktivierte
Transkriptionsfaktor "interferon stimulated gene factor 3" (ISGF3), bestehend aus STAT1a/b,
STATZ2 und dem Mitglied der "interferon regulatory factor" (IRF) Familie IRF9 (vormals p48
oder "interferon stimulated gene factor 3g' (ISGF3g genannt) [91, 92] auch durch IFN-g aktiviert
wird, wenn auch wesentlich schwécher as nach InterferonTyp | Stimulation [53, 93]. Die
Bildung von ISGF3 erfolgt dabel durch eine direkte, IFN-g vermittelte Aktivierung von STAT1
und STAT?2 und ist unabhangig von einer endogenen Interferon-Typ | Produktion [53, 93]. Die
wesentlich geringe Bindungskapazitét von STAT2 an den IFN-g Rezeptorkomplex und die damit
verbundene geringe Phosphorylierungs-abhangige Aktivierung von STAT2 nach IFN-g
Stimulation [94] liefert hierbei eine mogliche Erklarung fir die beobachtete, verminderte, |FN-g
vermittelte ISGF3 Aktivierung. Die von beiden Interferon-Typen induzierte ISGF3 Aktivierung
ist mglw. eine Begrindung fir die essentielle Bedeutung von IRF9 sowohl in der Interferon-Typ

[, ads auch IFN-g vermittelten antiviralen Zellantwort, wie es in Untersuchungen an IRF-9
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defizienten M&usen gezeigt werden konnte[95].

Mittels in vitro Untersuchungen an der aus Grinen Meerkatzen stammenden Nieren Zell-Linie
Vero konnte nachgewiesen werden, dal3 nach IFN-g Stimulation auch STAT1a Homodimere mit
IRF-9 assoziieren. Dadurch verschiebt sich ihre DNA-Bindespezifitét von GAS zu "interferon
stimulated response element” (ISRE) Promotormotiven, der Bindungsstelle von ISGF3 [96, 97].
Inwieweit STAT1a:1la-1RF-9 Komplexe eine in vivo Relevanz innerhalb der zelluldren Antwort

auf IFN-g aufweisen, ist jedoch ungeklart [ 74].

Neben diesen alternativen IFN-g Signaltransduktionswegen unter Beteiligung von STAT1, bzw.
STATZ2, konnte zudem eine zelltypspezifische Aktivierung von STAT3 [98-103] und STAT5a
[102, 104, 105], die zur Bildung homo- oder heterodimerer Transkriptionsfaktorenkomplexe fihrt,
beobachtet werden. Die Mechanismen der IFN-g vermittelten Aktivierung von STAT3 und
STAT5a, sowie deren biologische Relevanz innerhalb der zelluléren Antwort auf IFN-g sind nur
ungentigend charakterisiert. Es wird vermutet, dal3 sie in Zelltyp-spezifischen, IFN-ginduzierten
Proliferations- oder Differenzierungsprozessen, bzw. in eine Zelltyp-spezfische Modulation der

zelluléren Antwort auf IFN-ginvolviert sind [98, 101, 102, 105].

Schliefdich konnte zudem eine STAT1-unabhéngige Regulation der Gen-Expression als zellulére
Antwort auf 1FN-g nachgewiesen werden. [106-108]. Unerwarteterweise wurden relativ viele
Gene (ca. 40-50) in embryonischen Fibroblasten (EF), sowie Makrophagen STAT1-unabhangig
durch IFN-g reguliert, wobei ihre Genprodukte vor allem an antiviralen und Zelproliferations-
M echanismen beteiligt sind [107, 108]. Fir diesen alternativen Signaltransduktionsweg von IFN-g
in Abwesenheit von STAT1 wird sowohl der IFN-g Rezeptor, als auch JAK1 bendtigt [108].
Weltere daran beteiligte Komponenten konnten bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden.
Mogliche Kandidaten sind die durch IFN-g Stimulation aktivierte TyrosinKinase Pyk-2 [81], das
Vav Proto-Onkogen [109], sowie Mitglieder der Crk-Adapterprotein Familie [110, 111], wobei
letztere Tyrosin-phosphorylierte Rezeptoren oder ihre Substrate mit verschiedenen
Signalkaskaden verbinden konnen [112]. Die genauen Mechanismen ihrer Aktivierung,
insbesondere inwieweit diese STAT1-unabhéangig erfolgen, ist, ebenso wie die Funktion dieser
Proteine innerhalb der zelluldaren Antwort auf IFN-g, nicht bekannt. Untersuchungen legen jedoch
nahe, dal3 sie an Wachstums-inhibitorischen IFN-g Effekten beteiligt sind [111], was mit dem in
STATL1 defizienten Zellen beobachtetem GenInduktionsmuster im Einklang stehen wirde [107,
108].
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1.3 Interferon-Typ |

1.3.1 Interferon-Typ I: Gene und Proteine

Die Familie der Typ | Interferone besteht im Gegensatz zu IFN-g aus einer Vielzahl von
Mitgliedern, die strukturell untereinander, jedoch nicht mit IFN-g verwandt sind. Man
unterscheidet zwischen der IFN-a Multigenfamilie, bestehend aus jeweils mehr als 10
Mitgliedern bei Maus und Mensch, und dem verwandten, in beiden Spezies in Einzelkopie
vorliegendem IFN-b [4, 113]. Weitere Interferon-Typ | Subfamilien sind IFN-d [114], IFN-w
[115] und IFN-t [116], auf die hier jedoch nicht ndher eingegangen werden soll.

IFN-a, das auch as LeukozyteniInterferon bezeichnet wird und [IFN-b, auch
FibroblastenInterferon genannt, werden im Unterschied zu IFN-g von intronlosen Genen kodiert,
die in einem Gencluster beim Menschen auf Chromosom 9 und bei der Maus auf Chromosom 4
lokalisiert sind [117]. Ihre Transkripte kodieren Vorléuferproteine von 182-195 aa inklusive eines
Signalpeptides von 21-24 aa. Nach posttranslationaler Abspaltung des Signal peptides entstehen
Proteine mit einem Molekulargewicht von 19-20 kDa, aus denen durch N-Glykolisierung reife
Proteine zwischen 19 und 27 kDa gebildet werden. Biologisch &tives Interferon-Typ | liegt als
monomer vor, auch wenn in kristallographischen Studien des humanen IFN-a und IFN-b Dimere
nachgewiesen wurden [118-120], die jedoch wahrscheinlich auf chemische Modifikationen der
Molekile zurtickzufihren sind [113].

1.3.2 Zdllulére Produzenten und Regulation der Interferon-Typ | Expression

Die Induktion der Interferon-Typ | Expression unterliegt wie die von IFN-g einem komplexen,
sich gegenseitig beeinflussendem Netzwerk. Die Heterogenitét innerhalb der IFN-a/b Familie
fuhrt dabei zu einer grof3eren Zelltyp-abhangigen Diversitét beztiglich der Mechanismen ihrer

Induktion.

Generell erfolgt die Induktion durch die virale Infektion von Zellen. An der Weiterleitung der von
dieser Infektion hervorgerufenen Signale, die wiederum zur Expression von Interferon-Typ |
fUhren, sind Mitglieder der IRF~Familie, sowie die durch die "dsRNA abhangige Protein Kinase"
(PKR) vermittelte Redistribution des Transkriptionsfaktors "nuclear factor kB" (NFKkB) vom
Zytoplasmain den Zellkern von besonderer Bedeutung (eine Ubersicht gibt Abb. 2) [4, 82, 121].
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Virus-induzierten Expression von IFN-a und IFN-b. Modifiziert nach
Goodbourn und Taniguchi [82, 121]. In nicht-infizierten Zellen liegt der Transkriptionsfaktor NFkB durch
Assoziation mit dem inhibitorischen Molekdl "inactivator of NFkB" (IkB) Kinase im inaktiven Zustand vor. Nach
viraler Infektion erfolgt die autokatalytische Aktivierung von PKR durch dsRNA. PKR aktiviert wiederum die
heterotrimere Ik B-Kinase, bestehend aus "NFkB inducing kinase' (NIK), "IkB Kinase-a" (IKK-a) und "1kB Kinase
b" (IKK-b). IkB-Kinase phosphoryliert anschlieffend kB, was zu dessen Ubiquitinierung durch eine E3
Ubiquitin-Ligase und nachfolgender Proteolyse durch das Proteasom fihrt. Das derart freigesetzte NFKB wird as
biologisch aktives Homo- oder Heterodimer in den Nukleus transloziert [122-125]. NFkB bindet am IFN-b Promotor
als Teil eines Multiprotein-Transkription-férdernden Komplexes, den man als” enhanceosome™ bezeichnet [126, 127] .
Weitere Komponenten dieses Komplexes werden u.a. von Mitgliedern der IRF-Familie gestellt. So wird IRF-3 nach
viraler Infektion aktiviert und in den Nukleus transloziert, wo es spezifisch am " positive regulatory domain 1" (PRD I)
Element des IFN-b Promotors bindet und ebenfalls zu dessen Induktion beitragt [128-130]. Mittels eines positiven
Ruckkopplungsmechanismusinduziert IFN-b durch die Aktivierung von ISGF3 die Expression von IRF-5 und IRF-7,
die durch einen unbekannten Mechanismus nach viraler Infektion aktiviert und in den Nukleus transloziert werden
[121, 131, 132]. IRF7 bindet sowohl am PRD | Element des IFN-b als auch des IFN-a Promotors, wahrend IRF-5
nur an der Induktion der IFN-a Expression beteiligt ist. Moglicherweise sind IRF-1 und IRF9 (als Bestandteil von
ISGF3) ebenfalls an der Regulation der Interferon-Typ | Expression beteiligt (hier nicht gezeigt) [121, 132].

IFN-b wird hauptsachlich von Zellen fibroblastoiden Ursprungs nach deren Infektion mit Viren
exprimiert, wobei der eigentliche Induktor doppelstrangige RNA (dsRNA) ist, die vom viralen
Genom selbst oder nach Replikation, bzw. Transkription des viralen Genoms zur Verflgung
gestellt wird [133]. Die Induktion erfolgt vor allem auf der Ebene der transkriptionellen Initiation,
unter Beteiligung des Transkriptionsfaktors NFkB, Mitgliedern der IRF-Familie und weiteren
Transkriptionsfaktoren, die einen as "enhanceosome" bezeichneten, Multiprotein Transkriptions-
fordernden Komplex bilden [134, 135] (Abb.2).
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Der durch diverse mitogene Stimuli, wie TNFa, IL-1, LPS und virale dsRNA, aktivierbare
Transkriptionsfaktor NFKB ist bel der Regulation einer Vielzahl von immunomodul atorischen
Genen von Bedeutung [122, 136, 137]. Die Aktivierung von NFkB in Virus-infizierten Zellen
erfolgt indirekt durch PKR, einer Interferon-Typ | und Typ Il induzierbaren Serin-Threonin
Kinase, die mittels einer N-terminalen Doméane an dsRNA bindet. Die Bindung fihrt zur
konformationellen Anderung des PKR Proteins, wodurch die Gterminale katalytische Doméne
freigelegt wird ([138-140], eine Ubersicht gibt [125]). Die katalytische Domane
autophosphoryliert PKR, das somit aktiviert wird. Aktiviertes PKR besitzt eine Relhe bedeutender
Funktionen innerhalb der Transkriptions- und Translationskontrolle mit immunologischer
Relevanz [4, 50, 125], auf dieim weiteren Verlauf dieser Arbeit noch genauer eingegangen wird.
Die genaue Identitét des von Mitgliedern der IRFFamilie gestellten Faktors des " enhanceosomes’
wird kontrovers diskutiert. Moglicherweise handelt es sich um IRF-1 [141, 142], IRF-9 (als Teil
von ISGF3) [143], IRF-3 [129, 144-146], oder um eine Kombination aus IRF-3 und IRF7 [128,
147].

Der latent im Zytoplasma vorhandene, nicht induzierbare Transkriptionsfaktor IRF-3* [144, 150,
151] wird nach viraler Infektion durch unbekannte Kinasen phosphoryliert und in den Nukleus
trandoziert, wo er an der Induktion von IFN-b beteiligt ist [129, 130, 144]. Durch einen
autostimulatorischen Ruckkoppel ungsmechanismus erhoht IFN-b via ISGF3 die Expression des
ansonsten schwach konstitutiv expremierten IRF7, das ebenfalls Gber einen noch nicht néher
identifizierten Mechanismus eire Virus-induzierte Aktivierung und nukleare Transokation
vollzieht. IRF7 bindet sowohl am PRD | Element des IFN-b as auch des IFN-a Promotors. Das
Zusammenspiel von IRF-3 und IRF-7 bildet somit einen positiven Rickkopplungsmechanismus,
der zur vollen und anhaltenden Induktion von IFN-b und IFN-a fihrt [121, 132]. Vor kurzem
wurde gezeigt, dald3 dieser Mechanismus zudem von einer schwachen, konstitutiven IFN-a
und/oder IFN-b Expression abhangig ist[131, 152].

IFN-a wird vor adlem von Virus-infizierten Zellen lymphoiden Ursprungs aber auch von
fibroblastoiden Zellen produziert. Im Gegensatz zur Induktion in Leukozyten, erfolgt die
Induktion von IFN-a in Fibroblasten nicht direkt, sondern wird vermittelt durch den zuvor
beschriebenen Mechanismus, unter Beteiligung von IRF-3, IFN-b, ISGF3 und IRF7 [153, 154].
Da die Promotoren von IFN-a Genen keine NFkB Bindungsstelle besitzen [155, 156], ist ihr

Induktionsmechanismus divergierend zu dem von IFN-b. Die mechanistische Grundlage der

! Neuere Untersuchungen mittels "Gen Chips' konnten jedoch eine schwache IRF-3 Induktion nach IFN-a/b
Stimulation detektieren [148, 149].
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Induktion von IFN-a Genen in Leukozyten ist nur ungentigend charakterisiert, mglw. sind dabei
IRF-7 oder IRF-5, welches ebenfalls InterferonTyp | induzierbar ist und durch Virus-Induktionin

den Nukleus trandoziert wird, von essentieller Bedeutung [121, 132].

1.3.3 Der Interferon-Typ | Rezeptor

Samtliche Mitglieder der Interferon-Typ | Familie binden als biologisch aktive Monomere an
denselben, ubiquitdr auf allen Kkernhaltigen Zellen exprimierten, spezifischen
Zelloberflachenrezeptor [113]. Der InterferonTyp | Rezeptor gehdrt, wie auch der IFN-g
Rezeptor, zu den Zytokin Rezeptoren der Klasse |1 [113] und besteht aus den Untereinheiten
IFNARL (auch a-Untereinheit genannt) sowie IFNAR2 (auch als b-Untereinheit bezeichnet)
[157-159]. IFNAR2 kann durch alternative Prozessierung in unterschiedlichen Varianten
vorliegen [159-161], wobei die biologische Funktion der nicht-funktionalen, verkirzten IFNAR2
Untereinheiten (IFNAR2b und IFNAR2c) jedoch nicht néher charakterisiert ist [113].

Im Menschen und in der Maus liegen die Gene fir IFNAR1 und IFNAR2 in einem Gencluster vor
zu dem auch IFNGR2 gehért, und der beim Menschen auf Chromosom 21 [162, 163] und bei der
Maus auf Chromosom 16 [163] lokalisiert ist. Im Gegensatz zum IFN-g Rezeptor sind beide
Untereinheiten des Rezeptors gleichermal3en an der Ligandenbindung und Signaltransduktion
beteiligt [164, 165].

1.3.4 Der Interferon-Typ | Signaltransduktionsweg

Obwohl Typ | und Typ Il Interferone strukturell nicht miteinander verwandt sind und an
unterschiedliche  Zelloberflachenrezeptoren  binden, ist der von ihnen aktivierte
Signaltransduktionsweg ahnlich und erfolgt unter Verwendung gemeinsamer Komponenten der
JAK-STAT Transduktionsmachinerie [4, 50] (siehe Abb. 4). Die InterferonTyp |
Signalweliterleitung 183 sich wie auch die von IFN-g in zentrale, ubiquitdr angewandte und
aternative Signalisierungsmechanismen unterteilen. Im Falle von InterferonTyp | besteht eine
grolRere Komplexitéat innerhalb dieser Mechanismen, da in oftmals Zelltyp-spezifischer Weise,
eine Vielzahl unterschiedlicher STAT enthaltender Komplexe gebildet werden kann, deren
biologische Rolle innerhalb der zelluldren Antwort auf Interferon-Typ | oftmals jedoch nur
unvollstandig geklart ist.

Der zentrale, ubiquitér aktivierte InterferonTyp | Signaltransduktionsweg wird initiiert durch die

gleichzeitige Bindung von InterferonTyp | an beide Rezeptoruntereinheiten und ihrer
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nachfolgenden Dimerisierung. Infolgedessen werden die mit IFNARL1 préassoziierte Tyk2 Kinase
und die konstitutiv an IFNAR2c gebundene JAK 1 Kinase in raumliche Nahe gebracht, was ihre
sequentielle und reziproke Phosphorylierung induziert [159, 166-169]. Aktiviertes Tyk2
transphosphoryliert IFNAR1 [166, 170] und generiert dadurch eine Bindungsstelle fur den
praformierten, zytoplasmatischen Transkriptionsfaktor STATZ2, der mittels seiner SH2 Doméne an
IFNAR1 bindet und anschlief3end ebenfalls durch Tyk2 Phosphorylierungs-abhangig aktiviert
wird [94, 171, 172]. Die Bedeutung von IFNAR1 as Bindungs- und Aktivierungsstelle fir
STATZ2 ist aufgrund neuerer Untersuchungen jedoch stark umstritten. Verschiedene unabhéngige
Befunde deuten daraufhin, dal3 eine konstitutive, nicht Phosphotyrosin-abhangige Bindungsstelle,
mit der STAT2 in unstimulierten Zellen praassoziiert, und eine Phosphotyrosin-abhangige
Bindungsstelle in IFNAR2c hauptverantwortlich fur eine effiziente STAT2 Aktivierung durch
Tyk2 sind, wahrend IFNAR1 bei der Rekrutierung von STAT2 nur eine sekundare Rolle spielt
[113, 172-174]. Aktiviertes, an IFNAR1 oder IFNAR2c gebundenes STAT2 fungiert als
Bindungsstelle fir den latent im Zytoplasma vorhandenen Transkriptionsfaktor STAT1[172, 175,
176], der nachfolgend ebenfalls aktiviert wird [90]. Der genaue Mechanismus dieser Aktivierung
ist nicht bekannt und erfolgt mglw. unabhéngig von STAT2 [111, 173, 177]. Aktivierte STAT1
und STAT2 Proteine, deren Expression durch Interferon-Typ | Stimulation gesteigert werden
kann [69], bilden Heterodimere, dissoziieren vom Rezeptorkomplex und assoziieren mit dem
DNA-bindenden Mitglied der |RF-Familie IRF-9, zum heterotrimeren
Transkriptionsfaktorkomplex 1SGF3, der durch einen nicht bekannten Mechanismus in den
Nukleus transloziert wird [178].

Eine Besonderheit des IFN-b Signaltransduktionsweges ist, dal3 dieser teilweise unabhangig von
Tyk2 erfolgen kann [179]. Der exakte Mechanismus ist unbekannt, wird jedoch vermutlich durch
einen JAK-STAT abhangigen Weg beschritten [4]. Ubereinstimmend mit diesem Befund ist, da
IFN-a und IFN-b in unterschiedlicher Weise mit dem InterferonTyp | Rezeptor interagieren
[113, 180-185]. Inwieweit sich diese unterschiedliche Rezeptor-Interaktion von IFN-b und IFN-a

auch auf differentielle zelluldre Antworten auswirkt, konnte noch nicht gekléart werden.

1.3.5 Transkriptionelle Regulation von Interferon-Typ | Antwortgenen

Im Nukleus bindet ISGF3 an ISRE Sequenzmotive (K onsensus-Sequenz: “/cNGAAANNGAAACT)
in der Promotorregion von Zielgenen und aktiviert deren Transkription [186]. Dabel zeigte die

Charakterisierung von ISGF3, dal’ sowohl STAT1a als auch das Gterminal verkirzte STAT1D,
dad keine transkriptionelle Aktivierungskapazitét besitzt, in den heterotrimeren Komplex
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integriert sein kdnnen, ohne dal3 dieser seine transkriptionelles Aktivierungspotential verliert [88,
90-92, 187, 188].

Die maximale Aktivierungskapazitat von 1SGF3 ist, analog zu der von GAF, abhangig von der
Interaktion der STAT Untereinheiten mit Komponenten der basalen Transkriptionsmachinerie.
Wie STAT1 ist auch STAT2 in der Lage Uber seine Gterminale Region an CBP/p300 zu binden,
wobel eine Blockade dieser Interaktion zum Verlust der ISGF3 vermittelten Antwort auf
InterferonTyp | fuhrt [189]. Die Interaktion wird ermdglicht durch die Phosphorylierung
spezifischer Tyrosinreste der STAT Proteine die von nicht ndher definierten Enzymen mit MAP
Kinase dhnlicher Aktivitét katalysiert wird. Die Funktion der p38 MAP Kinase, die nach
InterferonTyp | Stimulation aktiviert wird, ist ebenfalls von Bedeutung fur die IFN-a induzierte
| SRE-abhangige Gentranskription. p38 ist dabel jedoch weder fir die Tyrosinphosphorylierung
der STAT Proteine verantwortlich, noch beeinflu®t es die DNA-Bindeaktivitdt des 1SGF3
Komplexes, die vor allem von IRF-9 vermittelt wird [190, 191].

1.3.6 Alternative Interferon-Typ | Signaltransduktionswege

Neben der ubiquitdren Aktivierung von ISGF3 kénnen durch InterferonTyp | Stimulation weitere
IRF-9 enthaltende oder nicht-enthaltende, DNA-bindende Komplexe aktiviert werden. Im
Unterschied zu IFN-g werden von InterferonTyp | eine Vielzahl verschiedener Mitglieder der
STAT-Familie Zelltyp-spezifisch aktiviert. Die mechanistische Grundlage fur die Aktivierung der
unterschiedlichen STAT-Proteine ist mglw. darin begriindet, dai3 die
InterferonTyp | Rezeptor-Untereinheiten direkt oder mittels Adaptor-Proteinen mit einer grof3en

Bandbreite von STATs interagieren kénnen.

Die Stimulation von Zellen mit Interferon-Typ | fhrt neben der Bildung von ISGF3 ebenfalls
ubiquitér zur Bildung von STAT1 Homodimeren [186, 192, 193]. Die GAS-Promotorelemente
erkennenden STAT1 Homodimere besitzen transkriptionelle Aktivierungs-Funktion und sind
aufgrund verschiedener Kriterien nicht unterscheidbar von GAF. Daher werden sie analog zu
diesem als "alpha-interferon activation factor" (AAF) bezeichnet [186, 192, 193]. Die Bildung
von AAF durch InterferonTyp | Induktion erfolgt jedoch weniger effizient als durch IFN-g [194,
195].

STAT1:2 Heterodimere werden nur nach Interferon-Typ | und nicht nach IFN-g Stimulation
gebildet, wobel sie in noch geringerem Ausmalie auftreten als GAF/AAF [195, 196]. Sie erkennen
ebenfalls GA S-Promotorelemente und kdnnen die Transkription von Zielgenen initiieren, wie am
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Beispiel des InterferonTyp | und IFN-g induzierbaren IRF-1 Gens gezeigt werden konnte [195-
197]. Tatsachlich scheinen STAT1:2 Heterodimere der zentrale Transkriptionsfaktorkomplex der
InterferonTyp | vermittelten Induktion von IRF-1 zu sein, wahrend AAF nur eine untergeordente
Rolle spielt [196, 197]. Die IFN-g vermittelte IRF1 Induktion ist dagegen vdllig von GAF
abhangig [103, 195, 198-201].

Die Bildung von STAT2 Homodimeren konnte bisher nur in vitro, in nur STAT2 exprimierenden
Zellen, nachgewiesen werden [97, 196]. STAT2 Homodimere binden an genomische DNA, die
spezifische DNA Bindungssequenz, bel der es sich wahrscheinlich nicht um eine GAS-Sequenz
handelt, wurde jedoch nicht charakterisiert [97, 196]. Inwiefern STAT2 Homodimere an der
Interferon-Typ | Antwort unter physiol ogischen Bedingungen beteiligt sind ist nicht bekannt [74].

Ferner konnte in diesen Untersuchungen die InterferonTyp | induzierte Aktivierung von
STAT2:2-IRF9 Komplexen beobachtet werden, die die Transkription von Zielgenen mit
| SRE-Promotorelementen, wenn auch nur sehr schwach, aktivieren konnten [97]. Die gebildeten
Komplexe erwiesen sich als sehr instabil und besal3en nur geringe DNA-Bindungs Affinitét, an
der STAT2 nicht betelligt war, so dal3 eine physiologische Relevanz innerhalb der zellularen
Antwort auf InterferonTyp | ebenfallsfraglich bleibt [74, 97].

Neben der Aktivierung von STAT1 und STAT2 kénnen durch Interferon-Typ | Stimulation noch
weitere Mitglieder der STAT-Familie aktiviert werden und zu homologen oder heterologen
Transkriptionsfaktorenkomplexen assemblieren. Diese Aktivierung erfolgt jedoch strikt
Zelltyp-, teilweise sogar Spezies-abhangig [74, 173]. lhre Bedeutung innerhalb der zelluléren
Antwort auf Interferon-Typ | ist noch grofdtenteils ungeklart, sie scheinen jedoch in den meisten
Falen nicht an der Interferon-Typ | vermittelten antivirdlen Antwort beteiligt zu sein, wie
Untersuchungen an fir diese Proteine defizienten Mausen zeigten [202-206]. Mdglicherweise
dient die Zelltyp-abhangige Aktivierung weiterer Mitglieder der STAT-Familie der
Zelltyp-spezifischen Modulation der InterferonTyp | Antwort. Oft werden auch
InterferonTyp | vermittelte, die Zelproliferation beeinflussende, inhibitorische oder
stimulatorische Effekte mit der Aktivierung weiterer Mitglieder der STAT-Familiein Verbindung
gebracht. So werden nach Interferon-Typ | Stimulation in spezifischen Zelltypen STAT3, STATA4,
STAT5a, STATS5b und STAT6 Phosphoprylierungs-abhangig aktiviert und assemblieren zu

homologen oder heterologen Komplexen (eine Ubersicht gibt Abb. 3).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der von Interferon-Typ | aktivierten Transkriptionsfaktoren-Komplexe.
Modifiziert nach Platanias [111]. Neben den ubiquitér aktivierten ISGF3 und AAFKomplex kénnen oftmals
Zelltyp-spezifisch homologe oder heterologe STAT3, STAT4, STAT5alb und STAT6 enthaltenden Komplexe
gebildet werden. STAT3 bindet an IFNAR1 und wird von Tyk2 aktiviert, was in unterschiedlichen Zelltypen zur
Bildung verschiedener, an spezifischen GA S-Elementen bindender, homologer oder heterologer Komplexe fuhrt [99,
102, 172, 196, 207-214]. STAT4 wird ausschliefdlich in humanen T-Zellsubtypen und Monozyten durch IFN-a
aktiviert, wobei die Bindung an den Rezeptor Uber STAT2 vermittelt wird. Die gebildeten STAT1:4 Heterodimere
sind vermutlich an der Differenzierung von T-Zellen in den Thl Subtyp beteiligt [212, 215-222]. STATS (welcher
Subtyp ist nicht bekannt) bindet konstitutiv an die mit IFNAR1 assoziierte Tyk2 Kinase und dient nach seiner IFN-a
vermittelten Phosphorylierungs-abhéngigen Aktivierung as Adaptorprotein fur CrkL, einem Mitglied der
Crk-Familie. STAT5 CrkL Heterodimere kénnen die Transkription von spezifischen, antiproliferativen Genen durch

Bindung an GASMotiven in deren Promotoren initiieren [223]. Ferner werden in spezifischen Zelltypen nach IFN-a
Stimulation STAT5a, bzw. STAT5b Homodimere gebildet, die GAS Elemente erkennen kdnnen. Eines der Zielgene
von STAT5a Homodimeren ist dabei die Interferon-Typ | und IFN-ginduzierbare "Tryptophanyl tRNA Synthetase'

(WRS) [105, 211, 212, 224-226]. Die Aktivierung von STAT6 durch IFN-a wurde bisher nur in B-Zellen beobachtet.
Im Unterschied zu STAT6 Homodimeren binden STAT2:6 Heterodimere nicht an GAS Elementen.
I nteressanterweise kénnen zudem STA2:6-IRF-9 Heterotrimere komplexiert werden, die wie ISGF3 | SRE-Elemente

erkennen kénnen. Die biologische Funktion der IFN-a aktivierten, STAT6 enthaltenden Komplexe in B-Zellen ist
nicht bekannt [211, 214].

Neben diesen aternativen InterferonTyp | Signaltransduktionswegen, in die Mitglieder der
STAT-Familieinvolviert sind, existieren wie im Falle der IFN-g Signaltransduktion noch weitere,
STAT-unabhangige, InterferonTyp | induzierte Signal-Kaskaden, die vor alem in
hadmatopoetischen Zellen aktiviert werden und vermutlich InterferonTyp | induzierte
Zellwachstums-inhibitorische Effekte vermitteln [111, 227]. Bedeutende Komponenten innerhalb
dieser Signalkaskaden sind, neben dem InterferonTyp | Rezeptor und den JAK Kinasen, die
heterodimere Lipid und Protein-Kinase "Phosphatidylinositol 3-Kinase" (PI-3K) [173, 209, 228-
230], Mitglieder der "insulin receptor substrate” (IRS) Familie [180, 230-234], die
Zytokinaktivierte TyrosinKinasen mit verschiedenen Signaltransduktionskaskaden verbinden
koénnen [235], das als Adaptorprotein fungierende Proto-Onkogen CBL [111, 236, 237], bzw.
Mitglieder der Crk-Familie [238], sowie das Proto-Onkogen Vav [183, 239].
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1.4 Priméare und sekundare Antwort auf I nterferone

Die zelluldre Antwort auf Interferon-Typ | und Typ Il &3t sich in eine primare und sekundare
Antwort unterteilen. Unter der priméren Antwort auf IFN-g versteht man dabei die direkte, von
der de novo Proteinbiosynthese neuer Transkriptionsfaktoren unabhangige, transkriptionelle
Aktivierung von Genen mit GAS-Elementen in ihren Promotoren durch GAF [50]. Im Gegensatz
dazu benttigt die sekundére IFN-g Antwort die de novo Proteinbiosynthese weiterer, sogenannter
sekundérer Transkriptionsfaktoren, die in vielen Falen von primdren Antwortgenen kodiert
werden [50].

In Analogie zu IFN-g wird die direkte transkriptionelle Aktivierung von Genen mit
| SRE-Elementen in ihren Promotoren durch ISGF3, die ebenfalls unabhangig von einer de novo
Proteinbiosyntheseist, as primére InterferonTyp | Antwort bezeichnet [50].

Oftmals ist eine eindeutige Klassifizierung von Interferonregulierten Genen in primare oder
sekundare Antwortgene jedoch nicht moglich, da sowohl primdre als auch sekundare
Transkriptionsfaktoren an der Regulation beteiligt sind. Gene die ein solches Antwortmuster

aufzeigen, werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit als gemischte Antwortgene bezei chnet.

141 Sekundare Transkriptionsfaktoren der InterferonTyp | und Typ I
Signaltransduktionswege

Untersuchungen der zellularen Antwort auf Interferon-Typ | mittels "Gen-Chip" Anaysen
ergaben, dal3 die Expression von mehr als 35 Transkriptionsfaktoren durch InterferonTyp |
reguliert wird [89, 149]. In einer im Rahmen dieser Arbeit erstellten Liste von IFN-gregulierten
Genen ([240] und siehe Anhang) konnten sogar mehr as 40 IFN-g induzierte
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Inwieweit es sich bel diesen Transkriptionsfaktoren
um primére oder sekundére Transkriptionsfaktoren handelt, kann in vielen Féllen jedoch nicht

eindeutig bestimmt werden.

Wichtige Vertreter der sekundaren Transkriptionsfaktoren werden von Mitgliedern der ISRE und
z.T. auch PRD | Promotormotive bindenden IRF-Familie gestellt, wobei das bereits erwahnte
Mitglied |RF-1 von besonderer Bedeutung ist (eine Ubersicht gibt [121]).

IRF-1 wird in unstimulierten Zellen nur sehr schwach exprimiert, ist jedoch durch verschiedene
Zytokine, wie InterferonTyp I, IFN-g, TNF-a, IL-1, IL-6 und durch virale Infektionen
induzierbar [141, 198, 241-243]. Die Induktion von IRF1 durch Interferoneist dabel vollkommen
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abhéngig von GAS-Elementen in dessen Promotorregion, an die im Falle von IFN-g GAF und
nach Interferon-Typ | Stimulation STAT1:2 Heterodimere binden [103, 195-201]. IRF1 erkennt
spezifische DNA-Sequenzen in den Promotoren von Interferonregulierten Genen, die als IRF-E
(Konsensus-Sequenz: G(A)AAAYCT/GAAAY /O bezeichnet werden [244] und nahezu nicht
unterscheidbar vom 1SGF3 Bindemotiv ISRE (Konsensus-Sequenz: “/ NGAAANNGAAACT) [186]
sind [121]. Trotz der Ahnlichkeit der erkannten Promotormotive (iben IRF-1 und |SGF3 jedoch
ni cht-redundante Funktionen innerhalb der zelluldren Antwort auf Interferon aus, wie an IRF-1
und IRF-9 (als Bestandteil von ISGF3) einfach-, bzw. doppelt-defizienten M ausen gezeigt werden
konnte [95, 245]. Ferner erkennt IRF-1, wie auch andere Mitglieder der IRFFamilie, das
InterferonTyp | Promotorelement PRD |, und ist in der Lage die InterferonTyp | Expression zu
induzieren [141, 242, 246]. Eine Vielzahl von InterferonAntwortgenen werden durch IRF-1
alleine, oder in Komhination mit anderen Transkriptionsfaktoren reguliert (50, 121, 240] und
siehe Anhang), so dal3 diverse Bereiche innerhalb der Regulation des Immunsystems und der
Immunantwort gegen Pathogene von IRF-1 abhéngig sind, was durch Untersuchungen an IRF-1
defizienten Mausen, bzw. konstitutiv IRF-1 exprimierenden transgenen Mausen eindrucksvoll
bestétigt werden konnte[121, 245, 247-250)].

Weitere durch IFN-g induzierbare Mitglieder der IR~Familie sind IRF-2, IRF-8 und IRF-9,
wahrend im Rahmen der zelluléren Antwort auf Interferon-Typ | bis auf IRF-6 und IRF-8
samtliche Mitglieder der |IRF-Familie induziet werden. Die Induktion dieser
IRF-Familienmitglieder wird z.T. durch sekundére Transkriptionsfaktoren wie IRF1 oder dem
"CCAAT-enhancer binding protein-b” (C/EBP-b oder NF-IL6), einem Mitglied der "basic leucine
zipper" Transkriptionsfaktoren-Familie vermittelt [121, 128, 141, 144, 149, 199, 246, 251-254],
so dai3 diese im engeren Sinne tertidre Transkriptionsfaktoren innerhalb der zelluldren Antwort

auf IFN-g darstellen.

Die InterferonTyp | induzierbaren Mitglieder IRF3, IRF-5 und IRF7 sind vor alem von
Bedeutung bei der Induktion, bzw. Intensivierung der IFN-a und IFN-b Expression ([121] und
siehe Abschnitt 1.3.2).

Eine Besonderheit des von beiden Interferon Typen ubiquitér induzierbaren IRF-2 [121, 244, 246,
251], und des nur in myeloiden und lymphoiden Zellen durch IFN-ginduzierten IRF-8 [255-257],
das auch als "interferon consensus sequence binding protein” (ICSBP) bezeichnet wird, ist, dal3
sie sowohl als transkriptioneller Aktivator, wie auch as Repressor fungieren konnen [35, 178,
246, 258-271]. In vitro Studien, sowie Untersuchungen an IRF-2, bzw. IRF-8 defizienten Mausen
zeigten, dal3 IRF-2 an einer Vielzahl zelluldrer Resistenzmechanismen gegeniiber Pathogenen
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beteiligt ist, wahrend IRF-8 eine wichtige Rolle bei der Regulation des Immunsystems und der
Onkogenese spielt [35, 178, 260-271].

IRF-9 wurde urspringlich als ISRE und PRD | erkennende, DNA-bindende Untereinheit
innerhalb des ISGF3 Transkriptionsfaktorkomplexes identifiziert [178, 272, 273]. Die Induktion
von IRF-9 nach IFN-g Stimulation wird durch den Transkriptionsfaktor C/EBP-b vermittelt [251],
der an verschieden biologischen  Aktivitdten, wie der Tyl  Immunantwort,
MakrophagertAktivierung und Lipid-Speicherung beteiligt ist [274-276]. C/EBP-b, das von
IFN-g STAT1-unabhangig induziert wird [107, 108, 277-279], erkennt das sogenannte
"gamma-activated transcriptional element™ (GATE) innerhalb des IRF-9 Promotors und aktiviert
dessen Transkription [253, 254]. Studien an IRF9 defizienten Mausen zeigten, dal3 IRF-9 eine
essentielle Rolle innerhalb der zelluldren Antwort auf InterferonTyp | und Typ Il, bei der

Aktivierung von Interferonrinduzierbaren Genen wnd antiviralen Resistenzmechanismen spielt
[95].

1.5 Negative Regulation der zelluléren Antwort auf Interferone

Die zelluldren Antworten auf Interferone missen spezifisch kontrolliert und koordiniert werden,
um Uberméldige Immunantworten, die zu potentiell toxischen Effekten fuhren wirden, zu
unterbinden [280, 281]. Im Rahmen des komplexen Zytokin-Netzwerkes wird die Interferon-
Antwort durch diverse Zytokine moduliert, wobei besonders das von Ty2-Zellen exprimierte
Interleukin4 (IL-4), das die Entwicklung der humoralen Immunantwort fordert, eine Vielzahl
antagonistischer Effekte ausiibt [50]. Daneben kann die Interferon-Typ | und IFN-g Expression,
sowie ihr spezifischer Signaltransduktionsweg durch unterschiedliche Ebenen betreffende

autoinhibitorische M echanismen reguliert werden (siehe auch Tabelle 1).

Wichtige autoinhibitorische Mechanismen innerhalb eines frihen Zeitpunktes des IFN-g
Signaltransduktionsweges, sind die Reprimierung der 1L-18 induzierten IFN-g Expression durch
das Interferon-induzierbare "1L-18 binding protein” (IL-18BP) [282-285], die Zelltyp-spezifische
Desensibilisierung gegentiber IFN-g durch negative Beeinflussung der IFNGR2 Expression [3, 50,
286, 287], sowie die rasche Internalisierung des IFNGR1-I1FN-g Komplexes und nachfolgende
Degradierung von IFN-gin Lysosomen [3, 69, 289, 290]. Mechanismen der frilhen negativen
Regulation des Interferon-Typ | Signaltransduktionsweges die durch InterferonTyp | selbst

aktiviert werden sind weniger gut charakterisiert. Ahnlich zur IFNGR2 Rezeptor-Untereinheit
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kann die IFNARL Expression in bestimmten Zellen nach IFN-a Induktion reprimiert werden, was

zur zelluldren Desensibilisierung gegentiber einer erneuten IFN-a Stimulation fuhrt [69, 289].

Negative Regulationsmechanismen die in die InterferonTyp | und IFN-g spezifischen JAK-STAT
Signaltransduktionskaskaden eingreifen werden durch Mitglieder der "cytokine-inducible Src
homology 2-domain-containing” (CIS), "suppressor of cytokine signaling” (SOCS) Familie, sowie
der "protein inhibitor of activated STAT" (PIAS) Familie vermittelt [291-294].

CIS bindet an aktivierte Zytokinrezeptoren, was die Rekrutierung und nachfolgende Aktivierung
von STAT Proteinen blockiert [295]. Obwohl CIS-1 IFN-greguliert ist[296], scheint es spezifisch
den STATS abhangigen Signaltransduktionsweg zu inhibieren und nicht an einem negativen
Ruckkoppel ungsmechanismus innerhalb der IFN-g Signalisierung beteiligt zu sein [297]. SOCS-1
und SOCS-3 assoziieren direkt mit JAK-Kinasen und inhibieren deren katalytische Aktivitét [298-
300]. Wahrend bei SOCS3 nur in vitro eine autoregulatorische Inhibition des IFN-g
Signaltransduktionsmschanismus festgestellt werden konnte [301, 302], wiesen Untersuchungen
an SOCS1 defizienten Mausen, SOCS1 as endeutigen Bestandteil eines negativen
Ruckkoppel ungsmechanismus innerhalb der IFN-g Signalisierung aus[303]. Inwiefern CIS-1 oder
Mitglieder der SOCS-Familie an ener  autoinhibitorischen  Regulation  des
InterferonTyp | Signaltransduktionsweges beteiligt sind, ist nicht bekannt. Die Interferon
vermittelte Aktivierung von Mitgliedern der PIAS-Familie fihrt zu deren Interaktion mit
phosphoryliertem STAT1, wobei sie als transkriptionelle Korepressoren von STAT1 fungieren,
indem sie entweder die STAT1-DNA-Bindung blockieren oder durch davon unabhangige, nicht
ndher charakterisierte Mechanismen, die transkriptionelle Aktivierungsfunktion von STAT1
reprimieren [293, 294].

Ein weiterer in den JAK-STAT Signatransduktionsweg eingreifender inhibitorischer
Mechanismus, erfolgt durch die Deaktivierung von STAT Proteinen mittels einer raschen

Dephosphorylierung durch Tyrosin Phosphatasen, wie z.B. SHP-1 und SHP-2 [304, 305]. Die
Identitét dieser Kinasen wird jedoch kontrovers diskutiert. [76, 173, 306-310].

Zusdtzlich  wurde negative RuUckkoppelungsmechanismen beschrieben die durch die
Interferon-abhangige transkriptionelle Aktivierung von sekundéren Transkriptionsfaktoren, wie
IRF-2 (beide InterferonTypen) und IRF8 (nur IFN-g), die als positiver oder negativer Regulator
fungieren konnen, vermittelt werden [35, 178, 246, 258, 259, 261, 265-271].
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Ebene der Autoinhibition Inhibitorischer M echanismus
Ligandenexpression - Induktion von IL-18BP (IFN-g)
IRF-2 vermittelte Inhibition der IFN-b Expression (IFN-a/b)
Rezeptor - Rezeptor Internalisierung (IFN-a/b, IFN-g)
- Inhibition der Rezeptorexpression (IFN-a/b, IFN-g)
JAK-STAT - CIS-1: Inhibition der STAT-Aktivierung durch Assoziation mit
Signaltransduktionsweg Rezeptoruntereinheiten (?)

SOCS: Inhibition der STAT-Aktivierung durch Assoziation mit
JAK Proteinen (IFN-g, IFN-a/b ?)

PIAS. Transkriptioneller Co-Repressor durch Assoziation mit
STAT Proteinen (IFN-a/b, IFN-g)

SHP-1/SHP-2: Deaktivierung von STAT Proteinen (IFN-a/b)
Expression von Antwortgenen |- Induktion von negativen transkriptionellen Regulatoren wie IRF-2
(IFN-a/b, IFN-g) oder IRF-8 (IFN-g)

Tabelle 1. Autoinhibitorische Regulation der zellul&ren Antwort auf Interferone. Aufgefihrt sind der jeweilige
inhibitorische Mechanismus und die von ihm betroffene Ebene innerhalb der zelluléren Antwort auf Interferone. In
Klammern gesetzt ist welcher Interferon-Typ den jeweiligen Mechanismus aktiviert.

1.6 InterferonTyp | und Typ Il induzieren teillweise Giberlappende Zellantwor ten

InterferonTyp | und Typ Il binden an unterschiedliche ZelloberflachenRezeptoren und
induzieren eindeutig unterscheidbare Signaltransduktions-Kaskaden, jedoch unter Beteiligung
gemeinsamer Komponenten der JAK-STAT Transduktionsmachinerie. Die zelluldre Antwort auf
die verschiedenen InterferonTypen ist spezifisch, dennoch teilweise tGberlappend [50, 89, 149,
240]. Diese partielle Uberlappung wird z.T. dadurch hervorgerufen, daR beide Interferon-Typen
die gleichen Transkriptionsfaktorenkomplexe (GAF/AAF, ISGF3, STAT3), bzw.
Transkriptionsfaktoren mit ahnlicher Bindungsspezifitat fur bestimmte Promotormotive (IRF-1,
ISGF3) aktivieren.

Die Zdlstimulation mit IFN-g bewirkt ferner einen "g priming" genannten Effekt, der durch
Induktion primarer Komponenten der InterferonTyp | Signatransduktionskaskade zu einer
Potenzierung der zelluléren Antwort auf eine nachfolgende Interferon-Typ | Stimulation fihrt [69,
311-313].

Anhand neuerer Untersuchungen konnte zudem eine direkte funktionale Verbindung zwischen
dem Interferon-Typ | und Typ Il Signaltransduktionsweg auf der Ebene der Rezeptorenkomplexe
nachgewiesen werden [53, 121, 152] (siehe Abb. 4). Eine minimale konstitutive Expression von
InterferonTyp |, die unterhadb des Signalisierungs-Grenzwertes liegt, fuhrt dabei zur
Phosphorylierung von IFNAR1 an den STAT1 und STAT2 binden, ohne anschlief3end aktiviert zu
werden [53]. Zusétzlich wurde gezeigt, dal3 IFNGR2, selbst in unstimulierten Zellen, mit IFNAR1
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assoziiert ist. Die unterschwellige Interferon-Typ | Expression verstérkt die Assoziation von
IFNGR2 mit IFNARL, wobei die an IFNAR1 gebundenen STAT-Molekile, die nach IFN-g
Stimulation phosphoryliert werden, als effektive Bindungsstellen fir IFN-g aktivierte
STAT-Proteine  dienen koénner? [53]. Eine effiziente Aktivierung der  IFNg
Signaltransduktionskaskade, und somit der zelluléren Antwort auf 1FN-g, ist daher abhdngig von
der unterschwelligen von InterferonTyp | Expresson und der direkten physikalischen
Assoziation von IFNAR1 mit IFNGR2 [53, 121]. Bestdtigt wurden diese Resultate durch
Untersuchungen an IFN-b, IFNAR1 oder Tyk2 defizienten Mausen, in denen die IFN-g
Signaltransduktion, bzw. die IFN-g vermittelte antivirale Antwort beeintréchtigt ist [53, 314].

2 Taniguchi und Mitarbeiter postulieren, daR die unterschwellige Synthese von IFN-a/b, die zur Assoziation von
IFNAR1 mit IFNGR2 und STAT1 bzw. STAT2 fihrt, ebenfalls von Bedeutung bei der IFN-g vermittelten
Aktivierung von ISGF3 ist [53, 121]. Dies steht jedoch im Widerspruch zu ihren eigenen, frilheren Ergebnissen, die
zeigten, dal3 ISGF3 nach IFN-g Stimulation auch in IFNAR1 defizienten Zellen gebildet wird [93].
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Abbildung 4. Schematische Darstellung ubiquitdrer Interferon-Typ I, bzw. IFN-g aktivierter
Signaltransduktionswege. Modifiziert nach Taniguchi [121]. Die Bindung von Interferon-Typ | an den Rezeptor fihrt
zur reziproken Aktivierung der mit IFNAR2 assoziierten JAK1 und der mit IFNARL assoziierten Tyk2 Kinase. Diese
phosphorylieren ihrerseits einen spezifischen Tyrosinrest von IFNARL, der als Bindungsstelle fur STAT2 fungiert.
Die Funktion von IFNARL als Bindungsstelle ist umstritten, mglw. erfolgt die Bindung von STAT2 durch IFNAR2.
STAT2 wird durch Tyk2 phosphoryliert und dient als Bindungsstelle fir STAT1, welches nachfolgend aktiviert wird.
STAT1:2 Heterodimere dissoziieren vom Rezeptorkomplex und bilden zusammen mit IRF-9 den heterotrimeren
Komplex ISGF3, der die Transkription von Zielgenen mit | SRE-Promotorelementen aktiviert. Zusétzlich fihrt die
Interferon-Typ | Stimulation ubiquitdr zur Bildung von STAT1 Homodimeren, genannt AAF und STATL1:2
Heterodimeren, die als transkriptioneller Aktivator von Genen mit GAS Elementen in ihrer Promotorregion
fungieren. Die effiziente Aktivierung der |FN-g Signaltransduktionskaskade ist abhangig von einer unterschwelligen
Interferon-Typ | Signalisierung, die die ansonsten schwache Assoziierung zwischen IFNAR1 und IFNGR2 verstarkt
und die Bindung von STAT2, bzw. STAT1 an IFNAR1 erméglicht. Die Bindung des IFN-g Homodimers an zwei mit
JAK1 assoziierten IFNGR1 fihrt zur IFNGR1 Dimerisierung, Assoziation mit zwei JAK2 tragenden IFNGR2
Untereinheiten, der Transphosphorylierung der JAKs und Tyrosinphosphorylierung von IFNGR1. Anschlief3end wird
STATL1 von IFNGR1 rekrutiert, durch Phosphorylierung aktiviert, und als aktiver Homodimer (GAF) in den Kern
transportiert, der an GAS Promotormotive bindet. Zusétzlich konnen nach IFN-g Stimulation | SRE-Promotorelemente
erkennende I SGF3, sowie STAT1:1-IRF-9 Transkriptionsfaktorenkomplexe gebildet werden. Der Prozeld der STAT1
Homodimerisierung und mglw. die Bildung von ISGF3 wird dabei von dem an IFNAR1 gebundenen STAT1 und
STATZ2 unterstutzt.

1.7 Die Komplexitét der zelluléaren Antwort auf Interferone

Die zelluldre Antworten auf beide Interferon-Typen sind auf3erordentlich komplex. Durch "Gen
Chip" Analysen konnten bisher Uber 300 durch InterferonTyp | regulierte Gene in humanen

und/oder murinen Fibroblasten identifiziert werden, wobei unter Regulation sowohl die positive
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als auch die negative Beeinflussung der Expression zusammengefaldt ist [89, 149]
http://www.lerner.ccf.org/labs/williams/). Die Gesamtzahl der durch Interferon-Typ | regulierten
humanen Gene wird auf 600-2000 Gene (je nach der Anzahl der im humanen Genom
vorhandenen Gene) pro Einzelzelle geschétzt [149].

Die Zahl der durch IFN-gregulierten Gene und somit die Komplexitét der zellularen Antwort auf
IFN-g, Ubersteigt womdglich sogar noch die von Interferont Typ I. Im Rahmen einer dieser Arbeit
begleitenden umfassenden Literatursuche konnten bisher tber 700 durch IFN-g regulierte Gene
identifiziert werden (siehe Anhang). Diese entstammen jedoch aus unterschiedlichen Zelltypen
oder Spezies. Auf experimentellen Analysen basierende Schatzungen deuten daraufhin, dafl3 weit
mehr als 500 Gene pro Einzelzelle durch IFN-greguliert werden [ 315, 316].

Der weitaus grofdte Teil der Interferon-vermittelten Gen Aktivierung oder -Inhibition erfolgt auf
der Ebene der transkriptionellen Regulation unter Beteiligung der zuvor beschriebenen
Signaltransduktions- und Genaktivierungsmechanismen. Zudem konnten post-transkriptionelle
Regulationsmechanismen ([317-322] siehe auch Anhang), sowie Anderungen innerhalb von
Protein-Aktivierungszustanden beobachtet werden, deren zugrunde liegende molekulare
Maschinerie jedoch weitgehend unbekannt ist. Die beobachtete Komplexitat der zellularen
Antworten auf Interferone ist dabei sicherlich zu einem grof3en Teil auf die Mannigfaltigkeit der

von ihnen regulierten Transkriptionsfaktoren zurtickzufihren.

Trotz der Komplexitéat der zelluldren Antworten auf Interferone scheint ihre Funktion
ausschliefdlich in einer Regulation des Immunsystems und der Kontrolle der Abwehr infektiGser
Pathogene zu bestehen. Diese Annahme wird unterstitzt durch die phanotypische Analyse von
Mausen, in denen durch gezielte Mutationen wesentlicher Bestandteile des Interferon-Typ | oder
IFN-g Signaltransduktionsweges, wie des Liganden [53, 323-325], von Rezeptoruntereinheiten
[326-330] oder essentiellen Komponenten der JAK-STAT Signaltransduktionskaskade [103, 201,
314, 331-333], die Interferon-Typ | und/oder IFN-g vermittelten zelluldren Antworten eliminiert
wurden. Phanotypische Abnormalitéten treten in diesen Mausen nur innerhalb des lymphatischen
Systems auf und die pathologischen Effekte beschrénken sich auf eine erhthte Sensitivitét

gegenuber verschiedenen infekti ésen Pathogenen (siehe obige Referenzen).

Wahrend beide Interferon-Typen essentielle, jedoch nicht-redundante Funktionen innerhalb der
antiviralen Verteidigung austben, spielt InterferonTyp | bei der antimikrobiellen und
antiparasitaren Immunantwort nur eine untergeordnete Rolle [4, 82, 327, 334, 335]. Unterstiitzt

wird diese Beobachtung durch neuere Untersuchungen, die zeigten, dal3 der primé& von
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Interferon-Typ | aktivierte hetereotrimere Transkriptionsfaktorkomplex 1SGF3 vor alem an der
antiviralen Immunantwort beteiligt ist, wahrend der prima von IFN-g aktivierte
Transkriptionsfaktor GAF, bestehend aus STAT1 Homodimeren, hauptséchlich antimikrobielle
Effekte induziert [336]. Die von InterferonTyp | vermittelten immunomodul atorischen Effekte,
die Beenflussung der  adaptiven  Immunantwort, sowie  insbesondere  die
Makrophagentaktivierende Kapazitét, sind im Vergleich zu IFN-g ebenfalls nur begrenzt oder
fehlen nahezu vallig [4, 60, 82, 334].

Die zellularen Antworten auf beide InterferonTypen lassen sich grofenteils als spezifische
Programme innerhalb der angeborenen und erworbenen Immunitédt beschreiben [50, 149, 240]
siehe Anhang). Beispiele fur wichtige Interferon-stimulierte zelluldre Programme sind direkte
oder indirekte antiviral, bzw. antimikrobiell wirkende Programme, die Modulation des
Immunsystems durch Beeinflussung des Zytokinnetzwerkes, die Regulation der Lymphozyten
Wanderung unter normaler und gestorter Physiologie, die Kontrolle der Zell-Proliferation,
-Differenzierung und -Apoptose, sowie die quantitative und qualitative Intensivierung der
Antigenprozessierung und -prasentierung durch MHC Klasse | (beide InterferonTypen) und
MHC Klasse Il (nur IFN-g) [4, 50, 149, 240].

Ein Teil der Interferonregulierten Programme, oder Komponenten dieser, werden spezifisch in
spezialisierten lymphomyeloiden Zelltypen, wie Makrophagen (die hauptsachlich durch 1FN-g
aktiviert werden), T- und B-Lymphozyten, Neutrophile oder DC aktiviert. Ein weiterer Teil der
zelluléren Antwort auf Interferone erfolgt hingegen zelltyplbergreifend und unabhangig von
Differenzierungszustand der Zellen. Prinzipiell ist die Antwort auf Interferone jedoch eine
allgemeine Fahigkeit aller, oder der meisten Zell-Typen. Die Vielzahl der Interferonregulierten
Genein einer einzelnen, differenzierten Zelle verandert dabei drastisch deren Prioritaten, wodurch

siein einen neuen Zustand, den Immunzustand ("'resistant state™), Uberfuhrt wird.

1.8 Zellautonome Resistenzprogramme innerhalb der zellularen Antwort auf Interferone

Das auf die Abwehr infektioser Pathogene ausgerichtete Immunsystem von Vertebraten |af3t sich
in eine angeborene und eine erworbene, adaptive Komponente unterteilen [337]. Die adaptive
Immunitét wird vermittelt von T- und B-Zellen, wadhrend an der angeborenen Immunitat
hauptsachlich professionelle Zellen des Immunsystems wie, Makrophagen, DC oder NK-Zellen
beteiligt sind. Alsweiterer Teil der angeborenen Immunantwort existiert daneben noch eine durch
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von professionellen Immunzellen sezernierten Zytokinen oder Infektionen induzierte, jedoch
nichtadaptive Immunreaktion, an der sowohl professionelle, as auch nicht-professionelle Zellen
beteiligt sind [337]. Diese Immunantwort erfolgt rasch und dient oftmals dazu, die Ausbreitung

infekti6ser Pathogene schon zu einem friihen Zeitpunkt zu unterbinden.

Ein Tell der von Interferoninduzierten, nichtadaptiven Immunantworten sind hierbel
Komponenten zellautonomer Resistenzprogramme gegen verschiedene infektiose Pathogene.
Wahrend Elemente der zellautonomen, durch Interferon-Typ | induzierten, antiviraen
Resistenzprogramme und der in professionellen Zellen des Immunsystems (insbesonders in
Makrophagen) durch IFN-g induzierten, zellautonomen antimikrobiellen Resistenzprogramme
partiell charakterisiert wurden, sind IFN-g vermittelte zellautonome, antivirale oder
antimikrobielle Resistenzmechanismen in nicht-professionellen Zellen des Immunsystems, wie

z.B. Fibroblasten, nahezu unerforscht.

1.8.1 Zellautonome antivir ale Resistenzmechanismen der I nterferon-Antwort

Die am besten charakterisierten Interferonrinduzierten Komponenten der zellautonomen,
antiviralen Resistenzprogramme in professionellen und nicht-professionellen Zellen sind PKR,
das "2-5 oligoadenylate synthetase"” (2'-5' OAS) System und die zur Dynamin-Familie
gehorenden Mx GTPasen.

Das préferentiell durch InterferonTyp | induzierte PKR besitzt neben seiner bedeutenden Rolle
innerhalb der, durch virale Infektionen hervorgerufenen, Induktion der IFN-b Expression weitere
wichtige Funktionen in der Transkriptions- und Trandlationskontrolle mit immunologischer
Relevanz. So Ubt dsRNA aktivierte PKR einen direkten antiviralen Effekt aus, in dem es die
a-Untereinheit des "eukaryotic initiation factor 2" (elF2) phosphoryliert, was dessen
Inaktivierung bewirkt und somit ein Recycling von Trandlationsinitiationsfaktoren verhindert.
Dies fuhrt schliefdlich zur raschen Inhibierung der mRNA-Tranglation [125, 338, 339]. Ferner
fungiert PKR a's Induktor der Zell-Apoptose, der indirekt ebenfalls zur Beseitigung einer viralen
Infektion beitragen kann [340-342], und beeinflul® as Signal-transduzierende Kinase die
Aktivitét einer Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie NFkB, IRF-1 und STAT1, die bei der
Induktion verschiedener antiviraler Effekte von Bedeutung sind [343-346]. Aufgrund der diversen
Funktionen von PKR weisen PKR defiziente Mause eine Vielzahl immunologischer Defekte auf
[347,348].
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Das 2-5' OAS System besteht aus mehreren Interferon-Typ | und Typ Il induzierbaren Proteinen
unterschiedlicher subzellulérer Lokalisierung, die nach ihrer Aktivierung durch dsRNA, die
Synthese von 2', 5' verbundenen Oligoadenylaten (2-5A) aus ATP katalysieren. 2-5A Molekiile
binden mit hoher Affinitdt die latent im Zytoplasma vorhandene, inaktive, monomere
Endoribonuklease L (RNasel) und induzieren die Formation des homodimeren, aktiven Enzyms.
Aktivierte RNasel degradiert virale und zellulére einzelstrangige RNA und inhibiert somit deren
Trandlation [349]. Vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, dal3 RNaseL auch 28S ribosomale
RNA degradiert, was zur ribosomalen Inaktivierung und somit ebenfalls zur Inhibierung der
Tranglation fuhrt [350].

Die selektiv durch InterferonTyp | induzierbaren, in unterschiedlichen zelluldren
Kompartimenten lokalisierten, zur DynaminFamilie gehorenden Mx GTPasen konnten in
verschiedenen Saugetieren, Vogeln und Fischen nachgewiesen werden [351-353]. Die Oligomere
bildenden Mx Proteine vermitteln eine direkte zellautonome Resistenz gegentiber der Infektion
verschiedener Gruppen von RNA-Viren, indem sie die virale Replikation durch Inhibition des
Transportes, bzw. der Aktivitat viraler Polymerasen, oder durch Inhibition des Transportes des
virdlen Genoms in den Nukleus unterbinden [353-356]. Inwieweit die Oligomerisierung und
GTPase Aktivitat der Mx-Proteine zu dem von ihnen vermittelten antiviralen Effekt beitragen, ist
nicht eindeutig geklart. So ist die von humanem MxA vermittelte Resistenz gegeniber
Infektionen mit dem Thogoto Virus oder dem "vesicular stomatitis virus' (VSV) unabhangig von
einer Oligomerisierung und GTP-Hydrolyse, jedoch abhangig von der GTP-Bindung [357-362].
Ferner existiert in der, aus zwei Proteinen bestehenden, Mx Familie der Maus ein
Polymorphismus fur beide Gene. Die nicht-funktionalen Null-Allel sind in freilebenden
Mauspopul ationen &uf3erst selten, wahrend nahezu dle Laborstamme ein fixiertes Null-Allel fur
ein oder beide Genen aufweisen und dementsprechend anfallig gegentiber Mx-sensitive Viren
sind [363, 364].

Untersuchungen an dreifach defizienten Mausen, bei denen RNaseL (als Bestandteil des 2'-5
OAS Systems), PKR und Mx1 deletiert wurden, zeigten, dal? neben diesen Resi stenzmechanismen
noch weitere Interferonrinduzierte antivirale Effekte existieren [365]. Zudem konnte gezeigt
werden, dal3 die durch IFN-g aktivierten, RNaseL, PKR und Mx1 unabhangigen, antiviralen
Mechanismen in profesionellen Zellen des Immunsystems und nicht-professionellen Zellen
divergierend sein kdnnen und nicht mittels IFN-g induzierter [6slicher Mediatoren erfolgen [366].
Fir diese antiviralen Effekte in Frage kommende Komponenten sind u.a. die "dsRNA-abhangige

adenosine deaminase” (ADAR), sowie as indirekter Resistenzmechanismus, die
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Interferonvermittelte Induktion der Apoptose. Das durch Interferon-Typ | und IFN-ginduzierte
ADAR Protein katalysiert den Austausch von Adenosin zu Inosin in doppelstrangiger RNA.
Dieser as RNA-Editierung bezeichnete Prozeld wirkt mutagen, so dal3 kein funktionales Protein
synthetisiert werden kann [367, 368]. Ferner gibt es Hinweise darauf, dal3 eine Inosin-spezifische

Ribonuklease im Zusammenspiel mit ADAR die modifizierte virale RNA degradiert [369].

1.8.2 Zellautonome antimikr obielle Resistenzmechanismen der 1FN-g Antwort

InterferonTyp | spielt  bel  der  Aktivierung  zellautonomer,  antimikrobieller
Resistenzmechanismen im Vergleich zu IFN-g nur eine untergeordnete Rolle, auch wenn

eindeutige, oftmals jedoch indirekte antimikrobielle Effekte nachgewiesen werden konnten [370].

Die am besten charakterisierten IFN-g induzierten Komponenten zellautonomer antimikrobieller
Resistenzmechanismen sind die Produktion von reaktiven Sauerstoff und Stickstoff
Intermedi&ren, sowie die "natural resistance-associated macrophage protein’ (NRAMP) Familie.
Die Aktivierung dieser Mechanismen erfolgt zumeist nicht als generelle, zelltypUbergreifende
Antwort auf IFN-g, sondern ist vor alem Teil der Aktivierung von professionellen,

phagozytierenden Zellen, insbesondere M akrophagen, zum Schutz vor bakteriellen Infektionen.

Reaktive Sauerstoff-M etaboliten werden ausschlief3lich nach 1FN-g Induktion in professionellen,
phagozytierenden Zellen produziert. Die Produktion der freien, toxischen Radikale ist dabei
abhangig von der IFN-g induzierten Assemblierung der Multikomponenten "NA DPH-oxidase"
(auch als "phagocyte oxidase" (phox) bezeichnet) [50, 371].

Im Unterschied zu reaktiven Sauerstoff-Metaboliten werden reaktive Stickstoff-Intermediére,
insbesondere Stickoxid (NO), von verschiedenen Zelltypen gebildet. Die Produktion ist dabel
abhangig von der IFN-g induzierten "inducible nitric oxide synthase" (iINOS, oder NOS2) und
teilweise  weiterer Koenzyme, wie der "GTP-cyclohydroxylase 1" und der
"Argininosuccinate-synthetase" [50, 371]. Zusétzlich zu den antimikrobiellen Effekten, die
partiell mit denen der reaktiven Sauerstoff Intermedidre Uberlappen [372], ist NO auch von
Bedeutung bei der Abwehr spezifischer viraler Infektionen [371, 373].

Proteine der NRAMP Familie lief3en sich sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten

nachweisen. Das in Vertebraten exprimierte, IFN-ginduzierte NRAMPL Protein ist ein integrales

Membranprotein, das ausschlief3dlich im lysosomalen Kompartiment von phagozytierenden Zellen
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exprimiert wird. Nach phagozytotischer Aufnahme pathogener Mikroben wird es zur
Phagosomenmembran rekrutiert, wo es die intraphagosomale Replikation des Pathogens, durch
Kontrolle der Konzentration divalenter Kationen innerhalb der Phagosomen, inhibiert. NRAMP2
vermittelt die Aufnahme von Eisen und ist ebenfalls an der antimikrobielle Resistenz beteiligt,

wobel der genaue Wirkmechanismus nicht bekannt ist [374-377].

IFN-g induziert zudem die zellautonome Resistenz gegenuber nicht-viralen Pathogenen in nicht-
professionellen Zellen. Die dafir verantwortlichen Komponenten der zelluldren Antwort auf
IFN-g sind jedoch weitgehend unbekannt [378, 379].

1.9 Interferon-induzierte GTPasen als Bestandteile zellautonomer Resistenzprogramme

Verschiedenste fundamentale zelluldre Prozesse in Prokaryonten und Eukaryonten, wie die
Kontrolle der Zell-Proliferation und -Differenzierung, die Proteinbiosynthese und Translokation
von Proteinen, die Signaltransduktion und der vesikulére Transport, werden durch Mitglieder der
GTPase Superfamilie reguliert [380-382].

Die regulatorische Aktivitdt der GTPasen basiert auf ihrer Fahigkeit Guaninnukleotide zu binden
und die Hydrolyse von GTP zu katalysieren. GTPasen fungieren dabei als molekularer Schalter,
die infolge eines unidirektionalen Zyklus zwischen einer GTP und GDP gebundenen Form (siehe
Abb. 5), die mit einer Konformationsanderung des Proteins einhergeht, ihre Affinitat zu anderen
Makromolekilen verdndern konnen. Der Austausch von GDP zu GTP aktiviert dabei die GTPase,
wéhrend die Hydrolyse von GTP zu GDP inaktivierend wirkt. Reguliert wird dieser GTPase
Zyklus von "GTPase activating proteins’ (GAPs), die die Hydrolyse von GTP zu GDP und somit
die Inaktivierung beschleunigen und von "guanine nucleotide exchange factors' (GEFs; auch als
"guanine nucleotide-releasing proteins’ (GNRPs) bezeichnet), die die Austauschrate von GDP zu
GTP erhthen und als Aktivatoren fungieren [380, 383].
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Abbildung 5. Schematische Darstellung des GTPase Zyklus, nach Bourne [383]. Die Funktion der GTPasen als
molekularer Schalter beruht auf der Transition von einem inaktiven, GDP-gebundenen, in einen aktiven GTP-
gebundenen Zustand. Reguliert wird die GTPase Aktivitét in vielen Féllen von "guanine nucleotide exchange factors"
(GEFs) und "GTPase activating proteins’ (GAPS). GEFs katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und wirkend
aktivierend, wahrend GAPs die Hydrolyserate von erhthen und daher inaktivierend wirken.

Die Zugehdrigkeit zur GTPase Superfamilie wird Uber die dre kanonischen, die
GTP-Bindungsdoméne (auch GTPase- oder G-Domane genannt) bildenden, Sequenzmotive G1
(AX)CEKS), G3 (D(X2)G und G4 ((NT)(K/IQXD) definiert [381]. Rontgenstrukturanalysen der
p21"® GTPase zeigten, dal durch das G1- und G3-Motiv die Interaktion mit den Phosphatgruppen
der gebundenen Guaninnukleotide vermittelt wird, wahrend das G4-M otiv mit dem Purinring von
GTPinteragiert und fur die Spezifitdt der Guaninerkennung verantwortlich ist [380, 383-385].

Verschiedene Mitglieder der GTPase Superfamilie werden durch Interferone reguliert und sind an
diversen Interferonvermittelten zelluldren Programmen beteiligt (siehe Anhang). Beispiele
hierfir sind der préferentiell durch IFN-g induzierbare "class Il transactivator” (CIITA) [386,
387], die Interferon-Typ | und IFN-ginduzierbare p21" GTPase [149, 388], sowie Mitglieder der
IFN-gregulierten GP-1 Familie [389, 390].

CIHITA bildet den wichtigsten Regulator der im MHC Klasse 1l Antigenprasentationsweg
involvierten Gene und fungiert als Mediator ihrer Induktion durch IFN-g[391, 392]. p21", dasan
der Kontrolle der Zell-Proliferation und -Differenzierung beteiligt ist [393], schitzt
Interferonstimulierte Astrozyten vor Interferon-induzierten apoptotischen Effekten [388]. Die
zelluldren Funktionen der selektiv durch IFN-ginduzierten GP-1 Familienmitglieder GTPBP1 und
GTPBP2 sind nicht bekannt, dabel Analysen GTPBP1 defizienter Mause keinerlei phanotypische

Abnormalitaten nachweisbar waren [394].
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Dartiber hinaus gibt es in zunehmenden Malle Beweise, dal3 fundamentale Komponenten
zellautonomer Resistenzprogramme von Mitgliedern verschiedener Interferon-regulierter GTPase

Familien gebildet werden.

Eine dieser Familien wird von den selektiv durch Interferon-Typ | induzierten, zur
DynaminFamilie gehdrenden, Mx GTPasen gebildet, wobei die Mx Proteine als Prototyp der an
zellautonomen, antiviralen Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen angesehen werden kdnnen
[351, 352]. Die von ihnen vermittelte zelltyplbergreifende, direkte antivirale Aktivitdt gegen
verschiedene Arten von RNA-Viren gilt als weitgehend gesicherte Erkenntnis und wurde zuvor
bereits beschrieben (siehe 1.8.1)

Neuere Publikationen zeigten, da3 die GTPase rab5a an zellautonomen, antimikrobiellen
Resistenzprogrammen in I1FN-g stimulierten professionellen phagozytotischen Zellen beteiligt ist.
Das Kompartiment-spezifische rab5aProtein, dessen Expresson auf phagosomae und
endosomale Membranen beschrankt ist, fungiert unter normalen physiol ogischen Bedingungen als
Regulator des endosomalen Transportes, wobei es sowohl an der Endozytose als auch an der
Phagozytose beteiligt ist [395]. Die IFN-g vermittelte Intensivierung der Expression und Aktivitat
von rab5a in murinen Makrophagen [396] beschleunigt die Phagosom-Lysosom-Fusion und
Azidifikation, sowie die Produktion freier toxischer Radikale. Dadurch werden Mechanismen des
putativ intrazellularen und intravakuoléren Bakteriums Listeria monocytogenes zur
Fusionsverzégerung konterkariert [397, 398]. Daher wird angenommen, dal rab5a eine zentrale
Rolle innerhalb der IFN-g vermittelten zellautonomen Resistenz gegeniber Listeria

monocytogenes spielt [398].

Ebenfalls erst vor kurzem wurde gezeigt, dal3 verschiedene Mitglieder zweier, nicht miteinander
verwandter GTPase Familien, die p65 und p47 GTPasen, von elementarer Bedeutung innerhab
zelltyplbergeifender, zellautonomer Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle und
protozoische Pathogene sind. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dal diese Interferon-Typ | und
Typ Il regulierten GTPasen die zelulare Antwort auf IFN-g in professionellen Zellen
(Makrophagen) und nicht-professionellen Zellen (Fibroblasten) dominieren, wodurch sie als

fundamental e Aspekt der Antwort auf |FN-g charakterisiert werden. [399]
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1.9.1 Die p65 GTPase Familie

Mitglieder der p65 GTPase Familie wurden bisher in Mensch, Maus, Ratte und Huhn identifiziert,
wobei in den verschiedenen Spezies mindestens zwischen einem (Huhn, Ratte), vier (Maus) oder
funf (Mensch) zueinander sequenzverwandte p65 GTPasen existieren ([399-408]; Avdalovic,
unverdffentlichte Daten (GenBank Nr.: NM052942; NM052941)).

Die konstitutiv nicht, oder nur sehr schwach exprimierten, 65-71 kDa grof3en p65 GTPasen
werden durch beide Interferon-Typen sowohl in professionellen Zellen des Immunsystems, wie
Makrophagen, als auch in nicht-professionellen Zellen, wie Fibroblasten, induziert, wobei IFN-g
einen wesentlich stérkeren induktiven Effekt als InterferonTyp | aufweist [399-409]. So ist das
hGBP-1 Transkript in IFN-g stimulierten humanen Fibroblasten eine der haufigsten mRNAs[400,
410]. Die IFN-g vermittelte Induktion der murinen p65 GTPasen erfolgt dabei as sekundare
Antwort und ist vollig von IRF1 abhangig [50, 411]. An der Regulation der humanen p65
GTPasen, deren  Promotor-Charakterisierung  zur  Aufklarung des  JAK-STAT
Signaltransduktionsweges fihrte, sind hingegen auch primére Transkriptionsfaktoren von
Bedeutung [192, 412-415)].

Die p65 GTPasen besitzen den Konsensussequenzen entsprechende G1- und G3-Motive, dal3
G4-Motiv liegt jedoch, wie erst kirzlich anhand biochemischer Analysen der humanen p65
GTPase hGBP-1 gezeigt wurde, in abgewandelter Form vor und wird anstatt durch die kanonische
Sequenz ((N'T)(K/QXD) durch das Sequenzmotiv ((T/A)(L/V)RD) gebildet [401, 406, 408, 416].
Die Substitutionen innerhalb des G4-Motives fihren womdglich zu ener strukturellen
Veranderung der GTP-Bindungsdomédne der p65 GTPasen. Dementsprechend weisen die
oligomerisierenden p65 GTPasen ene grokere Diversitdt  innerhalb  ihrer
Guaninnukleotidbindungs- und Hydrolysekapazitét als viele andere GTPasen auf. So sind die p65
GTPasen in der Lage, selektiv und mit nahezu nicht unterscheidbarer Affinitét GTP-, GDP- und
GMP-Nukleotide zu binden [400, 401, 404, 406, 408, 410, 417] und besitzen als ungewohnliche
biochemische Eigenschaft die Fahigkeit GTP zu GDP und GMP zu hydrolysieren. Das
Hauptprodukt der Hydrolysereaktion ist dabei jedoch fur die Mitglieder der p65 GTPase Familie
jeweils unterschiedlich [406, 408, 416, 418, 419].

Die meisten Mitglieder der p65 GTPase Familie besitzen ein G-terminales | soprenylierungsmotiv
(auch CaaX-Sequenz genannt), wie es auch bei Mitgliedern der p21' GTPase Familie und der

heterotrimerischen G-Proteine vorzufinden ist [420]. Mittels eines posttransationalen
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Mechanismus kdnnen an dieses Motiv Isoprenyl -Lipide angefligt werden, die die Verankerung
eines Proteins an die Plasmamembran erméglichen [421]. Die Isoprenylierung von hGBP-1 und
des murinen mGBP-2 in vitro und in vivo, sowie der Ratten p65 GTPase in vitro konnte gezeigt
werden [404, 407, 418, 422-424]. Neuere Untersuchungen zeigten, da3 mGBP-1 trotz der
CaaX -Squenz nur ein sehr schwaches Substrat fur die Isoprenylierung ist [425]. In Analysen zur
subzelluldren Lokalisierung der murinen, in zwei Subfamilien untergliederten, p65 GTPase
Familienmitglieder mGBP-1, mGBP-2, mGBP-3 und mag-2 (wobei letztere kein CaaX-Motiv
besitzen [405, 406]) konnte eine punktférmige (mglw. vesikulére), zytoplasmatische Verteilung
dieser GTPasen, wie sie auch fir hGBP-1 beobachtet wurde, gezeigt werden [409, 410, 418, 426,
427]. Die Lokalisierung von mGBP-2 ist dabei abhangig von der Isoprenylierung des Proteinsist,
was die bedeutende Rolle des CaaX-Motives herausstellt [427]. In anderen Publikationen wurde
fur mGBP-1, welches nur sehr schwach isoprenyliert wird und fur mGBP-3, das keine
C-termindle CaaX-Sequenz besitzt, eine homogene, nicht-punktformige zytoplasmatische
Verteilung nachgewiesen [406, 427]. Moglicherweise bestehen daher Zelltyp-spezifische
Unterschiede innerhalb der subzelluléren Lokal isierung dieser Proteine. Interessanterweise weist
das im Zytoplasma lokalisierte humane MxA Protein ebenfalls eine punktierte Verteilung auf,
eine Kolokalisation mit mGBP-2 oder mag-2 konnte aber nicht festgestellt werden [426, 428].

Durch kristallographische Studien, sowie biochemischer Analysen des humanen hGBP-1 Proteins
konnte eine plausible strukturelle und biochemische Verbindung der p65 GTPasen mit der
Dynamin-Familie hergestellt, die anhand eines Sequenzvergleiches nicht ersichtlich war [416,
429, 430]. In Ubersichtsartikeln neueren Datums werden die p65 GTPasen daher, wie auch die

Mx Proteine, der Dynamin-Familie zugeordnet [431].

Innerhalb der murinen p65 GTPase Familie existiert, 8hnlich wie bel den murinen Mx GTPasen,
ein Polymorphismus. In Mausstammen, die das GBP-1? Allel besitzen, wird mGBP-1, wie auch
alle anderen p65 GTPasen durch Interferone induziert, wahrend in Mausstammen die das GBP-1°
Allel tragen die Expression von mGBP-1 nicht induziert werden kann [402, 417, 432, 433]. Trotz
der nattrlich vorkommenden Mausstdmme ohne funktionelles mGBP-1 konnte bisher keine
Korrelation der fehlenden mGBP-1 Expression mit einer erhohten Anfalligkeit gegentiber Viren
oder anderen Pathogenen festgestellt werden [402, 417, 432].

Obwohl die p65 GTPasen mit zu den ersten Proteinen gehorten die in IFN-g stimulierten
Fibroblasten identifiziert wurden, konnten sie lange Zeit keinem spezifischem Programm

innerhalb der zelluldren Antworten auf Interferone zugeordnet werden. Erst in einer vor kurzem
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veroffentlichten in vitro Studie zur Funktion der humanen 65 GTPase hGBP-1 konnte gezeigt
werden, dal3 dieses Mitglied der p65 GTPasen an direkten, antiviralen zellautonomen
Resistenzmechanismen gegen VSV und dem "encephalomyocarditis virus' (ECMV) beteiligt ist
[434]. Die zellulére Funktion anderer Mitglieder der p65 GTPase Familie wurde noch nicht
gezeigt, dennoch 1&3t sich annehmen, dal3 auch sie an zellautonomen Resistenzprogrammen

gegentber infekti 6sen Pathogenen beteiligt sind.

1.9.2 Die p47 GTPase Familie

Von der p47 GTPase Familie wurden hisher sechs murine Mitglieder publiziert [399, 435-439]
und es bestehen Hinweise auf die Existenz von mindestens sieben weiteren Familienmitgliedern
in der Maus (S. Martens, Universitdt zu Koln, personliche Mitteilung). Zusétzlich gibt es
Anzeichen auf die Existenz sequenzverwandter Gene in der Ratte, im Zebrafisch und im

Menschen (J.C. Howard, Universitét zu Koln, personliche Mitteilung).

Die p47 GTPasen werden, dhnlich den p65 GTPasen zu denen sie keine Sequenzhomologie
aufweisen, in professionellen Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen, T-Zellen und
B-Zellen, sowie in nicht-professionellen Zellen, wie Fibroblasten, starker durch IFN-g as durch
InterferonTyp | induziert [399, 409, 435-439]. Die Antwortklassifizierung der p47 GTPasen ist
nicht einheitlich, so wurden verschiedene Mitglieder entweder der priméaren oder sekundaren

Antwort zugewiesen [399, 440], bzw. als gemischte Antwortgene charakterisiert [439].

Die in zwei Subfamilien unterteilten p47 GTPasen besitzen die drei die GTP-Bindungsdomane
bildenden kanonischen G-Motive, wobei bel den Mitgliedern IGTP, GTPI und LRG-47 die GKS
Sequenz innerhalb des G1-Motivs durch GVS ersetzt ist [399, 409]. Trotz der zentralen Bedeutung
dieses Motivs fur die GTP-Bindung konnte eine GTPase Aktivitdt fur IGTP, wie auch fur
TGTP/M@g2l, das kein verdndertes G1 Motiv aufweist, gezeigt werden [439, 441]. Bisher
unveroffentlichte Studien zur biochemischen Charakterisierung von I1GP wiesen auch fir dieses
Protein eine inherente, wenn auch niedrige GTPase Aktivitdt nach, wobei die Hydroloyserate von
GTP zu GDP mit steigender Proteinkonzentration zunahm, was auf einen kooperativen
Mechanismus der GTP-Hydrolyse hinweist (R. Uthaiah, Universitét zu Koln, personliche
Mitteilung). Studien zur subzelluldren Lokalisierung zeigten, da jede der sechs bisher
veroffentlichten p47 GTPasen an verschiedenen intrazelluldren Membransystemen lokalisiert ist,
inklusive des endoplasmatischen Retikulums (ER), des ER-Golgi intermedidaren Kompartimentes

(ERGIC), des Golgi-Apparates, des endosomaen Systems und spezifischer Regionen der
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Plasmamembran (409, 442], S. Martens, Universitat zu Koln, personliche Mitteilung und J.
Zerrahn, Max-Planck.Ingtitut fur Infektionsbiologie, Berlin, personliche Mitteilung). Die Art der
Assoziierung der p47 GTPasen mit den jeweiligen Organellen ist unbekannt. Keines der sechs
Mitglieder besitzt ein Signalpeptid, eine hydrophobe, potentielle Transmembrandoméane oder ein
C-terminales I soprenylierungsmotiv, wie es einige Mitglieder der p65 GTPase Familie aufweisen.
Ein N-terminales Myristylierungsmotiv konnte nur bei dem Mitglied 11GP identifiziert werden,
das jedoch nicht absolut fur die Assoziation von IIGP mit ER Membranen erforderlich ist (R.

Uthaiah, Universitét zu Koln, personliche Mitteilung).

Neuere Untersuchungen zur Funktion der p47 GTPasen innerhalb der zelluléren Antwort auf
IFN-g, erbrachten eindeutige Beweise, dal3 Mitglieder der p47 GTPase Familie eine fundamentale
Rolle in zelltypibergreifenden, zellautonomen nicht-redundanten Resistenzmechanismen
gegeniber jeweils verschiedenen intrazelluldren Pathogenen spielen. Eine stabil TGTP/Mg21l
exprimierende murine FibroblastenZell-Linie war in vitro weniger anfélig gegentiber ener
Infektion mit VSV, wahrend dieser Effekt bel einer Herpes Simplex Virus (HSV-1) Infektion
nicht beobachtet werden konnte [441]. Untersuchungen an Mausen mit einer gezielten Deletion
der p47 GTPasen IGTP, LRG-47 oder IRG-47 wiesen einen spezifischen Verlust der Resistenz
gegenuber dem intrazelluléren, einzelligen Parasit Toxoplasma gondii auf, wobei der in IRG-47
beobachtete Resistenzverlust geringer war und nur in der chronischen Phase der Infektion auftrat
[443-445]. LRG-47 defiziente Mause zeigten dartUber hinaus einen volligen Resistenzverlust
gegenuber Infektionen mit dem fakultativ intrazellul&rem, gram-positiven Bakterium Listeria
monocytogenes [444] [445]. Die Produktion von IFN-g, sowie die von IFN-g vermittelte Abwehr
einer Infektion mit dem Cytomegalovirus oder dem Ebola Virus war in den defizienten Mausen
nicht beeintrachtigt. Die verschiedenen p47 GTPasen scheinen demnach jeweils an der IFN-g

vermittelten Abwehr eines spezifischen Spektrums von Pathogenen beteiligt zu sein.

Die Analysen der biologischen Funktion der Mx Proteine, rab5a, sowie der p65 und p47 GTPasen
(die von ihnen vermittelten Resistenzen sind in Tabelle 2 zusammengefaldt), legen nahe, dal3
Interferon-induzierte GTPasen eine zentrale Rolle innerhalb zelltyptbergreifender, zellautonomer

Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle oder Protozoeninfektionen spielen.
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Name und Familieder GTPase Resistenz gegen Induziert durch
rab5a Listeria monocytogenes (in vitro) IFN-g

(rab Familie)

Mx GTPasen verschiedene Arten von RNA-Viren (in| IFN-a/b
(Dynamine) vivo und invitro)

hGBP-1 VSV (invitro) IFN-g (stark)

(p65 GTPasen; Dynamine) ECMV (in vitro) IFN-a /b (schwach)
TGTP/Mg21 VSV (invitro) IFN-g (stark)

(p47 GTPasen) IFN-a/b (schwach)
IGTP Toxoplasma gondii (akut) (in vivo) IFN-g (stark)

(p47 GTPasen) IFN-a/b (schwach)
LRG-47 Toxoplasma gondii (akut) (in vivo) IFN-g (stark)

(p47 GTPasen) IFN-a /b (schwach)
IRG-47 Toxoplasma gondii (chronisch) (in vivo) | IFN-g (stark)

(p47 GTPasen) Listeria monocytogenes (in vivo) IFN-a/b (schwach)

Tabelle 2. Zellautonome Resistenzmechanismen Interferon-induzierter GTPasen. Neben dem Namen und
Familienzugehorigkeit der jeweiligen GTPase ist angegeben gegeniiber welchem Pathogen die GTPase die Resistenz
vermittelt und inwieweit die Ergebnisse in vitro oder in vivo erzielt wurden. Ferner ist vermerkt durch welchen
Interferon-Typ die Induktion erfolgt. Bis auf rab5a werden hierbei alle aufgefiihrten GTPasen zelltypiibergreifend
durch Interferon induziert.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Die pleiotropen Zytokine Interferon-Typ | und Typ |1 spielen eine fundamentale Rolle innerhalb
der Regulation des Immunsystems und der Abwehr infektioser Pathogene. Eine Vielzahl der
mehreren hundert von Interferon-regulierten Gene lassen sich dabei komplexen, funktionell
koordinierten zellularen Programmen zuordnen. Wéahrend die Funktion einiger Komponenten
dieser Programme hinreichend charakterisiert wurde, ist weder der volle Umfang der Programme,
noch die spezifische Rolle vieler Interferonregulierter Gene innerhab der zelluldren Antwort auf
Interferon bekannt. Dies betrifft in besonderem Mal3e Komponenten der zelluldaren Antwort auf
IFN-gin nicht-professionellen Zellen [4, 50, 82, 149, 240].

Im Rahmen einer in diesem Institut durchgefihrten systematischen und vergleichenden Analyse
der zellularen Antwort auf IFN-gin Maus embryonischen Fibroblasten und Makrophagen mittels
der PCR-basierten "Suppressions subtraktiven Hybridisierungs"” (SSH) Technik konnte gezeigt
werden, dal’ Mitglieder zweier nicht miteinander verwandter GTPase Familien, die p65 und p47
GTPase Familien, die komplexe zelluldre Antwort auf IFN-g in den untersuchten Zellen
dominierten [399, 409].

Erst vor kurzem verdffentlichte Publikationen konnten nachweisen, dal3 Mitglieder der p65 und

p47 GTPase Familie, sowie weitere InterferonTyp | oder Typ Il regulierte GTPasen, wie die
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Mx Proteine oder die rab5a GTPase, bedeutende Komponenten Interferonregulierter,
zellautonomer Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle oder protozoische Pathogene sind
[352, 398, 434, 441, 444, 446)].

Wahrend der vergleichenden Analyse der zellularen Antwort auf IFN-g in embryonischen
Fibroblasten und Makrophagen, wurden weitere mit IFN-g induzierten Transkripten
korrespondierende cDNA Fragmente isoliert, deren Sequenz keine Homologien zu in 6ffentlichen
Datenbanken deponierten Genen aufwies [399, 409]. Im Rahmen der vorangegangenen
Diplomarbeit [447] wurde versucht die vollstandige cDNA eines dieser Fragmente, genannt Klon
18, welches alleinig aufgrund seiner ungewdhnlichen Transkriptgrofe von ca. 9 kb zur Analyse
ausgewahlt wurde, zu identifizieren, was jedoch nicht vollstandig gelang. Da innerhalb der
partiellen, putativen Proteinsequenz von Klon 18 eine GTP-Bindungsdomane identifiziert wurde,
reprasentierte Klon 18 eine welitere, vollig neue Interferon-regulierte GTPase und wurde in "very
largeinducible GTPase-1" (VLIG-1) umbenannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun die vollstandige cDNA-Sequenz von VLIG-1 identifiziert
werden und eine detaillierte molekulare und teilweise biochemische Charakterisierung des VLIG-
1 Gens, respektive Proteins erfolgen. Die Charakterisierung umfaldte dabei verschiedenste
Aspekte, wie z.B. die Aufklarung der genomischen Struktur und der Promotorregion des Gens,
die Suche nach sequenzverwandten Genen in anderen Organismen, die Expressionsanalyse unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen, die Charakterisierung der Nukleotidbindungs-
Eigenschaften, sowie die subzellulédre Lokalisierung des Proteins. Im Hinblick auf die putative
zelluldre Funktion von VLIG-1, sollte die Charakterisierung von VLIG-1 teilweise vergleichend
mit den p47 und p65 GTPasen erfolgen, da bekannt war, dal3 Mitglieder dieser GTPase Familien
in zelltypubergreifende, zellautonome Resistenzmechanismen involviert sind [434, 439, 441, 444,
445].
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2. Material und Methoden

2.1 Méause
2.1.1 Mausstamme

C57BL/6J, 129/sV und BALB/c Méause stammen aus der Mausezucht des Instituts fur Genetik,
Universitat zu K6In. Die | RF-1 defizienten Mause (IRF-17) mit 129/sV genetischem Hintergrund
[448] stammen aus dem Labor von C. Weissmann (Imperial College School of Medicine at St.
Mary’s, London, England) und wurden freundlicherweise von S. Kénen-Waisman (Universitéat zu
Koln) zur Verfiigung gestellt. Die IFN-g Rezeptor defizienten Mause (IFN-gR%?), ebenfalls mit
129/sV genetischem Hintergrund, wurden beschrieben in [326] und von M. Aguet (Universitat
Lausanne, Schweiz) zur Verfigung gestellt. TNFRpS5 defiziente Méause (TN FRp55"') mit
C57BL/6J genetischem Hintergrund wurden beschrieben in [449] und von K. Pfeffer (Institut fir
medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Technische Universitédt Minchen) zur
Verfligung gestellt. Alle Méause wurden unter konventionellen Bedi ngungen gehalten.

2.1.2 Infektion mit Listeria monocytogenes

Die Infektion verschiedener Mausstdmme mit Listeria monocytogenes wurden von U. Boehm
(Harvard Medical School, Boston, USA) in den Laboratorien von K. Pfeffer durchgefihrt.
C57BL/6J, IRF-17", IFN-gR® und TNFRp55’ Mause wurden intraperitoneal mit 1/10 der LDs
des Listeria monocytogenes Stammes EGD infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die Méuse
getodtet, die Lebern entnommen und in flissigem Stickstoff Schock-gefroren. Die nachfolgende
Isolierung der Gesamt-RNA ist im Abschnitt 2.1.11 beschrieben.

2.2 Molekularbiologie

Alle eingesetzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in p.a-Qualitét von Merck
(Darmstadt), SigmaAldrich (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe), die Radiochemikalien von
Amersham (Braunschweig) bezogen. Die verwendeten Enzyme stammen von Roche (Mannheim),
New England Biolabs (Schwalbach) oder Clontech (Heidelberg). Die DNA-Grofl3enstandards
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wurden von Gibco-BRL (Eggenstein) bezogen. Sdmtliche Puffer und Losungen wurden mit
deionisiertem, gereinigtem H,O (Serd -Reinstwasser) angesetzt.

Alle hier nicht im Detail aufgefUhrten Puffer, LGsungen, sowie experimentelle Techniken wurden
nach Protokollen in [450, 451] angesetzt, bzw. in Ubereinstimmung mit diesen durchgefiinrt.

2.2.1 Sichtung der grofRenselektionierten | -cDNA Banken aus IFN-g stimulierten C57BL/6J

embryonalen Fibroblasten

Die Herstellung der | -cDNA Banken erfolgte im Rahmen der Doktorarbeit von U. Boehm
(Harvard Medical School, Boston, USA) [409]. Die Sichtung der >4 kb | -cDNA Bank wurde von
R. Lange (Universitdt zu Kdln) durchgefihrt und soll nachfolgend nur kurz zusammengefalit
werden. Insgesamt 20.000 | -Phagen wurden ausplattiert (je 5000 pro 15cm Platte) und
entsprechend den Herstellerangaben (Stratagene) auf Hybond-N Membranen (Amersham)
transferiert. Zur Identifizierung der vollstandigen cDNA von VLIG-1 wurde ein mittels 3'-RACE
auf 3384 bp verlangertes, radioaktiv markiertes cDNA-Fragment von VLIG-1 verwendet. Die
Membranen wurden UN bei 65°C in"HY B-9 DNA-Hybridisierungsldsung" (Biozym) hybridisert,
anschlieflend unter stringenten Bedingungen gewaschen und positive Signale mittels
Autoradiographie detektiert. Nach dem "Rescreening” (Stratagene) wurden die cDNA Insertionen
durch in vivo Exzison des pBluescipt || SK+/- Phagemid aus dem Uni-Zap XR Vektor
entsprechend den Herstellerangaben (Stratagene) isoliert. Die GrofRen der cDNA Insertionen
wurden mit Hilfe eines Spel Restriktionsverdaues abgeschétzt und nur die grofdten cDNAS zur
weiteren Analyse verwendet und vollstéandig mit dem im Anhang aufgefhrten VLIG-1
Sequenzprimern sequenziert. Hieraus resultieren die Vektoren VLIG-1/Klon A und VLIG-1/Klon
B.

Als weitere | -cDNA Bank wurde eine Bank aus in vitro differenzierten, nicht-stimulierten
dendritischen Zellen mit C3H/eBFe/J genetischem Hintergrund verwendet [452], die
freundlicherweise von 1. Lieberam (Columbia University, New York, USA) zur Verfligung

gestellt wurde. Diesel -cDNA Bank wurde jedoch nur mittels PCR-Analyse gesichtet.

2.2.2 Sichtung einer Erststrang 3-RACE cDNA Bank aus IFN-g stimulierten C57BL/6J

embryonalen Fibroblasten

Die Herstellung dieser 3-RACE cDNA Bank erfolgte im Rahmen der vorangegangenen
Diplomarbeit [447] und soll hier nur kurz beschrieben werden. 1 ng mRNA aus 24 h mit 1000
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U/ml IFN-g stimulierten C57BL/6J embryonischen Fibroblasten (EF) wurde mit einem Oligo
d(T)-Anker Primer (Roche) unter Verwendung von Mo-MLV Reverse Transkriptase (Roche)
revers transkribiert. Der verwendete Primer bindet vor allem am Poly(A) Schwanz der Transkripte
und flgt eine spezifische Sequenz ein (Anker), die als Primer Bindungsstelle fur nachfolgende
Amplifikationen genutzt werden kann. Nach erfolgter reverser Transkription wurde die
verbliebene MRNA Matrize durch RNase H (Roche) degradiert und jeweils 1 m einer 1:500
Verdinnung dieser Erststrang 3-RACE cDNA Bank als Matrize in PCR-Analysen eingesetzt.
Desweiteren wurde eine aus Milz mRNA hergestellte Erststrang cDNA Bank verwendet, wobel
die mRNA aus C57BL/6J Méausen stammte und freundlicherweise von A. Ehlich (Universitét zu
Koéln) zur Verfigung gestellt wurde. Die Herstellung dieser Bank erfolgte mit Hilfe der
"Omniscript Reverse Transkriptase" (Qiagen) nach Protokollen des Herstellers. Als Primer fr die
reverse Transkription diente ein Oligo d(T)-Anker Primer (Roche). Diese cDNA Bank wurde zur
Identifizierung von VLIG-2 Transkripten eingesetzt und mittels PCR unter Verwendung des
Primerpaares SP1/ 2A nsU analysiert.

2.2.3 Sichtung genomischer DNA-Bibliotheken

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene genomische DNA-Bibliotheken nach dem
Vorhandensein von Mitgliedern der VLIG-Familie gesichtet. Einerseits handelte es sich dabei um
"bakterielle artifizielle Chromosomen™ (BAC) Bibliotheken, bestehend aus bis zu 240 kb grof3en
Fragmenten genomischer Maus DNA [453, 454], andererseits um "Bakteriophagen P1 artifizielle
Chromosomen” (PAC) Bibliotheken, die bis zu 95 kb grof3e genomische DNA-Fragmente
enthalten kdénnen [455, 456.

Die von Genome Systems (St. Louis, USA) hergestellten BAC-Bibliotheken bestehen aus
durch partiellen Hindll1 Verdau hergestellten Fragmenten genomischer 129/sVJ Maus DNA,
die in den Vektor pBeloBAC11 ligiert, als Einzelkopie-Plasmide in geeigneten E.coli
Stdmmen (hier DH10B) vermehrt werden konnen. Die Sichtung dieser BAC-Bibliotheken
wurde von Genome Systems durch Hybridisierung mit einem markierten DNA-Fragment oder
PCR durchgefuhrt. Die Hybridisierung mit einem spezifischen VLIG-1 cDNA Fragment blieb
ohne Erfolg, wahrend die PCR-Sichtung der BAC-Bibliotheken die Identifikation einiger
potentiell positiver Klone erméglichte.

In der ersten Amplifikationsrunde wurde das Primerpaar BU766/ SP3 und in der zweiten
Amplifikationsrunde BU284/ BL1178 verwendet (die Primersequenzen sind im Anhang

aufgefuhrt). Die Primer waren zuvor auf ihre Verwendbarkeit durch eine PCR mit
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genomischer DNA als Matrize Uberpruft worden.

Folgende BAC-Klone wurden von Genome Systems identifiziert:

Klon Adresse/KlonNummer:  7:J23/19621; 226:M24/19622; 81:F18/19623; 114:E8/19624;

148:M7/19625

Ferner wurde die BAC-Bibliothek RP23, sowie die PAC-Bibliothek ICRFP703 gesichtet, die

beide genomische DNA-Fragmente von C57BL/6J Mausen enthalten. Die Sichtung der PAC-

Bibliothek erfolgte durch das Deutsche Ressourcenzentrum fur Genomforschung (Berlin)

mittels Hybridisierung unter Verwendung der vollstandigen cDNA von VLIG-1.

Die BAC-Bibliothek RP23 wurde grofdtenteils durch D. Schenk im Rahmen ihrer

Diplomarbeit [457] mittels PCR gesichtet und potentiell positive Klone vom Deutschen

Ressourcenzentrum fir Genomforschung (Berlin) erhalten.

Als PCR-Primer fur die erste Amplifikationsrunde wurde das Primerpaar 4244/ SP1 und fur

die zweite Amplifikationsrunde18. 10G SP1 verwendet:

Folgende BAC-Klone wurden identifiziert:

Klon Name: RP23-454A11; RP23-123C7; RP23-406H8; RP23-209J2; RP23-47703;
RP23-47208; RP23-477014

2.2.4 Analyseder BAC-, bzw. PAC-DNA

Die Analyse der BAC-Klone aus der Bibliothek RP23, sowie der PAC-Klone aus der Bibliothek
ICRFP703 war Bestandteil der Diplomarbeit von D. Schenk [457] und ist dort ausfihrlich
beschrieben. Die BAC-DNA der 129/sV genomische DNA enthaltenden BAC-Klone von
Genome Systems wurde nach dem in [451] beschriebenen Angaben, einem leicht modifizierten
Protokoll der von Birnboim et al. beschriebenen Plasmid-Isolation [458], durchgefihrt. Der
Isolierung folgte eine Reinigung der BAC-DNA durch PEG-Prézipitation [451], um
sequenzierfahige BAC-DNA zu erhalten. Die Analyse der BAC-DNA erfolgte durch PCR,
Southern-Hybridisierung [450] und Sequenzierung.

2.2.5 Subklonierung der BAC-DNA in Cosmide

Die Subklonierung der BAC-DNA in Cosmide wurde angewandt, um kleinere genomische DNA-
Fragmente von bis zu 50 kb zu erhalten, deren Analyse aufgrund ihrer geringeren Grél3e weniger
technische Probleme mit sich bringt. Ein weiterer Vorteil von Cosmiden ist, daf3 diese im
Unterschied zu BACs in mehreren Kopien pro Zelle vorliegen, so dal3 mit geringerem Aufwand

grofkere Mengen DNA isoliert werden kdnnen [459].
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Zur Subklonierung wurden 0.5-1.5 ng BAC-DNA mit Sau3Al partiell so verdaut, dal3 Fragmente
zwischen 23 und 50 kb entstanden. Diese wurden in die BamHI-Schnittstelle von pCOS EMBL6
[460] ligiert, mit Hilfe des "Gigapack Il Gold Kits' (Stratagene) nach Angaben des Herstellers
verpackt und damit E.coli Bakterien des DH5a Stammes transformiert. Nachteile dieser Methode
waren, dal3 es keine exakten Sequenzinformationen des verwendeten Cosmid-Vektors gab, und
das im Verlauf dieser Methode die Sequenzabfolge der genomischen DNA anscheinend nicht

beibehalten wurde, was ihre Analyse nahezu unmoglich machte.

2.2.6 Analyse der Cosmid-DNA

Cosmide wurden mit Hilfe des "QIAprep Spin Plasmid Kits' (Qiagen) oder des "Boehringer
Miniprep Kits' (Roche) isoliert, wobel die in den Herstellerprotokollen genannten Modifikation
fur die Cosmid-Isolierung Anwendung fanden. Die Analyse der Cosmide erfolgte durch PCR,
Southern-Hybridisierung [450] und Sequenzierung. Zur Erleichterung und Beschleunigung der
Cosmid-Sequenzierung wurde das "Genome Priming System (GPS) " (New England Biolabs)
verwendet, wobei es sich um ein Tn7 Transposonbasierendes in vitro System handelt, welches
die TnsABC Transposase nutzt um pro Ziel-DNA Molekil ein Transposon an einer willklrlichen
Stelle zu integrieren. Ausgehend vom diesem Transposon ist mittels hochspezifischer
TransposonPrimer die, im Gegensatz zum "Primer-Walking”, rasche Cosmid Sequenzierung

moglich. Die Herstellung der GPS Cosmid Bibliothek erfolgte gemal3 Herstellerangaben.

2.2.7 1 solation genomischer DNA

Genomische DNA aus Zell-Linien wurde mit Hilfe des "GenomeClean Kits' (AGS) nach
Herstellerangaben isoliert. Die Isolation genomischer DNA aus Méause-Schwanzen erfolgte im
wesentlichen nach der Methode von Torres und Kiihn [461], ohne Verwendung von Phenol. 600
m Lyse-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8.5, 0.2% SDS, 200 mM NaCl, 400 ng/ml Proteinase K)
wurde zu einem ca. 0.5 cm langen Maus-Schwanz in einem 1.5 ml Reaktionsgefald gegeben und
anschlieRend UN in einem Wasserbad unter Schitteln bei 55°C inkubiert. Das verbliebene
Material wurde durch Zentrifugation fir 5' bei 20.000 g pelletiert, der Uberstand abgenommen
und anschlief3end mit I sopropanol prézipitiert. Das Pellet wurde mit 700 m 70% EtOH gewaschen
und in 200 m TrisyHCl pH 8.0 resuspendiert. Genomische DNA wurde bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

41



Material und Methoden

2.2.8 PCR-Analyse

Die fur PCR-Analysen verwendeten Protokolle variierten je nach Art der benutzten Matrizen
DNA, der verwendeten Primer, Grofde des Amplifikationsproduktes und Art der Applikation. Die
Amplifikationen erfolgten mit Hilfe des "Advantage KlenTaq Polymerase Mix" (Clontech), der
Pfu Polymerase (Promega) oder einer in diesem Labor hergestellten Tag Polymerase unter
Verwendung der mitgelieferten 10x PCR-Puffer, bzw. im Fall der Taq Polymerase unter
Verwendung von 10x PCR-Puffer (Gibco BRL) und 2.5 mM MgCl, Standardprotokolle sahen
dabei wiefolgt aus:

PCR mit genomischer DNA, BAC-DNA oder Cosmid-DNA als Matrize

Nach der Isolierung wurde die DNA 1:100 in 10 mM Tris/HCI pH 8.0 verdinnt, wovon 2 m

in einem Gesamtvolumen von 50 mh amplifiziert wurden (5 U Polymerase; 1x PCR-Puffer; je

5pmol Primer; 0.2 mM dNTPs; 1', 95°C; 35x (30", 95°C; 30", 62°C; 1, 72°C); 2, 72°C; [,

4°C).

PCR mit Plasmid-DNA als Matrize

PlasmidDNA wurde 1:1000 in 10 mM Tris/HCI pH 8.0 verdiinnt und davon 2 nh in einem

Gesamtvolumen von 50 nb (Ansatz siehe oben) mittels einer Zweischritt-PCR (ohne

Annealing-Phase) oder Dreischritt-PCR (mit Annealing-Phase), je nach Art der verwendeten

Primer und der gewinschten Spezifitdt amplifiziert. Das Programm einer Zweischritt-PCR

bestand standardmé&idig aus 1x 1', 95°C gefolgt von 25-30 Zyklen mit 30", 95°C und 1', 72°C

und endete mit einer Inkubation bei 72°C fir 2.

2.2.9 Southern Blot Analyse

Southern Blot Analysen erfolgten geméald den in [450, 451] beschriebenen Standardprotokollen.
[a-2P]|dCTP (Amersham) markierte Sonden wurden mit Hilfe des "Rediprime DNA labeling
Systems’ (Amersham), nach Herstellerprotokollen generiert und anschlief3end nicht inkorporierte
Radionukleotide durch Gelfiltration mittels Sephadex G-50 gefiillten NICK-Saulen (Pharmacia
Biotech) entfernt. Die Hybridisierungen erfolgten UN bei 65°C in 5x Denhardts Lésung, 5x
Standard Saline-Phosphat-EDTA (SSPE), 0.5% SDS und 0.5 mg LachsspermaDNA. Die
Membran wurde anschlief3end in Waschpuffern mit steigender Stringenz (1x SSPE, 0.1% SDS;
0.5x SSPE, 0.1% SDS; 0.1x SSPE, 0.1% SDS) fur jeweils 20" bei 65°C gewaschen und
Hybridisierungssignale durch Autoradiographie mit Kodak X-OMAT AR Filmen oder mit einem
Fuji BAS1000 "Bio-imaging Analyzer System" (Phospho-Imager, Fujix) visual isiert.
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2.2.10 DNA-Sequenzierung und Analyse von DNA-Sequenzen

Die Sequenzierung von Plasmid DNA, Cosmid-DNA und BAC-DNA wurde unter Verwendung
des "ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Reaction Kits" (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Die angewandte Methode basiert auf der Didesoxynukleotid Kettenabbruch
Reaktion nach Sanger [462] unter Verwendung Fluoreszenz-markierter Didesoxynukleotide.
0.5-2.5 ng DNA (je nach Art der zu sequenzierenden DNA) wurde mit 3.2 pmol Primer und 6 ni
BigDye™ Terminator Reaktionsmix versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 20 m mit HO
aufgefullt. Nach erfolgter Sequenzierungsreaktion in einem Thermocycler (5', 96°C; 25x (30",
96°C; 15", 50°C; 4, 60°C); [, 4°C) wurde die Reaktion mit EtOH prézipiti ert, pelletiert und
getrocknet. Die Auflosung der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe eines automatischen
Sequenzierers (373A, Applied Biosystems) und wurde von R. Lange (Universitdt zu Kaoln)
durchgefuhrt.

Die computergestiitzte Analyse von DNA-Sequenzen und daraus abgel eiteten Proteinsequenzen
erfolgte mit Hilfe der Programme "SeqPup 6.0" von D. Gilbert (zugénglich unter
ftp://iubio.bio.indiana.edu/molbio/seqpup/), "Vector NTI Suite 5.5" (Informax), "BioEdit
Sequence Alignment Editor" [463], DNASIS 2.0 (Hitachi Software Engineering, Tokio, Japan)
und des "Wisconsin Package version 9.1" (Genetics Computer Group, Madison, WI, USA). Die
Suche in DNA-, bzw. Protein-Datenbanken erfolgte unter Verwendung des Programmes BLAST
und daraus abgel eiteter Programme [464, 465]. Die Suche nach Proteinmotiven erfolgte mit Hilfe
der PROSITE und Pfam Datenbanken und geeigneter Programme wie "ProfileScan" oder anderer
[466, 467]. Zur Analyse des VLIG-1 Promoters wurden die Programme "Signal Scan”, "Matrix
Search”, "TF Search" [468], "TESS' [469] und "Matinspector” [470], sowie die Datenbanken
"IMD Database", "SigScan", "Transfac 4.0" [471] und "Matrix family library 1.9" eingesetzt.

2.2.11 Herstellung von GST-VLIG-1 Fusionspr oteinen

Zur Herstellung von polyklonalen Kaninchen Antiseren die gegen Proteinfragmente von VLIG-1
gerichtet sind, wurden neun verschiedene rekombinante Fusionsprotein-kodierende
Expressionsvektoren hergestellt, die die gesamte vorhergesagte Aminosauresequenz von VLIG-1
nicht-Uberlappend abdeckten. Dazu wurden Fragmente mit einer durchschnittlichen Lénge von
800 nt mittels PCR aus dem VLIG-1/Klon A Vektor herausamplifiziert, wobel Primer verwendet
wurden (siehe Anhang) die eine innerhalb des Leserasters liegende Sall-Schnittstelle am 5- und
3-Ende des Fragmentes einfuhrten. Die Sall geschnittenen PCR-Produkte wurden Uber ein

Agarosegel und unter Verwendung des "High Pure PCR Purification Kits' (Roche) aufgereinigt
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und in die Sall-Schnittstelle des pGEX-4T-2 (Amersham) Expressionsvektors ligiert. Bel
korrekter Insertionsorientierung entsteht ein durchgehendes Leseraster vom Start-Kodon des
GST-Gens Uber das VLIG-1 cDNA Fragment hinaus, bis zu einem vom Vektor kodierten Stop-
Kodon. Zwischen dem N-terminal fusioniertem GST und dem VLIG-1 Fragment liegt eine
ThrombinSchnittstelle, die eine Abspaltung des VLIG-1 Proteinfragmentes von GST nach
erfolgter Expresson und Aufreinigung des Fusionsproteirs ermdglicht. Zusétzlich wurde
klonierungsbedingt ein acht Aminosauren umfassendes Peptid am C-terminalen Ende desVLIG-1
Protein-Fragmentes angefligt. Der Ligation folgte die Transformation in den E.coli DH5a Stamm
und die Plasmid-DNA Isolation aus zufélli g gepickten Bakterienkolonien. Die Insertionsrichtung
der PCR-Fragmente wurde durch eine Restriktionsanalyse festgestellt [450]. Rekombinante
Plasmide mit der gewinschten Insertionsorientierung wurden beidstrangig mit Insert-spezifischen
und fir die Insertionsstelle spezifischen Primern sequenziert (siehe Anhang). Hieraus resultieren
die Vektoren GST-VLIG-1/1 bis GST-VLIG-1/9.

2.2.12 Herstellung eines das EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein kodierenden Plasmides

Zur Herstellung des ein EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein kodierendes Plasmid (pEGFP-VLIG-1)
wurde eine mehrere Klonierungsschritte umfassende Strategie entwickelt, die mglw. auftretende
Probleme einer PCR-basierenden Klonierung, wie Inkorporation fehlerhafter Nukleotide, oder
geringer Effizienz aufgrund der Groéf3e der zu amplifizierenden kodierenden Sequenz von VLIG-1,
vermeiden sollte. Die Klonierung umfalte dabei folgende Schritte. Aufgrund der
Insertionsrichtung der vollsténdigen cDNA von VLIG-1 innerhalb des Vektors VLIG-1/Klon A
und der damit verbundenen Orientierung der cDNA zu den Restriktionsstellen der multiplen
Klonierungsstelle von pBluescript 1| SK+/- (pBS), erfolgte zunéchst eine ungerichtete Inversion
der cDNA. Ein Spel Restriktionsverdau von VLIG-1/Klon A und die anschlief3ende Ligation des
Gel-aufgereinigten Fragmentes in einen Spel geschnittenen pBS Vektor erzeugte teillweise
Plasmide, in denen die cDNA von VLIG-1 invertiert vorlag. Die Inversion ermoglichte zugleich
die Entfernung des 3' untrangdlatierten Bereiches (UTR) und eines geringen 3 kodierenden Tells
der cDNA von VLIG-1. Invertierte Plasmide wurden mittels Restriktionsverdaue und
PCR-Analyse identifiziert und anschlief3end erneut einem Restriktionsverdau mit den Enzymen
Pmll und Sall unterzogen, der den 5' UTR, sowie einen kleinen Tell der 5' kodierenden Sequenz
der VLIG-1 cDNA entfernte. Nach Gelaufreinigung des geschnittenen Vektors wurde in die
Schnittstellen ein mittels PCR erzeugtes Fragment ligiert. Dieses Fragment, ausgehend vom
VLIG-1 Start-Kodon, komplementiert den zuvor deletierten 5' kodierenden Bereich wieder.

Zudem fuhrte es eine Sall Schnittstelle unmittel bar vor dem Start-Kodon von VLIG-1 ein, die zur
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spateren Klonierung in den pEGFP-C3 Vektor (Clontech) bendtigt wird. Nach der Ligation und
Selektion positiver Klone mit Hilfe von Restriktionsverdauen und PCR-Anaysen wurden der
rekombinante Vektor durch einen Restriktionsverdau mit Spel linearisiert und in die Schnittstelle
ein PCR-Fragment ligiert, welches den zuvor deletierten 3' kodierenden Bereich, inklusive des
nattrlichen VLIG-1 Stopp-Kodons komplementiert. Die Ligation diese PCR-Fragmentes erfolgte
ungerichtet, da es an beiden Enden eine Spel Restriktionsstelle trug. Zwischen dem VLIG-1
Stopp-Kodon und der 3' terminalen Spel Schnittstelle wurde zudem eine Sall Schnittstelle
eingefugt. Konstrukte mit einem korrekt orientiertem 3' Ende wurden wie zuvor mittels
Restriktions- und PCR-Analysen identifiziert. Die kodierende VLIG-1 Sequenz, an deren 5- und
3-Ende nun eine Sall Schnittstelle existiert wurde mittels Sall Verdau ausgeschnitten,
gelaufgereinigt und in den Sall linearisierten pEGFP-C3 Vektor ligiert.

Die korrekte Insertion wurde wie zuvor tberpruft, zusétzlich wurden die Insertionsstellen und die
kodierende Sequenz von VLIG-1 beidstrangig sequenziert. Das entstandene Konstrukt besteht aus
einem durchgehenden Leseraster vom Start-Kodon des EGFP bis zum Stop-Kodon von VLIG-1,
einschliefdich einer zwischen EGFP und VLIG-1 liegenden, klonierungsbedingten Insertion von

15 aa. Die zur Herstellung von pEGFP-VLIG-1 verwendeten Primer sind im Anhang aufgefihrt.
2.2.13 RNA-Extraktion

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben erfolgte mit Hilfe des "RNeasy Mini
Kits' (Qiagen), des "DNA/RNA Isolations Kits" (Amersham) oder der Guanidinium Thiocyanat -
Phenol-Chloroform Extraktionsmethode nach Chomczynski [472]. Die Homogenisierung der
Zellen geschah mittels mehrmaligem Passieren durch eine Kanile (& 0.9 mm), wahrend Gewebe
mit einem Ultraturrax homogenisiert wurde.

Poly(A)* RNA wurde aus Gesamt-RNA unter Verwendung des "Oligotex mRNA Kits' (Qiagen)
isoliert. Die Prozeduren erfolgten gemal3 der Protokolle der Hersteller. Die Quantifizierung und
Bestimmung des Reinheitsgrades der RNA erfolgte durch Messung der ODyso, bzw. OD g in
einem Spektrophotometer (Unicam).

2.2.14 Northern Blot Analyse

Falls nicht anders vermerkt wurden 10 ng Gesamt-RNA pro Spur in 1%igen denaturierenden
Agarose-Formaldehyd Gelen elektrophoretisch aufgetrennt [473] und anschliefsend auf Hybond-N
Nylon Membranen (Amersham) transferiert [450]. Gleiche Beladungsmenge, Transfer und
Qualitét der RNA wurde durch reversible Farbung der Membranen mit Methylenblau Uberpriift
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[450, 474]. Radioaktiv markierte Hybridisierungssonden wurden wie im Abschnitt 2.2.7
beschrieben hergestellt.
Folgende DNA-Fragmente wurden als Hybridisierungssonden eingesetzt:

vollstandige cDNA von VLIG-1 (mittels Xhol und Notl Restriktionsverdau aus VLIG-1/Klon
A ausgeschnitten)

Fragment der 3' UTR von VLIG-1 (Nukleotidposition 7684-8988)

vollstandige cDNA von [IGP

vollstandige cDNA von mGBP-2

vollstandige cDNA desMHC Klasse| H-2KP Alleles

Die Hybridisierungen erfolgten UN bei 42°C in 50% Formamid, 5x Denhardts L ésung, 5x SSPE,
1% SDS und 10% Dextransulfat. Die Membranen wurden anschlief3end bei steigender Stringenz
2x 15' bei RT in 2x SSPE, 2x 45' bei 65°C in 2x SSPE/2% SDS und 2x 15' bei RT oder 65°C in
0.1x SSPE gewaschen. Die Hybridisierungssignale wurden durch Autoradiographie mit Kodak
X-OMAT AR Filmen oder mit einem Fuji BAS1000 "Bio-imaging Analyzer System" (Phospho-
Imager, Fujix) detektiert.

Die Dokumentation der gleichen RNA-Beladung pro Spur erfolgte durch gleichzeitige oder
aufeinanderfolgende Hybridisierung der Membranen mit einer radioaktiv markierten Sonde fur
murines Glyzerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) cDNA. Als Grdenstandard
wurde der "RNA Millenium™ Size Marker" (Ambion) eingesetzt.

Die Analyse der basalen VLIG-1 Expression in verschiedenen Geweben der Maus erfolgte mit
Hilfe des"Ambion FirstChoice Mouse Blot 1" (Ambion), des"Strip-EZ DNA Kits' (Ambion) zur
Erzeugung @-*P)dATP markierter Sonden und des "ULTRAhyb Puffers’ (Ambion) zur UN
Hybridisierung. Der Blot wurde anschlieRend unter stringenten Bedingungen in Ubereinstimmung

mit den Herstellerangaben gewaschen und wie zuvor beschrieben analysiert.
2.2.15 RNase Schutzexperiment-Analyse (RPA)

Fir die RPA-Analyse wurde ein 743 bp Fragment aus der vollstdndigen cDNA von VLIG-1
(Nukleotide 4845-587) in den pCR |l Vektor (Invitrogen) subkloniert. Nach erfolgter
Linearisierung des rekombinanten Vektors diente das VLIG-1 Fragment als Matrize fur de
Erzeugung einer VLIG-1 Antisinn-komplementdren RNA-Sonde. Als interne Gesamt-RNA
Beladungskontrolle wurde eine Antisinn-RNA-Sonde des "TATA-box binding protein” (TBP)
[475], einem "Haushalts-Gen" mit einer niedrigen Kopienzahl von 1-5 Kopien pro Zelle,
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verwendet, die freundlicherweise von V. Steimle (Max-Planck-Institut for Immunologie,
Freiburg) zur Verfigung gestellt wurde. Die Grof3e der ungeschiitzten RNA-Sonde von VLIG-1
betrug 397 nt, die von TBP betrug 216 nt. Die geschutzten Fragmente waren 216 nt fur VLIG-1
und 160 nt fir TBP grof3.

Die Synthese der RNA-Sonden erfolgte mittelsin vitro Transkription unter Verwendung von 1 ng
linearisiertem Plasmid und SP6, bzw. T3 RNA-Polymerase (Roche) in Anwesenheit von 50 nCi
[a-2PJUTP (Amersham) und 1000 U/ml RNase Inhibitor (Roche). Nach dem Verdau der DNA
durch RQ1DNase (Promega) und EtOH Prézipitation der verbleibenden RNA-Sonde, wurde diese
in 5 m RNA-Probenpuffer (1 mM EDTA, 80% Formamid, 0.1% Bromphenolblau, 0.1%
Xylenecyanol) resuspendiert und mittels Gelelektrophorese auf einem denaturierendem 4%igem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die folgende Autoradiographie diente der Detektion der
spezifischen RNA-Sonde, die aus dem entsprechenden Gelstiick durch UN Inkubation bei 42°C in
"crush and ®ak" Puffer (500 mM NH,OAc, 10 mM MgAc, 1.8 mM EDTA, 0.1% SDYS)
herausgel6st, Phenol-Chloroform extrahiert und EtOH prézipitiert wurde. Eine 5x10° cpm
entsprechende RNA-Sonde wurde zur UN Hybridisierung bei 50°C mit 10 ng muriner Gesamt-
RNA, 40 ng Hefe-tRNA und einem Formamid enthaltendem Hybridisierungspuffer (40 mM
PIPES pH 6.4, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 80% Formamid) versetzt und nicht geschitzte,
einzelstrangige RNA anschlief3end fur 40" bel 30°C mit RNase A (Sigma Aldrich) und RNase T1
(Roche) verdaut. Geschitzte, doppelstrangige RNA  Fragmente wurden mittels
Phenol -Chloroform Extraktion und EtOH Prézipitation aufgereinigt und in 5 nmi RNA-
Probenpuffer resuspendiert, gefolgt von einer gelelektrophoretischen Auftrennung in einem
denaturierenden 5%igen Polyacrylamid Gel. Die Visualisierung der geschitzten RNA-RNA
Hybride geschah durch Autoradiographie, wobei die Quantifizierung der Signalintensitéten per
Phosphoimager Analyse unter Verwendung der Auswertungssoftware TINA 2.08a (raytest
| sotopenmef3gerdte) vorgenommen wurde. Als GrolRenstandards dienten radioaktiv markierte 50
bp und 100 bp DNA-Leitern.

2.3 Biochemische M ethoden
2.3.1 Expression und Reinigung der GST-VLIG-1 Fusionsproteine
Fusionsprotein kodierende Plasmide wurden in den E.coli Stamm BL21 transformiert. Die

Expression der Proteine wurde gemald Herstellerangabe (Amersham) oder wie in [476]
beschrieben durch Zugabe von IPTG (Roth) induziert. Alle neun unterschiedlichen GST-VLIG-1
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Fusionsproteine konnten exprimiert werden, bildeten jedoch in samtlichen durchgefihrten
Induktionsexperimenten unter den verschiedensten Induktionsbedingungen [476] sogenannte
"EinschlulEKorper" ("inclusion bodies'). "Inclusion bodies’ wurden gemdald der in [477]
beschriebenen Protokolle bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 60% aufgereinigt und in
Ruckfaltungsexperimenten unter Verwendung der "Rotifold Reagenz" (Roth) und den Protokollen
des Herstellers eingesetzt. Nur das Fusionsprotein des Vektors GST-VLIG-1/2 (Aminosauren
270-541 des VLIG-1 Proteins) liel3 sich zurtickfalten und in 1x PBS solubilisieren. Die
Rickfaltung des Proteins verlief jedoch vermutlich nicht korrekt, da sich GST-VLIG-1/2 weder
per FPLC Uber eine GlutathionSepharose Saule (Amersham) weiter aufreinigen lief3, noch das
VLIG-1 ProteinFragment von der GST-Domane mittels ThrombinSpaltung (Serva) nach
Angaben des Herstellers abgetrennt werden konnte. Geldstes GST-VLIG-1/2 Fusionsprotein
wurde per Zentrifugation durch einen "Centriprep Filter" (Millipore) mit einer nominalen
Molekulargewichtsgrenze von 30 kDa gemal Herstellerprotokollen weiter aufgereinigt und
konzentriert. Der Reinheitsgrad des GST-VLIG-1/2 Fusionsproteins betrug nach der Ruckfaltung
und den weiteren Reinigungsschritten mehr als 80%, wie durch SDS-PAGE [478] gefolgt von
"Coomassie brilliant blue G-250" (Bio-Rad) Farbung des Gels[479] gezeigt werden konnte.

2.3.2 Herstellung von polyklonalen a-VLIG-1 Antiseren

Insgesamt wurden zwei verschiedene Kaninchen polyklonale Antiseren gegen VLIG-1 hergestellt.
DasasVLIG-1/B bezeichnete a-VLIG-1 Antiserum wurde durch Immunisierung von Kaninchen
mit aufgereinigtem GST-VLIG-1/2 Fusionsprotein (siehe Abschnitt 2.3.1) hergestellt, wobel fir
die ersten beiden Immunisierungen jeweils 100 nmg Protein und fir die nachfolgenden
Immunisierungen jeweils 50 ng Protein eingesetzt wurden. Aufgrund des Molekulargewichts des
Fusionsproteins von ca. 56 kDa wurde auf eine Kopplung des Proteinfragmentes mit "Keyhole-
Limpet-Hemocyanin" (KLH) verzichtet. Die Immunisierungen wurden von Dr. M. Cramer
(Universitdt zu Koln) gemald der gesetzlichen Richtlinien und wie in [480] beschrieben
durchgefiihrt. Das Antiserum der zweiten Blutabnahme, die 14 Tage nach der zweiten Injektion
des Antigens erfolgte, wurde mit Hilfe von Protein A Sepharose CL-4B (Amersham) und wiein
[480] beschrieben aufgereinigt.

Zusétzlich wurde ein polyklonales a-PeptidAntiserum gegen VLIG-1, bezeichnet as VLIG-
1/218, mit Hilfe des "Double X Programmes’ von der Firma Eurogentech (Seraing, Belgien)
hergestellt. Dazu wurden zwei synthetische, KLH-gekoppelte Peptide aus der vorhergesagten
Proteinsequenz von VLIG-1 (Peptid 919: Aminosauren 9-24, DEPQL QSRRKHNLQEM; Peptid
920: Aminosauren 1036-1050, KSPQDK SY SHRNQQM; beide mit einem Gterminalen Cystein
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zwecks Kopplung) gleichzeitig zur Immunisierung eingesetzt. Das |mmunisierungsprotokoll sah

dabei wiefolgt aus:

Tag 0 14 28 38 56 66 [e7]
Injektion erste zweite dritte vierte
Blutentnahme | Prd@mmun 2 ml Test 20 ml Test Ausbluten

Das Antiserum der Blutentnahme nach 38 Tagen wurde mit Hilfe von Protein A Sepharose CL -4B

(Amersham) und wie in [480] beschrieben aufgereinigt.
2.3.3 Herstellung von Zellsolubilisaten

Nach der Abnahme des Nahrmediums wurden die zu lysierenden Zellen zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und anschliefend fiir 30' mit einer Konzentration von 107 Zellen/ml in Lyse-
Puffer, supplementiert mit dem Protease Inhibitor Cocktail "completeMini" (Roche), auf Eis
inkubiert. Je nach Experiment wurde 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), 1% Thesit (Fluka) oder
1% Nonidet P-40 (NP-40) enthaltender PBS Puffer eingesetzt. Die Zell-Lysate wurden
anschliefend 15' mit 15.000 g bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei -20°C
gelagert. Vor dem Gel-Auftrag wurden die Lysate mit SDS-haltigem 4x Probenpuffer (Roth)
versetzt und kurz aufgekocht.

2.3.4 Western Blot Analyse

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) [478] unter reduzierenden Bedingungen mit 4%igen Sammelgelen und je nach
Experiment 510%igen Trenngelen. Der Transfer der Proteine aus den SDS-PAGE-Gelen auf
Nitrozellulose-Membranen (Protan, Schleicher& Schuell) erfolgte durch Elektroblotting fir 1 h bel
1A [481] (Blot-Apparatur von IDEA Scientific Company). Der Erfolg des Transfervorgangs
wurde durch reversible Ponceau S Farbung kontrolliert (Farbung: 10" mit Ponceau S Féarbel 6sung
von SigmaAldrich; Entfarbung: 10" in H20). Die Nitrozellulose Membranen wurden anschlief3end
UN bei 4°C mit Blockierungs-Puffer (5% Milchpulver, 0.1% Tween 20 in PBS) abgesittigt. Die
Inkubation mit dem Erstantikorper (verdinnt in PBS, 0.1% Tween 20) erfolgte fur 1.5 h, gefolgt
von dreimaligem Waschen fir jeweils 10" mit 0.1% Tween 20 in PBS bei RT. Danach folgte eine
30'ige Inkubation mit einem spezifischen HRP-konjugiertem Zweitantikorper (verdinnt in PBS,
0.1% Tween 20) und eine Wiederholung der Waschschritte. Die Detektion des Zweitantikorpers
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erfolgte mit Hilfe des"ECL detection Systems' (Amersham) entsprechend den Herstellerangaben.
Die Membran wurde anschlief3end getrocknet und das emittierte Licht durch einen 1-20"
aufgelegten Film (Fuji RX) sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der detektierten
Protein-Signal e geschah mit Hilfe eines Joyce-L oebl Chromoscan 3 Densitometers.

Priméare Antikorper (AK)
Polyklonalesa-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/B. Verdinnung: 1:1500.
Polyklonalesa-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218. Verdinnung: 1:2000.
Polyklonales a-1IGP Antiserum 165 aus Kaninchen, freundlicherweise von R. Uthaiah
(Universitét zu Koln) zur Verflgung gestellt. Verdinnung: 1:2000.
Polyklonales a-1IGP Antiserum H15 aus Kaninchen, freundlicherweise von U. Boehm
(Harvard Medical School, Boston, USA) zur Verfligung gestellt. Verdinnung: 1:2000.
Polyklonales a-magl (a-mGBP1) Antiserum aus Kaninchen. Zur Verfigung gestellt von D.
M. Paulnock (University of Wisconsin, USA). Verdinnung: 1:2000.
Polyklonales a-Calnexin Antiserum aus Kaninchen (StressGen). Verdinnung: 1:2000. Diente
zumeist als Beladungskontrolle.

Sekundére Antikorper (AK)
HRP-konjugiertes Ziege-a -Kaninchen IgG Antiserum (Dianova). Verdinnung: 1:2000.

HRP-konjugiertes Ziege-a-Maus 1gG Antiserum (Dianova). Verdinnung: 1:2000.

2.3.5 Nukleotid-Binde- und K ompetitions-Experimente

Priméare EF von C57BL/6J Mausen wurden fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g inkubiert, nach Abnahme
des Mediums zweimal mit eiskaltem 3 mM MgCl, enthatendem TBS gewaschen, in einem
Volumen von 1 ml TBS/MQgCl, mittels eines "Rubber-Policeman” Gberfihrt und durch
Zentrifugation mit 500 g fur 5' bel 4°C pelletiert. Anschlief3end wurde das Zellpellet vorsichtig in
1 ml hypotonischem Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCly), der zuvor mit
dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini* (Roche) supplementiert wurde, resuspendiert und
erneut mit 500 g fur 5' bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 0.5 ml hypotonischem Puffer
resuspendiert, fir 5" auf Eis inkubiert und schliefdlich mittels mehrmaligem Passieren durch eine
Kanile (& 0.9 mm) lysiert. Die Zellsuspension wurde durch eine 5'ige Zentrifugation bei 4°C mit

3000 g in ein Partikelsediment und einen loslichen Uberstand aufgetrennt. Der zytosolische
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Proteine enthaltende Uberstand wurde entnommen und erneut mit 100.000 g fir 40' bei 4°C
zentrifugiert, um verbliebene Kernriickstande etc. zu entfernen.

Alternativ zu dieser Lyse-Methode wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation mit 500 g fir 5'
bei 4°C in 0.5 ml Triton X-100 (Sigma Aldrich) enthaltendem Lyse-Puffer, supplementiert mit
dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini" (Roche), resuspendiert und fur 15" zur Lyse auf
Eis inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation fur 40' mit 100.000 g bel 4°C und die
Abnahme des Uberstandes.

1x10° Zellen entsprechende Aliquots wurden entnommen und auf einem Uberkopf - Rotator fiir 1 h
bei 4°C mit 50 m einer Guanin-Nukleotid Agarose Suspension (Sigma Aldrich) inkubiert. Fur
Kompetitions-Experimente wurde der Nukleotid Agarose Suspension 10 mM freies GTP oder
GDP zugesetzt. Anschlief3end wurde die NukleotidAgarose mit den an sie gebundenen Proteinen
durch Zentrifugation mit 17.000 g fiir 1' bei 4°C pelletiert und der Uberstand vorsichtig entfernt
und verworfen. Nach dreimaligem Waschen der Agarose-Suspension mit jeweils 1 ml
hypotonischem Puffer, bzw. Triton X-100 Lysis-Puffer (je nach der angewandten Lysis-Methode)
fur 10', wurden die gebundenen Proteine durch 15'ige Inkubation in 50 m eines SDS haltigen
Probenpuffers auf einem Schiittler bel RT eluiert. Anschliefiend wurden die Proben fir 5 auf
65°C erhitzt, die Agarose-Partikel mittels Zentrifugation fur 3' bei 17.000 g pelletiert und der
Uberstand auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die folgende Western Blot

Analyse wurde wie zuvor beschrieben durchgefuhrt.
2.3.6 Biosynthetische Markierung von Proteinen mit [*°S]-Methionin

1x10° primére EF von C57BL/6J M&usen wurden fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert, das
N&hrmedium anschlief3end abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellen fur weitere 90" in Methionin-freiem Hungermedium (GibcoBRL) + 100 U/m
IFN-g inkubiert, das anschlief3end wieder entfernt und durch normales Zellkulturmedium + 100
U/ml IFN-g+ 100 nCi [**S]-Methionin ersetzt wurde. Die biosynthetische Markierung in diesem
Medium erfolgte Uber einen Zeitraum von 2-6 h. Das Medium wurde nachfolgend entfernt, die
Zellen zweimal bel 4°C mit 1x PBS gewaschen und trypsiniert. Die Zellen wurden durch eine
5'ige Zentrifugation mit 500 g bel 4°C pelletiert, in 250 m eines 1% Triton X100, oder 2%
CHAPShaltigen PBSPuffers, supplementiert mit dem Protease Inhibitor Cocktail
"completeMini” (Roche), resuspendiert und fur 30" auf Eislysiert. Alternativ wurde das Zellpellet
in 250 m hypotonischem Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCly;
supplementiert mit dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini” (Roche) resuspendiert und

durch mehrmaliges (15-20x) Passieren durch eine 25 Gauge Kanule lysiert. Unabhangig von der

51



Material und Methoden

angewandten Methode erfolgte nach der Lyse eine 40'ige Zentrifugation mit 100.000 g bei 4°C,

um verbliebene Partikel abzutrennen. Der Uberstand wurde anschlief}end vorsichtig in ein anderes

Reaktionsgefald tberfihrt.
2.3.7 Immunopr azipitation

Protein A-Sepharose 4B wurde vor der Anwendung UN in 1x PBS gequollen, anschlieRend
dreimal mit PBS gewaschen und im Verhdtnis 1:1 (v/v) in PBS 0.02% Natriumazid bei 4°C
gelagert. 100 m der Sepharose-Suspension wurden entnommen und mehrmals mit PBS
gewaschen, um das Natriumazid zu entfernen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die
Sepharose wieder im Verhditnis 1:1 mit PBS verdinnt (Gesamtvolumen: 100 ni). Zur
Vorreinigung wurden der Suspension anschlief3end 5 ml "normales Kaninchen Antiserum” (NRS)
und ein geeignetes Volumina eines biosynthetisch markierten Zell-Lysates hinzugefigt, das
Volumen mit 1x PBS auf 1 ml aufgefiillt und der Ansatz UN bei 4°C (iber Kopf gerollert. Danach
wurde der Ansatz 10' bei 17.000 g und 4°C abzentrifugiert und der derart vorgereinigte Uberstand
abgenommen. Der Uberstand wurde mit 10 ng des polyklonaden a-VLIG-1 Kaninchen
Antiserums VLIG-1/B versetzt und fur 1 h auf Eis inkubiert, bevor 50 m einer 1:1 in PBS
verdinnten Protein A-Sepharose 4B Suspension hinzugefiigt wurden und der Ansatz fur 2 h bei
4°C Uber Kopf gerollert wurde. Nach einer Zentrifugation mit 17.000 g fur 5' bei 4°C wurde der
Uberstand verworfen und das Sepharosepellet funfmal fiir je 3' mit Waschpuffer (je nach Art der
verwendeten Lyse-Methode 0.1% TX-100 in PBS, 0.2% CHAPS in PBS oder hypotonischer
Puffer) gewaschen. Schliefdlich wurde die Sepharose mit dem an sie gebundenen Material in 45
SDS-haltigem Probenpuffer aufgenommen, 10" bei RT und weitere 5' bei 95°C inkubiert, erneut
fur 3' bei 17.000 g abzentrifugiert und der Uberstand auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die nachfolgende Detektion des VLIG-1 Proteins erfolgte wie unter 2.3.4

beschrieben.

2.3.8 Pulse-Chase Analysen

1x10° C57BL/6J EF wurden fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert, das Nahrmedium
anschlief3end abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Danach wurden die
Zellen fur 1 h in Methioninfreiem Hungermedium (GibcoBRL) + 100 U/ml IFN-g inkubiert, das
anschliefRend wieder entfernt und durch normales Zellkulturmedium + 100 U/ml IFN-g+ 100 nCi
[*®*S]-Methionin ersetzt wurde. Die biosynthetische Markierung (“Pulse”) in diesem Medium
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erfolgte fir 1 h. Anschlief3end wurde dem Nahrmedium fir unterschiedlich lange Zeiten (0-8 h)
ein UberschulR an unmarkiertem Methionin, der der 15fachen Menge der normalen
Mediumkonzentration an Methionin entsprach, zugegeben ("Chase"). Zu den verschiedenen
Zeitpunkten wurde das Nahrmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, trypsiniert und anschlief3end in 1% Triton X-100 PBS Puffer fur 30" auf Eis lysiert.
Von der Probe die unmittelbar nach Zugabe des unmarkierten Methionins enthommen wurde
(Null-Probe), wurde der Einbau des markierten Methionins mit Hilfe eines Szintilationszahlers
bestimmt und das Volumen das 5x10° cpm entsprach zur nachfolgenden Immunoprézipitation
verwendet. Die eingesetzten Volumina der Chase-Proben von spateren Zeitpunkten waren gleich
dem der Null-Probe, um das Zellwachstum und somit die Verteilung der radioaktiv markierten
Proteine zu berticksichtigen. Die anschlief3ende Immunoprazipitation erfolgte wie unter 2.3.7
beschrieben, wobei das prézipitierte, radioaktiv markierte Proteine enthaltende Eluat anschlief3end
auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt wurde und Proteinsignale mittels
Autoradiographie detektiert wurden.

2.3.9 Ko-lmmunopr&zipitation

1x10° primére EF von C57BL/6J Mé&usen wurden wie in 2.3.6 beschrieben biosynthetisch
markiert, wobel die Markierungsdauer 3 h betrug und in Anwesenheit von 100 U/ml IFN-g
erfolgte. Das zur Immunopréazipitation eingesetzte Volumen der Zell-Lysate entsprach jewells
5x10° cpm. Die Immunoprézipitation erfolgte wie in 2.3.7 beschrieben. Das radioaktiv markierte
Proteine enthaltende Prézipitat wurde anschlief3end auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und Proteinsignale mittel s Autoradiographie detektiert.

2.4 Z€lbiologie

Die Plastikmaterialien fur die Zellkultur stammen von Sarstedt (NUmbrecht) und Greiner
(Solingen). Die verwendeten Zellkulturmedien sind jeweils bel den einzelnen Zelltypen
angegeben. Alle Zellen wurden in einer wasserdampfgeséttigten Atmosphare mit einem
CO2-Gehalt von 5% (v/v) in einem 37°C-Inkubationsschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. Die
Kontrolle der Zellen erfolgte mit einem LeitzDiavert-Umkehrmikroskop. Der Zelltiter wurde mit
einer Neubauer-Zéahlkammer bestimmt. Der Routineumgang mit Zellen erfolgte wie in (Martin,
1994) beschrieben.
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24.1 Zdl-Linien

Primére EF aus C57BL/6J, 129/sV, BALB/c, IRF-17 und IFN-gR® Mé&usen wurden 14 Tage
post coitum wiein [461] beschrieben isoliert. Die isolierten EF wurden in einer Konzentration
von ca. 3x10* Zellen/em? auf Zellkultur -Petrischalen ausplattiert und bis zur Konfluenz (ca.
2-3 Tage) in DMEM (Invitrogen), supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem,
Endotoxingetestetem FCS (HyClone), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen), 1 mM Natriumpyruvat
(ICN), 100 U/ml Penicillin (Invitrogen), 100 ng/ml Streptomycin (Invitrogen) und 1x nicht-
essentielle Aminosduren (Gibco BRL) kultiviert. 5-10x10° Zellen wurden pro Aliquot
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde ein Aliquot auf 5 Zellkultur-Petrischalen (& 10cm)
verteilt, bis zur Konfluenz kultiviert, und die daraus hervorgehenden Zellen fur die in dieser
Arbeit beschriebenen Experimente eingesetzt.

Die aus C3H/An Mausen stammende Fibroblasten Zell-Linie L929 wurde in DMEM
(Invitrogen), supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem FCS (Sigma Aldrich), 2 mM
L-Glutamin (Invitrogen), 1 mM Natriumpyruvat (ICN), 100 U/ml Penicillin (Invitrogen), 100
ng/ml Streptomycin (Invitrogen) kultiviert.

Die aus C57BL/6J Méusen stammende Makrophagen Zell-Linie ANA-1[482] wurde von K.
Pfeffer zur Verfigung gestellt und in RPMI mit niedrigem Endotixingehalt (Biochrom),
supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem, Endotoxingetesteten FCS (HyClone) sowie 50
nmM b-Mercaptoethanol (Invitrogen) kultiviert.

RAW?264.7 [483], ist eine aus BALB/c Mausen stammende Makrophagen Zell-Linie und
wurde von K. Pfeffer zur Verfigung gestellt. Die Kultivierung erfolgte wie die der ANA-1
Makrophagen Zell-Linie.

Die humane, B-lymphoblastoide Zell-Linie C1R, transfiziert mit HLA-B7, ICP-47 und M 86,
wurde freundlicherweise von B. Ortmann (amaxa GmbH) zur Verfigung gestellt. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM (Invitrogen), supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem
FCS (Sigma Aldrich), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen), 1 mM Natriumpyruvat (ICN), 100 U/ml
Penicillin (Invitrogen), 100 ng/ml Streptomycin (Invitrogen).

2.4.2 Stimulation von Zellen
Die Induktion der verschiedenen priméren Zellen und Zell-Linien erfolgte in den in Abschnitt

2.4.1 angegebenen Nahrmedien, wobel die Zellen zum Zeitpunkt der Ernte eine ca. 75%ige

Konfluenz erreicht hatten. Folgende Zytokine und Chemikalien wurden zur Induktion eingesetzt:



Material und Methoden

rekombinantes Maus |FN-g (Genzyme Diagnostics), rekombinantes Maus IFN-b (Calbiochem),
rekombinantes Maus TNF-a (Genzyme Diagnostics), der Trandationsinhibitor Cycloheximide
(CHX) (Sigma Aldrich), sowie der Transkriptionsinhibitor Actinomycin D (ActD) (Sigma
Aldrich). Die ZytokinStimulation der Zellen erfolgte durch direkte Zugabe einer entsprechenden
Zytokin Menge zum Nahrmedium. Die eingesetzten U/ml sind bei den verschiedenen Zytokinen
unterschiedlich definiert. So entspricht 1 U IFN-g der Menge die ausreichend ist 50% einer 1 ml
Maus L929 Kultur vor den zytopathologischen Effekten einer Infektion mit dem Vesicular
Stomatitis Virus (VSV) zu schiitzen [484, 485]. 1 U IFN-b ist definiert as ausreichend um 50%
einer 1 ml Maus L929 Kultur vor den zytopathologischen Effekten einer Infektion mit dem
Encephalomyocarditis Virus (EMCV) zu schiitzen [484, 485]. 1 U TNF-a ist hingegen definiert
alsausreichend die halbmaximale Zytotoxizitét in Maus L929 Zellen zu i nduzieren [486, 487].
CHX wurde vor der direkten Zugabe zum N&hrmedium in PBS solubilisiert, wobel die Zugabe
von CHX 30' vor der nachfolgenden Stimulation mit IFN-g erfolgte. Die Endkonzentration von
CHX betrug dabei 50 ng/ml. ActD wurde ebenfals in PBS solubilisiert und direkt zum
Nahrmedium gegeben. Die Zugabe erfolgte bel Zellen die zuvor fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g
stimuliert wurden. Die Endkonzentration von ActD betrug 50 ng/ml.

2.4.3 Fraktionierung von Zellen

Die Fraktionierung von Zellen wurde gemal3 eines von Taylor et al. publiziertem Protokolles
[439] durchgefiihrt. 1x10° Zellen wurden fiir 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert. Nach Abnahme
des Nahrmediums wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in einem Volumen
von 0.5 ml PBS mit Hilfe eines " Rubber-Policeman” in Eppendorfgeféiie tberfihrt und 5 mit 500
g bei 4°C abzentrifugiert. Anschlie?end wurden die zelluldren Proteine durch eine von zwei
verschiedenen Vorgehensweisen fraktioniert.
Die Zellen wurden vorsichtig in hypotonischem Puffer (10 mM TrispH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5
mM MgCly), supplementiert mit dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini" (Roche),
resuspendiert und erneut 5' mit 500 g bei 4°C abzentrifugiert. Danach wurden die Zellenin 0.5
ml hypotonischem Puffer aufgenommen und 5' auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen
durch mehrmaliges (15-20x) Passieren einer 25 Gauge Kanule lysiert und die Zellsuspension
durch eine 5'ige Zentrifugation bei 4°C mit 3000 g in ein Partikel sediment und eiren |6slichen
Uberstand aufgetrennt. Der |6sliche Uberstand wurde erneut fir 40' mit 100.000 g bei 4°C
zentrifugiert, um verbliebene Partikel abzutrennen und danach mit 0.25 Volumen eines SDS
Ladepuffers (24% w/v Saccharose, 0.36 M DTT, 4.8% w/v SDS, 48 mM EDTA, 0.05% w/v
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Bromphenolblau) versetzt. Das Partikelsediment wurde in 1 ml hypotonischen Puffer
resuspendiert, 5' mit 500 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet schliefllichin
0.5 ml hypotonischem Puffer aufgenommen, zu dem 0.25 Volumen des SDS-Ladepuffers
gegeben wurden.
Alternativ wurde das Zellpellet in 0.5 ml NP-40 Puffer (0.75% v/v NP-40 in PBS),
supplementiert mit dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini” (Roche), aufgenommen
und 10" auf Eis inkubiert. Nach erfolgter Lyse wurde die Zellsuspension in en
Partikelsediment und einen loslichen Uberstand aufgetrennt, die wie zuvor beschrieben
weiterbehandelt wurden.
Nach 2'igem Aufkochen wurden je 40 m der Fraktionen auf einem 7.5%igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und eine Western Blot Analyse (siehe Abschnitt 2.3.4) durchgefihrt.

Primare AK: Polyklonalesa-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/B. Verdinnung: 1:1500.
Monoklonaler a-IGTP Antikdrper (Dianova). Verdinnung: 1:2000.
Sekundére AK: HRP-konjugiertes Ziege-a -Kaninchen 1gG Antiserum (Dianova).
Verdinnung: 1:2000.
HRP-konjugiertes Ziege-a-Maus 1gG Antiserum (Dianova).
Verdiinnung: 1:2000.

2.4.4 Herstellung und Analyse der transienten EGFP-Transfektanden

Auf Hitze-sterilisierten Deckglésern gewachsene, nicht-stimulierte EF von C57BL/6J Mausen
oder L929 Fibroblasten wurden unter Verwendung des "Fugene 6" Lipofektions-Kits (Roche)
nach Herstellerprotokollen transient mit EGFP-VLIG-1 transfiziert. 24 h nach der Transfektion
wurde das Medium abgenommen und die Deckglaser 5' in PBS0.9 mM CaCl,/0.5 mM MgCl;
gewaschen und 20' bei RT in 3% Paraformaldehyd fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit
PBS und einma mit PBS/50 mM NHA4CI gewaschen und anschlief3end auf Objekttragern in
Mowiol (Calbiochem) eingebettet, mit klarem Nagellack versiegelt und bei 4°C dunkel gelagert.
Teilweise erfolgte vor der Fixierung eine Anfarbung des Nukleus mittels
4'-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (SigmaAldrich) laut Protokollen des Herstellers.

Die Dokumentation erfolgte mittels eines Axioplan Il Fluoreszenz-Mikroskopes (Carl Zeiss),
einer gekuhlten Photometrics Quantix CCD Kamera (Roper Scientific) und der Metamorph
Software Version 4.5r3 (Universal Imaging Corporation).
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2.4.5 Indirekte Immunofluor eszenz Analyse

Auf Hitze-sterilisierten Deckglasern ausplattierte EF von C57BL/6J M&usen wurden fur 24 h mit
100 U/ml IFN-g stimuliert oder blieben unstimuliert. Die Deckgldser wurden aus den
Kulturplatten entfernt, 5' in PBS/0.9 mM CaCl,/0.5 mM MgCl , gewaschen und 20" bel RT in 3%
Paraformal dehyd fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS und einmal mit PBS/50 mM
NH4Cl gewaschen und anschlief3end 10" mit PBS/0.1% Saponin permeabilisiert. Nach 30" in
Blockierungs-Puffer (PBS, 3%, 0.2% Gelatine, 0.02% NaNs3, 0.1% Saponin) wurden die
Deckglaser 1 h mit dem Erst-Antikorper (verdunnt in Blockierungs-Puffer) in einer feuchten
Kammer inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Zellen mit PBS/0.1% Saponin wurden die
Deckglaser 30' mit dem Zweit-Antikorper (verdinnt in Blockierungs-Puffer) inkubiert und
anschlief®end erneut wie zuvor beschrieben gewaschen. Schliefdich wurden die Deckglaser auf
Objekttragern in Mowiol (Calbiochem) eingebettet, mit klarem Nagellack versiegelt und bei 4°C
dunkel gelagert. Die Auswertung der Immunofluoreszenz erfolgte mittels eines Axioplan i
Fluoreszenz-Mikroskopes (Carl Zeiss), einer gekihlten Photometrics Quantix CCD Kamera

(Roper Scientific) und der Metamorph Software Version 4.5r3 (Universal Imaging Corporation).

Primére AK: gereinigtes, polyklonalesa-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218. Verdiunnung: 1:500.
Sekundére AK: monoklonaler,  FITC-konjugierter  Ziege-a-Kaninchen  Antikorper
(Molecular Probes). Verdinnung: 1:1000.
monoklonaler Ziege-a-Kaninchen-Cy3 Antikorper (Molecular Probes).
Verdinnung: 1:1000.
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3. Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten

Dieser Arbeit vorausgegangen war eine Untersuchung der zelluldren Antwort auf IFN-g in
murinen embryonalen Fibroblasten (EF) und Makrophagen [399, 409]. Zu diesem Zweck wurden
"Suppressions subtraktive Hybridiserungs" (SSH) differentielle Bibliotheken [488] von IFN-g
stimulierten EF und IFN-gTNF-a stimulierten Makrophagen der Zell-Linie ANA-1, beide mit
C57BL/6J genetischem Hintergrund, generiert [399, 409]. Es zeigte sich, dal3 in beiden
Bibliotheken cDNA Fragmente von Mitgliedern der Interferoninduzierbaren, an zellautonomen
Resistenzprogrammen gegen verschiedene Pathogene beteiligten p47 und p65 GTPasen Familie
deutlich Uberreprasentiert waren [399, 409].

Neben diesen Fragmenten und anderer, von bekannten Genen stammender, konnten in beiden
Bibliotheken noch weitere cDNA Fragmente identifiziert werden, deren Sequenz in &ffentlich
zuganglichen Datenbanken nicht deponiert war [409]. Eine Expressionsanalyse dieser cDNA
Fragmente durch Northern Blots ergab, dal3 zwei cDNA Fragmente von 464 bp und 641 bp Lange
der EF SSH-Bibliothek, sowie ein weiteres cDNA Fragment von 743 bp aus der ANA-1
Bibliothek jeweils mit einem ca. 9 kb grof3em | FN-g induzierbarem Transkript hybridisierten.

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit [447] konnte gezeigt werden, dal3 die drei
verschiedenen cDNA Fragmente Bestandteile einer gemeinsamen cDNA sind. Ferner konnte
innerhalb dieser Arbeit die cDNA Sequenz dieses as Klon 18 bezeichneten Gens mit Hilfe der
PCR-basierenden 3- bzw. 5-RACE Technologie auf nahezu 5300 Nukleotide (nt) ausgeweitet
werden. Die vollstdndige cDNA von Klon 18 wurde jedoch nicht ermittelt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 die aus der partiellen cDNA von Klon 18 abgeleitete
Aminosduresequenz die kanonischen GTP-Bindungsdoménen Motive X;)CKS (G1-Motiv),
D(X2)G (G3-Motiv) und (N'T)(K/QXD (G4-Motiv) [380, 381, 383] besitzt; funktionelle Analysen
wurden jedoch nicht durchgeftihrt. Aufgrund der GTP-Bindungsdomane wurde Klon 18 in "very
largeinducible GTPase-1" (VLIG-1) umbenannt.
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3.2 ldentifizierung der vollstédndigen cDNA und Sequenzanalyse von VLIG-1

Zur |dentifizierung der vollstdndigen cDNA von VLIG-1 wurde eine >4 kb | -cDNA Bank von
IFN-g stimulierten EF mit C57BL/6J genetischem Hintergrund unter Verwendung eines partiellen
VLIG-1 cDNA Fragmentes gesichtet. Positive cDNA Klone traten in dieser Bank mit einer
Frequenz von 0.4% auf. Es konnten mehrere cDNAs grof3er als 8 kb aus der | -cDNA Bank
isoliert werden, wobei der gréfte Klon 8988 bp bis zum Beginn des Poly(A)- Schwanzes umfaldte
und als VLIG-1/Klon A bezeichnet wurde (Abb. 6). Klon A enthielt wie erwartet die Sequenzteile
aler drei cDNA Fragmente der SSH-Bibliotheken.

Das langste offene Leseraster (ORF) umfaldte 7358 nt. Die Proteinkodierende Sequenz (CDS),

beginnend vom ersten potentiellen Trang ations-1nitiations Kodon AUG innerhalb dieses ORFs, bis
zu einem zweifach aufeinanderfolgendem TAA Stopp-Kodon, umspannte 7281 bp, welches einem
putativen Protein von 2427 aa mit einem kalkuliertem Molekulargewicht (M;) von 280814.56 und

einem isoel ektrischen Punkt von 6.12 entsprach. Die K onsensus Polyadenylierungs- Signal sequenz
(AATAAA) konnte insgesamt viermal innerhalb des 3' nicht-trandatierten Bereiches (3' UTR) der
VLIG-UKlon A cDNA Sequenz identifiziert werden. Ubereinstimmend mit diesem Befund
wurden aus der | -cDNA Bank VLIG-1 Klone mit unterschiedlichen 3' UTR Langen isoliert.

1 GGCAGGCT GGAGGAAGGT GCATGT CCACCT CCAATTACT CTCTAGAGCAACAAT CT GAAGACT GGAACT GGGCTTCAAGCACACAAGTGT 90

91 GTTGGGGTATCCAGGACT CGT TGAGGT GAAAGT GCTGGGT TCTGAT GAT GGAACCCCGCCCGACCAGAGGCT GGGATCTGI TCGGGTCCG 180
181 GGCCACCCCCGCCATCTTCCTTTTGAGCCCAGCAGAGGCCACTAAGGACT CCAGAGT GCTCTCCACACCACAGGGCATCAGGCTCACCTC 270
271 GGGAACACGGAGCC 284

285  ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACT GATGAGCCT CAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAAT CTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTG 374
1 M ATAKT CFTDEWP QL QS RRIKHNLOQEMLTEV G L 30

375 TCTGTTGACTACTGGTTACCTAAGCT TCAGGAAGAT CTGGGT GTCACCT CGGCCCAGGCCT TACAATAT TTAGACAGGAATGACCTCCAG 464
31 S VDYWLUPKLTI QQETDLTGVTS SAQQALG QYLTDRNTDITL Q 60

465  AAGCTGAAGT CCCAGACAACACACACAT GGGAGAAAAGGGCGCT GGAGAAGT TACTGGACT TCTCACAGCCAAACAGT GTTGCAGAGCTA 554
61 KL KSQTTMHTWEI KR RALEI KTILILUDFSQPNSVAETL 9

555 CAGGAGACTCCAAGGGAGAT GAAAAAGAACAGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACT GCAGGCT CTGAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAG 644
91 QETPREMEKI KNRO QRO OQAGOALU OQALTZKALIO OQSE G K 120

645 CACAGAGAGGAAGAGGCAGT GAGGAGAAAAGAAGCAGAGCT GAGACAAGCAAT GGAGAT CCCTGAGGAGT GCTGGCCAACGGCTGAAGTG 734
127 H R EEEAVRRIKEAELWRQQAMEI PEETCWPTAE V 15

735 TCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACAT CTCAGT CACAT GGAACGGACCCT GGCTCACAGT CCAAACCTCTCAGATGGAGAC 824
151 s L K DI T EI MERMHL SHMERTILAHSUPNIL S D G D 180

825 CTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCT GATTCAGAAGAGAGAAGAGCTA 914
181 L VR WA S GGL AL QGI YKTNHWPRSILI QK R E E L 210

915 CTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGI TGGCCCAGAACAT GGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTTCATCTTTTCACGAACAAGCC 1004
2117 L s VP K QF S L V GPEHGTEI KTMEFS S F HE Q A 240

1005 ATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGT TTCAGT TCAACCTCCTTGGT TAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGAAGCTGGTATA 1094
241 M F T ETI KMMGZF S ST SLVKGEGWGFSLEAGII 27

1095 GATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCA 1184
2717 D Q NE Q T A S ENTHQSHSEOQTYFCSARTFSY | P 300

1185 TTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAG 1274
301 L AT CHZFMHI NDLIELSNAALIOQETLIKTI EETLL E Q 33

1275 ACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGT TTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCT 1364
33 T T bHRDSGLUPLILRHRAENFFHRFGSHA AN QG P 360

1365 CTGCAACTGGGTGGAATCTACTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGT TTCAAAAGT GAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAG 1454
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L QL GGI Y CWKAI S EGFIKSEMHLADVIKOQQTRE
TCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGT TATAGT GGCTTTGGAGT TAAAGT CGGT GCAAGT GTTAATATAGCAAACT CAAATTCAGAAACA
s LNI YI MGSYSGFGVIKVGASVNI ANSNSET

GCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGGT ACAACTATCTGTAGCCCAGATAGGT GGACCAGCAGAAGCAGATGGAATT
AS F S TTHILHSQTIKVQL SV AQI GGPAEADG

GCCCAGT GGACAGCTGGCCTTGTAGT TAGCAATCAAACCTGGT CTGT CATTGATAGGGAACT GCAGT TGGTACCTATTTGGGACATCATC
AAQWTAGLVV SNQTWSVI DRELOQL VP I WD.I

CTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGT GGCTAACT GCCTAAAAGACAACTACACT GCTCTGACTGAACTAGATGCC
L S SHRTDUFIKNALOQVANTCLIKIDNYTALTETLDA

CAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGAT GT GAAATGCTGGGAGGT TTCTGATCCT
QI Q E GEEZFLTARIKEAKIULFI EDVKZ CWEV S DFP

GAAGAACAACTTACAAAGT TATTAGATTTTATGCAAACATTGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATAACATTTGGATTAATACATGT CTCACT
EEQLTKULLDFMQTL S QKI KSYNI WI NTT CILT

GATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGT TCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGT TTATTAAATCTCAGT TG
DwDULQNFLI NTVIKZFZCKTSWPTYIKTOQFI KIS QL

TGCATCCTTCTAGAACCT CATGTCTACAAAGT TACAAACTTTCCTGAGGCACACT CCATCATACAGT GGATCAATCAGT CAGAGTATGGG
cl L L EPHVYKVTNFWPEAHSI I QWI NQSTEYG

GAAGAGCAAGT CAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCT TAAAGAAAACCCACAAATACCT GATGGAAGT GAATTTCAAAAAT
EEQV K1l TSFSEZFI KTULIKIKTWHIKYLMEVNTFEFKN

GAGGCCCCAGAAACAGT GGAAGAAGCAGAAAGAACGGCTACATAT GAGGT CACCACAGCT CTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAA
E APETVEEAERTATYEVTTALSSFLKY L KE

ACAGAACAGCCAGACATGCAGCTGCTGCTGCTTTCCATTGCAGCT GGT GCAGGCTATCAGT TGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTG
T EQPDMOQLULULULSI AAGAGY QL VNS SIT F QHILL

GGGTGTGATGAGT TAAACT TCCTCTTGGAT CAAAT GCAAAGT AACCAACACAAAT ACCAAGAGCT TAAAAATATTTGCAACTACAGAGCC
G CDELNFLULDOQMQSNOQHI KY QEL KNI CNYRA

CAGGCATTCCTGGT GCTCACAGCTCTAAGAACCACAGT TGAAATCACAGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGT TTGGCATTAATT
QA FLVLTALRTTVEI TDI STEEIKROQQRTL AL

AAACAACAT AT GGGGACACT GT TGT CTGAAGAAGT TGCACATGT TCTCACAAAACAT GGAGAACAT CATGACT GGGAAAGT CTGGAGAAT
K Q HMGTLL SEEVAHVYLTIKMHGEMHMHUDWESTLEN

GATTTGAGACTACT CATTGAGGGGGACT ATAAAGCCACCACCCAT TACT TACAAAT GGAT GAGGT AAAAAAACAATTGCAAAGT CTCTGC
bDLRLULI EGDYIKATTMHYLQMDEVIKIKQLQSLC

CATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGT AAT GAAAACAT CACAAAAGGAAT GATAGAAAAT GGACCT TTCCT GAAATTACT CCAA
H G K K QTY K QKSNENI TKGMI ENGPZFULIKILLQ

CGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAAAGGAT GAGCAGAGCT GACT TCCATCTGATCTATAAGACCT CTGT GTACAATTCACAGCCA
RL GL DNYYPKRMSRADTFMHILI Y KTSVYNSAOQTP

AGGT CTGAAAAGGAGCT TCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACT GATGT TGGATTATGGGT TCAGACAT CTGATAGT CAAAGATGATGAA
R S EKELWPFYFLQKWLUL ML DYGFIRMHLI1I V K DDE

AACATAAAAAAACAAAT CTCCATAGGT TCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATGT CATTATAGACAATGATAGT
NI K KQI 1 GS S NMHENEDI DPYDUDUWVI I DNDS

CCTGGCTATCCTTCAGCCACT GAGT CCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATAT CCAGATGACCATTTTACACT GTGCAGATGATCTTACC
P GYPSATESWPHI HPLDI QMTI L HCADTUDILT

AGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACT CCCCCTTGT GGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAAT TTTAT
R QY Il F S KL SI CHYALWPLVVPNPNTSOQI EFY

CTTTGGTCTCTCAGACAAAT TAGGAAAAGT TGGCAAGAT GCAAGT AAAT CTCCACAGGACAAGAGCT ACAGT CACAGAAAT CAGCAGATG
L WSLRQI RKSWQDASTEKT SPQDIKSYSHRNI GQAOQM

TGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGT TGGAAATGACCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGT
CRVSTW®PI VSFI RV GNUDILSASIKSOQI MNZSILIL S

AAACGTAAACATGACGT GT TTTTTCACAGACACT GCAAAGGAAGCAACAAACACT GT CTCCTGAT GCAGGGAGT GGTGGAAATCTGCTGG
K R K HDVFFHRHTCIKG GSNIKHTCLULMQGVVEI CW

TTCTGTCCTGCCGGCCAAGGT GAGGACACGT TTGAAAATTGT CTGACCT TCACCAGT CTTCATGGAGAT GCAAAGGAACACACCCAACAA
FCPAGOQGEUDT FENTCLTEFTSULHGDAIKEWHTQAQ

CTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGT GGTCCTCATGT CAGT TTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGT CAGACAC
L S FLQHVSSI I VVLMSV SDNNIKIENA QKL VRH

CTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGAT TGAT GACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACT TCTGGT AAAAGAATGAGAATTGGC
L wQs s TWPWLI CL I DDKEIKAI ANTSGIKRMRI G

ATCAAGAATAGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGAGCT CACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTA
I K NR NEAELTEZELTNAI KHFULELSNTVL S L

GAGGACTGT TCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGAT GAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCT CAGACT
E DCSQTAREWLGTFI1I I DEDA QQRUDTCKEAIKEIKAQOQT

GTAATGGCCCT CCTGGAGGAATACAAGT TATCT CAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCT TCAAGGACAACT TTGGCACCTTTGGTGTAAG
VMALLETEY KL S QTIKIENLILWPLQGO QL WHIL WCK
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4155
1291

4245
1321

4335
1351
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4605
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AAAGACAAAGAAT TCTAT CAT CT GAGAGAAAAGGGGAAT CGGAGCAT CGAACAACACAAGAGT GAGATTGAAACACATAAAAGAAAAATT 4244
K DK EFYHLIREI KU GNRSI EQHIKSEI ETMHIKR K I 1320

CGACGTCAACAGT TGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATGATTTAATGCGCTCTGT TCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAAC 4334
R RQQL EKAFWPLNDILMRSVLELIWLWOQDYSETH N 135

AAACTCTACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCT GACAATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTG 4424
KL YVLQWLTLZFZFDNLTI DHLDJIKTLMHEIRIQR S L 138

TGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACT CTGTGCAGAAT CAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAAC 4514
WL RI QT EKQRAQKSNSVQNQI EAI S TE I H N 1410

TGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGT TGGCCAGATCTATGAAGCT CTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTT 4604
cTL GI EHLLIREVGQI YEALEETSS S RD S L F 1440

CTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGT GT TCCCATTGAGCT GATGGACGGGGATGCTTCATATGTGCCTCTAAAG 4694
L ¢cLPQI AADLMI AGVPI EL MDSGUDASY VP L K 1470

TGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGAT CACAGAGAAAGT TGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGT CCTTGGCCTGCAGAGCTCAGGG 4784
WVAAIFDKITEKVGDKRLFVLSVLlGLQSSGlSOO
GL- VMotV

AAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGT TTGGCCTACAGT TCACAGT CAGT GCAGGCAGGT GTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGAAG 4874
I—K;S—ITLLNALFGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLK1530

GTGGAAGAGACATTCACAGAAGAACTTGGCTTTAATTATGT GCTTGT TATAGACACAGAAGGACT TCGAGCT CCAGAACTCAACAACAAA 4964
vV E ETFTEIEL GF NY VL VI L R AP E L N N K 1560
- Vv

TCCCAGAAT TGGGACCAT GAGT TGGCAACATTAGT CATTGGCCT TGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGAC 5054
S QNWDMHELATLVI GL GNWLTWLI NI F GE NP S D 159

ATTCAGGACATTCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAAT GAAACAAGT GAAAATCTCCCCCAGT TGCCTCTTTGTCCATCAGAAT 5144
I @ bl L QI S VQAFLIRMKAOQVIKI SPSCLFV HQ N 1620

GTGGGAGAAGT TACAGCAAAAGACCAAACTAT GGAAGGACGGAAGAGACT GGAGCAGAAACT GGATGAAATGACTGCATTGGCTGCTGAG 5234
VGEVTIAKDQTMEGRIKRLE QKLDEMTA AL A A E 1650

TTGGAAGAGT GT TCCAACATAACCCGCT TCAGT GATGTAATTAAGT TTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGAT 5324
L EECSNI TRFSDVI KFDANIRMHVY Y FAHTL WD 1680

GGCAATCCCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAAT GTCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACT GCCCAGCAGGAA 5414
GNPPMAPPNPRYSYNVQELRNEILSTAIQAQE 1710

TCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATTTCAAATTCAGAGT TCAAGATTTGT GGAAAGCCCTTGT CAGTGAAAACTTCATTTTCAGT 5504
S RGRI1 L KI 8 DFKFRVQDLWKA ALV S ENTFI F S 1740

TTCAGGAACACCCAAGAGGT CATAGCCAT GAGCAAACT GGAAACAAAGT ATAAT GAAT GGACCTGGGAGCTAAGGAGT CATGTACTGGAC 5594
FRNTOQEVI AMS KTLETI KYNEWTWETLRSMHV L D 1770

TTACAGAAT CAGCT T GACAAT CAGAT TCAAAAT GGAAAAAT CCTGACACT CACAT CTAATTTACTAGAGGAACCACT TAGCAGGAAACTT 5684
LQ[NQ@LDNGO QI QNGIKI LTLTSNTLTLTETETPTLSTR RK L 1800

G4- Vbt 1 v

AAAACCAT CAAAGAAGAAT TTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGT GAAATATTGGT TCAGT GGAAAGCAAATTTTGAACACAAG 5774
K Tl K EEFDIKY F EEDWPDT CEI L V QWKANFE H K 1830

TTACTAATCCTTAAAGATTCACT TATTTCAGACACCAGACAGAAAT GCAATGAACATATCAGT CTTAAAAATAGCCAAGAAATACTTGAT 5864
L LI L KDJSULI1I $S$DTIROQKTZ CNEWMHI SL KNSQE I L D 1860

AACCAAAAGT CACAATAT GAAAAT CAGT TGT TAGAGAGGAGCAGAAAGT TAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGT GATGAAGAG 5954
N Q K S QY ENOQLULERSRIKILALNLIKGI KETL S D E E 1890

TTGCATGAGAAATTCAGGCAACT TTGGACAAGT TGGATTTATGATGTATCTT CCAATGT TCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTG 6044
L HEKFRQL WTSWI YDVSSNVZPHYVTEWPNI DL 1920

GACTCTGAAAATATCCT TCTGGAATATTTCAAGAAGGACAAAAATAT TGT GGAAAGACTAAAAATAAAGT CTCAAGGAAAGT TTGAAATC 6134
D S ENI LLEYFK KD KNI VERILIKI KSQGIKF E I 195

ATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAATACCT TTTACT TAGAAAGAGT TTAGAAACCTGT CATGT TGAATCCATCAAAAAGACA 6224
MY DKHI QMKIKIK Y L LLRIKS SLETT CMHVYVESI KK T 1980

ACCAACAACATTCAGT TAAAATTTACAGAAACACT TACAAACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATC 6314
T NNI QL KFTETILTNI WKOQKRDY S QNYFHE I 2010

TTGAGGATCATAGAAAAT GAGCT GAAAT CTGAACCCT GT GAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTAC 6404
L RI1 I ENELIKSEWPT CEGDYTUZ FTI KDY Il I DL S L Y 2040

TTATTCCAAAGAGCAT CCAAGGATTTCAAGAAAAT GCACGCGGCATTCAAGACT GCAAATGACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAA 6494
L F QRASIKDZFI KU KMHAAFIKTANUDU PVNYL E R K K 2070

GATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATCACTTCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCT 6584
bbFFMSFIKI S CQGATSI TSFVDUFLWL KL T P 2100

GCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAAT GGT TCAAAAAAT AGCT GGAGACAT GCGAGCCACCT GCCCTGAATTCAATGGAAACAGAGCT 6674
Al sV sSI WKI MV QKI A GDMRATT CZPETFNGNR A 2130

AACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTTTTC 6764
N L EI HI LY SL AEEEIKFDIKY WKY I QK P E E F F 2160
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6765 AGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACT GT TCAGAAAAAGAGAGT GAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGAC 6854
2161 R D Y I R D HI KRY CSEIKUESEIKI KTUZFULNI S L G D 2190

6855 ATCAAGAATACTATCCTGTCTGCCATTCATAACT CCACAAAGGT AGCTAAAGCTAAAGBCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTC 6944
2191 I K N T I L S Al HNSTIKVAKAKGSTASMHWL DL F 2220

6945 TGTGACCACCTAGGGAGCAACCTGGT CTTCCCAAGGAAAGACCT GGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAA 7034
2221 C DHL GSNLVFPRKUDTLVSI EHQELMDTEF L K 2250

7035 GAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAAT GAGGGAAGT AGAAGAGGATTGT TCAAGTAAGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATT 7124
2251 E AMS K AL DPAMREVEEDT CSSIKMHI DEI V P DI 2280

7125 GAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCATTCCCCAGCATGAA 7214
2281 E K1 L S EHL CGCWKOQCWPFTCKAI CTNTI P QH E 2310

7215 GGAGACCACAGT GTGCCATTCCACCGT CCTCAGGCTGTCAGTGGT TGGCATTGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACT 7304
2311 G DHSVPFHRPOQAV S GWHWHIKTDQFMHI NV C T 2340

7305 AGTAGTGTAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCT TCCGGGAATTCCCATTCAAGAAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCC 7394
2341 S S V A S NI S F1 L bDGFREFZPFIKIKYREAGSGTUD Y A 2370

7395 ACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAAACCTAGAAGAGAATTATGGC 7484
2371 T ws I T P DS STOQPYWKWFV CHFRSNILEE NY G 2400

7485 AAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGT CTTCCAGATTTATGGACCAAAAT CACAAAGCAAGAAGT CCTGAATGACTTAAAAAAATAATAA 7571
2401 K K F T G K GsS L PDLWTIKI TKQEVL NDILKK* * 2427

7572 CTGCCACAGACAGAACACTAGATGGGCCACAGAAATTTTACT TCAGCCAAGGGAGCCTAAT GGAGAACACCATGCAGGAGGATCTGCAGT 7661
7662 AGACATTTGAGCTTCCTCGATATGGCCCACTCTATTGGGCAATTTTTCTGCAGACCAATATGAAGT TAAACTTTCATAAAATAAGACTGT 7751
7752 TTAGATGAATTAATGATTTTATAGAATTTCTGAGTTGATTTAAATAGT TTTAGGCACTAGGGT TAATGATAGAAAGT TTAAGGAGATGGC 7841
7842 TTAATTTGTTCTGCTAAATAGATATGATAAAGT TAGAAT TAAGAGCAGAATGTGACCTTTCCCTTGTAGGATAATGAGAGCTACATAGGT 7931
7932 TTGAAAAGGAGTACAGTGAGCTTTCATGCATTGCAAGTATGTGATTGTACT TGGAAGAAGAAAATAGGCTTGGGACAAGT TAATGCTCAA 8021
8022 AACATTCATTCTAGGTTGGGTCTGAGT TCCTGGATTTTGT GATCTAGAGACATAGT CACAGGT TTTGGT GGGCACCATAAAAAGGCAAGG 8111
8112 TAATAAACAAGGAGTAAATAATTCGATTATTAGTATAGAATAGAGAATAGATGATTCTCCAGTATAGCTGAACAAGACTACAAAAATAAG 8201
8202 ATGTAAGAGAGATTGTT CCTTCGTAAATACAGAT TGATCACCATCTAAGCATATGGAAAACTTGCTACTGTAGACTTGGCTTGCTTAAAC 8291
8292 ATTGTTAATCAATAACAAAAAAATTATAGCTTTAGGT TTGCTATGGAGAAAAAGAT GAGAGAACGT TAGATGAGAAATGCTTAGGTATGA 8381
8382 GTTTCAAAAGAGAAATACACAATCAATGCTCCTGITGTAATCTCTTGTGTGATGATTTTATTGTCTTATTGAAGAACATGTGITTTGTGA 8471
8472 TTGTTTTTAGAAAACTTGCAACTTATGGCTATGAAGTAATTTTTGICAAACATAGAGAACTTTGTCTTAGATGGTGTTAAAAGGCTAAGA 8561
8562 GAACAATAAAGATGTTAGAGCTCCTTGT TGGAGCTTGCTTCATCCTCCAAGT GTATGAGCATGTGCCAGCTTTACATTGTATACAATCAC 8651

8652 ACATGCCCTCTTTGGATCATTGACATAGCTAGICTTCAACATCCTCATACAAATTGAAGT TGCATTATAAATTAAATAAGTAAAAATAAA 8741

8742 TTAGCTACTATTGCAAGACTTGAAGATTTTCTATGAAAATGATTTTACTTCTCTCTGATTTATTATCTAATGCTTTATTCATATATACTA 8831
8832 AATATGTTAATGATCTATTGITTTGATTTTTTTTTTTTTGCTTTGGTITGTITTTCTGTITTTTGTITCTTATGGAAGAGTATTGTTCTCCTGT 8921
8922 ATTTCTTATTTTTTGITTTTTATTGITTGITTTGITTTTATTTGAAAGAAATAAAAATAATAGTAAT 8988

Abbildung 6. Nukleotid - und vorhergesagte Aminosauresequenz von VLIG-1/Klon A. Potentielle Polyadenylierungs-
Signalsequenzen sind fett gedruckt und punktiert unterstrichen. Start- und Stopp-Kodon(s) sind fett gedruckt. Die
identifizierten G1-G4-Motive der GTP-Bindungsdoméne sind mit einem grauen Rahmen unterlegt. Weitere
potentielle G4-Motive die mindestens 50% Identitét zur G4-Motiv Konsensussegquenz aufweisen sind fett gedruckt
und unterstrichen.

Aus der | -cDNA Bank konnte zusétzlich ein weiterer VLIG-1 cDNA Klon von 8794 bp
(VLIG-VKlon B) isoliert werden. Die Sequenz von Klon B war, bis auf eine Sequenzliicke
zwischen der Nukleotidposition 87 bis einschliefdlich Position 280 in Bezug auf Klon A, identisch
zu diesem. Zudem war das erste potentielle Start-K odon innerhalb des langsten ORFs von Klon B
identisch zu dem von Klon A und in 5 Richtung von diesem war in den ORFs beider Kloneein
Stopp-Kodon zu finden. Somit betraf der Unterschied zwischen beiden Klonen nur die Lange
ihrer jeweiligen 5° UTR, wahrend beide fur das selbe Protein kodierten. Ein Vergleich der 5
UTRs, ORFs und des Beginns der CDS beider Kloneist in Abbildung 7 wiedergegeben.

Das putative AUG Start-Kodon war eingebettet, in eine der Konsensus Kozak-Sequenz
(A GQCCAUGGH) [489, 490Q], ds potentieller Trandlations-Initiationsstelle, nahezu identischer
Sequenz (AGCCAUGG) (Abb. 6 und 7).
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VLIG1/Klon A 1  GGCAGECTGGAGGAAGGTGCATGT CCACCTCCAAT TACTCTCTAGAGCAACAATCTGAAGACTGGAACTG 70

R R A
VLIG1/Klon B 1  -- CAGGCTGGAGGAAGGT GCATGTCCACCTCCAAT TACTCTCT AGAGCAACAAT CTGAAGACTGGAACTG 68
* S NNLKTGT

VLIG1/Klon A 71 GGCTTCAAGCACACAAGTGTGTTGGRGGTATOCAGGACT OGTTGAGGT GAAAGT GCTGGGTTCTGATGATG 140
AR
VLIG1/Klon B 69 GBCTTCAAGCACACAA- - - - - = - = - = =« = m o e o m o e m o m e ot e e e e 84
* A
VLIG1/Klon A 141 GAACCCOGOCOGACCAGAGRCTGEGATCTGT TCOGEGT OOBAE0CACOOC0GOCATCTTCCTTT TGAGDOC 210
VLIG 1/ KI ON B 84 =« - s o s o m oot oo e o oo il 84

QQRPLRTPETCSPHHRASG GSZPREWHSG
VLIG1/Klon A 211 AGCAGAGGCCACTAAGGACTCCAGAGT GCTCTCCACACCACAGEECATCAGCCTCACCT CGEGAACACGG 280

Y I e T T = T - e 84

AIMA TA
VLIG1/Klon A 281 AGCCATGSCAACAGCA 296

NRARERARARARAR
VLIG1/Klon B 85 AGOCATGECAACAGCA 10

AMATA

0

Abbildung 7. Sequenzvergleich zwischen VLIG-1/Klon A und Klon B. Dargestellt sind die jeweiligen 5 UTRs und
die Trandlation des 5'-Bereiches des léngsten ORFs inklusive der ersten 12 nt, bzw. 4 aa der CDS. Die in 5'-Richtung
vom vorhergesagten Start-Kodon liegenden Stopp-Kodons innerhalb der jeweiligen ORFs sind fett gedruckt. Die
ersten 4 aa des putativen VLIG-1 Proteins sind mit einem grauen Rahmen unterlegt. Die Kozak-Sequenz ist
unterstrichen.

Die vorhergesagte Aminosauresequenz von VLIG-1 beinhaltete die schon in der partiellen
cDNA-Sequenz von VLIG-1 identifizierte GTP-Bindungsdoméne [447], bestehend aus den
kanonischen Sequenzmotiven G1-G4, die in den meisten GTPasen konserviert vorliegen [380,
381, 383], alsdas einzige erkennbare strukturelle Motiv.

Wahrend das G1-, bzw. G3-Motiv der GTP-Bindungsdomane von VLIG-1 zweifelsfrel
identifiziert werden konnten (G1: GLQSSCKS, G3: DTEQ und in einem in den meisten GTPasen
vorzufindenden Abstand von 40-80 aa zueinander liegen [380, 381, 383], wurde die Identitét des
G4-Motivs noch nicht eindeutig gekl art. Der Konsensussequenz des G4-Motivs (NT)(K/QXD am
ahnlichsten war die Sequenz NQLD an Position 1773-1776. Der Abstand dieser Sequenz vom
G1-Motiv beginnend mit der Aminosaure Position 1495 war mit 270 aa jedoch relativ grof3. In
den meisten bisher untersuchten GTPasen betrégt der Abstand zwischen dem G1- und G4-Motiv
110-170 aa [380, 381, 383]. Bel Mitgliedern der an Signaltransduktionsprozessen beteiligten
Familie der G-Protein a Untereinheiten, konnten jedoch ebenfalls Abstdnde zwischen dem
G1- und G4-Motiv von ca. 230-330 aa festgestellt werden [380, 381, 383]. Anhand der
Sequenzanalyse war jedoch nicht auszuschlief3en, dal’ das G4-Motiv von anderen, starker von der
kanonischen Sequenz abweichenden Sequenzregionen gebildet wird. Weitere potentielle

G4-Motive von VLIG-1, die zumindest 50% Identitét zur G4 Konsensussequenz aufwiesen, ohne
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die biochemischen Eigenschaften der Aminosduren zu beriicksichtigen, sind in Abbildung 6

gezeigt.

Repetitive Sequenz-Elemente, die auf eine wiederholte molekulare Struktur innerhalb des VLIG-1
Proteins hindeuten, wurden nicht identifiziert. Dies konnte durch einen Dot Plot Vergleich der
Aminosauresequenz von VLIG-1 mit sich selbst, der auch bei einer niedrigen Identitatsstringenz
ei ne einzelne, durchgehende Gerade ergab, gezeigt werden (Abb. 8). Dasselbe Resultat wurde bel
einem Dot Plot Vergleich erzielt, bei dem nicht nur identische, sondern auch aquivalente

Aminosauren berticksichtigt wurden (hier nicht gezeigt).

(aa) 2437

LA

L 1 L L]
500 1000 1500 2000 2427 {aal

Abbildung 8. Dot Plot Vergleich der Aminosduresequenz von VLIG-1 mit sich selbst. Die Fenstergrofie betrégt 30
aa, die Stringenz der Identitét wurde auf 10 aa (= 33%) festgelegt. Die N-Termini befinden sich unten links.

Computergestitzte Vorhersagen, unter Verwendung diverser Programme, Uber mdgliche
spezifische Wiederholungssequenzen (wie z.B. "Leucinreiche-Wiederholungen' etc.),
Signalpeptide, Prenylierungs- und Myrigtilierungs-Motive, Transmembran-Helices oder anderer
Motive innerhalb der vorhergesagten VLIG-1 Proteinsequenz verliefen ebenfalls negativ.

Ein durchgefuhrter Hydrophobizitéts-Plot nach der Methode von Kyte & Dooalittle lief3 gleichfalls
keine potentiellen Transmembran-Domanen erkennen (Abb. 9). Er wies das VLIG-1 Protein mit
einem Durchschnittswert von -0.49 als Uberwiegend hydrophil aus. Vorhandene hydrophobe
Sequenzbereiche (z.B. in der Region zwischen den Aminosduren an Position 1400-1500) waren
zudem nur sehr schwach hydrophob ausgepragt, und lassen somit nicht auf etwaige
Transmembran-Domanen schlieRen. Ubereinstimmend mit diesem Befund diagnostizieren
computergestiitzte Programme die subzellulére Lokalisierung von VLIG-1 als zytoplasmatisch

und nicht membrangebunden.
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Abbildung 9. Hydrophobizitéts-Analyse von VLIG-1 nach der Methode von Kyte & Doolittle. Die Zahlen unterhalb
des Graphen entsprechen der Position der Aminosauren innerhalb der Proteinsequenz.

3.3 Vergleichende Sequenzanalyse der GTP-Bindungsdomanevon VLIG-1

Die Sequenz der vollsténdigen cDNA und die vorhergesagte Aminosauresequenz von VLIG-1
wiesen keine signifikanten Homol ogien zu anderen Maus cDNAs oder Proteinen, diein 6ffentlich
zugéanglichen Datenbanken deponiert waren, auf. VLIG-1 représentierte somit eine vollig neue,
eigenstandige Klasse von Interferoninduzierbaren GTPasen, und war gleichzeitig die dritte
GTPase Klasse die neben den p65 und p47 GTPase Familien in beiden SSH-Bibliotheken
identifiziert werden konnte. Zudem charakterisiert VLIG-1 das grofdte Mitglied der GTPase
Superfamilie, das bisher bekannt ist.

Eine signifikante Homologie von VLIG-1 zu anderen Proteinen lief3 sich nur an den kanonischen
GTP-Bindungsmotiven und den sie umgebenden Sequenzbereichen erkennen. Eine
phylogenetische Stammbaumanalyse dieses Sequenzbereiches von verschiedenen Mitgliedern der
GTPase Superfamilie zeigte, dald VLIG-1 zusammen mit anderen Interferon-induzierbaren
GTPasen, die in zellautonome Resistenzprogramme involviert sind, eine egenstandige
Unterfamilie bildet (Abb. 10). Der untersuchte Sequenzbereich von VLIG-1 wies einen h6heren
Homologiegad zu der entsprechenden Region von Mitgliedern der p65, p47 oder Mx GTPase
Familie auf, al's zu der von klassischen GTPasen mit niedrigem Molekulargewicht (Ras, Rac, Rho,
EF-Tu) [380] oder anderer Interferontinduzierter GTPasen, wie CIITA und der GP-1 Familie.
Eine Ausnahme bildete dabel Rab5a, dessen Beteiligung an zellautonomen Resistenzprogrammen
gezeigt werden konnte [398], jedoch im Rahmen der phylogenetischen Stammbaumanalyse nicht

dieser Untergruppe zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 10. Phylogenetische Stammbaumanalyse von ausgewéhlten Mitgliedern der GTPase Superfamilie,
basierend auf einem "Alignment" der kanonischen GTP-Bindungsmotive G1, G3 und G4. Der Vergleich beinhaltete,
sofern moglich, zusétzlich 50 aa in Richtung des Gterminalen, bzw. Nterminalen Endes. Interferon-induzierbare
GTPasen sind schwarz und fett gedruckt, wahrend nicht induzierbare GTPasen in grauer Farbe dargestellt sind.

Ein detaillierterer Sequenzvergleich zwischen VLIG-1 und Mitgliedern der p65, p47, sowie Mx
GTPase Familie (Abb. 11), zeigte, dal3 das G1-Motiv und der angrenzende Sequenzbereich von
VLIG-1 den hochsten Identitdtsgrad zu der entsprechenden Region des Mx1 Proteins (32%
Identitét in den ersten 62 aa), gefolgt von den p65 GTPasen und 11GP (beide zu 27.4% identisch),
besaR. Die Similaritét® dieser GTPasen zu VLIG-1 war in dem verglichenen Sequenzbereich
annahernd gleich grol3 (zwischen 47% und 50%). Die G3-Region von VLIG-1 wies hingegen
einen hdheren Homologiegrad zu den Mitgl iedern der p65 GTPase Familie mGBP-1/mGBP-2 auf
(mGBP-1/2: 34% identisch, 51% ahnlich; Mx1 und I1GP: 12% identisch, 37% &hnlich Uber die
letzten 41 aa), die innerhalb des untersuchten Sequenzbereiches identisch zueinander waren. Den
hoéchsten Homologiegrad Uber die gesamte Lange (103 aa) der verglichenen Proteinsequenz wies
VLIG-1 zu den p65 GTPasen auf (30% identisch, 49.5% &hnlich), wahrend Mx1 und 11GP
geringere, anndhernd gleich hohe Homologien zu VLIG-1 erkennen lief3en (Mx1: 24.3%
identisch, 44.7% ahnlich; 11GP: 21.4% identisch, 42.7% &ahnlich). Bestatigt wurde dieses Resultat
durch eine Suche nach konservierten Doméanen mittels des "reverse position specific' BLAST
Programmes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), das als signifikante Struktur
innerhalb des VLIG-1 Proteins ebenfalls lediglich eine Dynamin, sowie eine p65-spezifische
GTPase-Domane erkannte (hier nicht gezeigt).
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Es bleibt jedoch festzuhaten, dal3 eine signifikante Homologie von aul3erhalb der
GTP-Bindungsdoméne liegenden Sequenzbereichen von VLIG-1 zu anderen Mitgliedern der
GTPase Superfamilie nicht festgestellt werden konnte.
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Abbildung 11. Sequenzvergleich des G1- und G3-Motives, sowie der sie umgebenden Sequenzregion zwischen
VLIG-1, Mx1, mGBP-1/mGBP-2 und IIGP. Identische Aminosduren sind schwarz und dhnliche Aminoséauren grau
unterlegt. Die Position und Konsensussequenz des G1- und G3-Motivs ist angegeben. Zahlen markieren die jeweilige
Aminosaureposition in den vollsténdigen Proteinsequenzen. Das Mx1 Protein weist zwischen der Aminoséureposition
86 und 139 zusétzlich 53 aa auf, die nicht in den Vergleich einbezogen wurden.

3.4 Genomische Struktur von VLIG-1, chromosomale L okalisierung und erste Hinweise auf

eneVLIG-Genfamilie

Untersuchungen im Rahmen meiner und der Diplomarbeit von D. Schenk [447, 457] erbrachten
Hinweise, dal3 es sich bei VLIG-1 nicht um ein in Einzelkopie vorliegendes Gen handelt, bzw.
da3 VLIG-1 Mitglied einer mehrere Gene umfassenden Genfamilie ist. Die Mitglieder dieser
Genfamilie scheinen einen hohen Homologiegrad zueinander aufzuweisen, so dal3 in genomischen
Southern Blots, unter Verwendung der vollstandigen VLIG-1 cDNA oder Fragmente von dieser
als Sonde, eine Zuordnung der detektierbaren Hybridisierungssignale die spezifisch fur VLIG-1
sind nicht erfolgen konnte. Eine grobe Kartierung der genomischen Struktur von VLIG-1 war
mittels dieser Methode daher nicht moglich.

Zur Vereinfachung der Analyse durch Verwendung kleinerer genomischer Fragmente wurde eine
Bibliothek "bakterieller artifizieller Chromosomen” (BACs) der Firma Genome Systems, die bis
Zu 240 kb groRRe Fragmente genomischer 129/sV Maus DNA enthalten, durch eine PCR-Analyse
gesichtet (siehe Material und Methoden). Eine Southern Blot Analyse der verschiedenen as

3 Der Begriff Similaritat bezieht sich hierbei auf die Verwendung identischer oder aquivalenter Aminoséuren an der
jeweiligen Sequenzposition.
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positiv getesteten BAC-DNASs ergab, dal3 alle BACs VLIG-1, bzw. mit einer VLIG-1 CDS Sonde
kreuzhybridiserende Mitglieder der VLIG Familie enthielten (Abb. 12A). Ferner wurde,
besonders in Restriktionsverdauen der BAC DNAs mit Enzymen die mehr as einmal innerhab
der VLIG-1 cDNA Sequenz schneiden, deutlich, dal3 alle BACs vermutlich mehr as ein Mitglied
dieser Genfamilie trugen, da wesentlich mehr Hybridisierungsignal e detektiert werden konnten als
aus der VLIG-1 cDNA Sequenz vorhergesagt werden konnten (Abb. 12B).
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Abbildung 12. Southern Blot Anayse der BAC DNAs unter Verwendung der VLIG1 CDS ds
Hybridisierungssonde. A, Restriktionsverdau von ca. 1 mg BAC DNA mit Spel, das einmal innerhalb der VLIG-1

CDS schneidet. Erwartete Hybridisierungssignale: 2. B, Restriktionsverdau von ca. 2, bzw. 1 ng BAC 114:E8/19624
mit EcoRl, dasdie VLIG-1 CDS viermal schneidet. Erwartete Hybridisierungssignale: 5.

Eine PCR-Analyse der BACs mit aus der VLIG-1 cDNA Sequenz abgel eiteten Primern bestétigte
diese Vermutung. So konnten mindestens vier verschiedene Mitglieder der VLIG-Genfamilie
identifiziert werden, die in unterschiedlichen Kombinationen auf den BACs vorhanden waren.
Zusétzlich konnten mehrere nicht-kodierende mit VLIG-1 sequenzverwandte Pseudogene
entdeckt werden, die durch grof3e Deletionen innerhalb der kodierenden Sequenz charakterisiert
wurden. Die Anayse der BACs liel3 zudem darauf schlief3en, dal3 Mitglieder der VLIG-
Genfamilie, zumindest teilweise, as zusammenhangende Gengruppe, also gekoppelt vorliegen.
Aufgrund der Existenz jeweils mehrerer mit VLIG-1 sequenzverwandter Gene auf den BACswar
eine aussagekraftige Analyse der genomischen Struktur von VLIG-1 unter Verwendung der BACs
nicht moglich.
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Zur Vermeidung dieser Problematik wurden die verschiedenen BACs in Cosmide subkloniert
(siehe Material und Methoden), um die unterschiedlichen VLIG-Gene zu separieren. Die Analyse
der Cosmide erfolgte mit Hilfe von Southern Blots, PCRs und Sequenzierungen. Abbildung 13
gibt ein typisches Ergebnis einer Southern Blot Hybridisierung der Cosmide unter Verwendung
der vollstandigen VLIG-1 cDNA als Hybridisierungssonde wieder. Durch eine nachfolgende
PCR-Analyse ausgewdahiter Cosmide mit VLIG-1 spezifischen Primern und Sequenzierung der
amplifizierten Fragmente konnte gezeigt werden, dal3 die Subklonierung der BAC-DNA in

Cosmide, teilweise zur gewtinschten Separierung der verschiedenen VLIG-Genefihrte.

Cosmid 85 86 87 88 89
O T I

[kb]

— lm'-m

Abbildung 13. Southern Blot Analyse ausgewéhlter, mit Spel geschnittener Cosmide unter Verwendung der
vollstdndigen VLIG-1 cDNA as Hybridisierungssonde. Fir den Restriktionsverdau wurden jeweils ca. 1 ng
Cosmid-DNA eingesetzt. Die Cosmide entstammen von BAC 114:E8/19624

Die weitere Analyse der Cosmide mit aus 129/sV Mausen stammender genomischer DNA wurde
anschlief3end abgebrochen, da verschiedene Experimente zeigten, dald VLIG-1 ein polymorphes
Gen représentiert und die 129/sV genomische DNA enthaltenden BACs somit sehr
wahrscheinlich nicht das C57BL/6J VLIG-1 Gen besitzen (siehe Abschnitt 3.13).

Die genomische Struktur von VLIG-1 in C57BL/6J Méausen wurde teilweise im Rahmen der
Diplomarbeit von D. Schenk [457] durch Sequenzierung von C57BL/6J genomischer DNA
tragenden BAC-Klonen, in Kombination mit Analysen genomischer DNA Datenbanken (Celera
"Mouse Genome Database”; Mouse Genome Sequencing Consortium "Trace Archive")
durchgefiihrt. Bei den Datenbankanalysen wurden ausschliefdlich Sequenzen beriicksichtigt, die
von C57BL genomischer DNA stammten.

Es zeigte sich, dal3 der VLIG-1 Genlocus insgesamt mindestens 26 kb umfalt (die Sequenz von
Intron 1 ist noch nicht vollstdndig bekannt) und aus vier Exons besteht (Abb. 14 und siehe

Anhang). Die gesamte CDS inklusive der 3' UTR von VLIG-1 war dabei auf einem einzelnen,
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sehr grof3en Exon von 8708 bp lokalisiert, dessen erste Nukleotide die putative Kozak-Sequenz
bildeten, wahrend die 5 UTR auf drei Exons von nur geringer GroR3e (54-139 bp) verteilt vorlag.
Anhand der Exon-Intron Struktur von VLIG-1 wurde zudem deutlich, dal3 die unterschiedlich
langen 5 UTRs von VLIG-1/Klon A und Klon B aufgrund alternativer Spleil3vorgénge des
primaren RNA-Transkriptes (pr&a mRNA) entstehen, wobel im Falle von Klon B Exon 1 direkt mit
Exon 4 verbunden ist.

Im Gegensatz zu Intron 1 und Intron 3, die beide mehr als 6.7 kb umfafdten, war das zwischen
Exon 2 und Exon 3 liegende Intron 2 nur 740 bp grof3. Alle Exor+Intron Grenzen wiesen die
typischen Sequenzmerkmale einer 5' GT-Spleif3Donorstelle und einer 3' AG Spleil3 Akzeptorstelle
auf [491]. Mit Hilfe der Datenbank-Anaysen konnte zudem nachgewiesen werden, dal3 VLIG-1

in der Maus auf Chromosom 7, Bande D2 lokalisiert ist.

—— GTP-Bindungs-

e e— doméne AATAAA
— T—— | I
Intron: 1 2 3 z urn]
———— b ———— - CDS 7281bp i
Exon: 1 h“"'-a._%_ _____,.--*"'2'-.. 3- ) -'..:-"‘“‘*-._ 4

\/ e T AGCCATGG

cOMA-Lange 2988 bp (Klon A)

1 12 13 8794 bp (Klon B)
~6.5kb 743bp 9.8Kkb -
Exonfintron Gréiben: 86bp S4bp 140bp 8708bp Proteingrofe: 2427 aa
E1 E2 E3 E4 Molekulargewicht: 280.814 Da

Abbildung 14. Schematische Darstellung der Genstruktur von VLIG-1. Die genomische Struktur wurde durch
Sequenzierung von BACs mit genomischer DNA aus C57BL/6J Méausen und durch Datenbank Analysen ermittelt.
Intron 1 wurde noch nicht vollstdndig sequenziert. Die aternativen Spleif3formen, Exon/Intron Grof3en, das
vorhergesagte Start Kodon mit seiner umgebenden Kozak Sequenz, die putativen Polyadenylierungs Signal sequenzen
(AATAAA) und die Position der GTP-bindenden Doméne sind angezeigt.

3.5 ldentifikation und Sequenzanalyse der Promotorregion von VLIG-1

Durch die Sichtung der Celera Maus Genomdatenbank gelang es ebenfalls die putative
Promotorrergion von VLIG-1 zu identifizieren. Potentielle Promotormotive in der ca. 2 kb
umfassenden Sequenz (siehe Anhang) wurden nachfolgend durch Verwendung diverser
computergestitzer Vorhersageprogramme und verschiedener Promotormotiv-Datenbanken
identifiziert (Abb. 15).
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Abbildung 15. Schematische Darstellung der Promotorregion von VLIG-1. Die Sequenz der putativen VLIG-1
Promotorregion wurde anhand einer Sichtung der Celra Maus Genomdatenbank ermittelt und potentielle
Promotormotive durch computerunterstiitze Vorhersageprogramme (siehe Material und Methoden) identifiziert. Die
Lage der Promotormotive auf dem kodierenden () oder nicht-kodierenden ([0) Strang ist jeweils angegeben. —1
kennzeichnet das erste Nukleotid das stromaufwaérts vom 5' Ende von Exon 1 liegt. Dargestellt sind ausschlief3lich
Promotormotive die von Bedeutung innerhalb der transkriptionellen Regulation von Interferon-Antwortgenen sind.

Innerhalb der ersten ca. 1.1 kb der 5' flankierenden Sequenz von VLIG-1 Exon 1, lief3en sich
diverse putative Promotormotive identifizieren, die potentiell von Transkriptionsfaktoren
gebunden werden, deren Beteiligung an der transkriptionellen Regulation von Interferon
Antwortgenen gezeigt wurde. Neben insgesamt funf putativen GAS-Elementen, die als potentielle
Bindungsstellen fur Proteine der STAT-Familie fungieren konnen, wurden innerhalb dieser
Region zusétzlich zwel putative | SRE-Elemente, als potentielle Bindungsstelle von Proteinen der
IRF-Familie und ein NFkB &hnliches Promotormotiv identifiziert. Die Identitdt dieser putativen
Transkriptionsfaktoren-Erkennungssequenzen zur jeweiligen Konsensussequenz betrug dabel
mehr as 90%. Eine interessante Struktur wiesen die bei ca —1050 lokalisierten GAS und ISRE
Elemente auf, innerhalb einer kurzen Sequenzregion auf dem kodierenden und nicht-kodierenden
Strang gespiegelt vorlagen. Weiter stromaufwarts liegende putative Promotormotive wurden von
einer C/EBP-b und einer weiteren NFkB Erkennungssequenz gebildet. Eine TATA-Box dhnliche
Struktur ("muscle TATA-Box") lokalisierte 68 nt stromaufwarts vom ersten Nukleotid des VLIG-
1 Exons 1. Die Entfernung der putativen Promotorelemente vom vorhergesagten
Transkriptionsstart waren insgesamt ungewohnlich grof3. Hierbel ist anzumerken, dal3 diese
putative VLIG-1 Promotorregion nicht kloniert wurde und sich ihre Sequenz daher nicht
Uberprufbar war.

3.6 ldentifikation und Aufbau der murinen C57BL/6J VLIG-Familie
Schon dieser Arbeit vorangegangene Analysen, sowie Untersuchungen zur genomischen Struktur

von VLIG-1 (siehe Abschnitt 3.4) erbrachten Hinweise, dal? es sich bel VLIG-1 um ein Mitglied

einer mehrere Gene umfassenden Genfamilie handelt. Die Komplexitét der Genfamilie in der
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Maus wurde dabei teilweise im Rahmen der Diplomarbeit von D. Schenk untersucht [457] und

soll hier nur kurz wiedergegeben werden.

Durch die Analyse diverser Datenbanken, die genomische DNA-Sequenzen oder Fragmente von
cDNA Sequenzen (‘expressed sequence tags', ESTS) enthielten, konnten mehrere hundert zu
VLIG-1 homologe oder identische Sequenzfragmente identifiziert werden. Unter ausschliefdlicher
Berlicksichtigung von Fragmenten deren genetischer Hintergrund C57BL/6J war, wurden
insgesamt 130 ESTs und 117 genomische Fragmente ermittelt (Stand: August 2001). Die
identifizierten ESTs entstammten dabei zu 80% aus Zelltypen des Immunsystems (Makrophagen,
T-Zellen) oder Geweben, wie Milz, Thymus und Lymphknoten, die von hédmatopoetischen Zellen

dominiert werden. Die verbleibenden ESTs stammten grofdtenteils aus der Brustdrise.

Unter Einbezug weiterer partieller Sequenzen, die anhand von Analysen C57BL/6J genomischer
DNA enthaltender BAC- oder P1-Klone erhalten wurden, konnten mehrere sogenannte "Contigs”,
d.h. Einzelsequenzen die durch partielle Sequenziberlappungen zu einer gemeinsamen
Konsensussequenz zusammengefaldt werden konnten, erstellt werden [457]. Die Mindestanzahl
von Mitgliedern der VLIG-Familie lief3 sich anhand der groften Anzahl unterschiedlicher
"Contigs", die homolog zu einem bestimmten Bereich der VLIG-1 cDNA Sequenz waren,
abschédtzen. Es konnte gezeigt werden, dald mindestens 11 unterschiedliche Mitglieder der
VLIG-Familie im C57BL/6J Mausstamm existieren, die auf Nukleotidebere mit 80-90%iger
| dentitét einen hohen bis sehr hohen Homol ogiegrad zueinander aufwiesen.

Hierbei ist jedoch zu anzumerken, dal3 "Contigs" die nur aus genomischen Sequenz-Fragmenten
zusammengefugt wurden mglw. VLIG-Pseudogene reprasentierten die nicht-kodierend sind. Die
minimale Anzahl exprimierter Mitglieder der C57BL/6J VLIG-Familie reduzierte sich daher auf
neun Mitglieder. Die vorhandene Sequenzinformation der mit VLIG-1 sequenzverwandten
Familienmitglieder deutete daraufhin, dal3 sie vermutlich ebenfal Is von intronlosen Genen kodiert
werden, die eine zu VLIG-1 &hnliche Grof3e aufweisen [457].

Durch die Anayse einer murinen Genom Datenbank (http://mouse.ensembl.org) konnte zudem
fur einen Grof3teil der VLIG-Familienmitglieder nachgewiesen werden, dal3 sie auf Chromosom 7,

Bande D2 gekoppelt in einem Gencluster vorliegen.

Einige der erstellten "Contigs" lagen innerhalb des Sequenzbereiches von VLIG-1 der fur die
GTP-bindende Domane kodiert. Die Vorhersage der Proteinsequenz dieser "Contigs” zeigte, dal3
auch sie die kanonischen G1- und G3-Motive mit identischer Sequenz zu VLIG-1 kodieren. Ein

signifikanter Unterschied der Nukleotidsequenz von VLIG-1 zu denen der "Contigs" war, dal3
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VLIG-1 eine in nahezu alen "Contigs" in identischer oder sehr dhnlicher Form vorliegende
Insertion von 9 bp (beginnend an NukleotidPosition 4475 der vollstandigen VLIG-1 cDNA)
fehlte [457]. Aufgrund dieser Insertion konnten Sequenz-Primer generiert werden, durch die eine
spezifische Unterscheidung zwischen VLIG-1 und anderen Mitgliedern der VLIG-Familie

ermoglicht wurde.

Im Rahmen der Sichtung der aus IFN-g stimulierten Zellen generierten SSH- oder
| -cDNA-Bibliotheken konnte keines dieser VLIG-1 dhnlichen Transkripte identifiziert werden.
Ebenso war es nicht moglich die Expression dieser VLIG-1 Homologe mittels PCR-Anaysen
unter Verwendung spezifischer Primer (siehe oben) und der aus | FN-g stimulierten EF, oder einer
aus unstimulierten dendritischen Zellen (DC) stammenden | -cDNA-Biobliothek nachzuweisen. In
Abbildung 16 ist ein Beispiel dieser Analysen wiedergegeben. Wahrend VLIG-1 auch in hohen
Verdunnungen der EF | -cDNA-Bibliothek nachgewiesen werden konnte, war dies fur ein als
VLIG-2 bezeichnetes Mitglied der VLIG-Familie, von dem annghernd 5 kb Sequenzinformation
vorlagen [457]und das ebenfalls die signifikante 9 bp Insertion besal3, auch in der geringsten
Verdlinnung nicht moglich. Interessanterweise konnte ein VLIG-1 spezifisches Fragment auch in
nicht-stimulierten DC amplifiziert werden, wobei die Quantitét des Amplifikations-Produktes, bei
gleicher Menge der eingesetzten Matrize, in stimulierten Fibroblasten und nicht-stimulierten DC
annahernd dieselbe war, was auf eine erhohte Expression von VLIG-1 in DC hindeutete VLIG-2
konnte hingegen auch in der DCI -cDNA Bibliothek nicht entdeckt werden.
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Abbildung 16. A, PCR-Analyse der | -cDNA Bank aus IFN-g stimulierten C57BL/6J EF mit VLIG-1 spezifischen
Primern. B, PCR-Analyse der | -cDNA Bank aus IFN-g stimulierten C57BL/6J EF mit VLIG-2 spezifischen Primern.
a = VLIG2 Plasmid + VLIG-2 Primer; b = VLIG-2 Plasmid + VLIG-1 Primer; ¢ = EF | -cDNA Bank+VLIG-1
Primer. C, PCR-Analyse der |-cDNA Bank aus nicht-stimulierten C3H/eBFe/J DC mit VLIG-1 und VLIG-2
spezifischen Primern. Als Matrize wurde jeweils eine | -cDNA Bank Menge eingesetzt die 6.3x10° PFU/m, bzw. den
angegebenen Verdinnungen davon entsprach. Das spezifische Primerpaar fir VLIG-1 war 4244/ SP1 und fir
VLIG-2 2G nsU/ SP1. Als Spezifitatskontrolle diente die Amplifikation von rekombinanten Plasmiden, die die
vollstandige VLIG-1 cDNA, bzw. Fragmente von VLIG-2 trugen. Zusétzlich ist jeweils ein DNA-GroRenmarker
gezeigt.

Es gelang jedoch ein spezifisches VLIG-2 Fragment in einer 3-RACE Erststrang cDNA-Bank aus
IFN-g stimulierten C57BL/6J EF (siehe Material und Methoden) zu amplifizieren (hier nicht
gezeigt). Die Menge des PCR-Produktes war nach zwe aufeinanderfolgenden
Amplifikationsrunden mit einer Gesamtzahl von 60 Zyklen jedoch so gering, dal3 es nur mit Hilfe
einer Southern Blot Analyse detektierbar war. Daher war nicht vollig auszuschlief3en das
geringflgigste Kontaminationen genomischer DNA innerhalb dieser Erststrang cDNA-Bank als
Matrize fur die beobachtete Amplifikation des VLIG-2 Fragmentes dienten und es sich somit
nicht um eine sehr niedrige konstitutive Expression von VLIG-2 in Fibroblasten handelt.

Daein Grofdteil der zu VLIG-1 identischen oder homologen ESTs aus Geweben stammte, die von
hématopoetischen Zellen dominiert werden, wurde ferner eine Milz Erststrang cONA-Bank (siehe
Material und Methoden) nach dem Vorhandensein von VLIG-1 und VLIG-2 spezifischen
Transkripten durch eine RT-PCR-Analyse gesichtet. Sowohl VLIG-1 as auch VLIG-2 spezifische
Fragmente konnten amplifiziert werden (Abb. 17), wobel eire nachfolgende Sequenzierung der
Fragmente ihre Sequenzidentitét zu VLIG-1, bzw. VLIG-2 bestétigte. Die PCR-Produktmenge
war unter identischen Bedingungen fir VLIG-1 und VLIG-2 anndhernd gleich, so dal’ davon
ausgegangen werden kann, dal3 VLIG-1 und VLIG-2 in den selben oder verschiedenen, jedoch
nicht ndher identifizierten Zellen der Milz mit einem vergleichbaren Niveau konstitutiv exprimiert

werden.
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Abbildung 17. PCR-Analyse der Expression von VLIG-1 und VLIG-2 in der Milz von C57BL/6J Mausen. Als
Matrize diente eine Erststrang cDNA Bank die aus mRNA der Milz generiert wurde. Als VLIG-2 spezifisches
Primerpaar diente 24 nsU/ SP1. Zur Amplifikation eines VLIG-1 spezifischen Fragmentes wurde das Primerpaar
4244/ SP1 verwendet.

Die erzielten Resultate deuteten somit daraufhin, dal3 VLIG-1 mglw. das einzige Mitglied der
VLIG-Genfamilie représentiert, das durch IFN-g in EF induziert werden kann und somit ein

Bestandteil der Antwort dieser Zellen auf IFN-gist.

3.7 Identifikation und Sequenzanalyse eines humanen Homologes von VLIG-1

Hinweise auf die Existenz eines humanen Homologes von VLIG (hVLIG) wurden einerseits
durch die PCR-Analyse humaner genomischer DNA und andererseits durch die Untersuchung von
humanen EST-Datenbanken erhalten. Unter Verwendung Maus VLIG-1 (mVLIG-1) spezifischer
Primer konnte ein ca. 850 bp grofl3es Fragment aus der genomischen DNA von humanen C1R
Zellen amplifiziert werden, dessen Nukleotidsequenz zu 82% und dessen vorhergesagte
Aminosauresequenz zu 73% identisch mit der des entsprechenden Bereiches (Aminosaureposition
1252-1534) von mVLIG-1 war (Abb. 18).
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Abbildung 18. A, PCR-Analyse humaner genomischer DNA mit dem Primerpaar BU766/SP3. 5 ml des
Amplifikations-Produktes wurden auf einem 1%igen Agarosegel elekrophoretisch aufgetrennt. B, Dot Plot Vergleich
der vorhergesagten Aminosauresequenz des PCR-Produktes mit dem entsprechenden Bereich der mVLIG-1
Proteinsequenz. Die Fenstergrof3e betrug 30 aa, die Stringenz der |dentitét wurde auf 50% festgelegt.

Durch die Analyse der humanen EST-Datenbank konnten insgesamt acht cDNA Fragmente
identifiziert werden die mit mVLIG-1 sequenzverwandt waren (siehe Tabelle 4). Ahnlich wie bei

der Maus stammten diese EST's grofdtenteil s aus immunol ogisch relevanten Zellen oder Geweben,

bzw. im Falle der Placenta aus einer "immunol ogisch privilegierten Region' [337].

GenBank Nr. Gewebe oder Zell-Linie | Positioninnerhalb der aa- | Identitét/Ahnlichkeit zu
Sequenz von mVLIG-1 mVLIG-1in%

AWA405524 Keimzentrum B-Zellen 2192-2346 70/82
AA311788 Jurkat T-Ze€llen 2355-2427 75/81
AU155698 Placenta 2367-2427 72/78
AU134885 Placenta 1813-2048 55/71
AKO023435* | Placenta 1813-2427 64/76
AA311234 Jurkat T-Zellen (3 UTR) -

AW656364 karzinoide Lunge (3'UTR) -

B1359647 Lymphknoten (3'UTR) -

Tabelle 4. Zu mVLIG-1 homologe humane ESTs. Als Suchprogramm diente TBlastn und Blastn unter Verwendung
der vorhergesagten Aminosaure-Sequenz von mVLIG-1, bzw. der vollstandigen mVLIG-1 cDNA Sequenz.
I dentitét/Ahnlichkeit bezieht sich auf die Aminosiure-Sequenz von mVLIG-1.

Mit Hilfe der vor kurzem verdéffentlichten humanen Genomsequenz [492, 493] konnte schlief3ich
die vollstandige genomische Sequenz eines humanen Homologes von mVLIG-1 (oder eines
anderen Mitgliedes der Maus VLIG-Familie®) ermittelt werden, das auf Chromosom 11, Bande
p15+4 lokalisiert ist (Abb. 19). Weitere in dieser Region des humanen Chromosom 11 lokalisierte
Gene sind das mitochondriale ribosomale Protein L17 (MRP-L 17, auch al's MRP-L 26 bezeichnet)

“ |dentisch mit NM 025006, X M 018090, dem "unnamed protein product BAB14573' und dem " hypothetischem
Protein FLJ13373".

° Aufgrund fehlender Sequenzinformationen von anderen Mitgliedern der Maus VLIG-Familie, konnte nicht
eindeutig bestimmt werden, ob es sich bei hVLIG tatséchlich um ein Homolog von mVLIG-1 handelte. Die
vorhandenen Sequenzinformationen deuteten jedoch darauf hin.

76



Ergebnisse

(Y. Peng, 2000, nicht vertffentlicht) und der zur G-Protein gekoppelte Rezeptor-Familie
gehdrende ol faktorische Rezeptor, Familie 6, Subfamilie A, Mitglied 1 (OR6A1) [494, 495].
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Abbildung 19. Chromosomale Lokalisierung von hVLIG-1. A, Schematische Gesamtlbersicht des humanen
Chromosom 11. B, AusschnittvergréfRerung des distalen Endes des humanen Chromosom 11. Die Position von
hVLIG-1 in der Bande p15+4 ist jeweils durch Pfeile angezeigt.

Im Unterschied zu der Uber das "National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
zuganglichen Datenbank des ‘"International human genome sequencing consortium™
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) war die Celera Genomdatenbank (http://www.celera.com) nur
eingeschrankt analysierbar. So liel3 sich der genomische Kontext eines Gens, wie z.B. dessen
Promoter-Region oder 3' und 5 UTRs nicht bestimmen. Zudem wurden keine Hinweise Uber
maogliche Einzel-Nukleotid Polymorphismen (SNP) gegeben. Anzumerken ist auch, dal3 in beiden
Datenbanken nicht die vollstdndige humane Genomsequenz vorliegt, sondern nur Sequenz-
Contigs zwischen denen Sequenzl icken unbestimmter Groéf3e existieren.

Analysen der NCBI-Datenbank durch das Programm TBIlastn (Vergleich einer Proteinsequenz mit
einer in alen Leserastern trandatierten Nukleotidsequenz-Datenbank) unter Verwendung der
vollstandigen Proteinsequenz von mVLIG-1 zeigten, dal3 Contig NT_009325 des Chromosoms 11
eine durchgehende Sequenzinformation trug, in der samtliche identifizierte ESTs sowie das
PCR-Fragment mit 98-100%iger Identitét lokalisierten. Die identifizierte Sequenz (siehe Anhang)
verlief dabei kolinear zum VLIG-1 Protein und wies einen hohen Homologiegrad zu diesem auf.
Bel genauerer Analyse stellte sich jedoch heraus, dal3 die Proteinsequenz einerseits von
verschiedenen Leserastern kodiert wurde und diese andererseits durch Stopp-Kodons
unterbrochen waren. Eines dieser Leseraster war potentiell kodierend fir ein Proteinfragment das

dem mVLIG-1 Protein beginnend vom Nterminalen Ende bis zur Aminosdure an Position 74
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entsprach und anschlief3end durch ein Stopp-Kodon vorzeitig terminiert wurde. Dieses Fragment
war auf Aminosaureebene zu 66% identisch, bzw. zu 80% &hnlich mit der entsprechenden
Sequenzregion des mVLIG-1 Proteins und auf Nukleotidebene zu 72% identisch. Uberlappend
mit diesem Leseraster war ein zweites, potentiell kodierendes Leseraster, das mit dem mVLIG-1
Protein, beginnend von dessen Aminosaure an Position 77 bis zum C-terminalen Ende zu 67%
identisch und zu 80% &hnlich war. Die Identitdét auf Nukleotidebene betrug 77%. Die
Leserasterverschiebung auf der Ebene der humanen genomischen DNA wurde hervorgerufen
durch eine Deletion von 14 nt (die Grof3e der Deletion variierte je nach der verwendeten
Sequenzvergleichsmethode) (siehe Anhang). Anhand der Celera Genomdatenbank lief3 sich diese
Sequenzinformation aus den zuvor genannten Grinden nicht Uberpriifen. Das zweite Leseraster
bildete jedoch ebenfalls kein durchgehendes Leseraster, da durch einen Einzelbasenaustausch
(G®A) an der Nukleotidposition 1715 (in Bezug auf die CDS von mVLIG-1) ein vorzeitiges
Stopp-Kodon in der humanen Sequenz inseriert war (Maus: TGG, Mensch: TAG) (siehe Anhang).
Dieser Einzel basenaustausch lie@  sich durch die CeleraGenomdatenbank
(Genldentifikationsnummer: hCG1643360) bestétigen. Demnach lag auf Ebene der humanen
genomischen DNA zwar eine Nukleotidsequenz vor, die homolog zur gesamten CDS von
mVLIG-1 war, aufgr und der vorhandenen Deletion und des Einzel basenaustausches jedoch fr ein
putatives hVLIG-1 Protein kodierte, das in spezifischen Bereichen divergent zum mVLIG-1

Protein und sein mufite.

Unter Verwendung von Programmen zur Vorhersage putativer ORFs wurde in der
CeleraGenomdatenbank eine mRNA (hCT1643487) und Proteinsequenz (hCP1618216) von
hVLIG postuliert. Demnach wirde die CDS von hVLIG 6345 bp, lokalisiert auf vier Exons,

umfassen und ein Protein von 2115 aa kodieren (siehe Anhang). Diese Vorhersage erschien
jedoch aus mehreren Grinden als zweifelhaft. Zum einem war das vorhergesagte Start-Kodon
nicht in eine Kozak-Sequenz eingebettet und zum anderen waren die postulierten Exon-Intron
Grenzen, die zwar der GT-AG Regel folgten, recht willkdrlich gewahlt. So wirde gemal3 der
CeleraVorhersage Exon 4 nur aus 12 bp bestehen. Ein wesentlich gewichtiger Grund war jedoch,
dai? der von Celera postulierte C-terminale Bereich des Proteins nicht mit der aus den humanen
ESTs abgeleiteten Aminosaure-Sequenz, bzw. nicht mit der Sequenz des "hypothetischen Proteins
FLJ13373" (siehe Tabelle 4), das gesicherte Erkenntnisse fir die Sequenz des C-terminalen Endes
liefert, Ubereinstimmte. Hervorgerufen wurde diese Divergenz durch eine Leserasterverschiebung
aufgrund der Insertion eines zusétzlichen Nukleotides nach Position 4904 (in Bezug auf die CDS
von mVLIG-1) in der Celera Sequenz, die nicht durch die aus der NCBI Datenbank des humanen

Genoms stammenden Sequenz bestétigt werden konnte.
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Daher wurde eine eigene, alternative Vorhersage der Proteinsequenz und Genstruktur von hVLIG
angefertigt, deren postulierte Sequenz im Anhang der vorliegenden Arbeit wiedergegeben ist.

Die Vorhersage beruhte hierbei auf den Uberlegungen, daR? das putative hVLIG Protein in einem
moglichst grofRen Sequenzbereich homolog zu mVLIG-1 und putative Start-Kodon in eine K ozak-
Sequenz eingebettet sein sollten. Ferner wurde berticksichtigt das u.U. einzuftihrende Introns der
GT- AG Regel an ihren Grenzen folgten. Das derart vorhergesagte hVLIG Protein wurde von drel
Exons mit insgesamt 7122 nt gebildet, die fur ein Protein von 2374 aa kodierten, dessen
N-terminales, sowie Gterminales Ende mit dem von mVLIG-1 Ubereinstimmte. Die Identitét
dieses postulierten hVLIG-1 Proteins zu mVLIG-1 betrug 66% und die Ahnlichkeit 79% (Abb.
20).
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Abbildung 20. Dot Plot Vergleich der Aminosduresequenz von mVLIG-1 und dem vorhergesagtem humanem
VLIG-1 (hVLIG-1). Die Fenstergrofie betrug 30 aa, die Stringenz der Identitét wurde auf 20 aa (= 66%) festgelegt.
Die N-Termini befinden sich unten links.

Gesicherte Erkenntnisse Uber die Struktur und Sequenz des hVLIG-1 Gens, bzw. Proteins lassen
sich jedoch erst nach der Isolierung der vollstandigen cDNA dieses Gens bestimmen. Es erscheint
aber als sehr wahrscheinlich, dal3 hVLIG-1 nicht von einem intronlosem Gen kodiert wird und ein
geringeres Molekulargewicht als mVL1G-1 aufweist, jedoch ebenfalls eine GTP-Bindungsdoméne
besitzt, wobei gerade diese Sequenzregion zwischen Maus und Mensch hoch konserviert
vorliegen konnte. So war eine Sequenzregion von 163 aa (Aminosaure Position 1443-1606 in
mVLIG-1) in dem die G1- und G3-Motive von mVLIG-1 und dem postulierten hVLIG
eingebettet waren, zu 83% identisch und zu 95% &dhnlich (siehe Anhang).

Innerhalb des Contigs NT_009325 konnte noch eine weitere Sequenzregion identifiziert werden
die eine signifikante Homologie mit der Sequenz von mVLIG-1 aufwies. Diese Region war
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jedoch nur unvollstdndig sequenziert und wurde infolgedessen durch eine Sequenzliicke
unbekannter GrofRe unterbrochen (daher hier nicht gezeigt). Die bereits bekannte Sequenz
beinhaltete Uber ihre gesamte Lange und in allen Leserastern eine Vielzahl von Stopp-Kodons,
Insertionen, Deletionen und L esesrasterverschiebungen, so dal’ diese genomische Sequenzregion
vermutlich nicht fir ein Protein kodierend ist und ein Pseudogen darstellt. Die Analyse der
CeleraDatenbank lieferte ebenfalls Hinweise auf die Existenz weiterer zu mVLIG-1 homologer
Sequenzregionen innerhalb des humanen Genoms. Diese waren jedoch ebenfalls nur
bruchsttickhaft sequenziert und nicht zu einer durchgehenden Contig Sequenz zusammengefiigt.
Inwiefern es sich dabei um denselben Sequenzbereich wie in Contig NT-009325 handelte lief3

sich nicht bestimmen, da die jeweiligen Sequenzfragmente nicht Gberlappend waren.

Die Suche nach weiteren humanen Homologen von mVLIG-1 fuhrte zur Identifizierung des
KIAA1507 Proteins (GenBank Nr.: BAA96031) as dem nachsten Verwandten von mVLIG-1.
Dieses Protein unbekannter Funktion, dessen Start-Kodon bisher noch nicht identifiziert wurde,
war Uber eine Lange von 872 aa zu 28% identisch und zu 49% &hnlich mit mVLIG-1. Ein Dot
Plot Vergleich beider Proteine ist in Abbildung 21 dargestellt. KIAA1507, das im Rahmen einer
Suche nach unbekannten, im Gehirn exprimierten humanen Genen entdeckt wurde [496], besitzt
ebenfals eine GTP-Bindungsdomane, wobei in dieser Sequenzregion die grofite Homologie zu
mVLIG-1 nachgewiesen werden konnte. Ein Vergleich zwischen KIAA1507 und dem hVLIG
Protein wurde nicht durchgefiihrt, da die vorhergesagte Proteinsequenz von hVLIG als zu
spekulativ erachtet wurde. Ein Vergleich von mVLIG-1 mit dem murinen Homolog von
KIAA1507 konnte ebenfalls nicht durchgeftihrt werden, da dessen Sequenz nicht bekannt war und
nur einige mit KIAA1507 homologe ESTs identifiziert werden konnten, die sich jedoch nicht zu

einer vollstandigen Sequenz zusammenfiigen lief3en.
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Abbildung 21. Dot Plot Vergleich zwischen der Aminosauresequenz von humanem KIAA1507 und mVLIG-1. Die
Fenstergrofe betrug 30 aa, die Identitét wurde auf 33% festgelegt. Die N-Termini der Sequenzen befinden sich unten
links in den Diagrammen, mVLIG-1 ist auf der Abszisse dargestellt.

3.8 Identifikation und Sequenzanalyse von VLIG-1 Homologen in anderen Vertebraten

ESTs die mit VLIG-1 sequenzverwandte Gene reprasentierten, konnten neben der Maus und dem

Menschen noch in anderen Organismen identifiziert werden. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht (iber

dieidentifizierten Fragmente, deren Gewebeherkunft leider nicht ndher spezifiziert war.

GenBank-Nr. Organismus Position innerhalb der Identitat/Ahnlichkeit
Amniosauresequenz von ZUVLIG1lin%
VLIG-1

A1012016 Ratte 2008-2172 82/90
BF287794 Ratte (3 UTR) -

H35128 Ratte (3 UTR) -

C06645 Ratte (3 UTR) -

BE479845 Rind 1028-1187 68/80
AWA479067 Rind 2350-2427 67/81
AW446830 Rind 370-497 58/77
AW336641 Rind 143-232 51/65
AWG656364 Rind 1440-1613 37/64
B1359647 Schwein 1703-1848 69/86
B1359652 Schwein 1754-1835 67/81
AF102505 Schwein 1325-1388 62/71
B1359650 Schwein 1730-1835 52/66
BF199207 Schwein 1488-1679 33/57
BG022296 Krallenfrosch 2358-2427 64/82
BG407137 Krallenfrosch 1469-1589 59/80
BG407378 Krallenfrosch 434-578 41/61
BG018901 Krallenfrosch 1935-2098 33/53
AWO018522 Zebrafisch 9731151 46/66
AW454996 Zebrafisch 2269-2426 45/56
AWO018923 Zebrafisch 1722-1895 39/69
BF717853 Zebrafisch 1722-1891 36/63
Al1497127 Zebrafisch 2113-2242 39/59

Tabelle 5. Zu VLIG-1 homologe ESTs aus verschiedenen Spezies. Als Suchprogramm diente TBastn, unter
Verwendung der vorhergesagten Aminosauresequenz von VLIG-1.
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VLIG-1 Homologe lief3en sich sowohl in evolutionéar ndher mit der Maus verwandten Spezies, wie
der Ratte (Rattus norvegicus), dem Rind (Bos taurus) und dem Schwein (Sus scrofa), alsauch in
entfernter verwandten Organismen, wie dem Krallenfrosch (Xenopus laevis) oder dem Zebrafisch
(Danio rerio) nachweisen. Mit VLIG-1 sequenzverwandte ESTs im Huhn (Gallus gallus) wurden
hingegen nicht identifiziert.

Inwiefern die identifizierten ESTs Homologe von VLIG-1 oder von anderen Mitgliedern der
Maus VLIG-Familie reprasentieren und ob in diesen Spezies eine VLIG-Genfamilie existiert,

konnte anhand der verfiigbaren geringen Sequenzinformationen nicht festgestellt werden.

In Nicht-Vertebraten wie der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), dem Fadenwurm
(Caenorhabditis elegans) oder der Hefe (Saccharomyces cerevisiae) lief3en sich hingegen weder
auf Transkript-, noch auf genomischer Ebene mit VLIG-1 sequenzverwandte Gene oder

Genfragmenteidentifizieren.

Durch die Analyse der genomischen DNA Datenbank der Ratte gelang es, die vollstandige CDS
des Ratten VLI1G-1 Homologes (rVLIG) zu ermitteln (siehe Anhang).

Die ebenfallsintronlose CDS umfalite 7335 Nukleotide, die fir ein Protein von 2445 aamit eéinem
Molekulargewicht von 282515 Dalton kodierten. Die Proteinsequenz von rVLIG war zu 84%
identisch und zu 91% &hnlich mit der von mVLIG-1 (Abb. 22), und enthielt ebenso wie dieses
eine GTP-Bindungsdomane als einziges erkennbares strukturelles Motiv, die in beiden Spezies
hochkonserviert vorlag. Im Unterschied zum mVLIG-1 Protein besal? das Homolog der Ratte eine
C-terminale Extension von 16 aa.

Ferner konnten Hinweise gefunden werden, dal3 auch die Ratte auf genomischer Ebene mehr als
nur ein mit VLIG-1 sequenzverwandtes Gen besitzt. Inwiefern dieses jedoch auch exprimiert
wird, lief? sich nicht feststellen, da keine mit diesem Gen korrespondierende ESTs identifiziert
wurden. Unter Verwendung der 5 UTR Sequenz von mVLIG-1 als Suchmotiv lief3en sich keine

damit verwandten Sequenzen in der genomischen DNA Datenbank der Ratte identifizieren.
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Abbildung 22. Dot Plot Vergleich zwischen mVLIG-1 und dem VLIG Homolog der Ratte. A, Dot Plot Vergleich der
Nukleotidsequenz der jeweiligen CDS. B, Dot Plot Vergleich der vorhergesagten Aminosauresequenz von mVLIG-1
mit dem VLIG Homolog der Ratte. Die Fenstergréf3e betrug jeweils 30 nt, bzw. 30 aa und die Identitétsstringenz
wurde auf 90% festgelegt. Die 5' Enden, bzw. N-Termini befinden sich unten links in den Diagrammen, mVLIG-1 ist
auf der Abzisse dargestellt.

Durch die Analyse der genomischen DNA Datenbank des Zebrafisches gelang es bisher ca. 673
aa vom Cterminalen Ende des Zebrafisch VLIG-1 Homologes vorherzusagen (siehe Anhang).
Dieses Sequenzfragment war zu der korrespondierenden Sequenzregion des mVLIG-1 Proteinszu
30% identisch und zu 62% &hnlich, beinhaltete jedoch noch eine Sequenzliicke von ca. 20 aa. Die
Existenz von Introns in diesem Tell der CDS des Zebrafisch VLIG-1 Homologes konnte nicht
ausgeschlossen werden, erschien anhand der ermittelten Daten jedoch als unwahrscheinlich. Die
Analyse der genomischen DNA Datenbank des Zebrafisches zeigte zudem, dal3 auf genomischer
Ebene mindestens vier unterschiedliche mit VLIG-1 sequenzverwandte Gene existieren, die

jedoch mglw. Pseudogene reprasentieren.

3.9 Charakterisierung der konstitutiven VLI1G-1 Expression in ver schiedenen Geweben

Zur Bestimmung der konstitutiven Expression von VLIG-1 wurden Northern Blot Analysen unter
Verwendung verschiedener Gewebe der Maus durchgefihrt (Abb. 23). Zu diesem Zweck wurde
ein kommerziell erhdltlicher Blot der Firma Ambion verwendet, der laut Herstellerangaben mit
jeweils 2 ng poly(A) RNA pro Gewebe, die von nicht-induzierten Swiss Webster Mausen isoliert
wurden, beladen war.

Es konnte festgestellt werden, dal3 VLIG-1 im Vergleich zu GAPDH algemein nur aul3erst
schwach konstitutiv exprimiert wurde, da die Autoradiographie von VLIG-1, bel gleicher
spezifischer Aktivitét der eingesetzten Hybridisierungssonde, ca. 400x langer exponiert werden

mufdte, um annghernd gleiche Signalintensitéten wie von GAPDH zu erreichen. Die hdchsten
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basalen Expressionsraten von VLIG-1 lief3en sich in Lunge, Herz, Thymus und Milz, gefolgt von
Leber, Eierstock, Niere und Gehirn feststellen. Die konstitutive VLIG-1 Expression im Hoden
war sehr niedrig und in embryonalem Gewebe gar nicht nachweisbar.

Ferner zeigte sich, da’ die Expressionsrate des "Haushalt"-Gens GAPDH in verschiedenen
Geweben sehr unterschiedlich war, wie es auch schon zuvor beschrieben wurde[497, 498]. Daher
konnte GAPDH nicht als Beladungskontrolle, bzw. als Standard zur Abschétzung der basalen
VLIG-1 Expressionsraten herangezogen werden. Die Einschétzung der konstitutiven VLIG-1
Expressionsraten bezog sich daher ausschliefdlich auf die vom Hersteller garantierte, gleichméal3ige
Beladung des Northern Blots. Die erzielten Ergebnisse konnten durch eine Northern Blot Analyse

eines weiteren Gewebe-Blots der selben Firma bestétigt werden.
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Abbildung 23. Northern Blot Analyse der konstitutiven Expression von VLIG-1 in unterschiedlichen Geweben der
Maus. Die vollstdndige VLIG-1 cDNA diente as Hybridisierungssonde. Pro Spur wurden 2 ng poly(A) RNA, isoliert
aus verschiedenen Geweben von Swiss Webster Mausen gemischten Geschlechtes, aufgetragen. Die
Expositionszeiten der Autoradiographen sind nicht identisch. So wurde VLIG-1 mehr als 400x langer exponiert als
GAPDH.

3.10 In vivo Induktion von VLIG-1in der Leber Listeria monocytogenes infizierter Mause

Zum Studium der IFN-g abhangigen Induktion von VLIG-1 in vivo wurden verschiedene
Mausstdmme mit dem fakultativ intrazelluldren, Gram-positivem Bakterium Listeria
monocytogenes infiziert, da die Beteiligung von IFN-g an der friihen und spaten Abwehr einer
Listerien-Infektion gezeigt werden konnte [326]. Zelluléare Produzenten von IFN-g wéahrend der
frihen Phase einer Listeria monocytogenes Infektion sind dabei vor allem NK-Zellen, die durch
von Makrophagen sezerniertem IL-12 und/oder 1L-18 aktiviert werden. Innerhalb der spéten
Phase einer Listerien-Infektion sind dann Antigen-spezifische T-Zellen die Hauptproduzenten von
IFN-g[499, 500].
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24 h nach intrgperitonealer Infektion unterschiedlicher Mausstdmme mit Listeria monocytogenes,
also noch wahrend der friihen Infektionsphase, wurden die Lebern isoliert und die Expression von
VLIG-1 durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert. Abbildung 24 zeigt, dal3 VL 1G-1 massiv
in der Leber Listerien-infizierter C57BL/6J Wild Typ Méuse induziert wurde. In der Leber von
infizierten IFN-gR®™ Mausen konnte hingegen keine VLIG-1 Induktion beobachtet werden, was
die absolute Abhangigkeit dieser Induktion von IFN-g zeigte. Die Induktion von VLIG-1 war
dagegen unabhangig von TNF-a, da VLIG-1 auch in der Leber von Listerien-infizierten Mausen
ohne funktionellen TNF-a p55 Rezeptor (TNFRp55-/- Méuse), der die TNF-a abhangige
protektive Antwort zur Abwehr der Listerien vermittelt [501], induziert wurde. Die Induktion von
VLIG-1 in diesen Mé&usen schien im Vergleich zur Induktion in Wildtyp Mausen sogar noch
verstarkt zu sein. Eine langere Expositionszeit des Northern Blots zeigte zudem eine schwache
konstitutive Expression von VLIG-1 in der Leber von alen untersuchten Mausen, wie sie auch in

der Analyse der konstitutiven VLIG-1 Expression (Abb. 23) erkennbar war.
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Abbildung 24. Induktion von VLIG-1 in verschiedenen Mausstdmmen nach Infektion mit Listeria monocytogenes.
Gezeigt durch eine Northern Blot Analyse von Leber Gesamt -RNA. Als Hybridisierungssonde diente radioaktiv
markierte, vollstandige VLIG-1 cDNA. Die Méause wurden mit 1/10 der LDsq intraperitoneal infiziert und die Lebern
nach 24 h isoliert. 10 nmy Gesamt-RNA wurden pro Spur geladen. Als Ladekontrolle diente die Hybridisierung mit
GAPDH. Die Expositionszeit nach GAPDH-Hybridisierung betrug 6 h, wahrend der mit VLIG-1 hybridisierte Blot
fir 24 h exponiert wurde.

3.11 In vitro Charakterisierung des I nduktionsprofilsvon VLIG-1

Nachfolgende Experimente wurden durchgefihrt um ein in vitro Induktionsprofil von VLIG-1 zu
erstellen und dieses mit denen von Mitgliedern der Interferon-induzierbaren p47 und p65 GTPase
Familien zu vergleichen. Anhand des Vergleiches sollten Gemeinsamkeiten und/oder
Unterschiede innerhalb der Induktionscharakteristika von VLIG-1 zu diesen GTPase Familien
herausgestellt werden konnen. Dabel sollte untersucht werden, ob VLIG-1 ausschliefdich

Bestandtell der zelluldren Antwort auf IFN-g ist, oder auch an den durch InterferonTyp | oder
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TNF-a vermittelten Zellantworten beteiligt ist. Ferner sollte ermittelt werden, ob VLIG-1in eine
Zelltyp-spezifische oder zelltyptbergreifende Antwort auf Zytokine involviert ist und inwieweit
sich die vorhergesagten putativen Promotormotive anhand der erzielten Resultate bestétigen oder

widerlegen lassen

Zu diesem Zweck wurden zundchst C57BL/6J EF, bzw. die aus C57BL/6J Mé&usen stammende
Makrophagen Zell-Linie ANA-1 fir 24 h entweder mit 100 U/ml IFN-goder mit 100 U/ml IFN-b
stimuliert und die Induktion von VLIG-1, des p65 GTPase Familienmitgliedes mGBP-2 oder von
[1GP, einem Mitglied der p47 GTPase Familie, durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert
(Abb. 25)

Die Expression VLIG-1 wurde von einem sehr niedrigem basalen Expressionsniveau durch
Stimulation mit InterferonTyp | oder Typ Il in EF und ANA-1 Makrophagen dramatisch, auf das
ca. 100-200fache erhoht, wobei die Induktionsrate durch Interferon-Typ | in beiden Zelltypen ca.

3-4fach niedriger ds durch IFN-gausfiel. Unter identischen experimentellen Bedingungen wurden
MGBP-2 und 1IGP in beiden Zelltypen durch IFN-g im gleichen Mal3e wie VLIG-1 induziert,
wahrend ihre Induktionsrate nach IFN-b Stimulation im Vergleich zu ihrer Induktion durch IFN-g
und zu VLIG-1 wesentlich schwécher ausfiel, wobei eine IFN-b vermittelte Induktion in ANA-1

M akrophagen nahezu nicht nachweisbar war.
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L6 .

-5 L5

IIGP —

-4
. i IIGP — - L3
L]

MGBP-2 - . sl-25 moep.2

Abbildung 25. Northern Blot Analyse der Induktion von VLIG-1, mGBP-2 und IIGP durch Interferon-Typ | und
Typ Il in C57BL/6J EF und C57BL/6J ANA-1 Makrophagen. Die Zellen wurden fur 24 h mit 1200 U/ml 1FN-b oder
100 U/ml IFN-gstimuliert und jeweils 10 ng Gesamt -RNA pro Spur geladen. Die Hybridisierung von VLIG-1 und
[1GP erfolgte simultan. Die Hybridisierung mit GAPDH ist als Ladekontrolle gezeigt.

- 2.5

GAPDH
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Da eine Interferonvermittelte Erhohung der Expressionsrate auf mMRNA-Ebene nicht
zwangslaufig zu einer Steigerung der Proteinexpression fuhren mul3 [502, 503], wurde zusétzlich
eine Western Blot Analyse unter Verwendung von TX-100 Lysaten IFN-g stimulierter C57BL/6J
EF und beider a-VLIG-1 Antiseren (siehe Material und Methoden) durchgefiihrt (Abb. 26). Es
zeigte sich, dal3 beide Antiseren ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 280
kDa detektierten, welches dem kalkuliertem VLIG-1 Molekulargewicht entsprach. Auch auf
Proteinebene war dabei eine massive Induktion von VLIG-1 nach IFN-g Stimulation zu
beobachten. Zusdtzlich konnten mit beiden Antiseren weitere, nur nach IFN-g Stimulation
auftretende Proteinsignale mit niedrigerem apparenten Molekulargewicht als das fur VLIG-1
kalkulierte detektiert werden (in Abb. 26 mit * gekennzeichnet).
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Abbildung 26. Western Blot Analyse der IFN-gvermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins unter Verwendung von
TX-100 Lysaten von C57BL/6J EF und der a-VLIG-1 Antiseren VLIG-1/B und VLI1G-1/218. Die Zellen wurden fir

24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert. Zusétzlich von den Antiseren erkannte, induzierbare Proteine mit niedrigerem
apparentem Molekulargewicht sind mit * markiert.

Bei vielen IFN-g induzierten Genen konnte ein, auf verschiedenen molekularen Mechanismen

beruhender, synergistischer Effekt bei der transkriptionellen Aktivierung nach gleichzeitiger
Stimulation von Zellen mit TNF-a und IFN-g beobachtet werden ([504-506], siehe auch Anhang).

Um zu untersuchen ob sich ein Synergismus von IFN-g und TNFa auch bei der Induktion von
VLIG-1, mGBP-2 und IIGP konstatieren |3t und inwiefern diese Gene auch nur durch TNF-a
induziert werden koénnen, wie im Fale von VLIG-1 durch die Existenz von putativen
NFkB-Promotorelementen nahegelegt wird, wurden C57BL/6J EF fur 24 h entweder mit 100
U/ml IFN-g, 2000 U/ml TNFa oder gleichzeitig mit beiden Zytokinen stimuliert und ihre
Induktion durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert. Die Anayse zeigte, dal3 weder
VLIG-1, noch mGBP-2 oder 11GP signifikant durch TNFa alleine, oder in synergistischer Weise
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durch IFN-g und TNF-a induziert wurden, wahrend dies, wie zuvor beschrieben [507-509],
anhand der Induktion der schweren Kette des MHC Klasse | KP Alleles nachgewiesen werden
konnte (Abb. 27). Die Expression von VLIG-1 wurde hdchsten in minimaler Weise, um weniger
as das Zweifache, durch TNF-a induziert, wie anhand einer verlangerten Expositionszeit der
Autoradiographie fedgestellt werden konnte (hier nicht gezeigt). Eine geringfigig
unterschiedliche Beladung des Northern Blots, als Ursache dieser minimalen Induktion lief3 dabel
nicht génzlich ausschlief3en.
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Abbildung 27. Northern Blot Analyse der Induktion von VLIG-1, mGBP-2, I1GP und des MHC Klasse | K® Allels
durch IFN-gund TNF-a in C57BL/6J EF. Die Zellen wurden fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g 2000 U/ml TNFa oder
100 U/ml IFN-g + 2000 U/ml TNF-a stimuliert. Jeweils 10 ng Gesamt-RNA pro Spur wurde geladen. Zusétzlich

wurden Gesamt-RNA nicht stimulierter Kontrollzellen aufgetragen. Die Hybridisierung mit GAPDH ist as
Ladekontrolle gezeigt.

3.12 Analyse der Zeit- und Dosis-abhangigen, Interferonvermittelten Induktion von VLIG-
1 auf mRNA und Proteinebene

Zur Bestimmung der Zeit- und Dosis-abhangigen Interferon-vermittelten Induktion von VLIG-1
wurden Analysen unter Verwendung von Gesamt-RNA und Protein-Lysaten aus Interferon-Typ |
oder Typ Il stimulierten C57BL/6J EF durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dal3 sowohl durch IFN-g
als auch durch IFN-b die Expression von VLIG-1 in Zeit- und Dosis abhéngiger Art und Weise

auf Transkript- und Protein-Ebene zu induziert wurde.
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Wahrend in einer RPA-Analyse eine basale Expression von VLIG-1 in unstimulierten C57BL/6J
EF nahezu nicht detektierbar war, konnte ein deutlicher Expressionsanstieg schon nach
einstundiger IFN-g Stimulation festgestellt werden (Abb. 28). Die Expression von VLIG-1
erreichte nach 12 h nahezu ihr Maximum und verblieb auf diesem hohem Expressionsniveau fur
mindestens weitere 12 h. Die Expressonsrate von VLIG-1 wurde dabel im Vergleich zu
unstimulierten Fibroblasten um anndhernd das 200fache gesteigert. Innerhalb dieser
Induktionskinetik liefd sich der stérkste Anstieg der Akkumulationsrate zwischen 1 h und 3 h nach
Stimulationsbeginn feststellen.
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Abbildung 28. RPA-Analyse der Zeit-abhangigen Induktion von VLIG-1 durch IFN-g in C57BL/6J EF. Die Zellen
wurden Uber die angegebenen Zeitrdume mit 100 U/ml IFN-g stimuliert. Jeweils 10 ng Gesamt -RNA wurden fir die
UN Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Antisinn VLIG-1-RNA-Sonde von ca. 5x10° cpm eingesetzt. Als
interne Ladekontrolle zur Quantifizierung der detektierten Signale mit Hilfe eines Phosphoimagers diente eine
Antisinn TBP-RNA-Sonde. Die Akkumulations-Rate der VLIG-1 mRNA wurde nach folgender Formel berechnet:
((PSL VLIG-1—PSL Hintergrund) bei t=x/ (PSL VLIG-1 — PSL Hintergrund) bei t=x-1).

Eine vergleichbare Induktionskinetik konnte auch durch eine Northern Blot Analyse festgestellt
werden (Abb. 29). Die schwacheren VLIG-1 Signalintensitéten bel der Northern Blot Anayse
waren einerseits auf eine geringere Sensitivitét der Northern Blot Methode im Vergleich zu RPA
zurlckzufihren und andererseits dadurch bedingt, dai3 in diesem Experiment nur 5 ng Gesamt-
RNA pro Spur aufgetragen wurden. Dennoch war die Zeit-abhangige, massive Induktion von

VLIG-1 nach IFN-g Stimulation klar zu erkennen.
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C57BL/6J EF IFN-y [100U/ml]

Oh  1h 30  Sh 12Zh 24h
I 1 1 1 1

[kb]

I‘ﬂ' - VLIG-1

124 MGAF’DH

Abbildung 29. Northern Blot Analyse der Zeit-abhangigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-g Stimulation von
C57BL/6J EF. Die Zellen wurden Uber die angegebenen Zeitraume mit 100 U/ml IFN-g stimuliert Bei diesem

Experiment wurden nur 5 mg Gesamt-RNA pro Spur aufgetragen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv
markierte vollstéandige VLIG-1 cDNA. Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt.

Die Induktion von VLIG-1 durch IFN-b verlief ebenfals Zeit-abhangig, erreichte jedoch, wie
schon zuvor beobachtet (Abb. 25), bei gleicher eingesetzter antiviraler Unitmenge und ansonsten

identischen experimentellen Bedingungen, eine niedrigere Induktionsrate, als nach IFN-g
Stimulation (Abb. 30).
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Abbildung 30. Northern Blot Analyse der Zeit-abhangigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-b Stimulation von
C57BL/6J EF. Die Zellen wurden Uber die angegebenen Zeitraume mit 100 U/ml IFN-b stimuliert Pro Spur wurden 5

ng Gesamt-RNA aufgetragen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte vollstandige VLIG-1 cDNA.
Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt.

Die Dosis-abhangige Induktion von VLIG-1 nach 24stindiger Stimulation von C57BL/6J EF mit
InterferonTyp | oder Typ Il ist in Abbildung 31 wiedergegeben. Schon durch &uf3erst geringe
IFN-g Dosen von nur 0.5 U/ml lief3 sich eine eindeutige Induktion von VLIG-1 nachweisen.
Bereits bei einer IFN-g Konzentration von 10 U/ml wurde die maximale Expressionsrate von
VLIG-1 erreicht, die sich auch durch eine Erhéhung der eingesetzten |FN-g Konzentration nicht

weiter steigern liel3. Im Gegensatz dazu konnte die VLIG-1 Expressionsrate durch eine
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fortlaufende Erhohung der IFN-b Konzentration stetig gesteigert werden und erst bei einer
Konzentration von 500 U/ml IFN-b schien das Expressionsniveau von VLIG-1 sich langsam
seinem Maximum zu nahern. Anzumerken ist hierbel, daf3 die erzielten Induktionsraten nach
IFN-g, bzw. IFN-b Stimulation nicht direkt vergleichbar waren, da unterschiedliche RNA Menge
aufgetragen wurden. Auch in diesem Experiment wurde die, im Vergleich zu VLIG-1, deutlich
geringere Induzierbarkeit von mGBP-2 durch IFN-b deutlich. Eine signifikante Steigerung der
MGBP-2 Expressionsrate war erst bet 250 U/ml IFN-b erkennbar, wéhrend VLIG-1 ein

vergleichbares Expressionsniveau schon bei einer 50fach niedrigeren Konzentration von IFN-b

erreichte.
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Abbildung 31. A, Northern Blot Analyse der Dosis-abhangigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-g Stimulation von
C57BL/6J EF. Pro Spur wurden 5 ng Gesamt-RNA aufgetragen. B, Northern Blot Analyse der Dosis-abhangigen

Induktion von VLIG-1 nach IFN-b Stimulation von C57BL/6J EF. Pro Spur wurden 10 ng Gesamt -RNA aufgetragen.
Die Zellen wurden jeweils fir 24 h mit der angezeigten Konzentration des jeweiligen Interferons stimuliert. Als
Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte vollstandige VLIG-1 cDNA, bzw. mGBP-2 cDNA. Die
Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt.

Um mogliche Unterschiede der Zeit- und Dosis-abhangigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-g
Stimulation zwischen der mRNA und Protein-Ebene aufzuzeigen, wurden die zuvor
beschriebenen Untersuchungen mit Hilfe von Western Blot Analysen und TX-100 Zell-Lysaten
IFN-g stimulierter C57BL/6J EF wiederholt. Analysen der Zeit-abhéngigen, durch IFN-g
vermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins sind im Rahmen von Untersuchungen zur
Proteinstabilitét von VLIG-1 genauer beschrieben und dort abgebildet (Abb. 34).

Es konnte nachgewiesen werden, dal3 die Expressionsrate von VLIG-1 nach IFN-g Stimulation

auch auf der Protein-Ebene in Zeit- und Dos s-abhangiger Weise induziert wurde.
Im Unterschied zur Induktionskinetik auf Transkript-Ebene erfolgte die Zeit-abhangige Induktion
des VLIG-1 Proteins leicht verzogert (Abb. 34). So konnte hierbei erst nach 6stindiger
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Stimulation mit IFN-g ein klar detektierbarer Anstieg der VLIG-1 Proteinmenge nachweisen, die
erst nach 48 h ihr maximales Niveau erreichte (Abb. 34).

Ebenso konnte ein Unterschied zwischen der Dosis-abhéangigen Induktion von VLIG-1 auf
Transkript- und Protein-Ebene beobachtet werden (Abb. 32). In Ubereinstimmung mit den
Resultaten der Northern Blot Analyse gentigte bereits die sehr geringe I1FN-g Konzentration von
0.5 U/ml um eine deutliche VLIG-1 Induktion nach 24stindiger Stimulation nachzuweisen. Die
Expressionsrate lief3 sich jedoch durch eine fortgesetzte Dosiserhthung kontinuierlich steigern
und erreichte erst bei 250 U/ml IFN-g ihr Maximum. Auch hier konnten nach IFN-g Stimulation
Proteinsignal e detektiert werden, deren apparentes Molekulargewicht und Signalintensitét kleiner
asdie von VLIG-1 (in Abb. 32 mit einem * gekennzeichnet; vgl. Abb.26). Die Signalintensitat
dieser Proteinsignale wurde dabei ebenfallsin Dosis-abhangiger Weise durch IFN-gerhoht.
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Abbildung 32. Western Blot Analyse der Dosis-abhangigen Induktion von VLIG-1 durch IFN-g C57BL/6J EF
wurden mit den angegebenen Konzentrationen IFN-gfir 24 h stimuliert und anschlief3end in einem TX-100 haltigem
Puffer lysiert. Jeweils 10 nl Lysat wurden pro Spur aufgetragen. Die Detektion von VLIG-1 erfolgte mittels des
a-VLIG1 GST/VLIG1/B Antiserums. Mit einem * wurden Proteinsignale gekennzeichnet deren apparentes
Molekulargewicht und Signalintensitét niedriger als fir VLIG-1 waren, die jedoch vom eingesetzten a-VLIG-1
Antiserum ebenfalls erkannt werden koénnen. Calnexin wurde mit einem spezifischen a-Calnexin Antiserum
nachgewiesen und diente als Ladekontrolle. Die Signae fir VLIG1, einem Polypeptid niedrigerem
Molekulargewichtes (**) und Calnexin wurden densitometrisch quantifiziert und werden als relative
Signalintensitaten dargestellt.

3.13 Analyse der mRNA- und Protein-Stabilitat von VLIG-1

Zur Bestimmung der mRNA Halbwertzeit von VLIG-1 wurden C57BL/6J EF fur 24 h mit 100
U/ml 1FN-g stimuliert und anschlief3end nach Zugabe des antibiotischen Transkriptionsinhibitors
Actinomycin D (ActD) fur weitere 2-12 h unter kontinuierlicher Anwesenheit von IFN-ginkubiert
wurden. ActD bindet fest und spezifisch an doppelstrangige DNA und hindert sie daran, as
wirksame Matrize fur die RNA-Synthese zu dienen, ohne dabei die DNA-Replikation oder
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Proteinbiosynthese nachhaltig negativ zu beeinflussen. Der Zerfall der akkumulierten VLIG-1
MRNA wurde durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert (Abb. 33). Unter diesen
Bedingungen betrug die VLIG-1 mRNA Halbwertzeit ca. 5 h. Eine basale VLIG-1 Expression

konnte in diesem Experiment auch nach wesentlich langeren Expositionszeiten nicht detektiert

werden.
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Abbildung 33. Northern Blot Analyse der mRNA Stabilitét von VLIG-1. C57BL/6J EF wurden fir 24 h mit 100
U/ml IFN-g stimuliert und anschlieend fir weitere 212 h unter Zugabe von 10 ng/ml ActD inkubiert. Pro Spur
wurden 10 ng Gesamt-RNA geladen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte, vollstandige cDNA
von VLIG-1. Die Expositionszeit betrug 16 h. Als Ladekontrolle diente die Hybridisierung mit GAPDH. Die Signale
fur wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers quantifiziert und werden als relative Signalintensitéten dargestellt, wobei
die Signalintensitét nach 24 h Inkubation mit IFN-g = 1 gesetzt wurde. Zur Bestimmung der Halbwertzeit (t1,) wurde
die Ordinatenachse in logyg Einheiten unterteilt.

Zur Untersuchung der Zeit-abhéangigen, IFN-g vermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins
wurden C57BL/6J EF fir 0.5-60 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert und anschlief3end in TX-100
haltigem Lysis-Puffer solubilisert. Eine Anndherung an die Halbwertzeit, bzw. Stabilitét des
VLIG-1 Proteins wurde erreicht, in dem bei einem Teil der Zellen nach 48 h Inkubation mit 100
U/ml IFN-g das Interferon-haltige Nahrmedium entnommen, die Zellen mehrfach mit 1xPBS

gewaschen und anschlief3end fr weitere 3-12 hin IFN-g freiem Medium kultiviert wurden.

Die Abbildung 34 zeigt die durch Western Blot Analyse ermittelte Zeit-abhangige Induktion und
Stabilitét des VLIG-1 Proteins. Im Unterschied zur Zeit-abhangigen Induktion von VLIG-1 auf
MRNA Ebene, liel3 sich eine eindeutige Induktion des VLIG-1 Proteins erst nach 6stindiger
Stimulationsdauer nachweisen. Zwischen 6 h und 48 h nach Beginn der Stimulation stieg die
Menge des synthetisierten VLIG-1 Proteins stark an und erreichte ihr maximales Niveau. Ein
weiterer Anstieg zwischen 48 h und 60 h konnte nicht verzeichnet werden. Das VLIG-1 Protein
wurde anscheinend nur langsam abgebaut, da das Entfernen von IFN-gaus dem Medium nach 48

h, auch nach weiteren 12 h zu keiner signifikanten Reduktion der zu diesem Zeitpunkt erreichten,
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maximalen VLIG-1 Proteinmenge fuhrte, wie durch eine Quantifizierung der Signalintensitéten
nachgewiesen werden konnte.

In Ubereinstimmung mit den zuvor erzielten Resultaten der Western Blot Analysen, konnten auch
hier wieder Proteinsignale mit niedrigerem Molekulargewicht und Signalintensitdt durch das
verwendete GST-VLIG-1/B a-VLIG-1 Antiserum in IFN-g stimulierten Zellen detektiert werden
(vgl. Abb. 26 und 32). Diese waren in unstimulierten Zellen nicht nachweisbar und lief3en,
entsprechend dem VLIG-1 Protein, erst 6 h nach Beginn der Stimulation einen quantitativen
Anstieg erkennen, wobei siewie VLIG-1 nach 48 h ihr maximales Niveau erreichten. Die weitere
Inkubation der Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von IFN-g fuhrte im Fale dieser
Proteinsignale zu einer geringfigigen Erhohung der Signalintensitét, wovon besonders das
Proteinsignal mit einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa betroffen war (in Abb. 34 mit einem

** gekennzeichnet).
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Abbildung 34. Western Blot Analyse der Zeit-abhangigen Induktion und Stabilitét des VLIG-1 Proteins. C57BL/6J
EF wurden fir die angegebenen Zeiten mit 100 U/ml IFN-g stimuliert und anschliefend lysiert. Bei denen mit ¢)
gekennzeichneten Spuren handelt es sich um Zell-Lysate, bei denen die Zellen nach 48 h Inkubation mit 100 U/ml
IFN-g fir die angegebenen Zeiten in IFN-g freiem Medium weiter kultiviert wurden. Zur Detektion von VLIG-1
wurde das a-VLIG-1 GST-VLIG-1/B Antiserum verwendet. Mit * markierte Signale kennzeichnen Proteine deren
apparentes Molekulargewicht und Signalintensitét niedriger al's das des VLIG-1 Proteins waren, die jedoch auch vom
eingesetzten Antiserum erkannt wurden. Der Nachweis von Calnexin diente als Ladekontrolle. Die Signale fir
VLIG-1, den Proteinsignalen niedrigerem Molekulargewichtes und Calnexin wurden densitometrisch quantifiziert
und werden als relative Signalintensitaten dargestellt.

Zur genaueren Analyse der Proteinstabilitét von VLIG-1 wurden "Pulse-Chase" Experimente bei
kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-gdurchgefihrt. Die Markierungsdauer ("Pulse")
neusynthetisierter Proteine betrug 1 h und dem Schicksal dieser Proteine (‘Chase") wurde fur
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weitere 0.5-30 h gefolgt. Zur Immunoprazipitation wurde das polyklonale a-VLIG-1 VLIG-1/B
Antiserum verwendet. Wie in Abbildung 35 zu erkennen wiesen die Immunoprézipate des
verwendeten Antiserums einen relativ hohen Hintergrund auf. Zudem zeigten sich in den Spuren
der Immunopréazipitate nach 2 h, 4 h und 20 h "Chase"-Dauer unspezifische, hochmolekul are
Artefakte, die schon in der Coomassie-Blue Farbung des Gels sichtbar waren. Der unspezifische
Charakter dieser Signale wurde daran ersichtlich, da die Probe nach 20 h "Chase"-Dauer
zweifach auf das Gel aufgetragen wurde, dald3 Artefakt jedoch nur in eirer der beiden Spuren
auftrat. Nichtsdestotrotz lief3en sich Proteinsignale detektieren, die spezifisch fur VLIG-1 waren,
da elnerseits ihr apparentes Molekulargewicht dem des berechneten von VLIG-1 entsprach und
se andererseits nur in Lysaten IFN-g stimulierter EF auftraten. Aufgrund des hohen
Hintergrundes wurde auf die exakte Kalkulation der Halbwertzeit des VLIG-1 Proteins verzichtet.
Dennoch konnte, in Ubereinstimmung mit dem zuvor erzieltem Resultat der Western Blot
Analyse, gezeigt werden, dald es sich be VLIG-1 um ein langlebiges, sehr stabiles Protein
handelt, da auch nach 20 h "Chase"-Dauer keine signifikante Reduktion der Signalintensitét
festgestellt werden konnte.

C57BL/6J EF IFN-y [100U/ml] . C57BL6J EF
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Abbildung 35. Pulse-Chase Analyse der Proteinstabilitdt von VLIG-1. Das gesamte Experiment erfolgte in
kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-g C57BL/6J EF wurden fir 24 h in normalem N&hrmedium
kultiviert, das anschlieffend fur 1 h durch Methionin-freies Hungermedium ersetzt wurde. Die nachfolgende
biosynthetische Markierung mit [35S]-Methionin erfolgte firr 1 h bevor ein UberschuR an nicht-markiertem Methionin
zugegeben wurde. Die Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten (0-30 h) weiter kultiviert, in TX-100 haltigem
Puffer lysiert und ein jeweils 5x10° cpm entsprechendes Volumen der Lysate in einer |mmunoprézipitation unter
Verwendung des a-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums eingesetzt. Als Kontrolle dienten in gleicher Weise behandelte,
unstimulierte C57BL/6J EF, die unmittelbar nach Zugabe des nicht-markierten Methionins lysiert wurden. Die mit *
markierte Spur wurde nicht beladen.

3.14 Polymorphismus von VLIG-1 in Mausen mit unterschiedlichem genetischen

Hintergrund

In der Maus existiert ein Polymorphismus sowohl fir die zur DynaminFamilie gehdrenden,
priméar durch Interferon-Typ | induzierbaren Mx GTPasen, als auch fur die zur gleichen Familie
gehorende p65 GTPase mGBP-1 [363, 364, 402, 417, 426, 432, 433, 510, 511] Im Fale von

mGBP-1 kann bei Mausstammen die das GBP1° Allel tragen dieses Gen nicht induziert werden,

95



Ergebnisse

waéhrend alle anderen Mitglieder der p65 GTPase Familie eine normale Expression und Induktion
aufweisen [399, 433].

Um festzustellen ob auch bei VLIG-1 ein Polymorphismus existiert, wurden Northern Blot
Analysen unter Verwendung von Gesamt-RNA aus EF oder Zell-Linien von Mausen mit
unterschiedlichem genetischen Hintergrund durchgefiihrt, wobel einerseits die vollsténdige cDNA
und andererseits ein Teil der 3' UTR von VLIG-1 as Hybridisierungssonde eingesetzt wurde
(siehe Material und Methoden).

Unter Verwendung der vollstandigen VLIG-1 cDNA konnte nach IFN-g Stimulation von EF aus
129/sV oder BALB/c Méausen, sowie von der Fibroblasten Zell-Linie L929 mit C3H/An
genetischem Hintergrund ein induzierbares Transkript detektiert werden, das mit einer Grof3e von
ca. 9 kb der VLIG-1 Transkriptgrofde in C57BL/6J EF entsprach (Abb. 36). Die detektierten
Transkripte wiesen jedoch nach IFN-g Stimulation im Vergleich zu VLIG-1in C57BL/6J EF ein
leicht reduziertes Expressionsniveau auf. Zudem war aufféllig, dal3 die konstitutive Expression
des detektierten Transkriptesin L929 Zellen wesentlich stérker war, alsdiein C57BL/6J EF.
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Abbildung 36. Northern Blot Analyse der IFN-g vermittelten Induktion von VLIG-1 in Fibroblasten verschiedener
Mausstamme. EF von C57BL/6J, 129/sV, bzw. BALB/c Méausen, sowie die aus C3H/An Mé&usen stammende
Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert. Pro Spur wurden 10 ng Gesamt-RNA
geladen. Als Hybridisierungssonden dienten die vollsténdigen cDNAs von VLIG-1 und mGBP-2. Wobei Letztere
auch mGBP-1 detektiert. Die Hybridisierung mit GAPDH als Beladungskontrolle ist gezeigt.

1.2

Ein vergleichbares Resultat wurde in Northern Blot Analysen erzielt, bei denen Gesamt-RNA aus

mit verschiedenen Zytokinen stimulierten ANA-1 Makrophagen mit C57BL/6J genetischem
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Hintergrund, kzw. RAW264.7 Makrophagen mit BALB/c Hintergrund verwendet wurde. Die
vollstandige VLIG-1 cDNA as Hybridisierungsonde erkannte in beiden Makrophagen
Zell-Linien ein massiv durch IFN-g induzierbares Transkript von ca. 9 kb, dal3 signifikant
vermindert durch IFN-b und gar nicht, oder nur &uf3erst schwach durch TNFa induziert wurde
(Abb. 37). Dieses Resultat war dabei in Ubereinstimmung mit zuvor erzielten Ergebnissen der
Zytokin vermittelten Induktion von VLIG-1 (vgl. Abb. 25 und 27). Die Signalintensitéat des in
stimulierten BALB/c RAW264.7 Makrophagen detektierten Transkriptes war auch hier geringer
alsdasvon VLIG-1in C57BL/6J ANA-1 Makrophagen (Abb. 37).

BALB/c RAW284.7 C5TBL/E) ANA-1
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Abbildung 37. Northern Blot Analyse der Zytokin vermittelten Induktion von VLIG-1 in Makrophagen Zell-Linien
mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. C57BL/6J ANA-1 Makrophagen und BALB/c RAW264.7
Makrophagen wurden fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g 100 U/ml IFN-b oder 2000 U/ml TNF-a induziert. 10 ng
Gesamt-RNA wurden pro Spur geladen. Als Hybridisierungssonden dienten die vollstandige cDNA von VLIG-1,
sowie von mGBP-2. Wobei Letztere auch mGBP-1 detektiert. Die gezeigte Hybridisierung mit GAPDH diente als
Ladekontrolle.

Durch obige Northern Blot Analysen unter Verwendung von Fibroblasten oder Makrophagen mit
unterschiedlichem genetischem Hintergrund lief3 sich zudem der polymorphe Charakter der
Induktion von mGBP-1 in den verschiedenen Mausstammen nachweisen. Die eingesetzte
Hybridisierungssonde der vollstandigen cDNA von mGBP-2 war dabel aufgrund der hohen
Sequenzidententitat von mGBP-1 und mGBP-2 [399, 404], in der Lage, sowohl mGBP-1 alsauch
mGBP-2 zu detektieren. So konnte in Ubereinstimmung mit zuvor beschriebenen Ergebnissen
[417, 433] keine Induktion von mGBP-1 in das GBP1” Allel tragenden C57BL/6J Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 36 und 37). Die Northern Blot Analyse unter Verwendung von
Gesamt RNA aus RAW264.7, bzw. ANA-1 Makrophagen und der mGBP-1/mGBP-2
Hybridisierungssonde machte zudem erneut deutlich, dal3 VLIG-1 massiv durch IFN-b induziert
werden kann, wahrend keine Induktion von mGBP-1 und/oder mGBP-2 nach IFN-b Stimulation

festgestellt werden konnte (Abb. 37).
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Waéhrend diese Ergebnisse darauf hindeuteten, dal in allen untersuchten Mausstdmmen ein zu
VLIG-1 identisches Gen nach IFN-g Stimulation induziert wurde, zeigte sich unter Verwendung
einer Hybridisierungssonde die einen Grofdteil der 3 UTR von VLIG-1 abdeckt ein kontréres
Resultat (Abb. 38).

Mit der VLIG-1 3' UTR spezifischen Sonde lief3en sich in IFN-g stimulierten BALB/c RAW264.7
Makrophagen nur nach einer, im Vergleich zu C57BL/6J ANA-1 Makrophagen, zehnfach
langeren Expositionszeit, bei ansonsten identischen experimentellen Bedingungen, zwei
verschiedene Signale von schwach induzierten Transkripten, deren Grof3e um 9 kb betrug,
nachweisen,. In IFN-b stimulierten RAW?264.7 Makrophagen lief3en sich hingegen tberhaupt
keine Hybridisierungssignal e detektieren (Abb. 38).
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Abbildung 38. Northern Blot Analyse der IFN-b und IFN-g vermittelten Induktion von VLIG-1 in Makrophagen
Zdl-Linien unterschiedlichen genetischen Hintergrundes. C57BL/6J ANA -1 Makrophagen und BALB/c RAW?264.7

Makrophagen wurden fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g oder 100 U/ml IFN-b stimuliert. Pro Spur wurden 10 ng
Gesamt-RNA geladen. Als Hybridisierungssonde diente ein den 3' UTR von VLIG-1 teilweise abdeckendes cDNA
Fragment. Die Expositionszeit des ANA-1 Northern Blots betrug 36 h, wahrend der RAW264.7 Blot fir 15d
exponiert wurde. Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt.

Da dieser Befund auf signifikante Unterschiede innerhalb der Expression und Induktion von
VLIG-1 in verschiedenen Mausstammen hindeutete, wurden die Untersuchungen auf

Proteinebene wiederholt.

Dazu wurden die verschiedenen EF, bzw. die Fibroblasten-Zell-Linie fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g
stimuliert und die Zellen anschlief3end in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zahl der Zellen zum
Zeitpunkt der Lyse war hierbei jedoch nicht identisch. Sie betrug bel 129/sV und C57BL/6J EF
ungefahr 1x10° Zellen, wahrend sie bei BALB/c EF und L929 Zellen zweimal, respektive viermal

so hoch war. Das aufgetragene Lysatvolumen wurde den unterschiedlichen Zellzahlen jedoch
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nicht angepal®, wie auch an der Calnexin Ladekontrolle zu erkennen war. Die Western Blot
Analyse wurde mit Hilfe desa-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums, ein polyklonales Antiserum, das
gegen ein ca. 56 kDa grol3es Proteinfragment von VLIG-1 gerichtet ist (sehe Materia und
Methoden) durchgefihrt.

In alen Lysaten konnten zwar Signale IFN-g induzierter Proteine detektiert werden, jedoch war
das apparente Molekulargewicht des starksten Proteinsignals in 129/sV EF, BALB/c EF und
C3H/An L929 Fibroblasten ca. 30-50 kDa kleiner als das von VLIG-1 in C57BL/6J EF (im
weiteren Verlauf dieser Arbeit werden diese Proteine als "VLIG-ahnlich" bezeichnet) (Abb. 39).
Die Intensitét dieser Proteinsignale war zudem im Vergleich zu VLIG-1 um ca. 50% reduziert,
obwohl, wie anhand der Calnexin Ladekontrolle zu erkennen, das aufgetragene Lysatvolumen im
Falle der L929 Fibroblasten und BALB/c EF sogar einer htheren Zellzahl als der von C57BL/6J
EF entsprach.

Ferner liefRen sich in L929 Fibroblasten und BALB/c EF nach IFN-g Stimulation weiterer
Proteinsignale nachweisen, deren apparentes Molekulargewicht und Signalintensitdt im Vergleich
zum VLIG-1 Protein in C57BL/6J EF noch stérker reduziert waren.
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Abbildung 39. Western Blot Analyse der IFN-g vermittelten Induktion von VLIG-1 in EF, bzw. Fibroblasten
Zdl-Linien mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. EF isoliert aus C57BL/6J, 129/sV und BALB/C
Maéusen, sowie die aus C3H/An stammende Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden fir 24 h mit 100 U/ml 1FN-g
stimuliert und anschlief3end in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zellzahl zum Zeitpunkt der Lyse betrug fir
C57BL/6J und 129/sV EF ca. 1x10° Zellen, fiir BALB/c EF 2x10° und fiir L929 Fibroblasten 4x10° Zellen. Jeweils 15
n Zell-Lysat wurden pro Spur geladen und in einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
Zur Detektion wurde das polyklonale a-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserum verwendet. Der Nachweis von Calnexin diente
zur Ladekontrolle.

— 75

Eine erneute Western Blot Analyse von IFN-g stimulierten BALB/c und C57BL/6J EF, unter
Verwendung desselben Antiserums, zeigte nach langerer Expositionszeit, dald auch in BALB/c EF

ein induzierbares Proteinsignal nachgewiesen werden konnte, dessen apparentes

Molekulargewicht dem von VLIG-1 entsprach, da aber eine wesentlich geringere
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Signalintensitét als dieses aufwies, die vergleichbar mit dem von VLIG-1 in unstimulierten
C57BL/6J EF war (Abb. 40). Die stérkste Signalintensitét in BALB/c EF wies jedoch auch hier
ein Protein auf, dessen apparentes Molekulargewicht ca. 50 kDa kleiner als das des VLIG-1
Proteins war (in Abb. 40 mit * markiert). In Ubereinstimmung mit zuvor erzielten Western Blot
Resultaten wurden mittels des VLIG-1/B Antiserums in C57BL/6J EF weitere IFN-g induzierbare
Proteinsignale mit niedrigerem Molekulargewicht und Signalintensitdt als VLIG-1 detektiert.
Interessanterwei se entsprachen diese in ihrem apparenten Molekulargewicht ndherungsweise der
Hauptproteinbande in BALB/c EF (in Abb. 40 durch * gekennzeichnet), bzw. einem weiterem in
diesen Zellen detektierbaren, IFN-ginduzierten Proteinsignal (in Abb. 40 mit ** markiert).
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Abbildung 40. Western Blot Analyse der IFN-g vermittelten Induktion von VLIG-1 in C57BL/6J und BALB/c EF
unter Verwendung des a-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums. Jeweils 1x10° EF wurden fir 24 h mit 100 U/ml IFN-g
induziert und anschlieend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Pro Spur wurden 15 ml des jeweiligen Lysates
aufgetragen und in einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Mit * markierte Signale
kennzeichnen induzierte Proteine in C57BL/6J EF, deren apparentes Molekulargewicht niedriger als das kalkulierte
des VLIG-1 Proteins ist, die jedoch auch vom eingesetzten Antiserum erkannt werden. Der Nachweis von Calnexin
diente als Ladekontrolle.

Der Unterschied zwischen dem C57BL/6J VLIG-1 Protein und den VLIG-ahnlichen Proteinenin
anderen Mausstdmmen war noch signifikanter in Western Blot Analysen unter Verwendung des
a-VLIG-1 VLIG-1/218 Peptidantiserums ausgepragt (Abb. 41). Mit diesem Antiserum konnte in
129/sV EF nur nach verlangerter Expositionszeit ein sehr schwaches Signal eines VLIG-ahnlichen
Proteins detektiert werden. In L929 Zellen liel3 sich schon rach 1.5"iger Expositionszeit ein
schwaches Signal des VLIG-&hnlichen Proteins nachweisen, jedoch war die Zellzahl zum
Zeitpunkt der Lyse im Vergleich zu den anderen Zelltypen hier um das flnffache erhéht. In
BALB/c EF war hingegen auch nach langerer Expositionszeit kein VLIG-ahnliches Protein
detektierbar.

100



Ergebnisse

C5TBLMSJ 1291V BALB/c C3H/AR
EF EF N EF , IL‘EIEQ L"ellenI
T i 1

FN¢ -+ - 4+ -+ - 4
|

. [kDa]
VLIG-1 —_— —

B el
— 175

i

1.5" Exposttion

VLIG-1 i
. 175

" Exposition

Calnexin —

Abbildung 41. Western Blot Analyse der IFN-g vermittelten Induktion von VLIG-1 in EF und Fibroblasten
Zdll-Linien mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. EF aus C57BL/6J, 129/sV und BALB/c Méausen, sowie
die aus C3H/An Mausen stammende Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden fur 24 h mit 100 U/m IFN-gstimuliert und
anschlietend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zellzahl zum Zeitpunkt der Lyse betrug bei den EF ca. 1x1CP,

wahrend ca. 5x10° L929 Fibroblasten lysiert wurden. Pro Spur wurden jeweils 15 m Lysat aufgetragen und in einem
7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis von VLIG-1, bzw. den VLIG
dhnlichen Proteinen erfolgte mit Hilfe des polyklonalen a-VLIG-1 VLIG1/218 Antiserums, wobei zwei
unterschiedliche lange Expositionen gezeigt sind. Der Nachweis von Calnexin diente als Ladekontrolle.

Die Western Blot Resultate in Verbindung mit denen der Northern Blot Analyse unter
Verwendung der VLIG-1 3' UTR spezifischen Sonde lieferten eindeutige Hinweise darauf, dal3
auch bel VLIG-1, dhnlich wie bei den Mx GTPasen und mGBP-1 ein Polymorphismusin Mausen

mit unterschiedlichem Hintergrund existiert.

3.15 Klassifizierung von VLIG-1 als gemischtes | FN-g Antwortgen

Ein wichtiger Aspekt bei der Klassifizierung der zellularen Antwort auf IFN-g ist die
Unterscheidung zwischen Primér- und Sekundéarantwort. Als Unterscheidungskriterium dient
dabei, ob die transkriptionelle Aktivierung eines Gens nach IFN-g Stimulation alleinig durch
préformierte Transkriptionsfaktoren erfolgt, oder ob sie von der de novo Proteinsynthese
sekundarer Transkriptionsfaktoren abhéangig ist.

Zur Klassifizierung der Antwortart von VLIG-1 wurde zun&chst untersucht, inwieweit der

innerhalb der sekundaren Antwort auf IFN-g bedeutende Transkriptionsfaktor IRF1 in die

transkriptionelle Aktivierung von VLIG-1 involviert war, wie durch die Existenz von zwel
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potentiell IRF-bindender ISRE Elemente in der putativen VLIG-1 Promotorregion nahegel egt
wurde (siehe Abschnitt 3.5).

Dazu wurden EF aus IRF-17 Mausen furr 24 h mit 200 U/ml IFN-g stimuliert und die Induktion
von VLIG-1 durch Northern Blot Analysen dokumentiert. Anzumerken ist hierbei, dal3 die
verwendeten IRF-1"7" EF aus Mausen mit 129/sV genetischem Hintergrund stammten. Aufgrund
des zuvor nachgewiesenen Polymorphismus von VLIG-1 in unterschiedlichen Mausstammen
(siehe Abschnitt 3.13), wurde daher nicht VLIG-1 detektiert, sondern ein VLIG-ahnliches
Transkript, das mit der vollstandigen VLIG-1 cDNA Sonde kreuzhybridisieren konnte und dessen
putative Promotorregion jedoch bekannt war. Abbildung 42 zeigt, dal3 das VLIG-dhnliche
Transkript unabhéngig von IRF-1 durch IFN-g induziert wurde. Die leichte Reduktion der
Intensitat des detektierten Signals in IRF-1"7 EF im Vergleich zu C57BL/6J Wildtyp EF ist in
Ubereinstimmung mit den zuvor beobachteten Northern Blot Resultaten (Abb. 35). Sie spiegelte
vermutlich nicht eine geringe Einflu3nahme von IRF-1 in der transkriptionellen Aktivierung des
VLIG-ahnlichen Gens wieder, sondern reflektierte eher eine geringere Hybridisierungsstarke der
VLIG-1 cDNA Sonde zu dem VLIG-ahnlichen Transkript in 129/sV Mausen.

Wl

& 2

C57BLIBJ EF ¢ ¢
-
1

IFN-y - + +
| | 1

[kb]

VLIG-1 = " -

T

cero - (DR G .

Abbildung 42. Northern Blot Analyse der IFN-g vermittelten Induktion eines VLIG-ghnlichen Gens in 129/sV
IRF1"" EF. EF aus C57BL/6J, IRF-17" und IFN-gR”® Mausen wurden fir 24 h mit 1000 U/ml IFN-g stimuliert. Je 10
ng Gesamt-RNA wurden pro Spur geladen. Als Hybridisierungssonde diente markierte vollsténdige VLIG-1 cDNA.
Die Hybridisierung mit GAPDH al's Ladekontrolle ist gezeigt.

Zur Bestimmung ob sekundére Transkriptionsfaktoren im Allgemeinen an der transkriptionellen
Aktivierung von VLIG-1 beteiligt waren, wurden C57BL/6J EF vor und wahrend einer
unterschiedlich langen Stimulationsdauer mit 100 U/ml IFN-g, mit dem Tranglationsinhibitor
Cycloheximid (CHX) inkubiert. Das Antibiotikum CHX hemmt die Peptidyltransferaseaktivitét
der 60SRibosomenuntereinheit bei Eukaryonten, was zur spezifischen Inhibition der
Proteinsynthese fuihrt. Zur Kontrolle wurden die Zellen Gber die gleichen Zeitraume nur mit IFN-g

oder nur mit CHX inkubiert. Als weitere Kontrolle diente die Hybridisierung mit einer
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spezifischen mGBP-2 cDNA Sonde, da bekannt war, dal3 die Mitglieder der p65 GTPase Familie
zu IRF-1 abhangigen Genen der Sekundarantwort auf |FN-g gehtren [399, 411, 512].

Abbildung 43 zeigt das Resultat dieser Analyse. Die Induktion von VLIG-1 wurde demnach durch
CHX nicht vollstandig inhibiert, jedoch, besonders zu einem spéteren Zeitpunkt, auf ca. 50% der
nur durch IFN-g Stimulation induzierten Expressionsrate reduziert.

Daher lield sich VLIG-1 als gemischtes IFN-g Antwortgen klassifizieren, wobei die frihe Phase
der Induktion durch praformierte Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, wahrend die de novo
Proteinsynthese von sekundéren Transkriptionsfaktoren erforderlich fur die spéte Phase der

Induktion und dem Erreichen, bzw. der Aufrechterhaltung der maximalen Induktionsrate ist.

In Ubereinstimmung mit publizierten Ergebnissen, wird die Induktion von mGBP-2 durch
Inhibition der Proteinsynthese massiv reduziert [412, 414]. Ferner bestétigten diese Anaysen
erneut die rasche und starke Induktion von VLIG-1 (Abb. 28), die schon nach einer

Stimulationszeit von 3 h sichtbar wurde.

C57BL/MBJ EF

! '
r 1
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CHX -+ o+ o+
IFM-y -
] 1 1 kb]
VLIG-1 — =9.0
mGBP-2 — L2 5
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Abbildung 43. Northern Blot Analyse der Antwort-Klassifizierung von VLIG-1 nach IFN-g Stimulation. C57BL/6J
EF wurden Uber die angegebenen Zeitraume mit 100 U/ml IFN-g CHX in einer Endkonzentration von 50 ng/ml oder
CHX + IFN-g wobei eine 30ige Préinkubation mit CHX der Zugabe von IFN-g voranging, inkubiert. Als
Hybridisierungssonde diente vollsténdige VLIG1 und mGBP-2 cDNA. Die Hybridiserung mit GAPDH als
Ladekontrolle ist gezeigt. Die Expositionszeiten der Autoradiographien waren nicht identisch, wobei mGBP-2 |anger
exponiert wurde.
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3.16 DasVLIG-1 Protein bindet GDP effizienter alsGTP

Zur Uberprifung der Guanin-Nukleotid Bindefahigkeit des VLIG-1 Proteins, wie sie durch das
Vorhandensein einer putativen GTP-Bindungsdoméne innerhalb der Proteinsequenz rehegelegt
wurde, wurden Guanin-Nukleotidagarose Bindungsstudien durchgefthrt. Unter identischen
Bedingungen wurden parallel dazu Bindungsstudien mit dem Mitglied der p65 GTPase Familie
MGBP-2 und dem p47 GTPase Familienmitglied 11GP vorgenommen, deren Nukleotid-
Bindungseigenschaften bekannt waren (404], R. Uthaiah, Universitdt zu Koéln, personliche
Mitteilung).

C57BL/6J EF wurden fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert und anschlief3end entweder in einem
TX-100, bzw. CHAPShaltigem Puffer oder in einem hypotonischem Puffer lysiert. Die
Detergenz-haltigen Puffer boten den Vortell einer effizienteren Zell-Lyse und das Lysat
beinhaltete im Gegensatz zu dem des hypotonischen Puffers nicht nur zytoplasmatische sondern
auch Membran-assoziierte Proteine. Ein Nachteil der Detergenz-haltigen Puffer war, dal3 mglw.
die Nukleotid-Bindeeigenschaften des zu untersuchenden Proteins beeinfluf3t werden. Die Lysate
wurden anschlief3end mit Agarose-immobilisiertem GTP, GDP und GMP inkubiert und wie in
Material und Methoden beschrieben weiter behandelt. Die Spezifitét der Bindungsaktivitéten zu
GTP und GDP wurde durch Kompetitionsexperimente unter Zugabe eines Uberschusses des
jewelligen freien Nukleotides tUberpriift. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Lysate
und dem Transfer auf eine Nitrozellulose Membran, wurde diese in drei, unterschiedliche
Molekulargewichtsbereiche reprasentierende Telle zerschnitten und mit den dazu

korrespondierenden Antiseren inkubiert.

Bel allen verwendeten Lyse-Puffern konnte die stéarkste VLIG-1 NukleotidBindeaktivitét fur
GDP, gefolgt von Agarose-immobilisiertem GTP und GMP beobachtet werden (Abb. 44). Die
detektierten VLIG-1 Signale bel Verwendung der Detergenz-haltigen Lyse-Puffer sind im
Vergleich zu denen des hypotonischen Puffers stark reduziert, lassen jedoch eine identische
VLIG-1 Nukleotid-Bindecharakteristik erkennen. Die Spezifitét der VLIG-1 Bindungsaktivitéten
konnte mittels Kompetitionsexperimente durch Zugabe von freiem GTP, bzw. GDP gezeigt
werden, was zu einer signifikanten, wenn auch nicht volligen Reduzierung der Menge an
gebundenem VLIG-1 Protein fuhrte. In unstimulierten C57BL/6J EF konnte ebenfalls eine
stéarkere Bindung von VLIG-1 an GDP detektiert werden. Aufgrund des sehr niedrigen
konstitutiven VLIG-1 Expressionsniveau ist dieser Befund jedoch nur nach einer wesentlich

langeren Expositionszeit der Membran zu erkennen (hier nicht gezeigt).
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Unter identischen Bedingungen konnte fur mGBP-2 nur eine Nukleotid-Bindeaktivitéat fur GTP
festgestellt werden und diese auch nur in hyptonischen Zell-Lysaten. Eine Bindung an
Agarose-immobilisiertem GDP oder GMP, wie sie bei mGBP-2 und anderen Mitgliedern der p65
GTPase Familie beobachtet werden konnte, war in diesem experimentellen System auch nach
langeren Expositionszeiten der Membran nicht nachweisbar. Die in hypotonischem Lyse-Puffer
detektierte Bindung von mGBP-2 an GTP liefd sich in Kompetitionsexperimente vollig
unterdricken, was ihre Spezifitét bestétigte.

Fir das Mitglied der p47 GTPase Familie [IGP konnte in Ubereinstimmung mit von R. Uthaiah
(Universitét zu Koln, personliche Mitteilung) erzielten Resultaten, ebenfalls eine starkere Bindung
an Agarose-immobilisiertem GDP, gefolgt von GTP detektiert werden. Diese war jedoch nur in
Detergenz-haltigem Lysaten erkennbar, wahrend bei Verwendung des hypotonischen Lyse-
Puffers eine, wahrscheinlich unspezifische, gleich starke Bindung an alle Guanin-Nukleotid-
Agarose nachweisbar war, die im Gegensatz zur Bindung von IIGP an GDP, bzw. GTP in
Detergenz-haltigen Lysaten nicht kompetitierbar war. Unter Verwendung des a-l1IGP 165
Antiserums konnte zudem ein weiteres Protein detektiert werden, das ein etwas niedrigeres
apparentes Molekulargewicht als 11GP aufwies. Dieses Protein wurde im Gegensatz zu den p47
GTPasen auch in nicht-stimulierten Zellen exprimiert und war ebenfalls in der Lage GTP zu
binden.

Der Nachweis aller untersuchten Proteine in hypotonischen Zell-Lysaten weist zudem daraufhin,

dal3 zumindest eine Tellmenge dieser Proteineim Zytoplasmalokalisiert ist.
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Abbildung 44. Guanin-Nukleotid-Bindestudien von VLIG-1, mGBP-2 und IIGP. C57BL/6J EF wurden fur 24 h mit
100 U/ml IFN-g stimuliert und anschlief3end in den angegebenen Puffern lysiert. Die Lysate wurden mit Agarose
immobilisiertem GTP, GDP, bzw. GMP inkubiert und die gebundenen Proteine nach mehrfachem Waschen eluiert
und auf einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer wurde die
Membran in drei Teile zerschnitten und mit zur Proteindetektion mit dem jeweils angegebenen Antiserum inkubiert.
Als Antiseren wurde a-VLIG-1 VLIG1B, a-lIGP 165, sowie a-magl @-mGBP-1), das ebenfalls das nGBP-2
Protein erkennt, verwendet. Als Spezifitédtskontrolle der Proteinbindung an GTP, bzw. GDP wurden
Kompetitionsexperimente unter Zugabe von freiem GTP respektive GDP durchgefiihrt. Als Induktionskontrolle
wurden hypotonische Lysate unstimulierter C57BL/6J EF verwendet. Die mit M markierte Spur wurde mit einem
ProteingroRenmarker beladen. A, Die Zell-Lyse erfolgte in hypotonischem Puffer. B, Die Zell-Lyse erfolgte in 1%
TX-100, bzw. 2% CHAPShaltigem Puffer.

106



Ergebnisse

3.17 Interaktionspartner des VLIG-1 Proteins konnten nicht identifiziert werden

Die Fahigkeit des VLIG-1 Proteins Guanin-Nukleotide zu binden legt nahe, dal3 es auch eine
inherente GTPase-Aktivitat besitzt und somit als molekularer Schalter fungiert, der mit anderen
Makromolekilen interagiert und infolge des unidirektionalen GTP-Hydrolysezyklus seine

Affinitdt zu diesen andern kann.

Daher sollten mogliche zelluldare Interaktionspartner von VLIG-1 mit Hilfe von Ko-
Immunoprézipitations-Analysen ermittelt werden. Als Ausgangsmaterial dienten hierfur Zell-
Lysate von C57BL/6J EF, die fur 24 h mit 100 U/ml 1FN-g stimuliert oder unbehandelt blieben.
Die Zell-Lyse erfolgte einerseits in hypotonischem Lysis-Puffer, so dal3 das Lysat nur die
zytoplasmatische Proteinfraktion enthielt und andererseits in TX-100 haltigem Puffer, so dal? das
daraus resultierende Lysat die, bis auf im Nukleus lokalisierte Proteine, gesamte Proteinfraktion
der Zelle reprasentierte. Die Ko-Immunoprézipitation erfolgte unter Verwendung des
polyklonalen a-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums, wie in Material und Methoden beschrieben. Als
Kontrolle diente eine Western Blot Analyse unter Verwendung eines hypotonischen Zell-Lysates
von nicht radioaktiv markierten Zellen und des aus der Ko-Immunoprézipitation des TX-100

haltigen Zell -Lysates hervorgegangenen Eluates, sowie desa-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums.

Wie schon zuvor beobachtet (Abb. 35), liefd sich das VLIG-1 Protein mit dem verwendeten
Antiserum prézipitieren, wobei das prézipitierte Material einen relativ hohen Hintergrund
anscheinend unspezifisch prézipitierter Proteine, die sowohl in Prézipitaten der nicht stimulierten
als auch der stimulierten Zellen vorhanden waren, aufwies. Ferner konnte auch hier wieder ein
hochmol ekul ares Artefakt beobachtet werden, dal? jedoch nur im Prézipitat der unstimulierten, mit
TX-100 haltigem Lyse-Puffer aufgeschlossenen Zellen, auftrat. Zusétzlich konnten Proteinsignale
detektiert werden, die nur in den Prazipitaten der |FN-g stimulierten Zellen auftraten (in Abb. 45A
mit * markiert), wobei ein einem Protein von ca. 65 kDa entsprechendes Signal in mit
hypotonischem Puffer aufgeschl ossenen Zellen besonders prominent war und auf einen méglichen
zelluldren VLIG-1 Interaktionspartner hindeutete.

In der Western Blot Analyse des hypotonischen, nicht radioaktiv markierten Zell-Lysates konnte
jedoch ebenfalls dieses Proteinsignal und zusétzlich noch weitere Signale, mit einem geringeren
apparenten Molekulargewicht als das des VLIG-1 Proteins (in Abb. 45B mit einem + markiert),
nachgeweisen werden. Somit handelte es sich bei dem ca. 65 kDa grof3en Protein nicht um einen
putativen Interaktionspartner von VLIG-1, sondern vielmehr um ein Proteinfragment, oder um ein

unbekanntes, Interferon-induziertes Protein, welches von dem verwendeten ebenfalls Antiserum
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erkannt wurde. Ein Tell der detektierten Signale niedrigeren Molekulargewichtes konnte dabel
bereits in zuvor durchgefiihrten Western Blot Analysen nachgewiesen werden (Abb. 26, 32 und
34).
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Abbildung 45. Identifizierung von putativen VLIG-1 Interaktionspartnern mit Hilfe von Ko-lmmunopréazipitation.

Bei stimulierten Zellen erfolgte das gesamte Experiment in kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-g.
C57BL/6J EF wurden fur 24 h in normalem Nahrmedium kultiviert, das anschlief3end fir 1 h durch Methionin-freies
Hungermedium ersetzt wurde. Die nachfolgende biosynthetische Markierung mit £°S]-Methionin erfolgte fiir 3 h
bevor die Zellen in 1% TX-100 haltigem, oder hypotonischem Puffer lysiert und ein jeweils 5x10° cpm
entsprechendes Volumen der Lysate in einer Immunoprézipitation, unter Verwendung des a-VLIG-1 VLIG-1/B
Antiserums eingesetzt wurden. A, Die Prézipitate wurden auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und radioaktiv markierte Proteine mittels Autoradiographie detektiert. Putative VLIG-1
Interaktionspartner sind mit * markiert. B, Als Kontrolle wurden 1x10° C57BL/6J EF fir 28 h mit 100 U/ml
IFN-gstimuliert und in hypotonischem Puffer lysiert. Das Lysat wurde anschliefend auf einem 7.5%igem
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Proteine unter Verwendung des a-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums in einer
normalen Western Blot Analyse detektiert. Zusétzlich erfolgte eine Western Blot Analyse des 5x10° cpm
entsprechenden Volumens des TX-100 Prazipitates. Proteinsignale mit einem niedrigeren apparenten
Molekulargewicht als VLIG-1 sind mit + markiert.

3.18 Subzellulére Lokalisierung des VLI G-1 Proteins

Eine computergestitzte Vorhersage und der zuvor erbrachte Nachweis des VLIG-1 Proteinsin
hypotonischen Zell-Lysaten die nur die zytoplasmatische Proteinfraktion enthielten (Abb. 44)
legte nahe, dal3 das VLIG-1 Protein zumindest zu einem Teil im Zytoplasma lokalisiert war.

Zur genaueren Analyse der subzelluléren Lokalisierung des VLIG-1 Proteins wurden einerseits

eine subzelluldre Fraktionierung und andererseits Fluoreszenzanalysen von transient das
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EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein exprimierenden Zellen, bzw. indirekte Immunofluoreszenz
Analysen das VLIG-1 Protein endogen exprimierender Zellen durchgefihrt.

Bei der subzelluldren Fraktionierung wurden C57BL/6J EF fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g
stimuliert und anschlief3end durch zwei unterschiedlichen Methoden aufgeschlossen, wobei die
zelluléren Proteine durch Zentrifugation jeweils in eine |6sliche und eine Partikelsediment
Fraktion separiert wurden (siehe Material und Methoden). Die Verteilung des VLIG-1 Proteins
innerhalb der Fraktionen wurde anschlief3end durch eine Western Blot Analyse dokumentiert
(Abb. 46). Erfolgte die Zell-Lyse durch mechanisches Scheren in einem hypotonischen Puffer, so
lieR sich das VLIG-1 Protein hauptsachlich im Uberstand, also in der zytoplasmatischen
Proteinfraktion nachweisen. Die Zell-Lyse in einem isotonischen Puffer, der das nichtionische
Detergenz NP-40 enthielt, veranderte nicht die Verteilung des VLIG-1 Proteins. Auch in diesem
Puffer konnte das VLIG-1 Protein vorwiegend in der 16slichen Proteinfraktion detektiert werden.
Ein vergleichbares Resultat konnte auch fir die Verteilung des VLIG-&hnlichen Proteinsin L929
Fibroblasten mit C3H/An genomischen Hintergrund beobachtet werden (hier nicht gezeigt). Im
Gegersatz dazu ist die Verteilung der ER-Membran assoziierten p47 GTPase IGTP, sowie des
immanenten ER Proteins Calnexin, abhangig von der zur Zell-Lyse angewandten Methode.
Waéhrend IGTP und Calnexin in hypotonischem Puffer in der Partikelsediment Fraktion detektiert
wurden, waren sie nach Zell-Lysein NP-40 haltigem Puffer nahezu ausschlief3dlich in der |6slichen
Fraktion nachweisbar. Die subzelluldre Fraktionierung bestdtigte demnach die vornehmlich

zytoplasmatische Lokalisierung des VLIG-1 Proteins.
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Abbildung 46. Western Blot Analyse der subzelluléren Lokalisierung des VLIG-1 Proteins. C57BL/6J EF wurden fir
24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert und die zelluléren Proteine durch zwei verschiedene Methoden (siehe Text) in
eine Partikelsediment und eine |6sliche Fraktion aufgetrennt. Der Nachweis von VLIG-1 erfolgte mit dem a-VLIG-1
VLIG-1/B Antiserum. Als Kontrolle diente der Nachweisder ER-Membran assoziierten p47 GTPase IGTP, sowie des
im ER lokalisierten Proteins Calnexin.

Zur genaueren Bestimmung der subzelluldren Lokalisierung des VLIG-1 Proteins erfolgte die
transiente Expresson des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins in L929 Fibroblasten mit 129/sV
genomischen Hintergrund (siehe Material und Methoden). Die Transfektionsrate der Zellen war,
trotz experimenteller Optimierung, mit nur ca. 2% transfizierter Zellen sehr niedrig. Abbildung 47
zeigt ein typisches Beispiel einer EGFP-VLIG-1 exprimierenden Zelle. Deutlich zu erkennen war
die zytoplasmatische Lokalisierung des Proteins, wobel die Fluoreszenzintensitdt in der
unmittelbar den Nukleus umgebenden Region am hochsten war und zur auleren Zellmembran hin
abnahm. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch nach der Transfektion von C57BL/6J EF, deren

Transfektionsrate noch geringer war, beobachtet werden (hier nicht gezeigt).
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Abbildung 47. Analyse der subzelluldren Lokalisierung des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins. Nicht-stimulierte L929
Fibroblasten wurden mit pEGFP-VLIG-1 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Neben dem
EGFP-Fluoreszenzbild (links) ist die korrespondierende Phasenkontrastaufnahme (rechts) gezeigt.

Bei ca. 40% der mit pEGFP-VLIG-1 transfizierten L929 Fibroblasten konnte zusétzlich zu einer
zytoplasmatischen Fluoreszenz eine starke Fluoreszenz des Nukleus festgestellt werden. Diese
war stets mit einer Deformation des Nukleus, bzw. der Ausbildung einer polynuklearen Zelle
einhergehend. Zudem konnten in diesen Zellen teilweise lokal konzentrierte, punktformige
Strukturen und Ausstilpungen der dufleren Plamsmembran beobachtet werden (Abb. 48). Die
beobachteten Deformationen korrelierten dabei mit der Starke der Expression des Fusionsprotein

und traten generell nur in stark exprimierenden Zellen auf.

Abbildung 48. Analyse der subzelluldren Lokalisierung des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins. Nicht-stimulierte L929
Fibroblasten wurden mit pEGFP-VLIG-1 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Zusdtzlich zum
EGFP-Fluoreszenzbild (links) ist die korrespondierende Phasenkontrastaufnahme (rechts), sowie die Uberlagerung
des EGFP-Fluoreszenzbildes mit dem Fluoreszenzbild der spezifischen Anfarbung der Nuklei mittels DAPI (mitte)
gezeigt. Neben der transfizierten Zelle ist eine nicht-transfizierte Zelle, mit einem normal ausgebildeten Nukleus zu
erkennen.
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In nachfolgenden Experimenten, bel denen nicht-stimulierte, das EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein
transient exprimierende L929 Fibroblasten zusétzlich einer Immunofluoreszenz Analyse unter
Verwendung des a-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218 unterzogen wurden, konnte gezeigt werden,
dad es sich bel den punktformigen Strukturen nicht um VLIG-1 unspezifische Strukturen
handelte, da diese ebenfalls spezifisch durch das eingesetze Antiserum erkannt wurden. Bei der
in Abbildung 49 gezeigten Zelle lassen sich ebenfalls mehrere, kleinere Nuklei erkennen, in denen

das EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein in diesem Falle jedoch nicht nachweisbar war.

Abbildung 49. Analyse der subzelluldren Lokalisierung des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins. Nicht-stimulierte L929
Fibroblasten wurden mit pEGFP-VLIG-1 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Vor der Fixierung
erfolgte zusétzlich eine Anférbung der Nuklei mittels DAPI und eine Immunofluoreszenz Analyse unter Verwendung
des a-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218 und eines monoklonalen Ziege-a -Kaninchen-Cy3 gekoppelten Antikorpers al's
sekunddrem Antikorper. Die Abbildungen zeigen von links nach rechts das GFP-Fluoreszenzbild (grun), das
Cy3-Fluoreszenzbild (rot), sowie deren Gibereinander gelegte Bilder, inklusive des DAPI-Fluoreszenzbildes. Regionen
in denen die Fluoreszenz Ubereinstimmt sind gelb gefarbt, der Nukleus erscheint in blauer Farbe.

In L929 Fibroblasten bei denen keinerlei Zelldeformationen feststellbar waren, ist das EGFP-
VLIG-1 Fusionsprotein, wie schon zuvor beobachtet, im Zytoplasma lokalisiert, wobei die
hochste Fluoreszenzintensitét in der den Nukleus umgebenden Region beobachtet werden konnte.
Die Verteilung des Fusionsproteins konnte dabel durch eine Immunofluoreszenz Analyse unter
Verwendung des polyklonalen a-VLIG-1 Peptid-Antiserum VLIG-1/218, welches in der Lage ist
das Fusionsprotein zu detektieren, bestétigt werden (Abb. 50).
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Abbildung 50. Analyse der subzelluléaren Lokalisierung des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins. Nicht-stimulierte L929
Fibroblasten wurden mit pEGFP-VLIG-1 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Vor der Fixierung
erfolgte zusdtzlich eine Immunofluoreszenz Analyse unter Verwendung des a-VLIG-1 Antiserums VLIG-1/218 und
eines monoklonalen Ziege-a-Kaninchen-Cy3 konjugierten Antikorpers als sekundarem Antikorper. Die Abbildungen
zeigen von links nach rechts das GFP-Fluoreszenzbild (griin), das Cy3-Fluoreszenzhild (rot), sowie deren
Ubereinander gelegte Bilder, wobei Regionen in denen die Fluoreszenz Ubereinstimmt in gelber Farbe erscheinen.

Die vorangegangenen Analysen zur subzelluldren Lokalisierung des VLIG-1 Proteins deuteten
daraufhin, dal3 VLIG-1 priméar zytoplasmatisch lokalisiert ist. Ferner wurde jedoch auch deutlich,
daR eine Uberexpression des Fusionsproteins mglw. toxisch fir die Zellen ist, bzw. zur
Ausbildung von zelluldren Deformationen fuhrt. Um dieses Problem und die nur sehr geringen
Transfektionsraten zu umgehen wurde schliefdlich die subzelluldre Lokalisierung des endogen in
C57BL/6J EF exprimierten VLIG-1 Proteins mit Hilfe des a-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218,

welches wie zuvor gezeigt in Immunofluoreszenz Analysen eingesetzt werden konnte, untersucht.

C57BL/6J EF wurden fur 24 h mit 100 U/ml IFN-g stimuliert und anschlief3end einer indirekten
Immunofluoreszenz Analyse (siehe Material und Methoden) unterzogen. Als Vergleich dienten
dabei nicht-stimulierte EF. Wie in Abbildung 51 zu erkennen, konnte in nicht-stimulierten Zellen
eine geringe Fluoreszenzintensitét beobachtet werden, die punktférmig im oder am Nukleus
konzentriert war und mglw. das konstitutiv in diesen Zellen exprimierte VLIG-1 Protein
représentierte. Nach der Stimulation der Zellen mit IFN-g lief? sich eine drasti sche Zunahme der
Fluoreszenzintensitét feststellen, so dal’ davon ausgegangen werden konnte, dal die mittels des
verwendeten a-VLIG-1 Antiserums detektierten Signale welitestgehend spezifisch fir dasVLIG-1
Protein waren. Die Verteilung der Fluoreszenzsignale in stimulierten EF lief3 sich dabel in zwei
Klassen unterteilen. In ca. 60% der Zellen konnte eine granulére zytoplasmatische Verteilung der
Signal e detektiert werden, die einen vom Nukleus ausgehenden und bis zur auf3eren Zellmembran
reichenden Intensitétsgradienten bildete. Im oder am Nukleus lokalisierte Signale lief3en sich in

diesen Zellen nicht, oder nur in geringem Mal3e beobachten. Im Gegensatz dazu konnte bei den
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verbleibenden 40% der EF eine verstérkte Fluoreszenzintensitét im oder am Nukleus feststellen,
die begleitet von einem granulérem, zytoplasmatischen Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale
wurde. Die Intensitét der zytoplasmatisch lokalisierten Signale wies in diesen Zellen ebenfalls
einen vom Nukleus ausgehenden Intensitétsgradienten auf. Die Intensitdt der zytoplasmatisch
lokalisierten Signale fiel dabei im Vergleich zu denen von EF ohne nukleare Fluoreszenzsignale

jedoch geringer aus.

A B

Abbildung 51. Analyse der subzelluldren Lokalisierung des endogen exprimierten VLI G-1 Proteins. Fir 24 h mit 100
U/ml IFN-g stimulierte, bzw. nicht-stimulierte C57BL/6J EF wurden mit 3% Paraformaldehyde fixiert, mit Saponin
permeabilisiert und anschlieend die subzelluldre Lokalisierung von VLIG-1 mit Hilfe des a-VLIG-1 Antiserums
VLIG-1/218 und eines monoklonalen, FITGkonjugiertern Ziege-a-Kaninchen Antikdrpers nachgewiesen. A,
Fluoreszenzbild nicht-stimulierter C57BL/6J EF. B, Fluoreszenzbild IFN-g stimulierter C57BL/6J EF.

114



Diskussion

4. Diskussion

An den komplexen zelluldren Antworten auf Interferon-Typ | und Typ Il sind jeweils mehrere
hundert Gene pro Einzelzelle beteiligt, die sich grofdtenteils spezifischen, in der angeborenen und
erworbenen Immunitét funktionellen, zelluldren Programmen zuordnen lassen ([4, 50, 89, 149,
240], siehe auch Anhang). Verschiedene dieser Programme vermitteln dabel zellautonome
Resistenzen gegenlber unterschiedliche infektitdse Pathogene. Anhand neuerer Untersuchungen
gibt es zunehmend Beweise dafur, dal3 Mitglieder mehrerer, Interferonregulierter GTPase
Familien fundamental e Bestandteile dieser zellautonomen Resi stenzprogramme reprasentieren.
Die zellautonome, direkte antivirale Resistenz die von den, selektiv durch Interferon-Typ |
induzierten, zur Dynamin-Familie gehdrenden, Mx GTPasen vermittelt wird, gilt dabel als
gesicherte Erkenntnis [352, 353, 513]. Erst vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, dal3
Mitglieder der durch Interferon-Typ | und Typ Il induzierten p47 und p65 GTPase Familie von
zentraler Bedeutung in zelltypubergreifenden, zellautonomen Resistenzprogrammen gegen virale,
bakterielle und/oder protozoische Pathogene sind [434, 441, 444, 446)].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es mit VLIG-1 eine vdllig neue Interferon-induzierte
GTPase zu identifizieren, deren grundlegenden molekularen und biochemischen Eigenschaften
charakterisiert wurden. Im Hinblick auf die potentielle biologische Funktion von VLIG-1
innerhalb der zellularen Antworten auf Interferone, sollen die ermittelten Charakteristika von
VLIG-1 mit denen der p47 und p65 GT Pasen verglichen werden.

4.1 Identifizierung von VLI1G-1 cDNA Fragmenten mit Hilfe der SSH-Technik

cDNA Fragmente von VLIG-1 wurden erstmalig in einer vergleichenden Analyse der zelluléaren
Antwort auf IFN-g in Fibroblasten und Makrophagen entdeckt [399, 409]. VLIG-1 cDNA
Fragmente konnten sowohl aus einer SSH-Bank von |FN-gstimulierten C57BL/6J embryonischen
Fibroblasten (EF), als auch aus einer Bank von IFN-g+ TNF-a stimulierten ANA-1 Makrophagen
isoliert werden (siehe 3.1). Im Unterschied zu den p47 und p65 GTPasen, waren VLIG-1
spezifische cONA Fragmente in beiden SSH-Banken nur mit einer geringen Frequenz vertreten.
So konnten aus der EF SSH-Bank zwel und aus der ANA-1 SSH-Bank sogar nur ein VLIG-1
spezifisches cDNA Fragment isoliert werden, was einer Frequenz von 1.4%, respektive 1.7%
entsprach. cDNA Fragmente von Mitgliedern der p65, bzw. p47 GTPasen Familie konnten
hingegen mit einer Frequenz von 3% (GTPI) bis 17% (mGBP-2) aus der EF SSH-Bank und 3%
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(NGP, TGTP/M@g21) bis 18% (mGBP-2) aus der ANA-1 SSH-Bank isoliert werden [399, 409].
Aufgrund der hohen Frequenz und Gesamtzahl von cDNA Fragmenten der p47, bzw. p65
GTPasen in beiden SSH-Banken wurde postuliert, daf3 diese GTPase Familien die zelluldre

Antwort auf IFN-g in den untersuchten Zelltypen dominieren und ihre Induktion in diesem Sinne

einen fundamentalen Aspekt der IFN-g Antwort darstellt [399, 409)].

Der Freguenzunterschied zwischen cDNA Fragmenten von VLIG-1 und den p47, bzw. p65
GTPasen basierte vermutlich darauf, dal3 die SSH-Technik die Identifikation qualitativ induzierter
Gene favorisiert. Dadurch werden bevorzugt Fragmente solcher cDNAS angereichert, deren
Haufigkeit in den unstimulierten und stimulierten Zellen grof3e Unterschiede aufwei sen [409,
488]. Die Uberdurchschnittlich hohe Représentation von Mitgliedern der p65 und p47 GTPase
Familie in den SSH-Banken resultierte daher einerseits aus der Haufigkeit ihrer Transkripte in der
MRNA-Population der induzierten Zellen und andererseits besonders aus ihrem praktisch nicht
vorhandenem Expressionsniveau in unstimulierten Zellen ([399, 409], siehe auch Abb. 25 und
27). Im Gegensatz zu den p47 und p65 GTPasen konnte eine, wenn auch nur sehr geringe,
konstitutive Expression von VLIG-1 in unstimulierten Fibroblasten und Makrophagen detektiert
werden (Abb. 25 und 28). Diese wirkte sich wahrscheinlich reduzierend auf die Anreicherung von
VLIG-1 cDNA Fragmenten in den SSH-Banken aus. Ein signifikanter Unterschied zwischen dem
Expressionsniveau von VLIG-1 und den p65, bzw. p47 GTPasen in IFN-g stimulierten Zellen lief3
sich hingegen nicht nachweisen und kann daher nicht als Begrindung fur die niedrigere Frequenz
von VLIG-1 cDNA Fragmenten in den SSH-Banken herangezogen werden. In ener zur
Isolierung vollsténdiger cDNA Klone hergestellten, unsubtrahierten | -cDNA Bank aus IFN-g
stimulierten EF traten VLIG-1 spezifische Klone mit einer Frequenz von 0.4% auf, die
vergleichbar mit denen der von mGBP-2 (1.9%), I1GP (0.7%) und GTPI (0.1%) war [409]. Durch
diein dieser Arbeit durchgefihrten vergleichenden Northern Blot Analysen konnte das annéhernd
identische Expressionsniveau von VLIG-1 und Mitgliedern der p47, bzw. p65 GTPase Familienin
IFN-g stimulierten EF und M akrophagen bestatigt werden (Abb. 25, 27, 36 und 37).

Basierend auf dem hohen Expressionsniveau von VLIG-1in IFN-gstimulierten Zellen, kann auch

dieses Gen, wie zuvor schon die p47 und p65 GTPasen [399, 409], as fundamentaler Bestandteil

der zelluldren Antwort auf |FN-g charakterisiert werden.
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4.2 Analyseder VLIG-1 cDNA Klone

Der grofite VLIG-1 cDNA Klon (VLIG-1/Klon A) der aus einer unsubtrahierten | -cDNA
Bibliothek IFN-g stimulierter C57BL/6J EF isoliert werden konnte, umfal3te 8988 bp und kodierte
flr ein Protein von 2427 aa mit einem vorhergesagtem Molekulargewicht von 281 kDa. (Abb. 6).
Die Grofe des cDNA Klons und das vorhergesagte Molekulargewicht des Proteins entsprachen
der in Northern Blot Analysen detektierten Transkriptgréf3e (Abb. 25), bzw. dem durch Western
Blot Analysen ermittelten apparenten Molekulargewicht von VLIG-1 (Abb. 26). Daher wurde
angenommen, dal3 Klon A die vollstdndige cDNA von VLIG-1 darstellt. Nachfolgend wurde
jedoch ein zum 5' Ende von VLIG-1/Klon A identischer EST (GenBank Nr.: A1098949, isoliert
aus der Leber von C57BL Mausen) identifiziert, der finf zusétzliche Nukleotide stromaufwarts
des 5' Endes von Klon A besal3. Die Sequenz dieser Nukleotide konnte durch die genomische
VLIG-1 Sequenz bestétigt werden (siehe Anhang). Daher ist es wahrscheinlich, daf3 das
identifizierte 5° Ende von VLIG-1/Klon A nicht die eigentliche Transkriptions-Initiationsstelle
reprasentiert und die vollstandige cDNA von VLIG-1 geringfligig grof3er ist. Die Sequenz der
CDSvon VLIG-1 wirde davon jedoch nicht beeinfluf3t werden.

Mit der ermittelten cDNA Grol3e von anndhernd 9 kb und dem kalkuliertem Molekulargewicht
von 281 kDa charakterisiert VLIG-1 das grofdte Interferon-induzierte Gen, das bisher identifiziert
werden konnte ([89, 149]und siehe Anhang).

Zusétzlich zu Klon A konnte ein 8749 bp grof3es, alternatives Splei3produkt von VLIG-1 (VLIG-
1/Klon B) identifiziert werden, dem Exon 2 und 3 des 5' UTR von VLIG-1 fehlten. (Abb. 7 und
14). Die Identifizierung eines ESTs (GenBank Nr.: AW106860), dessen Sequenz identisch zum
verkirztem 5 UTR von Klon B ist, bestétigt, da3 VLIG-1/Klon B kein technisch bedingtes
Artefakt war. Beide VLIG-1 Klone besal3en eine identische CDS und reprasentierten somit
unterschiedliche Isoformen von VLIG-1. Entsprechend einer insgesamt viermal vorhandenen
Polyadenylierungs-Signalsequenz im 3 UTR von VLIG-1 (Abb. 6), konnten weitere VLIG-1
cDNA Klone mit verkirzten 3' UTRs identifiziert werden, die ebenfalls VLIG-1 Isoformen

darstellten.

In einer Zelle kénnten daher gleichzeitig verschiedene Isoformen von VLIG-1 vorliegen, die sich
nur in der Lange ihrer 5' UTR und/oder 3' UTR unterscheiden. Die unterschiedlichen Grofien der
UTRs sind mglw. von Bedeutung bei der post-transkriptionellen Regulation der VLIG-1

Expression. Durch eine modifizierte Translationseffizienz oder Veranderung der mRNA Stabilitét
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[514, 515] kénnten die VLIG-1 Isoformen im temporalen Verlauf der VLIG-1 Induktion durch
IFN-g jewells spezifische Eigenschaften aufweisen. Es ware daher interessant zu Uberprifen,
inwiefern innerhalb der zelluldren Antwort auf IFN-g eine préferentielle Induktion einer
spezifischen VLIG-1 Isoform stattfindet, oder ob die verschiedenen Isoformen in gleichem Male

vertreten sind.

4.3 Analyse der Struktur und biochemischen Eigenschaften desVLIG-1 Proteins

4.3.1 Analyseder VLIG-1 GTP-Bindungsdomane und I dentifizierung des G4-Motivs

Das einzige nachweisbare Proteinmotiv in VLIG-1 war eine GTP-Bindungsdomane, die aus den
drei kanonischen Sequenzmotiven G1-G4 gebildet wurde (Abb. 6). VLIG-1 reprasentiert somit
ein neues Mitglied der GTPase Superfamilie, auch wenn eine dem Protein inhdrente GTPase
Aktivitdt noch explizit gezeigt werden muf3. Durch einen Grofsenvergleich zwischen VLIG-1 und
den bisher bekannten Mitgliedern der GTPase Superfamilie, lief3 sich VLIG-1 zudem als die

weltaus grofite, bisher bekannte GTPase charakterisieren.

Das putative G4-Motiv von VLIG-1 (NQLD; Position aa 1773-1776), das zur kanonischen
Sequenz ((N'T)(K/QXD) identisch ist, wies einen fir GTPasen ungewohnlich grof3en Abstand zu
dem eindeutig identifizierten G1-, bzw. G3-Motiv auf und représentiert daher nicht unbedingt das
funktionelle G4-Motiv (Abb. 6). Bei den p65 GTPasen, von denen bisher angenommen wurde,
dal3 sie kein G4-Motiv besitzen [401], konnte die diessm Motiv entsprechende Sequenzregion
anhand biochemischer Analysen erst vor kurzem identifiziert werden [416]. Die Sequenz des p65
G4-Motivs wies dabei signifikante Unterschiede zur kanonischen Sequenz auf, war jedoch analog
zu diesem fur die Spezifitdt der Guaninerkennung verantwortlich [416]. Ein zur G4-
Konsensussequenz ((T/A)(L/V)RD) der p65 GTPasen identisches Motiv kann im VLIG-1 Protein
nicht identifiziert werden. Den p65 GTPasen entsprechend, konnte jedoch auch bei VLIG-1 eine
spezifisch abgewandelte Form des kanonischen G4-Motives existieren. Die innerhalb der Ublichen
G-Motiv-Abstande [381] liegende (QKLD) Sequenz (aa-Position 1639) von VLIG-1 (Abb. 6) ist
hierbei von besonderem Interesse. Im Gegensatz zum postulierten G4-Motiv (NQL D) und anderen
potentiellen G4-Motiven, existiert eine konservierte (KLD) Sequenz in allen Mitgliedern der
murinen VLIG-Familie, von denen die entsprechende Proteinsequenzregion vorliegt [457], sowie
auch in dem putativen Ratten und humanem VLIG-Homolog (siehe Anhang). Die gezielte

Mutation der potentiellen G4-Motive und nachfolgende biochemische Anaysen der
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Nukleotidbindeaktivitét, bzw. -spezifitdt der mutierten Proteine, sollten die Identifizierung des

funktionellen G4-Motives von VLIG-1 ermdglichen.

4.3.2 Analyse der strukturellen Verwandtschaft der VLIG-1 GTP-Bindungsdoméne zu der

von anderen GTPasen

Aufgrund der ausgeprégten Diversifitét der von GTPasen regulierten zellul&ren Funktionen [380,
381, 383], erlaubt die blofe Existenz einer GTP-Bindungsdoméne in VLIG-1 keine direkten
Rickschlusse auf die biologische Funktion des Proteirs. Durch eine phylogenetische
Stammbaumanalyse konnte allerdings gezeigt werden, dal3 VLIG-1 und die an zellautonomen
Resistenzprogrammen beteiligten p47, p65 und Mx GTPasen, eine eigene Untergruppe innerhalb
der GTPase Superfamilie bilden (Abb. 10). Andere Interferon-induzierte GTPasen, wie z.B. der
Transkriptionsaktivator CIITA [391] oder Mitglieder der GP-1 Familie [389, 390] lief3en sich
hingegen nicht dieser Unterfamilie zuordnen. Somit existiert eine spezifische strukturelle
Verwandtschaft zwischen der GTP-Bindungsdoméne von VLIG-1 und denen der p47, p65, bzw.
Mx GTPasen.

Da die Funktion der GTPasen als molekularer Schalter von einer funktionellen GTP-
Bindungsdoméne abhangt [380, 383] konnte die strukturelle Verwandtschaft der VLIG-1, p65,
p47 und Mx GTP-Bindungsdoménen auf &hnliche biochemische Eigenschaften oder
Funktionsweisen der Proteine hindeuten und wichtige Anhaltspunkte fir eine biochemische

Charakterisierung von VLIG-1 liefern.

DasVLIG-1G1-Motiv wies den héchsten Homologiegrad zu dem des Mx1-Proteins auf, wahrend
das G3-Mativ eine groflere Sequenzahnlichkeit zu denen der p65 GTPasen mGBP-1, bzw. mGBP-
2 besal?. Der Homologiegrad zur GTP-Bindungsdoméne der p47 GTPase IIGP fiel hingegen
niedriger aus (Abb. 11). Durch kristallographische Studien, sowie biochemischer Analysen des
humanen GBP-1 Proteins konnte eine plausible strukturelle und biochemische Verbindung der
p65 GTPasen mit der DynaminFamilie, zu denen auch die Mx GTPasen zéhlen, hergestellt
werden [416, 429, 430]. In neueren Ubersichtsartikeln werden die p65 GTPasen daher in die
Dynamin-Familie eingegliedert [431]. Die GMotive und die sie umgebenden Sequenzregionen
von VLIG-1 weisen demnach eine verwandte Signatur zu der an Prozessen der Vesikelbildung
und des vesikuldren Transportes, oder an antiviralen Resistenzprogrammen (vermittelt von den
Mx und p65 GTPasen) beteiligten Dynamin-Familie auf [431, 516].

Aul¥erhalb der GTP-Bindungsdomane konnte jedoch keine signifikante Sequenzhomologie von

VLIG-1 zu Proteinen dieser Familie festgestellt werden. Eine auf der primaren Struktur
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basierende Verbindung von VLIG-1 zur DynaminFamilie existiert daher nicht. Moglicherweise
besteht jedoch, wie auch bei den p65 GTPasen, die ebenfalls keine direkte Sequenzverwandtschaft
zu den Dynaminen besitzen, eine auf biochemischen und strukturellen Gemeinsamkeiten
beruhende Verbindung [416, 429, 430]. Eine charakteristische Eigenschaft aller Proteine der
DynaminFamilie ist dabei ihre Fahigkeit der Selbstassemblierung zu hoher geordneten
Oligomeren auf spezifischen Matrizen, wie sie auch bei den Mx und p65 GTPasen beobachtet
werden konnte [358, 429-431, 516-518]. Es wére daher von grofem Interesse die Fahigkeit zur
Oligomerisierung auch bei VLIG-1 zu untersuchen, da sie einen weiteren Anhaltspunkt fir eine

mogliche Verbindung von VLIG-1 zur Dynamin-Familie liefern wirde.

4.3.3 Biochemische Char akterisierung des VLI G-1 Proteins

Die intrinsische Guanin-Nukleotid Bindungsaktivitét des endogen exprimierten VLIG-1 Proteins
wurde durch Untersuchungen unter Verwendung von GuaninNukleotidagarosen nachgewiesen
und die Bindungsspezifitdt durch Kompetitionsexperimente verifiziert (Abb. 44). Das VLIG-1
Protein wies dabei, unabhangig von dem zur Zell-Solubiliserung verwendetem Puffer,
durchgehend eine hohere Bindungsaffinitét zu Agarose-immobilisiertem GDP, gefolgt von GTP
und GMP auf. Die héhere Bindungspraferenz fur GDP konnte bedeuten, dal3 VLIG-1 innerhalb
der Zelle solange in einem inaktiven Zustand vorliegt oder vorliegen mul3, bis Guanylat-
Austauschfaktoren ("guanylate exchange factors', GEFs) den Austausch von GDP zu GTP
katalysieren und VLIG-1 somit aktivieren ([380, 383], siehe auch Abb. 5). Eine derartige, von
GEF-abhangige Aktivierung konnte sowohl bei der kleinen GTPase p21'™ as auch beim
bakteriellen Elongationsfaktor EFTu beobachtet werden, die beide sehr hohe Bindungsaffinitaten
fir GDP besitzen [519, 520].

Neben der Regulation von VLIG-1 auf transkriptioneller Ebene und mglw. auf post-
transkriptioneller Ebene (4.2), wirde eine Aktivitdtsregulation von VLIG-1 durch GEFs ein
weiteres Kontrollsystem fur die zelluldre Funktion von VLIG-1 darstellen. Durch die in dieser
Arbeit durchgefihrten Ko-Immunoprazipitationen konnten jedoch keine potentiellen
Interaktionspartner von VLIG-1 identifiziert werden (Abb. 45).

Die ermittelten biochemischen Eigenschaften von VLIG-1 lassen Gemeinsamkeiten zu denen an
zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen erkennen, was ebenfalls auf eine
putative, funktionelle Verbindung hindeutet. So konnte auch bei der murinen Mx1 GTPase und
der p47 GTPase IIGP eine hohere Affinitét fur GDP nachgewiesen werden ([521], R. Uthaiah,
Universitét zu Kadln, personliche Mitteilung). Die hohere Affinitét von I1GP fur GDP lief3 sich in
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den durchgefuihrten Nukleotid-Bindungsstudien bestétigen (Abb.44). Fur die humane MxA
GTPase liegen hingegen kontroverse Resultate vor, da einerseits eine héhere Affinitét fur GTP
und andererseits eine GDP Bindungspréferenz beschrieben wurden [521, 522]. Eine
charakteristische Eigenschaft der p65 GTPasen ist die Bindung aller Guanin-Nukleotide mit
nahezu nicht unterscheidbaren Affinitéten [400, 401, 410, 416, 418]. In den durchgefihrten
Studien zur Nukleotidbindung konnte diese Eigenschaft fir mGBP-2 nicht festgestellt werden
(Abb. 44), obwohl sie in friheren Publikationen bereits beschrieben, wenn auch nicht gezeigt
wurde [404, 427].

Anhand der Sequenzanalyse der GTP-Bindungsdoméne von VLIG-1 und der biochemischen
Eigenschaften des Proteins 1&8% sich somit eine Verbindung zu den an zellautonomen
Resistenzprogammen  beteiligten GTPassen erkennen. Wobei VLIG-1 die meisten

Gemeinsamkeiten zu den Mx GTPasen aufzeigte.

4.4 Analyse der genomischen Struktur von VLIG-1

Die genomische Struktur von VLIG-1 wurde durch die kombinierte Analyse von Maus Genom
Datenbanken, Southern Blot Analysenund Sequenzierung C57BL/6J genomische DNA tragender
BAC-Klone ermittelt (Abb. 12-13, siehe auch [457]). VLIG-1 ist auf dem Maus Chromosom 7,
Bande D2 |okalisiert, wobel die gesamte VLIG-1 CDSinklusive der 3' UTR von einem einzigem,
8708 bp grofiem, intronlosem Exon (Exon 4) kodiert wird. Im Gegensatz dazu ist der 5' UTR des
Gens auf drei Exons von geringer Grofe aufgeteilt, die durch z.T. sehr grof3e Introns unterbrochen
werden (Abb. 14 und siehe Anhang).

Eine vergleichbare genomische Struktur weist das nicht Interferonregulierte, vermutlich an
Chaperon-vermittelten Proteinfaltungsprozessen beteiligte ARSACS Gen auf, dessen intronlose
CDS mit 11.5 kb sogar noch die Grole des VLIG-1 Exons 4 Ubertrifft [523]. Welitere grofie,
intronlose Gene werden von Mitgliedern der an Signaltransduktions Prozessen beteiligten,
G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) Superfamilie gestellt, von denen angenommen wird, daf3
mehr als 90% keine Introns im ORF besitzen [524, 525]. Bei einem Mitglied dieser Superfamilie,
PUMA-G, konnte eine | FN-g vermittelte, auf Makrophagen beschrankte Induktion gezeigt werden
(A. Schaub, 2001, zur Publikation eingereicht).

Bei Mitgliedern der p47 GTPase Familie, wie lIGP, GTPI, IRG-47, TGTP/Mg21 und IGTP lief3en

sich ebenfalls keine Introns in ihrer CDS nachweisen [409, 446], wahrend in den genomischen
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Loci (inklusive der CDS) der p65 GTPasen mGBP-1, mGBP-2 und mGBP-3, sowie der
M x-Proteine eine Vielzahl von Introns existieren [426, 433, 443, 526].

Intronlose Gene sind relativ selten (maximal 5% der humanen Gene) und wahrscheinlich das
Resultat eines als Retrotransposition/Retroposition bezeichneten Mechanismus, bei dem die
MRNA eines Gens revers transkribiert und mittels Retroviren oder Retroposons in das Genom
reintegriert wird [527]. Die Retrotransposition erzeugt dabel oftmals Retro-Pseudogene, auch
prozessierte Pseudogene genannt, die nichtkodierend sind und aufgrund des fehlenden
Selektionsdruckes eine Vielzahl von Insertionen und Deletionen aufweisen kdnnen [527].
Dementsprechend konnten auch mehrere mit VLIG-1 sequenzverwandte Pseudogene identifiziert
werden [457]. Durch eine Retrotransposition kdnnen dennoch auch kodierende, sogenannte
Retrogene entstehen, bel denen nachtrdglich integrierte Introns hauptsichlich im 5 UTR
vorzufinden sind [524, 525, 527]. Demgemal3 lief3en sich auch bei VLIG-1 und den p47 GTPasen
Introns nur in deren 5' UTR nachweisen (Abb. 14, [409, 446] und S. Martens, Universitét zu
Koln, personliche Mitteilung). Es wird vermutet, dal3 diese Intronsequenzen infolge der Insertion
eines Introns durch Rekombination oder durch die Erzeugung von Spleif3stellen mittels
Mutationen, bzw. kleinerer Insertionen entstehen [524, 525]. Ein moglicher selektiver Vortell
intronloser Gene basiert auf ihrer effizienteren Transkription und erhdhten Expression, da ein
posttranskriptionelles Spleif3en nicht mehr, oder nur noch eingeschréankt erforderlich ist [524,
525].

4.5 Aufbau und Struktur der murinen VLIG-Familie

Die Bildung von kleineren Genfamilien in der Maus ist eine Gemeinsamkeit aller Interferon-
regulierter, an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligter GTPasen [399, 402, 404-406, 424,
435-439, 510, 511, 528].

Uber die Griinde dieim Laufe der Evolution zur Ausbildung dieser Genfamilien fiihrten, 143t sich
nur spekulieren. Denkbar ware es, dal3 u.U. mehrfach erfolgte Genduplikationen dazu fihrten,
eine einmal entstandene, erfolgreich gegen spezifische infektiose Pathogene "getestete"
Proteinstruktur zu vervielfaltigen und durch nachfolgende Diversifikation der Duplikate, bei
Beibehatung oder Veranderung des Wirkmechanismus, das Wirkspektrum zu erweitern. Der
Nukleotidsequenz-Identitdtsgrad, den die verschiedenen Mitglieder der jeweiligen GTPase
Familien untereinander aufweisen, kann dabei als Mal3 der Diversifikationsgeschwindigkeit, bzw.

des entwicklungsgeschichtlichen Alters der Familie herangezogen werden, wobei eine grofiere
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Heterogenitét innerhalb einer Familie zudem auf nicht-redundante Funktionen der jeweiligen
Mitglieder hindeutet. Diese Annahme wird bestétigt durch einen Vergleich der Struktur der p47
GTPase Familie mit der subzelluléren Lokalisierung und Funktion ihrer Mitglieder. So sind die
Sequenzen der p47 GTPasen sehr heterogen zueinander, was sich auch in ihrer jeweils
spezifischen subzelluldren Lokalisierung und, sofern bekannt, in den spezifischen, von ihnen
vermittelten Pathogenresistenzen widerspiegelt ([409, 441, 442, 444, 529], S. Martens, Universitét

zu KolIn, personliche Mitteilung).

Durch Analysen im Rahmen der Bestimmung der genomischen Struktur von VLIG-1 konnte,
ahnlich zu den p47, p65 und Mx GTPasen, eine mehrere Gene umfassende VLIG-Familie in der
Maus nachgewiesen werden (Abb. 12 und 13).

Die VLIG-Familie in C57BL/6J Mé&usen umfaldt dabei mindestens 9 exprimierte Mitglieder und
ist somit grofler als die der murinen p65 und Mx GTPasen, die aus vier, respektive zwei
Mitgliedern bestehen [399, 402, 404-406, 424, 510, 511, 528]. Aufgrund ihrer Mitgliederzahl ist
die murine VLI1G-Familie eher vergleichbar mit der p47 GTPase Familie, bel der neben den sechs
bisher vertffentlichten Mitgliedern [399, 435-439], noch sieben weitere Mitglieder entdeckt
wurden (S. Martens, Universitdt zu Koéln, personliche Mitteilung). Im Gegensatz zur p47 GTPase
Familie, weist die VLIG-Familie jedoch eine ausgesprochene Homogenitét auf, daihre Mitglieder
auf Nukleotidebene zu 80-95% identisch zueinander sind [457]. Dies bedeutet, dal3 es sich bel der
VLIG-Familie um eine entwicklungsgeschichtlich jlingere oder nur wesentlich langsamer
diversifizierende Familie handelt. Im Vergleich zu den p47 GTPasen konnte diese grol3e
Homogenitéat innerhalb der VLIG-Familie zusétzlich bedeuten, dal3 die Mitglieder redundante

zelluldre Funktionen ausiiben.

Die VLIG-Familie kdnnte durch eine einmalig erfolgte Retrotransposition eines Vorlaufergens
und mehreren aufeinanderfolgenden Genduplikationen via Rekombination entstanden sein,
worauf besonders eine gekoppelte Lokalisation mehrerer Familienmitglieder hindeuten wurde
[524]. Es wére jedoch auch denkbar, dal3 mehrere Retrotranspositionsereignisse in Verbindung
mit Rekombinationen zu den Genduplikationen fuhrten. Ein Indiz fur diese Entstehungsvariante,
wére die Verteilung der Familienmitglieder auf verschiedenen Chromosomen, wie es bel der
intronlosen GPCR-Familie beobachtet werden konnte [524]. Analysen der Maus-Genom
Datenbanken erbrachten bisher keinerlei Hinweise, da3 Mitglieder der VLIG-Familie Uber
verschiedene Chromosomen vertellt sind. Vielmehr konnte fur die meisten Mitglieder der
C57BL/6J VLIG-Familie gezeigt werden, dal3 ihre Genloci auf Chromosom 7, Bande D2
gekoppelt vorliegen, was ein einmaliges Retrotranspositionsereignis nahelegt. Eine gekoppelte
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Lokalisierung fur einige Familienmitglieder konnte auch bei den p47 und p65 nachgewiesen
werden [409, 433].

Die Herkunft der meisten mit VLIG-1 sequenzverwandten ESTs deutete daraufhin, dal3 Mitglieder
der VLIG-Familie konstitutiv préferentiell in professionellen Zellen des Immunsystems, bzw. in
von hdmatopoetischen Zellen dominierten Geweben exprimiert werden [457]. Eine mit VLIG-1
vergleichbar hohe konstitutive Expression in der Milz von C57BL/6J Mausen konnte durch eine
RT-PCR-Analyse fur ein Mitglied der VLIG-Familie, als VLIG-2 bezeichnet, bestétigt werden
(Abb. 17). Das Verteilungsmuster der konstitutiven Expression der VLIG-Familienmitglieder
konnte bedeuten, dal3 die VLIG-Familie insgesamt eine Funktion mit immunol ogischer Relevanz

austiibt.

Im Rahmen der Sichtung der aus IFN-g stimulierten Zellen generierten SSH- oder | -cDNA-
Bibliotheken konnte keines der zu VLIG-1 sequenzverwandten Gene identifiziert werden. Eine
RT-PCR Analyse der C57BL/6J EF | -cDNA-Bibliothek mittels spezifischer Primer fir diverse
Mitglieder der VLIG-Genfamilie erbrachte ebenfalls keine Hinweise auf eine konstitutive, oder
gar induzierte Expression dieser Gene in IFN-g stimulierten Fibroblasten (Abb 16). Ebenso
konnten in den durchgefihrten RPA-Analysen, unter Verwendung von Gesamt-RNA aus IFN-g
stimulierten C57BL/6J EF-Zellen und verschiedener VLIG-1 spezifischer RNA-Sonden, keine
zusétzlichen, IFN-g induzierten Transkriptsignale von geringer Grof3e als das kalkulierte VLIG-1
Signal nachgewiesen werden (Abb. 28).

VLIG-1 représentiert daher bisher das einzige Mitglied dieser Genfamilie in C57BL/6J Mausen,
dessen Expression in embryonischen Fibroblasten durch IFN-ginduziert werden kann.

In einer vor kurzem erschienenen Publikation konnte jedoch die |FN-g vermittelte Induktion eines
zu VLIG-1 sequenzverwandten, aus C57BL Mausen stammenden ESTs (GenBank Nr.:
AA177731) in EF-Zellen und Makrophagen gezeigt werden [366]. Die zum Nachweis verwendete
RNA stammte dabei jedoch von IFN-g stimulierten Zellen aus IFN-a/b Rezeptor defizienten
Méausen mit 129/sV genomischen Hintergrund. Ferner erfolgte der Induktionsnachwels durch
Hybridisierung der markierten RNA mit einem "Gen-Chip", der verschiedene, jedoch nur zu
einem enzigen C57BL/6J VLIG-1 Homolog korrespondierende ESTs trug. Aufgrund des
Polymorphismus von VLIG-1 in verschiedenen Mausstdmmen (4.7) erscheint es als sehr
wahrscheinlich, dal3 das beobachtete Ergebnis auf einer Kreuzhybridisierung des aus 129/sV
Zellen stammenden, 1FN-g induzierbaren VLIG-1 Homologes, mit dem aus C57BL/6J Mé&usen

stammenden, nicht induzierbarem VLIG-Familienmitglied zurlckzufiihren ist. Ein direkter
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Nachweis der IFN-g abhangigen Induktion von anderen Mitgliedern der C57BL/6J VLIG-Familie

wurde somit bisher nicht erbracht.

4.6 Speziesubergreifende Analyse der VLIG-Familie

Durch Sichtung von EST-Datenbanken konnte gezeigt werden, dal3 zu VLIG-1 sequenzverwandte
Gene neben der Maus auch in anderen Vertebraten, wie dem Zebrafisch (Danio rerio),
Krallenfrosch (Xenopus laevis), Ratte (Rattus norvegicus), Schwein (Qus scrofa), Rind (Bos
taurus) und Mensch (Homo sapiens) exprimiert werden (Tabelle 4 und 5). In Nicht-Vertebraten,
wie z.B. der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), dem Fadenwurm (Caenorhabditis elegans),
oder der Hefe (Sacharomyces cervisiae) konnten hingegen weder auf Transkript noch auf
genomischer Ebene zu VLIG homologe Gene oder Fragmente von diesen identifiziert werden.
VLIG charakterisiert somit ein V ertebraten spezifisches Gen, welchesinnerhalb der evolutionéren
Entwicklung dieses Tierstammes konserviert wurde.

Die der murinen VLIG-1 (mVLIG-1) CDS entsprechende genomische Sequenz des humanen
(hVLIG-1) und Ratten Homologs (rVLIG) konnten vollsténdig und die des Zebrafischs partiell
bestimmt werden (siehe Anhang). Das ebenfals intronlose rVLIG wies eine zu mVLIG-1
hochkonservierte Nukleotid und Proteinsequenz auf (Abb. 22 und Anhang), wodurch nahelegt
wird, dal3 rVLIG eine dhnliche zellulére Funktion wie mVLIG-1 ausiibt. Das auf Chromosom 15,
Bande p15+4 lokalisierte hVLIG-1 (Abb. 19) besald auf genomischer Ebene ebenfalls eine zu
mVLIG-1 hochkonservierte, kolinear verlaufende Sequenz (siehe Anhang). Kleinere Deletionen
und Einzelbasenaustausche, deren Richtigkeit teilweise bestétigt werden konnte, fihren jedoch
dazu, dal3 die vorhergesagte Proteinsequenz von hVLIG-1, die vermutlich von mehreren Exons
kodiert wird, in spezifischen Bereichen divergierend zu mVLIG-1 war (Abb. 20), wassich auchin
einem niedrigerem kalkuliertem Mol ekulargewicht widerspiegelte. Aufgrund der hohen Fehlerrate
der vertffentlichten humanen Genomsequenz bleibt die Vorhersage der cDNA, bzw.
Proteinsequenz von hVLIG-1 zwar rein spekulativ, dennoch 183 sich vermuten, dal3 auch die
Funktion von hVLIG-1 signifikante Unterschiede zu der von mVLIG-1 aufweisen konnte.
Unterstitzt wird diese Annahme durch vorlaufige Untersuchungen zur IFN-g vermittelten
Induktion von hVLIG-1 in HelLa Zellen, die keine Hinweise auf eine mogliche Induktion von
hVLIG-1 erbrachten [457]. Die geringe Anzahl der mit mVLIG-1 sequenzverwandten ESTS,
sowie die Analyse der Genomdatenbanken wies zudem darauf hin, dald in den untersuchten

Spezies keine oder nur eine sehr kleine VLIG-Familieexistiert.
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Die Verteilung von Mitgliedern der VLIG-Genfamilie in den verschiedenen Spezies weist
deutliche Parallelen zur murinen p47 GTPase Familie auf. Im Gegensatz zur Maus konnten in
anderen Vertebraten bisher nur wenige zu den p47 GTPasen sequenzverwandte Gene identifiziert
werden und adhnlich zur VLIG-Familie existieren mglw. nicht-induzierte p47 GTPasen (S.

Martens, Universitét zu Koln, personliche Mitteilung).

Die Existenz nur eines oder sehr weniger humaner Homologe der VLIG- und p47 GTPase Familie
konnte bedeuten, dal3 die Funktion dieser GTPasen im Menschen von jeweils einem oder
mehreren anderen Proteinen kompensiert wird. Die inaktivierenden Rezeptoren von NK-Zellen
sind hierbei exemplarisch fur Proteine die im Maus und im Menschen strukturell nicht
miteinander verwandt sind, jedoch &guivalente Funktionen ausiben. So werden diese NK-
Zellrezeptoren in der Maus von den zur Typ-C LektinSuperfamilie gehdrenden Ly49 Proteinen
gebildet, wahrend die funktionellen Analoge des Menschen ("Killer cell Ig-like receptors’; KIRS)
Mitglieder der ImmunoglobulinSuperfamilie repréasentieren [530, 531]. Andererseits ist es
durchaus auch moglich, dal3 die biologische Funktion der VLIG und p47 GTPasen im Menschen
tatsachlich vollig fehlt und nicht von anderen Proteinen kompensiert wird. Die zelluldre Funktion

der p47 und VLIG GTPasen wére demnach ein Maus-spezifisches Charakteristikum.

4.7 Analyse des VLI G-1 Polymorphismus

Eine weitere Gemeinsamkeit fur einen Teil der Interferonregulierten, an zellautonomen
Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen ist ihr polymorpher Charakter, der sowohl bel den
murinen Mx-Proteinen, als auch bei der murinen p65 GTPase Familie festgestellt werden konnte

[364, 402,417,433, 510, 511, 532].

Vergleichende Analysen der IFN-g vermittelten VLIG-1 Induktion in EF oder Zell-Linien von

Mausstdmmen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund (BALB/c, 129/sV, C3H/An und
C57BL/6J), konnte eindeutig gezeigt werden, dald auch bei VLIG-1 ein Polymorphismus existiert

(Abb. 36-41).
Wahrend die Grof3e des IFN-g induzierten VLIG-1 in den untersuchten Mausstémmen identisch

war (Abb. 36, 37), wies das apparente Molekulargewicht des von diesen Transkripten kodierten
VLIG-1 signifikante Unterschiede auf. In Zellen aus BALB/c, 129/sV oder C3H/An Mausen

konnte kein dem apparenten Molekulargewicht von VLIG-1 entsprechendes Protein detektiert

werden, statt dessen lief3 sich in diesen Zellen ein massiv durch IFN-g induziertes Protein
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nachweisen, dessen apparentes Molekulargewicht ca. 30-50 kDa geringer als das von VLIG-1in
C57BL/6J EF war (Abb. 39-41).

Der Polymorphismus von VLIG-1 kdnnte einerseits auf einer differentiellen, posttransiationalen
Prozessierung einesidentischen VLIG-1 Proteins beruhen, dal3 in allen untersuchten Maustammen
von einem identischem Gen kodiert wird. Dagegen spricht jedoch, dal3 mit einer fir den 3' UTR
von VLIG-1 spezifischen Hybridisierungssonde in Makrophagen mit BALB/c genetischem
Hintergrund keine, bzw. nur auRerst schwache Transkriptsignale detektiert wurden (Abb. 38).
Dieses Resultat deutet daraufhin, dald zumindest die 3' UTR des VLIG-&hnlichen Gensin BALB/c
Maéausen divergierend zu dem von C57BL/6Jsein muf3 und somit kein identisches VLIG-1 Gen
vorliegt.

Daher erscheint es als wahrscheinlicher, dal3 der identifizierte Folymorphismus von VLIG-1
darauf basiert, dal? verschiedene Mausstamme unterschiedliche, jedoch zum C57BL/6J VLIG-1
Gen in Transkriptgrof3e und Sequenz verwandte Gene besitzen. Diese sind ebenfalls durch IFN-g
induzierbar und konnen mit der vollstdndigen VLIG-1 c¢DNA Hybridisierungssonde
kreuzhybridisieren. Sie kodieren jedoch fir Proteine mit einem geringeren apparenten
Molekulargewicht, die von den verwendeten a-VLIG-1 Antiseren teilweise erkannt werden
konnen. Diese Art des Polymorphismus wirde zudem die in den Northern Blot und Western Blot
Analysen detektierten, schwacheren Hybridisierungssignale in den nicht-C57BL/6J Zellen
erklaren (Abb. 36-41), die demnach auf eine geringere Hybridisierungsspezifitat zuriickzufihren
waéren.

Inwiefern die verschiedenen Mausstamme jeweils ein fur sie spezifisches, I1FN-g induzierbares,
VLIG-1 a&hnliches Gen besitzen, oder ob die VLIG-1-dhnlichen Proteine geringeren
Molekulargewichts ein und dasselbe Gen reprasentieren, kann abschlief3end nicht beurteilt
werden. Die Western Blot Analyse unter Verwendung des polyklonaden a-VLIG-1
Peptidantiserums (VLIG-1/218), mit dem sich nur in BALB/c EF kein VLIG-1-8hnliches, IFN-g
induziertes Protein nachweisen lief3 (Abb. 41), deutet jedoch daraufhin, dal3 es sich bei diesen

Proteinen um verschiedene, jedoch miteinander verwandte Proteine handelt.

Interessanterweise 183t sich eine Korrelation zwischen der Verteilung von VLIG-1, bzw. den
VLIG-&hnlichen Genen und der Verteilung des GBP1?, bzw. GBP1P Allels feststellen [402, 533].
So besitzen C57BL/6J Mause das nicht-induzierbare GBP1P Allel und as einzige VLIG-1,
wahrend in alen anderen untersuchten Mausstdmmen das induzierbare GBP1* Allel und ein

induzierbares VLIG-ahnliches Gen existiert. Ob dieses Verteilungsmuster auch bei anderen das
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GBP1? oder GBP1° Allel tragenden Mausstammen [417] besteht und inwieweit es von

biologischer Relevanz ist, sollten weiterfihrende Experimente klaren.

4.7 Analyseder VLIG-1 Expression in vivo

4.7.1 Analyse der konstitutiven VLIG-1 Expression

VLIG-1 wird algemein nur sehr schwach kongtitutiv exprimiert. Die hdchsten basalen
Expressionsraten konnten hierbei in der Lunge, im Thymus, in der Milz und im Herzen
nachgewiesen werden (Abb. 23). Mit Ausnahme des Herzen kommt es in diesen Organen haufig
zum Kontakt zwischen eindringenden Pathogenen oder Fragmenten von diesen und Zellen des
Immunsystems. So kénnte das Vorhandensein von VLIG-1 Transkripten in der Lunge auf eine
basale Expression in Alveolarmakrophagen zurtickzufiihren sein, wahrend die Expression im
Thymus und in der Milz von diversen Immunzell popul ationen ausgehen konnte. Dieses Ergebnis
wurde bestatigt durch die Herkunft der meisten zu VLIG-1 identischen ESTSs, die zu Uber 80% aus
Immunzellen, bzw. Milz, Thymus oder Lymphknoten stammten [457]. Ferner konnte mittels RT-
PCR Anaysen eine konstitutive Expression von VLIG-1 in der Milz und in dendritischen Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 16 und 17).

VLIG-1 wird demnach préferentiell, wenn auch nicht ausschliefdich, in Organen die von
hadmatopoetischen Zellen dominiert werden exprimiert, was erneut auf seine immunologisch

relevante Funktion hindeutet.

Das basale VLIG-1 Expressionsmuster dhnelt sowohl dem von Mitgliedern der p65 a's auch der
p47 GTPase Familie. So wurden die hdchsten konstitutiven Expressionsraten von IGTP in der
Lunge, Milz, Thymus und Dunndarm [439], von TGTP/Mg21 in Lymphknoten, Milz, Thymus
und Lunge [436], von IIGP in der Leber, Lymphknoten, Milz, Thymus und Herz (in der Lunge
wurde keine Expression detektiert) (J. Zerrahn, Max-Planck Institut fur Infektionsbiologie, Berlin,
personliche Mitteilung) und von mGBP-3 in der Lunge, Milz, Herz und Niere[406] festgestel|t.

Da die zur Analyse verwendete mMRNA aus Organen von Swiss Webster Mausen stammte kann
aufgrund des VLIG-1 Polymorphismus in verschiedenen Maustdmmen nicht ausgeschlossen
werden, dal3 das detektierte Hybridisierungssignal aus einer Kreuzhybridisierung der C57BL/6J
VLIG-1 Sonde mit einem VLIG Homolog der Swiss Webster Mause, dessen Induzierbarkeit

durch Interferone nicht bekannt ist, resultierte.
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4.7.2 Analyse der in vivo Induktion von VLIG-1 nach Infektion mit Listeria monocytogenes

und die Bedeutung von TNF-a in der transkriptionellen Regulation von VLIG-1

Die Infektion verschiedener Mausstdmme mit dem fakultativ intrazellul&rem Bakterium Listeria
monocytogenes diente als Modell der VLIG-1 Induktion in vivo. 24 h nach intraperitonealer
Infektion von C57BL/6J Wildtypméausen konnte eine signifikante Zunahme der von VLIG-1in
der Leber dieser Mause festgestellt werden. Die VLIG-1 Induktion war dabel vollkommen von
IFN-g abhangig, wahrend TNF-a mglw. sogar inhibitorisch wirkte (Abb. 24). Eine IFN-g
unabhangige Induktion von VLIG-1 durch bakterielle Lipopolysacchariden konnte in der Leber
der Listerien-infizierten Méause nicht detektiert werden.

Die Stérke der VLIG-1 Induktion war dabei im Vergleich zu den p65 und p47 GTPasen, wobel
von IRG-47, einem Mitglied der p47 GTPasen die Beteiligung an der zellautonomen Resistenz
gegeniber Listerien bekannt ist [444], unter identischen experimentellen Bedingungen schwéacher

ausgepragt [ 399, 409].

Der potentiell vorhandene inhibitorische Effekt von TNF-a in auf die Induktion von VLIG-1 steht
im Gegensatz zu den oftmals beobachteten, Uber verschiedene Mechanismen ausgeldsten,
Synergismus von IFN-g und TNF-a innerhalb der Transkriptionskontrolle von Zytokin
regulierten Genen [504]. Dennoch konnte bei wenigen IFN-g regulierten Genen, wie der
Aminopeptidase A [534], dem "Surfactant protein A" [535], der extrazelluldren Superoxid
Dismutase [536] und dem 60S ribosomalen Protein L26 [537], ein antagonistischer Effekt von
TNF-a auf die IFN-g vermittelte Induktion beschrieben werden.

Die simultane Stimulation von C57BL/6J EF mit IFN-g und TNF-a liel3 jedoch weder ein
inhibitorische Wirkung von TNFa, noch eine verstérkte oder synergistische Induktion von
VLIG-1 erkennen (Abb. 27). Die Stimulation von C57BL/6J EF oder ANA-1 Makrophagen nur
mit TNFa fiuhrte ebenfalls nicht, oder nur in einem &uferst geringen Mal3e (weniger as eine
zweifache Erhéhung der VLIG-1 Transkriptmenge) zur Induktion von VLIG-1 (Abb. 27 und 36).
Obwohl innerhalb der identifizierten, putativen Promotorregion von VLIG-1 potentielle NFkB
Bindungsmotive vorhanden sind (Abb. 15), deuten die erzielten Resultate darauf hin, dal3 keine
Einflunahme des proinflanmatorischen Zytokins TNF-a auf die Induktion von VLIG-1 besteht.
Diese Eigenschaft von VLIG-1 liefl3 sich auch bei den p47, p67 und Mx GTPasen konstatieren,
was ihre spezifische Funktion innerhalb der zelluldren Antwort auf Interferone hervorhebt [409,
437,438, 538].
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Es bleibt anzumerken, da die verwendeten IFNgR®®

Méuse einen 129/sV genetischen
Hintergrund aufwiesen. Da die vollstandige C57BL/6J VLIG-1 cDNA Hybridisierungssonde ein
per se schwacheres Hybridisierungssignal mit dem aus 129/sV. Mausen stammenden VLIG-
ahnlichen Transkript zeigte (Abb. 36), konnte eine mglw. noch vorhandene, schwache TNF-a
oder LPS vermittelte Induktion des VLIG-ahnlichen Gens in der Leber Listerien infizierter

IFNgRY° 129/sV Mausen unterhalb der Nachweisgrenze liegen.

4.8 Vergleichende Analysen der in vitro Induktion von VLIG-1 mit Mitgliedern der p47 und
p65 GTPasen

Entsprechend der Identifikation von VLIG-1 cDNA Fragmenten in den SSH-Banken aus IFN-g
stimulierten Fibroblasten und Makrophagen wurde VLIG-1 auf Transkript- und Proteinebene in
einer Zeit- und Dosis-abhangigen Weise massiv durch IFN-g, und etwas geringer durch IFN-b in
C57BL/6J EF sowie Makrophagen induziert (Abb. 25-31, 33). Zu diesem Expressionsmuster
korrespondierende, potentielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen wie GAS und ISRE

Elemente konnten in der Promotorregion von VLIG-1 identifiziert werden (Abb. 15).

VLIG-1 charakterisiert demnach, wie auch die Mitglieder der p47 und p65 GTPase Familie [399,
409], eine Komporente eines zel ltypubergreifenden und in diesem Sinne generellen Programmes
der zelluléren Antworten auf beide Interferon-Typen.

Eine Beteiligung von VLIG-1 an zelluldaren Programmen der Interferon-Antworten die auf
spezialisierte lymphomyeloide Zellen oder andere Zelltypen beschrankt sind, wie z.B. die
Regulation des ZytokinNetzwerkes, der Zell-Migration (insbesondere der Leukozyten
Wanderung) oder der Aktivierung von phagozytierenden Zellen [50, 240], siehe auch Anhang),
kann daher weitgehend ausgeschl ossen werden. Beispiele fir zelltypubergreifende Programme der
IFN-g Antwort, die sowohl in Makrophagen als auch Fibroblasten aktiviert werden, sind
insbesondere zellautonome antivirale oder antimikrobielle Resistenzprogramme (in die die p47
und p65 GTPasen involviert sind), diverse Prozesse der Signalweiterleitung (inklusive der
transkriptionellen Regulation), sowie die Regulation des MHC-Klasse | und Klasse I
Antigenpréasentationsweges und der Zell-Proliferation, bzw. Zell-Apoptose ([4, 50, 539], siehe
auch Anhang). Da Interferon-Typ | Komponenten des MHC-Klasse |1 Antigenprésentationsweges
nicht induziert [4, 50], kann eine Betelligung von VLIG-1, das in beiden Zelltypen massiv durch
IFN-b induziert wurde (Abb. 25, 46 und andere), an diesem zelluléren Programm ebenfalls

weitgehend ausgeschl ossen werden.
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In IFN-g stimulierten C57BL/6J EF erreichte die VLIG-1 Transkriptmenge nach ca. 12 h ein
Maximum und verblieb auf einem hohen Expressionsniveau fir mindestens den gleichen
Zeitraum. Im Vergleich zu nicht-stimulierten Zellen wurde VLIG-1 dabel um das 100-200fache
induziert. Der stérkste Anstieg der Transkriptionsrate lief3 sich anhand einer RPA Analyse nach
einer Stimulationsdauer von 1-3 h feststellen (Abb. 28). Die Induktionskinetik von VLIG-1 auf
Proteinebene, bei gleicher zur Stimulation eingesetzter Unit-Zahl 1FN-g, erschien dagegen als
leicht verzogert. So lief3 sich ein signifikanter Anstieg der VLIG-1 Proteinmenge erst 6 h bis12 h
nach Beginn der Stimulation und das maximale Expressionsniveau erst nach 48 h feststellen, auf
dem esfir mindestens weitere 12 h verblieb (Abb. 34).

Diese Verzogerung konnte einerseits auf der geringeren Sensitivitét der Western Blot Analyse im
Vergleich zur RPA Analyse basieren, andererseits konnte es die [angere Zeitdauer reflektieren, die
benétigt wird um das 281 kDa grofRe VLIG-1 Potein zu synthetisieren. Fir die geringere
experimentelle Sensitivitdt als Begrindung der verzdgerten Induktionskinetik spricht zum einem
die durch Northern Blot Analysen ermittelte Induktionskinetil®, die weitgehend analog zur
Kinetik auf Proteinebene war (vgl. Abb. 29 und 34). Zum anderen wurde ein vergleichbarer
Verzogerungseffekt zwischen der Induktionskinetik auf Transkript- und Proteinebene auch bei der
nur 48 kDa grofden p47 GTPase |IGP und der 67 kDa groféen p65 GTPase mGBP-2 beobachtet
([404, 409], J. Zerrahn, Max-Planck Institut fur Infektionsbiologie, Berlin, personliche
Mitteilung).

Wahrend das, bel identischen experimentellen Bedingungen, erreichte Expressionsniveau in IFN-g
stimulierten EF sowie Makrophagen von VLIG-1 und samtlichen Mitgliedern der p47, bzw. p65
GTPase Familien anndhernd Ubereinstimmt (Abb. 25, 27, 36 und 37 [399, 409]), gleicht die
Induktionskinetik von VLIG-1 tendenziell eher denen der p65 GTPasen. Die Induktion von
Mitgliedern der p47 GTPase Familie ist bereits nach 1stindiger Stimulation mit 1FN-g
detektierbar und erreicht schon nach 4 h ein Maximum auf dem es fir mindestens weitere 20 h
verbleibt ([435, 437-439], J. Zerrahn, Max-Planck Institut fir Infektionsbiologie, Berlin,
personliche Mitteilung). Bei Mitgliedern der murinen p65 GTPase Familie kann hingegen, wie
auch bei VLIG-1, erst nach einer IFN-g Stimulationsdauer von 3-6 h eine signifikante Induktion
detektiert werden, die nach ca. 12 h ein maximales Expressionsniveau erreicht und auf diesem fur
mindestens weitere 12 h verbleibt [404, 405, 540]. Anzumerken ist jedoch, dal3 die Analysen zur

® Im Unterschied zur Western Blot und RPA Analyse der Induktionskinetik von VLIG-1, bei denen C57BL/6J jeweils
mit 100 U/ml IFN-gstimuliert wurden, erfolgte die Stimulation der in der Northern Blot Analyse eingesetzten Zellen
nur mit 50 U/ml IFN-g Nachfolgende Experimente zur Dosis-abhéngigen Induktion von VLIG-1 zeigten jedoch, dai3
bereits mit 10 U/ml IFN-g das maximale Expressionsniveau von VLIG-1 erreicht wird (Abb. 31A). Der Unterschied
der eingesetzten Unit-Zahl kann daher vernachlassigt werden.
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Induktionskinetik der p47 und p65 GTPasen in Makrophagen, tzw. einer praB-Zell-Linie und
nicht, wie bei VLIG-1, in Fibroblasten erfolgten. Eine direkter Vergleich kann daher nicht
angestellt werden, eine tendenzielle Ahnlichkeit zu den p65 GTPasen &Rt sich dennoch

konstatieren.

Die Induktion von VLIG-1 nach 24stindiger IFN-b Stimulation war bei gleicher eingesetzter
antiviraler Unitzahl und Stimulationsdauer sowohl in EF a's auch in Makrophagen um das vier-
bis flnffache geringer as nach IFN-g Stimulation (Abb. 25 und 37). Die geringere
Induktionskapaziztdt von IFN-b wurde dabel besonders in Analysen zur Dosis-abhangigen
Induktion von VLIG-1 deutlich. In C57BL/6J EF konnte nach 24stiindiger Stimulation bereits bel
der geringen Dosis von nur 10 U/ml IFN-g das anndhernd maximale VLIG-1 Expressionsniveau
erreicht werden. Bel identischer Stimulationsdauer wurden hingegen 500 U/ml IFN-b zur
Erreichung der maximalen VLIG-1 Expression benétigt. Im Vergleich zu VLIG-1 wurde die p47
GTPase IIGP und die p67 GTPase mGBP2 jedoch noch wesentlich schwécher in EF und
Makrophagen durch IFN-b induziert (Abb. 25, 31B, und 36). So bendtigte mGBP-2 eine 50fach
hohere IFN-b Konzentration um ein mit VLIG-1 vergleichbares Expressionsniveau zu erreichen
(Abb. 31B). Diese signifikant geringere InterferonTyp | vermittelte Induktion von 11GP und
MGBP-2 ist Ubereinstimmend mit bereits publizierten Ergebnissen von anderen Mitgliedern der
p47 und p65 GTPase Familie[400, 401, 409, 412, 427, 438, 441], J. Zerrahn, Max-Planck Institut

fur Infektionsbiologie, Berlin, personliche M itteilung).

Studien zur mRNA- und Proteinstabilitat wurden bisher nur bei Mitgliedern der p47 GTPase
durchgefiihrt. Dabei ist die VLIG-1 mRNA Halbwertzeit von ca. 5 h (Abb. 33) vergleichbar mit
der 4.5stindigen Halbwertzeit von IGTP, die jedoch nicht in Hbroblasten, sondern in
Makrophagen bestimmt wurde [439]. Die genaue Halbwertzeit des VLIG-1 Proteins konnte nicht
bestimmt werden. Dennoch lief3 sich das VLIG-1 Protein als lber einen langeren Zeitraum
stabiles Protein charakterisieren, wie es auch fir die p47 GTPasen 11GP und GTPI gezeigt werden
konnte [409]. Der stabile Charakter des Proteins weist daraufhin, dal3 das VLIG-1 Protein nicht

einer Regulationskontrolle durch Proteolyse unterliegt.

Die Induktionscharakteristika von VLIG-1 lassen somit sowohl Gemeinsamkeiten as auch
Unterschiede zu denen der p47 und p65 GTPasen erkennen. VVon besonderem Interesse erscheint
dabei die im Vergleich zu VLIG-1 signifikant niedrigere Interferon-Typ | vermittelte Induktion
der p47 und p65 GTPasen. Méglicherweise besteht daher eine graduelle Involvierung der

Interferonregulierten GTPasen innerhalb der zelluldren Antwort auf diese Zytokinfamilie.
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Hierbei wirden die Mx-Proteine als Spezialisten der Interferon-Typ | abhangigen Antwort
fungieren und VLIG-1 einen bedeutenden Bestandteil in von beiden InterferonTypen vermittelten
Antworten darstellen, wahrend die p47, bzw. p65 GTPasen eine wichtigere Rolle innerhalb der
zelluléren Antwort auf IFN-galsauf Typ | spielen.

Diese abgestufte Einflul3nahme der verschiedenen GTPasen innerhalb der zelluldren Antwort auf
InterferonTyp | und/oder Typ Il kénnte sich auch in ihren spezifischen biologischen Funktionen
widerspiegeln. Anhand verschiedener Beobachtungen lief3 sich erkennen, dal3 InterferonTyp | im
Vergleich zu IFN-g nur eine geringfigige Funktion innerhalb der antimikrobiellen und
antiparasitaren Immunantwort ausiibt. Im Gegensatz dazu induzieren beide Interferon-Typen
grofidtenteils nicht-redundante antivirale Resistenzmechanismen, wobel Interferon-Typ | as
Induktor dieser Mechanismen von grof3erer Bedeutung ist [4, 82, 327, 334-336].
Dementsprechend vermitteln die selektiv durch InterferonTyp | induzierbaren murinen Mx
GTPasen ausschliefdlich eine direkte zellautonome Resistenz gegenuber der Infektion
verschiedener Gruppen von RNA-Viren [351, 352]. Untersuchungen an IRG-47, LRG-47, bzw.
IGTP defizienten M&usen zeigten hingegen, dal’ diese stérker durch IFN-g induzierten Mitglieder
der p47 GTPase Familie keine antiviralen, sondern zellautonome Resistenzen gegen bakterielle
und/oder protozoische Pathogene vermitteln [444-446]. Anhand von in vitro Experimenten zur
zelluldren Funktion von TGTP/Mg21 konnte fur diese p47 GTPase jedoch eine Beteiligung an
antiviralen Resistenzmechanismen gezeigt werden [441]. Analysen zur biologischen Funktion von
MGBP-2 wiesen auf eine Rolle dieses Protein innerhalb der Wachstumskontrolle hin [541]. Fir
die humane p65 GTPase hGBP-1, die wie ihre murinen Homologe ebenfalls starker durch IFN-g
as durch InterferonTyp | induziert wird [542], konnte in vitro eine Beteiligung an
zellautonomen, antiviralen Resistenzprogrammen nachgewiesen werden [434]. Aufgrund der in
vitro Analysen zur Funktion von TGTP/Mg2l und hGBP-1 |a3t sich eine vollstandige
Korrelationen zwischen der Starke der InterferonTyp | und Typ |1 vermittelten Induktion und der
Funktion der GTPasen Familien innerhalb zellautonomer Resistenzmechanismen demnach nicht
feststellen.

In den durchgefuhrten Western Blot Analysen war auffélig, dald neben einem starken
Proteinsignal, dessen apparentes Molekulargewicht dem von VLIG-1 kalkuliertem entsprach,

zusétzlich noch bis zu acht weitere Signale von geringerer Grof3e und Intensitét detektiert werden
konnten (Abb. 26, 32, 34, 40 und 45). Die Detektion dieser Zeit- und Dosis-abhangig durch IFN-g
induzierten Proteinsignale erfolgte dabei unabhangig davon, ob das gegen ein Proteinfragment

von VLIG-1, oder gegen ein Peptid gerichtete polyklonale a-VLIG-1 Antiserum eingesetzt
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wurde. Aufgrund der stets auf Eis und unter Zugabe eines Protease-1nhibitor Cocktails erfolgten
Zell-Solubilisierung (siehe Material und Methoden) konnte eine proteolytische Degradierung der
zelluléren Proteine nach erfolgter Lyse weitgehend ausgeschlossen werden. Die Proteinsignale
représentieren daher vermutlich Abbauprodukte des VLIG-1 Proteins, deren Proteolyse schon
innerhalb der Zellen erfolgte. Dabei konnte es sich entweder um eine unspezifische Proteolyse im
Rahmen des normalen VLIG-1 Protein "turn-overs', bzw. von mif3gefateteten VLIG-1 Proteinen
handeln, oder um eine funktionsspezifische Proteolyse des VLIG-1 Proteins, die zu dessen
Aktivierung oder Deaktivierung fuhrt. Das die zusétzlich detektierten Proteinsignale nicht mit
VLIG-1 sequenzverwandte, |FN-ginduzierte Proteine reprasentieren ist sehr unwahrscheinlich, da
sie auch durch das Peptid a-VLIG-1 Antiserum detektiert wurden. Ebenfalls als unwahrscheinlich
erscheint die Mdglichkeit, das es sich um Proteinsignale von anderen Mitgliedern der VLIG-
Familie handelt, da durch verschiedene Experimente auf RNA-Ebene keinerlel Hinweise auf eine
IFN-g vermittelte Induktion dieser Mitglieder in C57BL/6J EF erbrachten.

4.9 Charakterisierung von VLIG-1 als gemischtes |FN-g Antwortgen

Die IFN-g vermittelte Induktion von VLIG-1 erfolgt rasch und lang anhaltend (Abb. 28). Daher ist
davon auszugehen, dal3 VLIG-1, wie auch die p47 und p65 GTPasen [ 399, 409], sowohl zu eéinem
frihen as auch zu einem spéten Zeitpunkt innerhalb der zelluléren Antwort auf 1FN-g von
Bedeutung ist.

Untersuchungen zur IFN-g Antwort-Klassifizierung charakterisieren VLIG-1 als gemischtes
Antwortgen, an dessen transkriptioneller Aktivierung vermutlich primére und sekundére
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. So konnte die IFN-g vermittelte Induktion von VLIG-1
durch Zugabe des Translationsinhibitors CHX zwar nicht vollstandig inhibiert werden, dennoch
war besonders zu einem spaten Induktionszeitpunkt eine signifikante Reduktion der
Expressionsrate zu erkennen (Abb. 43). Die frihe Phase der IFN-g abhéngigen VLIG-1 Induktion
konnte daher von praformierten, priméren Transkriptionsfaktoren, wie z.B. GAF vermittelt wird,
wahrend zur Erreichung und Aufrechterhaltung der maximalen Expressionsrate die de novo
Proteinsynthese sekundérer Transkriptionsfaktoren, wie z.B. IRF-1 oder anderer, erforderlich ist.
Dieser Annahme entsprechend konnten in der putativen Promotorregion von VLIG-1 potentielle

ISRE, sowie GAS Elemente identifiziert werden.
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Anaysen der VLIG-1 Induktion in IRF1 defizienten Mausen konnten eine Beteiligung dieses
sekunddren Transkriptionsfaktors an der transkriptionellen Regulation von VLIG-1 nicht
bestétigen (Abb. 42). Hierbei bleibt anzumerken, da3 der verwendete IRF-1 defiziente
Mausstamm einen 129/sV genomischen Hintergrund aufwies und somit nicht VLIG-1, sondern
ein VLIG-adhnliches Transkript detektiert wurde, welches fir ein Protein von geringerem
Molekulargewicht as VLIG-1 kodiert und mglw. auch unterschiedlich reguliert wird (vgl. Abb.
36, 39 und 40). Die im Vergleich zu C57BL/6J Wildtyp EF geringfligig schwéachere
Induktionsrate von VLIG-1 in IRF17 EF (Abb. 42) ist daher vermutlich auf die per se geringere
Hybridisierungsstarke der VLIG-1 cDNA Sonde mit dem Transkript des 129/sV spezifischen,
VLIG-ahnlichen Gens zurtickzufiihren (vgl. Abb. 36). Anhand dieser Resultate 1813t sich eine
Beteiligung von IRF-1 an der transkriptionellen Regulation von VLIG-1 daher nicht vollkommen
ausschliefen.

Im Gegensatz zu VLIG-1 handelt es sich bei den Mitgliedern der murinen p65 GTPase Familie
um Gene der sekundaren Antwort auf IFN-g, deren Induktion weitgehend von der de novo
Proteinsynthese des sekundaren Transkriptionsfaktors IRF1 abhéngig ist [411, 512], was durch
Untersuchungen an IRF-1 defizienten EF eindrucksvoll bestétigt werden konnte[399, 409]. Diein
den CHX-Experimenten detektierte massive, jedoch nicht vollstandige Reduktion der mGBP-2
Expression (Abb. 43) ist dabei in Ubereinstimmung mit zuvor publizierten Ergebnissen [411,
501]. Fir mGBP-3 konnte jedoch auch gezeigt werden, dal3 die IFN-g vermittelte Induktion in
RAW?264.7 Makrophagen nicht durch CHX Zugabe beeinflufét wird [540], was im Gegensatz zu
den Resultaten in IRF-1 defizienten Zellen steht. Moglicherweise existieren daher Zelltyp-
spezifische Unterschiede in der Regulation der p65 GTPasen. Die nahezu identischen mGBP-1
und mGBP-2 Promotoren enthalten jeweils zwei ISRE Elemente, die as Bindungsstellen fur IRF-
1 fungieren und ein vermutlich inaktives GAS Element, das nicht fUr eine durch GAF vermittelte

IFN-g Induktion ausreicht [411, 512]

Mitglieder der p47 GTPase Familie wurden as primdre Antwortgene, wie im Falle von
TGTP/Mg21 [441], gemischte Antwortgene, gezeigt fur IGTP und 11GP [439], J. Zerrahn, Max-
Planck Institut fur Infektionsbiologie, Berlin, personliche Mitteilung) oder als sekundére
Antwortgene, wie fir IRG-47 gezeigt [440], klassifiziert. Bei keinem der sechs bisher
veroffentlichten p47 Mitglieder konnte eine signifikante Reduktion der IFN-g vermittelten
Induktion in IRF-1 defizienten EF festgestellt werden [399, 409]. Die Klassifizierung von IRG-47
als sekundares Antwortgen erscheint aufgrund letzteren Resultates als widerspriichlich. Einerseits
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wurde gezeigt, dal3 die IFN-g vermittelte Induktion abhéngig von einem ISRE Element in dessen
Promotorregion ist, das von IRF1 gebunden wird [440], andererseits konnte jedoch keine
signifikante Reduktion der IRG-47 Induktion durch IFN-gin den IRF-1 defizienten EF festgestellt
werden [399, 409]. Moglicherweise existieren daher auch hier Zelltyp-spezifische Unterschiede
innerhalb der transkriptionellen Regulation der p47 GTPasen.

Die Klassifizierung von VLIG-1 als gemischtes Antwortgen war somit ins gesamt betrachtet mit

den p47 GTPasen zu vergleichen.

4.11 DasVLIG-1 Protein ist pradominant im Zytoplasma aber auch am Nukleus lokalisiert

Studien zur subzelluldren Lokalisierung des VLIG-1 Proteins durch subzellulére Fraktionierung
charakterisierten VLIG-1 as en pradominant zytoplasmatisches Molekil. Eine
Membranassoziierung oder Lokalisation innerhalb membranumgrenzter Zellkompartimente lief3
sich nicht nachweisen. Die Nukleusfraktion wurde im Rahmen der Fraktionierungen jedoch nicht
untersucht (Abb. 46). Die zytoplasmatische Lokalisierung des VLIG-1 Proteins konnte durch die
transiente Expression eines EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins und durch indirekte
Immunofluoreszenz  Analysen bestdtigt werden, wobel ein granuldres zytoplasmatisches
Verteilungsmuster und ein vom Nukleus zur aufReren Zellmembran reichender Intensitatsgradient
erkennbar waren (Abb. 47, 50 und 51). Innerhalb dieser Studien lief3 sich jedoch in ca. 40% der

Zellen zusétzlich eine nukleare Lokalisierung des Proteins nachweisen (Abb. 48, 49 und 51).

Bei den transienten Expressionsstudien war auffallig, dald nur in sehr wenigen Zellen ein
Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte und das die nukleare Lokalisierung von VLIG-1 mit
einer hohen Expressionsrate korrelierte. Diese war zudem stets von spezifischen Deformationen,
wie einem geschrumpftem Zytoplasma, Ausstllpungen der Plasmamembran, einer Nukleus
Pyknose, oder einem in oligonukleosomale Stiicke zerfallenem Nukleus, begleitet wurde (Abb.
47,48)

Diese Zelldeformationen sind stereotypische Merkmale fir apoptotische Zellen, wobei sie
unabhangig von der Art des die Apoptose initiierenden Signals auftreten [543, 544]. Es kann
daher angenommen werden, daR die Uberexpression von VLIG-1 eine zytotoxische Wirkung
aufweist, was auch die geringe Zahl der detektierten, das EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein
exprimierenden Zellen und die bestehende Korrelation zwischen der starken Fluoreszenzintensitét
und den beobachteten Zelldeformationen erklart.

Zytotoxische oder zu Zelldeformationen fihrende Effekte konnten auch wahrend Untersuchungen

136



Diskussion

zur subzelluléren Lokalisierung spezifischer p47 GTPasen, bzw. zur biologischen Funktion der
p47 GTPase TGTP/Mg21 beobachtet werden ([441], S. Martens, Universitét zu Koln, personliche
Mittei lung).

Die massive endogene VLIG-1 Expression in IFN-g stimulierten C57BL/6J EF verursachte
hingegen keine zytotoxischen Effekte, wie durch indirekte Immunofluoreszenzanalysen gezeigt
wurde (Abb. 51). Diese Diskrepanz zwischen endogenem VLIG-1 und dem EGFP-VLIG-1
Fusionsprotein konnte darauf basieren, dal’ die Expressionsrate des Fusionsproteins und damit
auch die Proteinmenge wesentlich héher as die des endogenen VLIG-1 Proteinsist und oberhalb
eines sich zytotoxisch auswirkenden Schwellenwertes liegt. Denkbar wére es auch, da3 VLIG-1in
IFN-g stimulierten Zellen durch die Interaktion mit ebenfalls IFN-g induzierten oder reprimierten,
positiv und/oder negativ wirkenden regulatorischen Proteinen einer stringenten Kontrolle
unterliegt. Da die transiente Expression des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins in nicht-stimulierten
Zellen erfolgte, fehlte der gesamte restliche Kontext der zelluldren Antwort auf 1FN-g, inklusive
der putativen Regulatoren und infolgedessen kénnten unkontrollierte und daher mglw. auch
atypische Effekte von VLIG-1 ausgel 6st worden sein.

Allgemein sind zwei verschiedene funktionelle Klassen regulatorischer Proteine bekannt, die mit
GTPasen interagieren und ihre Aktivitéat kontrollieren konnen [380, 382, 383]. GTPase
aktivierende Proteine (GAPs) beschleunigen die GTP Hydrolyse und wirken inaktivierend,
wahrend Guanylat Austauschfaktoren (GEFs) die Freisetzung der gebundenen GDP, sowie die
erneute GTP Bindung fordern und daher aktivierend wirken [380, 382, 383]. Aufgrund obiger
Uberlegungen erscheint es als moglich, dad auch VLIG-1 durch spezifisch mit ihm interagierende
GAPs und GEFs kontrolliert wird, wobel diese wahrscheinlich Interferon-regulierte Proteine
représentieren. Die h6here Bindungsaffinitét von VLIG-1 zu GDP, deutete zuvor schon auf eine
Beteiligung von aktivierend wirkenden GEF-Proteinen innerhalb der Regulation von VLIG-1 hin
(siehe 4.4.3) und steht mit diesen Uberlegungen somit im Einklang.

Die Existenz eines IFN-g regulierten GAP-Proteins ("Breakpoint cluster region”, BCR) konnte
erst kirzlich nachgewiesen werden. [89]. Die Expression von BCR wird nach InterferonTyp |
oder Typ Il Stimulation in humanen Fibroblasten inhibiert, was vermutlich zur Aktivierung der
mit BCR interagierenden GTPasen fuhrt. Als Interaktionspartner von BCR wurden GTPasen der
Rho-Familie identifiziert [545], die verschiedene zelluldre Prozesse, wie den Zell-Zyklus und den

vesikularen Transport regulieren [546]

Eine Lokalisierung von VLIG-1 im Nukleus erscheint as ungewdéhnlich, da es aufgrund seines

Molekulargewichts fir eine freie Diffusion durch die Kernporen zu grof ist und eine
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Kernlokalisierungssequenz nicht identifiziert werden konnte [547]. Die in der indirekten
Immunofluoreszenzanalyse nachgewiesene nukleare Lokalisierung deutet mit ihrem granuléren,
punktformigen Fluoreszenzmuster eher auf eine Assoziierung von VLIG-1 mit der Kernmatrix
hin. Das nukleare Fluoreszenzmuster besitzt zudem eine gewisse Ahnlichkeit mit denen als
"nuclear bodies" bezei chneten Nukleusdomanen (auch alsND10, "Kr bodies', POD oder "nuclear
dots' bezeichnet) deren Komponenten von verschiedenen, teilweise Interferonregulierten
Proteinen gebildet werden [548]. Die ND10 Proteine sind in eine Vielzahl unterschiedlicher
Prozesse involviert, wie z.B. der transkriptionellen Regulation, der Apoptose, der
Aufrechterhaltung der Genomstabilitét aber auch an antiviralen Effekten [548]. Bel diesen
Proteinen handelt es sich jedoch nicht um GTPasen und im Unterschied zu VLIG-1 weisen sie
keine zytoplasmatische Lokalisierung auf, so daR die Ahnlichkeit des nuklearen
Fluoreszenzmusters von VLIG-1 zu den "nuclear bodies' nicht ausreichend ist, um auf

funktionelle Gemeinsamkeiten zu schlief3en.

Die subzelluldre Lokalisierung von VLIG-1 weist nur wenig Gemeinsamkeiten zu denen der p47
GTPasen auf. Ausfihrliche Studien zur subzelluldren Lokalisierung der p47 GTPasen konnten
nachweisen, dald jedes der sechs bisher veroffentlichten Mitglieder dieser Familie spezifisch an
einem intrazelluldren, membranumschlossenen Kompartiment lokalisiert ist ([409, 442], S.
Martens, Universitéat zu Koln, personliche Mitteilung und J. Zerrahn, Max-Planck Institut fir
Infektionsbiologie, Berlin, personliche Mitteilung), was mglw. zu ihrer funktionalen Nicht-
Redundanz beitrégt [444].

Die subzellulére Lokalisierung der murinen p65 GTPasen und besonders der Mx-Proteine weist
dagegen eine gewisse Ahnlichkeit zu der des VLIG-1 Proteins auf. Die p65 GTPasen sind
samtlich im Zytoplasma lokalisiert, wobei esjedoch fir die Art der zytoplasmatischen Verteilung
teilweise kontroverse Ergebnisse gibt. Die meisten Mitglieder scheinen in punktformigen,
vesikelartigen Strukturen, deren Identitdt nicht ndher bekannt ist, gleichmalig verteilt im
Zytoplasma vorzuliegen [409, 426, 427], wie es auch bei hGBP-1 beobachtet werden konnte [410,
418]. Fur diese Art der zytoplasmatischen Verteilung scheint ein Isoprenylierungsmotiv, welches
einige der p65 GTPasen besitzen, eine mal3gebliche Rolle zu spielen [425, 427]. Diese Verteilung
liel3 sich fur spezifische Mitglieder jedoch nicht immer bestétigen, so dal? ferner eine homogene
zytoplasmatische Distribution ohne Ausbildung dieser Strukturen, oder eine granuldre
zytoplasmatische Lokalisierung beobachtet wurden. [406, 427]

Die subzellulére Lokalisierung der Mx GTPasen ist insofern @hnlich zu VLIG-1, als das sie die
einzigen, an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen sind, bei denen eine
nukleare Lokalisierung festgestellt werden konnte [549, 550]. Wahrend VLIG-1 sowohl im
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Zytoplasma als auch im oder am Nukleus lokalisiert sein kann, sind die Mitglieder der Mx
GTPase Familie entweder spezifisch nur im Nukleus oder nur im Zytoplasma lokalisiert [551].
Die im Nukleus lokalisierte Mx1 GTPase bildet dabei kleine granuléare und punktférmige
Strukturen aus [360], wie sie auch fur VLIG-1 nachgewiesen werden konnten (Abb. 51). Die
unterschiedliche subzellulére Lokalisierung der Mx GTPasen korreliert dabei mit ihrer jeweiligen
antiviralen Spezifitéat [549, 552]. Falls man fur VLIG-1 eine den Mx GTPasen analoge Funktion
postuliert, wirde seine duae Lokaliserung bedeuten, dal3 es gleichzeitig verschiedene

Spezifitéten besitzen konnte.

Unmittelbar vor der Abgabe dieser Arbeit wurde gezeigt, dald die im Nukleus lokalisierte murine
Mx1 GTPase spezifisch mit Komponenten der "nuclear bodies' interagiert [553]. Die den
"nuclear bodies" dhnliche nukleare Fluoreszenz von VLIG-1, kdnnte demnach als eine weitere

Verbindung von VLIG-1 zu den Mx-Proteinen gedeutet werden.

4.12 Weiterfihrende Experimente

Durch die in dieser Arbeit fur VLIG-1 ermittelten molekularen und biochemischen Eigenschaften
wurde die Grundlage fur eine nachfolgende funktionelle Charakterisierung von VLIG-1
geschaffen. Aufgrund der Fulle der identifizierten Gemeinsamkeiten von VLIG-1 und Mitgliedern
der an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten p47, p65 und Mx GTPase Familien,
kénnen die von ihnen zum Teil bekannten zelluldren Funktionen als Anhaltspunkte bei der
Aufklarung der spezifischen Rolle von VLIG-1 innerhab der zellularen Antworten auf
Interferone fungieren. Die Identifizierung putativer Interaktionspartner, sowie die gezielte

Inaktivierung von VLIG-1 sind dabei primér zu verfolgende experimentelle Ansétze.

Anhand biochemischer Analysen, sowie durch Studien zur subzelluldren Lokalisierung wurden
Anzeichen fur eine stringente Regulation von VLIG-1 gefunden. Infolge der Funktion von
VLIG-1 als GTPase erscheint es als naheliegend, dal3 es sich bel diesen Regulatoren vermutlich
um GAP- und/oder um GEF-Proteine handelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Ansétze zur Identifikation von VLIG-1 Interaktionspartner
mittels Ko-Immunoprazipitationen durchgefiihrt. Die dabei verwendeten polyklonalen a-VLIG-1
Antiseren erwiesen sich jedoch al s nicht spezifisch genug.

Eine weiterfihrende systematische Suche nach Interaktionspartnern von VLIG-1 sollte daher auf

unterschiedliche experimentelle Strategien ausgeweitet werden. Denkbar wére dabel die
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Anwendung von Zwei-Hybrid-Systemen [554], Affinitdtschromatographien unter Verwendung
des vollstandigen Proteins oder Peptidfragmenten von diesem, Far-Western Blot Analysen,
chemischen Kreuzvernetzern in physiologischen Zellpraparaten, Gelfiltrationen und Ko-
Immunopréazipitationen mit monoklonalen, hoch spezifischen Antikorpern, bzw. eine

Kombination dieser Strategien.

Bevor eine gezielte Deletion von VLIG-1 durchgefihrt wird, sollten zunéchst die Struktur der
VLIG-Familie und die molekularen Eigenschaften ihrer Mitglieder ndher untersucht werden. Von
grof3er Bedeutung wére es dabei die vollstéandige cDNA Sequenz dieser Mitglieder zu ermitteln.
Aufgrund der rasch fortschreitenden Aufkldrung der Sequenz des Maus Genoms kann dieses
mglw. sogar in glico erfolgen. Nachfolgende Expressionsanalysen, wie z.B. die Zytokin
abhangige Induktion, Zelltypspezifitdt der Expression oder subzelluléare Lokalisierung der
Familienmitglieder wirden bedeutende Erkenntnisse Uber mglw. vorhandene redundante
Funktionen liefern. Aufgrund dieser Information kdnnte eire spezifische phénotypische Analyse
von VLIG-1 defizienten Mausen erfolgen. Aufgrund der identifizierten Kopplung der Genloci von
Mitgliedern der VLIG-Familie erscheint eine multiple gezielte Inaktivierung mehrerer VLIG-
Familienmitglieder im Mausgenom mit nur einem Zielvektor als moéglich.

Zusdtzlich zu diesen die zelluldre Funktion von VLIG-1 betreffenden, weiterfihrenden
Experimenten, bestehen noch eine Vielzahl weiterer interessanter Fragen, die teilweise schon in

der Diskussion angesprochen wurden.

140



Summary

5. Summary

The partially overlapping cellular responses to interferon type | (mainly IFN-a and -b), and
interferon type Il (IFN-g) are remarkably complex. Both types of interferon regulate several
hundred genes, which can be largely classified in terms of specific cellular programs functional in
innate or adaptive immunity, but the complete cellular responseis still not clear.

Among these are programs that mediate cell-autonomous resistance of the host against various
pathogens. There is increasing evidence that central components of cell-autonomous resistance

programs are members of several inducible GTPase families, like the p47, p65 or Mx GTPases.

Here, we describe a novel IFN-inducible GTPase, termed very large inducible GTPase-1 (VLIG-
1), and compare its characteristics with the p47, p65 and Mx GTPases.

VLIG-1 defines a small gene family of at least nine members in the mouse and only a single
homologue in human. With atranscript size of nearly 9kb and a calculated M , of 280kDa, VLIG-1
represents the largest IFN-inducible gene and the largest member of the GTPase superfamily
reported so far.

VLIG-1 transcript and protein are strongly inducible from a very low basal expression level as a
mixed response gene by type | and type Il interferon in atime and dose dependent but cell type
non-specific manner. In contrast no induction was shown for TNF-a. The induction pattern of
VLIG-1 resembles those of the interferon inducible p65 and p47 GTPases that are involved in
pathogen specific resistance to infection. The tissue expression pattern of VLIG-1 together with
the origin of ESTsidentical or homologous to VLIG-1 suggests a constitutive expression of these
genes preferentially in immune cell populations. In addition, similar to the Mx and p65 GTPases
family, a polymorphism was detected for VLIG-1.

The preference of the VLIG-1 protein for GDP-binding indicates an activation mechanism that
relies on the interaction with GEFs as postulated for the p47 GTPases. The subcellular
localization of VLIG-1 showed a cytoplasmic as well as anuclear staining. The overexpression of

a GFP tagged protein leads to cytotoxicity.

In conclusion it istempting to speculate that VLIG-1, like the other IFN-inducible GTPases, plays
arole within cell autonomous resistance programs of the IFN-response .
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5. Zusammenfassung

Die teilweise Uberlappenden zelluléren Antworten auf InterferonTyp | (hauptsachlich IFN-a und
IFN-b) und InterferonTyp Il (IFN-g sind auf3erordentlich komplex. Beide Interferon-Typen
regulieren mehrere hundert Gene, die sich grofdtenteils spezifischen, in der angeborenen und
erworbenen Immunité funktionellen, zelluldren Programmen zuordnen lassen. Ein Teil der
Interferon Antworten wird dabei durch Programme charakterisiert die zellautonome Resistenzen
gegenlber verschiedene infektibse Pathogene vermitteln. Mitglieder verschiedener GTPase
Familien, wie die p47, p65 und Mx GTPasen, stellen fundamentale Komponenten innerhal b dieser
zellautonomen Resistenzprogramme dar.

In dieser Arbeit gelang es mit VLIG-1 eine bisher unbekannte Interferonregulierte GTPase zu
identifizieren und ihre grundlegenden molekularen und biochemischen Charakteristika zu
ermitteln. Durch einen umfassenden Vergleich der spezifischen Eigenschaften von VLIG-1 mit
denen der p47, p65 und Mx GTPasen konnten eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten identifiziert
werden, die darauf hindeuten, dal3 mit VLIG-1 eine weitere Komponente zellautonomer

Resistenzprogramme identifiziert wurde.

Als einziges strukturelles Motiv |83t sich in der priméren Proteinsequenz von VLIG-1 eine GTP-
Bindungsdoméne identifizieren. Mit einer Transkriptgrof3e von anndhernd 9 kb und einem
Molekulargewicht von 281 kDa reprasentiert VLIG-1 das grofite Interferonregulierte Gen, bzw.
Protein und gleichzeitig das grofite Mitglied der GTPase Superfamilie, das bisher identifiziert
werden konnte. Die VLIG-1 GTP-Bindungsdomane und der sie umgebende Sequenzbereich weist
die meisten Gemeinsamkeiten zu den an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten
GTPasen auf, so da® VLIG-1 zusammen mit den p47, p65 und Mx GTPasen eine eigene
Untergruppe in der GTPase Superfamilie bildet. Die grofite Homologie lief3 sich dabei zu den p65
und Mx GTPasen erkennen, die beide der DynaminFamilie zugeordnet werden.
Gemeinsamkeiten von VLIG-1 zu den p47 und Mx GTPasen wurden ferner auch in
biochemischen Analysen nachgewiesen.

Die Charakterisierung der genomischen Struktur von VLIG-1 zeigte, dal3 die CDSinklusive des 3'
UTR auf einem sehr grof3em, intronlosem Exon lokalisiert ist. VLIG-1 représentiert somit
ebenfalls vermutlich ein Retrogen. VLIG-1 konnte als Teil einer mehrere Mitglieder umfassenden
Genfamilie charakterisiert werden, die in C57BL/6J Mausen mindestens neun Mitglieder besitzt,
welche auf Chromosom 7 gekoppelt vorliegen. VLIG-1 ist bisher das einzige Mitglied dieser

Familie dessen Interferon-abhangige Induktion in embryonischen Fibroblasten nachgewiesen
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werden konnte. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dal3 VLIG-1 ein polymorphes Gen ist. Zudem
charakterisiert VLIG-1 ein Vertebratenspezifisches Gen, dessen Homologe in Krallenfrosch,
Zebrafisch, Schwein, Rind, Ratte und dem Menschen nachgewiesen wurden. Hinweise auf
Genfamilien mit einer vergleichbaren Mitgliederzahl wie bei der Maus, konnten in diesen
Vertebraten jedoch nicht gefunden werden.

Expressionstudien in embryonischen Fibroblasten und Makrophagen zeigten, da3 VLIG-1 von
einem sehr niedrigen basalen Expressionsniveau, in einer Zeit- und Dosis-abhangigen Weise, auf
Transkript- und Proteinebene, massiv durch IFN-g und etwas geringer durch IFN-b induziert wird.
Die Interferon-Typ | vermittelte Induktion von VLIG-1 ist dabei wesentlich stérker als die der p47
und p65 GTPasen. Eine Induktion von VLIG-1 durch TNF-a oder ein Synergismus zwischen
IFN-g und TNF-a lief?en sich hingegen nicht nachweisen. Zusétzlich wurde die mRNA und
Proteinstabilitét von VLIG-1 charakterisiert. VLIG-1 charakterisiert ein gemischtes Antwortgen,
was durch die Existenz von potentiellen Bindungsstellen fir primére und sekundéare
Transkriptionsfaktoren in der identifizierten putativen Promotorregion von VLIG-1 seine
Bestétigung findet. Die Infektion verschiedener Mausstamme mit dem fakultativ intrazellularem
Bakterium Listeria monocytogenes flihrte zur massiven Induktion von VLIG-1 in der Leber von
Wil dtyp-Mausen nicht aber in IFN-gRY°-M susen.

Durch Studien zur subzelluléren Lokalisierung wurde gezeigt, da3 VLIG-1 im Zytoplasma aber
auch im, bzw. am Nukleus lokalisiert ist. Eine Uberexpression des Proteins in nicht-stimulierten
Zellen wirkt dabei zytotoxisch.

Die Vielzahl an Gemeinsamkeiten von VLIG-1 zu den an zellautonomen Resistenzprogrammen
beteiligten p47, p65 und Mx GTPasen deutet daraufhin, dal3 VLIG-1 mglw. ebenfalls an diesen

zelluléren Programmen der Interferon-Antwort beteiligt ist.

Eire verkiirzte Ubersicht der fiir VLIG-1 ermittelten Charakteristika, sowie ein Vergleich dieser
zu denen der murinen p47, p65 und Mx GTPasen ist nachfolgend wiedergegeben
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Charakteristikum

VLIG-UVLIG-Familie

Vergleich von VLIG-1 zu den murinen
p47, p5 oder Mx GTPasen

Transkript-/ProteingroiRe

ca. 9kbund 281 kDa

eher vergleichbar mit Mx

Genomische Struktur

CDS+ 3'UTR intronlos

vergleichbar mit p47

GTP-Bindungsdoméne

vorhanden (G4-Motiv noch nicht
eindeutig identifiziert)

vergleichbar mit p65 und Mx

Struktur der murinen Genfamilie

0 9 exprimierte Mitglieder (C57BL/6J)

vergleichbar mit p47

Alter/
Diversifikationsgeschwindigkeit der
murinen Genfamilie

jung oder sich langsam entwickelnd

eher vergleichbar mit p65 und Mx

Nicht-induzierbare murine
Familienmitglieder

VLIG1ist mglw. das einzigein EFund | -

Makrophagen durch IFN induzierbare
Mitglied

vergleichbar mit p47 (noch nicht
eindeutig bewiesen)

Verteilung von Familienmitgliedern

in anderen Speziesalsder Maus

spezifisch fur Vertebraten

nur wenige Mitglieder in Mensch,
Ratte, Rind, Schwein Krallenfrosch und
Zebrafisch

vergleichbar mit p47, p65 und Mx
vergleichbar mit p47

IFN vermittelte Induktion von
Familienmitgliedernin anderen

Speziesalsder Maus

nicht bekannt, mglw. jedoch vorhanden

vergleichbar mit p47 (noch nicht

eindeutig bewiesen)

Konstitutive Gewebeexpression

Lunge, Herz, Thymus, Milz > Leber,
Eierstock, Niere, Gehirn > Hoden

vergleichbar mit p47 und p65

In vivo Expression in der Leber

Listerien infizierter Mause

abhéangig von IFN-g
mglw. inhibitorischer TNF-a Effekt

p47 und p65 abhéngig von IFN-g
stérker induziert alsVLIG-1

keine Beeinflussung durch TNF-a

Zytokin vermittelte Induktion in
EF und/oder Makrophagen

IFN-g +++
IFN-b: ++
TNF-a: -

IFN-g+ TNF-a: kein Synergismus

IFN-g vergleichbar mit p47 und p65
IFN-b: eher vergleichbar mit Mx
TNF-a: vergleichbar mit p47, p65 und
MXx)

IFN-g+ TNF-a: vergleichbar mit p47,
p65 und Mx

Induktionskinetik nach IFN-g
Stimulation

nach 3h detektierbar, Maximum nach
12h, mindestens weitere 12h auf
Maximum

vergleichbar mit p65

Antwort Klassifizierung

gemischtes Antwortgen

eher vergleichbar mit p47

Polymor phismus

vorhanden

vergleichbar mit p65 und Mx

Guanin-Nukleotid

Bindungsspezifitat

GDP> GTP> GMP

vergleichbar mit p47 und Mx

Zelldefor mationen nach
Uberexpression in nicht
stimulierten Zellen

Zytotoxischer Effekt fuhrt zu Zelltod
durch Apoptose

eher vergleichbar mit p47
(Uberexpression spezif. Mitglieder fihrt
zu Kompartiment-Deformationen)

Subzellulére L okalisierung

Zytoplasma> Nukleus

eher vergleichbar mit Mx
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7. Anhang

Tabelle 7. In dieser Arbeit verwendete Oligonuklectide. Die Orientierung ist immer von 5' nach 3'
angegeben. Die Orientierung ist mit U fur "upper strand” (kodierend) und L fir "lower strand”
(nicht kodierend) angegeben. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von ARK Scientific
(Darmstadt) bezogen oder waren Bestandteil eines Kits. Das Primerdesign erfolgte teilweise mit
Hilfe des Oligo5.0 Programmes (National Biosciences|Inc.).

Primer fir Sequenzierungen und PCR-Analysen:

Name des Oligos Sequenz
18. 1/ 6U 5’ - GGCAGSCTGGAGGAAGGTGCATGICC- 3
18. 1/ 51L 5’ - AAGCCCAGITCCAGICTTCAGATTG 3’
18. 1/ 56L 5’ - TTGCTCTAGAGAGTAATTCGAGGTGG 3
18. 1/ 59U 5’ - GACTGGAACTGGGCTTCAAGCACACA- 3
18. 1/ 242L 5’ - CTCAAAAGGAAGAT GECEEEEGTGG 3
18. 1 nt/ 33U 5’ - TGCGGAGGGTCTTGTGCCAGCATTA:- 3’
18. 1 nt/ 319U 5’ - CATTTCTTGCCAGAGGAGAGTICAGG 3
18. 1 nt/ 841U 5’ - TCCAGATGGCAAAAGGCAAACATAA:- 3
18. 1 nt/ 950U 5’ - ATCCGAAAAGCAAGAACCAGATTTA- 3
| nt 2/ 89L 5’ - GAACACT GCGAAACAGGTGGAAGCG 3
| nt 2/ 120L 5’ - GCTTGCTGGCATACCCTGACTCTCG 3
| nt 2/ 313L 5’ - TGAGTGCCAGACCCCTGTGCTCCTA:- 3
| nt 2/ 381L 5’ - ACCCCAACACACCTGAAAAGCAAGA:- 3
| nt 1/ 13U 5’ - GAATCCAGCCCTTCAAAGGATAA- 3
| nt 1/ 432L 5’ - CCGGGT TCATACAGAGGATGCGAGSG 3
| nt 1/ 540U 5’ - ACATGCAAGGGCAGCCACATTCA- 3
| nt 1/ 1420U 5’ - GCGAACATAAGCAACAGAATACAAG 3
| nt 1/ 3003U 5’ - CATAGATGGAGAAACCGCAGTATTG 3
3’ REP 5’ - TGTGACAGCCCTAGTATAAAAGGGAT- 3
47L 5’ - GCCCAGITCCAGICTTCAGATTGIT- 3’
130 5’ - AAGCAGAAGGAAGCACAATG 3
159 5’ - GGCTCCEGATCTGITCEEGTG 3
183L 5’ - CTCAAAAGGAAGAT GECEEEEGTGG 3
259 5’ - AGGCTCACCTCGGGAACACGG- 3’
325 5’ - GGACTTCTCACAGCCAAACA- 3
524 5’ - CCAACGCCTGAAGIGTCCCT- 3
619L 5’ - TGCCCATCTTACCAGGTCTCCATCT- 3
761 5’ - GGCACCGAAATAAAAACGAT- 3
937 5’ - ATCCCATTCAGAGCAAACTT-3’
1073L 5 - CGGIGGICTGITGICTCCTG 3
1175 5’ - CTGGGTGGAATCTACTCCTG 3
1413 5’ - GTGGACCAGCAGAAGCAGAT- 3
1678 5’ - GGATGTGAAATCCTGEGAGG 3
1967L 5’ - TGCTCTTCCCCATACTCTGA- 3
1975 5’ - TGGGGAAGAGCAAGTCAAAA- 3
2206 5’ - TGCAGCCTATCAGITGGTAA- 3
2242L 5’ - ACTCATCACACCCCAGAAGA- 3
2500 5’ - CTGGGAAAGTCTGGAGAATG 3
2661L 5’ - AGGTCCATTTTCTATCATTG 3
2832 5 - TGATGITGGATTATGSGITG 3
3116 5’ - CCAAATCCCAACACTTCTCA- 3
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3397 5’ - GGGAGI GGTGGAAATCTCGCT- 3
3491L 5 - AGITGITGSGIGIGITCCTT- 3’
3602 5’ - TGGCAGICATCAACACCTTT- 3’
3985 5’ - AGAAAAGGGEGAAT CGGAGCA- 3’
4244 5’ - ACAGAAAAGCAAAGAGCACA- 3’
4462 5’ - GCCTGATGGACGEEGATCCTT- 3
4748 5’ - GCTCCAGAACTCAACAACAA- 3’
4921 5’ - CCCCAGITGCCTCTTTGICG 3
5145 5’ - CTCCTCCCAATCCTCGCTAT- 3’
5461 5’ - GGICATAGCCATGAGCAAACTGG 3
5466 5’ - AGGAACCACT TAGCAGGAAA- 3’
5469L 5’ - TCCTGCTAAGIGGITCCTCT- 3’
5769 5’ - AATTCAGGCAACTTTGGACA- 3’
5954 5’ - CCTCATGTCACAGAGCCTAA- 3’
6209 5’ - TTATTCCAAAGAGCATCCAA- 3’
6386 5’ - GGCATTCAAGACTGCAAATGACCC- 3’
6538 5’ - GGAGACATGCGAGCCACCTGECC- 3
6542 5’ - TACATTCAAAAGCCAGAGGA- 3’
6543L 5’ - TTCCTCTGCTTTTGAATGI- 3’
6734 5 - TGCTCEATTTGITCTGIGA- 3’
6829 5’ - CTGECTGCGATTTGITCTGIGACC- 3
6829L 5’ - TCATGCCTTCTTTGAGGAAG 3’
7030 5’ - TGTGCCATTCCACCGICCTG 3’
7109 5’ - CATGAAGGAGACCACAGIGTGC- 3
7135L 5’ - CCCGGAAGCCATCTAAAATG 3
7328 5’ - ACCAAAATCACAAAGCAAGA- 3’
7426 5’ - GGGAGCCTAATGGAGAACAG 3’
7604 5’ - TGBCCCACTCTATTGGEECAA- 3’
7690L 5’ - AGGGAAAGGTCACATTCTGG 3’
7693 5’ - GAATGTGACCTTTCCCTTGI- 3’
7908 5’ - AGGCAAGGTAATAAACAAGG 3’
8124 5’ - GCCTTTAGGITTGCTATGGAG 3’
8292 5’ - TGCAACTTATGECTATGAAG 3’
8490 5’ - CTTCAACATCCTCATACAAA- 3’
8673 5 -TTTGCTTTGGITGITTTCTIG 3’
4244 5’ - ACAGAAAAGCAAAGAGCACA- 3’
4244 5’ - ACAGAAAAGCAAAGAGCACA- 3’
SP1 5’ - AGAGEEGGT CAACCCAGAAACAGGTAGTC- 3
SP3 5’ - GTCGAGGACTTCCACCTTCTCTGTA- 3’
BU284 5’ - GCAAAGGAAGCAACAAACAG 3
BU766 5’ - CAAGGAAGCCAAAGAAAAGG 3
BL766 5 -CCITTTCTITTGXCTTCCTITG 3’
BL1178 5 - GITGCTCTTCTGIGCTCTTT- 3’
270U 5’ - CTCCCCCAGITGCCTCT- 3

546L 5’ - TGGGCAGI TGAAAGAAT- 3’

1125U 5’ - AGGCAACTTTGGACAAG 3’

1422L 5’ - CACCCTTTTGITTCCAA- 3’
11U3417 5’ - GGGAGCCTAATGGAGAAGC- 3
11U4130 5’ - TGGAGAAAAAGATGAGAG 3
1114124 5’ - TCTTTTTCTCCATAGCAA- 3’
11U3778 5’ - TGGAAGAAGAAAATAAGC- 3
11U2342 5 -CITCCTTTGI TGACTTCCTA- 3’
11U1591 5’ - CTTATTTCAGACACCAGACA- 3’
PCR116U 5’ - GAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGA- 3’
PCR524L 5’ - CTTTTAGGGACACTTCAGCCGI TGS 3
SEQ239L 5’ - AGGATGATGI CCCAAATAGG 3’
SEQ760U 5’ - TGGCACCGAAATAAAAACGA- 3’
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2G nsU 5’ - CCTTGCCACTCTGCCAAAATCAAA- 3’
2G nsL 5’ - TTTGATTTTGCCAGAGI GCCAAGG- 3’
24 ns5U 5’ - TAAGAAAGGTAACAGCAACTCCT- 3
2G ns5L 5 - AGGAGITGCTGITACCTTTCTTA- 3
2G ns3U 5’ - CAGCTTCCAATAAAGATAAAAGA- 3
2G ns3L 5’ -TCTTTTATCTTTATTGGAAGCTG 3’
18. 2- 200L 5’ - GCCTGCCCCCCCCTGITCTTTA- 3
18. 2- 339L 5’ - TGAACTAAACCCCCAGAGICCATCG 3
18. 2-1529 5’ - CCATTTGGGACATCATCC 3

18. 2-2082U 5’ - GCGATGAGCAGAGCTGACTTCAT- 3’
18. 2- 2393L 5’ - GGAATCTATCAGIGCTTCAGC- 3’

18. 2- 2552L 5’ - CATGGAGICTACACACCTGEECA- 3
18. 2- 2956 5’ - GGACTCTTCATATGCGATC 3

18. 2- x2519x 5’ - GGAGITGECAAGAATTAGGTGAG 3
G18- 306L 5’ - GGTCCAGCAGCTTCTCCAGAGCCT- 3’
G18- 900L 5’ - TTCTGITTGITTTGACCCATAC 3’
G18- 40414 5’ - TATGATTGGT GEEGGAATCG 3

Awl106860- 135U

5’ - AGAGCCAGAAGGAGGECATGATCTGG 3

AA277040-1092U

5’ - GGAGCAGACTACACACCA- 3’

AA277040- 1288U

5’ - GITTACATCAGGAGCAGCT -3’

AA277040- 1350U

5’ - AAACTCTCATTCAAAAGG 3

AA277040- 1379L

5’ - AGGTAAGATGCTCCTTTTG 3

AA451504- 3090U

5’ - TTTATCCAAACTGGAAACCAT - 3’

Primer zur Herstellung der GST-VLIG-1 Expressions-Konstrukte:

Name des Oligos Sequenz

GST1A 5’ - CCCCCCCCGTICGACCATGGCAACAGCAAAGIGITTC- 3
GST1B 5’ - CCCCCCCCGTCGACATACCAGCTTCTAGACTAAATCC 3’
GST2A 5’ - CCCCCCCCGTCGACTATAGATCAAAACGAACAGACAGC 3
GST2B 5’ - CCCCCCCCGI CGACT CTTCAGGATCAGAAACCTCCCAG 3
GST3A 5’ - CCCCCCCCGTI CGACAGAACAACTTACAAAGI TATTAAAT- 3’
GST3B 5’ - CCCCCCCCGTCGACAAATCATTCTCCAGACTTTCCCAG 3
GST4A 5’ - CCCCCCCCGICGACTTTGAGACTACTCATTGAGESG 3
GST4B 5’ - CCCCCCCCGT CGACTTGCGAAGCAGAGAGGTCATTTCC 3
GST5A 5’ - CCCCCCCCGTCGACCAAATCTCAGATCATGAACTCTC 3
GST5B 5’ - CCCCCCCCGT CGACGAGCGCATTAAATCATTGAGAGG 3°
GST6A 5’ - CCCCCCCCGTCGACCTCTGITCTCGAACTCCTCCAAG 3’
GST6B 5’ - CCCCCCCCGT CGACT GATGGACAAAGAGCCAACTGSG 3’
GST7A 5’ - CCCCCCCCGT CGACT CAGAATGT GCGAGAAGI TACAGC- 3
GST7B 5’ - CCCCCCCCGT CGACGATACATCATAAATCCAACTTGICC 3
GST8A 5’ - CCCCCCCCGICGACATCTTCCAATGITCCTCATGIC- 3
GST8B 5’ - CCCCCCCCGTCGACTAATCCCTGAAAAATTCCTCTGG 3
GST9A 5’ - CCCCCCCCGTCGACTTATATTAGAGACCACATTAAAAG 3
GST9B 5’ - CCCCCCCCGTCGACTATTTTTTTAAGTICATTCAGGAC 3’

Primer zur Herstellung von pEGFP-VLIG-1:

Name des Oligos

Sequenz

Sal | - ATG 5’ - COCCCCCCGT CGACATGECAACAGCAAAGT GTTTCACTGATGAGCC- 3
Hael | - ATG 308 |5’ - GTAACTTCTCCAGCCCCCTTTTCTCCC 3
Pni | - ATG 994 5’ - GATGTGAAAATGECACGT GECCAATGCSG- 3

St op- Sal | - Spel

5’ - CCOCCCCCACTAGICGACTTTTTTTAAGTCATTCAGGACTTCTTGC- 3

Spel - St op- 7106

5’ - TTAATGITTGTACTAGTAGIGTAGCAAG -3’

St op- Xmal

5’ - CCCCCCCCCGEGI TATTATTTTTTTAAGTCATTCAGGACTTCTTCC- 3
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Genomische Sequenz von mVLIG-1. Exons sind in grof3en Buchstaben und fett, Intronsin kleinen
Buchstaben dargestellt. Die Sequenz von Intron 1 ist noch nicht vollstandig bekannt. Die
bestehende Sequenzliicke ist durch eine Reihe von n's gekennzei chnet.

1 GGCAGGCTGGAGGAAGGT GCATGT CCACCT CCAAT TACT CTCTAGAGCAACAATCT GAAGACT GGAACTGGGCTTCAAGCACACAAGE aagt gaaaggagt t aaat ggect 110

111 agacagat aagt acaat agact t aaaaact agagt agaaagagaaaagat gaaacgt at ggacat t cggggat t gt aacaagct aaaaccacagat aggaaat t aacatt 220

221  tccaggttgctagaacct aaggct cacagaaagattagacttttgtccat gacacttccaagt aact gacaacaaaacaggaattgaatctttaaccggtgctgtattga 330

331 gaaagct aaat gct aaaaat ctgccttctttttttgtaggttctgttaatttcttaaaagttgtgecttttgtttgtatgcattgaaaacatttacttctgtgatggtcc 440

441 ccaggt gt act ggtt at agt caggt cttt gagat ct cact cctt gggct ct cggat t aggaaggcagct gatttact gaaget gt aagact cttagagacatcctatttt 550

551  tccctgctccecttggtaatctattgacctgaagt gat ggccaaaat gttgatatcccttttagactctatatcctcattgatttgggectgtaactatgattattgagca 660

661 accagagct t cggt t acagcagt at t gacaaat gaat aaaat t t ggt t ct at aacact aaagt gaagct cgacaaat att t t aaaagaaacctttattcctttaatacag 770

771 agttttctatttagaatcatatacatctattttaat aaaacataaaatccttgatctttaaggaatttttatgaattataatacttttacatttactcgtgtgtgtgtgt 880

881 gtgtgtgtgtatgtgtgtgtatgtatgtgtgtgtatgtttgtgtgtatgtctgtgtgtgtgtgtctgtgeatgtatgtgtctgtgtgtatgtgtgtcttgggaattgggt 990

991 gacacagcat at gt gt ggaggt cagt t ct gagat ct gaggat caaact cagt ct gt cat t gcct t t acccact gagcaat ct cact gact caaaacact attttgcaagt 1100
1101 tttaacttttataaaccattttgtgatacacataaactcagttttatgccatgctctttacgtttattagaacaatcttttaccttaaaatctaccaaatcaactgccct 1210
1211 tctcacctaaaattatgcttttaatattcttatcaaaatatatgttgtattcataacattttaatatctttcattttaattgatattacctattgcattatatattttga 1320
1321 gccaacaaaatttagaaagctcttgcettcctaacaagatatctgtatttcaaataaatacacat ggaactgtatttgaaact caggaaaaat aagttagcaatcccggag 1430
1431 tctgetttctcttttcatcctgtttttgactttctggtcttaaactggt caagat aagaaacttaaggagaaatctgttttgttttgtttgggggaaagact caatcagg 1540
1541 tagaaaatagtttttacacat gaatgacacaact gttagat aaatatatcttcgagat atactatacctgtgttagccatactaaataaattaccatttttaaagaactg 1650
1651 catgaagtaagcttccctacattatgtattctactgtttgtggggtaggatcttcggtaatttccattatgaagtggaaaagt aatataaagatattttgcaaatgtata 1760
1761 tgtatgtatagttatcgttttgtttgtatcacactcttcatgaaaatcttgcatttatcatatccatgtaaaggttaatttgttttgtttgttttttgggagggttgggg 1870
1871 ttttttgttttgtatagcttatttttttccttaattgtattgtatattttctttatttacatttcaaatgttatccactttcctgatccctgectcccctcctcggaaaa 1980
1981 cccctatcccatctcccctccccatgettctatgagtgtgtttccccacct gacacacccactcccacttccccatcctcgaattctcctacactggggeattcagectt 2090
2091 cacaggacacaagggcct ctcctcccattgat gcct gaaat ggccat caact gct acttat acat ct ggagt cat gt gtccctccatgtgtacctcttggttggtggttt 2200
2201 aatccctgggagcetctgegggtctggtttgttgatattgttgtacttcttaaggagttgcaaaccccttcagetcctgecagtcctttctctaactactccattggggagt 2310
2311 ccagtggttggctgtgagtatccacctctatatttgtcaggctctggcagagcct cccagcagacagcet at at caggcet cct gt cagcat gcacttcttggecatccacca 2420
2421 tagtgtctgcatttggttacattatatggggtggatccccagattgggaagt ct ct agnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnNninnnnnNnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 2530
2531 nnnnnnnnaattt gcaat gt aaat gaagaaaat ct ct aat t aaaaaaaaaaaagaact gcaaaggacaaaaact ggagaagagact gagggaaaggcagt ccagt gacag 2640
2641 gctcaacttggaat ccat ct caagt aggaggtttcaaggt ct gatattataact gatgttatggtgtccttacagacaggagcct aagat gact gt gct ct gagaggctc 2750
2751 atccagcagct gact gagactgatgcatatatttatacccagct attggact gaagt aagggagccct gt ggt t gaat t agggaaaggct agaagaagt t gaggaggaag 2860
2861 gcgact ccat aggaagaccagcact ct caact aacct ggaat cct gacat ct ct cagacact gagccact aac caggcagcaagcat cagttt gt ct gaggcccct gaaa 2970
2971 catatacagcagaggact gcct ggt ct ggcct caat gggagaagat gcacct aaacct gcgt agact t gagggct caggaaat agggaggct ggt gggagggagcat cct 3080
3081 cttaaagact gggggt ggcgggagagggaagggat gaggat ct gt gt gt gagggt ggacct ggaaggggact at aaaaaaat aaaagcaat at gaaaaat aaagaaagat 3190
3191 agaaat acat cat agt ccaat agtatatcttagcattggtcaataccttagttatgttttatcagtctacaaatatatttctccattatctggccatttagcaacactat 3300
3301 taagaattaagatcaaataaattttattcaatagaaacatctgtttttggaccactcagagctggtcttgtactgaaatcttaagggctttaaaaatatttttagtttac 3410
3411 atttacttattcagggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtaagcacagcacact gt ggaagt caagaggat aacaact gt aggagttagtt 3520
3521 ctctttttctaccacatgggttctaggaatagaact cagggtatgttgggttgetagtgectttaactgetgaaccatcttcctggecttcttgaagtgtttttaagggt 3630
3631 attattaactaacattaaatgaaatctttctaaacccaggctcatggcatttacctgagaagagtgaatgaagacttttgttccatattgctggtattagagatgctgge 3740
3741 tggagtctaagctccaggcetttgttaat gaaagaaact ct aaagacaggagt aggagagaaaat gt gt t gaaggaagcct gaggaat gt gagggaaagggggcaaagt gg 3850
3851 tttctctattaataaaattgtcctctcaaaggaaacatacaagttaaagatttttttctttattgtgactatgctagataagctcttccaggtaaaaaaacaaaacatcc 3960
3961 aaacttatatattgagtctgctagaact ggaaagccct aagcaat gat aat gcagagt cat aagat agagagct tt gt agt ggagaagcat gccat aaaat gact aat ac 4070
4071 ctggacctataccttggtgtttattactctttgggttgaaattgaaaaatacaat gtaaaaat gt ggattgactgtttat gaat gaaaagggaacaccaagccctccctg 4180
4181 aat gt acaagat gccaggaggt cct aaaat ct cat gat caaacaaacat at cact gacaagt tt gggcaagcat gaagaagcat t cctt ggaaacccccaat gccaagaa 4290
4291 aaacacacacacaaaaaaagcaaaaacagttgtaacttgcat gaacat aggcaaagtt gaaact gcttaagcat at aat agat agagat at agaaat t gagaggggaaag 4400
4401 ggaat agagaggggaagaagt gagggagagatttggcat acaaaact ggcatccttggtcatgtcttctattgecttggecttattttttttaaatctctgettacttttc 4510
4511 ttgcataaggatttggtgcatt gt gggaagt cat agaaat aat gat gctcctttat gtcctcacagagct agccatatttact at at gaggaaggaaat atttagtctga 4620
4621 tcatgacttccgatgcttcccacgtccttagtcttttcaaagaggtctggattaaaccaacaagact ggtgttgtatgccagat acaaaatctaaaaattgtgactattc 4730
4731 aaatttatcaaat gt gggt gcagagagat gttt aaaggggacct at gttt gcct ct gagact cacaact gcct at aact ccaaat ccaagggat ccaat gagct ggcct ¢ 4840
4841 tgtgggacat ggacacaaacacagacat gaaaacagt cat gaacagat acat gcacat act cccccaaacacacacacacacacacacacacacacacacacacacacac 4950
4951 acacacacacgaaggaaaaaatt at caaat gttt gggt caaagaaacaat gttcttagagactt gttgagagt at at gaaatccattgattcatcttgctattttaaaac 5060
5061 atactcacttgcattcacaattaatataaggaagttcctcaaaactctcccatacatcggccat gactct gt gagt gt gt act aaacatttaaatggttctagcactact 5170
5171 cttctgagcagtttagaaat at at caaagat aggaaaaaat t gagt t t gaact caggt caaaaaat t caggt gaat gct agt gct actat gttct ggcctcctgaatttt 5280
5281 agccaagtaattgaagctttctatgcctttgttttctaatccaaaat gatgat agtaacaatacctatcacct aggaat act at gaggat aaaat gaattacctacatat 5390

5391 atcttaaaagagcct ct aaaacat aaaaagt act agcaaat ggt agccagt agagat ttgat acaattact at agttt gaat aaagtttagattctattcaaagtggtag 5500
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7481
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8031
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8361

8471

8581

8691
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9571
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10891

11001
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11221

11331

atttagcattattcttgtacttttcatggcttgttactcctaacatttatagggtacatagtctcattctgeattgtattcagactggecttgcat gt ggt agggagagg
aagt gggt ggt t ct acagcet agaacat gaaaggcct gt agcttttacccagat gt gtttcact ct at ctt gaact t gagat gccat gccaaaaaaaaaaaaagaaagaaa
gaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagagaaaaaat aaaat aaaaccc
aact at ct t gaggt cat gat gt t aagaagaact cacat t accccat ct t gagaagcct cat ggaagaaaagaaagat gccct ccat aaaagt caccttattt gt ggccct

at at at cat gccat t aaccct acaaaaact acagattt gt gaacctcatatatggttgctttcagttgtattattat aaaacatataacaattttatcagttttttctge
ttcttttttgtacatatttttatctatatgtaactgatggct cgagaggaact aggt gcagcat caaagaagcccaaaat aat aggcaaaagggt ggacaggt aaccaaa
at ggtt gt gt t caat ggggt agt t cagccct ct ggget ggagagt t cagggt at gccagcaagcaagccaggagggccct at aact ggt aggagcet gagggact cagaga
gaatttgtaggtcacagtctgtttctgctatgttaaataggcatctcagecttttgttcaaggtttgaaacctaagaataggacaactttgtgaggttgtttaccttcaa
cttttacctgggttctgagtcacagcatctttaacactgagctagtttaccatctctaactctcaatcttgtgegagttatctttttagtttacttggacaaagagtaac
gtttatacaaat aaact acagaat t aat at at aagcaaat at t at ggt t agaat aaggcaactt accct ct att gt ct at act gt gt agt at cct t caacaat t aagt ga
gtcaactccaaagtttttgttctcatgtgtttgatatcttttcttttttatacaatttgaaatgtagccagcatgtttacagat aaagattagatccagacctttcagaa
ttcatctgectgttgtcagcaacctttttttgtggtctgaagataactcagtagttatcattctttctgcagtgactgctcaagggcttccacctgtttcgeagtgttct

cttgtatttctttaagtgagttattaatgcccttcttaaaatcctctaccagcattatgagatatgattttaaatctgagtcttgettttcagGTGTGITGEGETATCCA
GGACTCGTTGAGGTGAAAGTGCTGGGT TCTGATGATCGgt gagecagt ct t ggt ct ct gt t agt aaaattcttatatttgectttcaccat ct ggt aat ct ct ggcatt agt

tgttatacctatctctggctggagtttgtttctcctataattctgttagectctgtcagcact cct gggagt ccaact ct ct cct gagt ct cagt ggt cagagt at cctc
tgctggecacct ct cct ct gat ggggaaggagt gcagat gt ct ggagct cagat ct gctt cct ggct gaagat ggect gt ct cagaagcet at gt t gctt ct gcagt ccge
aggttttcctgtgcagattggget ct gat ggacccaggat at aagat ggct ct ct ct cct gct caggcet gt t agaget gt ccct ggcaggeacct ct cct ct ggt ggggt

aggagcacaggggt ct ggcact cagat ct gct t cct ggct gaaat gat agcccgaaacggggt ct gt cct agaagct at gttgett ct gccat ct gcaggetttcectatg
caaact gggct ct gaaggact cagaat acaagat cagggattctcttttaattttaaaattattttaagaagtagcttggtcttcatgcagaact cct acaagt gggagce
aggggct gtt act gact t gt cacct gcctt t aacacact t ccgat caaccccggggt cacgggt gagt ggagcacagceat caget ccaaagaat cat ggagggtcttatg
cct gcagAACCCCGOCCGACCAGAGGCT GGGAT CTGT TCGGGT CCGGEECCACCCCCGCCAT CTTCCT T T TGAGCCCAGCAGAGGCCACT AAGGACT CCAGAGTGCTCTCC
ACACCACAGGGCATCAGGCTCACCTCGGGAACACGgE gagt ggaat gcaacaccagct ccaaagaat t gcggagggt ct t gt gccagceat t aat t ggaacaaaggaacc
ct gcaggaccagaggct gggat t cat t aaggt cagggccagt ccct ccat cct ct gt at gaacccggccaagggcat ct agggcaccagaggact ct ccat gccacagga
cccctaggacacccaggact t cct gat cacct gagagaacgt aggt gat agaagcaacaaaact t ct aggt t agggt cct gt caggget t cat cct cagccaggaggceag
agct gagacccagagcecct gggeacat tt ct t gccagaggagagt cagcct acagggagagt t ct gaccccagaagt caggaggt ggat cagagcet ccagact get ggag
accaacat ggaaagaggagagct t gcct gcagagagt gct ct gaccat t ggaact caggagagact t ggact accaggagt gct gacagaggct aaaagaat cacaggag
gat aaagct ccaaccagagacaact t gaacaat aacat cagagat ct ccagat ggcaaaaggcaaacat aagaat ct t act aacagaaaccaagaacact gggcat cat ¢
agaacccagt acgcccaccacaacgagt cct ggat accct aact cat ccgaaaagcaagaagcagat t t aaaat cat at ct cat gat ggt ggt agaagat ct t aagaacg
gcat t aat aact cact t aaagaaat acaagagaacact gct aaagaggt agaagccct t aaagaggaagcacaaaaat t cct caaggaat t acaggagaat act gct aaa
caagt agaagccct t aaagaggaaat acaaaaat cccccaaggaat t acaggagaacact gct aaacaaat agaagt cct t aaagaact acaggcaaacact gct aaaca
gat aggagaaacacaaaaat ccct t aaagaat t acaggaaat cacaaccaaacaggcaat gggat t gaacaat ccat ccaagat ct aaaaagggaaat agaaacaat aaa
gaaaacacaaagggagacaaat ct ggagat agaaaccct agaaaat aaat caggaaccat at at gcgaacat aagcaacagaat acaagagat ggaagagaaaat ct cag

gt gcagaagat t ccat agggaacat ggacacaacaat aaaagaaaat gc gat cct aact at ccaggaaat ccaggacacaat gagaagaccaaacct ac

agat aat aggagat gagaat gaaggt t t t caact t aaaggaccagcaaat at ct t caacaaaat t at agaaggaaact t cccat acct aaagaaagagat gcccat gaac
at acaagaat cct acaaaat t ccaagt agact ggaccagaagagaaat t cat ct ggacacat aat aat cagaacaacaaat gcact aaat aaaaacagaat at t aaaagc
agt aagggaaaaacgt caagt aacat at aaaggcagacct act agaat t act ccagact cct caccagaaagt at gaaagccagaagat cct ggacaggt gt t at acaga
cact aagagaacacaaat gccagcccaggct act at acccagcaaaact ct caat t accat agat ggagaaaccgcagt at t ccat gacaaaaccaaact cacacaacat
cttcccat gaat ccagecct t caaaggat aat aaat ggaaaacaccaacacaaagat ggaaat t acaccct agaaaaaggaaggaagt aat gct t t aacaaat ct gaaag
cagagagccacaagaacagat t cccat t t aacaacaaaaat gacaggaaacaccaattactattctttgatttctcttaacat ggact caattccccaat aaaaagat at
agact aacaaact gact acacaaacaggacccaacat ctt gct gct t acaagaaaccaacct cagt gat aaagacagacact acct cagagt aaaaggct t gaaaacaat
tttccaaaaaaat ggt ccaaagaaacaagct ggagt agcgat t ct aat at ccaat aaaat t gact t ccaacacaaaaaagacaaggagggacact t cat act cat caaag
gt aaaat ctt ccaagaggaagt ct t aat t ct gaat at ct at gct gcaaat gcaagggcagccacat t cat t aaagaaact t t at t aaagct caaagcacacat t acacct
cacacaat aat agt gggagact t caacacccaact t t gaacaat ggacagat ct gggaat cagaat ct t aacat agacacat ggacact aacagacat t at t aaacaaat
ggatttaacagat at ct acaaaacact tt at cct aaaacaaaaggat at accct ctt ct cagcact t cat ggt at ctt ct ccaaaat t gaccat at at t t ggt caaaaca
cgggcct caacagat acaaaaat at t gaaat cat cccat gt at cct at cagat caccaaagact aaggt t gat ct t caat aacagcat aaat act agaaagccaacgttc
acat ggaaact gaacaacact ct act aaat acct t ggt caaggaggaaat aaagaaagaaat t aaagact t t t t agagt t t aat gaaaat gaagccacaacat acccaaa
cttat gggacacaat gaggcagt cct aagaggaaaagcat agccct gagt gt ct cccaaaagaaact agagagagceat acact agcagt ct gacaacacat ct agaagct
ct agaat gaaaggaaggaat t t cacccaagagagat gt caggaaat aat caaaat t at ggct gaat acaaccaagcggaaacaaaaagaact at t caaagaat caaccaa
accaggagct ggt t ct t t gagaaaat caacat gat acat aaacaat t t t ccagact aact agagggcacagggacagt at cct aat t aacaaaat cagaaat aaaaaagg
agacccaccaacagat cct gaggaacaccacgacat cat cagat cct acgacaaaaggct at act caacaaaact ggaaaacct ggat gaaat ggacaat t t cct agaga
gat accaggt accaaagt t aaat caggat cagat t aacgat at t aacagt cccat cat ccct aaagaaagaaaagcagt cat t aat agt ct cccaaccaaaaaaagccca
gaaccagat gggt t t agggt agagt t ct at caggcct t caaagaacacct aat t ccaact ct ctt caaact at t ccacaaat t agaaacagaaggt act ct acccaattc
attctat gaagccacaat t act ct gaaact t aacct cacaaagat ccagcaaagaaagagaact t cagaccaatttccctt at gaat at t gat gcaaaaat act caat aa

aat cct t gcaaact gaat ccaagaacacat caaaacaat cat cct t cct gact aagt aggct t cat cccaggggt gcagaaat ggt ct aat at at ggaaat ccat caaca
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t aat ccact at at aaacaaact caaaaacaaaaacacat gat cat ccttttagat gct aggaaagcat t t gacaaaat ccagcacccct t cat gat aaat gt cat gt aaa
gat caggaat t caaggcccat acat aaacgt aat aaaagcaacat acagcaaaccagt agccaacat caaact aaat ggagagaagct ggaagcaat cccagt aaaat ca
t ggact agacaaggct gcccaccttctctctaact attcaat at agt act ttaagttct agccagagcaat t t gaaaacaaaaggagat caagggaat acaaat t ggaaa
ggaagat gt caaaatttccttctttgcagat gat at gat agt at at at aagt gaccct aaaaat t ccaccagagaact cct aaacct gat aaacagct t cagt acagt ag
ct agat at aaaat t aact caaacaaat cagt gacctttct ct acacaaaggat aaacaggat gagaaagaaat t agt gaaacaacacctttcacaatt gt cacaaat aat
at aaaat acct t ggt gt gact ct aact aaggaagt gaaagat ct gt gt gat aagaact t caagt ct ct aaagaaagaaat ct aagaat at ct cagaagat gggaaagat ¢
tcccat gct cat ggat t ggcaggat t aat at agt aaaaat ggct at cct gccgaaagcaat ct at acat t caat gcaat ccccat caat at cccaact aaattcttcact
gagt t agaaagggcaat t t gaaaat t cat ct ggaat aacaaat cacct aggat agcaaaaact at t ct caacaat aaaagaacct ct gct gt aat caccat gcct t acct
caagct gt act acagagcaat t gt gat aaaaact gcat ggt act ggt acaacgacagacaggt aaat caat ggaat agaat t gaagaccaagaaat gaact cacacacct
at ggt cact t gat ct t caacagt gaact aaaaccat ccagt ggaaaaaggacagcat t t t caacaaat gt t gct ggcacaact ggt ggat at cat gt agaagact gagaa
ttgatccattcttatctccttgtacaaat ct caagt caat gt ggat caaagat ct ccat at aaaaccagagact cagaaat t t at agaggagaaagt gt gggaaaat tcc
t aaacagaacagcaat ggcct at gct gt aagat caagaat caacaaat gggacct ct t aaaat t gcaagct t ct t cggt gaagt agct ggat at aaaat t aact caaaca
agt caat ggcctttct ct acaaaaagaat aaacaggct gagaaagaaat t agggaagcaacaccat t ct caat agt cacaaat aat at aaaat at ct t ggcat gactcta
act aaggaagt gaaagat ct gt at gat aaaaact t caagt ct ct gaagaaagacat t aaaacagat ct cagaagat ggaaagat ct cccat gct cat ggat t ggcaggat
caacatt gt aaaaat ggct at ctt gccaaaagcat t ct acagat t caat gcaat ccct at caaaat t ccgact caat t ct t caacgaat t agaaagagcaat ct gt aaat
tcgt ct ggaat aacaaaaaaat ct aggat agcaaaaact ctt ct caaggacaaaagt acct ct ggt ggaat caccat gcct gacct aaagctttact acaaagcaatt gt
gat aaaaact gcat ggt act gct at agt gacagacaagt agaccaat ggaat agaat t gaagat gcagaaat gaacccacacacct at ggt caat t gat ct t cgacaagg
gagct aaaaccat ccagt ggaagaaagacagcat t t t caacaaat ggt gct ggcacaact ggt t gt t at cat gt agaagaat gcgaat t gat ccattcctatctccttgt
act aaggt caaat ct aagt ggat caaggaact t cacat aaaaccagagacact gaaact t at agaggagaaagt ggggaaaagcct t gaagat at gggcacaggggat aa
at t cct gaat agaacagcaat ggct t gt gct gt aagat cgagaat t gacaaat gggacct cat gaaact ccaaagct t ct gcaaggcaaaagacaccgt caat aagacaa
aaagaccaccaacagat t gggaaaggat cttt acct at cct aaat cagat aggggact aat at ccaat at at at aaagaact caagaaggt ggact ccagaaaat caaat
aaccccat t aaaaat ggggct cagagct gaaaaagcat t ct cacct gaggaat acggaat ggct gagaagcacct gaaaaaat gt t caacat cct t aat cat cagggaaa
t gcaaat caaaacaaccct gagat t ccaccacat accagt cagaat ggct aagat caaaaat t caggt gagagcagat gt t ggct agcat gt ggaaaaagaggaacact ¢
ctccattgttggt gggagt gcaagct t gt acaaccact ct ggaaat cagt ct ggaggt t cct cagaaaat t ggacat agt accaccagaagat cccacaat acct ct cct
gggcat at at ccagaagat gt cccaaccggt aagaaggacacat gct ccact at gt t cat agcagect tatt t at aat agccagaagct ggaaagaacccagat gecccct
caacagaggaat ggat acaaaaaat gt ggt acat t t acacaat ggagt act act cagct at t aaaaagaat gaat t cat gaaat t cct aggcaaat ggt t ggacct ggag
ggcatt at cct gagagaggt aacacaat cacaaaagaact caaat aat at gt act cact gat aagt ggat at t agcccagaaact t agt at agagagat at acggt acaa
tttgcaaaacacat gaaact gaagaagaacgaagaccaaagt gt ggacactttgccccttcttagaatt gt aaacaat cacct at ggaaggagt t acagagacaaagt tt
ggagct gagacaaaaggat ggaccat caagagact gccat at ccagggat ccat cccat aaat t cgcct ccaaat gat gacaccat t gcat acact agcaagegt t t ggt
gcaaggt ccgt gat at agccgt ct ct t gt gagact aggccggggect aacaaacacagaagt ggat gct cacagt caact at t ggat ggat cacagggcccccaaggagg
agct agagaaagt at ccaaggagat aaagggat ct gcaaccct at aggt agaacaacatt at gaact aaccagt accct ggagct ctt gact gt agct gcat at gt at ca
aaagat ggcct agt aggccat cact ggaaagagaggcccact ggacaggcaaact tt at at gccccagt acaggggaat gccagggccaaaaaat gggaat gggt gggt a
ggggagt gggggggggt gt aggaggct t t gggat agcat t ggaaat gt aat t gaggaaaat acat aat t aaaaaaaaagaaaagaaaat agcaaat gat aaaaaaaaat t
gcaagct t ct gt agggcaaaagat act gt caat aagacaaaaaggccaccaacagat t gggaaaggat tt t t accaat cct aaat ct gat aggggat t aat at ccaat at
at acaaagagat caagaagat ggact ccagaacagagct aaacaaagaat t t t caact gaggaat accaaagggct gagaagcact t gaaaaaat gt t caat at cctt aa
t cat cagggat at gcaaat caaacaaccct gagat t ccacct cacaccagt cagaat t gct aggat caaaaat t caggt gacagcagat gct ggt gaggat at ggagaaa
gaggaacact cct ccat t gct ggt gggat t gcaagct ggt acaat cact ct gaaaaacagt ct ggt ggt t cct cagaaaact ggacat agt act act act agaccagcaa
tacctctcct gggcat at acccagaaaat gt t ccaact agt aat t at gacacat gt t ct act at gt t cat agcagccct at t t at aat aaccagaaggt ggaat gt accc
aacat aggaat gaat at agaaaat gt ggt acat t t acacaat ggagt act act cagct at t aaaat caat gact tt at gaaat t ct t gggcaaat ggat at at ct ggaaa
at aacat cct gagggagggaacccaat ct caaaaaact cactt gat at gcact cact gat aagt ggat at t agcccagaaacct aaaat acccaagat acaact t ccaaa
acacaagaaaat caagaaggaagaccaacacat ggat acttcattcct cctt agaat acggaat aaaat at ccat t gaaggagt t gcggagacaaagt t t ggagct aaga
cgaaaggt t agact at ccagagact gcccct cccggt ggt ccat cccat aat cagccaccaaat gcagacact at cgcat at gccagcaagat t t t gct gaagggaccct
gatatat ctctctcctgtgagactttgccagt gact ggcaaat acagaagt ggacgctt acagt cat ct at aggat ggaacacagt cccccaat at aggagt t agagaaa
gt acccaagagct gaaagggt ct gcaacccaat aggt agaacaacaat at gaact aat ct gt acccccagacct t gt at ct ct agct gcat at gt aacagaagat ggcat
agt t ggccat cat t gggaagagaggcccct aggt ct agcaaact t t at at gccccagt agagt ggaacaccagggccaagaaat ggaagt gagt gggt aggggaacgggt
caggt ggaaggt at aggggact tt t aggat agcat t t gaaat gt aaat gaagaaaat at ct aat aaaaat gt gggagaaaaaacattttctccttttgggctgtcttgtc
t agagt caacaggagaggct at gccgagact t act acaacct gat aaaccagagct gat t gat at ct gt gggt gacccccct tt ct gaagagaaagagaggaggagt gaa
t ggggagagaggaaggaat aagaggagaggagggagagaaaact aagt t t gggt at aagat t aat t aat t aaaat at aaaaat gaaaaagt acgt t gagt t at aat gt aa
ttacatcatttcctcttttctttttttcccctctaaactctcccatttacccagettttactctctttcaaatgcatggeatctttttcttaatgtgtgtgtgtatacat
gtgtgtgtgttcataatatatgttatatattataatatcatatattatgcatgtgtatatatatttacatataccacatacacacacacatatatatattctaggctccc
cgaaaaacagct acct agcact agct t gctt ct ct gcct gccagat agagcaaggaact agacat at aagaact act cagct ggcattcccecctctgtctcttactctta
ctctcectcgecttcaccectgtcatttacacttactgtccctcacccttccecctceccecctecatcettetcetatttct tectcacgttcccageccaatctettttggtcce
tctctctctectttctacccttctttgtcectctttctctgect ctaccectttcgaggtaagttctctgetcectgactccctacccccagt act att at at at at at at

atatat at atat at attat aaaatacccttttatactaggcct gt cacatgtcaatttttcctcaggggat aatgttgtgctagaat gttgt gct aagggact ccatctc
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11550

11660

11770

11880

11990

12100

12210

12320

12430

12540

12650

12760

12870

12980

13090

13200

13310

13420

13530

13640

13750

13860

13970

14080

14190

14300

14410

14520

14630

14740

14850

14960

15070

15180

15290

15400

15510

15620

15730

15840

15950

16060

16170

16280

16390

16500

16610

16720

16830

16940

17050

17160
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Anhang

17381

17491

17601

17711

17821

17931

18041

18151

18261

18371

18481

18591

18701

18811

18921

19031

19141

19251

19361

19471

19581

19691

19801

19911

20021

20131

20241

20351

20461

20571

20681

20791

20901

21011

21121

21231

21341

21451

21561

21671

21781

21891

22001

22111

22221

22331

22441

22551

22661

22771

22881

22991

23101

23211

actgaagtatattgcatttttttaagacacaacaacccat gttagtat ccaacaaaagagctt at gct gagaacacccaggagaggct t cat acacacgaaatggtttta
aaat acact t gaacaat t acacat gat gaaacat t agt aat t cacat t t ct agcaagacagct gat gat t t ct aaggt caggacacaaacaaagct aact acaatttgtt

cccccacagAGCCAT GGCAACAGCAAAGT GT TTCACT GATGAGCCT CAGCT ACAAAGCAGAAGGAAGCACAAT CTCCAGGAGAT GCTGACAGAAGTGCGACTGTCTGT TG
ACTACTGGT TACCTAAGCT TCAGGAAGAT CTGGGT GTCACCT CGGCCCAGGCCT TACAATAT TTAGACAGGAAT GACCT CCAGAAGCT GAAGT CCCAGACAACACACACA
TGGGAGAAAAGGGECGCT GGAGAAGT TACT GGACT TCT CACAGCCAAACAGT GT TGCAGAGCT ACAGGAGACT CCAAGGCGAGAT GAAAAAGAACAGGCAGAGGECAGGCAGG
ACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGT GAGGAGAAAAGAAGCAGAGCT GAGACAAGCAATGGAGATACCTGAGG
AGT GCTGGCCAACGGCT GAAGT GT CCCTAAAAGACAT CACTGAAATAAT GGAGAGACAT CTCAGT CACAT GGAACGGACCCTGGCT CACAGT CCAAACCT CTCAGATGGA
GACCT GGTAAGAT GGGCAT CTGGAGGGCTGGECTCTGCAGGGAAT TTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCT GATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACT CAGTGTCCCTAAGCA
GTTCTCACTTGT TGGCCCAGAACAT GGCACCGAAAT AAAAACGATGGAAT TTTCTACT TTTCACGAACAAGCCATGT TTACAGAGACTATAAAGATGATGGGT TTCAGT T
CAACCTCCTTGGT TAAAGGCGAAGCGAT GGCGAT TTAGT CTAGAAGCT GGTATAGAT CAAAACGAACAGACAGCATCT GAGAATACACACCAAT CCCAT TCAGAGCAAACT
TATTTTTGCTCAGCCAGGT TCAGCTACATCCCAT TGBCCACGT GCCATTTTCACATCAATGATCT TGAACTCTCCAATGCT GCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGA
ACTCCTGGAGCAGACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCT TACT AAGGCACAGGEGCTGAAAACT TTTTCCATAGGT TTGGECTCTCATGCTAACCAAGECCCTCTGCAAC
TGGGTGGAATCTACT GCTGGAAAGCCAT TTCAGAAGGT TTCAAAAGT GAGCACT TGGCT GATGT AAAGCAGCAAACAAGAGAGT CTTTGAATAT TTACAT TATGGGCAGT
TATAGTGGCTTTGGAGT TAAAGT CGGT GCAAGT GT TAATATAGCAAACT CAAAT TCAGAAACAGCAT CATTCAGT ACAACT CAT CTACACT CTCAAACCAAGGT ACAACT
ATCTGTAGCCCAGATAGGT GGACCAGCAGAAGCAGAT GGAAT TGCCCAGT GGACAGCT GBCCT TGTAGT TAGCAATCAAACCT GGTCTGT CAT TGATAGGGAACT GCAGT
TGGTACCTATTTGGGACATCATCCTGT CTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCT TCAAGT GGCTAACT GCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACT GAACTAGAT
GCCCAGAT TCAAGAGGGGGAAGAAT TTCT GACT GCTAGAAAAGAAGCTAAGCT TTTCATAGAGGAT GTGAAATGCT GGGAGGT TTCTGATCCTGAAGAACAACT TACAAA
GTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATAACAT TTGGAT TAATACATGT CTCACT GAT TGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAA
AGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGT TTATTAAATCTCAGT TGTGCATCCTTCTAGAACCT CATGT CTACAAAGT TACAAACTTTCCTGAGGCACACTCC
ATCATACAGT GGATCAAT CAGT CAGAGT ATGGGGAAGAGCAAGT CAAAATCACCT CATTTTCTGAAT TCATTAAGACCT TAAAGAAAACCCACAAATACCT GATGGAAGT
GAATTTCAAAAAT GAGGCCCCAGAAACAGT GGAAGAAGCAGAAAGAACGGECTACATAT GAGGT CACCACAGCT CTCAGCTCCT TCTTGAAGTACCTCAAAGAAACAGAAC
AGCCAGACATGCAGCTGCTGCTGCTTTCCAT TGCAGCT GGTGCAGGCTATCAGT TGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCT TCTGGGGTGTGATGAGT TAAACTTCCTCTTG
GATCAAATGCAAAGT AACCAACACAAATACCAAGAGCT TAAAAATAT TTGCAACT ACAGAGCCCAGCCAT TCCTGGT GCTCACAGCT CTAAGAACCACAGT TGAAATCAC
AGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGT TTGGCAT TAAT TAAACAACATAT GGGGACACT GT TGT CTGAAGAAGT TGCACAT GT TCTCACAAAACAT GGAGAACATC
ATGACTGGGAAAGT CTGGAGAAT GATTTGAGACTACT CAT TGAGGGGGACT ATAAAGCCACCACCCAT TACT TACAAAT GGAT GAGGTAAAAAAACAAT TGCAAAGTCTC
TGCCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGT AAT GAAAACAT CACAAAAGGAAT GATAGAAAAT GGACCT TTCCTGAAAT TACT CCAACGT CTAGGCCTAGACAA
TTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCT GACT TCCATCTGATCTATAAGACCT CTGT GTACAAT TCACAGCCAAGGT CTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAA
AGCTACTGATGT TGGAT TATGGGT TCAGACAT CTGATAGT CAAAGAT GATGAAAACAT AAAAAAACAAAT CTCCATAGGT TCCT CCAAT CACGAAAAT GAAGATAT TGAT
CCATATGACGATGT CATTATAGACAATGATAGT CCTGGCTATCCT TCAGCCACT GAGT CCTGGCCCCACAT TCACCCAT TGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGC
AGATGATCTTACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACTCCCCCT TGTGGTACCAAATCCCAACACT TCTCAGATTGAATTTTATCTTTGGT
CTCTCAGACAAAT TAGGAAAAGT TGGCAAGAT GCAAGT AAAT CTCCACAGGACAAGAGCTACAGT CACAGAAATCAGCAGATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCC
TTCATTAGAGT TGGAAATGACCT CTCTGCT TCCAAAT CTCAGATCATGAACT CTCTTCT CAGTAAACGT AAACAT GACGT GTTTTTTCACAGACACT GCAAAGGAAGCAA
CAAACACTGT CTCCTGATGCAGGGAGT GGTGGAAATCTGCTGGT TCTGT CCTGCCGECCAAGGT GAGGACACGT TTGAAAATTGTCTGACCT TCACCAGT CTTCATGGAG
ATGCAAAGGAACACACCCAACAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGT CAGT TTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGTCAGA
CACCTCTGGCAGTCATCAACACCT TTGATCTGCT TGAT TGAT GACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACT TCTGGTAAAAGAAT GAGAAT TGGCATCAAGAATAGAAATGA
GGCAGAATTAACAGAGGAGCT CACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCT CTCTAACACT GT TCTCAGT TTAGAGGACT GT TCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCA
TTATTGATGAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCT CAGACT GTAATGBCCCTCCTGGAGGAATACAAGT TATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCC
CTTCAAGGACAACT TTGGCACCT TTGGT GTAAGAAAGACAAAGAAT TCTAT CAT CT GAGAGAAAAGCCCGAAT CCGAGCAT CGAACAACACAAGAGT GAGATTGAAACACA
TAAAAGAAAAAT TCGACGT CAACAGT TGGAAAAAGCCT TTCCTCTCAATGAT TTAATGCGCTCTGT TCTCGAACT CCTCCAAGACTAT TCAGAAACACATAACAAACTCT
ACGTTTTGCAGT GGCTCACTCTGT TTTTTGACAACCT GACAATAGAT CACCT GGACAAAT TACAT GAAAGGCAGAGATCT TTGT GGT TAAGGATACAAACAGAAAAGCAA
AGAGCACAGAAGAGCAACT CTGT GCAGAATCAGATAGAAGCCAT CTCCACAGAGATTCATAACT GTACT TTAGGAAT TGAGCACCT TCTCCGAGAAGT TGGCCAGATCTA
TGAAGCTCTGGAAGAAACT TCCTCCTCTAGAGATAGCCT TTTTCTCTGCCTCCCT CAAAT TGCT GCAGACCT GATGATAGCTGGT GT TCCCAT TGAGCT GATGGACGEEG
ATGCTTCATATGT GCCTCTAAAGT GGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGAT CACAGAGAAAGT TGGAGACAAAAGCCTGT TTGT TCTCTCTGT CCT TGGCCTGCAGAGCTCA
GGGAAGTCTACCCTACTGAAT GCCCT GT TTGGCCTACAGT TCACAGT CAGT GCAGGCAGGT GTACCAAGGGEEGCCTACATGCAGCT CCT GAAGGT GGAAGAGACATTCAC
AGAAGAACTTGGCTTTAATTATGT GCTTGI TATAGACACAGAAGGACT TCGAGCT CCAGAACT CAACAACAAAT CCCAGAAT TGBGACCATGAGT TGGCAACATTAGTCA
TTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTT T TGGGGAGAAT CCCTCAGACAT TCAGGACAT TCTACAAATAT CTGT TCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGT GAAA
ATCTCCCCCAGT TGCCTCT TTGT CCATCAGAAT GT GGGAGAAGT TACAGCAAAAGACCAAACT AT GGAAGGACGGAAGAGACT GGAGCAGAAACT GGATGAAATGACTGC
ATTGGCTGCTGAGT TGGAAGAGT GTTCCAACATAACCCGCT TCAGTGATGTAAT TAAGT TTGAT GCCAAT CGACATGT CTACTACT TTGCTCACCTATGGGATGGCAATC
CCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAAT GTCCAGGAACTAAGGAAT GAAAT TCT TTCAACT GCCCAGCAGGAAT CTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCA
GATTTCAAATTCAGAGT TCAAGAT TTGTGCGAAAGCCCT TGT CAGT GAAAACT TCAT TTTCAGT TTCAGGAACACCCAAGAGGT CATAGCCAT GAGCAAACT GGAAACAAA
GTATAATGAAT GGACCT GGGAGCTAAGGAGT CATGT ACTGGACT TACAGAAT CAGCT TGACAAT CAGAT TCAAAAT GGAAAAAT CCTGACACT CACATCTAATTTACTAG
AGGAACCACT TAGCAGGAAACT TAAAACCATCAAAGAAGAAT TTGACAAATAT TTTGAAGAAGACCCAGAT TGT GAAATAT TGGT TCAGT GGAAAGCAAATTTTGAACAC
AAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGT CTTAAAAATAGCCAAGAAATACT TGATAACCAAAAGT CACAATA

TGAAAATCAGT TGT TAGAGAGGAGCAGAAAGT TAGCT TTAAAT TTGAAGGGT AAGGAAT TAAGT GAT GAAGAGT TGCATGAGAAAT TCAGGCAACT TTGGACAAGT TGGA
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17490

17600

17710

17820

17930

18040

18150

18260

18370

18480

18590

18700

18810

18920

19030

19140

19250

19360

19470

19580

19690

19800

19910

20020

20130

20240

20350

20460

20570

20680

20790

20900

21010

21120

21230

21340

21450

21560

21670

21780

21890

22000

22110

22220

22330

22440

22550

22660

22770

22880

22990

23100

23210

23320
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23321

23431

23541

23651

23761

23871

23981

24091

24201

24311

24421

24531

24641

24751

24861

24971

25081

25191

25301

25411

25521

25631

25741

25851

25961

26071

26181

26291

TTTATGATGTATCTTCCAATGT TCCTCATGT CACAGAGCCTAACAT TGATTTGGACT CTGAAAATAT CCT TCTGGAATAT TTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGA

CTAAAAATAAAGT CTCAAGGAAAGT TTGAAATCATGTATGACAAACATAT TCAAATGAAAAAGAAATACCT TTTACT TAGAAAGAGT TTAGAAACCT GTCATGT TGAATC

CATCAAAAAGACAACCAACAACAT TCAGT TAAAAT TTACAGAAACACT TACAAACAT T TGGAAACAAAAGCGT GATTACAGT CAGAAT TACTTTCATGAAATCT TGAGGA

TCATAGAAAAT GAGCTGAAAT CTGAACCCT GT GAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACATCATTGACT TATCCT TGTACT TATTCCAAAGAGCATCCAAGCGATTTC

AAGAAAAT GCACGCGGCAT TCAAGACT GCAAAT GACCCT GT GAACT ATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCT TTATGAGT TTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTC

AATCACTTCCTTTGT TGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGT CAGCATATGGAAAATAAT GGT TCAAAAAAT AGCT GGAGACAT GCGAGCCACCTGCC

CTGAATTCAAT GGAAACAGAGCTAACCTGGAGATACATAT TCTCTACT CTCTAGCAGAAGAAGAAAAAT TTGATAAATACT GGAAATACAT TCAAAAGCCAGAGGAATTT

TTCAGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACT GT TCAGAAAAAGAGAGT GAAAAAATAAAAACT TTTTTAAACATAAGCT TAGGT GACATCAAGAATACTATCCT

GTCTGCCATTCATAACT CCACAAAGGT AGCT AAAGCT AAAGGCAGCACT GCATCTCACT GGCTGGAT TTGT TCTGT GACCACCT AGGGAGCAACCT GGT CTTCCCAAGGA

AAGACCT GGT AAGCATAGAGCA CCAGGAGCTAAT GGATACT GAGT TCCT CAAAGAAGCCAT GAGCAAAGCT TTGGAT CCTGCAAT GAGGGAAGT AGAAGAGGATTGT TCA

AGTAAGCACATAGATGAAATTGT TCCTGACAT TGAGAAAAT TCTCTCTGAACAT CTCTGT GGCTGT TGGAAACAGT GTCCTTTTTGTAAGGCAAT TTGTACAAACACCAT

TCCCCAGCAT GAAGGAGACCACAGT GTGCCAT TCCACCGT CCTCAGGCTGT CAGT GGT TGGCAT TGGCATAAAACAGACCAGT TCCACATTAATGT TTGTACTAGTAGT G

TAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCT TCCGGGAAT TCCCAT TCAAGAAATAT CGAGAAGCAGGAGGT GATTAT GCCACAT GGAGCAT CACCCCAGACT CATCT

ACCCAGCCATATTGGAAATGGT TTGT CTGT CATTTCAGATCAAACCTAGAAGAGAAT TATGGCAAAAAAT TTACAGGGAAAGGTAGT CTTCCAGAT TTATGGACCAAAAT

CACAAAGCAAGAAGT CCTGAAT GACT TAAAAAAAT AAT AACT GCCACAGACAGAACACT AGAT GGGCCACAGAAAT TTTACT TCAGCCAAGGGAGCCTAAT GGAGAACAC

CATGCAGGAGGATCTGCAGTAGACAT TTGAGCT TCCTCGATAT GBCCCACT CTAT TGGGCAATTTTTCTGCAGACCAATATGAAGT TAAACT TTCATAAAATAAGACTGT

TTAGATGAATTAATGATTTTATAGAATTTCTGAGT TGATTTAAATAGT TTTAGGCACTAGGGT TAATGATAGAAAGT TTAAGGAGATGGCTTAATTTGT TCTGCTAAATA

GATATGATAAAGT TAGAAT TAAGAGCAGAAT GT GACCT TTCCCT TGTAGGATAAT GAGAGCTACATAGGT TTGAAAAGGAGTACAGT GAGCT TTCATGCAT TGCAAGT AT

GTGATTGTACT TGGAAGAAGAAAAT AGGCT TGGGACAAGT TAATGCTCAAAACAT TCATTCTAGGT TGGGT CTGAGT TCCTGGATTTTGTGATCTAGAGACATAGT CACA

GGTTTTGGTGGGCACCATAAAAAGGCAAGGT AATAAACAAGGAGT AAAT AATT CGAT TATTAGTATAGAATAGAGAATAGAT GATTCTCCAGTATAGCTGAACAAGACTA

CAAAAAT AAGAT GTAAGAGAGAT TGT TCCTTCGTAAATACAGAT TGAT CACCATCTAAGCATAT GGAAAACT TGCTACT GTAGACT TGECTTGCTTAAACATTGT TAATC

AATAACAAAAAAATTATAGCTTTAGGT TTGCTATGGAGAAAAAGAT GAGAGAACGT TAGAT GAGAAATGCT TAGGTATGAGT TTCAAAAGAGAAATACACAATCAATGCT

CCTGTTGTAATCTCTTGTGTGATGATTTTATTGTCTTATTGAAGAACATGTGTTTTGTGATTGTTTTTAGAAAACT TGCAACT TATGGCTATGAAGT AATTTTTGTCAAA

CATAGAGAACTTTGT CTTAGATGGTGT TAAAAGGCTAAGAGAACAAT AAAGAT GT TAGAGCTCCTTGT TGGAGCT TGCT TCATCCTCCAAGT GTATGAGCATGT GCCAGC

TTTACATTGTATACAAT CACACATGCCCTCTTTGGAT CATTGACATAGCTAGT CTTCAACATCCTCATACAAAT TGAAGT TGCAT TATAAAT TAAATAAGT AAAAATAAA

TTAGCTACTATTGCAAGACT TGAAGATTTTCTATGAAAATGATTTTACT TCTCTCTGATTTATTATCTAATGCTTTATTCATATATACTAAATATGT TAATGATCTATTG

TTTTGATTTTTTTTTITTTTGCTTTGGTTGT TTTCTGTTTTTGT TCTTATGGAAGAGTATTGT TCTCCTGTATTTCTTATTTTTTGI TTTTTATTGITTGITTTGITTTTA

TTTGAAAGAAATAAAAATAATAGTAAT 26317

23430

23540

23650

23760

23870

23980

24090

24200

24310

24420

24530

24640

24750

24860

24970

25080

25190
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25410
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25630

25740

25850

25960
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Vergleich der Nukleotidc und vorhergesagten Proteinsequenz der humanen genomischen DNA
mit der CDS von mVLIG-1 CDS. Dargestellt sind die beiden mit der VLIG-1 CDS Uberlappenden
ORFs der humanen Sequenz. Stopp-K odons sind mit einem * gekennzeichnet.

hVLIG1 Fr.1 1 ATGGCCACAGGAGAGCACACCCCT GAT GACCCT CT GCT CAGAGGCAAAAGGAGGCAAGACCTCCAAGAGAT GCTGAGAGAAGT GEGCCTG 90

M ATGEMHTWPDDZPLLIRGKRRQDLQEMLIREVGL

mLIG1 CDS 1 ATGGCAACAGCAAAGTGTTT CACT GATGAGCCT CAGCT ACAAAGCAGAAGGAAGCACAAT CTOCA GGAGAT GCTGACAGAAGT GEGACTG 90

MATAKZ CFTWDEWPQLQSRRKHNLQEMLTEVGL

LY/ e R = i e e T 1

hVLIG 1 Fr.1 91  GATGITGAGTACTGGTTACCCAAGCT GCAGGAACACCT GGGT GTGACCTGT GCCCAGGCCT TACAACACCTAGACAAAAACAACCT CAAG 180

DVEYWLUPKL QEHLGVYTU CAQAL QHTLUDIKNNIL K

mLIG 1 CDS 91 TCTGT TGACTACTGGT TACCTAAGCT TCAGGAAGAT CT GGGT GTCACCTCGGCCCAGGCCT TACAATATT TAGACAGGAAT GACCTCCAG 180

SVDYWLZPKLG QEDTLTGVYTS SAQALG QYLTUDRNDTLRQ

AVLIG 1 Fr.2 1  ccceeiemeeeaceiicecccceaccsecccceccccccec-cseccccceeccccesmcsceec-cccecccceaeanceenannx 1

hVLIG 1 Fr.1 181 AAGCTGAAATCCCAGACACAACATCCATGGGAGA: ------------- AAGCTGCTTAA 225

KL KSQTQHUPWE K A A *

mVLIG 1 CDS 181 AAGCTGAAGTCCCAGACAACACACACAT GGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGT TACT GGACT TCTCACAGCCAAACAGT GITGCAGAGCTA 270

KL KSQTTHTWEIKRALEIKTLLDTFSOQPNSVATE/L

hVLIG1 Fr.2 1 = ------- AATCCCAGACACAACATCCATGGGAGA: - - - - - - ------ - AAGCTGCTTAAT CTGTCACACTCAAAAAGT CTTTCAGCGTTA 69

N P R HNI HGR K L L NLSHSIKSL S AL

mVLIG 1 CDS 271 CAGGAGACTCCAAGEGAGAT GAAAAAGAACAGGCAGAGGECAGECAGGACAAGCACT GCAGECT CTGAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAG 360

QETPREMKIKNROQRQAGOQAL QALKALQSEGHK

hVLIG 1 Fr.2 70  CAGGAGTCTCAGGTGGAGAGGGCAAAGAGAAAGCAGAAGCAGCCAGAACAGGCACT GCAGGAGCTGAGGEACT TGCTGACAGAAGGGAAG 159

QE SQVERAKRKOQKQAE QAL QELRDLIULTE GK

mVLIG 1 CDS 361 CACAGAGAGGAAGAGGCAGT GAGGA GAAAAGAAGCAGAGCT GAGACAAGCAAT GGAGATCCCTGA GGAGT GCTGGCCAAGGGCTGAAGT G 450

HREEEAVRRIKEAELROQAMEI PEECWPTATEV

hVLIG 1 Fr.2 160 CAGAGACAGGAAGAGGCAGIGAGGA CAAGAGAAGCAGAGCTGAGECAAGCAATGGACATOCCTGAAGAGT ACTGGCCATGCCCTGAAGAG 249

QRQEEAVRTREAELRQAMDI PEEYWPSPEE

mVLIG 1 CDS 451 TCQCTAAAAGACATCACT GAAATAAT GGAGAGACATCTCAGT CACAT GGAACGGACCCTGGCT CACAGTCCAAACCT CTCAGATGEAGAC 540

SLKDI TEI MERHL SHMERTILAHSUPNLSDGTD

hVLIG 1 Fr.2 250 CCTCTAAGSGAACTCATGGAAAACCT GCAGAGACAACTCAACCTCATGAAGT GGACACTGT GCCACAGGCAAAACCT TCCAGATAGAGAT 339

PLRELMENLI QRQLNLMKWTLCHI RO QNLPDRTD

mVLIG 1 CDS 541 CTGGTAAGATGGGCATCTGGAGEGECT GECT CTGCAGEGAATT TATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCTGA T T CAGAAGAGAGAAGAGCTA 630

LVRWASGGLALQGI YKTNHPRSTILI QKRETEL

hVLIG 1 Fr.2 340 GIGGTGAGATGGGCATCTGGAGGEECTGGICCT CCAGGGAATTTACAAAGCCAGCCACCAAAGGGECCTGA CAGAGAAGAGAGAGGAGTTG 429

VVRWASGGLALOQGI YKASHAOQRGLTEJZKRETE/L
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631

430

721

520

811

610

901

700

991

790

1081

877

1171

967

1261

1057

1351

1147

1441

1237

1531

1327

1621

1417

1711

1507

1801

1597

1891

1687

1981

1777

2071

1867

2161

1957

2251

2047

2341

2137

2431

2227

CTCAGT GT CCCTAAGCAGT TCTCACTTGITGGCACAGAACAT GBCACCGAAAT AAAAACGAT GGAAT T TT CATCT TTTCACGAACAAGCC 720
L SVPKOQFSLVGPEHGTEI KTMETFSSFHEQA
CTCAGT GT CCCCAAAGAGT TCTTACTT TTGGGT GCT CAGCAAGGAACACAAAT GAAAACAAAGGAAT T CACATCT CCTCAGGCTGAATTC 519
L sSVvPKETFLLLGPQQGTAAQMKTIKEFTSPQATEF

ATGTTTACAGAGACTATAAAGATCATGGGT T TCAGT TCAACCT CCT TGGT TAAAGGCGAAGGAT GGCGAT TTAGTCTAGAAGCTGGTATA 810
MFTETI KMMGFSSTSLVKGEGWGTFSILEAGI
ATGTTTACCCAGATGGTAGAGAAGCT GGECT T TAGT T TAACT ACT TCAGCCAAGEACGAAATTGEEEGT TTAGTCTAGAAGCTGGT TTG 609
MFTOQMYVEIKLGFRLTTSAKDGNWGTEFS SLEAGIL

GATCAAAACGAACAGACAGCAT CTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACT TATTT TTGCTCAGCCAGST TCAGCTACATCCCA 900
DQNEOQTASENTHOQSHSEOQTYZFCSARTFSYI P
GATCACAGCAAACAT CCAGAAT CCAAGGAAACCCAACAATCAAGT TCTGAGAATTCTTATTTCTGCTCAACCAAGT TCAGCTATATCCCC 699
DHSKHPESKETOQQSSSENSYFCSTH KTFSYIl P

TTGECCACGTGCCATTTTCACAT CAAT GATCT TGAACTCT CCAAT GCTGCT CTCCAGGAA CTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAG 990
LATCHFMHI NDLELSNAALO QELIKTI EETLLEQ
CTGGCCTOCTGCGCTTTACCCAT TGAT CAGCT CCAGTATCCCAAGCCT GCTGTCCAGGAATT GAAAT GCAT TGAAGAGCTTCTGAGTCAG 789
LASCALZPI DQL QYPKPAVQELI KT CI ETETLILSDOQ

ACAACAGACCACCGAGAT GGACT ACCCT TACT AAGGCACAGGGCTGAAAACT TTT TCCATAGGT TTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCT 1080
T TDHRDGLZPLILRHRAENTFFHRFGSHANO QG GTFP
ACAACAAACCC- - - AGACAGGTTCT CCTTGCT GAGGCACAGGATCATAAACT TCT TCCACAGGT TTGGCTCTCATGT TAACCAAGGCCCT 876
T T NP DRFSLULWRHRI I NFFHRFGSHVNAQGTFP

CTGCAACT GGGT GGAAT CTACT GCTGGAAAGCCAT TTCAGAAGGT TTCAAAAGTGAGCACTTGECT GATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAG 1170
LQLGGI YCWKAI SEGFIKSEHLADVIKAOQQTRE
CTGCACCT GGGAGGAATCTACT GGT GGAAAGCCAT TTCAGAGGGT TAT TGCACGGAGCAGT TGECAGAAGT GAGECAGCAGT CTGCAGAG 966
LHLGGI YWWKAI SEGYCTEAOQLAEVRQOQQSAE

TCTTTGAATATTTACAT TATGGGCAGT TATAGT GGCT TTGGAGITAAAGT CGGTGCAAGT GT TAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACA 1260
SLNI YI MGSYSGFGVIKVGASVNI ANSNSET
GCQCTGGACAT TT TCAT AAGGGACAGCT ACAGT GGCT TTGGAGIGAAAGT TGCTGCAGGTGTGAATGT TTCAGACTCT CATTCGAAGACA 1056
A LDI FI RDSYSGFGVIKVAAGVNVYSDS SHSIKT

GCATCATTCAGTACAACT CATCTACACTCT CAAACCAAGGTACAACTAT CTGT AGCCCAGATAGGT GGACCAGCAGAAGCAGATGBAATT 1350
ASFSTTHLUHS QT KVYVQLSVAQI GGPATETATDG I
GCCACTCAGACCAAAACT TOOCARAACCTCCAAACCAAGGT CCAAT TATCT GT GBCCCAAACAGGT GGOCCACCAGAAGCAGATGGCCTT 1146
ATQTKTS SQQNLU QT KV QLSVAQTGGPTPEA ATDG.L

GCCCAGTGGACAGCTGECCT TGT AGT TAGCAATCAAACCT GGT CTGT CAT TGATAGGGAACT GCAGT TGGTACCTATTTGGGACAT CATC 1440
AAQWTAGL VVSNQTWSVI DRELQL VPI WDI I
GTCCAGTI'GGAAAGCTGECCT CAT TGCCAGCAATCAAACCT GGT G GTCAT TGAGCGCGGECT TCAGT TGGT GCCAGT TTGGGACAT TATC 1236
VQWKAGLI ASNQTWCVI DRGL QL VPV WDII I

CTGICTAGCCACAGAACT GATTTTAAGAAT GCTCT TCAAGT GGCTAACTGCCT AAAAGACAACTACACT GCTCTGACT GAACTAGATGCC 1530
L SSHRTUDFI KNALOQQVANTCLIKDNYTALTTETLTDA
CTCTCTAGCCACAGAAGCAATTTTAAGGAT CCTCTTCAGST GGCTAACTT CCT GAAAGACAGCTACACT GCTCTGACTAGCATCACTGCC 1326
L SSHRSNFIKDPLQVANFLIKDSYTALTSI TA

CAGATTCAAGAGGEEGEGAAGAAT T TCTGACT GCTAGAAAAGAAGCT AAGCT TT TCATAGAGGATGT GAAAT GCTGGGAGGTTTCTGATCCT 1620
Ql Q EGEEZFLTARKEAKLUZFI EDVKCWEVSDFP
CAGATCCAGAAT GBGGAAGAGT TACT GAGT GCT GEGAAGEAGGCCAGGGI TT T TCTAGAGGATGT AAAAT CTTGGGAGGTATCTGATCCT 1416
QI Q NGEELL SAGKEARVFLEDVIKSWEVSDFP

GAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTTAT GCAAACAT TGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATAACATTTGGATTAATACATGT CTCACT 1710
EEQLTIKLLDFMQTILSQKI KSYNI WI NTTZ CLT
GAAGAGCAACTTAAAAAACT GATAAAT TTCAT GAAAAT GT TGAGT CAAAAACT AAAAAGT TATGACACT TGGATTAATATATGT CTCACA 1506
EEQLKIKLI NFMKMLSQKLIKSYDTWI NI CLT

GATT GGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACT GTAAAGT TCTGCAAAACT TCACCCACT TATAAAACTCAGT TTATTAAATCTCAGI TG 1800
DWDLOQONTFLI NTVIKFCKTSPTYIKTAOQFI KSOQL
GATT AGAGT CTGCAGAATTTTCTAGT AAACACCAT CAACT TTTGCAAAMAGT CTTCCATTTATAAAACTAAAT GTATTAAATCTCATTTG 1596
D* SLQNFLVNTI NFCKIKSSI Y KT KT CI KSHIL

TGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGT TACAAACT TTCCT GAGSCACACT CCATCATACAGT GGATCAAT CAGT CAGAGTATGGG 1890
cl LLEPHVYKVTNFPEAHSI I QWI NQSTEYGC
CGCAGOCTT CT GGAT CCTCACATCTACAGAGT GACAAACTTTCCT CAGECTCACT TCATCAT GCAGTGGATCTTCCAGT CAGATTCAGAG 1686
RS LLDPHI YRVTNFPOQAHFI MQWI F QSD S E

GAAGAGCAAGT CAAAAT CACCT CATTTTCT GAATT CATTAAGACCT TAAA GAAAACCCACAAATACCT CATGGAAGT GAAT TTCAAAAAT 1980
EEQVIKITSFSETFI KTLIKZKTHEKYTLMEVNTFKN
CAGBAGCAGGT GAAT AT TTCCCAATTTTCT CAATT AATTGAGATCTTAAAAGAAACCCAGAAT AACCT CATGGAAGT AAAGGTCAAATCT 1776
QEQVNI SQFSQLI EI LKETU QQNNLMEVEKVKS

GAGGCCCCAGAAACAGT GGA AGAAGCAGAAAGAACGGCTACATAT GAGGT CACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAA 2070
EAPETVEEAERTATYEVTTALSSFILIKYLKE

GAGT CCCCAGAAACAGT GGA GGAAGCT CAAAGAAAGT CCACT TATGAGGT CAGCT TGGCTCTCAGCT GCTTCTTGAATTAT CTCCAAAAA 1866
ESPETVEEAQRIKSTYEVSLALSCFLNYILOQK

ACAGAACAGCCAGACAT GCAGCT GCTGCTGCT TTCCAT TGCAGCT GGT GCAGGCTAT CAGT TGGI AAACAGT A CAGCATCTTCTG 2160

T EQPDMOQLULLILSI AAGAGYQLVNS SI F QHILL
ACAGAGCAGACAGACACACAACT CTTGCTACTTTCCAT TGCAGCT GCTGCAGGATAT CAT GT GAT CAACAATAC CAGAGICTCTTG 1956
TEQTDTOQLULLLSI AAAAGYHVI NNTFOQSILL

GGGT GTGATGAGT TAAACT TCCT CT TGGAT CAAATGCAAA GT AACCAACACAAATACCAAGAGCT TAAAMAATAT TTGCAACTACAGAGCC 2250
GCDELNFLLDAQQMQSNQHIKYQELI KNI CNYRA
GGGT GT GATGAGT TAAGCT TCCTACT GGAT GAAAT GCAAA CCGOCCAAAAT AAATACCAGGAGCT TAAGAATAT TTGCAGCTATAGGGCT 2046
GCDELSFLLDEMQTAQNIKYQELI KNI CSYRA

CAGGCATTCCTGGTGCT CACAGCTCTAAGAACCACAGT TGAAATCACAGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGT TTGGCATTAATT 2340
QA FLVLTALRTTVEI TDI STEEIKROQRLATL.I
CAGGCATTCCTGGITCTCACAGGTCTGACAGCCACAGT TGGAGACACAGCTATTTCT T CAGAAGAGAAAA CACAACGCATGT CATTAATG 2136
QA FLVLTGLTATVGDTA AI S$SEEKT QRMSLM

AAACAACAT ATGGBEACACT GT TGTCT GAAGAAGT TGCACATGITCTCACAAAACATGGAGAACATCATGACT GGGAAAGT CTGGAGAAT 2430
K QHMGTULLSEEVAHVYLTIKHGEUHHDWESTLEN
AGACAT CACATGGGACAATCATTGTCCAAAGAAGT TGCACAT GTCCTCACCAAACCTGGAGCAGAT CACGATTGCGAAAACCTAGAGAAA 2226
R HHMGOQSLSKEVAHVYVYLTI KPS GADUHDMWENTLEK

GATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAG - - CCACCACCCATTACT TACAAAT GGAT GAGGT AAAAAAACAAT TGCAAAGTCTC 2517

DLRLULI EGDYK AT THYLQMDEV KI KO QL QS L
GACTTGAGATTGCTCATTAAT GGGGATTAT GAAGAAGT CACCATCT CTTCTTTGCAAAT GGAAGAGGT GAGCAA: - - - - - GCAAAGICTC 2310
DLRLLI NGDYEEVTI SSLQMETEVSK Q S L
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2311
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2401

2698

2491

2788

2581

2878

2671

2968

2761

3058

2851

3148

2938

3238

3028

3328

3118

3418

3208
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3298

3598

3388

3688

3478

3778
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3868
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3958
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4048

3838

4138

3928

4219

4018

4309
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TGOCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGT AATGAAAACAT CACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCT TTCCTGAAATTACTC 2607
CHGKIKQTYKQKS SNENI TKGMI ENGPTFL KL
TTCTATGGAAAGAAACAGOCCCATGAACCACATGACAATGAAAATAACAAAT GBGAGATGATAAAAAATGGAGOCT TCCTAGACTTACTC 2400
FYGKIKOQPHEWPHUDNENNKWEMI KNGATFTLUDILIL

CAACGT CTAGGCCTAGACAATTACTAT CCAAAAAGGAT GAGCAGAGCT GACT TCCAT CTGATCTATAAGACCT CTGT GTACAAT TCACAG 2697

QRLGLDNYYPKRMSRADTFHTLI Y KTSVYNS
CAGCATCTAGGT CTAGAACAT TACTACCOCAAAAAAT TGAGCAAAGCT AATTTCCATCTCATCTATAAGACGT CTGTGTATAACACCCAG 2490
QHL GLEHYYPKKLSKANFHLI Y KTSVYNTDOQ

CCAAGGT CTGAAAAGGAGCT TCCATTCTATTTCCT ACAAAAGCTACT GATGT TGGAT TATGGGTT CAGACAT CTGATAGTCAAAGATGAT 2787
PRSEKELW®PFYFLQKLLMLDYGFRHLI VKDTD

CCCAGCTCTGAACAGGAGCTTCCCTTCTATTTCCT GCAGAAACTACT GATGATGGAT TATGAGCT GAGATACCTAGT CTTCAAAGATGAT 2580
PSSEQELPFYFLQKLLMMDYELWRYLVFIKDTD

GAAAACATAAAAAAACAAAT CTCCATAGGI TCCTCCAATCACGAAAATGAAGATAT TGAT CCATATGAGGAT GTCATTATAGACAATGAT 2877
ENI KKQI I GSSNHENEDI DPYDDVI I DND
AGAAACACAGAACACCAAGI ACAT CCAAAT GCTTCAGATCAGGAAGATGAGGCTTTTGACCCATATGAAAACTTT TTTGAAGACAGT GAT 2670
R NTEHQVHPNASDA QEUDEAFDZPYENTFTFEDSD

AGTCCTGGCTATCCTTCAGCCACT GAGT OCT GGCCCCACAT TCACCCATTGGATAT CCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTT 2967
S PGYPSATESWPHI HPLDI QMTI L HCAUDUDL
AGTCCCACTAAAT CTTCATCCACT GAGCCT AGCCCCCACAT TCACCCAGI GGATAT TCAGATGACAATTTTTCACTGTGCAGATAATTTT 2760
S PTKSSSTEPSPHI HPVDI QMTI FHCAUDNF

ACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGT CATTATGCACT CCCCCT TGT GGTACCAAAT CCCAACACTTCTCAGATTGAATTT 3057
TRQYIl FSKLSI CHYALU®PLVVPNPNTSO QI EF
GCCAGACAATATATTTTGGCCAAACTTTCCACTTGTCAGT TTGOCCTCCCCCT TT TGGTGCCTAATCCCT GTACTTCTCAGATTGAATTC 2850
A RQY Il LAKLSTCQFALUWPLLVPNPTCTSAOQI EF

TATCTTTGGTCTCTCAGACAAATTAGGAAAAGT TGGCAAGAT GCAAGT AAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGI CACAGAAATCAGCAG 3147
Y LWSLRQI RKSWQDASIKSUPOQDIKSY SHRN
TCTCTCTGGTCTCTCCGT CAAATTACAAGAAGT TGGCAGEAAGCAAGGAAATCACCAAAAGGGAAGAACTA- - - TTATAAGAATCAGCAG 2937
S LWSLRQI TRSWOQEARIKS SZPIKTGKNY Y K N Q Q

ATGTGT CGTGTCTCTACCQCCATTGT GTCCTTCAT TAGAGT TGGAAATGACCTCTCTGCT TCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTC 3237

M CRVST®PI VSFI RVGNDLSASKS SOQI MNSTLL
ATGTGCTGTGITCTCTACCTCAATTGTGTCCTTCGI AAGAGT TGGAAATGECCTCTCTGCTTCTAAATCTCAGATTATGAACTGICTTCTC 3027
MCcCCVSsSTSI VSFVRVGNGLSASKS SO QI MNTCLL

AGTAAACGI AAACATGACGT GTTTTTTCACAGACACT GCAAAGGAAGCAACAAACACT GT CT CCT GAT GCAGGGAGT GGTGGAAATCTGC 3327
S KRKHDVFFHRHCKG GSNIKHTCLLMQGVVEI C
AGTAAACGGAAACATGAT GTGT TTTTTCACCGACACT GCA CAGGAAGCAGGAAAGACT GCCT CTT GAT GSGGGGBCATGGTAGAGATCTGT 3117
S KRKHDVFFHRHCTS GSRKDT CLLMGGMYVEI C

TGGTTCTGI CCT GOCGGCCAAGGT GAGGACACGT TTGAAAATTGT CTGACCT TCACCAGT CTTCATGGAGATGCAAAGGAACACACCCAA 3417
WF CPAGOQGETDTU FENTCLTFTSLHGDAIKTEWHTQ
TGGT TCTGI CCAGGAGGGGAAGATGAGGACAGATTTGACAACTGT GTGACCT TCACCAAT CT TCAT GGAGAT GCAAAAGAACAT GAGCAG 3207
WF CPGGEUDEUDRFDNCVYTFTNLMHGDAKEHENQ

CAACTCAGCTTCCTCCAACATGT CTCT TCTATCATTGI GGT CCTCATGT CAGT TTCT GAT AACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGT CAGA 3507
QLSFLQHVSSI I VVLMSVSDNNIKENAOQKTLVR
CAGCTCAGCT TCCTGAAGGAGGT GT CTACT GTCAT TGTGGT CCTCAT GT CAGCCT CCGAT GACAAT GAAGGAAACCGAAAAATTGTCCGT 3297
QL SFLKEVSTVI VVLMSASDIDNEGNREKI VR

CAGCT CTGGCAGT CATCAACACCTT TGATCTGCTTGAT TGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACT TCTGGT AAAAGAATGAGAAT T 3597
HLWQSSTU®PLI CLI1I DDKEIKAI ANTSGIKURMR R
AACTTGI GGCAGT CATCAAGGCCAT TGATCT GCT TGCT GGATGACAAAGAAGCAACCATGACCAATAT TTCTGBCCAAAGAATGAGAATG 3387
NLWQSSRPLI CLLDDIKEATMTNI SGQRMRM

GGCATCAAGAATAGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGAGCT CACCAAT GCCATCAAACAT TTTCTAGAGCTCTCTAACACTGT TCTCAGT 3687
Gl KNRNEAELTETETLTNAI KHFLELSNTVL S
GGTATCAAGAATAGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGAACT CACAACT ACAATCAGACAT TTGCTAGAACT CTCAGATACTGCTCTCAGC 3477
GI K NRNEAELTEELTTTI RHLILELSDTA AL S

TTAGAGGACTGTTCACAGACAGCTAGAGAGCT AGGATTCAT TATT GATGAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGOCAAAGAAAAGGC TCAG 3777
LEDCSOQTARETLTGTFI I DEDIO QRUDTCTIKTETA AT KTEKA
TTGGAGGACTGTTACCAGAT TGCTCACCAGCAAGGAT TTCT TATCGAT GAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGOCAAAGAAAAGGCACAG 3567
LEDCSQI AHQQGTFTLI DEUDTG QRTDTCTKTEA ATE KTETZ KA AQ

ACTGTAAT GGCCCTCCT GGAGGAAT ACAAGT TATCT CAGA CAAAAGAAAATTTACTACCCCT TCAAGGACAACTTTGGCACCT TTGGTGT 3867
TVMALTULEEYKLSQTIKENLILWPLQGQLWHL WZC
GCTCTAATGGCCT TCCTGGEGAAAAT GAAATTATCTCAGA T TAAGGAAAAATTACTACCCCT TCA GGGACAACTGT GGCACCACTGGT GT 3657
AL MAFLGKMKTLSOQI KEIZKLILPLOQGOQL WHHWC

AAGAAAGACAAAGAATTCTAT CATCT GAGAGAAAAGGGGAAT CGEAGCAT CGAACAACACAAGAGT GAGAT TGAAACACATAAAAGAAAA 3957
K KDKEFYHLREIKGNRSI EQHIKS SEI ETHIKRK
AAGAAGGACAAAGAA CTCTAT CATCT TAGAGAAAAGGGAAAT CAGAGCAT TGAACAACACAAGAGT GAGATTGAGACAGATAAACAAATA 3747
K K DKELYHLREIKGN QSI EQHIKSEI ETDKQI

ATTCGACGT CAACAGT TGCAAAAAGCCT TTCCTCTCAATGATTTAATGOGCTCTGI TCTCGAACT CCTCCAAGACT AT TCAGAAACACAT 4047
I R RQQL EKAFPLNDLMRSVLETLILWOQDYSETH
ATACGGCAT GAACAGT TGBCCAGAGCCCTTCCTCTCAATGATTTAATGCAATCTGI CCTT CAGTT TCTCCAAGAGCAT TCAGAAATTCAC 3837
I RHEQLARALWPLNDLMOQSVLQFUL QEHSEI H

AACAAACTCTACGITTTGCAGIGGCTCACT CTGITTTTTGACAACCTGACAAT AGAT CACCTGGACAAAT TACATGAAAGSCAGAGATCT 4137
N KLYVLQWLTULZFFUDNLTI DHLUDIKTLHERAOQRS
ACCAAACTGTACT TCTTGCAGT GGCTGAGI GTATTTTTGGACAAACTGACT GCAGGACACT TGGAAGAACT GCATGAGAAGCAAAAATAT 3927
TKLYFLQWL SV FLDI KLTAGHILTETELUHETZ KA QK'Y

TTGTGGT TAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACTC- - TG - - - - - - TGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACA 4218
L WLRI QTEZKG QRAT QKSN S VQNQI EAI ST
TGGTGET CACT GGTTCAAACAGT AAAGCAAAAGGECACCTAATAGT CACTCCCT GAT AT GCCTGCAAAGTGAGATAGAAGCCAT TTCCACA 4017
WWSLVQTVE KO QQHKAPNSHSTLICLQSETILITEAI ST

GAGATTCATAACTGTACTTT AGGAATTGAGCACCT TCT CCGAGAAGT TGGCCAGAT CTATGAAGCT CTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGA 4308
EI HNCTWLGI EHLLREVGQI YEALETETSSSR R
GAGATTAGI GACTGTACTTT GGGAATTGAGCAACT TATCAGAGAAGT TGGT CAGAT TTATGAAGCTCTGGAAGAAGCTTCCTCCATAAAA 4107
EIl s DCTWLGI EQL I REVGQI YEALEEASSI K

GATAGCCTTTTTCTCTGCCT CCCTCAAAT TGCT GCAGACCT GATGATAGCT GGT GT TCCCATTGAGCT GAT GGACGGGGATGCT TCATAT 4398
bDsLFLTCLPQI AADLMI AGVPI EL MDSGUDAS
AAGA- - - TTTTTTTCTCGCT TCCQCAAATTGCCGCAGACCTGATGATATCT GGT GT TCCCAT TGAGCT GAT GGAT GGGGATGCAGCATAT 4194
K I F FSLPQI AADLMI SGVZPI ELMDGDAAY
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5631

5922

5718

6012

5808

6102

5898

6192

5988

GTGCCTCTAAAGTGEGTAGCAGCTATTTTTGACAAGAT CACAGAGAAAGT TGGAGACAAAAGECT GTTTGT TCTCTCTGTCCTTGECCTG 4488
VP LKWVAAI FDKI TEIKVGDIKRLFVLSVL GL
GTACCTCTAACATGGGT GGCAGCTGT TTTTGACAAGGT CT CTGAGAAACT TGGAGACAAACGECTATTTGT TCTTTCTATCCTTGGCTTG 4284
vV PLTWVAAVFDIKVSEZKLGDI KRLEFVLSI L GL

CAGAGCT CAGGGAAGT CTACCCT ACTGAATGCCCT GTTTGGCCTACAGT TCACAGT CAGT GCAGGCAGGT GTACCAAGGGEEGECCTACATG 4578
QS S GKSTLLNALFGLQFTVSAGRTCTIKGAYM
CAGAGCT CAGGGAAAT CCACCGT GCTGAATGCCCT TTTTGGGCTT CAGT TCACTGT TAGT GCAGGCAAATGTACCCAAGGEGECCTATATG 4374
QS S GKSTVLNALFGLQFTVSAGKT CTA QGAYWM

CAGCT CCTGAAGGT GGAAGAGACAT TCACAGAAGAACTTGECTTT AATTATGT GCT TGTTATAGACACAGAAGGACT TCGAGCT CCAGAA 4668
QLLKVEETVFTEELGFNYVLVI DTEGLRATPE

CAGCT CCTCAAGGT GGAGGAGACAT TCAGGGAGGAACT TGECTTT GACTT TGTGCT TGCT GT GGACACAGAAGGACT TCBSGCACCAGAA 4464
QLLKVEETZFTEELGFUDFVLAVDTEGLRAPE

CTCAACAACAAATCCCAGAAT TGGGACCATGAGT TGGCAACAT TAGT CATTGGOCT TGGAAACT TGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAG 4758
L NNKSQNWDHELATILVI GLGNLTTULI NI F
CACAGCAACAAATCCAAGGATAGGGACAATGAGT TGGT AACT TTTGTCATTGGACT TGCAAACT TGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAG 4554
HS NIKSKDRDNELVTFVI GLANLTILI NI F GE

AATCCCTCAGACATT CAGGACAT TCTACAAATATCT GT TCAAGCATTTCT GAGAATGAAACAAGT GAAAATCTQCCCCAGT TGCCTCTTT 4848
NPSDI QDI LQI SVQAFLRMKAO QVIKI SPSCLF
AATCCATCAGAGATGCAAGATATCCTACAAATAGI TGT QCAAGCCT TTCTGAGAAT GAAACAAGT AAAAATCT TTCCAAGT TGCCTCTTT 4644
NP SEMOQQDI L QI VVQAFLIRMKO QQVIKI FPSCLF

GTCCATCAGAAT GT GGGAGAAGT TACAGCAAAAGACCAAACT ATGGAAGGACGGAAGAGA- CTGGAGCAGAAACT GGATGAAATGACTGC 4937
VHQNVGEVTAKDA QQTMEG GRIKR L EQKILDEMTA
GTCCATCAGAAT GT GGGGGAAGCTACAGCT ACGGACCAAACT ATGGAT GGACG- AAGACGECT AGAGCAGAAACT AGATGAAATGECAGC 4733
VHQNVGEATATUDO QQTMDG GR RRLEIOQKILDEMAA

ATTGGCTGCTGAGT TGGAAGAGT GT TCCAACATAACCCGCT TCAGT GATGTAATTAAGT TTGATGCCAAT CGACATGTCTACTACTTTGC 5027
LAAELEECSNI TRFSDVI KFDANRMHVYYFA

AATAGCT GCTGAACAAGAACAGT GCT TAGACGTAACCT GCTTCAGT GATGT CATTAGGT TTGATGTCAATACTCACGTCTACTACTTTGC 4823
I AAEQEQCLDVTCFSDVI RFDVNTHVYYFA

TCACCTATGGGATGGCAATCCCCCAATGEC T CCTCCCAAT CCTCGCTATAGCT ACAATGT CCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAAC 5117

HL WD GNWPPMAPPNPRYSYNVQELIRNEI L ST
TCACCT CTGGGAT GGCAAQCCCCCAAT GEC CCCTCCCAAT CCTCGCTACAGCCACAATGT ACAGCAACTGAAAAGT AGAATTCTTATGAC 4913
HLWDG GNPPMAPPNPRY SHNVQQLIKSRI L MT

TGOCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGSAT CTTGAAAATAT CAGAT TT CAAAT TCAGAGT TCAAGAT TTGTGGAAAGCCCT TGI CAGTGAAAA 5207
A QQESRGRI L KI SDFKFRVQDLWKALVSEN
TGOCACACAGGAATCCAGGGGAAACAT CATGAAGATAT CAGAT GT AAAAT CCCGAGT TCAAGAT TTGT GGAGAGECCT GAT GAAGGAGAA 5003
AT QESRGNI MKI SDVIKSRVYQDLWRGLMNEN

CTTCATTTTCAGITTCAGGAACACCCAAGA GGT CATAGCCAT GAGCAAACT GGAAACAAAGT ATAAT GAAT GGACCT GGGAGCTAAGGAG 5297
FI FSFRNTO QQEVI AMSKLETI KYNEWTWETLRS
CTTTATTTTCAGITTCAGGAACACCCAAGA AGT CAT GGCCAT GAACAAACT GGAAACCAT GTATAACCACT GGACCTGGGAGCTGAGGAG 5093
FI1 FSFRNTIOQEVMAMNIKILETMYNHWTWETLRS

TCATGTACTGGACTT ACAGAAT CAGCT TGACAATCAGAT TCAAAAT GGAAAAATCCT GACACT CACAT CTAATTT ACTAGAGGAACCACT 5387
HVLDLG QN QLTDNGO QI QNGKI LTLTSNTLTLTETETFP.L

TCACGT GCTGGGCTT GCAGAACCAGCT GAT CAACCAGAT TCAGAAT GGAAAAAT CCAGACACT TGAAGCAAGCACAT T TGAGGT TCTAGT 5183
HVLGL QNGO QLTI NGO QI QNGKI QTLTEASTTFEVLV

TAGCAGGAAACTTAAAACCAT CAAAGAAGAAT TTGACAAATAT TTTGAAGAAGACCCAGAT TGTGAAATATTGGI TCAGIGGAAAGCAAA 5477
S RKLKTI KEEFDIKYFEEUDPDT CEI LV QWKAN
TACAGAAAAAT AT GAAGT TGT CAAGCAAGAACT TGAAAAATAT TTTAATGAAGGCCCATGT AGCAAAATACTGAT TCAATGTAAAGCAAA 5273
TEKYEVV KQETLEIKYFNEGPTCSIKI LI QCKAN

TTTTGAACACAAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGA CACCAGACAGAAATGCAATGAACATAT CAGT CTTAAAAA- - - TAG 5564
FEHIKTLULI L KDSLI SDTIROQKU CNEHI SL KN S
CTTTGAAAATAAGCTAATAGTCCTTAAAGAAAAACTTATTTCAGA TAGCAAAAGACAAGCCAATGAACTCAT TAGT TTTAAAAACCAAAG 5363
FENKLI VLKEZKTLI $S$DSKRQANETLI S FKNAOQS

CCAAGAAATACT TGATAACCAAAAGT CACAATATGAAAAT CAGTT GT TAGAGAGEAGCAGAAAGT TAGCT TTAAAT TTGAAGGGTAAGGA 5654
Q E I LDNQKSOQYENOQLULIERSRKILALNILIKGTKE

TCAAGAAAGGCT GAATAAGAAAAAGACAGATTAT GAAAAAGAATT AT T GGAAAAAAGCOGGAAGT TGECTTTAACT GTAAAGGGCAAAGA 5453
QERLNKKIKTDYEKELULEIKSRKLALTVKGKE

ATTAAGTGATGAAGAGT TGCATGAGAAAT TCAGGCAACT TTGGACAAGTTGGATT TATGATGTATCT TCCAATGI TCCTCATGT CACAGA 5744
L SDEELHEKFROQLWTSWI YDVSSNVPHVTE

ATTGAGT GAGGAAGAGT TACATGAGAAAT TCAATCAACT T TGGAAAAAGT GGGTGT GTGATGTATCCACAACT CTCCCGCAAGT TACAGA 5543
L SEEELHEIKFNOQQLWKIKWYVCDVSTTILUZPOQVTE

GCCTAACATTGAT TTGGACTCTGAAAATAT CCTTCT GGAATAT T TCAAGAAGGACAAAAATAT TGT GGAAAGACTAAAAATAAAGI CTCA 5834
P NI DL DSENI L LEYFKKDI KNI VERTLIKI KS
GOCT GACATTGATTTGGATT CTGAAAACATCCT TT GGGAGTAT TTCAAAAACAAGACGAATGTGGTGG- - - GTCTACT GACAAATTCTGC 5630
P DI DLDSENILWEYZFIKNKTNWVYV G L L TNSA

AGGAAAGT TTGAAATCATGTATGACAAACATAT TCAAATGAAAAAGAAATA- - - CCTTTTACTTAGAAAGAGT TTAGAAACCTGICATGT 5921

G KFEI MY DIKHI QMKK K'Y L LLRKJ SILETTCHYV
AGAGAAGT TTCAAATCAATTATGATAAACATAT CAAGGTGAAT AAGAAATAT AACCATAT CC- - - CAATGACATTAACAGICTTTGAGAA 5717
EKF QI NYDIKMHI KVNZKIKY NH.I P MTL TV F E K

TGAAT CCAT CAAAAAGACAACCAACAACATTCAGT TAAAAT TTACAGAAACACTTACAAACAT TTGGAAACAAAAGCGT GATTACAGT CA 6011
ESI KKTTNNI QL KFTETLTNI WKIOQIKIRDY S
AGAGT TCAT TAATATGACTACT GACTACATTGT TT CAAGAT TTAATAAAAT TATTAACAACAT GT GGAAACAACAGT GTGGTTACAATCC 5807
EFI NMTTDYI!l VSRFNKI I NNMWKQ QQCGYNFP

GAATTACTT TCATGAAAT CTTGAGGAT CATAGAAAAT GAGCTGAAATCTGAACCCT GT GAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACAT 6101
NY FHEI LRI I ENELIKSEWPCEGDYTUFTIKTDY.
AAATTATTT CCATGAGAT TCTAAAGACAATAGAAGAAGAAGTGAAATCTGCCT CTACT CAGAAGAGATACACATTTACAAATACAT TTAT 5897
NYFHEI L KTI EEEVIKSASTA QKRYTFTNTFI

CATTGACTTATCCTTGTACT TAT TCCAAAGAGCAT CCAAGGATTT CAAGAAAAT GCACGCGGCAT TCAAGACT GCAAATGACCCTGT GAA 6191
I DL SLYLFQRASKUDFIKI KMHAAFIKTANDUPVN
CATTGACTTATGT GIGT GTTTAT TTCAAAGAGCAAGAGAGAATTT TAAGGAAAT GCACAGGCCAT TCAAGAGAGCAAATGATCCTGTAAA 5987
I bLCVCLVFQRARENFIKEMHRAFIKRANDPVN

CTATCT GGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTT TATGAGI TTTAAGATCTCCTGCCAAGGT GCCACTTCAATCACT TCCTTTGITGACTTCCT 6281
Y LERKKDUDFFMSFIKI SCQGATS SI|I TSFVDFL

CTACCTAGAAAGTAAGAAAGATGATTTCTT CACGAGT TTTAAGATCTCCT GT CAAGGAGCAACCT CCATCAAAACATTTGI TGATGI TCT 6077
Y LESKKUDDTFFTSFIKI SCQGATS SI KTFVDUVL
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mVLIG 1 CDS 6282 ATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGT CAGCATATGGAAAAT AATGGT TCAAAAAAT AGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGA 6371
WL KLTPAI SVSI WKI MVQKI AGDMRATTCUPE

hVLIG 1 Fr.2 6078 GIGGTATAAGCTCACTCCTGCAGTCTCCACTACTATATGGGAGGACATCGACCTTT AAAAT TGCGEGGGACAT GOGAGCTACCTGCCCTCC 6167
WYy KL TPAVSTTI WEDMMTZFIKI AGDMRATTCPA

mVLIG-1 CDS 6372 ATTCAATGGAAACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCA 6461

F NGNRANLEI HI LY SLAETEEIKTFDIKY WKY.I
hVLIG 1 Fr.2 6168 GITCAATGGAAACAGGACTAACCTGGAGAAACACATTCTCT TCTCTCTGECAGAAGAAGAAAACTTTGATAATTACTGGGAATACCTTCA 6257
FNGNRTNLEIKHI L FSLAETETENTFDNYWEYLH
mVLIG 1 CDS 6462 AAAGCCAGAGGAATTTTTCAGGGATTATAT TAGAGACCACATTAAAAGATACTGT TCAGAAAAAGAGAGT GAAAAAATAAAAACTTTTTT 6551
K PEEFFRDYIl RDHI KRYCSEIZKESEIKI KTFL
hVLIG 1 Fr.2 6258 TAATTCAAAATCGTTTTTTAGGAGI TACATCAAAAAT CATATTAAAAGATAT TGT TCAGACAATGGAGGTGAAAAAATGAAGACTTTTTT 6347
NS KSFFRSYI KNHI KRYCSDNGGEJZKMKTFF
mVLIG 1 CDS 6552 AAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATACTATCCT GTCTGOCAT TCATAACT CCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATC 6641
NI S L GDI KNTI L SAI HNSTIKVAIKAIKTGSTAS
hVLIG 1 Fr.2 6348 TGAAAAAAGCTTAATTGATATCAAGAATACCATCCT CTCTGCCAT CCATGAATCCACATCAGTAGCTAAAGATAAAAGCAGCACTCCTTC 6437
EKSLI DI KNTI L SAI HESTSVAIKDIKSSTAS
mVLIG 1 CDS 6642 TCACTGGCTGGATTT GITCTGIGACCACCT AGGGAGCAACCT GGI CT TACCAAGGAAAGACCT GGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAAT 6731
HWLDLFCDMHLGSNLVFPRIKDILVSI EHOQEILWM
hVLIG 1 Fr.2 6438 TGAGTGGTTGGATTTATTCTGIGAT TGOCT GGGGT GCAACTTGATCT T TCCACGAAGGGACTTGATAAGCAT TGAACACCAGGAGATAAA 6527
EWLDLVFCDTCLGCNLI FPRRDLI SI EHOQEI K

mVLIG 1 CDS 6732 GGATACTGAGI T CCT CAAAGAAGCCATGAGCAAAGCT TTGGATCCT GCAAT GAGGGAAGI AGAAGAGGATTGT TCAAGTAAGCACATAGA 6821
DTEFLKEAMSIKALUDPAMREVETEDT CSSIKHI D

hVLIG 1 Fr.2 6528 ACATACTGAATTTCI TAAAGAAGCCATGAGT GCAGCT TTGGATCT CACAAT GAAGAAAATAGAACAGAATTATTCAAGTAAGCCTATAGA 6617
HTEFLKEAMSAALUDLTMKI KI EQNYSSKUPI E

mVLIG 1 CDS 6822 TGAAATTGITCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGECTGT TGGAAACAGTGTCCTTTT TGTAAGECAATTTGTACAAA 6911
EIl vVpPDI EKI LSEHLZ CGCWKA QCPFZ CKAI CTN

hVLIG 1 Fr.2 6618 AGCAATGGITTCTAAAATTGAGAAAATGCTCTCTGAACATCTCTGTGECTGCTGGAAACAGT GTCCCAGCT GT GGAGCAATTTGTACAAA 6707
A MV S KI EKML SEHLT CGCWKO QCPSCGAI CTN

mVLIG 1 CDS 6912 CACCATTCCCCAGCATGAAGGAGACCACAGT GT GCCAT TCCACCGT CCTCAGGCT GT CAGT GGT TGGCAT TGGCATAAAACAGACCAGTT 7001

Tl PQHEGDHSVPFHRPOQAVSGWHWHIKTDOQF
hVLIG 1 Fr.2 6708 CACAATTCCTACACATGAAGGAGACCATAGTGI TCCCTTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAAT GGGGAGGAATGGTAT GAAACAGATGATTT 6797

T1 PTHEGDHSVPFHRP QAVNGETEWYETDTDF
mVLIG 1 CDS 7002 CCACATTAATGT TTGTACTAGTAGT GTAGCAAGIAATATTTCCTT CATTTTAGAT GGCTT CCGGGAATT- CCCATTCAAGAAATATCGAG 7090

HI NV CTsSSVASNI SFI L DGFRETF PFKIKYR
hVLIG 1 Fr.2 6798 TGICATTGATTGCTGTACTAGITTGGI TGCAAGIGATTGITTGITGGITT T- GAGGGATGGCAGGAAT TTCCCATTTAAGAACTATCGAC 6886

vI bccCcTSsSsSLVASDT CLULVL RDGRNTFZPFIKNYR

mVLIG 1 CDS 7091 AAGCAGGAGGT GATTATGCCACATGCGAGCATCACCCCAGA CTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGT TTGICT GTCATTTCAGATCAA 7180
EAGGDYATWSI|I TPDSSTIOQPYWKWFVCHTFR

hVLIG 1 Fr.2 6887 AAGCAGGAGGGGATTATGCCATGTGGAGCATCACCCCAGATACCT CCATCCAGCTATACTGGAAATGGT TTGTCT CTCACTTCAGATCAA 6976
QAGGDYAMWSI|I TPDTSI QLY WKWFVSHFRS

mVLI G- 1 CDS 7181 ACCTAGAAGAGAATTATGECAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGICT TCCAGAT TTATGGACCAAAATCACAAAGCAAGAAGT CCTGAATG 7270

N L EENYGKI K FTGKGSLUPDLWT K KI TKOQEV LN
hVLIG 1 Fr.2 6977 ATCTAGAAGAAAAATATCAGAAAAAAT TTGCAGGT AAAGGTAAAAT CCOCAAT GCATGGBECCAAAAT CACAAAGCAAGATGT GCTTGAAG 7066
N L EEKY QK KFAGKU GKI PNAWAKI TKQDVLE

NMVLIG-1 CDS 7271 ACTTAAAAAAA 7281
D L K K X

hVLIG-1 Fr.2 7067 ACTTGAAAAAACAG 7080
D L KK Q

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der von Celera vorhergesagten hVLIG
CDS:

miLl G 1 1 ATGGCAACAGCAAAGT GT TTCACT GATGAGCCT CAGCT ACAAAGCAGAAGGAAGCACAAT CT CCAGGAGAT GCTGACAGAAGT GBGACTGTCTGT TGACT 100
Y I =] =Y = Y 1
miLl G 1 101  ACTGGTTACCTAAGCT TCAGGAAGAT CTGGGT GTCACCT CGGCCCAGGCCT TACAATAT TTAGACAGGAAT GACCT CCAGAAGCT GAAGT CCCAGACAAC 200
hVLIG Celera 1 @ ------meecieeeeiceaeccemeeeiecccecccccccccmcccccecccccccccecccceccceeccccc-ecccccceacccceeaeneeen= 1
nmvLI G 1 201 ACACACATGCGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGT TACTGGACT TCTCACAGCCAAACAGT GT TGCAGAGCTACAGGAGACT CCAAGGGAGATGAAAAAGAAC 300
(1Y I e T o - o Y S T T T N NN, 1
mLl G 1 301 AGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACT GCAGGCTCTGAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGT GAGGAGAAAAGAAGCAGAGC 400
hVLI G Cel @r@ 1 == - s s s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e mmmemmmmeeemeeeeoo- 1
nmvLI G 1 401

delel NiJ€eCTGAAQIITe CTANNEGA ASIIGAAAFYAT GEAGAGACAICT CAeYIC €l 500
ACAGT! ALIC®8CTCGAATZCSQICTAA A AILEGAAA COAGAGACA AdeT| GA& 89

mLI G 1 501 AdeeXeCeifeCCTexenNe [ VYA ICAGATEGAGA NAGAT GGGCAT CTGGAGGGCT GGCT@€CAGGGAAT T TAJAACACCA sk 600
hVLI G Celera 90 (GGACACTIESCACAGEC LECAGATAGACA €AGAT GGGCAT CTGGAGGGECT G @ CAGGGAAT TTALAAIECCA uAg 189
LI G 1 601 € AIRESAGAAGAGACA € VAGCIA eCles ACAAOAT[EC NS CCAANIALVVVIO (A TIECLVNRITT 700
hVLI G Celera 190 g aCACeNYeXeXel €T C AANEA T) u eT(ee T A(@AACE AN ACAYCVAYYe TANE VN RICA 289
Ll G 1 701 (AT Aed AACICATGTTTAC AT ARAGAL JdNXeCTRCOTCRTTIAAC eﬁ AlRRraeifopes 800
hVLI G Cel era 290 [oAY[®4]C AeCleile AAIRICATGT TTAC AT A A€ € T UAAR IC@ CABECEAAT (€ TTTAGT CTAGREEE]
LI G 1 801 G ATAGATCA (eAACA q (o TANe ALTINS AN COYN o a GeA T] A A€GTTCAGCTAGA SA 900
hVLI G Celera 390 GGT T|€CATCAGACTAAACAL d CeAAGEANACOCAACAAT AV UGAGAAIL A AIAGT TCAGCT AJJAT CCoRzx3e]
LI G 1 901 TfeeseAE A € AICTLEEAR AA GCT{@TCCAGGAA AAA [ATTGAAGA eCAJele O VIOACIN®e 1000
hVLI G Cel era 490 CCCAU] A € T A Ca AA € TCCACCAALITIEAAALLECAT TGAAGA UCTG CAGACAACAAACCRSER]
mLI G 1 1001 A AGAIIECY AAGGCACAGHEMIEAAAACT AIAGGT T TGGCTCTCATGS TAACCAAGGCCCT CT GCAACTGEGGGAAT CT Ake]Y]
hVLIG Celera 590 C---[JeACAE CT| € AGGCACAGHAI®IAAACT ASAGGT T TGGCT CTCATJTAACCAAGGCCCT CTGCASCTGEGAGGAAT CT AEY
LI G 1 1101 (@ TGGAAAGCCATTTCAGAAGGT TCA% A GCCYGA AIRGCACCANA CVACACGAGICLNI T CAALIA TRTECeONETIAT 1200
hVLI G Cel era 687 (€ TGGAAAGCCAT TTCAGAECGT TAYRIESA® A GCCIAGA ACGCACCAII[ESACAGECEET GEABA T| AdeeAoeqQpaC 786
Ll G 1 AN AGT GCCT T TGGAGTIAAAGT [8CGe TGCA TRANIALL A CANNRESATANNOACSATOAT TUAGTIAUNAMICAT O TRCAS T CT[@AvVeeuvIee 1300
hVLIG Celera 787 [Xejfcecojggieciie)d G TGCA EAAT(ETIRICA €T CEAAEACACHeEQIOe A®S AL AACT L8 8 TA AL ACIIEECAAACCAAGHREE]

hVLIG Celera 1
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mLl G 1 1301 ANSTATCT NEAIAGGT G CCACCAGAAGCAGAT GINAT TGS CCAGT GCA[SAGCT GGOCT k€ TE ARIACCAAT CAAACCT Glel[ei K NN ik Foo]
hVLI G Celera 887 ANITATCTG AAAGAGGT GGECCABCAGAAGCAGAT GEE8 T T CCAGT GCAINAGCTGECCT GO ACCAAT CAAACCT GREREE 977
mLl G 1 1401 TGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTGGGACATCATCCT GTCTAGCCACAGAACT GATTTTAAGAATGCTCT TCAAGT GGCTAACTGCCTAAAAGAC 1500
hVLI G Cel @r @ 977 - - o - oo oo oo oo oo o oo o e oo 977

MLl G- 1 1501 AACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCCCAGAT TCAAGAGGGGGAAGAAT TTCTGACT GCTAGAAAAGAAGCT AAGCTTTTCATAGAGGATGT GAAAT 1600
Y IR T & 22 977

LI G- 1 1601 GCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAACT TACAAAGT TATTAGATTTTATGCAAACAT TGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATAACATTTGGATTAATAC 1700
VLI G el @F @ Q77 === - - === === = = == mm o m o o o m e o o o oo o . 977

MLl G 1 1701 ATGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAAT TTTCTAATAAATACTGTAAAGT TCTGCAAAACT TCACCCACT TATAAAACT CAGTTTATTAAATCTCAGTTG 1800
Y T T T & 2 977

miLl G 1 1801 TGCAT[CHRISACEACHIOAT A UACAAACTTTCCT[€AGEC SCATCATIICAGT GGATCLRWICAGT CAGAE TRNIGEECleA A€ 1900
hVLIG Celera 977 ----- CCTTCTEGAJOCTCA A € ACAAACTTTCCT [SAGEY LICAT CAT{€CAGT GGAT (JIE®CAGT CAGAI T J :cﬂ AGe 1072
Ll G 1 1901 gdu A AATT®A AGCTTAAATNAAACCCASAAINIACCTIEAT GGAAGTIEAAIRIT CAAA GECCCCAGAAACAGT GGARAes]
hVLIG Celera 1073 HMTINITT(€s! AA AJICTTAAAINEAAACCCAEANIEACCTEAT GGAAGTIIAA JJCCCCAGAAACAGT GREN
Ll G 1 L N GAAGONEAAAGAAS e QAT TAT GAGGT CA \GCTCTCAGCT®CTTCTTGAAETA AALEAAACAGAIACAGECAGACA]IECA G 2100
YRR eIRIF- Wk £l e GAAGORAAAGANIQICEAQUI TAT GAGGT CAC LREE GCT CT CAGCT[ECTTCTTGAAI TAIICT COAAIAAACAGAE CAGACAGACAIPICA 1272
mLl G- 1 PAN I CTTTCCATTGCAGCTG q AT GETIAACAIETA q L TGGGGTGTGATGAGT TAAACTTCC VYN[EoYY. 2200
hVLIG Celera 1273 (oi[eeNgleeecoife a AeTLTIeAACAIATA g (&4 T GGGGT GTGATGAGT TAAECT TCCTIY WYN[EOVY, 1372
mLl G 1 2201 GT. AASAGAAA ANGAGCT TAABAATAT T TGCARNCT AGAGAGA8 CAGGCAT TCCTGGIECT CACAG ‘CCACAGTTCACAA 2300
hVLI G Celera 1373 OCCCE@NARTAA NEGAGCT TAARAATATTTGCAECT AJAGEGAICAGGCATTCCT! CTCACAG GCCACAGTT ACA@NONeC 1472
Ll G 1 PRIV AT T TCTI: CAGAAGAGAAAAIEACAACCHII T GECAT TAATIAIACAIACAIIAT GGAENe Almr CIEEAAGAAGT TGCACATGTCTCAd d R 2400
AN N IR VY&l T AT T TCTICAGAAGAGAAAABACAACGOL T GJCAT TAATIEACACARICA AT QEIAAGAAGT TGCACATGTECT CAQSAAAC i 1572
Ll G 1 2401 EARONETER AAAeY AAIGAIS A $ A d ccAldq NCAAAT GGAIIGAG § 2497
hVLI G Cel era 1573 [eCNELCEATIICEELV VA AASGA A ALIGGGGA AA GT| ATeT ST T{€CAAAT GCA €eICG; 1672
Ll G 1 PLET RN ATV RIGCAAAGT CT CTIE QUAT GGAAAGAAACATECCYA oMﬁAA AATGAAAASALICAS ALY eI AT GAT ACAAAATGGAle () 2597
hVLIG Celera 1673 GM----- GCAAAGT CTCTIUAT GGAAAGAAACAGECCSA ocﬂ AIENSAATGAAANIAR CANAIEEEINEAT GATAINAAAAT GGAEG 1766
mLl G 1 2598 GAR ARd g NOEATTACT AJCIIAAAA IAGCTOTTCO\TC €ATCTATAAGACISTCTGTGTASAAINICACAQRIEEN
hVLIG Celera 1767 Adj Ned q ANEATTACT ASCCOAAAA AAGCTIAJIT TCCATCT®ATCTATAAGACE TCT GT GT AJAAL G CAJRETT
Ll G 1 2698 [WeANE AAISAGGAGCTTCOL TTCTATTTCCT NCAAAECTACT GAT QI TGGAT TATGE Y TAGASA A ESIEN AT TRA 2797
hVLIG Celera 1867 [gedXe ANSAGGAGCT TCOET TCTATTTCCT [ECARAAINCTACT GATAATGGAT TATAAGETIEAGAJASCTINE T[®II TCAAAGAT GATINEAAACAS AT
Ll G 1 2798 MAARATVATICT CCATRGAI TS AATCABGAA Al AICCATATGAseAI INJAGACAIT GATAGTCOY Al NGE 2897
hVLIG Celera 1967 WAdACeN: ACATotﬂ qd AEGAATEA q NOCCATAT GANAAGITIRIT T[EAAGACAETGATAGT CAoea - ALY AT 2066
Ll G 1 PLEENCACT GAQC@IGECCCCACAT TCACCCAYIT GGATAT@CAGATGACISAT TTTIACACT GT GCAGATEEA NOCAGIECAATATAT T T TIQIAAA § 2997
AN N oI EWI -y Al CACT GAGEQPA G CCOCACAT TCACCCACT GGAT AT CAGAT GACIAT TT T CACT GT GCAGATIA T TTECCAGCAATAT AT TTTIEETSAAA @4 2166
Ll G 1 2998 I Al WAATCOYNSACT TCTCAGAT TGAATT] LTGGTCTCTCIGACAAATTAEEA CeiAR 3097
hVLIG Celera 2167 [ AeTUTGq 7] QUAATCC [ACTTCTCAGATTGAAT @ TGGTCTCTCOGCAAAT TASRAEAAGT TGGCAC LT
mLl G 1 KU MANGCAAGIAAAT QICCABAE IS AAGAECT AIET@ A AELIAAT CAGCAGAT GT Y8 GTGT CTCTACCUCRAT TGT GT CCT TUQTIIAGAGT TGGAAAT Gkl
hVLIG Celera 2267 BNcoNNedYNN[eAeohAl:\eCAYIENACPS- - - ETA €AATCAGCAGATGT I GT GTCTCTACYOAAT TGTGTCCTTGE TINAGAGT TGGAAAT GERPRIK]
Ll G 1 KAEL W CCTCTCTGCTTA@AAAT CTCAGATSAT GAACT{8TCTTCTCAGTAAACIAAACAT GASGTGT TTTTTCACIGACACT GCANAGGAAGCANSAAA €T 3297
Y AN N IR LIV CCTCTCTGCT TQAAAT CTCAGATIAT GAACTIETCT TCT CAGTAAACGEAAACAT GIIGT GT TTTTTCAC@GACACT GCABAGGAA GM_ €C 2463
Ll G 1 3298 [GIye €GAAATCT( COGe8 GC@EAAGE TGAGGACAE ARAA @ TGACCTTCACCAE T CT TCATGGAGIEKIS
hVLI G Cel era 2464 [®eT| q NGAAATCTQ e GAeeAATATGAGGACA AGAA (€T GACCT TCACCART CTTCATGGAQIATSK]
Ll G 1 3398 AANCGAACAPNOE CANCAICT CAGCT TCCTSSAINGANIGT(S T CTYCTINT CATTGT GGTCCTCATGT CAGEI TG NACAAT IAAIAAACCIIAA TSNS
hVLIG Celera 2564 AANLGAACAL[ENECAECAECTCAGCT T G/-\a NEGT[eTC € TCATTGTGGTCCTCATGTCAGSETC €ACAAT [EAAdeAAACCIEAAIRITE]
Ll G 1 3498 aIXeACET(8 T GGCAGT CAT CAA®NCCYTTGATCTGCT TGATLGAT GACAAAGAAYA INeAAATA CIIAAAGAAT GAGAATLIRETENS
hVLIG Celera 2664 QEQIAAQT{ETGGCAGT CATCAA A TTGATCTGCT TG TEGAT GACAAAGAA CeAATAI GGESAAAGAAT GAGAATEPILK]
mLl G 1 KILeT: W GCOAT CAAGAAT AGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGA oAl TleCleA u A lTﬁ q QT TIAGAGGACTIRIIeI4
(YA NN ORI Y VW AT CAAGAAT AGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGA dAAeTIA A A QYEAIACTG GET T€GAGGACTIRETK]
Ll G 1 3698 [ERISAPYEN e AGQAGGAT' (GAT GAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGOY CAJACTIE TAATGAC] €A 3797
hVLIG Celera 2864 [gi[eClONeNT T[€®ICACTIEeANCCNRIT @ GAT GAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGCTACACECT[® TAATGEOGY €€G 2963
Ll G 1 kYL TR Ge A\ INe ANE TTATCTCAGASAANGAAAAIITTACTACOCCT TCAINGGACAACTY T GGCACCLRITGGT GTAAGAAINGACAAAGAAITCTAT CATCT [eAGAREISI4
[\ A NN oIN-TEWLeTV M I AN e AV TATCTCAGALIRIAAEGAAAAITTACT ACCCCT TCA[€GGACAACTIE T GGCACTET GGT GTAAGAAIEGACAAAGAAS T CTATCATCT JAGARIIE]
mLl G 1 kLI GAAAAGGAEAAT CEGAGCAT [8GAACAACACAAGAGT GAGAT TGHSACAAAT AANNEAAAATIICIACE T®AACAGT TGEAAA CQTTCCTCTCAAT (eleIoIg
A/ NN CH o= N1 Wl [ CAAAAGCHAAAT JAGAGCAT IIGAACAACACAAGAGT GAGAT TGAEACA A“C./-\m AATIACHETATIEAACAGT TCGESACAGCHST TCCT CTCAAT JReilek
Ll G 1 KELLWATTTAATGCE® TCT AN TIeCTCCAAGHRIIATTCAGAAAIRRCAJARICAAACT(ET AGE T TT GCAGT GGCT@AGTI®TIET TT T TIJGACAAICT GACREILNS
hVLIG Celera 3164 [ERFNNICCAAI[®I] Tcﬂ LICT CCAAGAESATTCAGAAALRICASASCAAAC O T® T TGCAGT GGCTEAC T TIATT T T T[eGACAAACT CACIRRLK]
mLl G 1 4098 AATIXEATONSCifeeACANE T A ﬁ COTUANEAATRCAAACAGAAAAGCAAA dYerneAG & -IfE------ 4189
hVLI G Celera 3264 TGJXe QYTCCAINeEAA ACANGCALA A®ICE TICAAACAGIAAAGCAAAN cCTM JIeA EATATGC 3363
Ll G 1 PRI I T GCAE A T AGAT AGAAGCCATETCCACAGAGAT TI@ATIACT GTACT T T [AGGAATTGAGCA @ GAGAAGT TGA8CAGAT 8 TATGAAGCT CTGREL]
hVLI G Celera 3364 CIf€ Aﬂ €AGAT AGAAGCCAT T CCACAGAGAT TINE TEACT GTACT TT[€GGAAT T GAGCA QAGAGAAGT TGQCAGAT I TAT GAAGCT CTCRZEK]
mLl G- 1 4289 YW CTRAJATRGC! QUCAAATTGJGCAGACCT GAT GAT AleCTGGTGT TCCCATTGAGCT GATGGAE n 4388
hVLIG Celera 3464 [YYeW SAT AN Aﬂ LT CT®ECTICOECAAAT TGO GCAGACCT GAT GATAIICT GGT GT TCCCAT TGAGCT GATGGA 4 3560
Ll G- 1 FEE M T GOURICATATGT[€CCTCTAAIN NGCAGCTITTTTTGACAAGAT QAJAGAGAAAET T GGAGACAAAGECT[ETTTGT TCTETCT] TeCje 4488
hVLIG Celera 3561 [FeSACONFNFeiAcoroy-¥ € GCAGCTETTTTTGACAAGE T QI GAGAAASTTGGAGACAAARGECTIATTTGTTCTYTCT! eeeT|Ie 3660
Ll G 1 VYW CAGAGCT CAGGGAAE T CIJACC T CTGAATGOCCT GAeCTICAGT TCACAGT(@AGT GCAGGCA GGGCECCTADATGCAGCT i 4588
Y/ N E @ =T W 1o} Bl CAGAGCT CAGGGAAR T (@ ACTE T{€ CTGAAT GOCCT T TTGAECTICAGT TCAQ AGT GCAGGCA AINGGGECCTAAT GCAGCTCC cf, 3760
Ll G 1 Lt AGGT GGAAGAGACAT TCAC AGAACTTGCIZT'IT g GACACAGAAGGACT TCGAGO CCAGAACHCALCAACAAAT C( Aeg 4688
hVLIG Celera 3761 [eejfeeiceNeNoNgloNCeiceYNoglcceoign)ca q (€ GACACAGAAGGACT TCHEGUACCAGAACISCACCAACAAAT CAAAGE ALY
Ll G 1 4689 PTECENE COAACAT q GEAAACT TGACT CTGATCAATATTTTTGGGGAGAAT CC{8 T CAGA NeGASATH V! 4788
hVLIG Celera 3861 PACEENeAN AAAUTTU ce GEAAACTTGACTCTGATCAATAT TTTTGEGEGAGAATCC NGAIA . 3960
Ll G 1 4789 INEET! T AR e N E Yo GT GAAAAT CTCOCCCAGT TGOCT CTTTGT CCAT CAGAAT GT GGGAGAA GT TACACE AR VY 4888
hVLIG Celera 3961 [NEGTIHEICE NN IRRIOIIE e YN - - - - - - - oo qQAE Y. 4005
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Ll G 1 LI CTATGGA GEAACHIAEICTIE GAGCAGAAACTIEGAT GAAATAACHGCAN NeIREeGAAEAGT Y T{®@EACT AACC@GCT TCAGT GATIREEL]
hVLI G Celera 4006 [offiyfeeh HAAQIA W GAGCAGAAACTIGAT GAAATGEJAGCA A AASAGTGe TIFeACE TAACUGCT TCAGT GATIENIOES
Ll G 1 PXL YA GTIATTAGT TTGATGECAA AJIGTCTACTACT TTGCTCACCTIAT GGGAT GGCAAJCCCCCAAT GG CCTCCCAATCCT CGCTAJAGOPACAATAROET
hVLIG Celera 4105 (¢ NEGTTTGATQJCAATIXSIICASGT CTACTACT TTGCT CACCT{® T GGGAT GGCAASCCCOCAAT GGO8CCT COCAAT CCTCGCT ASAGCOACAAT (RIS
Ll G 1 5087 deAn @% BAATTCT TI®LACT GOCI@NECAGGAAT QJAGGGGAAEEAT (I TGANNAT AT CAGATY T®AAAT JJORGAGT TCAAGAT TTGT (SRS
hVLI G Celera 4205 AACTIEAIYAA AATTCT TEYEEACT GOCINONCAGGAAT CSAGGGGANNSAT (AT GAAGAT AT CAGATIE TIAAAT @ COGAGT TCAAGAT TTGT (Rl
mLl G- 1 5187 [€AANE NeIGAAACT T®AT T TTCAGT T TCAGGAACACCCAAGAEGTCA AGOCATGMCAAACTGGAAA VT IAEECHLET 5286
hVLI G Celera 4305 [eidXe NNeGACAACT TYAT T TTCAGT T TCAGGAACACCCAAGARGT CATIE GOCATGAICAAACT GGAAACSAN OTGGACCT € 4404
Ll G 1 5287 [€X€ A cd ANICAGCT[ENCAAJCAGAT TCAIRAAT GGAAAAAT COIJGACACTO e AN AT RRIA TABTAC 5386
hVLI G Celera 4405 A A q AASCAGCTIENJCAASCAGAT TCACAAT GGAAAAAT CORGACACTLIEAA -AﬂemcﬁT ETTTEG 4504
Ll G 1 5387 PEGCAGIYNACTIAMAACCAITAAdYEY: NOAAATATT T T[eANGAAJACCCAEATUAIEAAATAITC AleT GEAAAGCAAA] W\ 5486
hVLI G Cel era 4505 IREACAGANNNATANINAGT TLONAGEY: ANAAATATTT TIAAIGAAGECCCA q AST( AT JAAAGCAAA A! 4604
Ll G 1 YLy a6 A/ Gy T AOT AINTCCTTAAAGAIRIACT TATTTCAGASAGCAEAONENANKECAAT GAACYIA (o TTAAAAABEIRIACO CAAGAAA TAYEYAC 5583
AN N oI A AGe T AT A TOCT TAAAGAINN:ACT TAT TTCAGAIJACCANAINENS AACS CAAT GAAQESATIAGT CCAAE CAAGAAA WG 4704
Ll G 1 Y0 AAAAGH CASAII TATGAAAA KA NeAeenGAIIAAGT TIGCTTTAAINTI TEAAGCHJAARGAAT AIGAAGAGT TECAT GAGAAATIELEK]
hVLIG Celera 4705 ANNNNeAOARTIZNIENYWAC AR AV GCOGEAAGT TIEGCTTTAARTE AAA‘GAAT NEGAAGAGT TICATGAGAAATIZENES
mLl G- 1 LI L T CAEECAACTTTGGABAAIT G THTIATGATGTATCICeA ALIGT@ACAGAGCCT [JACATTGATTTGGAET CTGAAAAJIA CTlEe: 5783
hVLI G Cel era 4805 CAACTI'TGGA q €TGATGTAT] oAﬁ (€ CAIGTIJACAGAGCCT [EACAT TGATTTGGA TCT GAAAABA TGEeh 4904
Ll G 1 5784 ‘TATTTC‘AAG“AA UCTCANNALCT AINYIAIIAAA NAGENAAGT T TIEAAAT CAJ[ETATGAISAAACATAT[OA AA VY. 5883
hVLI G Cel era 4905 QENER(CYIAN Acﬁc (I 3 ICT Aloi[e A AAARIT CTIEOACEAAGT TTI@AAAT ‘TATGAOATAT A TINXE'VY: 5001
Ll G 1 5884 - - - QUEeAAAGA RGARA Al A [CAALANGATIACORACACAT AA AelYeAAAOY cﬁ 5980
hVLIG Celera 5002 QAT - - - N TR AYeA A A TMT@T ACLIEACUACAT TIEIRITIBAA AT AN TTAIRIAACE 5098
Ll G 1 LLLHACAT I TGGAAACANAAGEGT G NeTONEAATTASTTLCAT GAA T TlEA -ATAGAA NESTGAAATCTGNNe(otx EGGAGAE 6080
hVLI G Cel era 5099 [NeNIqeeYIXe.Y.OXeT(eife AN TOORNAATTAIITT@CAT GAEAT] NAGAREATAGAACAINGAINE TGAAATCT e oI EAAGAGAIE 5198
Ll G 1 I CACAT T TACSANNENS TIeATCATTGACT TAT(S @I @ CAAAGAGCAK®PEAG AAGIIAAAT GCACE8GGCAT TCAAGASIIGCAAA TR
hVLIG Celera 5199 [oNONRRFNOANTACAIT TTNKCNRICNARINIGT ey LCAAAGAGCAINEYeAd GEAAAT GCAJNEGGCAT TCAAGAENGCAAATIRPAES
mLl G 1 [FEIMGACCCTGTEAACTA NEAGLAAGAAAGATGATTTCT TAIGAGT TTTAAGATCTCCTGSCAAGHIGCSAQYT] RCT T8 RCTCs 6280
hVLI G Cel era 5299 [elT/eeifes A AN AGIAAGAAAGAT GATTTCT T{SASGAGT TTTAAGAT CTCCTJCAAGEEGIAAQET] AAAS, ATQUT(e 5398
Ll G 1 6281 GE®EEAAGCTCACTCCTGY QeigeAles AT AT GAIAINFAT e REOYIAAAATIAGAIGANGACAT GCGAGTEACCT GCCCT AT TCAAT GANRLE]
hVLIG Celera 5399 GQEYAAGCT CACTCCT GO CONSIABIATATCAEACE NS AT S M RBIAAAATICAEGAEGACAT GCGAGIACCT GCCCT (@€ TTCAAT GARTCE]
Ll G 1 (1N AAACAGIYECT AACCT GGAGAIJACAJAT TCTCTIACT CT CTIGCAGAAGAAGAAAAN T TTGAT AA GIAATACATTCAIAAC8CAleA iC 6480
N\ AN cNoIN-TERN VI M AAACAGEACTAACCT GGAGAINACASATTCT CTCT CTCTIEGCAGAAGAAGAAAAST TTGATAA GGEAATACSTTCAAA AAEATC 5598
mLl G 1 6481 [XEE T ﬁd‘ AGATTAAAAGATA NANINELGT GAAAAAATIIAA NeAIAAGCT TAlEe T GAAT CAAGAAT ARG
hVLIG Celera 5599 [Xee ASATISA ;A&T AJIATTAAAAGAT AN NOANIGENEGT GAAAAAATEEAA WEAAAAAGCT TAINIT GAIAT CAAGAAT ATIE]
Ll G 1 6581 [@ (€T CTGCCAT| § ANXe GTAGCT AAAT® TAANE GCAGCACT G NeTGGeTGGATTT€T TCTGTGA® RACOV! 6680
hVLIG Celera 5699 (@ eTCTGCCA A AL®RGTAGCT AMAGATAAARGCAGCACT G NETGITGGATTTATTCTGTGARE ¢TEOV: 5798
mLl G 1 6681 @€ AliCeA (@ TGE TAAGCATIGAECACCAGGAGS TAAIREEATACTGA @ AAAGAAGCCATGAGIOYAAGCT TTGGAT (egie CARYA:N]
hVLIG Celera 5799 [eTlE A CQUTIAT AAGCATYGAI CACCAGGAGATAALYNSATACTGA! AAAGAAGCCAT GAGLIESAGCT T TGGAT @A CAREEES
Ll G 1 YL ATGAleCeANETAGAAIAT €T TCAAGTAAGINSATAGAGEAATHGT TI@CTEABAT TGAGAAAATCT CTCTGAACAT CTCTGT GGCT QY TGGAAAREEEN]
hVLIG Celera 5899 IN(eNANEAMIAFYENACNe T TCAAGTAAGCOIIATAGARG CTIAAIAT TGAGAAAATIECT CTCTGAACAT CTCT GT GGCT GO TGGAAACIETERE]
Ll G 1 6881 [NEIGEeSTTT € GCAATTTGT ACAAACACSAT TCC@@eCAT GAAGGAGACCA JATTCCACCGT CCTCAGGCT GT CAe TG Ce AEED]
hVLIG Celera 5999 [Nelfejf®@CA €N GOAAT T TGT ACAAACATRAT TOCIIX®ACAT GAAGGAGACCALIA Q8 TTCCACCGT CCTCAGGCTGTCANTGG ec!A 6098
Ll G 1 6981 TREedNjANPEACAR (SImITGTACTAGTI ACCAAGT IIATINI T T{@eTT] ATEETSCEeNNy - SSeNgICY 7079
hVLIG Celera 6099 AjfeeTiN|dNIXNSNTATIRIT ESTGTACTAGTIRI GCAAGT [EATQIET TKET T| M GAEGAN € ONGGAAT TRCCCAT TIAARHESKS
Ll G 1 7080 €W ACAAGCAGGAGJGAT TATGCCA®E T GGAGCAT CACCCCAGASI AT QIA®CCAGCIAT AY TGGAAATGGT TTGTCT [€ TCAIT TCAGAT CARANE]
hVLIG Celera 6198 (€% A®AAGCAGGAGGEGAT TAT GCCAIKET GGAGCAT CACCCCAGAIIAC® T @ ATOCAGCIIAT A TGGAAATGGT TTGTCT 8 TCASTTCAGAT CARENS
mLl G 1 RAE VA AECT AGAAGAEAAITATIEESAAAAAAT TTICAGH € QJAGT CTTCCAGAT TTATGGACCAAAAT CACAAAGCAAGAAGT CCTGAATGACTTAAAAA 7279
hVLIG Celera 6298 [T Ve ALY AN CACYYYYYNRRIGONeeCGT TIEAIICCCTAA 6345

LI G 1 7280 AA 7281
hVLI G Cel era 6345 6345

Vergleich der Aminosduresequenz von mVLIG-1 mit der des von Celera vorhergesagten hVLIG
Proteins:

mLl G 1 1 MATAKCFTDEPQL QSRRKHNL QEML TEVGL SVDYW. PKL QEDL GVT SAQAL QYL DRNDL QKL KSQT THTVEKRAL EKL L DFSQPNSVAEL QETPREMKKN 100
[}V el e -] Y - N T T T T 1

Ll G 1 101  RQROAGQAL QAL KAL QSEGKHREEEAVRRKEAEL =cwi‘7 GvSIEKD TEI MER £ SIENLEDEIVRWSGELALQE YK HalZ)
AVLIG Cel @@ 1 semememmmmmmmammmaeee e =\ asPEEPEREVMENLGR QN YK DRVRWASGGLALQE YKIXSHORRR]
Ll G 1 PYURE | (MoK REEL L SVPK =EHEE! SFHE ETT KMVEgSSPSL VECEE, &l BONEQT ABENIHSSHSEONESAFESTE 300
hVLIG Celera 64 [AITENGE=NRasEs 1L (e SPQAEFYRIGWEKLEZRLITS L BHSKHPEEK IS NSRS TRl 163
Ll G 1 301 [ N -NsﬁL ql EELL] SGL ANENFFHRFGSHIINQGPLISL GG EFKSEHIA YK TRE: 400
hVLIG Celera 164 [N TGA el EELLEQTTENZDE REINEFHREGSHIYNQGPL L GGl Y AEVEQQSINE ROSY 262
Ll G 1 401 BeEeR AN ST ASESITEMRS T KVQL SVAQNGGHAEADARAQIA WEVI DRELQLVPI WDI | LSSHRTDFKNAL QVANCLKD 500
hVLIG Celera 263 SegeVavAa SATA e NMOTKVQL SVAQUIGGHEEADCRYOVIAGL [AS N T 325

Ll G- 1 501 NYTALTELDAQ QEGEEFLTARKEAKLFI EDVKCWEVSDPEEQLTKLLDFMJTLSQKI KSYNI W NTCLTDWDLQNFLI NTVKFCKTSPTYKTQFI KSQL 600
VLI G Cel @r @ 325 - - - - oo s o m o oo o oo 325

LI G 1 601 Cl SVTNFP| | OSE Q S EFRKTMNKIHK INF A=RLp (TTIES Kl Q& 700
hVLI G Celera 325 - HY[RVTNFP) FOSDSEQEONESCESQL [RE (MYERON KVI§ ASR¢ SLARS @TIT]| 424
mLI G 1 (| S| AA ORVNSHFCQgl L GCDEL DOMQASNQg KYQELKNI N YRAQAFL VL RTIAYE S QR (X QAL SEEVAHVL T Klg GRe]olo]
hVLIG Celera 425 (RN HVI [NT[FeSHKeon = DIEMAZRCNKYQEL KNI CGS YRAQAFL VL S R MR g4 EVAHVL T K(g CsyZ!
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nvLI G 1
hVLI G Cel era

mLl G 1
hVLI G Cel era

nmvLI G 1
hVLI G Cel era

miLl G 1
hVLI G Cel era

nvLl G 1
hVLI G Cel era

nvLI G 1
hVLIG Cel era

mLl G 1
hVLI G Cel era

nmvLI G 1
hVLI G Cel era

miLl G 1
hVLI G Cel era

nvLl G 1
hVLI G Cel era

nmvLI G 1
hVLIG Cel era

mLl G 1
hVLI G Cel era

nmvLI G 1
hVLI G Cel era

miLl G 1
hVLI G Cel era

nvLl G 1
hVLI G Cel era

nmvLI G 1
hVLI G Cel era

mLl G 1
hVLI G Cel era

801
525

900
623

1000
723

1100
822

1200
922

1300
1022

1397
1122

1497
1221

1597
1321

1697
1403

1797
1503

1896
1603

1996
1702

2096
1802

2196
1902

2296
2002

2396
2102

E E: DLRLLI [ECOY[( AU TR O Qs Cl @ T YKQK | TK q q D ABFHLI YKTSVYNS(
Al F SDLRLL! NCDY[SSVTESSL () o- - SEF OPHEPHI NK e = NESFANFHLI YKTSVYNIG
PRSENEL PFYFL QKL L MEDV{eZREL (A KDDIENEANQIE] ENEDI BIRNDDVI | PNBEIRGYP) ESYAPHI HPEDI QVIT| [N
PESEEL PFYFL QKL L MYDY|SERYL\YEKDDRMEEE Q) SOEARRR(EN-FE[, & TKS} HSPHI HRY,DI QM| &
WARYAL PLYYVPNPINTSQ EFMLWSLRQ (BASKSFOBKE YSa=NQQVA TRVG\BL SASKSQ | SKRKHDVFFHRHOYGSNK(E(]
QICeZAL PLIRVPNPETSQ EFELWSLRQ l_En HNEKIN YA INQOV] G\EL SASKSQ 0| SKRKHDVFFHRHOIGSg K]
LL SACQGEDT| oL |
LL HeG=ED) 0
G KNRNEAELTEELT (FLELS L SLEDCSQIAR=EGH{}l DEDQRDCKEAKEKAQIRYMARL (=5 g LLPLQGQLWHA HEYHLH
G KNRNEAELTEEL TN (BLELS[pT/AL SL EDCSCRA | DEDQRDCKEAKEKAQARVAEL (€N adl L L PLQGOL HEYHLH
EKGNESI EQHKSEI ET[gK| R (ENAZPLNDL Mg SVL =B (BX{SH] Q L{gF[sl | Clg/® H
EKGN@S| EQHKSEI E Q [MEH! ARPLNDL MeSWL (651 (|Sig SE[HI FIXOASV5L 8 ACERE! =|
Q)\el EAI STEI [gNCTLG E
(BQS=| EAI STEI BICTLG E
(QSSCKSTELNALFGLQFTVSAQ (GAYMQLLKVEETFTEELGF (NDTEG_RAPE(N B MV GLENLTLI NI FGENPSBAQDI L(]
(QSSCKSTILNAL FGLQFTVSA( OCGAYMQLLKVEETFTEELGF[BF DTEGLRAPE] KDR}| [§VI GLANLTLI NI FGENPSEYQDI L
PEERVGVKI SPSCLFVHQWGEVTAKDQTVEGRIGIES NN TALIVEL EER NI R AN A A GG A C GV =N
(VOAFL RVK G (AR aVRI EOKL DEMAANAAESERCERY TIOFSDVI [fFDYNIHVYYFAHL WDGNPPVAPPNPRYS
OEIRNI A RAxI [BKI SCEKERVQDL BV SVWMEL RSHVLIL QNQLIENQI QNGKI [ITL s N INE == I Ae ]
oIKS A Rd QYKS RVQDL Q WIAEL RSHVL €L [INQI ONCKI EASTF[EVLY 1502
SRELKTI REEF DG EEDEDC q EHZEL | XD B TRKAEHELXY- ez SALE Elz SRKLALNNKGKEL SREEL HEKH
TERYEVMEQEL EM(EN=GECS | [ = | E DSIN E[ll SFK 0 =RIENK =K E[NSRKL AL I\ KCGKEL SEEEL HEKH
Wi SSNVE =
€KRI RI [ISNSLSEP KD!
q NP KTIEEEVESAST INTF|
L] ANSYE | WIMYEKI AGDVRATCP H El ENFD | KPEEZEEOMIR SEKEJENI (RNESL €Dl KNTI
AV W=BMIEKI AGDIVRATCP H El F ENFD L HNSKSEEE MK SD FEKS RO
LSAl <JAK 9 CO3LG R QEEN¥ TEFL KEAMSNAL DZAMRAYE(S \HEDH EP {| 04
L SAI <D 9 COeLd |FPR | o= KHISFNUTAVSANED| TIKKI [SQN PIIEAWYSI || 04
PEANAI CTNTI P@HEGDHSVPFHRPQAVEQ DA S NI SH R REAGCDYAIVS D QR YVKWFV@HF RSNLIZRESE]
PSCEAI CTNTI PPJHEGDHSVPFHRPQAVIGH O S| DCL LVHRDGg REAGEDYAVS BT Ol MWAURAYSEEESSINE 2101
H
=

899
622

ACRIRQY | [#EKL JEER]
ONFAZelL AN 722
1099
821

S| HGDAKEHQQLSFL SS| 5YSOANNY NLIEHRVaSSTIZNEOR| B N=KAl ANTE 2 1199
L HGDAKEHEQOL SFL [NSVS SASBDNE <HVRNLWOSSEPL | CLISDDKEARINESG aM 921
1299
1021

ORSL“LRI RRAQKENE- - - 1396
BKYWISL WIPNEHEL | C 1121
MREVGQ YEALEEYSSSSNFRel PQ AADLM AGVPI ELVDGDAEYVPL[IWAARNFDIKRIEY GOKRL FVL SYL
lReEva YEALEERSSIREFES! PO AADLM SGVPI ELVDGDARYVPLIVWAAYFDKYSEKIBGDKRLFVLS(IL

1496
1220

1596
1320

1696
1402

1895
1602

1995

L LL RKSEETCHVESIIKKIINNEQ KIS TETL TN

NH PMT{ITVFEKEFENMEID NKI | N\M 1701
IDPVNYL ERKKDDFF'SFKI SCQGATSI I BF
IDPVNYL ESKKDDFFIISFKI SCQGATSI [QIFVH)

| DLDSENI LEEYFKINANEVISEL [NBINS Y DKHI

B| DLDSENI L{JEYFKINS - CHLTNS 'YDKHI (4]

SLY[MEeIASKDIZN AFKIANI
8| FORAIRENFK] AFKIRANI

2095
1801

2195
1901

2295
2001

ST€KGSLPDLWIKI TKQEVLNDLKK 2427
JAEVDP 2114

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der selber vorhergesagten hVLIG CDS,
unter ausschliefflicher Berticksichtigung der humanen Genomsequenz des "International human
genome sequencing consortium®:

LI G 1 CDS
hVLI G putative

mLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

LI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nmvLI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

1
1

101
101

201
139

301
175

401
275

501
375

601
475

701
575

801
675

901
775

1001
875

1101
972

1201 e
1072 el

1301
1172

1401
1272

CCRACAGOAAACILCIRRI Ca CTGATGA d IACAL A A A\ CAA ACGAGATGCTGABAGAAGT G €T A 100
cee CEeACACOAOE CECTGATGA g CAG] ARAAGGA ATEA ANGAGAT GCT GACAGAAGT GGG g A 100
200
139

ACACACAT GGGAGAAAAGGGECGCT GGAGAAGT TACTGGACT TCTCACAGCCAAACAGT GT TGCA

8 TACAGGACGACT (eNe CCAGAIIGAAAGHA
QI TACAGCGAQICT €SI GCAGARGEIAAAGAERN
GEACANGCACTGCAGHe AN CAJCAGAAGGGAAGCA ACAGGAAGAGGCAGT GAGGACAANAGAAGCAGAC]
CGAACACGCACT GCAGE Aeed UCACAGAAGGGAAGCA ACAGGAAGAGGCAGT GAGGABAACAGAAGCAGACH
[ TGAGACAAGCAAT GGACAT CCCTGA € CTGCCANCEeCTGAAGY QJCSCTAA A ASIGAAAFAYAT GEeAGAGACAIICTCAelI] deA
| TGAGECAAGCAAT GGARAT CCCTGA ACTCEOCAYGEECTGAAGAGeQICTAA A AIEGAAANE® T CIAGAGACA AACET] 11@
CEeSICACAHIGSAAACCTIICAGATIEGAGA GGTIRAGATGGGECAT CTGGAGGEECTGE] [ECAGCGAATTTAPAA A deA}
JIeSCACAGECAAAACCTLI8CAGATA A GGT[€AGATGGGCAT CTGGAGEECT GCUECTOCAGGGAATTTABAA A lAﬂ
AC ARICAGAAGAGAGAIGA( qQUAA e CONCANCAIIGGEACSEAAATIIAAAACIEAIIGGAAT Til
e AONEAGAAGAGAGAEGAJ] AA QICqQEAeCALGTIATISAAATIEAAAACTIARGGAAT TN
CATCTJTCA AAESCATGTTTACIA ACTAIIA ATleAfeee CAYAeCTeCUITCET TIAAE! lﬁ ATTTAGTCTAGA
CAT ACCHLeAARICATGT TTACL al ACAGHAGTCE AAQIRG CESAAETACEAAVN (€TTTAGTCTAGA
AANACEAACAERCAGSATCIEEACAALIIAJACASCAAT( d e% L TGCTCACCCAEGT TCAGCTASATCCCH
ASACCIAAACAILe CAGAATCI®AACEANACS CANCAAT CAVA CAAL @ TCCTCARCCAAGT TCAGCTAJATCOC
diCeTGq ucC A CAACTCTEEMAT! eT CCA( AANNSIIATTGAAGAC G CAGACAACACAC
qeTcq g T A JAGTATCeen CCT[€TCCA AAAIIESAT TGAAGAECTIICTCREIICAGACAACARACT

A CACA NAGGCACAGEEMIEEAAA LT TCCAIAGGT TTGGCT CTCATGETAACCAAGGCCCTCTGCA CCJGGAATCTA
G--2 g C € AGGCACAGILONIAAA CCABAGGT TTGGCTCTCATGTAACCAAGECCCTCTGCA GAGGAATCTA
GO TGGAAAGCCATTTCAGALGGT T AGT] A STEATEYAR NAASAACENETRTT| egTA APGCECAQITAW
GETGGAAAGCCAT T TCAGAECGT TRYREESA A CJAGA Cﬁ ACIIQEESACACEEO T CEASAT T T aceeAoNeqQriC
JAAA q i AATIRTINECARACT (VAT TCIIEARA TEATTAAGTRINE CATAO CAAACCAACH
EAAAGTI] A CAAT{ETIRICACACT (UESATTClEAA (] OTO’-\C&C A T LARACMIIECAAACCAACH
AACTATCTGT ACAIAGGT G AECAGAAGCAGATGQ G A CCCCTI GUEJAGCAATCAAACCT! OTGTCA
AAJITATCTGT AAACACGTCH ASCAGAAGCAGATGG g A G LGESAGCAATCAAACCT €TGTCA
ATACCE €CAGTTGG CUATTTGGGACA €TCTAGCCACAGAAMIEEATTTTAAQ €CTCTTCAAGTGGCTAACT AAAAGAJ
Acdede CAGT TGGT€CONET T TGCCACATYA @ TCTAGCCACAGAACEIATTTTAACEAT[®CTCT TCAGGT GGCTAACT] €AAAGAG

300
174

400

a CCAGAZGCAGGCA 274

eGCA(‘AeGCAGGCA
500
374

600

) 474

700
574

800
674

AGCTGGT ATRIGAT
AGCTGGT IIT[€CAT

900
774

1000
AN 874
1100
971

1200
1071

GGCTTTGGAS
GGCT T TGGAS

1300
1171

1400
1271

1500
1371
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Anhang

mvLI G 1 CDS JEJO R\ CTACACT GCT CT GACT [€4VACTINEW T GOOCAGATCAINEACGGGGAAGARTTI o TCCT AN ANAGARGOYARCS T T T T®AT AGAGGAT GT[EAAAT K1)
hVLI G putative 1372 JCHreNeifeojfeiferleijA [0 T GOOCAGAT[® CACNAIIGGGGAAGA € TCCT[eCleANCGAGOOACCe T TT TIIO TAGAGGAT GTIAAAATINENAR
mvLI G 1 CDS 1601 LT CTGATCCT GAAGAACAACT TA[BAAAEI TINIT A GeAAA AAAAART AAAAAGT TATRACAITTGGAT TAATA Oairdei]
hVLI G putative 1472 CI| GGTIATCTGATCCT GAAGACCAACTTAIAAA A GAAAA AAAAANET AAAAAGT TATEACAET TGGAT TAATA LY AN
LI G 1 CDS 1701 IIGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAATTTTCT. AAA AA GCAAAAI TOO CCA O'I'I'ATAAAACTlTATTAAATCT A € 1800
hVLI G putative 1572 Yf-------------------------------- AANBA( AA AAAA CUICCAIT TATAAAACT IRARTIETATTAAATCT CA € 1638
mvLl G 1 CDS 1801 AIJCCTTCTGA AILETCTACA ACAAACTTTCC J @CATCATIACAGT GGAT JAYYJCAGT CAGAE TIyJ e GeA LA 1900
hVLI G putative 1639 A€CCT T CT{€GA AL TCTACAGAGTIEACAAACTTTCC €eT]| LICATCATECAGT GGAT (IMEe CAGT CAGA diceA AGe 1738
mVLI G- 1 CDS 1901 gdWA ®T( EAATT®AT TIRAGA AAACZAAA ACAVATIA €AT GGAA( AALR VAV cCesevieivvielefeel 2000
hVLI G putative 1739 AN Tee! OAATTIAATTIEAGAL AAA AEAN OATGGAA( AA AAA QJCCCCAGAAACAGT GGARRERE]
mvLI G 1 CDS Lol CAAGONEAAAGAABCE QAT TAT GAGGT CASC AAETA CAAACAAACAGAACAGECAGACA A G 2100
hVLI G putative 1839 deNYeeTONVeIAE QUTATGAGGT CAeClE AAIT AIICTCSAARAAACAGAECAGACAGACA AACT® 1938
mvLI G 1 CDS AN CTTTCCATTGCAGCTGETGCAG A TCETIAAACAETALY G L8 T GGGGT GTGATGAGT TAA CTHEEN|IYYNE®YY: 2200
hVLI G putative 1939 ([ogg(eeglcecojfeCjfee.le ALLE TAAT[OAACARTA € [®UTGGGGT GTGATGAGT TAA 16 T GGAT(EAAAT GCAA AR
LI G 1 CDS Pl eV CCANS O AAAT ACCAINGAGCT TAAIAATATTTGCACTASAGIGOS CAGGCATTCCTG GCTCACACTCT‘COACAGI'T JATORONEA 2300
hVLI G putative 2039 X “A&T ACGACCTTAA[GAATATTTCCAECTAPJAGEGQJCAGCCATTCCTA ICTCACACETCT] GCCACAGI'T aACAeleleC 2138
mvLl G 1 CDS I TATTTCT WCAGAAGAGAAAACACAACHRI T GECAT TAATARACAIACALIA eGéﬁCT QUEAAGAAGT TGCACATGT ANV 2 2400
hVLI G putative 2139 IARRIGNTENE Ve LV .V CheVetCAILe e NRPv.NICA ALICAEA EACHAT COAAAGAAGT TGCACATGT qeAAA] a 2238
mvLI G 1 CDS 2401 AAINEEATEAQEEEEYYGT| AAIIGA A \TT (€Al GGGGA AAAGERIe CACCA(OC] ACAAATZG:‘ﬁﬂGAGG 2497
hVLI G putative 2239 [CCACNI®LCEATI(ceE V.Y, AARGA A AﬂTeee A SN CACCALIIES TT®AI T TIECAAAT! Aeileej|CGA 2338
nvLI G- 1 CDS 2498 ANV RICGCAAAGT CT CT[€Q8AT GGAAAGAAACA( g ‘Oﬁ MYNSPAATGAAAAGAIICABA g AEAAAAT GGALQ 2597
hVLI G putative 2339 GWA------ GCAAAGT CTCTIQUAT GGAAAGAAACAGOCCEATIEAACISAGA TSNS AAT GAAANITA CA Affe e TTEA ANAAAAT GGAC 2432
mvLI G 1 CDS 2598 ‘TTACTC MACETCTAGG AONATTACT AYCTRAAANEELTGAGCAIEAGCT (€A TTCCATCTIEAT CTATAAGACE TCTGT GT ASAARICACACRASISI4
hVLI G putative 2433 ASTTACTCCAeCATCTAGH AAOATTACTACCCEAAAA [TGACCA! TTCCAT OATCTATAAGACETCTGT GTAIJAA®AG € 2532
LI G 1 CDS AL M COLACE T CTGANAAGCGAGCT TCCRITTCTATTTH ICTACTG/-\T [TGGATTATGEQU ASA A TIETCAAAGATGA ATRA 2797
hVLI G putative 2533 [seCieCjiejfeiV.Cleclcoigiee RISV NN ACAARCTACT GATQTCCATTATG ALIA QICT AN NIENACTOL G 2632
mvLI G 1 CDS 2798 BRNINENIAICT CCATEGG T[S AEGAA A MIICCATATGA[BEAL IJAGACAIATGATAGTCR Al [de 2897
hVLI G putative 2633 LRACAGENMJIACATCO; CTLEeA ACGAA Aeq ACCCATATGALVI A TIRITT[ENAGACAETGATAGT CHONMPA ALY AT 2732
mVLI G- 1 CDS ATl CACT GAGY C@1] GE CCOCACAT TCACCCAR TGGATAT(€CAGAT GACSAT T TTIRCACT GT GCAGAT(EA ACCAGECAATATATTTT®ICUAAACT TTCORASEENRS
N\ R NER N IR RT-IY K CACT GAG@ QA8 CCOCACAT TCACCCA[E T GGATATIICAGATGATAAT TTTICACT GT GCAGATIAATHIT TIECCAJACAATATAT T T T[eeSAAACT T TCORAKYA
nvLI G- 1 CDS 2998 [T Al d € TCGTIRCUAAAT CCUAYCACT TCTCAGATTGAAT T%TCI’CI".‘O’-\AATT €oAe 3097
hVLI G putative 2833 i AETTCC [ TGGTECQUAAT CCOQEGIACTTCTCAGATTGAAT @ TGGTCTCT(eg CAAATT AA 2CG€ 2932
mvLI G 1 CDS [0 Tl AICCAAGYAAAT CRJ CCASAE RO AAGA Aloile TI® AG ACNAAT CAGCAGAT GT I€GT GT CTCTACC{@CI8AT TGT GT CCT TR TIAGAGT TGGAAAT G ielg
hVLI G putative 2933 jAceNIeCNVN(® AN CeeAACH AT THIAAAEAAT CAGCAGAT GT GIGT GT CTCTACCHJAAT TGT GT CCT TAE TINAGAGT TGGAAATGERE{IFES]
VLI G 1 CDS RIRLMCCTCTCTGCTTUOAAATCTCAGATBAT GAACTOTCTTCTCAGTAAACHIAAA ASGTGTTTTTTCAJRAGACACT GCARAGGAACCAINSAAA €T 3297
N\Y/R N TV F RV VIO CCTCTCT GCT TQUAAATCT CAGATIAT GAACTIETCT TCTCAGT AAA AAA AIGTGTTTTTTCACEGACACT GCAGAGCAACCAEEAAA €C 3129
mvLI G 1 CDS 3298 @y ecAleee A GO TGGT TCTGTCQIG8e GCSeAACE TGAGGACA % 8T GACCT TCACCAETCT TCAT GGAGEELSK
hVLI G putative 3130 @7 ceec] AEA QTCGTTCTGICLG GEEAACAT GAGGACA a (€ TGACCT TCACCAAT CT TCAT GGAGEEYy#4%)
mvLI G 1 CDS kIl AT CCAAAEGAACAIPSU CAINCANCT CAGCT TCCT S Ao Ay ATCATTGTGGT CCTCATGT CACUIT QICATIIACAA AAAA( OW 3497
hVLI G putative 3230 [N[eONIACIONTGAGEACH;Co[elcoyfe AG(JA €TCATTGTGGTCCTCATGTCAG®®T( € ACAAT[EAAGEAAACCEAAASREYL]
nvLI G- 1 CDS 3498 A ACe T[T GGCAGT CAT CAA®ACIT TGATCT GCT TCRTHIGAT GACAAAGAARYX AR CpEeifee T ALVVACIVALCNEVANNT 3597
hVLI G putative 3330 QEAAQY T{€ TGGCAGT CATCAACECTAT TGATCTGCT TGET[@GAT GACAAAGAA (SAATAIITTCT GGEOBAAAGAAT GAGAAT [CRelibie]
mvLlI G 1 CDS fel1el: I GCO AT CAAGAAT AGAAAT GAGGCAGAAT TAACAGAGGA| CeAlTeq ARACATTTICTAGA] QUAASACT G TCTCAGY T TAGAGGACT LI
hVLI G putative 3430 [eeThY[eNXe NPy [ccee eV greoNeeel oA A ACACATTTECTACA! JEAIACT GETCTCAGOT T{€GAGGACTIREYAS]
VLI G 1 CDS 3698 d ACACHIAGA CQUAGGATT GATGAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGEICAG qracese(resifeeA 3797
hVLI G putative 3530 g ALRICCT{O CRACCATTIK 8 CAT GAAGACCAGAGAGACT GCAAGGAAGCCAAAGAAAAGCET d qQraiceceeijfeeeec 3629
mvLl G 1 CDS EICLE N CeAANOAAETTATCTCAGASEAAIGAAAAIIT TACTACCCCT TCAGGACAAC LI T GGT GTAAGAANGACAAAGAAIIT CTAT CAT CT{EAGARKE g
hVLI G putative 3630 (€AY ATTATCTCA ARIAAEGAAAART TACTACCCCT TCACGGACAAC 8T CGT GTAAGAACGACAAAGAAST CTATCAT CTIAGARCIFAY]
mvLI G 1 CDS feb< 1oLl GAAAAGGGEAATCIE GAGCAT(@GAACAACACAAGAGT GAGAT TGAIIACAIBAT AAANEAA g

hVLI G putative 3730 [eyVleee, CIAGAGCATIIGAACAACACAAGAGT GAGAT TGACACAIGAT AAASZEANIIAA Ged
nvLI G- 1 CDS RECEMATTTAATCCES TCT! {oe/ 7X@ TI®CTCCAAGAMIIAT TCAGAAA AYJARCAAACT d I TTGCAGTGGCT@A T(EeAeavCeee 4097
hVLI G putative 3830 [NERFAVAKCSAAIKM] LECACU TLICT CCAAGACSAT TCAGAAAIRICASACCAAACT T TGCAGTGCC d; €GACAACT GACIREPAY]
mvLI G 1 CDS 4098 AAT[YEATON® AOLAA N Ae GCAEA ANECATIRCAAACACAAAAGCAAA dlernend - -|[6------ 4189
hVLI G putative 3930 TGJXe O T GGANEAA NeAl Aﬂ AGICETICAAACAQIAAAGCAAA ochTﬁT CCOUEATATGC 4029
VLI G 1 CDS 4189 - ACARTIOAGATAGAAGCCAT [@TCCACAGAGAT T@ATRACTGTACT TTRIGGAAT TGAGCASCT T T G GAGAAGT TGHECAGAT[® TAT GAAGCT CT GOji¥A:E]
hVLI G putative 4030 ARACTIEACATAGAAGCCAT T CCACAGAGAT TIRE TIEACT GTACT T T[€GGAAT TGAGCAACT TR T CAGAGAAGT TCHJCAGATIITATGAAGCT CT GO WS
mvLI G 1 CDS 4289 [NYeWA e TCTACAATA QJCAAAT TGJGCAGACCT GATGATAECT GGT GT TOOCAT TGAGCT GAT GGA[@ GGGGAREKEE]
hVLI G putative 4130 LYW OATARARAALCA- - - LICI®CAAAT TGC8GCAGACCT GATGATAQICT GGT GT TCCCAT TGAGCTGATGGA a 4226
mVLI G- 1 CDS EXEISN TCORICATATGIECCT CTAAR A GCA( ATTTTTGACAAGAT CACAGAGAAAIGTTGGAGACAANAGGCT[ETTTGT TCT| o(jfe 4488
hVLI G putative 4227 [esACONFNLE] \CS[oip.V. [€CCAGCT{ETTTTTGACAAGET QJAUGAGAAAIST TGGAGACAAASGCCCTRTTTGT TCT} STe 4326
nvLI G- 1 CDS LY IS CAGAGCT CAGGGAAE T ACTGAAT CECTIRCAGT TCA GAGT GCAGGCA TAA NeATGCAGCT CCTeARIEEE]
hVLI G putative 4327 [@XejeejfeNeeceiviAfcCXeeqiCo(cN.N(ceeoT| GECTJCAGT TCACHIGTAGT GCAGGCA oA AIIAT GCAGCTCC (ﬂi 4426
mvLI G 1 CDS ATl AGGT GGAIMGAGACAT TCAJAGAAGAACT TGCCT T TIaA QTIATAGACACAGAAGGACT TCAAGCCAGAAGCACAACAAAT CT :g 4688
hVLI G putative 4427 [HeejfeeiCeleNoiypioNeCeiCeivispiccoipnICh GOT[ETECACACAGAAGGACT TCHECIRCCAGAATRCACCAACAAAT CORAGEAREEYAS]
VLI G 1 CDS EIH I TIICCGACBATGAGT TGHSAAC ee GEAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATC( AGA AEGA T| s 4788
hVLI G putative 4527 pAceeeNN[eNeigfeeT.VNe €ce GSAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGEGGAGAATCO aCha ALGALL aa 4626
mvLI G 1 CDS 4789 INAT LICAAGTATTTCTGAGAAT GAAACAAGT[EAAAATCT (@8 CCOAGT TGCCTCT TTGT CCATCAGAAT GTGEAGAAGY TACAGCIA WY 4888
hVLI G putative 4627 [\l OCAAGCSTTTCTGAGAATGAAACAAGTIAAAAATCT LIICTAAGT TGCCT CTTTGT CCAT CAGAAT GT GGGEGAAGETACAGCHA s 4726
mvLI G 1 CDS LISl CT AT GCAR GGACHEAAGA TSI CTIEGAGCAGAAACT[EGAT GAAAT A GCA CGTTAEN € CATAACCEGCT TCAGT GAT L ig
hVLI G putative 4727 [efNieeiTeelee- YIelC AGAGCAGAAACTIRGATGAAATQ A i AA CeTAeACe TAACQUGCT TCAGT GAT CiEe ¥y
nvLI G- 1 CDS 4988 IANRELACIERICACCOLVY AIIGTCTACTACT TTGCTCACCTRTGGEGAT GGCAAJCCCCCAAT GEICCTCCCAAT CCT CGCT AYJAGYACAAT! 5087
DAY/ R NC VI R RVl TOA T TACGT T TGATJJCAATIAMICA®GT CTACTACT TTGCT CACCT{TGGGAT GBCAABCCCCCAAT GGJ8CCTCCCAATCCT CGCTASAGCEACAAT 4925
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Anhang

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G put ati ve

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G put ati ve

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G put ati ve

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G put ati ve

nvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLI G- 1 CDS
hVLI G putative

mvLI G 1 CDS
hVLI G putative

nvLlI G 1 CDS
hVLI G putative

5088
4926

5188
5026

5288
5126

5388
5226

5488
5326

5585
5426

5685
5526

5785
5626

5885
5723

5982
5820

6082
5920

6182
6020

6282
6120

6382
6220

6482
6320

6582
6420

6682
6520

6782
6620

6882
6720

6982
6820

7081
6919

7181
7019

7281
7119

AATTCT
AATTCT

GeAACTAlee Al TTE T GCC@AeCAGGAAT QJAGGGGAA] O TGAAATATCAGAT J TI®AAATIICAGAGT TCAAGATTTGTCY
COAACTeAYIAeTIe AT CCUA®ACAGGAAT JOACCCCAAINS ATCIATGAAIGAT AT CAGAT [ETIAAAATIOCEGAGT TCAAGATTTGTGY
ANAGOCCTIRE TUACUGAIAACT T[®ATTTTCAGT TTCAGGAACACCCAAGAEGT CATIRGCCAT GAECAAACT GGAAACLAIGT AT AARREA d
NeAGEC AINSGAEAACT TIAT TTTCAGT TTCAGGAACACCCAAGAIGT CATEGCCAT GAICAAACT GGAAAGEAIIGT AT ANEEA d
[AGCTINAGGAGT CAl 3 AA AAJJCAGAT TCAZAAT GGAAAAAT COUGACACT [ele A AN R Ae T AN
AGCT{EAGGAGTCA| € AA (€N CAARCAGAT TCAEAAT GGAAAAAT COAGACACT LI Ae O AeoNe AIITIIGAGTS !
Neeee AN AA AAXEAAGAA NGAAATATTT AGAAACOCA QIEAAATAYTG HeT GEAAAGCAAA AAEAS]
AOAGAAMHT AACIRIETCAACSAAGAA ABAAATAT T T TEAIIGAAGECOCALRE TEGORAAATART] AT JAAAGCAAA AAGALE
(AAQUT AST AITCCTTAAAGARI®ACT TATTTCAGA S AS CAle APNENANTECAATGAACTY AAAAASEIEE | A\ CIOCAAGAAA A
AAGET AT A€ TCCT TAAAGAINNAACT TATTTCAGAIIAECANNNETNO ANES CAATGAACKE QUCAAGAAA
[AAAAGYCAlSA AAAAINEA % GAIAAGT AA AAGGJAAEGAATTIAAGT GAJJGAAGAGT TECAT GAGAAAT
AAAAG AcﬁT AAANNEA ARV AGCIOCleAAGT AA GO ANAGAATT{EAGT GAlEGAAGAGT TIACAT GAGAAAT
ACECAACTTTGGASAAENTGA ATGATGTAT LI CeA L CUCALGTSACAGAGCCTINACAT TGAT T TGGASTCTGAAAAIATCCT T (@)
AINICAACTTTGGARAANET GG €T GATGTATAEATAA QdeCA JACAGAGCCTIEACAT TGATTTGGAITCTGAAAAGATCCT T IEeCCA
TATTTCANeAAlee AeAINIAATATIIGTGE AVVIAIIAAA d €AAATCAL ASAAACATATISARY T GAARAAGAAA
TATTT Am NEACEAAT] ce- - - ACTACNN AA OAAATCANT AIAAACAT ATI®RACET GAAJIAAGAAA
AERCATU TAGRACAGTIRIAR I TGTTER ANNARGACIIACONACRACAT T@Ne TAA CACYNACAIIACAYA
ATAAES e - - TN NS ASHICT TEA AQT] AATAIIGACHAIEAQUACATT] AAEA TAMTT AEAA
CATYTGAAACAAAGIGTJ AT ONEAATTA A A GEA TONINEVA A TER COIEVVNIIE AASCT GCRECGAGAGS
CAT[ETGGAAACAABAGIGTG AT COAAATTA NeATiIe TEARGAONAT AGAAEALGAINETGAAATCTCeai e TeATYYe d
e ATCATTGACTTA  CAAAGAGCA g e AAGAAAT GCAES GGCAT TCAAGA®IIGCAAATQ
LIATCATTGACTTAT(EIR GT| CAAAGAGCAR g LAAGEAAAT GCAQYEGGCAT TCAAGAAGCAAATG
NeCCTGT €AACTAI NEAJNAAGAAAGATGATTTCT TAIGAGT TTTAAGATCTCCTGECAAGRIGAeAY T NeICeTTTGT TGA[®S
AICCTGT IAACTA] ANAQIAAGAAAGAT GATTTCT T[8ASGAGT TTTAAGAT CTCCTJICAAGAGORACS T CAT CA A TTTGTTGAI
Gel[eAA G G TGTAAGAR AIINPAT ORIV AAAATIAG GAEGACAT GCGAGISACCT GOCCT GLYAT TCAAT GGA
ETATIN s CACTIACTR CeAceNe AT oo mEIAAAATIIGIEGGEGACAT GOGAGQIACCT GOCCT Gl@€ TTCAAT GGA
[AACACGECT AACCT GGAGAJACAIIA ACTCTCTGCAGAAGAAGAAAAINTTTGATAANTACT GAAAATAG ANAAESCAEA R
AACAGENCTAACCT GGAGAIACALSA [CTCTCT €GCAGAAGAAGAAAATTTGATAAITACT GEEAATAC AUAARICALAINTE TE
ce LACAEACCABATTAAAAGATAET GTTCAGAANR A ‘GTGAAAAAAT‘CTTTTT NeAIAAGCTTA HeATCAAGAATAG
et A NI ASICAIIAT TAAAAGAT AIITGT TCAGASANIGENEGT GAAAAAAT [EANCACTTTTTTIY ‘A/-\GCTT AJATCAAGAATA(
A €TCTGCCATY AeTCCACAINNeGT AGCTAAAGET AAAGGCAGCACT GUAT CTIeA® T GAS TGGAT T T[€ T TCTGT GA@ONCCTINGEIAGCAAG
®TCTGCCA A TOCACALI®AGT AGCTAAAGAT AAAGCAGCACT GO T CT{EAC T GQI T GGAT TTIATTCTGTGALIEE CCTIE GERIGCAAG
q AGeA CeT G TAAGCATIGACCACCAGGAGS TANIIEEATACT GAET O AAAGAAGCCAT GAGEAGCT T TGGAT C/Of€CAA
€ LCCAe A QUT GATAAGCATY GAACACCAGGAGATANYNEAT ACT GART TICTIIAAAGAAGCCAT GAG[ESAGCT TTGGAT C@ACAA
A eﬁ AAleAd] €T TCAAGTAAGCINSATAGAIAAAT] [EAGATTGAGAAAATIICT CTCTGAACAT CTCTGT GGCTJTGGAAACA
ANEAA ANGA] A TTCAAGT AAGCISIATAGAINGBAAT] U AATTGAGAAAA €CTCTCTGAACATCTCTGTGGCTQOTGGAAACA
GTGTCqEEl I¥NeGCAATT TGTACAAACACISATTCO8@Ne CAT GAAGGAGACCASAGT GT [€CTi T TCCACOGT CCTCAGGCT GTCAle TGARKEGEALR
GTGTCe GCAATTTGTACAAACACH QA CAT GAAGGAGACCAJAGT GT JICAET TCCACCGT CCTCAGGCT GTCAIT GAE e GeA
GEOATAAACAGAEEA [ERITGTACTAGTAGIGTAGCAAGTAATAYY ALIGGETL[eCeCGAATT ¢ Ve
GQJATIEAAACAGAIIEAIT TLIEN L(€® T GTACT AGTREEGTIGCAAGTEA T MGAEGATIEE CGAATT) TIYYe
AA A€ AAGCAGGAGJGAT TATGOCA®A T GGAGCAT CACCCCAGA qQA GOSATAYTGGAAATGGT TTGT AJJTTCAGATCAA
AA NSAAGCAGGAGEEGAT TAT GCCALLE TGGAGCAT CACCCCAGAIIAG ocET CUATA®TGGAAATGGT TTGT A6 T TCAGATCAA
NeCTAGAAGAeAARY O AAAAAAT T TIACAGGEAAAGGT Aeife TIICO LIIAT GAACCAAAAT CACAAAGCAAGARIGT] GgT
AICT AGAAGAIAA [@NeAAAAAATTTECAGRIAAAGGT ANNATIeCC S ATGGECCAAAAT CACAAAGCAAGAIIGTIECT]EA

A 7281
aCAG 7122

Y.CC
VIGA

[ACATTTACSAANE
ACATTTACAAALRA

5187
5025

5287
5125

5387
5225

5487
5325

5584
5425

5684
5525

5784
5625

5884
5722

5981
5819

6081
5919

6181
6019

6281
6119

6381
6219

6481
6319

6581
6419

6681
6519

6781
6619

6881
6719

6981
6819

7080
6918

7180
7018

7280
7118

Vergleich der Aminosduresequenz von mVLIG-1 mit der des selber vorhergesagten hVLIG
Proteins, unter ausschliefdicher Berticksichtigung der humanen Genomsequenz des "International
human genome sequencing consortium®™;

mLl G 1
hVLI G putative

nvLl G 1
hVLI G putative

nvLI G 1
hVLI G putative

mLl G 1
hVLI G putative

nmvLI G 1
hVLI G putative

mLl G 1
hVLI G putative

nvLl G 1
hVLI G putative

nvLI G 1
hVLI G putative

mLl G 1
hVLI G putative

1
1
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747
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100
58

200
158

300
258

400
357

500
457

600
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Anhang

Ll G 1 900 [§ NEL PFYFLQKLLNE SHHE| BEN KK®| S| SNHENEDI [BDDVI | (® SGYPE SUPH HPEDI QMVIT| (IHCACSBIRQY (3 S 999
hVLI G putative 845 [§ OEL PFYFLOKLL ELR YRV B EHSVHPNASDQEDZAF{BEENFFED; FTKSE [ESPHI HRYDI QMIT| [FHCAONZARQY B S 944
mLl G 1 1000 |[SHYA TSQ EFYLVBLRQ RESWIBASKSPeRKE YRIRIENQOVIARVST(sl VSH]] 1L SASKSQ MNSL L SKRKHDVFFHRH( *H® 1099
hVLI G putative 945 COEA [HVPNPOTSQ EFSLVELRA Il 'AEﬂ PEK)N YERTINQOMI®VSTEI VSF €| SASKSQ €| SKRKHDVFFHRHAJ D@ 1043
nmvLI G 1 1100 [WRyQe PG DYHENCE S| HGDAKEHJQQL SFL| Sl DINNA JEVRE L WOSSIPL | CLIDDKEGI eKz\Vxl 1199
hVLI G putative 1044 [HE¥GE PleG DRABNG L HCDAKEH[EQOL SFLNY DIBN= | ENRYsSSRMEOR| (o (=ATMT|\| SeCRaM 1143
miLl G 1 1200 [EENGNE=RIEEH =L ELS QARERGHNI DEDQRDCKEAKEKACIRYVANL [=3) QUKENLLPLQGQL EFEEE 1299
hVLI G putative 1144 [ERONENITNSRISST MLELY qla (81 DEDQRDCKEAKEKACAIVAEL (€N QKENL L PLQGQL SLMEHE 1243
nvLl G 1 1300 GNgSI EQHKSEI E RKIN3! AZPL NDL MESVL (=L QeX{SEN L[zF [ | SRERSL\ALRI ORAKENS:- - - 1396
hVLI G putative 1244 G\eS| EQHKSEI ET[IKORI Hgl AIRPLNDL MESVL| OEHSS! [5T] FH S\YHED A SKEK S OKAPNSHSLI C 1343
®| EAI STEI (gl HglLIIREVGQ YEAL EEJSSSZBSEFNel PO AADLM GVPI EL MDGDA| AARFDKIRIEKWCDKRL FVL SV G RzRels)
Si=| EAl STEI S HOLINREVGQ YEAL EHASSINGENAF(ES| PO AADLM EGVPI EL MDGDA! IVWAAYF DK\ EKIRCDKRL FVL SBL G kv
Ll G 1 UV Y A (SSGKST [MLNALFGLQFTVSA(G NGAYMQLLKVEETFTEELGH VADTEGLRAPER S D (BVI GL[€NLTLI NI FGENPSBRQD! L CEsiels}
hVLI G putative 1443 [esSeiSjVRVANZeRe pVSTe OCGAYMOLLKVEETFTEEL GH DTEGLRAPH SKLRY FYEERANRINENEReSNESEMep e 1542
nmvLI G 1 JELYA SVOQAFL RVKQVKI BPSCL FVHONVGEY TARDQTM=GRERL EQKL DEMANAAEEECS NI TIRFSDVI DANRHVYYFAHLVWDGNPPVAPPNPRY S} 1696
DAY ANCRINETRRZ-IN GV R \Y\/OAFL RVKOWKI [FPSCL FVHONVGHAT AIIDQTMBGRERL EQKL DEMAARAAHSE[CCR OFSDVI DYNIHVYYFAHLWDGNPPVAPPNPRYS 1642
miLl G 1 1697 [CEARNEESIA @SRRI DigKIERVQDL WAL S ENFI FSFRNTQEVIA EEEESEVEORoNoRONeNoNe ) U TS\LL[SEPL 1796
hVLI G putative 1643 [EQRKSHEIMEATOSSEE DYKERVODLWg(eL (WNENFI FSFRNTQEVIIA VWTWEL RSHVL [€L ONQL [INQI ONGKI EASTFEWLV 1742
nvLl G 1 1797 LKTI E{goKYHSEBP qQ H L | (MND: BTROKOQNEHRESL (NN- S{e=| HD SQE:! SSRKLAL (\§ SOSSHEENE 1895
hVLI G putative 1743 YE! E[M=KYF\HeP@osiil LN H | E pS! HEl SEKI 0 =RENKKNT DK \SRKLAL I} HESWgEG 1842
nmvLI G 1 1896 TN SSNVx Pl DLDSEN! L <IN | JEREKI 'YDKHI LLLRI ETCHV[S: NNROQLKETETLTNI 1995
hVLI G putative 1843 K STTL[x Pial DLDSENI L| N - GALT! 'YDKHI [\ NHI PMIETVFEK[SH DYIVSRENKI | N\M 1941
mLl G 1 1996 WREKRONYSONEREIER [ENEL[EEPCE! Ki ST FORAS qJANDPVNYL HEKKDDFF[YSFKI SCQGATSI ISF VDL ViAol
hVLI G putative 1942 @ NP R S HAKTHSEEVIEAST OK NTF ICV QRA | {RANDPVNYL BSKKDDFF JISFKI SCQGATSI [MIF VDL VwdeZxk
nmvLI G 1 2096 ARSI NEMYEKI AGDVRATCP R | E[NFO | QKPI Ryl OSEKESENI LN SICR ROl 2195
hVLI G putative 2042 A% I=»MUFKI AGDVRATCP) R Fi ENFO L HNS| RSYI [ OSDNGGE §FE| | BN 2141
mLI G 1 2196 IS X S iHle R QEMY» TEFL KEAVS[NAL DI SE| DEI | @8 2295
hVLI G putative 2142 (R 4 S [{eL GeN_{§FPHRZDLl QENING TEFL KEAVEAAL DIRIMNAE] @8 2241
nvLl G 1 2296 [gF@ ROHEGDHSVPFHRPQAVEQIEWEIA T SNI SFI R ANYREAGCDYAIWS! TPDSSHA CglasSiVl 2395
hVLI G putative 2242 [§S@CA HIHEGDHSVPFHRPQAVNGEEWY=TO SDCLL! R <N YROAGGDYANWS! TPDYSHCE EEaSNE 2341
nmvLI G 1 2396 [= FICKGSEPRAVY] d 2427
hVLI G putative 2342 [ H GUP d \Q 2374

nvLI G 1 1397 \el
hVLI G putative 1344 L@

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der des putativen Ratten VLIG
Homologes:

mwLIG1 1 ATGGCARCAGCAAAGT(EIIT CRCTGATGAGCCT CAGCT A®RAAGCACAAGGA CAATCTCCAGGAGAT GCTGACAGAAGT GEGACTGTCTGT TGACTACT € 110
rvLl G 1 ATGGCAYJCAGCAAAGTI®ZT G CTGAT GAGCCT CAGCT ARle AAGCARAAGGA (€AT CT CCAGGAGAT GCTGACAGAAGT GACTGT CTGT TGACTACT G € 110
[0 Y/ W e R & R T AAGCT TCAGGAAGAICT GGGT GI[@ACCTCleGQ (8 TTACAATATT TAGACAEEAMNIGACCT CCAGAAGCT GAAGT CCCAGACATEACABACAT GCGAGAAAAGCIVAAY]
rvLI G KRR T AAGCT TCAGGAAGASCT GCGT GT[eACCTCRIGH (LT TACAATAT T TAGACAIVAACNGACCT CCAGAAGCT GAAGT CCCAGACA®ZACAIMACAT GCGAGAAAAGCIVAAY]
VLI G 1 221 [eCeifeelelAe ®T] A AAASAGT GT TGCAGAGCTRCACGAGAQ] AINECCAGAT GAIAAAAGAECAGGCAGAGGCAGGCAGGACA AG 330
rvLli G XS QI CTCCAGAEG G A AAAIJAGT GT TGCAGAGCTECA®CGAGAC ACZCGAGAT GAIIAAAGACCAGGCAGAGGCAGGCAGGACA aC 330
111 Y/ W e BRIy B CC T CT GAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAGI®A CAGAGAEGAAGAGGCAGT GAGGAGAARAGAAGCAGAGCT GAJACAAGCAAT GGAGATCCCT GAGGAGT AAC 440
rvLI G KNI CCT CTGAAAGCCT TGCAGT CAGAAGGGAAGIE CAGAGARGAAGAGGCAGT GAGGAGAAGAGAAGCAGAGCT GAJECAAGCAAT GGAGAT CCCT GAGGAGT COOLGT 440
[10Y/ W I R Yy R CCCT GAAGT (€ TCCCTAAAAGACAT CACTGAIRATAAT GGAGAEGACATCT CAGT CACATGGAA( Cq q CI8AAACCT CTCAGATGGAGACCT GGTAAGATIRY
rvLi G Y% W COCTGAAGT T CCCT AAAAGACAT CACT GA[GATAAT GGAGARACAT CT CAGT CACAT GGAAC CIAAAACCT CTCAGAT GGAGACCT GGTAAGATIREY]
111 Y/ W e 1Y B CGGCAT CT GGAGGGCT GGQYCT GCAGGGAAT TTATAAGASCA GAAGCCT GATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGT GTCCCTAAGCAGT TCTCACTTGT TS
rvLlI G 15150 Al CGGCAT CT GGAGGGCT GGUOCT GCAGGGAAT TTATAAGAECA CRAANRAAGCCT GAT TCAGAAGAGAGAAGAGCTACT CAGT GTCCCTAAGCAGT TCTCACT TGT TGN
mVLIG 1 661 [ceeseleNNeAfceel AAAAACEAIIGGAATTTTCATCT TTTCA@GAACAAGCCA ACACACTATARAGATGATGCGT TTCAQRICAASCTCCTT! 770
rvLI G [S15H Sl GCGCCCAGAACET GCCAI[EIeeAT ACAAATAARGGAATTTTCATCT TTTCARGAACAAGCCA ASABACTAT ACAGAT GETGCGT TTCAGESCAAACTCCTT! 770
mwLIG 1 771 |aRaecseiviee, AT TAGT CTAGAAGCT GGTATRGRT CAAAACEAACAEACAGEAIICT GACLATACECACBAATQECATTCAGAGCAARCTTATT T € 380
rvLli G LEAS T AAAGGCGAAGH ASTTAGT CTAGAAGCT GGTATECE T CAAAATRAACAIACATAARCT GASEAT ACSCATRIAAT QRCAT TCAGAGCAAICTTATT € 880
(11 Y/ e =1 R CCA € GT TCAGCT A®ATCCCAT TGGCCACETGCCATTTTCACATCAA A AAIGCT GCTCTCCAGGAACTAAAANGTATTGAAGAACT CCTGGA € CAGRSEIY]
rvLl G 1N CCAAGT TCAGCT A€ TCCCAT TGGCCACET GCCATTTTCACATCAATYY A AAECGCT GCTCTCCAGGAACTAAAANETATTGAAGAECT CCT GGARCAGRSEIY]
nwLIG 1 991 CAACAEACT A AGTRCCCT TACTRAGECACAGHECTGAAAACT TTTTCCAJAGGT TTGECTCTCATGCTAACCAAG A ceeTeevyoy. 1100
rvLi G 991 QUACASACCOERSA AYJT€CCCT TACT{€AGCGCACAGHRCT GAAAACT TTTTCCASAGGT TTGGECTCTCATGCTAACCAAG A ceeClecivyioy; 1097
11 Y/ W e R K 0 B CT GCT GGAAAGCCAT TTCAGAAGGT TTCAAAAGT GAGCAST TGG8 TGATGT AAAGEAGCANICANEAGAGT CTTTGAATATY TACATIALECCCAGY TATAGT GGCT TR Ay
rVvLI G JOEL W CT GCT GGAAAGCCAT T TCAGAAGGT TTCAAAAGT GAGCART T GETGAT GT AAA( ANECACTAGAGT CTTTGAATAT{ETACATIAARRGCCCAGO TATAGT GGCT T[e(ivierg
mVLIG 1 1211 [eXejmpvivieriCeeife Ve (1] TN P A ARAT T CAEAAACAGCAT CLAYRICAGTACAACT CAT®PA® ACLIMESAAACCAAGGT IACAACTAT CT GTAGCIe CAGEYAl]
rvLI G LIS CAGT TAAAGTIIGGT GCAAGT GTIAAATA AEA ACAT T CAAAAACAGCAT CRE®ACAGT ACAACT CAT{EA A IEAAAACCAAGGT [ECAACTAT CTGTACCIACA(EIN
110 Y/ e R R . B Al A GGT GGACCAGCACAAGCAGAT GGAAT TGS CCAGT GGACAGCT GG GPTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGEY ACTTGGTACCTAT T T(ER]Y]
rvLl G hRCH R A\ G ACGT GGACCAGCARAAGCAGAT GGAAT THICCAGT GCACAGCT Gl GO TAGCAATCAAACCT GGTCTGTCATTGATAGGGEEA MATTGGTACCTATTT (g
111 Y/ W e R P73 ) B GCGACAT CAT CCT GT JAGECACATAACT GAT TTTAAGAAIGCT TCAAGT GGCTAACT GCCTAAAAGACAACTACACT GCTCTGACT GRACTIAJAT GCCCAGAT TCAAGEETY]
rVvLI G hR:Y2 W CGACAT CAT CCT GT JSAQJCACACGEACT GATTTTAAGEASCUOCT TCAAGT GGCTAACT GCCTAAAAGACAACTACACT GCTCT GACT GEACT{@(8 TGCCCAGAT TCAAGNESKRY
110 Y/ M e R LSV N\ € CLE GAAGAAT TTCTEACT GCTAGARAAGAAGCTAIECT TTTUATAGAGGATGT GAAAT GCTGGGAGGT TTCTGATCCT GAAGAACA ACA ATIANRR 1650
rVLl G UESKEN AR GIAGAAGAAT TTCTIACT GCTAGACAAGAACCTACRCT TT T8 TAGAGGAT GTGAAATGCTGCGAGGT TTCTGATCCTGAAGAACA AATE aCCANNN| 1647
111 Y/ e R (TN I AT GCAAACAT TGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATARCAT TTGGATTAATACATICT CAQUGAT TGGEAT CTGCAGAAT TTTCTAATAAAIIA % €eoZVVVC 1760
rVvLI G FCEEMAT GCAAACAT TGAGT CAAAAAATAAAAAGT TATASCAT TTGGAT TAATACATGECT CACAGAT TGCAAT CTGCAGAAT TTTCTAATAAALA A A 1757
(11 Y/ e R W4 I T TCACCCACT TATAAAACTCAGT TTATTAAATCTCAGT TGIGCA [CTAGAACCT CATGT CTACAAAGTJACAAACT TTCCT[E€AGGCACA®T CCATCATACAGT CGAR (Y]
rvLI G ANAX W T TCACCCACT TATAAAACTCAGT TTATTAAATCTCAGT T A €CTAGAACCT CATGT CTACAAAGT[€ACAAACT T TCCT®AGGCACAAT CCATCATACAGT CGAE Y4
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YWy RN Ry kB TCAAT CAGT CAGAGTIYIEEGGAAGAGBAZET CAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTA (e TTAAAGAAAAQ AART. A EAATTTCAAA ‘Aﬁ 1980
rvLlI G IR[GI T CAATCAGT CAGA AV CCAAGAGEA®NTCAAAAT CACCTCATTTTCTGAATTCATTA| [TTAAAGAAAAQ aCla A AAATTTCAAANETINECT
mvLIG1 1981 (€8 CCAGAAACAGT GGAAGAAGCAEAAAGAACGECTACATAT GAGGT CACCACAGICTCAGCTCCT T TGAAGT ACCT CARAGAAACAGAACAGCCAGACAT GCARANE]Y]
rVvLI G 1978 QIQICCAGAAACAGT GGAAGAAGCAIAAAAGAACGGCTACATAT GAGGT CACCACAGIOCT CAGCT CCT TUAT GAAGT ACCT CAGAGAAACAGAECAGCCAGACAT GCAvAL: N4
LI G 1 2091 [ceifeeye LUCCATTGCAGCT GGT GCAGGCTATCAGT TGGTAAACAGJATTTTTCAGCATCTTCTEGGGT GTIEATGAGT TAAACT TCCT QU TGGAT CAAAT GCAAARVFINY)
rVvLl G 2088 [cofcoyfe ACCATTGCAGCT GGTGCAGGCTAT CAGT TGGTAAACAGSAT TTTTCAGCATCTTCTRGGGT GTIRATGAGT TAAACT TCCT G TGGAT CAAAT GCAA VA ReNg
111 Y/ W e Rl o B T AA[@CAACACAAAT ACCAAGAGCT TAAAAATAT T TGCAA®T ACAGAGCCCAGGCAT TCCT GGT GCTCACAGCT CTAAGAACCACAGT TGAAATCACAGATAT TTCTACAVAITY
rVvLI G ARSI CT AALICAACACAAATACCAAGAGCT TAAAAATATTTGCAARITACAGAGCCCAGGCAT T CCT GGT GCTCACAGCT CTAAGAACCACAGT TGAAAT CACAGATAT TTCTAC/PAL g
VLI G 1 2311 (e GOAACGTTTGCATTAA UAAACAACATAT GCGEABACT GTTGT CTGAAGAAGT TGCACA O ACAAAACATGGAGAACATCATGACT! aAVG 2420
rVvLI G R[S CANGAIIAAAICAACAACGT TTGACAT TAATIRAAACAACATAT! AARACT GTTGT CTGAAGAAGT TGCACA WACAAAACAT GGAGISACAT CATGACT! A 2417
(Y N N Y A Bl T CT GGAGAATGAT TTGAGAS TACTCAT TGA[EGGGGACT ATAAAGCCACCACCU IEAY ASAAAT GGAT GAGGT AAAAAAACAAT TGCAAAGT CTCTGCCAT GEeAAAGAIVAR]Y
rvLlI G PLARW T CTGGAGAAT GAT TTGAGAITACT CATTGAIIGGGGACTATAAAGCCACCACCG ACAAAT GGAT GAGGT AAAAAAACAAT TGCAAAGT CTCTGCCAT GRAAAGAIVAYN
1 YNNIk H Il T CAGAC T ATAAACAAIIAAAGT AAT GARAACAIICACAAAINGEAAT GATAGAAAAT GGACCT T TCCTIEAAIT TACT CCAACGCTAGGCCTAGAJAAT TACT AJICCAAAARIEN]
rVvLI G A2 A€ CAGACY TATAAACAABAAAGT AAT GARAACACACAAACGAAAT GATAGAAAATGGACCT TT! TTACTC‘CAA (€CTAGGCCTAGACSAT TACT ASCCAAA VAR
111 Y/ e MoV B A Cle AT GAGCAGAGCTGACTTCCATCTQ AIJAAGACCT CTGT GTACAAT TCACAGCUAAGETCTGAAAAGGAECT TCCATT(@TATTTCCTACAAAAGCTACTGATGT AL
rVvLl G PAKE M ACEAT GAGCAGAGCTGACT TCCATCTQ ASAAGACCT CTGT GTACAAT TCACAGCCEATRT CT GAAAAGGARCT TCCAT T TAT TTCCTACAAAAGCTACT GATGT T ivg
(Y N NN R AN CCAT TATGGGT TIRAGACAT CTEATIAlE TCAAACAT GATGAAAACAT AAAAAAACARATCTCCATAGGT TCCeC GACGAAAAT GAAGAT IR TTGATCCATATGA € 2860
rVvLI G PAER M CCAT TATGCGT TRAGACAT CTRE @I TCAAARAT GAT GAAAACAT AAAAAAACAEAT CTCCATAGGT TCC[ER] [ACGAAAATGAAGAT IITTGATCCATATCGA € 2857
(11 Y/ e R[N B T CAT TAJJAGACAATGATAGT (@ T€GCTAT CCT TJAGCCACT GAGT CCTGGOCCCA[BAT TCACCCAY TGGATATCCAGATGACCATTT A®TGT GCAGATGATCTTAC(rAK(Y]
rVvLI G ALY T CAT TAIAAGACAATGATAGT QUITIAGCTAT CCT T (€ GOCACT GAGT CCT GGOCCCARIAT TCACCCAATGGATAT CCAGAT GECCAT TT TICAII T GT GCAGAT GAT CT TAC(IVAeleyg
YNNI VAR \NCCCAATATATTTT @ TQUAAACTTTCCATTTGTCAJTATGCACT@CCCCT TGT GGTIRCCAAATCCCAACA®TTCTCAGAT TGAAT TTTAT CTTGGT CTCTCAGACAAATIRE{ L]
rvLlI G VAL ATACCAATATATTTT €T COAAACT TTCCAT T TGT CAIATAT GCACTHICCCCT TGT GGT[@CCAAAT COCAACAIRTTCTCAGATTGAATTTTATCT[@ TGGT CTCTCAGACAAATIRE]orard
VLI G-1 3081 paeeiviANeipiecevenTCosvle) cu ACCGACIAAGAGCTACAGT CACACAAAT CAGCAGATETGTOYY (SATYGTGTCCTTCATTAGAGT R EelY
rVvLI G lOr gl T AGGAACAGT TGGCAAGAAJCAAGT [EAAT CIACQIACAIAGACISAGAGCT ACAGT CACANEAAT CAGCAGATITGTCG CQAT®GTGT CCTTCAT TAGA € 3187
YNNI LN I GAAATGACCT CTCTGCT TCCAAATCTCAGAT CATGAACT CTCTRCTCAGT AAACGT AAACAT GA®GT GT TTTTTCACAGACACT (S AINAGGAAGCAACAAAIBACT(H € 3300
rVvLl G ENRIM GAAAT GECCT CTCTGCT TCCAAATCTCAGATCATGAACT CTCTECTCAGT AAACGT AAACATGAIGTGTTTTTTCACAGACACT! lTa € AGGAAGCAACAAARRACTG € 3297
mvLIG1 3301 GOAGGGAGT GGTGGAAATCTGCTGGT TCTGT CCT GO GGCCAAGGT GAGGACA % [TGTCTGACCT TCACCAETCT TCATGGAGATGCIRAAGGAAC/ARRENY
rVvLI G 3298 GEAGGGAGT GGTGGAAAT CTGCTGGT TCT GT CCT GIRGGCCAAGGT GAGGACAIY AACT GT CTGACCT TCACCART CT TCAT GGAGATCCSAAGGAACAIRZIE
VLI G 1 3411 CA(s@NAeVeieAConL AABATGTCTCTTCTATCATTGTGETCCT CATGT CAQITTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAESTTGTCAGACACCTCT( 3520
rVvLI G 2L BN M€ CCAACAACTCABCTTCC AAIGATGT CTCTTCT{®TCATTGTGATCCTCATGT CAGSTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAABIITTGT CAGACACCTCTAY 3517
11 VM e Rt oYk B CANCAAGACCHT TGATCTGCT TGATTGAT GACAAAGAAAA €GB CATAGCAAAT ASTTCT GGT AAAAGAAT GAGAAT TGGCAT CAAGAAT AGAAAT GAGGCAGAAT TAACARKIR]Y]
rvLl G CINR I CACCAACACCOTTGATCTGCTTGAT TGATGACAAAGAAAARJCATAGCAAAT AT TCT GGT AAAAGAAT GAGAAT TGGC AT CAAGAATAGAAAT GAGGCAGAAT TAACAREL v
11 Y/ W e RTsick Il GAGGAGCT CACSAAT GCCATCAAACAT TTTCTAGAGCTCTCTAA QITCTCAGT TTAGAGGACTGT TCACAGABAGCT AGACACUIAGCAT TCIT TATTGAT GAAGARIZIY]
rVvLI G oyt I GAGGAGCT CACAAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAA (8 TCTCAGT TTAGAGGACT GT TCACAGALIIAGCT AGAZAIRCAAGCAT TCIO T TAT T GAT GAAGAIRTETS
1Y/ W N RRCY /4 Bl CCAGACAGACT GIAGGAAGCCAAAGAAAAGECAGAQUIE TAATGGCCCTCCT GGAGGAA ‘CAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCITI’“ AAeeeivle 3850
rVvLl G YAt CCAGAGEGACT GUEAGGAAGCCAAAGAAAAGCIACAGACEAT AAT GGCCCT CCTGGAGGAATIECAAGT TAT CT CAGACAAAAGAAAAT T TACT ACCCCT R CACCCACAACIREZ Y
(11 Y/ Rt IS T T T GGCACCT TTGGT GTAAGAAAGACAAAGAAT TCTAT CATCT GAGAGAAAAGGGGAAT®GGAGCATI@ GAACAACACAAGAGT GAGAT TGAIACASAIIAAAAGAA 3960
rVvLI G SR ZA I T T TGGCACCT TTGGT GTAAGAAAGACAAAGAAT TCTAT CAT CT GAGAGAAAAGGGGAATIRGGAGCATGAACAACACAAGAGT GAGAT TGAGA( ‘Cﬁi AABAA 3957
i YW e R ie[ok B CGACTE T CAZICAE® T TGGAAAAAGCCT TTCQICTCAATGAT T TIRATGCGCTCTGT TCT(@EAACT CCTCCAAGAS TAT T CAGAAACRICATAACAARCT CTAGET TTTGCAGT (o]
rvLI G IEY I CGACIAT CACCAIT T GGAAAAAGCCT TTCUOCT CAATGAT T T[€ATGCGCT CTGT T CTLISAACT CCT CCAAGARTAT TCAGAAACOCAT AACAAIICT CTAQYT TTTGCAGT (Rideloxg
Y/ NNy R AR CCTOACTCTGT TTTTTGACAACCT GAJRAJAGA A®AA AJJGAAACGCAGAGAT CTTTGT GGT TAACHRTIRCAAABAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAG X RE]Y
rvLl G ENCERGCCTEACTCTGI TTTTTGACAACCT GACUA A ARAA ASGAAARGCAGAGATCTTTGT GGT TAAI(E TIECAAAGAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAG N g
mLI G 1 4181 A e ------- ~T g ACATAGAA| ATCTCCACRAGAGATTCATIRACTGTACT TTAGGAA ASCTTCTCCGAGAAGT TGGCCAGAT CTATGAAREVA
rVvLI G 4178 A @CCTGACACTCT G ALATAGAARCAAT CT CCAQUIGAGAT TCAT{EACT GTACT TTAGGAA AICTTCTCCGAGAAGT TGGCCAGAT CTAT GA/ARivA TS
1Y/ SR 2- YA CCT CTGGAAGAAACT TGO TCCTCTACAGAIA LT TCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGA[®CT GATGATAGCT GHJGT TCCCAT TGAGCT GAT GGA[@GGGGAT GUREZRek
rVLl G Y43 CCTCTGGAAGAAACT T TCCTCTAPAGARA € TCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGAICT GATGATAGCT GH€GT TCCCAT TGAGCT GAT GGALIGGCGAT GUREXIeNg

mvLIG 1 4392 Te €CCTCTAAAGT GGGTAGCAGCTIRTTTTTGACAAGAT CACAGAGAAAGT TGGAGACAAAAGCCTGT TTGT TCTCTCT GT CCT TGGCCT GCAGAGCT CAGGGARASI W
rvLl G 4398 €T} @CCTCTAAAGT GGGTAGCAGCT[ETTTTTGACAAGAT QJCAGAGAAAGT TGGAGACAAAAGGCTGT TTGT TCTCTCTGT CCT TGGCCT GCAGAGCT CAGGGARES g

VLI G 1 4502 [Nejfesp ACTGAATGCCCTGT T TGGCCTACAGT TCACAGT CAQGCAGGCAGGT GTACCAAGGGGGCCTACATCCA @ CTGAAGGT GGAAGAGACATTCACAGAAREIIES
rvLI G 4508 [ejfopX €CTGAATGCCCTGI TTGGCCTACAGT TCACAGT CAG8 GCAGGCAGGT GTACCAAGGGGEECCTACAT GCA LICT GAAGGT GGAAGAGACAT TCA( as 4617
1Y/ R R T P GAACT TGGCT T TIAUTIATGT GCT TGT TIATAGACACAGAAGGACT TCGAGCTCCAGAACTSAACAABAAAT CBAEAAT T GGGACCAT GAGT TGGCAAC € 4721
rvLl G CINRMCAACT TGGCT T CT [TGTGCT TGT T{€T AGACACAGAAGGACT TCGAGCT CCAGAACTIAACAALIAAAT CORAZAAT TGGGACCAT GAGT TGGCAAC g 4727

1 YN ey 2l CCT T GGAAACT TGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATC AGAT T CACGACAT IICTACAAATAT CTGT TCAAGCAT TTCTGAGAAT GAAACAAGT GAAAAT CTRERR
rVvLI G LYPA W CCTTGCGAAACT TGACTCTGATCAATATTT TTGGCGAGAATCJ ABAT T CAAGACAT [6CTACAAATAT CTGT TCAAGCAT TTCT GAGAAT GAAACAAGT GAAAAT CTIRZRK TS
VLI G 1 4832 [sCese leipiceofoinpie]|COneaCLY NGAAGT TAJAGSAAAAGACCAAACT AT GGAAGGAIGEAINJNGACT GGAGCAEAAACT GGAT GAAAT GACQJGCAT T(RZE N
rvLli G M QJCCCAGT TGCCTCT T TGIPCATCA) (8GAAGT TAQIUAAAAGACCAAACT AT GGAAGGA eAﬂ (8GACT GGAGCARAAACT GGATGAAAT GACAGCAT T (el vg
1 Y/ R GCT GCTE€AGT TGGAAGAGT G T CEAACIRTAACCHES TTCAGTGATGTAATTAAGT TTGATGCCAA aCATGTCTACTARTTTGCTCACCTRITGGGATGGECAATCG

rvLl G AT CCT CCTIRAGT TGGAAGAGT CAAACETAACCWAT TCAGT GATGTAATTAAGT TTGATGCCAATIX®ICATGT CTACTAQTTTGCTCACCT[@ TGGGATGGCAATCY
1 /W ey RV AAT GGCT CCTCCCAAT (@ TCGO TATAGCTACAAT GT CCAGGAACT AAGGAAT GQUAT TCT TTCAACT GCCCAGCACGAAT CTAGGGGAAGGATCTTGAAAA A 5161
rvLI G B AAT GGCTCCTCCCAAT QUITCI TATAGCTACAAT GT CCAGGAACT AAGGAAT GEIJAT TCT TTCAACT GCCCAGCAIGAAT CTAGGGGAAGGAT CTTGAAAA « G 5167
[ VR N RN (Sl T CAAAT TCRGAGT TCAAGAT I T GT GGAAA( | A ARAACTTCATTTTCAGT TTCAGGAACACCCAAGAGETCRTA GCCATGAGCAAACTGGQAA 5271
rvLl G SNEG T CAAAT TC(SGAGT TCAAGAT [ TGT GCAAAGCC! a ACAACTTCAT TTTCAGT TTCAGGAACACCCAAGAGS TOSTIIGCCAT GAGCAAACT GGAAACS AN 5277
YRRV & A\ AJTE AN T GGACCT GGGAGCT [WAGGAGT CATGTACT GGAST TACAGAAT CAGCTE ACAAT CAGAT TCAAAAT GINAAAAT CIIGACACT CACATISIAIN T TTACT AGAGGARKRES
rVvLI G 5278 OTC-EACCT GBGAGCT [AGGAGT CATGT ACT GGAJIT TACAGAAT CAGCT{€AACAAT CAGATTCAAAAT GHEAAAAT QI8 GACACT CACAT| GTTTACTAGA a 5387
111 Y/ N e R ket A CCACT TAGCACGAAAMIIT AAAACCATCAAACGAAGAAT TTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATH AAAIATTGGT TCAGT GGAAAGCAAAT TTTGARCASAAC ST A
rVLl G LI ICCACT TAGCAAGAAAIIAT AAAACCAT CAAABAAGAAT TTGACAAATAT TTTGAAGAAGACCCAGA AAASATTGGT TCAGT GGAAAGCAAAT TTTGACCAIAACORY I
LY MoV Il T ACT AAT CCT TAAAGATJCACT TATTTCAGACACCAGA AAAIGO ANOATATCAGT CTTAARANIA ARGAAA LEATAABCAAAAGT CACAATAT GAAREIEI0X N
rVvLI G [SZCE W TACTAATCCTTAAAGAT[ECACT TAT TTCAGACACCAGA AAAECO ANIITATCAGTCTTAAEA ACCAAA VA ATAALJCAAAAGT CACAATAT GAARSIEl g
1Y/ A\ A TOAE T TGT TAGAGAGEAGIAGAAAGT TAGCT TTAA ANEGGT AAGGAAT TAAET GAT GAAGAGT TGBATGAGAAAT TCAEECAACT TTGGACAAET TGGATIRIARYANS
rvLI G 5608 YN ATTGTTAGAGA‘A.GAAAGTTA(ITTT A ANJGGTAAGGAAT TAAET GATGAAGAGT TJAT GAGAAAT TCANICAACT TTGGACAART TGGA Cdﬁ 5717
(Y NN YA VAR NEATGTATCT TEAATGT TCCT CATGT CACAGAGCCTAACATTGAIT TGGASTCTGAAAATATCCT TCTEGAATAL AACAACGABAAAAATAT TICGAAAGACT ALY
rvLl G YARMOUATGTATCT TCEAATGT TCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGA| GGAIITCTGAAAATAT CCT TCTHIGAATA ANITAAZGAIIAAAAAT AT T GEGGAAAGACT A/
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Anhang

mLI G 1
rvLlI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVvLl G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVvLI G

mLI G 1
rvLlI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVvLl G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVvLI G

Ll G 1
rvLlI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVvLl G

mLI G 1
rvLl G

5822
5828

5932
5938

6042
6048

6152
6158

6262
6268

6372
6378

6482
6488

6592
6598

6702
6708

6812
6818

6922
6928

7032
7038

7142
7148

7252
7258

AAATAAAGT GEAAAETTTGAAATCATE TATGACAAACATATCAAAT GAAAA ‘ﬁ aCC ACTIIEARACAQIT TAGAAACC [CIRIGAATC € 5931
AAATAAAGT CAAAAITTTGAAATCATI TATGECAAACATATIOCAAAT GAAAAAZAIIATA A TS ACAACGOTTAGAAACC A ECAATC € 5937
AA A COAABAA T OAQUREAYA | CAGAA AGAAABATTTGGAAACAAAAGCGT GATTACAGT CAGAAT TASTTTCATGAAAT CTT[€AGGAT CATISZX N
AAIICACAIRIAQIAALIAALIATICEAL TTAAAA] CLGAA ARAAARIAT TTGGAAACAAAAGCGT GATTACAGT CAGAAT TAI TTTCATGAAAT CTTIAAGGAT CATI o Zxg
IAGAAAAT GAGCTGAAATCTGAAQ JAGEEAGACTACACATTTACCA! ASTACAJCATYUGACTTATCCT TGTIRCT TATTCCAAAGAGCAT CCAAGGAIIT TCAACANGNEHE
IAGAAAAT GAGCTGAAATCTGAAC QUCAYAAGACTACACATTTACCAAGAITACAICATEGACT TATCCT TGT{€CT TATTCCAAAGAGCAT CCAAGGART T CAAG RN Y
AAAT [€CACGOGGCAT TCAAGAS TGTAAAT GACCCT GT GAACTATCT GGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGT TTTAAGAT CTCCTGCCARGGT GCCACTC € 6261
AAAT IRCACGRGGCAT TCAAGAETCEAAT GACCCT GT GAACT AT CTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCT TTATGAGT TTTAAGATCTCCT GCCACGGT GCCACeT] € 6267

QUTCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCT CACTCCTGCTATCTCT GT CACCATATGHAAAAT AAT(EIT CAAAAART AGCT GGAGACAT GOEAGCCACCT[€CCCT Gl T AR

JATCCTTTGT TGACTTCCTATGGCT CAAGCT CACT CCTGCTATCTCT GT CA®CATATGHEAAATAATECET COIAAACT AGCT GGAGACAT GOAAGCCACCTIICCCT Gk ad
ATTCAAT GGAAARAGAGCT AACCT GGAGAJACATAT TCTCTACT CTCTAGCAGAAGAAGAAAART TTGATAAATACT GIRAATAC AVAACCCAGACCTRAATTT T TCANEEN
ATTCAAT GGAAAIIAGAGCT AACCT GGAGABACATAT TCTCTACT CTCTAGCAGAAGAAGAAAAIIT TTGATAAATACT GHEAATA( s QaTeo e ACCLYNNNNES; 6487

q AIATTAGAGACCACAT TARAAGATACTGT AAAAAEA EAAAAAATAAARACT TTTTTAAARATAA(Q QIGACATCAAGARTIQJAT CCTGT CTRGSEENN

(JAAT TACATTAGAGACCACATTAGAAGATACTGT AAAAAZA SAAAAAATAAANEACT TTTTTAAARATAAQI ({8 GACATCAAGA@ T[E((SATCCTGT CTIGSIN
(GOCATTCAT A AN aGCTAAACGSTAAAGGCAGCACT GCAT! A CTGGCTGGATTTGT TCTGTGACCASCT AGGGAGCAACCT GGTCTTCCCAAGGARAGANEY/X ]
(GOCATTCAT [eA A €GCTAAACATAAAGGCAGCACT GCAT! €CTGCCTGGATTTGT TCTGT GACCAIICT AGCGAGCAACCT GGT CTTCCCAAGGA[CAGANEN{I
(CCTGGTAAGCATIZGAGCACCAGGA( AAIGGAIACT GAGT T[@CT CAAAGAAGCCAT GAGCAIRAGCT TTGGATCCTGCAAT GAGHEAAGT AGAAGAGGAIITGT TCAAGT ANk
CCTGGT AAGCAT[EGAGCACCAGGA( AA ACACT GAGT TIICT CAAAGAAGCCAT GAGCABAGCT TTGGATCCTGCAAT GAGIAAAGT AGAAGAGGAET GTTCAAGT At siivg
AGCABATIAGAT GAAATIE T TCCTGACATTGAGAAAAT TCTCT CTGAACAT CTCTGT GGCT G TGGAAACAGT GTCCTTTTTGTAACGCAATTTGTACAAACACCAT TCCoRGerAN
IACCAIMATIEGAT GAAAT(®AT TCCT GACAT TGAGAAAAT TCTCT CTGAACAT CTCTGTGGCT GO TGGAAACAGT GTCCT TTTTGT AAAGCAATTTGTACAAACACCAT TCOUN VA4

NeCATGAAGGAGACCACAGT GT GCI8ATTCCACCGT CCTCAGGCT GT CAGT GGT TGGCAT [F€GCATAAAACAGACISAle TT(®! A QUAGTIA € 7031

ABCATGAAGGAGACCACAGT GTGCRIAT TCCACCGT CCTCAGGCT GT CAGT GGT TGGCAT v @ATAAAACAGAC [TGT| aCT JeAGTIR & 7037
AAGTAATIITTG A ACAT(eCe (e(eAAT T CCCATICAAGAAAT ARSGAGAAGCAGGAGGT GAT TIAT GOCA@®AT GGAGCAT CACCCCAGACT CATCTACCUIE NS
AAGT AA SARITA AeASCAC CAJRAAT T CCCATIICAAGAAAT ARRGAGAAGCAGGAGGT GAT T TGOCAKE T GGAGCAT CACCCCAGACT CATCTACCIaRivg
ACCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCA A ARA AAEAEANITATGCCAAAAAATTTABA Al O TTCCAGATTTATGGACCAAAAT s 7251
AIRCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGT CA A ‘Ca ANSAIANSTATGCCCAAAAAAT T T AJAATIIAG( AT TCCAGATTTATGGACCAAAAT a 7257

AAGCAAGA GRATGACT TRAZAANY 7281
AAGCAAGA A R TR CYaCAATACT TGCCACAAAT AT GACACTAGATGGGCTGCAGATTTTTCACTT 7335

Vergleich der Aminoséuresequenz von mVLIG-1 mit dem putativen VLIG Homolog der Ratte:

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLi G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLi G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLl G

mLI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rVLl G

mLI G 1
rvLl G

LI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLI G

mLI G 1
rvLl G

1
1
111
111

221
221

331
331

441
440

551
550

661
660

771
770

881
880

991
990

1101
1100

1211
1210

1321
1320

1428
1430

1538
1540

1647
1649

1757
1759

1867
1869

1977
1979

AUAKI®IDEPQLESERAHNL QEM. TEVIEL SVDYW. PKL QEDL GVTSAQAL QYL DIgiNDL QKL KSQTLig TVEKRAL El4LL DEFS®PNSVAELSETPEEMIKIRQRQAGQAL (O KHY]
ASAKNDEPQLESIREHBL OEM._ TEVEL SVDYW.PKL QEDL GVTSAQAL QYL DISEDL QKL KSQT@8 TVEKRAL EigLL DS PNSVAELXET PEEMEKIRORQAGQAL (TRETY
AL KAL QSEGKRREEEAVRRUEAEL RQAVEI PEECWPIJAEVSLKDI TEI NE Eix TLARSaN SDGDL VRWASGGELALQG YKINHa=SLI QKREEL L SVPKQFSL VIR
AL KAL QSEGKISREEEAVRRREAEL RQAVEI PEECWPNAEVSLKDI TEI VE Ee 1L ANSENL SDGDL VRWASGGLAL QG YKIESHSRSL | QKREEL L SVPKQESL VPR
EHET! EFSSFgEQ? ES G &l D, Q A JPLATCHFHI AAL QELKYY & 330
Eaq EFSSFEEQA Sa q ENVCONKOIIET! g A PLATCHFHI SAAL QELK € 330

T DAIPL L RHRIFENFFHRFGSHANQGPLISL GGl YOWKAI SEGFKSEgLINDVKIOQUGESL NIYI [¥GSYSGFGVKVGASVNE SESTTHEEEe TKVQL SVAREEN)
[T THEDA3PL L R-RIJENFFHRFGSHANQGPL L GGl YOWKAI SEGFKSE@L [BDVKRAEESL NGSYSGFGVKVGASVNYE AY ENLKIIAORSV/e 439
lGGPAEADG BOWTAGL WISNQTWSVI DRELQLVPI WDI | LSSHRTDFKYAL QUANCL KDNYTAL TIELBAQI QEGEEFL TARKEANL FJEDVKOWEVSDPEEQL XL el
picGPARADG MOATAGL VESNQTWEVI DREL QLVPI WDI | L SSHRTDFKBAL QVANCL KDNYTAL TELBAQ QEGEEFL TAREEARL FIBEDVKCVWEVSDPEEQL Nt (IS AV
MQTLSQKI KS DVBLQNFLI NYVAFOKUISPTYKTQRI KSQL @l LEPHVYKVTNFPEARS! | QW NQSENEER] K %N 660
MOTLSQKI KS DVNLQ\FL |! CKNSPTYKTQFI KSQL (€81 L EPHVYKVTNFP[SA®S! | QA NQSESREED) T S 659
ERPETVEEAERTATYEVT TALSSHEKYLXETEQPDMQLLILE| AAGAGYQLVNSI FQHLLGOBEL NFLIDQVQSNQHKYQEL KNI CNYRAQAFLVLTALRTTVEI TDI STRRARY)
SPETVEEARRTATYEVTTAL SSH SETEQPDMVOL YL I AAGAGYQLVNSI FQHL L GANEL NELYDQVIRSNQHKYQEL KNI CNYRAQAFL VL TALRTTVE! TDI STIREE)
EERReN QJLL SEEVAI GEHHDWES L ENDLRLLI [EGDYKAT TRMLI@VDEVKKQL QSLCHEKKQT YK (7 k{EM ENGPFL[NLLQRLGLL X 880
BIPKEORL| QXL L SEEVAH! GIHHDVENL ENDLRL LI [BGDYKAT Tlal [EVDEVKKQL QSL CHEKKQTYK( &M ENGPFL[BLLQRLGL] X 879
[RVERADFHL [ YKTSVYNSQPRSEKEL PFYFLQKL LM DYGERHLINKIPDENI KKQ S| GSEN OfoP lIDNDS e YPSATESWPHI HANDI Q\yy! (IHCADDL TRREEI)
RVERADFHL [YKTSVYNSQPRSEKEL PEYFL QKL LM DYGH ZNDENI KKQI SI GS[BBMENEDEDP) DNDSBEYPSATESWPHI HAYDI N [HCADDL TREER]
[&SKLSI Clg YALPLVVPNPNISQ EFYLWSLRQ RKSWIRR SIS INSYSHENQQYCRVSTPI VSFI RVGN[BL SASKSQ MNSL L SKRKHDVFFHRHQ %Hel 1100
MsKLSI CeYAL PLVWPNPNYSQl EFYLWSLRQ RKSWIESESaeSYSHENQUNCRVSTPI VSFI RVGNEL SASKSQl MNSL L SKRKHDVFFHRHG Nel 1099
[IMeGVVEI CWFCPAGQGELYFE S| HGDAKEHQQLEFLQR VSN VYL VEYSDNNKENQRVRHLYQSSYPL | CLI DDKEK] FELGELREER 1210
EGVVEI OWFCPAGQGELIF, | HGDAKEHeQQLIIFL QS VIl MERSDNNKENQNEVRHLSQIRIEPL | CLI DDKEK] SGKRVRI G| KNRNEAEL TIPS
[EEL TNAI KHFLEL SNTILSLEDCSQIARENGHI DEDQRDOAEAKEKAQT! BNKL SQTKENL L PL QGQL WHL WCKKDKEFYHL REKGNRSI EQHKSE! =] 1320
EEL TNAI KHFLEL SNTIL SLEDCSQARTEGHEI DEDORDAZEAKEKAQT | E@KL SQTKENL L PL QGQL WHLWCKKDKEF YHL REKGNRSI EQHKSEI 2] 1319
Ria QQL EKAFPLNDLVRSVLEL L QiYSETHNL YL QAL TL FFDNL T{iRH.[BKL HERQRSL L IRIQIEK QRAQKEN SV NG GAREHLLREVGQ YEERENS
R QOL EKAFPLNDL VRSVLEL L QYSETHNINL YL QW TL FFDNL TiEH. EKL HERQRSL W WY REKQRAQKNE STRIRY B 1 Hij QIEHLLREVGY YEJRPE)
ALEETSSSgEL [=NCLPQ AADLM AGVPI ELMDGDASYVPLKWAA] LEKVGDKRL FVL SVL GL QSSGKSTL LNAL FGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLKVEETF T EJRIEkY4
AL EETSSIRENLEYCLPQ AADLM AGVPI EL NDGDASYVPL KWAA SEKVGDKRLFVL SVL GLQSSGKSTLLNAL FGL QF TVSAGRCTKGAYMOL L KVEETFTEREERE]
ELGF[\VL VDT EGL RAPEL NNKSONVIDHELATIIVI GLGNLTLI NI FGENPSBI QDI LQI SVQAFL RMKQVKI SPSCLFVHQNVAGEVTIKDQTMEGRARL EQKL DEMT AT
L G NaVLVYDTEGL RAPEL NNKSXNVDHEL ATIEVI GLGNLTLI NI FGENPSE! ODI LOI SVOAFLRVKOVKI SPSCLFVHONIGEVTIKDGTVEGRERL ECKL DEMT ARTR R
AA=L EECSNETEFSDVI KFDANGHVYYFAHLWDGNPPMAPPNZRYSYNVQEL RN[EI LSTAQQESRGRI LKI SBEKFRVQDLWKAL o:VI XK 1756
AARL EECSNYTFSDVI KFDANIHVYYFAHLVWDGNPPVAPPNIRYSYNVQEL RNINI L STAQQESRGRI LKI SRYKFRVODLVKAL QEMNANGKL ETYEREES
YNEWNAEL RSHVL DL QNQLIBNQI QNGKI SNENEEERS =EFDKYFEEDPDEIIL VOAKANFEHKLLI LKDELI SDTR B NSCE] §) 1866
yNIWVEL RSHVL DL QNQLIINQL QNG =25 | EBPLS §EFDKYFEEDPDEEIIL VOWKANFEHKLLI LKDIALI SDTR Eal SLK 1868
ENEL L ERSRKLALLM : NVSSNVPHVTEPNI DLDSENI LLEYFUKDKNI ERLKI KS L L § 1976
ENEL L ERSRKLALIEY T i [EVSSNVPHVTEPNI DLDSENI LLEYASKDKN [€ERLKI KSE2NFE! || 3 S 1978
BCUTNNI [ Kl NI WKQKRDYSQNYFHEI LRI | ENELKSE[ZCZeDYTFTUDY] L FQRASK(B Y HAFKIJANDPVNY L ERKKDDFFVBFKI SCQGAT SR
NERTNNI KNI WVKQKRDYSQNYFHEI LRI | ENELKSERQYRDYTF 4l FQRASK(=F KSIHEAFKEANDPVNYL ERKKDDFFVBFKI SCQGAT JRUEE]
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Anhang

VLI G 1 2087 [IISIRYSZRIA (RIS WWYeKIRACD OPEFNGNRANLE[HI L YSLAEEH] | RBYI RDHI G ES (RSReD RNNT(HE 2196
rvLlI G 2089 [MISIRV RN (N RS | KWACGD [FPEFNGNRANL HZHI L YSLAEEH LHI RNYI RDHI CH | SLCD KLi 2198
mLIG 1 2197 SaARy VAKIAKGSTASEW DL FCDHL GSNLVFPR QEMYDTEFL KEAMSFAL DPAVR=VEEDCSSK ] PDI EKI LSEHL CGCVWKQCPFCKAI CTNT | jei]els
rVvLI G 2199 SNy 4\VAKIBKGSTASEW DL FCDHL GSNLVFPR QE[MIDT EFL KEAVSJIAL DPANMRNVEEDCSSK| [§PDI EKI L SEHL CCOVKQCPFCKAI CTNT | jeifels
VLI G 1 2307 (geg=engSiViPiay S @S] HKTO (CTSSVASN[] DGF| PRKKYREAGEDAYWS! TPDSSTQPYWKWFVCHHZS)L B MUl SLEwRVEY 2416
rVvLl G pAc]{vls Il POHECDHSV[@FHRPQAVS! HKTD) DOCTSSVASN| HDL PYKKYREAGCOFANS! TPDSSTOPYWKWFVCHHNSEL B\ HENEGSEPDL W K| rdinks]

mLIG 1 2417 d KK 2427
rvLl G 2419 d RNNTCHKYDTRWAADFSL 2445

Vergleich der vorhergesagten Proteinsequenz des Zebrafisch VLIG-Homologs mit der mVLIG-1
CDsS:

Isthal f Zebr 1 -c-ooo oo oo o o oooLoooaoioasoooooooooooo- PI AMTSLLIRARYPV 15
MVLI G 1 Prot 1621 VGEVTAKDQTVEGRKRLEQKLDEMIALAAELEECSNI TRFSDVI KFDANRHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSYNVQEL RNEI LSTAQRE 1710
2ndhal f Zebr 1 - - o e e e e e e e e e e e 1

1sthal f Zebr 16 RSDANLLTHL{¥DA LN= NS (=] SVYI S V“ R MET! HKVAE! DEYNEEKKTS 105
mVLIG 1 Prot 1711 SRGRI [BKI SDF[SFRV VS=N3I RNI [ INEUT U EERSHYLDL LTLTSNL[MEEFESRKL 1800

b3 T 1 7= VI8 - ¢ e S 1
1sthal f Zebr 106 EEVEKRMIEFEEKEEBADIN OURTSEEI [NSKENQENI KERLND! L QOROVKKKI BAGRTH EKEKI BDT 195
mVLI G- 1 Prot 1801 KTl KEEFIKY|g=ERgsCE[JIVIORKANZ=HL L | [IKDSLI S| EH SLKNSQE! LBNeK: L|ZRS! NGNEL SBEE 1890
2ndhal f Zebr 1 @ --cceecae e eeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeeeseeeee—e——e 1

1sthal f zebr 196 [N DSFWFQ:NN ........................................................................... 209
nVLIG 1 Prot 1891 [IHEKERQUITSW YDVSSNVPHVTEPNI DLDSENI LLEYFKKDKNI VERLKI KSQGKFEI MYDKH QUKKKYLLLRKSLETCHVES! KKT 1980

2ndhal f Zebr 1 oo o e o e oo e e e oo 1
Isthal f Zebr 209 - -- - - - oo s oo 209
nVLI G 1 Prot 1981 TNNI QLKFTETLTNI WKQKRDYSQNYFHE! LRI | ENELKSEPCEGDYTFTKDY! | DLSLYLFQRASKDFKKMHAAFKTANDPVNYLERKK 2070
b2 LT VI - o] S R ' T 1

Isthal f Zebr 209 - - - - oo oo m oo eo-s—-o-o--oo-----
VLI G- 1 Prot 2071 DDFFNSFKI SOQGATS! TSFVDFLWEITPARSVEI Wil MK BCING
2ndhal f Zebr 1 ----memeeom oo krlESvyikTARDLACEYS

Isthal f Zebr 209 --------ccccmcccmcnc e ccccceecaceieeee e eeeceeeceececece-ee-cmneseeme—-eooe- 209
mVLIG 1 Prot 2161 RD BH| CS| SEK KTFLNI SL@I KNTELSAI KVAKAKGSTASHYADLFCDHIGS| P VS| EQELMITEFEK 2250
2ndhal f Zebr 67 KS| BE! | RONFEI SVLPKMEENI KLL A EHVQVNSGDVGL [NBKSET S FS] SGVKDDVDEFRLEE 156
Isthal f Zebr 209 -----ccommcmomm e eeeie i ieieeseeeemesee-e-s-s-es---se-oo—-ooo- 209
mvLI G 1 Prot 2251 EAMSKADPAYREVEEDCSSKHI DEI VP- - - DI EKI [ISHZL 6G- [@lKeeZTe | PQZEERES: EPQAVSE DQFH] 2336
2ndhal f Zebr 157 DVI PAVIYSDI SSRFNTDTFPVKLDYKFRPDEL{lI CgFeRCEY VoS LEe RENZCER! EVI GLNEQFCAGQIKNL S]] 246
Isthal f Zebr 209 - - - - oo oo oo e e o e n e e e e e e 209
nvLI G 1 Prot 2337 S NI Si3| L DG FREF[gFKKNR! e YALD BSSTORAU 'S RS| E| TGKEeSL PDLWI§ OEVLNDE 2425
2ndhal f Zebr 247 | (SIS NPTASTKSV[g R QY YARN CREREPY\V\KWF QKON =K' EKE[E- - YTSMG OCAVKRIE 333
1sthal f Zebr 209 ------------------ 209

mVLIG 1 Prot 2426 KK--------------- 2427

2ndhal f Zebr 334 QYTSI GGGENGNSVLPV 350
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EineListe IFN-gregulierter Gene, Version 2.0

Viele der durch IFN-g regulierten Gene lassen sich spezifischen zellul&ren Programmen der

IFN-g Antwort zuordnen, oftmals erfolgt jedoch auch eine gleichzeitige Zuordnung in mehrere

Programme. Um Mehrfachnennungen zu vermeiden wurde die Liste daher in alphabetischer

Reihenfolge ausgedruckt.

Dadie Liste als FileM aker-Pro Datenbank vorliegt konnten keine Seitenzahlen eingefiigt werden.

DielListegliedert sichin:

Name(n) des Gens + Programmklassifizierung(en) (Gene name)

untersuchter Zelltyp (Cell type)

Art der Regulation (Induction)

Funktion des Proteins (falls bekannt) (Function)

Referenzen (Reference)
Verwendete Abkurzungen:

(u)
(d)
(€)
(r)
(uu)
(dd)

a),b), ©)....

MO
EF

positive Regulation der Expression (upregul ated)

negative Regulation der Expression (downregul ated)

positive Interaktion mit anderen Zytokinen (enhanced)

negative Interaktion mit anderen Zytokinen (repressed)

synergistischer Effekt bel der positiven Regulation der Expression

synergistischer Effekt bei der negativen Regulation der Expression

wurden einerseits angewandt um kontréare Ergebnisse innerhalb einer Spezies
kenntlich zu machen und andererseits um eine unterschiedliche Speziesherkunft
aufzuzeigen

Makrophagen

embryonal e Fibroblasten
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