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1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Die Gruppe der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen umfasst als Hauptentitdten die
Colitis ulcerosa und den Morbus Crohn.

Die Colitis ulcerosa ist eine distal vom Rektum ausgehende und sich von dort aus
kontinuierlich auf das Kolon ausdehnende entziindliche Erkrankung der Mukosa. Sie ist
gekennzeichnet durch Ulzerationen der oberflédchlichen Schleimhautschichten. Der Morbus
Crohn st eine  diskontinuierlich  auftretende  Entziindung des  gesamten
Gastrointestinaltraktes, die alle Schichten der Schleimhaut betrifft und mit Fistel- und
Abszessbildung einhergehen kann. Haufigste Lokalisation ist das terminale Ileum und das
proximale Kolon. Histologisch lassen sich haufig Granulome nachweisen. Beide
Erkrankungen zeichnen sich durch ihren schubweisen Verlauf aus. Weiterhin konnen sie
sich extraintestinal, vor allem an Haut, Augen, Gelenken und Leber manifestieren. Als
Komplikationen sind das Malabsorptionssyndrom, Wachstumsstdrungen bei Kindern, zum
Ileus flihrende Darmstenosen, Darmperforationen, das toxische Megakolon, starke
Blutungen, die selten auftretende Amyloidose und besonders das Kolonkarzinom

gefiirchtet (Briining, 1999, Fleig, 1999).

1.2 Atiopathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Atiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist bisher unbekannt und
Gegenstand intensiver Forschung. Die klassische Einteilung der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, die durch Definition von
Subtypen weiter spezifiziert wurde, wird in letzter Zeit mehr und mehr durch Ergebnisse
genetischer Analysen in Frage gestellt (Ahmad ef al., 2001).

Derzeit geht man davon aus, dass die Symptomkomplexe, die sich klinisch als chronisch
entziindliche Darmerkrankungen manifestieren, durch das Zusammenspiel einer Reihe

verschiedener Faktoren bedingt sind. So gibt es Daten, die nahe legen, dass prénatale
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Infektionen, Stillen, Infektionen in der Kindheit, Nikotinkonsum, die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva, Hygiene, Erndhrungsgewohnheiten, aber auch soziale Komponenten wie
die Ausbildung oder psychosomatische Aspekte wie Stress einen Einfluss auf die
Ausbildung und den Verlauf einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung haben
(Fiocchi, 1998).

Neben diesen Beobachtungen weil man durch Familienstudien, dass in der Atiologie der
chronisch entziindlichen Darmerkrankung auch die Genetik eine grofle Rolle spielt. Zwar
ist keine einfache Mendelsche Vererbung fiir das Entstehen eines Morbus Crohn oder einer
Colitis ulcerosa verantwortlich, aber vor allem die Tatsache, dass eineiige Zwillinge eine
signifikant hohere Konkordanz beziiglich des Auftretens chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen aufweisen als zweieiige Zwillinge (Ahmad et al., 2001, Farrell und
Peppercorn, 2002, Tysk et al. 1991) zeigt, dass neben Umgebungsfaktoren eine genetische
Pradisposition wichtig ist. Die Konkordanzniveaus betragen 6-14% fiir die Colitis ulcerosa
und 44-50% fiir den Morbus Crohn. Demzufolge scheint die Colitis ulcerosa stirker von
Umgebungsfaktoren abhingig zu sein (Farrell und Peppercorn, 2002).

Als genetisch priadisponierend flir das Auftreten einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung werden einige Polymorphismen diskutiert. Dabei gilt es zu beachten, dass
Mutationen in verschiedenen Genen zu sehr dhnlichen Phénotypen fiihren kdnnen. Derzeit
vermutet man, dass es auf molekularer Ebene eine Reihe unterschiedlicher Dysfunktionen
gibt, die genetisch determiniert sind, durch Umgebungsfaktoren getriggert werden und sich
dann klinisch als chronisch entziindliche Darmerkrankung manifestieren (Ahmad et al.,
2001). Durch Kopplungsanalysen ermittelte man Regionen, die entweder Empféanglichkeit
fir die Colitis ulcerosa und den Morbus Crohn, oder nur fiir eine der Krankheiten
determinieren. Die Ergebnisse waren nicht alle replizierbar und miissen vorsichtig
interpretiert werden, aber dennoch stiitzen sie die These von verschiedenen genetisch
bedingten Defekten als Ursache des klinisch vielgestaltigen Krankheitsbildes. Die bisher
beschriebenen Kopplungszonen liegen auf den Chromosomen 1, 3,4, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 16
und 21 und enthalten eine Reihe von Kandidatengenen, deren Defekt im Rahmen der
Pathophysiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine Rolle spielen
konnte (Ahmad et al, 2001). 2001 veroffentlichten zwei Arbeitsgruppen unabhingig
voneinander Ergebnisse, die belegen, dass eine Leserasterverschiebung im NOD2-Gen

(nucleotide binding and oligomerization domain) mit einer Empfanglichkeit fiir Morbus
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Crohn assoziiert ist (Hugot et al., 2001, Ogura et al., 2001). Das NOD2-Gen liegt auf
Chromosom 16 in einer Kopplungszone, in der auch andere Genloci liegen sollen, in denen
eine Mutation mit einer erhohten Empfanglichkeit fiir chronisch entziindliche
Darmerkrankungen verbunden sein soll (Hampe et al., 2002). Das Genprodukt von NOD?2,
ein intrazelluldrer Rezeptor flir bakterielle Bestandteile, fiihrt zu einer Aktivierung von
Nuclear Factor kappa B (NFkB) und steigert die Induktion von NFxB durch
Lipopolysaccharide (LPS) (Ogura et al., 2001). NFxB ist ein Transkriptionsfaktor, der
physiologischerweise unter anderem durch Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) oder LPS
aktiviert wird, sich im Zellkern an spezifische Bindungsstellen anlagert und die
Transkription von Entziindungsgenen reguliert (Schreiber, 1999). Die Mutation im NOD2-
Gen trat in zwei bisher untersuchten deutschen und britischen Kollektiven bei 6,5% der
Patienten mit Morbus Crohn homozygot auf, so dass der Mutation bisher eine geschitzte
Bedeutung von 18% fiir das genetische Risiko der Erkrankung zugeordnet wird (Hampe et

al.,2001). Bei der Colitis ulcerosa scheint dieses Gen nicht von Bedeutung zu sein.

Ein weiteres viel diskutiertes Feld in der Atiologie und Pathogenese chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen ist die Frage, ob es sich bei der Entziindung um eine
physiologische Reaktion des Darmes auf einen pathogenen Stimulus oder um eine
entgleiste Reaktion auf einen physiologischen Reiz handelt. Bisher konnte kein
Mikroorganismus identifiziert werden, der flir das Auftreten chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen verantwortlich gemacht werden kann, und die nachgewiesenermal3en
erhohten Antikorpertiter (Blaser et al., 1984) der Patienten lassen sich als sekundire
Reaktion des Organismus im Rahmen der Entziindung interpretieren. Die bakterielle
Besiedlung des Dickdarmes bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
zeichnet sich durch hohe Bakterienkonzentrationen aus, besonders bei Patienten mit
Morbus Crohn. Die Zusammensetzung der bakteriellen Flora unterscheidet sich allerdings
nicht signifikant von der bei Kontrollpatienten (Swidinski et al., 2002). Die Beobachtung,
dass im dem Stuhlfluss nicht ausgesetzten Darm nach Anlage eines endstindigen
[leostomas bei Patienten mit Morbus Crohn die Entziindung abklingt und erst nach
Reanastomosierung des Darmes wieder eine neue Entziindung auftritt (D’Haens et al.,

1998), verdeutlicht den Einfluss, den der Stuhlfluss und die damit verbundene Stimulation
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des Darmes durch die kommensalen Bakterien fiir Auslésung und Aufrechterhaltung der
Entziindung haben (Carter et al., 2001).

Im Rahmen einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung sind alle intestinalen Zellen in
die Erkrankung einbezogen. Mesenchymale Zellen wie Fibroblasten, Myofibroblasten und
glatte Muskelzellen und die Zellen der intramuralen Nervenplexus als Verbindungsglied
zwischen neuroendokrinem System und Darm sind ebenso in ihrer Funktion verdndert
(Fiocchi, 1998) wie die Epithelzellen. Diese unterhalten die Entziindung durch ihre zu
einer gesteigerten Immunreaktion filhrenden erhohten Permeabilitit fiir Antigene, die
Freisetzung proinflammatorischer Substanzen und ihre Rolle als antigenpridsentierende
Zellen (Panes, 2001). Das Endothel des intestinalen Gefdflsystems ist, wahrscheinlich als
sekundédre Reaktion auf die Entziindung, ebenfalls geschiddigt und trigt, eventuell durch
seine gesteigerte Bindungsfdhigkeit fiir Leukozyten, zur Aufrechterhaltung der

chronischen Entziindung bei (Binion et al., 1997, 1998).

Die Aktivitit der mukosalen T-Zellen von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zeigt einige Auffilligkeiten. Die Makrophagen der Lamina propria von
Patienten mit Morbus Crohn produzieren vermehrt Interleukin-12 (IL-12), ihre Lamina-
propria-T-Zellen vermehrt Interferon y. Dies wird im Rahmen einer typischen T-Helfer-1-
Zell Antwort interpretiert. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa liegt eine verstarkte IL-5-
Ausschiittung vor, die trotz bisher nicht nachgewiesener IL-4-Uberproduktion als
Bestandteil einer T-Helfer-2-Zell Antwort gesehen wird. Beide Immunreaktionen gelten
als fehlregulierte T-Zell-Antworten auf Antigene der intestinalen Mikroflora. Die gestorten
Immunreaktionen von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen versucht
man durch Antikdrper gegen zentrale Zytokine der die Entziindung unterhaltenden
Zytokinkaskaden zu durchbrechen. Diese Ansitze fiihren in Tiermodellen zu einer
Remission der Entziindung (Blumberg und Strober, 2001).

Zusitzlich zu den Auffilligkeiten bei den immunregulatorischen Zytokinen scheinen die
proinflammatorischen Zytokine IL-1, -6, -8 und TNFa bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen erh6ht zu sein (Fiocchi, 1998) und Anti-TNFa-
Antikorper werden bereits in der Klinik als potentes Therapeutikum bei Vorliegen eines

Morbus Crohn genutzt (Targan et al., 1997, van Deventer, 1997).
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Auch eine Autoimmunreaktion als wursdchlicher Faktor chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen ist weiterhin in der Diskussion, und auch auf diesem Gebiet gibt es viel
versprechende Ansdtze. So kommen im Serum von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen verschiedene Autoantikdrper, zum Beispiel gegen Bestandteile des
Cytoskelettes oder des Dickdarmes vor, diese sind aber nicht spezifisch und fiir sie ist
bisher kein pathogenetischer = Zusammenhang zu  chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen nachgewiesen (Fiocchi, 1998). Ca. 70% der Patienten mit Colitis
ulcerosa weisen pANCA auf, und auch andere autoimmune Proteine treten bei der Colitis
ulcerosa deutlich haufiger auf als beim Morbus Crohn, so dass bei der Colitis ulcerosa ein
Zusammenwirken von Autoimmun- und Umgebungsfaktoren im Vordergrund zu stehen
scheint (Farrell ef al., 2002). Die bei Patienten mit Colitis ulcerosa vermutete T-Helfer-2-
Zell Immunantwort passt gut in diesen Kontext, da mit Colitis ulcerosa assoziierte

Autoantikorper eine solche zur Aktivierung benétigen (Blumberg und Strober, 2001).

Das wichtigste Standbein der Standardtherapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
ist eine Immunsuppression, die die fehlregulierte Immunreaktion des Organismus auf die
Darmflora (Shanahan, 2001) bremsen soll. Ein neuer therapeutischer Ansatz ist die
Applikation von Probiotika. Ausgehend von der Beobachtung, dass eine normale
bakterielle Flora eine fehlregulierte Immunreaktion auszul6sen scheint, entwickelte man
das Konzept, Bakterien wie nichtpathogene E. coli, Lactobacilli oder Bifidobakteria, die
keine entziindungsverstirkenden Effekte zu haben scheinen, der Darmflora zuzugeben.
Erste Ergebnisse sind vielversprechend. Die diskutierten Wirkmechanismen der Probiotika
umfassen eine kompetitive Hemmung der normalen Flora, Immunmodulation, Einfluss der

Probiotika auf Epithelzellen und Produktion antimikrobieller Metabolite (Shanahan, 2001).
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1.3 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide sind ein zentraler Bestandteil der unspezifischen Abwehr des
Menschen. Sie kommen in zahlreichen Organen und Organsystemen vor, zum Beispiel in
der Lunge, auf der Haut, auf Epithelien des Auges, des Urogenitaltraktes und des
Gastrointestinaltraktes (Fellermann et al., 2001). Die antimikrobiellen Peptide werden
entweder in Korperfliissigkeiten wie die Lymphe abgegeben, sie kommen in
phagozytosefdhigen Zellen vor oder sie werden auf Schleimhautoberflichen freigesetzt
(Hecht, 1999).

In der groBBen und weiterhin wachsenden Gruppe der bekannten antimikrobiellen Peptide,
von denen mittlerweile Hunderte in Pflanzen, Insekten und verschiedensten Tieren bis hin
zum Menschen entdeckt worden sind, bilden die Defensine eine Familie.

Bei den Defensinen handelt es sich um kationische, argininreiche Molekiile eines
Molekulargewichtes von 3-5 kDa, die aus 28-44 Aminosduren bestehen und eine typische
Tertidrstruktur mit drei antiparallelen p-Faltbldttern, die durch Schleifen und eine (-
Haarnadel verbunden sind, besitzen. Weiterhin kommen in Defensinen immer drei
Disulfidbriicken zwischen ihren sechs Cysteinresten vor. Bei a-Defensinen liegen die
Disulfidbriicken zwischen Cys 1 und 6, Cys 2 und 5 und Cys 3 und 4, wihrend sie bei -
Defensinen die Aminosdurereste Cys 1 und 5, Cys 2 und 4 und Cys 3 und 6 verbinden.
Bisher sind die a-Defensine Humanes Neutrophiles Peptid (HNP) 1-4 und Humanes
Defensin (HD) 5-6 beschrieben. Die bekannten [B-Defensine heilen Humanes Beta
Defensin (HBD) 1-4 (Fellermann et al., 2001, Garcia et al., 2001, Harder et al., 2000,
Lehrer und Ganz, 1999). Auf menschlichen Schleimhiuten sind bisher HD 5-6 und HBD
1-3 nachgewiesen worden (Frye et al., 2000, Harder et al, 2001), HNP 1-4 kommen
bevorzugt in menschlichen Granulozyten vor, wo sie 10% der gebildeten Proteine
ausmachen (Ganz, 1999).

Aufgrund ihrer polaren Molekiilstruktur konnen Defensine in Phospholipidmembranen
eindringen und entweder allein oder nach Bildung eines Komplexes Poren bilden. Es wird
postuliert, dass der geringere Anteil anionischer Phospholipide in Membranen von
Eukaryonten diese vor einer Schiadigung durch Defensine schiitzt (Ganz, 1999).

Die humanen epithelialen a-Defensine HD 5-6 besitzen ein breites bakterizides und

fungizides Wirkspektrum (Bevins et al., 1999). So ist fiir rekombinantes HD 5 eine
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Wirkung gegen Listeria monocytogenes, E. coli, Salmonella typhimurium und Candida
albicans nachgewiesen (Martin Porter ef al., 1997).

HBD 1, das in geringer Menge konstitutiv exprimiert wird (Zhao et al., 1996), wirkt
bakterizid gegen Gram-negative Bakterien (Hecht, 1999). Die Bildung von HBD 2 wird
durch Bakterien, Hefen und proinflammatorische Zytokine wie TNFa oder IL-1p induziert.
Es wirkt bakterizid gegen Gram-negative Bakterien und Candida albicans und
bakteriostatisch gegen Gram-positive Bakterien. HBD 3 ist wie HBD 2 induzierbar, es ist
allerdings bakterizid gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien. Aulerdem ist es
wirksam gegen Candida albicans (Harder et al., 2001, Schibli et al., 2002).

HBD 4, fiir das eine starke antimikrobielle Aktivitit gegen Staphylococcus carnosus und
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen wurde, war in vitro durch Gram-positive
Bakterien, Gram-negative Bakterien und besonders durch Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA), einen Proteinkinase-C-Stimulator, induzierbar, nicht aber durch IL-la, IL-6,
Interferon y und TNFa (Garcia ef al., 2001).

Die Genloci der humanen Defensine liegen auf Chromosom 8p22-p23.1 (Harder, 1997,
Liu, 1997). Fiir HBD 1 sind Polymorphismen beschrieben, deren Bedeutung allerdings

bisher unklar ist.

1.4 Defensinexpression im Kolon bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Im Kontext chronisch entziindlicher Darmerkrankungen interessiert neben den
biologischen Funktionen der auf menschlichen Schleimhduten vorkommenden Defensine
vor allem ihr Expressionsmuster im Gastrointestinaltrakt. Erstbeschreiber des
Vorkommens von HD 5-6 im Diinndarm waren Jones und Bevins (Jones und Bevins, 1992,
1993). Die Expression der f-Defensine HBD 1-2 wurde zuerst von O’Neil et al. (O’Neil et
al., 1999) publiziert. Frye et al. (Frye et al., 2000) untersuchten die Expression von HD 5-
/6- und HBD 1-/2-mRNA im Gastrointestinaltrakt von Patienten, bei denen eine
Darmerkrankung endoskopisch ausgeschlossen wurde. Man stellte eine geringe, aber bei
allen Patienten vorhandene Expression von HBD 1-mRNA fest. HBD 2-mRNA war bei

keinem der Patienten nachweisbar. Diese Ergebnisse weisen auf eine konstitutive Bildung
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von HBD 1 hin, wihrend HBD 2, wie bereits beschrieben, im Rahmen einer Entziindung
induziert wird.

Die a-Defensine HD 5-6 wiesen ein uneinheitliches Expressionsmuster auf, das vor dem
Hintergrund der Tatsache, dass bislang wenig iiber die Regulation der o-Defensin-
Expression bekannt ist, schwer zu interpretieren ist.

Versuche der eigenen Arbeitsgruppe (Wehkamp et al., 2002) beleuchten die Expression
von B-Defensinen bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. HBD 1
wurde in allen Patientengruppen vergleichbar hdufig nachgewiesen. In der entziindeten
Mukosa zeigte sich eine Reduktion. Eine Expression von HBD 2 wurde bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen signifikant haufiger nachgewiesen als bei
nicht entziindeten Kontrollen. Interessanterweise gab es hier allerdings auch einen
Unterschied zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa: Bei Patienten mit Colitis
ulcerosa war signifikant hdufiger HBD 2-mRNA nachweisbar als bei Patienten mit Morbus
Crohn. Diese Beobachtung, die nicht durch die medikamentése Therapie bedingt zu sein
scheint, da diese sich nicht erheblich unterscheidet, fithrte zu der Frage, ob ein Defekt der
HBD 2-Regulation, zum Beispiel in der Promotorregion, bei einer der Erkrankungen
vorliegt, der diese unterschiedliche mRNA-Expression hervorruft.

Kiirzlich wurde beschrieben, dass auch HBD 3 vom Kolonepithel exprimiert wird. Das
Expressionsmuster von HBD 3 bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gleicht
dem von HBD 2, auch HBD 3 war vorwiegend bei Patienten mit Colitis ulcerosa erhoht,

nicht aber bei Patienten mit Morbus Crohn (Wehkamp et al., 2003).

1.5 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Promotorregion des HBD 2-Gens von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe analysiert werden. Zu diesem Zweck sollte DNA aus
Kolonschleimhautbiopsien extrahiert werden und zunachst die Promotorregion des HBD 2-
Gens sequenziert werden. Folgende Patientenkollektive wurden gewihlt: eine Gruppe von

Patienten mit Colitis ulcerosa, bei denen HBD 2-mRNA nachgewiesen wurde, und je eine
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Gruppe von Patienten Morbus Crohn und eine Kontrollgruppe ohne chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, bei denen keine HBD 2-mRNA nachgewiesen wurde. Die Sequenzen
sollten mit einer Referenzsequenz, publiziert von Bevins et al. (H. sapiens beta defensin 2
(HBD2) gene, complete cds., GenBank access code AF071216), verglichen werden.

In einem zweiten Versuchsteil sollte die Promotoraktivitit des untersuchten DNA-
Fragmentes festgestellt werden und mit Aktivitdten kleinerer Teile des Fragmentes
verglichen werden, um Riickschliisse auf die Relevanz mdglicher Transkriptionsfaktor-
bindungsstellen ziehen zu konnen. Weiterhin sollten die Auswirkungen auffilliger, auf
eine Patientengruppe beschrinkter Sequenzunterschiede auf die Promotoraktivitit des

untersuchten Fragmentes untersucht werden.
Zusammenfassend lassen sich folgende Fragen formulieren:
1) Gibt es in der Promotorregion des HBD 2-Gens bei Patienten mit chronisch
entziindlichen = Darmerkrankungen Sequenzabweichungen gegeniiber einer

Kontrollgruppe?

2) Treten solche Sequenzabweichungen in einer Patientengruppe gehéduft auf und/oder

liegen sie in moglichen Transkriptionsfaktorbindungsmotiven?

3) Besitzt das analysierte DNA-Fragment Promotoraktivitét?

4) Besitzen Teilfragmente des analysierten DNA-Fragmentes Promotoraktivitdt und

wie stark ist diese im Vergleich zu der des Gesamtfragmentes?

5) Fiihren Basenveridnderungen, die in einer der Patientengruppen gehéuft auftreten,

zu einer Verdnderung der Aktivitit des Promotorfragmentes?
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2 Materialien und Geriite

2.1.1 Chemikalien

Agarose [ Amresco, USA
Ampicillin Boehringer, Mannheim
Aqua bidest DeltaSelect, Pfullingen

Bacto® Tryptone

Becton Dickinson, USA

Bacto® Yeast Extract

DIFCO Laboratories, USA

Bitek Agar Becton Dickinson, USA
Borsédure Sigma, Deisenhofen
Bromthymolblau Merck, Darmstadt
DMSO Sigma, Deisenhofen
EDTA Sigma, Deisenhofen

Essigsédure (Eisessig) 100%

Merck, Darmstadt

Ethanol p. a.

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid, Stock Solution

Amresco, USA

Foetal Bovine Serum

Gibco, Grofibritannien

G418 Sulfate

PAA Laboratories, Osterreich

Glycerin

Sigma, Deisenhofen

HEPES

Sigma, Deisenhofen

Isopropanol p.a.

Merck, Darmstadt

Kanamycin Monosulfate

Sigma, Deisenhofen

Natriumchlorid p. a.

Merck, Darmstadt
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Natriumcitrat

Merck, Darmstadt

PBS-DULBECCO (1*) w/o Ca”", Mg™

Biochrom KG, Berlin

Penicillin-Streptomycin Solution

Sigma, Deisenhofen

RPMI 1640 Medium with L-Glutamine

Gibco, Grof3britannien

SDS

Sigma, Deisenhofen

Tris-Base

Sigma, Deisenhofen

Trypsin 10* Solution

Sigma, Deisenhofen

Tumor Necrosis Factor alpha

Strathmann Biotec AG, Hamburg

Xylencyanol

Merck, Darmstadt

2.1.2 Materialien

Elektroporationskiivetten

Gene Pulser Cuvettes

0,4 cm gap

BIO-RAD, Miinchen

Messplatten (Luminometer)

FluoroNunc 96 wells

NUNC, Déanemark

Probenrohrchen

15 ml, 50 ml

1,5 ml Mikroschraubréhren,

Biosphere Microtubes
1,5 ml und 2 ml,
Multiply-PCR-GefdlBe,
Multiply-PCR-Ketten

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturflaschen

NUNCLON EasyFlask' ",

Kulturoberfliche 75cm?,

mit Filter

NUNC, Déanemark

Zellkulturschalen

NUNCLON ™A

Multischalen 6 wells

NUNC, Dianemark
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2.1.3 Kits und Reagentien fiir die Sequenzierung

Thermosequenase Amersham, Braunschweig
A, C Mixes Amersham, Braunschweig
Borsdure Sigma, Deisenhofen

Chill out wax

Biozym, Hess. Oldendorf

DMSO

Sigma, Deisenhofen

EDTA

Sigma, Deisenhofen

Rapid gel XL (40%) Gellosung

Amersham, Braunschweig

Sequitherm excel

Biozym, Hess. Oldendorf

SSB Amersham, Braunschweig
Stop/Loading Puffer Amersham, Braunschweig
TMAC Sigma, Deisenhofen

Tris Sigma, Deisenhofen

Urea USB, USA

0,45um Filter, Milliex-HA

Millipore, Eschborn
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2.1.4 Kits

Dual-Luciferase ' Reporter Assay System

Promega, USA

NucleoSpin“Plasmid Mini-Prep-Kit

Macherey-Nagel, Diiren

Prep-A-Gene”™ DNA Purification Systems

BIO-RAD, Miinchen

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN, Hilden

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit

Invitrogen, USA

2.1.5 Enzyme
DNA-Polymerasen Pfu DNA Polymerase Promega, USA
Taq DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen | Aat II MBI Fermentas, St. Leon-
Rot
EcoO 651 Amersham, Braunschweig
Hind III
Kpn I
Stu |
Xho I
DNA-Ligase T4-DNA-Ligase Roche, Schweiz

2.1.6 Verwendete Zelllinie

HelLa-Zellen

ATCC Nummer: CCL-2
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2.2 Verwendete Gerite

Analysenwaage AK160 Mettler, Giessen
Brutschrinke kelvitron®t Heraeus, Hannover
Elektroporator Gene Pulser® II BIO-RAD, Miinchen
Flachbrett- The Unbreakable Horizontal | Owl Scientific, Inc., USA
Gelelektrophorese- Minigel System

Apparatur

Gelschlitten EASY-CAST™ WTW, Weilheim

Electrophoresis System ,
Model #B2 und Model
#B1A

Hamilton 8-Kanalpipette

MWG, Ebersberg

Luminometer Microlumat LB 96 P EG&G Berthold, Bad
Wildbad
Mikroliterpipetten Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Gottingen
Neubauerzahlkammer Assistent Hecht, Sondheim
pH-Meter Microprocessor pH Meter | Beckman, Miinchen
pH 196
Photometer UV-DU 460 Spectrometer | Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe pipettus-akku Hirschmann Laborgerite,
Eberstadt
Sequeziergerit DNA Sequencer LI-COR, USA
model 4000L
Spannungsquelle Model 200/2.0 Power BIO-RAD, Miinchen
(Gelelektrophorese) Supply
Thermoblock TB1 Thermoblock Biometra, Gottingen

25




Thermocycler

T Gradient, Biometra, Go6ttingen

T1 Thermocycler

Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg

UV-Photoanlage FLX-20M Vilber Loumat, Frankreich

Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger, Freiburg
im Breisgau

Vortex REAX 2000 Heidolph, Schwabach

Wasserbad 1083 GFL, Burgwedel

Zentrifugen 2K 15 Sigma, Osterrode

Biofuge A, Biofuge 22R, Heraeus, Hannover
Megafuge 1.0R, Minifuge
GL

2.3 Stammlosungen

LB-Medium

10 g Tryptone + 5 g Yeast extract + 10 g NaCl + Aqua
bidest ad 1000 ml; pH 7,0

Schwere Losung

(Probenauftragspuffer)

50% (v/v) Glycerin, 0,2% (w/v) SDS, 0,05%
Bromthymolblau, 0,05% Xylencyanol in 1* TAE-Puffer

TAE (50%)

2 M Tris-Base, 1 M Essigsédure, 0,1 M EDTA; pH 8,3

TBE (10%) 1340 mM Tris Base, 450 mM Borsdure, 25mM EDTA;
pH 8,3-8,7
TE 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA (Na,, 2*H,0); pH 8,0
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3 Methoden

3.1 Vorversuche und Patientenkollektive

Im Rahmen dieser Arbeit wurde DNA aus Kolonschleimhautbiopsien extrahiert, die im
Rahmen von Koloskopien gewonnen wurden. Die Proben wurden bis zur weiteren
Verarbeitung in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zunichst wurde die RNA isoliert und durch RT-PCR auf das Vorhandensein von HBD 2-
mRNA untersucht. Dann wurde die DNA, wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, aus den
Proben isoliert und weiter verwendet.

Es wurde DNA von 9 Patienten mit Morbus Crohn, 10 Patienten mit Colitis ulcerosa und

10 Kontrollen ohne chronisch entziindliche Darmerkrankungen analysiert.

3.2 Molekularbiologische Basismethoden

Die in diesem Kapitel dargestellten Methoden fanden in Versuchsteil I und Versuchsteil Ila

Anwendung. In den einzelnen Kapiteln werden sie nicht mehr néher erldutert.

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al, 1988) ist eine Methode zur
exponentiellen Amplifikation sequenzspezifischer DNA-Fragmente.

Hierbei denaturiert man zundchst die DNA (typischerweise 3-5 min bei 94°C).
Anschlieffend wird das Reaktionsgemisch auf ca. 50°C abgekiihlt. Diese im Einzelfall
experimentell zu ermittelnde Temperatur liegt etwa 3°C unter der sogenannten
Schmelztemperatur, die nach folgender Formel berechnet wird: Ty,,= 4 (G+C) + 2 (A+T)
(A, C, G und T stellen die Anzahl der Basen im Primer dar). Die Schmelztemperatur ist die

Temperatur, bei der die Hélfte der Primer an die einzelstringige DNA binden wiirden
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(,,Annealing®). Die Primer sind zwei kurze endstindige DNA-Fragmente. Primer I ist
komplementdr zum Plusstrang des Beginns des zu amplifizierenden Fragmentes, Primer 11
entspricht dem Ende des Plusstrangs, so dass sie an beiden Enden des interessierenden
Fragmentes spezifisch an den jeweils komplementidren DNA-Einzelstrang hybridisieren.
Nach Erhitzen auf 72°C synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase, ausgehend von
dem jeweiligen Primer, in 5’-3’-Richtung einen neuen DNA-Strang, so dass zwei
komplette DNA-Doppelstringe resultieren. AnschlieBend wird die DNA wieder
denaturiert, diesmal fiir 30 s. Der Zyklus von Denaturierung, ,,Annealing” und DNA-
Synthese wird 25-35 mal wiederholt. AbschlieBend findet mit dem Ziel, alle Doppelstringe
zu vervollstindigen, eine 5-10 Minuten dauernde ,,terminale Elongation® statt. Die PCR
wird in programmierbaren Thermocyclern durchgefiihrt.

Hitzestabile Tag-Polymerase, urspriinglich aus Thermophilus aquaticus isoliert, ist das am
hiufigsten zur DNA-Synthese bei der PCR eingesetzte Enzym. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde zur Generierung der PCR-Fragmente fiir die Sequenzierung
und die Klonierung der Reportervektoren Pfu-Polymerase (isoliert aus Pyrococcus
furiosus) verwendet, da diese zusétzlich zur 5°-3’-Polymerisierung von Nukleotiden in
Doppelstrang-DNA eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitit (,,proofreading-activity*) besitzt.
Dieses Enzym hat eine gegeniiber der Taq-Polymerase geringere Fehlerrate und
synthetisiert DNA-Doppelstrange mit glatten Enden (,,blunt-ended*).

Nach der DNA-Extraktion aus Kolonschleimhautbiopsien wurde eine PCR mit Tagq-
Polymerase durchgefiihrt. Dabei wurde das GAPDH-Gen amplifiziert. GAPDH ist ein
kurzes, mehrfach im menschlichen Genom vorkommendes Gen. Seine Amplifikation
mittels PCR ist in vielen Labors etabliert und dient hédufig als Positivkontrolle. So diente

sie auch hier zum Nachweis genomischer DNA.
Insgesamt wurden sieben verschiedene PCR-Fragmente generiert. Die zu diesem Zweck

etablierten Protokolle sind in Abschnitt 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.1 zu finden.

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 1 dargestellt.

28



Tabelle 1: Basenfolge der verwendeten Primer

Primer Basenfolge

HBD2-prol-fwd 5’-ACG GTG TGA ATG GAA GGA ACT -3’
HBD2-prol-rev 5’-GAG TGA GGG GCT GGG TCT GTC-3°
HBD2-pro2-fwd 5-GAA TGT CCG AAC AAT GGA TAG-3’
HBD2-pro2-rev 5’-TGG AGG GGA ATG AGA GGA GAC-3’
HBD2-pro3-fwd 5'-TGA GTC CAG ATT TGC ATA AGA-3’

HBD2-LucAssay-rev 5’-GGC TGA TGG CTG GGA GCT TCA-3’

GAPDH-fwd 5°-TGC CTC CTG CAC CAC CAA CTG-3’

GAPDH-rev 5-CGC CTG CTT CAC CCC CTT CTT-3°

3.2.2 Gelelektrophorese

Die horizontale Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung von geladenen Teilchen,
beispielsweise DNA, im elektrischen Feld abhingig von Gesamtnettoladung, Grée und
Gestalt der Molekiile. Als Triager dienten Agarosegele mit einer Agarosekonzentration von
0,5-2% (w/v). Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose zunéchst eingewogen, dann in
1*TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gelost und auf ca. 60°C abgekiihlt.
AnschlieBend wurde Ethidiumbromid zupipettiert, so dass sich eine Konzentration von
200 pg*ml’ ergab. Die Gele wurden zum Gelieren in Gelschlitten mit einer
Taschenschablone gegossen und nach dem Aushérten mit 1*TAE-Puffer ibergossen.

Zu praparativen Zwecken wurden die DNA-Proben in einer Konzentration von
ca. 0,1 g* I und im Verhltnis 1:10 mit schwerer Losung gemischt in die Taschen des
Gels eingebracht. Bei analytischen Gelen wurde, sofern die DNA-Konzentration bekannt

war, entsprechend verfahren, allerdings mit geringeren Stoffmengen (ca.1 pg DNA). Von
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PCR-Produkten wurden jeweils 10 pl (im Verhiltnis 10:1 mit schwerer Losung gemischt)
untersucht. Nach Mini- und Maxi-Priparation wurden ebenfalls geschétzte
Nukleinsduremengen analysiert.

Nach einer Laufzeit von 45 min bis zu 3 h (in Abhingigkeit von der GréBe der zu
trennenden Molekiile) bei einer Spannung von 4-6,7 V*cm™ wurden die Gele unter
Durchleuchtung mit UV-Licht photographiert. Um die DNA sichtbar zu machen, nutzt
man hierbei die Eigenschaft des Ethidiumbromid, zwischen die Basen der DNA zu
interkalieren und nach Anregung durch UV-Licht sichtbare orangefarbene Strahlung zu
emittieren.

Die Banden wurden durch Vergleich mit einem Léngenstandard identifiziert. Aus
préparativen Gelen wurden Streifen, die die interessierenden Banden enthielten, mit einem
Skalpell ausgeschnitten. AnschlieBend wurden die ausgeschnittenen Gelstreifen

weiterverwendet.

3.2.3 Klonierung von PCR-Produkten

Die mit Pfu-Polymerase generierten PCR-Produkte wurden in E.coli kloniert. Zu diesem
Zweck wurde das TOPO-Cloning System (Invitrogen) benutzt.

Bei dieser Methode wird zunidchst das PCR-Produkt, das ,,blunt-ends* besitzen muss, in
einen Vektor kloniert. Dieser Vektor ist ein zundchst linearer DNA-Doppelstrang, der die
Eigenschaft hat, bei geeigneten Reaktionsbedingungen ein ebenfalls lineares
doppelstringiges DNA-Fragment an einer definierten Stelle einzubauen und sich zum
Plasmid, also zu einer ringformigen Struktur zu schlieBen. Er besitzt ,,upstream® und
,downstream® des eingebauten Fragmentes Primerbindungsmotive fiir M13-Primer und
verschiedene definierte Restriktionsschnittstellen. Weiterhin zeichnet er sich durch zwei
Antibiotikaresistenzgene aus.

Zur Durchfiihrung der Klonierung wurden zunichst 1-2 pul PCR-Produkt und 1 pl ,,Salt
Solution* zu sterilem H,O gegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 5 pl resultierte. Das
Gemisch wurde mit Hilfe der Pipette vermischt und nach einer Inkubation von 6-7 min bei

Raumtemperatur auf Eis gelagert. AnschlieBend fand der Transformationsschritt statt.
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1-2 ul des Ansatzes wurden zu 50 ul einer Bakteriensuspension mit kompetenten E. coli,
die in der Lage sind, Plasmide aufzunehmen und zu replizieren, pipettiert. Nach Inkubation
fiir 30 min auf Eis wurde der Versuchsansatz einem kurzen Hitzeschock ausgesetzt (30 s
im ruhigen Thermoblock bei 42 °C), so dass die Bakterienzellen Plasmide aufnehmen
konnten. Nun wurde der Ansatz nach Zupipettieren von 250 pul SOC-Medium bei 37°C fiir
1 h mit einer Geschwindigkeit von 450 rpm im Thermoblock geschwenkt. Abschlieend
wurde die Bakteriensuspension auf einem mit Kanamycin versetzten LB-Agar
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Am néchsten Tag wurden einzelne Kolonien abgepickt oder, falls wegen zu dichten
Wachstums nétig, zuerst Klone mittels Drei-Osen-Ausstrich vereinzelt und nach einer

weiteren Uber-Nacht-Kultur abgepickt und weiterverwendet.

3.2.4 DNA-Priparation (Mini-Prep/Maxi-Prep)

Zur Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde das NucleoSpin Plasmid MiniKit
(Macherey-Nagel) verwendet.

Nach Anleitung wurde eine Kolonie eines Bakteriums in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin
oder Kanamycin (Konzentration je 100 ug*ml™) iiber Nacht unter starkem Schwenken bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Bakterien 10 min bei 3509*g
abzentrifugiert, in 250 ul Resuspendierungspuffer mit RNAse (Puffer I) resuspendiert und
mit 250 pl Lysepuffer (Puffer II) versetzt. Wahrend der anschlieBenden Inkubation (5 min
bei Raumtemperatur) wurde das Reaktionsgefdl sechsmal langsam geschwenkt. Das
Reaktionsgemisch war nun klar und viskds und die Bakterienbestandteile in Ldsung
iiberfiihrt. Nun wurden dem Reaktionsgemisch 300 pl Neutralisationspuffer (Puffer III)
zugegeben und erneut durch sechsmaliges langsames Schwenken gemischt. Das Lysat
wurde triib, Zelldebris, genomische DNA, Proteine und Kaliumdodecylsulfat fielen aus
und wurden durch Zentrifugation (10 min, 22938*g, 4°C) von der geldsten Plasmid-DNA
abgetrennt. Der Uberstand wurde nun in ein mit einer Silikamemban ausgestattetes
Zentrifugationsrohrchen pipettiert. Bei der folgenden Zentrifugation (1 min, 22938*g, 4°C)
band die DNA an die Silika-Matrix. Nachfolgend wurde die Membran durch
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Zentrifugation (2 min, 22938*g, 4°C) nach Zugabe von 600 pl Waschpuffer (Puffer IV mit
Ethanol) gewaschen. AbschlieBend wurde das Zentrifugationsrohrchen auf ein steriles
1,5 ml Eppendorfgefal3 liberfiihrt. Es wurden 50 pul AE-Puffer auf die Membran gegeben,
und nach einer Inkubation von einer Minute bei Raumtemperatur wurde das System
wiederum zentrifugiert (1 min, 22938*g, 4°C). Die gereinigte Plasmid-DNA war nun im
durchgeflossenen AE-Puffer gelost.

Die maximalen erreichten DNA-Konzentrationen lagen bei ca. 1000 pg*ml’. Die

Lagerung der Mini-Prep-Produkte erfolgte bei —20°C.

GroBBere Mengen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kit
gewonnen.

Dazu wurde zunidchst als Vorkultur eine Bakterienkolonie in 10 ml LB-Medium, versetzt
mit Ampicillin oder Kanamycin (Konzentration je 100 pg*ml™), angesetzt und ca. 6 h bei
37°C unter starkem Schiitteln im Wasserbad inkubiert. Diese Vorkultur wurde zu 190 ml
LB-Medium mit Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin (Konzentration je
100 pg*ml™)) gegeben. Der Ansatz wurde iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Die Bakterien wurden aus dem gesattigten Medium abzentrifugiert
(15 min, 3363*g, 4°C) und in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Der Ansatz wurde nach
Zugabe von 10 ml Puffer P2 langsam gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zugabe von 10 ml Puffer P3 wurde das Reaktionsgemisch erneut langsam gemischt
und 20 min auf Eis inkubiert. Dann wurde 45 min bei 3363*g und 4°C zentrifugiert. Der
die Plasmid-DNA beinhaltende Uberstand wurde auf die Silika-Matrix eines
zwischenzeitlich mit 10 ml QBT-Puffer dquilibrierten QIAGEN-tip 500-Filterrohrchens
pipettiert. Nach Durchfluss der Fliissigkeit und Binden der Plasmid-DNA wurde der Silika-
Filter zweimal mit jeweils 30 ml QC-Puffer gewaschen. Es wurden 15 ml QF-Puffer auf
den Filter gegeben und der Durchfluss in einem neuen Reaktionsgefd3 aufgefangen. Diese
DNA-L6sung wurde mit 10,5 ml Isopropanol versetzt, geschiittelt und 45 min bei 3363*g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 5 ml eiskaltem
75%igen Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (30 min, 3363*g, 4°C). Nun wurde
der Uberstand dekantiert und das Pellet 15-20 min an der Luft getrocknet. Die DNA wurde
in 100 pl TE-Puffer (pH 8) geldst und bei —20°C gelagert. Die maximal erreichten DNA-

Konzentrationen lagen bei ca. 8000 pg*ml™.
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3.3 Versuchsteil I: PCR, Klonierung und Sequenzierung

In Versuchsteil I wurden ausgehend von genomischer DNA aus Kolonschleimhautbiopsien
von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und Kontrollen mittels PCR
zwei iberlappende DNA-Fragmente generiert, um eine insgesamt 937 Basenpaare
umfassende Region zu analysieren, die das Startcodon des HBD 2-Gens und davor
liegende eventuelle Transkriptionsfaktorbindungsmotive beinhaltet.

Die PCR-Produkte wurden in E. coli kloniert und anschlieBend sequenziert.

3.3.1 Isolation von Nukleinsiduren

Kolonschleimhautbiopsien (50-100 mg Gewebe) wurden mit 1 ml TRIzol versetzt,
homogenisiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 200 pl Chloroform
zupipettiert. Das Gemisch wurde geschiittelt und fiir 2-3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Bei der anschlieenden Zentrifugation fiir 15 min mit 12000*g bei 4°C bildete
sich ein farbloser Uberstand und eine rote untere Phase. Der die RNA enthaltende
Uberstand wurde in ein anderes Rohrchen iiberfithrt, die RNA wurde isoliert und
analysiert.

Die die DNA enthaltende untere Phase wurde zunichst bei —70°C gelagert. Nach dem
Auftauen wurden 300 pl Ethanol (abs.) zugegeben. Nach Mischen erfolgte eine Inkubation
fiir 2-3 min bei Raumtemperatur. Nach der anschlieenden Zentrifugation (5 min, 2000*g,
4°C) wurde die den Uberstand bildende Phenol-/Ethanol-Phase verworfen.

Das Pellet wurde mit 1 ml 0,1 M Na-Citrat in 10%igem Ethanol wéhrend einer
30miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur unter permanentem Schwenken gewaschen
und durch erneute Zentrifugation (5 min, 2000*g, 4°C) wieder von der fliissigen Phase
abgetrennt. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde dieser Waschschritt einmal
wiederholt. Nun wurden 1,5 ml 75%iger Ethanol zupipettiert, und es folgte eine
10-20mintitige Inkubation bei Raumtemperatur unter hdufigem Schwenken. Nach der
darauf folgenden Zentrifugation (5 min, 2000*g, 4°C) wurde der Uberstand abpipettiert
und das Pellet fiir 15 min luftgetrocknet. AbschlieBend wurde es in 100 ul 8 mM
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Natronlauge und 6,6 ul 0,1 M HEPES unter Erwérmen auf 60°C (10 min im Wasserbad)
gelost. Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis. Die geloste DNA wurde bei —20°C gelagert.
Ein DNA-Nachweis erfolgte durch Amplifikation des GAPDH-Gens mittels PCR,

das Protokoll dieser PCR ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: PCR-Protokoll fiir das GAPDH-Gen

Reaktions- PCR-Produkt Reaktions- PCR-Produkt
bedingungen GAPDH bedingungen GAPDH
Reaktions- )
50 ul Touch down nein
volumen
Initiale ‘
Template 5ul ) 94°C, 5 min
Denaturierung
GAPDH-fwd
Primer I Denaturierung 94°C, 30 s
200 nM
GAPDH-rev
Primer II Annealing 60°C, 30 s
200 nM
dNTP 200 uM Elongation 72°C, 1 min
Tag-
1,25U Zyklen 35
Polymerase
‘ Terminale )
Hot start ja 72°C, 7 min
Elongation
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3.3.2 Generierung der Matrizen fiir die Sequenzierung

Nach Generierung der PCR-Fragmente HBD 2-Prol und HBD 2-Pro2, ausgehend von
genomischer DNA, wurden diese in nach der in 3.2.3 beschriebenen Methode mit Hilfe des
TOPO-Cloning Systems in E. coli kloniert. Die Plasmide wurden durch Mini-Prep
amplifiziert und isoliert. Sie dienten als Matrize fiir die Sequenzierung. Die PCR-
Protokolle sind in Tabelle 3 dargestellt. Das Fragment HBD 2-ProG wurde ebenfalls in
E. coli kloniert und diente nach Sequenzierung als Matrize fiir die PCR zur Generierung

der Promotorfragmente fiir den Einbau in die Reportervektoren (siche 3.4).
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Tabelle 3: PCR-Protokolle fiir die Fragmente HBD 2-Prol, -Pro2 und -ProG

Reaktions-

HBD 2-Prol HBD 2-Pro2 HBD 2-ProG
bedingungen
Reaktions-

50 ul 50 pl 50 pl
volumen
Template Sul Sul Sul

HBD2-prol- HBD2-pro2- HBD2-prol-
Primer I

fwd 400 nM fwd 600 nM fwd 200 nM

HBD2-prol- HBD2-pro2- HBD2-pro2-
Primer 11

rev 400 nM rev 600 nM rev 200 nM
dNTP 200 uM 200 uM 200 uM
Pfu-

1,25U 1,250 1,25 U
Polymerase
Hot start ja ja ja
Touch down nein nein nein
Initiale

94°C, 5 min 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Denaturierung
Denaturierung 94°C, 30's 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Annealing 58,4°C, 30 s 50°C, 30's 50°C, 30 s
Elongation 72°C, 1,5 min 72°C, 1,5 min 72°C, 1,5min
Zyklen 35 35 35
Terminale

72°C, 7 min 72°C, 7 min 72°C, 7 min
Elongation
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3.3.3 Zyklus-Sequenzierung (thermal cycle sequencing)

Die DNA-Sequenzierung wurde in Anlehnung an die Methode von Sanger ef al. (Sanger et
al., 1977), die auch als Didesoxynukleotid- oder Kettenabbruchverfahren bezeichnet wird,
durchgefiihrt. Erstbeschreiber der Zyklus-Sequenzierung sind Sears et al. (Sears et al.,
1992) und Slatko (Slatko, 1994).

Zunichst wurde ein Mastermix (13 pl Gesamtvolumen), bestehend aus 1 pg Plasmid-DNA
(Mini-Prep-Produkt) in wéssriger Losung oder AE-Puffer, M13-Sequenzierprimer in einer
Konzentration von 20 mmol*I” (universal oder reverse) und 0,5 ul DMSO-Stammldsung
hergestellt und durch kurzes Anzentrifugieren vermischt. Parallel wurde auf dem Boden
von vier Mikroreaktionsgefdlen je 1 pul ddA-, ddC-, ddG- oder ddT-Terminationsmix
(Amersham) pipettiert. Dazu wurden je 2,9 pl des Mastermix pipettiert. Abschliefend
wurde der Reaktionsansatz mit einem Tropfen ,,Chill out wax* iiberschichtet. Es wurde
eine PCR nach dem in Tabelle 4 dargestellten Protokoll durchgefiihrt.

Eine solche PCR unterscheidet sich von der in 3.2.1 erlduterten Methode in zwei
entscheidenden Punkten. Erstens wird nur ein Primer benutzt, so dass die synthetisierten
DNA-Stringe selbst nicht als Ausgang einer Doppelstrangsynthese dienen. Alle Produkte
sind vom Primer ausgehend in 5’-3’-Richtung verldngerte Einzelstrange. Zweitens bricht
nach zufilligem Einbau eines ddNTP in einen solchen Einzelstrang die Synthese ab, so
dass das Reaktionsprodukt aus einem Gemisch unterschiedlich langer Einzelstringe
besteht, die in einer Gelelektrophorese aufgetrennt werden konnen.

Die Sequenziergele wurden nach Anleitung (MWG-BIOTECH EUROPE) hergestellt
(Rapid Gel XL (Amersham), 41 cm). Zur genauen Zusammensetzung der Gele sei auf das
Handbuch verwiesen. Die Gele wurden nach Reinigung der die Gelkammer bildenden
Glasplatten mit Ethanol und Zusammensetzen des ,,gel sandwich® in dieses eingegossen
und mit einer Taschenschablone versehen. Sie hirteten zwei Stunden in horizontaler Lage
aus, wurden in den ,,dNA sequencer” (LI-COR) eingesetzt und mit ,,Long Run Buffer*
(10*TBE) tibergossen. Nach Einpipettieren der Produkte der Zyklus-PCR in die Taschen
des Gels wurde eine Spannung von 1500 V bei einer Leistung von 40 W und einer
Stromstidrke von 35 mA angelegt. Bei einer Temperatur von 45°C liefen die Gele {iber

Nacht.

37



Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte zundchst automatisiert mit Hilfe des

,»QuickSequencelR“-Programms (MWG-BIOTECH EUROPE).

Tabelle 4: Protokoll der Zyklus-PCR

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
95°C 165s

95°C 15s

55°C I5s 11

70°C 15s

95°C 20s

54°C 20s 12

70°C 20s

95°C 40 s

4°C Pause

3.3.4 Auswertung der Ergebnisse

Die Gele mit den DNA-Banden wurden photographiert und durch das Computerprogramm
Image Analysis 4.0 ausgewertet. Dabei wird die Intensitidt der Fluoreszenz der Banden
verglichen und so die Basenfolge ermittelt. Diese Ergebnisse wurden in einem Modus des
Computerprogramms, in dem die Intensitit der Fluoreszenz als Peak dargestellt wird,
wobei jeder Base eine andere Farbe zugeordnet ist, tiberpriift und korrigiert. Anschlieend
wurden die Ergebnisse der Sequenzierung beider FEinzelstringe desselben DNA-
Fragmentes miteinander verglichen. Falls keine Ubereinstimmung der Basenfolge bestand,

wurden beide Einzelstringe erneut sequenziert.
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3.4 Versuchsteil IIa: Generierung von Reporterplasmiden

3.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Produkte HBD 2-Lucl, HBD 2-Luc2 und HBD 2-Luc3 wurden nach den in
Tabelle 5 dargestellten Protokollen generiert. Als Matrizen dienten dabei die linearen
DNA-Doppelstringe 41 Prol, 41 Pro2 und 41 ProG, die zuvor nach Sequenzierung per
Restriktionsverdau aus den entsprechenden rekombinierten TOPO-Vektoren geschnitten

und nach priparativer Gelelektrophorese aus einem Agarosegel eluiert worden waren.
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Tabelle 5: PCR-Protokolle fiir die Fragmente HBD 2-Lucl, -Luc2 und -Luc3

Reaktions-
HBD 2-Lucl HBD 2-Luc2 HBD 2-Luc3
bedingungen
Reaktions-
50 ul 50 pl 50 pl
volumen
Template 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
) HBD2-prol- HBD2-pro2- HBD2-pro3-
Primer I
fwd 1 uM fwd 1 uM fwd 1 uM
HBD2- HBD2- HBD2-
Primer II LucAssay-rev LucAssay-rev LucAssay-rev
1 uM I uM I M
dNTP 200 uM 200 uM 200 uM
Pfu-
1,25U 1,25U 1,25 U
Polymerase
Hot start ja ja ja
Touch down nein nein nein
Initiale
_ 94°C, 5 min 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Denaturierung
Denaturierung 94°C, 45 s 94°C, 45 s 94°C, 45 s
Annealing 60,7°C, 45 s 57,1°C, 45 s 62,4°C, 45 s
Elongation 72°C, 1,5 min 72°C, 1,5 min 72°C, 1,5 min
Zyklen 35 35 35
Terminale
) 72°C, 7 min 72°C, 7 min 72°C, 7 min
Elongation
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3.4.2 Klonierung von PCR-Produkten

Es wurden nach der in 3.2.3 beschriebenen Methode rekombinante TOPO-Vektoren mit
den PCR-Produkten 41 Lucl, 41 Luc2 und 41 Luc3 erzeugt.

3.4.3 Restriktionsverdauungen

Eine Restriktionsendonuklease ist ein bakterielles Enzym, das in der Lage ist,
doppelstrangige DNA an einem spezifischen Sequenzmotiv zu zerschneiden.

Es wurden tiiberwiegend Restriktionsendonukleasen der Firma Amersham verwendet.
Sowohl die Auswahl des Puffers als auch Zeit und Temperatur zur Denaturierung der
Enzyme richteten sich nach den im Handbuch gegebenen Empfehlungen. Bei
Simultanverdau mit Enzymen der Firma Amersham und mit Aatll, bezogen von MBI-
Fermentas, wurde der Puffer Y /TANGO (MBI-Fermentas) benutzt.

Zu analytischen Zwecken wurde je 1 pg Plasmid-DNA mit 2 U Restriktionsendonuklease
(bei Simultanverdau 2 U pro Enzym) in einem Volumen von 10 pl Puffer fiir 3-5 h bei
37 °C inkubiert und anschlieBend das Enzym durch Erhitzen denaturiert. Nach 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Ansitze entweder bei —20°C gelagert oder
durch Gelelektrophorese aufgetrennt.

Fiir praparative Verdauungen wurde mit 10fachem Ansatz entsprechend verfahren.

3.4.4 Elution von DNA aus Agarosegelen

Fiir die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde das Prep-A-Gene DNA Purification
System der Firma BIO-RAD verwendet.

Zunichst wurde ein eine DNA-Bande enthaltender Gelstreifen gleichmifBlig auf mehrere
1,5 ml Eppendorfgefale verteilt. Der DNA-Gehalt der Gelstiicke wurde ausgehend von der

im préparativen Gel eingesetzten DNA-Menge errechnet, die Gelmasse wurde gewogen.
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Pro Gramm Gel wurden der Probe 3 ml Binding-Puffer zugegeben, die Probe wurde nach
Schiitteln fiir 10-15 min bei 53°C inkubiert. Dann wurden pro pg DNA 5 ul Prep-A-Gene-
Matrix zugefiigt und fiir 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden fiir
1 min bei 22938*g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. In den folgenden Schritten
wurde das 25fache Volumen des eingesetzten Volumens Prep-A-Gene-Matrix verwendet.
Zunidchst wurden die Pellets in Binding-Puffer resuspendiert. Die Proben wurden
zentrifugiert (1 min, 22938*g, Raumtemperatur) und der Uberstand abgegossen. Nun
folgten zwei Waschschritte mit nach Anleitung frisch angesetztem Waschpuffer. Zwischen
und nach diesen Waschschritten wurde zentrifugiert (1 min, 22938*g, Raumtemperatur)
und der Uberstand dekantiert. SchlieBlich wurde das Pellet in 20-50 ul
Resuspensionspuffer suspendiert. Es folgte eine Inkubation (5 min, 42°C) und
abschlieBende Zentrifugation (1 min, 22938*g, Raumtemperatur). Der die DNA
enthaltende Uberstand wurde in ein steriles Eppendorfgefi8 iiberfiihrt und bei —20°C
gelagert.

3.4.5 Ligation von DNA

Zur Ligation von DNA wurde T4-DNA-Ligase der Firma Roche verwandt. Es wurden
DNA-Fragmente mit durch Restriktionsverdauung erzeugten, zueinander passenden Enden
in 1*T4-DNA-Ligase-Puffer gelost. Das Endvolumen lag bei 10 pl, die Stoffmengen
betrugen 40 fmol fiir das in den Vektor zu ligierende Fragment und 20 fmol fiir den
aufgeschnittenen Vektor. Der Reaktionsansatz wurde nach Zugabe von 1 U T4-DNA-
Ligase 18 h bei 4°C im Thermocycler inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde bei —20°C
gelagert.
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3.4.6 Rekombination von Reportervektoren

Reportervektoren wurden folgendermallen generiert: aus der vor dem Firefly-Luciferase-
Gen des pGL3Basic-Vektors liegenden ,multiple-cloning-site“ wurde mit zwei
verschiedenen Restriktionsendonukleasen ein Fragment herausgeschnitten. HBD 2-
Promotorfragmente wurden mit Hilfe derselben Restriktionsendonukleasen aus TOPO-
Plasmiden herausgeschnitten, in die sie zuvor einkloniert worden waren. Die Enzyme
wurden so ausgewdhlt, dass der Einbau der Promotorfragmente in das Reporterplasmid in
der erwiinschten Richtung stattfinden konnte. Aufgeschnittenes Reporterplasmid und
Promotorfragment wurden ligiert, das generierte Plasmid in kompetenten E. coli kloniert
und durch Mini-Prep amplifiziert. Der korrekte Einbau der Promotorfragmente wurde
durch Restriktionsverdauung bestatigt.

Zur Generierung des Reportervektors Luclmut wurde zunichst mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen ein Fragment, das Position 2257 enthielt, aus dem Vektor Lucl
herausgeschnitten. Ein entsprechendes Fragment mit der Mutation an Position 2257 wurde
aus einem sequenzierten TOPO-Plasmid herausgeschnitten und mit dem aufgeschnittenen
Reportervektor ligiert. Der korrekte Einbau des Fragmentes wurde durch

Restriktionsverdauung bestatigt.
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3.5 Versuchsteil IIb: Reportergenassay

Zur Bestimmung der Aktivitdt von Promotorfragmenten wurden Dual-Luciferase-Assays
durchgefiihrt. Dazu wurden HeLa-Zellen mit den in Versuchsteil Ila generierten
Reporterplasmiden und pRL-TK2 Plasmiden in einem festen Verhiltnis kotransfiziert. Das
auf dem pGL3-Vektor liegende Luciferasegen kodiert fiir die Firefly-Luciferase, ein
Enzym, das einen Fluoreszenzfarbstoff umsetzt. Nach Zugabe von Luciferase-Assay-
Reagent II zum Lysat der transfizierten Zellen misst man zundchst die Fluoreszenz, die
Ausdruck der Firefly-Luciferaseaktivitét ist. Dann wird die Reaktion der Firefly-Luciferase
durch Zugabe von Stop-And-Glow-Puffer abgebrochen. Dieser Puffer enthdlt das Substrat
der Renilla-Luciferase, die vom pRL-TK2 Plasmid kodiert wird. Die Promotoraktivitét der
einklonierten Fragmente wurde bestimmt, indem die Firefly-Luciferaseaktivitit auf die
Renilla-Luciferaseaktivitit, als internem Standard, bezogen wurde.

Einen Tag nach der Transfektion wurde den Zellen ein Selektivmedium mit G418
angeboten, um den transfizierten Zellen einen Selektionsvorteil zu verschaffen. Um
proinflammatorische Transkriptionsfaktoren in den transfizierten HeLa-Zellen zu
induzieren, wurden die Zellen sieben Stunden vor dem Dual-Luciferase-Assay mit TNFa

stimuliert.

3.5.1 Kultivierung von HeLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden in 50 ml-Kulturflaschen gezogen. Das Wachstum der Zellen wurde
taglich iiberpriift, alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium abgesogen, die adhidrenten Zellen
wurden mit warmem PBS gewaschen, und in jede Flasche wurden ca. 20 ml frisches
Kulturmedium gegeben. Wenn die Zellen am Boden einer Flasche konfluent waren, wurde
das Medium entfernt, die Zellen mit warmem PBS gewaschen und dann mit 2-3 ml
Trypsinlosung iiberschichtet. Die Kulturflasche wurde leicht geschwenkt und in den
Brutschrank gestellt, bis die Zellen sich vom Boden der Flasche geldst hatten oder sich
durch Schwenken der Flasche 16sen lieBen. Dann wurde warmes Zellkulturmedium in die

Flasche gegeben. Die Zellsuspension wurde auf neue Kulturflaschen verteilt, die mit
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frischem Medium auf ca. 20 ml pro Flasche aufgefiillt wurden. Die Zellkulturen wurden

bei 37°C inkubiert.

3.5.2 Elektroporation
Zur Transfektion der HeLa-Zellen wurden Elektroporationen durchgefiihrt.

Die Zellen wurden trypsinisiert (siche 3.5.1) und in Zellkulturmedium (ohne FCS und
Antibiotika) suspendiert. Die Zellzahl in der Suspension wurde nach Zihlung der Zellen in
der Neubauer-Zihlkammer errechnet.

Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min, 700*g, Raumtemperatur), die Zellen mit
eiskaltem Zellkulturmedium (ohne FCS und Antibiotika) gewaschen, und nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 700*g, Raumtemperatur) und AbgieBen des Uberstandes wurde
eine Suspension mit einer Zellzahl zwischen 2*10° und 107 in 350 pl Zellkulturmedium
(ohne FCS und Antibiotika) erzeugt. Diese Zellsuspension wurde mit einer Losung von
50 pg Reporterplasmid mit Firefly-Luciferase und 5 pug PRL-TK2-Plasmid (mit Renilla-
Luciferase) in 50 pl TE-Puffer (pH 8) in einer Elektroporationskiivette durch einmaliges
Aufsaugen mit der Pipette vermischt. Die Kiivette wurde 5 min auf Eis inkubiert. Bei einer
Spannung von 250 V und einem Stromfluss von 950 pF erfolgte nun die Elektroporation.
Anschlielend wurden die Zellen mit ca. 12 ml warmem Medium mit FCS und Antibiotika,
das danach gleichmdBig auf eine 6-well-Kulturplatte verteilt wurde, aus der Kiivette
ausgespiilt.

Die 6-well-Kulturplatten wurden iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am néachsten Tag
wurde das Medium abgesogen, die adhédrenten Zellen wurden mit warmem PBS
gewaschen, und es wurden 2 ml Zellkulturmedium FCS, Antibiotika und G418 in jede
Schale der 6-well-Kulturplatte gegeben. Die Zellkulturen wurden wieder iiber Nacht im

Brutschrank inkubiert.
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3.5.3 Stimulation der HeLa-Zellen mit TNFa

Die transfizierten HeLa-Zellen wurden durch Zugabe von TNFa in einer Konzentration
von 10 ng*ml' Zellkulturmedium mit FCS, Antibiotika und G418 stimuliert. Die
Stimulation erfolgte immer zwei Tage nach der Elektroporation, einen Tag nach
erstmaliger Zugabe des Selektionsmediums mit G418 und sieben Stunden vor

Durchfiihrung des Dual-Luciferase-Assays.

3.5.4 Dual-Luciferase-Assay

Dual-Luciferase-Assays wurden mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) durchgefiihrt.

Nachdem die Zellen mit warmem PBS gewaschen worden waren, wurden ihnen pro Schale
der 6-well-Kulturplatte 200 pl Passive-Lysis-Puffer zugegeben. Die Kulturplatte wurde
15 min bei Raumtemperatur auf dem Riittler leicht geschwenkt.

In die Schalen einer 96-well Messplatte fiir das Luminometer wurden 10 ul nach Anleitung
hergestelltes Luciferase-Assay-Reagent II vorgelegt. Dabei wurde in alle Richtungen
mindestens eine Schale freigelassen, um Uberstrahlungsartefakte bei den Messungen zu
vermeiden. Die Lumineszenz wurde gemessen und spéter als Hintergrund von den anderen
Messwerten abgezogen. Dann wurden 20 pl Zelllysat zupipettiert und die Lichtemission,
die proportional zur Menge der gebildeten Firefly-Luciferase war, gemessen. Nun wurden
10 pl frisch zubereiteter Stop-And-Glow-Puffer in die Reaktionsgefidle gegeben und die
Lichtemission, die nun proportional zur Menge der gebildeten Renilla-Luciferase war,
gemessen.

Alle Messungen dauerten 10 s. Um Messfehler durch in das Luminometer eindringendes

Licht auszuschlieBen, wurde die Umgebung des Gerites abgedunkelt.
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3.5.5 Auswertung der Ergebnisse

Die Ermittlung der Werte fiir die Aktivitit der Reportergene erfolgte nach folgender

Formel:

[Messwert (Firefly) - Messwert (Hintergrund)]
~ Reportergenaktivitit

[Messwert (Renilla) - Messwert (Hintergrund)]
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Sequenzierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Fragmente von 29 Patienten analysiert.
Es handelte sich um 9 Patienten mit Morbus Crohn und 10 Kontrollpatienten ohne
chronisch entziindliche Darmerkrankung, in deren Kolonschleimhaut keine HBD 2-mRNA
nachgewiesen worden war, und 10 Patienten mit Colitis ulcerosa, bei denen HBD 2-mRNA
in Kolonschleimhautbiopsien nachweisbar war. Die Kontrollpatienten hatten zum Teil
keine Entziindung des Kolon und zum Teil eine unspezifische Dickdarmentziindung,
beispielsweise eine Divertikulitis. Von den Patienten wurden die liberlappenden DNA-
Fragmente HBD 2-Prol und HBD 2-Pro2 nach PCR und Klonierung in E. coli sequenziert.
Die sequenzierten Fragmente sind schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Bei zwei
Patienten mit Colitis ulcerosa gelang nur die Sequenzierung des Fragmentes HBD 2-Pro2

(Patienten 34 und 93).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der sequenzierten Promotorfragmente

1800bp 2000bp 2200bp 2400bp 2600bp 2800bp 3000bp

s N S N N B
] ]

NFkappaB-like NFkappaB-consensus ATG-codon
1935bp 2424bp
i HBD 2-Prol i
2250bp 2871bp
i HBD 2-Pro2 i
*Reference: Bevins et al., H. sapiens beta defensin 2 (HBD2) gene,

complete cds., GenBank access code AF 071216
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Die im Folgenden beschriebenen Unterschiede zur Vergleichssequenz nach Bevins sind in

Abbildung 2 dargestellt.

e Zwischen Position 2205 und 2206 wurde bei 24 von 27 sequenzierten Proben die
Insertion eines Cytosin nachgewiesen.

e An Position 2257 ist bei drei von acht Patienten mit Colitis ulcerosa das in der
Vergleichssequenz vorliegende Cytosin durch ein Adenin ersetzt.

e An Position 2260 liegt nur bei einem Patienten mit Colitis ulcerosa wie in der
Vergleichssequenz ein Adenin, bei allen anderen Patienten liegt dort ein Guanin.

® An Position 2463 gibt es einen Austausch eines Guanin durch ein Cytosin bei drei
Patienten. Dieser Austausch ist nicht auf eine Patientengruppe beschrinkt, tritt
allerdings nicht bei Kontrollen auf.

e An Position 2624 liegt bei zehn von 29 Patienten ein Cytosin anstelle eines
Thymin.

e An Position 2773 gibt es bei einem Kontrollpatienten und einem Patienten mit

Morbus Crohn einen Austausch eines Cytosin durch ein Thymin.

Neben den in Abbildung 2 dargestellten Abweichungen von der Vergleichssequenz fand

sich an Position 1964 eine Deletion in zwei Proben. Aullerdem fanden sich, vor allem am
Beginn der analysierten Region, einige Punktmutationen, die nur einmal im untersuchten
Kollektiv auftraten.

Im Anhang sind die gesamten Ergebnisse der Sequenzierung dargestellt.
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Bevins
S5prolCU
19prolCU
24prolCU
35prolCU
52prolCU
83prolCU
94prolCU
107prolCU
22prolMC
28prolMC
38prolMC
53prolMC
79prolMC
84prolMC
85prolMC
99prolMC
110prolMC
8prolK
9prolK
10prolK
20prolK
41prolK
59prolK
29prolKE
51prolKE
69prolKE
100prolKE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28pro2MC
38prozMC
53proz2MC
79prozMC
84proz2MC
85pro2MC
99pro2MC
110prozMC
8pro2K
9pro2K
10proz2K
20pro2K
41prozK
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

2205
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG

R
246
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC

R
225
AATGTCCGAA
AATGTCAGAG
AATGTCAGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAA
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCAGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG
AATGTCCGAG

R
262
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT

A -
226
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG

N
2775
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
TTCCTGATGC
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Abbildung 2: Auffillige
Basenabweichungen in der
Sequenzierung

A: Adenin; C: Cytosin; G:
Guanin; T:  Thymin;
Bevins: Vergleichs-
sequenz nach Bevins et
al.;

prol: HBD 2-Prol;

pro2: HBD 2-Pro2;

CU: Colitis ulcerosa;

MC: Morbus Crohn;

K: Kontrolle;

KE: Kontrolle, entziindet.

Anmerkung:

Die Nummerierung der
Positionen richtet sich
nach der Vergleichs-
sequenz.

Die Proben sind nach
Entnahme chronologisch
mit Nummern bezeichnet
worden, diese Benennung
wurde beibehalten.



4.2 Reportergenassay

4.2.1 Analyse der Aktivitit des unmutierten Promotorfragmentes

Die Promotorfragmente, deren Aktivitdt mittels Dual-Luciferase-Assay ermittelt wurde,

sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der untersuchten Promotorfragmente

1800bp 2000bp 2200bp

2400bp 2600bp 2800bp

!

3000bp
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i Bevins* i i
I

b
I

NFkappaB-1like NFkappaB-consensus ATG-codon
1935bp 2731bp
i HBD 2-Lucl i
2250bp 2731bp
i HBD 2-Luc2 i
2511bp 2731bp

*Reference: Bevins et al.,
complete cds.,

i HBD 2-Luc3 l

H. sapiens beta defensin 2 (HBD2)

GenBank access code AF 07
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Die Sequenz der Promotorfragmente unterschied sich von der Vergleichsequenz durch

Insertion eines Cytosin zwischen Position 2205 und 2206.

Es wurden drei Versuche unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt. Die
Versuchsbedingungen wurden so gewéhlt, dass durch Stimulation mit TNFa ein moglichst
deutlicher Effekt auf die Promotoraktivitit und damit auf die Luminiszenz des umgesetzten
Luciferins erreicht wurde. Als Positivkontrolle diente der pGL3-Control-Vektor, der
SV40-Promotor- und SV40-Enhancer-Elemente besitzt und sich durch eine starke
Luciferaseexpression auszeichnet, die in HeLa-Zellen ohne Stimulation stattfindet. Der
pGL3-Basic-Vektor, der weder Promotor- noch Enhancer-Elemente aufweist, diente als
Negativkontrolle. In Abbildung 4 sind die Ergebnisse eines dieser Versuche (Versuch 3)
schematisch dargestellt. Entsprechende Abbildungen fiir die Versuche 1 und 2 finden sich

im Anhang.
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Versuch 3
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Abbildung 4: Ergebnis eines Dual-Luciferase-Assays (Versuch 3) mit unmutierten

Promotorfragmenten

pGL3Control:  pGL3-Control-Plasmid;  pGL3Basic:  pGL3-Basic-Plasmid; Lucl:
Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Lucl; Luc2: Reportervektor mit
einkloniertem Fragment HBD 2-Luc2; Luc3: Reportervektor mit einkloniertem Fragment

HBD 2-Luc3.
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4.2.2 Analyse der Aktivitiit eines Promotorfragmentes mit einem Basenaustausch an

Position 2257

Es wurden drei Dual-Luciferase-Assays durchgefiihrt, in denen die Promotoraktivitdt des
nicht mutierten Gesamtfragmentes (Lucl) der eines Fragmentes gegeniibergestellt wurde,
das sich an Position 2257 durch eine Punktmutation (Adenin statt Cytosin) vom
Gesamtfragment unterschied (Luclmut). Bei diesen Versuchen wurde der pGL3-Control-
Vektor als Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse eines dieser Versuche (Versuch 6)
sind in Abbildung 5 dargestellt. Im Anhang sind Abbildungen der Ergebnisse der

Versuche 4 und 5 zu finden.

Versuch 6
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Abbildung 5: Ergebnis eines Dual-Luciferase-Assays (Versuch 6) mit mutiertem

Promotorfragment

pGL3Control: pGL3-Control-Plasmid; Lucl: Reportervektor mit einkloniertem Fragment
HBD 2-Lucl; Luclmut: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luclmut.
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4.2.3 Zusammengefasste Darstellung der Ergebnisse der Dual-Luciferase-Assays

In Abbildung 6 sind die Ergebnisse aller durchgefiihrten Dual-Luciferase-Assays

zusammenfassend dargestellt.

Ergebnis der Dual-Luciferase-Assays

0,5

e

03 +— — —f+— 4 — —

VNS NS I .

Luciferaseaktivitat / Renillaaktivitat

0,0 T T T T
Luc1 Lucimut Luc2 Luc3

I nicht stimuliert
[ stimuliert (TNFalpha 7h)

Abbildung 6: Ergebnis der Dual-Luciferase-Assays

Lucl: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Lucl; Luclmut: Reportervektor
mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luclmut; Luc2: Reportervektor mit einkloniertem
Fragment HBD 2-Luc2; Luc3: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luc3.
Anmerkung:

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung mit n=3 flir Luclmut, Luc2 und Luc3
und mit n=6 fiir Lucl.
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4.2.4 Darstellung der Relation der Aktivitit stimulierter Zellen zu der nicht

stimulierter Zellen
In Abbildung 7 ist das Verhdltnis der relativen Luciferaseaktivitit (bezogen auf die

Renillaaktivitdt) der stimulierten Zellen zur relativen Luciferaseaktivitit der nicht

stimulierten Zellen dargestellt.

Induktion von Luciferaseaktivitat durch TNFalpha

Relation stimuliert / nicht stimuliert
N
|

O T T T T
Luc1 Luctmut Luc2 Luc3

Abbildung 7: Induktion von Luciferaseaktivitit durch TNFalpha

Lucl: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Lucl; Luclmut: Reportervektor
mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luclmut; Luc2: Reportervektor mit einkloniertem
Fragment HBD 2-Luc2; Luc3: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luc3.
Anmerkung:

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung mit n=3 flir Luclmut, Luc2 und Luc3
und mit n=6 fiir Lucl.
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5 Diskussion

Vor dem Hintergrund der nachgewiesenermaBlen wichtigen Rolle von genetischen
Faktoren in der Atiopathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen und der
Entschliisselung des menschlichen Genoms arbeiten derzeit zahlreiche Arbeitsgruppen an
der Identifikation und Charakterisierung von Gendefekten, die zur Entstehung eines
Morbus Crohn oder einer Colitis ulcerosa beitragen. Beim Morbus Crohn, fiir den eine
stiarkere genetische Préadisposition vorliegt, hat man durch Kopplungsanalysen eine Reihe
von Genen eingegrenzt, in denen ein Defekt zu einer erh6hten Empfanglichkeit fiir die
Erkrankung fiihren konnte (Ahmad et al., 2001). Diese Gene nennt man ,,susceptibility
genes‘. Allerdings handelt es sich um so viele Gene, dass eine einfache Mutationssuche in
einem grofleren Kollektiv sehr aufwindig wére. Ein Gen konnte allerdings bereits
identifiziert werden (Hugot et al., 2001, Ogura et al., 2001) und wird fiir ca. 15% des
genetischen Risikos bei Morbus Crohn verantwortlich gemacht. Das Genprodukt
NOD2/CARD15 vermittelt die intrazelluldre Erkennung bakterieller Zellwandbestandteile.
Seine Fehlfunktion hat eine verminderte oder ausbleibende Antwort auf eine bakterielle
Invasion zur Folge. Dies belegt einen in zahlreichen klinischen Beobachtungen vermuteten
Barrierendefekt der Schleimhaut bei Morbus Crohn.

Versuche der eigenen Arbeitsgruppe haben ergeben, dass Patienten mit Morbus Crohn
signifikant seltener HBD 2-mRNA in entziindeter Kolonschleimhaut exprimieren als
Patienten mit Colitis ulcerosa (Wehkamp et al. 2002, 2003). Das HBD 2-Gen liegt auf
Chromosom 8p22-p23.1 (Harder et al., 1997), also nicht in einer der bisher beschriebenen
Kopplungszonen, dennoch konnte eine verminderte Induktion von HBD 2 im Rahmen
eines Morbus Crohn eine Rolle spielen. Das HBD 2-Gen konnte somit als funktionelles
»susceptibility gene* bezeichnet werden. Ein Mangel an HBD 2 kdnnte dazu flihren, dass
Bakterien und andere Pathogene leichter an den Epithelzellen adhérieren und diese
letztlich invadieren. Die Folge wire eine Aktivierung spezifischer Immunzellen und die
Auslosung beziehungsweise Perpetuierung einer Entziindung.

Andererseits wire auch denkbar, dass eine dauerhafte Expression von HBD 2 bei Patienten
mit Colitis ulcerosa die Entziindungsreaktion unterstiitzt und so eine schidigende Wirkung
entfaltet. Ein zytotoxischer Effekt von Defensinen konnte nachgewiesen werden (Lehrer et

al., 1993).
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Diese hypothetischen pathologischen Mechanismen konnten in beiden Fillen zu einer
Entgleisung der Immunreaktion im Rahmen einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung beitragen. Die Frage, warum die Expression von HBD 2 sich bei
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen unterscheidet, ist offen und
verdient vor dem Hintergrund der weitgehend ungeklirten Atiopathogenese dieser

Krankheiten ndhere Betrachtung.

5.1 Struktur des HBD 2-Gens und Erliuterung der Ergebnisse der Sequenzierung

Das HBD 2-Gen, Chromosomenposition 8p22-23.1 (Harder et al., 1997), besteht aus zwei
Exons und einem Intron. Harder et al. gehen vom in Abbildung 8 gezeigten Aufbau aus
(Harder et al., 2000), wéahrend Liu ef al. 81 Basenpaare fiir das erste Exon, 1610
Basenpaare fiir das Intron und 238 Basenpaare fiir das zweite Exon beschreiben (Liu ef al.,

1998).

Abbildung 8: HBD 2-Genstruktur nach Harder (Harder et al., 2000)

Exon 1 (36bp/58bp) Intron Exon 2 (134bp/108bp)
5 b

HBD2 ¢cDNA

HBD2-Vorlduferprotein (64 Aminosduren)

Signalsequenz Reifes HBD2-Peptid (41 Aminosduren)

In der Promotorregion, die sich ,,upstream® des ersten Exon befindet, liegen eine TATA-
Box (ab Position 2667 nach Bevins et al.), eine CAAT-Box (ab Position 2621 nach Bevins
et al.) und eine Reihe moglicher Transkriptionsfaktorbindungsstellen (Harder et al., 2000).
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Einer der Patienten mit Morbus Crohn weist unmittelbar vor der TATA-Box die Insertion
eines Thymin auf (siehe 79pro2MC zwischen 2667 und 2668 (Anhang 1)).

In der beschriebenen CAAT-Box weisen 10 von 29 Patienten anstelle des Thymin ein
Cytosin auf (Position 2624). Es handelt sich dabei um drei Patienten mit Colitis ulcerosa,
zwei Patienten mit Morbus Crohn und fiinf Kontrollpatienten. Die Relevanz der CAAT-
Box ist bisher nicht untersucht und funktionelle Auswirkungen des Polymorphismus
scheinen aufgrund seiner scheinbar zufilligen Verteilung auf die einzelnen
Patientengruppen keinen Einflu3 auf die HBD 2-Expression zu nehmen.

Der Basenaustausch bei einem Patienten mit Colitis ulcerosa und einem Patienten mit
Morbus Crohn an Position 2463 liegt in einer moglichen NSF1/2-Bindungsstelle.

Die anderen Unterschiede zur Referenzsequenz nach Bevins liegen nicht in
Consensusmotiven fiir humane Transkriptionsfaktorbindungsstellen. Interessant scheint
dennoch der Basenaustausch an Position 2257, der ausschlieSlich bei Patienten mit Colitis
ulcerosa auftritt. In enger Nachbarschaft (Position 2260) befindet sich ein weiterer
Basenaustausch bei einem Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich zu allen anderen
sequenzierten Proben, allerdings in Ubereinstimmung mit der Vergleichssequenz.
Zusammenfassend zeigte die Promotorsequenzierung eines limitierten
Patientenkollektives, selektioniert anhand der mukosalen HBD 2-Expression, keine
Abweichungen von der Vergleichssequenz in putativen Transkriptionsfaktor-
bindungsstellen. Einzig auffillig war eine Hiaufung einer Mutation an Position 2257 bei
Patienten mit Colitis ulcerosa, welches zum Anlass genommen wurde, funktionelle
Auswirkungen dieser Mutation mittels Reportergenassays zu untersuchen.

An Position 2773 kommt ein Austausch von Cytosin durch Thymin bei einem
Kontrollpatienten und einem Patienten mit Morbus Crohn vor. Dieser Basenaustausch liegt
bereits im HBD 2-Gen und fiihrt zu einer Anderung der Aminoséiurefolge (TCC kodiert
Serin, TTC kodiert Phenylalanin).
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5.2 Nuclear Factor kappa B (NFkB)

Nuclear Factor kappa B (NF«B) ist ein Transkriptionsfaktor, der die Bildung zahlreicher
Zytokine, Enzyme, Zelladhdsionsmolekiile und antimikrobieller Peptide (Baldwin, Jr.,
2001, Zhang und Gosh, 2001) im Rahmen der spezifischen und unspezifischen
Immunantwort reguliert. Er gehort zur Rel-Familie der Transkriptionsfaktoren, deren
Mitglieder eine hochgradig homologe Region von ca. 300 Aminoséduren besitzen, die fiir
Bildung von Dimeren, DNA-Bindung, Lokalisation im Zellkern und Bindung an IkB
verantwortlich ist (Baurle und Henkel, 1994). Als IxB bezeichnet man eine Gruppe von
Proteinen, die im Zytoplasma an NFkB gebunden sind, und, vermittelt durch extrazellulédre
Stimuli wie proinflammatorische Zytokine, Bakterien und ihre Toxine, Viren, Oxidantien
oder LPS, durch den ,,JkB kinase komplex‘ (IKK) phosphoryliert werden. Darauthin wird
IkB von NFxB abgespalten und im Gefolge degradiert. NFxB wird in den Zellkern
transloziert, kann an spezifische Sequenzmotive der DNA binden und die Gentranskription
regulieren (Schottelius und Baldwin, 1999). In der Aktivierung von NFkB spielen
membranstindige ,.toll-like“-Rezeptoren (TLR) eine zentrale Rolle, die nach Aktivierung
eine Kaskade intrazelluldrer Reaktionen anstoflen, die schlieBlich zur Phosphorylierung
von IkB fithren. Wie dabei die verschiedenen bisher bekannten ,,toll-like“-Rezeptoren
zusammenarbeiten oder sich unterscheiden, ist noch unbekannt (Zhang und Gosh, 2001).
Man weil} allerdings, dass der CDI14-Rezeptor als Korezeptor fiir TLR4 bei einer
Aktivierung durch LPS erforderlich ist (Becker et al., 2000). Die Aktivierung der
Rezeptoren erfolgt durch Bakterien und ihre Bestandteile, proinflammatorische Zytokine,
T- und B-Zell-Mitogene und physikalischen und chemischen Stress (Zhang und Gosh,
2001). Teilweise geschieht dies iiber Regelkreise. So induziert NFkB die Bildung von
Zytokinen wie TNFa und IL-1, die ihrerseits zu einer Aktivierung von NFxB fiihren
(Schottelius und Baldwin, 1999).

NF«B liegt als Dimer der Untereinheiten NFxB1 (p50/p105), NFkB2 (p52/p100), p65
(RelA), RelB und c-Rel vor (Baldwin, Jr., 2001, Tak und Firestein, 2001, Zhang und Gosh,
2001). Das Heterodimer p50/p65 ist das an haufigsten vorkommende NFxB-Dimer
(Baldwin, Jr., 2001, Tak und Firestein, 2001). p65 besitzt eine ,,frans-activating® Region,
die die Transkription induziert. p50 und p52 weisen keine solche ,,trans-activating® Region
auf und unterdriicken die Expression der durch sie regulierten Gene (Schottelius und

Baldwin, 1999, Zhang und Gosh, 2001). Bei Patienten mit chronisch entziindlichen
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Darmerkrankungen scheinen p50/p65-Heterodimere zu {iberwiegen, wiahrend bei gesunden
Kontrollen p50-Homodimere iiberwiegen (Neurath ef al., 1998). Die verschiedenen NF«B-
Dimere konkurrieren im Zellkern um die vorhandenen Bindungsstellen und folglich ist das
Uberwiegen von Heterodimeren, die p65 enthalten, eine mogliche Ursache fiir eine
Uberexpression von Entziindungsproteinen (Schottelius und Baldwin, 1999).

NF«B ist nur ein Faktor unter vielen in der Modulation der Entziindungsreaktion. So
bendtigen zum Beispiel Chondrozyten zur maximalen Expression von Kollagenase-3
neben NF«B auch den Transkriptionsfaktor AP-1 (Baldwin, Jr., 2001).

Das Vorkommen von NFkB in Kolonepithelzellen bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ist mehrfach nachgewiesen (Neurath et al., 1996, 1997, Rogler et al.,
1998). Schreiber et al. beschreiben ein Uberwiegen von p50/p65-Heterodimeren in Lamina
propria-Biopsien bei Patienten mit Morbus Crohn gegeniiber Patienten mit Colitis ulcerosa
und Kontrollen (Schreiber et al., 1998), was eher eine verstirkte Expression NFxB-
regulierter Proteine bei Patienten mit Morbus Crohn nahe legt. Dies steht im Widerspruch
zu den eigenen Vorarbeiten bei Patienten mit Morbus Crohn, bei denen HBD 2 seltener

exprimiert wird.

5.3 Genregulation des HBD 2

Die Konsensussequenz fiir das NFxB-Bindungsmotiv lautet 5’-GGGRNNWYCC-3’
(Wada et al., 2001) (A: Adenin; C: Cytosin; G: Guanin; T: Thymin; R: A oder G; N:
A,C,G oder T; W: A oder T; Y: C oder T), und das im Rahmen der vorliegenden Arbeit
analysierte DNA-Fragment enthélt eine Region, die mit dieser Sequenz bis auf eine Base
iibereinstimmt (Position 2502-2510: 5°-GGGGTTTCC-3’).

O’Neil et al. wiesen nach, dass HBD 2 ein NFkB-Zielgen ist. In ihren Versuchen mit
Caco-2- und MG-132-Zellen (beides Kolonepithelzelllinien) fiithrte die Stimulation der
Zellen mit IL-1a zu einer Expression von HBD 2, die Infektion der Zellen mit einem
Virus, das einen IkB-Superrepressor exprimiert, blockierte die durch IL-la induzierte
HBD 2-Expression. Interessanterweise zeigte sich in den Versuchen aber auch, dass eine

Aktivierung von NFkB allein nicht ausreicht, um eine HBD 2-Expression zu induzieren.
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So fiihrte eine Stimulation der Zellen mit E. coli 029, Salmonella dublin und 1L-1a zu
einer HBD 2-Expression, wihrend eine Stimulation mit TNFa keine HBD 2-Expression
zur Folge hatte (O’Neil et al., 1999). Dieser Unterschied zwischen IL-1a und TNFa konnte
von anderen Arbeitsgruppen allerdings nicht bestdtigt werden (Harder ef al., 2000). E. coli,
Salmonella dublin, 1L-10. und TNFa sind gleichermallen starke Aktivatoren von NFkB
(O’Neil et al., 1999). Neuere Experimente von O’Neil et al. mit der AGS-Zelllinie (human
gastric adenocarcinoma) zeigen neben der starken Induktion von HBD 2 durch IL-1a auch
eine geringe Induktion durch TNFa (O’Neil ef al., 2000).

Neben den Experimenten zur Induktion des HBD 2 in Zelllinien gastrointestinalen
Ursprungs gibt es auch Ergebnisse in anderen Organen (Bals ef al., 1998) und aus ihnen
stammenden Zelllinien. In Zellkulturen aus Epithelien des Tracheobronchialsystems zeigte
sich eine Expression von HBD 2 nach Stimulation mit IL-1p. In vivo wurde HBD 2 nur bei
Patienten mit bronchopulmonaler Entziindung nachgewiesen, bei Patienten ohne
Lungenentziindung war hingegen kein HBD 2 nachweisbar (Singh et al., 1998).

Diamond ef al. untersuchten die Regulation von ,,tracheal antimicrobial peptide* (TAP) in
einer bovinen Trachealepihelzelllinie (TEC). TAP ist ein Analogon zu HBD 2, dessen Gen
einen dhnlichen Promotor wie HBD 2 mit NFkB- und NF-IL6-Bindungsstelle aufweist und
durch IL-1B, TNFa und LPS induziert werden kann. In Reportergenassays wurde
festgestellt, dass sowohl die NFxB-, als auch die NF-IL6-Bindungsstelle in der
Promotorregion fiir die Expression von TAP erforderlich sind. Wéhrend die NF«B-
Aktivitdt durch LPS induziert wurde, war NF-IL6-Aktivitit konstitutiv vorhanden.
,»Mobility shift assays“ zeigten, dass vor allem p50/p65-Heterodimere mit der NF«B-
Bindungsstelle interagierten (Diamond ef al., 2000).

Wada und Mitarbeiter haben festgestellt, dass NFxB an das oben beschriebene
Bindungsmotiv in der HBD 2-Promotorregion bindet und so eine Expression von HBD 2
induziert. Im Rahmen ihrer Versuche wurden MKN45-Zellen, eine humane Magenkrebs-
Zelllinie, mit verschiedenen Reportergenkonstrukten aus pGL3-Vektor und HBD 2-
Promotorfragmenten (nach GenBank AF071216) transfiziert. Die transfizierten Zellen
wurden mit Helicobacter pylori infiziert. Die relative Luciferaseaktivitit nach Infektion,
bezogen auf einen internen Standard wie in der vorliegenden Arbeit, verdoppelte sich bei
den Zellen, die ein Reporterplasmid mit dem beschriebenen NFkB-Bindungsmotiv trugen.

Zellen, die ein Plasmid mit einer Mutation in diesem Motiv trugen, zeigten ebenso keine
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stirkere HBD 2-Induktion nach Infektion mit Helicobacter pylori wie Zellen mit einem
Plasmid, das nur die Basen zwischen dem NFxB-Bindungsmotiv und dem Startcodon trug
(Wada et al., 2001). Diese Resultate stehen in Ubereinstimmung zu den selbst erhobenen
Ergebnissen in HeLa-Zellen. Auch hier wurde eine Steigerung der relativen
Luciferaseaktivitit um den Faktor zwei bis drei nach Stimulation ermittelt. Dabei wurden
die Zellen allerdings mit TNFa stimuliert, und im Unterschied zu den Versuchen von
O’Neil et al. in Kolonepithelzellen (O’Neil et al., 1999) wurde der HBD 2-Promotor
aktiviert.

Ogushi et al. beschreiben eine Steigerung der relativen Luciferaseaktivitit um den Faktor
acht bis zehn in Caco-2-Zellen nach Stimulation mit ,,Flagella filament protein® (FLiC).
Die Zellen waren zuvor mit Reporterplasmiden mit der beschriebenen NFxB-
Bindungsstelle transfiziert worden. FliC ist das bedeutendste Strukturprotein der Geil3el
von Salmonella enteritidis (Ogushi et al., 2001), das auch die Bildung von TNFa und IL-
1B in humanen Monozyten induziert (Ciacci-Woolwine et al., 1998, 1999). Somit ist ein
bakterielles Protein als direkter Induktor von HBD 2 nachgewiesen. In beiden
Publikationen beschreiben Wada und Ogushi, dass, im Unterschied zu den Ergebnissen
von Diamond et al (Diamond et al, 2000) im Tiermodell, in humanen
Kolonepithelzelllinien tiberwiegend NFkB-p65-Homodimere an das NFkB-Bindungsmotiv
binden. AuBBerdem ist die vor der NFkB-Bindungsstelle liegende NF-IL6-Bindungsstelle in
den HBD 2-Reporterkonstrukten nicht erforderlich, um die transfizierten Zellen zu einer
Luciferaseexpression zu stimulieren. Die eigenen Experimente zeigen keine Mutationen in
der aktiven NFxB-Bindungsstelle. Der seltenere Nachweis von HBD 2-mRNA ist also
nicht darauf zuriickzufiihren, dass die HBD 2-Expression durch NFxB nicht induziert
werden kann.

Auch in den eigenen Experimenten flihrte die Stimulation von transfizierten Zellen, die
Vektoren mit dem Promotorfragment ohne NFxB-Bindungsstelle tragen, nicht zur
Steigerung der HBD 2-Expression, aber im Unterschied zu den Ergebnissen von Wada und
Ogushi war die relative Luciferaseaktivitit sowohl der unstimulierten, als auch der
stimulierten Zellen ungefdhr genauso hoch wie die relativen Luciferaseaktivititen der
stimulierten Zellen, die Vektoren mit NFkB-Bindungsstelle trugen. Dies ist unerwartet, da
sowohl die Negativkontrolle ohne Promotorfragment als auch Promotorvektor Luc3 keine

NF«kB-Bindungsstelle aufweisen. Erkldrbar ist diese Beobachtung, da Promotorvektor
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Luc3 eine TATA-Box enthilt. Diese ermoglicht das Andocken der RNA-Polymerase und
damit die Transkription unabhéngig von NFkB. Bei gleichzeitigem Vorliegen einer NFxB-
Bindungsstelle im Promotor wird die Transkription in Abhéngigkeit von der NF«xB-
Konzentration und der Zusammensetzung des NFxB aus seinen Untereinheiten hoch- oder

herunterreguliert.
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6 Zusammenfassung

HBD 2 gehort zu den antimikrobiellen Peptiden und ist ein wichtiger Bestandteil der
unspezifischen Abwehr auf Epithelien. Die unterschiedlich hdaufige HBD 2-Expression im
Kolon von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa fiihrte zu der Frage, ob ein
Sequenzunterschied in der Promotorregion des HBD 2-Gens bei einer der
Patientengruppen vorliegt, der diese Beobachtung erkléren kann. Zu diesem Zweck wurde
DNA von 9 Patienten mit Morbus Crohn, 10 Patienten mit Colitis ulcerosa und 10
Kontrollen untersucht. Bei den Patienten mit Morbus Crohn war zuvor, im Gegensatz zu
den Patienten mit Colitis ulcerosa und den Kontrollen, keine HBD 2-mRNA in
Kolonschleimhautbiopsien nachgewiesen worden.

Bei der zunidchst durchgefiihrten Sequenzierung des DNA-Abschnittes, der ,,upstream® des
HBD 2-Gens liegt, fanden sich neben anscheinend zufillig verteilten Punktmutationen eine
Insertion eines Cytosin (zwischen Position 2205 und 2206) bei der groBen Mehrheit der
untersuchten Proben. Weiterhin fanden sich an drei Stellen Basenabweichungen, die bei
mehreren Patienten auftraten. Diese Unterschiede zur Vergleichssequenz waren nicht auf
eine der Patientengruppen beschriankt. Auf die Gruppe der Patienten mit Colitis ulcerosa
waren zwei Sequenzabweichungen, die in enger Nachbarschaft liegen, begrenzt, so dass
sich in dieser Region bei der Hélfte der Patienten mit Colitis ulcerosa die Basenfolge von
den anderen Patientengruppen unterschied.

Mit Hilfe von Dual-Luciferase-Assays wurde die Promotoraktivitit des untersuchten
DNA-Fragmentes analysiert. Zu diesem Zweck wurde die Aktivitit des Gesamtfragmentes
mit der Aktivitdt von Teilfragmenten verglichen. In den Versuchen zeigte sich, dass die
Stimulation der mit Reporterplasmiden transfizierten HeLa-Zellen mit TNFa zu einer
Erhohung der Luciferaseexpression im Vergleich zum nicht stimulierten Versuchsansatz
fiihrte, wenn das NFkB-Bindungsmotiv, das an Position 2502-2510 der Vergleichssequenz
liegt, im Promotorfragment vorlag.

Promotorfragmente, die den nur bei Patienten mit Colitis ulcerosa vorkommenden
Basenunterschied (Position 2257) zum Gesamtfragment aufwiesen, zeigten in den
durchgefiihrten Versuchen keine sich vom unmutierten Gesamtfragment unterscheidenden

Eigenschaften.
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Die im Mittelwert hochste Luciferaseexpression, sowohl nach Stimulation mit TNFa, als

auch unstimuliert, zeigte sich in Versuchen mit Reportervektoren, die ein DNA-Fragment

ohne NFkB-Bindungsmotiv als Promotor enthielten (Fragment Luc3), das aber die TATA-

Box enthielt.

Aus den gewonnenen Daten werden folgende Schlussfolgerungen gezogen:

1y

2)

3)
4)

5)

Im untersuchten DNA-Fragment gibt es eine Reihe von Punktmutationen.

An drei Stellen treten Basenverdnderungen auf, die mehrfach vorkommen und
nicht auf eine Patientengruppe beschriankt sind. Sie werden als Polymorphismen
interpretiert.

Zwischen Position 2257 und 2260 treten bei vier von acht Patienten mit Colitis
ulcerosa Basenunterschiede auf. Bei anderen Patienten gibt es dort keine
Sequenzunterschiede.

Das analysierte DNA-Fragment besitzt Promotoraktivitit.

Die Promotoraktivitdt des Gesamtfragmentes und des Fragmentes HBD 2-Luc2
konnten in Versuchen durch Stimulation der mit Reporterplasmiden transfizierten
Zellen mit TNFa gesteigert werden, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass das in diesen Fragmenten enthaltene NFkB-Bindungsmotiv auch die HBD 2-
Expression in vivo reguliert. Das Fragment HBD 2-Luc3 war zwar nicht
stimulierbar, zeigte aber die hdchste Spontanaktivitit. Dies wird vor dem
Hintergrund, dass tiiber NFkB-Bindungsmotive die Genexpression auch
herunterreguliert werden kann, als Ausdruck der Wichtigkeit der TATA-Box fiir
die Initiation der Genexpression interpretiert.

Die in 2) beschriebenen Basenunterschiede der Patienten mit Colitis ulcerosa
fiihrten in Dual-Luciferase-Assays zu keiner sich von der des unmutierten
Gesamtfragmentes unterscheidenden Promotoraktivitit, so dass auch hier von
einem Polymorphismus ausgegangen wird. In welchem Verhéltnis das Auftreten
des Polymorphismus und die Empfianglichkeit fiir eine Colitis ulcerosa
zueinander stehen, kann aufgrund der dafiir zu kleinen Studiengruppen nicht

abschlieBend beurteilt werden.
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8 Anhiinge

8.1 Anhang 1: Ergebnisse der Sequenzierung

A: Adenin; C: Cytosin; G: Guanin; T: Thymin; Bevins: Vergleichssequenz nach Bevins et
al.; prol: HBD 2-Prol; pro2: HBD 2-Pro2; CU: Colitis ulcerosa; MC: Morbus Crohn; K:

Kontrolle; KE: Kontrolle, entziindet.

Anmerkung:

Die Nummerierung der Positionen richtet sich nach der Vergleichssequenz.

Die Proben sind nach Entnahme chronologisch mit Nummern bezeichnet worden, diese

Benennung wurde beibehalten.

Bevins
S5prolCU
19prolCU
24prolCU
35prolCU
52prolCU
83prolCU
94prolCU
107prolCU
22prolMC
28prolMC
38prolMC
53prolMC
79prolMC
84prolMC
99prolMC
110prolMC
8prolK
10prolK
20prolK
41prolK
29prolKE
69prolKE
100prolKE
9prolK
59prolK
85prolMC
51prolKE

R .
192 1
ACATTCCCTG AGTG

[
93
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
TAGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG
ACGGTG

R |

194
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
TGAATGGAAG
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R
195
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT
GAACTCAAGT

R
196
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGTTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
TCGGGTTGTA
GCGGGTGGTA
GCGAGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCGGGTGGTA
GCG-GTGGTA
GCGGGTGGTA
GCG-GTGGTA
GCGGGTGGTA

R
197
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
AGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC
GGCCACCTCC



Bevins
S5prolCU
19prolCU
24prolCU
35prolCU
52prolCU
83prolCU
94prolCU
107prolCU
22prolMC
28prolMC
38prolMC
53prolMC
79prolMC
84prolMC
99prolMC
110prolMC
8prolK
10prolK
20prolK
41prolK
29prolKE
69prolKE
100prolKE
9prolK
59prolK
85prolMC
51prolKE

Bevins
S5prolCU
19prolCU
24prolCU
35prolCU
52prolCU
83prolCU
94prolCU
107prolCU
22prolMC
28prolMC
38prolMC
53prolMC
79prolMC
84prolMC
99prolMC
110prolMC
8prolK
10prolK
20prolK
41prolK
29prolKE
69prolKE
100prolKE
9prolK
59prolK
85prolMC
51prolKE

R |

198
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC
TGGCCCAGGC

R |

204
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTICTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTICTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTCTCA
CTCCTTICTCA

R
199
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CCGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTTAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC
CTGGGTGAAC

R
205
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA
GAGGAAGGAA

R |

200
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA
TCTGAGGGGA

R |

206
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC
GTGGGCATCC

75

R
201
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT
CACATGTAGT

R
207
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA
ATCTGCCTCA

R |

202
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
GACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA
CACAATCCCA

R |

208
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTICTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC
TCTCTCTCCC

R
203
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT
TCCTCCCATT

R
209
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
GTGGGGAAGA
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R |

210
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT
TGGGGAGTTT

R |

216
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA
GGGCCCACCA

R
211
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT
CAGGGGAACT

R
217
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT
TGCTCCCGGT

R |

212
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA
TTCACATAAA

R |

218
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG
GCTGCCAGAG

76

R
213
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC
TTTCACCAGC

R
219
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
—CCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC
GCCCTGAGCC

R |

214
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC
TCAGATCTICC
TCAGATCTCC

2205
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCC-AGGG
CCTCCCAGGG
CCTCCCAGGG

R
215
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG
TGTGAGGATG

P

221
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTIGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
TCCCTGGGTT
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[

222
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC
TGAGCCAGCC

[

228
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC
GAAAGAGCTC

O

223
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC
CTGTATCATC

P

229
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC
TCAATTTGGC

[

224
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT
CCCAGGAGCT

[

230
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT
CTGAGACTGT

71

O

225
GAATGTCCGA
GAATGTCAGA
GAATGTCAGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCAGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA
GAATGTCCGA

P

231
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC
CCCCAGATAC

[

226
ACAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
ACAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA
GCAATGGATA

[

232
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA
TCAGGAAAAA

R

227
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG
GAATTAGATG

P

233
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
CAGGACGTCG
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[

234
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG
CACAGAGTGG

[

240
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA
GTGAGACAGA

O

235
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG
GCAGCAGGTG

P

241
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT
CCCAGCCCCT

[

236
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT
AGTGGCAGGT

[
242
CACTCCATTC

78

O

237
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT
TATAGGTCCT

P
243
ACACACTGGG

[

238
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT
GAGTTTGAGT

[
244
TTTTAAATGG

R

239
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTATCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC
TTGTTCTCAC

P
245
TGCAAGATAG
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24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

R |
222

N
223

R |
224

GAGCCAGCCC TGTATCATCC CCAGGAGCTG

R |

228
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTICT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT
AAAGAGCTCT

R
229
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC
CAATTTGGCC

R |

230
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC
TGAGACTGTC

79

R
225
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA
AATGTCCGAA

R
231
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT
CCCAGATACT

R |

226
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG
CAATGGATAG

R |

232
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC
CAGGAAAAAC

R
227
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG
AATTAGATGG

R
233
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC
AGGACGTCGC



Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

R |

234
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG
ACAGAGTGGG

R |

240
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC
TGAGACAGAC

R
235
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA
CAGCAGGTGA

R
241
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC
CCAGCCCCTC

R |

236
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT
GTGGCAGGTT

R |

242
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTICA
ACTCCATTCA
ACTCCATTICA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA
ACTCCATTCA

80

R
237
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG
ATAGGTCCIG
ATAGGTCCTG

R
243
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT
CACACTGGGT

R |

238
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT
AGTTTGAGTT

R |

244
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT
TTTAAATGGT

R
239
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG
TGTTCTCACG

R
245
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG
GCAAGATAGG



Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

R |

246
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGCAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTIC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC
AGGAATTTTC

R |

252
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG
TTTGCATAAG

R
247
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG
TGGTCCCAAG

R
253
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG
ATCTCCTGAG

R |

248
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA
AGCAGGAGGA

R |

254
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTIGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTIGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTIGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTIGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTIGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT
TGTGCATTGT

81

R
249
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTTIC
AGGGATTTTC
AGGGATTTTIC
AGGGATTTTC

R
255
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA
TCTTTGAGGA

R |

250
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTCC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC
TGGGGTTTICC

R |

256
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTIG
CCATTCTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTICTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG
CCATTCTICTG
CCATTICTCTG

R
251
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA
TGAGTCCAGA

R
257
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG
ACTCACCAGG



Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

R |

258
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG
TAAGTGGCTG

R |

264
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC

R
259
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC
AATTCTAACC

R
265
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG
CAGGGACCAG

R |

260
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA
TCTGTAATGA

R
266
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTTTAT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT
GACCTTT-AT

82

R
261
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
GCATTGCACC
[
2675
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG
AAGGTGGAAG

R |

262
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAACACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAATACCAGT
CAACACCAGT
[
2685
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC
GCTTGATGTC

R
263
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
TCTGAACTCT
[
2695
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC
CTCCCCAGAC



Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

[

2705
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
TCAGCTCCTG
TCAGCTCCTIG
[

2765
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT
TCCTCTTCAT

T

2715
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
GTGAAGCTCC
[

2775
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTTCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTTCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG
ATTCCTGATG

[

2725
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
CAGCCATCAG
[

2785
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG
CCTCTTCCAG

83

[

2735
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
CCATGAGGGT
[

2795
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG
GTGAGATGGG

[

2745
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
CTTGTATCTC
[

2805
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT
CCAGGGAAAT

[

2755
CTCTTCTCGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTICGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
CTCTTCTCGT
[

2815
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG
AGGAGGGTTIG



Bevins
S5pro2CU
19pro2CU
24pro2CU
34pro2CU
35pro2CU
52pro2CU
83pro2CU
93pro2CU
94pro2CU
107pro2CU
22pro2MC
28prozMC
38pro2MC
53proz2MC
79pro2MC
84prozMC
85pro2MC
99pro2MC
110pro2MC
8pro2K
9pro2K
10pro2K
20pro2K
41pro2K
59pro2K
29pro2KE
51pro2KE
69pro2KE
100pro2KE

[

2825
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA
GCCAAATGGA

T

2835
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT
AGAATGGCGT

[

2845
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTICTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTIC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC
AGAAGTTCTC

84

[

2855
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT
TGTCTCCICT
TGTCTCCTCT

[

2865
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC
CATTCCCCTC

O T
2875
CACCTATCTC



8.2 Anhang 2: Dual-Luciferase-Assay (Versuche 1 und 2)

pGL3Control:  pGL3-Control-Plasmid; pGL3Basic: pGL3-Basic-Plasmid;  Lucl:
Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Lucl; Luc2: Reportervektor mit
einkloniertem Fragment HBD 2-Luc2; Luc3: Reportervektor mit einkloniertem Fragment

HBD 2-Luc3.

Versuch 1

52,0 —

51,0 —

50,0 —

1
{adal

pGL3Control pGL3Basic Luct Luc2 Luc3

Luciferaseaktivitat / Renillaaktivitat

Versuch 2

20+ —

31,0 +— - — — — — —

30,0 +—— —_—

06— - — — — — —

05 +— _ — — — — — — —

04— _ — — — — — — —

03 +— _ — — — — — — —

Luciferaseaktivitat / Renillaaktivitat

02 +— — _— — —

FINEN BN [N [ .

pGL3Control pGL3Basic Luct Luc2 Luc3

I nicht stimuliert
[ stimuliert (TNFalpha 7h)
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8.3 Anhang 3: Dual-Luciferase-Assay (Versuche 4 und 5)

pGL3Control: pGL3-Control-Plasmid; Lucl: Reportervektor mit einkloniertem Fragment
HBD 2-Lucl; Luclmut: Reportervektor mit einkloniertem Fragment HBD 2-Luclmut.

Versuch 4

O+ — — — — — — — — —

780 +— — —

770 — — —

76,0

o6 —-——n 7
s .o
R
34— —— . 7
02— —— . 7
o1 ——— .- '
0,07 ]

PGL3Control Luc1 Luctmut

Luciferaseaktivitat / Renillaaktivitat

Versuch 5

450 +— — — — — — — — — — — ]
4#40+——— — — — — — — — —
8B30+———3; — — — — — — — — — — —

20— —— 80— — — — — — — — — — —

o6———.-———————— — — — O
o5+———— — — — — — — — — — — —
o4+———n-,

3+———9y, - — — — — — — —

Luciferaseaktivitat / Renillaaktivitat

02+———l— — — — _——

o1T+——— . — — __EI t———
0.0 ‘

PGL3Control Luc1 Luctmut

I nicht stimuliert
[ stimuliert (TNFalpha 7h)
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