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1. Einleitung 

 

 

1.1 Interferone und die Zytokin-Superfamilie 

 

1957 beobachteten Isaacs und Lindenmann, daß die Inkubation tierischer Zellen mit  

Hitze-inaktivierten Influenza Viren, die Zellen vor einer nachfolgenden Infektion mit lebenden 

Viren schützte. Die Beeinträchtigung der Virus Replikation, bzw. Ausbreitung erfolgte dabei 

unabhängig von einer Assoziation der beiden Viren Spezies. Vielmehr wurde die inhibitorische 

Substanz, die sie als Interferon (von "interference with virus multiplication") bezeichneten, von 

den infizierten Zellen selbst produziert und sezerniert. Ferner beobachteten sie, daß 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 

Vervielfältigung des eindringenden Virus zu blockieren [1]. 

1965 wurde von Wheelock im Rahmen viraler Infektionsstudien in einem Zellkultursystem ein 

ähnlicher antiviraler Effekt beschrieben [2]. Die von ihm beobachtete Resistenz humaner fötaler 

Lungenzellen gegenüber einer Sindbis Virus Infektion wurde dabei jedoch durch ein Protein 

vermittelt, daß von zuvor stimulierten Leukozyten sezerniert wurde. Dieses von ihm als 

"interferon-like virus inhibitor" bezeichnete Protein interagierte ebenfalls nicht direkt mit dem 

Virus, sondern aktivierte antivirale Resistenzmechanismen der Lungenzellen. 

 

Die antivirale Aktivität der von Isaacs und Lindenmann, bzw. Wheelock entdeckten Proteine 

diente als Merkmal zur Definition der Interferon (IFN) Familie. Diese läßt sich basierend auf 

Kriterien ihrer Mitglieder, wie der Genstruktur, der zellulären Produzenten, der Rezeptorspezifität 

und der generellen biologischen Eigenschaften in zwei unterschiedliche Klassen einteilen, die Typ 

I Interferone (hauptsächlich IFN-α und IFN-β) und das Typ II Interferon (IFN-γ) [3, 4]. Der von 

Isaacs und Lindenmann entdeckte Virus -induzierten Virus -Inhibitor entspricht dabei IFN-β, 

während es sich bei dem von Wheelock identifizierten aus stimulierten Leukozyten stammenden 

Virus-Inhibitor um IFN-γ handelte.  

 

Interferone gehören zu den Zytokinen, unter denen man allgemein kleine, lösliche Proteine oder 

Glykoproteine nicht -immunoglobulinartiger Natur versteht, welche als chemische 

Kommunikatoren zwischen Zellen fungieren und in autokriner oder parakriner Weise der 

Regulation von Zellfunktionen dienen, wobei sie jedoch nicht als direkte Effektor-Moleküle 

agieren. Die mehr als 40 Mitglieder der Zytokinfamilie werden von verschiedenen lebenden, 
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körpereigenen Zellen produziert und zumeist in den extrazellulären Raum sezerniert. Spezifische 

Zytokine können jedoch auch an der Zellmembran exprimiert oder als Zytokin-Reservoirs in der 

extrazellulären Matrix zurückgehalten werden [5, 6]. 

 

 

1.2 Interferon-Typ II 

 

1.2.1 Das IFN-γγ  Gen und Protein 

 

Interferon-Typ II (IFN-γ), das man auch als Immuninterferon bezeichnet, wird von einem in 

Einzelkopie vorliegendem Gen kodiert, welches beim Menschen auf Chromosom 12 und bei der 

Maus auf Chromosom 10 lokalisiert ist [7-9]. Die genomische Struktur umfaßt in beiden 

Organismen ca. 6 kb, bestehend aus 4 Exons und 3 Introns [10, 11]. Die reife IFN-γ mRNA 

kodiert einen Polypeptid-Vorläufer von 166 Aminosäuren (aa) (Mensch), bzw. 155 aa (Maus) [10, 

12]. Nach posttranslationaler 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 beträgt das Molekulargewicht des reifen IFN-γ 

Moleküls in beiden Spezies ca. 40-70 kDa. Eine Glykolisierung ist für die biologische Aktivität 

von IFN-γ jedoch nicht unbedingt erforderlich [14].Biologisch aktives IFN-γ besteht aus einem 

nicht-kovalent gebundenem Homodimer, wobei die dimere Natur des IFN-γ Moleküls durch 

Röntgenstrukturanalysen bestätigt werden konnte [15]. 

 

1.2.2 Zelluläre Produzenten und Regulation der IFN-γγ  Expression 

 

IFN-γ wird von spezifischen Zellen des Immunsystems als Antwort auf mitogene oder antigene 

Stimuli synthetisiert. Die hauptsächlichen zellulären Produzenten von IFN-γ sind aktivierte  

T-Helfer (TH) Zellen des TH1 Typs (inflammatorische CD4 + T-Zellen) [16], aktivierte CD8 + 

zytotoxische TC1 Zellen [17], sowie aktivierte natürliche Killerzellen (NK-Zellen) [18]. Neuere 

Untersuchungen zeigten, daß IFN-γ auch von, mit geeigneten Stimuli aktivierten, Makrophagen 

[19], B-Zellen [20] und CD8α+ dendritischen Zellen (DC) [21] synthetisiert werden kann. 

 

Die Induktion der IFN-γ Synthese in T-Zellen erfolgt vor allem nach ihrer Aktivierung durch 

Kreuzvernetzung des T-Zell Rezeptorkomplexes (TCR) infolge einer Exposition zu  

Antigen-präsentierenden Zellen (APC) [22, 23]. Die IFN-γ Produktion in NK-Zellen, B-Zellen, 
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DC und Makrophagen ist Antigen-unabhängig und wird hauptsächlich durch Zytokine, wie 

Interleukin-12 (IL-12) und/oder Interleukin-18 (IL-18), die von aktivierten APCs (insbesondere 

von Makrophagen) sezerniert werden, stimuliert [18-21, 24]. Darüber hinaus sind die Zytokine 

Tumornekrose Faktor-α (TNF-α), IFN-α, Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-2 (IL-2) 

bedeutende Kostimulatoren innerhalb der Induktion von IFN-γ in NK-Zellen [25-27]. Zusätzlich 

wurde bei Makrophagen und NK-Zellen ein direkter, autostimulatorischer 

Rückkopplungsmechanismus von IFN-γ nachgewiesen [28-30]. 

Die IFN-γ Induktion durch Zytokine unterliegt einem komplexen regulatorischen Netzwerk, 

welches durch eine Vielzahl zeitlicher und Zelltyp-abhängiger, synergistischer und/oder 

inhibitorischer, autokriner und/oder parakriner Mechanismen gekennzeichnet ist [27, 31]. Die 

proinflammatorischen Zytokine IL-18 (auch "interferon-γ inducing factor", IGIF genannt), ein die 

TH1-Differenzierung induzierendes Mitglied der IL-1 Familie [32, 33], sowie IL-12, welches 

keine strukturelle Verwandtschaft zu IL-18 aufweist und ebenfalls bedeutsam für die  

T-Helferzell-Differenzierung in TH1 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). 
 

 
Abbildung 1. Zytokin-vermittelte Induktion von IFN-γ in Immunzellen. Modifiziert nach Nakanishi [27]. Aktivierte 
Makrophagen sezernieren IL-12 und IL-18, deren Expression durch verschiedene mitogene Stimuli induziert wird 
[18, 27, 34-37]. Die Sekretion von IL-18 erfolgt erst nach intrazellulärer Abspaltung des Propeptides des inaktiven 
IL-18 Vorläuferproteins (pro-IL18) durch die IFN-γ regulierte Caspase-1 oder anderer Caspasen [38-41]. IL-12 und 
IL-18 induzieren oftmals synergistisch die Expression von IFN-γ in 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-18Rα(u)), die zur 
Zell-Sensibilisierung oder Potenzierung ihrer Effekte führt [47, 48]. Ferner induzieren IL-12 und IL-18 über einen 
positiven, autokrinen Rückkoppelungsmechanismus die Expression von IFN-γ in Makrophagen, wobei IFN-γ 
wiederum teilweise autostimulatorisch die Expression von Komponenten des regulatorischen Netzwerkes wie IL-12, 
IL-18, Caspase-1 oder den IL-12 Rezeptor induziert (gekennzeichnet mit IFN-γ (u)) [27, 49]. 
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Durch die in Abbildung 1 beschriebenen Mechanismen kann IL-12 in Kombination mit IL-18 die 

Produktion von IFN-γ in T-Zellen, unabhängig von einer Involvierung des TCRs, in NK-Zellen, 

Makrophagen, DC, sowie B-Zellen induzieren [27, 31]. Der in spezifischen Zelltypen bestehende 

positive, autostimulatorische Rückkopplungsmechanismus, hervorgerufen durch die reziproke 

Induktion von IFN-γ und IL-12, bzw. IL-18, stabilisiert im Endeffekt die TH1-ausgerichtete, 

zellvermittelte Immunität gegenübe r der TH2-ausgerichteten, humoralen Immunität [50]. 

 

1.2.3 Der IFN-γγ  Rezeptor 

 

Biologisch aktives, homodimeres IFN-γ bindet an einen spezifischen Zelloberflächenrezeptor, der 

nahezu ubiquitär, mit der Ausnahme reifer Erythrozyten, auf allen Zelltypen exprimiert wird [51]. 

Die Zahl der Rezeptormoleküle ist relativ niedrig und beträgt zwischen 200-2500 Molekülen pro 

Zelle [52], wobei die Expression des Rezeptors in Zellen, die nicht zum lymphatischen System 

gehören, besonders hoch ist [51, 52]. Neuere Untersuchungen zeigten, daß der IFN-γ Rezeptor in 

kaveolaren Membrandomänen lokal konzentriert vorliegt [53]. 

Der funktionell aktive IFN-γ Rezeptor wird von zwei heterologen Untereinheiten gebildet, 

IFNGR1 (auch als α-Kette oder CD119w bezeichnet) und IFNGR2 (zuvor β-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 für die hohe Affinität der Ligandenbindung (Ka=109-1010M-1) verantwortlich und zudem von 

Bedeutung bei 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 für die von IFN-γ aktivierte Signaltransduktion [3, 

52]. 

 

1.2.4 Der IFN-γ γ Signaltransduktionsweg 

 

Die Aufklärung der Interferon-Typ I und Typ II Signaltransduktionsmechanismen (siehe Abb. 4) 

führte zur Entdeckung und Definition des JAK-STAT-Signaltransduktionsweges. Dessen 

zugrundeliegendes Prinzip, die kaskadische Aktivierung spezifischer Mitglieder zweier 

Proteinfamilien, der Janus Kinasen (JAKs) und der "signal transducers and activators of 

transcription" (STATs), wird von der überwiegenden Mehrzahl der Zytokin-Rezeptor 

Superfamilie zur Signalweiterleitung benutzt [60, 61]. 
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Die intrazelluläre Domäne beider IFN-γ Rezeptor Untereinheiten ist jeweils konstitutiv mit einer 

spezifischen, inaktiven Janus Kinase assoziiert, IFNGR1 mit JAK1 [62, 63] und IFNGR2 mit 

JAK2 [64-66]. In unstimulierten Zellen präassoziieren IFNGR1 und IFNGR2 nicht miteinander 

[3, 66]. Die Bindung des biologisch aktiven IFN-γ Homodimers an zwei IFNGR1 Untereinheiten, 

induziert deren Dimerisierung und führt durch ihre konformationelle Änderung zur Generierung 

von Bindungsstellen für zwei IFNGR2 Untereinheiten [66]. In dem symmetrischen 

Rezeptorkomplex, bestehend aus jeweils zwei IFNGR1 und zwei IFNGR2 Untereinheiten, werden 

die intrazellulären Domänen der Rezeptor-Untereinheiten zusammen mit deren assoziierten JAKs 

in räumliche Nähe gebracht, was zur sequentiellen und reziproken Aktivierung der JAKs mittels 

Auto- und Transphosphorylierung führt, wobei JAK2 als erstes aktiviert wird [3, 67]. Aktivierte 

JAKs phosphorylieren spezifische Tyrosinreste nahe des C-Terminus von beiden IFNGR1 

Untereinheiten, wodurch zwei gegenüberliegende Bindungsstellen für STAT1 Proteine entstehen 

[68]. Jeweils ein präformiertes, zytosolisches, monomeres STAT1 Protein, dessen Expression 

durch IFN-γ Stimulation gesteigert werden kann [69, 70], bindet mittels seiner "src homology 2" 

(SH2) Domäne 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 Moleküls mit der SH2 Domäne des 

anderen Moleküls [72]. STAT1 Homodimere, die man auch als "gamma-interferon activation 

factor" (GAF) bezeichnet, werden anschließend unter Beteiligung der GTPase Ran/TC4 in den 

Nukleus transportiert [73]. 

 

1.2.5 Transkriptionelle Regulation von IFN-γγ  Antwortgenen 

 

Im Kern bindet GAF an spezifische, palindromische Promotorelemente, genannt "gamma 

activated site" (GAS, Konsensus-Sequenz: TTCNNNGAA), von IFN-γ regulierten Genen und 

aktiviert ihre Transkription [74]. Die transkriptionelle Aktivierungsfunktion von GAF ist dabei 

abhängig von der Phosphorylierung des STAT1 Serinrestes an Position 727 (Ser727), welche an 

einem nicht genauer definierten Punkt während des Signaltransduktionsweges durch ein Enzym 

mit "mitogen-activated protein" (MAP) Kinase ähnlicher Aktivität erfolgt [75-78]. Die Identität 

dieser Kinase wird kontrovers diskutiert und ist mglw. Zelltyp-abhängig [79-81]. Die Funktion 

der Ser727 Phosphorylierung besteht darin, die Interaktion von GAF mit der basalen 

Transkriptionsmachinerie zu erleichtern [78, 82]. So interagiert STAT1 einerseits mit dem 

transkriptionellen Koaktivator "CREB-binding protein/p300" (CBP/p300), der die Aktivität 

verschiedener Transkriptionsfaktoren, so auch von STAT1, bzw. GAF steigern kann [83, 84], und 
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andererseits mit dem IFN-γ induzierbaren "N-Myc-interactor" (Nmi), das die Bindung von 

STAT1 und CBP/p300 verstärkt [85-87]. 

 

1.2.6 Alternative IFN-γγ  Signaltransduktionswege 

 

Neben dem zentralen, ubiquitär angewandten IFN-γ Signaltransduktionsweg, der wie zuvor 

beschrieben über die JAK abhängige Aktivierung von STAT1 Proteinen, deren 

Homodimerisierung zu GAF und dessen Bindung an GAS Promotorelementen erfolgt, existieren 

noch weitere, als alternativ zu bezeichnende Signaltransduktionswege. Diese werden jedoch nur 

in geringem Umfang, bzw. Zelltyp-spezifisch aktiviert. Ihre biologische Signifikanz innerhalb der 

zellulären Antwort auf IFN-γ ist zudem in vielen Fällen noch nicht ausreichend geklärt.  

 

Durch differentielles Spleißen entstehen zwei verschiedene STAT1 Formen, wobei die Expression 

beider Isoformen durch IFN-γ Stimulation verstärkt wird [70, 88, 89]. Einerseits wird STAT1α 

gebildet, welches transkriptionelle Aktivierungsfunktion besitzt und wie zuvor beschrieben zu 

GAF dimerisiert. Andererseits entsteht das C-terminal verkürzte STAT1β . Die Verkürzung führt 

zum Verlust von Ser727 in STAT1β , so daß diese Isoform zwar DNA binden kann, aber kein 

Transkriptions -Aktivierungspotential mehr besitzt [90]. Die biologischen Konsequenzen von 

potentiellen STAT1α-STAT1β  Heterodimeren oder STAT1β Homodimeren sind ungeklärt, sie 

könnten jedoch mglw. zu einer trans kriptionellen Reprimierung beitragen [82]. 

 

Neuere Untersuchungen zeigten, daß der zentrale durch Interferon-Typ I aktivierte 

Transkriptionsfaktor "interferon stimulated gene factor 3" (ISGF3), bestehend aus STAT1α/β, 

STAT2 und dem Mitglied der "interferon regulatory factor" (IRF) Familie IRF-9 (vormals p48 

oder "interferon stimulated gene factor 3γ" (ISGF3γ) genannt) [91, 92] auch durch IFN-γ aktiviert 

wird, wenn auch wesentlich schwächer als nach Interferon-Typ I Stimulat ion [53, 93]. Die 

Bildung von ISGF3 erfolgt dabei durch eine direkte, IFN-γ vermittelte Aktivierung von STAT1 

und STAT2 und ist unabhängig von einer endogenen Interferon-Typ I Produktion [53, 93]. Die 

wesentlich geringe Bindungskapazität von STAT2 an den IFN-γ Rezeptorkomplex und die damit 

verbundene geringe Phosphorylierungs -abhängige Aktivierung von STAT2 nach IFN-γ 

Stimulation [94] liefert hierbei eine mögliche Erklärung für die beobachtete, verminderte, IFN-γ 

vermittelte ISGF3 Aktivierung. Die von beiden Interferon-Typen induzierte ISGF3 Aktivierung 

ist mglw. eine Begründung für die essentielle Bedeutung von IRF-9 sowohl in der Interferon-Typ 

I, als auch IFN-γ vermittelten antiviralen Zellantwort, wie es in Untersuchungen an IRF-9 
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defizienten Mäusen gezeigt werden konnte [95]. 

 

Mittels in vitro Untersuchungen an der aus Grünen Meerkatzen stammenden Nieren Zell-Linie 

Vero konnte nachgewiesen werden, daß nach IFN-γ Stimulation auch STAT1α Homodimere mit 

IRF-9 assoziieren. Dadurch verschiebt sich ihre DNA-Bindespezifität von GAS zu "interferon 

stimulated response element" (ISRE) Promotormotiven, der Bindungsstelle von ISGF3 [96, 97]. 

Inwieweit STAT1α:1α-IRF-9 Komplexe eine in vivo Relevanz innerhalb der zellulären Antwort 

auf IFN-γ aufweisen, ist jedoch ungeklärt [74]. 

 

Neben diesen alternativen IFN-γ Signaltransduktionswegen unter Beteiligung von STAT1, bzw. 

STAT2, konnte zudem eine zelltypspezifische Aktivierung von STAT3 [98-103] und STAT5a 

[102, 104, 105], die zur Bildung homo- oder heterodimerer Transkriptionsfaktorenkomplexe führt, 

beobachtet werden. Die Mechanismen der IFN-γ vermittelten Aktivierung von STAT3 und 

STAT5a, sowie deren biologische Relevanz innerhalb der zellulären Antwort auf IFN-γ sind nur 

ungenügend charakterisiert. Es wird vermutet, daß sie in Zelltyp-spezifischen, IFN-γ induzierten 

Proliferations- oder Differenzierungsprozessen, bzw. in eine Zelltyp-spezifische Modulation der 

zellulären Antwort auf IFN-γ involviert sind [98, 101, 102, 105]. 

 

Schließlich konnte zudem eine STAT1-unabhängige Regulation der Gen-Expression als zelluläre 

Antwort auf IFN-γ nachgewiesen werden. [106-108]. Unerwarteterweise wurden relativ viele 

Gene (ca. 40-50) in embryonischen Fibroblasten (EF), sowie Makrophagen STAT1 -unabhängig 

durch IFN-γ reguliert, wobei ihre Genprodukte vor allem an antiviralen- und Zellproliferations -

Mechanismen beteiligt sind [107, 108]. Für diesen alternativen Signaltransduktionsweg von IFN-γ 

in Abwesenheit von STAT1 wird sowohl der IFN-γ Rezeptor, als auch JAK1 benötigt [108]. 

Weitere daran beteiligte Komponenten konnten bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden. 

Mögliche Kandidaten sind die durch IFN-γ Stimulation aktivierte Tyrosin-Kinase 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 können [112]. Die genauen Mechanismen ihrer Aktivierung, 

insbesondere inwieweit diese STAT1 -unabhängig erfolgen, ist, ebenso wie die Funktion dieser 

Proteine innerhalb der zellulären Antwort auf IFN-γ, nicht bekannt. Untersuchungen legen jedoch 

nahe, daß sie an Wachstums-inhibitorischen IFN-γ Effekten beteiligt sind [111], was mit dem in 

STAT1 defizienten Zellen beobachtetem Gen-Induktionsmuster im Einklang stehen würde [107, 

108]. 
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1.3 Interferon-Typ I 

 

1.3.1 Interferon-Typ I: Gene und Proteine  

 

Die Familie der Typ I Interferone besteht im Gegensatz zu IFN-γ aus einer Vielzahl von 

Mitgliedern, die strukturell untereinander, jedoch nicht mit IFN-γ verwandt sind. Man 

unterscheidet zwischen der IFN-α Multigenfamilie, bestehend aus jeweils mehr als 10 

Mitgliedern bei Maus und Mensch, und dem verwandten, in beiden Spezies in Einzelkopie 

vorliegendem IFN-β [4, 113]. Weitere Interferon-Typ I Subfamilien sind IFN-δ [114], IFN-ω 

[115] und IFN-τ [116], auf die hier jedoch nicht näher eingegangen werden soll. 

 

IFN-α, das auch als Leukozyten-Interferon bezeichnet wird und IFN-β , auch  

Fibroblasten-Interferon genannt, werden im Unterschied zu IFN-γ 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 Vorläuferproteine von 182-195 aa inklusive eines 

Signalpeptides von 21-24 aa. Nach posttranslationaler Abspaltung des Signalpeptides entstehen 

Proteine mit einem Molekulargewicht von 19-20 kDa, aus denen durch N-Glykolisierung reife 

Proteine zwischen 19 und 27 kDa gebildet werden. Biologisch aktives Interferon-Typ I liegt als 

monomer vor, auch wenn in kristallographischen Studien des humanen IFN-α und IFN-β  Dimere 

nachgewiesen wurden [118-120], die jedoch wahrscheinlich auf chemische Modifikationen der 

Moleküle zurückzuführen sind [113]. 

 

1.3.2 Zelluläre Produzenten und Regulation der Interferon-Typ I Expression 

 

Die Induktion der Interferon-Typ I Expression unterliegt wie die von IFN-γ einem komplexen, 

sich gegenseitig beeinflussendem Netzwerk. Die Heterogenität innerhalb der IFN-α/β  Familie 

führt dabei zu einer größeren Zelltyp-abhängigen Diversität bezüglich 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 I 

führen, sind Mitglieder der IRF-Familie, sowie die durch die "dsRNA abhängige Protein Kinase" 

(PKR) vermittelte Redistribution des Transkriptionsfaktors "nuclear factor κB" (NFκB) vom 

Zytoplasma in den Zellkern von besonderer Bedeutung (eine Übersicht gibt Abb. 2) [4, 82, 121]. 
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Virus-induzierten Expression von IFN-α und IFN-β. Modifiziert nach 
Goodbourn und Taniguchi [82, 121]. In nicht-infizierten Zellen liegt der Transkriptionsfaktor NFκB durch 
Assoziation mit dem inhibitorischen Molekül "inactivator of NFκB" (IκB) Kinase im inaktiven Zustand vor. Nach 
viraler Infektion erfolgt die autokatalytische Aktivierung von PKR durch dsRNA. PKR aktiviert wiederum die 
heterotrimere IκB-Kinase, bestehend aus "NFκB inducing kinase" (NIK), "IκB Kinase-α" (IKK-α) und "IκB Kinase-
β" (IKK-β). IκB-Kinase phosphoryliert anschließend IkB, was zu dessen Ubiquitinierung durch eine E3  
Ubiquitin -Ligase und nachfolgender Proteolyse durch das Proteasom führt. Das derart freigesetzte NFκB wird als 
biologisch aktives Homo - oder Heterodimer in den Nukleus transloziert [122-125]. NFκB bindet am IFN-β Promotor 
als Teil eines Multiprotein-Transkription-fördernden 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 I" (PRD I) 
Element des IFN-β Promotors bindet und ebenfalls zu dessen Induktion beiträgt [128-130]. Mittels eines positiven 
Rückkopplungsmechanismus induziert IFN-β 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]. IRF-7 bindet sowohl am PRD I Element des IFN-β als auch des IFN-α Promotors, während IRF-5 
nur an der Induktion der IFN-α Expression beteiligt ist. Möglicherweise sind IRF-1 und IRF-9 (als Bestandteil von 
ISGF3) ebenfalls an der Regulation der Interferon-Typ I Expression beteiligt (hier nicht gezeigt) [121, 132]. 
 

IFN-β  wird hauptsächlich von Zellen fibroblastoiden Ursprungs nach deren Infektion mit Viren 

exprimiert, wobei der eigentliche Induktor doppelsträngige RNA (dsRNA) ist, die vom viralen 

Genom selbst oder nach Replikation, bzw. Transkription des viralen Genoms zur Verfügung 

gestellt wird [133]. Die Induktion erfolgt vor allem auf der Ebene der transkriptionellen Initiation, 

unter Beteiligung des Transkriptionsfaktors NFκB, Mitgliedern der IRF-Familie und weiteren 

Transkriptionsfaktoren, die einen als "enhanceosome" bezeichneten, Multiprotein Transkriptions -

fördernden Komplex bilden [134, 135] (Abb.2).  
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Der durch diverse mitogene Stimuli, wie TNF-α, IL-1, LPS und virale dsRNA, aktivierbare 

Transkriptionsfaktor NFκB ist bei der Regulation einer Vielzahl von immunomodulatorischen 

Genen von Bedeutung [122, 136, 137]. Die Aktivierung von NFκB in Virus-infizierten Zellen 

erfolgt indirekt durch PKR, einer Interferon-Typ I und Typ II induzierbaren Serin-Threonin 

Kinase, die mittels einer N-terminalen Domäne an dsRNA bindet. Die Bindung führt zur 

konformationellen Änderung des PKR Proteins, wodurch die C-terminale katalytische Domäne 

freigelegt wird ([138-140], eine Übersicht gibt [125]). Die katalytische Domäne 

autophosphoryliert PKR, das somit aktiviert wird. Aktiviertes PKR besitzt eine Reihe bedeutender 

Funktionen innerhalb der Transkriptions - und Translationskontrolle mit immunologischer 

Relevanz [4, 50, 125], auf die im weiteren Verlauf dieser Arbeit noch genauer eingegangen wird.  

Die genaue Identität des von Mitgliedern der IRF-Familie gestellten Faktors des "enhanceosomes" 

wird kontrovers diskutiert. Möglicherweise 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 IRF-7 [128, 

147].  

Der latent im Zytoplasma vorhandene, nicht induzierbare Transkriptionsfaktor IRF-31 [144, 150, 

151] wird nach viraler Infektion durch unbekannte Kinasen phosphoryliert und in den Nukleus 

transloziert, wo er an der Induktion von IFN-β  beteiligt ist [129, 130, 144]. Durch einen 

autostimulatorischen Rückkoppelungsmechanismus erhöht IFN-β  via ISGF3 die Expression des 

ansonsten schwach konstitutiv expremierten IRF-7, das ebenfalls über einen noch nicht näher 

identifizierten Mechanismus eine Virus-induzierte Aktivierung und nukleare Translokation 

vollzieht. IRF-7 bindet sowohl am PRD I Element des IFN-β  als auch des IFN-α Promotors. Das 

Zusammenspiel von IRF-3 und IRF-7 bildet somit einen positiven Rückkopplungsmechanismus, 

der zur vollen und anhaltenden Induktion von IFN-β  und IFN-α führt [121, 132]. Vor kurzem 

wurde gezeigt, daß dieser Mechanismus zudem von einer schwachen, konstitutiven IFN-α 

und/oder IFN-β  Expression abhängig ist [131, 152]. 

 

IFN-α wird vor allem von Virus-infizierten Zellen lymphoiden Ursprungs aber auch von 

fibroblastoiden Zellen produziert. Im Gegensatz zur Induktion in Leukozyten, erfolgt die 

Induktion von IFN-α in Fibroblasten nicht direkt, sondern wird vermittelt durch den zuvor 

beschriebenen Mechanismus, unter Beteiligung von IRF-3, IFN-β , ISGF3 und IRF-7 [153, 154]. 

Da die Promotoren von IFN-α Genen keine NFκB Bindungsstelle besitzen [155, 156], ist ihr 

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

                                                                 
1 Neuere Untersuchungen mittels "Gen Chips" konnten jedoch eine schwache IRF-3 Induktion nach IFN-α/β 
Stimulation detektieren [148, 149]. 
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Induktion von IFN-α Genen in Leukozyten ist nur ungenügend charakterisiert, mglw. sind dabei 

IRF-7 oder IRF-5, welches ebenfalls Interferon-Typ I induzierbar ist und durch Virus -Induktion in 

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

 

1.3.3 Der Interferon-Typ I Rezeptor 

 

Sämtliche Mitglieder der Interferon-Typ I Familie binden als biologisch aktive Monomere an 

denselben, ubiquitär auf allen kernhaltigen Zellen exprimierten, spezifischen 

Zelloberflächenrezeptor [113]. Der Interferon-Typ I Rezeptor gehört, wie auch der IFN-γ 

Rezeptor, zu den Zytokin Rezeptoren der Klasse II [113] und besteht aus den Untereinheiten 

IFNAR1 (auch α-Untereinheit genannt) sowie IFNAR2 (auch als β-Untereinheit bezeichnet) 

[157-159]. IFNAR2 kann durch alternative Prozessierung in unterschiedlichen Varianten 

vorliegen [159-161], wobei die biologische Funktion der nicht-funktionalen, verkürzten IFNAR2 

Untereinheiten (IFNAR2b und IFNAR2c) jedoch nicht näher charakterisiert ist [113]. 

Im Menschen und in der Maus liegen die Gene für IFNAR1 und IFNAR2 in einem Gencluster vor 

zu dem auch IFNGR2 gehört, und der beim Menschen auf Chromosom 21 [162, 163] und bei der 

Maus auf Chromosom 16 [163] lokalisiert ist. Im Gegensatz zum IFN-γ Rezeptor sind beide 

Untereinheiten des Rezeptors gleichermaßen an der Ligandenbindung und Signaltransduktion 

beteiligt [164, 165].  

 

1.3.4 Der Interferon-Typ I Signaltransduktionsweg 

 

Obwohl Typ I und Typ II Interferone strukturell nicht miteinander verwandt sind und an 

unterschiedliche Zelloberflächenrezeptoren binden, ist der von ihnen aktivierte 

Signaltransduktionsweg ähnlich und erfolgt unter Verwendung gemeinsamer Komponenten der 

JAK-STAT Transduktionsmachinerie [4, 50] (siehe Abb. 4). Die Interferon-Typ I 

Signalweiterleitung läßt sich wie auch die von IFN-γ in zentrale, ubiquitär angewandte und 

alternative Signalisierungsmechanismen unterteilen. Im Falle von Interferon-Typ I besteht eine 

größere Komplexität innerhalb dieser Mechanismen, da in oftmals Zelltyp-spezifischer Weise, 

eine Vielzahl unterschiedlicher STAT enthaltender Komplexe gebildet werden kann, deren 

biologische Rolle innerhalb der zellulären Antwort auf Interferon-Typ I oftmals jedoch nur 

unvollständig geklärt ist.  

 

Der zentrale, ubiquitär aktivierte Interferon-Typ I Signaltransduktionsweg wird initiiert durch die 

gleichzeitige Bindung von Interferon-Typ I an beide Rezeptoruntereinheiten und ihrer 
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nachfolgenden Dimerisierung. Infolgedessen werden die mit IFNAR1 präassoziierte Tyk2 Kinase 

und die konstitutiv an IFNAR2c gebundene JAK1 Kinase in räumliche Nähe gebracht, was ihre 

sequentielle und reziproke Phosphorylierung induziert [159, 166-169]. Aktiviertes Tyk2 

transphosphoryliert IFNAR1 [166, 170] und generiert dadurch eine Bindungsstelle für den 

präformierten, zytoplasmatischen Transkriptionsfaktor STAT2, der mittels seiner SH2 Domäne an 

IFNAR1 bindet und anschließend ebenfalls durch Tyk2 Phosphorylierungs -abhängig aktiviert 

wird [94, 171, 172]. Die Bedeutung von IFNAR1 als Bindungs- und Aktivierungsstelle für 

STAT2 ist aufgrund neuerer Untersuchungen jedoch stark umstritten. Verschiedene unabhängige 

Befunde deuten daraufhin, daß eine konstitutive, nicht Phosphotyrosin-abhängige Bindungsstelle, 

mit der STAT2 in unstimulierten Zellen präassoziiert, und eine Phosphotyrosin-abhängige 

Bindungsstelle in IFNAR2c hauptverantwortlich für eine effiziente STAT2 Aktivierung durch 

Tyk2 sind, während IFNAR1 bei der Rekrutierung von STAT2 nur eine sekundäre Rolle spielt 

[113, 172-174]. Aktiviertes, an IFNAR1 oder IFNAR2c gebundenes STAT2 fungiert als 

Bindungsstelle für 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. unabhängig von STAT2 [111, 173, 177]. Aktivierte STAT1 

und STAT2 Proteine, deren Expression durch Interferon-Typ I Stimulation gesteigert werden 

kann [69], bilden Heterodimere, dissoziieren vom Rezeptorkomplex und assoziieren mit dem 

DNA-bindenden Mitglied der IRF-Familie IRF-9, zum heterotrimeren 

Transkriptionsfaktorkomplex ISGF3, der durch einen nicht bekannten Mechanismus in den 

Nukleus transloziert wird [178].  

 

Eine Besonderheit des IFN-β  Signaltransduktionsweges ist, daß dieser teilweise unabhängig von 

Tyk2 erfolgen kann [179]. Der exakte Mechanismus ist unbekannt, wird jedoch vermutlich durch 

einen JAK-STAT abhängigen Weg beschritten [4]. Übereinstimmend mit diesem Befund ist, daß 

IFN-α und IFN-β  in unterschiedlicher Weise mit dem Interferon-Typ I Rezeptor interagieren 

[113, 180-185]. Inwieweit sich diese unterschiedliche Rezeptor-Interaktion von IFN-β  und IFN-α 

auch auf differentielle zelluläre Antworten auswirkt, konnte noch nicht geklärt werden. 

 

1.3.5 Transkriptionelle Regulation von Interferon-Typ I Antwortgenen 

 

Im Nukleus bindet ISGF3 an ISRE Sequenzmotive (Konsensus-Sequenz: A/GNGAAANNGAAACT) 

in der Promotorregion von Zielgenen und aktiviert deren Transkription [186]. Dabei zeigte die 

Charakterisierung von ISGF3, daß sowohl STAT1α als auch das C-terminal verkürzte STAT1β, 

daß keine transkriptionelle Aktivierungskapazität besitzt, in den heterotrimeren Komplex 
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integriert sein können, ohne daß dieser seine transkriptionelles Aktivierungspotential verliert [88, 

90-92, 187, 188].  

Die maximale Aktivierungskapazität von ISGF3 ist, analog zu der von GAF, abhängig von der 

Interaktion der STAT Untereinheiten mit Komponenten der basalen Transkriptionsmachinerie. 

Wie STAT1 ist auch STAT2 in der Lage über seine C-terminale Region an CBP/p300 zu binden, 

wobei eine Blockade dieser Interaktion zum Verlust der ISGF3 vermittelten Antwort auf 

Interferon-Typ I führt [189]. Die Interaktion wird ermöglicht durch die Phosphorylierung 

spezifischer Tyrosinreste der STAT Proteine die von nicht näher definierten Enzymen mit MAP 

Kinase ähnlicher Aktivität katalysiert wird. Die Funktion der p38 MAP Kinase, die nach 

Interferon-Typ I Stimulation aktiviert wird, ist ebenfalls von Bedeutung für die IFN-α induzierte 

ISRE-abhängige Gentranskription. p38 ist dabei jedoch weder für die Tyrosinphosphorylierung 

der STAT Proteine verantwortlich, noch beeinflußt es die DNA-Bindeaktivität des ISGF3 

Komplexes, die vor allem von IRF-9 vermittelt wird [190, 191]. 

 

1.3.6 Alternative Interferon-Typ I Signaltransduktionswege 

 

Neben der ubiquitären Aktivierung von ISGF3 können durch Interferon-Typ I Stimulation weitere 

IRF-9 enthaltende oder nicht-enthaltende, DNA-bindende Komplexe aktiviert werden. Im 

Unterschied zu IFN-γ werden von Interferon-Typ I eine Vielzahl verschiedener Mitglieder der 

STAT-Familie Zelltyp-spezifisch aktiviert. Die mechanistische Grundlage für die Aktivierung der 

unterschiedlichen STAT-Proteine ist mglw. darin begründet, daß die  

Interferon-Typ I Rezeptor-Untereinheiten direkt oder mittels Adaptor-Proteinen mit einer großen 

Bandbreite von STATs interagieren können.  

 

Die Stimulation von Zellen mit Interferon-Typ I führt neben der Bildung von ISGF3 ebenfalls 

ubiquitär 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 Interferon-Typ I Induktion erfolgt jedoch weniger effizient als durch IFN-γ [194, 

195].  

 

STAT1:2 Heterodimere werden nur nach Interferon-Typ I und nicht nach IFN-γ Stimulation 

gebildet, wobei sie in noch geringerem Ausmaße auftreten als GAF/AAF [195, 196]. Sie erkennen 

ebenfalls GAS-Promotorelemente und können die Transkription von Zielgenen initiieren, wie am 
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Beispiel des Interferon-Typ I und IFN-γ induzierbaren IRF-1 Gens gezeigt werden konnte [195-

197]. Tatsächlich scheinen STAT1:2 Heterodimere der zentrale Transkriptionsfaktorkomplex der 

Interferon-Typ I vermittelten Induktion von IRF-1 zu sein, während AAF nur eine untergeordente 

Rolle spielt [196, 197]. Die IFN-γ vermittelte IRF-1 Induktion ist dagegen völlig von GAF 

abhängig [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, bei der es sich wahrscheinlich nicht um eine GAS-Sequenz 

handelt, wurde jedoch nicht charakterisiert [97, 196]. Inwiefern STAT2 Homodimere an der 

Interferon-Typ I Antwort unter physiologischen Bedingungen beteiligt sind ist nicht bekannt [74]. 

 

Ferner konnte in diesen Untersuchungen die Interferon-Typ I induzierte Aktivierung von 

STAT2:2-IRF-9 Komplexen beobachtet werden, die die Transkription von Zielgenen mit  

ISRE-Promotorelementen, wenn auch nur sehr schwach, aktivieren konnten [97]. Die gebildeten 

Komplexe erwiesen sich als sehr instabil und besaße n nur geringe DNA-Bindungs Affinität, an 

der STAT2 nicht beteiligt war, so daß eine physiologische Relevanz innerhalb der zellulären 

Antwort auf Interferon-Typ I ebenfalls fraglich bleibt [74, 97]. 

 

Neben der Aktivierung von STAT1 und STAT2 können durch Interferon-Typ I 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-abhängig [74, 173]. Ihre Bedeutung innerhalb der zellulären 

Antwort auf Interferon-Typ I ist noch größtenteils ungeklärt, sie scheinen jedoch in den meisten 

Fällen nicht an der Interferon-Typ I vermittelten antiviralen Antwort beteiligt zu sein, wie 

Untersuchungen an für diese Proteine defizienten Mäusen zeigten [202-206]. Möglicherweise 

dient die Zelltyp-abhängige Aktivierung weiterer Mitglieder der STAT-Familie der  

Zelltyp-spezifischen Modulation der Interferon-Typ I Antwort. Oft werden auch 

Interferon-Typ I vermittelte, die Zellproliferation beeinflussende, inhibitorische oder 

stimulatorische Effekte mit der Aktivierung weiterer Mitglieder der STAT-Familie in Verbindung 

gebracht. So werden nach Interferon-Typ I Stimulat ion in spezifischen Zelltypen STAT3, STAT4, 

STAT5a, STAT5b und STAT6 Phosphoprylierungs -abhängig aktiviert und assemblieren zu 

homologen oder heterologen Komplexen (eine Übersicht gibt Abb. 3). 
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der von Interferon-Typ I aktivierten Transkriptionsfaktoren-Komplexe. 
Modifiziert nach Platanias [111]. Neben den ubiquitär aktivierten ISGF3 und AAF-Komplex können oftmals  
Zelltyp-spezifisch homologe oder heterologe STAT3, STAT4, STAT5a/b und STAT6 enthaltenden Komplexe 
gebildet werden. STAT3 bindet an IFNAR1 und wird von Tyk2 aktiviert, was in unterschiedlichen Zelltypen zur 
Bildung verschiedener, an spezifischen GAS-Elementen bindender, homologer oder heterologer Komplexe führt [99, 
102, 172, 196, 207-214]. STAT4 wird ausschließlich in humanen T-Zellsubtypen und Monozyten durch IFN-α 
aktiviert, wobei die Bindung an den Rezeptor über STAT2 vermittelt wird. Die gebildeten STAT1:4 Heterodimere 
sind vermutlich an der Differenzierung von T-Zellen in den Th1 Subtyp beteiligt [212, 215-222]. STAT5 (welcher 
Subtyp ist nicht bekannt) bindet konstitutiv an die mit IFNAR1 assoziierte Tyk2 Kinase und dient nach seiner IFN-α 
vermittelten Phosphorylierungs-abhängigen Aktivierung als Adaptorprotein für CrkL, einem Mitglied der  
Crk-Familie. STAT5-CrkL Heterodimere können die Transkription von spezifischen, antiproliferativen Genen durch 
Bindung an GAS-Motiven in deren Promotoren initiieren [223]. Ferner werden in spezifischen Zelltypen nach IFN-α 
Stimulation STAT5a, bzw. STAT5b Homodimere gebildet, die GAS-Elemente erkennen können. Eines der Zielgene 
von STAT5a Homodimeren ist dabei die Interferon-Typ I und IFN-γ induzierbare "Tryptophanyl tRNA Synthetase" 
(WRS) [105, 211, 212, 224-226]. Die Aktivierung von STAT6 durch IFN-α wurde bisher nur in B-Zellen beobachtet. 
Im Unterschied zu STAT6 Homodimeren binden STAT2:6 Heterodimere nicht an GAS-Elementen. 
Interessanterweise können zudem STA2:6-IRF-9 Heterotrimere komplexiert werden, die wie ISGF3 ISRE-Elemente 
erkennen können. Die biologische Funktion der IFN-α aktivierten, STAT6 enthaltenden Komplexe in B-Zellen ist 
nicht bekannt [211, 214]. 
 

Neben diesen alternativen Interferon-Typ I Signaltransduktionswegen, in die Mitglieder der 

STAT-Familie involviert sind, existieren wie im Falle der IFN-γ Signaltransduktion noch weitere, 

STAT-unabhängige, Interferon-Typ I induzierte Signal -Kaskaden, die vor allem in 

hämatopoetischen Zellen aktiviert werden und vermutlich Interferon-Typ I induzierte 

Zellwachstums-inhibitorische Effekte vermitteln [111, 227]. Bedeutende Komponenten innerhalb 

dieser Signalkaskaden sind, neben dem Interferon-Typ I 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  

Zytokin-aktivierte Tyrosin-Kinasen mit verschiedenen Signaltransduktionskaskaden verbinden 

können [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 Primäre und sekundäre Antwort auf Interferone  

 

Die zelluläre Antwort auf Interferon-Typ I und Typ II läßt sich in eine primäre und sekundäre 

Antwort unterteilen. Unter der primären Antwort auf IFN-γ versteht man dabei die direkte, von 

der de novo Proteinbiosynthese neuer Transkriptionsfaktoren unabhängige, transkriptionelle 

Aktivierung von Genen mit GAS-Elementen in ihren Promotoren durch GAF [50]. Im Gegensatz 

dazu benötigt die sekundäre IFN-γ Antwort die de novo Proteinbiosynthese weiterer, sogenannter 

sekundärer Transkriptionsfaktoren, die in vielen Fällen von primären Antwortgenen kodiert 

werden [50].  

In Analogie zu IFN-γ wird die direkte transkriptionelle Aktivierung von Genen mit  

ISRE-Elementen in ihren Promotoren durch ISGF3, die ebenfalls unabhängig von einer de novo 

Proteinbiosynthese ist, als primäre Interferon-Typ I Antwort bezeichnet [50].  

Oftmals ist eine eindeutige Klassifizierung von Interferon-regulierten Genen in primäre oder 

sekundäre Antwortgene jedoch nicht möglich, da sowohl primäre als auch sekundäre 

Transkriptionsfaktoren an der Regulation beteiligt sind. Gene die ein solches Antwortmuster 

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

 

1.4.1 Sekundäre Transkriptionsfaktoren der Interferon-Typ I und Typ II 

Signaltransduktionswege 

 

Untersuchungen der zellulären Antwort auf Interferon-Typ I mittels "Gen-Chip" Analysen 

ergaben, daß die Expression von mehr als 35 Transkriptionsfaktoren durch Interferon-Typ I 

reguliert wird [89, 149]. In einer im Rahmen dieser Arbeit erstellten Liste von IFN-γ regulierten 

Genen ([240] und siehe Anhang) konnten sogar mehr als 40 IFN-γ induzierte 

Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Inwieweit es sich bei diesen Transkriptionsfaktoren 

um primäre oder sekundäre Transkriptionsfaktoren handelt, kann in vielen Fällen jedoch nicht 

eindeutig bestimmt werden. 

 

Wichtige Vertreter der sekundären Transkriptionsfaktoren werden von Mitgliedern der ISRE und 

z.T. auch PRD I Promotormotive bindenden IRF-Familie gestellt, wobei das bereits erwähnte 

Mitglied IRF-1 von besonderer Bedeutung ist (eine Übersicht gibt [121]).  

 

IRF-1 wird in unstimulierten Zellen nur sehr schwach exprimiert, ist jedoch durch verschiedene 

Zytokine, wie Interferon-Typ I, IFN-γ, TNF-α, IL-1, IL-6 und durch virale Infektionen 

induzierbar [141, 198, 241-243]. Die Induktion von IRF-1 durch Interferone ist dabei vollkommen 
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abhängig von GAS-Elementen in dessen Promotorregion, an die im Falle von IFN-γ GAF und 

nach Interferon-Typ I Stimulation STAT1:2 Heterodimere binden [103, 195-201]. IRF-1 erkennt 

spezifische DNA-Sequenzen in den Promotoren von Interferon-regulierten Genen, die als IRF-E 

(Konsensus-Sequenz: G(A)AAAG/CT/CGAAAG/CT/C) bezeichnet werden [244] und nahezu nicht 

unterscheidbar vom ISGF3 Bindemotiv ISRE (Konsensus -Sequenz: A/GNGAAANNGAAACT) [186] 

sind [121]. Trotz der Ähnlichkeit der erkannten Promotormotive üben IRF-1 und ISGF3 jedoch 

nicht-redundante Funktionen innerhalb der zellulären Antwort auf Interferon aus, wie an IRF-1 

und IRF-9 (als Bestandteil von ISGF3) einfach-, bzw. doppelt-defizienten Mäusen gezeigt werden 

konnte [95, 245]. Ferner erkennt IRF-1, wie auch andere Mitglieder der IRF-Familie, das 

Interferon-Typ I Promotorelement PRD I, und ist in der Lage die Interferon-Typ I Expression zu 

induzieren [141, 242, 246]. Eine Vielzahl von Interferon-Antwortgenen werden durch IRF-1 

alleine, oder in Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren reguliert ([50, 121, 240] und 

siehe Anhang), so daß diverse Bereiche innerhalb der Regulation des Immunsystems und der 

Immunantwort gegen Pathogene von IRF-1 abhängig sind, was durch Untersuchunge n an IRF-1 

defizienten Mäusen, bzw. konstitutiv IRF-1 exprimierenden transgenen Mäusen eindrucksvoll 

bestätigt werden konnte [121, 245, 247-250]. 

 

Weitere durch IFN-γ induzierbare Mitglieder der IRF-Familie sind IRF-2, IRF-8 und IRF-9, 

während im Rahmen der zellulären Antwort auf Interferon-Typ I bis auf IRF-6 und IRF-8 

sämtliche Mitglieder der IRF-Familie induziert werden. Die Induktion dieser  

IRF-Familienmitglieder wird z.T. durch sekundäre Transkriptionsfaktoren wie IRF-1 oder dem 

"CCAAT-enhancer binding protein-β" (C/EBP-β  oder NF-IL6), einem Mitglied der "basic leucine 

zipper" Transkriptionsfaktoren-Familie vermittelt [121, 128, 141, 144, 149, 199, 246, 251-254], 

so daß diese im engeren Sinne tertiäre Transkriptionsfaktoren innerhalb der zellulären Antwort 

auf IFN-γ darstellen.  

 

Die Interferon-Typ I induzierbaren Mitglieder IRF-3, IRF-5 und IRF-7 sind vor allem von 

Bedeutung bei der Induktion, bzw. Intensivierung der IFN-α und IFN-β Expression ([121] und 

siehe Abschnitt 1.3.2).  

Eine Besonderheit des von beiden Interferon-Typen ubiquitär induzierbaren IRF-2 [121, 244, 246, 

251], und des nur in myeloiden und lymphoiden Zellen durch IFN-γ induzierten IRF-8 [255-257], 

das auch als "interferon consensus sequence binding protein" (ICSBP) bezeichnet wird, ist, daß 

sie sowohl als transkriptioneller Aktivator, wie auch als Repressor fungieren können [35, 178, 

246, 258-271]. In vitro Studien, sowie Untersuchungen an IRF-2, bzw. IRF-8 defizienten Mäusen 

zeigten, daß IRF-2 an einer Vielzahl zellulärer Resistenzmechanismen gegenüber Pathogenen 
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beteiligt ist, während IRF-8 eine wichtige Rolle bei der Regulation des Immunsystems und der 

Onkogenese spielt [35, 178, 260-271]. 

IRF-9 wurde ursprünglich als ISRE und PRD I erkennende, DNA-bindende Untereinheit 

innerhalb des ISGF3 Transkriptionsfaktorkomplexes identifiziert [178, 272, 273]. Die Induktion 

von IRF-9 nach IFN-γ Stimulation wird durch den Transkriptionsfaktor C/EBP-β  vermittelt [251], 

der an verschieden biologischen Aktivitäten, wie der TH1 Immunantwort,  

Makrophagen-Aktivierung und Lipid-Speicherung beteiligt ist [274-276]. C/EBP-β , das von  

IFN-γ STAT1-unabhängig 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 IRF-9 defizienten Mäusen zeigten, daß IRF-9 eine 

essentielle Rolle innerhalb der zellulären Antwort auf Interferon-Typ I und Typ II, bei der 

Aktivierung von Interferon-induzierbaren Genen und antiviralen Resistenzmechanismen spielt 

[95].  

 

 

1.5 Negative Regulation der zellulären Antwort auf Interferone  

 

Die zellulären Antworten auf Interferone müssen spezifisch kontrolliert und koordiniert werden, 

um übermäßige Immunantworten, die zu potentiell toxischen Effekten führen würden, zu 

unterbinden [280, 281]. Im Rahmen des komplexen Zytokin-Netzwerkes wird die Interferon-

Antwort durch diverse Zytokine moduliert, wobei besonders das von TH2-Zellen exprimierte 

Interleukin-4 (IL-4), das die Entwicklung der humoralen Immunantwort fördert, eine Vielzahl 

antagonistischer Effekte ausübt [50]. Daneben kann die Interferon-Typ I und IFN-γ Expression, 

sowie ihr spezifischer Signaltransduktionsweg durch unterschiedliche Ebenen betreffende 

autoinhibitorische Mechanismen reguliert werden (siehe auch Tabelle 1).  

 

Wichtige autoinhibitorische Mechanismen innerhalb eines frühen Zeitpunktes des IFN-γ 

Signaltransduktionsweges, sind die Reprimierung der IL-18 induzierten IFN-γ Expression durch 

das Interferon-induzierbare "IL-18 binding protein" (IL-18BP) [282-285], die Zelltyp-spezifische 

Desensibilisierung gegenüber IFN-γ durch negative Beeinflussung der IFNGR2 Expression [3, 50, 

286, 287], sowie die rasche Internalisierung des IFNGR1-IFN-γ Komplexes und nachfolgende 

Degradierung von IFN-γ in Lysosomen [3, 69, 289, 290]. Mechanismen der frühen negativen 

Regulation des Interferon-Typ I Signaltransduktionsweges die durch Interferon-Typ I selbst 

aktiviert werden sind weniger gut charakterisiert. Ähnlich zur IFNGR2 Rezeptor-Untereinheit 
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kann die IFNAR1 Expression in bestimmten Zellen nach IFN-α Induktion reprimiert werden, was 

zur zellulären Desensibilisierung gegenüber einer erneuten IFN-α Stimulation führt [69, 289]. 

 

Negative Regulationsmechanismen die in die Interferon-Typ I und IFN-γ 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-γ reguliert ist [296], scheint es spezifisch 

den STAT5 abhängigen Signaltransduktionsweg zu inhibieren und nicht an einem negativen 

Rückkoppelungsmechanismus innerhalb der IFN-γ Signalisierung beteiligt zu sein [297]. SOCS-1 

und SOCS-3 assoziieren direkt mit JAK-Kinasen und inhibieren deren katalytische Aktivität [298-

300]. Während bei SOCS-3 nur in vitro eine autoregulatorische Inhibition des IFN-γ 

Signaltransduktionsmschanismus festgestellt werden konnte [301, 302], wiesen Untersuchungen 

an SOCS-1 defizienten Mäusen, SOCS-1 als eindeutigen Bestandteil eines negativen 

Rückkoppelungsmechanismus innerhalb der IFN-γ Signalisierung aus [303]. Inwiefern CIS-1 oder 

Mitglieder der SOCS-Familie an einer autoinhibitorischen Regulation des  

Interferon-Typ I Signaltransduktionsweges beteiligt sind, ist nicht bekannt. Die Interferon 

vermittelte Aktivierung von Mitgliedern der PIAS-Familie führt 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 unabhängige, nicht 

näher charakterisierte Mechanismen, die transkriptionelle Aktivierungsfunktion von STAT1 

reprimieren [293, 294]. 

 

Ein weiterer in den JAK-STAT Signaltransduktionsweg 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 

Identität dieser Kinasen wird jedoch kontrovers diskutiert. [76, 173, 306-310].  

 

Zusätzlich wurde negative Rückkoppelungsmechanismen beschrieben die durch die  

Interferon-abhängige transkriptionelle Aktivierung von sekundären Transkriptionsfaktoren, wie 

IRF-2 (beide Interferon-Typen) und IRF-8 (nur IFN-γ), die als positiver oder negativer Regulator 

fungieren können, vermittelt werden [35, 178, 246, 258, 259, 261, 265-271]. 
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Ebene der Autoinhibition Inhibitorischer Mechanismus  
Ligandenexpression • Induktion von IL-18BP (IFN-γ) 

• IRF-2 vermittelte Inhibition der IFN-β Expression (IFN-α/β) 

Rezeptor • Rezeptor Internalisierung (IFN-α/β, IFN-γ) 
• Inhibition der Rezeptorexpression (IFN-α/β, IFN-γ) 

JAK-STAT 
Signaltransduktionsweg 

• CIS-1: Inhibition der STAT-Aktivierung durch Assoziation mit 
Rezeptoruntereinheiten (?) 

• SOCS: Inhibition der STAT-Aktivierung durch Assoziation mit 
JAK Proteinen (IFN-γ, IFN-α/β ?) 

• PIAS: Transkriptioneller Co-Repressor durch Assoziation mit 
STAT Proteinen (IFN-α/β, IFN-γ) 

• SHP-1/SHP-2: Deaktivierung von STAT Proteinen (IFN-α/β) 

Expression von Antwortgenen • Induktion von negativen transkriptionellen Regulatoren wie IRF-2 
(IFN-α/β, IFN-γ) oder IRF-8 (IFN-γ) 

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

 

1.6 Interferon-Typ I und Typ II induzieren teilweise überlappende Zellantworten 

 

Interferon-Typ I und Typ II binden an unterschiedliche Zelloberflächen-Rezeptoren und 

induzieren eindeutig unterscheidbare Signaltransduktions -Kaskaden, jedoch unter Beteiligung 

gemeinsamer Komponenten der JAK-STAT Transduktionsmachinerie. Die zelluläre Antwort auf 

die verschiedenen Interferon-Typen ist spezifisch, dennoch teilweise überlappend [50, 89, 149, 

240]. Diese partielle Überlappung wird z.T. dadurch hervorgerufen, daß beide Interferon-Typen 

die gleichen Transkriptionsfaktorenkomplexe (GAF/AAF, ISGF3, STAT3), bzw. 

Transkriptionsfaktoren mit ähnlicher Bindungsspezifität für bestimmte Promotormotive (IRF-1, 

ISGF3) aktivieren.  

Die Zellstimulation mit IFN-γ bewirkt ferner einen "γ priming" genannten Effekt, der durch 

Induktion primärer Komponenten der Interferon-Typ I Signaltransduktionskaskade zu einer 

Potenzierung der zellulären Antwort auf eine nachfolgende Interferon-Typ I Stimulation führt [69, 

311-313].  

Anhand neuerer Untersuchungen konnte zudem eine direkte funktionale Verbindung zwischen 

dem Interferon-Typ I und Typ II Signaltransduktionsweg auf der Ebene der Rezeptorenkomplexe 

nachgewiesen werden [53, 121, 152] (siehe Abb. 4). Eine minimale konstitutive Expression von 

Interferon-Typ I, die unterhalb des Signalisierungs -Grenzwertes liegt, führt dabei zur 

Phosphorylierung von IFNAR1 an den STAT1 und STAT2 binden, ohne anschließend aktiviert zu 

werden [53]. Zusätzlich wurde gezeigt, daß IFNGR2, selbst in unstimulierten Zellen, mit IFNAR1 
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assoziiert ist. Die unterschwellige Interferon-Typ I Expression verstärkt die Assoziation von 

IFNGR2 mit IFNAR1, wobei die an IFNAR1 gebundenen STAT-Moleküle, die nach IFN-γ 

Stimulation phosphoryliert werden, als effektive Bindungsstellen für IFN-γ aktivierte  

STAT-Proteine dienen können2 [53]. Eine effiziente Aktivierung der IFN-γ 

Signaltransduktionskaskade, und somit der zellulären Antwort auf IFN-γ, ist daher abhängig von 

der unterschwelligen von Interferon-Typ I Expression und der direkten physikalischen 

Assoziation von IFNAR1 mit IFNGR2 [53, 121]. Bestätigt wurden diese Resultate durch 

Untersuchungen an IFN-β, IFNAR1 oder Tyk2 defizienten Mäusen, in denen die IFN-γ 

Signaltransduktion, bzw. die IFN-γ vermittelte antivirale Antwort beeinträchtigt ist [53, 314]. 

                                                                 
2 Taniguchi und Mitarbeiter postulieren, daß die unterschwellige Synthese von IFN-α/β, die zur Assoziation von 
IFNAR1 mit IFNGR2 und STAT1 bzw. STAT2 führt, ebenfalls von Bedeutung bei der IFN-γ vermittelten 
Aktivierung von ISGF3 ist [53, 121]. Dies steht jedoch im Widerspruch zu ihren eigenen, früheren Ergebnissen, die 
zeigten, daß ISGF3 nach IFN-γ Stimulation auch in IFNAR1 defizienten Zellen gebildet wird [93]. 
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Abbildung 4. Schematische Darstellung ubiquitärer Interferon-Typ I, bzw. IFN-γ aktivierter 
Signaltransduktionswege. Modifiziert nach Taniguchi [121]. Die Bindung von Interferon-Typ I an den Rezeptor führt 
zur reziproken Aktivierung der mit IFNAR2 assoziierten JAK1 und der mit IFNAR1 assoziierten Tyk2 Kinase. Diese 
phosphorylieren ihrerseits einen spezifischen Tyrosinrest von IFNAR1, der als Bindungsstelle für STAT2 fungiert. 
Die Funktion von IFNAR1 als Bindungsstelle ist umstritten, mglw. erfolgt die Bindung von STAT2 durch IFNAR2. 
STAT2 wird durch Tyk2 phosphoryliert und dient als Bindungsstelle für 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 ISRE-Promotorelementen aktiviert. Zusätzlich führt die 
Interferon-Typ I Stimulation ubiquitär zur Bildung von STAT1 Homodimeren, genannt AAF und STAT1:2 
Heterodimeren, die als transkriptioneller Aktivator von Genen mit GAS Elementen in ihrer Promotorregion 
fungieren. Die effiziente Aktivierung der IFN-γ Signaltransduktionskaskade ist abhängig von einer unterschwelligen 
Interferon-Typ I Signalisierung, die die ansonsten schwache Assoziierung zwischen IFNAR1 und IFNGR2 verstärkt 
und die Bindung von STAT2, bzw. STAT1 an IFNAR1 ermöglicht. Die Bindung des IFN-γ Homodimers an zwei mit 
JAK1 assoziierten IFNGR1 führt zur IFNGR1 Dimerisierung, Assoziation mit zwei JAK2 tragenden IFNGR2 
Untereinheiten, der Transphosphorylierung der JAKs und Tyrosinphosphorylierung von IFNGR1. Anschließend wird 
STAT1 von IFNGR1 re krutiert, durch Phosphorylierung aktiviert, und als aktiver Homodimer (GAF) in den Kern 
transportiert, der an GAS Promotormotive bindet. Zusätzlich können nach IFN-γ Stimulation ISRE-Promotorelemente 
erkennende ISGF3, sowie STAT1:1-IRF-9 Transkriptionsfaktorenkomplexe gebildet werden. Der Prozeß der STAT1 
Homodimerisierung und mglw. die Bildung von ISGF3 wird dabei von dem an IFNAR1 gebundenen STAT1 und 
STAT2 unterstützt. 
 

 

1.7 Die Komplexität der zellulären Antwort auf Interferone  

 

Die zelluläre Antworten auf beide Interferon-Typen sind außerordentlich komplex. Durch "Gen 

Chip" Analysen konnten bisher über 300 durch Interferon-Typ I 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 zusammengefaßt ist [89, 149] 

http://www.lerner.ccf.org/labs/williams/). Die Gesamtzahl der durch Interferon-Typ I regulierten 

humanen Gene wird auf 600-2000 Gene (je nach der Anzahl der im humanen Genom 

vorhandenen Gene) pro Einzelzelle geschätzt [149]. 

Die Zahl der durch IFN-γ regulierten Gene und somit die Komplexität der zellulären Antwort auf 

IFN-γ, übersteigt womöglich sogar noch die von Interferon-Typ I. Im Rahmen einer dieser Arbeit 

begleitenden umfassenden Literatursuche konnten bisher über 700 durch IFN-γ regulierte Gene 

identifiziert werden (siehe Anhang). Diese entstammen jedoch aus unterschiedlichen Zelltypen 

oder Spezies. Auf experimentellen Analysen basierende Schätzungen deuten daraufhin, daß weit 

mehr als 500 Gene pro Einzelzelle durch IFN-γ reguliert werden [315, 316]. 

 

Der weitaus größte 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 Änderungen innerhalb von 

Protein-Aktivierungszuständen beobachtet werden, deren zugrunde liegende molekulare 

Maschinerie jedoch weitgehend unbekannt ist. Die beobachtete Komplexität der zellulären 

Antworten auf Interferone ist dabei sicherlich zu einem großen Teil auf die Mannigfaltigkeit der 

von ihnen regulierten Transkriptionsfaktoren zurückzuführen. 

 

Trotz der Komplexität der zellulären Antworten auf Interferone scheint ihre Funktion 

ausschließlich in einer Regulation des Immunsystems und der Kontrolle der Abwehr infektiöser 

Pathogene zu bestehen. Diese Annahme wird unterstützt durch die phänotypische Analyse von 

Mäusen, in denen durch gezielte Mutationen wesentlicher Bestandteile des Interferon-Typ I oder 

IFN-γ 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 I und/oder IFN-γ vermittelten zellulären Antworten eliminiert 

wurden. Phänotypische Abnormalitäten treten in diesen Mäusen nur innerhalb des lymphatischen 

Systems auf und die pathologischen Effekte beschränken sich auf eine erhöhte Sensitivität 

gegenüber verschiedenen infektiösen Pathogenen (siehe obige Referenzen).  

 

Während beide Interferon-Typen essentielle, jedoch nicht-redundante Funktionen innerhalb der 

antiviralen Verteidigung ausüben, spielt Interferon-Typ I bei der antimikrobiellen und 

antiparasitären Immunantwort nur eine untergeordnete Rolle [4, 82, 327, 334, 335]. Unterstützt 

wird diese Beobachtung durch neuere Untersuchungen, die zeigten, daß der primär von 
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Interferon-Typ I aktivierte hetereotrimere Transkriptionsfaktorkomplex ISGF3 vor allem an der 

antiviralen Immunantwort beteiligt ist, während der primär von IFN-γ aktivierte 

Transkriptionsfaktor GAF, bestehend aus STAT1 Homodimeren, hauptsächlich antimikrobielle 

Effekte induziert [336]. Die von Interferon-Typ I vermittelten immunomodulatorischen Effekte, 

die Beeinflussung der adaptiven Immunantwort, sowie insbesondere die  

Makrophagen-aktivierende Kapazität, sind im Vergleich zu IFN-γ ebenfalls nur begrenzt oder 

fehlen nahezu völlig [4, 60, 82, 334]. 

 

Die zellulären Antworten auf beide Interferon-Typen lassen sich größtenteils als spezifische 

Programme innerhalb der angeborenen und erworbenen Immunität beschreiben [50, 149, 240] 

siehe Anhang). Beispiele für wichtige Interferon-stimulierte zelluläre 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 gestörter Physiologie, die Kontrolle der Zell-Proliferation,  

-Differenzierung und -Apoptose, sowie die quantitative und qualitative Intensivierung der 

Antigenprozessierung und -präsentierung durch MHC Klasse I (beide Interferon-Typen) und 

MHC Klasse II (nur IFN-γ) [4, 50, 149, 240].  

 

Ein Teil der Interferon-regulierten Programme, oder Komponenten dieser, werden spezifisch in 

spezialisierten lymphomyeloiden Zelltypen, wie Makrophagen (die hauptsächlich durch IFN-γ 

aktiviert werden), T- und B-Lymphozyten, Neutrophile oder DC aktiviert. Ein weiterer Teil der 

zellulären Antwort auf Interferone erfolgt hingegen zelltypübergreifend und unabhängig von 

Differenzierungszustand der Zellen. Prinzipiell ist die Antwort auf Interferone jedoch eine 

allgemeine Fähigkeit aller, oder der meisten Zell-Typen. Die Vielzahl der Interferon-regulierten 

Gene in einer einzelnen, differenzierten Zelle verändert dabei drastisch deren Prioritäten, wodurch 

sie in einen neuen Zustand, den Immunzustand ("resistant state"), überführt wird. 

 

 

1.8 Zellautonome Resistenzprogramme innerhalb der zellulären Antwort auf Interferone  

 

Das auf die Abwehr infektiöser Pathogene ausgerichtete Immunsystem von Vertebraten läßt sich 

in eine angeborene und eine erworbene, adaptive Komponente unterteilen [337]. Die adaptive 

Immunität wird vermittelt von T- und B-Zellen, während an der angeborenen Immunität 

hauptsächlich professionelle Zellen des Immunsystems wie, Makrophagen, DC oder NK-Zellen 

beteiligt sind. Als weiterer 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, als auch nicht-professionelle Zellen 

beteiligt sind [337]. Diese Immunantwort erfolgt rasch und dient oftmals dazu, die Ausbreitung 

infektiöser Pathogene schon zu einem frühen Zeitpunkt zu unterbinden. 

 

Ein Teil der von Interferon-induzierten, nichtadaptiven Immunantworten sind hierbei 

Komponenten zellautonomer Resistenzprogramme gegen verschiedene infektiöse Pathogene. 

Während Elemente der zellautonomen, durch Interferon-Typ I induzierten, antiviralen 

Resistenzprogramme und der in professionellen Zellen des Immunsystems (insbesonders in 

Makrophagen) durch IFN-γ induzierten, zellautonomen antimikrobiellen Resistenzprogramme 

partiell charakterisiert wurden, sind IFN-γ vermittelte zellautonome, antivirale oder 

antimikrobielle Resistenzmechanismen in nicht -professionellen Zellen des Immunsystems, wie 

z.B. Fibroblasten, nahezu unerforscht. 

 

1.8.1 Zellautonome antivirale Resistenzmechanismen der Interferon-Antwort 

 

Die am besten charakterisierten Interferon-induzierten 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 

gehörenden Mx GTPasen. 

 

Das präferentiell durch Interferon-Typ I induzierte PKR besitzt neben seiner bedeutenden Rolle 

innerhalb der, durch virale Infektionen hervorgerufenen, Induktion der IFN-β Expression weitere 

wichtige Funktionen in der Transkriptions- und Translationskontrolle mit immunologischer 

Relevanz. So übt dsRNA aktivierte PKR einen direkten antiviralen Effekt aus, in dem es die  

α-Untereinheit des "eukaryotic initiation factor 2" (eIF2) phosphoryliert, was dessen 

Inaktivierung bewirkt und somit ein Recycling von Translationsinitiationsfaktoren verhindert. 

Dies führt schließlich zur raschen Inhibierung der mRNA-Translation [125, 338, 339]. Ferner 

fungiert PKR als Induktor der Zell-Apoptose, der indirekt ebenfalls zur Beseitigung einer viralen 

Infektion beitragen kann [340-342], und beeinflußt als Signal-transduzierende Kinase die 

Aktivität einer Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie NFκB, 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 Mäuse eine Vielzahl immunologischer Defekte auf 

[347, 348]. 
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Das 2'-5' OAS System besteht aus mehreren Interferon-Typ I und Typ II induzierbaren Proteinen 

unterschiedlicher subzellulärer Lokalisierung, die nach ihrer Aktivierung durch dsRNA, die 

Synthese von 2', 5' verbundenen Oligoadenylaten (2-5A) aus ATP katalysieren. 2-5A Moleküle 

binden mit hoher Affinität die latent im Zytoplasma vorhandene, inaktive, monomere 

Endoribonuklease L (RNaseL) und induzieren die Formation des homodimeren, aktiven Enzyms. 

Aktivierte RNaseL degradiert virale und zelluläre einzelsträngige RNA und inhibiert somit deren 

Translation [349]. Vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, daß RNaseL auch 28S ribosomale 

RNA degradiert, was zur ribosomalen Inaktivierung und somit ebenfalls zur Inhibierung der 

Translation führt [350]. 

 

Die selektiv durch Interferon-Typ I induzierbaren, in unterschiedlichen zellulären 

Kompartimenten lokalisierten, zur Dynamin-Familie gehörenden Mx GTPasen konnten in 

verschiedenen Säugetieren, Vögeln und Fischen nachgewiesen werden [351-353]. Die Oligomere 

bildenden Mx Proteine vermitteln eine direkte zellautonome Resistenz gegenüber der Infektion 

verschiedener Gruppen von RNA-Viren, indem sie die virale Replikation durch Inhibition des 

Transportes, bzw. der Aktivi tät viraler Polymerasen, oder durch Inhibition des Transportes des 

viralen Genoms in den Nukleus unterbinden [353-356]. Inwieweit die Oligomerisierung und 

GTPase Aktivität der Mx-Proteine zu dem von ihnen vermittelten antiviralen Effekt be itragen, ist 

nicht eindeutig geklärt. So ist die von humanem MxA vermittelte Resistenz gegenüber 

Infektionen mit dem Thogoto Virus oder dem "vesicular stomatitis virus" (VSV) unabhängig von 

einer Oligomerisierung und GTP -Hydrolyse, jedoch abhängig von der GTP-Bindung [357-362]. 

Ferner existiert in der, aus zwei Proteinen bestehenden, Mx Familie der Maus ein 

Polymorphismus für beide Gene. Die nicht -funktionalen Null-Allel sind in freilebenden 

Mauspopulationen äußerst selten, während nahezu alle Laborstämme ein fixiertes Null-Allel für 

ein oder beide Genen aufweisen und dementsprechend anfällig gegenüber Mx-sensitive Viren 

sind [363, 364]. 

 

Untersuchungen an dreifach defizienten Mäusen, bei denen RNaseL (als Bestandteil des 2’-5’ 

OAS Systems), PKR und Mx1 deletiert wurden, zeigten, daß neben diesen Resistenzmechanismen 

noch weitere Interferon-induzierte antivirale Effekte existieren [365]. Zudem konnte gezeigt 

werden, daß die durch IFN-γ aktivierten, RNaseL, PKR und Mx1 unabhängigen, antiviralen 

Mechanismen in profesionellen Zellen des Immunsystems und nicht-professionellen Zellen 

divergierend sein können und nicht mittels IFN-γ induzierter löslicher Mediatoren erfolgen [366]. 

Für diese antiviralen Effekte in Frage kommende Komponenten sind u.a. die "dsRNA-abhängige 

adenosine deaminase" (ADAR), sowie als indirekter Resistenzmechanismus, die  
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Interferon-vermittelte Induktion der Apoptose. Das durch Interferon-Typ I und IFN-γ induzierte 

ADAR Protein katalysiert den Austausch von Adenosin zu Inosin in doppelsträngiger RNA. 

Dieser als RNA-Editierung bezeichnete Prozeß wirkt mutagen, so daß kein funktionales Protein 

synthetisiert werden kann [367, 368]. Ferner gibt es Hinweise darauf, daß eine Inosin-spezifische 

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

 

1.8.2 Zellautonome antimikrobielle Resistenzmechanismen der IFN-γγ  Antwort 

 

Interferon-Typ I spielt bei der Aktivierung zellautonomer, antimikrobieller 

Resistenzmechanismen im Vergleich zu IFN-γ nur eine untergeordnete Rolle, auch wenn 

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

 

Die am besten charakterisierten IFN-γ induzierten Komponenten zellautonomer antimikrobieller 

Resistenzmechanismen sind die Produktion von reaktiven Sauerstoff und Stickstoff 

Intermediären, sowie die "natural resistance-associated macrophage protein" (NRAMP) Familie. 

Die Aktivierung dieser Mechanismen erfolgt zumeist nicht als generelle, zelltypübergreifende 

Antwort auf IFN-γ, sondern ist vor allem Teil der Aktivierung von professionellen, 

phagozytierenden Zellen, insbesondere Makrophagen, zum Schutz vor bakteriellen Infektionen. 

 

Reaktive Sauerstoff-Metaboliten werden ausschließlich nach IFN-γ Induktion in professionellen, 

phagozytierenden Zellen produziert. Die Produktion der freien, toxischen Radikale ist dabei 

abhängig von der IFN-γ induzierten Assemblierung der Multikomponenten "NADPH-oxidase" 

(auch als "phagocyte oxidase" (phox) bezeichnet) [50, 371]. 

Im Unterschied zu reaktiven Sauerstoff-Metaboliten werden reaktive Stickstoff-Intermediäre, 

insbesondere Stickoxid (NO), von verschiedenen Zelltypen gebildet. Die Produktion ist dabei 

abhängig von der IFN-γ induzierten "inducible nitric oxide synthase" (iNOS, oder NOS2) und 

teilweise weiterer Koenzyme, wie der "GTP-cyclohydroxylase I" und der  

"Argininosuccinate-synthetase" [50, 371]. Zusätzlich zu den antimikrobiellen Effekten, die 

partiell mit denen der reaktiven Sauerstoff Intermediäre überlappen [372], ist NO auch von 

Bedeutung bei der Abwehr spezifischer viraler Infektionen [371, 373].  

 

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

nachweisen. Das in Vertebraten exprimierte, IFN-γ induzierte NRAMP1 Protein ist ein integrales 

Membranprotein, das ausschließlich 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, 

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

 

IFN-γ induziert zudem die zellautonome Resistenz gegenüber nicht-viralen Pathogenen in nicht -

professionellen Zellen. Die dafür verantwortlichen Komponenten der zellulären Antwort auf  

IFN-γ sind jedoch weitgehend unbekannt [378, 379]. 

 

 

1.9 Interferon-induzierte GTPasen als Bestandteile zellautonomer Resistenzprogramme 

 

Verschiedenste fundamentale zelluläre Prozesse in Prokaryonten und Eukaryonten, wie die 

Kontrolle der Zell-Proliferation und -Differenzierung, die Proteinbiosynthese und Translokation 

von Proteinen, die Signaltransduktion und der vesikuläre Transport, werden durch Mitglieder der 

GTPase Superfamilie reguliert [380-382]. 

 

Die regulatorische Aktivität der GTPasen basiert auf ihrer Fähigkeit 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 Konformationsänderung des Proteins einhergeht, ihre Affinität zu anderen 

Makromolekülen verändern können. Der Austausch von GDP zu GTP aktiviert dabei die GTPase, 

während 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 erhöhen 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 Aktivität in vielen Fällen von "guanine nucleotide exchange factors" 
(GEFs) und "GTPase activating proteins" (GAPs). GEFs katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und wirkend 
aktivierend, während GAPs die Hydrolyserate von erhöhen und daher inaktivierend wirken. 
 

Die Zugehörigkeit zur GTPase Superfamilie wird über die drei kanonischen, die  

GTP-Bindungsdomäne (auch GTPase- oder G-Domäne genannt) bildenden, Sequenzmotive G1 

(G(X4)GKS), G3 (D(X2)G) und G4 ((N/T)(K/Q)XD) definiert [381]. Röntgenstrukturanalysen der 

p21ras GTPase zeigten, daß durch das G1- und G3-Motiv die Interaktion mit den Phosphatgruppen 

der gebundenen Guaninnukleotide vermittelt wird, während das G4-Motiv mit dem Purinring von 

GTP interagiert und für die Spezifität der Guaninerkennung verantwortlich ist [380, 383-385]. 

 

Verschiedene Mitglieder der GTPase Superfamilie werden durch Interferone reguliert und sind an 

diversen Interferon-vermittelten zellulären Programmen beteiligt (siehe Anhang). Beispiele 

hierfür sind der präferentiell durch IFN-γ induzierbare "class II transactivator" (CIITA) [386, 

387], die Interferon-Typ I und IFN-γ induzierbare p21ras GTPase [149, 388], sowie Mitglieder der 

IFN-γ regulierten GP-1 Familie [389, 390]. 

CIITA bildet den wichtigsten Regulator der im MHC Klasse II Antigenpräsentationsweg 

involvierten Gene und fungiert als Mediator ihrer Induktion durch IFN-γ [391, 392]. p21ras, das an 

der Kontrolle der Zell-Proliferation und -Differenzierung beteiligt ist [393], schützt  

Interferon-stimulierte Astrozyten vor Interferon-induzierten apoptotischen Effekten [388]. Die 

zellulären Funktionen der selektiv durch IFN-γ induzierten GP-1 Familienmitglieder GTPBP1 und 

GTPBP2 sind nicht bekannt, da bei Analysen GTPBP1 defizienter Mäuse keinerlei phänotypische 

Abnormalitäten nachweisbar waren [394]. 
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Darüber hinaus gibt es in zunehmenden Maße Beweise, daß fundamentale Komponenten 

zellautonomer Resistenzprogramme von Mitgliedern verschiedener Interferon-regulierter GTPase 

Familien gebildet werden. 

 

Eine dieser Familien wird von den selektiv durch Interferon-Typ I induzierten, zur  

Dynamin-Familie gehörenden, Mx GTPasen gebildet, wobei die Mx Proteine als Prototyp der an 

zellautonomen, antiviralen Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen angesehen werden können 

[351, 352]. Die von ihnen vermittelte zelltypübergreifende, direkte antivirale Aktivität gegen 

verschiedene Arten von RNA-Viren gilt als weitgehend gesicherte Erkenntnis und wurde zuvor 

bereits beschrieben (siehe 1.8.1) 

 

Neuere Publikationen zeigten, daß die GTPase rab5a an zellautonomen, antimikrobiellen 

Resistenzprogrammen in IFN-γ stimulierten professionellen phagozytotischen Zellen beteiligt ist. 

Das Kompartiment-spezifische rab5a-Protein, dessen Expression auf phagosomale und 

endosomale Membranen beschränkt ist, fungiert unter normalen physiologischen Bedingungen als 

Regulator des endosomalen Transportes, wobei es sowohl an der Endozytose als auch an der 

Phagozytose beteiligt ist [395]. Die IFN-γ vermittelte Intensivierung der Expression und Aktivität 

von rab5a in murinen Makrophagen [396] beschleunigt die Phagosom-Lysosom-Fusion und 

Azidifikation, sowie die Produktion freier toxischer Radikale. Dadurch werden Mechanismen des 

putativ intrazellulären und intravakuolären Bakteriums Listeria monocytogenes zur 

Fusionsverzögerung konterkariert [397, 398]. Daher wird angenommen, daß rab5a eine zentrale 

Rolle innerhalb der IFN-γ vermittelten zellautonomen Resistenz gegenüber Listeria 

monocytogenes spielt [398]. 

 

Ebenfalls erst vor kurzem wurde gezeigt, daß verschiedene Mitglieder zweier, nicht miteinander 

verwandter GTPase Familien, die p65 und p47 GTPasen, von elementarer Bedeutung innerhalb 

zelltypübergreifender, zellautonomer Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle und 

protozoische Pathogene sind. Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß diese Interferon-Typ I und 

Typ II regulierten GTPasen die zelluläre Antwort auf IFN-γ in professionellen Zellen 

(Makrophagen) und nicht-professionellen Zellen (Fibroblasten) dominieren, wodurch sie als 

fundamentale Aspekt der Antwort auf IFN-γ 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 

fünf (Mensch) zueinander sequenzverwandte p65 GTPasen existieren ([399-408]; Avdalovic, 

unveröffentlichte Daten (GenBank Nr.: NM052942; NM052941)).  

 

Die konstitutiv nicht, oder nur sehr schwach exprimierten, 65-71 kDa großen 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-γ 

einen wesentlich stärkeren induktiven Effekt als Interferon-Typ I aufweist [399-409]. So ist das 

hGBP-1 Transkript in IFN-γ stimulierten humanen Fibroblasten eine der häufigsten mRNAs [400, 

410]. Die IFN-γ vermittelte Induktion der murinen p65 GTPasen erfolgt dabei als sekundäre 

Antwort und ist völlig von IRF-1 abhängig [50, 411]. An der Regulation der humanen p65 

GTPasen, deren Promotor-Charakterisierung zur Aufklärung des JAK-STAT 

Signaltransduktionsweges führte, sind hingegen auch primäre Transkriptionsfaktoren von 

Bedeutung [192, 412-415]. 

 

Die p65 GTPasen besitzen den Konsensussequenzen entsprechende G1- und G3-Motive, daß  

G4-Motiv liegt jedoch, wie erst kürzlich 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/Q)XD) durch das Sequenzmotiv ((T/A)(L/V)RD) gebildet [401, 406, 408, 416]. 

Die Substitutionen innerhalb des G4-Motives führen womöglich zu einer strukturellen 

Veränderung der GTP-Bindungsdomäne der p65 GTPasen. Dementsprechend weisen die 

oligomerisierenden p65 GTPasen eine größere Diversität innerhalb ihrer 

Guaninnukleotidbindungs - und Hydrolysekapazität als viele andere GTPasen auf. So sind die p65 

GTPasen in der Lage, selektiv und mit nahezu nicht unterscheidbarer Affinität GTP -, GDP- und 

GMP-Nukleotide zu binden [400, 401, 404, 406, 408, 410, 417] und besitzen als ungewöhnliche 

biochemische Eigenschaft die Fähigkeit GTP zu GDP und GMP zu hydrolysieren. Das 

Hauptprodukt der Hydrolysereaktion ist dabei jedoch für die Mitglieder der p65 GTPas e Familie 

jeweils unterschiedlich [406, 408, 416, 418, 419].  

 

Die meisten Mitglieder der p65 GTPase Familie besitzen ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv 

(auch CaaX-Sequenz genannt), wie es auch bei Mitgliedern der p21ras GTPase Familie und der 

heterotrimerischen G-Proteine vorzufinden ist [420]. Mittels eines posttranslationalen 
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Mechanismus können an dieses Motiv Isoprenyl -Lipide angefügt werden, die die Verankerung 

eines Proteins an die Plasmamembran ermöglichen [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, daß mGBP-1 trotz der  

CaaX-Sequenz nur ein sehr schwaches Substrat für die Isoprenylierung ist [425]. In Analysen zur 

subzellulären 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 punktförmige (mglw. vesikuläre), zytoplasmatische Verteilung 

dieser GTPasen, wie sie auch für hGBP-1 beobachtet wurde, gezeigt werden [409, 410, 418, 426, 

427]. Die Lokalisierung von mGBP-2 ist dabei abhängig von der Isoprenylierung des Proteins ist, 

was die bedeutende Rolle des CaaX-Motives herausstellt [427]. In anderen Publikationen wurde 

für mGBP-1, welches nur sehr schwach isoprenyliert wird und für mGBP-3, das keine  

C-terminale CaaX-Sequenz besitzt, eine homogene, nicht -punktförmige zytoplasmatische 

Verteilung nachgewiesen [406, 427]. Möglicherweise bestehen daher Zelltyp-spezifische 

Unterschiede innerhalb der subzellulären 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 Übersichtsartikeln neueren Datums werden die p65 GTPasen daher, wie auch die  

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

 

Innerhalb der murinen p65 GTPase Familie existiert, ähnlich wie bei den murinen Mx GTPasen, 

ein Polymorphismus. In Mausstämmen, die das GBP-1a Allel besitzen, wird mGBP-1, wie auch 

alle anderen p65 GTPasen durch Interferone induziert, während in Mausstämmen die das GBP-1b 

Allel tragen die Expression von mGBP-1 nicht induziert werden kann [402, 417, 432, 433]. Trotz 

der natürlich vorkommenden Mausstämme ohne funktionelles mGBP -1 konnte bisher keine 

Korrelation der fehlenden mGBP-1 Expression mit einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber Viren 

oder anderen Pathogenen festgestellt werden [402, 417, 432]. 

 

Obwohl die p65 GTPasen mit zu den ersten Proteinen gehörten die in IFN-γ stimulierten 

Fibroblasten identifiziert wurden, konnten sie lange Zeit keinem spezifischem Programm 

innerhalb der zellulären Antworten auf Interferone zugeordnet werden. Erst in einer vor kurzem 
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veröffentlichten in vitro Studie zur Funktion der humanen p65 GTPase hGBP-1 konnte gezeigt 

werden, daß dieses Mitglied der p65 GTPasen an direkten, antiviralen zellautonomen 

Resistenzmechanismen gegen VSV und dem "encephalomyocarditis virus" (ECMV) beteiligt ist 

[434]. Die zelluläre Funktion anderer Mitglieder der p65 GTPase Familie wurde noch nicht 

gezeigt, dennoch läßt sich annehmen, daß auch sie an zellautonomen Resistenzprogrammen 

gegenüber infektiösen Pathogenen beteiligt sind. 

 

1.9.2 Die p47 GTPase Familie 

 

Von der p47 GTPase Familie wurden bisher sechs murine Mitglieder publiziert [399, 435-439] 

und es bestehen Hinweise auf die Existenz von mindestens sieben weiteren Familienmitgliedern 

in der Maus (S. Martens, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung). Zusätzlich gibt es 

Anzeichen auf die Existenz sequenzverwandter Gene in der Ratte, im Zebrafisch und im 

Menschen (J.C. Howard, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung).  

 

Die p47 GTPasen werden, ähnlich 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, stärker durch IFN-γ als durch 

Interferon-Typ I induziert [399, 409, 435-439]. Die Antwortklassifizierung der p47 GTPasen ist 

nicht einheitlich, so wurden verschiedene Mitglieder entweder der primären oder sekundären 

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

 

Die in zwei Subfamilien unterteilten p47 GTPasen besitzen die drei die GTP-Bindungsdomäne 

bildenden kanonischen G-Motive, wobei bei den Mitgliedern IGTP, GTPI und LRG-47 die GKS 

Sequenz innerhalb des G1-Motivs durch GMS ersetzt ist [399, 409]. Trotz der zentralen Bedeutung 

dieses Motivs für die GTP-Bindung konnte eine GTPase Aktivität für IGTP, wie auch für 

TGTP/Mg21, das kein verändertes G1 Motiv aufweist, gezeigt werden [439, 441]. Bisher 

unveröffentlichte Studien zur biochemischen Charakterisierung von IIGP wiesen auch für dieses 

Protein eine inherente, wenn auch niedrige GTPase Aktivität nach, wobei die Hydroloyserate von 

GTP zu GDP mit steigender Proteinkonzentration zunahm, was auf einen kooperativen 

Mechanismus der GTP-Hydrolyse hinweist (R. Uthaiah, Universität zu Köln, persönliche 

Mitteilung). Studien zur subzellulären Lokalisierung zeigten, daß jede der sechs bisher 

veröffentlichten p47 GTPasen an verschiedenen intrazellulären Membransystemen lokalisiert ist, 

inklusive des endoplasmatischen Retikulums (ER), des ER-Golgi intermediären Kompartimentes 

(ERGIC), des Golgi-Apparates, des endosomalen Systems und spezifischer Regionen der 
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Plasmamembran ([409, 442], S. Martens, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung und J. 

Zerrahn, Max-Planck.Institut für Infektionsbiologie, Berlin, persönliche Mitteilung). Die Art der 

Assoziierung der p47 GTPasen mit den jeweiligen Organellen ist unbekannt. Keines der sechs 

Mitglieder besitzt ein Signalpeptid, eine hydrophobe, potentielle Transmembrandomäne oder ein 

C-terminales Isoprenylierungsmotiv, wie es einige Mitglieder der p65 GTPase Familie aufweisen. 

Ein N-terminales Myristylierungsmotiv konnte nur bei dem Mitglied IIGP identifiziert werden, 

das jedoch nicht absolut für die Assoziation von IIGP mit ER Membranen erforderlich ist (R. 

Uthaiah, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung). 

 

Neuere Untersuchungen zur Funktion der p47 GTPasen innerhalb der zellulären Antwort auf  

IFN-γ, erbrachten eindeutige Beweise, daß Mitglieder der p47 GTPase Familie eine fundamentale 

Rolle in zelltypübergreifenden, zellautonomen nicht-redundanten Resistenzmechanismen 

gegenüber jeweils verschiedenen intrazellulären Pathogenen spielen. Eine stabil TGTP/Mg21 

exprimierende murine Fibroblasten-Zell-Linie war in vitro weniger anfällig gegenüber einer 

Infektion mit VSV, während dieser Effekt bei einer Herpes Simplex Virus (HSV-1) Infektion 

nicht beobachtet werden konnte [441]. Untersuchungen an Mäusen mit einer gezielten Deletion 

der p47 GTPasen IGTP, LRG-47 oder IRG-47 wiesen einen spezifischen Verlust der Resistenz 

gegenüber dem intrazellulären, 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 Mäuse zeigten darüber hinaus einen völligen Resistenzverlust 

gegenüber Infektionen mit dem fakultativ intrazellulärem, gram-positiven Bakterium Listeria 

monocytogenes [444] [445]. Die Produktion von IFN-γ, sowie die von IFN-γ vermittelte Abwehr 

einer Infektion mit dem Cytomegalovirus oder dem Ebola Virus war in den defizienten Mäusen 

nicht beeinträchtigt. Die verschiedenen p47 GTPasen scheinen demnach jeweils an der IFN-γ 

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 zusammengefaßt), legen nahe, daß 

Interferon-induzierte GTPasen eine zentrale Rolle innerhalb zelltypübergreifender, zellautonomer 

Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle oder Protozoeninfektionen spielen. 
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Name und Familie der GTPase Resistenz gegen Induziert durch 
rab5a  
(rab Familie) 

Listeria monocytogenes (in vitro) IFN-γ 

Mx GTPasen  
(Dynamine) 

verschiedene Arten von RNA-Viren (in 
vivo und in vitro) 

IFN-α/β 

hGBP-1  
(p65 GTPasen; Dynamine) 

VSV (in vitro) 
ECMV (in vitro) 

IFN-γ (stark) 
IFN-α/β (schwach) 

TGTP/Mg21  
(p47 GTPasen) 

VSV (in vitro) IFN-γ (stark) 
IFN-α/β (schwach) 

IGTP 
(p47 GTPasen)  

Toxoplasma gondii (akut) (in vivo) IFN-γ (stark) 
IFN-α/β (schwach) 

LRG-47  
(p47 GTPasen) 

Toxoplasma gondii (akut) (in vivo) IFN-γ (stark) 
IFN-α/β (schwach) 

IRG-47  
(p47 GTPasen) 

Toxoplasma gondii (chronisch) (in vivo) 
Listeria monocytogenes (in vivo) 

IFN-γ (stark) 
IFN-α/β (schwach) 

 
Tabelle 2. Zellautonome Resistenzmechanismen Interferon-induzierter GTPasen. Neben dem Namen und 
Familienzugehörigkeit der jeweiligen GTPase ist angegeben gegenüber 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 aufgeführten GTPasen zelltypübergreifend 
durch Interferon induziert.  
 

 

1.10 Zielsetzung der Arbeit 

 

Die pleiotropen Zytokine Interferon-Typ I und Typ II spielen eine fundamentale Rolle innerhalb 

der Regulation des Immunsystems und der Abwehr infektiöser Pathogene. Eine Vielzahl der 

mehreren hundert von Interferon-regulierten Gene lassen sich dabei komplexen, funktionell 

koordinierten zellulären Programmen zuordnen. Während die Funktion einiger Komponenten 

dieser Programme hinreichend charakterisiert wurde, ist weder der volle Umfang der Programme, 

noch die spezifische Ro lle vieler Interferon-regulierter Gene innerhalb der zellulären Antwort auf 

Interferon bekannt. Dies betrifft in besonderem Maße Komponenten der zellulären Antwort auf 

IFN-γ in nicht-professionellen Zellen [4, 50, 82, 149, 240]. 

Im Rahmen einer in diesem Institut durchgeführten systematischen und vergleichenden Analyse 

der zellulären Antwort auf IFN-γ in Maus embryonischen Fibroblasten und Makrophagen mittels 

der PCR-basierten "Suppressions subtraktiven Hybridisierungs" (SSH) Technik konnte gezeigt 

werden, daß Mitglieder zweier nicht miteinander verwandter GTPase Familien, die p65 und p47 

GTPase Familien, die komplexe zelluläre Antwort auf IFN-γ in den untersuchten Zellen 

dominierten [399, 409].  

Erst vor kurzem veröffentlichte Publikationen konnten nachweisen, daß Mitglieder der p65 und 

p47 GTPase Familie, sowie weitere Interferon-Typ I oder Typ II regulierte GTPasen, wie die  
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Mx Proteine ode r die rab5a GTPase, bedeutende Komponenten Interferon-regulierter, 

zellautonomer Resistenzprogramme gegen virale, bakterielle oder protozoische Pathogene sind 

[352, 398, 434, 441, 444, 446]. 

Während der vergleichenden Analyse der zellulären Antwort auf IFN-γ in embryonischen 

Fibroblasten und Makrophagen, wurden weitere mit IFN-γ induzierten Transkripten 

korrespondierende cDNA Fragmente isoliert, deren Sequenz keine Homologien zu in öffentlichen 

Datenbanken deponierten Genen aufwies [399, 409]. Im Rahmen der vorangegangenen 

Diplomarbeit [447] wurde versucht die vollständige cDNA eines dieser Fragmente, genannt Klon 

18, welches alleinig aufgrund seiner ungewöhnlichen Transkriptgröße von ca. 9 kb zur Analyse 

ausgewählt wurde, zu identifizieren, was jedoch nicht vollständig gelang. Da innerhalb der 

partiellen, putativen Proteinsequenz von Klon 18 eine GTP-Bindungsdomäne identifiziert wurde, 

repräsentierte Klon 18 eine weitere, völlig neue Interferon-regulierte GTPase und wurde in "very 

large inducible GTPase-1" (VLIG-1) umbenannt.  

In der vorliegenden Arbeit sollte nun die vollständige cDNA-Sequenz von VLIG-1 identifiziert 

werden und eine detaillierte molekulare und teilweise biochemische Charakterisierung des VLIG-

1 Gens, respektive Proteins erfolgen. Die Charakterisierung umfaßte dabei verschiedenste 

Aspekte, wie z.B. die Aufklärung 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 subzelluläre Lokalisierung des Proteins. Im Hinblick auf die putative 

zelluläre Funktion von VLIG-1, sollte die Charakterisierung von VLIG-1 teilweise vergleichend 

mit den p47 und p65 GTPasen erfolgen, da bekannt war, daß Mitglieder dieser GTPase Familien 

in zelltypübergreifende, zellautonome Resistenzmechanismen involviert sind [434, 439, 441, 444, 

445].  
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2. Material und Methoden 

 

 

2.1 Mäuse 

 

2.1.1 Mausstämme 

 

C57BL/6J, 129/sV und BALB/c Mäuse stammen aus der Mäusezucht des Instituts für Genetik, 

Universität zu Köln. Die IRF-1 defizienten Mäuse (IRF-1-/-) 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. Könen-Waisman (Universität zu 

Köln) zur Verfügung gestellt. Die IFN-γ Rezeptor defizienten Mäuse (IFN-γR0/0), ebenfalls mit 

129/sV genetischem Hintergrund, wurden beschrieben in [326] und von M. Aguet (Universität 

Lausanne, Schweiz) zur Verfügung gestellt. TNFRp55 defiziente Mäuse (TNFRp55-/-) mit 

C57BL/6J genetischem Hintergrund wurden beschrieben in [449] und von K. Pfeffer (Institut für 

medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Technische Universität München) zur 

Verfügung gestellt. Alle Mäuse wurden unter konventionellen Bedi ngungen gehalten. 

 

2.1.2 Infektion mit Listeria monocytogenes 

 

Die Infektion verschiedener Mausstämme mit Listeria monocytogenes wurden von U. Boehm 

(Harvard Medical School, Boston, USA) in den Laboratorien von K. Pfeffer durchgeführt. 

C57BL/6J, IRF-1-/-, IFN-γR0/0  und TNFRp55-/- Mäuse wurden intraperitoneal mit 1/10 der LD50 

des Listeria monocytogenes Stammes EGD infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die Mäuse 

getötet, die Lebern entnommen und in flüssigem 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.-Qualität von Merck 

(Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe), die Radioche mikalien von 

Amersham (Braunschweig) bezogen. Die verwendeten Enzyme stammen von Roche (Mannheim), 

New England Biolabs (Schwalbach) oder Clontech (Heidelberg). Die DNA-Größenstandards 
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wurden von Gibco-BRL (Eggenstein) bezogen. Sämtliche Puffer und Lösungen wurden mit 

deionisiertem, gereinigtem H2O (Seral -Reinstwasser) angesetzt. 

Alle hier nicht im Detail aufgeführten Puffer, Lösungen, sowie experimentelle Techniken wurden 

nach Protokollen in [450, 451] angesetzt, bzw. in Übereinstimmung mit diesen durchgeführt. 

 

2.2.1 Sichtung der größenselektionierten λλ -cDNA Banken aus IFN-γγ  stimulierten C57BL/6J 

embryonalen Fibroblasten 

 

Die Herstellung der λ-cDNA Banken erfolgte im Rahmen der Doktorarbeit von U. Boehm 

(Harvard Medical School, Boston, USA) [409]. Die Sichtung der >4 kb λ-cDNA Bank wurde von 

R. Lange (Universität zu Köln) durchgeführt und soll nachfolgend nur kurz zusammengefaßt 

werden. Insgesamt 20.000 λ-Phagen wurden ausplattiert (je 5000 pro 15cm Platte) und 

entsprechend den Herstellerangaben (Stratagene) auf Hybond-N Membranen (Amersham) 

transferiert. Zur Identifizierung der vollständigen cDNA von VLIG-1 wurde ein mittels 3'-RACE 

auf 3384 bp verlängertes, radioaktiv markiertes cDNA-Fragment von VLIG-1 verwendet. Die 

Membranen wurden ÜN bei 65°C in "HYB-9 DNA-Hybridisierungslösung" (Biozym) hybridisert, 

anschließend unter stringenten Bedingungen gewaschen und positive Signale mittels 

Autoradiographie detektiert. Nach dem "Rescreening" (Stratagene) wurden die cDNA Insertionen 

durch in vivo Exzision des pBluescipt II SK+/- Phagemid aus dem Uni-Zap XR Vektor 

entsprechend den Herstellerangaben (Stratagene) isoliert. Die Größen der cDNA Insertionen 

wurden mit Hilfe eines SpeI Restriktionsverdaues abgeschätzt und nur die größten cDNAs zur 

weiteren Analyse verwendet und vollständig mit dem im Anhang aufgeführten VLIG-1 

Sequenzprimern sequenziert. Hieraus resultieren die Vektoren VLIG-1/Klon A und VLIG-1/Klon 

B. 

Als weitere λ-cDNA Bank wurde eine Bank aus in vitro differenzierten, nicht-stimulierten 

dendritischen Zellen mit C3H/eBFe/J genetischem Hintergrund verwendet [452], die 

freundlicherweise von I. Lieberam (Columbia University, New York, USA) zur Verfügung 

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

 

2.2.2 Sichtung einer Erststrang 3'-RACE cDNA Bank aus IFN-γγ  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 µg mRNA aus 24 h mit 1000 
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U/ml IFN-γ 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 fügt eine spezifische Sequenz ein (Anker), die als Primer Bindungsstelle für nachfolgende 

Amplifikationen genutzt werden kann. Nach erfolgter reverser Transkription wurde die 

verbliebene mRNA Matrize durch RNase H (Roche) degradiert und jeweils 1 µl einer 1:500 

Verdünnung dieser Erststrang 3'-RACE cDNA Bank als Matrize in PCR-Analysen eingesetzt. 

Desweiteren wurde eine aus Milz mRNA hergestellte Erststrang cDNA Bank verwendet, wobei 

die mRNA aus C57BL/6J Mäusen stammte und freundlicherweise von A. Ehlich (Universität zu 

Köln) zur Verfügung gestellt wurde. Die Herstellung dieser Bank erfolgte mit Hilfe der 

"Omniscript Reverse Transkriptase" (Qiagen) nach Protokollen des Herstellers. Als Primer für 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 SP1/2GInsU 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 großen 

Fragmenten genomischer Maus DNA [453, 454], andererseits um "Bakteriophagen P1 artifizielle 

Chromosomen" (PAC) Bibliotheken, die bis zu 95 kb große genomische DNA-Fragmente 

enthalten können [455, 456]. 

 

• Die von Genome Systems (St. Louis, USA) hergestellten BAC-Bibliotheken bestehen aus 

durch partiellen HindIII Verdau hergestellten Fragmenten genomischer 129/sVJ Maus DNA, 

die in den Vektor pBeloBAC11 ligiert, als Einzelkopie-Plasmide in geeigneten E.coli 

Stämmen (hier DH10B) vermehrt werden können. Die Sichtung dieser BAC-Bibliotheken 

wurde von Genome Systems durch Hybridisierung mit einem markierten DNA-Fragment oder 

PCR durchgeführt. Die Hybridisierung mit einem spezifischen VLIG-1 cDNA Fragment blieb 

ohne Erfolg, während die PCR-Sichtung der BAC-Bibliotheken die Identifikation einiger 

potentiell positiver Klone ermöglichte.  

In der ersten Amplifikationsrunde wurde das Primerpaar BU766/SP3 und in der zweiten 

Amplifikationsrunde BU284/BL1178 verwendet (die Primersequenzen sind im Anhang 

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

Folgende BAC-Klone wurden von Genome Systems identifiziert:  

Klon Adresse/Klon-Nummer:  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 Mäusen enthalten. Die Sichtung der PAC-

Bibliothek erfolgte durch das Deutsche Ressourcenzentrum für Genomforschung (Berlin) 

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

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

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

Ressourcenzentrum für Genomforschung (Berlin) erhalten.   

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

die zweite Amplifikationsrunde 18.1OG/SP1 verwendet:   

Folgende BAC-Klone wurden identifiziert:   

Klon Name: RP23-454A11; RP23-123C7; RP23-406H8; RP23-209J2; RP23-477O3;  

     RP23-472O8; RP23-477O14 

 

2.2.4 Analyse der BAC-, bzw. PAC-DNA 

 

Die Analyse der BAC-Klone aus der Bibliothek RP23, sowie der PAC-Klone aus der Bibliothek 

ICRFP703 war Bestandteil de r Diplomarbeit von D. Schenk [457] und ist dort ausführlich 

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], durchgeführt. Der 

Isolierung folgte eine Reinigung der BAC-DNA durch PEG-Präzipitation [451], um 

sequenzierfähige 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 Größe weniger 

technische Probleme mit sich bringt. Ein weiterer Vorteil von Cosmiden ist, daß diese im 

Unterschied zu BACs in mehreren Kopien pro Zelle vorliegen, so daß mit geringerem Aufwand 

größere Mengen DNA isoliert werden können [459]. 
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Zur Subklonierung wurden 0.5-1.5 µg BAC-DNA mit Sau3AI partiell so verdaut, daß Fragmente 

zwischen 23 und 50 kb entstanden. Diese wurden in die BamHI-Schnittstelle von pCOS-EMBL6 

[460] ligiert, mit Hilfe des "Gigapack III Gold Kits" (Stratagene) nach Angaben des Herstellers 

verpackt und damit E.coli Bakterien des DH5α Stammes transformiert. Nachteile dieser Methode 

waren, daß 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 unmöglich 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, wobei die in den Herstellerprotokollen genannten Modifikation 

für 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 Transposon-basierendes in vitro System handelt, welches 

die TnsABC Transposase nutzt um pro Ziel-DNA Molekül ein Transposon an einer willkürlichen 

Stelle zu integrieren. Ausgehend vom diesem Transposon ist mittels hochspezifischer 

Transposon-Primer die, im Gegensatz zum "Primer-Walking", rasche Cosmid-Sequenzierung 

möglich. Die Herstellung der GPS-Cosmid Bibliothek erfolgte gemäß Herstellerangaben. 

 

2.2.7 Isolation genomischer DNA 

 

Genomische DNA aus Zell-Linien wurde mit Hilfe des "GenomeClean Kits" (AGS) nach 

Herstellerangaben isoliert. Die Isolation genomischer DNA aus Mäuse-Schwänzen erfolgte im 

wesentlichen nach der Methode von Torres und Kühn [461], ohne Verwendung von Phenol. 600 

µl Lyse-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 8.5, 0.2% SDS, 200 mM NaCl, 400 µg/ml Proteinase K) 

wurde zu einem ca. 0.5 cm langen Maus-Schwanz in einem 1.5 ml Reaktionsgefäß gegeben und 

anschließend ÜN in einem Wasserbad unter Schütteln bei 55°C inkubiert. Das verbliebene 

Material wurde durch Zentrifugation für 5' bei 20.000 g pelletiert, der Überstand abgenommen 

und anschließend mit Isopropanol präzipitiert. Das Pellet wurde mit 700 µl 70% EtOH gewaschen 

und in 200 µl Tris/HCl pH 8.0 resuspendiert. Genomische DNA wurde bis zur weiteren 

Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 
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2.2.8 PCR-Analyse 

 

Die für PCR-Analysen verwendeten Protokolle variierten je nach Art der benutzten Matrizen-

DNA, der verwendeten Primer, Größe 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 Taq 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 MgCl2 Standardprotokolle sahen 

dabei wie folgt aus: 

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

Nach der Isolierung wurde die DNA 1:100 in 10 mM Tris/HCl pH 8.0 verdünnt, wovon 2 µl 

in einem Gesamtvolumen von 50 µl 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   

Plasmid-DNA wurde 1:1000 in 10 mM Tris/HCl pH 8.0 verdünnt und davon 2 µl in einem 

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

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

Primer und der gewünschten Spezifität amplifiziert. Das Programm einer Zweischritt-PCR 

bestand standardmäßig 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 für 2'.  

 

2.2.9 Southern Blot Analyse 

 

Southern Blot Analysen erfolgten gemäß den in [450, 451] beschriebenen Standardprotokollen. 

[α-32P]dCTP (Amersham) markierte Sonden wurden mit Hilfe des "Rediprime DNA labeling 

Systems" (Amersham), nach Herstellerprotokollen generiert und anschließend nicht inkorporierte 

Radionukleotide durch Gelfiltration mittels Sephadex G-50 gefüllten NICK-Säulen (Pharmacia 

Biotech) entfernt. Die Hybridisierungen erfolgten ÜN bei 65°C in 5x Denhardts Lösung, 5x 

Standard Saline -Phosphat -EDTA (SSPE), 0.5% SDS und 0.5 mg Lachssperma-DNA. Die 

Membran wurde anschließend in Waschpuffern mit steigender Stringenz (1x SSPE, 0.1% SDS; 

0.5x SSPE, 0.1% SDS; 0.1x SSPE, 0.1% SDS) für 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) 

durchgeführt. Die ange wandte Methode basiert auf der Didesoxynukleotid-Kettenabbruch 

Reaktion nach Sanger [462] unter Verwendung Fluoreszenz-markierter Didesoxynukleotide.  

0.5-2.5 µg DNA (je nach Art der zu sequenzierenden DNA) wurde mit 3.2 pmol Primer und 6 µl 

BigDye™ Terminator Reaktionsmix versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 20 µl mit H2O 

aufgefüllt. 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 präzipiti ert, pelletiert und 

getrocknet. Die Auflösung der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe eines automatischen 

Sequenzierers (373A, Applied Biosystems) und wurde von R. Lange (Universität zu Köln) 

durchgeführt. 

Die computergestützte Analyse von DNA-Sequenzen und daraus abgeleiteten Proteinsequenzen 

erfolgte mit Hilfe der Programme "SeqPup 6.0" von D. Gilbert (zugänglich 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 abgeleiteter 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 Program me "SignalScan", "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 Fusionsproteinen 

 

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 Aminosäuresequenz von VLIG-1 

nicht-überlappend abdeckten. Dazu wurden Fragmente mit einer durchschnittlichen Länge von 

800 nt mittels PCR aus dem VLIG-1/Klon A Vektor herausamplifiziert, wobei Primer verwendet 

wurden (siehe Anhang) die eine innerhalb des Leserasters liegende SalI-Schnittstelle am 5'- und 

3'-Ende des Fragmentes einführten. Die SalI geschnittenen PCR-Produkte wurden über ein 

Agarosegel und unter Verwendung des "High Pure PCR Purification Kits" (Roche) aufgereinigt 
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und in die SalI-Schnittstelle des pGEX-4T-2 (Amersham) Expressionsvektors ligiert. Bei 

korrekter Insertionsorientierung entsteht ein durchgehendes Leseraster vom Start-Kodon des 

GST-Gens über 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  

Thrombin-Schnittstelle, die eine Abspaltung des VLIG-1 Proteinfragmentes von GST nach 

erfolgter Expression und Aufreinigung des Fusionsproteins ermöglicht. Zusätzlich wurde 

klonierungsbedingt ein acht Aminosäuren umfassendes Peptid am C-terminalen Ende des VLIG-1 

Protein-Fragmentes angefügt. Der Ligation folgte die Transformation in den E.coli DH5α Stamm 

und die Plasmid-DNA Isolation aus zufällig gepickten Bakterienkolonien. Die Insertionsrichtung 

der PCR-Fragmente wurde durch eine Restriktionsanalyse festgestellt [450]. Rekombinante 

Plasmide mit der gewünschten Insertionsorientierung wurden beidsträngig mit Insert-spezifischen 

und für 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 Größe der zu amplifizierenden kodierenden Sequenz von VLIG-1, 

vermeiden sollte. Die Klonierung umfaßte dabei folgende Schritte. Aufgrund der 

Insertionsrichtung der vollständigen 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 II SK+/- (pBS), erfolgte zunächst eine ungerichtete Inversion 

der cDNA. Ein SpeI Restriktionsverdau von VLIG-1/Klon A und die anschließende Ligation des 

Gel-aufgereinigten Fragmentes in einen SpeI geschnittenen pBS Vektor erzeugte teilweise 

Plasmide, in denen die cDNA von VLIG-1 invertiert vorlag. Die Inversion ermöglichte zugleich 

die Entfernung des 3' untranslatierten Bereiches (UTR) und eines geringen 3' kodierenden Teils 

der cDNA von VLIG-1. Invertierte Plasmide wurden mittels Restriktionsverdaue und  

PCR-Analyse identifiziert und anschließend erneut einem Restriktionsverdau mit den Enzymen 

PmlI und SalI unterzogen, der den 5' UTR, sowie einen kleinen Teil 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 führte es eine SalI Schnittstelle unmittelbar vor dem Start-Kodon von VLIG-1 ein, die zur 
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späteren Klonierung in den pEGFP-C3 Vektor (Clontech) benötigt wird. Nach der Ligation und 

Selektion positiver Klone mit Hilfe von Restriktionsverdauen und PCR-Analysen wurden der 

rekombinante Vektor durch einen Restriktionsverdau mit SpeI linearisiert und in die Schnittstelle 

ein PCR-Fragment ligiert, welches den zuvor deletierten 3' kodierenden Bereich, inklusive des 

natürlichen VLIG-1 Stopp-Kodons komplementiert. Die Ligation diese PCR-Fragmentes erfolgte 

ungerichtet, da es an beiden Enden eine SpeI Restriktionsstelle trug. Zwischen dem VLIG-1 

Stopp-Kodon und der 3' terminalen SpeI Schnittstelle wurde zudem eine Sal I Schnittstelle 

eingefügt. 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 SalI Schnittstelle existiert wurde mittels SalI Verdau ausgeschnitten, 

gelaufgereinigt und in den SalI linearisierten pEGFP-C3 Vektor ligiert. 

Die korrekte Insertion wurde wie zuvor überprüft, zusätzlich wurden die Insertionsstellen und die 

kodierende Sequenz von VLIG-1 beidsträngig sequenziert. Das entstandene Konstrukt besteht aus 

einem durchgehenden Leseraster vom Start-Kodon des EGFP bis zum Stop-Kodon von VLIG-1, 

einschließlich einer zwischen EGFP und VLIG-1 liegenden, klonierungsbedingten Insertion von 

15 aa. Die zur Herstellung von pEGFP-VLIG-1 verwendeten Primer sind im Anhang aufgeführt. 

 

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 Kanüle (Ø 0.9 mm), während Gewebe 

mit einem Ultraturrax homogenisiert wurde. 

Poly(A)+ RNA wurde aus Gesamt-RNA unter Verwendung des "Oligotex mRNA Kits" (Qiagen) 

isoliert. Die Prozeduren erfolgten gemäß der Protokolle der Hersteller. Die Quantifizierung und 

Bestimmung des Reinheitsgrades der RNA erfolgte durch Messung der OD260, bzw. OD280 in 

einem Spektrophotometer (Unicam). 

 

2.2.14 Northern Blot Analyse 

 

Falls nicht anders vermerkt wurden 10 µg Gesamt-RNA pro Spur in 1%igen denaturierenden 

Agarose-Formaldehyd Gelen elektrophoretisch aufgetrennt [473] und anschließend auf Hybond-N 

Nylon Membranen (Amersham) transferiert [450]. Gleiche Beladungsmenge, Transfer und 

Qualität der RNA wurde durch reversible Färbung der Membranen mit Methylenblau überprüft 
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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: 

 

• vollständige cDNA von VLIG-1 (mittels XhoI und NotI Restriktionsverdau aus VLIG-1/Klon 

A ausgeschnitten)  

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

• vollständige cDNA von IIGP 

• vollständige cDNA von mGBP-2 

• vollständige cDNA des MHC Klasse I H-2 Kb Alleles 

 

Die Hybridisierungen erfolgten ÜN bei 42°C in 50% Formamid, 5x Denhardts Lösung, 5x SSPE, 

1% SDS und 10% Dextransulfat. Die Membranen wurden anschließend 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 für 

murines Glyzerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) cDNA. Als Größenstandard 

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 I" (Ambion), des "Strip-EZ DNA Kits" (Ambion) zur 

Erzeugung (α-32P)dATP markierter Sonden und des "ULTRAhyb Puffers" (Ambion) zur ÜN 

Hybridisierung. Der Blot wurde anschließend unter stringenten Bedingungen in Übereinstimmung 

mit den Herstellerangaben gewaschen und wie zuvor beschrieben analysiert. 

 

2.2.15 RNase Schutzexperiment-Analyse (RPA) 

 

Für die RPA-Analyse wurde ein 743 bp Fragment aus der vollständigen cDNA von VLIG-1 

(Nukleotide 4845-587) in den pCR II Vektor (Invitrogen) subkloniert. Nach erfolgter 

Linearisierung des rekombinanten Vektors diente das VLIG-1 Fragment als Matrize für die 

Erzeugung einer VLIG-1 Antisinn-komplementären 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, 



           Material und Methoden 

47 

verwendet, die freundlicherweise von V. Steimle (Max-Planck-Institut für Immunologie, 

Freiburg) zur Verfügung gestellt wurde. Die Größe der ungeschützten RNA-Sonde von VLIG-1 

betrug 397 nt, die von TBP betrug 216 nt. Die geschützten Fragmente waren 216 nt für VLIG-1 

und 160 nt für TBP groß. 

Die Synthese der RNA-Sonden erfolgte mittels in vitro Transkription unter Verwendung von 1 µg 

linearisiertem Plasmid und SP6, bzw. T3 RNA-Polymerase (Roche) in Anwesenheit von 50 µCi 

[α-32P]UTP (Amersham) und 1000 U/ml RNase Inhibitor (Roche). Nach dem Verdau der DNA 

durch RQ1DNase (Promega) und EtOH Präzipitation der verbleibenden RNA-Sonde, wurde diese 

in 5 µl 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 Gelstück durch ÜN Inkubation bei 42°C in 

"crush and soak" Puffer (500 mM NH4OAc, 10 mM MgAc, 1.8 mM EDTA, 0.1% SDS) 

herausgelöst, Phenol-Chloroform extrahiert und EtOH präzipitiert wurde. Eine 5x105 cpm 

entsprechende RNA-Sonde wurde zur ÜN Hybridisierung bei 50°C mit 10 µg muriner Gesamt-

RNA, 40 µg Hefe-tRNA und einem Formamid enthaltendem Hybridisierungspuffer (40 mM 

PIPES pH 6.4, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 80% Formamid) versetzt und nicht geschützte, 

einzelsträngige RNA anschließend für 40' bei 30°C mit RNase A (Sigma Aldrich) und RNase T1 

(Roche) verdaut. Geschützte, doppelsträngige RNA Fragmente wurden mittels  

Phenol-Chloroform Extraktion und EtOH Präzipitation aufgereinigt und in 5 µl RNA-

Probenpuffer resuspendiert, gefolgt von einer gelelektrophoretischen Auftrennung in einem 

denaturierenden 5%igen Polyacrylamid Gel. Die Visualisierung der geschützten RNA-RNA 

Hybride geschah durch Autoradiographie, wobei die Quantifizierung der Signalintensitäten per 

Phosphoimager Analyse unter Verwendung der Auswertungssoftware TINA 2.08a (raytest 

Isotopenmeßgeräte) vorgenommen wurde. Als Größenstandards dienten radioaktiv markierte 50 

bp und 100 bp DNA-Leitern. 

 

 

2.3 Biochemische Methoden 

 

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 gemäß 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 sämtlichen durchgeführten 

Induktionsexperimenten unter den verschiedensten Induktionsbedingungen [476] sogenannte 

"Einschluß-Körper" ("inclusion bodies"). "Inclusion bodies" wurden gemäß der in [477] 

beschriebenen Protokolle bis zu einem Reinheitsgrad von ca. 60% aufgereinigt und in 

Rückfaltungsexperimenten unter Verwendung der "Rotifold Reagenz" (Roth) und den Protokollen 

des Herstellers eingesetzt. Nur das Fusionsprotein des Vektors GST-VLIG-1/2 (Aminosäuren 

270-541 des VLIG-1 Proteins) ließ sich zurückfalten und in 1x PBS solubilisieren. Die 

Rückfaltung des Proteins verlief jedoch vermutlich nicht korrekt, da sich GST-VLIG-1/2 weder 

per FPLC über eine Glutathion-Sepharose Säule (Amersham) weiter aufreinigen ließ, noch das 

VLIG-1 Protein-Fragment von der GST-Domäne mittels Thrombin-Spaltung (Serva) nach 

Angaben des Herstellers abgetrennt werden konnte. Gelöstes GST-VLIG-1/2 Fusionsprotein 

wurde per Zentrifugation durch einen "Centriprep Filter" (Millipore) mit einer nominalen 

Molekulargewichtsgrenze von 30 kDa gemäß Herstellerprotokollen weiter aufgereinigt und 

konzentriert. Der Reinheitsgrad des GST-VLIG-1/2 Fusionsproteins betrug nach der Rückfaltung 

und den weiteren Reinigungsschritten mehr als 80%, wie durch SDS-PAGE [478] gefolgt von 

"Coomassie brilliant blue G-250" (Bio-Rad) Färbung des Gels [479] gezeigt werden konnte.  

 

2.3.2 Herstellung von polyklonalen αα -VLIG-1 Antiseren 

 

Insgesamt wurden zwei verschiedene Kaninchen polyklonale Antiseren gegen VLIG-1 hergestellt.  

Das als VLIG-1/B bezeichnete α-VLIG-1 Antiserum wurde durch Immunisierung von Kaninchen 

mit aufgereinigtem GST-VLIG-1/2 Fusionsprotein (siehe Abschnitt 2.3.1) hergestellt, wobei für 

die ersten beiden Immunisierungen jeweils 100 µg Protein und für die nachfolgenden 

Immunisierungen jeweils 50 µg Protein eingesetzt wurden. Aufgrund des Molekulargewichts des 

Fusionsproteins von ca. 56 kDa wurde auf eine Kopplung des Proteinfragment es mit "Keyhole-

Limpet-Hemocyanin" (KLH) verzichtet. Die Immunisierungen wurden von Dr. M. Cramer 

(Universität zu Köln) gemäß der gesetzlichen Richtlinien und wie in [480] beschrieben 

durchgeführt. 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 wie in 

[480] beschrieben aufgereinigt.  

Zusätzlich wurde ein polyklonales α-Peptid-Antiserum gegen VLIG-1, bezeichnet als 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: Aminosäuren 9-24, DEPQLQSRRKHNLQEM; Peptid 

920: Aminosäuren 1036-1050, KSPQDKSYSHRNQQM; beide mit einem C-terminalen Cystein 
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zwecks Kopplung) gleichzeitig zur Immunisierung eingesetzt. Das Immunisierungsprotokoll sah 

dabei wie folgt aus: 

 

Tag 0 14 28 38 56 66 94 

Injektion erste zweite dritte  vierte   

Blutentnahme Präimmun   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 Nährmediums wurden die zu lysierenden Zellen zweimal mit eiskaltem 

PBS gewaschen und anschließend für 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 

anschließend 15' mit 15.000 g bei 4°C zentrifugiert, der Überstand 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 5-10%igen Trenngelen. Der Transfer der Proteine aus den SDS-PAGE-Gelen auf 

Nitrozellulose-Membranen (Protan, Schleicher&Schuell) erfolgte durch Elektroblotting für 1 h bei 

1A [481] (Blot-Apparatur von IDEA Scientific Company). Der Erfolg des Transfervorgangs 

wurde durch reversible Ponceau S-Färbung kontrolliert (Färbung: 10' mit Ponceau S-Färbelösung 

von Sigma Aldrich; Entfärbung: 10' in H20). Die Nitrozellulose Membranen wurden anschließend 

ÜN bei 4°C mit Blockierungs-Puffer (5% Milchpulver, 0.1% Tween 20 in PBS) abgesättigt. Die 

Inkubation mit dem Erstantikörper (ve rdünnt in PBS, 0.1% Tween 20) erfolgte für 1.5 h, gefolgt 

von dreimaligem Waschen für jeweils 10' mit 0.1% Tween 20 in PBS bei RT. Danach folgte eine 

30'ige Inkubation mit einem spezifischen HRP-konjugiertem Zweitantikörper (verdünnt in PBS, 

0.1% Tween 20) und eine Wiederholung der Waschschritte. Die Detektion des Zweitantikörpers 
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erfolgte mit Hilfe des "ECL detection Systems" (Amersham) entsprechend den Herstellerangaben. 

Die Membran wurde anschließend getrocknet und das emittierte Licht durch einen 1-20'' 

aufgelegten Film (Fuji RX) sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der detektierten  

Protein-Signale geschah mit Hilfe eines Joyce-Loebl Chromoscan 3 Densitometers. 

 

Primäre Antikörper (AK) 

• Polyklonales α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/B. Verdünnung: 1:1500. 

• Polyklonales α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218. Verdünnung: 1:2000. 

• Polyklonales α-IIGP Antiserum 165 aus Kaninchen, freundlicherweise von R. Uthaiah 

(Universität zu Köln) zur Verfügung gestellt. Verdünnung: 1:2000. 

• Polyklonales α-IIGP Antiserum H15 aus Kaninchen, freundlicherweise von U. Boehm 

(Harvard Medical School, Boston, USA) zur Verfügung gestellt. Verdünnung: 1:2000. 

• Polyklonales α-mag1 (α-mGBP1) Antiserum aus Kaninchen. Zur Verfügung gestellt von D. 

M. Paulnock (University of Wisconsin, USA). Verdünnung: 1:2000. 

• Polyklonales α-Calnexin Antiserum aus Kaninchen (StressGen). Verdünnung: 1:2000. Diente 

zumeist als Beladungskontrolle. 

 

Sekundäre Antikörper (AK) 

• HRP-konjugiertes Ziege-α-Kaninchen IgG Antiserum (Dianova). Verdünnung: 1:2000. 

• HRP-konjugiertes Ziege-α-Maus IgG Antiserum (Dianova). Verdünnung: 1:2000. 

 

2.3.5 Nukleotid-Binde- und Kompetitions -Experimente 

 

Primäre EF von C57BL/6J Mäusen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ inkubiert, nach Abnahme 

des Mediums zweimal mit eiskaltem 3 mM MgCl2 enthaltendem TBS gewaschen, in einem 

Volumen von 1 ml TBS/MgCl2 mittels eines "Rubber-Policeman" überführt und durch 

Zentrifugation mit 500 g für 5' bei 4°C pelletiert. Anschließend wurde das Zellpellet vorsichtig in 

1 ml hypotonischem Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2), der zuvor mit 

dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini" (Roche) supplementiert wurde, resuspendiert und 

erneut mit 500 g für 5' bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 0.5 ml hypotonischem Puffer 

resuspendiert, für 5' auf Eis inkubiert und schließlich mittels mehrmaligem Passieren durch eine 

Kanüle (Ø 0.9 mm) lysiert. Die Zellsuspension wurde durch eine 5'ige Zentrifugation bei 4°C mit 

3000 g in ein Partikelsediment und einen löslichen Überstand aufgetrennt. Der zytosolische 
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Proteine enthaltende Überstand wurde entnommen und erneut mit 100.000 g für 40' bei 4°C 

zentrifugiert, um verbliebene Kernrückstände etc. zu entfernen.  

Alternativ zu dieser Lyse-Methode wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation mit 500 g für 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 für 15' zur Lyse auf 

Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 40' mit 100.000 g bei 4°C und die 

Abnahme des Überstandes. 

1x106 Zellen entsprechende Aliquots wurden entnommen und auf einem Überkopf-Rotator für 1 h 

bei 4°C mit 50 µl einer Guanin-Nukleotid-Agarose Suspension (Sigma Aldrich) inkubiert. Für 

Kompetitions-Experimente wurde der Nukleotid-Agarose Suspension 10 mM freies GTP oder 

GDP zugesetzt. Anschließend wurde die Nukleotid-Agarose mit den an sie gebundenen Proteinen 

durch Zentrifugation mit 17.000 g für 1' bei 4°C pelletiert und der Überstand 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) 

für 10', wurden die gebundenen Proteine durch 15'ige Inkubation in 50 µl eines SDS-haltigen 

Probenpuffers auf einem Schüttler bei RT eluiert. Anschließend wurden die Proben für 5' auf 

65°C erhitzt, die Agarose-Partikel mittels Zentrifugation für 3' bei 17.000 g pelletiert und der 

Überstand auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die folgende Western Blot 

Analyse wurde wie zuvor beschrieben durchgeführt. 

 

2.3.6 Biosynthetische Markierung von Proteinen mit [35S]-Methionin 

 

1x106 primäre EF von C57BL/6J Mäusen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert, das 

Nährmedium anschließend abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Danach 

wurden die Zellen für weitere 90' in Methionin-freiem Hungermedium (GibcoBRL) + 100 U/ml 

IFN-γ inkubiert, das anschließend wieder entfernt und durch normales Zellkulturmedium + 100 

U/ml IFN-γ + 100 µCi [35S]-Methionin ersetzt wurde. Die biosynthetische Markierung in diesem 

Medium erfolgte über einen Zeitraum von 2-6 h. Das Medium wurde nachfolgend entfernt, die 

Zellen zweimal bei 4°C mit 1x PBS gewaschen und trypsiniert. Die Zellen wurden durch eine 

5'ige Zentrifugation mit 500 g bei 4°C pelletiert, in 250 µl eines 1% Triton X-100, oder 2% 

CHAPS-haltigen PBS-Puffers, supplementiert mit dem Protease Inhibitor Cocktail 

"completeMini" (Roche), resuspendiert und für 30' auf Eis lysiert. Alternativ wurde das Zellpellet 

in 250 µl hypotonischem Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2; 

supplementiert mit dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini" (Roche) resuspendiert und 

durch mehrmaliges (15-20x) Passieren durch eine 25 Gauge Kanüle lysiert. Unabhängig von der 
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angewandten Methode erfolgte nach der Lyse eine 40'ige Zentrifugation mit 100.000 g bei 4°C, 

um verbliebene Partikel abzutrennen. Der Überstand wurde anschließend vorsichtig in ein anderes 

Reaktionsgefäß überführt. 

 

2.3.7 Immunopräzipitation 

 

Protein A-Sepharose 4B wurde vor der Anwendung ÜN in 1x PBS gequollen, anschließend 

dreimal mit PBS gewaschen und im Verhältnis 1:1 (v/v) in PBS 0.02% Natriumazid bei 4°C 

gelagert. 100 µl der Sepharose-Suspension wurden entnommen und mehrmals mit PBS 

gewaschen, um das Natriumazid zu entfernen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die 

Sepharose wieder im Verhältnis 1:1 mit PBS verdünnt (Gesamtvolumen: 100 µl). Zur 

Vorreinigung wurden der Suspension anschließend 5 µl "normales Kaninchen Antiserum" (NRS) 

und ein geeignetes Volumina eines biosynthetisch markierten Zell-Lysates hinzugefügt, das 

Volumen mit 1x PBS auf 1 ml aufgefüllt und der Ansatz ÜN bei 4°C über Kopf gerollert. Danach 

wurde de r Ansatz 10' bei 17.000 g und 4°C abzentrifugiert und der derart vorgereinigte Überstand 

abgenommen. Der Überstand wurde mit 10 µg des polyklonalen α-VLIG-1 Kaninchen 

Antiserums VLIG-1/B versetzt und für 1 h auf Eis inkubiert, bevor 50 µl einer 1:1 in PBS 

verdünnten Protein A-Sepharose 4B Suspension hinzugefügt wurden und der Ansatz für 2 h bei 

4°C über Kopf gerollert wurde. Nach einer Zentrifugation mit 17.000 g für 5' bei 4°C wurde der 

Überstand verworfen und das Sepharosepellet fünfmal für 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. Schließlich wurde die Sepharose mit dem an sie gebundenen Material in 45 µl 

SDS-haltigem Probenpuffer aufgenommen, 10' bei RT und weitere 5' bei 95°C inkubiert, erneut 

für 3' bei 17.000 g abzentrifugiert und der Überstand 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 

 

1x106 C57BL/6J EF wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert, das Nährmedium 

anschließend abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Danach wurden die 

Zellen für 1 h in Methionin-freiem Hungermedium (GibcoBRL) + 100 U/ml IFN-γ inkubiert, das 

anschließend wieder entfernt und durch normales Zellkulturmedium + 100 U/ml IFN-γ + 100 µCi 

[35S]-Methionin ersetzt wurde. Die biosynthetische Markierung ("Pulse") in diesem Medium 
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erfolgte für 1 h. Anschließend wurde dem Nährmedium für unterschiedlich lange Zeiten (0-8 h) 

ein Überschuß an unmarkiertem Methionin, der der 15fachen Menge der normalen 

Mediumkonzentration an Methionin entsprach, zugegeben ("Chase"). Zu den verschiedenen 

Zeitpunkten wurde das Nährmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS 

gewaschen, trypsiniert und anschließend in 1% Triton X-100 PBS Puffer für 30' auf Eis lysiert. 

Von der Probe die unmittelbar nach Zugabe des unmarkierten Methionins entnommen wurde 

(Null-Probe), wurde der Einbau des markierten Methionins mit Hilfe eines Szintilationszählers 

bestimmt und das Volumen das 5x106 cpm entsprach zur nachfolgenden Immunopräzipitation 

verwendet. Die eingesetzten Volumina der Chase-Proben von späteren Zeitpunkten waren gleich 

dem der Null-Probe, um das Zellwachstum und somit die Verteilung der radioaktiv markierten 

Proteine zu berücksichtigen. Die anschließende Immunopräzipitation erfolgte wie unter 2.3.7 

beschrieben, wobei das präzipitierte, radioaktiv markierte Proteine enthaltende Eluat anschließend 

auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt wurde und Proteinsignale mittels 

Autoradiographie detektiert wurden. 

 

2.3.9 Ko-Immunopräzipitation 

 

1x106 primäre EF von C57BL/6J Mäusen wurden wie in 2.3.6 beschriebe n biosynthetisch 

markiert, wobei die Markierungsdauer 3 h betrug und in Anwesenheit von 100 U/ml IFN-γ 

erfolgte. Das zur Immunopräzipitation eingesetzte Volumen der Zell-Lysate entsprach jeweils 

5x106 cpm. Die Immunopräzipitation erfolgte wie in 2.3.7 beschrieben. Das radioaktiv markierte 

Proteine enthaltende Präzipitat wurde anschließend auf einem 7.5%igem SDS-Polyacrylamidgel 

aufgetrennt und Proteinsignale mittels Autoradiographie detektiert. 

 

 

2.4 Zellbiologie 

 

Die Plastikmaterialien für die Zellkultur stammen von Sarstedt (Nümbrecht) und Greiner 

(Solingen). Die verwendeten Zellkulturmedien sind jeweils bei den einzelnen Zelltypen 

angegeben. Alle Zellen wurden in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit einem  

CO2-Gehalt von 5% (v/v) in einem 37°C-Inkubationsschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. Die 

Kontrolle der Zellen erfolgte mit einem Leitz-Diavert-Umkehrmikroskop. Der Zelltiter wurde mit 

einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Der Routineumgang mit Zellen erfolgte wie in (Martin, 

1994) beschrieben. 
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2.4.1 Zell-Linien 

 

• Primäre EF aus C57BL/6J, 129/sV, BALB/c, IRF-1-/- und IFN-γR0/0 Mäusen wurden 14 Tage 

post coitum wie in [461] beschrieben isoliert. Die isolierten EF wurden in einer Konzentration 

von ca. 3x104 Zellen/cm2 auf Zellkultur -Petrischalen ausplattiert und bis zur Konfluenz (ca.  

2-3 Tage) in DMEM (Invitrogen), supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem,  

Endotoxin-getestetem FCS (HyClone), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen), 1 mM Natriumpyruvat 

(ICN), 100 U/ml Penicillin (Invitrogen), 100 µg/ml Streptomycin (Invitrogen) und 1x nicht-

essentielle Aminosäuren (Gibco BRL) kultiviert. 5-10x106 Zellen wurden pro Aliquot 

eingefroren. Nach dem Auftauen wurde ein Aliquot auf 5 Zellkultur-Petrischalen (Ø 10cm) 

verteilt, bis zur Konfluenz kultiviert, und die daraus hervorgehenden Zellen für die in dieser 

Arbeit beschriebenen Experimente eingesetzt. 

• Die aus C3H/An Mäusen 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 

µg/ml Streptomycin (Invitrogen) kultiviert. 

• Die aus C57BL/6J Mäusen stammende Makrophagen Zell-Linie ANA-1[482] wurde von K. 

Pfeffer zur Verfügung gestellt und in RPMI mit niedrigem Endotixingehalt (Biochrom), 

supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem, Endotoxin-getesteten FCS (HyClone) sowie 50 

µM β-Mercaptoethanol (Invitrogen) kultiviert. 

• RAW264.7 [483], ist eine aus BALB/c Mäusen stammende Makrophagen Zell-Linie und 

wurde von K. Pfeffer zur Verfügung 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 M86-, 

wurde freundlicherweise von B. Ortmann (amaxa GmbH) zur Verfügung 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 µg/ml Streptomycin (Invitrogen). 

 

2.4.2 Stimulation von Zellen 

 

Die Induktion der verschiedenen primären Zellen und Zell-Linien erfolgte in den in Abschnitt 

2.4.1 angegebenen Nährmedien, wobei die Zellen zum Zeitpunkt der Ernte eine ca. 75%ige 

Konfluenz erreicht hatten. Folgende Zytokine und Chemikalien wurden zur Induktion eingesetzt: 
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rekombinantes Maus IFN-γ (Genzyme Diagnostics), rekombinantes Maus IFN-β  (Calbiochem), 

rekombinantes Maus TNF-α (Genzyme Diagnostics), der Translationsinhibitor Cycloheximide 

(CHX) (Sigma Aldrich), sowie der Transkriptionsinhibitor Actinomycin D (ActD) (Sigma 

Aldrich). Die Zytokin-Stimulation der Zellen erfolgte durch direkte Zugabe einer entsprechenden 

Zytokin Menge zum Nährmedium. Die eingesetzten U/ml sind bei den verschiedenen Zytokinen 

unterschiedlich definiert. So entspricht 1 U IFN-γ 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 schützen [484, 485]. 1 U IFN-β  ist definiert als ausreichend um 50% 

einer 1 ml Maus L929 Kultur vor den zytopathologischen Effekten einer Infektion mit dem 

Encephalomyocarditis Virus (EMCV) zu schützen [484, 485]. 1 U TNF-α ist hingegen definiert 

als ausreichend die halbmaximale Zytotoxizität in Maus L929 Zellen zu i nduzieren [486, 487]. 

CHX wurde vor der direkten Zugabe zum Nährmedium in PBS solubilisiert, wobei die Zugabe 

von CHX 30' vor der nachfolgenden Stimulation mit IFN-γ erfolgte. Die Endkonzentration von 

CHX betrug dabei 50 µg/ml. ActD wurde ebenfalls in PBS solubilisiert und direkt zum 

Nährmedium gegeben. Die Zugabe erfolgte bei Zellen die zuvor für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ 

stimuliert wurden. Die Endkonzentration von ActD betrug 50 µg/ml.  

 

2.4.3 Fraktionierung von Zellen 

 

Die Fraktionierung von Zellen wurde gemäß eines von Taylor et al. publiziertem Protokolles 

[439] durchgeführt. 1x106 Zellen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert. Nach Abnahme 

des Nährmediums wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in einem Volumen 

von 0.5 ml PBS mit Hilfe eines "Rubber-Policeman" in Eppendorfgefäße überführt und 5' mit 500 

g bei 4°C abzentrifugiert. Anschließend wurden die zellulären Proteine durch eine von zwei 

verschiedenen Vorgehensweisen fraktioniert. 

• Die Zellen wurden vorsichtig in hypotonischem Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 1.5 

mM MgCl2), supplementiert mit dem Protease Inhibitorcocktail "completeMini" (Roche), 

resuspendiert und erneut 5' mit 500 g bei 4°C abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 0.5 

ml hypotonischem Puffer aufgenommen und 5' auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen 

durch mehrmaliges (15-20x) Passieren einer 25 Gauge Kanüle lysiert und die Zellsuspension 

durch eine 5'ige Zentrifugation bei 4°C mit 3000 g in ein Partikelsediment und einen löslichen 

Überstand aufgetrennt. Der lösliche Überstand wurde erneut für 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 Überstand verworfen und das Pellet schließlich in 

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 ein 

Partikelsediment und einen löslichen Überstand aufgetrennt, die wie zuvor beschrieben 

weiterbehandelt wurden. 

Nach 2'igem Aufkochen wurden je 40 µl der Fraktionen auf einem 7.5%igen Polyacrylamidgel 

aufgetrennt und eine Western Blot Analyse (siehe Abschnitt 2.3.4) durchgeführt. 

 

Primäre AK:  Polyklonales α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/B. Verdünnung: 1:1500. 

   Monoklonaler α-IGTP Antikörper (Dianova). Verdünnung: 1:2000. 

Sekundäre AK: HRP-konjugiertes Ziege-α-Kaninchen IgG Antiserum (Dianova).   

   Verdünnung: 1:2000. 

   HRP-konjugiertes Ziege-α-Maus IgG Antiserum (Dianova).   

   Verdünnung: 1:2000. 

 

2.4.4 Herstellung und Analyse der transienten EGFP-Transfektanden 

 

Auf Hitze -sterilisierten Deckgläsern gewachsene, nicht-stimulierte EF von C57BL/6J Mäusen 

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 Deckgläser 5' in PBS/0.9 mM CaCl2/0.5 mM MgCl2 

gewaschen und 20' bei RT in 3% Paraformaldehyd fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit 

PBS und einmal mit PBS/50 mM NH4Cl gewaschen und anschließend auf Objektträgern in 

Mowiol (Calbiochem) eingebettet, mit klarem Nagellack versiegelt und bei 4°C dunkel gelagert. 

Teilweise erfolgte vor der Fixierung eine Anfärbung des Nukleus mittels  

4'-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Sigma Aldrich) laut Protokollen des Herstellers. 

Die Dokumentation erfolgte mittels eines Axioplan II Fluoreszenz-Mikroskopes (Carl Zeiss), 

einer gekühlten Photometrics Quantix CCD Kamera (Roper Scientific) und der Metamorph 

Software Version 4.5r3 (Universal Imaging Corporation).  
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2.4.5 Indirekte Immunofluoreszenz Analyse 

 

Auf Hitze -sterilisierten Deckgläsern ausplattierte EF von C57BL/6J Mäusen wurden für 24 h mit 

100 U/ml IFN-γ stimuliert oder blieben unstimuliert. Die Deckgläser wurden aus den 

Kulturplatten entfernt, 5' in PBS/0.9 mM CaCl2/0.5 mM MgCl2 gewaschen und 20' bei RT in 3% 

Paraformaldehyd fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS und einmal mit PBS/50 mM 

NH4Cl gewaschen und anschließend 10' mit PBS/0.1% Saponin permeabilisiert. Nach 30' in 

Blockierungs -Puffer (PBS, 3%, 0.2% Gelatine, 0.02% NaN3, 0.1% Saponin) wurden die 

Deckgläser 1 h mit dem Erst-Antikörper (verdünnt in Blockierungs-Puffer) in einer feuchten 

Kammer inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Zellen mit PBS/0.1% Saponin wurden die 

Deckgläser 30' mit dem Zweit-Antikörper (verdünnt in Blockierungs-Puffer) inkubiert und 

anschließend erneut wie zuvor beschrieben gewaschen. Schließlich wurden die Deckgläser auf 

Objektträgern in Mowiol (Calbiochem) eingebettet, mit klarem Nagellack versiegelt und bei 4°C 

dunkel gelagert. Die Auswertung der Immunofluoreszenz erfolgte mittels eines Axioplan II 

Fluoreszenz-Mikroskopes (Carl Zeiss), einer gekühlten Photometrics Quantix CCD Kamera 

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

 

Primäre AK: gereinigtes, polyklonales α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218. Verdünnung: 1:500. 

Sekundäre AK: monoklonaler, FITC-konjugierter Ziege -α-Kaninchen Antikörper 

(Molecular Probes). Verdünnung: 1:1000. 

monoklonaler Ziege -α-Kaninchen-Cy3 Antikörper (Molecular Probes). 

Verdünnung: 1:1000. 
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3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Vorarbeiten 

 

Dieser Arbeit vorausgegangen war eine Untersuchung der zellulären Antwort auf IFN-γ in 

murinen embryonalen Fibroblasten (EF) und Makrophagen [399, 409]. Zu diesem Zweck wurden 

"Suppressions subtraktive Hybridisierungs" (SSH) differentielle Bibliotheken [488] von IFN-γ 

stimulierten EF und IFN-γ/TNF-α stimulierten Makrophagen der Zell-Linie ANA-1, beide mit 

C57BL/6J genetischem Hintergrund, generiert [399, 409]. Es zeigte sich, daß in beiden 

Bibliotheken cDNA Fragmente von Mitgliedern der Interferon-induzierbaren, an zellautonomen 

Resistenzprogrammen gegen verschiedene Pathogene beteiligten p47 und p65 GTPasen Familie 

deutlich überrepräsentiert 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 öffentlich 

zugänglichen Datenbanken nicht deponiert war [409]. Eine Expressionsanalyse dieser cDNA 

Fragmente durch Northern Blots ergab, daß zwei cDNA Fragmente von 464 bp und 641 bp Länge 

der EF SSH-Bibliothek, sowie ein weiteres cDNA Fragment von 743 bp aus der ANA-1 

Bibliothek jeweils mit einem ca. 9 kb großem IFN-γ induzierbarem Transkript hybridisierten.  

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit [447] konnte gezeigt werden, daß die drei 

verschiedenen cDNA Fragmente Bestandteile einer gemeinsamen cDNA sind. Ferner konnte 

innerhalb dieser Arbeit die cDNA Sequenz dieses als Klon 18 bezeichneten Gens mit Hilfe der 

PCR-basierenden 3'- bzw. 5'-RACE Technologie auf nahezu 5300 Nukleotide (nt) ausgeweitet 

werden. Die vollständige cDNA von Klon 18 wurde jedoch nicht ermittelt.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, daß die aus der partiellen cDNA von Klon 18 abgeleitete 

Aminosäuresequenz die kanonischen GTP-Bindungsdomänen Motive G(X4)GKS (G1-Motiv), 

D(X2)G (G3-Motiv) und (N/T)(K/Q)XD (G4-Motiv) [380, 381, 383] besitzt; funktionelle Analysen 

wurden jedoch nicht durchgeführt. Aufgrund der GTP-Bindungsdomäne wurde Klon 18 in "very 

large inducible GTPase-1" (VLIG-1) umbenannt. 
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3.2 Identifizierung der vollständigen cDNA und Sequenzanalyse von VLIG-1 

 

Zur Identifizierung der vollständigen cDNA von VLIG-1 wurde eine >4 kb λ-cDNA Bank von 

IFN-γ 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 größer als 8 kb aus der λ-cDNA Bank 

isoliert werden, wobei der größte Klon 8988 bp bis zum Beginn des Poly(A)-Schwanzes umfaßte 

und als VLIG-1/Klon A bezeichnet wurde (Abb. 6). Klon A enthielt wie erwartet die Sequenzteile 

aller drei cDNA Fragmente der SSH-Bibliotheken. 

Das längste offene Leseraster (ORF) umfaßte 7358 nt. Die Protein-kodierende Sequenz (CDS), 

beginnend vom ersten potentiellen Translations-Initiations 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 (Mr) von 280814.56 und 

einem isoelektrischen Punkt von 6.12 entsprach. Die Konsensus Polyadenylierungs-Signalsequenz 

(AATAAA) konnte insgesamt viermal innerhalb des 3' nicht-translatierten Bereiches (3' UTR) der 

VLIG-1/Klon A cDNA Sequenz identifiziert werden. Übereinstimmend mit diesem Befund 

wurden aus der λ-cDNA Bank VLIG-1 Klone mit unterschiedlichen 3 ' UTR Längen isoliert.  

 
 

1    GGCAGGCTGGAGGAAGGTGCATGTCCACCTCCAATTACTCTCTAGAGCAACAATCTGAAGACTGGAACTGGGCTTCAAGCACACAAGTGT 90   
91   GTTGGGGTATCCAGGACTCGTTGAGGTGAAAGTGCTGGGTTCTGATGATGGAACCCCGCCCGACCAGAGGCTGGGATCTGTTCGGGTCCG 180  
181  GGCCACCCCCGCCATCTTCCTTTTGAGCCCAGCAGAGGCCACTAAGGACTCCAGAGTGCTCTCCACACCACAGGGCATCAGGCTCACCTC 270  
271  GGGAACACGGAGCC                                                                             284  
 
285  ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTG 374   
1     M  A  T  A  K  C  F  T  D  E  P  Q  L  Q  S  R  R  K  H  N  L  Q  E  M  L  T  E  V  G  L  30 
 
375  TCTGTTGACTACTGGTTACCTAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAG 464   
31    S  V  D  Y  W  L  P  K  L  Q  E  D  L  G  V  T  S  A  Q  A  L  Q  Y  L  D  R  N  D  L  Q  60 
 
465  AAGCTGAAGTCCCAGACAACACACACATGGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTA 554   
61    K  L  K  S  Q  T  T  H  T  W  E  K  R  A  L  E  K  L  L  D  F  S  Q  P  N  S  V  A  E  L  90 
 
555  CAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAACAGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAG 644   
91    Q  E  T  P  R  E  M  K  K  N  R  Q  R  Q  A  G  Q  A  L  Q  A  L  K  A  L  Q  S  E  G  K  120 
 
645  CACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGCTGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGCTGGCCAACGGCTGAAGTG 734  
121   H  R  E  E  E  A  V  R  R  K  E  A  E  L  R  Q  A  M  E  I  P  E  E  C  W  P  T  A  E  V  150 
 
735  TCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGAACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGAGAC 824  
151   S  L  K  D  I  T  E  I  M  E  R  H  L  S  H  M  E  R  T  L  A  H  S  P  N  L  S  D  G  D  180 
 
825  CTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTA 914  
181   L  V  R  W  A  S  G  G  L  A  L  Q  G  I  Y  K  T  N  H  P  R  S  L  I  Q  K  R  E  E  L  210 
 
915  CTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTTGGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTTCATCTTTTCACGAACAAGCC 1004  
211   L  S  V  P  K  Q  F  S  L  V  G  P  E  H  G  T  E  I  K  T  M  E  F  S  S  F  H  E  Q  A  240 
 
1005 ATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTTCAACCTCCTTGGTTAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGAAGCTGGTATA 1094  
241   M  F  T  E  T  I  K  M  M  G  F  S  S  T  S  L  V  K  G  E  G  W  G  F  S  L  E  A  G  I  270 
 
1095 GATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCA 1184  
271   D  Q  N  E  Q  T  A  S  E  N  T  H  Q  S  H  S  E  Q  T  Y  F  C  S  A  R  F  S  Y  I  P  300 
 
1185 TTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAG 1274  
301   L  A  T  C  H  F  H  I  N  D  L  E  L  S  N  A  A  L  Q  E  L  K  T  I  E  E  L  L  E  Q  330 
 
1275 ACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCT 1364  
331   T  T  D  H  R  D  G  L  P  L  L  R  H  R  A  E  N  F  F  H  R  F  G  S  H  A  N  Q  G  P  360 
 
1365 CTGCAACTGGGTGGAATCTACTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAG 1454  
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361   L  Q  L  G  G  I  Y  C  W  K  A  I  S  E  G  F  K  S  E  H  L  A  D  V  K  Q  Q  T  R  E  390 
1455 TCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGTTATAGTGGCTTTGGAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACA 1544  
391   S  L  N  I  Y  I  M  G  S  Y  S  G  F  G  V  K  V  G  A  S  V  N  I  A  N  S  N  S  E  T  420 
 
1545 GCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGGTACAACTATCTGTAGCCCAGATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATT 1634  
421   A  S  F  S  T  T  H  L  H  S  Q  T  K  V  Q  L  S  V  A  Q  I  G  G  P  A  E  A  D  G  I  450 
 
1635 GCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTGGGACATCATC 1724  
451   A  Q  W  T  A  G  L  V  V  S  N  Q  T  W  S  V  I  D  R  E  L  Q  L  V  P  I  W  D  I  I  480 
 
1725 CTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCC 1814  
481   L  S  S  H  R  T  D  F  K  N  A  L  Q  V  A  N  C  L  K  D  N  Y  T  A  L  T  E  L  D  A  510 
 
1815 CAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAATGCTGGGAGGTTTCTGATCCT 1904  
511   Q  I  Q  E  G  E  E  F  L  T  A  R  K  E  A  K  L  F  I  E  D  V  K  C  W  E  V  S  D  P  540 
 
1905 GAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATACATGTCTCACT 1994  
541   E  E  Q  L  T  K  L  L  D  F  M  Q  T  L  S  Q  K  I  K  S  Y  N  I  W  I  N  T  C  L  T  570 
 
1995 GATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTG 2084  
571   D  W  D  L  Q  N  F  L  I  N  T  V  K  F  C  K  T  S  P  T  Y  K  T  Q  F  I  K  S  Q  L  600 
 
2085 TGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCCATCATACAGTGGATCAATCAGTCAGAGTATGGG 2174  
601   C  I  L  L  E  P  H  V  Y  K  V  T  N  F  P  E  A  H  S  I  I  Q  W  I  N  Q  S  E  Y  G  630 
 
2175 GAAGAGCAAGTCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGTGAATTTCAAAAAT 2264  
631   E  E  Q  V  K  I  T  S  F  S  E  F  I  K  T  L  K  K  T  H  K  Y  L  M  E  V  N  F  K  N  660 
 
2265 GAGGCCCCAGAAACAGTGGAAGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAA 2354  
661   E  A  P  E  T  V  E  E  A  E  R  T  A  T  Y  E  V  T  T  A  L  S  S  F  L  K  Y  L  K  E  690 
 
2355 ACAGAACAGCCAGACATGCAGCTGCTGCTGCTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTG 2444  
691   T  E  Q  P  D  M  Q  L  L  L  L  S  I  A  A  G  A  G  Y  Q  L  V  N  S  I  F  Q  H  L  L  720 
 
2445 GGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTGGATCAAATGCAAAGTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCC 2534  
721   G  C  D  E  L  N  F  L  L  D  Q  M  Q  S  N  Q  H  K  Y  Q  E  L  K  N  I  C  N  Y  R  A  750 
 
2535 CAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATT 2624  
751   Q  A  F  L  V  L  T  A  L  R  T  T  V  E  I  T  D  I  S  T  E  E  K  R  Q  R  L  A  L  I  780 
 
2625 AAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGAGAACATCATGACTGGGAAAGTCTGGAGAAT 2714  
781   K  Q  H  M  G  T  L  L  S  E  E  V  A  H  V  L  T  K  H  G  E  H  H  D  W  E  S  L  E  N  810 
 
2715 GATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAGCCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAAAAAAACAATTGCAAAGTCTCTGC 2804  
811   D  L  R  L  L  I  E  G  D  Y  K  A  T  T  H  Y  L  Q  M  D  E  V  K  K  Q  L  Q  S  L  C  840 
 
2805 CATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCTGAAATTACTCCAA 2894  
841   H  G  K  K  Q  T  Y  K  Q  K  S  N  E  N  I  T  K  G  M  I  E  N  G  P  F  L  K  L  L  Q  870 
 
2895 CGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAGCCA 2984  
871   R  L  G  L  D  N  Y  Y  P  K  R  M  S  R  A  D  F  H  L  I  Y  K  T  S  V  Y  N  S  Q  P  900 
 
2985 AGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTTGGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGATGAA 3074  
901   R  S  E  K  E  L  P  F  Y  F  L  Q  K  L  L  M  L  D  Y  G  F  R  H  L  I  V  K  D  D  E  930 
 
3075 AACATAAAAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATGTCATTATAGACAATGATAGT 3164  
931   N  I  K  K  Q  I  S  I  G  S  S  N  H  E  N  E  D  I  D  P  Y  D  D  V  I  I  D  N  D  S  960 
 
3165 CCTGGCTATCCTTCAGCCACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTTACC 3254  
961   P  G  Y  P  S  A  T  E  S  W  P  H  I  H  P  L  D  I  Q  M  T  I  L  H  C  A  D  D  L  T  990 
 
3255 AGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTTTAT 3344  
991   R  Q  Y  I  F  S  K  L  S  I  C  H  Y  A  L  P  L  V  V  P  N  P  N  T  S  Q  I  E  F  Y  1020 
 
3345 CTTTGGTCTCTCAGACAAATTAGGAAAAGTTGGCAAGATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAGATG 3434  
1021  L  W  S  L  R  Q  I  R  K  S  W  Q  D  A  S  K  S  P  Q  D  K  S  Y  S  H  R  N  Q  Q  M  1050 
 
3435 TGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGTTGGAAATGACCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGT 3524  
1051  C  R  V  S  T  P  I  V  S  F  I  R  V  G  N  D  L  S  A  S  K  S  Q  I  M  N  S  L  L  S  1080 
 
3525 AAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAACAAACACTGTCTCCTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGG 3614  
1081  K  R  K  H  D  V  F  F  H  R  H  C  K  G  S  N  K  H  C  L  L  M  Q  G  V  V  E  I  C  W  1110 
 
3615 TTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAGATGCAAAGGAACACACCCAACAA 3704  
1111  F  C  P  A  G  Q  G  E  D  T  F  E  N  C  L  T  F  T  S  L  H  G  D  A  K  E  H  T  Q  Q  1140 
 
3705 CTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGTCAGACAC 3794  
1141  L  S  F  L  Q  H  V  S  S  I  I  V  V  L  M  S  V  S  D  N  N  K  E  N  Q  K  L  V  R  H  1170 
 
3795 CTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATTGGC 3884  
1171  L  W  Q  S  S  T  P  L  I  C  L  I  D  D  K  E  K  A  I  A  N  T  S  G  K  R  M  R  I  G  1200 
 
3885 ATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTA 3974  
1201  I  K  N  R  N  E  A  E  L  T  E  E  L  T  N  A  I  K  H  F  L  E  L  S  N  T  V  L  S  L  1230 
 
3975 GAGGACTGTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAGACT 4064  
1231  E  D  C  S  Q  T  A  R  E  L  G  F  I  I  D  E  D  Q  R  D  C  K  E  A  K  E  K  A  Q  T  1260 
 
4065 GTAATGGCCCTCCTGGAGGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTTCAAGGACAACTTTGGCACCTTTGGTGTAAG 4154  
1261  V  M  A  L  L  E  E  Y  K  L  S  Q  T  K  E  N  L  L  P  L  Q  G  Q  L  W  H  L  W  C  K  1290 
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4155 AAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGAGAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACATAAAAGAAAAATT 4244  
1291  K  D  K  E  F  Y  H  L  R  E  K  G  N  R  S  I  E  Q  H  K  S  E  I  E  T  H  K  R  K  I  1320 
 
4245 CGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATGATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAAC 4334  
1321  R  R  Q  Q  L  E  K  A  F  P  L  N  D  L  M  R  S  V  L  E  L  L  Q  D  Y  S  E  T  H  N  1350 
 
4335 AAACTCTACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGACAATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTG 4424  
1351  K  L  Y  V  L  Q  W  L  T  L  F  F  D  N  L  T  I  D  H  L  D  K  L  H  E  R  Q  R  S  L  1380 
 
4425 TGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACTCTGTGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAAC 4514  
1381  W  L  R  I  Q  T  E  K  Q  R  A  Q  K  S  N  S  V  Q  N  Q  I  E  A  I  S  T  E  I  H  N  1410 
 
4515 TGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAAGCTCTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTT 4604  
1411  C  T  L  G  I  E  H  L  L  R  E  V  G  Q  I  Y  E  A  L  E  E  T  S  S  S  R  D  S  L  F  1440 
 
4605 CTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGGATGCTTCATATGTGCCTCTAAAG 4694  
1441  L  C  L  P  Q  I  A  A  D  L  M  I  A  G  V  P  I  E  L  M  D  G  D  A  S  Y  V  P  L  K  1470 
 
4695 TGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTGCAGAGCTCAGGG 4784  
1471  W  V  A  A  I  F  D  K  I  T  E  K  V  G  D  K  R  L  F  V  L  S  V  L  G  L  Q  S  S  G  1500 
            G1-Motiv 
 
4785 AAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGAAG 4874  
1501  K  S  T  L  L  N  A  L  F  G  L  Q  F  T  V  S  A  G  R  C  T  K  G  A  Y  M  Q  L  L  K  1530 
 
4875 GTGGAAGAGACATTCACAGAAGAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTCAACAACAAA 4964  
1531  V  E  E  T  F  T  E  E  L  G  F  N  Y  V  L  V  I  D  T  E  G  L  R  A  P  E  L  N  N  K  1560 
          G3-Motiv 
 
4965 TCCCAGAATTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCATTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGAC 5054  
1561  S  Q  N  W  D  H  E  L  A  T  L  V  I  G  L  G  N  L  T  L  I  N  I  F  G  E  N  P  S  D  1590 
 
5055 ATTCAGGACATTCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCTCCCCCAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAAT 5144  
1591  I  Q  D  I  L  Q  I  S  V  Q  A  F  L  R  M  K  Q  V  K  I  S  P  S  C  L  F  V  H  Q  N  1620 
 
5145 GTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAACTATGGAAGGACGGAAGAGACTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGCATTGGCTGCTGAG 5234  
1621  V  G  E  V  T  A  K  D  Q  T  M  E  G  R  K  R  L  E  Q  K  L  D  E  M  T  A  L  A  A  E  1650 
 
5235 TTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGATGTAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGAT 5324  
1651  L  E  E  C  S  N  I  T  R  F  S  D  V  I  K  F  D  A  N  R  H  V  Y  Y  F  A  H  L  W  D  1680 
 
5325 GGCAATCCCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATGTCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACTGCCCAGCAGGAA 5414  
1681  G  N  P  P  M  A  P  P  N  P  R  Y  S  Y  N  V  Q  E  L  R  N  E  I  L  S  T  A  Q  Q  E  1710 
 
5415 TCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATTTCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTGGAAAGCCCTTGTCAGTGAAAACTTCATTTTCAGT 5504  
1711  S  R  G  R  I  L  K  I  S  D  F  K  F  R  V  Q  D  L  W  K  A  L  V  S  E  N  F  I  F  S  1740 
 
5505 TTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAAGTATAATGAATGGACCTGGGAGCTAAGGAGTCATGTACTGGAC 5594  
1741  F  R  N  T  Q  E  V  I  A  M  S  K  L  E  T  K  Y  N  E  W  T  W  E  L  R  S  H  V  L  D  1770 
 
5595 TTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAGAGGAACCACTTAGCAGGAAACTT 5684  
1771  L  Q  N  Q  L  D  N  Q  I  Q  N  G  K  I  L  T  L  T  S  N  L  L  E  E  P  L  S  R  K  L  1800 
   G4-Motiv 
 
5685 AAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAACACAAG 5774  
1801  K  T  I  K  E  E  F  D  K  Y  F  E  E  D  P  D  C  E  I  L  V  Q  W  K  A  N  F  E  H  K  1830 
 
5775 TTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAATAGCCAAGAAATACTTGAT 5864  
1831  L  L  I  L  K  D  S  L  I  S  D  T  R  Q  K  C  N  E  H  I  S  L  K  N  S  Q  E  I  L  D  1860 
 
5865 AACCAAAAGTCACAATATGAAAATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGTGATGAAGAG 5954  
1861  N  Q  K  S  Q  Y  E  N  Q  L  L  E  R  S  R  K  L  A  L  N  L  K  G  K  E  L  S  D  E  E  1890 
 
5955 TTGCATGAGAAATTCAGGCAACTTTGGACAAGTTGGATTTATGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTG 6044  
1891  L  H  E  K  F  R  Q  L  W  T  S  W  I  Y  D  V  S  S  N  V  P  H  V  T  E  P  N  I  D  L  1920 
 
6045 GACTCTGAAAATATCCTTCTGGAATATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGACTAAAAATAAAGTCTCAAGGAAAGTTTGAAATC 6134  
1921  D  S  E  N  I  L  L  E  Y  F  K  K  D  K  N  I  V  E  R  L  K  I  K  S  Q  G  K  F  E  I  1950 
 
6135 ATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAATACCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGTTGAATCCATCAAAAAGACA 6224  
1951  M  Y  D  K  H  I  Q  M  K  K  K  Y  L  L  L  R  K  S  L  E  T  C  H  V  E  S  I  K  K  T  1980 
 
6225 ACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAAACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATC 6314  
1981  T  N  N  I  Q  L  K  F  T  E  T  L  T  N  I  W  K  Q  K  R  D  Y  S  Q  N  Y  F  H  E  I  2010 
 
6315 TTGAGGATCATAGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTAC 6404  
2011  L  R  I  I  E  N  E  L  K  S  E  P  C  E  G  D  Y  T  F  T  K  D  Y  I  I  D  L  S  L  Y  2040 
 
6405 TTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTCAAGAAAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAATGACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAA 6494  
2041  L  F  Q  R  A  S  K  D  F  K  K  M  H  A  A  F  K  T  A  N  D  P  V  N  Y  L  E  R  K  K  2070 
 
6495 GATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATCACTTCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCT 6584  
2071  D  D  F  F  M  S  F  K  I  S  C  Q  G  A  T  S  I  T  S  F  V  D  F  L  W  L  K  L  T  P  2100 
 
6585 GCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGAATTCAATGGAAACAGAGCT 6674  
2101  A  I  S  V  S  I  W  K  I  M  V  Q  K  I  A  G  D  M  R  A  T  C  P  E  F  N  G  N  R  A  2130 
 
6675 AACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTTTTC 6764  
2131  N  L  E  I  H  I  L  Y  S  L  A  E  E  E  K  F  D  K  Y  W  K  Y  I  Q  K  P  E  E  F  F  2160 
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6765 AGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGAC 6854  
2161  R  D  Y  I  R  D  H  I  K  R  Y  C  S  E  K  E  S  E  K  I  K  T  F  L  N  I  S  L  G  D  2190 
 
6855 ATCAAGAATACTATCCTGTCTGCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTC 6944  
2191  I  K  N  T  I  L  S  A  I  H  N  S  T  K  V  A  K  A  K  G  S  T  A  S  H  W  L  D  L  F  2220 
 
6945 TGTGACCACCTAGGGAGCAACCTGGTCTTCCCAAGGAAAGACCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAA 7034  
2221  C  D  H  L  G  S  N  L  V  F  P  R  K  D  L  V  S  I  E  H  Q  E  L  M  D  T  E  F  L  K  2250 
 
7035 GAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAATGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCAAGTAAGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATT 7124  
2251  E  A  M  S  K  A  L  D  P  A  M  R  E  V  E  E  D  C  S  S  K  H  I  D  E  I  V  P  D  I  2280 
 
7125 GAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCATTCCCCAGCATGAA 7214  
2281  E  K  I  L  S  E  H  L  C  G  C  W  K  Q  C  P  F  C  K  A  I  C  T  N  T  I  P  Q  H  E  2310 
 
7215 GGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCATTGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACT 7304  
2311  G  D  H  S  V  P  F  H  R  P  Q  A  V  S  G  W  H  W  H  K  T  D  Q  F  H  I  N  V  C  T  2340 
 
7305 AGTAGTGTAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATTCCCATTCAAGAAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCC 7394  
2341  S  S  V  A  S  N  I  S  F  I  L  D  G  F  R  E  F  P  F  K  K  Y  R  E  A  G  G  D  Y  A  2370 
 
7395 ACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAAACCTAGAAGAGAATTATGGC 7484  
2371  T  W  S  I  T  P  D  S  S  T  Q  P  Y  W  K  W  F  V  C  H  F  R  S  N  L  E  E  N  Y  G  2400 
 
7485 AAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAATCACAAAGCAAGAAGTCCTGAATGACTTAAAAAAATAATAA    7571  
2401  K  K  F  T  G  K  G  S  L  P  D  L  W  T  K  I  T  K  Q  E  V  L  N  D  L  K  K  *  *     2427 
 
7572 CTGCCACAGACAGAACACTAGATGGGCCACAGAAATTTTACTTCAGCCAAGGGAGCCTAATGGAGAACACCATGCAGGAGGATCTGCAGT 7661  
7662 AGACATTTGAGCTTCCTCGATATGGCCCACTCTATTGGGCAATTTTTCTGCAGACCAATATGAAGTTAAACTTTCATAAAATAAGACTGT 7751  
7752 TTAGATGAATTAATGATTTTATAGAATTTCTGAGTTGATTTAAATAGTTTTAGGCACTAGGGTTAATGATAGAAAGTTTAAGGAGATGGC 7841  
7842 TTAATTTGTTCTGCTAAATAGATATGATAAAGTTAGAATTAAGAGCAGAATGTGACCTTTCCCTTGTAGGATAATGAGAGCTACATAGGT 7931  
7932 TTGAAAAGGAGTACAGTGAGCTTTCATGCATTGCAAGTATGTGATTGTACTTGGAAGAAGAAAATAGGCTTGGGACAAGTTAATGCTCAA 8021  
8022 AACATTCATTCTAGGTTGGGTCTGAGTTCCTGGATTTTGTGATCTAGAGACATAGTCACAGGTTTTGGTGGGCACCATAAAAAGGCAAGG 8111  
8112 TAATAAACAAGGAGTAAATAATTCGATTATTAGTATAGAATAGAGAATAGATGATTCTCCAGTATAGCTGAACAAGACTACAAAAATAAG 8201  
8202 ATGTAAGAGAGATTGTTCCTTCGTAAATACAGATTGATCACCATCTAAGCATATGGAAAACTTGCTACTGTAGACTTGGCTTGCTTAAAC 8291  
8292 ATTGTTAATCAATAACAAAAAAATTATAGCTTTAGGTTTGCTATGGAGAAAAAGATGAGAGAACGTTAGATGAGAAATGCTTAGGTATGA 8381  
8382 GTTTCAAAAGAGAAATACACAATCAATGCTCCTGTTGTAATCTCTTGTGTGATGATTTTATTGTCTTATTGAAGAACATGTGTTTTGTGA 8471  
8472 TTGTTTTTAGAAAACTTGCAACTTATGGCTATGAAGTAATTTTTGTCAAACATAGAGAACTTTGTCTTAGATGGTGTTAAAAGGCTAAGA 8561  
8562 GAACAATAAAGATGTTAGAGCTCCTTGTTGGAGCTTGCTTCATCCTCCAAGTGTATGAGCATGTGCCAGCTTTACATTGTATACAATCAC 8651  
8652 ACATGCCCTCTTTGGATCATTGACATAGCTAGTCTTCAACATCCTCATACAAATTGAAGTTGCATTATAAATTAAATAAGTAAAAATAAA 8741  
8742 TTAGCTACTATTGCAAGACTTGAAGATTTTCTATGAAAATGATTTTACTTCTCTCTGATTTATTATCTAATGCTTTATTCATATATACTA 8831  
8832 AATATGTTAATGATCTATTGTTTTGATTTTTTTTTTTTTGCTTTGGTTGTTTTCTGTTTTTGTTCTTATGGAAGAGTATTGTTCTCCTGT 8921  
8922 ATTTCTTATTTTTTGTTTTTTATTGTTTGTTTTGTTTTTATTTGAAAGAAATAAAAATAATAGTAAT                        8988  

 

Abbildung 6. Nukleotid - und vorhergesagte Aminosäuresequenz 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-Bindungsdomäne sind mit einem grauen Rahmen unterlegt. Weitere 
potentielle G4-Motive die mindestens 50% Identität zur G4-Motiv Konsensussequenz aufweisen sind fett gedruckt 
und unterstrichen. 
 

Aus der λ-cDNA Bank konnte zusätzlich ein weiterer VLIG-1 cDNA Klon von 8794 bp  

(VLIG-1/Klon B) isoliert werden. Die Sequenz von Klon B war, bis auf eine Sequenzlücke 

zwischen der Nukleotidposition 87 bis einschließlich Position 280 in Bezug auf Klon A, identisch 

zu diesem. Zudem war das erste potentielle Start-Kodon innerhalb des längsten ORFs von Klon B 

identisch zu dem von Klon A und in 5' Richtung von diesem war in den ORFs beider Klone ein 

Stopp-Kodon zu finden. Somit betraf der Unterschied zwischen beiden Klonen nur die Länge 

ihrer jeweiligen 5' UTR, während beide für das selbe Protein kodierten. Ein Vergleich der 5' 

UTRs, ORFs und des Beginns der CDS beider Klone ist in Abbildung 7  wiedergegeben. 

Das putative AUG Start-Kodon war eingebettet, in eine der Konsensus Kozak-Sequenz 

(C(A/G)CCAUGG) [489, 490], als potentieller Translations-Initiationsstelle, nahezu identischer 

Sequenz (AGCCAUGG) (Abb. 6 und 7). 
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VLIG-1/Klon A  1   GGCAGGCTGGAGGAAGGTGCATGTCCACCTCCAATTACTCTCTAGAGCAACAATCTGAAGACTGGAACTG 70   
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
VLIG-1/Klon B  1   --CAGGCTGGAGGAAGGTGCATGTCCACCTCCAATTACTCTCTAGAGCAACAATCTGAAGACTGGAACTG 68   
                                                              *  S  N  N  L  K  T  G  T  
 
VLIG-1/Klon A  71  GGCTTCAAGCACACAAGTGTGTTGGGGTATCCAGGACTCGTTGAGGTGAAAGTGCTGGGTTCTGATGATG 140  
                   |||||||||||||||| 
VLIG-1/Klon B  69  GGCTTCAAGCACACAA------------------------------------------------------ 84   
                   G  L  Q  A  H  K                                                       
 
                                                                                   *  A  
VLIG-1/Klon A  141 GAACCCCGCCCGACCAGAGGCTGGGATCTGTTCGGGTCCGGGCCACCCCCGCCATCTTCCTTTTGAGCCC 210  
 
VLIG-1/Klon B  84  ---------------------------------------------------------------------- 84   
 
                   Q  Q  R  P  L  R  T  P  E  C  S  P  H  H  R  A  S  G  S  P  R  E  H  G  
VLIG-1/Klon A  211 AGCAGAGGCCACTAAGGACTCCAGAGTGCTCTCCACACCACAGGGCATCAGGCTCACCTCGGGAACACGG 280  
 
VLIG-1/Klon B  84  ---------------------------------------------------------------------- 84   
 
                     A  M  A  T  A  
VLIG-1/Klon A  281 AGCCATGGCAACAGCA 296  
                   |||||||||||||||| 
VLIG-1/Klon B  85  AGCCATGGCAACAGCA 100  
                     A  M  A  T  A  

 

Abbildung 7. Sequenzvergleich zwischen VLIG-1/Klon A und Klon B. Dargestellt sind die jeweiligen 5'  UTRs und 
die Translation des 5'-Bereiches des längsten 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 Aminosäuresequenz von VLIG-1 beinhaltete die schon in der partiellen  

cDNA-Sequenz von VLIG-1 identifizierte GTP-Bindungsdomäne [447], bestehend aus den 

kanonischen Sequenzmotiven G1-G4, die in den meisten GTPasen konserviert vorliegen [380, 

381, 383], als das einzige erkennbare strukturelle Motiv.  

 

Während das G1-, bzw. G3-Motiv der GTP-Bindungsdomäne von VLIG-1 zweifelsfrei 

identifiziert werden konnten (G1: GLQSSGKS, G3: DTEG) und in einem in den meisten GTPasen 

vorzufindenden Abstand von 40-80 aa zueinander liegen [380, 381, 383], wurde die Identität des 

G4-Motivs noch nicht eindeutig geklärt. Der Konsensussequenz des G4-Motivs (N/T)(K/Q)XD am 

ähnlichsten war die Sequenz NQLD an Position 1773-1776. Der Abstand dieser Sequenz vom  

G1-Motiv beginnend mit der Aminosäure Position 1495 war mit 270 aa jedoch relativ groß. In 

den meisten bisher untersuchten GTPasen beträgt der Abstand zwischen dem G1- und G4-Motiv  

110-170 aa [380, 381, 383]. Bei Mitgliedern der an Signaltransduktionsprozessen beteiligten 

Familie der G-Protein α Untereinheiten, konnten jedoch ebenfalls Abstände zwischen dem  

G1- und G4-Motiv von ca. 230-330 aa festgestellt werden [380, 381, 383]. Anhand der 

Sequenzanalyse war jedoch nicht auszuschließen, daß das G4-Motiv von anderen, stärker von der 

kanonischen Sequenz abweichenden Sequenzregionen gebildet wird. Weitere potentielle  

G4-Motive von VLIG-1, die zumindest 50% Identität zur G4 Konsensussequenz aufwiesen, ohne 
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die biochemischen Eigenschaften der Aminosäuren zu berücksichtigen, 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 

Aminosäuresequenz von VLIG-1 mit sich selbst, der auch bei einer niedrigen Identitätsstringenz 

eine einzelne, durchgehende Gerade ergab, gezeigt werden (Abb. 8). Dasselbe Resultat wurde bei 

einem Dot Plot Vergleich erzielt, bei dem nicht nur identische, sondern auch äquivalente 

Aminosäuren berücksichtigt wurden (hier nicht gezeigt). 

 

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

Computergestützte Vorhersagen, unter Verwendung diverser Programme, über mögliche 

spezifische Wiederholungssequenzen (wie z.B. "Leucin-reiche-Wiederholungen" etc.), 

Signalpeptide, Prenylierungs- und Myristilierungs-Motive, Transmembran-Helices oder anderer 

Motive innerhalb der vorhergesagten VLIG-1 Proteinsequenz verliefen ebenfalls negativ.  

 

Ein durchgeführter Hydrophobizitäts-Plot nach der Methode von Kyte & Doolittle ließ gleichfalls 

keine potentiellen Transmembran-Domänen erkennen (Abb. 9). Er wies das VLIG-1 Protein mit 

einem Durchschnittswert von -0.49 als überwiegend hydrophil aus. Vorhandene hydrophobe 

Sequenzbereiche (z.B. in der Region zwischen den Aminosäuren an Position 1400-1500) waren 

zudem nur sehr schwach hydrophob ausgeprägt, und lassen somit nicht auf etwaige 

Transmembran-Domänen schließen. Übereinstimmend mit diesem Befund diagnostizieren 

computergestützte Programme die subzelluläre Lokalisierung von VLIG-1 als zytoplasmatisch 

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

 

3.3 Vergleichende Sequenzanalyse der GTP-Bindungsdomäne von VLIG-1 

 

Die Sequenz der vollständigen cDNA und die vorhergesagte Aminosäuresequenz von VLIG-1 

wiesen keine signifikanten Homologien zu anderen Maus cDNAs oder Proteinen, die in öffentlich 

zugänglichen Datenbanken deponiert waren, auf. VLIG-1 repräsentierte somit eine völlig neue, 

eigenständige Klasse von Interferon-induzierbaren 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 größte Mitglied der GTPase 

Superfamilie, das bisher bekannt ist.  

 

Eine signifikante Homologie von VLIG-1 zu anderen Proteinen ließ 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, daß VLIG-1 zusammen mit anderen Interferon-induzierbaren 

GTPasen, die in zellautonome Resistenzprogramme involviert sind, eine eigenständige 

Unterfamilie bildet (Abb. 10). Der untersuchte Sequenzbereich von VLIG-1 wies einen höheren 

Homologiegrad zu der entsprechenden Region von Mitgliedern der p65, p47 oder Mx GTPase 

Familie auf, als zu der von klassischen GTPasen mit niedrigem Molekulargewicht (Ras, Rac, Rho, 

EF-Tu) [380] oder anderer Interferon-induzierter GTPasen, wie CIITA und der GP-1 Familie. 

Eine Ausnahme bildete dabei 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 ausgewählten Mitgliedern der GTPase Superfamilie, 
basierend auf einem "Alignment" der kanonischen GTP-Bindungsmotive G1, G3 und G4. Der Vergleich beinhaltete, 
sofern möglich, zusätzlich 50 aa in Richtung des C-terminalen, bzw. N-terminalen Endes. Interferon-induzierbare 
GTPasen sind schwarz und fett gedruckt, während 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, daß das G1-Motiv und der angrenzende Sequenzbereich von 

VLIG-1 den höchsten Identitätsgrad zu der entsprechenden Region des Mx1 Proteins (32% 

Identität in den ersten 62 aa), gefolgt von den p65 GTPasen und IIGP (beide zu 27.4% identisch), 

besaß. Die Similarität3 dieser GTPasen zu VLIG-1 war in dem verglichenen Sequenzbereich 

annähernd gleich groß (zwischen 47% und 50%). Die G3-Region von VLIG-1 wies hingegen 

einen höheren Homologiegrad zu den Mitgl iedern der p65 GTPase Familie mGBP-1/mGBP-2 auf 

(mGBP-1/2: 34% identisch, 51% ähnlich; Mx1 und IIGP: 12% identisch, 37% ähnlich über die 

letzten 41 aa), die innerhalb des untersuchten Sequenzbereiches identisch zueinander waren. Den 

höchsten Homologiegrad über die gesamte Länge (103 aa) der verglichenen Proteinsequenz wies 

VLIG-1 zu den p65 GTPasen auf (30% identisch, 49.5% ähnlich), während Mx1 und IIGP 

geringere, annähernd gleich hohe Homologien zu VLIG-1 erkennen ließen (Mx1: 24.3% 

identisch, 44.7% ähnlich; IIGP: 21.4% identisch, 42.7% ähnlich). Bestätigt wurde dieses Resultat 

durch eine Suche nach konservierten Domänen 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-Domäne erkannte (hier nicht gezeigt). 
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Es bleibt jedoch festzuhalten, daß eine signifikante Homologie von außerhalb der  

GTP-Bindungsdomäne liegenden Sequenzbereichen von VLIG-1 zu anderen Mitgliedern der 

GTPase Superfamilie nicht festgestellt werden konnte.  

 

Abbildung 11. Sequenzvergleich des G1- und G3-Motives, sowie der sie umgebenden Sequenzregion zwischen 
VLIG-1, Mx1, mGBP-1/mGBP-2 und IIGP. Identis che Aminosäuren sind schwarz und ähnliche Aminosäuren grau 
unterlegt. Die Position und Konsensussequenz des G1 - und G3 -Motivs ist angegeben. Zahlen markieren die jeweilige 
Aminosäureposition in den vollständigen Proteinsequenzen. Das Mx1 Protein weist zwis chen der Aminosäureposition 
86 und 139 zusätzlich 53 aa auf, die nicht in den Vergleich einbezogen wurden. 
 

 

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

eine VLIG-Genfamilie 

 

Untersuchungen im Rahmen meiner und der Diplomarbeit von D. Schenk [447, 457] erbrachten 

Hinweise, daß es sich bei VLIG-1 nicht um ein in Einzelkopie vorliegendes Gen handelt, bzw. 

daß VLIG-1 Mitglied einer mehrere Gene umfassenden Genfamilie ist. Die Mitglieder dieser 

Genfamilie scheinen einen hohen Homologiegrad zueinander aufzuweisen, so daß in genomischen 

Southern Blots, unter Verwendung der vollständigen VLIG-1 cDNA oder Fragmente von dieser 

als Sonde, eine Zuordnung der detektierbaren Hybridisierungssignale die spezifisch für VLIG-1 

sind nicht erfolgen konnte. Eine grobe Kartierung der genomischen Struktur von VLIG-1 war 

mittels dieser Methode daher nicht möglich.  

 

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 große Fragmente genomischer 129/sV Maus DNA enthalten, durch eine PCR-Analyse 

gesichtet (siehe Material und Methoden). Eine Southern Blot Analyse der verschiedenen als 

                                                                                                                                                                                                                    
3 Der Begriff Similarität bezieht sich hierbei auf die Verwendung identischer oder äquivalenter Aminosäuren an der 
jeweiligen Sequenzposition. 
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positiv getesteten BAC-DNAs ergab, daß alle BACs VLIG-1, bzw. mit einer VLIG-1 CDS Sonde 

kreuzhybridisierende Mitglieder der VLIG Familie enthielten (Abb. 12A). Ferner wurde, 

besonders in Restriktionsverdauen der BAC DNAs mit Enzymen die mehr als einmal innerhalb 

der VLIG-1 cDNA Sequenz schneiden, deutlich, daß alle BACs vermutlich mehr als ein Mitglied 

dieser Genfamilie trugen, da wesentlich mehr Hybridisierungsignale detektiert werden konnten als 

aus der VLIG-1 cDNA Sequenz vorhergesagt werden konnten (Abb. 12B).  

 

 

Abbildung 12. Southern Blot Analyse der BAC DNAs unter Verwendung der VLIG-1 CDS als 
Hybridisierungssonde. A, Restriktionsverdau von ca. 1 µg BAC DNA mit SpeI, das einmal innerhalb der VLIG-1 
CDS schneidet. Erwartete Hybridisierungssignale: 2. B, Restriktionsverdau von ca. 2, bzw. 1 µg BAC 114:E8/19624 
mit EcoRI, das die VLIG-1 CDS viermal schneidet. Erwartete Hybridisierungssignale: 5. 
 

Eine  PCR-Analyse der BACs mit aus der VLIG-1 cDNA Sequenz abgeleiteten Primern bestätigte 

diese Vermutung. So konnten mindestens vier verschiedene Mitglieder der VLIG-Genfamilie 

identifiziert werden, die in unterschiedlichen Kombinationen auf den BACs vorhanden waren. 

Zusätzlich konnten mehrere nicht-kodierende mit VLIG-1 sequenzverwandte Pseudogene 

entdeckt werden, die durch große Deletionen innerhalb der kodierenden Sequenz charakterisiert 

wurden. Die Analyse der BACs ließ zudem darauf schließen, daß Mitglieder der VLIG-

Genfamilie, zumindest teilweise, als zusammenhängende Gengruppe, also gekoppelt vorliegen. 

Aufgrund der Existenz jeweils mehrerer mit VLIG-1 sequenzverwandter Gene auf den BACs war 

eine aussagekräftige Analyse der genomischen Struktur von VLIG-1 unter Verwendung der BACs 

nicht möglich. 
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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 vollständigen VLIG-1 cDNA als Hybridisierungssonde wieder. Durch eine nachfolgende 

PCR-Analyse ausgewählter Cosmide mit VLIG-1 spezifischen Primern und Sequenzierung der 

amplifizierten Fragmente konnte gezeigt werden, daß die Subklonierung der BAC-DNA in 

Cosmide, teilweise zur gewünschten Separierung der verschiedenen VLIG-Gene führte. 

 

Abbildung 13. Southern Blot Analyse ausgewählter, mit SpeI geschnittener Cosmide unter Verwendung der 
vollständigen VLIG-1 cDNA als Hybridisierungssonde. Für den Restriktionsverdau wurden jeweils ca. 1 µg  
Cosmid-DNA eingesetzt. Die Cosmide entstammen von BAC 114:E8/19624 
 

Die weitere Analyse der Cosmide mit aus 129/sV Mäusen stammender genomischer DNA wurde 

anschließend abgebrochen, da verschiedene Experimente zeigten, daß VLIG-1 ein polymorphes 

Gen repräsentiert 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 Mäusen 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") 

durchgeführt. Bei den Datenbankanalysen wurden ausschließlich Sequenzen berücksichtigt, die 

von C57BL genomischer DNA stammten.  

 

Es zeigte sich, daß der VLIG-1 Genlocus insgesamt mindestens 26 kb umfaßt (die Sequenz von 

Intron 1 ist noch nicht vollständig 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 großen Exon von 8708 bp lokalisiert, dessen erste Nukleotide die putative Kozak-Sequenz 

bildeten, während die 5' UTR auf drei Exons von nur geringer Größe (54-139 bp) verteilt vorlag. 

Anhand der Exon-Intron Struktur von VLIG-1 wurde zudem deutlich, daß die unterschiedlich 

langen 5' UTRs von VLIG-1/Klon A und Klon B aufgrund alternativer Spleißvorgänge des 

primären RNA-Transkriptes (prä-mRNA) entstehen, wobei 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 umfaßten, war das zwischen 

Exon 2 und Exon 3 liegende Intron 2 nur 740 bp groß. Alle Exon-Intron Grenzen wiesen die 

typischen Sequenzmerkmale einer 5 ' GT-Spleiß-Donorstelle und einer 3 ' AG-Spleiß-Akzeptorstelle 

auf [491]. Mit Hilfe der Datenbank-Analysen konnte zudem nachgewiesen werden, daß VLIG-1 

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

 

 

Abbildung 14. Schematische Darstellung der Genstruktur von VLIG-1. Die genomische Struktur wurde durch 
Sequenzierung von BACs mit genomischer DNA aus C57BL/6J Mäusen und durch Datenbank Analysen ermittelt. 
Intron 1 wurde noch nicht vollständig sequenziert. Die alternativen Spleißformen, Exon/Intron Größen, das 
vorhergesagte Start Kodon mit seiner umgebenden Kozak Sequenz, die putativen Polyadenylierungs Signalsequenzen 
(AATAAA) und die Position der GTP-bindenden Domäne sind angezeigt. 
 

 

3.5 Identifikation 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 

computergestützer 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 computerunterstütze Vorhersageprogramme (siehe Material und Methoden) identifiziert. Die 
Lage der Promotormotive auf dem kodierenden (�) oder nicht-kodierenden (�) Strang ist jeweils angegeben. –1 
kennzeichnet das erste Nukleotid das stromaufwärts vom 5' Ende von Exon 1 liegt. Dargestellt sind ausschließlich 
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, ließen sich 

diverse putative Promotormotive identifizieren, die potentiell von Transkriptionsfaktoren 

gebunden werden, deren Beteiligung an der transkriptionellen Regulation von Interferon-

Antwortgenen gezeigt wurde. Neben insgesamt fünf putativen GAS-Elementen, die als potentielle 

Bindungsstellen für Proteine der STAT-Familie fungieren können, wurden innerhalb dieser 

Region zusätzlich zwei putative ISRE-Elemente, als potentielle Bindungsstelle von Proteinen der 

IRF-Familie und ein NFkB ähnliches Promotormotiv identifiziert. Die Identität dieser putativen 

Transkriptionsfaktoren-Erkennungssequenzen zur jeweiligen Konsensussequenz betrug dabei 

mehr als 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 stromaufwärts liegende putative Promotormotive wurden von 

einer C/EBP-β und einer weiteren NFκB Erkennungssequenz gebildet. Eine TATA-Box ähnliche 

Struktur ("muscle TATA-Box") lokalisierte 68 nt stromaufwärts vom ersten Nukleotid des VLIG-

1 Exons 1. Die Entfernung der putativen Promotorelemente vom vorhergesagten 

Transkriptionsstart waren insgesamt ungewöhnlich groß. Hierbei ist anzumerken, daß diese 

putative VLIG-1 Promotorregion nicht kloniert wurde und sich ihre Sequenz daher nicht 

überprüfbar war. 

 

 

3.6 Identifikation 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, daß es sich bei VLIG-1 um ein Mitglied 

einer mehrere Gene umfassenden Genfamilie handelt. Die Komplexität 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 ausschließlicher 

Berücksichtigung 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 hämatopoetischen Zellen 

dominiert werden. Die verbleibenden ESTs stammten größtenteils aus der Brustdrüse.  

 

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 Sequenzüberlappungen zu einer gemeinsamen 

Konsensussequenz zusammengefaßt werden konnten, erstellt werden [457]. Die Mindestanzahl 

von Mitgliedern der VLIG-Familie ließ sich anhand der größten Anzahl unterschiedlicher 

"Contigs ", die homolog zu einem bestimmten Bereich der VLIG-1 cDNA Sequenz waren, 

abschätzen. Es konnte gezeigt werden, daß mindestens 11 unterschiedliche Mitglieder der  

VLIG-Familie im C57BL/6J Mausstamm existieren, die auf Nukleotidebene mit 80-90%iger 

Identität einen hohen bis sehr hohen Homologiegrad zueinander aufwiesen.  

Hierbei ist jedoch zu anzumerken, daß "Contigs " die nur aus genomischen Sequenz-Fragmenten 

zusammengefügt wurden mglw. VLIG-Pseudogene repräsentierten 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, daß sie vermutlich ebenfal ls von intronlosen Genen kodiert 

werden, die eine zu VLIG-1 ähnliche Größe aufweisen [457]. 

Durch die Analyse einer murinen Genom Datenbank (http://mouse.ensembl.org) konnte zudem 

für einen Großteil der VLIG-Familienmitglieder nachgewiesen werden, daß sie auf Chromosom 7, 

Bande D2 gekoppelt in einem Gencluster vorliegen. 

 

Einige der erstellten "Contigs " lagen innerhalb des Sequenzbereiches von VLIG-1 der für die 

GTP-bindende Domäne kodiert. Die Vorhersage der Proteinsequenz dieser "Contigs" zeigte, daß 

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, daß 
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VLIG-1 eine in nahezu allen "Contigs" in identischer oder sehr  ähnlicher Form vorliegende 

Insertion von 9 bp (beginnend an Nukleotid-Position 4475 der vollständigen 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 

ermöglicht wurde. 

 

Im Rahmen der Sichtung der aus IFN-γ stimulierten Zellen generierten SSH- oder  

λ-cDNA-Bibliotheken konnte keines dieser VLIG-1 ähnlichen Transkripte identifiziert werden. 

Ebenso war es nicht möglich die Expression dieser VLIG-1 Homologe mittels PCR-Analysen 

unter Verwendung spezifischer Primer (siehe oben) und der aus IFN-γ stimulierten EF, oder einer 

aus unstimulierten dendritischen Zellen (DC) stammenden λ-cDNA-Biobliothek nachzuweisen. In 

Abbildung 16 ist ein Beispiel dieser Analysen wiedergegeben. Während VLIG-1 auch in hohen 

Verdünnungen der EF λ-cDNA-Bibliothek nachgewiesen werden konnte, war dies für ein als 

VLIG-2 bezeichnetes Mitglied der VLIG-Familie, von dem annähernd 5 kb Sequenzinformation 

vorlagen [457]und das ebenfalls die signifikante 9 bp Insertion besaß, auch in der geringsten 

Verdünnung nicht möglich. Interessanterweise konnte ein VLIG-1 spezifisches Fragment auch in 

nicht-stimulierten DC amplifiziert werden, wobei die Quantität des Amplifikations-Produktes, bei 

gleicher Menge der eingesetzten Matrize, in stimulierten Fibroblasten und nicht-stimulierten DC 

annähernd dieselbe war, was auf eine erhöhte Expression von VLIG-1 in DC hindeutete VLIG-2 

konnte hingegen auch in der DC λ-cDNA Bibliothek nicht entdeckt werden. 
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Abbildung 16. A, PCR-Analyse der λ-cDNA Bank aus IFN-γ stimulierten C57BL/6J EF mit VLIG-1 spezifischen 
Primern. B, PCR-Analyse der λ-cDNA Bank aus IFN-γ stimulierten C57BL/6J EF mit VLIG-2 spezifischen Primern. 
a = VLIG-2 Plasmid + VLIG-2 Primer; b = VLIG-2 Plasmid + VLIG-1 Primer; c = EF λ-cDNA Bank+VLIG-1 
Primer. C, PCR-Analyse der λ-cDNA Bank aus nicht-stimulierten C3H/eBFe/J DC mit VLIG-1 und VLIG-2 
spezifischen Primern. Als Matrize wurde jeweils eine λ-cDNA Bank Menge eingesetzt die 6.3x106 PFU/µl, bzw. den 
angegebenen Verdünnungen davon entsprach. Das spezifische Primerpaar für VLIG-1 war 4244/SP1 und für 
VLIG-2 2GInsU/SP1. Als Spezifitätskontrolle diente die Amplifikation von rekombinanten Plasmiden, die die 
vollständige VLIG-1 cDNA, bzw. Fragmente von VLIG-2 trugen. Zusätzlich ist jeweils ein DNA-Größenmarker 
gezeigt. 
 

Es gelang jedoch ein spezifisches VLIG-2 Fragment in einer 3'-RACE Erststrang cDNA-Bank aus 

IFN-γ stimulierten C57BL/6J EF (siehe Material und Methoden) zu amplifizieren (hier nicht 

gezeigt). Die Menge des PCR-Produktes war nach zwei aufeinanderfolgenden 

Amplifikationsrunden mit einer Gesamtzahl von 60 Zyklen jedoch so gering, daß es nur mit Hilfe 

einer Southern Blot Analyse detektierbar war. Daher war nicht völlig auszuschließen das 

geringfügigste Kontaminationen genomischer DNA innerhalb dieser Erststrang cDNA-Bank als 

Matrize für 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.  

 

Da ein Großteil der zu VLIG-1 identischen oder homologen ESTs aus Geweben stammte, die von 

hämatopoetischen Zellen dominiert werden, wurde ferner eine Milz Erststrang cDNA-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 als auch VLIG-2 spezifische 

Fragmente konnten amplifiziert werden (Abb. 17), wobei eine nachfolgende Sequenzierung der 

Fragmente ihre Sequenzidentität zu VLIG-1, bzw. VLIG-2 bestätigte. Die PCR-Produktmenge 

war unter identischen Bedingungen für VLIG-1 und VLIG-2 annähernd gleich, so daß davon 

ausgegangen werden kann, daß VLIG-1 und VLIG-2 in den selben oder verschiedenen, jedoch 

nicht näher 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 Mäusen. Als 
Matrize diente eine Erststrang cDNA Bank die aus mRNA der Milz generiert wurde. Als VLIG-2 spezifisches 
Primerpaar diente 2GInsU/SP1. Zur Amplifikation eines VLIG-1 spezifischen Fragmentes wurde das Primerpaar 
4244/SP1 verwendet. 

 

Die erzielten Resultate deuteten somit daraufhin, daß VLIG-1 mglw. das einzige Mitglied der 

VLIG-Genfamilie repräsentiert, das durch IFN-γ in EF induziert werden kann und somit ein 

Bestandteil der Antwort dieser Zellen auf IFN-γ ist. 

 

 

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 großes Fragment aus der genomischen DNA von humanen C1R 

Zellen amplifiziert werden, dessen Nukleotidsequenz zu 82% und dessen vorhergesagte 

Aminosäuresequenz zu 73% identisch mit der des entsprechenden Bereiches (Aminosäureposition 

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 µl des 
Amplifikations-Produktes wurden auf einem 1%igen Agarosegel elekrophoretisch aufgetrennt. B, Dot Plot Vergleich 
der vorhergesagten Aminosäuresequenz des PCR-Produktes mit dem entsprechenden Bereich der mVLIG-1 
Proteinsequenz. Die Fenstergröße betrug 30 aa, die Stringenz der Identität 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). Ähnlich wie bei 

der Maus stammten diese ESTs größtenteils aus immunologisch relevanten Zellen oder Geweben, 

bzw. im Falle der Placenta aus einer "immunologisch privilegierten Region" [337]. 
 

GenBank Nr. Gewebe oder Zell-Linie Position innerhalb der aa-
Sequenz von mVLIG-1 

Identität/Ähnlichkeit zu 
mVLIG-1 in % 

AW405524 Keimzentrum B-Zellen 2192-2346 70/82 
AA311788 Jurkat T-Zellen 2355-2427 75/81 
AU155698 Placenta 2367-2427 72/78 
AU134885 Placenta 1813-2048 55/71 
AK0234354 Placenta 1813-2427 64/76 
AA311234 Jurkat T-Zellen (3' UTR) - 
AW656364 karzinoide Lunge (3' UTR) - 
BI359647 Lymphknoten (3' UTR) - 

 
Tabelle 4. Zu mVLIG-1 homologe humane ESTs. Als Suchprogramm diente TBlastn und Blastn unter Verwendung 
der vorhergesagten Aminosäure-Sequenz von mVLIG-1, bzw. der vollständigen mVLIG-1 cDNA Sequenz. 
Identität/Ähnlichkeit bezieht sich auf die Aminosäure-Sequenz von mVLIG-1. 
 

Mit Hilfe der vor kurzem veröffentlichten humanen Genomsequenz [492, 493] konnte schließlich 

die vollständige genomische Sequenz eines humanen Homologes von mVLIG-1 (oder eines 

anderen Mitgliedes der Maus VLIG-Familie5) 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-L17, auch als MRP-L26 bezeichnet) 

                                                                 
4 Identisch mit NM025006, XM018090, dem "unnamed protein product BAB14573" und dem "hypothetischem 
Protein FLJ13373". 
5 Aufgrund fehlender Sequenzinformationen von anderen Mitgliedern der Maus VLIG-Familie, konnte nicht 
eindeutig bestimmt werden, ob es sich bei hVLIG tatsächlich um ein Homolog von mVLIG-1 handelte. Die 
vorhandenen Sequenzinformationen deuteten jedoch darauf hin. 
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(Y. Peng, 2000, nicht veröffentlicht) und der zur G-Protein gekoppelte Rezeptor-Familie 

gehörende olfaktorische Rezeptor, Familie 6, Subfamilie A, Mitglied 1 (OR6A1) [494, 495].  

 

 

Abbildung 19. Chromosomale Lokalisierung von hVLIG-1. A, Schematische Gesamtübersicht des humanen 
Chromosom 11. B , Ausschnittvergrößerung 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 über das "National Center for Biotechnology Information" (NCBI) 

zugänglichen Datenbank des "International human genome sequencing consortium "  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) war die Celera Genomdatenbank (http://www.celera.com) nur 

eingeschränkt analysierbar. So ließ sich der genomische Kontext eines Gens, wie z.B. dessen 

Promoter-Region oder 3' und 5' UTRs nicht bestimmen. Zudem wurden keine Hinweise über 

mögliche Einzel-Nukleotid Polymorphismen (SNP) gegeben. Anzumerken ist auch, daß in beiden 

Datenbanken nicht die vollständige humane Genomsequenz vorliegt, sondern nur Sequenz-

Contigs zwischen denen Sequenzlücken unbestimmter Größe existieren. 

 

Analysen der NCBI-Datenbank durch das Programm TBlastn (Vergleich einer Proteinsequenz mit 

einer in allen Leserastern translatierten Nukleotidsequenz-Datenbank) unter Verwendung der 

vollständigen Proteinsequenz von mVLIG-1 zeigten, daß Contig NT_009325 des Chromosoms 11 

eine durchgehende Sequenzinformation trug, in der sämtliche identifizierte ESTs sowie das  

PCR-Fragment mit 98-100%iger Identität lokalisierten. Die identifizierte Sequenz (siehe Anhang) 

verlief dabei kolinear zum VLIG-1 Protein und wies einen hohen Homologiegrad zu diesem auf. 

Bei genauerer Analyse stellte sich jedoch heraus, daß die Proteinsequenz einerseits von 

verschiedenen Leserastern kodiert wurde und diese andererseits durch Stopp-Kodons 

unterbrochen waren. Eines dieser Leseraster war potentiell kodierend für ein Proteinfragment das 

dem mVLIG-1 Protein beginnend vom N-terminalen Ende bis zur Aminosäure an Position 74 
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entsprach und anschließend durch ein Stopp-Kodon vorzeitig terminiert wurde. Dieses Fragment 

war auf Aminosäureebene zu 66% identisch, bzw. zu 80% ähnlich mit der entsprechenden 

Sequenzregion des mVLIG-1 Proteins und auf Nukleotidebene zu 72% identisch. Überlappend 

mit diesem Leseraster war ein zweites, potentiell kodierendes Leseraster, das mit dem mVLIG-1 

Protein, beginnend von dessen Aminosäure an Position 77 bis zum C-terminalen Ende zu 67% 

identisch und zu 80% ähnlich war. Die Identität auf Nukleotidebene betrug 77%. Die 

Leserasterverschiebung auf der Ebene der humanen genomischen DNA wurde hervorgerufen 

durch eine Deletion von 14 nt (die Größe der Deletion variierte je nach der verwendeten 

Sequenzvergleichsmethode) (siehe Anhang). Anhand der Celera-Genomdatenbank ließ sich diese 

Sequenzinformation aus den zuvor genannten Gründen nicht überprüfen. 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 Einzelbasenaustausch ließ sich durch die Celera-Genomdatenbank  

(Gen-Identifikationsnummer: hCG1643360) bestätigen. Demnach lag auf Ebene der humanen 

genomischen DNA zwar eine Nukleotidsequenz vor, die homolog zur gesamten CDS von 

mVLIG-1 war, aufgrund der vorhandenen Deletion und des Einzelbasenaustausches jedoch für ein 

putatives hVLIG-1 Protein kodierte, das in spezifischen Bereichen divergent zum mVLIG-1 

Protein und sein mußte.  

 

Unter Verwendung von Programmen zur Vorhersage putativer ORFs wurde in der  

Celera-Genomdatenbank eine mRNA (hCT1643487) und Proteinsequenz (hCP1618216) von 

hVLIG postuliert. Demnach würde 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 Gründen 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 willkürlich gewählt. So würde gemäß der 

Celera Vorhersage Exon 4 nur aus 12 bp bestehen. Ein wesentlich gewichtiger Grund war jedoch, 

daß der von Celera postulierte C-terminale Bereich des Proteins nicht mit der aus den humanen 

ESTs abgeleiteten Aminosäure-Sequenz, bzw. nicht mit der Sequenz des "hypothetischen Proteins 

FLJ13373" (siehe Tabelle 4), das gesicherte Erkenntnisse für die Sequenz des C-terminalen Endes 

liefert, übereinstimmte. Hervorgerufen wurde diese Divergenz durch eine Leserasterverschiebung 

aufgrund der Insertion eines zusätzlichen 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 bestätigt 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 Überlegungen, daß das putative hVLIG Protein in einem 

möglichst großen Sequenzbereich homolog zu mVLIG-1 und putative Start-Kodon in eine Kozak-

Sequenz eingebettet sein sollten. Ferner wurde berücksichtigt das u.U. einzuführende Introns der 

GT-AG Regel an ihren Grenzen folgten. Das derart vorhergesagte hVLIG Protein wurde von drei 

Exons mit insgesamt 7122 nt gebildet, die für ein Protein von 2374 aa kodierten, dessen  

N-terminales, sowie C-terminales Ende mit dem von mVLIG-1 übereinstimmte. Die Identität 

dieses postulierten hVLIG-1 Proteins zu mVLIG-1 betrug 66% und die Ähnlichkeit 79% (Abb. 

20). 

 

Abbildung 20. Dot Plot Vergleich der Aminosäuresequenz von mVLIG-1 und dem vorhergesagtem humanem  
VLIG-1 (hVLIG-1). Die Fenstergröße betrug 30 aa, die Stringenz der Identität wurde auf 20 aa (= 66%) festgelegt. 
Die N-Termini befinden sich unten links. 
 

Gesicherte Erkenntnisse über die Struktur und Sequenz des hVLIG-1 Gens, bzw. Proteins lassen 

sich jedoch erst nach der Isolierung der vollständigen cDNA dieses Gens bestimmen. Es erscheint 

aber als sehr wahrscheinlich, daß hVLIG-1 nicht von einem intronlosem Gen kodiert wird und ein 

geringeres Molekulargewicht als mVLIG-1 aufweist, jedoch ebenfalls eine GTP-Bindungsdomäne 

besitzt, wobei gerade diese Sequenzregion zwischen Maus und Mensch hoch konserviert 

vorliegen könnte. So war eine Sequenzregion von 163 aa (Aminosäure 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% ähnlich (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 unvollständig sequenziert und wurde infolgedessen durch eine Sequenzlücke 

unbekannter Größe unterbrochen (daher hier nicht gezeigt). Die bereits bekannte Sequenz 

beinhaltete über ihre gesamte Länge und in allen Leserastern eine Vielzahl von  Stopp-Kodons, 

Insertionen, Deletionen und Lesesrasterverschiebungen, so daß diese genomische Sequenzregion 

vermutlich nicht für ein Protein kodierend ist und ein Pseudogen darstellt. Die Analyse der 

Celera-Datenbank lieferte ebenfalls Hinweise auf die Existenz weiterer zu mVLIG-1 homologer 

Sequenzregionen innerhalb des humanen Genoms. Diese waren jedoch ebenfalls nur 

bruchstückhaft sequenziert und nicht zu einer durchgehenden Contig-Sequenz zusammengefügt. 

Inwiefern es sich dabei um denselben Sequenzbereich wie in Contig NT-009325 handelte ließ 

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

 

Die Suche nach weiteren humanen Homologen von mVLIG-1 führte zur Identifizierung des 

KIAA1507 Proteins (GenBank Nr.: BAA96031) als dem nächsten Verwandten von mVLIG-1. 

Dieses Protein unbekannter Funktion, dessen Start-Kodon bisher noch nicht identifiziert wurde, 

war über eine Länge von 872 aa zu 28% identisch und zu 49% ähnlich 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 

ebenfalls eine GTP -Bindungsdomäne, wobei in dieser Sequenzregion die größte Homologie zu 

mVLIG-1 nachgewiesen werden konnte. Ein Vergleich zwischen KIAA1507 und dem hVLIG 

Protein wurde nicht durchgeführt, 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 durchgeführt werden, da dessen Sequenz nicht bekannt war und 

nur einige mit KIAA1507 homologe ESTs ident ifiziert werden konnten, die sich jedoch nicht zu 

einer vollständigen Sequenz zusammenfügen ließen. 
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Abbildung 21. Dot Plot Vergleich zwischen der Aminosäuresequenz von humanem KIAA1507 und mVLIG-1. Die 
Fenstergröße betrug 30 aa, die Identität 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  repräsentierten, konnten neben der Maus und dem 

Menschen noch in anderen Organismen identifiziert werden. Tabelle 5 gibt eine Übersicht über 

die identifizierten Fragmente, deren Gewebeherkunft leider nicht näher spezifiziert war.  

 

GenBank-Nr. Organismus Position innerhalb der 
Amniosäuresequenz von 

VLIG-1 

Identität/Ähnlichkeit 
zu VLIG-1 in % 

AI012016 
BF287794 
H35128 
C06645 

Ratte  
Ratte 
Ratte 
Ratte  

2008-2172 
(3' UTR) 
(3' UTR) 
(3' UTR) 

82/90 
- 
- 
- 

BE479845 Rind 1028-1187 68/80 
AW479067 Rind 2350-2427 67/81 
AW446830 Rind 370-497 58/77 
AW336641 Rind 143-232 51/65 
AW656364 Rind 1440-1613 37/64 
BI359647 Schwein 1703-1848 69/86 
BI359652 Schwein 1754-1835 67/81 
AF102505 Schwein 1325-1388 62/71 
BI359650 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 
AW018522 Zebrafisch 973-1151 46/66 
AW454996 Zebrafisch 2269-2426 45/56 
AW018923 
BF717853 

Zebrafisch 
Zebrafisch 

1722-1895 
1722-1891 

39/69 
36/63 

AI497127 Zebrafisch 2113-2242 39/59 
 
Tabelle 5. Zu VLIG-1 homologe ESTs aus verschiedenen Spezies. Als Suchprogramm diente TBastn, unter 
Verwendung der vorhergesagten Aminosäuresequenz von VLIG-1. 



                          Ergebnisse 

82 

VLIG-1 Homologe ließen sich sowohl in evolutionär näher mit der Maus verwandten Spezies, wie 

der Ratte (Rattus norvegicus), dem Rind (Bos taurus) und dem Schwein (Sus scrofa), als auch 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 repräsentieren und ob in diesen Spezies eine VLIG-Genfamilie existiert, 

konnte anhand der verfügbaren geringen Sequenzinformationen nicht festgestellt werden. 

 

In Nicht-Vertebraten wie der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), dem Fadenwurm 

(Caenorhabditis elegans) oder der Hefe (Saccharomyces cerevisiae) ließen sich hingegen weder 

auf Transkript-, noch auf genomischer Ebene mit VLIG-1 sequenzverwandte Gene oder 

Genfragmente identifizieren. 

 

Durch die Analyse der genomischen DNA Datenbank der Ratte gelang es, die vollständige CDS 

des Ratten VLIG-1 Homologes (rVLIG) zu ermitteln (siehe Anhang).  

Die ebenfalls intronlose CDS umfaßte 7335 Nukleotide, die für ein Protein von 2445 aa mit einem 

Molekulargewicht von 282515 Dalton kodierten. Die Proteinsequenz von rVLIG war zu 84% 

identisch und zu 91% ähnlich mit der von mVLIG-1 (Abb. 22), und enthielt ebenso wie dieses 

eine GTP -Bindungsdomäne als einziges erkennbares strukturelles Motiv, die in beiden Spezies 

hochkonserviert vorlag. Im Unterschied zum mVLIG-1 Protein besaß das Homolog der Ratte eine 

C-terminale Extension von 16 aa.  

Ferner konnten Hinweise gefunden werden, daß auch die Ratte auf genomischer Ebene mehr als 

nur ein mit VLIG-1 sequenzverwandtes Gen besitzt. Inwiefern dieses jedoch auch exprimiert 

wird, ließ sich nicht feststellen, da keine mit diesem Gen korrespondierende ESTs identifiziert 

wurden. Unter Verwendung der 5' UTR Sequenz von mVLIG-1 als Suchmotiv ließen 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 Aminosäuresequenz von mVLIG-1 
mit dem VLIG Homolog der Ratte. Die Fenstergröße betrug jeweils 30 nt, bzw. 30 aa und die Identitätsstringenz 
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 C-terminalen Ende des Zebrafisch VLIG-1 Homologes vorherzusagen (siehe Anhang). 

Dieses Sequenzfragment war zu der korrespondierenden Sequenzregion des mVLIG-1 Proteins zu 

30% identisch und zu 62% ähnlich, beinhaltete jedoch noch eine Sequenzlücke von ca. 20 aa. Die 

Existenz von Introns in diesem Teil 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, daß auf genomischer 

Ebene mindestens vier unterschiedliche mit VLIG-1 sequenzverwandte Gene existieren, die 

jedoch mglw. Pseudogene repräsentieren. 

 

 

3.9 Charakterisierung der konstitutiven VLIG-1 Expression in verschiedenen Geweben 

 

Zur Bestimmung der konstitutiven Expression von VLIG-1 wurden Northern Blot Analysen unter 

Verwendung verschiedener Gewebe der Maus durchgeführt (Abb. 23). Zu diesem Zweck wurde 

ein kommerziell erhältlicher Blot der Firma Ambion verwendet, der laut Herstellerangaben mit 

jeweils 2 µg poly(A) RNA pro Gewebe, die von nicht-induzierten Swiss Webster Mäusen isoliert 

wurden, beladen war.  

Es konnte festgestellt werden, daß VLIG-1 im Vergleich zu GAPDH allgemein nur äußerst 

schwach konstitutiv exprimiert wurde, da die Autoradiographie von VLIG-1, bei gleicher 

spezifischer Aktivität der eingesetzten Hybridisierungssonde, ca. 400x länger exponiert werden 

mußte, um annähernd gleiche Signalintensitäten wie von GAPDH zu erreichen. Die höchsten 
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basalen Expressionsraten von VLIG-1 ließen 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, daß 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 Abschätzung der basalen 

VLIG-1 Expressionsraten herangezogen werden. Die Einschätzung der konstitutiven VLIG-1 

Expressionsraten bezog sich daher ausschließlich auf die vom Hersteller garantierte, gleichmäßige 

Beladung des Northern Blots. Die erzielten Ergebnisse konnten durch eine Northern Blot Analyse 

eines weiteren Gewebe-Blots der selben Firma bestätigt werden. 
 

 

Abbildung 23. Northern Blot Analyse der konstitutiven Expression von VLIG-1 in unterschiedlichen Geweben der 
Maus. Die vollständige VLIG-1 cDNA diente als Hybridisierungssonde. Pro Spur wurden 2 µg poly(A) RNA, isoliert 
aus verschiedenen Geweben von Swiss Webster Mäusen gemischten Geschlechtes, aufgetragen. Die 
Expositionszeiten der Autoradiographen sind nicht identisch. So wurde VLIG-1 mehr als 400x länger exponiert als 
GAPDH. 
 

 

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

 

Zum Studium der IFN-γ abhängigen Induktion von VLIG-1 in vivo wurden verschiedene 

Mausstämme mit dem fakultativ intrazellulären, Gram-positivem Bakterium Listeria 

monocytogenes infiziert, da die Beteiligung von IFN-γ an der frühen und späten Abwehr einer 

Listerien-Infektion gezeigt werden konnte [326]. Zelluläre Produzenten von IFN-γ während der 

frühen Phase einer Listeria monocytogenes Infektion sind dabei vor allem NK-Zellen, die durch 

von Makrophagen sezerniertem IL-12 und/oder IL-18 aktiviert werden. Innerhalb der späten 

Phase einer Listerien-Infektion sind dann Antigen-spezifische T-Zellen die Hauptproduzenten von 

IFN-γ [499, 500]. 
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24 h nach intraperitonealer Infektion unterschiedlicher Mausstämme mit Listeria monocytogenes, 

also noch während der frühen Infektionsphase, wurden die Lebern isoliert und die Expression von 

VLIG-1 durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert. Abbildung 24 zeigt, daß VLIG-1 massiv 

in der Leber Listerien-infizierter C57BL/6J Wild-Typ Mäuse induziert wurde. In der Leber von 

infizierten IFN-γR0/0  Mäusen konnte hingegen keine VLIG-1 Induktion beobachtet werden, was 

die absolute Abhängigkeit dieser Induktion von IFN-γ zeigte. Die Induktion von VLIG-1 war 

dagegen unabhängig von TNF-α, da VLIG-1 auch in der Leber von Listerien-infizierten Mäusen 

ohne funktionellen TNF-α p55 Rezeptor (TNFRp55-/- Mäuse), der die TNF-α abhängige 

protektive Antwort zur Abwehr der Listerien vermittelt [501], induziert wurde. Die Induktion von 

VLIG-1 in diesen Mäusen schien im Vergleich zur Induktion in Wildtyp Mäusen sogar noch 

verstärkt zu sein. Eine längere Expositionszeit des Northern Blots zeigte zudem eine schwache 

konstitutive Expression von VLIG-1 in der Leber von allen untersuchten Mäusen, wie sie auch in 

der Analyse der konstitutiven VLIG-1 Expression (Abb. 23) erkennbar war. 

 

 

Abbildung 24. Induktion von VLIG-1 in verschiedenen Mausstämmen nach Infektion mit Listeria monocytogenes. 
Gezeigt durch eine Northern Blot Analyse von Leber Gesamt -RNA. Als Hybridisierungssonde diente radioaktiv 
markierte, vollständige VLIG-1 cDNA. Die Mäuse wurden mit 1/10 der LD50 intraperitoneal infiziert und die Lebern 
nach 24 h isoliert. 10 µg Gesamt -RNA wurden pro Spur geladen. Als Ladekontrolle diente die Hybridisierung mit 
GAPDH. Die Expositionszeit nach GAPDH-Hybridisierung betrug 6 h, während der mit VLIG-1 hybridisierte Blot 
für 24 h exponiert wurde. 
 

 

3.11 In vitro Charakterisierung des Induktionsprofils von VLIG-1  

 

Nachfolgende Experimente wurden durchgeführt 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 können. Dabei sollte untersucht werden, ob VLIG-1 ausschließlich 

Bestandteil der zellulären Antwort auf IFN-γ ist, oder auch an den durch Interferon-Typ I oder 
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TNF-α vermittelten Zellantworten beteiligt ist. Ferner sollte ermittelt werden, ob VLIG-1 in eine 

Zelltyp-spezifische oder zelltypübergreifende Antwort auf Zytokine involviert ist und inwieweit 

sich die vorhergesagten putativen Promotormotive anhand der erzielten Resultate bestätigen oder 

widerlegen lassen 

 

Zu diesem Zweck wurden zunächst C57BL/6J EF, bzw. die aus C57BL/6J Mäusen stammende 

Makrophagen Zell-Linie ANA-1 für 24 h entweder mit 100 U/ml IFN-γ oder mit 100 U/ml IFN-β 

stimuliert und die Induktion von VLIG-1, des p65 GTPase Familienmitgliedes mGBP-2 oder von 

IIGP, 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 Interferon-Typ I oder Typ II in EF und ANA-1 Makrophagen dramatisch, auf das 

ca. 100-200fache erhöht, wobei die Induktionsrate durch Interferon-Typ I in beiden Zelltypen ca. 

3-4fach niedriger als durch IFN-γ ausfiel. Unter identischen experimentellen Bedingungen wurden 

mGBP-2 und IIGP in beiden Zelltypen durch IFN-γ im gleichen Maße wie VLIG-1 induziert, 

während ihre Induktionsrate nach IFN-β  Stimulation im Vergleich zu ihrer Induktion durch IFN-γ 

und zu VLIG-1 wesentlich schwächer ausfiel, wobei eine IFN-β vermittelte Induktion in ANA-1 

Makrophagen nahezu nicht nachweisbar war. 

 

 

Abbildung 25. Northern Blot Analyse der Induktion von VLIG-1, mGBP-2 und IIGP durch Interferon-Typ I und  
Typ II in C57BL/6J EF und C57BL/6J ANA-1 Makrophagen. Die Zellen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-β oder 
100 U/ml IFN-γ stimuliert und jeweils 10 µg Gesamt -RNA pro Spur geladen. Die Hybridisierung von VLIG-1 und 
IIGP erfolgte simultan. Die Hybridisierung mit GAPDH ist als Ladekontrolle gezeigt. 
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Da eine Interferon-vermittelte Erhöhung der Expressionsrate auf mRNA-Ebene nicht 

zwangsläufig zu einer Steigerung der Proteinexpression führen muß [502, 503], wurde zusätzlich 

eine Western Blot Analyse unter Verwendung vo n TX-100 Lysaten IFN-γ stimulierter C57BL/6J 

EF und beider α-VLIG-1 Antiseren (siehe Material und Methoden) durchgeführt (Abb. 26). Es 

zeigte sich, daß 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-γ Stimulation zu 

beobachten. Zusätzlich konnten mit beiden Antiseren weitere, nur nach IFN-γ Stimulation 

auftretende Proteinsignale mit niedrigerem apparenten Molekulargewicht als das für VLIG-1 

kalkulierte detektiert werden (in Abb. 26 mit * gekennzeichnet). 

 

 

Abbildung 26. Western Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins unter Verwendung von 
TX-100 Lysaten von C57BL/6J EF und der α-VLIG-1 Antiseren VLIG-1/B und VLIG-1/218. Die Zellen wurden für 
24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert. Zusätzlich von den Antiseren erkannte, induzierbare Proteine mit niedrigerem 
apparentem Molekulargewicht sind mit * markiert. 
 

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

beruhender, synergistischer Effekt bei der transkriptionellen Aktivierung nach gleichzeitiger 

Stimulation von Zellen mit TNF-α und IFN-γ beobachtet werden ( [504-506], siehe  auch Anhang).  

 

Um zu untersuchen ob sich ein Synergismus von IFN-γ und TNF-α auch bei der Induktion von 

VLIG-1, mGBP-2 und IIGP konstatieren läßt und inwiefern diese Gene auch nur durch TNF-α 

induziert werden können, wie im Falle von VLIG-1 durch die Existenz von putativen  

NFκB-Promotorelementen nahegelegt wird, wurden C57BL/6J EF für 24 h entweder mit 100 

U/ml IFN-γ, 2000 U/ml TNF-α oder gleichzeitig mit beiden Zytokinen stimuliert und ihre 

Induktion durch eine Northern Blot Analyse dokumentiert. Die Analyse zeigte, daß weder  

VLIG-1, noch mGBP-2 oder IIGP signifikant durch TNF-α alleine, oder in synergistischer Weise 



                          Ergebnisse 

88 

durch IFN-γ und TNF-α induziert wurden, während dies, wie zuvor beschrieben [507-509], 

anhand der Induktion der schweren Kette des MHC Klasse I Kb Alleles nachgewiesen werden 

konnte (Abb. 27). Die Expression von VLIG-1 wurde höchsten in minimaler Weise, um weniger 

als das Zweifache, durch TNF-α induziert, wie anhand einer verlängerten Expositionszeit der 

Autoradiographie festgestellt werden konnte (hier nicht gezeigt). Eine geringfügig 

unterschiedliche Beladung des Northern Blots, als Ursache dieser minimalen Induktion ließ dabei 

nicht gänzlich ausschließen. 

 

 

Abbildung 27. Northern Blot Analyse der Induktion von VLIG-1, mGBP-2, IIGP und des MHC Klasse I Kb Allels 
durch IFN-γ und TNF-α in C57BL/6J EF. Die Zellen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ, 2000 U/ml TNF-α oder 
100 U/ml IFN-γ + 2000 U/ml TNF-α stimuliert. Jeweils 10 µg Gesamt -RNA pro Spur wurde geladen. Zusätzlich 
wurden Gesamt -RNA nicht stimulierter Kontrollzellen aufgetragen. Die Hybridisierung mit GAPDH ist als 
Ladekontrolle gezeigt. 
 

 

3.12 Analyse der Zeit- und Dosis-abhängigen, Interferon-vermittelten Induktion von VLIG-

1 auf mRNA und Proteinebene  

 

Zur Bestimmung der Zeit- und Dosis-abhängigen Interferon-vermittelten Induktion von VLIG-1 

wurden Analysen unter Verwendung von Gesamt-RNA und Protein-Lysaten aus Interferon-Typ I 

oder Typ II stimulierten C57BL/6J EF durchgeführt. Dabei zeigte sich, daß sowohl durch IFN-γ 

als auch durch IFN-β  die Expression von VLIG-1 in Zeit- und Dosis-abhängiger Art und Weise 

auf Transkript- und Protein-Ebene zu induziert wurde. 
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Während 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 

einstündiger IFN-γ Stimulation festgestellt werden (Abb. 28). Die Expression von VLIG-1 

erreichte nach 12 h nahezu ihr Maximum und verblieb auf diesem hohem Expressionsniveau für 

mindestens  weitere 12 h. Die Expressionsrate von VLIG-1 wurde dabei im Vergleich zu 

unstimulierten Fibroblasten um annähernd das 200fache gesteigert. Innerhalb dieser 

Induktionskinetik ließ sich der stärkste Anstieg der Akkumulationsrate zwischen 1 h und 3 h nach 

Stimulationsbeginn feststellen.  

 

 

Abbildung 28. RPA-Analyse der Zeit-abhängigen Induktion von VLIG-1 durch IFN-γ in C57BL/6J EF. Die Zellen 
wurden über die angegebenen Zeiträume mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert. Jeweils 10 µg Gesamt -RNA wurden für die 
ÜN Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Antisinn VLIG-1-RNA-Sonde von ca. 5x105 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 schwächeren VLIG-1 Signalintensitäten bei der Northern Blot Analyse 

waren einerseits auf eine geringere Sensitivität der Northern Blot Methode im Vergleich zu RPA 

zurückzuführen und andererseits dadurch bedingt, daß in diesem Experiment nur 5 µg Gesamt-

RNA pro Spur aufgetragen wurden. Dennoch war die Zeit-abhängige, massive Induktion von 

VLIG-1 nach IFN-γ Stimulation klar zu erkennen. 
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Abbildung 29. Northern Blot Analyse der Zeit-abhängigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-γ Stimulation von 
C57BL/6J EF. Die Zellen wurden über die angegebenen Zeiträume mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert Bei diesem 
Experiment wurden nur 5 µg Gesamt -RNA pro Spur aufgetragen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv 
markierte vollständige VLIG-1 cDNA. Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt. 
 

Die Induktion von VLIG-1 durch IFN-β verlief ebenfalls Zeit-abhängig, erreichte jedoch, wie 

schon zuvor beobachtet (Abb. 25), bei gleicher eingesetzter antiviraler Unitmenge und ansonsten 

identischen experimentellen Bedingungen, eine niedrigere Induktionsrate, als nach IFN-γ 

Stimulation (Abb. 30). 

 

 

Abbildung 30. Northern Blot Analyse der Zeit-abhängigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-β Stimulation von 
C57BL/6J EF. Die Zellen wurden über die angegebenen Zeiträume mit 100 U/ml IFN-β stimuliert Pro Spur wurden 5 
µg Gesamt -RNA aufgetragen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte vollständige VLIG-1 cDNA. 
Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt. 
 

Die Dosis-abhängige Induktion von VLIG-1 nach 24stündiger Stimulation von C57BL/6J EF mit 

Interferon-Typ I oder Typ II ist in Abbildung 31 wiedergegeben. Schon durch äußerst geringe 

IFN-γ Dosen von nur 0.5 U/ml ließ sich eine eindeutige Induktion von VLIG-1 nachweisen. 

Bereits bei einer IFN-γ Konzentration von 10 U/ml wurde die maximale Expressionsrate von 

VLIG-1 erreicht, die sich auch durch eine Erhöhung der eingesetzten IFN-γ Konzentration nicht 

weiter steigern ließ. Im Gegensatz dazu konnte die VLIG-1 Expressionsrate durch eine 
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fortlaufende Erhöhung der IFN-β Konzentration stetig gesteigert werden und erst bei einer 

Konzentration von 500 U/ml IFN-β  schien das Expressionsniveau von VLIG-1 sich langsam 

seinem Maximum zu nähern. Anzumerken ist hierbei, daß die erzielten Induktionsraten nach  

IFN-γ, bzw. IFN-β  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-β deutlich. Eine signifikante Steigerung der 

mGBP-2 Expressionsrate war erst bei 250 U/ml IFN-β  erkennbar, während VLIG-1 ein 

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

erreichte. 

 

Abbildung 31. A, Northern Blot Analyse der Dosis -abhängigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-γ Stimulation von 
C57BL/6J EF. Pro Spur wurden 5 µg Gesamt -RNA aufgetragen. B, Northern Blot Analyse der Dosis -abhängigen 
Induktion von VLIG-1 nach IFN-β Stimulation von C57BL/6J EF. Pro Spur wurden 10 µg Gesamt -RNA aufgetragen. 
Die Zellen wurden jeweils für 24 h mit der angezeigten Konzentration des jeweiligen Interferons stimuliert. Als 
Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte vollständige VLIG-1 cDNA, bzw. mGBP-2 cDNA. Die 
Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt. 
 

Um mögliche Unterschiede der Zeit- und Dosis-abhängigen Induktion von VLIG-1 nach IFN-γ 

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-γ stimulierter C57BL/6J EF wiederholt. Analysen der Zeit-abhängigen, durch IFN-γ 

vermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins sind im Rahmen von Untersuchungen zur 

Proteinstabilität von VLIG-1 genauer beschrieben und dort abgebildet (Abb. 34).  

 

Es konnte nachgewiesen werden, daß die Expressionsrate von VLIG-1 nach IFN-γ Stimulation 

auch auf der Protein-Ebene in Zeit- und Dosis-abhängiger Weise induziert wurde.  

Im Unterschied zur Induktionskinetik auf Transkript-Ebene erfolgte die Zeit-abhängige Induktion 

des VLIG-1 Proteins leicht verzögert (Abb. 34). So konnte hierbei erst nach 6stündiger 
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Stimulation mit IFN-γ 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-abhängigen Induktion von VLIG-1 auf 

Transkript- und Protein-Ebene beobachtet werden (Abb. 32). In Übereinstimmung mit den 

Resultaten der Northern Blot Analyse genügte bereits die sehr geringe IFN-γ Konzentration von 

0.5 U/ml um eine deutliche VLIG-1 Induktion nach 24stündiger Stimulation nachzuweisen. Die 

Expressionsrate ließ sich jedoch durch eine fortgesetzte Dosiserhöhung kontinuierlich steigern 

und erreichte erst bei 250 U/ml IFN-γ ihr Maximum. Auch hier konnten nach IFN-γ Stimulation 

Proteinsignale detektiert werden, deren apparentes Molekulargewicht und Signalintensität kleiner 

als die von VLIG-1 (in Abb. 32 mit einem * gekennzeichnet; vgl. Abb.26). Die Signalintensität 

dieser Proteinsignale wurde dabei ebenfalls in Dosis-abhängiger Weise durch IFN-γ erhöht. 

 

 

Abbildung 32. Western Blot Analyse der Dosis -abhängigen Induktion von VLIG-1 durch IFN-γ. C57BL/6J EF 
wurden mit den angegebenen Konzentrationen IFN-γ für 24 h stimuliert und anschließend in einem TX-100 haltigem 
Puffer lysiert. Jeweils 10 µl Lysat wurden pro Spur aufgetragen. Die Detektion von VLIG-1 erfolgte mittels des  
α-VLIG-1 GST/VLIG-1/B Antiserums. Mit einem * wurden Proteinsignale gekennzeichnet deren apparentes 
Molekulargewicht und Signalintensität niedriger als für VLIG-1 waren, die jedoch vom eingesetzten α-VLIG-1 
Antiserum ebenfalls erkannt werden können. Calnexin wurde mit einem spezifischen α-Calnexin Antiserum 
nachgewiesen und diente als Ladekontrolle. Die Signale für VLIG-1, einem Polypeptid niedrigerem 
Molekulargewichtes (**) und Calnexin wurden densitometrisch quantifiziert und werden als relative 
Signalintensitäten dargestellt. 
 

 

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

 

Zur Bestimmung der mRNA Halbwertzeit von VLIG-1 wurden C57BL/6J EF für 24 h mit 100 

U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend nach Zugabe des antibiotischen Transkriptionsinhibitors 

Actinomycin D (ActD) für weitere 2-12 h unter kontinuierlicher Anwesenheit von IFN-γ inkubiert 

wurden. ActD bindet fest und spezifisch an doppelsträngige DNA und hindert sie daran, als 

wirksame Matrize für 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 längeren Expositionszeiten nicht detektiert 

werden. 

 

 

Abbildung 33. Northern Blot Analyse der mRNA Stabilität von VLIG-1. C57BL/6J EF wurden für 24 h mit 100 
U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend für weitere 2-12 h unter Zugabe von 10 µg/ml ActD inkubiert. Pro Spur 
wurden 10 µg Gesamt -RNA geladen. Als Hybridisierungssonde diente die radioaktiv markierte, vollständige cDNA 
von VLIG-1. Die Expositionszeit betrug 16 h. Als Ladekontrolle diente die Hybridisierung mit GAPDH. Die Signale 
für wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers quantifiziert und werden als relative Signalintensitäten dargestellt, wobei 
die Signalintensität nach 24 h Inkubation mit IFN-γ = 1 gesetzt wurde. Zur Bestimmung der Halbwertzeit (t1/2) wurde 
die Ordinatenachse in log10 Einheiten unterteilt. 
 

Zur Untersuchung der Zeit-abhängigen, IFN-γ vermittelten Induktion des VLIG-1 Proteins 

wurden C57BL/6J EF für 0.5-60 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend in TX-100 

haltigem Lysis-Puffer solubilisiert. Eine Annäherung an die Halbwertzeit, bzw. Stabilität des 

VLIG-1 Proteins wurde erreicht, in dem bei einem Teil der Zellen nach 48 h Inkubation mit 100 

U/ml IFN-γ das Interferon-haltige Nährmedium entnommen, die Zellen mehrfach mit 1xPBS 

gewaschen und anschließend für weitere 3-12 h in IFN-γ freiem Medium kultiviert wurden.  

 

Die Abbildung 34 zeigt die durch Western Blot Analyse ermittelte Zeit-abhängige Induktion und 

Stabilität des VLIG-1 Proteins. Im Unterschied zur Zeit-abhängigen Induktion von VLIG-1 auf 

mRNA Ebene, ließ sich eine eindeutige Induktion des VLIG-1 Proteins erst nach 6stündiger 

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-γ aus 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 führte, wie durch eine Quantifizierung der Signalintensitäten 

nachgewiesen werden konnte.  

In Übereinstimmung mit den zuvor erzielten Resultaten der Western Blot Analysen, konnten auch 

hier wieder Proteinsignale mit niedrigerem Molekulargewicht und Signalintensität durch das 

verwendete GST-VLIG-1/B α-VLIG-1 Antiserum in IFN-γ stimulierten Zellen detektiert werden 

(vgl. Abb. 26 und 32). Diese waren in unstimulierten Zellen nicht nachweisbar und ließen, 

entsprechend dem VLIG-1 Protein, erst 6 h nach Beginn der Stimulation einen quantitativen 

Anstieg erkennen, wobei sie wie VLIG-1 nach 48 h ihr maximales Niveau erreichten. Die weitere 

Inkubation der Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von IFN-γ führte im Falle dieser 

Proteinsignale zu einer geringfügigen Erhöhung der Signalintensität, wovon besonders das 

Proteinsignal mit einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa betroffen war (in Abb. 34 mit einem 

** gekennzeichnet). 

 

 

Abbildung 34. Western Blot Analyse der Zeit-abhängigen Induktion und Stabilität des VLIG-1 Proteins. C57BL/6J 
EF wurden für die angegebenen Zeiten mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend 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-γ für die angegebenen Zeiten in IFN-γ freiem Medium weiter kultiviert wurden. Zur Detektion von VLIG-1 
wurde das α-VLIG-1 GST-VLIG-1/B Antiserum verwendet. Mit * markierte Signale kennzeichnen Proteine deren 
apparentes Molekulargewicht und Signalintensität niedriger als das des VLIG-1 Proteins waren, die jedoch auch vom 
eingesetzten Antiserum erkannt wurden. Der Nachweis von Calnexin diente als Ladekontrolle. Die Signale für  
VLIG-1, den Proteinsignalen niedrigerem Molekulargewichtes und Calnexin wurden densitometrisch quantifiziert 
und werden als relative Signalintensitäten dargestellt. 
 

Zur genaueren Analyse der Proteinstabilität von VLIG-1 wurden "Pulse-Chase" Experimente bei 

kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-γ durchgeführt. Die Markierungsdauer ("Pulse") 

neusynthetisierter Proteine betrug 1 h und dem Schicksal dieser Proteine ("Chase") wurde für 
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weitere 0.5-30 h gefolgt. Zur Immunopräzipitation wurde das polyklonale α-VLIG-1 VLIG-1/B 

Antiserum verwendet. Wie in Abbildung 35 zu erkennen wiesen die Immunopräzipate des 

verwendeten Antiserums einen relativ hohen Hintergrund auf. Zudem zeigten sich in den Spuren 

der Immunopräzipitate nach 2 h, 4 h und 20 h "Chase"-Dauer unspezifische, hochmolekulare 

Artefakte, die schon in der Coomassie-Blue Färbung des Gels sichtbar waren. Der unspezifische 

Charakter dieser Signale wurde daran ersichtlich, daß die Probe nach 20 h "Chase"-Dauer 

zweifach auf das Gel aufgetragen wurde, daß Artefakt jedoch nur in einer der beiden Spuren 

auftrat. Nichtsdestotrotz ließen sich Proteinsignale detektieren, die spezifisch für VLIG-1 waren, 

da einerseits ihr apparentes Molekulargewicht dem des berechneten von VLIG-1 entsprach und 

sie andererseits nur in Lysaten IFN-γ stimulierter EF auftraten. Aufgrund des hohen 

Hintergrundes wurde auf die exakte Kalkulation der Halbwertzeit des VLIG-1 Proteins verzichtet. 

Dennoch konnte, in Übereinstimmung mit dem zuvor erzieltem Resultat der Western Blot 

Analyse, gezeigt werden, daß es sich bei VLIG-1 um ein langlebiges, sehr stabiles Protein 

handelt, da auch nach 20 h "Chase"-Dauer keine signifikante Reduktion der Signalintensität 

festgestellt werden konnte.  

 

 

Abbildung 35. Pulse-Chase Analyse der Proteinstabilität von VLIG-1. Das gesamte Experiment erfolgte in 
kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-γ. C57BL/6J EF wurden für 24 h in normalem Nährmedium 
kultiviert, das anschließend für 1 h durch Methionin-freies Hungermedium ersetzt wurde. Die nachfolgende 
biosynthetische Markierung mit [35S]-Methionin erfolgte für 1 h bevor ein Überschuß an nicht-markiertem Methionin 
zugegeben wurde. Die Zellen wurden für die angegebenen Zeiten (0-30 h) weiter kultiviert, in TX-100 haltigem 
Puffer lysiert und ein jeweils 5x106 cpm entsprechendes Volu men der Lysate in einer Immunopräzipitation unter 
Verwendung des α-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 Mäusen mit unterschiedlichem genetischen 

Hintergrund 

 

In der Maus existiert ein Polymorphismus sowohl für die zur Dynamin-Familie gehörenden, 

primär durch Interferon-Typ I induzierbaren Mx GTPasen, als auch für die zur gleichen Familie 

gehörende p65 GTPase mGBP-1 [363, 364, 402, 417, 426, 432, 433, 510, 511] Im Falle von 

mGBP-1 kann bei Mausstämmen die das GBP1b Allel tragen dieses Gen nicht induziert werden, 
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während 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 Mäusen mit 

unterschiedlichem genetischen Hintergrund durchgeführt, wobei einerseits die vollständige cDNA 

und andererseits ein Teil der 3' UTR von VLIG-1 als Hybridisierungssonde eingesetzt wurde 

(siehe Material und Methoden). 

 

Unter Verwendung der vollständigen VLIG-1 cDNA konnte nach IFN-γ Stimulation von EF aus 

129/sV oder BALB/c Mäusen, sowie von der Fibroblasten Zell-Linie L929 mit C3H/An 

genetischem Hintergrund ein induzierbares Transkript detektiert werden, das mit einer Größe von 

ca. 9 kb der VLIG-1 Transkriptgröße in C57BL/6J EF entsprach (Abb. 36). Die detektierten 

Transkripte wiesen jedoch nach IFN-γ Stimulation im Vergleich zu VLIG-1 in C57BL/6J EF ein 

leicht reduziertes Expressionsniveau auf. Zudem war auffällig, daß die konstitutive Expression 

des detektierten Transkriptes in L929 Zellen wesentlich stärker war, als die in C57BL/6J EF.  

 

 

Abbildung 36. Northern Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion von VLIG-1 in Fibroblasten verschiedener 
Mausstämme. EF von C57BL/6J, 129/sV, bzw. BALB/c Mäusen, sowie die aus C3H/An Mäusen stammende 
Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert. Pro Spur wurden 10 µg Gesamt -RNA 
geladen. Als Hybridisierungssonden dienten die vollständigen cDNAs von VLIG-1 und mGBP-2. Wobei Letztere 
auch mGBP-1 detektiert. Die Hybridisierung mit GAPDH als Beladungskontrolle ist gezeigt. 
 

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, bzw. RAW264.7 Makrophagen mit BALB/c Hintergrund verwendet wurde. Die 

vollständige VLIG-1 cDNA als Hybridisierungsonde erkannte in beiden Makrophagen  

Zell-Linien ein massiv durch IFN-γ induzierbares Transkript von ca. 9 kb, daß signifikant 

vermindert durch IFN-β  und gar nicht, oder nur äußerst schwach durch TNF-α induziert wurde 

(Abb. 37). Dieses Resultat war dabei in Übereinstimmung mit zuvor erzielten Ergebnissen der 

Zytokin vermittelten Induktion von VLIG-1 (vgl. Abb. 25 und 27). Die Signalintensität des in 

stimulierten BALB/c RAW264.7 Makrophagen detektierten Transkriptes war auch hier geringer 

als das von VLIG-1 in C57BL/6J ANA-1 Makrophagen (Abb. 37). 

 

 

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 für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ, 100 U/ml IFN-β oder 2000 U/ml TNF-α induziert. 10 µg 
Gesamt -RNA wurden pro Spur geladen. Als Hybridisierungssonden dienten die vollständige 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 ließ sich zudem der polymorphe Charakter der 

Induktion von mGBP-1 in den verschiedenen Mausstämmen nachweisen. Die eingesetzte 

Hybridisierungssonde der vollständigen cDNA von mGBP-2 war dabei aufgrund der hohen 

Sequenzidententität von mGBP-1 und mGBP-2 [399, 404], in der Lage, sowohl mGBP-1 als auch 

mGBP-2 zu detektieren. So konnte in Übereinstimmung mit zuvor beschriebenen Ergebnissen 

[417, 433] keine Induktion von mGBP-1 in das GBP1b 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, daß VLIG-1 massiv durch IFN-β  induziert 

werden kann, während keine Induktion von mGBP -1 und/oder mGBP-2 nach IFN-β  Stimulation 

festgestellt werden konnte (Abb. 37). 
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Während diese Ergebnisse darauf hindeuteten, daß in allen untersuchten Mausstämmen ein zu 

VLIG-1 identisches Gen nach IFN-γ Stimulation induziert wurde, zeigte sich unter Verwendung 

einer Hybridisierungssonde die einen Großteil der 3' UTR von VLIG-1 abdeckt ein konträres 

Resultat (Abb. 38). 

 

Mit der VLIG-1 3' UTR spezifischen Sonde ließen sich in IFN-γ stimulierten BALB/c RAW264.7 

Makrophagen nur nach einer, im Vergleich zu C57BL/6J ANA-1 Makrophagen, zehnfach 

längeren Expositionszeit, bei ansonsten identischen experimentellen Bedingungen, zwei 

verschiedene Signale von schwach induzierten Transkripten, deren Größe um 9 kb betrug, 

nachweisen,. In IFN-β stimulierten RAW264.7 Makrophagen ließen sich hingegen überhaupt 

keine Hybridisierungssignale detektieren (Abb. 38). 

 

 

Abbildung 38. Northern Blot Analyse der IFN-β und IFN-γ vermittelten Induktion von VLIG-1 in Makrophagen 
Zell-Linien unterschiedlichen genetischen Hintergrundes. C57BL/6J ANA-1 Makrophagen und BALB/c RAW264.7 
Makrophagen wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ oder 100 U/ml IFN-β stimuliert. Pro Spur wurden 10 µg  
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, während der RAW264.7 Blot für 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 Mausstämmen hindeutete, wurden die Untersuchungen auf 

Proteinebene wiederholt.  

 

Dazu wurden die verschiedenen EF, bzw. die Fibroblasten-Zell-Linie für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ 

stimuliert und die Zellen anschließend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zahl der Zellen zum 

Zeitpunkt der Lyse war hierbei jedoch nicht identisch. Sie betrug bei 129/sV und C57BL/6J EF 

ungefähr 1x106 Zellen, während 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 angepaßt, wie auch an der Calnexin Ladekontrolle zu erkennen war. Die Western Blot 

Analyse wurde mit Hilfe des α-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums, ein polyklonales Antiserum, das 

gegen ein ca. 56 kDa großes Proteinfragment von VLIG-1 gerichtet ist (siehe Material und 

Methoden) durchgeführt. 

In allen Lysaten konnten zwar Signale IFN-γ induzierter Proteine detektiert werden, jedoch war 

das apparente Molekulargewicht des stärksten 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-ähnlich" bezeichnet) (Abb. 39). 

Die Intensität 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 höheren Zellzahl als der von C57BL/6J 

EF entsprach.  

Ferner ließen sich in L929 Fibroblasten und BALB/c EF nach IFN-γ Stimulation weiterer 

Proteinsignale nachweisen, deren apparentes Molekulargewicht und Signalintensität im Vergleich 

zum VLIG-1 Protein in C57BL/6J EF noch stärker reduziert waren. 

 

 

Abbildung 39. Western Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion von VLIG-1 in EF, bzw. Fibroblasten  
Zell-Linien mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. EF isoliert aus C57BL/6J, 129/sV und BALB/C 
Mäusen, sowie die aus C3H/An stammende Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ 
stimuliert und anschließend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zellzahl zum Zeitpunkt der Lyse betrug für 
C57BL/6J und 129/sV EF ca. 1x106 Zellen, für BALB/c EF 2x106 und für L929 Fibroblasten 4x106 Zellen. Jeweils 15 
µl Zell-Lysat wurden pro Spur geladen und in einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. 
Zur Detektion wurde das polyklonale α-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserum verwendet. Der Nachweis von Calnexin diente 
zur Ladekontrolle. 
 

Eine erneute Western Blot Analyse von IFN-γ stimulierten BALB/c und C57BL/6J EF, unter 

Verwendung desselben Antiserums, zeigte nach längerer Expositionszeit, daß auch in BALB/c EF 

ein induzierbares Proteinsignal nachgewiesen werden konnte, dessen apparentes 

Molekulargewicht dem von VLIG-1 entsprach, daß aber eine wesentlich geringere 
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Signalintensität als dieses aufwies, die vergleichbar mit dem von VLIG-1 in unstimulierten 

C57BL/6J EF war (Abb. 40). Die stärkste Signalintensität 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 Übereinstimmung mit zuvor erzielten Western Blot 

Resultaten wurden mittels des VLIG-1/B Antiserums in C57BL/6J EF weitere IFN-γ induzierbare 

Proteinsignale mit niedrigerem Molekulargewicht und Signalintensität als VLIG-1 detektiert. 

Interessanterweise entsprachen diese in ihrem apparenten Molekulargewicht näherungsweise der 

Hauptproteinbande in BALB/c EF (in Abb. 40 durch * gekennzeichnet), bzw. einem weiterem in 

diesen Zellen detektierbaren, IFN-γ induzierten Proteinsignal (in Abb. 40 mit ** markiert). 

 

 

Abbildung 40. Western Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion von VLIG-1 in C57BL/6J und BALB/c EF 
unter Verwendung des α-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums. Jeweils 1x106 EF wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ 
induziert und anschließend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Pro Spur wurden 15 µl 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-ähnlichen Proteinen in 

anderen Mausstämmen war noch signifikanter in Western Blot Analysen unter Verwendung des 

α-VLIG-1 VLIG-1/218 Peptidantiserums ausgeprägt (Abb. 41). Mit diesem Antiserum konnte in 

129/sV EF nur nach verlängerter Expositionszeit ein sehr schwaches Signal eines VLIG-ähnlichen 

Proteins detektiert werden. In L929 Zellen ließ sich schon nach 1.5''iger Expositionszeit ein 

schwaches Signal des VLIG-ähnlichen Proteins nachweisen, jedoch war die Zellzahl zum 

Zeitpunkt der Lyse im Vergleich zu den anderen Zelltypen hier um das fünffache erhöht. In 

BALB/c EF war hingegen auch nach längerer Expositionszeit kein VLIG-ähnliches Protein 

detektierbar. 
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Abbildung 41. Western Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion von VLIG-1 in EF und Fibroblasten  
Zell-Linien mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund. EF aus C57BL/6J, 129/sV und BALB/c Mäusen, sowie 
die aus C3H/An Mäusen stammende Fibroblasten Zell-Linie L929 wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und 
anschließend in TX-100 haltigem Puffer lysiert. Die Zellzahl zum Zeitpunkt der Lyse betrug bei den EF ca. 1x106, 
während ca. 5x106 L929 Fibroblasten lysiert wurden. Pro Spur wurden jeweils 15 µl Lysat aufgetragen und in einem 
7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis von VLIG-1, bzw. den VLIG-
ähnlichen Proteinen erfolgte mit Hilfe des polyklonalen α-VLIG-1 VLIG-1/218 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, daß 

auch bei VLIG-1, ähnlich wie bei den Mx GTP asen und mGBP-1 ein Polymorphismus in Mäusen 

mit unterschiedlichem Hintergrund existiert.  

 

 

3.15 Klassifizierung von VLIG-1 als gemischtes IFN-γγ  Antwortgen 

 

Ein wichtiger Aspekt bei der Klassifizierung der zellulären Antwort auf IFN-γ ist die 

Unterscheidung zwischen Primär - und Sekundärantwort. Als Unterscheidungskriterium dient 

dabei, ob die transkriptionelle Aktivierung eines Gens nach IFN-γ Stimulation alleinig durch 

präformierte Transkriptionsfaktoren erfolgt, oder ob sie von der de novo Proteinsynthese 

sekundärer Transkriptionsfaktoren abhängig ist. 

 

Zur Klassifizierung der Antwortart von VLIG-1 wurde zunächst untersucht, inwieweit der 

innerhalb der sekundären Antwort auf IFN-γ bedeutende Transkriptionsfaktor IRF-1 in die 

transkriptionelle Aktivierung von VLIG-1 involviert war, wie durch die Existenz von zwei 



                          Ergebnisse 

102 

potentiell IRF-bindender ISRE Elemente in der putativen VLIG-1 Promotorregion nahegelegt 

wurde (siehe Abschnitt 3.5). 

 

Dazu wurden EF aus IRF-1-/- Mäusen für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und die Induktion 

von VLIG-1 durch Northern Blot Analysen dokumentiert. Anzumerken ist hierbei, daß die 

verwendeten IRF-1-/- EF aus Mäusen mit 129/sV genetischem Hintergrund stammten. Aufgrund 

des zuvor nachgewiesenen Polymorphismus von VLIG-1 in unterschiedlichen Mausstämmen 

(siehe Abschnitt 3.13), wurde daher nicht VLIG-1 detektiert, sondern ein VLIG-ähnliches 

Transkript, das mit der vollständigen VLIG-1 cDNA Sonde kreuzhybridisieren konnte und dessen 

putative Promotorregion jedoch bekannt war. Abbildung 42 zeigt, daß das VLIG-ähnliche 

Transkript unabhängig von IRF-1 durch IFN-γ induziert wurde. Die leichte Reduktion der 

Intensität des detektierten Signals in IRF-1-/- EF im Vergleich zu C57BL/6J Wildtyp EF ist in 

Übereinstimmung mit den zuvor beobachteten Northern Blot Resultaten (Abb. 35). Sie spiegelte 

vermutlich nicht eine geringe Einflußnahme von IRF-1 in der transkriptionellen Aktivierung des 

VLIG-ähnlichen Gens wieder, sondern reflektierte eher eine geringere Hybridisierungsstärke der 

VLIG-1 cDNA Sonde zu dem VLIG-ähnlichen Transkript in 129/sV Mäusen.  

 

 

Abbildung 42. Northern Blot Analyse der IFN-γ vermittelten Induktion eines VLIG-ähnlichen Gens in 129/sV  
IRF-1-/- EF. EF aus C57BL/6J, IRF-1-/- und IFN-γR0/0 Mäusen wurden für 24 h mit 1000 U/ml IFN-γ stimuliert. Je 10 
µg Gesamt -RNA wurden pro Spur geladen. Als Hybridisierungssonde diente markierte vollständige VLIG-1 cDNA. 
Die Hybridisierung mit GAPDH als Ladekontrolle ist gezeigt. 
 

Zur Bestimmung ob sekundäre Transkriptionsfaktoren im Allgemeinen an der transkriptionellen 

Aktivierung von VLIG-1 beteiligt waren, wurden C57BL/6J EF vor und während einer 

unterschiedlich langen Stimulationsdauer mit 100 U/ml IFN-γ, mit dem Translationsinhibitor 

Cycloheximid (CHX) inkubiert. Das Antibiotikum CHX hemmt die Peptidyltransferaseaktivität 

der 60S-Ribosomenuntereinheit bei Eukaryonten, was zur spezifischen Inhibition der 

Proteinsynthese führt. Zur Kontrolle wurden die Ze llen über die gleichen Zeiträume nur mit IFN-γ 

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, daß die Mitglieder der p65 GTPase Familie 

zu IRF-1 abhängigen Genen der Sekundärantwort auf IFN-γ gehören [399, 411, 512].  

 

Abbildung 43 zeigt das Resultat dieser Analyse. Die Induktion von VLIG-1 wurde demnach durch 

CHX nicht vollständig inhibiert, jedoch, besonders zu einem späteren Zeitpunkt, auf ca. 50% der 

nur durch IFN-γ Stimulation induzierten Expressionsrate reduziert.  

Daher ließ sich VLIG-1 als gemischtes IFN-γ Antwortgen klassifizieren, wobei die frühe Phase 

der Induktion durch präformierte Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, während die de novo 

Proteinsynthese von sekundären Transkriptionsfaktoren erforderlich für die späte Phase der 

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

 

In Übereinstimmung mit publizierten Ergebnissen, wird die Induktion von mGBP -2 durch 

Inhibition der Proteinsynthese massiv reduziert [412, 414]. Ferner bestätigten diese Analysen 

erneut die rasche und starke Induktion von VLIG-1 (Abb. 28), die schon nach einer 

Stimulationszeit von 3 h sichtbar wurde.  

 

 

Abbildung 43. Northern Blot Analyse der Antwort-Klassifizierung von VLIG-1 nach IFN-γ Stimulation. C57BL/6J 
EF wurden über die angegebenen Zeiträume mit 100 U/ml IFN-γ, CHX in einer Endkonzentration von 50 µg/ml oder 
CHX + IFN-γ, wobei eine 30'ige Präinkubation mit CHX der Zugabe von IFN-γ voranging, inkubiert. Als 
Hybridisierungssonde diente vollständige VLIG-1 und mGBP-2 cDNA. Die Hybridisierung mit GAPDH als 
Ladekontrolle ist gezeigt. Die Expositionszeiten der Autoradiographien waren nicht identisch, wobei mGBP-2 länger 
exponiert wurde. 
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3.16 Das VLIG-1 Protein bindet GDP effizienter als GTP 

 

Zur Überprüfung der Guanin-Nukleotid Bindefähigkeit des VLIG-1 Proteins, wie sie durch das 

Vorhandensein einer putativen GTP-Bindungsdomäne innerhalb der Proteinsequenz nahegelegt 

wurde, wurden Guanin-Nukleotidagarose Bindungsstudien durchgeführt. Unter identischen 

Bedingungen wurden parallel dazu Bindungsstudien mit dem Mitglied der p65 GTPase Familie 

mGBP-2 und dem p47 GTPase Familienmitglied IIGP vorgenommen, deren Nukleotid-

Bindungseigenschaften bekannt waren ([404], R. Uthaiah, Universität zu Köln, persönliche 

Mitteilung). 

 

C57BL/6J EF wurden für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend entweder in einem 

TX-100, bzw. CHAPS-haltigem Puffer oder in einem hypotonischem Puffer lysiert. Die 

Detergenz-haltigen Puffer boten den Vorteil 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, daß mglw. 

die Nukleotid-Bindeeigenschaften des zu untersuchenden Proteins beeinflußt werden. Die Lysate 

wurden anschließend mit Agarose-immobilisiertem GTP, GDP und GMP inkubiert und wie in 

Material und Methoden beschrieben weiter behandelt. Die Spezifität der Bindungsaktivitäten zu 

GTP und GDP wurde durch Kompetitionsexperimente unter Zugabe eines Überschusses des 

jeweiligen freien Nukleotides überprüft. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Lysate 

und dem Transfer auf eine Nitrozellulose Membran, wurde diese in drei, unterschiedliche 

Molekulargewichtsbereiche repräsentierende Teile zerschnitten und mit den dazu 

korrespondierenden Antiseren inkubiert. 

 

Bei allen verwendeten Lyse-Puffern konnte die stärkste VLIG-1 Nukleotid-Bindeaktivität für 

GDP, gefolgt von Agarose-immobilisiertem GTP und GMP beobachtet werden (Abb. 44). Die 

detektierten VLIG-1 Signale bei 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 Spezifität der VLIG-1 Bindungsaktivitäten 

konnte mittels Kompetitionsexperimente durch Zugabe von freiem GTP, bzw. GDP gezeigt 

werden, was zu einer signifikanten, wenn auch nicht völligen Reduzierung der Menge an 

gebundenem VLIG-1 Protein führte. In unstimulierten C57BL/6J EF konnte ebenfalls eine 

stärkere Bindung von VLIG-1 an GDP detektiert werden. Aufgrund des sehr niedrigen 

konstitutiven VLIG-1 Expressionsniveau ist dieser Befund jedoch nur nach einer wesentlich 

längeren Expositionszeit der Membran zu erkennen (hier nicht gezeigt). 
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Unter identischen Bedingungen konnte für mGBP-2 nur eine Nukleotid-Bindeaktivität für 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 

längeren Expositionszeiten der Membran nicht nachweisbar. Die in hypotonischem Lyse-Puffer 

detektierte Bindung von mGBP-2 an GTP ließ sich in Kompetitionsexperimente völlig 

unterdrücken, was ihre Spezifität bestätigte.  

Für das Mitglied der p47 GTPase Familie IIGP konnte in Übereinstimmung mit von R. Uthaiah 

(Universität zu Köln, persönliche Mitteilung) erzielten Resultaten, ebenfalls eine stärkere Bindung 

an Agarose-immobilisiertem GDP, gefolgt von GTP detektiert werden. Diese war jedoch nur in 

Detergenz-haltigem Lysaten erkennbar, während 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 α-IIGP 165 

Antiserums konnte zudem ein weiteres Protein detektiert werden, das ein etwas niedrigeres 

apparentes Molekulargewicht als IIGP 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, 

daß zumindest eine Teilmenge dieser Proteine im Zytoplasma lokalisiert ist. 
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Abbildung 44. Guanin-Nukleotid-Bindestudien von VLIG-1, mGBP-2 und IIGP. C57BL/6J EF wurden für 24 h mit 
100 U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend 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 α-VLIG-1 VLIG-1/B, α-IIGP 165, sowie α-mag1 (α-mGBP-1), das ebenfalls das mGBP-2 
Protein erkennt, verwendet. Als Spezifitätskontrolle der Proteinbindung an GTP, bzw. GDP wurden 
Kompetitionsexperimente unter Zugabe von freiem GTP respektive GDP durchgeführt. Als Induktionskontrolle 
wurden hypotonische Lysate unstimulierter C57BL/6J EF verwendet. Die mit M markierte Spur wurde mit einem 
Proteingrößenmarker beladen. A, Die Zell-Lyse erfolgte in hypotonischem Puffer. B, Die Zell-Lyse erfolgte in 1% 
TX-100, bzw. 2% CHAPS-haltigem Puffer. 
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3.17 Interaktionspartner des VLIG-1 Proteins konnten nicht identifiziert werden 

 

Die Fähigkeit des VLIG-1 Proteins Guanin-Nukleotide zu binden legt nahe, daß es auch eine 

inherente GTPase-Aktivität besitzt und somit als molekularer Schalter fungiert, der mit anderen 

Makromolekülen interagiert und infolge des unidirektionalen GTP-Hydrolysezyklus seine 

Affinität zu diesen ändern kann.  

 

Daher sollten mögliche zelluläre Interaktionspartner von VLIG-1 mit Hilfe von Ko -

Immunopräzipitations -Analysen ermittelt werden. Als Ausgangsmaterial dienten hierfür Zell-

Lysate von C57BL/6J EF, die für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert oder unbehandelt blieben. 

Die Zell-Lyse erfolgte einerseits in hypotonischem Lysis-Puffer, so daß das Lysat nur die 

zytoplasmatische Proteinfraktion enthielt und andererseits in TX-100 haltigem Puffer, so daß das 

daraus resultierende Lysat die, bis auf im Nukleus lokalisierte Proteine, gesamte Proteinfraktion 

der Zelle repräsentierte. Die Ko-Immunopräzipitation erfolgte unter Verwendung des 

polyklonalen α-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 -Immunopräzipitation des TX-100 

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

 

Wie schon zuvor beobachtet (Abb. 35), ließ sich das VLIG-1 Protein mit dem verwendeten 

Antiserum präzipitieren, wobei das präzipitierte Material einen relativ hohen Hintergrund 

anscheinend unspezifisch präzipitierter Proteine , die sowohl in Präzipitaten der nicht stimulierten 

als auch der stimulierten Zellen vorhanden waren, aufwies. Ferner konnte auch hier wieder ein 

hochmolekulares Artefakt beobachtet werden, daß jedoch nur im Präzipitat der unstimulierten, mit 

TX-100 haltigem Lyse-Puffer aufgeschlossenen Zellen, auftrat. Zusätzlich konnten Proteinsignale 

detektiert werden, die nur in den Präzipitaten der IFN-γ stimulierten Zellen auftraten (in Abb. 45A 

mit * markiert), wobei ein einem Protein von ca. 65 kDa entsprechendes Signal in mit 

hypotonischem Puffer aufgeschlossenen Zellen besonders prominent war und auf einen möglichen 

zellulären VLIG-1 Interaktionspartner hindeutete.  

In der Western Blot Analyse des hypotonischen, nicht radioaktiv markierten Zell-Lysates konnte 

jedoch ebenfalls dieses Proteinsignal und zusätzlich 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 großen 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 Teil der detektierten Signale niedrigeren Molekulargewichtes konnte dabei 

bereits in zuvor durchgeführten Western Blot Analysen nachgewiesen werden (Abb. 26, 32 und 

34).  

 

 

Abbildung 45. Identifizierung von putativen VLIG-1 Interaktionspartnern mit Hilfe von Ko-Immunopräzipitation.  
Bei stimulierten Zellen erfolgte das gesamte Experiment in kontinuierlicher Anwesenheit von 100 U/ml IFN-γ. 
C57BL/6J EF wurden für 24 h in normalem Nährmedium kultiviert, das anschließend für 1 h durch Methionin-freies 
Hungermedium ersetzt wurde. Die nachfolgende biosynthetische Markierung mit [35S]-Methionin erfolgte für 3 h 
bevor die Zellen in 1% TX-100 haltigem, oder hypotonischem Puffer lysiert und ein jeweils 5x106 cpm 
entsprechendes Volumen der Lysate in einer Immunopräzipitation, unter Verwendung des α-VLIG-1 VLIG-1/B 
Antiserums eingesetzt wurden. A, Die Präzipitate 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 1x106 C57BL/6J EF für 28 h mit 100 U/ml  
IFN-γ stimuliert und in hypotonischem Puffer lysiert. Das Lysat wurde anschließend auf einem 7.5%igem  
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Proteine unter Verwendung des α-VLIG-1 VLIG-1/B Antiserums in einer 
normalen Western Blot Analyse detektiert. Zusätzlich erfolgte eine Western Blot Analyse des 5x106 cpm 
entsprechenden Volumens des TX-100 Präzipitates. Proteinsignale mit einem niedrigeren apparenten 
Molekulargewicht als VLIG-1 sind mit + markiert. 
 

 

3.18 Subzelluläre Lokalisierung des VLIG-1 Proteins  

 

Eine computergestützte Vorhersage und der zuvor erbrachte Nachweis des VLIG-1 Proteins in 

hypotonischen Zell-Lysaten die nur die zytoplasmatische Proteinfraktion enthielten (Abb. 44) 

legte nahe, daß das VLIG-1 Protein zumindest zu einem Teil im Zytoplasma lokalisiert war.  

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

eine subzelluläre 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 durchgeführt. 

 

Bei der subzellulären Fraktionierung wurden C57BL/6J EF für 24 h mit 100 U/ml IFN-γ 

stimuliert und anschließend durch zwei unterschiedlichen Methoden aufgeschlossen, wobei die 

zellulären Proteine durch Zentrifugation jeweils in eine lösliche und eine Partikelsediment 

Fraktion separiert wurden (siehe Material und Methoden). Die Verteilung des VLIG-1 Proteins 

innerhalb der Fraktionen wurde anschließend durch eine Western Blot Analyse dokumentiert 

(Abb. 46). Erfolgte die Zell-Lyse durch mechanisches Scheren in einem hypotonischen Puffer, so 

ließ sich das VLIG-1 Protein hauptsächlich im Überstand, also in der zytoplasmatischen 

Proteinfraktion nachweisen. Die Zell-Lyse in einem isotonischen Puffer, der das nichtionische 

Detergenz NP-40 enthielt, veränderte nicht die Verteilung des VLIG-1 Proteins. Auch in diesem 

Puffer konnte das VLIG-1 Protein vorwiegend in der löslichen Proteinfraktion detektiert werden. 

Ein vergleichbares Resultat konnte auch für die Verteilung des VLIG-ähnlichen Proteins in L929 

Fibroblasten mit C3H/An genomischen Hintergrund beobachtet werden (hier nicht gezeigt). Im 

Gegensatz dazu ist die Verteilung der ER-Membran assoziierten p47 GTPase IGTP, sowie des 

immanenten ER Proteins Calnexin, abhängig von der zur Zell-Lyse angewandten Methode. 

Während IGTP und Calnexin in hypotonischem Puffer in der Partikelsediment Fraktion detektiert 

wurden, waren sie nach Zell-Lyse in NP-40 haltigem Puffer nahezu ausschließlich in der löslichen 

Fraktion nachweisbar. Die subzelluläre Fraktionierung bestätigte demnach die vornehmlich 

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

Zur genaueren Bestimmung der subzellulären Lokalisierung des VLIG-1 Proteins erfolgte die 

transiente Expression des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins in L929 Fibroblas ten 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, wobei die Fluoreszenzintensität in der 

unmittelbar den Nukleus umgebenden Region am höchsten war und zur äußeren 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 subzellulären 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 zusätzlich 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, punktförmige 

Strukturen und Ausstülpungen der äußeren Plamsmembran beobachtet werden (Abb. 48). Die 

beobachteten Deformationen korrelierten dabei mit der Stärke der Expression des Fusionsprotein 

und traten generell nur in stark exprimierenden Zellen auf. 

 

 

Abbildung 48. Analyse der subzellulären Lokalisierung des EGFP-VLIG-1 Fusionsproteins. Nicht-stimulierte L929 
Fibroblasten wurden mit pEGFP-VLIG-1 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Zusätzlich zum  
EGFP-Fluoreszenzbild (links) ist die korrespondierende Phasenkontrastaufnahme (rechts), sowie die Überlagerung 
des EGFP-Fluoreszenzbildes mit dem Fluoreszenzbild der spezifischen Anfärbung 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, bei denen nicht -stimulierte, das EGFP-VLIG-1 Fusionsprotein 

transient exprimierende L929 Fibroblasten zusätzlich einer Immunofluoreszenz Analyse unter 

Verwendung des α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218 unterzogen wurden, konnte gezeigt werden, 

daß es sich bei den punktförmigen Strukturen nicht um VLIG-1 unspezifische Strukturen 

handelte, da diese ebenfalls spezifisch durch das eingesetzte 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 subzellulären 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 zusätzlich eine Anfärbung der Nuklei mittels DAPI und eine Immunofluoreszenz Analyse unter Verwendung 
des α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218 und eines monoklonalen Ziege-α-Kaninchen-Cy3 gekoppelten Antikörpers als 
sekundärem Antikörper. Die Abbildungen zeigen von links nach rechts das GFP-Fluoreszenzbild (grün), das  
Cy3-Fluoreszenzbild (rot), sowie deren übereinander gelegte Bilder, inklusive des DAPI-Fluoreszenzbildes. Regionen 
in denen die Fluoreszenz übereinstimmt sind gelb gefärbt, 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 

höchste Fluoreszenzintensität in der den Nukleus umgebenden Region beobachtet werden konnte. 

Die Verteilung des Fusionsproteins konnte dabei durch eine Immunofluoreszenz Analyse unter 

Verwendung des polyklonalen α-VLIG-1 Peptid-Antiserum VLIG-1/218, welches in der Lage ist 

das Fusionsprotein zu detektieren, bestätigt werden (Abb. 50). 
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Abbildung 50. Analyse der subzellu lären 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 zusätzlich eine Immunofluoreszenz Analyse unter Verwendung des α-VLIG-1 Antiserums VLIG-1/218 und 
eines monoklonalen Ziege-α-Kaninchen-Cy3 konjugierten Antikörpers als sekundärem Antikörper. Die Abbildungen 
zeigen von links nach rechts das GFP-Fluoreszenzbild (grün), das Cy3-Fluoreszenzbild (rot), sowie deren 
übereinander gelegte Bilder, wobei Regionen in denen die Fluoreszenz übereinstimmt in gelber Farbe erscheinen.  
 

Die vorangegangenen Analysen zur subzellulären Lokalisierung des VLIG-1 Proteins deuteten 

daraufhin, daß VLIG-1 primär zytoplasmatisch lokalisiert ist. Ferner wurde jedoch auch deutlich, 

daß eine Überexpression des Fusionsproteins mglw. toxisch für die Zellen ist, bzw. zur 

Ausbildung von zellulären Deformationen führt. Um dieses Problem und die nur sehr geringen 

Transfektionsraten zu umgehen wurde schließlich die subzelluläre Lokalisierung des endogen in 

C57BL/6J EF exprimierten VLIG-1 Proteins mit Hilfe des α-VLIG-1 Antiserum VLIG-1/218, 

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

 

C57BL/6J EF wurden für  24 h mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert und anschließend 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 Fluoreszenzintensität beobachtet werden, die punktförmig im oder am Nukleus 

konzentriert war und mglw. das konstitutiv in diesen Zellen exprimierte VLIG-1 Protein 

repräsentierte. Nach der Stimulation der Zellen mit IFN-γ ließ sich eine drastische Zunahme der 

Fluoreszenzintensität feststellen, so daß davon ausgegangen werden konnte, daß die mittels des 

verwendeten α-VLIG-1 Antiserums detektierten Signale weitestgehend spezifisch für das VLIG-1 

Protein waren. Die Verteilung der Fluoreszenzsignale in stimulierten EF ließ sich dabei in zwei 

Klassen unterteilen. In ca. 60% der Zellen konnte eine granuläre zytoplasmatische Verteilung der 

Signale detektiert werden, die einen vom Nukleus ausgehenden und bis zur äußeren Zellmembran 

reichenden Intensitätsgradienten bildete. Im oder am Nukleus lokalisierte Signale ließen sich in 

diesen Zellen nicht, oder nur in geringem Maße beobachten. Im Gegensatz dazu konnte bei den 
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verbleibenden 40% der EF eine verstärkte Fluoreszenzintensität im oder am Nukleus feststellen, 

die begleitet von einem granulärem, zytoplasmatischen Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale 

wurde. Die Intensität der zytoplasmatisch lokalisierten Signale wies in diesen Zellen ebenfalls 

einen vom Nukleus ausgehenden Intensitätsgradienten auf. Die Intensität der zytoplasmatisch 

lokalisierten Signale fiel dabei im Vergleich zu denen von EF ohne nukleare Fluoreszenzsignale 

jedoch geringer aus. 
 

      A             B 

 

Abbildung 51. Analyse der subzellulären Lokalisierung des endogen exprimierten VLIG-1 Proteins. Für 24 h mit 100 
U/ml IFN-γ stimulierte, bzw. nicht-stimulierte C57BL/6J EF wurden mit 3% Paraformaldehyde fixiert, mit Saponin 
permeabilisiert und anschließend die subzelluläre Lokalisierung von VLIG-1 mit Hilfe des α-VLIG-1 Antiserums 
VLIG-1/218 und eines monoklonalen, FITC-konjugiertern Ziege-α-Kaninchen Antikörpers nachgewiesen. A, 
Fluoreszenzbild nicht-stimulierter C57BL/6J EF. B, Fluoreszenzbild IFN-γ stimulierter C57BL/6J EF.
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4. Diskussion 

 

 

An den komplexen zellulären Antworten auf Interferon-Typ I und Typ II sind jeweils mehrere 

hundert Gene pro Einzelzelle beteiligt, die sich größtenteils spezifischen, in der angeborenen und 

erworbenen Immunität funktionellen, zellulären Programmen zuordnen lassen ([4, 50, 89, 149, 

240], siehe auch Anhang). Verschiedene dieser Programme vermitteln dabei zellautonome 

Resistenzen gegenüber unterschiedliche infektiöse Pathogene. Anhand neuerer Untersuchungen 

gibt es zunehmend Beweise dafür, daß Mitglieder mehrerer, Interferon-regulierter GTPase 

Familien fundamentale Bestandteile dieser zellautonomen Resistenzprogramme repräsentieren. 

Die zellautonome, direkte antivirale Resistenz die von den, selektiv durch Interferon-Typ I 

induzierten, zur Dynamin-Familie gehörenden, Mx GTPasen vermittelt wird, gilt dabei als 

gesicherte Erkenntnis [352, 353, 513]. Erst vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, daß 

Mitglieder der durch Interferon-Typ I und Typ II induzierten p47 und p65 GTPase Familie von 

zentraler Bedeutung in zelltypübergreifenden, 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 völlig 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 zellulären Antworten auf Interferone, sollen die ermittelten Charakteristika von 

VLIG-1 mit denen der p47 und p65 GTPasen verglichen werden. 

 

 

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

 

cDNA Fragmente von VLIG-1 wurden erstmalig in einer vergleichenden Analyse der zellulären 

Antwort auf IFN-γ in Fibroblasten und Makrophagen entdeckt [399, 409]. VLIG-1 cDNA 

Fragmente konnten sowohl aus einer SSH-Bank von IFN-γ stimulierten C57BL/6J embryonischen 

Fibroblasten (EF), als auch aus einer Bank von IFN-γ + TNF-α stimulierten ANA-1 Makrophagen 

isoliert werden (siehe 3.1). Im Unterschied zu den p47 und p65 GTPasen, waren VLIG-1 

spezifische cDNA Fragmente in beiden SSH-Banken nur mit einer geringen Frequenz vertreten. 

So konnten aus der EF SSH-Bank zwei 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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(IIGP, TGTP/Mg21) 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, daß diese GTPase Familien die zelluläre 

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

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

 

Der Frequenzunterschied zwischen cDNA Fragmenten von VLIG-1 und den p47, bzw. p65 

GTPasen bas ierte vermutlich darauf, daß die SSH-Technik die Identifikation qualitativ induzierter 

Gene favorisiert. Dadurch werden bevorzugt Fragmente solcher cDNAs angereichert, deren 

Häufigkeit in den unstimulierten und stimulierten Zellen große Unterschiede aufweisen [409, 

488]. Die überdurchschnittlich hohe Repräsentation von Mitgliedern der p65 und p47 GTPase 

Familie in den SSH-Banken resultierte daher einerseits aus der Häufigkeit 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-γ stimulierten Zellen ließ 

sich hingegen nicht nachweisen und kann daher nicht als Begründung für die niedrigere Frequenz 

von VLIG-1 cDNA Fragmenten in den SSH-Banken herangezogen werden. In einer zur 

Isolierung vollständiger cDNA Klone hergestellten, unsubtrahierten λ-cDNA Bank aus IFN-γ 

stimulierten EF traten VLIG-1 spezifische Klone mit einer Frequenz von 0.4% auf, die 

vergleichbar mit denen der von mGBP-2 (1.9%), IIGP (0.7%) und GTPI (0.1%) war [409]. Durch 

die in dieser Arbeit durchgeführten vergleichenden Northern Blot Analysen konnte das annähernd 

identische Expressionsniveau von VLIG-1 und Mitgliedern der p47, bzw. p65 GTPase Familien in 

IFN-γ stimulierten EF und Makrophagen bestätigt werden (Abb. 25, 27, 36 und 37).  

 

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

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

der zellulären Antwort auf IFN-γ charakterisiert werden. 
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4.2 Analyse der VLIG-1 cDNA Klone  

 

Der größte VLIG-1 cDNA Klon (VLIG-1/Klon A) der aus einer unsubtrahierten λ-cDNA 

Bibliothek IFN-γ stimulierter C57BL/6J EF isoliert werden konnte, umfaßte 8988 bp und kodierte 

für ein Protein von 2427 aa mit einem vorhergesagtem Molekulargewicht von 281 kDa. (Abb. 6). 

Die Größe des cDNA Klons und das vorhergesagte Molekulargewicht des Proteins entsprachen 

der in Northern Blot Analysen detektierten Transkriptgröße (Abb. 25), bzw. dem durch Western 

Blot Analysen ermittelten apparenten Molekulargewicht von VLIG-1 (Abb. 26). Daher wurde 

angenommen, daß Klon A die vollständige cDNA von VLIG-1 darstellt. Nachfolgend wurde 

jedoch ein zum 5' Ende von VLIG-1/Klon A identischer EST (GenBank Nr.: AI098949, isoliert 

aus der Leber von C57BL Mäusen) identifiziert, der fünf zusätzliche Nukleotide stromaufwärts 

des 5' Endes von Klon A besaß. Die Sequenz dieser Nukleotide konnte durch die genomische 

VLIG-1 Sequenz bestätigt werden (siehe Anhang). Daher ist es wahrscheinlich, daß das 

identifizierte 5' Ende von VLIG-1/Klon A nicht die eigentliche Transkriptions -Initiationsstelle 

repräsentiert und die vollständige cDNA von VLIG-1 geringfügig größer ist. Die Sequenz der 

CDS von VLIG-1 würde davon jedoch nicht beeinflußt werden.  

 

Mit der ermittelten cDNA Größe von annähernd 9 kb und dem kalkuliertem Molekulargewicht 

von 281 kDa charakterisiert VLIG-1 das größte Interferon-induzierte Gen, das bisher identifiziert 

werden konnte ([89, 149]und siehe Anhang). 

 

Zusätzlich zu Klon A konnte ein 8749 bp großes, alternatives Spleißprodukt 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 

verkürztem 5' UTR von Klon B ist, bestätigt, daß VLIG-1/Klon B kein technisch bedingtes 

Artefakt war. Beide VLIG-1 Klone besaßen eine identische CDS und repräsentierten 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 verkürzten 3' UTRs identifiziert werden, die ebenfalls VLIG-1 Isoformen 

darstellten.  

 

In einer Zelle könnten daher gleichzeitig verschiedene Isoformen von VLIG-1 vorliegen, die sich 

nur in der Länge ihrer 5' UTR und/oder 3' UTR unterscheiden. Die unterschiedlichen Größen der 

UTRs sind mglw. von Bedeutung bei der post-transkriptionellen Regulation der VLIG-1 

Expression. Durch eine modifizierte Translationseffizienz oder Veränderung der mRNA Stabilität 
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[514, 515] könnten die VLIG-1 Isoformen im temporalen Verlauf der VLIG-1 Induktion durch 

IFN-γ jeweils spezifische Eigenschaften aufweisen. Es wäre daher interessant zu überprüfen, 

inwiefern innerhalb der zellulären Antwort auf IFN-γ eine präferentielle Induktion einer 

spezifischen VLIG-1 Isoform stattfindet, oder ob die verschiedenen Isoformen in gleichem Maße 

vertreten sind. 

 

 

4.3 Analyse der Struktur und biochemischen Eigenschaften des VLIG-1 Proteins  

 

4.3.1 Analyse der VLIG-1 GTP-Bindungsdomäne und Identifizierung des G4-Motivs 

 

Das einzige nachweisbare Proteinmotiv in VLIG-1 war eine GTP-Bindungsdomäne, die aus den 

drei kanonischen Sequenzmotiven G1-G4 gebildet wurde (Abb. 6). VLIG-1 repräsentiert somit 

ein neues Mitglied der GTPase Superfamilie, auch wenn eine dem Protein inhärente GTPase 

Aktivität noch explizit gezeigt werden muß. Durch einen Größenvergleich zwischen VLIG-1 und 

den bisher bekannten Mitgliedern der GTPase Superfamilie, ließ sich VLIG-1 zudem als die 

weitaus größte, bisher bekannte GTPase charakterisieren. 

 

Das putative G4-Motiv von VLIG-1 (NQLD; Position aa 1773-1776), das zur kanonischen 

Sequenz ((N/T)(K/Q)XD) identisch ist, wies einen für GTPasen ungewöhnlich großen Abstand zu 

dem eindeutig identifizierten G1-, bzw. G3-Motiv auf und repräsentiert daher nicht unbedingt das 

funktionelle G4-Motiv (Abb. 6). Bei den p65 GTPasen, vo n denen bisher angenommen wurde, 

daß sie kein G4-Motiv besitzen [401], konnte die diesem 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 für die Spezifität 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, könnte jedoch auch bei VLIG-1 eine 

spezifisch abgewandelte Form des kanonischen G4-Motives existieren. Die innerhalb der üblichen 

G-Motiv-Abstände [381] liegende (QKLD) Sequenz (aa-Position 1639) von VLIG-1 (Abb. 6) ist 

hierbei von besonderem Interesse. Im Gegensatz zum postulierten G4-Motiv (NQLD) und anderen 

potentiellen G4-Motiven, existiert eine konservierte (QKLD) 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 Analysen der 
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Nukleotidbindeaktivität, bzw. -spezifität der mutierten Proteine, sollten die Identifizierung des 

funktionellen G4-Motives von VLIG-1 ermöglichen. 

 

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

von anderen GTPasen  

 

Aufgrund der ausgeprägten Diversifität der von GTPasen regulierten zellulären Funktionen [380, 

381, 383], erlaubt die bloße Existenz einer GTP -Bindungsdomäne in VLIG-1 keine direkten 

Rückschlüsse auf die biologische Funktion des Proteins. Durch eine phylogenetische 

Stammbaumanalyse konnte allerdings gezeigt werden, daß 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] ließen sich 

hingegen nicht dieser Unterfamilie zuordnen. Somit existiert eine spezifische strukturelle 

Verwandtschaft zwischen der GTP -Bindungsdomäne von VLIG-1 und denen der p47, p65, bzw. 

Mx GTPasen.  

Da die Funktion der GTPasen als molekularer Schalter von einer funktionellen GTP -

Bindungsdomäne abhängt [380, 383] könnte die strukturelle Verwandtschaft der VLIG-1, p65, 

p47 und Mx GTP-Bindungsdomänen auf ähnliche biochemische Eigenschaften oder 

Funktionsweisen der Proteine hindeuten und wichtige Anhaltspunkte für eine biochemische 

Charakterisierung von VLIG-1 liefern.  

 

Das VLIG-1 G1-Motiv wies den höchsten Homologiegrad zu dem des Mx1-Proteins auf, während 

das G3-Motiv eine größere Sequenzähnlichkeit zu denen der p65 GTPasen mGBP-1, bzw. mGBP-

2 besaß. Der Homologiegrad zur GTP-Bindungsdomäne 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 Dynamin-Familie, zu denen auch die Mx GTPasen zählen, hergestellt 

werden [416, 429, 430]. In neueren Übersichtsartikeln werden die p65 GTPasen daher in die 

Dynamin-Familie eingegliedert [431]. Die G-Motive und die sie umgebenden Sequenzregionen 

von VLIG-1 weisen demnach eine verwandte Signatur zu der an Prozessen der Vesikelbildung 

und des vesikulären Transportes, oder an antiviralen Resistenzprogrammen (vermittelt von den 

Mx und p65 GTPasen) beteiligten Dynamin-Familie auf [431, 516].  

Außerhalb der GTP -Bindungsdomäne konnte jedoch keine signifikante Sequenzhomologie von 

VLIG-1 zu Proteinen dieser Familie festgestellt werden. Eine auf der primären Struktur 
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basierende Verbindung von VLIG-1 zur Dynamin-Familie existiert daher nicht. Möglicherweise 

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 

Dynamin-Familie ist dabei ihre Fähigkeit der Selbstassemblierung zu höher geordneten 

Oligomeren auf spezifischen Matrizen, wie sie auch bei den Mx und p65 GTPasen beobachtet 

werden konnte [358, 429-431, 516-518]. Es wäre daher von großem Interesse die Fähigkeit zur 

Oligomerisierung auch bei VLIG-1 zu untersuchen, da sie einen weiteren Anhaltspunkt für eine 

mögliche Verbindung von VLIG-1 zur Dynamin-Familie liefern würde. 

 

4.3.3 Biochemische Charakterisierung des VLIG-1 Proteins  

 

Die intrinsische Guanin-Nukleotid Bindungsaktivität des endogen exprimierten VLIG-1 Proteins 

wurde durch Untersuchungen unter Verwendung von Guanin-Nukleotidagarosen nachgewiesen 

und die Bindungsspezifität durch Kompetitionsexperimente verifiziert (Abb. 44). Das VLIG-1 

Protein wies dabei, unabhängig von dem zur Zell-Solubilisierung verwendetem Puffer, 

durchgehend eine höhere Bindungsaffinität zu Agarose-immobilisiertem GDP, gefolgt von GTP 

und GMP auf. Die höhere Bindungspräferenz für GDP könnte bedeuten, daß VLIG-1 innerhalb 

der Zelle solange in einem inaktiven Zustand vorliegt oder vorliegen muß, 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-abhängige Aktivierung konnte sowohl bei der kleinen GTPase p21ras als auch beim 

bakteriellen Elongationsfaktor EF-Tu beobachtet werden, die beide sehr hohe Bindungsaffinitäten 

für GDP besitzen [519, 520]. 

Neben der Regulation von VLIG-1 auf transkriptioneller Ebene und mglw. auf post-

transkriptioneller Ebene (4.2), würde eine Aktivitätsregulation von VLIG-1 durch GEFs ein 

weiteres Kontrollsystem für die zelluläre Funktion von VLIG-1 darstellen. Durch die in dieser 

Arbeit durchgeführten Ko-Immunopräzipitationen 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 höhere Affinität für GDP nachgewiesen werden ([521], R. Uthaiah, 

Universität zu Köln, persönliche Mitteilung). Die höhere Affinität von IIGP für GDP ließ sich in 
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den durchgeführten Nukleotid-Bindungsstudien bestätigen (Abb.44). Für die humane MxA 

GTPase liegen hingegen kontroverse Resultate vor, da einerseits eine höhere Affinität für GTP 

und andererseits eine GDP Bindungspräferenz beschrieben wurden [521, 522]. Eine 

charakteristische Eigenschaft der p65 GTPasen ist die Bindung aller Guanin-Nukleotide mit 

nahezu nicht unterscheidbaren Affinitäten [400, 401, 410, 416, 418]. In den durchgeführten 

Studien zur Nukleotidbindung konnte diese Eigenschaft für mGBP-2 nicht festgestellt werden 

(Abb. 44), obwohl sie in früheren Publikationen bereits beschrieben, wenn auch nicht gezeigt 

wurde [404, 427]. 

 

Anhand der Sequenzanalyse der GTP-Bindungsdomäne von VLIG-1 und der biochemischen 

Eigenschaften des Proteins läßt sich somit eine Verbindung zu den an zellautonomen 

Resistenzprogammen beteiligten GTPasen 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 Analysen und 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 lokalisiert, wobei die gesamte VLIG-1 CDS inklusive der 3' UTR von einem einzigem, 

8708 bp großem, intronlosem Exon (Exon 4) kodiert wird. Im Gegensatz dazu ist der 5' UTR des 

Gens auf drei Exons von geringer Größe aufgeteilt, die durch z.T. sehr große Introns unterbrochen 

werden (Abb. 14 und siehe Anhang). 

 

Eine vergleichbare genomische Struktur weist das nicht Interferon-regulierte, vermutlich an 

Chaperon-vermittelten Proteinfaltungsprozessen beteiligte ARSACS-Gen auf, dessen intronlose 

CDS mit 11.5 kb sogar noch die Größe des VLIG-1 Exons 4 übertrifft [523]. Weitere große, 

intronlose Gene werden von Mitgliedern der an Signaltransduktions Prozessen beteiligten,  

G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) Superfamilie gestellt, von denen angenommen wird, daß 

mehr als 90% keine Introns im ORF besitzen [524, 525]. Bei einem Mitglied dieser Superfamilie, 

PUMA-G, konnte eine IFN-γ vermittelte, auf Makrophagen beschränkte Induktion gezeigt werden 

(A. Schaub, 2001, zur Publikation eingereicht). 

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

sich ebenfalls keine Introns in ihrer CDS nachweisen [409, 446], während in den genomischen 
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Loci (inklusive der CDS) der p65 GTPasen mGBP-1, mGBP-2 und mGBP-3, sowie der  

Mx-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 dabei oftmals Retro-Pseudogene, auch 

prozessierte Pseudogene genannt, die nichtkodierend sind und aufgrund des fehlenden 

Selektionsdruckes eine Vielzahl von Insertionen und Deletionen aufweisen können [527]. 

Dementsprechend konnten auch mehrere mit VLIG-1 sequenzverwandte Pseudogene identifiziert 

werden [457]. Durch eine Retrotransposition können dennoch auch kodierende, sogenannte 

Retrogene entstehen, bei denen nachträglich integrierte Introns hauptsächlich im 5' UTR 

vorzufinden sind [524, 525, 527]. Demgemäß ließen sich auch bei VLIG-1 und den p47 GTPasen 

Introns nur in deren 5' UTR nachweisen (Abb. 14, [409, 446] und S. Martens, Universität zu 

Köln, persönliche Mitteilung). Es wird vermutet, daß diese Intronsequenzen infolge der Insertion 

eines Introns durch Rekombination oder durch die Erzeugung von Spleißstellen mittels 

Mutationen, bzw. kleinerer Insertionen entstehen [524, 525]. Ein möglicher selektiver Vorteil 

intronloser Gene basiert auf ihrer effizienteren Transkription und erhöhten Expression, da ein 

posttranskriptionelles Spleißen nicht mehr, oder nur noch eingeschränkt 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].  

Über die Gründe die im Laufe der Evolution zur Ausbildung dieser Genfamilien führten, läßt sich 

nur spekulieren. Denkbar wäre es, daß u.U. mehrfach erfolgte Genduplikationen dazu führten, 

eine einmal entstandene, erfolgreich gegen spezifische infektiöse Pathogene "getestete" 

Proteinstruktur zu vervielfältigen und durch nachfolgende Diversifikation der Duplikate, bei 

Beibehaltung oder Veränderung des Wirkmechanismus, das Wirkspektrum zu erweitern. Der 

Nukleotidsequenz-Identitätsgrad, den die verschiedenen Mitglieder der jeweiligen GTPase 

Familien untereinander aufweisen, kann dabei als Maß der Diversifikationsgeschwindigkeit, bzw. 

des entwicklungsgeschichtlichen Alters der Familie herangezogen werden, wobei eine größere 
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Heterogenität innerhalb einer Familie zudem auf nicht -redundante Funktionen der jeweiligen 

Mitglieder hindeutet. Diese Annahme wird bestätigt durch einen Vergleich der Struktur der p47 

GTPase Familie mit der subzellulären Lokalisierung und Funktion ihrer Mitglieder. So sind die 

Sequenzen der p47 GTPasen sehr heterogen zueinander, was sich auch in ihrer jeweils 

spezifischen subzellulären Lokalisierung und, sofern bekannt, in den spezifischen, von ihnen 

vermittelten Pathogenresistenzen widerspiegelt ([409, 441, 442, 444, 529], S. Martens, Universität 

zu Köln, persönliche Mitteilung). 

 

Durch Analysen im Rahmen der Bestimmung der genomischen Struktur von VLIG-1 konnte, 

ähnlich 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 Mäusen umfaßt dabei mindestens 9 exprimierte Mitglieder und 

ist somit größer 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 VLIG-Familie eher vergleichbar mit der p47 GTPase Familie, bei der neben den sechs 

bisher veröffentlichten Mitgliedern [399, 435-439], noch sieben weitere Mitglieder entdeckt 

wurden (S. Martens, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung). Im Gegensatz zur p47 GTPase 

Familie, weist die VLIG-Familie jedoch eine ausgesprochene Homogenität auf, da ihre Mitglieder 

auf Nukleotidebene zu 80-95% identisch zueinander sind [457]. Dies bedeutet, daß es sich bei der 

VLIG-Familie um eine entwicklungsgeschichtlich jüngere oder nur wesentlich langsamer 

diversifizierende Familie handelt. Im Vergleich zu den p47 GTPasen könnte diese große 

Homogenität innerhalb der VLIG-Familie zusätzlich bedeuten, daß die Mitglieder redundante 

zelluläre Funktionen ausüben. 

 

Die VLIG-Familie könnte durch eine einmalig erfolgte Retrotransposition eines Vorläufergens 

und mehreren aufeinanderfolgenden Genduplikationen via Rekombination entstanden sein, 

worauf besonders eine gekoppelte Lokalisation mehrerer Familienmitglieder hindeuten würde 

[524]. Es wäre jedoch auch denkbar, daß mehrere Retrotranspositionsereignisse in Verbindung 

mit Rekombinationen zu den Genduplikationen führten. Ein Indiz für diese Entstehungsvariante, 

wäre die Verteilung der Familienmitglieder auf verschiedenen Chromosomen, wie es bei der 

intronlosen GPCR-Familie beobachtet werden konnte [524]. Analysen der Maus-Genom 

Datenbanken erbrachten bisher keinerlei Hinweise, daß Mitglieder der VLIG-Familie über 

verschiedene Chromosomen verteilt sind. Vielmehr konnte für die meisten Mitglieder der 

C57BL/6J VLIG-Familie gezeigt werden, daß ihre Genloci auf Chromosom 7, Bande D2 

gekoppelt vorliegen, was ein einmaliges Retrotranspositionsereignis nahelegt. Eine gekoppelte 
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Lokalisierung für einige Familienmitglieder konnte auch bei den p47 und p65 nachgewiesen 

werden [409, 433]. 

 

Die Herkunft der meisten mit VLIG-1 sequenzverwandten ESTs deutete daraufhin, daß Mitglieder 

der VLIG-Familie konstitutiv präferentiell in professionellen Zellen des Immunsystems, bzw. in 

von hämatopoetischen Zellen dominierten Geweben exprimiert werden [457]. Eine mit VLIG-1 

vergleichbar hohe konstitutive Expression in der Milz von C57BL/6J Mäusen konnte durch eine 

RT-PCR-Analyse für ein Mitglied der VLIG-Familie, als VLIG-2 bezeichnet, bestätigt werden 

(Abb. 17). Das Verteilungsmuster der konstitutiven Expression der VLIG-Familienmitglieder 

könnte bedeuten, daß die VLIG-Familie insgesamt eine Funktion mit immunologischer Relevanz 

ausübt. 

 

Im Rahmen der Sichtung der aus IFN-γ stimulierten Zellen generierten SSH- oder λ-cDNA-

Bibliotheken konnte keines der zu VLIG-1 sequenzverwandten Gene identifiziert werden. Eine 

RT-PCR Analyse der C57BL/6J EF λ-cDNA-Bibliothek mittels spezifischer Primer für diverse 

Mitglieder der VLIG-Genfamilie erbrachte ebenfalls keine Hinweise auf eine konstitutive, oder 

gar induzierte Expression dieser Gene in IFN-γ stimulierten Fibroblasten (Abb 16). Ebenso 

konnten in den durchgeführten RPA-Analysen, unter Verwendung von Gesamt-RNA aus IFN-γ 

stimulierten C57BL/6J EF-Zellen und verschiedener VLIG-1 spezifischer RNA-Sonden, keine 

zusätzlichen, IFN-γ induzierten Transkriptsignale von geringer Größe als das kalkulierte VLIG-1 

Signal nachgewiesen werden (Abb. 28).  

VLIG-1 repräsentiert daher bisher das einzige Mitglied dieser Genfamilie in C57BL/6J Mäusen, 

dessen Expression in embryonischen Fibroblasten durch IFN-γ induziert werden kann.  

In einer vor kurzem erschienenen Publikation konnte jedoch die IFN-γ vermittelte Induktion eines 

zu VLIG-1 sequenzverwandten, aus C57BL Mäusen stammenden ESTs (GenBank Nr.: 

AA177731) in EF-Zellen und Makrophagen gezeigt werden [366]. Die zum Nachweis verwendete 

RNA stammte dabei jedoch von IFN-γ stimulierten Zellen aus IFN-α/β  Rezeptor defizienten 

Mäusen mit 129/sV genomischen Hintergrund. Ferner erfolgte der Induktionsnachweis durch 

Hybridisierung der markierten RNA mit einem "Gen-Chip", der verschiedene, jedoch nur zu 

einem einzigen C57BL/6J VLIG-1 Homolog korrespondierende ESTs trug. Aufgrund des 

Polymorphismus von VLIG-1 in verschiedenen Mausstämmen (4.7) erscheint es als sehr 

wahrscheinlich, daß das beobachtete Ergebnis auf einer Kreuzhybridisierung des aus 129/sV 

Zellen stammenden, IFN-γ induzierbaren VLIG-1 Homologes, mit dem aus C57BL/6J Mäusen 

stammenden, nicht induzierbarem VLIG-Familienmitglied zurückzuführen ist. Ein direkter 
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Nachweis der IFN-γ abhängigen Induktion von anderen Mitgliedern der C57BL/6J VLIG-Familie 

wurde somit bishe r nicht erbracht. 

 

 

4.6 Speziesübergreifende Analyse der VLIG-Familie 

 

Durch Sichtung von EST-Datenbanken konnte gezeigt werden, daß zu VLIG-1 sequenzverwandte 

Gene neben der Maus auch in anderen Vertebraten, wie dem Zebrafisch (Danio rerio), 

Krallenfrosch (Xenopus laevis), Ratte (Rattus norvegicus), Schwein (Sus 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 Vertebraten-spezifisches Gen, welches innerhalb der evolutionären 

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 vollständig und die des Zebrafischs partiell 

bestimmt werden (siehe Anhang). Das ebenfalls intronlose rVLIG wies eine zu mVLIG-1 

hochkonservierte Nukleotid- und Proteinsequenz auf (Abb. 22 und Anhang), wodurch nahelegt 

wird, daß rVLIG eine ähnliche zelluläre Funktion wie mVLIG-1 ausübt. Das auf Chromosom 15, 

Bande p15+4 lokalisierte hVLIG-1 (Abb. 19) besaß auf genomischer Ebene ebenfalls eine zu 

mVLIG-1 hochkonservierte, kolinear verlaufende Sequenz (siehe Anhang). Kleinere Deletionen 

und Einzelbasenaustausche, deren Richtigkeit teilweise bestätigt werden konnte, führen jedoch 

dazu, daß die vorhergesagte Proteinsequenz von hVLIG-1, die vermutlich von mehreren Exons 

kodiert wird, in spezifischen Bereichen divergierend zu mVLIG-1 war (Abb. 20), was sich auch in 

einem niedrigerem kalkuliertem Molekulargewicht widerspiegelte. Aufgrund der hohen Fehlerrate 

der veröffentlichten humanen Genomsequenz bleibt die Vorhersage der cDNA, bzw. 

Proteinsequenz von hVLIG-1 zwar rein spekulativ, dennoch läßt sich vermuten, daß auch die 

Funktion von hVLIG-1 signifikante Unterschiede zu der von mVLIG-1 aufweisen könnte. 

Unterstützt wird diese Annahme durch vorläufige Untersuchungen zur IFN-γ vermittelten 

Induktion von hVLIG-1 in HeLa Zellen, die keine Hinweise auf eine mögliche Induktion von 

hVLIG-1 erbrachten [457]. Die geringe Anzahl der mit mVLIG-1 sequenzverwandten ESTs, 

sowie die Analyse der Genomdatenbanken wies zudem darauf hin, daß in den untersuchten 

Spezies keine oder nur eine sehr kleine VLIG-Familie existiert. 

 



                          Diskussion 

126 

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 ähnlich zur VLIG-Familie existieren mglw. nicht-induzierte p47 GTPasen (S. 

Martens, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung). 

 

Die Existenz nur eines oder sehr weniger humaner Homologe der VLIG- und p47 GTPase Familie 

könnte bedeuten, daß die Funktion dieser GTPasen im Menschen von jeweils einem oder 

mehreren anderen Proteinen kompensiert wird. Die inaktivierenden Rezeptoren von NK-Zellen 

sind hierbei exemplarisch für Proteine die im Maus und im Menschen strukturell nicht 

miteinander verwandt sind, jedoch äquivalente Funkt ionen ausüben. So werden diese NK-

Zellrezeptoren in der Maus von den zur Typ-C Lektin-Superfamilie gehörenden Ly49 Proteinen 

gebildet, während die funktionellen Analoge des Menschen ("Killer cell Ig-like receptors"; KIRs) 

Mitglieder der Immunoglobulin-Superfamilie repräsentieren [530, 531]. Andererseits ist es 

durchaus auch möglich, daß die biologische Funktion der VLIG und p47 GTPasen im Menschen 

tatsächlich völlig fehlt und nicht von anderen Proteinen kompensiert wird. Die zelluläre Funkt ion 

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

 

 

4.7 Analyse des VLIG-1 Polymorphismus  

 

Eine weitere Gemeinsamkeit für einen Teil der Interferon-regulierten, an zellautonomen 

Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen ist ihr polymorpher Charakter, der sowohl bei 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-γ vermittelten VLIG-1 Induktion in EF oder Zell-Linien von 

Mausstämmen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund (BALB/c, 129/sV, C3H/An und 

C57BL/6J), konnte eindeutig gezeigt werden, daß auch bei VLIG-1 ein Polymorphismus existiert 

(Abb. 36-41). 

Während die Größe des IFN-γ induzierten VLIG-1 in den untersuchten Mausstämmen 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 Mäusen 

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

werden, statt dessen ließ sich in diesen Zellen ein massiv durch IFN-γ induziertes Protein 
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nachweisen, dessen apparentes Molekulargewicht ca. 30-50 kDa geringe r als das von VLIG-1 in 

C57BL/6J EF war (Abb. 39-41).  

 

Der Polymorphismus von VLIG-1 könnte einerseits auf einer differentiellen, posttranslationalen 

Prozessierung eines identischen VLIG-1 Proteins beruhen, daß in allen untersuchten Maustämmen 

von einem identischem Gen kodiert wird. Dagegen spricht jedoch, daß mit einer für den 3' UTR 

von VLIG-1 spezifischen Hybridisierungssonde in Makrophagen mit BALB/c genetischem 

Hintergrund keine, bzw. nur äußerst schwache Transkriptsignale detektiert wurden (Abb. 38). 

Dieses Resultat deutet daraufhin, daß zumindest die 3' UTR des VLIG-ähnlichen Gens in BALB/c 

Mäusen divergierend zu dem von C57BL/6Jsein muß und somit kein identisches VLIG-1 Gen 

vorliegt.  

Daher erscheint es als wahrscheinlicher, daß der identifizierte Polymorphismus von VLIG-1 

darauf basiert, daß verschiedene Mausstämme unterschiedliche, jedoch zum C57BL/6J VLIG-1 

Gen in Transkriptgröße und Sequenz verwandte Gene besitzen. Diese sind ebenfalls durch IFN-γ 

induzierbar und können mit der vollständigen VLIG-1 cDNA Hybridisierungssonde 

kreuzhybridisieren. Sie kodieren jedoch für Proteine mit einem geringeren apparenten 

Molekulargewicht, die von den verwendeten α-VLIG-1 Antiseren teilweise erkannt werden 

können. Diese Art des Polymorphismus würde zudem die in den Northern Blot und Western Blot 

Analysen detektierten, schwächeren Hybridisierungssignale in den nicht-C57BL/6J Zellen 

erklären (Abb. 36-41), die demnach auf eine geringere Hybridisierungsspezifität zurückzuführen 

wären.  

 

Inwiefern die verschiedenen Mausstämme jeweils ein für sie spezifisches, IFN-γ induzierbares, 

VLIG-1 ähnliches Gen besitzen, oder ob die VLIG-1-ähnlichen Proteine geringeren 

Molekulargewichts ein und dasselbe Gen repräsentieren, kann abschließend nicht beurteilt 

werden. Die Western Blot Analyse unter Verwendung des polyklonalen α-VLIG-1 

Peptidantiserums (VLIG-1/218), mit dem sich nur in BALB/c EF kein VLIG-1-ähnliches, IFN-γ 

induziertes Protein nachweisen ließ (Abb. 41), deutet jedoch daraufhin, daß es sich bei diesen 

Proteinen um verschiedene, jedoch miteinander verwandte Proteine handelt.  

 

Interessanterweise läßt sich eine Korrelation zwischen der Verteilung von VLIG-1, bzw. den 

VLIG-ähnlichen Genen und der Verteilung des GBP1a, bzw. GBP1b Allels feststellen [402, 533]. 

So besitzen C57BL/6J Mäuse das nicht -induzierbare GBP1b Allel und als einzige VLIG-1, 

während in allen anderen untersuchten Mausstämmen das induzierbare GBP1a Allel und ein 

induzierbares VLIG-ähnliches Gen existiert. Ob dieses Verteilungsmuster auch bei anderen das 
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GBP1a oder GBP1b Allel tragenden Mausstämmen [417] besteht und inwieweit es von 

biologischer Relevanz ist, sollten weiterführende Experimente klären.  

 

 

4.7 Analyse der VLIG-1 Expression in vivo  

 

4.7.1 Analyse der konstitutiven VLIG-1 Expression 

 

VLIG-1 wird allgemein nur sehr schwach konstitutiv exprimiert. Die höchsten 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 häufig 

zum Kontakt zwischen eindringenden Pathogenen oder Fragmenten von diesen und Zellen des 

Immunsystems. So könnte das Vorhandensein von VLIG-1 Transkripten in der Lunge auf eine 

basale Expression in Alveolarmakrophagen zurückzuführen sein, während die Expression im 

Thymus und in der Milz von diversen Immunzellpopulationen ausgehen könnte. Dieses Ergebnis 

wurde bestätigt durch die Herkunft der meisten zu VLIG-1 identischen ESTs, die zu über 80% aus 

Immunzellen, bzw. Milz, Thymus oder Lymphknoten stammten [457]. Ferner konnte mittels RT-

PCR Analysen eine konstitutive Expression von VLIG-1 in der Milz und in dendritischen Zellen 

nachgewiesen werden (Abb. 16 und 17). 

VLIG-1 wird demnach präferentiell, wenn auch nicht ausschließlich, in Organen die von 

hämatopoetischen Zellen dominiert werden exprimiert, was erneut auf seine immunologisch 

relevante Funktion hindeutet. 

 

Das basale VLIG-1 Expressionsmuster ähnelt sowohl dem von Mitgliedern der p65 als auch der 

p47 GTPase Familie. So wurden die höchsten konstitutiven Expressionsraten von IGTP in der 

Lunge, Milz, Thymus und Dünndarm [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 für Infektionsbiologie, Berlin, 

persönliche Mitteilung) und von mGBP -3 in der Lunge, Milz, Herz und Niere [406] festgestellt. 

 

Da die zur Analyse verwendete mRNA aus Organen von Swiss Webster Mäusen stammte kann 

aufgrund des VLIG-1 Polymorphismus in verschiedenen Maustämmen nicht ausgeschlossen 

werden, daß das detektierte Hybridisierungssignal aus einer Kreuzhybridisierung der C57BL/6J 

VLIG-1 Sonde mit einem VLIG Homolog der Swiss Webster Mäuse, 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-αα  in der transkriptionellen Regulation von VLIG-1 

 

Die Infektion verschiedener Mausstämme mit dem fakultativ intrazellulärem Bakterium Listeria 

monocytogenes diente als Modell der VLIG-1 Induktion in vivo. 24 h nach intraperitonealer 

Infektion von C57BL/6J Wildtypmäusen konnte eine signifikante Zunahme der von VLIG-1 in 

der Leber dieser Mäuse festgestellt werden. Die VLIG-1 Induktion war dabei vollkommen von 

IFN-γ abhängig, während TNF-α mglw. sogar inhibitorisch wirkte (Abb. 24). Eine IFN-γ 

unabhängige Induktion von VLIG-1 durch bakterielle Lipopolysacchariden konnte in der Leber 

der Listerien-infizierten Mäuse nicht detektiert werden. 

Die Stärke der VLIG-1 Induktion war dabei im Vergleich zu den p65 und p47 GTPasen, wobei 

von IRG-47, einem Mitglied der p47 GTPasen die Beteiligung an der zellautonomen Resistenz 

gegenüber Listerien bekannt ist [444], unter identischen experimentellen Bedingungen schwächer 

ausgeprägt [399, 409].  

 

Der potentiell vorhandene inhibitorische Effekt von TNF-α in auf die Induktion von VLIG-1 steht 

im Gegensatz zu den oftmals beobachteten, über verschiedene Mechanismen ausgelösten, 

Synergismus von IFN-γ und TNF-α innerhalb der Transkriptionskontrolle von Zytokin-

regulierten Genen [504]. Dennoch konnte bei wenigen IFN-γ regulierten Genen, wie der 

Aminopeptidase A [534], dem "Surfactant protein A" [535], der extrazellulären Superoxid 

Dismutase [536] und dem 60S ribosomalen Protein L26 [537], ein antagonistischer Effekt von 

TNF-α auf die IFN-γ vermittelte Induktion beschrieben werden.  

Die simultane Stimulation von C57BL/6J EF mit IFN-γ und TNF-α ließ jedoch weder ein 

inhibitorische Wirkung von TNF-α, noch eine verstärkte oder synergistische Induktion von 

VLIG-1 erkennen (Abb. 27). Die Stimulation von C57BL/6J EF oder ANA-1 Makrophagen nur 

mit TNF-α führte ebenfalls nicht, oder nur in einem äußerst geringen Maße (weniger als eine 

zweifache Erhöhung der VLIG-1 Transkriptmenge) zur Induktion von VLIG-1 (Abb. 27 und 36). 

Obwohl innerhalb der identifizierten, putativen Promotorregion von VLIG-1 potentielle NFκB 

Bindungsmotive vorhanden sind (Abb. 15), deuten die erzielten Resultate darauf hin, daß keine 

Einflußnahme des proinflammatorischen Zytokins TNF-α auf die Induktion von VLIG-1 besteht. 

Diese Eigenschaft von VLIG-1 ließ sich auch bei den p47, p67 und Mx GTPasen konstatieren, 

was ihre spezifische Funktion innerhalb der zellulären Antwort auf Interferone hervorhebt [409, 

437, 438, 538].  
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Es bleibt anzumerken, daß die verwendeten IFNγR0/0 Mäuse einen 129/sV genetischen 

Hintergrund aufwiesen. Da die vollständige C57BL/6J VLIG-1 cDNA Hybridisierungssonde ein 

per se schwächeres Hybridisierungssignal mit dem aus 129/sV Mäusen stammenden VLIG-

ähnlichen Transkript zeigte (Abb. 36), könnte eine mglw. noch vorhandene, schwache TNF-α 

oder LPS vermittelte Induktion des VLIG-ähnlichen Gens in der Leber Listerien infizierter 

IFNγR0/0 129/sV Mäusen 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-γ 

stimulierten Fibroblasten und Makrophagen wurde VLIG-1 auf Transkript- und Proteinebene in 

einer Zeit- und Dosis-abhängigen Weise massiv durch IFN-γ, und etwas geringer durch IFN-β  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 Komponente eines zelltypübergreifenden und in diesem Sinne generellen Programmes 

der zellulären Antworten auf beide Interferon-Typen.  

Eine Beteiligung von VLIG-1 an zellulären Programmen der Interferon-Antworten die auf 

spezialisierte lymphomyeloide Zellen oder andere Zelltypen beschränkt sind, wie z.B. die 

Regulation des Zytokin-Netzwerkes, der Zell-Migration (insbesondere der Leukozyten 

Wanderung) oder der Aktivierung von phagozytierenden Zellen [50, 240], siehe auch Anhang), 

kann daher weitgehend ausgeschlossen werden. Beispiele für zelltypübergreifende Programme der 

IFN-γ 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 I und Klasse II 

Antigenpräsentationsweges und der Zell-Proliferation, bzw. Zell-Apoptose ([4, 50, 539], siehe 

auch Anhang). Da Interferon-Typ I Komponenten des MHC-Klasse II Antigenpräsentationsweges 

nicht induziert [4, 50], kann eine Beteiligung von VLIG-1, das in beiden Zelltypen massiv durch 

IFN-β  induziert wurde (Abb. 25, 46 und andere), an diesem zellulären Programm ebenfalls 

weitgehend ausgeschlossen werden. 
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In IFN-γ stimulierten C57BL/6J EF erreichte die VLIG-1 Transkriptmenge nach ca. 12 h ein 

Maximum und verblieb auf einem hohen Expressionsniveau für mindestens den gleichen 

Zeitraum. Im Vergleich zu nicht -stimulierten Zellen wurde VLIG-1 dabei um das 100-200fache 

induziert. Der stärkste Anstieg der Transkriptionsrate ließ 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 IFN-γ, erschien dagegen als 

leicht verzögert. So ließ sich ein signifikanter Anstieg der VLIG-1 Proteinmenge erst 6 h bis 12 h 

nach Beginn der Stimulation und das maximale Expressionsniveau erst nach 48 h feststellen, auf 

dem es für mindestens weitere 12 h verblieb (Abb. 34).  

Diese Verzögerung könnte einerseits auf der geringeren Sensitivität der Western Blot Analyse im 

Vergleich zur RPA Analyse basieren, andererseits könnte es die längere Zeitdauer reflektieren, die 

benötigt wird um das 281 kDa große VLIG-1  Protein zu synthetisieren. Für die geringere 

experimentelle Sensitivität als Begründung der verzögerten Induktionskinetik spricht zum einem 

die durch Northern Blot Analysen ermittelte Induktionskinetik6, die weitgehend analog zur 

Kinetik auf Proteinebene war (vgl. Abb. 29 und 34). Zum anderen wurde ein vergleichbarer 

Verzögerungseffekt zwischen der Induktionskinetik auf Transkript- und Proteinebene auch bei der 

nur 48 kDa großen p47 GTPase IIGP und der 67 kDa großen p65 GTPase mGBP-2 beobachtet 

([404, 409], J. Zerrahn, Max-Planck Institut für Infektionsbiologie, Berlin, persönliche 

Mitteilung).  

 

Während das, bei identischen experimentellen Bedingungen, erreichte Expressionsniveau in IFN-γ 

stimulierten EF sowie Makrophagen von VLIG-1 und sämtlichen Mitgliedern der p47, bzw. p65 

GTPase Familien annähernd übereinstimmt (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 1stündiger Stimulation mit IFN-γ 

detektierbar und erreicht schon nach 4 h ein Maximum auf dem es für mindestens weitere 20 h 

verbleibt ([435, 437-439], J. Zerrahn, Max-Planck Institut für Infektionsbiologie, Berlin, 

persönliche Mitteilung). Bei Mitgliedern der murinen p65 GTPase Familie kann hingegen, wie 

auch bei VLIG-1, erst nach einer IFN-γ Stimulationsdauer von 3-6 h eine signifikante Induktion 

detektiert werden, die nach ca. 12 h ein maximales Expressionsniveau erreicht und auf diesem für 

mindestens weitere 12 h verbleibt [404, 405, 540]. Anzumerken ist jedoch, daß die Analysen zur 

                                                                 
6 Im Unterschied zur Western Blot und RPA Analyse der Induktionskinetik von VLIG-1, bei denen C57BL/6J jeweils 
mit 100 U/ml IFN-γ stimuliert wurden, erfolgte die Stimulation der in der Northern Blot Analyse eingesetzten Zellen 
nur mit 50 U/ml IFN-γ. Nachfolgende Experimente zur Dosis -abhängigen Induktion von VLIG-1 zeigten jedoch, daß 
bereits mit 10 U/ml IFN-γ das maximale Expressionsniveau von VLIG-1 erreicht wird (Abb. 31A). Der Unterschied 
der eingesetzten Unit-Zahl kann daher vernachlässigt werden. 
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Induktionskinetik der p47 und p65 GTPasen in Makrophagen, bzw. einer präB-Zell-Linie und 

nicht, wie bei VLIG-1, in Fibroblasten erfolgten. Eine direkter Vergleich kann daher nicht 

angestellt werden, eine tendenzielle Ähnlichkeit zu den p65 GTPasen läßt sich dennoch 

konstatieren. 

 

Die Induktion von VLIG-1 nach 24stündiger IFN-β  Stimulation war bei gleicher eingesetzter 

antiviraler Unitzahl und Stimulationsdauer sowohl in EF als auch in Makrophagen um das vier- 

bis fünffache geringer als nach IFN-γ Stimulation (Abb. 25 und 37). Die geringere 

Induktionskapaziztät von IFN-β wurde dabei besonders in Analysen zur Dosis-abhängigen 

Induktion von VLIG-1 deutlich. In C57BL/6J EF konnte nach 24stündiger Stimulation bereits bei 

der geringen Dosis von nur 10 U/ml IFN-γ  das annähernd maximale VLIG-1 Expressionsniveau 

erreicht werden. Bei identischer Stimulationsdauer wurden hingegen 500 U/ml IFN-β  zur 

Erreichung der maximalen VLIG-1 Expression benötigt. Im Vergleich zu VLIG-1 wurde die p47 

GTPase IIGP und die p67 GTPase mGBP2 jedoch noch wesentlich schwächer in EF und 

Makrophagen durch IFN-β  induziert (Abb. 25, 31B, und 36). So benötigte mGBP -2 eine 50fach 

höhere IFN-β  Konzentration um ein mit VLIG-1 vergleichbares Expressionsniveau zu erreichen 

(Abb. 31B). Diese signifikant geringere Interferon-Typ I vermittelte Induktion von IIGP und 

mGBP-2 ist übereinstimmend 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 

für Infektionsbiologie, Berlin, persönliche M itteilung).  

 

Studien zur mRNA- und Proteinstabilität wurden bisher nur bei Mitgliedern der p47 GTPase 

durchgeführt. Dabei ist die VLIG-1 mRNA Halbwertzeit von ca. 5 h (Abb. 33) vergleichbar mit 

der 4.5stündigen Halbwertzeit von IGTP, die jedoch nicht in Fibroblasten, sondern in 

Makrophagen bestimmt wurde [439]. Die genaue Halbwertzeit des VLIG-1 Proteins konnte nicht 

bestimmt werden. Dennoch ließ sich das VLIG-1 Protein als über einen längeren Zeitraum 

stabiles Protein charakterisieren, wie es auch für die p47 GTPasen IIGP und GTPI gezeigt werden 

konnte [409]. Der stabile Charakter des Proteins weist daraufhin, daß das VLIG-1 Protein nicht 

einer Regulationskontrolle durch Proteolyse unterliegt. 

 

Die Induktionscharakteristika von VLIG-1 lassen somit sowohl Gemeinsamkeiten als auch 

Unterschiede zu denen der p47 und p65 GTPasen erkennen. Von besonderem Interesse erscheint 

dabei die im Vergleich zu VLIG-1 signifikant niedrigere Interferon-Typ I vermittelte Induktion 

der p47 und p65 GTPasen. Möglicherweise besteht daher eine graduelle Involvierung der 

Interferon-regulierten GTPasen innerhalb der zellulären Antwort auf diese Zytokinfamilie. 
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Hierbei würden die Mx-Proteine als Spezialisten der Interferon-Typ I abhängigen Antwort 

fungieren und VLIG-1 einen bedeutenden Bestandteil in von beiden Interferon-Typen vermittelten 

Antworten darstellen, während die p47, bzw. p65 GTPasen eine wichtigere Rolle innerhalb der 

zellulären Antwort auf IFN-γ als auf Typ I spielen.  

Diese abgestufte Einflußnahme der verschiedenen GTPasen innerhalb der zellulären Antwort auf 

Interferon-Typ I und/oder Typ II könnte sich auch in ihren spezifischen biologischen Funktionen 

widerspiegeln. Anhand verschiedener Beobachtungen ließ sich erkennen, daß Interferon-Typ I im 

Vergleich zu IFN-γ nur eine geringfügige Funktion innerhalb der antimikrobiellen und 

antiparasitären Immunantwort ausübt. Im Gegensatz dazu induzieren beide Interferon-Typen 

größtenteils nicht -redundante antivirale Resistenzmechanismen, wobei Interferon-Typ I als 

Induktor dieser Mechanismen von größerer Bedeutung ist [4, 82, 327, 334-336].  

Dementsprechend vermitteln die selektiv durch Interferon-Typ I induzierbaren murinen Mx 

GTPasen ausschließlich eine direkte zellautonome Resistenz gegenüber der Infektion 

verschiedener Gruppen von RNA-Viren [351, 352]. Untersuchungen an IRG-47, LRG-47, bzw. 

IGTP defizienten Mäusen zeigten hingegen, daß diese stärker durch IFN-γ 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 

zellulären Funktion von TGTP/Mg21 konnte für 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]. Für 

die humane p65 GTPase hGBP-1, die wie ihre murinen Homologe ebenfalls stärker durch IFN-γ 

als durch Interferon-Typ I induziert wird [542], konnte in vitro eine Beteiligung an 

zellautonomen, antiviralen Resistenzprogrammen nachgewiesen werden [434]. Aufgrund der in 

vitro Analysen zur Funktion von TGTP/Mg21 und hGBP-1 läßt sich eine vollständige 

Korrelationen zwischen der Stärke der Interferon-Typ I und Typ II vermittelten Induktion und der 

Funktion der GTPasen Familien innerhalb zellautonomer Resistenzmechanismen demnach nicht 

feststellen.  

 

 

In den durchgeführten Western Blot Analysen war auffällig, daß neben einem starken 

Proteinsignal, dessen apparentes Molekulargewicht dem von VLIG-1 kalkuliertem entsprach, 

zusätzlich noch bis zu acht weitere Signale von geringerer Größe und Intensität detektiert werden 

konnten (Abb. 26, 32, 34, 40 und 45). Die Detektion dieser Zeit- und Dosis-abhängig durch IFN-γ 

induzierten Proteinsignale erfolgte dabei unabhängig davon, ob das gegen ein Proteinfragment 

von VLIG-1, oder gegen ein Peptid gerichtete polyklonale α-VLIG-1 Antiserum eingesetzt 
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wurde. Aufgrund der stets auf Eis und unter Zugabe eines Protease-Inhibitor Cocktails erfolgten 

Zell-Solubilisierung (siehe Material und Methoden) konnte eine proteolytische Degradierung der 

zellulären Proteine nach erfolgter Lyse weitgehend ausgeschlossen werden. Die Proteinsignale 

repräsentieren daher vermutlich Abbauprodukte des VLIG-1 Proteins, deren Proteolyse schon 

innerhalb der Zellen erfolgte. Dabei könnte es sich entweder um eine unspezifische Proteolyse im 

Rahmen des normalen VLIG-1 Protein "turn-overs", bzw. von mißgefalteteten VLIG-1 Proteinen 

handeln, oder um eine funktionsspezifische Proteolyse des VLIG-1 Proteins, die zu dessen 

Aktivierung oder Deaktivierung führt. Das die zusätzlich detektierten Proteinsignale nicht mit 

VLIG-1 sequenzverwandte, IFN-γ induzierte Proteine repräsentieren ist sehr unwahrscheinlich, da 

sie auch durch das Peptid α-VLIG-1 Antiserum detektiert wurden. Ebenfalls als unwahrscheinlich 

erscheint die Möglichkeit, das es sich um Proteinsignale von anderen Mitgliedern der VLIG-

Familie handelt, da durch verschiedene Experimente auf RNA-Ebene keinerlei Hinweise auf eine 

IFN-γ vermittelte Induktion dieser Mitglieder in C57BL/6J EF erbrachten. 

 

 

4.9 Charakterisierung von VLIG-1 als gemischtes IFN-γγ  Antwortgen 

 

Die IFN-γ vermittelte Induktion von VLIG-1 erfolgt rasch und lang anhaltend (Abb. 28). Daher ist 

davon auszugehen, daß VLIG-1, wie auch die p47 und p65 GTPasen [399, 409], sowohl zu einem 

frühen als auch zu einem späten Zeitpunkt innerhalb der zellulären Antwort auf IFN-γ von 

Bedeutung ist.  

 

Untersuchungen zur IFN-γ Antwort-Klassifizierung charakterisieren VLIG-1 als gemischtes 

Antwortgen, an dessen transkriptioneller Aktivierung vermutlich primäre und sekundäre 

Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. So konnte die IFN-γ vermittelte Induktion von VLIG-1 

durch Zugabe des Translationsinhibitors CHX zwar nicht vollständig inhibiert werden, dennoch 

war besonders zu einem späten Induktionszeitpunkt eine signifikante Reduktion der 

Expressionsrate zu erkennen (Abb. 43). Die frühe  Phase der IFN-γ abhängigen VLIG-1 Induktion 

könnte daher von präformierten, primären Transkriptionsfaktoren, wie z.B. GAF vermittelt wird, 

während zur Erreichung und Aufrechterhaltung der maximalen Expressionsrate die de novo 

Proteinsynthese sekundärer 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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Analysen der VLIG-1 Induktion in IRF-1 defizienten Mäusen konnten eine Beteiligung dieses 

sekundären Transkriptionsfaktors an der transkriptionellen Regulation von VLIG-1 nicht 

bestätigen (Abb. 42). Hierbei bleibt anzumerken, daß der verwendete IRF-1 defiziente 

Mausstamm einen 129/sV genomischen Hintergrund aufwies und somit nicht VLIG-1, sondern 

ein VLIG-ähnliches Transkript detektiert wurde, welches für ein Protein von geringerem 

Molekulargewicht als VLIG-1 kodiert und mglw. auch unterschiedlich reguliert wird (vgl. Abb. 

36, 39 und 40). Die im Vergleich zu C57BL/6J Wildtyp EF geringfügig schwächere 

Induktionsrate von VLIG-1 in IRF-1-/- EF (Abb. 42) ist daher vermutlich auf die per se geringere 

Hybridisierungsstärke der VLIG-1 cDNA Sonde mit dem Transkript des 129/sV spezifischen, 

VLIG-ähnlichen Gens zurückzuführen (vgl. Abb. 36). Anhand dieser Resultate läßt sich eine 

Beteiligung von IRF-1 an der transkriptionellen Regulation von VLIG-1 daher nicht vollkommen 

ausschließen.  

 

Im Gegensatz zu VLIG-1 handelt es sich bei den Mitgliedern der murinen p65 GTPase Familie 

um Gene der sekundären Antwort auf IFN-γ, deren Induktion weitgehend von der de novo 

Proteinsynthese des sekundären Transkriptionsfaktors IRF-1 abhängig ist [411, 512], was durch 

Untersuchungen an IRF-1 defizienten EF eindrucksvoll bestätigt werden konnte [399, 409]. Die in 

den CHX-Experimenten detektierte massive, jedoch nicht vollständige Reduktion der mGBP-2 

Expression (Abb. 43) ist dabei in Übereinstimmung mit zuvor publizierten Ergebnissen [411, 

501]. Für mGBP-3 konnte jedoch auch gezeigt werden, daß die IFN-γ vermittelte Induktion in 

RAW264.7 Makrophagen nicht durch CHX Zugabe beeinflußt wird [540], was im Gegensatz zu 

den Resultaten in IRF-1 defizienten Zellen steht. Möglicherweise 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 als Bindungsstellen für IRF-

1 fungieren und ein vermutlich inaktives GAS Element, das nicht für eine durch GAF vermittelte 

IFN-γ Induktion ausreicht [411, 512]  

 

Mitglieder der p47 GTPase Familie wurden als primäre Antwortgene, wie im Falle von 

TGTP/Mg21 [441], gemischte Antwortgene, gezeigt für IGTP und IIGP [439], J. Zerrahn, Max-

Planck Institut für Infektionsbiologie, Berlin, persönliche Mitteilung) oder als sekundäre 

Antwortgene, wie für IRG-47 gezeigt [440], klassifiziert. Bei keinem der sechs bisher 

veröffentlichten p47 Mitglieder konnte eine signifikante Reduktion der IFN-γ vermittelten 

Induktion in IRF-1 defizienten EF festgestellt werden [399, 409]. Die Klassifizierung von IRG-47 

als sekundäres Antwortgen erscheint aufgrund letzteren Resultates als widersprüchlich. Einerseits 
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wurde gezeigt, daß die IFN-γ vermittelte Induktion abhängig von einem ISRE Element in dessen 

Promotorregion ist, das von IRF-1 gebunden wird [440], andererseits konnte jedoch keine 

signifikante Reduktion der IRG-47 Induktion durch IFN-γ in den IRF-1 defizienten EF festgestellt 

werden [399, 409]. Möglicherweise 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 Das VLIG-1 Protein ist prädominant im Zytoplasma aber auch am Nukleus lokalisiert 

 

Studien zur subzellulären Lokalisierung des VLIG-1 Proteins durch subzelluläre Fraktionierung 

charakterisierten VLIG-1 als ein prädominant zytoplasmatisches Molekül. Eine 

Membranassoziierung oder Lokalisation innerhalb membranumgrenzter Zellkompartimente ließ 

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 bestätigt werden, wobei ein granuläres zytoplasmatisches 

Verteilungsmuster und ein vom Nukleus zur äußeren Zellmembran reichender Intensitätsgradient 

erkennbar waren (Abb. 47, 50 und 51). Innerhalb dieser Studien ließ sich jedoch in ca. 40% der 

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

 

Bei den transienten Expressionsstudien war auffällig, daß 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, Ausstülpungen der Plasmamembran, einer Nukleus 

Pyknose, oder einem in oligonukleosomale Stücke zerfallenem Nukleus, begleitet wurde (Abb. 

47, 48) 

Diese Zelldeformationen sind stereotypische  Merkmale für apoptotische Zellen, wobei sie 

unabhängig von der Art des die Apoptose initiierenden Signals auftreten [543, 544]. Es kann 

daher angenommen werden, daß die Überexpression 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 Fluoreszenzintensität 

und den beobachteten Zelldeformationen erklärt. 

Zytotoxische oder zu Zelldeformationen führende Effekte konnten auch während Untersuchungen 
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zur subzellulären Lokalisierung spezifischer p47 GTPasen, bzw. zur biologischen Funktion der 

p47 GTPase TGTP/Mg21 beobachtet werden ([441], S. Martens, Universität zu Köln, persönliche 

Mitteilung).  

 

Die massive endogene VLIG-1 Expression in IFN-γ 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 könnte darauf basieren, daß die Expressionsrate des Fusionsproteins und damit 

auch die Proteinmenge wesentlich höher als die des endogenen VLIG-1 Proteins ist und oberhalb 

eines sich zytotoxisch auswirkenden Schwellenwertes liegt. Denkbar wäre es auch, daß VLIG-1 in 

IFN-γ stimulierten Zellen durch die Interaktion mit ebenfalls IFN-γ 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 zellulären Antwort auf IFN-γ, inklusive 

der putativen Regulatoren und infolgedessen könnten unkontrollierte und daher mglw. auch 

atypische Effekte von VLIG-1 ausgelöst worden sein.  

Allgemein sind zwei verschiedene funktionelle Klassen regulatorischer Proteine bekannt, die mit 

GTPasen interagieren und ihre Aktivität kontrollieren können [380, 382, 383]. GTPase 

aktivierende Proteine (GAPs) beschleunigen die GTP Hydrolyse und wirken inaktivierend, 

während Guanylat Austauschfaktoren (GEFs) die Freisetzung der gebundenen GDP, sowie die 

erneute GTP Bindung fördern und daher aktivierend wirken [380, 382, 383]. Aufgrund obiger 

Überlegungen erscheint es als möglich, daß auch VLIG-1 durch spezifisch mit ihm interagierende 

GAPs und GEFs kontrolliert wird, wobei diese wahrscheinlich Interferon-regulierte Proteine 

repräsentieren. Die höhere Bindungsaffinität 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 Überlegungen somit im Einklang.  

Die Existenz eines IFN-γ regulierten GAP-Proteins ("Breakpoint cluster region", BCR) konnte 

erst kürzlich nachgewiesen werden. [89]. Die Expression von BCR wird nach Interferon-Typ I 

oder Typ II Stimulation in humanen Fibroblasten inhibiert, was vermutlich zur Aktivierung der 

mit BCR interagierenden GTPasen führt. Als Interaktionspartner von BCR wurden GTPasen der 

Rho-Familie identifiziert [545], die verschiedene zelluläre Prozesse, wie den Zell-Zyklus und den 

vesikulären Transport regulieren [546] 

 

Eine Lokalisierung von VLIG-1 im Nukleus erscheint als ungewöhnlich, da es aufgrund seines 

Molekulargewichts für eine freie Diffusion durch die Kernporen zu groß ist und eine 
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Kernlokalisierungssequenz nicht identifiziert werden konnte [547]. Die in der indirekten 

Immunofluoreszenzanalyse nachgewiesene nukleare Lokalisierung deutet mit ihrem granulären, 

punktförmigen Fluoreszenzmuster eher auf eine Assoziierung von VLIG-1 mit der Kernmatrix 

hin. Das nukleare Fluoreszenzmuster besitzt zudem eine gewisse Ähnlichkeit mit denen als 

"nuclear bodies" bezeichneten Nukleusdomänen (auch als ND10, "Kr bodies", POD oder "nuclear 

dots" bezeichnet) deren Komponenten von verschiedenen, teilweise Interferon-regulierten 

Proteinen gebilde t werden [548]. Die ND10 Proteine sind in eine Vielzahl unterschiedlicher 

Prozesse involviert, wie z.B. der transkriptionellen Regulation, der Apoptose, der 

Aufrechterhaltung der Genomstabilität aber auch an antiviralen Effekten [548]. Bei diesen 

Proteinen handelt es sich jedoch nicht um GTPasen und im Unterschied zu VLIG-1 weisen sie 

keine zytoplasmatische Lokalisierung auf, so daß die Ähnlichkeit des nuklearen 

Fluoreszenzmusters von VLIG-1 zu den "nuclear bodies" nicht ausreichend ist, um auf 

funktionelle Gemeinsamkeiten zu schließen. 

 

Die subzelluläre Lokalisierung von VLIG-1 weist nur wenig Gemeinsamkeiten zu denen der p47 

GTPasen auf. Ausführliche Studien zur subzellulären Lokalisierung der p47 GTPasen konnten 

nachweisen, daß jedes der sechs bisher veröffentlichten Mitglieder dieser Familie spezifisch an 

einem intrazellulären, membranumschlossenen Kompartiment lokalisiert ist ([409, 442], S. 

Martens, Universität zu Köln, persönliche Mitteilung und J. Zerrahn, Max-Planck Institut für 

Infektionsbiologie, Berlin, persönliche Mitteilung), was mglw. zu ihrer funktionalen Nicht -

Redundanz beiträgt [444].  

Die subzelluläre Lokalisierung der murinen p65 GTPasen und besonders der Mx-Proteine weist 

dagegen eine gewisse Ähnlichkeit zu der des VLIG-1 Proteins auf. Die p65 GTPasen sind 

sämtlich im Zytoplasma lokalisiert, wobei es jedoch für die Art der zytoplasmatischen Verteilung 

teilweise kontroverse Ergebnisse gibt. Die meisten Mitglieder scheinen in punktförmigen, 

vesikelartigen Strukturen, deren Identität nicht näher bekannt ist, gleichmäßig verteilt im 

Zytoplasma vorzuliegen [409, 426, 427], wie es auch bei hGBP-1 beobachtet werden konnte [410, 

418]. Für diese Art der zytoplasmatischen Verteilung scheint ein Isoprenylierungsmotiv, welches 

einige der p65 GTPasen besitzen, eine maßgebliche Rolle zu spielen [425, 427]. Diese Verteilung 

ließ sich für spezifische Mitglieder jedoch nicht immer bestätigen, so daß ferner eine homogene 

zytoplasmatische Distribution ohne Ausbildung dieser Strukturen, oder eine granuläre 

zytoplasmatische Lokalisierung beobachtet wurden. [406, 427] 

Die subzelluläre Lokalisierung der Mx GTPasen ist insofern ähnlich zu VLIG-1, als das sie die 

einzigen, an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten GTPasen sind, bei denen eine 

nukleare Lokalisierung festgestellt werden konnte [549, 550]. Während 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 granuläre und punktförmige 

Strukturen aus [360], wie sie auch für VLIG-1 nachgewiesen werden konnten (Abb. 51). Die 

unterschiedliche subzelluläre Lokalisierung der Mx GTPasen korreliert dabei mit ihrer jeweiligen 

antiviralen Spezifität [549, 552]. Falls man für VLIG-1 eine den Mx GTPasen analoge Funktion 

postuliert, würde seine duale Lokalisierung bedeuten, daß es gleichzeitig verschiedene 

Spezifitäten besitzen könnte. 

 

Unmittelbar vor der Abgabe dieser Arbeit wurde gezeigt, daß die im Nukleus lokalisierte murine 

Mx1 GTPase spezifisch mit Komponenten der "nuclear bodies" interagiert [553]. Die den 

"nuclear bodies" ähnliche nukleare Fluoreszenz von VLIG-1, könnte demnach als eine weitere 

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

 

 

4.12 Weiterführende Experimente 

 

Durch die in dieser Arbeit für VLIG-1 ermittelten molekularen und biochemischen Eigenschaften 

wurde die Grundlage für eine nachfolgende funktionelle Charakterisierung von VLIG-1 

geschaffen. Aufgrund der Fülle der ide ntifizierten Gemeinsamkeiten von VLIG-1 und Mitgliedern 

der an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten p47, p65 und Mx GTPase Familien, 

können die von ihnen zum Teil bekannten zellulären Funktionen als Anhaltspunkte bei der 

Aufklärung der spezifischen Rolle von VLIG-1 innerhalb der zellulären Antworten auf 

Interferone fungieren. Die Identifizierung putativer Interaktionspartner, sowie die gezielte 

Inaktivierung von VLIG-1 sind dabei primär zu verfolgende experimentelle Ansätze. 

 

Anhand biochemischer Analysen, sowie durch Studien zur subzellulären Lokalisierung wurden 

Anzeichen für eine stringente Regulation von VLIG-1 gefunden. Infolge der Funktion von  

VLIG-1 als GTPase erscheint es als naheliegend, daß es sich bei diesen Regulatoren vermutlich 

um GAP - und/oder um GEF-Proteine handelt.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Ansätze zur Identifikation von VLIG-1 Interaktionspartner 

mittels Ko-Immunopräzipitationen durchgeführt. Die dabei verwendeten polyklonalen α-VLIG-1 

Antiseren erwiesen sich jedoch als nicht spezifisch genug. 

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

unterschiedliche experimentelle Strategien ausgeweitet werden. Denkbar wäre dabei die 
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Anwendung von Zwei-Hybrid-Systemen [554], Affinitätschromatographien unter Verwendung 

des vollständigen Proteins oder Peptidfragmenten von diesem, Far -Western Blot Analysen, 

chemischen Kreuzvernetzern in physiologischen Zellpräparaten, Gelfiltrationen und Ko -

Immunopräzipitationen mit monoklonalen, hoch spezifischen Antikörpern, bzw. eine 

Kombination dieser Strategien.  

 

Bevor eine gezielte Deletion von VLIG-1 durchgeführt wird, sollten zunächst die Struktur der 

VLIG-Familie und die molekularen Eigenschaften ihrer Mitglieder näher untersucht werden. Von 

großer Bedeutung wäre es dabei die vollständige cDNA Sequenz dieser Mitglieder zu ermitteln. 

Aufgrund der rasch fortschreitenden Aufklärung der Sequenz des Maus Genoms kann dieses 

mglw. sogar in silico erfolgen. Nachfolgende Expressionsanalysen, wie z.B. die Zytokin-

abhängige Induktion, Zelltypspezifität der Expression oder subzelluläre Lokalisierung der 

Familienmitglieder würden bedeutende Erkenntnisse über mglw. vorhandene redundante 

Funktionen liefern. Aufgrund dieser Information könnte eine spezifische phänotypische Analyse 

von VLIG-1 defizienten Mäusen 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 möglich. 

Zusätzlich zu diesen die zelluläre Funktion von VLIG-1 betreffenden, weiterführenden 

Experimenten, bestehen noch eine Vielzahl weiterer interessanter Fragen, die teilweise schon in 

der Diskussion angesprochen wurden. 
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5. Summary 

 

 

The partially overlapping cellular responses to interferon type I (mainly IFN-α and -β), and 

interferon type II (IFN-γ) 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 response is 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 a transcript size of nearly 9kb and a calculated M r 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 I and type II interferon in a time and dose dependent but cell type 

non-specific manner. In contrast no induction was shown for TNF-α. 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 ESTs identical 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 a nuclear staining. The overexpression of 

a GFP tagged protein leads to cytotoxicity.  

 

In conclusion it is tempting to speculate that VLIG-1, like the other IFN-inducible GTPases, plays 

a role within cell autonomous resistance programs of the IFN-response . 
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5. Zusammenfassung 

 

 

Die teilweise überlappenden zellulären Antworten auf Interferon-Typ I (hauptsächlich IFN-α und 

IFN-β) und Interferon-Typ II (IFN-γ) sind außerordentlich komplex. Beide Interferon-Typen 

regulieren mehrere hundert Gene, die sich größtenteils spezifischen, in der angeborenen und 

erworbenen Immunität funktionellen, zellulären Programmen zuordnen lassen. Ein Teil der 

Interferon-Antworten wird dabei durch Programme charakterisiert die zellautonome Resistenzen 

gegenüber verschiedene infektiöse Pathogene vermitteln. Mitglieder verschiedener GTPase 

Familien, wie die p47, p65 und Mx GTPasen, stellen fundamentale Komponenten innerhalb dieser 

zellautonomen Resistenzprogramme dar.  

In dieser Arbeit gelang es mit VLIG-1 eine bisher unbekannte Interferon-regulierte 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, daß mit VLIG-1 eine weitere Komponente zellautonomer 

Resistenzprogramme identifiziert wurde. 

 

Als einziges strukturelles Motiv läßt sich in der primären Proteinsequenz von VLIG-1 eine GTP-

Bindungsdomäne identifizieren. Mit einer Transkriptgröße von annähernd 9 kb und einem 

Molekulargewicht von 281 kDa repräsentiert VLIG-1 das größte Interferon-regulierte Gen, bzw. 

Protein und gleichzeitig das größte Mitglied der GTPase Superfamilie, das bisher identifiziert 

werden konnte. Die VLIG-1 GTP-Bindungsdomäne und der sie umgebende Sequenzbereich weist 

die meisten Gemeinsamkeiten zu den an zellautonomen Resistenzprogrammen beteiligten 

GTPasen auf, so daß VLIG-1 zusammen mit den p47, p65 und Mx GTPasen eine eigene 

Untergruppe in der GTPase Superfamilie bildet. Die größte Homologie ließ sich dabei zu den p65 

und Mx GTPasen erkennen, die beide der Dynamin-Familie 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, daß die CDS inklusive des 3' 

UTR auf einem sehr großem, intronlosem Exon lokalisiert ist. VLIG-1 repräsentiert somit 

ebenfalls vermutlich ein Retrogen. VLIG-1 konnte als Teil einer mehrere Mitglieder umfassenden 

Genfamilie charakterisiert werden, die in C57BL/6J Mäusen mindestens neun Mitglieder besitzt, 

welche auf Chromosom 7 gekoppelt vorliegen. VLIG-1 ist bisher das einzige Mitglied dieser 

Familie dessen Interferon-abhängige Induktion in embryonischen Fibroblasten nachgewiesen 
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werden konnte. Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß VLIG-1 ein polymorphes Gen ist. Zudem 

charakterisiert VLIG-1 ein Vertebraten-spezifisches 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, daß VLIG-1 von 

einem sehr niedrigen basalen Expressionsniveau, in einer Zeit- und Dosis-abhängigen Weise, auf 

Transkript- und Proteinebene, massiv durch IFN-γ und etwas geringer durch IFN-β  induziert wird. 

Die Interferon-Typ I vermittelte Induktion von VLIG-1 ist dabei wesentlich stärker als die der p47 

und p65 GTPasen. Eine Induktion von VLIG-1 durch TNF-α oder ein Synergismus zwischen 

IFN-γ und TNF-α ließen sich hingegen nicht nachweisen. Zusätzlich wurde die mRNA und 

Proteinstabilität von VLIG-1 charakterisiert. VLIG-1 charakterisiert ein gemischtes Antwortgen, 

was durch die Existenz von potentiellen Bindungsstellen für primäre und sekundäre 

Transkriptionsfaktoren in der identifizierten putativen Promotorregion von VLIG-1 seine 

Bestätigung findet. Die Infektion verschiedener Mausstämme mit dem fakultativ intrazellulärem 

Bakterium Listeria monocytogenes führte zur massiven Induktion von VLIG-1 in der Leber von 

Wildtyp-Mäusen nicht aber in IFN-γR0/0-Mäusen.  

Durch Studien zur subzellulären Lokalisierung wurde gezeigt, daß VLIG-1 im Zytoplasma aber 

auch im, bzw. am Nukleus lokalisiert ist. Eine Überexpression 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, daß VLIG-1 mglw. ebenfalls an diesen 

zellulären Programmen der Interferon-Antwort beteiligt ist. 

 

Eine verkürzte Übersicht der für 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-1/VLIG-Familie Vergleich von VLIG-1 zu den murinen 

p47, p65 oder Mx GTPasen 

Transkript-/Proteingröße • ca. 9 kb und 281 kDa • eher vergleichbar mit Mx 

Genomische Struktur • CDS + 3' UTR intronlos • vergleichbar mit p47 

GTP-Bindungsdomäne • vorhanden (G4-Motiv noch nicht 

eindeutig identifiziert) 

• vergleichbar mit p65 und Mx 

Struktur der murinen Genfamilie • � 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 

• VLIG-1 ist mglw. das einzige in EF und 

Makrophagen durch IFN induzierbare 

Mitglied 

• vergleichbar mit p47 (noch nicht 

eindeutig bewiesen) 

Verteilung von Familienmitgliedern 

in anderen Spezies als der Maus 

• spezifisch für 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 

Familienmitgliedern in anderen 

Spezies als der 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 Mäuse 

• abhängig von IFN-γ 

• mglw. inhibitorischer TNF-α Effekt 

• p47  und p65 abhängig von IFN-γ; 

stärker induziert als VLIG-1 

• keine Beeinflussung durch TNF-α  

Zytokin vermittelte Induktion in 

EF und/oder Makrophagen 

• IFN-γ:           +++ 

• IFN-β:           ++ 

• TNF-α:           - 

 

• IFN-γ + TNF-α: kein Synergismus 

• IFN-γ: vergleichbar mit p47 und p65 

• IFN-β: eher vergleichbar mit Mx 

• TNF-α:  vergleichbar mit p47, p65 und 

Mx) 

• IFN-γ + TNF-α: vergleichbar mit p47, 

p65 und Mx 

Induktionskinetik nach IFN-γγ  

Stimulation 

• nach 3h detektierbar, Maximum nach 

12h, mindestens weitere 12h auf 

Maximum 

• vergleichbar mit p65 

Antwort Klassifizierung  • gemischtes Antwortgen • eher vergleichbar mit p47 

Polymorphismus  • vorhanden • vergleichbar mit p65 und Mx 

Guanin-Nukleotid 

Bindungsspezifität 

• GDP > GTP > GMP • vergleichbar mit p47 und  Mx 

Zelldeformationen nach 

Überexpression in nicht 

stimulierten Zellen 

• Zytotoxischer Effekt führt zu Zelltod 

durch Apoptose 

• eher vergleichbar mit p47 

(Überexpression spezif. Mitglieder führt 

zu Kompartiment-Deformationen) 

Subzelluläre Lokalisierung  • Zytoplasma > Nukleus • eher vergleichbar mit Mx 
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7. Anhang 

 

 

Tabelle 7. In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Die Orientierung ist immer von 5' nach 3' 
angegeben. Die Orientierung ist mit U für "upper strand" (kodierend) und L für "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 für Sequenzierungen und PCR-Analysen:  

Name des Oligos Sequenz 
18.1/6U 5’-GGCAGGCTGGAGGAAGGTGCATGTCC-3’ 
18.1/51L 5’-AAGCCCAGTTCCAGTCTTCAGATTG-3’ 
18.1/56L 5’-TTGCTCTAGAGAGTAATTGGAGGTGG-3’ 
18.1/59U 5’-GACTGGAACTGGGCTTCAAGCACACA-3’ 
18.1/242L 5’-CTCAAAAGGAAGATGGCGGGGGTGG-3’ 
18.Int/33U 5’-TGCGGAGGGTCTTGTGCCAGCATTA-3’ 
18.Int/319U 5’-CATTTCTTGCCAGAGGAGAGTCAGC-3’ 
18.Int/841U 5’-TCCAGATGGCAAAAGGCAAACATAA-3’ 
18.Int/950U 5’-ATCCGAAAAGCAAGAAGCAGATTTA-3’ 
Int2/89L 5’-GAACACTGCGAAACAGGTGGAAGCC-3’ 
Int2/120L 5’-GCTTGCTGGCATACCCTGACTCTCC-3’ 
Int2/313L 5’-TGAGTGCCAGACCCCTGTGCTCCTA-3’ 
Int2/381L 5’-ACCCCAACACACCTGAAAAGCAAGA-3’ 
Int1/13U 5’-GAATCCAGCCCTTCAAAGGATAA-3’ 
Int1/432L 5’-CCGGGTTCATACAGAGGATGGAGGG-3’ 
Int1/540U 5’-ACATGCAAGGGCAGCCACATTCA-3’ 
Int1/1420U 5’-GCGAACATAAGCAACAGAATACAAG-3’ 
Int1/3003U 5’-CATAGATGGAGAAACCGCAGTATTC-3’ 
3’REP 5’-TGTGACAGGCCTAGTATAAAAGGGAT-3’ 
47L 5’-GCCCAGTTCCAGTCTTCAGATTGTT-3’ 
130 5’-AAGCAGAAGGAAGCACAATC-3’ 
159 5’-GGCTGGGATCTGTTCGGGTC-3’ 
183L 5’-CTCAAAAGGAAGATGGCGGGGGTGG-3’ 
259 5’-AGGCTCACCTCGGGAACACGG-3’ 
325 5’-GGACTTCTCACAGCCAAACA-3’ 
524 5’-CCAACGGCTGAAGTGTCCCT-3’ 
619L 5’-TGCCCATCTTACCAGGTCTCCATCT-3’ 
761 5’-GGCACCGAAATAAAAACGAT-3’ 
937 5’-ATCCCATTCAGAGCAAACTT-3’ 
1073L 5’-CGGTGGTCTGTTGTCTGCTC-3’ 
1175 5’-CTGGGTGGAATCTACTGCTG-3’ 
1413 5’-GTGGACCAGCAGAAGCAGAT-3’ 
1678 5’-GGATGTGAAATGCTGGGAGG-3’ 
1967L 5’-TGCTCTTCCCCATACTCTGA-3’ 
1975 5’-TGGGGAAGAGCAAGTCAAAA-3’ 
2206 5’-TGCAGGCTATCAGTTGGTAA-3’ 
2242L 5’-ACTCATCACACCCCAGAAGA-3’ 
2500 5’-CTGGGAAAGTCTGGAGAATG-3’ 
2661L 5’-AGGTCCATTTTCTATCATTC-3’ 
2832 5’-TGATGTTGGATTATGGGTTC-3’ 
3116 5’-CCAAATCCCAACACTTCTCA-3’ 
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3397 5’-GGGAGTGGTGGAAATCTGCT-3’ 
3491L 5’-AGTTGTTGGGTGTGTTCCTT-3’ 
3602 5’-TGGCAGTCATCAACACCTTT-3’ 
3985 5’-AGAAAAGGGGAATCGGAGCA-3’ 
4244 5’-ACAGAAAAGCAAAGAGCACA-3’ 
4462 5’-GCTGATGGACGGGGATGCTT-3’ 
4748 5’-GCTCCAGAACTCAACAACAA-3’ 
4921 5’-CCCCAGTTGCCTCTTTGTCC-3’ 
5145 5’-CTCCTCCCAATCCTCGCTAT-3’ 
5461 5’-GGTCATAGCCATGAGCAAACTGG-3’ 
5466 5’-AGGAACCACTTAGCAGGAAA-3’ 
5469L 5’-TCCTGCTAAGTGGTTCCTCT-3’ 
5769 5’-AATTCAGGCAACTTTGGACA-3’ 
5954 5’-CCTCATGTCACAGAGCCTAA-3’ 
6209 5’-TTATTCCAAAGAGCATCCAA-3’ 
6386 5’-GGCATTCAAGACTGCAAATGACCC-3’ 
6538 5’-GGAGACATGCGAGCCACCTGCC-3’ 
6542 5’-TACATTCAAAAGCCAGAGGA-3’ 
6543L 5’-TTCCTCTGGCTTTTGAATGT-3’ 
6734 5’-TGGCTGGATTTGTTCTGTGA-3’ 
6829 5’-CTGGCTGGATTTGTTCTGTGACC-3’ 
6829L 5’-TCATGGCTTCTTTGAGGAAC-3’ 
7030 5’-TGTGCCATTCCACCGTCCTC-3’ 
7109 5’-CATGAAGGAGACCACAGTGTGC-3’ 
7135L 5’-CCCGGAAGCCATCTAAAATG-3’ 
7328 5’-ACCAAAATCACAAAGCAAGA-3’ 
7426 5’-GGGAGCCTAATGGAGAACAC-3’ 
7604 5’-TGGCCCACTCTATTGGGCAA-3’ 
7690L 5’-AGGGAAAGGTCACATTCTGC-3’ 
7693 5’-GAATGTGACCTTTCCCTTGT-3’ 
7908 5’-AGGCAAGGTAATAAACAAGG-3’ 
8124 5’-GCTTTAGGTTTGCTATGGAG-3’ 
8292 5’-TGCAACTTATGGCTATGAAG-3’ 
8490 5’-CTTCAACATCCTCATACAAA-3’ 
8673 5’-TTTGCTTTGGTTGTTTTCTG-3’ 
4244 5’-ACAGAAAAGCAAAGAGCACA-3’ 
4244 5’-ACAGAAAAGCAAAGAGCACA-3’ 
SP1 5’-AGAGGGGGTCAACGGAGAAACAGGTAGTC-3’ 
SP3 5’-GTCGAGGACTTCCACCTTCTCTGTA-3’ 
BU284 5’-GCAAAGGAAGCAACAAACAC-3’ 
BU766 5’-CAAGGAAGCCAAAGAAAAGG-3’ 
BL766 5’-CCTTTTCTTTGGCTTCCTTG-3’ 
BL1178 5’-GTTGCTCTTCTGTGCTCTTT-3’ 
270U 5’-CTCCCCCAGTTGCCTCT-3’ 
546L 5’-TGGGCAGTTGAAAGAAT-3’ 
1125U 5’-AGGCAACTTTGGACAAG-3’ 
1422L 5’-CACGCTTTTGTTTCCAA-3’ 
11U3417 5’-GGGAGCCTAATGGAGAAC-3’ 
11U4130 5’-TGGAGAAAAAGATGAGAG-3’ 
11L4124 5’-TCTTTTTCTCCATAGCAA-3’ 
11U3778 5’-TGGAAGAAGAAAATAAGC-3’ 
11U2342 5’-CTTCCTTTGTTGACTTCCTA-3’ 
11U1591 5’-CTTATTTCAGACACCAGACA-3’ 
PCR116U 5’-GAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGA-3’ 
PCR524L 5’-CTTTTAGGGACACTTCAGCCGTTGG-3’ 
SEQ239L 5’-AGGATGATGTCCCAAATAGG-3’ 
SEQ760U 5’-TGGCACCGAAATAAAAACGA-3’ 
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2GInsU 5’-CCTTGCCACTCTGGCAAAATCAAA-3’ 
2GInsL 5’-TTTGATTTTGCCAGAGTGGCAAGG-3’ 
2GIns5U 5’-TAAGAAAGGTAACAGCAACTCCT-3’ 
2GIns5L 5’-AGGAGTTGCTGTTACCTTTCTTA-3’ 
2GIns3U 5’-CAGCTTCCAATAAAGATAAAAGA-3’ 
2GIns3L 5’-TCTTTTATCTTTATTGGAAGCTG-3’ 
18.2-200L 5’-GCCTGCCCCCGCCTGTTCTTTA-3’ 
18.2-339L 5’-TGAACTAAACCCCCAGAGTCCATCC-3’ 
18.2-1529 5’-CCATTTGGGACATCATCC-3’ 
18.2-2082U 5’-GGATGAGCAGAGCTGACTTCAT-3’ 
18.2-2393L 5’-GGAATCTATCAGTGCTTCAGC-3’ 
18.2-2552L 5’-CATGGAGTCTACACACCTGGGCA-3’ 
18.2-2956 5’-GGACTCTTCATATGGATC-3’ 
18.2-x2519x 5’-GGAGTTGGCAAGAATTAGGTGAG-3’ 
G18-306L 5’-GGTCCAGCAGCTTCTCCAGAGCCT-3’ 
G18-900L 5’-TTCTGTTTGTTTTGACCCATAC-3’ 
G18-40414 5’-TATGATTGGTGGGGGAATCC-3’ 
Aw106860-135U 5’-AGAGGCAGAAGGAGGCATGATCTGG-3’ 
AA277040-1092U 5’-GGAGCAGACTACACACCA-3’ 
AA277040-1288U 5’-GTTTACATCAGGAGCAGCT -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’-CCCCCCCCGTCGACCATGGCAACAGCAAAGTGTTTC-3’ 
GST1B 5’-CCCCCCCCGTCGACATACCAGCTTCTAGACTAAATCC-3’ 
GST2A 5’-CCCCCCCCGTCGACTATAGATCAAAACGAACAGACAGC-3’ 
GST2B 5’-CCCCCCCCGTCGACTCTTCAGGATCAGAAACCTCCCAG-3’ 
GST3A 5’-CCCCCCCCGTCGACAGAACAACTTACAAAGTTATTAAAT-3’ 
GST3B 5’-CCCCCCCCGTCGACAAATCATTCTCCAGACTTTCCCAG-3’ 
GST4A 5’-CCCCCCCCGTCGACTTTGAGACTACTCATTGAGGGG-3’ 
GST4B 5’-CCCCCCCCGTCGACTTGGAAGCAGAGAGGTCATTTCC-3’ 
GST5A 5’-CCCCCCCCGTCGACCAAATCTCAGATCATGAACTCTC-3’ 
GST5B 5’-CCCCCCCCGTCGACGAGCGCATTAAATCATTGAGAGG-3’ 
GST6A 5’-CCCCCCCCGTCGACCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAG-3’ 
GST6B 5’-CCCCCCCCGTCGACTGATGGACAAAGAGGCAACTGGG-3’ 
GST7A 5’-CCCCCCCCGTCGACTCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGC-3’ 
GST7B 5’-CCCCCCCCGTCGACGATACATCATAAATCCAACTTGTCC-3’ 
GST8A 5’-CCCCCCCCGTCGACATCTTCCAATGTTCCTCATGTC-3’ 
GST8B 5’-CCCCCCCCGTCGACTAATCCCTGAAAAATTCCTCTGG-3’ 
GST9A 5’-CCCCCCCCGTCGACTTATATTAGAGACCACATTAAAAG-3’ 
GST9B 5’-CCCCCCCCGTCGACTATTTTTTTAAGTCATTCAGGAC-3’ 

 

Primer zur Herstellung von pEGFP-VLIG-1: 

Name des Oligos Sequenz 
SalI-ATG 5’-CCCCCCCCGTCGACATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCC-3’ 
HaeII-ATG-308 5’-GTAACTTCTCCAGCGCCCTTTTCTCCC-3’ 
PmlI-ATG-994 5’-GATGTGAAAATGGCACGTGGCCAATGGG-3’ 
Stop-SalI-SpeI 5’-CCCCCCCCACTAGTCGACTTTTTTTAAGTCATTCAGGACTTCTTGC-3’ 
SpeI-Stop-7106 5’-TTAATGTTTGTACTAGTAGTGTAGCAAG -3’ 
Stop-XmaI 5’-CCCCCCCCCGGGTTATTATTTTTTTAAGTCATTCAGGACTTCTTGC-3’ 
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Genomische Sequenz von mVLIG-1. Exons sind in großen Buchstaben und fett, Introns in kleinen 
Buchstaben dargestellt. Die Sequenz von Intron 1 ist noch nicht vollständig bekannt. Die 
bestehende Sequenzlücke ist durch eine Reihe von n's gekennzeichnet. 
 

1     GGCAGGCTGGAGGAAGGTGCATGTCCACCTCCAATTACTCTCTAGAGCAACAATCTGAAGACTGGAACTGGGCTTCAAGCACACAAgtaagtgaaaggagttaaatggct 110    
 
111   agacagataagtacaatagacttaaaaactagagtagaaagagaaaagatgaaacgtatggacattcggggattgtaacaagctaaaaccacagataggaaattaacatt 220    
 
221   tccaggttgctagaacctaaggctcacagaaagattagacttttgtccatgacacttccaagtaactgacaacaaaacaggaattgaatctttaaccggtgctgtattga 330    
 
331   gaaagctaaatgctaaaaatctgccttctttttttgtaggttctgttaatttcttaaaagttgtgccttttgtttgtatgcattgaaaacatttacttctgtgatggtcc 440    
 
441   ccaggtgtactggttatagtcaggtctttgagatctcactccttgggctctcggattaggaaggcagctgatttactgaagctgtaagactcttagagacatcctatttt 550    
 
551   tccctgctcccttggtaatctattgacctgaagtgatggccaaaatgttgatatcccttttagactctatatcctcattgatttgggcctgtaactatgattattgagca 660    
 
661   accagagcttcggttacagcagtattgacaaatgaataaaatttggttctataacactaaagtgaagctcgacaaatattttaaaagaaacctttattcctttaatacag 770    
 
771   agttttctatttagaatcatatacatctattttaataaaacataaaatccttgatctttaaggaatttttatgaattataatacttttacatttactcgtgtgtgtgtgt 880    
 
881   gtgtgtgtgtatgtgtgtgtatgtatgtgtgtgtatgtttgtgtgtatgtctgtgtgtgtgtgtctgtgcatgtatgtgtctgtgtgtatgtgtgtcttgggaattgggt 990    
 
991   gacacagcatatgtgtggaggtcagttctgagatctgaggatcaaactcagtctgtcattgcctttacccactgagcaatctcactgactcaaaacactattttgcaagt 1100   
 
1101  tttaacttttataaaccattttgtgatacacataaactcagttttatgccatgctctttacgtttattagaacaatcttttaccttaaaatctaccaaatcaactgccct 1210   
 
1211  tctcacctaaaattatgcttttaatattcttatcaaaatatatgttgtattcataacattttaatatctttcattttaattgatattacctattgcattatatattttga 1320   
 
1321  gccaacaaaatttagaaagctcttgcttcctaacaagatatctgtatttcaaataaatacacatggaactgtatttgaaactcaggaaaaataagttagcaatcccggag 1430   
 
1431  tctgctttctcttttcatcctgtttttgactttctggtcttaaactggtcaagataagaaacttaaggagaaatctgttttgttttgtttgggggaaagactcaatcagg 1540   
 
1541  tagaaaatagtttttacacatgaatgacacaactgttagataaatatatcttcgagatatactatacctgtgttagccatactaaataaattaccatttttaaagaactg 1650   
 
1651  catgaagtaagcttccctacattatgtattctactgtttgtggggtaggatcttcggtaatttccattatgaagtggaaaagtaatataaagatattttgcaaatgtata 1760   
 
1761  tgtatgtatagttatcgttttgtttgtatcacactcttcatgaaaatcttgcatttatcatatccatgtaaaggttaatttgttttgtttgttttttgggagggttgggg 1870   
 
1871  ttttttgttttgtatagcttatttttttccttaattgtattgtatattttctttatttacatttcaaatgttatccactttcctgatccctgcctcccctcctcggaaaa 1980   
 
1981  cccctatcccatctcccctccccatgcttctatgagtgtgtttccccacctgacacacccactcccacttccccatcctcgaattctcctacactggggcattcagcctt 2090   
 
2091  cacaggacacaagggcctctcctcccattgatgcctgaaatggccatcaactgctacttatacatctggagtcatgtgtccctccatgtgtacctcttggttggtggttt 2200   
 
2201  aatccctgggagctctgcgggtctggtttgttgatattgttgtacttcttaaggagttgcaaaccccttcagctcctgcagtcctttctctaactactccattggggagt 2310   
 
2311  ccagtggttggctgtgagtatccacctctatatttgtcaggctctggcagagcctcccagcagacagctatatcaggctcctgtcagcatgcacttcttggcatccacca 2420   
 
2421  tagtgtctgcatttggttacattatatggggtggatccccagattgggaagtctctagnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 2530   
 
2531  nnnnnnnnaatttgcaatgtaaatgaagaaaatctctaattaaaaaaaaaaaagaactgcaaaggacaaaaactggagaagagactgagggaaaggcagtccagtgacag 2640   
 
2641  gctcaacttggaatccatctcaagtaggaggtttcaaggtctgatattataactgatgttatggtgtccttacagacaggagcctaagatgactgtgctctgagaggctc 2750   
 
2751  atccagcagctgactgagactgatgcatatatttatacccagctattggactgaagtaagggagccctgtggttgaattagggaaaggctagaagaagttgaggaggaag 2860   
 
2861  gcgactccataggaagaccagcactctcaactaacctggaatcctgacatctctcagacactgagccactaaccaggcagcaagcatcagtttgtctgaggcccctgaaa 2970   
 
2971  catatacagcagaggactgcctggtctggcctcaatgggagaagatgcacctaaacctgcgtagacttgagggctcaggaaatagggaggctggtgggagggagcatcct 3080   
 
3081  cttaaagactgggggtggcgggagagggaagggatgaggatctgtgtgtgagggtggacctggaaggggactataaaaaaataaaagcaatatgaaaaataaagaaagat 3190   
 
3191  agaaatacatcatagtccaatagtatatcttagcattggtcaataccttagttatgttttatcagtctacaaatatatttctccattatctggccatttagcaacactat 3300   
 
3301  taagaattaagatcaaataaattttattcaatagaaacatctgtttttggaccactcagagctggtcttgtactgaaatcttaagggctttaaaaatatttttagtttac 3410   
 
3411  atttacttattcagggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtaagcacagcacactgtggaagtcaagaggataacaactgtaggagttagtt 3520   
 
3521  ctctttttctaccacatgggttctaggaatagaactcagggtatgttgggttgctagtgcctttaactgctgaaccatcttcctggccttcttgaagtgtttttaagggt 3630   
 
3631  attattaactaacattaaatgaaatctttctaaacccaggctcatggcatttacctgagaagagtgaatgaagacttttgttccatattgctggtattagagatgctggc 3740   
 
3741  tggagtctaagctccaggctttgttaatgaaagaaactctaaagacaggagtaggagagaaaatgtgttgaaggaagcctgaggaatgtgagggaaagggggcaaagtgg 3850   
 
3851  tttctctattaataaaattgtcctctcaaaggaaacatacaagttaaagatttttttctttattgtgactatgctagataagctcttccaggtaaaaaaacaaaacatcc 3960   
 
3961  aaacttatatattgagtctgctagaactggaaagccctaagcaatgataatgcagagtcataagatagagagctttgtagtggagaagcatgccataaaatgactaatac 4070   
 
4071  ctggacctataccttggtgtttattactctttgggttgaaattgaaaaatacaatgtaaaaatgtggattgactgtttatgaatgaaaagggaacaccaagccctccctg 4180   
 
4181  aatgtacaagatgccaggaggtcctaaaatctcatgatcaaacaaacatatcactgacaagtttgggcaagcatgaagaagcattccttggaaacccccaatgccaagaa 4290   
 
4291  aaacacacacacaaaaaaagcaaaaacagttgtaacttgcatgaacataggcaaagttgaaactgcttaagcatataatagatagagatatagaaattgagaggggaaag 4400   
 
4401  ggaatagagaggggaagaagtgagggagagatttggcatacaaaactggcatccttggtcatgtcttctattgccttggcttattttttttaaatctctgcttacttttc 4510   
 
4511  ttgcataaggatttggtgcattgtgggaagtcatagaaataatgatgctcctttatgtcctcacagagctagccatatttactatatgaggaaggaaatatttagtctga 4620   
 
4621  tcatgacttccgatgcttcccacgtccttagtcttttcaaagaggtctggattaaaccaacaagactggtgttgtatgccagatacaaaatctaaaaattgtgactattc 4730   
 
4731  aaatttatcaaatgtgggtgcagagagatgtttaaaggggacctatgtttgcctctgagactcacaactgcctataactccaaatccaagggatccaatgagctggcctc 4840   
 
4841  tgtgggacatggacacaaacacagacatgaaaacagtcatgaacagatacatgcacatactcccccaaacacacacacacacacacacacacacacacacacacacacac 4950   
 
4951  acacacacacgaaggaaaaaattatcaaatgtttgggtcaaagaaacaatgttcttagagacttgttgagagtatatgaaatccattgattcatcttgctattttaaaac 5060   
 
5061  atactcacttgcattcacaattaatataaggaagttcctcaaaactctcccatacatcggccatgactctgtgagtgtgtactaaacatttaaatggttctagcactact 5170   
 
5171  cttctgagcagtttagaaatatatcaaagataggaaaaaattgagtttgaactcaggtcaaaaaattcaggtgaatgctagtgctactatgttctggcctcctgaatttt 5280   
 
5281  agccaagtaattgaagctttctatgcctttgttttctaatccaaaatgatgatagtaacaatacctatcacctaggaatactatgaggataaaatgaattacctacatat 5390   
 
5391  atcttaaaagagcctctaaaacataaaaagtactagcaaatggtagccagtagagatttgatacaattactatagtttgaataaagtttagattctattcaaagtggtag 5500   
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5501  atttagcattattcttgtacttttcatggcttgttactcctaacatttatagggtacatagtctcattctgcattgtattcagactggccttgcatgtggtagggagagg 5610   
 
5611  aagtgggtggttctacagctagaacatgaaaggcctgtagcttttacccagatgtgtttcactctatcttgaacttgagatgccatgccaaaaaaaaaaaaagaaagaaa 5720   
 
5721  gaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagaaaagagaaaaaataaaataaaaccc 5830   
 
5831  aactatcttgaggtcatgatgttaagaagaactcacattaccccatcttgagaagcctcatggaagaaaagaaagatgccctccataaaagtcaccttatttgtggccct 5940   
 
5941  atatatcatgccattaaccctacaaaaactacagatttgtgaacctcatatatggttgctttcagttgtattattataaaacatataacaattttatcagttttttctgc 6050   
 
6051  ttcttttttgtacatatttttatctatatgtaactgatggctcgagaggaactaggtgcagcatcaaagaagcccaaaataataggcaaaagggtggacaggtaaccaaa 6160   
 
6161  atggttgtgttcaatggggtagttcagccctctgggctggagagttcagggtatgccagcaagcaagccaggagggccctataactggtaggagctgagggactcagaga 6270   
 
6271  gaatttgtaggtcacagtctgtttctgctatgttaaataggcatctcagccttttgttcaaggtttgaaacctaagaataggacaactttgtgaggttgtttaccttcaa 6380   
 
6381  cttttacctgggttctgagtcacagcatctttaacactgagctagtttaccatctctaactctcaatcttgtgcgagttatctttttagtttacttggacaaagagtaac 6490   
 
6491  gtttatacaaataaactacagaattaatatataagcaaatattatggttagaataaggcaacttaccctctattgtctatactgtgtagtatccttcaacaattaagtga 6600   
 
6601  gtcaactccaaagtttttgttctcatgtgtttgatatcttttcttttttatacaatttgaaatgtagccagcatgtttacagataaagattagatccagacctttcagaa 6710   
 
6711  ttcatctgcctgttgtcagcaacctttttttgtggtctgaagataactcagtagttatcattctttctgcagtgactgctcaagggcttccacctgtttcgcagtgttct 6820   
 
6821  cttgtatttctttaagtgagttattaatgcccttcttaaaatcctctaccagcattatgagatatgattttaaatctgagtcttgcttttcagGTGTGTTGGGGTATCCA 6930   
 
6931  GGACTCGTTGAGGTGAAAGTGCTGGGTTCTGATGATGgtgagcagtcttggtctctgttagtaaaattcttatatttgcctttcaccatctggtaatctctggcattagt 7040   
 
7041  tgttatacctatctctggctggagtttgtttctcctataattctgttagcctctgtcagcactcctgggagtccaactctctcctgagtctcagtggtcagagtatcctc 7150   
 
7151  tgctggccacctctcctctgatggggaaggagtgcagatgtctggagctcagatctgcttcctggctgaagatggcctgtctcagaagctatgttgcttctgcagtccgc 7260   
 
7261  aggttttcctgtgcagattgggctctgatggacccaggatataagatggctctctctcctgctcaggctgttagagctgtccctggcaggcacctctcctctggtggggt 7370   
 
7371  aggagcacaggggtctggcactcagatctgcttcctggctgaaatgatagcccgaaacggggtctgtcctagaagctatgttgcttctgccatctgcaggctttcctatg 7480   
 
7481  caaactgggctctgaaggactcagaatacaagatcagggattctcttttaattttaaaattattttaagaagtagcttggtcttcatgcagaactcctacaagtgggagc 7590   
 
7591  aggggctgttactgacttgtcacctgcctttaacacacttccgatcaaccccggggtcacgggtgagtggagcacagcatcagctccaaagaatcatggagggtcttatg 7700   
 
7701  cctgcagAACCCCGCCCGACCAGAGGCTGGGATCTGTTCGGGTCCGGGCCACCCCCGCCATCTTCCTTTTGAGCCCAGCAGAGGCCACTAAGGACTCCAGAGTGCTCTCC 7810   
 
7811  ACACCACAGGGCATCAGGCTCACCTCGGGAACACGGgtgagtggaatgcaacaccagctccaaagaattgcggagggtcttgtgccagcattaattggaacaaaggaacc 7920   
 
7921  ctgcaggaccagaggctgggattcattaaggtcagggccagtccctccatcctctgtatgaacccggccaagggcatctagggcaccagaggactctccatgccacagga 8030   
 
8031  cccctaggacacccaggacttcctgatcacctgagagaacgtaggtgatagaagcaacaaaacttctaggttagggtcctgtcagggcttcatcctcagccaggaggcag 8140   
 
8141  agctgagacccagagccctgggcacatttcttgccagaggagagtcagcctacagggagagttctgaccccagaagtcaggaggtggatcagagctccagactgctggag 8250   
 
8251  accaacatggaaagaggagagcttgcctgcagagagtgctctgaccattggaactcaggagagacttggactaccaggagtgctgacagaggctaaaagaatcacaggag 8360   
 
8361  gataaagctccaaccagagacaacttgaacaataacatcagagatctccagatggcaaaaggcaaacataagaatcttactaacagaaaccaagaacactgggcatcatc 8470   
 
8471  agaacccagtacgcccaccacaacgagtcctggataccctaactcatccgaaaagcaagaagcagatttaaaatcatatctcatgatggtggtagaagatcttaagaacg 8580   
 
8581  gcattaataactcacttaaagaaatacaagagaacactgctaaagaggtagaagcccttaaagaggaagcacaaaaattcctcaaggaattacaggagaatactgctaaa 8690   
 
8691  caagtagaagcccttaaagaggaaatacaaaaatcccccaaggaattacaggagaacactgctaaacaaatagaagtccttaaagaactacaggcaaacactgctaaaca 8800   
 
8801  gataggagaaacacaaaaatcccttaaagaattacaggaaatcacaaccaaacaggcaatgggattgaacaatccatccaagatctaaaaagggaaatagaaacaataaa 8910   
 
8911  gaaaacacaaagggagacaaatctggagatagaaaccctagaaaataaatcaggaaccatatatgcgaacataagcaacagaatacaagagatggaagagaaaatctcag 9020   
 
9021  gtgcagaagattccatagggaacatggacacaacaataaaagaaaatgcaaaaagatcctaactaaaaacatccaggaaatccaggacacaatgagaagaccaaacctac 9130   
 
9131  agataataggagatgagaatgaaggttttcaacttaaaggaccagcaaatatcttcaacaaaattatagaaggaaacttcccatacctaaagaaagagatgcccatgaac 9240   
 
9241  atacaagaatcctacaaaattccaagtagactggaccagaagagaaattcatctggacacataataatcagaacaacaaatgcactaaataaaaacagaatattaaaagc 9350   
 
9351  agtaagggaaaaacgtcaagtaacatataaaggcagacctactagaattactccagactcctcaccagaaagtatgaaagccagaagatcctggacaggtgttatacaga 9460   
 
9461  cactaagagaacacaaatgccagcccaggctactatacccagcaaaactctcaattaccatagatggagaaaccgcagtattccatgacaaaaccaaactcacacaacat 9570   
 
9571  cttcccatgaatccagcccttcaaaggataataaatggaaaacaccaacacaaagatggaaattacaccctagaaaaaggaaggaagtaatgctttaacaaatctgaaag 9680   
 
9681  cagagagccacaagaacagattcccatttaacaacaaaaatgacaggaaacaccaattactattctttgatttctcttaacatggactcaattccccaataaaaagatat 9790   
 
9791  agactaacaaactgactacacaaacaggacccaacatcttgctgcttacaagaaaccaacctcagtgataaagacagacactacctcagagtaaaaggcttgaaaacaat 9900   
 
9901  tttccaaaaaaatggtccaaagaaacaagctggagtagcgattctaatatccaataaaattgacttccaacacaaaaaagacaaggagggacacttcatactcatcaaag 10010  
 
10011 gtaaaatcttccaagaggaagtcttaattctgaatatctatgctgcaaatgcaagggcagccacattcattaaagaaactttattaaagctcaaagcacacattacacct 10120  
 
10121 cacacaataatagtgggagacttcaacacccaactttgaacaatggacagatctgggaatcagaatcttaacatagacacatggacactaacagacattattaaacaaat 10230  
 
10231 ggatttaacagatatctacaaaacactttatcctaaaacaaaaggatataccctcttctcagcacttcatggtatcttctccaaaattgaccatatatttggtcaaaaca 10340  
 
10341 cgggcctcaacagatacaaaaatattgaaatcatcccatgtatcctatcagatcaccaaagactaaggttgatcttcaataacagcataaatactagaaagccaacgttc 10450  
 
10451 acatggaaactgaacaacactctactaaataccttggtcaaggaggaaataaagaaagaaattaaagactttttagagtttaatgaaaatgaagccacaacatacccaaa 10560  
 
10561 cttatgggacacaatgaggcagtcctaagaggaaaagcatagccctgagtgtctcccaaaagaaactagagagagcatacactagcagtctgacaacacatctagaagct 10670  
 
10671 ctagaatgaaaggaaggaatttcacccaagagagatgtcaggaaataatcaaaattatggctgaatacaaccaagcggaaacaaaaagaactattcaaagaatcaaccaa 10780  
 
10781 accaggagctggttctttgagaaaatcaacatgatacataaacaattttccagactaactagagggcacagggacagtatcctaattaacaaaatcagaaataaaaaagg 10890  
 
10891 agacccaccaacagatcctgaggaacaccacgacatcatcagatcctacgacaaaaggctatactcaacaaaactggaaaacctggatgaaatggacaatttcctagaga 11000  
 
11001 gataccaggtaccaaagttaaatcaggatcagattaacgatattaacagtcccatcatccctaaagaaagaaaagcagtcattaatagtctcccaaccaaaaaaagccca 11110  
 
11111 gaaccagatgggtttagggtagagttctatcaggccttcaaagaacacctaattccaactctcttcaaactattccacaaattagaaacagaaggtactctacccaattc 11220  
 
11221 attctatgaagccacaattactctgaaacttaacctcacaaagatccagcaaagaaagagaacttcagaccaatttcccttatgaatattgatgcaaaaatactcaataa 11330  
 
11331 aatccttgcaaactgaatccaagaacacatcaaaacaatcatccttcctgactaagtaggcttcatcccaggggtgcagaaatggtctaatatatggaaatccatcaaca 11440  



  Anhang 

187 

11441 taatccactatataaacaaactcaaaaacaaaaacacatgatcatccttttagatgctaggaaagcatttgacaaaatccagcaccccttcatgataaatgtcatgtaaa 11550  
 
11551 gatcaggaattcaaggcccatacataaacgtaataaaagcaacatacagcaaaccagtagccaacatcaaactaaatggagagaagctggaagcaatcccagtaaaatca 11660  
 
11661 tggactagacaaggctgcccaccttctctctaactattcaatatagtactttaagttctagccagagcaatttgaaaacaaaaggagatcaagggaatacaaattggaaa 11770  
 
11771 ggaagatgtcaaaatttccttctttgcagatgatatgatagtatatataagtgaccctaaaaattccaccagagaactcctaaacctgataaacagcttcagtacagtag 11880  
 
11881 ctagatataaaattaactcaaacaaatcagtgacctttctctacacaaaggataaacaggatgagaaagaaattagtgaaacaacacctttcacaattgtcacaaataat 11990  
 
11991 ataaaataccttggtgtgactctaactaaggaagtgaaagatctgtgtgataagaacttcaagtctctaaagaaagaaatctaagaatatctcagaagatgggaaagatc 12100  
 
12101 tcccatgctcatggattggcaggattaatatagtaaaaatggctatcctgccgaaagcaatctatacattcaatgcaatccccatcaatatcccaactaaattcttcact 12210  
 
12211 gagttagaaagggcaatttgaaaattcatctggaataacaaatcacctaggatagcaaaaactattctcaacaataaaagaacctctgctgtaatcaccatgccttacct 12320  
 
12321 caagctgtactacagagcaattgtgataaaaactgcatggtactggtacaacgacagacaggtaaatcaatggaatagaattgaagaccaagaaatgaactcacacacct 12430  
 
12431 atggtcacttgatcttcaacagtgaactaaaaccatccagtggaaaaaggacagcattttcaacaaatgttgctggcacaactggtggatatcatgtagaagactgagaa 12540  
 
12541 ttgatccattcttatctccttgtacaaatctcaagtcaatgtggatcaaagatctccatataaaaccagagactcagaaatttatagaggagaaagtgtgggaaaattcc 12650  
 
12651 taaacagaacagcaatggcctatgctgtaagatcaagaatcaacaaatgggacctcttaaaattgcaagcttcttcggtgaagtagctggatataaaattaactcaaaca 12760  
 
12761 agtcaatggcctttctctacaaaaagaataaacaggctgagaaagaaattagggaagcaacaccattctcaatagtcacaaataatataaaatatcttggcatgactcta 12870  
 
12871 actaaggaagtgaaagatctgtatgataaaaacttcaagtctctgaagaaagacattaaaacagatctcagaagatggaaagatctcccatgctcatggattggcaggat 12980  
 
12981 caacattgtaaaaatggctatcttgccaaaagcattctacagattcaatgcaatccctatcaaaattccgactcaattcttcaacgaattagaaagagcaatctgtaaat 13090  
 
13091 tcgtctggaataacaaaaaaatctaggatagcaaaaactcttctcaaggacaaaagtacctctggtggaatcaccatgcctgacctaaagctttactacaaagcaattgt 13200  
 
13201 gataaaaactgcatggtactgctatagtgacagacaagtagaccaatggaatagaattgaagatgcagaaatgaacccacacacctatggtcaattgatcttcgacaagg 13310  
 
13311 gagctaaaaccatccagtggaagaaagacagcattttcaacaaatggtgctggcacaactggttgttatcatgtagaagaatgcgaattgatccattcctatctccttgt 13420  
 
13421 actaaggtcaaatctaagtggatcaaggaacttcacataaaaccagagacactgaaacttatagaggagaaagtggggaaaagccttgaagatatgggcacaggggataa 13530  
 
13531 attcctgaatagaacagcaatggcttgtgctgtaagatcgagaattgacaaatgggacctcatgaaactccaaagcttctgcaaggcaaaagacaccgtcaataagacaa 13640  
 
13641 aaagaccaccaacagattgggaaaggatctttacctatcctaaatcagataggggactaatatccaatatatataaagaactcaagaaggtggactccagaaaatcaaat 13750  
 
13751 aaccccattaaaaatggggctcagagctgaaaaagcattctcacctgaggaatacggaatggctgagaagcacctgaaaaaatgttcaacatccttaatcatcagggaaa 13860  
 
13861 tgcaaatcaaaacaaccctgagattccaccacataccagtcagaatggctaagatcaaaaattcaggtgagagcagatgttggctagcatgtggaaaaagaggaacactc 13970  
 
13971 ctccattgttggtgggagtgcaagcttgtacaaccactctggaaatcagtctggaggttcctcagaaaattggacatagtaccaccagaagatcccacaatacctctcct 14080  
 
14081 gggcatatatccagaagatgtcccaaccggtaagaaggacacatgctccactatgttcatagcagccttatttataatagccagaagctggaaagaacccagatgcccct 14190  
 
14191 caacagaggaatggatacaaaaaatgtggtacatttacacaatggagtactactcagctattaaaaagaatgaattcatgaaattcctaggcaaatggttggacctggag 14300  
 
14301 ggcattatcctgagagaggtaacacaatcacaaaagaactcaaataatatgtactcactgataagtggatattagcccagaaacttagtatagagagatatacggtacaa 14410  
 
14411 tttgcaaaacacatgaaactgaagaagaacgaagaccaaagtgtggacactttgccccttcttagaattgtaaacaatcacctatggaaggagttacagagacaaagttt 14520  
 
14521 ggagctgagacaaaaggatggaccatcaagagactgccatatccagggatccatcccataaattcgcctccaaatgatgacaccattgcatacactagcaagcgtttggt 14630  
 
14631 gcaaggtccgtgatatagccgtctcttgtgagactaggccggggcctaacaaacacagaagtggatgctcacagtcaactattggatggatcacagggcccccaaggagg 14740  
 
14741 agctagagaaagtatccaaggagataaagggatctgcaaccctataggtagaacaacattatgaactaaccagtaccctggagctcttgactgtagctgcatatgtatca 14850  
 
14851 aaagatggcctagtaggccatcactggaaagagaggcccactggacaggcaaactttatatgccccagtacaggggaatgccagggccaaaaaatgggaatgggtgggta 14960  
 
14961 ggggagtgggggggggtgtaggaggctttgggatagcattggaaatgtaattgaggaaaatacataattaaaaaaaaagaaaagaaaatagcaaatgataaaaaaaaatt 15070  
 
15071 gcaagcttctgtagggcaaaagatactgtcaataagacaaaaaggccaccaacagattgggaaaggatttttaccaatcctaaatctgataggggattaatatccaatat 15180  
 
15181 atacaaagagatcaagaagatggactccagaacagagctaaacaaagaattttcaactgaggaataccaaagggctgagaagcacttgaaaaaatgttcaatatccttaa 15290  
 
15291 tcatcagggatatgcaaatcaaacaaccctgagattccacctcacaccagtcagaattgctaggatcaaaaattcaggtgacagcagatgctggtgaggatatggagaaa 15400  
 
15401 gaggaacactcctccattgctggtgggattgcaagctggtacaatcactctgaaaaacagtctggtggttcctcagaaaactggacatagtactactactagaccagcaa 15510  
 
15511 tacctctcctgggcatatacccagaaaatgttccaactagtaattatgacacatgttctactatgttcatagcagccctatttataataaccagaaggtggaatgtaccc 15620  
 
15621 aacataggaatgaatatagaaaatgtggtacatttacacaatggagtactactcagctattaaaatcaatgactttatgaaattcttgggcaaatggatatatctggaaa 15730  
 
15731 ataacatcctgagggagggaacccaatctcaaaaaactcacttgatatgcactcactgataagtggatattagcccagaaacctaaaatacccaagatacaacttccaaa 15840  
 
15841 acacaagaaaatcaagaaggaagaccaacacatggatacttcattcctccttagaatacggaataaaatatccattgaaggagttgcggagacaaagtttggagctaaga 15950  
 
15951 cgaaaggttagactatccagagactgcccctcccggtggtccatcccataatcagccaccaaatgcagacactatcgcatatgccagcaagattttgctgaagggaccct 16060  
 
16061 gatatatctctctcctgtgagactttgccagtgactggcaaatacagaagtggacgcttacagtcatctataggatggaacacagtcccccaatataggagttagagaaa 16170  
 
16171 gtacccaagagctgaaagggtctgcaacccaataggtagaacaacaatatgaactaatctgtacccccagaccttgtatctctagctgcatatgtaacagaagatggcat 16280  
 
16281 agttggccatcattgggaagagaggcccctaggtctagcaaactttatatgccccagtagagtggaacaccagggccaagaaatggaagtgagtgggtaggggaacgggt 16390  
 
16391 caggtggaaggtataggggacttttaggatagcatttgaaatgtaaatgaagaaaatatctaataaaaatgtgggagaaaaaacattttctccttttgggctgtcttgtc 16500  
 
16501 tagagtcaacaggagaggctatgccgagacttactacaacctgataaaccagagctgattgatatctgtgggtgacccccctttctgaagagaaagagaggaggagtgaa 16610  
 
16611 tggggagagaggaaggaataagaggagaggagggagagaaaactaagtttgggtataagattaattaattaaaatataaaaatgaaaaagtacgttgagttataatgtaa 16720  
 
16721 ttacatcatttcctcttttctttttttcccctctaaactctcccatttacccagcttttactctctttcaaatgcatggcatctttttcttaatgtgtgtgtgtatacat 16830  
 
16831 gtgtgtgtgttcataatatatgttatatattataatatcatatattatgcatgtgtatatatatttacatataccacatacacacacacatatatatattctaggctccc 16940  
 
16941 cgaaaaacagctacctagcactagcttgcttctctgcctgccagatagagcaaggaactagacatataagaactactcagctggcattccccctctgtctcttactctta 17050  
 
17051 ctctccctcgccttcacccctgtcatttacacttactgtccctcacccttcccctccccctccatcttctctatttcttcctcacgttcccagccaatctcttttggtcc 17160  
 
17161 tctctctctctttctacccttctttgtccctctttctctgcctctacccctttcgaggtaagttctctgctccctgactccctacccccagtactattatatatatatat 17270  
 
17271 atatatatatatatattataaaatacccttttatactaggcctgtcacatgtcaatttttcctcaggggataatgttgtgctagaatgttgtgctaagggactccatctc 17380  



  Anhang 

188 

17381 actgaagtatattgcatttttttaagacacaacaacccatgttagtatccaacaaaagagcttatgctgagaacacccaggagaggcttcatacacacgaaatggtttta 17490  
 
17491 aaatacacttgaacaattacacatgatgaaacattagtaattcacatttctagcaagacagctgatgatttctaaggtcaggacacaaacaaagctaactacaatttgtt 17600  
 
17601 cccccacagAGCCATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTGTCTGTTG 17710  
 
17711 ACTACTGGTTACCTAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAGAAGCTGAAGTCCCAGACAACACACACA 17820  
 
17821 TGGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTACAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAACAGGCAGAGGCAGGCAGG 17930  
 
17931 ACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGCTGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGG 18040  
 
18041 AGTGCTGGCCAACGGCTGAAGTGTCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGAACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGA 18150  
 
18151 GACCTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGTGTCCCTAAGCA 18260  
 
18261 GTTCTCACTTGTTGGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTTCTACTTTTCACGAACAAGCCATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTT 18370  
 
18371 CAACCTCCTTGGTTAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGAAGCTGGTATAGATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACT 18480  
 
18481 TATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCATTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGA 18590  
 
18591 ACTCCTGGAGCAGACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCTCTGCAAC 18700  
 
18701 TGGGTGGAATCTACTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAGTCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGT 18810  
 
18811 TATAGTGGCTTTGGAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACAGCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGGTACAACT 18920  
 
18921 ATCTGTAGCCCAGATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATTGCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGGGAACTGCAGT 19030  
 
19031 TGGTACCTATTTGGGACATCATCCTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACTGAACTAGAT 19140  
 
19141 GCCCAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAATGCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAACTTACAAA 19250  
 
19251 GTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATACATGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAA 19360  
 
19361 AGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTGTGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCC 19470  
 
19471 ATCATACAGTGGATCAATCAGTCAGAGTATGGGGAAGAGCAAGTCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGT 19580  
 
19581 GAATTTCAAAAATGAGGCCCCAGAAACAGTGGAAGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAAACAGAAC 19690  
 
19691 AGCCAGACATGCAGCTGCTGCTGCTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTGGGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTG 19800  
 
19801 GATCAAATGCAAAGTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCCCAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCAC 19910  
 
19911 AGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATTAAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGAGAACATC 20020  
 
20021 ATGACTGGGAAAGTCTGGAGAATGATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAGCCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAAAAAAACAATTGCAAAGTCTC 20130  
 
20131 TGCCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCTGAAATTACTCCAACGTCTAGGCCTAGACAA 20240  
 
20241 TTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAGCCAAGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAA 20350  
 
20351 AGCTACTGATGTTGGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGATGAAAACATAAAAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGAT 20460  
 
20461 CCATATGACGATGTCATTATAGACAATGATAGTCCTGGCTATCCTTCAGCCACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGC 20570  
 
20571 AGATGATCTTACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTTTATCTTTGGT 20680  
 
20681 CTCTCAGACAAATTAGGAAAAGTTGGCAAGATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAGATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCC 20790  
 
20791 TTCATTAGAGTTGGAAATGACCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGTAAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAA 20900  
 
20901 CAAACACTGTCTCCTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGGTTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAG 21010  
 
21011 ATGCAAAGGAACACACCCAACAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGTCAGA 21120  
 
21121 CACCTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATTGGCATCAAGAATAGAAATGA 21230  
 
21231 GGCAGAATTAACAGAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTAGAGGACTGTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCA 21340  
 
21341 TTATTGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAGACTGTAATGGCCCTCCTGGAGGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCC 21450  
 
21451 CTTCAAGGACAACTTTGGCACCTTTGGTGTAAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGAGAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACA 21560  
 
21561 TAAAAGAAAAATTCGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATGATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAACAAACTCT 21670  
 
21671 ACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGACAATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTGTGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAA 21780  
 
21781 AGAGCACAGAAGAGCAACTCTGTGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAACTGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTA 21890  
 
21891 TGAAGCTCTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTTCTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGG 22000  
 
22001 ATGCTTCATATGTGCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTGCAGAGCTCA 22110  
 
22111 GGGAAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGAAGGTGGAAGAGACATTCAC 22220  
 
22221 AGAAGAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTCAACAACAAATCCCAGAATTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCA 22330  
 
22331 TTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGACATTCAGGACATTCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAA 22440  
 
22441 ATCTCCCCCAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAACTATGGAAGGACGGAAGAGACTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGC 22550  
 
22551 ATTGGCTGCTGAGTTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGATGTAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGATGGCAATC 22660  
 
22661 CCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATGTCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACTGCCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCA 22770  
 
22771 GATTTCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTGGAAAGCCCTTGTCAGTGAAAACTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAA 22880  
 
22881 GTATAATGAATGGACCTGGGAGCTAAGGAGTCATGTACTGGACTTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAG 22990  
 
22991 AGGAACCACTTAGCAGGAAACTTAAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAACAC 23100  
 
23101 AAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAATAGCCAAGAAATACTTGATAACCAAAAGTCACAATA 23210  
 
23211 TGAAAATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGTGATGAAGAGTTGCATGAGAAATTCAGGCAACTTTGGACAAGTTGGA 23320  



  Anhang 

189 

23321 TTTATGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTGGACTCTGAAAATATCCTTCTGGAATATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGA 23430  
 
23431 CTAAAAATAAAGTCTCAAGGAAAGTTTGAAATCATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAATACCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGTTGAATC 23540  
 
23541 CATCAAAAAGACAACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAAACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATCTTGAGGA 23650  
 
23651 TCATAGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTACTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTC 23760  
 
23761 AAGAAAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAATGACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTC 23870  
 
23871 AATCACTTCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCC 23980  
 
23981 CTGAATTCAATGGAAACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTT 24090  
 
24091 TTCAGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATACTATCCT 24200  
 
24201 GTCTGCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCACCTAGGGAGCAACCTGGTCTTCCCAAGGA 24310  
 
24311 AAGACCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAAGAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAATGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCA 24420  
 
24421 AGTAAGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCAT 24530  
 
24531 TCCCCAGCATGAAGGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCATTGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACTAGTAGTG 24640  
 
24641 TAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATTCCCATTCAAGAAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCCACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCT 24750  
 
24751 ACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAAACCTAGAAGAGAATTATGGCAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAAT 24860  
 
24861 CACAAAGCAAGAAGTCCTGAATGACTTAAAAAAATAATAACTGCCACAGACAGAACACTAGATGGGCCACAGAAATTTTACTTCAGCCAAGGGAGCCTAATGGAGAACAC 24970  
 
24971 CATGCAGGAGGATCTGCAGTAGACATTTGAGCTTCCTCGATATGGCCCACTCTATTGGGCAATTTTTCTGCAGACCAATATGAAGTTAAACTTTCATAAAATAAGACTGT 25080  
 
25081 TTAGATGAATTAATGATTTTATAGAATTTCTGAGTTGATTTAAATAGTTTTAGGCACTAGGGTTAATGATAGAAAGTTTAAGGAGATGGCTTAATTTGTTCTGCTAAATA 25190  
 
25191 GATATGATAAAGTTAGAATTAAGAGCAGAATGTGACCTTTCCCTTGTAGGATAATGAGAGCTACATAGGTTTGAAAAGGAGTACAGTGAGCTTTCATGCATTGCAAGTAT 25300  
 
25301 GTGATTGTACTTGGAAGAAGAAAATAGGCTTGGGACAAGTTAATGCTCAAAACATTCATTCTAGGTTGGGTCTGAGTTCCTGGATTTTGTGATCTAGAGACATAGTCACA 25410  
 
25411 GGTTTTGGTGGGCACCATAAAAAGGCAAGGTAATAAACAAGGAGTAAATAATTCGATTATTAGTATAGAATAGAGAATAGATGATTCTCCAGTATAGCTGAACAAGACTA 25520  
 
25521 CAAAAATAAGATGTAAGAGAGATTGTTCCTTCGTAAATACAGATTGATCACCATCTAAGCATATGGAAAACTTGCTACTGTAGACTTGGCTTGCTTAAACATTGTTAATC 25630  
 
25631 AATAACAAAAAAATTATAGCTTTAGGTTTGCTATGGAGAAAAAGATGAGAGAACGTTAGATGAGAAATGCTTAGGTATGAGTTTCAAAAGAGAAATACACAATCAATGCT 25740  
 
25741 CCTGTTGTAATCTCTTGTGTGATGATTTTATTGTCTTATTGAAGAACATGTGTTTTGTGATTGTTTTTAGAAAACTTGCAACTTATGGCTATGAAGTAATTTTTGTCAAA 25850  
 
25851 CATAGAGAACTTTGTCTTAGATGGTGTTAAAAGGCTAAGAGAACAATAAAGATGTTAGAGCTCCTTGTTGGAGCTTGCTTCATCCTCCAAGTGTATGAGCATGTGCCAGC 25960  
 
25961 TTTACATTGTATACAATCACACATGCCCTCTTTGGATCATTGACATAGCTAGTCTTCAACATCCTCATACAAATTGAAGTTGCATTATAAATTAAATAAGTAAAAATAAA 26070  
 
26071 TTAGCTACTATTGCAAGACTTGAAGATTTTCTATGAAAATGATTTTACTTCTCTCTGATTTATTATCTAATGCTTTATTCATATATACTAAATATGTTAATGATCTATTG 26180  
 
26181 TTTTGATTTTTTTTTTTTTGCTTTGGTTGTTTTCTGTTTTTGTTCTTATGGAAGAGTATTGTTCTCCTGTATTTCTTATTTTTTGTTTTTTATTGTTTGTTTTGTTTTTA 26290  
 
26291 TTTGAAAGAAATAAAAATAATAGTAAT 26317  
 

 

Vergleich der Nukleotid- und vorhergesagten Proteinsequenz der humanen genomischen DNA 
mit der CDS von mVLIG-1 CDS. Dargestellt sind die beiden mit der VLIG-1 CDS überlappenden 
ORFs der humanen Sequenz. Stopp-Kodons sind mit einem * gekennzeichnet. 
 

hVLIG-1 Fr.1  1    ATGGCCACAGGAGAGCACACCCCTGATGACCCTCTGCTCAGAGGCAAAAGGAGGCAAGACCTCCAAGAGATGCTGAGAGAAGTGGGCCTG 90    
                    M  A  T  G  E  H  T  P  D  D  P  L  L  R  G  K  R  R  Q  D  L  Q  E  M  L  R  E  V  G  L  
mVLIG-1 CDS   1    ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTG 90    
                    M  A  T  A  K  C  F  T  D  E  P  Q  L  Q  S  R  R  K  H  N  L  Q  E  M  L  T  E  V  G  L  
hVLIG-1 Fr.2  1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
hVLIG-1 Fr.1  91   GATGTTGAGTACTGGTTACCCAAGCTGCAGGAACACCTGGGTGTGACCTGTGCCCAGGCCTTACAACACCTAGACAAAAACAACCTCAAG 180   
                    D  V  E  Y  W  L  P  K  L  Q  E  H  L  G  V  T  C  A  Q  A  L  Q  H  L  D  K  N  N  L  K  
mVLIG-1 CDS   91   TCTGTTGACTACTGGTTACCTAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAG 180   
                    S  V  D  Y  W  L  P  K  L  Q  E  D  L  G  V  T  S  A  Q  A  L  Q  Y  L  D  R  N  D  L  Q  
hVLIG-1 Fr.2  1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
hVLIG-1 Fr.1  181  AAGCTGAAATCCCAGACACAACATCCATGGGAGA--------------AAGCTGCTTAA                                225   
                    K  L  K  S  Q  T  Q  H  P  W  E                K  A  A  *                                 
mVLIG-1 CDS   181  AAGCTGAAGTCCCAGACAACACACACATGGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTA 270   
                    K  L  K  S  Q  T  T  H  T  W  E  K  R  A  L  E  K  L  L  D  F  S  Q  P  N  S  V  A  E  L  
hVLIG-1 Fr.2  1    -------AATCCCAGACACAACATCCATGGGAGA--------------AAGCTGCTTAATCTGTCACACTCAAAAAGTCTTTCAGCGTTA 69    
                           N  P  R  H  N  I  H  G  R                K  L  L  N  L  S  H  S  K  S  L  S  A  L  
 
mVLIG-1 CDS   271  CAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAACAGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAG 360   
                    Q  E  T  P  R  E  M  K  K  N  R  Q  R  Q  A  G  Q  A  L  Q  A  L  K  A  L  Q  S  E  G  K  
hVLIG-1 Fr.2  70   CAGGAGTCTCAGGTGGAGAGGGCAAAGAGAAAGCAGAAGCAGGCAGAACAGGCACTGCAGGAGCTGAGGGACTTGCTGACAGAAGGGAAG 159   
                    Q  E  S  Q  V  E  R  A  K  R  K  Q  K  Q  A  E  Q  A  L  Q  E  L  R  D  L  L  T  E  G  K  
 
mVLIG-1 CDS   361  CACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGCTGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGCTGGCCAACGGCTGAAGTG 450   
                    H  R  E  E  E  A  V  R  R  K  E  A  E  L  R  Q  A  M  E  I  P  E  E  C  W  P  T  A  E  V  
hVLIG-1 Fr.2  160  CAGAGACAGGAAGAGGCAGTGAGGACAAGAGAAGCAGAGCTGAGGCAAGCAATGGACATCCCTGAAGAGTACTGGCCATCCCCTGAAGAG 249   
                    Q  R  Q  E  E  A  V  R  T  R  E  A  E  L  R  Q  A  M  D  I  P  E  E  Y  W  P  S  P  E  E  
 
mVLIG-1 CDS   451  TCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGAACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGAGAC 540   
                    S  L  K  D  I  T  E  I  M  E  R  H  L  S  H  M  E  R  T  L  A  H  S  P  N  L  S  D  G  D  
hVLIG-1 Fr.2  250  CCTCTAAGGGAACTCATGGAAAACCTGCAGAGACAACTCAACCTCATGAAGTGGACACTGTGCCACAGGCAAAACCTTCCAGATAGAGAT 339   
                    P  L  R  E  L  M  E  N  L  Q  R  Q  L  N  L  M  K  W  T  L  C  H  R  Q  N  L  P  D  R  D  
 
mVLIG-1 CDS   541  CTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTA 630   
                    L  V  R  W  A  S  G  G  L  A  L  Q  G  I  Y  K  T  N  H  P  R  S  L  I  Q  K  R  E  E  L  
hVLIG-1 Fr.2  340  GTGGTGAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCCCTCCAGGGAATTTACAAAGCCAGCCACCAAAGGGGCCTGACAGAGAAGAGAGAGGAGTTG 429   
                    V  V  R  W  A  S  G  G  L  A  L  Q  G  I  Y  K  A  S  H  Q  R  G  L  T  E  K  R  E  E  L  
 
 



  Anhang 

190 

mVLIG-1 CDS   631  CTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTTGGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTTCATCTTTTCACGAACAAGCC 720   
                    L  S  V  P  K  Q  F  S  L  V  G  P  E  H  G  T  E  I  K  T  M  E  F  S  S  F  H  E  Q  A  
hVLIG-1 Fr.2  430  CTCAGTGTCCCCAAAGAGTTCTTACTTTTGGGTCCTCAGCAAGGAACACAAATGAAAACAAAGGAATTCACATCTCCTCAGGCTGAATTC 519   
                    L  S  V  P  K  E  F  L  L  L  G  P  Q  Q  G  T  Q  M  K  T  K  E  F  T  S  P  Q  A  E  F  
 
mVLIG-1 CDS   721  ATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTTCAACCTCCTTGGTTAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGAAGCTGGTATA 810   
                    M  F  T  E  T  I  K  M  M  G  F  S  S  T  S  L  V  K  G  E  G  W  G  F  S  L  E  A  G  I  
hVLIG-1 Fr.2  520  ATGTTTACCCAGATGGTAGAGAAGCTGGGCTTTCGTTTAACTACTTCAGCCAAGGACGGAAATTGGGGGTTTAGTCTAGAAGCTGGTTTG 609   
                    M  F  T  Q  M  V  E  K  L  G  F  R  L  T  T  S  A  K  D  G  N  W  G  F  S  L  E  A  G  L  
 
mVLIG-1 CDS   811  GATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCA 900   
                    D  Q  N  E  Q  T  A  S  E  N  T  H  Q  S  H  S  E  Q  T  Y  F  C  S  A  R  F  S  Y  I  P  
hVLIG-1 Fr.2  610  GATCACAGCAAACATCCAGAATCCAAGGAAACCCAACAATCAAGTTCTGAGAATTCTTATTTCTGCTCAACCAAGTTCAGCTATATCCCC 699   
                    D  H  S  K  H  P  E  S  K  E  T  Q  Q  S  S  S  E  N  S  Y  F  C  S  T  K  F  S  Y  I  P  
 
mVLIG-1 CDS   901  TTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAG 990   
                    L  A  T  C  H  F  H  I  N  D  L  E  L  S  N  A  A  L  Q  E  L  K  T  I  E  E  L  L  E  Q  
hVLIG-1 Fr.2  700  CTGGCCTCCTGCGCTTTACCCATTGATCAGCTCCAGTATCCCAAGCCTGCTGTCCAGGAATTGAAATGCATTGAAGAGCTTCTGAGTCAG 789   
                    L  A  S  C  A  L  P  I  D  Q  L  Q  Y  P  K  P  A  V  Q  E  L  K  C  I  E  E  L  L  S  Q  
 
mVLIG-1 CDS   991  ACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCT 1080  
                    T  T  D  H  R  D  G  L  P  L  L  R  H  R  A  E  N  F  F  H  R  F  G  S  H  A  N  Q  G  P  
hVLIG-1 Fr.2  790  ACAACAAACCC---AGACAGGTTCTCCTTGCTGAGGCACAGGATCATAAACTTCTTCCACAGGTTTGGCTCTCATGTTAACCAAGGCCCT 876   
                    T  T  N  P     D  R  F  S  L  L  R  H  R  I  I  N  F  F  H  R  F  G  S  H  V  N  Q  G  P  
 
mVLIG-1 CDS   1081 CTGCAACTGGGTGGAATCTACTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAG 1170  
                    L  Q  L  G  G  I  Y  C  W  K  A  I  S  E  G  F  K  S  E  H  L  A  D  V  K  Q  Q  T  R  E  
hVLIG-1 Fr.2  877  CTGCACCTGGGAGGAATCTACTGGTGGAAAGCCATTTCAGAGGGTTATTGCACGGAGCAGTTGGCAGAAGTGAGGCAGCAGTCTGCAGAG 966   
                    L  H  L  G  G  I  Y  W  W  K  A  I  S  E  G  Y  C  T  E  Q  L  A  E  V  R  Q  Q  S  A  E  
 
mVLIG-1 CDS   1171 TCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGTTATAGTGGCTTTGGAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACA 1260  
                    S  L  N  I  Y  I  M  G  S  Y  S  G  F  G  V  K  V  G  A  S  V  N  I  A  N  S  N  S  E  T  
hVLIG-1 Fr.2  967  GCCCTGGACATTTTCATAAGGGACAGCTACAGTGGCTTTGGAGTGAAAGTTGCTGCAGGTGTGAATGTTTCAGACTCTCATTCGAAGACA 1056  
                    A  L  D  I  F  I  R  D  S  Y  S  G  F  G  V  K  V  A  A  G  V  N  V  S  D  S  H  S  K  T  
 
mVLIG-1 CDS   1261 GCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGGTACAACTATCTGTAGCCCAGATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATT 1350  
                    A  S  F  S  T  T  H  L  H  S  Q  T  K  V  Q  L  S  V  A  Q  I  G  G  P  A  E  A  D  G  I  
hVLIG-1 Fr.2  1057 GCCACTCAGACCAAAACTTCCCAAAACCTCCAAACCAAGGTCCAATTATCTGTGGCCCAAACAGGTGGCCCACCAGAAGCAGATGGCCTT 1146  
                    A  T  Q  T  K  T  S  Q  N  L  Q  T  K  V  Q  L  S  V  A  Q  T  G  G  P  P  E  A  D  G  L  
 
mVLIG-1 CDS   1351 GCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTGGGACATCATC 1440  
                    A  Q  W  T  A  G  L  V  V  S  N  Q  T  W  S  V  I  D  R  E  L  Q  L  V  P  I  W  D  I  I  
hVLIG-1 Fr.2  1147 GTCCAGTGGAAAGCTGGCCTCATTGCCAGCAATCAAACCTGGTGTGTCATTGACCGCGGGCTTCAGTTGGTGCCAGTTTGGGACATTATC 1236  
                    V  Q  W  K  A  G  L  I  A  S  N  Q  T  W  C  V  I  D  R  G  L  Q  L  V  P  V  W  D  I  I  
 
mVLIG-1 CDS   1441 CTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCC 1530  
                    L  S  S  H  R  T  D  F  K  N  A  L  Q  V  A  N  C  L  K  D  N  Y  T  A  L  T  E  L  D  A  
hVLIG-1 Fr.2  1237 CTCTCTAGCCACAGAAGCAATTTTAAGGATCCTCTTCAGGTGGCTAACTTCCTGAAAGACAGCTACACTGCTCTGACTAGCATCACTGCC 1326  
                    L  S  S  H  R  S  N  F  K  D  P  L  Q  V  A  N  F  L  K  D  S  Y  T  A  L  T  S  I  T  A  
 
mVLIG-1 CDS   1531 CAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAATGCTGGGAGGTTTCTGATCCT 1620  
                    Q  I  Q  E  G  E  E  F  L  T  A  R  K  E  A  K  L  F  I  E  D  V  K  C  W  E  V  S  D  P  
hVLIG-1 Fr.2  1327 CAGATCCAGAATGGGGAAGAGTTACTGAGTGCTGGGAAGGAGGCCAGGGTTTTTCTAGAGGATGTAAAATCTTGGGAGGTATCTGATCCT 1416  
                    Q  I  Q  N  G  E  E  L  L  S  A  G  K  E  A  R  V  F  L  E  D  V  K  S  W  E  V  S  D  P  
 
mVLIG-1 CDS   1621 GAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATACATGTCTCACT 1710  
                    E  E  Q  L  T  K  L  L  D  F  M  Q  T  L  S  Q  K  I  K  S  Y  N  I  W  I  N  T  C  L  T  
hVLIG-1 Fr.2  1417 GAAGAGCAACTTAAAAAACTGATAAATTTCATGAAAATGTTGAGTCAAAAACTAAAAAGTTATGACACTTGGATTAATATATGTCTCACA 1506  
                    E  E  Q  L  K  K  L  I  N  F  M  K  M  L  S  Q  K  L  K  S  Y  D  T  W  I  N  I  C  L  T  
 
mVLIG-1 CDS   1711 GATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTG 1800  
                    D  W  D  L  Q  N  F  L  I  N  T  V  K  F  C  K  T  S  P  T  Y  K  T  Q  F  I  K  S  Q  L  
hVLIG-1 Fr.2  1507 GATTAGAGTCTGCAGAATTTTCTAGTAAACACCATCAACTTTTGCAAAAAGTCTTCCATTTATAAAACTAAATGTATTAAATCTCATTTG 1596  
                    D  *  S  L  Q  N  F  L  V  N  T  I  N  F  C  K  K  S  S  I  Y  K  T  K  C  I  K  S  H  L  
 
mVLIG-1 CDS   1801 TGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCCATCATACAGTGGATCAATCAGTCAGAGTATGGG 1890  
                    C  I  L  L  E  P  H  V  Y  K  V  T  N  F  P  E  A  H  S  I  I  Q  W  I  N  Q  S  E  Y  G  
hVLIG-1 Fr.2  1597 CGCAGCCTTCTGGATCCTCACATCTACAGAGTGACAAACTTTCCTCAGGCTCACTTCATCATGCAGTGGATCTTCCAGTCAGATTCAGAG 1686  
                    R  S  L  L  D  P  H  I  Y  R  V  T  N  F  P  Q  A  H  F  I  M  Q  W  I  F  Q  S  D  S  E  
 
mVLIG-1 CDS   1891 GAAGAGCAAGTCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGTGAATTTCAAAAAT 1980  
                    E  E  Q  V  K  I  T  S  F  S  E  F  I  K  T  L  K  K  T  H  K  Y  L  M  E  V  N  F  K  N  
hVLIG-1 Fr.2  1687 CAGGAGCAGGTGAATATTTCCCAATTTTCTCAATTAATTGAGATCTTAAAAGAAACCCAGAATAACCTCATGGAAGTAAAGGTCAAATCT 1776  
                    Q  E  Q  V  N  I  S  Q  F  S  Q  L  I  E  I  L  K  E  T  Q  N  N  L  M  E  V  K  V  K  S  
 
mVLIG-1 CDS   1981 GAGGCCCCAGAAACAGTGGAAGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAA 2070  
                    E  A  P  E  T  V  E  E  A  E  R  T  A  T  Y  E  V  T  T  A  L  S  S  F  L  K  Y  L  K  E  
hVLIG-1 Fr.2  1777 GAGTCCCCAGAAACAGTGGAGGAAGCTCAAAGAAAGTCCACTTATGAGGTCAGCTTGGCTCTCAGCTGCTTCTTGAATTATCTCCAAAAA 1866  
                    E  S  P  E  T  V  E  E  A  Q  R  K  S  T  Y  E  V  S  L  A  L  S  C  F  L  N  Y  L  Q  K  
 
mVLIG-1 CDS   2071 ACAGAACAGCCAGACATGCAGCTGCTGCTGCTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTG 2160  
                    T  E  Q  P  D  M  Q  L  L  L  L  S  I  A  A  G  A  G  Y  Q  L  V  N  S  I  F  Q  H  L  L  
hVLIG-1 Fr.2  1867 ACAGAGCAGACAGACACACAACTCTTGCTACTTTCCATTGCAGCTGCTGCAGGATATCATGTGATCAACAATACTTTTCAGAGTCTCTTG 1956  
                    T  E  Q  T  D  T  Q  L  L  L  L  S  I  A  A  A  A  G  Y  H  V  I  N  N  T  F  Q  S  L  L  
 
mVLIG-1 CDS   2161 GGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTGGATCAAATGCAAAGTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCC 2250  
                    G  C  D  E  L  N  F  L  L  D  Q  M  Q  S  N  Q  H  K  Y  Q  E  L  K  N  I  C  N  Y  R  A  
hVLIG-1 Fr.2  1957 GGGTGTGATGAGTTAAGCTTCCTACTGGATGAAATGCAAACCGCCCAAAATAAATACCAGGAGCTTAAGAATATTTGCAGCTATAGGGCT 2046  
                    G  C  D  E  L  S  F  L  L  D  E  M  Q  T  A  Q  N  K  Y  Q  E  L  K  N  I  C  S  Y  R  A  
 
mVLIG-1 CDS   2251 CAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGATATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATT 2340  
                    Q  A  F  L  V  L  T  A  L  R  T  T  V  E  I  T  D  I  S  T  E  E  K  R  Q  R  L  A  L  I  
hVLIG-1 Fr.2  2047 CAGGCATTCCTGGTTCTCACAGGTCTGACAGCCACAGTTGGAGACACAGCTATTTCTTCAGAAGAGAAAACACAACGCATGTCATTAATG 2136  
                    Q  A  F  L  V  L  T  G  L  T  A  T  V  G  D  T  A  I  S  S  E  E  K  T  Q  R  M  S  L  M  
 
mVLIG-1 CDS   2341 AAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGAGAACATCATGACTGGGAAAGTCTGGAGAAT 2430  
                    K  Q  H  M  G  T  L  L  S  E  E  V  A  H  V  L  T  K  H  G  E  H  H  D  W  E  S  L  E  N  
hVLIG-1 Fr.2  2137 AGACATCACATGGGACAATCATTGTCCAAAGAAGTTGCACATGTCCTCACCAAACCTGGAGCAGATCACGATTGGGAAAACCTAGAGAAA 2226  
                    R  H  H  M  G  Q  S  L  S  K  E  V  A  H  V  L  T  K  P  G  A  D  H  D  W  E  N  L  E  K  
 
mVLIG-1 CDS   2431 GATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAG---CCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAAAAAAACAATTGCAAAGTCTC 2517  
                    D  L  R  L  L  I  E  G  D  Y  K     A  T  T  H  Y  L  Q  M  D  E  V  K  K  Q  L  Q  S  L  
hVLIG-1 Fr.2  2227 GACTTGAGATTGCTCATTAATGGGGATTATGAAGAAGTCACCATCTCTTCTTTGCAAATGGAAGAGGTGAGCAA------GCAAAGTCTC 2310  
                    D  L  R  L  L  I  N  G  D  Y  E  E  V  T  I  S  S  L  Q  M  E  E  V  S  K        Q  S  L  
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mVLIG-1 CDS   2518 TGCCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCTGAAATTACTC 2607  
                    C  H  G  K  K  Q  T  Y  K  Q  K  S  N  E  N  I  T  K  G  M  I  E  N  G  P  F  L  K  L  L  
hVLIG-1 Fr.2  2311 TTCTATGGAAAGAAACAGCCCCATGAACCACATGACAATGAAAATAACAAATGGGAGATGATAAAAAATGGAGCCTTCCTAGACTTACTC 2400  
                    F  Y  G  K  K  Q  P  H  E  P  H  D  N  E  N  N  K  W  E  M  I  K  N  G  A  F  L  D  L  L  
 
mVLIG-1 CDS   2608 CAACGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAG 2697  
                    Q  R  L  G  L  D  N  Y  Y  P  K  R  M  S  R  A  D  F  H  L  I  Y  K  T  S  V  Y  N  S  Q  
hVLIG-1 Fr.2  2401 CAGCATCTAGGTCTAGAACATTACTACCCCAAAAAATTGAGCAAAGCTAATTTCCATCTCATCTATAAGACGTCTGTGTATAACACCCAG 2490  
                    Q  H  L  G  L  E  H  Y  Y  P  K  K  L  S  K  A  N  F  H  L  I  Y  K  T  S  V  Y  N  T  Q  
 
mVLIG-1 CDS   2698 CCAAGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTTGGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGAT 2787  
                    P  R  S  E  K  E  L  P  F  Y  F  L  Q  K  L  L  M  L  D  Y  G  F  R  H  L  I  V  K  D  D  
hVLIG-1 Fr.2  2491 CCCAGCTCTGAACAGGAGCTTCCCTTCTATTTCCTGCAGAAACTACTGATGATGGATTATGAGCTGAGATACCTAGTCTTCAAAGATGAT 2580  
                    P  S  S  E  Q  E  L  P  F  Y  F  L  Q  K  L  L  M  M  D  Y  E  L  R  Y  L  V  F  K  D  D  
 
mVLIG-1 CDS   2788 GAAAACATAAAAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATGTCATTATAGACAATGAT 2877  
                    E  N  I  K  K  Q  I  S  I  G  S  S  N  H  E  N  E  D  I  D  P  Y  D  D  V  I  I  D  N  D  
hVLIG-1 Fr.2  2581 AGAAACACAGAACACCAAGTACATCCAAATGCTTCAGATCAGGAAGATGAGGCTTTTGACCCATATGAAAACTTTTTTGAAGACAGTGAT 2670  
                    R  N  T  E  H  Q  V  H  P  N  A  S  D  Q  E  D  E  A  F  D  P  Y  E  N  F  F  E  D  S  D  
 
mVLIG-1 CDS   2878 AGTCCTGGCTATCCTTCAGCCACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTT 2967  
                    S  P  G  Y  P  S  A  T  E  S  W  P  H  I  H  P  L  D  I  Q  M  T  I  L  H  C  A  D  D  L  
hVLIG-1 Fr.2  2671 AGTCCCACTAAATCTTCATCCACTGAGCCTAGCCCCCACATTCACCCAGTGGATATTCAGATGACAATTTTTCACTGTGCAGATAATTTT 2760  
                    S  P  T  K  S  S  S  T  E  P  S  P  H  I  H  P  V  D  I  Q  M  T  I  F  H  C  A  D  N  F  
 
mVLIG-1 CDS   2968 ACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTT 3057  
                    T  R  Q  Y  I  F  S  K  L  S  I  C  H  Y  A  L  P  L  V  V  P  N  P  N  T  S  Q  I  E  F  
hVLIG-1 Fr.2  2761 GCCAGACAATATATTTTGGCCAAACTTTCCACTTGTCAGTTTGCCCTCCCCCTTTTGGTGCCTAATCCCTGTACTTCTCAGATTGAATTC 2850  
                    A  R  Q  Y  I  L  A  K  L  S  T  C  Q  F  A  L  P  L  L  V  P  N  P  C  T  S  Q  I  E  F  
 
mVLIG-1 CDS   3058 TATCTTTGGTCTCTCAGACAAATTAGGAAAAGTTGGCAAGATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAG 3147  
                    Y  L  W  S  L  R  Q  I  R  K  S  W  Q  D  A  S  K  S  P  Q  D  K  S  Y  S  H  R  N  Q  Q  
hVLIG-1 Fr.2  2851 TCTCTCTGGTCTCTCCGTCAAATTACAAGAAGTTGGCAGGAAGCAAGGAAATCACCAAAAGGGAAGAACTA---TTATAAGAATCAGCAG 2937  
                    S  L  W  S  L  R  Q  I  T  R  S  W  Q  E  A  R  K  S  P  K  G  K  N  Y     Y  K  N  Q  Q  
 
mVLIG-1 CDS   3148 ATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGTTGGAAATGACCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTC 3237  
                    M  C  R  V  S  T  P  I  V  S  F  I  R  V  G  N  D  L  S  A  S  K  S  Q  I  M  N  S  L  L  
hVLIG-1 Fr.2  2938 ATGTGCTGTGTCTCTACCTCAATTGTGTCCTTCGTAAGAGTTGGAAATGGCCTCTCTGCTTCTAAATCTCAGATTATGAACTGTCTTCTC 3027  
                    M  C  C  V  S  T  S  I  V  S  F  V  R  V  G  N  G  L  S  A  S  K  S  Q  I  M  N  C  L  L  
 
mVLIG-1 CDS   3238 AGTAAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAACAAACACTGTCTCCTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGC 3327  
                    S  K  R  K  H  D  V  F  F  H  R  H  C  K  G  S  N  K  H  C  L  L  M  Q  G  V  V  E  I  C  
hVLIG-1 Fr.2  3028 AGTAAACGGAAACATGATGTGTTTTTTCACCGACACTGCACAGGAAGCAGGAAAGACTGCCTCTTGATGGGGGGCATGGTAGAGATCTGT 3117  
                    S  K  R  K  H  D  V  F  F  H  R  H  C  T  G  S  R  K  D  C  L  L  M  G  G  M  V  E  I  C  
 
mVLIG-1 CDS   3328 TGGTTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAGATGCAAAGGAACACACCCAA 3417  
                    W  F  C  P  A  G  Q  G  E  D  T  F  E  N  C  L  T  F  T  S  L  H  G  D  A  K  E  H  T  Q  
hVLIG-1 Fr.2  3118 TGGTTCTGTCCAGGAGGGGAAGATGAGGACAGATTTGACAACTGTGTGACCTTCACCAATCTTCATGGAGATGCAAAAGAACATGAGCAG 3207  
                    W  F  C  P  G  G  E  D  E  D  R  F  D  N  C  V  T  F  T  N  L  H  G  D  A  K  E  H  E  Q  
 
mVLIG-1 CDS   3418 CAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGTCAGA 3507  
                    Q  L  S  F  L  Q  H  V  S  S  I  I  V  V  L  M  S  V  S  D  N  N  K  E  N  Q  K  L  V  R  
hVLIG-1 Fr.2  3208 CAGCTCAGCTTCCTGAAGGAGGTGTCTACTGTCATTGTGGTCCTCATGTCAGCCTCCGATGACAATGAAGGAAACCGAAAAATTGTCCGT 3297  
                    Q  L  S  F  L  K  E  V  S  T  V  I  V  V  L  M  S  A  S  D  D  N  E  G  N  R  K  I  V  R  
 
mVLIG-1 CDS   3508 CACCTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATT 3597  
                    H  L  W  Q  S  S  T  P  L  I  C  L  I  D  D  K  E  K  A  I  A  N  T  S  G  K  R  M  R  I  
hVLIG-1 Fr.2  3298 AACTTGTGGCAGTCATCAAGGCCATTGATCTGCTTGCTCGATGACAAAGAAGCAACCATGACCAATATTTCTGGCCAAAGAATGAGAATG 3387  
                    N  L  W  Q  S  S  R  P  L  I  C  L  L  D  D  K  E  A  T  M  T  N  I  S  G  Q  R  M  R  M  
 
mVLIG-1 CDS   3598 GGCATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGT 3687  
                    G  I  K  N  R  N  E  A  E  L  T  E  E  L  T  N  A  I  K  H  F  L  E  L  S  N  T  V  L  S  
hVLIG-1 Fr.2  3388 GGTATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAACTCACAACTACAATCAGACATTTGCTAGAACTCTCAGATACTGCTCTCAGC 3477  
                    G  I  K  N  R  N  E  A  E  L  T  E  E  L  T  T  T  I  R  H  L  L  E  L  S  D  T  A  L  S  
 
mVLIG-1 CDS   3688 TTAGAGGACTGTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAG 3777  
                    L  E  D  C  S  Q  T  A  R  E  L  G  F  I  I  D  E  D  Q  R  D  C  K  E  A  K  E  K  A  Q  
hVLIG-1 Fr.2  3478 TTGGAGGACTGTTCCCAGATTGCTCACCAGCAAGGATTTCTTATCGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCACAG 3567  
                    L  E  D  C  S  Q  I  A  H  Q  Q  G  F  L  I  D  E  D  Q  R  D  C  K  E  A  K  E  K  A  Q  
 
mVLIG-1 CDS   3778 ACTGTAATGGCCCTCCTGGAGGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTTCAAGGACAACTTTGGCACCTTTGGTGT 3867  
                    T  V  M  A  L  L  E  E  Y  K  L  S  Q  T  K  E  N  L  L  P  L  Q  G  Q  L  W  H  L  W  C  
hVLIG-1 Fr.2  3568 GCTCTAATGGCCTTCCTGGGGAAAATGAAATTATCTCAGATTAAGGAAAAATTACTACCCCTTCAGGGACAACTGTGGCACCACTGGTGT 3657  
                    A  L  M  A  F  L  G  K  M  K  L  S  Q  I  K  E  K  L  L  P  L  Q  G  Q  L  W  H  H  W  C  
 
mVLIG-1 CDS   3868 AAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGAGAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACATAAAAGAAAA 3957  
                    K  K  D  K  E  F  Y  H  L  R  E  K  G  N  R  S  I  E  Q  H  K  S  E  I  E  T  H  K  R  K  
hVLIG-1 Fr.2  3658 AAGAAGGACAAAGAACTCTATCATCTTAGAGAAAAGGGAAATCAGAGCATTGAACAACACAAGAGTGAGATTGAGACAGATAAACAAATA 3747  
                    K  K  D  K  E  L  Y  H  L  R  E  K  G  N  Q  S  I  E  Q  H  K  S  E  I  E  T  D  K  Q  I  
 
mVLIG-1 CDS   3958 ATTCGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATGATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACAT 4047  
                    I  R  R  Q  Q  L  E  K  A  F  P  L  N  D  L  M  R  S  V  L  E  L  L  Q  D  Y  S  E  T  H  
hVLIG-1 Fr.2  3748 ATACGGCATGAACAGTTGGCCAGAGCCCTTCCTCTCAATGATTTAATGCAATCTGTCCTTCAGTTTCTCCAAGAGCATTCAGAAATTCAC 3837  
                    I  R  H  E  Q  L  A  R  A  L  P  L  N  D  L  M  Q  S  V  L  Q  F  L  Q  E  H  S  E  I  H  
 
mVLIG-1 CDS   4048 AACAAACTCTACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGACAATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCT 4137  
                    N  K  L  Y  V  L  Q  W  L  T  L  F  F  D  N  L  T  I  D  H  L  D  K  L  H  E  R  Q  R  S  
hVLIG-1 Fr.2  3838 ACCAAACTGTACTTCTTGCAGTGGCTGAGTGTATTTTTGGACAAACTGACTGCAGGACACTTGGAAGAACTGCATGAGAAGCAAAAATAT 3927  
                    T  K  L  Y  F  L  Q  W  L  S  V  F  L  D  K  L  T  A  G  H  L  E  E  L  H  E  K  Q  K  Y  
 
mVLIG-1 CDS   4138 TTGTGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACTC--TG-------TGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACA 4218  
                    L  W  L  R  I  Q  T  E  K  Q  R  A  Q  K  S  N  S           V  Q  N  Q  I  E  A  I  S  T  
hVLIG-1 Fr.2  3928 TGGTGGTCACTGGTTCAAACAGTAAAGCAAAAGGCACCTAATAGTCACTCCCTGATATGCCTGCAAAGTGAGATAGAAGCCATTTCCACA 4017  
                    W  W  S  L  V  Q  T  V  K  Q  K  A  P  N  S  H  S  L  I  C  L  Q  S  E  I  E  A  I  S  T  
 
mVLIG-1 CDS   4219 GAGATTCATAACTGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAAGCTCTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGA 4308  
                    E  I  H  N  C  T  L  G  I  E  H  L  L  R  E  V  G  Q  I  Y  E  A  L  E  E  T  S  S  S  R  
hVLIG-1 Fr.2  4018 GAGATTAGTGACTGTACTTTGGGAATTGAGCAACTTATCAGAGAAGTTGGTCAGATTTATGAAGCTCTGGAAGAAGCTTCCTCCATAAAA 4107  
                    E  I  S  D  C  T  L  G  I  E  Q  L  I  R  E  V  G  Q  I  Y  E  A  L  E  E  A  S  S  I  K  
 
mVLIG-1 CDS   4309 GATAGCCTTTTTCTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGGATGCTTCATAT 4398  
                    D  S  L  F  L  C  L  P  Q  I  A  A  D  L  M  I  A  G  V  P  I  E  L  M  D  G  D  A  S  Y  
hVLIG-1 Fr.2  4108 AAGA---TTTTTTTCTCGCTTCCCCAAATTGCCGCAGACCTGATGATATCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGATGGGGATGCAGCATAT 4194  
                    K     I  F  F  S  L  P  Q  I  A  A  D  L  M  I  S  G  V  P  I  E  L  M  D  G  D  A  A  Y  
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mVLIG-1 CDS   4399 GTGCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTG 4488  
                    V  P  L  K  W  V  A  A  I  F  D  K  I  T  E  K  V  G  D  K  R  L  F  V  L  S  V  L  G  L  
hVLIG-1 Fr.2  4195 GTACCTCTAACATGGGTGGCAGCTGTTTTTGACAAGGTCTCTGAGAAACTTGGAGACAAACGGCTATTTGTTCTTTCTATCCTTGGCTTG 4284  
                    V  P  L  T  W  V  A  A  V  F  D  K  V  S  E  K  L  G  D  K  R  L  F  V  L  S  I  L  G  L  
 
mVLIG-1 CDS   4489 CAGAGCTCAGGGAAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATG 4578  
                    Q  S  S  G  K  S  T  L  L  N  A  L  F  G  L  Q  F  T  V  S  A  G  R  C  T  K  G  A  Y  M  
hVLIG-1 Fr.2  4285 CAGAGCTCAGGGAAATCCACCGTGCTGAATGCCCTTTTTGGGCTTCAGTTCACTGTTAGTGCAGGCAAATGTACCCAAGGGGCCTATATG 4374  
                    Q  S  S  G  K  S  T  V  L  N  A  L  F  G  L  Q  F  T  V  S  A  G  K  C  T  Q  G  A  Y  M  
 
mVLIG-1 CDS   4579 CAGCTCCTGAAGGTGGAAGAGACATTCACAGAAGAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAA 4668  
                    Q  L  L  K  V  E  E  T  F  T  E  E  L  G  F  N  Y  V  L  V  I  D  T  E  G  L  R  A  P  E  
hVLIG-1 Fr.2  4375 CAGCTCCTCAAGGTGGAGGAGACATTCACGGAGGAACTTGGCTTTGACTTTGTGCTTGCTGTGGACACAGAAGGACTTCGGGCACCAGAA 4464  
                    Q  L  L  K  V  E  E  T  F  T  E  E  L  G  F  D  F  V  L  A  V  D  T  E  G  L  R  A  P  E  
 
mVLIG-1 CDS   4669 CTCAACAACAAATCCCAGAATTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCATTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAG 4758  
                    L  N  N  K  S  Q  N  W  D  H  E  L  A  T  L  V  I  G  L  G  N  L  T  L  I  N  I  F  G  E  
hVLIG-1 Fr.2  4465 CACAGCAACAAATCCAAGGATAGGGACAATGAGTTGGTAACTTTTGTCATTGGACTTGCAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAG 4554  
                    H  S  N  K  S  K  D  R  D  N  E  L  V  T  F  V  I  G  L  A  N  L  T  L  I  N  I  F  G  E  
 
mVLIG-1 CDS   4759 AATCCCTCAGACATTCAGGACATTCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCTCCCCCAGTTGCCTCTTT 4848  
                    N  P  S  D  I  Q  D  I  L  Q  I  S  V  Q  A  F  L  R  M  K  Q  V  K  I  S  P  S  C  L  F  
hVLIG-1 Fr.2  4555 AATCCATCAGAGATGCAAGATATCCTACAAATAGTTGTCCAAGCCTTTCTGAGAATGAAACAAGTAAAAATCTTTCCAAGTTGCCTCTTT 4644  
                    N  P  S  E  M  Q  D  I  L  Q  I  V  V  Q  A  F  L  R  M  K  Q  V  K  I  F  P  S  C  L  F  
 
mVLIG-1 CDS   4849 GTCCATCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAACTATGGAAGGACGGAAGAGA-CTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGC 4937  
                    V  H  Q  N  V  G  E  V  T  A  K  D  Q  T  M  E  G  R  K  R   L  E  Q  K  L  D  E  M  T  A  
hVLIG-1 Fr.2  4645 GTCCATCAGAATGTGGGGGAAGCTACAGCTACGGACCAAACTATGGATGGACG-AAGACGGCTAGAGCAGAAACTAGATGAAATGGCAGC 4733  
                    V  H  Q  N  V  G  E  A  T  A  T  D  Q  T  M  D  G  R   R  R  L  E  Q  K  L  D  E  M  A  A  
 
mVLIG-1 CDS   4938 ATTGGCTGCTGAGTTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGATGTAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGC 5027  
                     L  A  A  E  L  E  E  C  S  N  I  T  R  F  S  D  V  I  K  F  D  A  N  R  H  V  Y  Y  F  A  
hVLIG-1 Fr.2  4734 AATAGCTGCTGAACAAGAACAGTGCTTAGACGTAACCTGCTTCAGTGATGTCATTAGGTTTGATGTCAATACTCACGTCTACTACTTTGC 4823  
                     I  A  A  E  Q  E  Q  C  L  D  V  T  C  F  S  D  V  I  R  F  D  V  N  T  H  V  Y  Y  F  A  
 
mVLIG-1 CDS   5028 TCACCTATGGGATGGCAATCCCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATGTCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAAC 5117  
                     H  L  W  D  G  N  P  P  M  A  P  P  N  P  R  Y  S  Y  N  V  Q  E  L  R  N  E  I  L  S  T  
hVLIG-1 Fr.2  4824 TCACCTCTGGGATGGCAACCCCCCAATGGCCCCTCCCAATCCTCGCTACAGCCACAATGTACAGCAACTGAAAAGTAGAATTCTTATGAC 4913  
                     H  L  W  D  G  N  P  P  M  A  P  P  N  P  R  Y  S  H  N  V  Q  Q  L  K  S  R  I  L  M  T  
 
mVLIG-1 CDS   5118 TGCCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATTTCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTGGAAAGCCCTTGTCAGTGAAAA 5207  
                     A  Q  Q  E  S  R  G  R  I  L  K  I  S  D  F  K  F  R  V  Q  D  L  W  K  A  L  V  S  E  N  
hVLIG-1 Fr.2  4914 TGCCACACAGGAATCCAGGGGAAACATCATGAAGATATCAGATGTAAAATCCCGAGTTCAAGATTTGTGGAGAGGCCTGATGAACGAGAA 5003  
                     A  T  Q  E  S  R  G  N  I  M  K  I  S  D  V  K  S  R  V  Q  D  L  W  R  G  L  M  N  E  N  
 
mVLIG-1 CDS   5208 CTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAAGTATAATGAATGGACCTGGGAGCTAAGGAG 5297  
                     F  I  F  S  F  R  N  T  Q  E  V  I  A  M  S  K  L  E  T  K  Y  N  E  W  T  W  E  L  R  S  
hVLIG-1 Fr.2  5004 CTTTATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAAGTCATGGCCATGAACAAACTGGAAACCATGTATAACCACTGGACCTGGGAGCTGAGGAG 5093  
                     F  I  F  S  F  R  N  T  Q  E  V  M  A  M  N  K  L  E  T  M  Y  N  H  W  T  W  E  L  R  S  
 
mVLIG-1 CDS   5298 TCATGTACTGGACTTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAGAGGAACCACT 5387  
                     H  V  L  D  L  Q  N  Q  L  D  N  Q  I  Q  N  G  K  I  L  T  L  T  S  N  L  L  E  E  P  L  
hVLIG-1 Fr.2  5094 TCACGTGCTGGGCTTGCAGAACCAGCTGATCAACCAGATTCAGAATGGAAAAATCCAGACACTTGAAGCAAGCACATTTGAGGTTCTAGT 5183  
                     H  V  L  G  L  Q  N  Q  L  I  N  Q  I  Q  N  G  K  I  Q  T  L  E  A  S  T  F  E  V  L  V  
 
mVLIG-1 CDS   5388 TAGCAGGAAACTTAAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAA 5477  
                     S  R  K  L  K  T  I  K  E  E  F  D  K  Y  F  E  E  D  P  D  C  E  I  L  V  Q  W  K  A  N  
hVLIG-1 Fr.2  5184 TACAGAAAAATATGAAGTTGTCAAGCAAGAACTTGAAAAATATTTTAATGAAGGCCCATGTAGCAAAATACTGATTCAATGTAAAGCAAA 5273  
                     T  E  K  Y  E  V  V  K  Q  E  L  E  K  Y  F  N  E  G  P  C  S  K  I  L  I  Q  C  K  A  N  
 
mVLIG-1 CDS   5478 TTTTGAACACAAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAA---TAG 5564  
                     F  E  H  K  L  L  I  L  K  D  S  L  I  S  D  T  R  Q  K  C  N  E  H  I  S  L  K  N     S  
hVLIG-1 Fr.2  5274 CTTTGAAAATAAGCTAATAGTCCTTAAAGAAAAACTTATTTCAGATAGCAAAAGACAAGCCAATGAACTCATTAGTTTTAAAAACCAAAG 5363  
                     F  E  N  K  L  I  V  L  K  E  K  L  I  S  D  S  K  R  Q  A  N  E  L  I  S  F  K  N  Q  S  
 
mVLIG-1 CDS   5565 CCAAGAAATACTTGATAACCAAAAGTCACAATATGAAAATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGA 5654  
                     Q  E  I  L  D  N  Q  K  S  Q  Y  E  N  Q  L  L  E  R  S  R  K  L  A  L  N  L  K  G  K  E  
hVLIG-1 Fr.2  5364 TCAAGAAAGGCTGAATAAGAAAAAGACAGATTATGAAAAAGAATTATTGGAAAAAAGCCGGAAGTTGGCTTTAACTGTAAAGGGCAAAGA 5453  
                     Q  E  R  L  N  K  K  K  T  D  Y  E  K  E  L  L  E  K  S  R  K  L  A  L  T  V  K  G  K  E  
 
mVLIG-1 CDS   5655 ATTAAGTGATGAAGAGTTGCATGAGAAATTCAGGCAACTTTGGACAAGTTGGATTTATGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGA 5744  
                     L  S  D  E  E  L  H  E  K  F  R  Q  L  W  T  S  W  I  Y  D  V  S  S  N  V  P  H  V  T  E  
hVLIG-1 Fr.2  5454 ATTGAGTGAGGAAGAGTTACATGAGAAATTCAATCAACTTTGGAAAAAGTGGGTGTGTGATGTATCCACAACTCTCCCGCAAGTTACAGA 5543  
                     L  S  E  E  E  L  H  E  K  F  N  Q  L  W  K  K  W  V  C  D  V  S  T  T  L  P  Q  V  T  E  
 
mVLIG-1 CDS   5745 GCCTAACATTGATTTGGACTCTGAAAATATCCTTCTGGAATATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGACTAAAAATAAAGTCTCA 5834  
                     P  N  I  D  L  D  S  E  N  I  L  L  E  Y  F  K  K  D  K  N  I  V  E  R  L  K  I  K  S  Q  
hVLIG-1 Fr.2  5544 GCCTGACATTGATTTGGATTCTGAAAACATCCTTTGGGAGTATTTCAAAAACAAGACGAATGTCGTGG---GTCTACTGACAAATTCTGC 5630  
                     P  D  I  D  L  D  S  E  N  I  L  W  E  Y  F  K  N  K  T  N  V  V     G  L  L  T  N  S  A  
 
mVLIG-1 CDS   5835 AGGAAAGTTTGAAATCATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAATA---CCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGT 5921  
                     G  K  F  E  I  M  Y  D  K  H  I  Q  M  K  K  K  Y     L  L  L  R  K  S  L  E  T  C  H  V  
hVLIG-1 Fr.2  5631 AGAGAAGTTTCAAATCAATTATGATAAACATATCAAGGTGAATAAGAAATATAACCATATCC---CAATGACATTAACAGTCTTTGAGAA 5717  
                     E  K  F  Q  I  N  Y  D  K  H  I  K  V  N  K  K  Y  N  H  I     P  M  T  L  T  V  F  E  K  
 
mVLIG-1 CDS   5922 TGAATCCATCAAAAAGACAACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAAACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCA 6011  
                     E  S  I  K  K  T  T  N  N  I  Q  L  K  F  T  E  T  L  T  N  I  W  K  Q  K  R  D  Y  S  Q  
hVLIG-1 Fr.2  5718 AGAGTTCATTAATATGACTACTGACTACATTGTTTCAAGATTTAATAAAATTATTAACAACATGTGGAAACAACAGTGTGGTTACAATCC 5807  
                     E  F  I  N  M  T  T  D  Y  I  V  S  R  F  N  K  I  I  N  N  M  W  K  Q  Q  C  G  Y  N  P  
 
mVLIG-1 CDS   6012 GAATTACTTTCATGAAATCTTGAGGATCATAGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACAT 6101  
                     N  Y  F  H  E  I  L  R  I  I  E  N  E  L  K  S  E  P  C  E  G  D  Y  T  F  T  K  D  Y  I  
hVLIG-1 Fr.2  5808 AAATTATTTCCATGAGATTCTAAAGACAATAGAAGAAGAAGTGAAATCTGCCTCTACTCAGAAGAGATACACATTTACAAATACATTTAT 5897  
                     N  Y  F  H  E  I  L  K  T  I  E  E  E  V  K  S  A  S  T  Q  K  R  Y  T  F  T  N  T  F  I  
 
mVLIG-1 CDS   6102 CATTGACTTATCCTTGTACTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTCAAGAAAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAATGACCCTGTGAA 6191  
                     I  D  L  S  L  Y  L  F  Q  R  A  S  K  D  F  K  K  M  H  A  A  F  K  T  A  N  D  P  V  N  
hVLIG-1 Fr.2  5898 CATTGACTTATGTGTGTGTTTATTTCAAAGAGCAAGAGAGAATTTTAAGGAAATGCACAGGGCATTCAAGAGAGCAAATGATCCTGTAAA 5987  
                     I  D  L  C  V  C  L  F  Q  R  A  R  E  N  F  K  E  M  H  R  A  F  K  R  A  N  D  P  V  N  
 
mVLIG-1 CDS   6192 CTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATCACTTCCTTTGTTGACTTCCT 6281  
                     Y  L  E  R  K  K  D  D  F  F  M  S  F  K  I  S  C  Q  G  A  T  S  I  T  S  F  V  D  F  L  
hVLIG-1 Fr.2  5988 CTACCTAGAAAGTAAGAAAGATGATTTCTTCACGAGTTTTAAGATCTCCTGTCAAGGAGCAACCTCCATCAAAACATTTGTTGATGTTCT 6077  
                     Y  L  E  S  K  K  D  D  F  F  T  S  F  K  I  S  C  Q  G  A  T  S  I  K  T  F  V  D  V  L  
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mVLIG-1 CDS   6282 ATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGA 6371  
                     W  L  K  L  T  P  A  I  S  V  S  I  W  K  I  M  V  Q  K  I  A  G  D  M  R  A  T  C  P  E  
hVLIG-1 Fr.2  6078 GTGGTATAAGCTCACTCCTGCAGTCTCCACTACTATATGGGAGGACATGACCTTTAAAATTGCGGGGGACATGCGAGCTACCTGCCCTGC 6167  
                     W  Y  K  L  T  P  A  V  S  T  T  I  W  E  D  M  T  F  K  I  A  G  D  M  R  A  T  C  P  A  
 
mVLIG-1 CDS   6372 ATTCAATGGAAACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCA 6461  
                     F  N  G  N  R  A  N  L  E  I  H  I  L  Y  S  L  A  E  E  E  K  F  D  K  Y  W  K  Y  I  Q  
hVLIG-1 Fr.2  6168 GTTCAATGGAAACAGGACTAACCTGGAGAAACACATTCTCTTCTCTCTGGCAGAAGAAGAAAACTTTGATAATTACTGGGAATACCTTCA 6257  
                     F  N  G  N  R  T  N  L  E  K  H  I  L  F  S  L  A  E  E  E  N  F  D  N  Y  W  E  Y  L  H  
 
mVLIG-1 CDS   6462 AAAGCCAGAGGAATTTTTCAGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTT 6551  
                     K  P  E  E  F  F  R  D  Y  I  R  D  H  I  K  R  Y  C  S  E  K  E  S  E  K  I  K  T  F  L  
hVLIG-1 Fr.2  6258 TAATTCAAAATCGTTTTTTAGGAGTTACATCAAAAATCATATTAAAAGATATTGTTCAGACAATGGAGGTGAAAAAATGAAGACTTTTTT 6347  
                     N  S  K  S  F  F  R  S  Y  I  K  N  H  I  K  R  Y  C  S  D  N  G  G  E  K  M  K  T  F  F  
 
mVLIG-1 CDS   6552 AAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATACTATCCTGTCTGCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATC 6641  
                     N  I  S  L  G  D  I  K  N  T  I  L  S  A  I  H  N  S  T  K  V  A  K  A  K  G  S  T  A  S  
hVLIG-1 Fr.2  6348 TGAAAAAAGCTTAATTGATATCAAGAATACCATCCTCTCTGCCATCCATGAATCCACATCAGTAGCTAAAGATAAAAGCAGCACTGCTTC 6437  
                     E  K  S  L  I  D  I  K  N  T  I  L  S  A  I  H  E  S  T  S  V  A  K  D  K  S  S  T  A  S  
 
mVLIG-1 CDS   6642 TCACTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCACCTAGGGAGCAACCTGGTCTTCCCAAGGAAAGACCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAAT 6731  
                     H  W  L  D  L  F  C  D  H  L  G  S  N  L  V  F  P  R  K  D  L  V  S  I  E  H  Q  E  L  M  
hVLIG-1 Fr.2  6438 TGAGTGGTTGGATTTATTCTGTGATTGCCTGGGGTGCAACTTGATCTTTCCACGAAGGGACTTGATAAGCATTGAACACCAGGAGATAAA 6527  
                     E  W  L  D  L  F  C  D  C  L  G  C  N  L  I  F  P  R  R  D  L  I  S  I  E  H  Q  E  I  K  
 
mVLIG-1 CDS   6732 GGATACTGAGTTCCTCAAAGAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAATGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCAAGTAAGCACATAGA 6821  
                     D  T  E  F  L  K  E  A  M  S  K  A  L  D  P  A  M  R  E  V  E  E  D  C  S  S  K  H  I  D  
hVLIG-1 Fr.2  6528 ACATACTGAATTTCTTAAAGAAGCCATGAGTGCAGCTTTGGATCTCACAATGAAGAAAATAGAACAGAATTATTCAAGTAAGCCTATAGA 6617  
                     H  T  E  F  L  K  E  A  M  S  A  A  L  D  L  T  M  K  K  I  E  Q  N  Y  S  S  K  P  I  E  
 
mVLIG-1 CDS   6822 TGAAATTGTTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAA 6911  
                     E  I  V  P  D  I  E  K  I  L  S  E  H  L  C  G  C  W  K  Q  C  P  F  C  K  A  I  C  T  N  
hVLIG-1 Fr.2  6618 AGCAATGGTTTCTAAAATTGAGAAAATGCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGCTGGAAACAGTGTCCCAGCTGTGGAGCAATTTGTACAAA 6707  
                     A  M  V  S  K  I  E  K  M  L  S  E  H  L  C  G  C  W  K  Q  C  P  S  C  G  A  I  C  T  N  
 
mVLIG-1 CDS   6912 CACCATTCCCCAGCATGAAGGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCATTGGCATAAAACAGACCAGTT 7001  
                     T  I  P  Q  H  E  G  D  H  S  V  P  F  H  R  P  Q  A  V  S  G  W  H  W  H  K  T  D  Q  F  
hVLIG-1 Fr.2  6708 CACAATTCCTACACATGAAGGAGACCATAGTGTTCCCTTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAATGGGGAGGAATGGTATGAAACAGATGATTT 6797  
                     T  I  P  T  H  E  G  D  H  S  V  P  F  H  R  P  Q  A  V  N  G  E  E  W  Y  E  T  D  D  F  
 
mVLIG-1 CDS   7002 CCACATTAATGTTTGTACTAGTAGTGTAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATT-CCCATTCAAGAAATATCGAG 7090  
                     H  I  N  V  C  T  S  S  V  A  S  N  I  S  F  I  L  D  G  F  R  E  F   P  F  K  K  Y  R  
hVLIG-1 Fr.2  6798 TGTCATTGATTGCTGTACTAGTTTGGTTGCAAGTGATTGTTTGTTGGTTTT-GAGGGATGGCAGGAATTTCCCATTTAAGAACTATCGAC 6886  
                     V  I  D  C  C  T  S  L  V  A  S  D  C  L  L  V  L   R  D  G  R  N  F  P  F  K  N  Y  R  
 
mVLIG-1 CDS   7091 AAGCAGGAGGTGATTATGCCACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAA 7180  
                   E  A  G  G  D  Y  A  T  W  S  I  T  P  D  S  S  T  Q  P  Y  W  K  W  F  V  C  H  F  R  S  
hVLIG-1 Fr.2  6887 AAGCAGGAGGGGATTATGCCATGTGGAGCATCACCCCAGATACCTCCATCCAGCTATACTGGAAATGGTTTGTCTCTCACTTCAGATCAA 6976  
                   Q  A  G  G  D  Y  A  M  W  S  I  T  P  D  T  S  I  Q  L  Y  W  K  W  F  V  S  H  F  R  S  
 
mVLIG-1 CDS   7181 ACCTAGAAGAGAATTATGGCAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAATCACAAAGCAAGAAGTCCTGAATG 7270  
                   N  L  E  E  N  Y  G  K  K  F  T  G  K  G  S  L  P  D  L  W  T  K  I  T  K  Q  E  V  L  N  
hVLIG-1 Fr.2  6977 ATCTAGAAGAAAAATATCAGAAAAAATTTGCAGGTAAAGGTAAAATCCCCAATGCATGGGCCAAAATCACAAAGCAAGATGTGCTTGAAG 7066  
                   N  L  E  E  K  Y  Q  K  K  F  A  G  K  G  K  I  P  N  A  W  A  K  I  T  K  Q  D  V  L  E  
                       
mVLIG-1 CDS   7271 ACTTAAAAAAA    7281  
                   D  L  K  K  X  
hVLIG-1 Fr.2  7067 ACTTGAAAAAACAG 7080  
                   D  L  K  K  Q  
 

 

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der von Celera vorhergesagten hVLIG 
CDS: 
 
mVLIG-1       1    ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTGTCTGTTGACT 100   
hVLIG Celera  1    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1     
 
mVLIG-1       101  ACTGGTTACCTAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAGAAGCTGAAGTCCCAGACAAC 200   
hVLIG Celera  1    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1     
 
mVLIG-1       201  ACACACATGGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTACAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAAC 300   
hVLIG Celera  1    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1     
 
mVLIG-1       301  AGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGC 400   
hVLIG Celera  1    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1     
 
mVLIG-1       401  TGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGCTGGCCAACGGCTGAAGTGTCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGA 500   
hVLIG Celera  1    -----------ATGGACATCCCTGAAGAGTACTGGCCATCCCCTGAAGAGCCTCTAAGGGAAGTCATGGAAAACCTGCAGAGACAACTCAACCTCATGAA 89    
 
mVLIG-1       501  ACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGAGACCTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCA 600   
hVLIG Celera  90   GTGGACACTGTGCCACAGGCAAAACCTTCCAGATAGAGATGTGGTGAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCCCTCCAGGGAATTTACAAAGCCAGCCACCAA 189   
 
mVLIG-1       601  AGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTTGGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTT 700   
hVLIG Celera  190  AGGGGCCTGACAGAGAAGAGAGAGGAGTTGCTCAGTGTCCCCAAAGAGTTCTTACTTTTGGGTCCTCAGCAAGGAACACAAATGAAAACAAAGGAATTCA 289   
 
mVLIG-1       701  CATCTTTTCACGAACAAGCCATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTTCAACCTCCTTGGTTAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGA 800   
hVLIG Celera  290  CATCTCCTCAGGCTGAATTCATGTTTACCCAGATGGTAGAGAAGCTGGGCTTTCGTTTAACTACTTCAGCCAAGGACGGAAATTGGGGGTTTAGTCTAGA 389   
 
mVLIG-1       801  AGCTGGTATAGATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCA 900   
hVLIG Celera  390  AGCTGGTTTGGATCACAGCAAACATCCAGAATCCAAGGAAACCCAACAATCAAGTTCTGAGAATTCTTATTTCTGCTCAACCAAGTTCAGCTATATCCCC 489   
 
mVLIG-1       901  TTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAGACAACAGACC 1000  
hVLIG Celera  490  CTGGCCTCCTGCCACTTTCCCATTGATCAGCTCCAGTTATCCAAGCCTGCTGTCCAGGAATTGAAATGCATTGAAGAGCTTCTGAGTCAGACAACAAACC 589   
 
mVLIG-1       1001 ACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCTCTGCAACTGGGTGGAATCTA 1100  
hVLIG Celera  590  C---AGACAGGTTCTCCTTGCTGAGGCACAGGATCATAAACTTCTTCCACAGGTTTGGCTCTCATGTTAACCAAGGCCCTCTGCACCTGGGAGGAATCTA 686   
 
mVLIG-1       1101 CTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAGTCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGTTAT 1200  
hVLIG Celera  687  CTGGTGGAAAGCCATTTCAGAGGGTTATTGCACGGAGCAGTTGGCAGAAGTGAGGCAGCAGTCTGCAGAGGCCCTGGACATTTTCATAAGGGACAGCTAC 786   
 
mVLIG-1       1201 AGTGGCTTTGGAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACAGCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGG 1300  
hVLIG Celera  787  AGTGGCTTTGGAGTGAAAGTTGCTGCAGGTGTGAATGTTTCAGACTCTCATTCGAAGACAGCCACTCAGACCAAAACTTCCCAAAACCTCCAAACCAAGG 886   
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mVLIG-1       1301 TACAACTATCTGTAGCCCAGATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATTGCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCAT 1400  
hVLIG Celera  887  TCCAATTATCTGTGGCCCAAACAGGTGGCCCACCAGAAGCAGATGGCCTTGTCCAGTGGAAAGCTGGCCTCATTGCCAGCAATCAAACCTG--------- 977   
 
mVLIG-1       1401 TGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTGGGACATCATCCTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGAC 1500  
hVLIG Celera  977  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 977   
 
mVLIG-1       1501 AACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCCCAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAAT 1600  
hVLIG Celera  977  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 977   
 
mVLIG-1       1601 GCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATAC 1700  
hVLIG Celera  977  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 977   
 
mVLIG-1       1701 ATGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTG 1800  
hVLIG Celera  977  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 977   
 
mVLIG-1       1801 TGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCCATCATACAGTGGATCAATCAGTCAGAGTATGGGGAAGAGCAAG 1900  
hVLIG Celera  977  -----CCTTCTGGATCCTCACATCTACAGAGTGACAAACTTTCCTCAGGCTCACTTCATCATGCAGTGGATCTTCCAGTCAGATTCAGAGCAGGAGCAGG 1072  
 
mVLIG-1       1901 TCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGTGAATTTCAAAAATGAGGCCCCAGAAACAGTGGA 2000  
hVLIG Celera  1073 TGAATATTTCCCAATTTTCTCAATTAATTGAGATCTTAAAAGAAACCCAGAATAACCTCATGGAAGTAAAGGTCAAATCTGAGTCCCCAGAAACAGTGGA 1172  
 
mVLIG-1       2001 AGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAAACAGAACAGCCAGACATGCAGCTGCTGCTG 2100  
hVLIG Celera  1173 GGAAGCTCAAAGAAAGTCCACTTATGAGGTCAGCTTGGCTCTCAGCTGCTTCTTGAATTATCTCCAAAAAACAGAGCAGACAGACACACAACTCTTGCTA 1272  
 
mVLIG-1       2101 CTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTGGGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTGGATCAAATGCAAA 2200  
hVLIG Celera  1273 CTTTCCATTGCAGCTGCTGCAGGATATCATGTGATCAACAATACTTTTCAGAGTCTCTTGGGGTGTGATGAGTTAAGCTTCCTACTGGATGAAATGCAAA 1372  
 
mVLIG-1       2201 GTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCCCAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGA 2300  
hVLIG Celera  1373 CCGCCCAAAATAAATACCAGGAGCTTAAGAATATTTGCAGCTATAGGGCTCAGGCATTCCTGGTTCTCACAGGTCTGACAGCCACAGTTGGAGACACAGC 1472  
 
mVLIG-1       2301 TATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATTAAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGA 2400  
hVLIG Celera  1473 TATTTCTTCAGAAGAGAAAACACAACGCATGTCATTAATGAGACATCACATGGGACAATCATTGTCCAAAGAAGTTGCACATGTCCTCACCAAACCTGGA 1572  
 
mVLIG-1       2401 GAACATCATGACTGGGAAAGTCTGGAGAATGATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAG---CCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAA 2497  
hVLIG Celera  1573 GCAGATCACGATTGGGAAAACCTAGAGAAAGACTTGAGATTGCTCATTAATGGGGATTATGAAGAAGTCACCATCTCTTCTTTGCAAATGGAAGAGGTGA 1672  
 
mVLIG-1       2498 AAAAACAATTGCAAAGTCTCTGCCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCT 2597  
hVLIG Celera  1673 GCAA------GCAAAGTCTCTTCTATGGAAAGAAACAGCCCCATGAACCACATGACAATGAAAATAACAAATGGGAGATGATAAAAAATGGAGCCTTCCT 1766  
 
mVLIG-1       2598 GAAATTACTCCAACGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAG 2697  
hVLIG Celera  1767 AGACTTACTCCAGCATCTAGGTCTAGAACATTACTACCCCAAAAAATTGAGCAAAGCTAATTTCCATCTCATCTATAAGACGTCTGTGTATAACACCCAG 1866  
 
mVLIG-1       2698 CCAAGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTTGGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGATGAAAACATAA 2797  
hVLIG Celera  1867 CCCAGCTCTGAACAGGAGCTTCCCTTCTATTTCCTGCAGAAACTACTGATGATGGATTATGAGCTGAGATACCTAGTCTTCAAAGATGATAGAAACACAG 1966  
 
mVLIG-1       2798 AAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATGTCATTATAGACAATGATAGTCCTGGCTATCCTTCAGC 2897  
hVLIG Celera  1967 AACACCAAGTACATCCAAATGCTTCAAATCAGGAAGATGAGGCTTTTGACCCATATGAAAACTTTTTTGAAGACAGTGATAGTCCCACTAAATCTTCATC 2066  
 
mVLIG-1       2898 CACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTTACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCC 2997  
hVLIG Celera  2067 CACTGAGCCTAGCCCCCACATTCACCCAGTGGATATTCAGATGACAATTTTTCACTGTGCAGATAATTTTGCCAGACAATATATTTTGGCCAAACTTTCC 2166  
 
mVLIG-1       2998 ATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTTTATCTTTGGTCTCTCAGACAAATTAGGAAAAGTTGGCAAG 3097  
hVLIG Celera  2167 ACTTGTCAGTTTGCCCTCCCCCTTTTGGTGCCTAATCCCTGTACTTCTCAGATTGAATTCTCTCTCTGGTCTCTCCGTCAAATTACAAGAAGTTGGCAGG 2266  
 
mVLIG-1       3098 ATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAGATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGTTGGAAATGA 3197  
hVLIG Celera  2267 AAGCAAGGAAATCACCAAAAGGGAAGAACTA---TTATAAGAATCAGCAGATGTGCTGTGTCTCTACCTCAATTGTGTCCTTCGTAAGAGTTGGAAATGG 2363  
 
mVLIG-1       3198 CCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGTAAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAACAAACACTGT 3297  
hVLIG Celera  2364 CCTCTCTGCTTCTAAATCTCAGATTATGAACTGTCTTCTCAGTAAACGGAAACATGATGTGTTTTTTCACCGACACTGCACAGGAAGCAGGAAAGACTGC 2463  
 
mVLIG-1       3298 CTCCTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGGTTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAG 3397  
hVLIG Celera  2464 CTCTTGATGGGGGGCGTGGTAGAAATCTGTTGGTTCTGTCCAGGAGGGGAAGATGAGGACAGATTTGACAACTGTGTGACCTTCACCAATCTTCATGGAG 2563  
 
mVLIG-1       3398 ATGCAAAGGAACACACCCAACAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAA 3497  
hVLIG Celera  2564 ATGCAAAAGAACATGAGCAGCAGCTCAGCTTCCTGAAGGAGGTGTCTACTGTCATTGTGGTCCTCATGTCAGCCTCCGATGACAATGAAGGAAACCGAAA 2663  
 
mVLIG-1       3498 GCTTGTCAGACACCTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATT 3597  
hVLIG Celera  2664 AATTGTCCGTAACTTGTGGCAGTCATCAAGGCCATTGATCTGCTTGCTCGATGACAAAGAAGCAACCATGACCAATATTTCTGGCCAAAGAATGAGAATG 2763  
 
mVLIG-1       3598 GGCATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTAGAGGACT 3697  
hVLIG Celera  2764 GGTATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAACTCACAACTACAATCAGACATTTGCTAGAACTCTCAGATACTGCTCTCAGCTTGGAGGACT 2863  
 
mVLIG-1       3698 GTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAGACTGTAATGGCCCTCCTGGA 3797  
hVLIG Celera  2864 GTTCCCAGATTGCTCACCAGCAAGGATTTCTTATCGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCACAGGCTCTAATGGCCTTCCTGGG 2963  
 
mVLIG-1       3798 GGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTTCAAGGACAACTTTGGCACCTTTGGTGTAAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGA 3897  
hVLIG Celera  2964 GAAAATGAAATTATCTCAGATTAAGGAAAAATTACTACCCCTTCAGGGACAACTGTGGCACCACTGGTGTAAGAAGGACAAAGAACTCTATCATCTTAGA 3063  
 
mVLIG-1       3898 GAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACATAAAAGAAAAATTCGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATG 3997  
hVLIG Celera  3064 GAAAAGGGAAATCAGAGCATTGAACAACACAAGAGTGAGATTGAGACAGATAAACAAATAATACGGCATGAACAGTTGGCCAGAGCCCTTCCTCTCAATG 3163  
 
mVLIG-1       3998 ATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAACAAACTCTACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGAC 4097  
hVLIG Celera  3164 ATTTAATGCAATCTGTCCTTCAGTTTCTCCAAGAGCATTCAGAAATTCACACCAAACTGTACTTCTTGCAGTGGCTGAGTGTATTTTTGGACAAACTGAC 3263  
 
mVLIG-1       4098 AATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTGTGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACTC--TG------ 4189  
hVLIG Celera  3264 TGCAGGACACTTGGAAGAACTGCATGAGAAGCAAAAATATTGGTGGTCACTGGTTCAAACAGTAAAGCAAAAGGCACCTAATAGTCACTCCCTGATATGC 3363  
 
mVLIG-1       4189 -TGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAACTGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAAGCTCTGG 4288  
hVLIG Celera  3364 CTGCAAAGTGAGATAGAAGCCATTTCCACAGAGATTAGTGACTGTACTTTGGGAATTGAGCAACTTATCAGAGAAGTTGGTCAGATTTATGAAGCTCTGG 3463  
 
mVLIG-1       4289 AAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTTCTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGGA 4388  
hVLIG Celera  3464 AAGAAGCTTCCTCCATAAAAAAGA---TTTTTTTCTCGCTTCCCCAAATTGCCGCAGACCTGATGATATCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGATGGGGA 3560  
 
mVLIG-1       4389 TGCTTCATATGTGCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTG 4488  
hVLIG Celera  3561 TGCAGCATATGTACCTCTAACATGGGTGGCAGCTGTTTTTGACAAGGTCTCTGAGAAACTTGGAGACAAACGGCTATTTGTTCTTTCTATCCTTGGCTTG 3660  
 
mVLIG-1       4489 CAGAGCTCAGGGAAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGA 4588  
hVLIG Celera  3661 CAGAGCTCAGGGAAATCCACCGTGCTGAATGCCCTTTTTGGGCTTCAGTTCACTGTTAGTGCAGGCAAATGTACCCAAGGGGCCTATATGCAGCTCCTCA 3760  
 
mVLIG-1       4589 AGGTGGAAGAGACATTCACAGAAGAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTCAACAACAAATCCCAGAA 4688  
hVLIG Celera  3761 AGGTGGAGGAGACATTCACGGAGGAACTTGGCTTTGACTTTGTGCTTGCTGTGGACACAGAAGGACTTCGGGCACCAGAACACAGCAACAAATCCAAGGA 3860  
 
mVLIG-1       4689 TTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCATTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGACATTCAGGACATTCTACAA 4788  
hVLIG Celera  3861 TAGGGACAATGAGTTGGTAACTTTTGTCATTGGACTTGCAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCATCAGAGATGCAAGATATCCTACAA 3960  
 
mVLIG-1       4789 ATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCTCCCCCAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAA 4888  
hVLIG Celera  3961 ATAGTTGTCCAAGCCTTTCTGAGAATGAAACAA-------------------------------------------------------CTACGGACCAAA 4005  
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mVLIG-1       4889 CTATGGAAGGACGGAAG-AGA-CTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGCATTGGCTGCTGAGTTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGAT 4986  
hVLIG Celera  4006 CTATGGATGGACG-AAGTACGGCTAGAGCAGAAACTAGATGAAATGGCAGCAATAGCTGCTGAACAAGAACAGTGCTTAGACGTAACCTGCTTCAGTGAT 4104  
 
mVLIG-1       4987 GTAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGATGGCAATCCCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATG 5086  
hVLIG Celera  4105 GTCATTAGGTTTGATGTCAATACTCACGTCTACTACTTTGCTCACCTCTGGGATGGCAACCCCCCAATGGCCCCTCCCAATCCTCGCTACAGCCACAATG 4204  
 
mVLIG-1       5087 TCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACTGCCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATTTCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTG 5186  
hVLIG Celera  4205 TACAGCAACTGAAAAGTAGAATTCTTATGACTGCCACACAGGAATCCAGGGGAAACATCATGAAGATATCAGATGTAAAATCCCGAGTTCAAGATTTGTG 4304  
 
mVLIG-1       5187 GAAAGCCCTTGTCAGTGAAAACTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAAGTATAATGAATGGACCTGG 5286  
hVLIG Celera  4305 GAGAGGCCTGATGAACGAGAACTTTATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAAGTCATGGCCATGAACAAACTGGAAACCATGTATAACCACTGGACCTGG 4404  
 
mVLIG-1       5287 GAGCTAAGGAGTCATGTACTGGACTTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAGAGGAACCAC 5386  
hVLIG Celera  4405 GAGCTGAGGAGTCACGTGCTGGGCTTGCAGAACCAGCTGATCAACCAGATTCAGAATGGAAAAATCCAGACACTTGAAGCAAGCACATTTGAGGTTCTAG 4504  
 
mVLIG-1       5387 TTAGCAGGAAACTTAAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAACA 5486  
hVLIG Celera  4505 TTACAGAAAAATATGAAGTTGTCAAGCAAGAACTTGAAAAATATTTTAATGAAGGCCCATGTAGCAAAATACTGATTCAATGTAAAGCAAACTTTGAAAA 4604  
 
mVLIG-1       5487 CAAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAA---TAGCCAAGAAATACTTGATAAC 5583  
hVLIG Celera  4605 TAAGCTAATAGTCCTTAAAGAAAAACTTATTTCAGATAGCAAAAGACAAGCCAATGAACTCATTAGTTTTAAAAACCAAAGTCAAGAAAGGCTGAATAAG 4704  
 
mVLIG-1       5584 CAAAAGTCACAATATGAAAATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGTGATGAAGAGTTGCATGAGAAAT 5683  
hVLIG Celera  4705 AAAAAGACAGATTATGAAAAAGAATTATTGGAAAAAAGCCGGAAGTTGGCTTTAACTGTAAAGGGCAAAGAATTGAGTGAGGAAGAGTTACATGAGAAAT 4804  
 
mVLIG-1       5684 TCAGGCAACTTTGGACAAGTTGGATTTATGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTGGACTCTGAAAATATCCTTCTGGA 5783  
hVLIG Celera  4805 TCAATCAACTTTGGAAAAAGTGGGTGTGTGATGTATCCACAACTCTCCCGCAAGTTACAGAGCCTGACATTGATTTGGATTCTGAAAACATCCTTTGGGA 4904  
 
mVLIG-1       5784 ATATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGACTAAAAATAAAGTCTCAAGGAAAGTTTGAAATCATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAA 5883  
hVLIG Celera  4905 GTATTTCAAAAACAAGACGAATGTCGTGG---GTCTACTGACAAATTCTGCAGAGAAGTTTCAAATCAATTATGATAAACATATCAAGGTGAATAAGAAA 5001  
 
mVLIG-1       5884 TA---CCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGTTGAATCCATCAAAAAGACAACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAA 5980  
hVLIG Celera  5002 TATAACCATATCC---CAATGACATTAACAGTCTTTGAGAAAGAGTTCATTAATATGACTACTGACTACATTGTTTCAAGATTTAATAAAATTATTAACA 5098  
 
mVLIG-1       5981 ACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATCTTGAGGATCATAGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTA 6080  
hVLIG Celera  5099 ACATGTGGAAACAACAGTGTGGTTACAATCCAAATTATTTCCATGAGATTCTAAAGACAATAGAAGAAGAAGTGAAATCTGCCTCTACTCAGAAGAGATA 5198  
 
mVLIG-1       6081 CACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTACTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTCAAGAAAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAAT 6180  
hVLIG Celera  5199 CACATTTACAAATACATTTATCATTGACTTATGTGTGTGTTTATTTCAAAGAGCAAGAGAGAATTTTAAGGAAATGCACAGGGCATTCAAGAGAGCAAAT 5298  
 
mVLIG-1       6181 GACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATCACTTCCTTTGTTGACTTCC 6280  
hVLIG Celera  5299 GATCCTGTAAACTACCTAGAAAGTAAGAAAGATGATTTCTTCACGAGTTTTAAGATCTCCTGTCAAGGAGCAACCTCCATCAAAACATTTGTTGATGTTC 5398  
 
mVLIG-1       6281 TATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGAATTCAATGG 6380  
hVLIG Celera  5399 TGTGGTATAAGCTCACTCCTGCAGTCTCCACTACTATATGGGAGGACATGACCTTTAAAATTGCGGGGGACATGCGAGCTACCTGCCCTGCGTTCAATGG 5498  
 
mVLIG-1       6381 AAACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTTTTC 6480  
hVLIG Celera  5499 AAACAGGACTAACCTGGAGAAACACATTCTCTTCTCTCTGGCAGAAGAAGAAAACTTTGATAATTACTGGGAATACCTTCATAATTCAAAATCGTTTTTT 5598  
 
mVLIG-1       6481 AGGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATA 6580  
hVLIG Celera  5599 AGGAGTTACATCAAAAATCATATTAAAAGATATTGTTCAGACAATGGAGGTGAAAAAATGAAGACTTTTTTTGAAAAAAGCTTAATTGATATCAAGAATA 5698  
 
mVLIG-1       6581 CTATCCTGTCTGCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCACCTAGGGAGCAA 6680  
hVLIG Celera  5699 CCATCCTCTCTGCCATCCATGAATCCACATCAGTAGCTAAAGATAAAAGCAGCACTGCTTCTGAGTGGTTGGATTTATTCTGTGATTGCCTGGGGTGCAA 5798  
 
mVLIG-1       6681 CCTGGTCTTCCCAAGGAAAGACCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAAGAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCA 6780  
hVLIG Celera  5799 CTTGATCTTTCCACGAAGGGACTTGATAAGCATTGAACACCAGGAGATAAAACATACTGAATTTCTTAAAGAAGCCATGAGTGCAGCTTTGGATCTCACA 5898  
 
mVLIG-1       6781 ATGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCAAGTAAGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAAC 6880  
hVLIG Celera  5899 ATGAAGAAAATAGAACAGAATTATTCAAGTAAGCCTATAGAAGCAATGGTTTCTAAAATTGAGAAAATGCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGCTGGAAAC 5998  
 
mVLIG-1       6881 AGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCATTCCCCAGCATGAAGGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCA 6980  
hVLIG Celera  5999 AGTGTCCCAGCTGTGGAGCAATTTGTACAAACACAATTCCTACACATGAAGGAGACCATAGTGTTCCCTTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAATGGGGAGGA 6098  
 
mVLIG-1       6981 TTGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACTAGTAGTGTAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATT-CCCATTCAA 7079  
hVLIG Celera  6099 ATGGTATGAAACAGATGATTTTGTCATTGATTGCTGTACTAGTTTGGTTGCAAGTGATTGTTTGTTGGTTTT-GAGGGATGGCAGGAATTTCCCATTTAA 6197  
 
mVLIG-1       7080 GAAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCCACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCA 7179  
hVLIG Celera  6198 GAACTATCGACAAGCAGGAGGGGATTATGCCATGTGGAGCATCACCCCAGATACCTCCATCCAGCTATACTGGAAATGGTTTGTCTCTCACTTCAGATCA 6297  
 
mVLIG-1       7180 AACCTAGAAGAGAATTATGGCAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAATCACAAAGCAAGAAGTCCTGAATGACTTAAAAA 7279  
hVLIG Celera  6298 AATCTAGAAGAAAAATATCAGAAAAAATTTGCAGGCGTTGATCCCTAA                                                     6345  
 
mVLIG-1       7280 AA 7281  
hVLIG Celera  6345    6345  
 

 

Vergleich der Aminosäuresequenz von mVLIG-1 mit der des von Celera vorhergesagten hVLIG 
Proteins: 
 

mVLIG-1       1    MATAKCFTDEPQLQSRRKHNLQEMLTEVGLSVDYWLPKLQEDLGVTSAQALQYLDRNDLQKLKSQTTHTWEKRALEKLLDFSQPNSVAELQETPREMKKN 100   
hVLIG Celera  1    ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1     
 
mVLIG-1       101  RQRQAGQALQALKALQSEGKHREEEAVRRKEAELRQAMEIPEECWPTAEVSLKDITEIMERHLSHMERTLAHSPNLSDGDLVRWASGGLALQGIYKTNHP 200   
hVLIG Celera  1    -------------------------------------MDIPEEYWPSPEEPLREVMENLQRQLNLMKWTLCHRQNLPDRDVVRWASGGLALQGIYKASHQ 63    
 
mVLIG-1       201  RSLIQKREELLSVPKQFSLVGPEHGTEIKTMEFSSFHEQAMFTETIKMMGFSSTSLVKGEGWGFSLEAGIDQNEQTASENTHQSHSEQTYFCSARFSYIP 300   
hVLIG Celera  64   RGLTEKREELLSVPKEFLLLGPQQGTQMKTKEFTSPQAEFMFTQMVEKLGFRLTTSAKDGNWGFSLEAGLDHSKHPESKETQQSSSENSYFCSTKFSYIP 163   
 
mVLIG-1       301  LATCHFHINDLELSNAALQELKTIEELLEQTTDHRDGLPLLRHRAENFFHRFGSHANQGPLQLGGIYCWKAISEGFKSEHLADVKQQTRESLNIYIMGSY 400   
hVLIG Celera  164  LASCHFPIDQLQLSKPAVQELKCIEELLSQTT-NPDRFSLLRHRIINFFHRFGSHVNQGPLHLGGIYWWKAISEGYCTEQLAEVRQQSAEALDIFIRDSY 262   
 
mVLIG-1       401  SGFGVKVGASVNIANSNSETASFSTTHLHSQTKVQLSVAQIGGPAEADGIAQWTAGLVVSNQTWSVIDRELQLVPIWDIILSSHRTDFKNALQVANCLKD 500   
hVLIG Celera  263  SGFGVKVAAGVNVSDSHSKTATQTKTSQNLQTKVQLSVAQTGGPPEADGLVQWKAGLIASNQT------------------------------------- 325   
 
mVLIG-1       501  NYTALTELDAQIQEGEEFLTARKEAKLFIEDVKCWEVSDPEEQLTKLLDFMQTLSQKIKSYNIWINTCLTDWDLQNFLINTVKFCKTSPTYKTQFIKSQL 600   
hVLIG Celera  325  ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 325   
 
mVLIG-1       601  CILLEPHVYKVTNFPEAHSIIQWINQSEYGEEQVKITSFSEFIKTLKKTHKYLMEVNFKNEAPETVEEAERTATYEVTTALSSFLKYLKETEQPDMQLLL 700   
hVLIG Celera  325  -CLLDPHIYRVTNFPQAHFIMQWIFQSDSEQEQVNISQFSQLIEILKETQNNLMEVKVKSESPETVEEAQRKSTYEVSLALSCFLNYLQKTEQTDTQLLL 424   
 
mVLIG-1       701  LSIAAGAGYQLVNSIFQHLLGCDELNFLLDQMQSNQHKYQELKNICNYRAQAFLVLTALRTTVEITDISTEEKRQRLALIKQHMGTLLSEEVAHVLTKHG 800   
hVLIG Celera  425  LSIAAAAGYHVINNTFQSLLGCDELSFLLDEMQTAQNKYQELKNICSYRAQAFLVLTGLTATVGDTAISSEEKTQRMSLMRHHMGQSLSKEVAHVLTKPG 524   
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mVLIG-1       801  EHHDWESLENDLRLLIEGDYKATTHY-LQMDEVKKQLQSLCHGKKQTYKQKSNENITKGMIENGPFLKLLQRLGLDNYYPKRMSRADFHLIYKTSVYNSQ 899   
hVLIG Celera  525  ADHDWENLEKDLRLLINGDYEEVTISSLQMEEVSKQ--SLFYGKKQPHEPHDNENNKWEMIKNGAFLDLLQHLGLEHYYPKKLSKANFHLIYKTSVYNTQ 622   
 
mVLIG-1       900  PRSEKELPFYFLQKLLMLDYGFRHLIVKDDENIKKQISIGSSNHENEDIDPYDDVIIDNDSPGYPSATESWPHIHPLDIQMTILHCADDLTRQYIFSKLS 999   
hVLIG Celera  623  PSSEQELPFYFLQKLLMMDYELRYLVFKDDRNTEHQVHPNASNQEDEAFDPYENFFEDSDSPTKSSSTEPSPHIHPVDIQMTIFHCADNFARQYILAKLS 722   
 
mVLIG-1       1000 ICHYALPLVVPNPNTSQIEFYLWSLRQIRKSWQDASKSPQDKSYSHRNQQMCRVSTPIVSFIRVGNDLSASKSQIMNSLLSKRKHDVFFHRHCKGSNKHC 1099  
hVLIG Celera  723  TCQFALPLLVPNPCTSQIEFSLWSLRQITRSWQEARKSPKGKNY-YKNQQMCCVSTSIVSFVRVGNGLSASKSQIMNCLLSKRKHDVFFHRHCTGSRKDC 821   
 
mVLIG-1       1100 LLMQGVVEICWFCPAGQGEDTFENCLTFTSLHGDAKEHTQQLSFLQHVSSIIVVLMSVSDNNKENQKLVRHLWQSSTPLICLIDDKEKAIANTSGKRMRI 1199  
hVLIG Celera  822  LLMGGVVEICWFCPGGEDEDRFDNCVTFTNLHGDAKEHEQQLSFLKEVSTVIVVLMSASDDNEGNRKIVRNLWQSSRPLICLLDDKEATMTNISGQRMRM 921   
 
mVLIG-1       1200 GIKNRNEAELTEELTNAIKHFLELSNTVLSLEDCSQTARELGFIIDEDQRDCKEAKEKAQTVMALLEEYKLSQTKENLLPLQGQLWHLWCKKDKEFYHLR 1299  
hVLIG Celera  922  GIKNRNEAELTEELTTTIRHLLELSDTALSLEDCSQIAHQQGFLIDEDQRDCKEAKEKAQALMAFLGKMKLSQIKEKLLPLQGQLWHHWCKKDKELYHLR 1021  
 
mVLIG-1       1300 EKGNRSIEQHKSEIETHKRKIRRQQLEKAFPLNDLMRSVLELLQDYSETHNKLYVLQWLTLFFDNLTIDHLDKLHERQRSLWLRIQTEKQRAQKSNS--- 1396  
hVLIG Celera  1022 EKGNQSIEQHKSEIETDKQIIRHEQLARALPLNDLMQSVLQFLQEHSEIHTKLYFLQWLSVFLDKLTAGHLEELHEKQKYWWSLVQTVKQKAPNSHSLIC 1121  
 
mVLIG-1       1397 VQNQIEAISTEIHNCTLGIEHLLREVGQIYEALEETSSSRDSLFLCLPQIAADLMIAGVPIELMDGDASYVPLKWVAAIFDKITEKVGDKRLFVLSVLGL 1496  
hVLIG Celera  1122 LQSEIEAISTEISDCTLGIEQLIREVGQIYEALEEASSIK-KIFFSLPQIAADLMISGVPIELMDGDAAYVPLTWVAAVFDKVSEKLGDKRLFVLSILGL 1220  
 
mVLIG-1       1497 QSSGKSTLLNALFGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLKVEETFTEELGFNYVLVIDTEGLRAPELNNKSQNWDHELATLVIGLGNLTLINIFGENPSDIQDILQ 1596  
hVLIG Celera  1221 QSSGKSTVLNALFGLQFTVSAGKCTQGAYMQLLKVEETFTEELGFDFVLAVDTEGLRAPEHSNKSKDRDNELVTFVIGLANLTLINIFGENPSEMQDILQ 1320  
 
mVLIG-1       1597 ISVQAFLRMKQVKISPSCLFVHQNVGEVTAKDQTMEGRKRLEQKLDEMTALAAELEECSNITRFSDVIKFDANRHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSYNV 1696  
hVLIG Celera  1321 IVVQAFLRMKQ------------------LRTKLWMDEVRLEQKLDEMAAIAAEQEQCLDVTCFSDVIRFDVNTHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSHNV 1402  
 
mVLIG-1       1697 QELRNEILSTAQQESRGRILKISDFKFRVQDLWKALVSENFIFSFRNTQEVIAMSKLETKYNEWTWELRSHVLDLQNQLDNQIQNGKILTLTSNLLEEPL 1796  
hVLIG Celera  1403 QQLKSRILMTATQESRGNIMKISDVKSRVQDLWRGLMNENFIFSFRNTQEVMAMNKLETMYNHWTWELRSHVLGLQNQLINQIQNGKIQTLEASTFEVLV 1502  
 
mVLIG-1       1797 SRKLKTIKEEFDKYFEEDPDCEILVQWKANFEHKLLILKDSLISDTRQKCNEHISLKN-SQEILDNQKSQYENQLLERSRKLALNLKGKELSDEELHEKF 1895  
hVLIG Celera  1503 TEKYEVVKQELEKYFNEGPCSKILIQCKANFENKLIVLKEKLISDSKRQANELISFKNQSQERLNKKKTDYEKELLEKSRKLALTVKGKELSEEELHEKF 1602  
 
mVLIG-1       1896 RQLWTSWIYDVSSNVPHVTEPNIDLDSENILLEYFKKDKNIVERLKIKSQGKFEIMYDKHIQMKKKYLLLRKSLETCHVESIKKTTNNIQLKFTETLTNI 1995  
hVLIG Celera  1603 NQLWKKWVCDVSTTLPQVTEPDIDLDSENILWEYFKNKTNVV-GLLTNSAEKFQINYDKHIKVNKKYNHIPMTLTVFEKEFINMTTDYIVSRFNKIINNM 1701  
 
mVLIG-1       1996 WKQKRDYSQNYFHEILRIIENELKSEPCEGDYTFTKDYIIDLSLYLFQRASKDFKKMHAAFKTANDPVNYLERKKDDFFMSFKISCQGATSITSFVDFLW 2095  
hVLIG Celera  1702 WKQQCGYNPNYFHEILKTIEEEVKSASTQKRYTFTNTFIIDLCVCLFQRARENFKEMHRAFKRANDPVNYLESKKDDFFTSFKISCQGATSIKTFVDVLW 1801  
 
mVLIG-1       2096 LKLTPAISVSIWKIMVQKIAGDMRATCPEFNGNRANLEIHILYSLAEEEKFDKYWKYIQKPEEFFRDYIRDHIKRYCSEKESEKIKTFLNISLGDIKNTI 2195  
hVLIG Celera  1802 YKLTPAVSTTIWEDMTFKIAGDMRATCPAFNGNRTNLEKHILFSLAEEENFDNYWEYLHNSKSFFRSYIKNHIKRYCSDNGGEKMKTFFEKSLIDIKNTI 1901  
 
mVLIG-1       2196 LSAIHNSTKVAKAKGSTASHWLDLFCDHLGSNLVFPRKDLVSIEHQELMDTEFLKEAMSKALDPAMREVEEDCSSKHIDEIVPDIEKILSEHLCGCWKQC 2295  
hVLIG Celera  1902 LSAIHESTSVAKDKSSTASEWLDLFCDCLGCNLIFPRRDLISIEHQEIKHTEFLKEAMSAALDLTMKKIEQNYSSKPIEAMVSKIEKMLSEHLCGCWKQC 2001  
 
mVLIG-1       2296 PFCKAICTNTIPQHEGDHSVPFHRPQAVSGWHWHKTDQFHINVCTSSVASNISFILDGFREFPFKKYREAGGDYATWSITPDSSTQPYWKWFVCHFRSNL 2395  
hVLIG Celera  2002 PSCGAICTNTIPTHEGDHSVPFHRPQAVNGEEWYETDDFVIDCCTSLVASDCLLVLRDGRNFPFKNYRQAGGDYAMWSITPDTSIQLYWKWFVSHFRSNL 2101  
 
mVLIG-1       2396 EENYGKKFTGKGSLPDLWTKITKQEVLNDLKK 2427  
hVLIG Celera  2102 EEKYQKKFAGVDP                    2114  
 

 

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der selber vorhergesagten hVLIG CDS, 
unter ausschließlicher Berücksichtigung der humanen Genomsequenz des "International human 
genome sequencing consortium":  
 

mVLIG-1 CDS     1    ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTGTCTGTTGACT 100   
hVLIG putative  1    ATGGCCACAGGAGAGCACACCCCTGATGACCCTCTGCTCAGAGGCAAAAGGAGGCAAGACCTCCAAGAGATGCTGAGAGAAGTGGGCCTGGATGTTGAGT 100   
 
mVLIG-1 CDS     101  ACTGGTTACCTAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAGAAGCTGAAGTCCCAGACAAC 200   
hVLIG putative  101  ACTGGTTACCCAAGCTGCAGGAACACCTGGGTGTGACCT------------------------------------------------------------- 139   
 
mVLIG-1 CDS     201  ACACACATGGGAGAAAAGGGCGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTACAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAAC 300   
hVLIG putative  139  -----------------------------------------------------------------CGTTACAGGAGTCTCAGGTGGAGAGGGCAAAGAGA 174   
 
mVLIG-1 CDS     301  AGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACTGCAGGCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGC 400   
hVLIG putative  175  AAGCAGAAGCAGGCAGAACAGGCACTGCAGGAGCTGAGGGACTTGCTGACAGAAGGGAAGCAGAGACAGGAAGAGGCAGTGAGGACAAGAGAAGCAGAGC 274   
 
mVLIG-1 CDS     401  TGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGCTGGCCAACGGCTGAAGTGTCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGA 500   
hVLIG putative  275  TGAGGCAAGCAATGGACATCCCTGAAGAGTACTGGCCATCCCCTGAAGAGCCTCTAAGGGAACTCATGGAAAACCTGCAGAGACAACTCAACCTCATGAA 374   
 
mVLIG-1 CDS     501  ACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGAGACCTGGTAAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCA 600   
hVLIG putative  375  GTGGACACTGTGCCACAGGCAAAACCTTCCAGATAGAGATGTGGTGAGATGGGCATCTGGAGGGCTGGCCCTCCAGGGAATTTACAAAGCCAGCCACCAA 474   
 
mVLIG-1 CDS     601  AGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTTGGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTT 700   
hVLIG putative  475  AGGGGCCTGACAGAGAAGAGAGAGGAGTTGCTCAGTGTCCCCAAAGAGTTCTTACTTTTGGGTCCTCAGCAAGGAACACAAATGAAAACAAAGGAATTCA 574   
 
mVLIG-1 CDS     701  CATCTTTTCACGAACAAGCCATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTTCAACCTCCTTGGTTAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGA 800   
hVLIG putative  575  CATCTCCTCAGGCTGAATTCATGTTTACCCAGATGGTAGAGAAGCTGGGCTTTCGTTTAACTACTTCAGCCAAGGACGGAAATTGGGGGTTTAGTCTAGA 674   
 
mVLIG-1 CDS     801  AGCTGGTATAGATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAGCCAGGTTCAGCTACATCCCA 900   
hVLIG putative  675  AGCTGGTTTGGATCACAGCAAACATCCAGAATCCAAGGAAACCCAACAATCAAGTTCTGAGAATTCTTATTTCTGCTCAACCAAGTTCAGCTATATCCCC 774   
 
mVLIG-1 CDS     901  TTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAGACAACAGACC 1000  
hVLIG putative  775  CTGGCCTCCTGCGCTTTACCCATTGATCAGCTCCAGTATCCCAAGCCTGCTGTCCAGGAATTGAAATGCATTGAAGAGCTTCTGAGTCAGACAACAAACC 874   
 
mVLIG-1 CDS     1001 ACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCTCTGCAACTGGGTGGAATCTA 1100  
hVLIG putative  875  C---AGACAGGTTCTCCTTGCTGAGGCACAGGATCATAAACTTCTTCCACAGGTTTGGCTCTCATGTTAACCAAGGCCCTCTGCACCTGGGAGGAATCTA 971   
 
mVLIG-1 CDS     1101 CTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAGTCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGTTAT 1200  
hVLIG putative  972  CTGGTGGAAAGCCATTTCAGAGGGTTATTGCACGGAGCAGTTGGCAGAAGTGAGGCAGCAGTCTGCAGAGGCCCTGGACATTTTCATAAGGGACAGCTAC 1071  
 
mVLIG-1 CDS     1201 AGTGGCTTTGGAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACAGCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGG 1300  
hVLIG putative  1072 AGTGGCTTTGGAGTGAAAGTTGCTGCAGGTGTGAATGTTTCAGACTCTCATTCGAAGACAGCCACTCAGACCAAAACTTCCCAAAACCTCCAAACCAAGG 1171  
 
mVLIG-1 CDS     1301 TACAACTATCTGTAGCCCAGATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATTGCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCAT 1400  
hVLIG putative  1172 TCCAATTATCTGTGGCCCAAACAGGTGGCCCACCAGAAGCAGATGGCCTTGTCCAGTGGAAAGCTGGCCTCATTGCCAGCAATCAAACCTGGTGTGTCAT 1271  
 
mVLIG-1 CDS     1401 TGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTGGGACATCATCCTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGAC 1500  
hVLIG putative  1272 TGACCGCGGGCTTCAGTTGGTGCCAGTTTGGGACATTATCCTCTCTAGCCACAGAAGCAATTTTAAGGATCCTCTTCAGGTGGCTAACTTCCTGAAAGAC 1371  
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mVLIG-1 CDS     1501 AACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCCCAGATTCAAGAGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAAT 1600  
hVLIG putative  1372 AGCTACACTGCTCTGACTAGCATCACTGCCCAGATCCAGAATGGGGAAGAGTTACTGAGTGCTGGGAAGGAGGCCAGGGTTTTTCTAGAGGATGTAAAAT 1471  
 
mVLIG-1 CDS     1601 GCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTTATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATAC 1700  
hVLIG putative  1472 CTTGGGAGGTATCTGATCCTGAAGAGCAACTTAAAAAACTGATAAATTTCATGAAAATGTTGAGTCAAAAACTAAAAAGTTATGACACTTGGATTAATAT 1571  
 
mVLIG-1 CDS     1701 ATGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGTTCTGCAAAACTTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTG 1800  
hVLIG putative  1572 AT---------------------------------TAAACACCATCAACTTTTGCAAAAAGTCTTCCATTTATAAAACTAAATGTATTAAATCTCATTTG 1638  
 
mVLIG-1 CDS     1801 TGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCCATCATACAGTGGATCAATCAGTCAGAGTATGGGGAAGAGCAAG 1900  
hVLIG putative  1639 CGCAGCCTTCTGGATCCTCACATCTACAGAGTGACAAACTTTCCTCAGGCTCACTTCATCATGCAGTGGATCTTCCAGTCAGATTCAGAGCAGGAGCAGG 1738  
 
mVLIG-1 CDS     1901 TCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGTGAATTTCAAAAATGAGGCCCCAGAAACAGTGGA 2000  
hVLIG putative  1739 TGAATATTTCCCAATTTTCTCAATTAATTGAGATCTTAAAAGAAACCCAGAATAACCTCATGGAAGTAAAGGTCAAATCTGAGTCCCCAGAAACAGTGGA 1838  
 
mVLIG-1 CDS     2001 AGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAAACAGAACAGCCAGACATGCAGCTGCTGCTG 2100  
hVLIG putative  1839 GGAAGCTCAAAGAAAGTCCACTTATGAGGTCAGCTTGGCTCTCAGCTGCTTCTTGAATTATCTCCAAAAAACAGAGCAGACAGACACACAACTCTTGCTA 1938  
 
mVLIG-1 CDS     2101 CTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTGGGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTGGATCAAATGCAAA 2200  
hVLIG putative  1939 CTTTCCATTGCAGCTGCTGCAGGATATCATGTGATCAACAATACTTTTCAGAGTCTCTTGGGGTGTGATGAGTTAAGCTTCCTACTGGATGAAATGCAAA 2038  
 
mVLIG-1 CDS     2201 GTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCCCAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGA 2300  
hVLIG putative  2039 CCGCCCAAAATAAATACCAGGAGCTTAAGAATATTTGCAGCTATAGGGCTCAGGCATTCCTGGTTCTCACAGGTCTGACAGCCACAGTTGGAGACACAGC 2138  
 
mVLIG-1 CDS     2301 TATTTCTACAGAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATTAAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGA 2400  
hVLIG putative  2139 TATTTCTTCAGAAGAGAAAACACAACGCATGTCATTAATGAGACATCACATGGGACAATCATTGTCCAAAGAAGTTGCACATGTCCTCACCAAACCTGGA 2238  
 
mVLIG-1 CDS     2401 GAACATCATGACTGGGAAAGTCTGGAGAATGATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAG---CCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAA 2497  
hVLIG putative  2239 GCAGATCACGATTGGGAAAACCTAGAGAAAGACTTGAGATTGCTCATTAATGGGGATTATGAAGAAGTCACCATCTCTTCTTTGCAAATGGAAGAGGTGA 2338  
 
mVLIG-1 CDS     2498 AAAAACAATTGCAAAGTCTCTGCCATGGAAAGAAACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCT 2597  
hVLIG putative  2339 GCAA------GCAAAGTCTCTTCTATGGAAAGAAACAGCCCCATGAACCACATGACAATGAAAATAACAAATGGGAGATGATAAAAAATGGAGCCTTCCT 2432  
 
mVLIG-1 CDS     2598 GAAATTACTCCAACGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAAAGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAG 2697  
hVLIG putative  2433 AGACTTACTCCAGCATCTAGGTCTAGAACATTACTACCCCAAAAAATTGAGCAAAGCTAATTTCCATCTCATCTATAAGACGTCTGTGTATAACACCCAG 2532  
 
mVLIG-1 CDS     2698 CCAAGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTTGGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGATGAAAACATAA 2797  
hVLIG putative  2533 CCCAGCTCTGAACAGGAGCTTCCCTTCTATTTCCTGCAGAAACTACTGATGATGGATTATGAGCTGAGATACCTAGTCTTCAAAGATGATAGAAACACAG 2632  
 
mVLIG-1 CDS     2798 AAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATGTCATTATAGACAATGATAGTCCTGGCTATCCTTCAGC 2897  
hVLIG putative  2633 AACACCAAGTACATCCAAATGCTTCAGATCAGGAAGATGAGGCTTTTGACCCATATGAAAACTTTTTTGAAGACAGTGATAGTCCCACTAAATCTTCATC 2732  
 
mVLIG-1 CDS     2898 CACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTTACCAGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCC 2997  
hVLIG putative  2733 CACTGAGCCTAGCCCCCACATTCACCCAGTGGATATTCAGATGACAATTTTTCACTGTGCAGATAATTTTGCCAGACAATATATTTTGGCCAAACTTTCC 2832  
 
mVLIG-1 CDS     2998 ATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTTTATCTTTGGTCTCTCAGACAAATTAGGAAAAGTTGGCAAG 3097  
hVLIG putative  2833 ACTTGTCAGTTTGCCCTCCCCCTTTTGGTGCCTAATCCCTGTACTTCTCAGATTGAATTCTCTCTCTGGTCTCTCCGTCAAATTACAAGAAGTTGGCAGG 2932  
 
mVLIG-1 CDS     3098 ATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAGATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGTTGGAAATGA 3197  
hVLIG putative  2933 AAGCAAGGAAATCACCAAAAGGGAAGAACTA---TTATAAGAATCAGCAGATGTGCTGTGTCTCTACCTCAATTGTGTCCTTCGTAAGAGTTGGAAATGG 3029  
 
mVLIG-1 CDS     3198 CCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGTAAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAACAAACACTGT 3297  
hVLIG putative  3030 CCTCTCTGCTTCTAAATCTCAGATTATGAACTGTCTTCTCAGTAAACGGAAACATGATGTGTTTTTTCACCGACACTGCACAGGAAGCAGGAAAGACTGC 3129  
 
mVLIG-1 CDS     3298 CTCCTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGGTTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAG 3397  
hVLIG putative  3130 CTCTTGATGGGGGGCATGGTAGAGATCTGTTGGTTCTGTCCAGGAGGGGAAGATGAGGACAGATTTGACAACTGTGTGACCTTCACCAATCTTCATGGAG 3229  
 
mVLIG-1 CDS     3398 ATGCAAAGGAACACACCCAACAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAA 3497  
hVLIG putative  3230 ATGCAAAAGAACATGAGCAGCAGCTCAGCTTCCTGAAGGAGGTGTCTACTGTCATTGTGGTCCTCATGTCAGCCTCCGATGACAATGAAGGAAACCGAAA 3329  
 
mVLIG-1 CDS     3498 GCTTGTCAGACACCTCTGGCAGTCATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATT 3597  
hVLIG putative  3330 AATTGTCCGTAACTTGTGGCAGTCATCAAGGCCATTGATCTGCTTGCTCGATGACAAAGAAGCAACCATGACCAATATTTCTGGCCAAAGAATGAGAATG 3429  
 
mVLIG-1 CDS     3598 GGCATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTAGAGGACT 3697  
hVLIG putative  3430 GGTATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACAGAGGAACTCACAACTACAATCAGACATTTGCTAGAACTCTCAGATACTGCTCTCAGCTTGGAGGACT 3529  
 
mVLIG-1 CDS     3698 GTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAGACTGTAATGGCCCTCCTGGA 3797  
hVLIG putative  3530 GTTCCCAGATTGCTCACCAGCAAGGATTTCTTATCGATGAAGACCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCACAGGCTCTAATGGCCTTCCTGGG 3629  
 
mVLIG-1 CDS     3798 GGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTTCAAGGACAACTTTGGCACCTTTGGTGTAAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGA 3897  
hVLIG putative  3630 GAAAATGAAATTATCTCAGATTAAGGAAAAATTACTACCCCTTCAGGGACAACTGTGGCACCACTGGTGTAAGAAGGACAAAGAACTCTATCATCTTAGA 3729  
 
mVLIG-1 CDS     3898 GAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACATAAAAGAAAAATTCGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATG 3997  
hVLIG putative  3730 GAAAAGGGAAATCAGAGCATTGAACAACACAAGAGTGAGATTGAGACAGATAAACAAATAATACGGCATGAACAGTTGGCCAGAGCCCTTCCTCTCAATG 3829  
 
mVLIG-1 CDS     3998 ATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAACAAACTCTACGTTTTGCAGTGGCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGAC 4097  
hVLIG putative  3830 ATTTAATGCAATCTGTCCTTCAGTTTCTCCAAGAGCATTCAGAAATTCACACCAAACTGTACTTCTTGCAGTGGCTGAGTGTATTTTTGGACAAACTGAC 3929  
 
mVLIG-1 CDS     4098 AATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTGTGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGAGCAACTC--TG------ 4189  
hVLIG putative  3930 TGCAGGACACTTGGAAGAACTGCATGAGAAGCAAAAATATTGGTGGTCACTGGTTCAAACAGTAAAGCAAAAGGCACCTAATAGTCACTCCCTGATATGC 4029  
 
mVLIG-1 CDS     4189 -TGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAACTGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAAGCTCTGG 4288  
hVLIG putative  4030 CTGCAAAGTGAGATAGAAGCCATTTCCACAGAGATTAGTGACTGTACTTTGGGAATTGAGCAACTTATCAGAGAAGTTGGTCAGATTTATGAAGCTCTGG 4129  
 
mVLIG-1 CDS     4289 AAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTTCTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGGA 4388  
hVLIG putative  4130 AAGAAGCTTCCTCCATAAAAAAGA---TTTTTTTCTCGCTTCCCCAAATTGCCGCAGACCTGATGATATCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGATGGGGA 4226  
 
mVLIG-1 CDS     4389 TGCTTCATATGTGCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTG 4488  
hVLIG putative  4227 TGCAGCATATGTACCTCTAACATGGGTGGCAGCTGTTTTTGACAAGGTCTCTGAGAAACTTGGAGACAAACGGCTATTTGTTCTTTCTATCCTTGGCTTG 4326  
 
mVLIG-1 CDS     4489 CAGAGCTCAGGGAAGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGA 4588  
hVLIG putative  4327 CAGAGCTCAGGGAAATCCACCGTGCTGAATGCCCTTTTTGGGCTTCAGTTCACTGTTAGTGCAGGCAAATGTACCCAAGGGGCCTATATGCAGCTCCTCA 4426  
 
mVLIG-1 CDS     4589 AGGTGGAAGAGACATTCACAGAAGAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTCAACAACAAATCCCAGAA 4688  
hVLIG putative  4427 AGGTGGAGGAGACATTCACGGAGGAACTTGGCTTTGACTTTGTGCTTGCTGTGGACACAGAAGGACTTCGGGCACCAGAACACAGCAACAAATCCAAGGA 4526  
 
mVLIG-1 CDS     4689 TTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCATTGGCCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGACATTCAGGACATTCTACAA 4788  
hVLIG putative  4527 TAGGGACAATGAGTTGGTAACTTTTGTCATTGGACTTGCAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCATCAGAGATGCAAGATATCCTACAA 4626  
 
mVLIG-1 CDS     4789 ATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCTCCCCCAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAA 4888  
hVLIG putative  4627 ATAGTTGTCCAAGCCTTTCTGAGAATGAAACAAGTAAAAATCTTTCCAAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAATGTGGGGGAAGCTACAGCTACGGACCAAA 4726  
 
mVLIG-1 CDS     4889 CTATGGAAGGACGGAAGAGA-CTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGCATTGGCTGCTGAGTTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGATG 4987  
hVLIG putative  4727 CTATGGATGGACG-AAGACGGCTAGAGCAGAAACTAGATGAAATGGCAGCAATAGCTGCTGAACAAGAACAGTGCTTAGACGTAACCTGCTTCAGTGATG 4825  
 
mVLIG-1 CDS     4988 TAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGATGGCAATCCCCCAATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATGT 5087  
hVLIG putative  4826 TCATTAGGTTTGATGTCAATACTCACGTCTACTACTTTGCTCACCTCTGGGATGGCAACCCCCCAATGGCCCCTCCCAATCCTCGCTACAGCCACAATGT 4925  
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mVLIG-1 CDS     5088 CCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACTGCCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATTTCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTGG 5187  
hVLIG putative  4926 ACAGCAACTGAAAAGTAGAATTCTTATGACTGCCACACAGGAATCCAGGGGAAACATCATGAAGATATCAGATGTAAAATCCCGAGTTCAAGATTTGTGG 5025  
 
mVLIG-1 CDS     5188 AAAGCCCTTGTCAGTGAAAACTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAAGTATAATGAATGGACCTGGG 5287  
hVLIG putative  5026 AGAGGCCTGATGAACGAGAACTTTATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAAGTCATGGCCATGAACAAACTGGAAACCATGTATAACCACTGGACCTGGG 5125  
 
mVLIG-1 CDS     5288 AGCTAAGGAGTCATGTACTGGACTTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAGAGGAACCACT 5387  
hVLIG putative  5126 AGCTGAGGAGTCACGTGCTGGGCTTGCAGAACCAGCTGATCAACCAGATTCAGAATGGAAAAATCCAGACACTTGAAGCAAGCACATTTGAGGTTCTAGT 5225  
 
mVLIG-1 CDS     5388 TAGCAGGAAACTTAAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAACAC 5487  
hVLIG putative  5226 TACAGAAAAATATGAAGTTGTCAAGCAAGAACTTGAAAAATATTTTAATGAAGGCCCATGTAGCAAAATACTGATTCAATGTAAAGCAAACTTTGAAAAT 5325  
 
mVLIG-1 CDS     5488 AAGTTACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAA---TAGCCAAGAAATACTTGATAACC 5584  
hVLIG putative  5326 AAGCTAATAGTCCTTAAAGAAAAACTTATTTCAGATAGCAAAAGACAAGCCAATGAACTCATTAGTTTTAAAAACCAAAGTCAAGAAAGGCTGAATAAGA 5425  
 
mVLIG-1 CDS     5585 AAAAGTCACAATATGAAAATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGTGATGAAGAGTTGCATGAGAAATT 5684  
hVLIG putative  5426 AAAAGACAGATTATGAAAAAGAATTATTGGAAAAAAGCCGGAAGTTGGCTTTAACTGTAAAGGGCAAAGAATTGAGTGAGGAAGAGTTACATGAGAAATT 5525  
 
mVLIG-1 CDS     5685 CAGGCAACTTTGGACAAGTTGGATTTATGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTGGACTCTGAAAATATCCTTCTGGAA 5784  
hVLIG putative  5526 CAATCAACTTTGGAAAAAGTGGGTGTGTGATGTATCCACAACTCTCCCGCAAGTTACAGAGCCTGACATTGATTTGGATTCTGAAAACATCCTTTGGGAG 5625  
 
mVLIG-1 CDS     5785 TATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGACTAAAAATAAAGTCTCAAGGAAAGTTTGAAATCATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAAT 5884  
hVLIG putative  5626 TATTTCAAAAACAAGACGAATGTCGTGG---GTCTACTGACAAATTCTGCAGAGAAGTTTCAAATCAATTATGATAAACATATCAAGGTGAATAAGAAAT 5722  
 
mVLIG-1 CDS     5885 A---CCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGTTGAATCCATCAAAAAGACAACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAAA 5981  
hVLIG putative  5723 ATAACCATATCC---CAATGACATTAACAGTCTTTGAGAAAGAGTTCATTAATATGACTACTGACTACATTGTTTCAAGATTTAATAAAATTATTAACAA 5819  
 
mVLIG-1 CDS     5982 CATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATCTTGAGGATCATAGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTAC 6081  
hVLIG putative  5820 CATGTGGAAACAACAGTGTGGTTACAATCCAAATTATTTCCATGAGATTCTAAAGACAATAGAAGAAGAAGTGAAATCTGCCTCTACTCAGAAGAGATAC 5919  
 
mVLIG-1 CDS     6082 ACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTACTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTCAAGAAAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAATG 6181  
hVLIG putative  5920 ACATTTACAAATACATTTATCATTGACTTATGTGTGTGTTTATTTCAAAGAGCAAGAGAGAATTTTAAGGAAATGCACAGGGCATTCAAGAGAGCAAATG 6019  
 
mVLIG-1 CDS     6182 ACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATCACTTCCTTTGTTGACTTCCT 6281  
hVLIG putative  6020 ATCCTGTAAACTACCTAGAAAGTAAGAAAGATGATTTCTTCACGAGTTTTAAGATCTCCTGTCAAGGAGCAACCTCCATCAAAACATTTGTTGATGTTCT 6119  
 
mVLIG-1 CDS     6282 ATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGAATTCAATGGA 6381  
hVLIG putative  6120 GTGGTATAAGCTCACTCCTGCAGTCTCCACTACTATATGGGAGGACATGACCTTTAAAATTGCGGGGGACATGCGAGCTACCTGCCCTGCGTTCAATGGA 6219  
 
mVLIG-1 CDS     6382 AACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTTTTCA 6481  
hVLIG putative  6220 AACAGGACTAACCTGGAGAAACACATTCTCTTCTCTCTGGCAGAAGAAGAAAACTTTGATAATTACTGGGAATACCTTCATAATTCAAAATCGTTTTTTA 6319  
 
mVLIG-1 CDS     6482 GGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATAC 6581  
hVLIG putative  6320 GGAGTTACATCAAAAATCATATTAAAAGATATTGTTCAGACAATGGAGGTGAAAAAATGAAGACTTTTTTTGAAAAAAGCTTAATTGATATCAAGAATAC 6419  
 
mVLIG-1 CDS     6582 TATCCTGTCTGCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCACCTAGGGAGCAAC 6681  
hVLIG putative  6420 CATCCTCTCTGCCATCCATGAATCCACATCAGTAGCTAAAGATAAAAGCAGCACTGCTTCTGAGTGGTTGGATTTATTCTGTGATTGCCTGGGGTGCAAC 6519  
 
mVLIG-1 CDS     6682 CTGGTCTTCCCAAGGAAAGACCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAAGAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAA 6781  
hVLIG putative  6520 TTGATCTTTCCACGAAGGGACTTGATAAGCATTGAACACCAGGAGATAAAACATACTGAATTTCTTAAAGAAGCCATGAGTGCAGCTTTGGATCTCACAA 6619  
 
mVLIG-1 CDS     6782 TGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCAAGTAAGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACA 6881  
hVLIG putative  6620 TGAAGAAAATAGAACAGAATTATTCAAGTAAGCCTATAGAAGCAATGGTTTCTAAAATTGAGAAAATGCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGCTGGAAACA 6719  
 
mVLIG-1 CDS     6882 GTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCATTCCCCAGCATGAAGGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCAT 6981  
hVLIG putative  6720 GTGTCCCAGCTGTGGAGCAATTTGTACAAACACAATTCCTACACATGAAGGAGACCATAGTGTTCCCTTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAATGGGGAGGAA 6819  
 
mVLIG-1 CDS     6982 TGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACTAGTAGTGTAGCAAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATT-CCCATTCAAG 7080  
hVLIG putative  6820 TGGTATGAAACAGATGATTTTGTCATTGATTGCTGTACTAGTTTGGTTGCAAGTGATTGTTTGTTGGTTTT-GAGGGATGGCAGGAATTTCCCATTTAAG 6918  
 
mVLIG-1 CDS     7081 AAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCCACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCCAGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAA 7180  
hVLIG putative  6919 AACTATCGACAAGCAGGAGGGGATTATGCCATGTGGAGCATCACCCCAGATACCTCCATCCAGCTATACTGGAAATGGTTTGTCTCTCACTTCAGATCAA 7018  
 
mVLIG-1 CDS     7181 ACCTAGAAGAGAATTATGGCAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAATCACAAAGCAAGAAGTCCTGAATGACTTAAAAAA 7280  
hVLIG putative  7019 ATCTAGAAGAAAAATATCAGAAAAAATTTGCAGGTAAAGGTAAAATCCCCAATGCATGGGCCAAAATCACAAAGCAAGATGTGCTTGAAGACTTGAAAAA 7118  
 
mVLIG-1 CDS     7281 A    7281  
hVLIG putative  7119 ACAG 7122  
 

 

Vergleich der Aminosäuresequenz von mVLIG-1 mit der des selber vorhergesagten hVLIG 
Proteins, unter ausschließlicher Berücksichtigung der humanen Genomsequenz des "International 
human genome sequencing consortium":  
 

mVLIG-1         1    MATAKCFTDEPQLQSRRKHNLQEMLTEVGLSVDYWLPKLQEDLGVTSAQALQYLDRNDLQKLKSQTTHTWEKRALEKLLDFSQPNSVAELQETPREMKKN 100   
hVLIG putative  1    MATGEHTPDDPLLRGKRRQDLQEMLREVGLDVEYWLPKLQEHLGVTS------------------------------------------LQESQVERAKR 58    
 
mVLIG-1         101  RQRQAGQALQALKALQSEGKHREEEAVRRKEAELRQAMEIPEECWPTAEVSLKDITEIMERHLSHMERTLAHSPNLSDGDLVRWASGGLALQGIYKTNHP 200   
hVLIG putative  59   KQKQAEQALQELRDLLTEGKQRQEEAVRTREAELRQAMDIPEEYWPSPEEPLRELMENLQRQLNLMKWTLCHRQNLPDRDVVRWASGGLALQGIYKASHQ 158   
 
mVLIG-1         201  RSLIQKREELLSVPKQFSLVGPEHGTEIKTMEFSSFHEQAMFTETIKMMGFSSTSLVKGEGWGFSLEAGIDQNEQTASENTHQSHSEQTYFCSARFSYIP 300   
hVLIG putative  159  RGLTEKREELLSVPKEFLLLGPQQGTQMKTKEFTSPQAEFMFTQMVEKLGFRLTTSAKDGNWGFSLEAGLDHSKHPESKETQQSSSENSYFCSTKFSYIP 258   
 
mVLIG-1         301  LATCHFHINDLELSNAALQELKTIEELLEQTTDHRDGLPLLRHRAENFFHRFGSHANQGPLQLGGIYCWKAISEGFKSEHLADVKQQTRESLNIYIMGSY 400   
hVLIG putative  259  LASCALPIDQLQYPKPAVQELKCIEELLSQTT-NPDRFSLLRHRIINFFHRFGSHVNQGPLHLGGIYWWKAISEGYCTEQLAEVRQQSAEALDIFIRDSY 357   
 
mVLIG-1         401  SGFGVKVGASVNIANSNSETASFSTTHLHSQTKVQLSVAQIGGPAEADGIAQWTAGLVVSNQTWSVIDRELQLVPIWDIILSSHRTDFKNALQVANCLKD 500   
hVLIG putative  358  SGFGVKVAAGVNVSDSHSKTATQTKTSQNLQTKVQLSVAQTGGPPEADGLVQWKAGLIASNQTWCVIDRGLQLVPVWDIILSSHRSNFKDPLQVANFLKD 457   
 
mVLIG-1         501  NYTALTELDAQIQEGEEFLTARKEAKLFIEDVKCWEVSDPEEQLTKLLDFMQTLSQKIKSYNIWINTCLTDWDLQNFLINTVKFCKTSPTYKTQFIKSQL 600   
hVLIG putative  458  SYTALTSITAQIQNGEELLSAGKEARVFLEDVKSWEVSDPEEQLKKLINFMKMLSQKLKSYDTWI----------N-ILNTINFCKKSSIYKTKCIKSHL 546   
 
mVLIG-1         601  CILLEPHVYKVTNFPEAHSIIQWINQSEYGEEQVKITSFSEFIKTLKKTHKYLMEVNFKNEAPETVEEAERTATYEVTTALSSFLKYLKETEQPDMQLLL 700   
hVLIG putative  547  RSLLDPHIYRVTNFPQAHFIMQWIFQSDSEQEQVNISQFSQLIEILKETQNNLMEVKVKSESPETVEEAQRKSTYEVSLALSCFLNYLQKTEQTDTQLLL 646   
 
mVLIG-1         701  LSIAAGAGYQLVNSIFQHLLGCDELNFLLDQMQSNQHKYQELKNICNYRAQAFLVLTALRTTVEITDISTEEKRQRLALIKQHMGTLLSEEVAHVLTKHG 800   
hVLIG putative  647  LSIAAAAGYHVINNTFQSLLGCDELSFLLDEMQTAQNKYQELKNICSYRAQAFLVLTGLTATVGDTAISSEEKTQRMSLMRHHMGQSLSKEVAHVLTKPG 746   
 
mVLIG-1         801  EHHDWESLENDLRLLIEGDYKATTHY-LQMDEVKKQLQSLCHGKKQTYKQKSNENITKGMIENGPFLKLLQRLGLDNYYPKRMSRADFHLIYKTSVYNSQ 899   
hVLIG putative  747  ADHDWENLEKDLRLLINGDYEEVTISSLQMEEVSKQ--SLFYGKKQPHEPHDNENNKWEMIKNGAFLDLLQHLGLEHYYPKKLSKANFHLIYKTSVYNTQ 844   
 



  Anhang 

199 

mVLIG-1         900  PRSEKELPFYFLQKLLMLDYGFRHLIVKDDENIKKQISIGSSNHENEDIDPYDDVIIDNDSPGYPSATESWPHIHPLDIQMTILHCADDLTRQYIFSKLS 999   
hVLIG putative  845  PSSEQELPFYFLQKLLMMDYELRYLVFKDDRNTEHQVHPNASDQEDEAFDPYENFFEDSDSPTKSSSTEPSPHIHPVDIQMTIFHCADNFARQYILAKLS 944   
 
mVLIG-1         1000 ICHYALPLVVPNPNTSQIEFYLWSLRQIRKSWQDASKSPQDKSYSHRNQQMCRVSTPIVSFIRVGNDLSASKSQIMNSLLSKRKHDVFFHRHCKGSNKHC 1099  
hVLIG putative  945  TCQFALPLLVPNPCTSQIEFSLWSLRQITRSWQEARKSPKGKNY-YKNQQMCCVSTSIVSFVRVGNGLSASKSQIMNCLLSKRKHDVFFHRHCTGSRKDC 1043  
 
mVLIG-1         1100 LLMQGVVEICWFCPAGQGEDTFENCLTFTSLHGDAKEHTQQLSFLQHVSSIIVVLMSVSDNNKENQKLVRHLWQSSTPLICLIDDKEKAIANTSGKRMRI 1199  
hVLIG putative  1044 LLMGGMVEICWFCPGGEDEDRFDNCVTFTNLHGDAKEHEQQLSFLKEVSTVIVVLMSASDDNEGNRKIVRNLWQSSRPLICLLDDKEATMTNISGQRMRM 1143  
 
mVLIG-1         1200 GIKNRNEAELTEELTNAIKHFLELSNTVLSLEDCSQTARELGFIIDEDQRDCKEAKEKAQTVMALLEEYKLSQTKENLLPLQGQLWHLWCKKDKEFYHLR 1299  
hVLIG putative  1144 GIKNRNEAELTEELTTTIRHLLELSDTALSLEDCSQIAHQQGFLIDEDQRDCKEAKEKAQALMAFLGKMKLSQIKEKLLPLQGQLWHHWCKKDKELYHLR 1243  
 
mVLIG-1         1300 EKGNRSIEQHKSEIETHKRKIRRQQLEKAFPLNDLMRSVLELLQDYSETHNKLYVLQWLTLFFDNLTIDHLDKLHERQRSLWLRIQTEKQRAQKSNS--- 1396  
hVLIG putative  1244 EKGNQSIEQHKSEIETDKQIIRHEQLARALPLNDLMQSVLQFLQEHSEIHTKLYFLQWLSVFLDKLTAGHLEELHEKQKYWWSLVQTVKQKAPNSHSLIC 1343  
 
mVLIG-1         1397 VQNQIEAISTEIHNCTLGIEHLLREVGQIYEALEETSSSRDSLFLCLPQIAADLMIAGVPIELMDGDASYVPLKWVAAIFDKITEKVGDKRLFVLSVLGL 1496  
hVLIG putative  1344 LQSEIEAISTEISDCTLGIEQLIREVGQIYEALEEASSIK-KIFFSLPQIAADLMISGVPIELMDGDAAYVPLTWVAAVFDKVSEKLGDKRLFVLSILGL 1442  
 
mVLIG-1         1497 QSSGKSTLLNALFGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLKVEETFTEELGFNYVLVIDTEGLRAPELNNKSQNWDHELATLVIGLGNLTLINIFGENPSDIQDILQ 1596  
hVLIG putative  1443 QSSGKSTVLNALFGLQFTVSAGKCTQGAYMQLLKVEETFTEELGFDFVLAVDTEGLRAPEHSNKSKDRDNELVTFVIGLANLTLINIFGENPSEMQDILQ 1542  
 
mVLIG-1         1597 ISVQAFLRMKQVKISPSCLFVHQNVGEVTAKDQTMEGRKRLEQKLDEMTALAAELEECSNITRFSDVIKFDANRHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSYNV 1696  
hVLIG putative  1543 IVVQAFLRMKQVKIFPSCLFVHQNVGEATATDQTMDGRRRLEQKLDEMAAIAAEQEQCLDVTCFSDVIRFDVNTHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSHNV 1642  
 
mVLIG-1         1697 QELRNEILSTAQQESRGRILKISDFKFRVQDLWKALVSENFIFSFRNTQEVIAMSKLETKYNEWTWELRSHVLDLQNQLDNQIQNGKILTLTSNLLEEPL 1796  
hVLIG putative  1643 QQLKSRILMTATQESRGNIMKISDVKSRVQDLWRGLMNENFIFSFRNTQEVMAMNKLETMYNHWTWELRSHVLGLQNQLINQIQNGKIQTLEASTFEVLV 1742  
 
mVLIG-1         1797 SRKLKTIKEEFDKYFEEDPDCEILVQWKANFEHKLLILKDSLISDTRQKCNEHISLKN-SQEILDNQKSQYENQLLERSRKLALNLKGKELSDEELHEKF 1895  
hVLIG putative  1743 TEKYEVVKQELEKYFNEGPCSKILIQCKANFENKLIVLKEKLISDSKRQANELISFKNQSQERLNKKKTDYEKELLEKSRKLALTVKGKELSEEELHEKF 1842  
 
mVLIG-1         1896 RQLWTSWIYDVSSNVPHVTEPNIDLDSENILLEYFKKDKNIVERLKIKSQGKFEIMYDKHIQMKKKYLLLRKSLETCHVESIKKTTNNIQLKFTETLTNI 1995  
hVLIG putative  1843 NQLWKKWVCDVSTTLPQVTEPDIDLDSENILWEYFKNKTNVV-GLLTNSAEKFQINYDKHIKVNKKYNHIPMTLTVFEKEFINMTTDYIVSRFNKIINNM 1941  
 
mVLIG-1         1996 WKQKRDYSQNYFHEILRIIENELKSEPCEGDYTFTKDYIIDLSLYLFQRASKDFKKMHAAFKTANDPVNYLERKKDDFFMSFKISCQGATSITSFVDFLW 2095  
hVLIG putative  1942 WKQQCGYNPNYFHEILKTIEEEVKSASTQKRYTFTNTFIIDLCVCLFQRARENFKEMHRAFKRANDPVNYLESKKDDFFTSFKISCQGATSIKTFVDVLW 2041  
 
mVLIG-1         2096 LKLTPAISVSIWKIMVQKIAGDMRATCPEFNGNRANLEIHILYSLAEEEKFDKYWKYIQKPEEFFRDYIRDHIKRYCSEKESEKIKTFLNISLGDIKNTI 2195  
hVLIG putative  2042 YKLTPAVSTTIWEDMTFKIAGDMRATCPAFNGNRTNLEKHILFSLAEEENFDNYWEYLHNSKSFFRSYIKNHIKRYCSDNGGEKMKTFFEKSLIDIKNTI 2141  
 
mVLIG-1         2196 LSAIHNSTKVAKAKGSTASHWLDLFCDHLGSNLVFPRKDLVSIEHQELMDTEFLKEAMSKALDPAMREVEEDCSSKHIDEIVPDIEKILSEHLCGCWKQC 2295  
hVLIG putative  2142 LSAIHESTSVAKDKSSTASEWLDLFCDCLGCNLIFPRRDLISIEHQEIKHTEFLKEAMSAALDLTMKKIEQNYSSKPIEAMVSKIEKMLSEHLCGCWKQC 2241  
 
mVLIG-1         2296 PFCKAICTNTIPQHEGDHSVPFHRPQAVSGWHWHKTDQFHINVCTSSVASNISFILDGFREFPFKKYREAGGDYATWSITPDSSTQPYWKWFVCHFRSNL 2395  
hVLIG putative  2242 PSCGAICTNTIPTHEGDHSVPFHRPQAVNGEEWYETDDFVIDCCTSLVASDCLLVLRDGRNFPFKNYRQAGGDYAMWSITPDTSIQLYWKWFVSHFRSNL 2341  
 
mVLIG-1         2396 EENYGKKFTGKGSLPDLWTKITKQEVLNDLKK  2427  
hVLIG putative  2342 EEKYQKKFAGKGKIPNAWAKITKQDVLEDLKKQ 2374  

 

 

Vergleich der Nukleotidsequenz der mVLIG-1 CDS mit der des putativen Ratten VLIG 
Homologes: 
 

mVLIG-1  1    ATGGCAACAGCAAAGTGTTTCACTGATGAGCCTCAGCTACAAAGCAGAAGGAAGCACAATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGGGACTGTCTGTTGACTACTGGTTACC 110   
rVLIG    1    ATGGCATCAGCAAAGTACATCCCTGATGAGCCTCAGCTAAGAAGCAAAAGGAGGCACGATCTCCAGGAGATGCTGACAGAAGTGAGACTGTCTGTTGACTACTGGCTGCC 110   
 
mVLIG-1  111  TAAGCTTCAGGAAGATCTGGGTGTCACCTCGGCCCAGGCCTTACAATATTTAGACAGGAATGACCTCCAGAAGCTGAAGTCCCAGACAACACACACATGGGAGAAAAGGG 220   
rVLIG    111  TAAGCTTCAGGAAGACCTGGGTGTGACCTCTGCTCAGGCTTTACAATATTTAGACAAAAGAGACCTCCAGAAGCTGAAGTCCCAGACACAACAAACATGGGAGAAAAGGG 220   
 
mVLIG-1  221  CGCTGGAGAAGTTACTGGACTTCTCACAGCCAAACAGTGTTGCAGAGCTACAGGAGACTCCAAGGGAGATGAAAAAGAACAGGCAGAGGCAGGCAGGACAAGCACTGCAG 330   
rVLIG    221  CTCTGGAGAGGCTGCTTGACCTCTCACACCCAAATAGTGTTGCAGAGCTGCACGAGACACCAGAGGAGATGATAAAGACCAGGCAGAGGCAGGCAGGACAGGCACTGCAC 330   
 
mVLIG-1  331  GCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAGCACAGAGAGGAAGAGGCAGTGAGGAGAAAAGAAGCAGAGCTGAGACAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGCTGGCCAAC 440   
rVLIG    331  GCTCTGAAAGCCTTGCAGTCAGAAGGGAAGTGCAGAGAAGAAGAGGCAGTGAGGAGAAGAGAAGCAGAGCTGAGGCAAGCAATGGAGATCCCTGAGGAGTGTTGGCCAGT 440   
 
mVLIG-1  441  GGCTGAAGTGTCCCTAAAAGACATCACTGAAATAATGGAGAGACATCTCAGTCACATGGAACGGACCCTGGCTCACAGTCCAAACCTCTCAGATGGAGACCTGGTAAGAT 550   
rVLIG    441  GGCTGAAGTATCCCTAAAAGACATCACTGAGATAATGGAGAAACATCTCAGTCACATGGAACAGACCTTGGCTCTCAGTCAAAACCTCTCAGATGGAGACCTGGTAAGAT 550   
 
mVLIG-1  551  GGGCATCTGGAGGGCTGGCTCTGCAGGGAATTTATAAGACCAACCACCCAAGAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTT 660   
rVLIG    551  GGGCATCTGGAGGGCTGGCCCTGCAGGGAATTTATAAGAGCAGCCACCAAAAAAGCCTGATTCAGAAGAGAGAAGAGCTACTCAGTGTCCCTAAGCAGTTCTCACTTGTT 660   
 
mVLIG-1  661  GGCCCAGAACATGGCACCGAAATAAAAACGATGGAATTTTCATCTTTTCACGAACAAGCCATGTTTACAGAGACTATAAAGATGATGGGTTTCAGTTCAACCTCCTTGGT 770   
rVLIG    661  GGCCCAGAACGTGGCATGTGGATAGAAACAAAGGAATTTTCATCTTTTCAAGAACAAGCCACATTTACACACACTATAGAGATGCTGGGTTTCAGCCCAAACTCCTTGGT 770   
 
mVLIG-1  771  TAAAGGCGAAGGATGGGGATTTAGTCTAGAAGCTGGTATAGATCAAAACGAACAGACAGCATCTGAGAATACACACCAATCCCATTCAGAGCAAACTTATTTTTGCTCAG 880   
rVLIG    771  TAAAGGCGAAGGTTGGGGACTTAGTCTAGAAGCTGGTATGGGTCAAAACAAACAAACAGAAACTGACGATACCCACAAATCACATTCAGAGCAATCTTATTTCTGCTCAG 880   
 
mVLIG-1  881  CCAGGTTCAGCTACATCCCATTGGCCACGTGCCATTTTCACATCAATGATCTTGAACTCTCCAATGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAACTATTGAAGAACTCCTGGAGCAG 990   
rVLIG    881  CCAAGTTCAGCTATGTCCCATTGGCCACCTGCCATTTTCACATCAATTATCTTCAGCTCTCCAAGGCTGCTCTCCAGGAACTAAAAAGTATTGAAGAGCTCCTGGAACAG 990   
 
mVLIG-1  991  ACAACAGACCACCGAGATGGACTACCCTTACTAAGGCACAGGGCTGAAAACTTTTTCCATAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGCCCTCTGCAACTGGGTGGAATCTA 1100  
rVLIG    991  ACTACACACCC---AGATGGATTCCCCTTACTGAGGCACAGGACTGAAAACTTTTTCCACAGGTTTGGCTCTCATGCTAACCAAGGTCCACTGCACCTGGGGGGAATCTA 1097  
 
mVLIG-1  1101 CTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCACTTGGCTGATGTAAAGCAGCAAACAAGAGAGTCTTTGAATATTTACATTATGGGCAGTTATAGTGGCTTTG 1210  
rVLIG    1098 CTGCTGGAAAGCCATTTCAGAAGGTTTCAAAAGTGAGCAATTGGATGATGTAAAGAAGCAAGCAGAAGAGTCTTTGAATATGTACATAAAAGGCAGCTATAGTGGCTTCG 1207  
 
mVLIG-1  1211 GAGTTAAAGTCGGTGCAAGTGTTAATATAGCAAACTCAAATTCAGAAACAGCATCATTCAGTACAACTCATCTACACTCTCAAACCAAGGTACAACTATCTGTAGCCCAG 1320  
rVLIG    1208 GAGTTAAAGTTGGTGCAAGTGTAAATATGCCAGACTCACATTCAAAAACAGCATCTCACAGTACAACTCATGAGAACCTGAAAACCAAGGTGCAACTATCTGTAGCACAG 1317  
 
mVLIG-1  1321 ATAGGTGGACCAGCAGAAGCAGATGGAATTGCCCAGTGGACAGCTGGCCTTGTAGTTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGGGAACTGCAGTTGGTACCTATTTG 1430  
rVLIG    1318 ACAGGTGGACCAGCAAAAGCAGATGGAATTGTCCAGTGGACAGCTGGTCTTGTAGCTAGCAATCAAACCTGGTCTGTCATTGATAGGGGACTCCAATTGGTACCTATTTG 1427  
 
mVLIG-1  1431 GGACATCATCCTGTCTAGCCACAGAACTGATTTTAAGAATGCTCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACTGAACTAGATGCCCAGATTCAAG 1540  
rVLIG    1428 GGACATCATCCTGTCCAGTCACAGGACTGATTTTAAGGACGCCCTTCAAGTGGCTAACTGCCTAAAAGACAACTACACTGCTCTGACTGGACTCGCTGCCCAGATTCAAG 1537  
 
mVLIG-1  1541 AGGGGGAAGAATTTCTGACTGCTAGAAAAGAAGCTAAGCTTTTCATAGAGGATGTGAAATGCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAACTTACAAAGTTATTAGATTTT 1650  
rVLIG    1538 AAGGAGAAGAATTTCTTACTGCTAGAGAAGAAGCTAGACTTTTCCTAGAGGATGTGAAATGCTGGGAGGTTTCTGATCCTGAAGAACAGCTTAATACATTAATACATTTT 1647  
 
mVLIG-1  1651 ATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATAACATTTGGATTAATACATGTCTCACTGATTGGGATCTGCAGAATTTTCTAATAAATACTGTAAAGTTCTGCAAAAC 1760  
rVLIG    1648 ATGCAAACATTGAGTCAAAAAATAAAAAGTTATACCATTTGGATTAATACATGCCTCACAGATTGGAATCTGCAGAATTTTCTAATAAACATTGTCAACTTCTGCAAAAA 1757  
 
mVLIG-1  1761 TTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTGTGCATCCTTCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTTACAAACTTTCCTGAGGCACACTCCATCATACAGTGGA 1870  
rVLIG    1758 TTCACCCACTTATAAAACTCAGTTTATTAAATCTCAGTTGGGCAGCCTCCTAGAACCTCATGTCTACAAAGTGACAAACTTTCCTCAGGCACAATCCATCATACAGTGGA 1867  



  Anhang 

200 

mVLIG-1  1871 TCAATCAGTCAGAGTATGGGGAAGAGCAAGTCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAAGACCTTAAAGAAAACCCACAAATACCTGATGGAAGTGAATTTCAAAAAT 1980  
rVLIG    1868 TCAATCAGTCAGAGTCAAAGGAAGAGGACATCAAAATCACCTCATTTTCTGAATTCATTAGGACTTTAAAGAAAACTCACACAACCCTGATGGAGGTAAATTTCAAAAGT 1977  
 
mVLIG-1  1981 GAGGCCCCAGAAACAGTGGAAGAAGCAGAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCTCTCAGCTCCTTCTTGAAGTACCTCAAAGAAACAGAACAGCCAGACATGCA 2090  
rVLIG    1978 GAGTCTCCAGAAACAGTGGAAGAAGCAAAAAGAACGGCTACATATGAGGTCACCACAGCCCTCAGCTCCTTCATGAAGTACCTCAGAGAAACAGAGCAGCCAGACATGCA 2087  
 
mVLIG-1  2091 GCTGCTGCTGCTTTCCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGTATTTTTCAGCATCTTCTGGGGTGTGATGAGTTAAACTTCCTCTTGGATCAAATGCAAA 2200  
rVLIG    2088 GCTGCTGGTACTCACCATTGCAGCTGGTGCAGGCTATCAGTTGGTAAACAGCATTTTTCAGCATCTTCTAGGGTGTAATGAGTTAAACTTCCTCGTGGATCAAATGCAAA 2197  
 
mVLIG-1  2201 GTAACCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAACTACAGAGCCCAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGATATTTCTACA 2310  
rVLIG    2198 GTAATCAACACAAATACCAAGAGCTTAAAAATATTTGCAATTACAGAGCCCAGGCATTCCTGGTGCTCACAGCTCTAAGAACCACAGTTGAAATCACAGATATTTCTACA 2307  
 
mVLIG-1  2311 GAAGAGAAAAGACAACGTTTGGCATTAATTAAACAACATATGGGGACACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATGTTCTCACAAAACATGGAGAACATCATGACTGGGAAAG 2420  
rVLIG    2308 GATGATAAAGAACAACGTTTGACATTAATAAAACAACATATGGGAAAACTGTTGTCTGAAGAAGTTGCACATATTCTTACAAAACATGGAGCACATCATGACTGGGAAAA 2417  
 
mVLIG-1  2421 TCTGGAGAATGATTTGAGACTACTCATTGAGGGGGACTATAAAGCCACCACCCATTACTTACAAATGGATGAGGTAAAAAAACAATTGCAAAGTCTCTGCCATGGAAAGA 2530  
rVLIG    2418 TCTGGAGAATGATTTGAGATTACTCATTGATGGGGACTATAAAGCCACCACCCCGCCTTTAGAAATGGATGAGGTAAAAAAACAATTGCAAAGTCTCTGCCATGAAAAGA 2527  
 
mVLIG-1  2531 AACAGACCTATAAACAAAAAAGTAATGAAAACATCACAAAAGGAATGATAGAAAATGGACCTTTCCTGAAATTACTCCAACGTCTAGGCCTAGACAATTACTATCCAAAA 2640  
rVLIG    2528 AGCAGACTTATAAACAACAAAGTAATGACAACAACACAAAGGAAATGATAGAAAATGGACCTTTCCTAGATTTACTCCAACGGCTAGGCCTAGACCATTACTACCCAAAA 2637  
 
mVLIG-1  2641 AGGATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGATCTATAAGACCTCTGTGTACAATTCACAGCCAAGGTCTGAAAAGGAGCTTCCATTCTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTT 2750  
rVLIG    2638 AGAATGAGCAGAGCTGACTTCCATCTGCTCTACAAGACCTCTGTGTACAATTCACAGCCGAGATCTGAAAAGGAACTTCCATTTTATTTCCTACAAAAGCTACTGATGTT 2747  
 
mVLIG-1  2751 GGATTATGGGTTCAGACATCTGATAGTCAAAGATGATGAAAACATAAAAAAACAAATCTCCATAGGTTCCTCCAATCACGAAAATGAAGATATTGATCCATATGACGATG 2860  
rVLIG    2748 GGATTATGGGTTGAGACATCTTGTCTTCAAAAATGATGAAAACATAAAAAAACAGATCTCCATAGGTTCCGACGATTACGAAAATGAAGATTTTGATCCATATGAAGATG 2857  
 
mVLIG-1  2861 TCATTATAGACAATGATAGTCCTGGCTATCCTTCAGCCACTGAGTCCTGGCCCCACATTCACCCATTGGATATCCAGATGACCATTTTACACTGTGCAGATGATCTTACC 2970  
rVLIG    2858 TCATTAAAGACAATGATAGTCTTAGCTATCCTTCGGCCACTGAGTCCTGGCCCCATATTCACCCAATGGATATCCAGATGGCCATTTTTCATTGTGCAGATGATCTTACC 2967  
 
mVLIG-1  2971 AGGCAATATATTTTCTCTAAACTTTCCATTTGTCATTATGCACTCCCCCTTGTGGTACCAAATCCCAACACTTCTCAGATTGAATTTTATCTTTGGTCTCTCAGACAAAT 3080  
rVLIG    2968 AAGCAATATATTTTGTCCAAACTTTCCATTTGTCAATATGCACTTCCCCTTGTGGTGCCAAATCCCAACAATTCTCAGATTGAATTTTATCTCTGGTCTCTCAGACAAAT 3077  
 
mVLIG-1  3081 TAGGAAAAGTTGGCAAGATGCAAGTAAATCTCCACAGGACAAGAGCTACAGTCACAGAAATCAGCAGATGTGTCGTGTCTCTACCCCCATTGTGTCCTTCATTAGAGTTG 3190  
rVLIG    3078 TAGGAAGAGTTGGCAAGAATCAAGTGAATCACTACAAGACCAGAGCTACAGTCACAAGAATCAGCAGATATGTCGAGTCTCTACCCCTATCGTGTCCTTCATTAGAGTAG 3187  
 
mVLIG-1  3191 GAAATGACCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTTCTCAGTAAACGTAAACATGACGTGTTTTTTCACAGACACTGCAAAGGAAGCAACAAACACTGTCTC 3300  
rVLIG    3188 GAAATGGCCTCTCTGCTTCCAAATCTCAGATCATGAACTCTCTCCTCAGTAAACGTAAACATGATGTGTTTTTTCACAGACACTGTAGAGGAAGCAACAAAAACTGCCTC 3297  
 
mVLIG-1  3301 CTGATGCAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGGTTCTGTCCTGCCGGCCAAGGTGAGGACACGTTTGAAAATTGTCTGACCTTCACCAGTCTTCATGGAGATGCAAAGGAACA 3410  
rVLIG    3298 ATGATGGAGGGAGTGGTGGAAATCTGCTGGTTCTGTCCTGCAGGCCAAGGTGAGGACATATTTGACAAGTGTCTGACCTTCACCAATCTTCATGGAGATGCCAAGGAACA 3407  
 
mVLIG-1  3411 CACCCAACAACTCAGCTTCCTCCAACATGTCTCTTCTATCATTGTGGTCCTCATGTCAGTTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAAGCTTGTCAGACACCTCTGGCAGT 3520  
rVLIG    3408 TTGCCAACAACTCACCTTCCTGCAAGATGTCTCTTCTCTCATTGTGATCCTCATGTCAGCTTCTGATAACAATAAAGAAAACCAAAACTTTGTCAGACACCTCTGTCAGT 3517  
 
mVLIG-1  3521 CATCAACACCTTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAGGCCATAGCAAATACTTCTGGTAAAAGAATGAGAATTGGCATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACA 3630  
rVLIG    3518 CACCAAGACCCTTGATCTGCTTGATTGATGACAAAGAAAAAGTCATAGCAAATAATTCTGGTAAAAGAATGAGAATTGGCATCAAGAATAGAAATGAGGCAGAATTAACA 3627  
 
mVLIG-1  3631 GAGGAGCTCACCAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAACACTGTTCTCAGTTTAGAGGACTGTTCACAGACAGCTAGAGAGCTAGGATTCATTATTGATGAAGA 3740  
rVLIG    3628 GAGGAGCTCACAAATGCCATCAAACATTTTCTAGAGCTCTCTAATACTGCTCTCAGTTTAGAGGACTGTTCACAGATAGCTAGAAAACAAGGATTCCTTATTGATGAAGA 3737  
 
mVLIG-1  3741 CCAGAGAGACTGCAAGGAAGCCAAAGAAAAGGCTCAGACTGTAATGGCCCTCCTGGAGGAATACAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTTCAAGGACAAC 3850  
rVLIG    3738 CCAGAGGGACTGCGAGGAAGCCAAAGAAAAGGCACAGACCATAATGGCCCTCCTGGAGGAATGCAAGTTATCTCAGACAAAAGAAAATTTACTACCCCTACAGGGACAAC 3847  
 
mVLIG-1  3851 TTTGGCACCTTTGGTGTAAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGAGAAAAGGGGAATCGGAGCATCGAACAACACAAGAGTGAGATTGAAACACATAAAAGAAAAATT 3960  
rVLIG    3848 TTTGGCACCTTTGGTGTAAGAAAGACAAAGAATTCTATCATCTGAGAGAAAAGGGGAATAGGAGCATTGAACAACACAAGAGTGAGATTGAGACAGACAAAAGAACAATT 3957  
 
mVLIG-1  3961 CGACGTCAACAGTTGGAAAAAGCCTTTCCTCTCAATGATTTAATGCGCTCTGTTCTCGAACTCCTCCAAGACTATTCAGAAACACATAACAAACTCTACGTTTTGCAGTG 4070  
rVLIG    3958 CGACATCAGCAATTGGAAAAAGCCTTTCCCCTCAATGATTTGATGCGCTCTGTTCTTCAACTCCTCCAAGAATATTCAGAAACCCATAACAATCTCTACTTTTTGCAGTG 4067  
 
mVLIG-1  4071 GCTCACTCTGTTTTTTGACAACCTGACAATAGATCACCTGGACAAATTACATGAAAGGCAGAGATCTTTGTGGTTAAGGATACAAACAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGA 4180  
rVLIG    4068 GCTGACTCTGTTTTTTGACAACCTGACTACAGAACACCTGGAAAAGTTGCACGAAAAGCAGAGATCTTTGTGGTTAATGGTGCAAAGAGAAAAGCAAAGAGCACAGAAGA 4177  
 
mVLIG-1  4181 GCAACTC--------~TGTGCAGAATCAGATAGAAGCCATCTCCACAGAGATTCATAACTGTACTTTAGGAATTGAGCACCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAA 4281  
rVLIG    4178 ACAGCTCCCTGACACTCTGGCAGGATCAAATAGAAACAATCTCCACTGAGATTCATGACTGTACTTTAGGAACTGAGCATCTTCTCCGAGAAGTTGGCCAGATCTATGAA 4287  
 
mVLIG-1  4282 GCTCTGGAAGAAACTTCCTCCTCTAGAGATAGCCTTTTTCTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGACCTGATGATAGCTGGTGTTCCCATTGAGCTGATGGACGGGGATGC 4391  
rVLIG    4288 GCTCTGGAAGAAACTTCTTCCTCTATAGAAAACCTTTCTGTCTGCCTCCCTCAAATTGCTGCAGATCTGATGATAGCTGGGGTTCCCATTGAGCTGATGGATGGGGATGC 4397  
 
mVLIG-1  4392 TTCATATGTGCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTATTTTTGACAAGATCACAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTGCAGAGCTCAGGGA 4501  
rVLIG    4398 GTCTTATGTCCCTCTAAAGTGGGTAGCAGCTGTTTTTGACAAGATCTCAGAGAAAGTTGGAGACAAAAGGCTGTTTGTTCTCTCTGTCCTTGGCCTGCAGAGCTCAGGGA 4507  
 
mVLIG-1  4502 AGTCTACCCTACTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGTGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAGCTCCTGAAGGTGGAAGAGACATTCACAGAA 4611  
rVLIG    4508 AGTCTACCCTGCTGAATGCCCTGTTTGGCCTACAGTTCACAGTCAGCGCAGGCAGGTGTACCAAGGGGGCCTACATGCAACTTCTGAAGGTGGAAGAGACATTCACAGAA 4617  
 
mVLIG-1  4612 GAACTTGGCTTTAATTATGTGCTTGTTATAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTCAACAACAAATCCCAGAATTGGGACCATGAGTTGGCAACATTAGTCATTGG 4721  
rVLIG    4618 GAACTTGGCTTTGACTTTGTGCTTGTTGTAGACACAGAAGGACTTCGAGCTCCAGAACTAAACAATAAATCCAAAAATTGGGACCATGAGTTGGCAACCTTTGTGATTGG 4727  
 
mVLIG-1  4722 CCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCCTCAGACATTCAGGACATTCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCT 4831  
rVLIG    4728 CCTTGGAAACTTGACTCTGATCAATATTTTTGGGGAGAATCCATCAGAAATTCAAGACATCCTACAAATATCTGTTCAAGCATTTCTGAGAATGAAACAAGTGAAAATCT 4837  
 
mVLIG-1  4832 CCCCCAGTTGCCTCTTTGTCCATCAGAATGTGGGAGAAGTTACAGCAAAAGACCAAACTATGGAAGGACGGAAGAGACTGGAGCAGAAACTGGATGAAATGACTGCATTG 4941  
rVLIG    4838 CTCCCAGTTGCCTCTTTGTTCATCAAAATGTGGGCGAAGTTACTGTAAAAGACCAAACTATGGAAGGAAGAAGGCGACTGGAGCAAAAACTGGATGAAATGACAGCATTG 4947  
 
mVLIG-1  4942 GCTGCTGAGTTGGAAGAGTGTTCCAACATAACCCGCTTCAGTGATGTAATTAAGTTTGATGCCAATCGACATGTCTACTACTTTGCTCACCTATGGGATGGCAATCCCCC 5051  
rVLIG    4948 GCTGCTAAGTTGGAAGAGTGCTCAAACGTAACCCAATTCAGTGATGTAATTAAGTTTGATGCCAATACTCATGTCTACTATTTTGCTCACCTCTGGGATGGCAATCCTCC 5057  
 
mVLIG-1  5052 AATGGCTCCTCCCAATCCTCGCTATAGCTACAATGTCCAGGAACTAAGGAATGAAATTCTTTCAACTGCCCAGCAGGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATATCAGATT 5161  
rVLIG    5058 AATGGCTCCTCCCAATCTTCGTTATAGCTACAATGTCCAGGAACTAAGGAATGCTATTCTTTCAACTGCCCAGCAAGAATCTAGGGGAAGGATCTTGAAAATCTCCAATG 5167  
 
mVLIG-1  5162 TCAAATTCAGAGTTCAAGATTTGTGGAAAGCCCTTGTCAGTGAAAACTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGGTCATAGCCATGAGCAAACTGGAAACAAAGTAT 5271  
rVLIG    5168 TCAAATTCCGAGTTCAAGATCTGTGGAAAGCCCTAGTCACTGAGAACTTCATTTTCAGTTTCAGGAACACCCAAGAGCTCCTTGCCATGAGCAAACTGGAAACCATGTAT 5277  
 
mVLIG-1  5272 AATGAATGGACCTGGGAGCTAAGGAGTCATGTACTGGACTTACAGAATCAGCTTGACAATCAGATTCAAAATGGAAAAATCCTGACACTCACATCTAATTTACTAGAGGA 5381  
rVLIG    5278 AACCACTGGACCTGGGAGCTGAGGAGTCATGTACTGGATTTACAGAATCAGCTGAACAATCAGATTCAAAATGGGAAAATCTCGACACTCACATTCAGTTTACTAGAGGA 5387  
 
mVLIG-1  5382 ACCACTTAGCAGGAAACTTAAAACCATCAAAGAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATTGTGAAATATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAACACAAGT 5491  
rVLIG    5388 TCCACTTAGCAAGAAATATAAAACCATCAAACAAGAATTTGACAAATATTTTGAAGAAGACCCAGATAGTGAAACATTGGTTCAGTGGAAAGCAAATTTTGAGCATAAGC 5497  
 
mVLIG-1  5492 TACTAATCCTTAAAGATTCACTTATTTCAGACACCAGACAGAAATGCAATGAACATATCAGTCTTAAAAATAGCCAAGAAATACTTGATAACCAAAAGTCACAATATGAA 5601  
rVLIG    5498 TACTAATCCTTAAAGATGCACTTATTTCAGACACCAGAAGGAAAGGCGATGAATTTATCAGTCTTAAGAGAAGCCAGGAAACACTAAATAATCAAAAGTCACAATATGAA 5607  
 
mVLIG-1  5602 AATCAGTTGTTAGAGAGGAGCAGAAAGTTAGCTTTAAATTTGAAGGGTAAGGAATTAAGTGATGAAGAGTTGCATGAGAAATTCAGGCAACTTTGGACAAGTTGGATTTA 5711  
rVLIG    5608 AATGAATTGTTAGAGAGAAGCCGAAAGTTAGCTTTAAGTGTGAATGGTAAGGAATTAACTGATGAAGAGTTGTATGAGAAATTCAATCAACTTTGGACAAATTGGATCCA 5717  
 
mVLIG-1  5712 TGATGTATCTTCCAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGATTTGGACTCTGAAAATATCCTTCTGGAATATTTCAAGAAGGACAAAAATATTGTGGAAAGACTAA 5821  
rVLIG    5718 CAATGTATCTTCGAATGTTCCTCATGTCACAGAGCCTAACATTGACTTGGATTCTGAAAATATCCTTCTTGAATACTTCAATAAAGATAAAAATATTGGGGAAAGACTAA 5827  
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mVLIG-1  5822 AAATAAAGTCTCAAGGAAAGTTTGAAATCATGTATGACAAACATATTCAAATGAAAAAGAAATACCTTTTACTTAGAAAGAGTTTAGAAACCTGTCATGTTGAATCCATC 5931  
rVLIG    5828 AAATAAAGTCTGGAGAAAATTTTGAAATCATTTATGCCAAACATATCCAAATGAAAAAAATATATGGTGTATTACCAGAAAGCTTAGAAACCTATCATAAGGAATCTATC 5937  
 
mVLIG-1  5932 AAAAAGACAACCAACAACATTCAGTTAAAATTTACAGAAACACTTACAAACATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTACTTTCATGAAATCTTGAGGATCAT 6041  
rVLIG    5938 AATGAGATTACTAATAATATCGATTTAAAAGTTACTGAAGCACTGAAAAATATTTGGAAACAAAAGCGTGATTACAGTCAGAATTATTTTCATGAAATCTTAAGGATCAT 6047  
 
mVLIG-1  6042 AGAAAATGAGCTGAAATCTGAACCCTGTGAGGGAGACTACACATTTACCAAAGACTACATCATTGACTTATCCTTGTACTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGATTTCAAGA 6151  
rVLIG    6048 AGAAAATGAGCTGAAATCTGAACACTGTGTGAAAGACTACACATTTACCAGAGATTACAACATCGACTTATCCTTGTGCTTATTCCAAAGAGCATCCAAGGAATTCAAGG 6157  
 
mVLIG-1  6152 AAATGCACGCGGCATTCAAGACTGCAAATGACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAAGGTGCCACTTCAATC 6261  
rVLIG    6158 AAATACACGAGGCATTCAAGAGTGCGAATGACCCTGTGAACTATCTGGAGAGAAAGAAAGATGATTTCTTTATGAGTTTTAAGATCTCCTGCCAGGGTGCCACCTCCATC 6267  
 
mVLIG-1  6262 ACTTCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCAGCATATGGAAAATAATGGTTCAAAAAATAGCTGGAGACATGCGAGCCACCTGCCCTGA 6371  
rVLIG    6268 ACATCCTTTGTTGACTTCCTATGGCTCAAGCTCACTCCTGCTATCTCTGTCACCATATGGGAAATAATAGGTCCTAAAGTAGCTGGAGACATGCAAGCCACCTTCCCTGA 6377  
 
mVLIG-1  6372 ATTCAATGGAAACAGAGCTAACCTGGAGATACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAAATTTGATAAATACTGGAAATACATTCAAAAGCCAGAGGAATTTTTCA 6481  
rVLIG    6378 ATTCAATGGAAATAGAGCTAACCTGGAGAGACATATTCTCTACTCTCTAGCAGAAGAAGAAAATTTTGATAAATACTGGCAATACCTTCATCATCCAGAAGCATTTTTCA 6487  
 
mVLIG-1  6482 GGGATTATATTAGAGACCACATTAAAAGATACTGTTCAGAAAAAGAGAGTGAAAAAATAAAAACTTTTTTAAACATAAGCTTAGGTGACATCAAGAATACTATCCTGTCT 6591  
rVLIG    6488 GGAATTACATTAGAGACCACATTAGAAGATACTGTTTAGAAAAAAAAGGTAAAAAAATAAAGACTTTTTTAAAAATAAGTTTGGGCGACATCAAGACTGCCATCCTGTCT 6597  
 
mVLIG-1  6592 GCCATTCATAACTCCACAAAGGTAGCTAAAGCTAAAGGCAGCACTGCATCTCACTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCACCTAGGGAGCAACCTGGTCTTCCCAAGGAAAGA 6701  
rVLIG    6598 GCCATTCATGAGTCCACAGCAGTGGCTAAAGATAAAGGCAGCACTGCATCTGGCTGGCTGGATTTGTTCTGTGACCATCTAGGGAGCAACCTGGTCTTCCCAAGGAGAGA 6707  
 
mVLIG-1  6702 CCTGGTAAGCATAGAGCACCAGGAGCTAATGGATACTGAGTTCCTCAAAGAAGCCATGAGCAAAGCTTTGGATCCTGCAATGAGGGAAGTAGAAGAGGATTGTTCAAGTA 6811  
rVLIG    6708 CCTGGTAAGCATCGAGCACCAGGAGATAACGGACACTGAGTTTCTCAAAGAAGCCATGAGCACAGCTTTGGATCCTGCAATGAGGAAAGTAGAAGAGGACTGTTCAAGTA 6817  
 
mVLIG-1  6812 AGCACATAGATGAAATTGTTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGTTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAGGCAATTTGTACAAACACCATTCCC 6921  
rVLIG    6818 AGCAAATGGATGAAATCATTCCTGACATTGAGAAAATTCTCTCTGAACATCTCTGTGGCTGCTGGAAACAGTGTCCTTTTTGTAAAGCAATTTGTACAAACACCATTCCT 6927  
 
mVLIG-1  6922 CAGCATGAAGGAGACCACAGTGTGCCATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCATTGGCATAAAACAGACCAGTTCCACATTAATGTTTGTACTAGTAGTGTAGC 7031  
rVLIG    6928 CAACATGAAGGAGACCACAGTGTGCAATTCCACCGTCCTCAGGCTGTCAGTGGTTGGCATAAGCATAAAACAGACTACTTTGTCATTGACTGTTGTACCAGTTCAGTAGC 7037  
 
mVLIG-1  7032 AAGTAATATTTCCTTCATTTTAGATGGCTTCCGGGAATTCCCATTCAAGAAATATCGAGAAGCAGGAGGTGATTATGCCACATGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCC 7141  
rVLIG    7038 AAGTAATCATTCATTTATTTTACACGACCTCCAGAAATTCCCATACAAGAAATACAGAGAAGCAGGAGGTGATTTTGCCATGTGGAGCATCACCCCAGACTCATCTACCC 7147  
 
mVLIG-1  7142 AGCCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCATTTCAGATCAAACCTAGAAGAGAATTATGGCAAAAAATTTACAGGGAAAGGTAGTCTTCCAGATTTATGGACCAAAATCACA 7251  
rVLIG    7148 AACCATATTGGAAATGGTTTGTCTGTCACTTCAAATCAGAGCTAGAAAATAAATATGGCAAAAAATTTATAAATCTAGGCAGTATTCCAGATTTATGGACCAAAATTACA 7257  
 
mVLIG-1  7252 AAGCAAGAAGTCCTGAATGACTTAAAAAAA                                                 7281  
rVLIG    7258 AAGCAAGACGTACTGGATGACTTGAGAAACAATACTTGCCACAAATATGACACTAGATGGGCTGCAGATTTTTCACTT 7335  
 

 

Vergleich der Aminosäuresequenz von mVLIG-1 mit dem putativen VLIG Homolog der Ratte:  
 

mVLIG-1  1    MATAKCFTDEPQLQSRRKHNLQEMLTEVGLSVDYWLPKLQEDLGVTSAQALQYLDRNDLQKLKSQTTHTWEKRALEKLLDFSQPNSVAELQETPREMKKNRQRQAGQALQ 110   
rVLIG    1    MASAKYIPDEPQLRSKRRHDLQEMLTEVRLSVDYWLPKLQEDLGVTSAQALQYLDKRDLQKLKSQTQQTWEKRALERLLDLSHPNSVAELHETPEEMIKTRQRQAGQALH 110   
 
mVLIG-1  111  ALKALQSEGKHREEEAVRRKEAELRQAMEIPEECWPTAEVSLKDITEIMERHLSHMERTLAHSPNLSDGDLVRWASGGLALQGIYKTNHPRSLIQKREELLSVPKQFSLV 220   
rVLIG    111  ALKALQSEGKCREEEAVRRREAELRQAMEIPEECWPVAEVSLKDITEIMEKHLSHMEQTLALSQNLSDGDLVRWASGGLALQGIYKSSHQKSLIQKREELLSVPKQFSLV 220   
 
mVLIG-1  221  GPEHGTEIKTMEFSSFHEQAMFTETIKMMGFSSTSLVKGEGWGFSLEAGIDQNEQTASENTHQSHSEQTYFCSARFSYIPLATCHFHINDLELSNAALQELKTIEELLEQ 330   
rVLIG    221  GPERGMWIETKEFSSFQEQATFTHTIEMLGFSPNSLVKGEGWGLSLEAGMGQNKQTETDDTHKSHSEQSYFCSAKFSYVPLATCHFHINYLQLSKAALQELKSIEELLEQ 330   
 
mVLIG-1  331  TTDHRDGLPLLRHRAENFFHRFGSHANQGPLQLGGIYCWKAISEGFKSEHLADVKQQTRESLNIYIMGSYSGFGVKVGASVNIANSNSETASFSTTHLHSQTKVQLSVAQ 440   
rVLIG    331  TT-HPDGFPLLRHRTENFFHRFGSHANQGPLHLGGIYCWKAISEGFKSEQLDDVKKQAEESLNMYIKGSYSGFGVKVGASVNMPDSHSKTASHSTTHENLKTKVQLSVAQ 439   
 
mVLIG-1  441  IGGPAEADGIAQWTAGLVVSNQTWSVIDRELQLVPIWDIILSSHRTDFKNALQVANCLKDNYTALTELDAQIQEGEEFLTARKEAKLFIEDVKCWEVSDPEEQLTKLLDF 550   
rVLIG    440  TGGPAKADGIVQWTAGLVASNQTWSVIDRGLQLVPIWDIILSSHRTDFKDALQVANCLKDNYTALTGLAAQIQEGEEFLTAREEARLFLEDVKCWEVSDPEEQLNTLIHF 549   
 
mVLIG-1  551  MQTLSQKIKSYNIWINTCLTDWDLQNFLINTVKFCKTSPTYKTQFIKSQLCILLEPHVYKVTNFPEAHSIIQWINQSEYGEEQVKITSFSEFIKTLKKTHKYLMEVNFKN 660   
rVLIG    550  MQTLSQKIKSYTIWINTCLTDWNLQNFLINIVNFCKNSPTYKTQFIKSQLGSLLEPHVYKVTNFPQAQSIIQWINQSESKEEDIKITSFSEFIRTLKKTHTTLMEVNFKS 659   
 
mVLIG-1  661  EAPETVEEAERTATYEVTTALSSFLKYLKETEQPDMQLLLLSIAAGAGYQLVNSIFQHLLGCDELNFLLDQMQSNQHKYQELKNICNYRAQAFLVLTALRTTVEITDIST 770   
rVLIG    660  ESPETVEEAKRTATYEVTTALSSFMKYLRETEQPDMQLLVLTIAAGAGYQLVNSIFQHLLGCNELNFLVDQMQSNQHKYQELKNICNYRAQAFLVLTALRTTVEITDIST 769   
 
mVLIG-1  771  EEKRQRLALIKQHMGTLLSEEVAHVLTKHGEHHDWESLENDLRLLIEGDYKATTHYLQMDEVKKQLQSLCHGKKQTYKQKSNENITKGMIENGPFLKLLQRLGLDNYYPK 880   
rVLIG    770  DDKEQRLTLIKQHMGKLLSEEVAHILTKHGAHHDWENLENDLRLLIDGDYKATTPPLEMDEVKKQLQSLCHEKKQTYKQQSNDNNTKEMIENGPFLDLLQRLGLDHYYPK 879   
 
mVLIG-1  881  RMSRADFHLIYKTSVYNSQPRSEKELPFYFLQKLLMLDYGFRHLIVKDDENIKKQISIGSSNHENEDIDPYDDVIIDNDSPGYPSATESWPHIHPLDIQMTILHCADDLT 990   
rVLIG    880  RMSRADFHLLYKTSVYNSQPRSEKELPFYFLQKLLMLDYGLRHLVFKNDENIKKQISIGSDDYENEDFDPYEDVIKDNDSLSYPSATESWPHIHPMDIQMAIFHCADDLT 989   
 
mVLIG-1  991  RQYIFSKLSICHYALPLVVPNPNTSQIEFYLWSLRQIRKSWQDASKSPQDKSYSHRNQQMCRVSTPIVSFIRVGNDLSASKSQIMNSLLSKRKHDVFFHRHCKGSNKHCL 1100  
rVLIG    990  KQYILSKLSICQYALPLVVPNPNNSQIEFYLWSLRQIRKSWQESSESLQDQSYSHKNQQICRVSTPIVSFIRVGNGLSASKSQIMNSLLSKRKHDVFFHRHCRGSNKNCL 1099  
 
mVLIG-1  1101 LMQGVVEICWFCPAGQGEDTFENCLTFTSLHGDAKEHTQQLSFLQHVSSIIVVLMSVSDNNKENQKLVRHLWQSSTPLICLIDDKEKAIANTSGKRMRIGIKNRNEAELT 1210  
rVLIG    1100 MMEGVVEICWFCPAGQGEDIFDKCLTFTNLHGDAKEHCQQLTFLQDVSSLIVILMSASDNNKENQNFVRHLCQSPRPLICLIDDKEKVIANNSGKRMRIGIKNRNEAELT 1209  
 
mVLIG-1  1211 EELTNAIKHFLELSNTVLSLEDCSQTARELGFIIDEDQRDCKEAKEKAQTVMALLEEYKLSQTKENLLPLQGQLWHLWCKKDKEFYHLREKGNRSIEQHKSEIETHKRKI 1320  
rVLIG    1210 EELTNAIKHFLELSNTALSLEDCSQIARKQGFLIDEDQRDCEEAKEKAQTIMALLEECKLSQTKENLLPLQGQLWHLWCKKDKEFYHLREKGNRSIEQHKSEIETDKRTI 1319  
 
mVLIG-1  1321 RRQQLEKAFPLNDLMRSVLELLQDYSETHNKLYVLQWLTLFFDNLTIDHLDKLHERQRSLWLRIQTEKQRAQKSNS---VQNQIEAISTEIHNCTLGIEHLLREVGQIYE 1427  
rVLIG    1320 RHQQLEKAFPLNDLMRSVLQLLQEYSETHNNLYFLQWLTLFFDNLTTEHLEKLHEKQRSLWLMVQREKQRAQKNSSLTLWQDQIETISTEIHDCTLGTEHLLREVGQIYE 1429  
 
mVLIG-1  1428 ALEETSSSRDSLFLCLPQIAADLMIAGVPIELMDGDASYVPLKWVAAIFDKITEKVGDKRLFVLSVLGLQSSGKSTLLNALFGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLKVEETFTE 1537  
rVLIG    1430 ALEETSSSIENLSVCLPQIAADLMIAGVPIELMDGDASYVPLKWVAAVFDKISEKVGDKRLFVLSVLGLQSSGKSTLLNALFGLQFTVSAGRCTKGAYMQLLKVEETFTE 1539  
 
mVLIG-1  1538 ELGFNYVLVIDTEGLRAPELNNKSQNWDHELATLVIGLGNLTLINIFGENPSDIQDILQISVQAFLRMKQVKISPSCLFVHQNV-GEVTAKDQTMEGRKRLEQKLDEMTA 1646  
rVLIG    1540 ELGFDFVLVVDTEGLRAPELNNKSKNWDHELATFVIGLGNLTLINIFGENPSEIQDILQISVQAFLRMKQVKISPSCLFVHQNV-GEVTVKDQTMEGRRRLEQKLDEMTA 1648  
 
mVLIG-1  1647 LAAELEECSNITRFSDVIKFDANRHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSYNVQELRNEILSTAQQESRGRILKISDFKFRVQDLWKALVSENFIFSFRNTQEVIAMSKLETK 1756  
rVLIG    1649 LAAKLEECSNVTQFSDVIKFDANTHVYYFAHLWDGNPPMAPPNLRYSYNVQELRNAILSTAQQESRGRILKISNVKFRVQDLWKALVTENFIFSFRNTQELLAMSKLETM 1758  
 
mVLIG-1  1757 YNEWTWELRSHVLDLQNQLDNQIQNGKILTLTSNLLEEPLSRKLKTIKEEFDKYFEEDPDCEILVQWKANFEHKLLILKDSLISDTRQKCNEHISLKNSQEILDNQKSQY 1866  
rVLIG    1759 YNHWTWELRSHVLDLQNQLNNQIQNGKISTLTFSLLEDPLSKKYKTIKQEFDKYFEEDPDSETLVQWKANFEHKLLILKDALISDTRRKGDEFISLKRSQETLNNQKSQY 1868  
 
mVLIG-1  1867 ENQLLERSRKLALNLKGKELSDEELHEKFRQLWTSWIYDVSSNVPHVTEPNIDLDSENILLEYFKKDKNIVERLKIKSQGKFEIMYDKHIQMKKKYLLLRKSLETCHVES 1976  
rVLIG    1869 ENELLERSRKLALSVNGKELTDEELYEKFNQLWTNWIHNVSSNVPHVTEPNIDLDSENILLEYFNKDKNIGERLKIKSGENFEIIYAKHIQMKKIYGVLPESLETYHKES 1978  
 
mVLIG-1  1977 IKKTTNNIQLKFTETLTNIWKQKRDYSQNYFHEILRIIENELKSEPCEGDYTFTKDYIIDLSLYLFQRASKDFKKMHAAFKTANDPVNYLERKKDDFFMSFKISCQGATS 2086  
rVLIG    1979 INEITNNIDLKVTEALKNIWKQKRDYSQNYFHEILRIIENELKSEHCVKDYTFTRDYNIDLSLCLFQRASKEFKEIHEAFKSANDPVNYLERKKDDFFMSFKISCQGATS 2088  
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mVLIG-1  2087 ITSFVDFLWLKLTPAISVSIWKIMVQKIAGDMRATCPEFNGNRANLEIHILYSLAEEEKFDKYWKYIQKPEEFFRDYIRDHIKRYCSEKESEKIKTFLNISLGDIKNTIL 2196  
rVLIG    2089 ITSFVDFLWLKLTPAISVTIWEIIGPKVAGDMQATFPEFNGNRANLERHILYSLAEEENFDKYWQYLHHPEAFFRNYIRDHIRRYCLEKKGKKIKTFLKISLGDIKTAIL 2198  
 
mVLIG-1  2197 SAIHNSTKVAKAKGSTASHWLDLFCDHLGSNLVFPRKDLVSIEHQELMDTEFLKEAMSKALDPAMREVEEDCSSKHIDEIVPDIEKILSEHLCGCWKQCPFCKAICTNTI 2306  
rVLIG    2199 SAIHESTAVAKDKGSTASGWLDLFCDHLGSNLVFPRRDLVSIEHQEITDTEFLKEAMSTALDPAMRKVEEDCSSKQMDEIIPDIEKILSEHLCGCWKQCPFCKAICTNTI 2308  
 
mVLIG-1  2307 PQHEGDHSVPFHRPQAVSGWHWHKTDQFHINVCTSSVASNISFILDGFREFPFKKYREAGGDYATWSITPDSSTQPYWKWFVCHFRSNLEENYGKKFTGKGSLPDLWTKI 2416  
rVLIG    2309 PQHEGDHSVQFHRPQAVSGWHKHKTDYFVIDCCTSSVASNHSFILHDLQKFPYKKYREAGGDFAMWSITPDSSTQPYWKWFVCHFKSELENKYGKKFINLGSIPDLWTKI 2418  
 
mVLIG-1  2417 TKQEVLNDLKK                 2427  
rVLIG    2419 TKQDVLDDLRNNTCHKYDTRWAADFSL 2445  
 

 

Vergleich der vorhergesagten Proteinsequenz des Zebrafisch VLIG-Homologs mit der mVLIG-1 
CDS: 
 

1sthalf Zebr  1    ---------------------------------------------------------------------------PIAMTSLLIRARYPV 15    
mVLIG-1 Prot  1621 VGEVTAKDQTMEGRKRLEQKLDEMTALAAELEECSNITRFSDVIKFDANRHVYYFAHLWDGNPPMAPPNPRYSYNVQELRNEILSTAQQE 1710  
2ndhalf Zebr 1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
1sthalf Zebr  16   SRSDGLLLTHLKDCIKDLWEALLNERFVFSFRNSLEISVYRKLETEYSKWYWSLRRCVMETENKLHNQIENEAIHKVAEIDLYNELKKTS 105   
mVLIG-1 Prot  1711 SRGRILKISDFKFRVQDLWKALVSENFIFSFRNTQEVIAMSKLETKYNEWTWELRSHVLDLQNQLDNQIQNGKILTLTSNLLEEPLSRKL 1800  
2ndhalf Zebr 1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
1sthalf Zebr  106  EEVEKRMTEFFEKDPDADILIQWRTSFEIKSKELQENIVRETKEKLNDILQQRDMKKKIDAQRTHHENTLYEKSKELALKLKDKANNDDT 195   
mVLIG-1 Prot  1801 KTIKEEFDKYFEEDPDCEILVQWKANFEHKLLILKDSLISDTRQKCNEHISLKNSQEILDNQKSQYENQLLERSRKLALNLKGKELSDEE 1890  
2ndhalf Zebr  1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
1sthalf Zebr  196  LKAEFDSFWKQCMN---------------------------------------------------------------------------- 209   
mVLIG-1 Prot  1891 LHEKFRQLWTSWIYDVSSNVPHVTEPNIDLDSENILLEYFKKDKNIVERLKIKSQGKFEIMYDKHIQMKKKYLLLRKSLETCHVESIKKT 1980  
2ndhalf Zebr  1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
1sthalf Zebr  209  ------------------------------------------------------------------------------------------ 209   
mVLIG-1 Prot  1981 TNNIQLKFTETLTNIWKQKRDYSQNYFHEILRIIENELKSEPCEGDYTFTKDYIIDLSLYLFQRASKDFKKMHAAFKTANDPVNYLERKK 2070  
2ndhalf Zebr  1    ------------------------------------------------------------------------------------------ 1     
 
1sthalf Zebr  209  ------------------------------------------------------------------------------------------ 209   
mVLIG-1 Prot  2071 DDFFMSFKISCQGATSITSFVDFLWLKLTPAISVSIWKIMVQKIAGDMRATCPEFNGNRANLEIHILYSLAEEEKFDKYWKYIQKPEEFF 2160  
2ndhalf Zebr  1    ------------------------CQKLKKPIEQSVYKKTARDLADEMRSNCESLNGNRSNLEKHILKTLAEEEDFDKYMNYIHNPKDHF 66    
 
1sthalf Zebr  209  ------------------------------------------------------------------------------------------ 209   
mVLIG-1 Prot  2161 RDYIRDHIKRYCSEKESEKIKTFLNISLGDIKNTILSAIHNSTKVAKAKGSTASHWLDLFCDHLGSNLVFPRKDLVSIEHQELMDTEFLK 2250  
2ndhalf Zebr  67   KSFIRDEVSRYIRDKFSISVLPKMEENIKLLQQKIMNAAHQSTEHVQVNSGDVGLWLKSFTQQLSDQLIFSEKDLSGVKHDDVDDFRLLE 156   
 
1sthalf Zebr  209  ------------------------------------------------------------------------------------------ 209   
mVLIG-1 Prot  2251 EAMSKALDPAMREVEEDCSSKHIDEIVP---DIEKILSEHLCG-CWKQCPFCKAICTNTIPQHEGDHSVPFHRPQAVSGWHWHKTDQFHI 2336  
2ndhalf Zebr  157  DVIRQELPAVMSDISSRFNTDTFPVKLDYKFRPDELLIDHFCRCCWVQCPFCGVICTNTRENHDGDHSAPFHRVIGLNGQFCAGTKNLSI 246   
 
1sthalf Zebr  209  ------------------------------------------------------------------------------------------ 209   
mVLIG-1 Prot  2337 NVCTSSVASNISFILDG-FREFPFKKYREAGGDYATWSITPDSSTQPYWKWFVCHFRSNLEENYGKKFTGKGSLPDLWTKITKQEVLNDL 2425  
2ndhalf Zebr  247  NICTSAVASDQSFNPTASTKSVPWGDYRRAGGVYADLSITPDLP-LPYWKWFVSRFQKDLEKYYSKTFEKEG--YTSMGKYTNQGAVKRL 333   
 
1sthalf Zebr  209  ------------------209   
mVLIG-1 Prot  2426 KK--------------- 2427  
2ndhalf Zebr  334  QYTSIGGGENGNSVLPV 350   
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Eine Liste IFN-γγ  regulierter Gene, Version 2.0 
 

 

Viele der durch IFN-γ regulierten Gene lassen sich spezifischen zellulären Programmen der 

 IFN-γ Antwort zuordnen, oftmals erfolgt jedoch auch eine gleichzeitige Zuordnung in mehrere 

Programme. Um Mehrfachnennungen zu vermeiden wurde die Liste daher in alphabetischer 

Reihenfolge ausgedruckt. 

Da die Liste als FileMaker-Pro Datenbank vorliegt konnten keine Seitenzahlen eingefügt werden. 

 

 

Die Liste gliedert sich in: 

 

• 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 Abkürzungen:  

 

(u)  positive Regulation der Expression (upregulated) 

(d)  negative Regulation der Expression (downregulated)  

(e)  positive Interaktion mit anderen Zytokinen (enhanced) 

(r)  negative Interaktion mit anderen Zytokinen (repressed)  

(uu)  synergistischer Effekt bei der positiven Regulation der Expression 

(dd)  synergistischer Effekt bei der negativen Regulation der Expression 

a), b), c).... wurden einerseits angewandt um konträre Ergebnisse innerhalb einer Spezies 

kenntlich zu machen und andererseits um eine unterschiedliche Speziesherkunft 

aufzuzeigen 

M0 Makrophagen 

EF embryonale Fibroblasten 
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