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A Adenin

C Cytosin

G Guanin
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Aminosäuren

A Ala Alanin

R Arg Arginin

N Asn Asparagin

D Asp Aspartat
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Q Gln Glutamin
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Schreibweise

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kinder haben alle ein genetisch männliches 

Geschlecht. Durch eine Virilisierungsstörung weicht das äußere Genital vom genetischen 

Geschlecht  ab,  es  ist  intersexuell.  Um  Missverständnisse  zu  vermeiden,  werden  alle 

untersuchten Kinder als Patienten bezeichnet, auch wenn das äußere Geschlecht zum Teil 

komplett weiblich ist. Dies stellt keinerlei Wertung in Bezug auf die Geschlechtsidentität 

dar.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die  Geschlechtsentwicklung  des  Menschen  erfolgt  in  den  ersten  Wochen  der 

Embryonalzeit.  Sie  beginnt  mit  der  Befruchtung  der  Eizelle,  wird  nach  der  Geburt 

fortgeführt und endet in der Pubertät mit der Geschlechtsreife. Dabei bestehen bei jedem 

Embryo zunächst die Anlagen zur Differenzierung in weibliche oder männliche Richtung. 

Während der Geschlechtsdeterminierung entwickeln sich entweder Hoden oder Ovarien. 

Im Weiteren differenziert sich das innere und äußere Genitale. Für diesen Vorgang sind 

eine  intakte  Synthese  und  Wirkung  von  Sexualhormonen  eine  unabdingbare 

Voraussetzung.

Es  existieren  zahlreiche  Störungen,  die  den  Mechanismus  der  männlichen 

Geschlechtsentwicklung  beeinträchtigen.  Dabei  sind  die  klinischen  Auswirkungen 

abhängig vom Zeitpunkt bzw. dem Stadium der Entwicklung, in dem die Störung auftritt. 

Neben endokrinologischen Ursachen sind auch Entwicklungsgendefekte möglich.

1.1 Geschlechtsdeterminierung 

Mit der Fusion von Eizelle und Spermium wird das genetische Geschlecht bestimmt. Es 

entsteht  ein  diploider  Chromosomensatz  mit  zwei  Geschlechtschromosomen,  woraus 

entweder  ein  weiblicher  (46,  XX)  oder  ein  männlicher  (46,  XY)  Karyotyp  entsteht. 

Unabhängig  vom Karyotyp  entwickelt  sich  nach  der  Befruchtung  aus  dem Mesoderm 

zunächst  die  indifferente  Gonadenanlage,  aus  der  später  Hoden  oder  Ovar  entstehen 

(Abbildung 1).

Abb.1 
Prinzip  der  Geschlechtsdeterminierung. 
Aus  dem  Mesoderm  entwickelt  sich  die 
indifferente Gonadenanlage, aus der später 
Hoden  oder  Ovar  hervorgehen.  Dabei 
beeinflussen  verschiedene  Gene  die 
einzelnen Entwicklungsschritte.
SF-1:  Steriodogenic  Factor-1,  DAX-1: 
Dosage  sensitive  sex  reversal  locus-
adrenal  hypoplasia  congenita-critical 
region on the X-1, SRY: Sex determining 
region  of  the  Y-chromosome,  SOX-9: 
SRY-box-related-9,  WT-1:  Wilms-Tumor-
1,  LIM-1:  Eigenname,  WNT4:  wingless 
type MMTV integration family member 4
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Einleitung

Für  die  Entwicklung  der  bipotenten  Gonadenanlage  sind  verschiedene  Faktoren  von 

Bedeutung. Hierzu gehören das LIM-1, das SF-1 Protein (Steroidogenic Factor-1) und das 

WT-1  (Wilms-Tumor)  (Dong  et  al.  1997,  Zusammenfassung  bei  Birnbaum  2002). 

Störungen der Gonadenentwicklung werden durch Defekte der zugrunde liegenden Gene 

verursacht,  es  kommt  zur  Gonadendygenesie.  Bei  der  kompletten  Form  der 

Gonadendysgenesie zeigt sich ein weiblicher Phänotyp bei 46, XX oder 46, XY Karyotyp. 

Die Gonaden sind lediglich als bindegewebige Stränge angelegt („Streak“-Gonaden). Bei 

inkompletter Gonadendysgenesie hingegen ist das äußere Genitale weiblich, ambivalent 

oder männlich (Sinnecker 1999, Hiort 1998).

Bei Mutationen des LIM-1 Gens wurden bei Mäusen Fehlentwicklungen von Gonaden und 

Nieren beschrieben. Defekte dieses Gens bei Menschen sind bisher  nicht  veröffentlicht 

worden (Zusammenfassung bei Hiort und Holterhus 2000).

Beim SF-1 Protein handelt es sich um das Produkt des FTZ1-F1 Gens (Drosophila Fushi-

Tarazu factor-1). Es dient als Hormonrezeptor (Taketo et al. 1995, Parker 1998). Versuche 

mit SF-1 „knockout“-Mäusen zeigten, dass SF-1 nicht nur in der frühen Entwicklung der 

männlichen Gonade von Bedeutung ist, sondern zusätzlich einen Einfluss auf die spätere 

Geschlechtsdifferenzierung nimmt.  Eine heterozygote Mutation des  FTZ1-F1 Gens,  die 

einen Bindungsverlust des SF-1 Proteins zur Folge hat, zeigte bei Menschen mit einem 46, 

XY Karyotyp ein klinisches Bild mit weiblichem Phänotyp, weiblichem inneren Genitale 

und primärer Nebenniereninsuffizienz (Achermann et al. 1999, Parker et al. 1999).

Defekte des  WT-1 Gens können verschiedene Syndrome zur  Folge haben.  Das Denys-

Drash-Syndrom ist  durch  die  partielle  oder  komplette  Gonadendysgenesie  und  Wilms-

Tumoren  gekennzeichnet.  Beim  Frasier-Syndrom  kommt  es  zur  Bildung  von 

Gonadoblastomen.  Das  WAGR-Syndrom  äußert  sich  klinisch  mit  Wilms-Tumoren, 

Aniridie, genitalen Abnormitäten und mentaler Retardierung. Dabei ist die unterschiedliche 

phänotypische Ausprägung Folge unterschiedlicher Mutationsmechanismen (Denys et al. 

1967, Drash et al. 1970, Glaser et al. 1986, Klamt et al. 1998).

Für die Entwicklung des Hodens aus der bipotenten Gonadenanlage ist das Y-Chromosom 

von entscheidender Bedeutung. Der sogenannte TDF (Testis Determining Factor) wurde 

bereits in den 1960er Jahren vermutet (Jacobs et al. 1966,  McElreavy et al. 1995) und die 

dafür  verantwortliche  Region  auf  dem Y-Chromosom in  der  Folge  weiter  eingegrenzt 

(Wachtel et al. 1975, McLaren et al. 1984, Page et al. 1987, Palmer et al. 1989). 1990 

beschrieben  Sinclair  und  Mitarbeiter  das  auf  dem  kurzen  Arm  des  Y-Chromosoms 
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Einleitung

lokalisierte SRY (Sex-determinierende Region des Y-Chromosoms) (Sinclair et al. 1990). 

SRY kodiert  für  den TDF,  einem Protein mit  einem DNA-Bindungsmotiv,  welches als 

Transkriptionsfaktor  die  Expression  autosomaler  Gene  reguliert.  Diese  wiederum 

kontrollieren  die  Hodendifferenzierung  (Sinclair  et  al.  1990,  McElreavy  et  al.  1995). 

Defekte des SRY Gens führen bei 46, XY Individuen zu einer kompletten Umkehr des 

inneren und äußeren Genitals (Hiort und Holterhus 2000). Durch den Transfer des SRY 

Gens  in  das  Genom  von  Mäusen  konnten  männliche  XX-Mäuse  erzeugt  werden 

(Koopmann  et  al.  1991),  was  die  Relevanz  von  SRY  für  die  männliche 

Gonadendeterminierung unterstreicht.

Allerdings  ist  für  die  männliche  Gonadenentwicklung  das  SRY  Gen  alleine  nicht 

ausreichend. Es werden eine Reihe weiterer Gene im Zusammenspiel mit dem SRY Gen 

benötigt  (Zusammenfassung bei Boehmer 2000).  Es handelt  sich dabei um das DAX-1 

(Dosage-sensitive sex reversal locus-adrenal hypoplasia congenita-critical region on the X-

1),  das  SOX-9  (SRY-box-related  9)  und  das  oben  bereits  erwähnte  WT-1.  Es  ist  zu 

vermuten,  dass  zusätzlich  eine  Reihe  weiterer,  bisher  unbekannter  Faktoren,  in  diesen 

Prozess eingreifen.

Das  DAX-1  Gen  hat  Einfluss  auf  die  Entwicklung  der  Ovarien.  In  der  männlichen 

Entwicklung wird es durch die Wirkung des SRY Gens inaktiviert (Übersicht bei Hiort und 

Holterhus 2000). Geschieht dies nicht ausreichend, z.B. bei einer Duplikation des DAX-1, 

kommt es zu Störungen der testikulären Differenzierung (Yu et al. 1998). Inaktivierende 

Mutationen des DAX-1 Gens führen hingegen zu hypogonadalem Hypogonadismus mit 

Nebennierenhypoplasie bei normal männlichem Phänotyp und 46, XY Chromosomensatz 

(Lim und Hawkins 1998).

Bei  Defekten  im  SOX-9  Gen  kommt  es  zu  gestörter  Hodenentwicklung  und 

Skelettfehlbildungen (campomele Dysplasie) (Lim et al. 1998).

Ist ein intaktes SRY Gen vorhanden und sind die beschriebenen Gene intakt, kommt es in 

der 7. Embryonalwoche normalerweise zur Entwicklung des Hodens aus der indifferenten 

Gonadenanlage.  An  dieser  Stelle  beginnt  der  Vorgang  der  normalen  männlichen 

Geschlechtsdifferenzierung.
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1.2 Geschlechtsdifferenzierung 

Sind die Hoden in der 7. Embryonalwoche vollständig entwickelt, beginnen sie mit der 

Bildung von Testosteron und Anti-Müller-Hormon (AMH). Diese Hormone bestimmen die 

Differenzierung des männlichen Genitals (Abbildung 2). 

AMH, welches in den Sertoli-Zellen gebildet wird, wirkt über zwei Rezeptoren auf die 

Zellen  des  Müllerschen  Gangsystems und führt  dabei  zur  Regression  der  Müllerschen 

Derivate,  die  sich  beim  weiblichen  Embryo  zu  Uterus,  Eileiter  und  oberer  Vagina 

entwickelt hätten (Josso et al. 1977, Josso et al. 1990, Josso et al. 2001). Dabei wird die 

Bildung von AMH durch die Gene SF-1 und SOX-9 stimuliert (Shen et al. 1994, De Santa 

Barbara et al. 1998a und b). Wird AMH vermindert gebildet, führt dies zum Syndrom der 

persistierenden  Müllerschen  Strukturen  (Berkowitz  und  Seeherunvong  1998).  Zu  den 

Ursachen  gehören  Mutationen  des  AMH-Gens  oder  des  AMH-Rezeptor-Gens  (Typ II) 

(Josso 1992, Rey und Picard 1998). Eine verminderte Sertoli-Zellanzahl kann ebenfalls für 

eine  unzureichende  AMH-Produktion  verantwortlich  sein.  Die  äußeren 

Geschlechtsmerkmale bleiben bei dieser Störung unbeeinflusst (Rey und Picard 1998). Ist 

kein  AMH  vorhanden,  wie  bei  der  normal  weiblichen  oder  abnormen  männlichen 

Differenzierung oder bei kompletter Gonadendygenesie, kommt es zur Entwicklung der 

inneren Geschlechtsorgane zum weiblichen Phänotyp. Eine Überexpression von AMH über 

Rezeptoren an den Leydig-Zellen führte bei Mäusen zu einer Störung der Virilisierung und 

erniedrigten Testosteronwerten (Josso et al. 1998, Racine et al. 1998). 

                

     
         Abb.2 Prinzip der Geschlechtsdifferenzierung. Aus dem Hoden entwicklen

                       sich Sertoli-Zellen unter dem Einfluss von SRY. Durch Produktion von AMH
                       induzieren sie die Regression der Müller-Gänge. Unter der Wirkung von hCG
                       und später LH werden die Leydig-Zellen im Hoden stimuliert und bilden
                       Testosteron, welches zur Virilisierung des inneren und über DHT des äußeren
                       Genitals führt. AMH: Anti-Müller-Hormon, DHT: Dihydrotestosteron,
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                       LH: Luteinisierendes Hormon, hCG: humanes Choriongonadotropin.
Die Leydig-Zellen im Hoden sind ab der 8. Woche für die Produktion von androgenen 

Steroidhormonen verantwortlich. Stimuliert werden sie zunächst durch das in der Plazenta 

gebildete  humane  Choriongonadotropin  (hCG).  Später,  im  dritten  Trimenon  der 

Schwangerschaft, wird diese Aufgabe durch das hypophysäre luteinisierende Hormon (LH) 

des  Feten  übernommen.  Beide  Hormone  aktivieren  den  LH/hCG-Rezeptor.  Er  ist 

molekulargenetisch  untersucht  und  charakterisiert  worden  (Minegishi  et  al.  1990).  Die 

intakte  Funktion  dieses  Rezeptors  ist  für  eine  normale  Sexualentwicklung  erforderlich 

(Rey und  Picard  1998).  Mutationen  können  zu  einer  LH-Resistenz  führen,  sodass  die 

Androgenbiosynthese vermindert ist oder fehlt (Themmen und Brunner 1996, Min et al. 

1998, Themmen et al. 1998). Eine Leydig-Zell-Hypoplasie mit meist weiblichem Phänotyp 

ist die Folge (Misrahi et al. 1998). 

Ist  die  Stimulation  durch  hCG  bzw.  LH  auf  die  Leydig-Zellen  ausreichend,  wird 

Testosteron sezerniert. Testosteron nimmt Einfluss auf die Differenzierung der Wolffschen 

Strukturen,  woraus  sich  die  Nebenhoden,  der  Samenleiter  und  die  Bläschendrüse 

entwickeln.  In  den  Zielorganen  kann  es  in  das  potentere  Androgen  DHT 

(Dihydrotestosteron)  umgewandelt  werden.  Es  bewirkt  die  Virilisierung  des  äußeren 

Genitals  und  bewirkt  die  sexuelle  Reifung  während  der  Pubertät  (Abbildung  3). 

Testosteron  induziert  neben  der  Differenzierung  der  Wolffschen  Strukturen  die 

Spermatogenese und hat Einfluss auf die Gonadotropin-Ausschüttung (Sinnecker 1999). 

Beide wirken über den Androgenrezeptor.

Abb.3 Entwicklung des äußeren männlichen Genitals (modifiziert nach Langman und Sadler 1998). 
Beendet ist die Entwicklung zwölf Wochen nach Konzeption.
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1.3 Entwicklung des Genitalhöckers

Die  molekularen  Mechanismen,  die  der  Entwicklung  des  äußeren  Genitals  zugrunde 

liegen, sind heute noch weitestgehend unbekannt. Der Genitalhöcker (GH), eine mediale 

Vorwölbung, während der Embryogenese ventral der Kloake gelegen, stellt die Anlage für 

den Penis beim männlichen und für die Klitoris beim weiblichen Säugetier dar (Dolle et al. 

1991, Haraguchi et al. 2000, Haraguchi et al. 2001, Kondo et al. 1997) (Abbildung 4). 

Durch  koordiniertes  Wachstum  und  Ausdifferenzierung  des  GHs  entsteht  eine  hoch 

entwickelte Struktur, die eine Kopulation und damit effiziente Befruchtung gewährleistet 

(Haraguchi et al. 2000, Haraguchi et al. 2001, Ogino et al. 2001, Suzuki et al. 2003). Aus 

dem GH bildet sich außerdem die Urethra, die für Urese und Ejakulation unerlässlich ist 

(Haraguchi et al. 2001). Obwohl Androgene in der Genitalentwicklung eine Schlüsselrolle 

spielen,  beginnt  die  Ausbildung  des  GHs  weit  vor  Beginn  der  Androgenproduktion 

(Perriton et al. 2002). Der Vorgang der Entwicklung der äußeren Geschlechtsorgane scheint 

in  zwei  Schritte  unterteilt  zu  sein.  Zunächst  kommt  es  im  Rahmen  eines 

hormonunabhängigen  Prozesses  zur  Ausbildung  der  Anlage,  dem  Genitalhöcker.  Der 

zweite  Schritt  stellt  die  geschlechts-dimorphe  Entwicklung  des  äußeren  Genitals  dar, 

welche durch Steroidhormone reguliert wird (Ogino et al. 2001). Neueste Studien konnten 

zeigen, dass Androgene nicht die einzigen Regulatoren der Geschlechtsentwicklung sind. 

Viele Gene, deren Proteine wichtige Faktoren in der Gliedmaßenentwicklung darstellen, 

spielen auch Schlüsselrollen während der Entwicklung des Genitalhöckers (Morgan et al. 

2003). 

Die polarisierende Aktivität des GHs ist auf wenige Zellen reduziert und befindet sich im 

Bereich des distalen Urethralepithels (DUE) (Perriton et al. 2002) (Abbildung 4). Das DUE 

spielt  eine  essentielle  Rolle  bei  der  Ausdifferenzierung  und  dem  Wachstum  des 

Genitalhöckers (Suzuki et al. 2002). Zahlreiche Gene werden hier exprimiert, so z.B. Fgf 

(Fibroblast growth factor) 8 und 10, Bmp (Bone morphogenetic protein) 4 und das Shh 

(Sonic hedgehog Gen) (Haraguchi et al. 2001, Suzuki et al. 2003).

Die Gene des Fgf-Systems haben im Laufe der Jahre immer mehr an Bedeutung für die 

Entwicklung der äußeren Geschlechtsorgane gewonnen und spielen eine Schlüsselrolle bei 

der Ausdifferenzierung des GHs (Haraguchi et al. 2000, Morgan et al. 2003). In der Studie 

von Haraguchi et al. 2000 zeigte bei Mäusen vor allem Fgf 8 eine hohe Expression im 

Genitalhöcker. Es reguliert während der Entwicklung weitere im GH exprimierte Gene, so 

auch Fgf 10, Bmp 4 und HOXD13 (homeobox D13 Gen). Satoh et al. 2004 analysierte die 

Expressionsmuster  von Fgf  8,  9  und 10,  sowie der  Rezeptorgene Fgfr1,  Fgfr2IIIb und 
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FgfrIIIc.  All  diese  Gene  wurden  im  GH  exprimiert.  Bei  Mäusen  führten  gezielte 

Mutationen im FgfrIIIb Gen zu Fehlbildungen der Urethra (Satoh et al. 2004).

Das  Shh  (Sonic  hedgehog  Gen)  und  seine  Signalgene  werden  ebenfalls  während  der 

Genitalentwicklung  exprimiert.  In  Organkulturen  zeigte  sich,  dass  Shh  andere, 

mesenchymal exprimierte Gene im GH regulieren kann, Ptch 1 (patched homolog 1 Gen), 

Bmp  4,  HOXD13  und  Fgf  10.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  Shh  eine  Rolle  bei 

Wachstum und Ausdifferenzierung der Genitalanlage spielt. Shh Knockout-Mäuse zeigten 

eine  komplette  GH-Agenesie,  es  kam  zu  verstärktem  Zelltod  und  reduzierter 

Zellproliferation (Haraguchi et al. 2001). In einer weiteren Arbeit kam es aufgrund einer 

gezielten Deletion von Shh zu einem fehlenden Genital (Perriton et al. 2002).

Einige  Gene  der  Bmp  (Bone  morphogenetic  protein)-Familie  scheinen  sich  mit 

regulatorischen  Funktionen  auf  Zellproliferation  und  Apoptose  negativ  auf  die 

Entwicklung  des  Genitalhöckers  auszuwirken  (Suzuki  et  al.  2003).  In  dieser  Studie 

bewirkte z.B. das ebenfalls im GH exprimierte Bmp 4 eine verminderte Expression von 

WNT5A und Fgf 8 mit vermehrter Apoptose und verminderter Teilung der Zellen.

Als essentiell für die Expression von Fgf 8 und Bmp 7 zeigte sich HOXA13 (homeobox 

A13 Gen). Bei Mutation dieses Gens kam es bei Mäusen aufgrund von Fehlfunktion von 

Fgf 8 und Bmp 7 zu einer Hypospadie. Des Weiteren bewirkte der Defekt das sogenannte 

Hand-Foot-Genital-Syndrom (HFGS) mit Malformationen des Rektums, der Müllerschen 

Derivate und Ureteren mit Blase (Morgan et al. 2003).

Abb.4  Der  Genitalhöcker:  Anlage  für  die  Entwicklung  der  äußeren 
Geschlechtsorgane  (modifiziert  nach  Suzuki  at  al.  2003).  Embryonaler 
Genitalhöcker  am  12.5  dpc,  die  Linie  markiert  die  Urethralplatte,  die 
Pfeilspitze zeigt das distale Urethralepithel (DUE) an.

1.4 Die WNT Gene

Die Familie der WNT (wingless-type MMTV integration site family)  Gene besteht aus 

strukturell  verwandten  Genen,  welche  alle  für  Signalproteine  kodieren.  Bei  diesen 

Glykoproteinen handelt es sich um hoch konservierte Moleküle. Sie regulieren Zell-zu-

Zell-Interaktionen während verschiedener Vorgänge der embryonalen Entwicklung und bei 

der Entstehung von Krebs (Nusse und Varmus 1992, Moon et al. 1997). Neben zahlreichen 
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Spezies wie der Maus, der Drosophila oder dem Zebrafisch, wurden die WNTs vor allem 

beim Menschen beschrieben. Bis heute sind 19 humane WNT Gene analysiert, wobei über 

viele von ihnen noch wenig bekannt ist.

Die WNT Proteine triggern eine Kaskade von intrazellulären Signalen. Es kommt zu einer 

transkriptionalen Aktivierung einer Vielzahl von Genen (Zusammenfassung bei Jordan et 

al. 2001). Sie werden mit Hilfe von Porc (kodiert durch das Porcupine Gen) aus der Zelle 

sezerniert  und  binden  direkt  an  einen  Rezeptor  der  Frizzled-Familie  (Frzß)  auf  der 

Oberfläche der Zielzelle. Bei diesem handelt es sich um eine extrazelluläre cystein-reiche 

Domäne (CRD), die für die Bindung der WNT Proteine verantwortlich ist (Leimeister et al. 

1998, Nusse 2003). Dadurch wird ein durch das Dishvelled Gen kodiertes Protein (Dsh) 

aktiviert. Dsh inhibiert die Kinase GSK 3 (Glykogen Synthase Kinase 3), deren Aufgabe 

im aktiven Zustand die Induktion des Abbaus von ß-Catenin wäre. Dieses kann sich so im 

Zellkern an den Transkriptionsfaktor (Tcf) LEF1 (lymphoid enhancer factor 1) binden und 

eine Reihe von Transkriptionsvorgängen induzieren (Karasawa et al.  2002, Nelson und 

Nusse 2004) (Abbildung 5).

Abb.5 Signalweg der WNT Proteine.
Mit  Hilfe  von  Porc  werden sie  aus 
der  Zelle  sezerniert  und  binden  an 
den Frizzled-Rezeptor (Frzß) an der 
Zielzelle. Dsh wird aktiviert, welches 
die  GSK3 aktiviert.  Diese  induziert 
sonst  den Abbau von ß-Catenin.  So 
bindet ß-Catenin im Nukleus an den 
LEF1  und  setzt  zahlreiche 
Transkriptionsvorgänge in Gang.
Wnt:  wingless  type  MMTV 
integration site family member, Porc: 
durch Porcupine  Gen kodiert,  Frzß: 
Rezeptor der Frizzled Familie, Dsh: 
durch  Dishvelled  Gen  kodiert, 
GSK3: Glykogen Synthase Kinase 3, 
Lef1: lymphoid enhancer factor 1
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1.4.1 Einteilung

Als erstes WNT Gen wurde das WNT1 beschrieben. Es wurde damals als Protoonkogen in 

der Entstehung von Brustkrebs diskutiert (Nusse und Varmus 1982, van Ooyen und Nusse 

1984). Das Homolog zu diesem Gen entspricht dem Wg (Wingless) der Drosophila-Fliege, 

ein Gen welches als wichtiger Faktor in der embryonalen Entwicklung bei Fliegen bekannt 

ist (Zusammenfassung bei Monkley et al. 1996). WNT1 spielt eine entscheidende Rolle bei 

der  Nierenentstehung.  Es  induziert  dort  die  Ausbildung  der  Nierentubuli 

(Zusammenfassung  bei  Kispert  et  al.  1996).  Des  Weiteren  ist  es  wichtig  für  die 

Entwicklung des Nervensystems. Knockout-Mäuse zeigten Defekte des Kleinhirns sowie 

ein fehlendes Mittelhirn (Zusammenfassung bei Monkley et al. 1996, Smolich et al. 1993).

Neben WNT1 wurde die Beteiligung von WNT2B, 4, 7B und 11 in der Nierenentwicklung 

diskutiert,  wobei  die  Wirkung  von  WNT7B  und  11  bis  auf  deren  Expression  in  der 

Nachniere (Metanephros) nicht weiter bekannt ist (Kispert et al. 1996). WNT2B stimuliert 

das Ureterwachstum und deren Verzweigung (Lin et al. 2001). WNT4 dagegen wird in der 

Urniere  (Mesonephros)  exprimiert  und  führt  bei  inaktivierenden  Mutationen  zu  einer 

Nierenagenesie (Biason-Lauber et al. 2004). Vainio et al. 1999 publizierte die Bedeutung 

des WNT4 in der Genitalentwicklung bei weiblichen Individuen. So kam es bei Mäusen 

mit 46, XX Chromosomensatz mit Defekten im WNT4 Gen zu einer Maskulinisierung der 

Geschlechtsorgane.  Neben  differenzierten  Wolffschen  Derivaten  und  einer 

Androgenproduktion durch die Hoden, fehlten die Müllerschen Strukturen vollständig. Bei 

Mutationen  des  Gens  bei  einem  46,  XY Karyotyp  kam  es  zu  keinen  pathologischen 

Veränderungen. Aufgrund der Notwendigkeit von WNT4 in der Nephrogenese starben die 

homozygoten  Träger  kurz  nach  Geburt  an  Nierendefekten,  während  die  heterozygoten 

Träger den oben geschilderten Phänotyp vorwiesen. WNT4 stimuliert das DAX-1 Gen in 

Leydig- und Sertolizellen und antagonisiert damit den TDF, woraus sich eine gemeinsame 

Rolle von WNT4 und DAX-1 in der weiblichen Geschlechtsentwicklung ergibt (Jordan et 

al. 2001). Anhand einer Patientin mit einem WNT4 Defekt und einem klinischen Bild mit 

einseitiger  Nierenagenesie,  fehlenden  Müllerschen  Derivaten  und  Zeichen  eines 

Androgenüberschusses  konnten  die  oben  genannten  Studien  bestätigt  und  auf  den 

Menschen übertragen werden (Biason-Lauber et al. 2004). Nach WNT4-Regulation spielt 

WNT7A eine Rolle bei der geschlechtsspezifischen Entwicklung der Müllergänge (Vainio 

et  al.  1999).  Knockout-Mäuse (46,  XX) zeigten eine Infertilität  und eine ungenügende 

Entwicklung der Müllerschen Derivate, aufgrund von Fehlen des AMH-Rezeptors (Parr 

und McMahon 1998).  Bei  Defekten  von WNT3 kommt es  zu  einem Störungsbild  mit 
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Tetra-Amelie,  kraniofazialer  Dysmorphie und urogenitaler  Fehlbildung.  Das zeigte eine 

Untersuchung an einer Familie mit konsanguinen Eltern. Hier wurde zum ersten Mal die 

Vererbung einer WNT-Mutation nach den Mendelschen Gesetzen publiziert (Niemann et 

al.  2004).  WNT5A wird  in  den  Anlagen  der  Gliedmaßen  und  im Genitalhöcker  (GH) 

exprimiert. Ein Defekt des WNT5A Gens führte im Mausmodell zu Fehlentwicklung der 

Gliedmaßen, des Gesichts und Fehlen von Fingern (Yamaguchi et al. 1999), als auch zu 

einer genitalen Agenesie (Suzuki et al. 2003). WNT5B sowie 10B spielen eine Rolle bei 

der Bildung von Fettgewebe, indem sie auf die Vorläuferzellen der Adipozyten Einfluss 

haben (Zhou et al. 2004). Bei WNT5B wurde der Zusammenhang mit der Entstehung von 

Diabetes Typ 2 diskutiert (Kanazawa et al. 2004). In den Tabellen 1-5 ist eine Übersicht 

über alle WNT Gene aufgeführt.

Tabelle 1: Übersicht über die Gene WNT1-3
Gen WNT1 WNT2 WNT2B/13 WNT3

Anzahl der Exons 4 5 5 5
chromosomale 
Lokalisation

12q13 7q31.2 1p13 17q21-22

bevorzugtes 
Gewebe

Neuralleiste Herz, Gehirn, 
Brustdrüse, 

Genitaltrakt, Lunge

Isotyp1: fetales 
Gehirn und Lunge,

Isotyp2: zusätzl. 
Niere, Hoden

Gehirn, Hoden

Hauptfunktion/ 
Wirkort

fetale Entwicklung 
Nervensystem, 

Nieren

fetale Entwicklung 
Perikard, Allantois, 

Urogenitaltrakt

fetale Entwicklung 
Lunge, Nieren

fetale Entwicklung 
Gliedmaßen, 

Skelett

Tabelle 2: Übersicht über die Gene WNT3A-5B
Gen WNT3A WNT4 WNT5A WNT5B

Anzahl der Exons 4 5 4 6
chromosomale 
Lokalisation

1q42 1p36.21-p35.1 3p21.1 12p13.3

bevorzugtes 
Gewebe

Milz, Prostata, 
Lunge, 

Skelettmuskulatur

Herz, Ovarien, 
Uterus, Lunge, 

Auge

Gehirn, Lunge, 
Genitalhöcker

Herz, Darm, Leber, 
Pankreas, Gehirn, 
Ovarien, Prostata, 

Fettgewebe, 
Lunge, Nieren

Hauptfunktion/ 
Wirkort nicht bekannt

Entwicklung 
weiblicher 

Urogenitaltrakt

fetale Entwicklung 
Fazies, 

Gliedmaßen, 
Urogenitaltrakt

fetale Entwicklung, 
Regulation von 

Fettzellen
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Tabelle 3: Übersicht über die Gene WNT6-8A
Gen WNT6 WNT7A WNT7B WNT8A

Anzahl der Exons 4 4 3 7
chromosomale 
Lokalisation

2q35 3p25 22q13.2-13.3 5q31

bevorzugtes 
Gewebe

Milz, 
lymphatisches 

Gewebe

Gehirn, 
Lymphgefäße, 

Hoden, 
Leukozyten

Gehirn, Prostata. 
Lunge nicht bekannt

Hauptfunktion/ 
Wirkort

Karzinogenese Entwicklung 
weiblicher 

Genitaltrakt

fetale Entwicklung, 
Lunge, Nieren, 

Ektoderm

Karzinogenese 
(Teratokarzinom)

Tabelle 4: Übersicht über die Gene WNT8B-10A
Gen WNT8B WNT9A/14 WNT9B/15 WNT10A

Anzahl der Exons 6 4 4 4
chromosomale 
Lokalisation

10q24 1q42 17q21 2q35

bevorzugtes 
Gewebe nicht bekannt

karzinöse Zellen 
(Magen)

Nieren, Gehirn Milz, Nieren, 
Ovarien, Prostata, 

lymphatisches 
Gewebe

Hauptfunktion/ 
Wirkort

fetale Entwicklung 
Gehirn

Karzinogenese, 
fetale Entwicklung

fetale Entwicklung 
Nieren

fetale Entwicklung

Tabelle 5: Übersicht über die Gene WNT10B-16
Gen WNT10B WNT11 WNT16

Anzahl der Exons 5 5 4
chromosomale 
Lokalisation

12q13.1 11q13.5 7q31

bevorzugtes 
Gewebe

Gehirn, peripheres 
NS, Knochen, 

Herz- und 
Skelettmuskulatur

Herz, Leber 
Pankreas, 

Drüsengewebe, 
Skelettmuskulatur

Milz, Herz, Darm, 
Gehirn, Nieren, 
Lymphknoten

Hauptfunktion/ 
Wirkort

fetale Entwicklung, 
kindl. Wachstum

fetale 
Skelettentwicklung

fetale Entwicklung

1.5 WNT2

Obwohl WNT2 (wingless-type MMTV integration site family, member 2) als zweites aller 

WNT Gene identifiziert wurde, sind seine Funktionen noch nicht vollständig verstanden. 

Es  wurde  zufällig  während  der  Suche  nach  einem  Gendefekt  bei  zystischer  Fibrose 

entdeckt (Wainwright et al. 1988). Bis heute ist das WNT2 Gen bei der Maus, der Ratte, 

dem  Seeigel,  dem  Blutegel  und  dem  Menschen  beschrieben  (Zusammenfassung  bei 

Monkley et  al.  1996).  Bei  Ratten  bindet  es  an  den Frizzled-9-Rezeptor  (Rfz9)  an  der 

Zelloberfläche und aktiviert  so den WNT/ß-Catenin-Signalweg (Karasawa et  al.  2002). 

Das  humane WNT2 Gen besitzt  die  Lokalisation  7q31.  Die  5  Exons  kodieren  für  ein 
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Glykoprotein aus 360 Aminosäuren.

Gezielte  Manipulationen  des  WNT2  Gens  führten  bei  Knockout-Mäusen  zu 

Plazentadefekten  und  Tod  unmittelbar  nach  der  Geburt.  Obwohl  WNT2  in  den 

Herzanlagen  exprimiert  wird,  konnten  bei  derselben  Studie  keine  Fehlbildungen  des 

Herzens bei den Mutanten gefunden werden (Monkley et al. 1996).

Wassink et  al.  2001 brachte Defekte dieses  Gens mit  der  Entstehung von Autismus in 

Verbindung.  Er  beschrieb  zwei  Mutationen:  Leu5Arg und Arg299Trp.  Die  funktionelle 

Konsequenz  dieser  Mutationen  für  die  Funktion  des  WNT2 Gens  wurde  jedoch  nicht 

bewiesen. In zwei weiteren Studien konnten keine signifikanten Zusammenhänge zwischen 

WNT2 und Autismus bestätigt werden (McCoy et al. 2002, Li et al. 2004).

Bei  der  Drosophila-Fliege  ist  das  WNT2  Gen  (hier:  DWnt2)  erforderlich  für  die 

Determinierung und Differenzierung der männlichen Geschlechtsorgane (Kozopas et  al. 

1998). Aufgrund von Defekten des Gens können Muskelvorläufer- und Pigmentzellen nicht 

vollständig  in  die  Genitalanlagen  einwandern.  Bei  dieser  Untersuchung  kam es  durch 

Mutationen von DWnt2 bei Fliegen mit 46, XY Karyotyp zu strukturellen Abnormitäten 

des Skrotums und zu Sterilität. Die Hoden waren von abnormer Morphologie und in der 

Größe deutlich vermindert.

Holterhus  et  al.  (2003)  untersuchten  die  mRNA-Expressionsmuster  in  kultivierten 

menschlichen  Genitalhautfibroblasten.  Sie  entdeckten  dabei,  dass  in  allen  Proben 

männlicher  Probanden  eine  signifikant  höhere  Expression  von WNT2 im Vergleich  zu 

denen weiblicher Probanden (46, XY) vorlag. Von besonderem Interesse ist dabei, dass die 

männlichen  Genitalhautfibroblasten  von  der  Vorhaut  stammten.  Somit  liegt  beim 

Menschen eine sehr hohe Expression von WNT2 in diesem Derivat des Genitalhöckers vor 

(Holterhus et al. 2003, Abbildung 6). 

Die vorangehend dargestellten Fakten zur Rolle der WNT Gene sowie die Ergebnisse der 

Studie von Holterhus et al. 2003 führten zu der in dieser Arbeit überprüften Hypothese, 

WNT2  könne  als  neues  Kandidatengen  der  hormonunabhängigen  Entwicklung  der 

Urogenitalanlage eine Rolle spielen. Ein möglicher Defekt dieses Gens würde zu einem 

sehr  frühen  Zeitpunkt  der  embryonalen  Entwicklung  Einfluss  auf  die  Bildung  der 

bipotenten Anlagen des äußeren Genitals (Genitalhöcker) nehmen. In einer Umfrage der 

ESPED (Erhebungseinheit für seltene pädiatrische Erkrankungen in Deutschland) wurde 

die Epidemiologie von Intersexualität und schweren Genitalfehlbildungen untersucht. Die 

Studie schloss Neugeborene (Alter <4 Wochen) mit uneindeutigem Phänotyp der äußeren 

Geschlechtsmerkmale  oder  eindeutigem  Phänotyp  bei  abweichendem  Genotyp  ein. 
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Insgesamt konnten 80 Fragebögen ausgewertet werden.  In 35 von 80 Fällen (entsprechend 

44  %)  konnten  assoziierte  Fehlbildungen,  vor  allem der  Nieren  und  der  Extremitäten, 

beobachet werden (ESPED-Umfrage: „Intersexualität und schwere Genitalfehlbildungen“, 

2000-2002).

Abb.6 Hierarchische Cluster-Analyse zeigt signifikante Unterschiede zwischen der Expression von Genen in 
normalen männlichen Genitalhautfibroblasten (Vorhaut, Genitalhöcker) und den Genitalhautfibroblasten von 
weiblichen Patienten mit AIS (Labia majora, Genitalwülste). Übersicht über 472 identifizierte Transkripte. 
Der  Farbcode  des  Dendrogramms  und  die  Namen  der  Kollektive  repräsentieren  die  Herkunft  des 
Fibroblastenmaterials.
Die  Skala  geht  von -4 bis  +4 im log2,  wobei  eine  ansteigende  Rotintensität  für  eine  ansteigende  Gen-
Expression  spricht.  WNT2  weist  hier  eine  hohe  Expression  für  die  normalen  Genitalhautfibroblasten 
(Vorhaut, Genitalhöcker) auf, während die Expression für die Genitalhautfibroblasten der weiblichen AIS-
Patienten (Labia majora, Genitalwülste) gering ausfällt.
NORM: normal male control, F: female external genitalia, M: normal male external genitalia, AIS: androgen-
insensitivity syndrome, GSF: genital skin fibroblasts, PRF prostate fibroblast, GOF: gonadal fibroblast, FSF: 
forearm skin fibroblast, ASF: abdominal skin fibroblast (Holterhus et al. 2003).
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1.6 Fragestellung

Über  die  genauen  molekularen  und  genetischen  Mechanismen  der  Entwicklung  des 

äußeren Genitals aus dem Genitalhöcker ist bis heute noch sehr wenig bekannt. Sicher ist 

die Tatsache, dass die Ausdifferenzierung der Anlage bereits vor der ersten Wirkung von 

Steroidhormonen, also Androgenen, beginnt. Das frühe Stadium der Genitalentwicklung 

muss daher hormonunabhängig geschehen. 

Die bereits erwähnte Umfrage der ESPED (ESPED-Umfrage: „Intersexualität und schwere 

Genitalfehlbildungen“,  2000-2002)  zeigte  deutlich  die  Vielfalt  der  Diagnosen  und  die 

Häufigkeiten  assoziierter  Fehlbildungen  bei  Intersexualitätspatienten.  Dieses  Ergebnis 

stellt  einen klaren Hinweis auf die Existenz möglicher nicht primär endokrinologischer 

sondern  genetischer  Entwicklungsgendefekte  dar,  da  Entwicklungsgene  zu  einem  sehr 

frühen Zeitpunkt der Entwicklung agieren.  Dies führt  bei Gendefekten insbesondere zu 

vielfältigen Fehlbildungskombinationen.

WNT2 spielt eine gesicherte Rolle in der embryonalen Entwicklung. Defekte führten bei 

Drosophila-Fliegen zu einer Störung der Geschlechtdeterminierung und –differenzierung 

der  männlichen  Geschlechtsorgane.  Des  Weiteren  weist  es  in  Vorhautfibroblasten  des 

Menschen, die dem Genitalhöcker entstammen, bei normal männlichen Individuen eine 

sehr hohe Expression auf, wohingegen es bei phänotypisch weiblichen Patienten mit 46, 

XY Karyotyp eine geringe bis keine Expression zeigt. 

Somit  ist  das  WNT2  Gen  ein  potentiell  interessantes  Kandidatengen  der 

hormonunabhängigen  Entwicklung  der  Genitalanlage.  Um  dieses  weiter  zu  erhärten, 

sollten anhand selektierter Indexpatienten (46, XY, schwere Virilisierungsstörung, normale 

Steroidbiosynthese, Ausschluss eines Androgenrezeptordefektes) der Lübecker Datenbank 

von  Betroffenen  mit  schweren  Virilisierungsstörungen  CISS  (kooperative 

Intersexualitätsstudie) folgende Fragen untersucht werden: 

● Welche Rolle spielen Mutationen des WNT2 Gens bei genitalen Anlagestörungen 

des Menschen? 

● Welche Veränderungen des WNT2 Gens lassen sich im selektierten Patientengut 

identifizieren?

● Welche  klinischen  Befunde  sind  charakteristisch  für  Patienten  mit  WNT2-

Veränderungen?

● Welche Bedeutung haben die gefundenen WNT2-Veränderungen für den Phänotyp?
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Studie ist  ein Teil  von Arbeiten zu den molekularen Grundlagen der menschlichen 

Geschlechtsentwicklung, die im Rahmen der klinischen Forschergruppe „Intersex – Vom 

Gen zur Geschlechtsidentität“ (DFG KFO) durchgeführt wurden. Alle Projekte der oben 

genannten Forschergruppe wurden mehrfach von den Ethikkommissionen der Universität 

in Lübeck und Kiel bewilligt, u.a. unter den Kennzeichen D429/05 (in Kiel) sowie 01-065 

(in Lübeck, 19.7.2001, Erweiterung vom 19.8.2004).

2.1 Patienten und Normalkontrollen

2.1.1 Patientenkollektiv

Es wurden 35 Patienten im Alter von 1 Woche bis 22 Jahre molekulargenetisch auf einen 

Defekt  des  WNT2  Gens  untersucht.  Geführt  wurden  diese  in  der  kooperativen 

Intersexualitässtudie  (CISS)  in  Lübeck,  in  der  klinische,  laborchemische  und 

molekulargenetische Daten von z. Zt. ca. 1500 Patienten und betroffenen Familien erfasst 

sind. 

Auswahlkriterium für die Untersuchung eines möglichen WNT2 Defekts war eine unklare 

Störung  der  Virilisierung  des  äußeren  Genitals  bei  46,  XY Karyotyp.  Ein  Defekt  des 

Androgenrezeptor-Gens war bei allen Patienten zuvor ausgeschlossen worden, bei einigen 

auch eine Mutation des 5α-Reduktase2-Gens. Die Bewertung des Testosteronspiegels basal 

und  nach  Stimulation  mit  hCG  ist  problematisch,  da  keine  allgemein  akzeptierten 

Normalwerte gelten. Die Testosteronbestimmung ist zudem sehr methodenabhängig. 

Bei  einigen  Patienten  lag  als  Angabe  nur  die  Bewertung  durch  den  Einsender  ohne 

Zahlenwert vor. Bei Zugrundelegen publizierter Normalwerte (publiziert durch Hauffa in 

Stolecke  1992),  die  sich  auf  einen  Radioimmunoassay  nach  zuvor  durchgeführter 

Extraktion beziehen, ergeben sich bei den Patienten unterschiedliche Interpretationen. Es 

kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass bei einigen der untersuchten Patienten eine 

primäre Gonadenstörung vorliegen könnte. 

Da es sich bei dem WNT2 Gen um ein Entwicklungsgen handelt, welches zu einem sehr 

frühen Zeitpunkt der Entwicklung in der Embryogenese eingreift, war das Vorhandensein 

extragenitaler Fehlbildungen ein weiteres Einschlusskriterium in diese Studie. Ein großer 

Teil  der  Patienten wies  assoziierte  Fehlbildungen von Gesicht,  Gliedmaßen und /  oder 

Organen auf  und /  oder  war  in der  Entwicklung retardiert  (Tabelle  6-17).  Bei  anderen 

Patienten trat die Intersexualität auch bei weiteren Mitgliedern der Familie auf, sodass hier 
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möglicherweise eine vererbte Störung vorliegen könnte.

Unter den Patienten fanden sich drei Geschwisterpaare (Patient 169 und 170, Patient 441 

und 442, Patient 450 und 451). Zwei Patienten wiesen eine positive Familienanamnese auf 

(Patient  353:  Zwillingsbruder  betroffen,  Patient  437:  Bruder  und  Cousin  1.Grades 

betroffen). 

Die erst im Verlauf der Arbeit eingegangenen , kompletten Hormonwerte des Patienten 763 

sprachen,  im  Gegensatz  zur  initialen  Annahme,  für  einen  hypergonadotropen 

Hypogonadismus. Hier liegt vermutlich eine Gonadendysgenesie vor. Die Daten werden 

dennoch in dieser Arbeit diskutiert.

2.1.2 Klinische Daten

Alle  untersuchten  Patienten  hatten  einen  46,  XY  Chromosomensatz.  Der  Phänotyp 

variierte und war in der überwiegenden Zahl der Fälle fast männlich oder intermediär. In 

den  Tabellen  6-17  ist  eine  Übersicht  der  klinischen  Charakteristika  dargestellt.  Der 

Ausprägungsgrad der Intersexualität und die Beurteilung des Phänotyps erfolgte nach der 

Einteilung von Sinnecker et al.  1996 (Abbildung 7). Bei keinem der Patienten konnten 

Müllersche Strukturen nachgewiesen werden, was als Zeichen intakter AMH-Bildung und 

–Wirkung gewertet werden konnte. Das innere Genitale war bei allen Patienten männlich. 

Dabei  waren  die  Hoden  meist  im  Leistenkanal  oder  dem  Skrotum  lokalisiert.  Der 

Diffenzierungsgrad der Wolffschen Strukturen war nur bei Patienten bekannt, bei denen 

eine Gonadektomie oder Probebiopsie aus dem Hoden erfolgt war. Allerdings wurde nicht 

immer  eine  Angabe  über  derartige  Eingriffe  gemacht.  In  keinem  Fall  wurde  die 

Differenzierung der Wolffschen Strukturen verneint.

Da es sich bei dem klinischen Bild der Patienten meist um eine Virilisierungsstörung mit 

bisher  unklarer  Ursache  handelte,  fanden  sich  in  der  diagnostischen  Vorgeschichte 

zahlreiche Untersuchungen. Dabei handelte sich in den meisten Fällen um Analysen des 

Androgenrezeptor-Gens  und  des  5α-Reduktase2-Gens,  die  in  allen  Fällen  negativ 

ausfielen.  Es  konnten  bei  keinem  der  Patienten  relevante  molekulargenetische 

Veränderungen  gefunden  werden.  Alle  weiteren  unter  „weitere  Untersuchungen“ 

angegebenen Tests blieben ohne pathologischen Befund.

Die extragenitalen Fehlbildungen der Patienten waren von unterschiedlichster Klinik und 

sind in den Tabellen 6-17 mitaufgeführt.
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Abb.7 Ausprägungsgrade der
Intersexualität (nach Sinnecker et al.
1996)
1: männlich, 2: vorwiegend männlich,
3: ambivalent, 4: vorwiegend weiblich,
5: weiblich.

Tabelle 6: Klinische Daten der untersuchten Patienten 10-169
Patient 10 60 169

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

1 Woche 22 Jahre 14 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp
(Genitale)

ambivalent (3) vorwiegend männlich 
(2)

weiblich (5)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar nicht nachweisbar

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) im Leistenkanal im Leistenkanal intraabdominell

Gonadektomie nein nein unbekannt

extragenitale 
Fehlbildungen

4x Hexadaktylie, 
kompletter AV-Kanal, 

auffällige Fazies

Nierenagenesie bds. psychosomot.Retardierung, 
Minderwuchs, auffällige 

Fazies
weitere 

Untersuchungen
Androgenrezeptor-Gen
Cholesterin-Metabolite

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

altersentsprechend 
normal

altersentsprechend 
normal

1,8 ng/dl

(29-470 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
keine Angabe keine Angabe keine Angabe
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Tabelle 7: Klinische Daten der untersuchten Patienten 170-276
Patient 170 250 276

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

13 Jahre 6 Wochen 1 Jahr

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp weiblich (5) vorwiegend männlich 
(2)

ambivalent (3)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar fraglich fraglich

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt differenziert unbekannt

Hoden(lokalisation) intraabdominell im Leistenkanal im Leistenkanal

Gonadektomie unbekannt nein, nur Probebiopsie nein

extragenitale 
Fehlbildungen

psychomot.Retardierung, 
Minderwuchs

VSD v. Sekundum-Typ, 
Nierenfehlbildung

Lissenzephalie

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

3 ng/dl

(11-274 ng/dl)

102 ng/dl

(90-255 ng/dl)

52,8 ng/dl

(2-13 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
keine Angabe keine Angabe 157,1 ng/dl

Tabelle 8: Klinische Daten der untersuchten Patienten 293-335
Patient 293 305 335

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

3 Jahre 1 Jahr 1 Jahr

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp männlich (1) vorwiegend männlich (2) weiblich (5)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar nicht nachweisbar

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt differenziert

Hoden(lokalisation) im Leistenkanal im Leistenkanal im Leistenkanal

Gonadektomie nein nein ja, beidseits kurz nach 
der Geburt

extragenitale 
Fehlbildungen

Minderwuchs, 
auffällige Fazies, 

Klinodaktylie

psychomot.Retardierung, 
Minderwuchs, 

auffällige Fazies, 
Klinodaktylie

Mikrocephalus

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

2,0 ng/dl

(2-9 ng/dl)

altersentsprechend 
normal

altersentsprechend 
normal

Testosteronwert 
stimuliert

12,0 ng/dl altersentsprechend 
normal

keine Angabe
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Tabelle 9: Klinische Daten der untersuchten Patienten 353-441
Patient 353 437 441

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

2 Jahre 3 Wochen 1 Jahr

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich (2) vorwiegend männlich (2) ambivalent (3)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar keine fraglich

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt differenziert unbekannt

Hoden(lokalisation) links im Skrotum
rechts im Leistenkanal

bds. im Skrotum im Leistenkanal

Gonadektomie nein nein, nur Probebiopsie nein

extragenitale 
Fehlbildungen

keine keine keine

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

altersentsprechend 
normal

altersentsprechend 
normal

3,5 ng/dl

(2-13 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
keine Angabe altersentsprechend 

normal
95,0 ng/dl

Tabelle 10: Klinische Daten der untersuchten Patienten 442-451
Patient 442 450 451

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

7 Jahre 12 Jahre 15 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend weiblich (4) ambivalent (3) ambivalent (3)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar nicht vorhanden

Wolffsche 
Strukturen

differenziert differenziert differenziert

Hoden(lokalisation) intraabdominell im Leistenkanal im Skrotum/ 
in den großen Labien

Gonadektomie ja ja nein, nur Probebiopsie

extragenitale 
Fehlbildungen

keine psychomot.Retardierung, 
Anfallsleiden

psychomot.Retardierung, 
Anfallsleiden

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

3,5 ng/dl

(2-9 ng/dl)

1,9 ng/dl

(11-274 ng/dl)

2,3 ng/dl

(29-470 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
31,0 ng/dl keine Angabe keine Angabe
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Tabelle 11: Klinische Daten der untersuchten Patienten 476-513
Patient 476 502 513

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

5 Jahre 2 Wochen 2 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp ambivalent (3) vorwiegend männlich (2) vorwiegend männlich (2)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar unbekannt

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) im Leistenkanal im Leistenkanal im Skrotum

Gonadektomie unbekannt unbekannt nein

extragenitale 
Fehlbildungen

psychomot. 
Retardierung, cerebrale 

Fehlbildung

Fußdeformitäten auffällige Fazies, 
Femoralhypoplasie

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

altersentsprechend 
normal

3,0 ng/dl

(43-236 ng/dl)

altersentsprechend 
normal

Testosteronwert 
stimuliert

altersentsprechend 
normal

340,0 ng/dl keine Angabe

Tabelle 12: Klinische Daten der untersuchten Patienten 529-553
Patient 529 543 553

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

10 Jahre 3 Jahre 10 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp ambivalent (3) vorwiegend weiblich (4) vorwiegend männlich (2)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar unbekannt

Wolffsche 
Strukturen

differenziert differenziert unbekannt

Hoden(lokalisation) im Skrotum intraabdominell im Skrotum

Gonadektomie nein, nur Probebiopsie nein, nur Probebiopsie nein

extragenitale 
Fehlbildungen

mediane Gaumenspalte 
mit doppelter Uvula

psychomot.Retardierung, 
auffällige Fazies,

psychomot.Retardierung, 
auffällige Fazies, 

Minderwuchs
weitere 

Untersuchungen
Androgenrezeptor-Gen,

5α-Reduktase2-Gen
Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen,

5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

5,4 ng/dl

(5,5-36 ng/dl)

3,4 ng/dl

(2-9 ng/dl)

20 ng/dl

(5,5-36 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
38,0 ng/dl keine Angabe keine Angabe
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Tabelle 13: Klinische Daten der untersuchten Patienten 611-727
Patient 611 681 727

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

3 Wochen 4 Jahre 1 Jahr

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich (2) vorwiegend männlich (2) ambivalent (3)

Müllersche 
Strukturen

nicht vorhanden nicht nachweisbar fraglich

Wolffsche 
Strukturen

differenziert unbekannt differenziert

Hoden(lokalisation) im Skrotum rechts im Leistenkanal
links im Skrotum

im Skrotum

Gonadektomie nein, nur Probebiopsie nein nein

extragenitale 
Fehlbildungen

Vierfingerfurche bds. mot. Retardierung, 
Fußdeformität

Nierenagenesie, 
Daumenanhängsel, 

Ohrmuschedysplasie
weitere 

Untersuchungen
Androgenrezeptor-Gen,

5α-Reduktase2-Gen
Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen,

5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

55,0 ng/dl

(43-236 ng/dl)

2,0 ng/dl

(2-9 ng/dl)

0,7 ng/dl

(2-13 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
187,0 ng/dl 134,0 ng/dl 15,2 ng/dl

Tabelle 14: Klinische Daten der untersuchten Patienten 763-903
Patient 763 794 903

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

15 Jahre < 1 Jahr 4 Monate

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich (2) ambivalent (3) vorwiegend weiblich (4)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar unbekannt

Wolffsche 
Strukturen

differenziert unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) intraabdominell unbekannt in den großen Labien

Gonadektomie nein, nur Probebiopsie unbekannt nein

extragenitale 
Fehlbildungen

Minderwuchs, ASD, 
Innenohrschwerhörigkeit, 

Agranulozytose

auffällige Fazies, 
Vierfingerfurche bds.

bronchopulmonale 
Dysplasie, 

Herzfehlbildung
weitere 

Untersuchungen
Androgenrezeptor-Gen,

5α-Reduktase2-Gen,
G-CSF-Rezeptor-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

19,2 ng/dl 
(pubertär)

(29-470 ng/dl)

7,0 ng/dl

(2-13 ng/dl)

12,5 ng/dl

(2-13 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
keine Angabe 24,0 ng/dl keine Angabe
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Tabelle 15: Klinische Daten der untersuchten Patienten 913-1105
Patient 913 934 1105

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

12 Jahre < 1 Jahr 1 Woche

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich (2) ambivalent (3) vorwiegend männlich 
(2)

Müllersche 
Strukturen

unbekannt fraglich nicht nachweisbar

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) Leistenhoden rechts im Skrotum
links im Leistenkanal

im Skrotum

Gonadektomie nein nein nein

extragenitale 
Fehlbildungen

psychomot.Retardierung, 
Minderwuchs

Entwicklungsretardierung Analatresie

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

altersentsprechend 
normal

3,5 ng/dl

(2-13 ng/dl)

41,6 ng/dl

(13-50 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
altersentsprechend 

normal
101,0 ng/dl keine Angabe

Tabelle 16: Klinische Daten der untersuchten Patienten 1131-1160
Patient 1131 1138 1160

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

2 Jahre 3 Jahre 5 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich 
(2)

vorwiegend männlich (2) vorwiegend männlich 
(2)

Müllersche 
Strukturen

nicht nachweisbar nicht nachweisbar nicht vorhanden

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) unbekannt Leistenkanal im Skrotum

Gonadektomie unbekannt unbekannt unbekannt

extragenitale 
Fehlbildungen

auffällige Fazies, 
mediane Gaumenspalte, 
Minderwuchs, Vitum 

psychomot.Retardierung, 
auffällige Fazies

VSD

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Testosteronwert
basal

(Normwerte)

altersentsprechend 
normal

altersentsprechend 
normal

0,14 ng/dl

(2-9 ng/dl)
Testosteronwert 

stimuliert
keine Angabe altersentsprechend 

normal
1,3 ng/dl
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Tabelle 17: Klinische Daten der untersuchten Patienten 1226 und 1342
Patient 1226 1342

Alter zum Zeitpunkt 
der Untersuchung

7 Monate 15 Jahre

Karyotyp 46, XY 46, XY

Phänotyp vorwiegend männlich (2) ambivalent (3)

Müllersche 
Strukturen

unbekannt nicht nachweisbar

Wolffsche 
Strukturen

unbekannt unbekannt

Hoden(lokalisation) im Leistenkanal unbekannt

Gonadektomie nein unbekannt

extragenitale 
Fehlbildungen

Gaumenspalte, 
Sagittalnahtsynostose

psychomot.Retardierung, 
Gaumenspalte 

weitere 
Untersuchungen

Androgenrezeptor-Gen,
5α-Reduktase2-Gen

Androgenrezeptor-Gen

Testosteronwert 
basal

altersentsprechend 
normal

altersentsprechend 
normal

Testosteronwert 
stimuliert

keine Angabe altersentsprechend 
normal

2.1.3 Normalkontrollen

Um  potenzielle Veränderungen in der SSCP-Analyse der Patienten-DNA auch bei klinisch 

gesunden  Individuen  zu  überprüfen,  wurden  20  Normalkontrollen  in  die  Studie 

miteinbezogen. Diese Gruppe bestand aus 10 Individuen mit einem 46, XX Karyotyp und 

weiblichem  Phänotyp  (1w-10w),  sowie  10  Kontrollen  mit  46,  XY  Karyotyp  und 

männlichem Phänotyp (1m-10m). Alle Individuen dieser Gruppe waren zufällig gewählte, 

freiwillige  Probanden.  Die  SSCP-Analyse  der  Normalkontrollen  erfolgte  bei  allen 

Abschnitten,  in  denen  Auffälligkeiten  bei  der  molekulargenetischen  Untersuchung  der 

Patienten-DNA aufgetreten waren. 

Zusätzlich wurde bei jeder PCR und SSCP-Analyse, auch bei der Patientenuntersuchung, 

die  Probe  N4  mitgeführt.  Zur  Vereinfachung  war  die  N4-Probe  vor  Beginn  der 

Versuchsreihe als „normal“ definiert worden (46, XY, normal männlich). Sie diente dem 

direkten Vergleich der Bandenmuster.
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien und Gebrauchslösungen

Agarose AGS GmbH, Heidelberg

APS USB Cop., Cleaveland, USA

Big Dye

Borsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

dNTP (Desoxyribonukleotide) Amersham Pharmacia Biotech,

Set (100nM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Freiburg

EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Essigsäure Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Formaldehyd Merck, Darmstadt

Formamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
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Glyzerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Marker vom Typ New England Biolabs, USA

ФX174 RF DNA Hae III Digest

Natriumbicarbonat Merck, Darmstadt

Polyacrylamidlösung Carl Roth GmbH&Co,

(Rotiphorese-Gel 30) Karlsruhe

Salpetersäure Merck, Darmstadt

Salzsäure Merck, Darmstadt

SDS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Silbernitrat Caesar&Loretz GmbH, Hilden

Taq Polymerase Roche, Grenzach Wyhlen

(AmpliTaq®)

TEMED, Fertiglösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Trizma® Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Xylene Cyanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

25



Material und Methoden

2.2.2 Einmalartikel

Klebeband Biometra, Göttingen

(Electrical Tape)

Pipettenspitzen Sarstedt AG&Co, Nümbrecht

Reagiergefäße 1,5ml Sarstedt AG&Co, Nümbrecht

(Micro Tubes)

2.2.3 Geräte

Elektrophoresekammer für SSCP Life Technologies, Inc.

(Model S2)

Gelkammer und –träger Whatman Biometra, Göttingen

PCR-Thermocycler Biozym Diagnostik GmbH,

(PTC-200) Hessisch Oldendorf

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg

Rüttler Scientific Industries

(Vortex Genie – 2)

Spannungsgerät für Agarosegele Micro-Bio-Tec-Brand, Gießen

Spannungsgerät für SSCP Amersham Pharmacia Biotech,

(ECPS 3000/150) Freiburg

UV-Leuchttisch Hoefer

(Macro Vue UV-25)

Zentrifuge Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
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2.2.4 Kits

Für die DNA-Aufreinigung

QIA quick® PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden

Für die DNA-Isolierung

QIAamp DNA Blood Maxi Kit Qiagen GmbH, Hilden

2.2.5 Primer

PCR-Primer TIB® Molbiol Syntheselabor,

Berlin

Primer-Sequenzen Exon 1 und Exon 3A bis 4B nach Wassink et al. (2001),

die Primer-Sequenzen Exon 2 und Exon 5A bis 5E wurden neu bestimmt

s = sense, a = antisense

Exon 1: s 5’-GACCTGATGCAGACGCAAG-3’

a 5’-GATAAGAGGGCAGTAGCCAG-3’

Exon 2: s 5’-CGTTGCCCTCACCTCTGTGT-3’

a 5’-AGTGGAGAGCCATAGGGCTG-3’

Exon 3A: s 5’-CTGTGATCCAAAGAAGATGG-3’

a 5’-CCTACAAAATGAGCACCGTTGC-3’

Exon 3B: s 5’-GCTACCGGACCACTTTTAAG-3’

a 5’-CCTTTGCATCCACAAATGCG-3’

Exon 4A: s 5’-GAAAACGGGCGATTATCTCTGG-3’

a 5’-GAGAGCAGGCTGAAAATACAG-3’

Exon 4B: s 5’-GCTCGAACCTCACTGAACTTGC-3’

a 5’-CGTTGGCTTCTTAAACCTCTCG-3’

Exon 5A: s 5’-CTTGTCTTCCAGGCTCCCTG-3’

a 5’-GAAGGGAAGGTGGATGGTGAC-3’

Exon 5B: s 5’-CTGGACAACCGCTACATGACC-3’

a 5’-CAGTGGTCTGGGCCCACCAC-3’

Exon 5C: s 5’-CTCCTGGCGAGTTCTCTTTG-3’

a 5’-CCCCTAAGGGTGGTAGCTG-3’

Exon 5D: s 5’-GACCAAGACTTTTGTCTGATC-3’

a 5’-CTTCGGATTCTAAGTGAGAAG-3’

Exon 5E: s 5’-CTTTAGGGAATGAGAGTTCC-3’

a 5’-CCTTCAAGTCTTTCAGTTATG-3’
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Isolierung

Die Extraktion genomischer  DNA wurde mit  dem QIAamp DNA Blood Maxi  Kit  aus 

Leukozyten in EDTA-Blut durchgeführt.

2.3.2 Ansetzen der Gebrauchslösungen

2.3.2.1 Stammlösungen

EDTA:  Als  Stammlösung wurde  250mM EDTA-Verdünnung verwendet,  dabei  wurden 

93,05g EDTA in einem Liter Aqua bidest gelöst.

10xTBE: Zur Herstellung wurden 1090g 0,9M Trizma® Base, 566,6g 0,9M Borsäure und 

93g 0,025M EDTA (mit Natrium) in 10 Litern Aqua bidest gelöst und auf einen pH-Wert 

von 8,3 auftitriert.

1xTE: 12,1g 0,1M Trizma®Base und 2,92g 0,01M EDTA (natriumfrei) wurden in einem 

Liter Aqua bidest gelöst. Der pH-Wert wurde mit Salzsäure auf 7,5 eingestellt.

Ethidiumbromid: Das Ansetzen der Stammlösung erfolgte durch Verdünnung von 10mg 

Ethidiumbromid in 1ml Aqua bidest.

2.3.2.2 Färbelösungen

Agarose-Färbepuffer:  Als Lösung wurden 25ml Glyzerin, 10μl Bromphenolblau, 0,5ml 

Trizma®Base (pH 8,0), 0,5ml 10%ige SDS und 0,3ml 0,5M EDTA mit Aqua bidest auf 

50ml aufgefüllt.

Bluestop-Färbepuffer:  In  30ml Aqua  bidest  wurden  28,5ml  Formamid,  0,22g  EDTA, 

0,015g Bromphenolblau und 0,015g Xylene Cyanol gelöst.

2.3.2.2 sonstige Lösungen

APS: 10g Ammoniumpersulfat wurden in 100ml ddH2O gelöst (10%ige Lösung).

Längenmarker  für  Agarose-  und  SSCP-Gele:  Es  wurden  98μl  Agarose-Färbepuffer 

(siehe oben) mit 2μl Marker ФX174 RF DNA Hae III Digest versetzt.
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2.3.3 Primerherstellung

2.3.3.1 erste Stammlösung (Super-Stock-Lösung)

Die Lieferung der Primer erfolgte gefriergetrocknet. Es erfolgte das Lösen der gelieferten 

Menge in 10μl 1xTE-Puffer. Diese Verdünnung mit einer durchschnittlichen Konzentration 

von 100μg/μl wurde als Stammlösung weiterverwendet.

2.3.3.2 zweite Stammlösung (Stock-Lösung)

1μl  der  Super-Stock-Lösung  wurde  mit  9μl  1xTE-Puffer  verdünnt.  So  entstand  eine 

Konzentration von durchschnittlich 10μg/μl  (Stock-Lösung).

2.3.3.3 Arbeitsverdünnung

Um eine  Primer-Lösung  in  der  Konzentration  20pmol/μl  zu  erhalten,  wurden  1μl  der 

Stock-Lösung mit einer genau errechneten Menge 1xTE verdünnt.

Die Errechnung erfolgte mit folgender Formel:

[μg/μl]
Xμl 1xTE =    _____________________________

(Basenanzahl des Primers x 0,0066)

Die resultierende Menge lag bei 50-64μl 1xTE.

2.3.4 Amplifikation der DNA

Die  Exons  1A-5E  wurden  mit  Hilfe  der  Polymerase  Kettenreaktion  (PCR)  einzeln 

amplifiziert (Mullis und Faloona 1987). Die Sequenzen der verwendeten Primer von Exon 

2 und Exon 5A-5E wurden für diese Studie neu entworfen, die von Exon 1A und 3A-4B 

von Wassink et al. (2001) übernommen. Zur Reduzierung der Fragmentlänge erfolgte die 

Aufteilung einiger Exons in mehrere Abschnitte, die nach dem Alphabet benannt wurden. 

Als  DNA-Polymerase  diente  Taq-Polymerase  (Roche).  Der  Ansatz  einer  Probe 

(Zusammensetzung Tabelle 18) wurde in ein 0,5ml Gefäß (MicroTube) gefüllt. 

29



Material und Methoden

Tabelle 18: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes
Reagenzien Pro Probe (in μl)
DNA-Arbeitsverdünnung [100ng/μl] 1
Primer sense (20pmol) 1
Primer antisense (20pmol) 1
10xPuffer 5
dNTPs (200μM) 5
Taq Polymerase (0,5U) 0,1
ddH2O 37

Die Amplifikation erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler (Biozym Diagnostik 

GmbH, Hessisch Oldendorf). Dabei wurde für alle Exons das gleiche Programm mit 36 

Zyklen verwendet. In der initialen Phase von 3 min bei 94°C erfolgte die Denaturierung 

des DNA-Doppelstrangs in zwei Einzelstränge. Danach kam es in der zweiten Phase von 

30  sec  und  einer  für  jedes  Exon  varriierenden  Anlagerungstemperatur  (Annealing-

Temperatur) (Tabelle 19) zur Anlagerung der Primer an die DNA-Einzelstränge. Darauf 

folgte die Elongationsphase von 30 sec bei 72°C. Um für den nächsten Zyklus wieder 

Einzelstränge zur Verfügung zu haben wurde in einem weiteren Schritt erneut für 30 sec 

bei 94°C denaturiert. Nach 35maliger Wiederholung des oben beschriebenen Zyklus aus 

Anlagerung, Elongation und Denaturierung erfolgte abschließend eine Elongationsphase 

von 5 min bei 72°C. Anschließend wurden die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei 

4°C gekühlt. Alle Exons konnten vollständig amplifiziert werden. Eine Normalkontrolle 

(N4) und eine Leerprobe (=Negativkontrolle) wurden bei jedem Vorgang mitgeführt.

Tabelle 19: PCR-Bedingungen für die Exons 1-5E des WNT2 Gens
Exon Fragment-Länge

(bp)
Anlagerungs-
Temperatur (°c)

Puffer-
pH

[MgCl2] (mmol/l)
im Puffer

[dNTP]

1 234 56 8,8 1,0 200μM
2 304 59 8,4 1,0 200μM
3A 213 58 8,8 1,0 200μM
3B 255 55 8,6 2,0 200μM
4A 263 58 8,8 1,0 200μM
4B 244 62 8,4 1,5 200μM
5A 274 60 8,4 2,0 200μM
5B 319 62 8,4 1,5 200μM
5C 310 57 8,4 2,0 200μM
5D 299 55 8,4 2,0 200μM
5E 227 53 8,4 2,0 200μM
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2.3.5 Agarosegelelektrophorese

2.3.5.1 Prinzip

Die Agarosegelelektrophorese wird dazu verwendet, die DNA-Fragmente nach ihrer Größe 

aufzutrennen und darzustellen. Sie nutzt die Polarität von Molekülen aus um damit eine 

Wanderung im Elektrischen Feld zu erreichen. Anschließend werden die Banden durch 

eine  Ethidiumbromidfärbung  und  UV-Licht  sichtbar  gemacht.  Der  Erfolg  der 

Amplifikation kann durch visuelle Beurteilung der Banden ermittelt werden. Außerdem ist 

es mit Hilfe eines DNA-Längenmarkers möglich, die Größe des Fragmentes zu bestimmen.

2.3.5.2 Durchführung

Zur  Herstellung  der  Agarosegele  wurden  2,0g  Agarose  in  100ml  1xTBE-Puffer  erhitzt 

(Mikrowelle). Zwei Gelträger mussten abgedichtet und mit zwei Kämmen zur Bildung der 

Geltaschen  versehen.  Anschließend  wurde  die  etwas  erkaltete  Gellösung  vorsichtig 

eingefüllt. Nach einer Abkühlzeit von 15 min waren die Gele erstarrt und gebrauchsfertig. 

Sie wurden in die Elektrophoresekammer eingehängt und diese mit Puffer aufgefüllt.

Zur  Vorbereitung  der  Proben  wurden  je  5μl   der  amplifizierten  DNA  mit  5μl 

Agarosefärbepuffer  vermischt  und  in  die  Geltaschen  appliziert.  In  eine  Tasche  kamen 

außerdem 10μl eines DNA-Längenmarkers.

Mit einer Spannung von 100 V über 45 min erfolgte die Elektrophorese. Das Gel wurde 

anschließend 10 min in Ethidiumbromid (2μg/ml)  gefärbt  und weitere 10 min in Aqua 

bidest gewaschen. Unter UV-Licht wurden die Banden sichtbar gemacht und durch eine 

Polaroidaufnahme dokumentiert und ausgewertet.

2.3.6 SSCP-Analyse

2.3.6.1 Prinzip

Die SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism)-Analyse dient der Darstellung 

von  Konformationsänderungen  durch  unterschiedliche  Basenabfolgen  der  DNA.  Dabei 

dienen PCR-amplifizierte Fragmente des zu untersuchenden Gens als Ausgangsmaterial. 

Diese werden durch kurzes Erhitzen auf 95°C in Einzelstränge getrennt (denaturiert) und in 

einem  denaturierenden  Ladepuffer  auf  ein  nicht-denaturierendes  Polyacrylamid-Gel 

aufgetragen und einer Elektrophorese ausgesetzt. Treten die DNA-Stränge in das Gel ein, 

nehmen sie eine Sekundärstruktur an, die sich aufgrund ihrer Basenzahl und -abfolge ergibt 

(Orita et al. 1989B). Sind Veränderungen in der Basensequenz vorhanden, kommt es durch 

die  Änderung  der  Sekundärstruktur  zu  einem  veränderten  Wanderungsverhalten  des 
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Fragments,  einem sogenannten „Gelshift“.  Durch eine Silbernitratfärbung lässt  sich das 

spezifische Bandenmuster sichtbar machen (Kanazawa et al. 1986).

Durch den Vergleich der Patientenproben mit einer Normalkontrolle lassen sich Gelshifts 

erkennen die somit möglicherweise auf einen DNA-Polymorphismus oder eine Mutation 

hinweisen können.

2.3.6.2 Durchführung

Gelerstellung

Es  wurde  ein  nicht-denaturierendes  Polyacrylamid-Gel  verwendet  (Zusammensetzung 

Tabelle  20).  Alle  Substanzen  wurden  mit  einem Magnetrührstab  vermischt.  Nach dem 

hinzufügen von TEMED startete die Polymerisierung. Die Polyacrylamidlösung bestand 

dabei aus 30% Acrylamid und 0,8% Bisacrylamid (Rotiphorese-Gel). Der Glycerinanteil 

lag bei 10% und sorgte für eine bessere Auftrennung der Fragmente.

Die Gelkammer bestand aus zwei Glasplatten (Maße: 32 x 38cm, 32 x 40cm), die durch 

einen Spacer (0,8cm dick) voneinander getrennt waren. Diese Konstruktion war an drei 

Seiten  mit  Klebeband fixiert.  Dabei  blieb  die  Seite,  an  der  die  eine  Platte  die  andere 

überragte, offen. Hier wurde die Gelmischung unmittelbar nach dem Rühren zwischen die 

Glasplatten  luftblasenfrei  eingefüllt.  Danach  erfolgte  das  vorsichtige  Einsetzen  des 

Kammes  zur  Bildung  der  Geltaschen  und  die  Polymerisierung  des  Gels  bei 

Raumtemperatur  für  45-60  min.  Um  bei  der  Elektrophorese  den  Stromfluss  zu 

ermöglichen,  wurde  nach  dem Aushärten  das  Klebeband  an  der  unteren,  kurzen  Seite 

entfernt.  Der  Kamm  wurde  herausgenommen,  das  Gel  in  die  Elektrophoresekammer 

eingespannt und mit 1xTBE-Puffer bedeckt. Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben 

erfolgte das Spülen der Geltaschen mittels Pasteurpipette.

Tabelle 20: Zusammensetzung der SSCP-Gele
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10% Glycerin
10xTBE 15ml
30% PAA 30ml
Glycerin 15ml
Aqua 

bidest

89ml

10% APS 1ml
TEMED 70μl
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Probenvorbereitung

Jeweils 15 μl amplifizierte DNA oder 15 μl SSCP-Marker wurden mit 10 μl Bluestop in 

einem Reagiergefäß vermischt und zentrifugiert. Dabei diente der Bluestop-Ladepuffer als 

Vehikel für die DNA und als Indikator für die Laufstrecke während der Elektrophorese. 

Anschließend erfolgte die Denaturierung bei 95°C für 10 min aller Proben, ausgenommen 

einem zweiten Ansatz der Normalkontrolle sowie des SSCP-Markers.  Um nicht wieder 

DNA-Doppelstränge  entstehen  zu  lassen  wurden  die  Proben  auf  Eis  gekühlt  und 

unverzüglich jeweils 15 μl in die Geltaschen geladen.

Elektrophorese

Bei 9-50 Watt für 8-15 Stunden erfolgte die Auftrennung der aufgetragenen Proben. Die 

Laufzeit der Proben hing von der Glycerinkonzentration und der Wattzahl ab und wurde 

daher bei jedem Durchlauf neu bestimmt. Auf eine konstante Umgebungstemperatur von 

19-21°C wurde geachtet, um die SSCP-Analyse nicht zu beeinträchtigen (Spinardi et al. 

1991).

Silbernitratfärbung

Die Anfärbung der DNA-Banden im SSCP-Gel erfolgte durch eine Standard-Silberfärbung 

(Merril et al. 1981, Bassam et al. 1991). Dazu wurde das Gel zwischen den Glasplatten aus 

der  Elektrophorese-Apparatur  herausgenommen.  Nach  Entfernung  der  Klebebänder 

konnten  die  Glasplatten  voneinander  gelöst  und  das  Gel  mit  Hilfe  einer  Folie  in  die 

Färbeschale  übertragen  werden.  Die  Färbung  erfolgte  nach  einem  genauen  zeitlichen 

Ablauf  (Tabelle  21).  Zunächst  wurde  das  Gel  in  Ethanol  fixiert  und  die  DNA mit 

Salpetersäure denaturiert. Aqua bidest diente jeweils zum Auswaschen der Chemikalien. 

Mit  Silbernitrat  wurde  das  Gel  gefärbt  und  anschließend  mit  Natriumbicarbonat  und 

Formaldehyd entwickelt. Diese Reaktion wurde mit Essigsäure beendet. Danach erfolgte 

die Fixierung des Gels mit EDTA und gründliches Spülen mit Aqua bidest. Das Gel konnte 

anschließend in Plastikfolie eingeschweißt und ausgewertet werden.

33



Material und Methoden

Tabelle 21: Ablauf der Silbernitratfärbung
Zeitablauf Vorgang
5 min 10% Ethanol
3 min 1% Salpetersäure
2x1 min Aqua bidest
30-40 min Silbernitrat
2x1 min Aqua bidest
kurz Entwickler (Natriumbicarbonat)
1 min Aqua bidest
max. 5 min Entwickler
1 min Essigsäure
5 min 50mM EDTA pH 8,0
5 min Aqua bidest

2.3.7 Sequenzieren

2.3.7.1 Prinzip

Die Sequenzierung basierte auf dem Prinzip der Kettenabbruchreaktion nach Sanger et al. 

1977.  Im  Unterschied  zum  traditionellen  Sanger-Verfahren  wurden  keine  radioaktiven 

Bausteine, sondern farblich markierte Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) verwendet, wobei 

jede  der  vier  Basen  mit  einer  unterschiedlichen  Farbe  versehen  war  („Four  Color 

Sequencing“). Die Sequenzierung wurde in unserem Labor vorgenommen und danach das 

Reaktionsprodukt  luftgetrocknet  in  das  Institut  für  Zellbiochemie  und  klinische 

Neurobiologie  der  Universitätsklinik  Hamburg  Eppendorf  geschickt.  Dort  erfolgte  in 

einem  automatischen  Kapillar-Sequenzierer  des  Typs  377  (Applied  Biosystems)  das 

Ablesen  der  Basenfolge.  Das  getrocknete  DNA-Material  wurde  dazu  jeweils  in  einem 

Formamid-Puffer gelöst und in einer gelgefüllte Kapillare einer Elektrophorese ausgesetzt. 

Dabei  wanderten  die  unterschiedlich langen Fragmente unterschiedlich weit.  Ein  Laser 

erkannte  jeweils  die  Laufstrecke  und die  Farbe  der  entstandenen Banden.  Die  Signale 

wurden  digitalisiert,  in  Kurven  umgesetzt  und  zur  Auswertung  an  unser  Labor 

zurückgesendet.

2.3.7.2 Durchführung

Für die Sequenzierung wurden die gleichen Primer verwendet wie für die Amplifikation 

mittels  PCR.  Für  die  Reaktion  wurde  aufgereinigte,  mittels  PCR  amplifizierte  DNA 

verwendet. Die Aufreinigung erfolgte durch das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). 

5  μl  DNA wurden  in  einem 0,5  ml  Gefäß  (Micro  Tube)  mit  11  μl  Aqua  bidest,  6  μl 

2,5xPuffer und 0,75 μl Primer (20pmol/ μl) vermischt. Da beim Sequenzieren immer nur 

ein Strang der DNA abgelesen werden kann, wurde bei der Amplifikation jeweils nur ein 
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Primer (sense oder antisense) in einen Ansatz pipettiert.  Anschließend wurden 2 μl Big 

Dye (Perkin Elmer) hinzugegeben. Dies enthielt die farblich markierten ddNTPs.

Die  Proben  wurden  dann  in  den  Thermocycler  gestellt  und  somit  die  Synthese  der 

Abbruchfragmente gestartet. Der zeitliche Ablauf ist in Tabelle 22 dargestellt. 

Die  Ansätze  wurden  anschließend  in  1,5  ml  Gefäße  umgefüllt,  mit  Aqua  bidest,  3M 

Natriumacetat und 100%igem Ethanol vermischt und bei höchster Stufe zentrifugiert. Es 

entstand ein Absatz am Boden des Gefäßes (Pellet). Nach Abpipettieren des Überstandes 

wurde das Pellet in 70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Die Proben wurden luftgetrocknet und nach Hamburg transportiert. 

Die  Sequenzierung  erfolgte  bei  allen  DNA-Abschnitten,  die  in  der  SSCP-Analyse 

auffällige Laufmuster zeigten.

Tabelle 22:PCR-Programm für die Sequenzierung
Temperatur Zeit Zykluszahl

initiale Denaturierung 96°C 3 min 1
Denaturierung

Anlagerung

Elongation

96°C

50°C

60°C

30 sec

15 sec

4 min

25

Kühlung 4°C ∞ 1
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnis der molekulargenetischen Analyse

Die  molekulargenetische  Untersuchung  gelang  bei  allen  untersuchten  Patienten.  Es 

konnten alle 5 Exons sowie die Intron-Exon-Übergänge des WNT2 Gens amplifiziert und 

sequenziert  werden.  Bei  Exon  1  beschränkte  sich  die  Analyse  auf  den  translatierten 

Bereich  und  dessen  Übergang  zur  5’UTR  (unstranslatierte  Region).  Die  verwendeten 

Primer für Exon 1 und Exon 3A bis 4B wurden von Wassink et al. (2001) übernommen. 

Für Exon 2 und Exon 5A bis 5E waren die Primersequenzen neu bestimmt. Die SSCP-

Analyse  lieferte  Anhalt  für  den  Verdacht  auf  eine  Veränderung  der  Basenabfolge.  Sie 

konnten in der Sequenzierung als SNPs (single-nucleotide polymorphism) identifiziert und 

charakterisiert werden.

Es  wurden  keine  Mutationen  gefunden,  die  prädiktiv  zu  einem  Aminosäureaustausch 

führen würden. Weder die SSCP-Analyse noch die anschließende Sequenzierung lieferte 

Anhalte für den Verdacht eines Gendefektes.

Bei den fünf gefundenen SNPs erfolgte die Bezeichnung und Lokalisation bezogen auf den 

Sequenzabschnitt  NCBI35:7:116510633:116557894:-1  (www.ensembl.org,  Gene  ID 

ENSG00000105989, siehe Anhang). Zwei von fünf SNPs waren zuvor nicht bekannt.

3.1.1 Exon 1: Base 1011: -/G

Die  SSCP-Analyse  zeigte  in  diesem  Abschnitt  bei  mehreren  Patienten  und 

Normalkontrollen  (NKs)  Veränderungen  im  Vergleich  zur  Normalkontrolle  N4.  Die 

Sequenzierung  ergab  eine  Basen-Insertion  im  Intron  zwischen  Exon  1  und  Exon  2 

(Abbildung  8).  25  von  35  Patienten  sowie  13  von  20  NKs  wiesen  hier  keine  Basen-

Insertion auf (-/-). Bei 10 Patienten und fünf NKs fand sich eine heterozygote Veränderung 

(-/G),  die  homozygote  Form  (G/G)  war  bei  keinem  der  Patienten  und  drei  der 

Normalkontrollen zu finden (Tabelle 23).

Tabelle 23: Häufigkeitsverteilung des SNP in Exon 1
normal

(-/-)
heterozygot

(-/G)
homozygot

(G/G) gesamt

Patienten 25 (71,4%) 10 (28,6%) --- 35
Normalkontrollen 13 (62,0%) 5 (23,8%) 3 (14,2%) 21
gesamt 38 (67,9%) 15 (26,8%) 3 (5,4%) 56
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         SNP Base 1011: -/G

 homozygot     normal    heterozygot
              |          |         |

Abb.8  Darstellung des SNPs Base 1011:  -/G in  homozygoter  und heterozygoter  Form, bezogen auf  die 
Normalkontrolle N4. Im linken Teil der Abbildung ist das Ergebnis der SSCP-Analyse, im rechten das der 
Sequenzierung  aufgeführt.  Bei  diesem SNP kommt  es  zu  einer  Basen-Insertion  der  Base  G,  wenn  die 
Sequenz N4 als normal zugrunde liegt.
Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G,■ Nukleotid T
A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 

3.1.2 Exon 5 : Base 45859: G/A und Base 45884: C/T

Im  Exon  5,  Abschnitt  B,  fanden  sich  bei  der  SSCP-Analyse  vier  verschiedene 

Bandenmuster, die sich nach weiteren Untersuchungen je einer spezifischen DNA-Sequenz 

zuordnen ließen (Abbildung 9). 

          3             2            4            2        3       1
          |         |         |         |             |         |        |

      Abb.9 Bandenmuster im Exon 5, Abschnitt B. 
       Die SSCP-Analyse ergab vier Varianten, die sich nach Sequenzierung
       den beiden gefundenen SNPs (Base 45859 und 45884) zuordnen ließen. 
       1= Normalkontrolle N4 (G/G//C/C), 2= homozygot (A/A//T/T), 3= heterozygot
       (G/A//C/T), 4= N4 heterozygot/homozygot (G/A//T/T)
        

37



Ergebnisse

Die Sequenzierung ergab zwei SNPs in der 3’ untranslatierten Region (3’-UTR). Der G-zu-

A-Austausch  der  Base  45859  lag  124  bp  nach  dem  Stopcodon.  Dieser  trat  bei  drei 

Patienten und zwei NKs in homozygoter Form (A/A) auf, während fünf Patienten, sechs 

der  NKs  sowie  N4  beide  Allele  besaßen  (heterozygot,  G/A).  27  Patienten  und  12 

Normalkontrollen zeigten eine normale Basenabfolge (G/G) (Tabelle 24, Abbildung 10).

Tabelle 24: Häufigkeitsverteilung des SNPs Base 45859: G/A, Exon 5
normal
(G/G)

heterozygot
(G/A)

homozygot
(A/A) gesamt

Patienten 27 (77,1%) 5 (14,3%) 3 (8,6%) 35
Normalkontrollen 12 (57,1%) 7 (33,3%) 2 (9,5%) 21
gesamt 39 (69,6%) 12 (21,4%) 5 (8,9%) 56

       

  

 

 

Abb.10 Darstellung des Ergebnisses der Sequenzierung des SNPs Base 45859. Vergleich der Sequenz
       von N4 mit der Veränderung in homozygoter und heterozygoter Form.
       Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G
       A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin 

149 bp nach dem Stopcodon zeigte sich ein C-zu-T-Austausch der Base 45884. Hier ergab 

sich für die N4 eine homozygote Veränderung (T/T). Diese fand sich ebenfalls bei drei 

Patienten  und  zwei  NKs.  Bei  fünf  Patienten  sowie  sechs  Normalkontrollen  wies  das 

Bandenmuster  auf  eine  heterozygote  Veränderung  hin  (C/T),  was  sich  in  der 

Sequenzierung bestätigte. Eine normale Basenabfolge (C/C) fand sich bei 27 Patienten und 

12 NKs. Eine Übersicht der Häufigkeitsverteilung sowie das Ergebnis der Sequenzierung 

sind in Tabelle 25 und Abbildung 11 dargestellt.

Tabelle 25: Häüfigkeitsverteilung des SNPs Base 45884: C/T, Exon 5
normal
(C/C)

heterozygot
(C/T)

homozygot
(T/T) gesamt

Patienten 27 (77,1%) 5 (14,3%) 3 (8,6%) 35
Normalkontrollen 12 (57,1%) 6 (28,6%) 3 (14,3%) 21
gesamt 39 (69,6%) 11 (19,6%) 6 (10,7%) 56
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Abb.11 Darstellung des C-zu-T-Austausches der Base 45884 in Exon 5. Das Ergebnis der Sequenzierung
zeigt die Veränderung in heterozygoter und homozygoter Form.
Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G,■ Nukleotid T
A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 

3.1.3 Exon 5: Base 45905 : C/T

Bei dem Patienten 763 zeigten sich Veränderungen der Banden im Exon 5, Base 45905 im 

Vergleich zu allen anderen Patienten und Kontrollen. Durch die Sequenzierung konnte ein 

C-zu-T-Austausch in heterozygoter Form 170 bp nach dem Stopcodon, also ebenfalls in 

der 3’UTR, identifiziert werden (Abbildung 12). Diese Veränderung trat nur bei diesem 

Patienten auf.

                      Abb.12 Darstellung des SNPs Base 45905: C/T in heterozygoter Form bei
                       bei dem Patienten 763 im Vergleich zur Normalkontrolle.
                       Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G,
                       ■ Nukleotid T
                       A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 
                      

3.1.4 Exon 5 : Base 46517: C/T

Die Analyse des Abschnittes E von Exon 5 zeigte Auffälligkeiten bei mehreren Proben, die 

auf  einen  weiteren  SNP in  der  3’-UTR hinwiesen  (Abbildung 13).  Dies  konnte  durch 

Sequenzierung der DNA bestätigt werden. Es handelte sich um einen C-zu-T-Austausch 

der Base 46517 im untranslatierten Abschnitt des Exons 5 783bp nach dem Stopcodon. Die 
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wenigsten Patienten und Normalkontrollen wiesen die als normal definierte Basenabfolge 

(C/C) auf (drei Patienten und eine NK). Bei 14 Patienten, fünf NK sowie N4 zeigte sich 

das Vorhandensein von beiden Allelen (heterozygot, C/T). Die homozygote Form (T/T) des 

Basenaustausches  fand sich bei  18  Patienten und 14 Normalkontrollen (Abbildung 12, 

Tabelle 26).

                                normal   heterozygot              homozygot      heterozygot
                                 │    │                                   │      │                                               

                      Abb.13 SSCP-Analyse und Sequenzierung im Exon 5, Abschnitt E.
                      Oben links ist das normale Bandenmuster im Vergleich zur heterozygoten Form
                      aufgeführt, die Abbildung oben rechts zeigt die unterschiedlichen Gelshifts bei 
                      homozygoter und heterozygoter Veränderung auf. Die dazugehörigen Sequenzen
                      sind darunter zu sehen.
                      Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G, ■ Nukleotid T
                      A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 

Tabelle 26: Häufigkeitsverteilung des SNPs Base 46517: C/T, Exon 5
normal
(C/C)

heterozygot
(C/T)

homozygot
(T/T) gesamt

Patienten 3 (8,6%) 14 (40,0%) 18 (51,4%) 35
Normalkontrollen 1 (4,8%) 6 (28,5%) 14 (66,7%) 21
gesamt 4 (7,1%) 20 (35,7%) 32 (57,1%) 56
                       

3.1.5 Darstellung der gefundenen Sequenzen

Die durchgeführten Sequenzierungen ermöglichten die Darstellung der gesamten Sequenz 

der translatierten Anteile, sowie der Übergänge zu den nicht translatierten Sequenzen im 

WNT2 Gen. Bis auf bei Exon 1, wo der translatierte Bereich nur einen kurzen Abschnitt 
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des  Exons darstellt,  wurden alle  Intron-Exon-Übergänge sequenziert.  Das  Ergebnis  der 

Sequenzierung stellte sich für die einzelnen Exons wie folgt dar (Abbildung 14-18):

                                                                                                                    5’UTR Exon 1 ←

………………………………………..CTGACCTGATGCAGACGCAAGGGGGTTAAT↓

→ Exon 1

ATG  AAC  GCC  CCT  CTC  GGT  GGA  ATC  TGG  CTC  CCT  CTG  CTC  TTG  ACC 

Met     Asn    Ala    Pro    Leu    Gly    Gly     Ile      Trp    Leu    Pro    Leu    Leu   Leu    Thr

TGG  CTC  ACC  CCC  GAG  GTC  AAC  TCT  TCA  TGG   TG

Trp     Leu    Thr     Pro    Glu     Val    Asn    Ser    Ser     Trp    Trp

                                                                                          Exon 1 ←

→ Intron 1

↓GTAAGTCCACGCGCACGGGCGCGGGGG A/G TTTTGGAGA………………………….
                                                                                └ SNP Base 1011: A/G
Abb.14 Identifizierte Sequenzen in Exon 1

                                                                                                                              Intron 1 ←

…………………………………………..TCACCTCTGTGTTGGTTGGTCCCTTATAGG↓

→ Exon 2

TAC  ATG  AGA  GCT  ACA  GGT  GGC  TCC  TCC  AGG  GTG  ATG  TGC  GAT  AAT  

 Tyr    Met    Arg    Ala    Thr     Gly     Gly    Ser    Ser     Arg    Val    Met     Cys   Asp    Asn      

GTG  CCA  GGC  CTG  GTG  AGC  AGC  CAG  CGG  CAG  CTG  TGT  CAC  CGA  

 Val    Pro     Gly    Leu    Val     Ser     Ser     Gln     Arg    Gln    Leu    Cys    His    Arg

CAT  CCA  GAT  GTG  ATG  CGT  GCC  ATT  AGC  CAG  GGC  GTG  GCC  GAG  

 His    Pro     Asp    Val    Met    Arg    Ala    Ile      Ser     Gln     Gly    Val    Ala     Glu  

TGG  ACA  GCA  GAA  TGC  CAG  CAC  CAG  TTC  CGC  CAG  CAC  CGC  TGG  

 Trp    Thr     Ala     Glu     Cys   Gln    His     Gln     Phe   Arg    Gln     His    Arg    Trp

AAT  TGC  AAC  ACC  CTG  GAC  AGG  GAT  CAC  AGC  CTT  TTT  GGC  AGG  GTC  

 Asn    Cys   Asn    Thr     Leu    Asp    Arg     Asp   His     Ser     Leu   Phe   Gly     Arg    Val

CTA  CTC  CGA  A

 Leu    Leu   Arg    Ser  

              Exon 2 ←

→ Intron 2

↓GTAAGTCTCCTGCCTTCACCCAGCCCTATG……………………………………………

Abb.15 Identifizierte Sequenzen in Exon 2
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                                                                                                                               Intron 2 ←

…………………………………………CCACTTTTAAGAAAAGCATTTTTGTTTCAG↓

→ Exon 3 

GT    AGT  CGG  GAA  TCT  GCC  TTT  GTT  TAT  GCC  ATC  TCC  TCA  GCT  GGA  

          Ser     Arg     Glu    Ser    Ala     Phe   Val    Tyr    Ala     Ile     Ser     Ser    Ala     Gly

GTT  GTA  TTT  GCC  ATC  ACC  AGG  GCC  TGT  AGC  CAA  GGA  GAA  GTA  

 Val    Val    Phe    Ala    Ile      Thr     Arg    Ala     Cys   Ser     Gln    Gly     Glu     Val

AAA  TCC  TGT  TCC  TGT  GAT  CCA  AAG  AAG  ATG  GGA  AGC  GCC  AAG  

 Lys     Ser    Cys    Ser    Cys    Asp   Pro     Lys    Lys      Met    Gly    Ser     Ala    Lys

GAC  AGC  AAA  GGC  ATT  TTT  GAT  TGG  GGT  GGC  TGC  AGT  GAT  AAC  ATT  

 Asp    Ser     Lys     Gly    Ile      Phe   Asp    Trp    Gly     Gly    Cys    Ser     Asp   Asn    Ile

GAC  TAT  GGG  ATC  AAA  TTT  GCC  CGC  GCA  TTT  GTG  GAT  GCA  AAG  

 Asp    Tyr    Gly     Ile      Lys    Phe   Ala     Arg    Ala     Phe   Val     Asp   Ala     Lys

GAA  AGG  AAA  GGA  AAG  GAT  GCC  AGA  GCC  CTG  ATG  AAT  CTT  CAC  

 Glu     Arg    Lys     Gly     Lys     Asp   Ala    Arg     Ala    Leu    Met    Asn    Leu   His

AAC  AAC  AGA  GCT  GGC  AGG  AAG

 Asn    Asn    Arg     Ala    Gly    Arg     Lys

                                                     Exon 3 ←

→ Intron 3

↓GTATGGAAATGCAACGGTGCTCATTTTGTA………………………………………….

Abb.16 Identifizierte Sequenzen in Exon 3
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                                                                                                                            Intron 3 ←

…………………………………………CACTGAACTTGCCCCTGTCTTTTTCGGCAG↓

→ Exon 4

GCT  GTA  AAG  CGG  TTC  TTG  AAA  CAA  GAG  TGC  AAG  TGC  CAC  GGG  GTG  

 Ala    Val    Lys     Arg    Phe    Leu    Lys    Gln     Glu     Cys   Lys     Cys    His    Gly     Val

AGC  GGC  TCA  TGT  ACT  CTC  AGG  ACA  TGC  TGG  CTG  GCC  ATG  GCC  GAC  

 Ser     Gly     Ser    Cys    Thr    Leu   Arg     Thr     Cys    Trp    Leu    Ala    Met    Ala     Asp

TTC  AGG  AAA  ACG  GGC  GAT  TAT  CTC  TGG  AGG  AAG  TAC  AAT  GGG  GCC  

 Phe   Arg     Lys     Thr     Gly    Asp   Tyr    Leu    Trp    Arg     Lys     Tyr    Asn    Gly     Ala

ATC  CAG  GTG  GTC  ATG  AAC  CAG  GAT  GGC  ACA  GGT  TTC  ACT  GTG  GCT  

 Ile      Gln    Val    Val     Met    Asn    Gln    Asp    Gly     Thr    Gly    Phe    Thr    Val    Ala 

AAC  GAG  AGG  TTT  AAG  AAG  CCA  ACG  AAA  AAT  GAC  CTC  GTG  TAT  TTT  

 Asn    Glu     Arg    Phe   Lys     Lys     Pro    Thr     Lys     Asn    Asp    Leu    Val    Tyr   Phe

GAG  AAT  TCT  CCA  GAC  TAC  TGT  ATC  AGG  GAC  CGA  GAG  GCA  G

 Glu    Asn     Ser    Pro    Asp    Tyr     Cys   Ile      Arg    Asp     Arg    Glu    Ala    Gly 

                                                                                                                      Exon 4 ←

→ Intron 3

↓GTAAGTTCAAAAGACTTTCTTTATAGTACC………………………………………….....

Abb.17 Identifizierte Sequenzen in Exon 4
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                                                                                                                                Intron 4 ←

…………………………………………….TTCAGTAACACTCCCTGGCTTGTCTTCCAG↓

→ Exon 5 

GC  TCC  CTG  GGT  ACA  GCA  GGC  CGT  GTG  TGC  AAC  CTG  ACT  TCC  CGG  GGC  

        Ser     Leu    Gly    Thr     Ala    Gly    Arg    Val     Cys   Asn     Leu   Thr     Ser    Arg    Gly

ATG  GAC  AGC  TGT  GAA  GTC  ATG  TGC  TGT  GGG  AGA  GGC  TAC  GAC  ACC  

 Met   Asp    Ser     Cys    Glu     Val    Met    Cys    Cys   Gly     Arg    Gly     Tyr    Asp    Thr

TCC  CAT  GTC  ACC  CGG  ATG  ACC  AAG  TGT  GGG  TGT  AAG  TTC  CAC  TGG  

 Ser    His     Val    Thr     Arg   Met    Thr     Lys    Cys    Gly     Cys   Lys     Phe    His     Trp

TGC  TGC  GCC  GTG  CGC  TGT  CAG  GAC  TGC  CTG  GAA  GCT  CTG  GAT  GTG  

 Cys   Cys    Ala     Val    Arg    Cys    Gln     Asp   Cys    Leu    Glu     Ala    Leu    Asp    Val

CAC  ACA  TGC  AAG  GCC  CCC  AAG  AAC  GCT  GAC  TGG  ACA  ACC  GCT  ACA  

 His    Thr     Cys    Lys     Ala    Pro    Lys     Asn    Ala    Asp    Trp     Thr    Thr     Ala    Thr

TGA

Stop

Exon 5 ←

→ 3’UTR Exon 5

↓CCCCAGCAGGCGTCACCATCCACCTTCCCTTCTACAAGGACTCCATTGGATCTGCAAG 

AACACTGGACCTTTGGGTTCTTTCTGGGGGGATATTTCCTAAGGCATGTGGCCTTTATCT

CAACG G/A AAGCCCCCTCTTCCTCCCTGGGGG C/T CCCAGGATGGGGGGGCCACA 

                └ SNP Base 45859: G/A                                  └ SNP Base 45884: C/T

C/T GCTGCACC……………………………..TTAGAATC C/T GAAGGGAATTAAAAAGAAG

 └ SNP Base 45905 : C/T                                                         └ SNP Base 46517 : C/T

ATGAATGGTCTGGCAATATTCTGTAACTATTGGGTGAATATGGTGGAAAATAATTTAGTG

GATGGAATATCAGAAGTATATCTGTACAGATCAAGAAAAAAAGGGAGAATAAAATTCCT

ATCTCAT↓

   3’UTR Exon 5 ←

→ Intron 5

↓ATTATGCATGTGACCCAT………………………………………………………………………

Abb.18 Identifizierte Sequenzen in Exon 5
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4 DISKUSSION

Das  Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  war  die  molekulargenetische  Untersuchung  des  im 

Genitalhöcker hoch exprimierten WNT2 Gens bei Patienten mit ungeklärter Intersexualität 

mit 46, XY Karyotyp. Nach Ausschluss eines Androgenrezeptordefektes bei überwiegend 

normalen bis hochnormalen Testosteronspiegeln und vielfach vorhandenen extragenitalen 

Fehlbildungen könnten WNT2 Mutationen eine Ursache primärer Entwicklungsstörungen 

der Genitalanlage darstellen. 

Dabei  konnten bei  dem ausgewählten Patientenkollektiv keine Defekte  im kodierenden 

Bereich der Gensequenz gefunden werden. Es wurden fünf SNPs identifiziert, davon zwei 

bisher  unbekannte.  Ein  bisher  nicht  beschriebener  SNP  trat  nur  bei  einem  einzigen 

Patienten auf und konnte auch in den Normalkontrollen nicht detektiert werden.

4.1 Methoden

Die  Darstellung  der  Gensequenz  des  WNT2  Gens  erfolgte  mittels  SSCP-Analyse  und 

anschließender Sequenzierung. Aufgrund ihrer einfachen und schnellen Anwendung und 

der hohen Effizienz in der Detektion von Veränderungen der Basenfolge ist  die SSCP-

Analyse seit den achtziger Jahren ein weltweit etabliertes Verfahren (Kanazawa et al. 1986, 

Orita et al. 1989A und 1989B). Sie ermöglicht die Untersuchung mehrerer Proben (20-30 

Proben je Durchlauf) und eignet sich daher als Screeningmethode von Mutationen. Der 

Vergleich  mit  nur  einer  Normalkontrolle  ist  ausreichend,  um eine  Abweichung  in  der 

Basensequenz  zu  erkennen.  Ist  für  eine  bestimmte  Mutation  eine  Positivkontrolle 

vorhanden, so kann bereits bei der Auswertung des SSCP-Gels erkannt werden, ob diese 

Mutation in homozygoter oder heterozygoter Form vorliegt oder ob es sich um einen neuen 

Defekt  handelt.  Ein  weiterer  Vorteil  der  SSCP-Analyse  ist,  dass  das  DNA-Material 

minimal-invasiv  aus  Leukozyten  aus  EDTA-Blut  gewonnen  werden  kann  (Hiort  et  al. 

1994).

Durch  Fan  et  al.  1993  wurden  die  Bedingungen  für  die  Durchführung  analysiert  und 

optimiert. So konnte herausgefunden werden, dass die Ergebnisse stark von der Konstanz 

mehrerer äußerer Faktoren abhängen. Einen entscheidenden Wert stellt die Leistung in der 

Elektrophorese  dar.  Zu  hohe  Wattzahlen  (>60W)  führen  zu  einem  Verschmieren  der 

Banden. Dabei stellen sich die Doppelstrangbanden verstärkt und die Einzelstrangbanden 

abgeschwächt  dar.  Die  Bandenmuster  werden  ungenau  und  die  Auswertung  erschwert. 

Glavač und Dean 1993 postulierten zu diesem Thema, dass bereits Wattzahlen von >20W 

über  mehrere Stunden zu verfälschten Auswertung führen können.  In der  vorliegenden 
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Arbeit wurden Werte von 50W nie überschritten, Wattzahlen von 12-50W nur für kurze 

Zeit (<30min) verwendet. Dies führte zu unbeeinträchtigten Ergebnissen.

Die Laufweite im Elektrophoresegel sollte nicht weniger als 16-18cm betragen, da sonst 

die  Effizienz der  Detektion reduziert  sein kann (Fan et  al.  1993).  Dies  wurde bei  den 

Versuchen der vorliegenden Untersuchung berücksichtigt. Die Laufweite betrug bei allen 

Durchläufen  20-25cm,  sodass  eine  optimale  Auftrennung  der  DNA-Produkte  erreicht 

werden konnte.

In  vielen  bisher  veröffentlichten  Studien  wurde  kontrovers  diskutiert,  ob  die 

Umgebungstemperatur einen Einfluss auf die SSCP-Analyse nimmt. Bei Orita et al. 1989B 

wurden  die  besten  Auswertungen  bei  Raumtemperatur  erzielt.  Nach  Fan  et  al.  1993 

hingegen spielt die Temperatur keine Rolle für die Ergebnisqualität, was in einer weiteren 

Studie bestätigt  wurde (Hayashi  und Yandell  1993).  In  der  vorliegenden Untersuchung 

erfolgte  die  Elektrophorese  bei  Raumtemperatur  (19-21°C),  wobei  sich  bei  niedrigen 

Temperaturen die Laufgeschwindigkeit leicht verminderte. Dies wurde bei den Laufzeiten 

entsprechend berücksichtigt.

Für ein unbeeinträchtigtes Ergebnis sollte die Fragmentlänge 350bp nicht überschreiten 

(Fan et al. 1993). Die Längen von <320bp der in dieser Arbeit untersuchten Abschnitte 

entsprechen  diesem  optimalen  Bereich.  Eine  DNA-Sequenz  kann  verschiedene  stabile 

Konformationen  annehmen.  Besonders  bei  niedrigen  Energieunterschieden  kann  es  zu 

einem  Wechsel  dieser  Konstellation  kommen  (Hayashi  1991).  Solche 

Konformationsänderungen stellen sich durch unterschiedliche Bandenmuster eines DNA-

Fragments  im  SSCP-Gel  dar  (Fan  et  al.  1993).  In  der  vorliegenden  Arbeit  konnten 

derartige Phänomene nicht beobachtet werden, obwohl für einzelne Fragmente mehrere 

Elektrophoresen durchgeführt wurden.

Die Sensitivität der SSCP-Analyse bei konstanten Bedingungen wird in der Literatur mit 

90-96% angegeben (Hayashi 1991, Fan et al. 1993, Hayashi und Yandell 1993). Aufgrund 

der  niedrigen  Fallzahl  der  in  dieser  Arbeit  untersuchten  Proben  kann  darüber  keine 

statistisch signifikante Aussage gemacht werden.

Waren die Laufmuster in der SSCP-Analyse auffällig, d.h. abweichend von der als normal 

definierten Kontrolle N4,  erfolgte anschließend eine Sequenzierung des entsprechenden 

Genabschnitts. Die Sequenzierung dient der Lokalisierung und Identifizierung von DNA-

Sequenzveränderungen.  Die  verwendete  Methode  bezog  sich  auf  die  weit  verbreitete 

Didesoxysequenzierung  nach  Sanger  et  al.  1977.  Seit  etwa  15  Jahren  findet  auch  die 

maschinelle und digitale Form dieser Methode Anwendung, was das Vorgehen erheblich 
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erleichtert. Die Genauigkeit dieses Verfahren wird mit >99% angegeben (McBride et al. 

1989, Ketherpal et al. 1996). In dieser Arbeit erfolgte die Analyse der Basenabfolge mit 

Hilfe von farblich markierten ddNTPs. Diese spezielle Form der Sequenzierung, das „Four 

Color  Sequencing“,  hat  mittlerweile  einen  hohen  Stellenwert  in  der  Detektion  von 

Basenveränderungen erlangt (Rao et al. 2001). Auch bei der vorliegenden Arbeit konnten 

sehr  positive  Erfahrungen  mit  dieser  Methode  gemacht  werden.  Die  Sequenzierung 

erfolgte bei allen Fragmenten ohne Schwierigkeiten. 

In  der  Auswertung  wurden  nur  störungsfreie  Kurvenbilder  mit  eindeutiger  Zuordnung 

eines Nukleotids zu der Sequenz berücksichtigt. Falsch positive Ergebnisse wurden nicht 

beobachtet. Im Falle einer heterozygoten Veränderung mit Substitution einer Base in einem 

Allel kommt es per definitionem zu einer Unsicherheit der Zuordnung der Nukleotide des 

veränderten und des „normalen“ Allels  (Abbildung 19).  Dabei  sind die Ausschläge der 

beiden Kurven deutlich geringer als die einer nicht veränderten Base. Dies konnte anhand 

des charakteristischen Kurvenbildes erkannt werden.

Abb.19 Beispiel einer heterozygoten Gensequenz-
variation. Der Ausschlag der Kurven der beiden 
Nukleotide ist niedriger als bei der normalen Zuordnung.
Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C,
■ Nukleotid G, ■ Nukleotid T, N keine Zuordnung 
möglich

In einigen Fällen trat  das Phänomen des  „Hintergrundrauschens“  auf.  Dies  ist  in  einer 

Verunreinigung  des  DNA-Produkts  begründet  und  führt  zu  einer  Unsicherheit  in  der 

Basenzuordnung  (Abbildung  20).  In  solchen  Fällen  wurden  die  Sequenzen  bei  der 

Auswertung nicht berücksichtigt.

Abb.20 Beispiel eines möglicherweise ungenau sequenzierten
DNA-Abschnitts.Die tatsächliche Sequenz wird durch
starkes „Hintergrundrauschen“ überlagert, welches durch 
basal hochgezogene Kurven entsteht. Die genaue Basenzuordnung 
ist erschwert. Der Buchstabe N beschreibt die Unsicherheit 
zwischen mehreren Nukleotiden.
Kurvenpräsentation: ■ Nukleotid A, ■ Nukleotid C, ■ Nukleotid G,
■ Nukleotid T, N keine Zuordnung möglich
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Obwohl vom Hersteller ausgetestete Bedingungen für die Kits mitgeliefert wurden, ergab 

sich  bei  den  Versuchen  die  Notwendigkeit,  PCR-Produktmengen  und 

Anlagerungstemperaturen individuell anzupassen.

Die Sequenzierung dient der diagnostischen Ergänzung der SSCP-Analyse bei auffälligen 

oder unklaren Befunden. Im Vergleich zur SSCP-Analyse ist  sie auch bei maschineller 

Durchführung und digitaler Auswertung sehr aufwendig. Dazu kommen die hohen Kosten 

für die erforderlichen Materialien.

Die PCR-SSCP-Analyse mit nachfolgender Sequenzierung stellt ein geeignetes Verfahren 

zur molekulargenetischen Untersuchung des WNT2 Gens dar. In der vorliegenden Arbeit 

wurden nur positive Erfahrungen mit dieser Methode gemacht.

4.2 Polymorphismen im WNT2 Gen

Nachdem die Identifizierung des menschlichen Genoms weitgehend abgeschlossen ist, ist 

gegenwärtig die Untersuchung der Variabilität der Gensequenz Bestandteil der Forschung. 

Bei diesen Sequenzveränderungen handelt es sich bei 80% um die Substitution einer Base, 

auch  als  SNP  (single-nucleotide  polymorphism)  bekannt  (Zusammenfassung  bei 

Landegren et al. 1998). Es wird geschätzt, dass SNPs etwa 90% der genetischen Diversität 

ausmachen  und  somit  für  die  individuellen  phänotypischen  Variationen  verantwortlich 

sind. SNPs sind per definitionem Punktmutationen, die nicht mit Erkrankungen assoziiert 

sind (Haff und Smirnov 1997). Allerdings scheinen einige von ihnen direkten Einfluss auf 

Proteinstrukturen  und  -wirkungen  zu  haben  und  eine  Rolle  bei  der  Entstehung  von 

Krankheiten zu spielen.  So könnte das Vorhandensein eines Allels  den Träger  für eine 

Erkrankung prädisponieren oder bei der Diagnosestellung als Marker dienen (Landegren et 

al.  1998).  Die  große  Anzahl  der  Varianten  macht  es  allerdings  schwer,  diejenigen 

Veränderungen herauszufinden,  die  tatsächlich bei  der  Krankheitsentstehung eine Rolle 

spielen (Freudenberg et al. 2002).

Als SNP bezeichnet man eine Position im Genom, an der alternativ zwei oder mehr Basen 

mit einer Häufigkeit von mehr als einem Prozent in der Population auftauchen. Nach der 

Definition  von  Graur  und  Li  1999  wird  ein  Locus  in  der  Sequenz  als  polymorph 

bezeichnet, wenn mindestens zwei Varianten vorkommen und davon das häufigerere Allel 

in  <99%  der  Fälle  vorhanden  ist  (Graur  und  Li  1999).  Dies  unterscheidet  die 

Polymorphismen,  wie  auch  die  Tatsache,  dass  sie  stabil  sind  und  sich  über  mehrere 

Generationen kaum verändern, von Punktmutationen.

Durchschnittlich tritt alle 500-1000 Basenpaare ein Polymorphismus auf (Botstein et al. 
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1980, Cooper et al. 1985), weshalb man bei 3 Milliarden Basenpaaren des menschlichen 

Genoms  etwa  3-6  Millionen  SNPs  vermutet.  Dabei  ist  die  Verteilung  keinesfalls 

gleichmäßig. So findet sich im humanen ß-Globulin Gen alle 100bp ein Polymorphismus, 

während in anderen Genen fast keine zu finden sind (Jeffreys 1979). 

In  der  Literatur  wurden  zahlreiche  Möglichkeiten  der  SNP-Analyse  beschrieben  und 

diskutiert  (Zusammenfassung bei  Jeffreys  et  al.  1990 und Landegren et  al.  1998).  Die 

PCR-SSCP-Analyse von frei gewählten Fragmenten mit 200-300bp wurde ebenfalls als ein 

geeignetes Verfahren zur Detektion von SNPs, speziell in den untranslatierten Bereichen, 

gewertet  (Orita  et  al.  1989A  und  B).  Mit  diesem  Verfahren  und  anschließender 

Sequenzierung  wurden  auch  die  fünf  SNPs  in  den  nichtkodierenden  Abschnitten  des 

WNT2 Gens in der vorliegenden Arbeit identifiziert. Dabei lag ein SNP (Base 1011: -/G) 

im Intron zwischen Exon 1 und Exon 2, die weiteren vier (Base 45859: G/A, Base 45884: 

C/T, Base 45905: C/T, Base 46517: C/T) in der 3’UTR des Exons 5. Um auszuschließen, 

dass es sich um funktionell relevante Mutationen handeln könnte, wurden die jeweiligen 

Abschnitte  zusätzlich  bei  20  Normalkontrollen  untersucht.  Bis  auf  den  SNP der  Base 

45905: C/T, der nur bei Patient 763 gefunden werden konnte, traten alle in fast der gleichen 

Frequenz auch bei den klinisch gesunden NKs auf (Tabellen 23-26, Kapitel Ergebnisse). Es 

kann daher davon ausgegangen werden, dass diese Polymorphismen keine phänotypischen 

Auswirkungen auf die in dieser Arbeit untersuchten Merkmale haben. 

Auffällig war bei den SNPs der Basen 45859 (G-zu-A-Austausch) und 45884 (C-zu-T-

Austausch), dass das G-Allel des ersten Polymorphismus fast immer gemeinam mit dem 

C-Allel  (Normal-Variante)  des  zweiten  Polymorphismus  auftrat.  Gleiches  galt  für  die 

homozygoten und heterozygoten Träger der Varianten der beiden SNPs. Lediglich bei der 

Normalkontrolle N4 waren im ersten SNP beide Allele vorhanden (heterozygot) und im 

zweiten  das  Allel  T  (homozygot).  Dieses  Phänomen  ließe  sich  durch  ein 

Kopplungsungleichgewicht  erklären.  Es  besagt,  dass  die  einzelnen  Allele  von  Genen 

abhängig  voneinander  auftreten  können,  wenn  die  betreffenden  Abschnitte  in  enger 

räumlicher Nähe auf dem Chromosom beieinander liegen. Das Kopplungsungleichgewicht 

erstreckt  sich  über  Regionen von etwa  20000-40000bp (Freudenberg  et  al.  2002).  Mit 

einem Abstand von nur 25 Basen wäre dies bei diesen beiden Polymorphismen der Fall. 

Für die Diagnostik bedeutet diese Tatsache, dass man bei Vorliegen der ersten Variante mit 

großer Wahrscheinlichkeit auf das Vorhandensein der zweiten Variante schließen kann.

Bei dem nur bei Patient 763 gefundenen C-zu-T-Austausch der Base 45905 muss dikutiert 

werden, ob es sich hier tatsächlich nur um einen funktionell unrelevanten SNP handelt. Es 
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ist grundsätzlich möglich, dass die beobachteten Basenveränderung, trotz ihrer Lage in der 

untranslatierten Region, zu einer Beeinflussung des mRNA-Transkriptes führt. Bei einer 

Nukleotid-Variation im Exon 8 (AGC → AGT) des Androgenrezeptor-Gens, die nicht zu 

einem  Aminosäureaustausch  führte,  kam  es  durch  alternatives  Splicing  zu  einer 

erheblichen Verkürzung der 3’-UTR. Dies hatte eine deutliche Reduzierung der Gendosis 

und einen intersexuellen Phänotyp zur Folge (Hellwinkel et al. 2001).

Auch  bei  Patient  763  könnte  der  SNP die  RNA-Stabilität  stören,  was  möglicherweise 

abnorme  Splice-Varianten  zur  Folge  haben  könnte.  Überprüft  werden  könnte  dies  mit 

Northern Blots oder mit Pulse Chase Experimenten, wofür Zellkulturen oder mRNA aus 

Leukozyten benötigt würden. Diese Untersuchungen überstiegen allerdings die Zielsetzung 

der hier vorliegenden Arbeit und könnten in weitere Studien mit einbezogen werden.

Nach  Beginn  der  Experimente  wurde  bei  Patient  763  die  Diagnose  eines 

hypergonadotropen Hypogonadismus gestellt,  d.h.  es  besteht  bei  diesem Patienten eine 

Fehlfunktion  der  Gonaden.  Eine  normale  Balance  der  Gendosis  spielt  für  die 

Gonadenentwicklung eine wichtige Rolle. Über das WNT4 Gen ist bereits bekannt, dass es 

wichtig für die Entwicklung der menschlichen Gonaden ist (Biason-Lauber et al. 2004). 

Mutationen des WNT5A Gens führten in Mausexperimenten zu genitaler Agenesie (Suzuki 

et al. 2003). Daher ist es möglich, dass auch eine Veränderung der Basenfolge des WNT2 

Gens  eine  Ursache  für  Störungen  in  der  Entwicklung  der  Genitalanlagen  sein  könnte. 

Diese Annahmen sind rein hypothetisch und müssten in weiteren Untersuchungen geprüft 

werden. Es wäre eine Überlegung wert, in einer folgenden Studie ein größeres Kollektiv 

von Patienten mit ungeklärten Fehlfunktionen der Gonaden auf den C-zu-T-Austausch der 

Base 45905 zu screenen. Dies könnte neue Erkenntnisse über die Rolle des SNPs liefern. 

Der SNP der Base 46517: C/T wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit von Wassink et al. 

2001 identifiziert und veröffentlich. Der G-zu-A-Austausch der Base 45859 sowie der C-

zu-T-Austausch  der  Base  45884  konnte  von  Li  et  al.  2004  gefunden  und  beschrieben 

werden (dort bezeichnet als: G124A und C149T, Li et al. 2004).

Die beiden SNPs der Basen 1011: A/G und 45905: C/T wurden in der vorliegenden Arbeit 

erstmals  beschrieben  und  in  der  NCBI  SNP-Datenbank  (dbSNP, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) eingetragen.
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4.3 WNT2 und Intersexualität

Die  WNT  Gene  spielen  eine  gesicherte  Rolle  während  zahlreicher  Vorgänge  in  der 

embryonalen  Entwicklung  (Nusse  und  Varmus  1992).  Sie  sind  an  verschiedensten 

Mechanismen, wie der Ausreifung des Nervensystems (WNT1, WNT8B), des Skeletts und 

der  Extremitäten  (WNT3  und  WNT5A)  oder  des  Urogenitaltrakts  (WNT4,  WNT5A, 

WNT7A und 7B) beteiligt.

Über  die  genaue  Funktion des  WNT2 Gens  während der  Embryogenese  ist  noch sehr 

wenig bekannt. Wassink et al. 2001 brachte WNT2 mit Autismus in Verbindung. Bei der 

molekulargenetischen  Untersuchung  mehrerer  autistischer  Probanden  wurden  zwei 

Mutationen  gefunden  (Leu5Arg und  Arg299Trp).  Die  Patienten  wiesen  keine  weiteren 

Erkrankungen  oder  Fehlbildungen  auf.  Die  Assoziation  von  Autismus  mit  WNT2-

Mutationen konnte in zwei darauffolgenden Arbeiten nicht bestätigt werden (McCoy et al. 

2002, Li et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit gaben Ergebnisse vorheriger Studien Anlass zu der Hypothese, 

das  WNT2  Gen  könne  bei  der  hormonunabhängigen  embryonalen  Entwicklung  der 

Urogenitalanlage eine Rolle spielen.  So zeigte eine Untersuchung,  dass  WNT2 bei  der 

Drosophila-Fliege für die Morphogenese der männlichen Geschlechtsorgane benötigt wird. 

Mutationen des WNT2 Gens führten hier bei männlichen Fliegen zu Fehlbildungen des 

Skrotums und zu Sterilität. Die Hoden waren von abnormer Morphologie und die Größe 

vermindert (Kozopas et al. 1998). Daraus könnte die Hypothese gestellt werden, dass das 

WNT2  Gen  auch  für  die  menschliche  Geschlechtsentwicklung  von  Bedeutung  ist. 

Allerdings ist die Geschlechtsentwicklung bei der Fliege noch vielfach ungeklärt, weshalb 

die Vorgänge mit denen beim Menschen schwer zu vergleichen sind.

Die  Tatsache,  dass  WNT2  in  kultivierten  Vorhautfibroblasten  normal  männlicher 

Individuen eine hohe Expression aufweist,  während es bei Patienten mit einem 46, XY 

Karyotyp und weiblichem Phänotyp eine niedrige bis keine Aktivität zeigt (Holterhus et al. 

2003), ließ vermuten, dass WNT2 auch in der menschlichen Geschlechtsentwicklung eine 

Rolle spielt.  Möglicherweise ist  die  normale Expression von WNT2 notwendig für die 

normale  männliche  Geschlechtsentwicklung.  Mutationen  von  WNT2  könnten  die 

Genitalentwicklung direkt beeinflussen.

Die genauen molekulargenetischen Mechanismen der Entwicklung des äußeren Genitals 

aus  der  Anlage,  dem  Genitalhöcker  (GH),  sind  bis  heute  nicht  vollständig  erfasst 

(Haraguchi  et  al.  2000,  Haraguchi  et  al.  2001).  Auch  wenn  den  Androgenen  in  der 

Genitalentwicklung eine hohe Bedeutung zukommt, beginnt die Differenzierung des GHs 
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weit  vor  Beginn  der  Androgenproduktion  (Perriton  et  al.  2002).  So  beginnt  die 

Morphogenese  des  menschlichen  Genitals  etwa  zwei  Wochen  vor  erstmaliger 

Testosteronausschüttung  (Kalloo  et  al.  1993).  Jüngste  Studien  haben  gezeigt,  dass 

essentielle Regulatorgene einen Einfluss sowohl auf die Entwicklung der Gliedmaßen als 

auch auf die Ausbildung des Genitalhöckers haben (Yamada et al. 2006) und bereits sehr 

früh in die Diffenrenzierung und das Wachstum des Genitalhöckers eingreifen. Wie auch 

Shh (Sonic hedgehog), reguliert auch Fgf 8, aus der Familie der Fibroblast growth factors, 

weitere im GH exprimierte Gene, Fgf 10, Bmp 4 und HOXD13 (Haraguchi et al. 2001). 

Eine Mutation von Shh  führte bei Mäusen zu einer kompletten Agenesie des GHs und 

damit  fehlendem  Genital  (Haraguchi  et  al.  2001,  Perriton  et  al.  2002).  Ein  weiteres 

Entwicklungsgen, das Bmp 4 (bone morphogenetic protein), führte über die Drosselung 

von Fgf 8 und WNT5A zu erhöhtem Zelltod und verminderter Zellproliferation bei der 

Genitalentwicklung. Für die Expression von Fgf 8, und auch Bmp 7, essentiell zeigte sich 

das HOXA13 (homeobox A13 Gen). Durch Fehlen dieses Gens kam es in einer Studie von 

Morgan et  al.  2003 bei  Mäusen  zu  einem klinischen Bild  mit  Hypospadie  und HFGS 

(Hand-Foot-Genital-Syndrom).

Die verwendeten Patienten-Daten stammten aus einer bereits vorhandenen Datenbank, der 

CISS  Lübeck.  Neben  einem  46,  XY  Chromosomensatz  und  einer  äußeren 

Virilisierungsstörung  erfüllten  alle  Patienten  weitere  Kriterien.  Durch  meist  normale 

Hormonwerte,  insbesondere  des  Testosterons  konnte  das  Vorliegen  einer  hormonellen 

Ursache für die Genitalfehlbildung vielfach ausgeschlossen werden. Im Einzelfall ist die 

Bewertung  der  Hormonwerte  aufgrund  zuvor  diskutierter  Schwierigkeiten  bezüglich 

Bestimmungsmethode und Normalwerte nur sehr eingeschränkt möglich. Außerdem war 

bei keinem der Patienten trotz ausführlicher Diagnostik eine alternative Störung bekannt, 

die  für  die  genitale  Entwicklungsstörung verantwortlich  gemacht  wurde.  Ein  wichtiges 

Einschlusskriterium ( aber nicht conditio sine quanon) stellten extragenitale Fehlbildungen 

dar.  Die  WNT Gene werden mit  zahlreichen Entwicklungsstörungen jeglicher  Form in 

Verbindung gebracht. Auch bei einem Defekt des WNT2 Gens könnte daher neben einer 

Entwicklungsstörung des äußeren Genitals mit weiteren Fehlbildungen zu rechnen sein. Es 

ist  anzunehmen,  dass  WNT2  bereits  zu  einem  frühen  Zeitpunkt  der  embryonalen 

Entwicklung in zahlreiche Vorgänge eingebunden ist. So würde ein Gendefekt nicht nur zu 

einer isolierten Fehlentwicklung des äußeren Genitals führen, sondern könnte auch weitere 

assoziierte Fehlbildungen zur Folge haben. Interessant zu diesem Aspekt ist die Umfrage 
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der ESPED (ESPED-Umfrage: „Intersexualität und schwere Genitalfehlbildungen“, 2000-

2002). Demnach weisen 44% der Intersexualitätspatienten assoziierte Fehlbildungen auf. 

Dieses Ausmaß assoziierter Fehlbildungen war zuvor völlig unbekannt und spricht dafür, 

dass ein erheblicher Teil der Ursachen für genitale Entwicklungstörungen im Bereich von 

Entwicklungsgendefekten zu suchen sind. Das WNT2 Gen macht hier nur eines von vielen 

möglichen Kandidatengenen aus (Holterhus et al. 2003).

Bei  der  molekulargenetischen  Analyse  der  ausgewählten  Patienten  fanden  sich  keine 

eindeutig funktionell  relevanten Mutationen.  In  den translatierten Regionen des  WNT2 

Gens waren keine Veränderungen der Basenabfolge zu identifizieren.  Die vorliegenden 

Daten an dem vorliegenden Patientenkollektiv sprechen also nicht dafür, dass zwischen 

dem  humanen  WNT2  und  einer  Virilisierungsstörung  von  genotypisch  männlichen 

Individuen ein Zusammenhang besteht. Da nur Abschnitte sequenziert wurden, die in der 

SSCP-Analyse auffällige Bandenmuster zeigten, ist nicht auszuschließen, dass eventuell 

vorhandene  Mutationen  nicht  identifiziert  werden  konnten.  Um  die  Möglichkeit 

auszuschließen,  dass  aufgrund  der  geringen  Probandenzahl  Mutationen  nicht  erfasst 

wurden, könnte in weiteren Studien das WNT2 Gen bei einem deutlich größeren Kollektiv 

untersucht werden.

4.4 Ausblick

Der Anteil der Patienten mit Intersexualität ohne eine bekannte genetische Ursache stellt 

noch immer die größte Gruppe der Patienten dar. Noch lange sind nicht alle Ursachen für 

die  Fehlentwicklung  der  Genitalanlagen  während  der  Embryogenese  bekannt.  Das 

Erforschen der genetischen Grundlagen von Störungen der Geschlechtsentwicklung kann 

die  Erkenntnisse  für  die  Erklärung  dieser  Erkrankungen  erweitern  und  ermöglicht  in 

Zukunft  eine  verbesserte  Diagnostik.  Genauere  Kenntnisse  über  die  Ursachen  der 

Intersexualität  sind  die  Grundlage  für  die  Beratung  und  Behandlung  betroffener 

Individuen. Für die Patienten sowie deren Angehörige ist eine exakte Diagnose häufig von 

großer Bedeutung und spielt eine entscheidende Rolle im Umgang mit dem Krankheitsbild.

Die  molekulargenetische  Untersuchung  des  WNT2  Gens  bei  dem  hier  ausgewählten 

Patientenkollektiv ergab bei der vorliegenden Arbeit keinen sicheren Hinweis auf relevante 

Veränderungen der Genstruktur. Da die untersuchten Abschnitte nicht bei allen Patienten 

sequenziert  wurden,  ist  es  möglich,  dass  einige  Patienten  unbekannte  Veränderungen 

aufweisen, die durch die SSCP-Analyse nicht erfasst wurden.

Das WNT2 Gen stellt nur eines von vielen möglichen Kandidatengenen dar, die bereits zu 
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einem  frühen  Zeitpunkt  der  embryonalen  Entwicklung  in  zahlreiche  Prozesse  der 

Organbildung eingreifen könnten und damit auch die Genitalentwicklung in einem frühen 

Stadium beeinflussen  würden.  Daher  sollten  in  Zukunft  in  zunehmendem Maße  diese 

Tatsache  berücksichtigt  und  Entwicklungsgene  untersucht  und  die  Differenzierung  von 

Entwicklungsgendefekten  in  die  Ursachenforschung  der  Intersexualität  mit  einbezogen 

werden.  Die  Unterscheidung  von  genitalen  Fehlbildungen  aufgrund  von  hormonellen 

Störungen, z.B. durch Defekte der Hormonbildung oder Defekte von Hormonrezeptoren, 

oder aufgrund von Anlagestörungen, z.B. durch Entwicklungsgendefekte, spielt potentiell 

eine  entscheidende  Rolle  bei  der  klinischen  Betreuung  der  Betroffenen.  So  ist  davon 

auszugehen,  dass  bei  Entwicklungsgendefekten,  die  nicht  die  Hormonbildung  oder 

Hormonwirkung  einbeziehen,  die  extragenitale  Hormonwirkung,  z.B.  auf  das  Gehirn, 

erhalten sind. Diese Tatsache ist z.B. für die Geschlechtszuweisung relevant und wurde u.a. 

bei  der  Blasenexstrophie  diskutiert  (Reiner  und Gearhart  2004).  Die  Entscheidung der 

Geschlechtszuweisung  hängt  von  vielen  Faktoren  ab,  kann  jedoch  durch  genauere 

Kenntnisse  der  Ursache  noch  präziser  und  mit  langfristigem Vorteil  für  den  Patienten 

getroffen  werden.  Lässt  sich  die  Ursache  der  Intersexualität  auf  eine  definierte 

Veränderung  der  Genstruktur  zurückführen,  so  stellt  dies  die  Basis  für  eine 

humangenetische Beratung dar.

Die  Möglichkeit  von  Entwicklungsgendefekten  sollte  daher  bei  der  Forschung  und 

Ursachenfindung  bei  Patienten  mit  intersexuellem  Genitale  in  Zukunft  stärker 

berücksichtigt werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv mit 35 Patienten zwischen < 1 und 

22 Jahren auf einen möglichen Defekt des WNT2 Gens untersucht. Einschlusskriterien für 

die Analyse waren ein 46, XY Chromosomensatz mit unklarer Virilisierungsstörung des 

äußeren Genitals bei überwiegend als normal zu bewertenden Testosteron-Werten in der 

endokrinologischen Diagnostik und dem Ausschluss einer Androgenrezeptormutation. Alle 

Patienten hatten assoziierte Fehlbildungen, was auf einen primären Entwicklungsgendefekt 

hinwies.  Ein  Patient  wurde  trotz  der  Diagnosestellung  eines  hypergonadotropen 

Hypogonadismus nach Studienbeginn im Kollektiv  belassen.  Die  DNA-Proben wurden 

mittels PCR- und SSCP-Analyse auf Veränderungen im translatierten Bereich des WNT2 

Gens  untersucht.  Die  auffälligen  Abschnitte  wurden  anschließend  sequenziert  und  die 

Abweichungen  charakterisiert.  Um  funktionell  relevante  Mutationen  ausschließen  zu 

können wurden die entsprechenden Bereiche zusätzlich bei 20 Normalkontrollen, davon 10 

männliche und 10 weibliche Individuen, untersucht.

Bei  der  Analyse  konnten  fünf  Polymorphismen  (SNPs)  gefunden  werden,  davon  zwei 

erstmalig.  Die  weiteren  drei  waren  bereits  bekannt  und  in  der  Literatur  veröffentlicht 

(Wassink et al. 2001, Li et al. 2004). Ein SNP wurde nur bei einem Patienten gefunden. 

Dieser Patient wurde trotz der Diagnose eines hypergonadotropen Hypogonadismus in der 

Studie  belassen.  Die  funktionellen  Untersuchungen,  ob  ein  Zusammenhang  zwischen 

dieser Diagnose und dem Polymorphismus besteht, überstiegen den Rahmen dieser Arbeit. 

Es konnten keine Mutationen im kodierenden Teil des WNT2 Gens identifiziert werden. 

Weder  die  SSCP-Analyse,  noch die  Sequenzierung gaben Anlass  für  den Verdacht  auf 

Veränderungen der Basenabfolge in den translatierten Abschnitten.

Die  vorliegende  Studie  zeigt  somit,  dass  bei  den  untersuchten  Patienten  keine  sichere 

Assoziation zwischen einem Defekt des WNT2 Gens und ihrer Virilisierungsstörung bei 

46, XY Karyotyp besteht. 

Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass potentielle WNT2 Defekte durch die 

angewandten  Methoden  nicht  erfasst  wurden,  da  nicht  alle  Abschnitte  jedes  Patienten 

sequenziert wurden und nur ein begrenztes Kollektiv untersucht wurde.
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ANHANG

Publizierte Sequenz des WNT2 Gens mit den Exons 1-5 und markierten SNPs

Sequenz aus: www.ensemble.org, 600 bp 5’-flankierende Sequenz

Legende:

A Exons 1-5

A SNPs, jeweilige Bezeichnung in der rechten Spalte,

neue SNPs wurden grau hervorgehoben 

>chromosome:NCBI35:7:116510633:116557894:-1
CGTAAAAACTGCATCTTTCCTGGGTGCTTTGGCAGATACTGCTGGGTTAGGTCCCGAGGG
TCATGGACCCTCCAAGTTCCCCTCCCTATGGGCTCTGTATTTAAGCCCAGCACCAAGGAA
TCAAAGCCAACAGGTCATTTCGCAGAGGCCTGGCCCCTCCCTAACCTTGCCCTGCATAGA
CGCGGCAGCTCCAAATTTACAAGTGCTAGCTCTTCATCCCAGCTTCAGGGAGAGAAGCGA
AGCAATGAGTTGAGAATCATCTCTGGATTCTTGTATCCCATGCATAGTAATCTCCTTATC
CCCTGGCCCCCTTCCTCGTTTCCTCACATTGCACGCTCAGGGACTTGTTTGCCAGCGGAT
GGCCTCGGCAATCCGGAACGCACGCTCCGAGAGCCCACGGATGCTCTTTGGCCTGGAGCT |base 382:A/G
TCCCTAAAGGTTCCTGTATTCGCGTGTGCTCGTAACCATGCAGCGATGTTCCCCCTTCCC
CGCCTCACCTCATCCCCAGACATCTCTTGCCATCATTTCATGCACCCGTGTCTAAAACCC
CGCGTTTCTCCCCACCCCCGCCAGGCGCAGCACCCCCTCCCTCGGCTGCGCCCGGAGGGG
AGCAGAGCGGACGGGGCGCGCGGGAGGCGCGCAGAGCTTTCGGGCTGCAGGCGCTCGCTG
CGCCTGGGGAATTGGGCTGTGGGCGAGGCGGTCCGGGCTGGCCTTTATCGCTCGCTGGGC
CCATCGTTTGAAACTTTATCAGCGAGTCTCGCCACTCGTCGCAGACGCGAGCGGGGGGCG
GGGGCGCGGCGAGGCGCCGGCGGCCGTGACGAGGCGCTCCCGGAGCTGAGCGCTTCTGCT
CTGGGCACGCATGGCGCCCGCACACGGAGTCTGACCTGATGCAGACGCAAGGGGGTTAAT
ATGAACGCCCCTCTCGGTGGAATCTGGCTCTGGCTCCCTCTGCTCTTGACCTGGCTCACC
CCCGAGGTCAACTCTTCATGGTGGTAAGTCCACGCGCACGGGCGCGGGGGATTTTGGAGA base 1011:-/G 
TCGGAATGGGGACCGCATTGGCCACATAGACCCTTCCTGGCTGCGTTCCCCCGCGGCCGC
AGCAGTCTCGGATTCTGGCCCGAACCCTGGCTACTGCCCTCTTATCGCCCCATGGTGAGC
CCCTTCTCTTTTCCCAGAAGATCATTTCAGCTTTGACAACTCCATAAAACCACATTCCCC
CTCAAATGAGAGCTCCGATGTTTGGTTTATTTGGATCCAGCTGAGCGACAGCAAAATCAG
CCAATTTCTTATCCTGTTGAGAGACGTGCTAGCCTGGTCTCCAGCTCTAGCACAGACGTG |base 1317:-/GT
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAATTCACCTTGAAAACTACAACCGCC |base 1328:-/
TCCCCCATCCCAGCCCCCACCCCGCCAAAACTGCCTCAAGGTAAATCGACGGGCCAATTC  TGTGTG/TGTG/TG
AGCCAGTCAGGAGTTGTAGAACCTAAAGCGTGTGACTTTGTATTATTTCCCGTCCTTCCA
CATTCCAGGTTCACCCCAGTGGGGCGGAAGAACATTTTGCTGCCTCCAGTTAGAGACTAT
GGCTTTAATGCAAAGCTACAGACCCCGGGGTCTGTCTCTAAGATGTTACCTTGTTCACAA
CCGTCCCCGCGAAGAGTAACTTTGCTGCTTTCCTTTGTACGTTGGTCTGCAATTTATTTA
TTTATTTTTGCATAGTGATGGAATGTTGAACCATACCAGGTCGCTAAAAGTTCCAAAGGC
AGATTCCCTCCCCATCTAGAAACCGTTCTCCATCTGCCGACTTTCTGGTCTTGGAAAGAG
ATAGAGTTGATAGCCCTGTAATTTCCTTGCACCTAAAAGTTTCAGAACAGATATTAAAAT
ATTGATTCAGAGACACCCGTTATCGTGGGCTAATTTTTAAAGAATCTGGTAAGGGGTCTC
AGCTAAATTACAGACTAGAGCAGGGAAATTTTTAGGAAGACACTGGAGCTCTTCAAAGGA
GCAAGGCAATGCGCTGATGGGAAGAGGGGTTCAATTCCTTCCTAAGCCGGCTTTGAACAG
GGAGGCGTTTAGCCTTGACATTGCTGACACAGGATCAAAGATTGATTTATCAGACTGACC
ATTTTTCAATAAAATGACTATTTCTGTTTCCATGGGTGTATAAACATTATTTATTGCTCA
GGCTTTTTGTCACATTGTCTCTCAGCTGTCACTTAAATATATTTTTTGGAAGTCACAGCT
GTAACGATTTTATGATCATATAAAATAATGAAAATACAAGAAAAAGACATTCTCCTTGTT
TGATCGCTTCAAAAGACACCTATGGCAGCTTGGGTTATATAAAAGGTACCTTTCTAAACA
TTTCACGACTAATAGAGAACATCTGGGTAGAGATGATGATGTAATTTTTTGTTAAAGTTT
CTTTTCAAAAAGTACTTTATGGAGTTATAGCACTGTTTGATTCTTCCAAACATTTAGTGT
CCTTAATAACAATAGAAAGAATTTTTTCCAAAGGATCTTTATAAAAGCCAAAAAGAGCTA
CAAAATGGAAATATTTAAAAGGCTCTTCAGTAAGGAAAGAACAGCCTGTCTGTGAGGAGA |base 2536:T/A
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GTGTAACATCAGATACCAGCGGGTGTTGATTAGACAGATACAGACAGTTTTTAAGACATT
CTGTCAAATAATGGGAACGAAGAGCTTCTAAGGTCAGCTTCCCCCAAAGCCAAGTCCAGA
CACATTGTGTCACTGAGATCTGAGCCTTCTTGAGAACAGTCTTCCACACATTCTCCCCAA
GACACGTTGCTTCTTACCCGTCATTCACTTCCCCAAATGCCGACTTTGCCTCTGTGCCCC
TGCCCAGAGCATCATCTGGTAGACCTAGCTTCATGTCCAACAGACAGTCATCACAGCATT
TTGGGGATGACTTCTGCAAGATCACTCACTACGCCTGCCTGCCTTGCCGGTTTCTCCACT
AAATTAAAAAGTAAATACCCTTGCTTTCTAATATCACCAGAAGGATAAGGAATTCATATT
TGAAAAGTGCTTTGAACTCCTTAGTCTCCCAGGAACACTGAGCCAGGCCTCCCTGTTCAC
GTTGCCCTCACCTCTGTGTTGGTTGGTCCCTTATAGGTACATGAGAGCTACAGGTGGCTC
CTCCAGGGTGATGTGCGATAATGTGCCAGGCCTGGTGAGCAGCCAGCGGCAGCTGTGTCA
CCGACATCCAGATGTGATGCGTGCCATTAGCCAGGGCGTGGCCGAGTGGACAGCAGAATG
CCAGCACCAGTTCCGCCAGCACCGCTGGAATTGCAACACCCTGGACAGGGATCACAGCCT
TTTTGGCAGGGTCCTACTCCGAAGTAAGTCTCCTGCCTTCACCCAGCCCTATGGCTCTCC
ACTCATGCACAGCTCCCTCACTCCATCTTCAAAGACCCTGCTTATCTTCTATTGCATTTT
ATTCCATCAGAAGTTTGTTCAGTTGGGCGTCATTGTCCCTGTTCTACAGGTGAGGACTAG
AGAAATCAAGGAACATGTCTAGAGGTTTGTAAGAGGTGAATCAAAAGGAAGAAGTAGAAC
CCCAGGCTGTTGTCTTTTCACTCTTTGCTCTGTCCATCACTCCAATATGGCACATCCTCC
AGGTTCAGACTTCGTCTCTAAGAGACGAGAGGGAGGAGCCACAAGTCTCTTTTGACTTTT
TCCTTGGCTTTCTGGGGCTTCCTCCAGAAGAATTTGAGCAGATCATCAGCATAGAATCTT
CAAATCTTTTCTCAGCAAAGGATTATCAGTATTGCAAAAACACCACTTAAGTGATATTAA
GAAGCAGAGACAAATCTCTACTCACCACTTTTCACCTTCCATTTAGCTACTCAGCCTTGG |base 3840:G/T
TGCCTCTGTGTCTAAATTCAACATTTTTCCTCCCAACAGATTGTAAATTCTGTAAGGGCA
GAAACTAACCTATATTCCCTGCACCTTGCTTGGTGCCTTGTGTATTGCAGGCCCTGTTCA
TTCATTATGATGAATGAGTGGATAAACTTGTAGTGGCTACCTATTATTTTCCAGCTACAT
TTTAAGCAATAAGGATAGCTATGGAGGATAGAGGTGGGAAACATGAATACATAGAGGTTT
TTTCTTCCTTAGCAGGAACCTTAAACATTTTCTAATTACGTAGTAAACTTCTTAAAAGTT |base 4099:C/T
CTGAATATGGAAAGTAGCTCACTAGCTAGGACACAATCAAAGAAAATTAATTGAAAATCA
TATTTCATTTTCAAATAATACCCATCTGCTAACCTGGCATTATTAGCATTCTCCAGGAAA
CACCACAGTCCATTTGCTATTAGAAAATCTGACAGAAAACACAGCAGTTTATGTGCAAAC
CCCCAAAATAGGAAACTTTTTACTTGTTTTTGCCTACCCCCCCCCCCAATTCCTAAGAAA |base 4360:C/G 
ATCATCCAGACTGTGCACTTGGTAATGCTTAACAGAGGGTGTTTCTATCATGTAATCATC |base 4366:C/G
ACAGCCCTAGGGTTTTATGAGGCCAAATGCATAACTGAATGTCTCTAAAATCCCCCAAGG
GCGTAGTACTCTCATTCTTAGAGTATCCCTAAAGTTAATTTACTGCGATATTCTGCAATT
TTATTCTCTAGTTTAAGAACTATATTCTTCTGCATTCCTTTTGGAGTTTCAATATGACAT
CGCAAATTTTTGAAAGGTTAATAATAAATTTCAGCTTCATGGAATTTTAAGACTTCACCT
AGATTATCTTGCCAGTGAATCAATTAAAGAAACTGGACCTTGTTAAAGAGAGTTTGCAAA
TATCTAGCACGAGTAATCTTTGGATATATTATGCATGGCTCTCAGTGTTTAAAACATATC
AGGATTTTTTTTCAAAGTGCTTACAACCATTTTGCAATGATTTCAAATTAGATGTACATC
TCATTTATGAAATGATCATCTCTGGATCTATTAAGATATCTACATATTTGAATAAAACCT
TTAGATCACATATCAAAGGAAGCAATATTGACCAGTGATCCTAAAGAAAATATATCCATC
AAAGCTGGGGATTCATTTATAAAATACTGTAACTTAATCTTGACACTATTATTTTCTTCA
GAGCTGTAGAATTGCTGAGATGAAGGAGGTTCGAACTAGAGGTAACAGCCAGGCTCACTC
CTATAATCCCAGCACTTTGGGAGACTGAGGTGGGCAGATCACTTGAGGCCAGGAGTTCGA
GATCAGCCTGGCCAACATGGCGAAACCCCATGGGTGTGGTGGTACATGCCCTTAATCCCA
GCTACTTGGGAGGCTGAGGAATGAAAATCACTTGAACCTGGGAGGAGGAGGTTGCAGTGA
GCCAACATATTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGGACTGGAGGAAACAGAACTAGT
TTAAATTAGTCTAGACCTCAGGTAAATAAGAGATTCTAACTTGTACTTCCTTCAGATTTT
TTTCAGATGAAGCAGAATACTTTGCCACAGTACTCAGAACTTAAACCACTCATGCTACAC
AATTTCTTTCCATTCTTCACAGAAGGCCAGGTTCCCTCTCAGACATTTATGCAAACTCTT
GTGACTGTCAGTGATGATTTTGTGTTGGTTATGGGAGGGCTGAATTTGGCCTAAAGCAGC
TTATCCTGGAAATAATCAAGAAATTCCAATGAAGCTATCCAAAGATTTCTACAATTAGTT
GCTTGGAGAAAAAGTTACGTCTTAGAGTTGTGGACACCTAAATATGCTCATAGATGAATA
GGAAAGGCAAAGGGCAAGACCATTTATAAGAAGAACATAAAATTACCAAAATGTCCCGTG
GTCATAGAGAAATGGAGAACATTTGCCTGTTTGACTTTAGAGAGTCAGAATAAGACAGTA
CAATTTTTAGAAACATTTGTAATTTACTCATTCAACAGATAGTTACCAGTCACAGGCAGA
GAAACAAGGACAGAACTAGCAAAACTAAAAATATTCCTGCAAGAATACACCTCCAAAATT
CTAGAATTAGCCTTAGAAAACACAAAGGTAATTAGTTCTCATCCTTATAAATATTTTCTT
ATAAAGCAAATACTTTAAAGAGAATTGAACAATCCATAACCTTCAAGAAACCCTAGCTTC
TAGAGTTTTGCCTTCCTAGGTAACAATCTCTCTACCCCAAATAAAAACTGTGCCTATGTA
CTTAATAGGCATTGCTTGATTTATCTCCATACAAAAATTAGAGAAACTTCAATAGCAACA
CATTAGGAAATACAGATGTCACCACTTAGATTTGGATTTTGTTTCATTTTGTGATAGCTG
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TAAAAAGGATCTTTCTAAGAAAAGGCCCAAGATCAAAATTTGTTTTGTTACAAAGCCAGC
TCTTGAAATGTGCTACTACTTCACACATAACATTTTAGTGATTCATCTAAACACGTAACT
GAAAACATTTTAGGGCTATTATCTACATGGTACCAAACCATCTGGAGGTAAAATGAAAAA |base 6379:T/-
CCAGTCAATGTGCTAAATTTTTAATTTAAATAAAGGAACATCTAGCTATTTAGTAATGTG
TTTGAATAATACATGACAAATATTTAGAAAAGTCATATTTTTGCTTTGGAAATTATTTCT
GAAATGAAGCAGATTGTGATTTGTTTTCTTTCAGTCAACAAGTTAATGTAATTGTTTCCA
AGTTATACCAGGATGAATTCTGCACCTAGACAATTTATTTCTCTTGTTGCTTTCGAAATA
CTGTCTGGTTACCTGATATAGTATCATCCCCGTCTTCCATGTCTTTCCCGTAATAGACCA
CTTCATAAAATGTCTCTTCTTTCTCCTTAAAAAATAAGACTAGTGCTACATACTTAAGCT
TTTGGGAATTTCCTCCTCTATGTGATCTCTCTAAACATGGGCGCCGGCTTCTAAATCCCA
AACCAAGCTTTAGAAGATAAATGGGGTAACTATGGAAAAGGTATTTTCCTAAACTGTAAA
ATGGATATAATAAAAGTTTAATTTATCTGAAAGCCACTATCTGAGATTAAGTCACATTAG
CATGTATTAGTCGCCTTCTTTTACAAAACATCTCAATTCCACTTAGAATATCTGTGGTCT
ATATAGTATAAGCTGGGACTCTTTAAAACAGCTCTCGTAACCATCATATTTCCCTCTGGA
GAGCACTACCTGCTACCTATGGCGAATAGTCATATAATTGATTTTACCTAACTACAGGGC
ATGATTGATTCCTTTTTTGATGGTTAGAGGTTTGGGGGGTAAATATTTTCTGAAAGCTGA
GGTAAGTGCCATTTAATATGGTGTAGATATGTTTTCCTGATTTTTAATAATGAGACTAGC
AGAGCAAATATTGCAAGGGATGTATAATAAATTTTAGCACTGAATGACAAACGGAAACAA
GCAGGGCTTCAATGTGAAAAGGTGGTTTGCTCTCCCAGCTGTGTGGTTCAAAAAGTCACA
CTCCTCTTGACATATTGAATCACCAAATGGTTCTCTGTTTTCTGCCTTGCATTGGCATTA
GGTTATCCAGCTTCTATTTGGATTGTTAATATATTTGCCGCAGCAACCATTAATAAAAGG |base 7480:G/A
GCATGCTAATAACAATGAAATACAGCTCCACTTGAAAAATGAGGTGCACACGGACCCTAA
AGAGCCTTATATCTGTCACTATACCACAACACCGTGTTATGAGTTACTACAGATTATTAA
AATAATTTAATGTAGTTATTGCACTGAAATATGTACCTTTCAGCCTGTAAGTGAAAGTAG
CCTGTGCTCTAATAAAGAACAATTCTAAGAAAGCACCCCAAAGGGTTCTTGCCCAAGTCT
AATTATAGGCGGTAAATTTGTTTCCTTCCAGAAAAACCAAAGAAAAACTTTTCACTGTCT
TTTACCCAATACCAGTGATTAGTGCAGGTGTTCCAGAAGAAAGTAAATTCACCTTAATAG
TTAGACATATAGTATGTAACTCAAGGATATTGCATACTGCCTTCAGCAATCTCTCAATTA
CTTATGAAAGTCAATGCCAAGCCCAAGCTCTCCAGTGTTAATGCAAGGGGCTGGTTACTG
CCAGAATTCTCTTCCCACCTTAGTCCCTAGATTTCTTTGAATTCAGTATTTCATTCTCAA
TAATTTAAGTGCATATGAGTATCTTCAGTAAGTCCTGGAGGTTTGGAAGGATATTTTGAG
GAAAGCTGTGGTGTCATGAGTACCCAACTATATTGTGGAATGATAGAATTGTAGCATTCA
GACTGTAAAGAAAAAGGCCTAGAGATGCTATGCTCCTCTCTTCTAGGACATCTAGAGCTC
TCTGTTGAAACAGGGCAAGCCTGTGTTTGAGACTAATGTGAAGCCAGGAGCTGGGCAAGG |base 8245:G/A
CCATCTTTTTCTTTGATACTGCTTATTTAAGAAGAGCTGCCACACAGATACCTAAATTGA
CAAAAACCTATATTAGATGGAGATGGTTCATATTAAAGAAAGAGCCTGGGCTCTAGAAAA
GAACCCTTCAAGAATATCAGTACCTTGTTGTCTAGTGGCAAAGGTTGTCTGAAACAGAGC
AAATATTAAACAATTGTCATATGAAAGTTATTCAGAAATAGTGCTACCGGACCACTTTTA
AGAAAAGCATTTTTGTTTCAGGTAGTCGGGAATCTGCCTTTGTTTATGCCATCTCCTCAG
CTGGAGTTGTATTTGCCATCACCAGGGCCTGTAGCCAAGGAGAAGTAAAATCCTGTTCCT
GTGATCCAAAGAAGATGGGAAGCGCCAAGGACAGCAAAGGCATTTTTGATTGGGGTGGCT
GCAGTGATAACATTGACTATGGGATCAAATTTGCCCGCGCATTTGTGGATGCAAAGGAAA
GGAAAGGAAAGGATGCCAGAGCCCTGATGAATCTTCACAACAACAGAGCTGGCAGGAAGG
TATGGAAATGCAACGGTGCTCATTTTGTAGGCTGCATGGCTTTATAAACCACTTAGGCAG
AGCTTATCTTAAACTTCCCTAGAATTGATAAAATGCTGTGTAGTCACAACTTCCTACTGT
CCCCCAGCCATTAGCTGTTTGTTCGGAAGAATACCAACAACTAGGTTGAAATATTCCCAC
CCACACTCCACCTTCCTTCCTATAGCTAGTTGAAGGAGTCCACCCATTGTGTTTGGCATT
GTGTTGATTCAAGTCTTTTATGGTCTCTCTGGACACTGTCATTTAAGCAGAAGATATGAA
CTGTGGGTTAGGATAGTGCTTCATCCCACATAGCAATGTTACACTGAATGCTTATATCTA |base 9159:T/G
AGGGATATAAAGATTAGACCCAGAGCATCTTTTCTTACATGTATCATGAAAACAACTCAT
CAAGCATGGTTTGTTGGCTTCTTCTAGATTTAGGGATGCCCTCTTTGGGAACCTGACCCA
AGTCTCACTCATAAAAGCCCCACCTTGTTGTTTCTGGTGCTGGATAAGTAAGTGGACCAG
GAGAAGACATGATCCTCAGAGGGTATTCTGGCCCCTTCTCCTCTAGACCTGACTAACTTC
CTGGGCTCCAGTCAGTGTACACCCTTTAACCATCATTTGTTAAATGAGGAAACTGAAGCC
CTCAAGGTACTCAAGGTCACAAGGAAGTTAGTAGAAAGGACTAGAAAGTTAGGTTTCAAC
ACGTAGTCCAGGGGTGCTTTACCCTAGGATTAAACCATTTCAATGCCAATGTTCAGACCC
ACTGATGACCCATGTCTTTTGGTATGGTGGTATGACCAGAATAACTAGAGAATTTAATGC
TGTACTTGATGCTTTTGTGTGGAAAGCATTAACTGGCTGGGTGAATCAAATATTTGTTCA
GAACTATTCTAGAATAATCTAATTGCCAATAGGAAGAGGTAACGATAATTTGTCTTTTAT
CAACACAACATAAAAATGTGTTTGATATTAATATATAAAGAAAGATAAGCATAAAATTGA |base 9827:A/C
AAGGTCCCTGGGGGGGCTTTAATAGGAAAAATAATAGAAAAGAATGGATGAAAACCCCTT
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TACTAGGCTCCTGGAGAGAACAAATCTCATTTAAAGGAAGTTAGAAGGAAAGAACTCTTG
CTTAGCACATGGTATAACATGAGTGTGACCTGAACTGTTTACAAATAGTACCTTTCTTGA
ACTTTAAAAATCAACATTCCTAATTTTCATGAATTTATGAACTTACAGTCACTACTGCCA
AGAAAATAGACTATGGTTGTGCAATCCTACAACTATTGGTAATTACTGTTTGTGCAATGA
TTTGGATAAAAAAATTTACACTGACCTTTGTCCTAACATTGATAGTACATGTATAAGTTA
TAAAGTGTGGTGACTTTGATAGGAGTGTGCTGCTTAATTGTTCAAACAGGGTATATAGTT
AGATTTCTCTATTTGGAAAGATAAAAGATATTGTATCCAAAAGAACATTGACTTATCAAA
ATAAATGTTAATTTCACTAAATAGGTCATTAGATATTGAATGTTTCAACTCTTCAAGACA
ATAGATCATAGCTATTATATTTTAGGCCCTGAATAAACACAACTTTTAATGTAAATCACA
TGATTCTTCACCGTGTAGAGGTGAACAGCTGTCAGGCCTCAGATATTCTCCTGCCTGCTC
TGCAAAACTTAGGAGGCTACTTTTGATTGGAATAAAAGTGCACACACTGACTTTTTAAAA
TGTGGCTTTAATTAATGGTGGGTGGGCAGACTTTTTCAAGGAGATGCATGATGTCAGTGA
ATATGAACTTTAATGAGAGTAAATGTATTGAGATAAACATGCGTCTCTAATTCTCTTCTT
GCGGTCATTAGACCCCCAGTCTCTACTCCCCCTTTGTACTAGCAGAAGGTCTGTGGAATC
AAAATGAGAACAGCCTGGGCTTGTTTGAAGGCAGGCCTCCTGAGCTAAGCCTCCAACTGG
CTTGGCTCTAAGGCTCTAGAAAGCCCCCACCTCCCAGGGCTGACGGTAACATCAGTCCAC
TTTTTTTCTTCTTCTTTGTGCTTTTCAGCATTTTCCAAATTGGCCAATATGAACATCTAC
TTTTTAAACTGGGAGGGGTAGGGGAGAGCAATATATTTCATTTTTTTAAAAACCATCTAT
TCTAAGATTGCTCTGTTTAGCTAATGTTAAAAGTCAGAATTCATCACTGCCATTCATAAC
GGGCCTTAATTTTTCCCCAATATTTGAACAATTTATTTATTATAGCAGTTGGTTAGAGCA
CCCTCATGTGTCTCTGTACTGTAATGTCATTTTAGATCCTCTGTGCTATATCATTTAATC |base 11161:A/C
ATAGTTTCAGCAGAATTCATAATGATTTCTTTCTTTCATGTTTACTTAAATGCTCATCCT |base 11203:T/G
TGATTGAGTCTAGTTTTCCACCTCCAATTAGGACTATGAATAAGTACTAAAAAGATAAGC |base 11273:A/G
CTGTCTTGTTCAAAACAAATATTCTATCAGGAAGGAAATTCTATAGCATCCTTCAGCAGC
TCTGTTTAGGTCTAAAGAAACCATGCTATAAAAACTTCCAAATTACATTTTAAGATAGTT
TTAGGTAAATTACATGCAAAAGGTCAATATCTGCCATTTATTTCCTTTGATGAGCTTGCA
AACAAGCACCTTTTAAATTTGTCCACTCTTCCAGCCTGGGCAACATGATGAAACCCTGTC
TCTACAGAAAAATATAAAAAATTAGCCAGGTGTGGCAGTTCTACTACCACAGCTATTCAG
CTACTATTCCCAGCTATACTCAAGAGGCTGAGGTGGGAGGATCATGTGAGCCAGGGAGGC |base 11640:C/T
TGAGGCTGCAGTGAGTCTTGATCACACCACAGCATTCCAGCCTGGGTGACAGCACGAGAC
CCTGTCTCAAAAAAAACAAAACAAACAAACAAACAAACAAAAAAGTTAGTTCACTCTTTC
TTCTAAGATGAAATAATGAAATAATCACAACTTCTTTAAATGTTCCTAAGGGAATCTGTA
TGAAAATAACTCATGTTTCCAGTCTTACTGCCCTTCCATCACTCTGAAAGTTTCTATAAG
AGTAGGAATTTCCATAAGAATAAGAGGAATTCCATGAAAATACTTTCCCTAAAAGGTGCC
TCTAACTTAAAAATAGAAAAGAACATGGGACTTCAAATCAGATGCACCTTTGTTTTAATC
TTACAATACCAGTGGCTTTGCTCATTGAATCTCGGTTTTTCTCATGTATGGAAGGGCATT
TTGTGGTGCTACGGGAAGACAAGTGTAAGGCAGATAGCACAGAACCTGGCATGTAATAGA
TGCTTAATAAAAGTTCCTTTCCCTTTTGTGAAGTTAAGATTATTTGTAACTCAGGTAACA
GAGCTAGGCAGAAGTCCATCCAGCTGGAATTATTATTTAGGATTCAATCTGATCACTCCA
TCTATCTATAGAGTCATCTTCTATTCAGTTAACATACTAATAAAACCAAGCATATAGTAT |base 12273:C/T
TTTTTAATTGATAAAATACTGTCAAATGTTTTATAATTTGATATTTCCAAAACCCCTGTA
GGAATAAAAAATAGTATTCATATTTCTACTTTTCAGATGAGCAACTGGGCCTGAGAGGGA
TGGAGAGACTAAAGCAGGGTCATAGAATCATGAAGTACTAGATCCTGGGAGTTCACATCC
GCTCCTGTTCTCCCATGTGCCCTTGTCTACATTTCCATATTGCTTTTGTTGAGAATTTCT
GAGAAAAGAAACAATATTTCTATATGTACGGGGGAAAAACCAGCAGCTACTACCTTTGGA
AGGTAGTTTACTGATGATTTTTTTTCTTTGTGTGTGTCTTCACACATTTTCTAAAATGAA
TGTGTATCGGTTTTTAACGACAAGGAAAAGTGGTTTTAAGTGCTGAAAACCTAACTGCCA
GTCATCGTGAGCACACCCAAACCAATTTAGCCTTCTTTTTGGAGGATTCGCAGAATTTCA
ACAAACAGCACTGCAACTTTCAGAGCTCTGTTCTTGTATTTTGGGACTAACTTTGGTTCA
ACAGTTATTTTATTAAGGAATTACTTTGGGAAAGGCATCAGTTTTGGTACTAAATCAATG
TGGAAAAGAATAAAACAAAGCAGCCCCTGACCATAAGAAACTAAATTTTAGTCAAGGAGA
AAAGAGTAATACAATTGCAAGGCAGGCAATGCTATGTGGTATAATAACATAATCAGCCAC
AGGGCCAGTTAGCTGAGGAGATAATGGTTGTATCATAAAAAGAACTGGGTGTTTGAGCTG
GAGATAAAAGATTTCCCATGGTTGAGATATGGAAAGCACTTTCCAGGATGAAGGGACTTC
AAGACAAAGACAGATATTGGAGCAGGAAGTGTATCATAAAGTTGAGGGATACAAGAACTC |base 13188:G/A
TAGGGTGGAGTTCAAGACTGAGATTTAATAGGAACTGAGGCTGAAAATTTGAAATTTGAG
TCCCAGCCAGATCTGGAGAGCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGTCTC |base 13307:T/-
GCTTTGTTACCCAGGCTGGAGTGCGGTGGCACAATCTCGGCTCACTAGAGCCTGGACCTC
CTGGGCTCAAGCAATCCTCCCACCTCAGTCTCAGTAGCCGGGACTACAGGCACTTGCCAC
CATGCCTGACTAATTTGGGGTGTTTCTTATTTGTTTGTTTGTTTTTTGGTAGAGATGAGG
TTTCGCCATGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGAATCTGCCCAACTTGT
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CCTCTCAAAGTGCTAGGATTACAGGCCTTGAGCCACGGCACCCAGCCTGGAGAGTCTCAA |base 13614:G/A
ATACTGTGCAGAGACATTTGGCTGCCACTGGGAAGGCAAGAGGAAGGCATTGAACAGTGG
GAGAGAAAGTTAAATACTTAAGTTTAATTTTCATGCATTTGTTAATTTCTCTAGAGTCCA
CTTTGAAAGAGTGATAGCTATCAAAGTTTGACCCTTCTGTAATATGCTTGAGTTCATGAC
TTAAAAAATTAACTGGGCAAGGTGGCATGCAACTGTAATCCCAGCTACTGGGGAGGCTGA
GGTGGGAGGATCACTTGAGCTCAGGAGTTTGAGACCAGCTTGGGCAACATAGTGAGATCC
CATATCAAAAAAAAATAGATTTACTAGGAAAATTGTGAGAAATTTGCCTCTCTTTGAATT
TTATTTTTTGCCTTAAATATACATATAAGTACTGATATAGAAAGCTTCTGGGTGTTTATT
AATATTAAAAAATCAGCATATGGCAACTGTTGATATTTACATTTTCAACATGATAGTTAA
TGTTATTATTGGCTACTCTACTCATTGGGAGCTCTTAGTTTAGGAGTTCTTGACTGAGGC
ATTATGGAGGATAAGGCCCTGGCATCAGAAAACTGGCTCTAATACTTGAGCAAAACCTTG
CATAAGTTACCAAACTAGGGTTGCCATATAAAATAAAATACTTATGCATATACACCAGGT
GGTAAGCAAGCCTCAGGGGTAGGTACCATTATTATACAGTTTGCATATGAGGAGACTGAG
GTTTAGCAGGGTGGCCAGAATCAGCAAATAAATTGAATATATTTGCTCATTGAAATCATC
TGAAATTCAAACTTAACTTGGCATCCTGTATTTTCTATGGAGAAGCTCAGAGGGTGAGGG
GGTCCAAAATTTCTAGTTCCACTCACTATCCAAACAAGCACCACCGAAGATCAGTGCTGC
AGAGCACTAGGGCCTGCCCCTGAGCATGGCCTACCTGGGCGCTGGGACAGACAAGATACT
TCTAAGTTCCACCTACAGAAAGTGCTTCAAAGTAAACAGAAGTGGATGTTGTACTACATG
TAAGTAAAACTTTACAAGCAAGCAAATCTAAATTCTAATAAAGACTTAAAAAATTTTTTT |base 14658:G/A
TTTTTGGAGACAGGGTCTCACCCTGTCACCCAGGCTGGAGTGTGCGGTAGTGCAATCATG
ACTCACTGCACAGGGCTCAAGTGATCCTCCCACCTCAGCCTCCCAAGGAGCTCAAACCAC
AGGCATATGCCACTGTGCTCAACTAATTTTTTTTTTTTTTTTATGTTTCATAGAGACAGG
GTCTTACTATGTTGCCCAGGGTGGTCTGAAACTCCTGGGCCCAAGTGATCCTCCTGCCAT
GGCCTCCCAAAGTACTAGGATTACAGGCATGAGCCACTGTGCCTGGCCAAGACTTTAAAA
AATTGATCCCTTGATGCCACTTAAAATGAATAATAATAAACAAATAATGGGTCTGACCTA
AGAGAACTGGGGCATGATGACAAAGAAATCACACTCTTAGAAAGTAGGGAATATCAATAG
GAAAGAAAATGCCAAAGCCATACTGAACTGCAGAGCCACGTTGCTTTCACCTCCTATTCA
TCCTGACCCTCCCTTCAACAATCTTGAGCATCTTTGTGGGGCATAAATTTCACTTAGTAG
GTATTTGTTTACTTACTGGTCTCCTTAGTTCATAAAATGAAAAGCATTTTTAAAAGTTAG
ATCAGTTCTGCCAGGCTCACTTCTGTCTTGTTGGACCCCAAAATAATATGTGCTTGATAT
TAGAGATCTTTATTTATCATATGAACCAAAAACTAACCAGAAGTCAAGTCCCAAGACAGG
GAATAACTCTTAACAAAATTGTTGCAGTTCCATGTAAAGTTCTATTGTTAGTGGAAAATG
TTTTTTAGACTTGCCTCATTAGTCAATAAGAATTATTATATATATGGTTAGTCAACGGTA |base 15537:G/A
ATGTTCTTGAATTCCACAAATGTAAATTCCACACCTTATATTTTCTAGCTAAGCCCACCC
ACAGTCACTGTTTTTAAAGAATGACAGTGCTCAAGAAATCACAATGTCTTAAGTTAATAA
ATGTTTGCATAAGCAAATCAGCTGCACAATTTTTAATAAATTTTTCTTCTTAGTTCCAGA
GTGTGTATGTTTAAAAGGTATGAGTTGGCCCAATTTTCAGTAACTTCTATCTGAGAGATG |base 15773:G/T
TGGACCTGTCAAAAGGATTCAATTGTGAATAAATGTACTTGGCTTCAAGCCAGCAGGTGA
AAATTAAATAATATGTTTTTAATGAGAGTTTCCCTCAGGAAAACTGATATAGAACCAGAA
ATATATTAGTGACTTTGTAGAATATACCCAACTAAAAAGTGAAGTACTAACACTTCTTCA
AATGCTCAAGTTTAACTAAATAATTTAGTGAAAACACAGTATATGGGGACCTAAAATAAA
TTCTAACTAGGATTTCTAAGACAAGTTGTTAAGTTGGCAAATATTTCACACAGCATACAA
TGGACTGCCTTCTTTCTGATAGGAAGAAAATCAGTATGACATGACACAGGGTTCATAAAC
TTTGCAAAATGCAGGTACCTACAAGAAAAAAATTCTCATGTTCTGCAAAGAAGTTTTACA
AAGACACTGTAAGGGCTGCTTGGGCTCAGTCTTCAGAAGAACTGACTTAAGAAACCAAAA
CTTCCTTAGGAGAAGTTTGTCTTTATAACTGGCAATATAATTCCTTTTAGACTATAATTA
GATACGCAAACACTAAGTGTAAAAGCTTATAGAACTCACTGAATCCAAGGAACATGAGCC
CCAGAGACTGGCAAACCCTAATATGAAAAACACCAGCAGAGTGATGTCGACTTTGGTGTC
AGACAGGCTTGGCTTATATCCTGCCTCCCTGGGTTATCTCACTTACTGCCTGTGAGATCT
AGGGCAAGCTCCTCTACTCCTGGGTGTTTCAATATTCTTATCTATAAAATGGGATAATAA
TAGTATATACCTTACGTGGTAGTGTGGACTAAATAAAATAGTGAATATAAAGTGCTTAGC
ATGGTTTGATATATGGTAAGAAATTAAAGAATGTGATGCCTCAGTATTATACTGACACAA
AGTTAGAGCAGAGAAATATAAAATAGAATTGTTCTAGCCTACACAATGCATGTATTTTCT
TCTTCCATAGCTCTTTTTTTTAAACAGACTTCTGCGTCTGGTATAGAATGCTAATATCTA |base 16748:T/G
GAAGTTTGTTTAAAAGAAAAAAAGAACACTAAAAAATGGAAGTTTCTTAAATTTTAAAAT
TAGAAAATAGCCTCTGCAGGTCAAAGGCTTAAAATGCTCAAAATAAATAAAAAATGAAGG
GCCACATAAAAAAATCTGCTAAGATTTTAGCACTGAAGCAGTTATGAGCCTATTGAAGAG
CTTTTGTTGAGAATAGTTATATATTAAGCTAAAAATGGTTTCTATGAAGCTAAACACCAA
AAGAGTCCTGCTGTCCTTAGAAGTCATCAAAAAACTACTTTTTTAGCATAGCTATGTCAC
ATGAACAAGTATTTATTGACAGGATGCCACGTAGTAAAACTTAGATGGGATTAAGGCACA
TGGGGAGGAGTGGGGACTGATTAAGAATTGTGCTGGCCAGTTGGTGATATTAAGAACCAT |base 17177:C/A
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GGGGGCTGGGAGAATTGAGAACAGGAGCATACGAGAAGGCTGAAAATGGAATCTTGACAG |base 17274:T/G
CGACCTGCATTAAGAATCAAAGAAGAAGGAAGTAGAACAAGAGACTTTTCAGGAAAGATT
CAAGAGACAAAATAGAAACCAGGATGTGACTGTGTCATGGGCTATGGCCTTGAGGTTCTG
AAGGAAGCTTTCGGTATCCCACATTAGCAAGAGGCAGCAAGTCATTGTAATTGATTCTTA
TTCTAATTCTTTCTCTTCCCATTGTAAAAACAGTGCTTGCACATAGTATCAAAAGCAACA
GCTTGAGCAGTGCAGAAATGTATAAATTGGTACCGTTTTCTCCCCTCACAGTCCTTGTCT
CCTTCCAGAACATTTCAAAGTGCAAACTGACTCAAGAATGTGAATGGGACATGTAATGTT
TCCCCTCTTCCTCCCAAACTTCATTAAAATTGTAGTAATAGAAAAAAAAGGGTTTAAATT
GACAATAAGAAGAATAGTAAAAGAAATGAAAGAGCTAAATGAATTTCTGGAAAATGGAAA
GCAAATGAATAAATTGTAGCTCACAAAGAAGGATGGAGAAGCCACAGTCTAGAAGAATAA
AAGCAAATGGGGCAACTGCCAACATGGGAGGGAAGAAGCCCTGAGAATGCCTCAGATATA
AATAAGCCCTGGAGAGAAACATAGGCCTGAAAATTGGGAATAACTGAAAATTCCATTGAT
GGAATAGGGAACCCCAACCCCTCCCTTCTCCCCATGAGCAGAACTCCGCGGAAGTCGGTC
ATTTAACATCCCAGGCTTTCTGGAGTAAGAGTCTTCAGCATAAGAGCCAGTGTCCTGGGT
GCAGTGGCACCTGTGTGTAGTCCCAACTATTTGGGAGGCTGAGGTAGGAGGATCACTCGA
GCCCAGGAGTTCAAAGCTGTAGTGCCCTATTATGGTGCCTATGAATAGTCACTGCACTCT
AGCCTGGGCAACACAGCAAGAGCTCATCTCAAAAACATAGTCATTGCCCTGCCAACTCAC
CAGAAAGCAATATTTTTTGGTCCACAAGCCCCACCTCTACAACCAGAGTTCCTAAATGCC
TTTTTACTACTTCATTCTTAAATATGAAGAGACTGTCCAAGGATTATCATATATTAGATT
CAATACAGCAGCGTGAAAGAAAAAGACAAATAAATTGCAGGAAAATTACTCCTGCAATTA
CTGCAGGAGAAAATGCAGTAATTCAAGGATAAAAGAACTTTTTTATAGCCTAATCAGTTT
CCTCACAGAAACATAATATTGACACCCACAAATAAGAACGGAAGCTTTGAAAAAGTGACG
ATTAGAGAAAAAGAAAGAATTTGGAAGAGAAAGCCAAATAAACCTCTCAGAAAGTACATC
AAAAAGCCCAAAAGATAAATGTTTAAGGAGGTCCATAAACATCCCCTGCTCTTTTCCACT
TGAGTTTGAAACCAACTGAAAAATGGACAAATGGATGGACTAAAAGTATCAGTTTTGTGA
TTGAAGAAAATGCTGCCCTAGAGGACGCGGGCTGGAAGCACGGTGCTCCCGAGCAGTCCA
ACCCTGAGCCAGGCAGATTCACCTACCACAGGCTGGCCCTTGGAGCCCCTGCAGCAAGGG
AGCCACATGCTAGATGGTAGGAGCTGATCACAACTCATTTCCACAGGCTACCAGATCCCC
AAAGAGAAAGAACCCAGGCACACAAGCCCTGCTCCTTCCTCTAAACTTACCAGTTGGATG
AATCACTTATCTTCCTCTGGGTAGACATGAGTAAGGGGGTGGAAAGAGCCAGGACTGTTA
CTCTGATGGAATTTCTTCCTCAAGAAATCGGGAAGAAAGTATTGAAAAGATGAGAGAAAA
CATAAGTGACATAGAGGACCAATTCCAAAATTTGGCAACCGGCTAATTAGAATGCCATTA
AAAAAGAAAAAAATGACCAGATGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGG
CCAAGGCGGGTGGATCATCTGAGGTCAGGAGTTCAAGATCAGCCTGGACAACATGGTGAA
ACCCCGTCTCTACTGAAAATACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCGGATGCCTGTAATCC
CAGCTAGTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAGTTGTTTGAACCTGGGAGGCGGAGTTGCAGTG
AGCAGAGACCTCGCCATTGCACTCCAGCCTGGCCAACAAGAGTGAAACTCTGTCTCAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAATGTGGAGGAGAGGATTGAAAGGGGCTGCTGAGTGCTGAACAAG
ATTAATGGGGAATAATATTGTGATATTTCAGAACCCAAGAATAAGGGAATGATTCTGGGA
GCTTTCATAGGGGAAAAAATACAAAGTAAAGTGAAAATAAGAACAAATCCATTTTCAAAG
AATCCACCAGACTTCCCATATCAGACTTCCCATCTGCAACATTAGAAGCCAAAAGCCTGT |base 19661:A/T
GGAGGTATACTTTCAAAGTTTTAAATCCAGAATTCTATACCCAGCCAAGCTATTAATCAA
GTGTGAAGGCTGACTGAAGACATGTCAGACATGCAAGAATTCAGAAAATGCGTCCACGTT
AAAGGAGTTATTCAACACTGTACTGCAGCAAAAAGGAGGAATACATCAAAAGAGAAAACA
TGGCATCTAGGATACAGCGTGTCCAGGCTAGCAGGGCATAACGTTAGGTCTGAGCTGTGG
AGCCAGTCCTGGTTGGCACAAGAGGACGGAAGACTGTGGCTGCCCCCAGTAAATGAGGAG
AAGTGACGAGCAGGTGGAACAATTGTGAGGTGGAAAACGTGAGGTGATAGCCAATGCAAC
TGGTAGCAAATAGAACGAGAAAACACCCAACTTCACTTTAAGAACATCCTTCATTGATAC
AAAGGTTTGTGATCTTGGATCAGAGATAATGAACTGCAATCCTGGCACAGTTCTTGGCTG |base 20151:T/A
TGCAGTTAATAATATTATGTAGATGTTTATTGTTTTTAAATTTTAGAATCAAAATTTACT
TATAGTTACAGAACAGAGGTCCTCGACTTTAGTCACTCATTCTTTTATCATCCAAATAAA |base 20244:C/T
ATGTCTCCAGTCCCTCCATCAGCGGCTGTGCATGGGAAACCACCCTCCCACCCCAACCAA
GCTCCTTGCCCAGTGCCTCTGAAGACCCCAGGGGGAGTATCCTGCCGCTATAGCCTGTTG
CTCTGGTGTGGCCCACTTATCCATTGATCCATTGGTATTTGGCTTGGACACTGGCCACCA
CCCATCTTTCATTCCCTCCAAAGCAGCACTAGCAGAGATTGTCACTGGTGACACATTTTC
CTTGAGATTCTGATGTCTTGGAGGCATAGGGTAGGAAACAATCTCTAATTGAATAACGAT
TTCCCCGTTCTTAGAAATGTAATGCCAGCTTCTGCCGCAGGAATTCTTCACCGCTGTAAC
CCTCCATAGGCCCCAGACTCCCGCCACGGTGCAGGGGTTTCTCACCTTCTCCTCTGCATC
CCTGGGTCTGGATGATTCTGAACCCTGACTGCATATTAGAATCAATCAACTGAGGAACCA
CAAGTACCTTCAAGGCCCAGGCCTCACGTCCACCCTAGGTTCTAATTTGCCCAGTCTGGG |base 20809:G/A
GAGAGGCTGGAAATGATCCCCAGGTGATTTTAATATGTAGCCAGGAGTGACACCTACTGA
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CCTGCCCTCTCCAGTTGCCAGGAAGAAAGCCTCAAATTCCTGTTATTTTACTATGTGGAG
TAATTTCACCCTTTTTGTTTCCCCTCTCTTTCAAGACCATGAAATCCCTCAAACTGTAGC
CAGATTGTAAAAGAACATTTTTCCCTTTTTCCGCCAGCTATACACACATATGCAGGCCTT
TAAAAACTGGATCATACCACATATATTGTTCTACATTTTGCTTTTATCGCTTGACTTTCT
TTCCTGCCTGTAAGACTGACCTACTTCATTGTTCAGAGACCACATAATATTCCATTATTA
AGCATATACCGTAATTTGCTTAGCCATTTTCCTACTGATGTCATTTGGGTTTTTCCTCAT
ATTTTGCTGTTACTAATTATGCAATAGCTGCATGAAGATCCATGTGGGTGTGTATCCTTC
CAAGCTTGTGCAGATGTTTCCAGAGTGGAATCACCAGGTCAAGGATACGTACATTTAACA
TTTTTGCAGGTATTGCAAAAACACTCTTCATTTAAATGATGGATCGCTATACTCCCCCAC
CAATGGTTTGTTAAAGCATCTCTTCCCCTGGACTGTTACTAACACCAAACATTATCAGTC
TTTTTACTATTTTACTATATTTTTATTCTTCAAGTTAAAAAAATTGACATTTTTACAATT |base 21511:C/A
TTTGCTAGGCAAAAAAGGTGTATTATTTCAGTTTGCATTTCTCCAGTTACTAATGAAGTC
GAACACCTTTTTGTCCTTTTGTTAGTACTTTGTATTTCTTCTGTGAATTGTCTAATAAAT |base 21652:C/T
TTTTAATGATTAGTTTGGAAGATGTAATGTAATCCCCCATTATTTCTCTCTCTACCTCTT
CTTCCTCCTCTGCCCCATTATAACAGGTATGTAATATTTTAAGTCAATTCTTGATTATTC
AAAAGAATGGAGGGGGTTGGGCACAGTGGCTCACACCTGTAATCCTAGCACTTTGGGAGG |base 21829:C/T
CTGAGGCAGATGGATCACCTGAGGACCAGCCTGACCAACATGGAGAAACCCCGTCTCTAC
TAAAAATACAAAAAAATAGCAAGGCGTGGTGGCATGCACCTGTAATCCCAGCTACTCAGG |base 21929:G/A
AGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCTGGGAGGTGGAGGTGGCAGTGAGCCGAGATCA
CACCATTGCACTCCAGCCTGGGTGACAAGAGCAAGACTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAGAATGGAGGGAAACAGAATGCATAATTCAAAATCACAATTCAAATCATAATTC
AAAATCACAATGTGATTTATAGTAGAATTTTAAGTGTGTTTTCAGAAATAGCACACATCT
GAGATTCACATCTTTGTTCTACCTTTAAATAGCTGGGTGACCAGGGATTTTCCTTTCCTC
GCAGAGCGCAGGTTTTCATAAGCATAGAATGGGAACGATAACTTACTTTGCCTGACGGTG
ATAATTAGATAATATGTGTAAACCACCTGGTGTGGAGCCTGGCACATAGTTAAGCACTCA
CTCAATACATGGTTGTTATTGTTATCATGTTATAACATTTGAATACTGGAGTTGCTCTAA
ACTAGGAATCCTCATTGTAAGTTTCTTGCCCTCATATCCTTACTCTCACCTCAGTTACTC
TTGAAAACAGGCTGCCTCAGCTTACATCCCCTTCTCTCTGCCTCTCTGATTGAGTACAGT
TTTGTCCACTTCAAGGTTAAGGGTTTGAATTTCAAGTCTGCAAACCCAGTACATAGAAGA
GATGAAGGTAGCCCCAAACTGCAATTGAGCACTGAACATGCTGTGCGTTAACAGTGGGTG
CTGGAGACGTGAGCAAGCCCAATACTAGAGATGCTGTCTCAATTTCCTCCCAGGTTAATT |base 22688:C/T 
GTCAGATAAAGCCTGTCATTAATCCACAACCAAGAAGTGACCATGGTACCTGTTGAAATA |base 22708:G/C
CTTTCTGCTACAAGTAACAGATCCCAAAGGCACTAAAAAAAGGAGGAAAGTTTACTAACT |base 22841:A/-
TGGATCACAAAAAGTCTGGCGGTAGGGCAGGTCCAAAGTGGGCTCATCGAGCAGCTCAAC |base 22875:T/C
AGCATCCCCAGAACCCAGATCTTCACATCTGTCAAGTGTGCCTGCAGCTTGCTGCCTGTC
GGCATTGCTGCCCTCAGGTTGCAGAGAGGCTGCTGCAGAAACCAGCATCTAGAGACAGAG
ACAAGGTATTTCTTCTTATGTGACTCTTTTATTTTATTATATGTTATTTTTGAGACAAGG
TCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTACAGTGATGCAATCATAGCTCACTGCAGCCTCAA
ACACCAGACTCAAGCGATCCTCCCACCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGAGACCATAGGCACG
TGCCACCACCTCCGGCTAGTTTTTTCTTTTTTTGTAGAAACAGGGTCTCACTGTGATGCC
CAGGCTGTTCTTGAACTCCTGGGATCAAGTGATCCTTTTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCT
GGGATTACAGGCATAAGCCACCGTGCCCCCACCTCACGTGTCTCTTTTAAAGAGTGAAGA
AACATGGCCAGGTACGATGGCTCACGCCTGTAATCCCAACACTTTGGGAGGCTGAGGCAG
GTGGATCAAAAGGTCAAGAGATCAAGACCATCCTGGCCAACATGGTGAAACCCCATCTCT
ACTAAAAATACAAAACTTAGCCAGGCGTGGTGACCCGCGCCTGTAGTCCCAGCTATTCGG
GAGGCTGAGGCAGTAGAATCGCTTGAACCAGGGAGGCATAGGTTGCAGTGAGCTGAGATC
GCGCCACTGCACTCCACCCTGGCAACAGAGCAAGACACAGTCTCAAAAACACAATAAATA
AATAAAAAATAAAGAGTGAAGAAACTTTTTTTTTACAAGACTCCTAAGAGATTTCTCCTA
TCATAGGATTGGCCCAAACTGAATCAGCACATGCTCCAAGCTGGAAAAAAGTTAGTGGCA
AGACAGTGAAATTACTATTAGCGATTTAGACTACTCTGGGGTCAGAAGTCATTTGTAACA
CAAGGCTGCCCAACATCTGAACAAAAACTGTTAGCAAGGAAGGGAGGAGGTTGCACAGAT |base 23896:T/C
GATCCTGTCACCACCACATGTTTTTTTAAGGATTTATAATGTTATTTTTAAGATCCAATT
TTAAATTAATATGCAAATTCTTCAATTAATTGTATAAAAATATCAGTTTTGAAGTTTATG
ATCTGGAAATTCAATACTAGAAAGGGAGGGCAGACCAGATGCATTGGCTCACACCTATAA
TCCCTCACCATTTTGGGAGGCTGAGATGGGAAGATTACCTGAACTCAAGACTTAGGGACC
AGCCTCAGCAACACAGTGAGACCCCCATCTCTACAAAATATTTTTTAAAATTAGCTGGGC
ATGGTGGCATGCACCTGTAGTCCTAGCTATGCAGGAGCCTGAGGCAGGAGGATCGCTTGA
GCCCAGGAGTTCAAGGCCGCAGTGAGCTACAGTCACACCACTCCACTCCAGCCTGGGCAG |base 24309:G/C
CAGGGTGAGATTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAGAAGAGGAGGAGC
AGTAATATTTCCTGTCATTTTTAAAGCTAGGGATATTACTTATGATTAAATAACCTAGAT
TTAAAAAGAATAAACTTGGAAGAATGAGCATTCATATTTAATTCCTAAGTACTTGATGTG
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GAGTGAGTTTTGTGTGGTGCTCTCCAAGATCTTAGGAGGGACAGCTCCTGGACAGGTGAG
AGCCACATGGGGAAGAGTGGTGGAGCCCAGATGGCACTCCCAGGGTTGTGTCTGTGGCAG
AGGCCTGCCATCCAGGCCATCCTGTGAGCTTCCTACCAAACACTCATAATATAAAGATGG
GGGTGGGGCACATGGGGCAGTGTAATTCCGAAGAGGAATTTCATTCTAAGACATCCTTTA
AAGATGCCCAGGTCCCTGTAACTGGGAGAGCCAAGCTAAGCACATGCTTCCTGCTCACTT
CTCCATCCTTGCCCTCCAGGGGTGGCTCGTGCTGAGGAGGATAAATTTCAAATGTAGTGG
GTACCCCATCCACAACGGAGGTGGGGGTAAAGTGGGAAAAACACCTAGTGCCAAGGCCCG
ACCTGGGGAGAGTGGGAGTGAATTCTTATTACTGAGCTTGGGCAAGTCACCTGCCTTCCC
CATCCCTGGTTCCTCATCTATAAAATGGGAAGAGCAGTAGATCAAAGTTGTTGTGAGGAC
CAGGAGTGCTAATAATCTCTTCACTTGAGTGAGCAAAGGAGAAAATGGGCCAGGGCAGGA
TAACTCTCACCAAATTGCTTTGGGGAAAGTGCTGCTCTGCTGGCTCATGAAAACAAAGCA
GAAGCTTCCCTGGAAGTTTCAGGCCCACCTGTCCCCTCTCCTCTCCACAGGCCTCGCACC
CACAGAAAAGGGGTCTCTATATTGGGAGCCAGCCGAGATGAGCTTGTCCCAGTTTCCTTT
GCTTCCTGTCTAAGAAAGATCAAAGCAAACCCACCCCTGTCATCTAAGCTGAATCTCCCC
AAGTTACTGTCAGCCTCAGGGTCACTAACTGACTTTGCAGTACAGCCTGGCTCTGTCTTT
TCCTGGCTGTGTAACTTTGGGTGAGTGCTTCCACCTCTCTCAGCCTTGCTTCTCGGTCAT
CTGCAAAATAAATACAGTAGCATAGAATTGCTATAGTACAATTACCCTGATTGGTTTATT
GCAGGATTCGGACTTAGCAGTTATTTTGTTAATTTAATTTGCATAATACATACATTTTTA
TATTATTTTATTTTAAACTGGACAGCATTAATTGGATAGTATACATTTTTAATATAATAA
AGCTCTATTTATTTAGAAAATAATTCAATCCCTCACTCTTCTAACTGGCCACATGCCCTG
TTAAATTGTGAGGTTTCTGTTATACTGATAGCCAGTGGGGTACACAGTTAGGTGCTATCC
CTCCCCTCTCCACCCACTGCCCCTGCCTGCTGCAGTCAGGGCAGGTGGCTAATGTGGCTA
ACAAGTGACAAGCAATGCTTCAACATTTCCCAGTCACTTGCCCCAGGATCCAGCATCCTG
AGAATCACTTCTGGATTGCTGGGAGGTAAGGAGAGTTGGAGCATGTGTCACCTGCTCGAA |base 25924:A/G
CCTCACTGAACTTGCCCCTGTCTTTTTCGGCAGGCTGTAAAGCGGTTCTTGAAACAAGAG
TGCAAGTGCCACGGGGTGAGCGGCTCATGTACTCTCAGGACATGCTGGCTGGCCATGGCC
GACTTCAGGAAAACGGGCGATTATCTCTGGAGGAAGTACAATGGGGCCATCCAGGTGGTC
ATGAACCAGGATGGCACAGGTTTCACTGTGGCTAACGAGAGGTTTAAGAAGCCAACGAAA
AATGACCTCGTGTATTTTGAGAATTCTCCAGACTACTGTATCAGGGACCGAGAGGCAGGT
AAGTTCAAAAGACTTTCTTTATAGTACCTAATTCTTTCAACAATTGATACTCCACAATTT
AAATGAGGTTCTGTATTTTCAGCCTGCTCTCTTTAGGTTCAAAGCTCACGATCCTTATCA
TTCTTATTGAAACTGTACAGGGCTGGGCGCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTT |base 26424:T/C
GGGAGGCCGAAATGGGCAGATTGCTTGAGCTCAGGAGTTCAAGAAAAGCCTGGGCAACTC
CATCTCTACCAAAAATGCAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGTGCGCATCTGTGGTCCAGC
TACTCAGGAGGCTGAGGTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAACTCCATCTCAAAAAA
AGAATAAAGAAAAGAAAAGAAACTGCACAGAGAGCTCTCCTAAGCAACTGGAGAAATGGA
TTGACAGTGCACAGATTCTGGAGAAATTGAAACCCCACAATGTCCAGGGCAAAAAGTCAA
GATACGCAGATTAGCAAAATTCTTCAGCCTGGGCAGATTTCTAGTTAGTGGACTATGCAC
ACTAGGGAGAGCAGCCCAGCATCTTTCATGTGATCCTGAAGCTGAGAGCAGGATACATTA
AATCCCACCACTGTGACTATGGAAAATGGTCCCAGGGCTTTAAATTTAGACTCTTCTGAA
ATCTGCCCTACTTCACCTTCCCTGCTCTTTTCAATATGCTTAGAAATTGCCAAAGATAAA
AAGCAAGAATGTATCCCCACTCTCTTGGCTATAGGTGGGCAGTGTATAATAAAGGCTGTG
TCAGAGGCCCTTCATTTATTAAAGCCACACCATTCCCTTCCAGATGGTACCTTCTCCATC
CCTCAAAGAACAGCTCTGTCAGCCTCAACACCGCAGCTGTCCCACCTATCAGGTTTACAC
ATGTTCATGCTCTACCTCTCACTCCTCTTGATCAACCCTGAGCTCCAGGTTTAGCTCATT
CTTTGTAAAGATTCTAGTGCAAAATAAGAATGAGTACAAGTCTAAATTCATAGGAGGTGA
TGGGAGTCCACAGCCCAAGTCAATTTCTAAGACTTGGTAGAAAGCAAAGGAATTCATTAT
CAGAAAAAAAAATCCTCTTAGAGTCTGATTTTTTTTTATTTCAAAATAATTGCAGAGGCA |base 27372:A/-
CCAATAAAATGGTATGGATGGCAGCCAGCTGTCAGTTAGATTGACCAAGAGGCAAAGTTA
CCAGGGAATGTCACAAGGAAGCCAAAGCCTTTTTTTGCCCCTGAGTGGTTGAATTGCCTT
CATGGTTTGATGAGCTAGTTCTCCGCAGCATTTGAGCAGGTTGCTACATGCAGCCCAGGG
ATTAATGACAACGGAGCAGAGGACCAGATGCTGTGCCCCGCTGCATTCCTGACATGCTTT
GGGACCTCTAACAAGTCATCCTACCTGTCAGGCCAAAGTTATAGCCAAATCACCATGAAA
CCTGTGCTTGGATACAGGATTGTCCCAGGGGTCTGACCCCCCTCTACCAGTCACTAGCTG
TTTAACCTCAGCCTCCTCACACTGAGCATGGAGATGCTGCTGTCTTGATCATTTAAGTCC
TATGCATTGACTCCTGTGCACTGGGTACTGGGCTGAGATCATTGCACACATGGTCTTATT
TTATCCTTACAGTAGGATCCTTACAGCAGCCCTATGACAGCAATACATTGAAACTTGTTA
CTAACCAGAAAAAATTGAATAAGAGGTGGCTCCTAGATGATCAACACCAACCAAGAACCA
CGTTCACATCTTACTTTTTAAGTCAGATAAGCAACCCTAGATATCACCTTCTCCATTGTA
CAGATAAGAAAAGTGAATGACCTGCTCACGATCTCACCGGTAGGAGAGGGTGGATGTCTG
ATCCCTTGGCCTGTGCTTTGACCCATTAGACAGTTGCTCCTGCCTGCCTCCAAGGACACA
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TATGTGAAAAGGCCTTGGGGAGCAAAAACCTTATTTCAAATATAAGAGGACCCTCTTCCC
CAGCATGTCTTTTCTGGTTCTTTGGATTGAAGCAGTTTGCACAGGGAAGCAGGCTGGTGT
ACCTGAGGAATATGTACTGCCTTAGGTATAACAGGTATGACATTTATTGTCAATGAAATA |base 28381:T/C
TAGACCATATTTTTTTTTACCCCACAGAGGTGATTCTGAATCTAATCCCTGCTGCCTCTT |base 28398:T/-
CAAGTTACTAAGTTATTCTTGCGTACTCCGCTTTTTCAACTCTTTGTATTAGAAAGAAAT |base 28466:C/T
TCTCTTTCTTAATCCTAAAATAGCAGATATATCTGTAGTACCCATCACATGCCAGAGCTG
CAGCTACATTCTCTCATTGACTCTCACAGAAAGTCTATAAGGTGAGTATGTTATTATCCC
ATTTTATGGGAGGACACTGAAGCTCTAAGAGGTTAAAGATTTTCCCTACCCACTTGTGGT
TAGTAAGAGGCAGATCAGGGACTTAAACCTGAGCCTGGCTGTCTCGTCTCATCTCATCTT |base 28731:A/G 
GTCTCGTCTCATCTCATCTCGTCTCGTCTCGTCTCTCTTCTCTTCTCTTTTCTTTTTTTG |base 28740:T/C
AGACAGAGTCTCGCTCTGTTGGCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAATTTTGGCTCACTGC
AACCTCCGCCTCCTGGGCTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGTGATT
ACAGGCATGTGTCACCACGACTGGGTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCAC
CATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAAGTGATCCACCTGCCTCAGCCTCC
CAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGCACCTGGCTGTGGCTGTCTTTTCAACAA
CGATTTTACTCTGCCTCTCGCTGCACACAGCCGCAGGTGCTGGCTTTCTGAAGAAAGCTA |base 29132:C/T
TATAACTTACTTTCTCTCTTATCTGTCTTCTGTCTTAGACAAATTTTAGCTTATCTGACT |base 29162:A/G 
|base 29170:C/T |base 29185:G/A
TTAAAAAATTTGAAATTGGTTCTCAGTTGGTGTTGATTAACCAAGATCTACCCTATTCTT |base 29279:T/-
TTTTTTTTTTTTTTTTAGTTGCCAGTTCCAATATATTGGATCAGATTTCCAGTAAGATTC |base 29288:T/-
CTAGATTATTTATAAATTATTTGAACTGTACTTAGTTAATGTCCTTTTTGGCTGAGCCTA
AGAAAATGCCAAAGTGGTTGGTGCAAACCTTGCAATATTTCTTTTTAATTCTGTTGACCA
TCAGATGATTATTTTAGTAAAAATATGATTTAGGATATTTGATATTATGCAAGCACAAGT
CCAGATAGTTAAAATTTTTTTATTGTATATATTTGGAGTCATATGCAATTAGCCACATGT
ATGAGATGTATGAGATGCAAGTTTTATCTGAGAAAACCTGCTTCCATCCATATGGCTGCT
GAGGGCCTTGCTCTTGGTTATGTGACCAATGGCCTTTTAAGGATGAGGCTTGGCCAGGCA
CAGTGGCTCATGCCTATAATCCCAGCACCTTGGGAGACTGAGGCGGGAGGATCACTTGAG |base 29744:C/T
GCCAGGAGTTCAAACTCAGCCTGGGTAACATAGTGAGAGACCCCATCTCTAAAAAATAAA
AAATAAATAAAGTTGAGGTTTTATCCTGGCCACTTTCTACTAGAAATTTCTGTAGCATGT
GCTCTAGCAAGTCAGTCATCCTGGAGAGAACAGAGTCATCCTGGAGTGTCCTCTAACCTC
TGGTTAGTAGAGGCAGGGGGTGTAACAGAGAATCTGAGACCTGTAAGAAGGGGCCTTAAA
GCTGCCTTTCACTCAGTGGGATCTGGGAGCCTCTCTCTTCTCAAAATGAAGGTGTTGGGT |base 30044:A/G
CAGTGTATCATCTTCTCAGTCTGCACTGGAGAGCTACCAGCATGCACACATTATTGAGTA
AGCACACCACCGAGGCCCCCAACCCCACCGTGCTAAAATCCTATTGCATTAGGAAAGGCC
TATTTTCTGGTGAACGGAACTCTCACGTGTTCAAAATGGGCTATCATCCTGGGATAGCCA
GGCTCCAAAACAAGTCAAAAGTTTGCAGTCAAATTTAAATCAAGTAATTAATATAGAATT
TCTTGTTTTTCATTTTCTCTTTTAAAATCAGCATTAACCCTTCCTGACATTGCATCTCAT
ACTGCTCACTCTACTTCGTTGTGGTTATTTTGTTTGGTTTTGCTTCTTTCTTTGCTTTCC
ATCATTGCTTTTGTTTTTAAATCGTGCACACTTAATATTCAACTTAGTGGGCGCCTTCTA
CTTGCCAGCACTGGGGAAGCGATGGTGGTGAGCAGGTTGAACATTATTAGGGAATCAGTA
TTTGGAACTGACTGGCTTTACTCTTGCTGGTCAGCAACTGCTTCCTGTCCAAGGTAGCTT
GTTGACTGATGTGAGCTGGCTTGTTTTATCAATTAGGTTTGTGCAACTGATGCAGTCTAC |base 30628:A/G
AGGTCTGGTCTACTTTTTTCCAAAGGAAGTGGCTCTTCAGAAACCTATTGAACCAGCATC
TTAGGGAGCTGTTCCCGAAATTATATAAGTTTCTCTGTTTTTCATCATTTTAATTTTTTT
TTTATTGCTCTGTTGCCCAGACTGCAGTAGCACCATCGTGGCTTACCGCAGGCTCCGACT
CCTGAGCTCAAGTGATCCTCTCACCTGAGCTTCCCAAGTGGCTGAGTCCACTGGCACTGC
CTCTGCAAACTTTTCAAACTTAAACACCTCAAAGTTTGAAAAATCAGTGATTTAGGCAGT
GTATGATTCCTAATTTTCCCTAATTATTAGGCAAGAAGAAATTCAGGGAGACATGAGTTT
CATATATATATGTTTTTTCAGTACCTGATTTCTTGCTAAGGAAAACTAGATAACTCTAAA
TAAACATCTCCCAAAAAACATCTCCCACCATGTCTTGCCCAGTATAAGAGAGTCATTCTT |base 31087:T/A
TCACTCCTAGGCCAGCATCCTCAGGAACCCTCTTTGACTGCAAATAAACAAAATTATTTC
AGCCATCAAAGCTTTTACTGACAGCAGTTACCAAGTCAGCCTCTAGAGAAGTCCTGAAGT
AACGCTACTAGGCTAGTGAACTTTGATGCGAAAAATTGCAGAGTCGAGACCCCAGGTTAT
TCCTGGATGGGGACAGACCTAGCTGGAGAAGGATGCGAGAACATTTGTTGATTTCCTGCT
GCGAGTCAGGCCCTGCGCTACACACCTTATGTACATATGCTCTGACTCTTCAAGGCAATT |base 31410:T/C
ACCTCCATTTATAGAGAAGGAAAGTGAGGTTCCGCAAAGTTACTTAACTTGCCCAAGATG
GCATGGCCTGTGAGAATAAAAAAAATAAAAACAAAAACCCATACCTTTCTCACTGTGCCA
CTTACGTCCCAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGTGTGGTTGGGAGTAGGTCCTGT
GTGATGAAGAGGCAGCATGAGGACATGGGAACTTTATGGGGTGAGGTGCCCACAAAGAGG
GGAGGTCAAAAGTAATCAGAATCAAGCTTCACCCACATTTTGGTTAGGTTGCCTTGAAGC
CCTTTTCAATTACAAGCCCCTCAGATTTTCAAAAGCGTCAATGCCTTTGATTGCTCCTAA
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GAAATAGAAAGCTGGCCAGGGGCAGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTCTGGGAGGC
CGAGGAGGGCGGCTCACCTGAGTTTGGGAGTTCGAGACCAGCCTGACCAACATGAACAAA |base 31915:A/G
CCCCATCTCTACTAAAAATACAAAATTAGCCAGGCGTGGTGGTGCATGCCTGTAATCCCA
GCTACTCGGGAGGCTGAGTCAGGAGAATTGCTTGAACCTGGGAGGTGGAGGTTGTGGTGA
GCCGAGATCACACCATTGCACTCCAGCCTGGGCAGCAAGAGTGAAACTCTGTCTCAAAAA
AAAAGAGAAAAGAAATAGTAAGCTTAAAAACCAATTAAGGAAGATATTATTATGGCAAGA
ACAACAGCAAAAGACATTTTCCTCTAGTCTTCAACTGAAGAAAGTGAGTGCTCTGAGGTT
CAACTATAATTACTCGCCCCATGCAGCTCAGATCTGAAGAGTACGTACAACCGTGTGATG
TTGTGCATGTGACATTTTGCAGGCCAAATTGGAGGCTAGATCTTGGAAGCTGGACTGTCT
GGGATGAGTATCCTGGTGGCTCTATAGTTATCTACTCTGGTTACTGCTCCAGGCATCTGT
AAATCAAAGAAGCCCTTAAGGTACAGATAGGTTCATCTCTAACTGAGGAATGCTGCTGCT
CTCCCCTCCAGAGAATGCGTCTGCACCTAATCACAGGCCACTTTCACTAGTTATGATGTA
AAAACCCTGACCTGGGCCAGAGGTCACCCTGAGGTCTCCTCTCCAACTGCAGGAAACAAG
CCACACTCCACCTCTTCTCCAGTCAAGTTCAAAAAACAAACGGAGCTCAGTCATTGTTTA
ATTTGTTGCCTGCGAAAAACCCAAAAGCCTGGTTGACAACTCCAGGCTGTGAATGGTGTA
AGCACCGAGGTATCACATTTTTCCCCCACATAAATCATATTTGGCAAACAGAACTCAGAA
CCCATGGGTACACAATCCCAATCATGGTTTTCAGAGACTGGTGTTCTCTCATGCCCAGTG
GTGTGGCCTACTTTGCAGAAGCTCATGAATGCCGGGATTGTGTCCCACCAGCTGATTAAA |base 32845:A/G
AACAAGGGAACATGTTTTTAATGATTAAACATGATTAAAAATATGTCAGCCAATAGCAAT
GGGTGGATCTTACTTAGATACTAATATGTGAAGTTCTAACCTGTACACCTTAAGTCCCTC |base 32982:T/C
ATTTCTTCATTGCACAAATATTGATTGAGATCCTCCTATGTGCCAGACACTCTTATAATC |base 33049:A/G
ACTGGGAACGCAGGATTGAGGAAAACAGACTCAGTCCTTATCCTCGTGGTGTCATCGACT
TCATGGTCCTTGAAGCAGTAGCCAGGCACTGGGACACAGTCTAGGTGCTGGAGAACCCTC
ACACTGGGGCAGGAAAGTGGTGGTGTTTAGGTTTCAGTCCTTGTTGCATTGCTCTGTTAT
AAGGTCTTATCTTATATATGTCATTTTGACAAGGTAAAGAATAAGTTATTCATCTCCTTC
TGCTTTGACACTTATAGAAATTCATGGATTGATATCTAAAAGGTGCTAAGATAGCTAGAC
CAGAAGAGAATTGTAGAAAAAAATGTTTCACTGAGGCTTATAAGTCACCATTTTCATGGG
TAGTTATTGATTATACTCTAGAATTAGTAGTAATTACTATCCATTGAGCCTTCTTTTCAA
ACTCTTTAGTGGCATATAGTATAATTAGCCTTTCCCTCCTTCCCAAAACAGTCTTATTTC
CTTGACTTTATAACTACACTCCTCTGCTTTTCCTCCTGCTCCAATAACTAGTCCTTTCTG
ATTTCAGTTGCTAGTTTCTCCTTCTCCAAATTTTGAAGATCTTCCAGGCTGTCTGAACTC
TCTTTGCTCTCTCTCTGTACTTTCTCCCTGGTTTGGTCTCTCCATTCCTATGGTTTTAAA
TGCTGTCCCTGTCCTTGTCTGCCTTCTGTACCATCATCCTGTATCCAATTCCCTGCTTGA
CAGCTTCACCCAGATTTCATACAATTATATCAACCTGCTTCTGCTTAAAACTGGACTCCT
TATTTGCCCTGTCCCCTGAAACTTGTTTTCCCCCAGCCCTCCTCATCTCAGAAAATGGTA
CTGCCTGCCACCCACTTCCATGGTCAAGCATAAACCTGCGAGTCATTCCTTACACTCCTT
CCTTGTCACCTCCATCATCCCGGGTACCACTGGGACCTCTTAAATGTGTCAAGGACCTAT
CTGCTTCTCCATCCTTACTACCAACCCCTAGGTCCAAACAGAGCTATGTTCTTTTGAGCA
TAGCATGTGCCACAGTGTGTATAGCGAATTTGTATAAACATGTGTTTGTGACCTGCCTGT
ACCAATGGAGTCCACTGAGGATCCTGTGACGGCAGGAACTGTATCTGCCTTGCTCACTAG
TTCCCCAACTCCTAGTACACAAACATGTGTTGAAGTGAATTGAATGGCAAATTATAAAAA
AACATAAAACAGTTTCATTAGATTAGCTGCATTCTTCTGTGTGTTAGCGCTGCTTCATAG
CTTAAAGATAACTTGGTTCCTTTGAAGGGGATTACTAGGCACATCTCCACCCAGCACTGC
TTAGCTTTTAACTCACAGCCTATGAAAATTCCCATTTAAGCTTAAGTGTTCAATGGAATT
TTTCCTCATATTCAGGCGCATTCATGAGGCATTTATGGAGTTTCAGATGTTGCTTGCCTG
GCTATTCCCCTGGAGATAAAAAGTCTCAAGTGGGCCGGGCGCAGTGGCTCACGCCTGTAA
TACTAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCAGGAGGATCATGAGGTCAGGAGATCAAGACCATCC |base 34611:A/G
TGGCTAACACGGGGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGCCGGGCGTTGT
GGTGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGACAGGAGAATAGCGTGAACCTGGG
AGGCAGAGCTTGCAGTGAGCCGAGATTGTGCCACTGAACTCCAGCCTGAGCAACAGAGCA
AGACTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTCTAACGTGAACTAATGCATC |base 34829:A/-
AGCAGACTATATCTATCGCTTTTAACTGGCAGCAGAGACTCAGTTCTTTTACTCTTGGAG |base 34879:C/T
GGGCATTTTTCACTCACTACTATCAGTGGCCTCCCTGAGTAGTTCCTAATTCTCATATTA |base 34947:T/G
ACAGCAAAAATACTTTTCACATCCAATGCTCTTTGATGTTGTAGGCAGAATCTATAAATC
TGTGTTATTTTTAAAATACAAACTTAGTAGAATTACTATATTTTTAGGATACACTAAAAT
GTGCCTTAATTTGAATTGACAGTGGTAATCAGATTGAATTGTGAATACTGAAAAAAGGAT |base 35132:G/T
TTTTTTTCTAAAAAAAAAGATACTTTTCAGGAAAAAAATGTTTATTTTCTTATTTCTAAT
TCTTTGACATAGTTTGAACTACTGACAAATACTTTACCAAATAGATGCCCTTTTATCTTT
GTATTTTGGAAATAGAAACTACTCATTTCGAATTACCAATTAAATGTGTTGCAAACAAAA
GGATGACGTTAAAATACTTTAAAATAACAAATTTGCTTACTTCATTTAAGCTTTCCCCAT
GACACCTATTTTGTACTGGTAAATATCTTTTTTAAAGATATGCAAATTTCATATTATTAG

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11762242
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11762242
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11762242
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs2106532
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs2106532
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs2106532
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs10487362
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs10487362
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs10487362
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11401719
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11401719
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs11401719
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs13246658
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs13246658
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs13246658
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779548
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779548
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779548
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779547
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779547
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs3779547
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs17139618
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs17139618
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs17139618
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs9641577
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs9641577
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=rs9641577


GGAAAGAGCCCTGTGTGATCTATAAGGAGACTTTGGTGCTACAGATTGCTGCATATCACT
ATTTCTCCAATTGGACTAATGGGCAAATTAACTTCTCTGGGTCTCTTAAGAAATGGCTGT |base 35573:A/C
TTCATCTAGCAATTTCTAAGGTTCCTTTGATTCAGTAAGTGAATGAATTAATTATTAAGT
TTAATTAAGTTTGCAATAACAGAACCTTAAATTGATACCACAAACTTTCTTAAGTTGTCA
TTTTTAATTTCTATCATTTAAAAATGTGCCACGTTTTTGGTATGTGTTTTCCATATACCA
AGCAAGATCATTTTAACAGAGCCAAGGTTTAGCTGGTCTGCTGCCACCATGGTGCCTGAA |base 35778:A/G
GACTGGGTGACCAGTCCCTGGAGAAATGTGCCCTCATCAGGCAAAAGGAAAGCTGATCTT
AATTTTTTTTTTTCTTTTCCCTGAGACGGAGTCTTGCTCTGTCACCTAGGCTGGAGTACA
ATGGCCCAATCTCAGCTCACTGCAACCTCTGCCTTCTGGGTTCAAACGATTCTCCTGCCT
CAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGTGTCCACCACCATGGCCAGCTAATTTTTGTAT
TTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCAA
GTGATCTGCCCACCTTGACCTCCCAAAGTGCTGATATTACAAGCATGAGCCACCACACCC
AGCCTTGATCTAAATTTTTAAGACACTATTTTTAATGTAATATTTAATAAATCAGCACAT
ATGTGTTGACCACACAGTATATAGAAGAAAGCATAAGAAGAAAGCATAAGACCCAACCCC
TGTCCCTGGGGAGACAAGATGCATGAAAAAATGATCAAATATTTCCAAACAGTGCATGAA
CCCTGTGGCGTGATGTGCATTACAGGCCTAATGAAGGAGGTTAGCTGGGCTTGCAGACCG
AAAGTGCTGTATAGAAAATGCTGAAGTAGGCCTGAATCTGGAAGGATGGGAAGACTTCTG
ATGGAAGGAGTTACAGGAAAGGCCAATGCAGCAGATGAGAGTAACTTTTTGTTTTTGTTT
TTGTTTTGAGACAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTAGAGTGGCACGACCTTGGCT |base 36584:G/A
CACTGCAACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCT
GGGACTACAGGCACGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAATAGGGACAGGGTC |base 36684:C/T
TCACCATGTTGGCCAAGATGGTCTCGATCTCATGAACTTGTGATCCGCCTGCCTTGGCCT |base 36752:A/G
CCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCGTGCCCGGCCGAGAGTAACTCTTATGA
GGAAACAGTCTACATGACTGTGACATCAGAAAGTCACCTCAGTGGGACAGTGAAGAGATA
CCCTGGTTAGCAGGTATAGGTGGACTACAGTGGGAAATAGCTTTGAGTAGGCTATGTAGT
GCCAGATATGGAAAGCCTCACAGAGTCTGACCAGAACAACTTTAATTCCATTACAAGATT
TGCTAATTTAATGGGACATGCTTTCCTGTGCCAGTCAAACTTTTCCAACTTACGAAAACA
CTGAATAAAATCATCTGAGATAAGTGAAGATATTGTCTTTCCTATGTAGCTTAAGCTGTG |base 37119:-/
CAGTCCAAATGTGAGGAAGGGGTGAGCCTGACCAGTGGATGAATGTGCGGTCTCTAACAT  ATAAGTGAAGAT
TTGCTCTTTAACATACTTTAGTTCCCTCAATAAATCTGTGTCATTAATGACAACATGTAA   ATTGTCTT
GACAACCAGAGGAGAAACAGCCTATTGGATGACAGGCTTAAGTGAATCTTGGTTTATGCC |base 37312:G/C
CTAATAGTCAACATATGGGCCTCTGTCATCCTAGAGTGGCAGGAATTTCCAGACACAGGT
CTATCCAGAGAGAGGGGATGGGGGGAGAAGGAGGTGAGGAGGAGAGGGAGAGATAGAGAC
AGAGAGAGAATAGGGAGAGAAGGGCGGGGAGAGAGAGAGAAAGAGAGATTGAGAGAGGAG
GGACCCCTTCCTCCGGGTCCCAGAGGTATGGGTCTGGGAACTATTAGCAAAAACCCCTCT
GTTCCTCCTCTGCTGTCAGCAAGATGCATGTTAGTGGAGACAGAAATGTTTTTACACTGG
GAACCCTGACTCCATTATTAATTTTATAGCTCTAGAAATGGGATGCTCAATTCCATCAAG
TTCCCTCGGCATTGCTCCACCAAAAGTGTTACATGGTCCCAAACTTATGTGATTTAGAAA
CTCCAATTCTTTGTCCTTTTTTTTAATCTTATGCATTTGTGAGCTCTTGTGCGAGTCAGG
ATGACAACACATATGGGCAAGCAAAAGGTCCATCTGGCTGGAAGCAGCTCCTTCCCACAG
CACAGACATTGCCAAACCTTAACGACTTTGCCTGGATCTTATAGACACTGGGTTTAGGAC
GATGATCTCACAATTGTTTGGTATAAAGATGACAAGAAGTTTCGAGTCTGCAACCTTCTG
TGTCTGGGAGTTGGGCTCTGGACTCAGGCAGGCCACACATCCTGGGAATACTTCACAAAT
ATAAAGCAAAAGGAAGTCAGGGAAAATGAATTTCCAACTTGTCACTTTCCTCTTAGGTGA
ACTATGTAAATCAAACTGCAATAAGAAATAACATTATAAACCAACATGAATGATTTTGTA
GAACAAACATGTTAAATGTGAAGCATCCAAATATATGTTTATCCTTTTAAAGTATCAATT
TGGGAGACTCTAATGATAGGACCGGTAATTGAAACTATTTTTAAAATGTCTCTTCTGGAG |base 38246:T/C
TATTTTTAAGAGCCAGCTACACTTGTTTTGTAGATACAGTGTAGTACAAATATTTGTCCT
ATAAAGATCAAGATGGCTGTTGGAAATGGCTCAGAGAATCTTCAAATGAAGTATGAAGAG |base 38342:T/A
TTAGGTAGATGATCAGACTGAGTAATTATATTCTTGATGAGATACAAATTGATGCTATTG
GCTTCTCTGAACCAGAAGGTTCTGCCTAGAGAGGGCTCAATGTCCTCAGCATTGGCCACA |base 38478:G/A
TCAGTGACATATTAAAACCACCTTGAGGGCACACATAATTTGGAGACATGCATCCTGGCA
TTACAAACAAATTATTCTCATTTCTCTTAAAGGTTACAGGCATCCAGTAGGAATATCAGT
ATAGGAAAAATGCAGCATGAGCAACTGACACCATGTTAACCCAGTCTTTTTTTCAGTTTC
TTACATAACTTTATGTGTTGTAATTGTCTACAGCATATCATGAGCTGAAGAAAAAGGCCC
TCTCCCCAAAAAGTTACATGTCAGGATCTTTGCACGTTACTCATTTGATAAAAGAATTAG
AAGAGAGTACGGGAAAGACGCTGCTGCACTGGTCACATAATGTTATAAAGCAGGCTGCTT
TCTGGTGCCTGGCCGGGCACCAGGACTGGGCACTCGGCAAAGGGTCAGAATGTCACGACT
GTCAAGAGCTTGAGCTCTACAGTCAGGCAAGCCTGCTTGCAAATCTTGTCCTTGCCACCA
GCTGCCTGTGTGATCTTGGGCAAGTTACTTAATCTTCCTGAATCTCCATTTCCTCATTTC
CAAAATGGTGATAATAATAGTACCTTCCTTATAAGCTTATGAGAATTAAATTAGACAATG
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CAGGCAAAATGCTTAGCATGGGGCCTAGCTCACATAAGTGCTCCATAAATATTGGCTCCA
GTTGTGAACAGAAAGAAAAGAAAGAGAGTGAAAAGAAGATAGAGGGAAAGGAAGAAAGAA
GAAGAAGGAATGGGAAAAAAAAGTGAGAAAGGATGAATGAACTTTCACTCCATTCAGCTT
GGAAAATGTGAAAACTCACCCTTATGGGATTAAGGCTGATAGATGTAGCTGGGTTTGTCT
CCCCAGTGGTTCCTGTTGTGGCCCAAGCAAGGGTGAGTGACTCAGTTAACAAGTTTGTAT
ATTATTTGAGAAAAAACATCTAAAAGTATGTGTCCCAAAGATTTAGAACTAAACAAATAG
GCAGTTGGTAAAAGTCAGTGGCTCCTTTTCATTAAAACACACACACATACACACATACTC
TTGGTTCTTATATTTTATTGGAAACATAATGGTGATGCTTTCTGTTTTGGAAAGACCAAT
GGAACAGTATGGCCCTACTGCTATTGATAATAATGAGTCTTTATTGTAATTCATTAAGGG
GAAAGTAATGCCAGCGATTTTGTATAGATTCTGCACTCTGGAAATGTTCTTTTCAGGGTT
TCTATGAAATGGCTGTATGTTCTGCTAAAATGACAGCAAGTGTCAAAACTGCCCTTCTGC
CCTACAGCCTGTCATTAGATCTAATTAGATCCAAACCCCCAAACAGGGCCAATTTGTCAT
CCATCACTAGGCAGCCTCATCCTCCCTTCCAGCTGCAGGGACTGCCCTTTCCCGCCCAGT
TGGCCCATTCCTTGGTGCCCCGATGCCTCATGGGGGCCCGTCACAGCTCCAGGCTGCGAC
CTCACTGCTGTTCTCTCATCAGTGGCTCTCAATCCTCAAAAACCCTCTCTCATTTTCCAT
CTTCTGGGCCCTCATTATGCCGTTTGGGCAGCCGGTGGAGAGTGGCATGTTCAGATTGTG
TTTTCCAGCATTTTATAACTGAACATTGAACTACTGAGACATATTGCCAGAGGCTTTGTT
CCCTTTACTGAAACCACTTCTGAGTTAAGCTTTTGTCAATGGTCATAGCTTTGTCTGCTC
CTCTCTCTGAGTTCTGATGGTGTTGAGGTCACTACACTGAGCAATCCTTCTGTTCAGACA
GTCTGGTTCAGTTTTCTGCATCTGGGGGACAAAAGACACCATGACCATTACAGAAGGCTG
AGTCAGACCACAAGCTCAAACCTTCTTAGGCTGGAAGCCACTCAGGAAAGAAAGACTACC
AAGTTAGATTTCAGTGAAAGGCCAACAGTCTGAGTCAGGAACGAGACACTTCACCTCCTT
ATCCTGGCCCCCTTAAGCCCAAAGCCCTACGGCAGATAAAGAATTCTAATGCATGGTACG
GTATTCCCATTTTGATAAATACAGATCAGTAGAAGGGAAGAATGTTTACTGCTGCTCAGC
GCATGTGAACAATAACAAAAAAGTAAAAATTAAGAGTCACTTCTGGGATACCAAGTGAGA
GCACTTTTCACACCCACTGGGGGTCTCATTCACACCCGTGGCTTCAGTTACCACCACTGC
ACAAAAGATTTCTAAACCTGAGTCTTCATGCCCACCTCTCTCCTGAGTCCCAGAGAGTAT
TTTCAGCAAACATTTCTACCTGAATGCCCCACAGTCACAGCAAACTCAACCTGTTGAAAA
CTGAATTCATTATCTTTTCTCTAAGCTGACCCCTAACCAAGTGTCCCCCATGTCAGGGAA
TTAACAGCACCAACAGTCACTCAGGCCAGAACCTGAGAAACCTTGACTTTTCTCATCCTC
CCCCAGTCTCCACTCAGTCACCATGTCCCACAGGTCCTGCCTCCTCACCTTCTCTTGACT
CTAGTAACCGCTCCAGTTCCCACTACCACTGTCTTAATCCAGGCCACTCATGTCCTGCCC
AGAGTCTGTATTGGTCTCTAACTTGTCTTCTTGTCCTCACTCCAGCCCCCTCCACTTCAT
TCCAGCCCCACACCCTTGGAGATCCTTCTGAAACACAAATGAGAACATGTTGCCCTTTTG
TGTGAAGGCCCTTAATAGCATTCTGTTGCCCTCAAGGTCAAGTTGAAACCCCTTGACCAT
TCCCAGTGCAGCTTCCCCTCACCACTCCAGCCTCATCTCCTGACACTCTCCCCTTTGAGT
ACTGTATACCAGCCACAGGGAACACTTTCCTGCTCCTCACACGTTGCAGAGCTTTGCTCA
TTTCCTGGCCTTGGCACATGCCACCATTGCTTTCTCCTTCTCTTCCTCCTCCTCTTCCTT
TTTCTTCTTTCTCCTCCTCCCCCTCCTCCTTCCTCTCCTCCTCTTTCTCCTCTTCCTCTT
CTCTTCCTCCTCCTTGTCTTCCTCCTCCTCTTCCTCTTTCCCTTCTTCCTCTTCCCCTTC |base 41474:/CT
TTTCTCCTCCCTCCCCTTCTCCTCTTCCTCTACCACCTTCTTCTTGTTATTGAAATATGA
AATGCAGAAGAGTGCCCACATTCCATGTGTACAGCACAATGAATTTTCACAAATGGACAC |base 41627:T/A
ACCCACATGACCTGTGCCCAGATAAAAAACCTGAAGGGGCCCAGTATTCCAGAGGCATGT
CTCATGCTCTTTTTCTCTATTCCCCAAGGAAAATCACCTCCTTTTAATAGCAATGACTAG
TTTTTCCCATTTTTGTACTTTAGGTACATGAAAACCTAATCTGAAATGAAAACCTTGTGC
AGATATCTACTGCTGCAAAACATACCACTGGAAAATGTAATGGCCTAAAATAATCTTAAA
GTCCCACCCTTGCTTTTATCACCACTCTTGGCCCTACTCTCTTTCATCCTCTTCATCACC |base 41925:C/G
AAGCCTCTTGAAAACTTTACCTACACTCACTGTCCCCATGTCCTCTCCTCCACCACATTC
ATCTATGTCATCCACTGAAACTGCTCTCATCGAGGGCGCCAGTTACCTCCTTGGTGTGCA
GCCAAATTAACTTTTTTTTAGTCTTTTCCTACTTGACACTCCCTCTACTCCTTAATTCAA
TGAGTCATCAAGTTCTAGTGGTTCACCCTCTTCAGCCAATCATGTATTTGTTCTGCTTGT
TTCTTCACGCAATATCTCTTGTCTGAAGTATTCCAACAGCCCTCCTCCCTGCCCTAAGCT
GCTCTTCCAGACTTACCTTCGCGACCTAGTTTTCAGAATTAAAGGTCTAGACAGGTCCAC
CACCCACCTTGTAATAAAAATCAAACTGTGGCATGGCATAAAGACCCTTTAGGCCAGGCG
TGTGAGTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGTGGGGGTCAAAGCAGGAGGATCGCTTGA
GCCCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGGCAACATGGCAAGACCCTGTCTCCACAGAAGATAC
AAAAATTAGCTGGATGGGGTGGTGTGTGCCTGTAGTCCCAGCCACTTGAGAGGCTGAGAT
GGGAGAATTCCTTGAGCCCAGGAGGTCGAGGCTCTAGTGAGCCATGTTCGTGCCACTGCC
CTCAAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACCCTGTCTCAAACAACAATAACAACAACAACAACA
GACCCTTTAACCTGTTGCTCCAGCCTCCCTTTCTATGCTCATTGTCCCTAATAGCCTCCC |base 42714:G/C
TGAATCAGCAGTCTGTTGTGAACTTGCCCTCAGAATTTCTGCCAGAAGGTTCTATCTTGC
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CCAGGTTGCTGTTTACCCCATTCTTTACCTGCAAATCTTCTAGTCATCCTTTACACCTAT
CTCTAATGCTACCTCCTCTGTAAAACTGTGCAGTTGATGGATCTATTTGCTACTATTAAT
ACCAAGAAATATCACTATTATAATATGCTTGGCTCATGCCCTTAGAACATAAGCTCCTGA
GGGCAGGATCTTCATTTTTTTTCTCTGATATATCCCATGTTCCCAGAACTGTGCCTAGCA |base 42974:A/G 
CATAGTAGTCACTCAATAAACACTTGCTAGATGAAGATATGGATAGTTAACATTTATTGA |base 42980:T/G
GCACTTATTTTATGCCAGGCACTTTCATGCACTATCTCATTATGTTCTCACCAAAAGCTC
TATGATGAAAGAACTATTTTTATTCCAGTTTTGCACAGGAGGAAACTGAAGCTTAACAAG
TTTAAGTAACTTGCCCAAGGCCACACAGTTGATACATGGCAAATCTGGGATTTGAACGCT |base 43227:A/G
GATTGTCCAAGCTCTAAATAACCTCATTTGACTGTCTTTGAGCTCTGTTTGCTGTGGTGC
TTTGCACATGACTGTACTGTGGGTTACAGTAGGTCCTTAGCAAATCAAACAACCCAAAGT |base 43336:A/G
AGTGGAAGTATCTCTTTACATATTTAACTCTGCGCCATATAGAGGGTTCACTGAGAATAG
GAACTTGGTCCTATTTATTTTATTCTCCCTTGTGCCCCAAGCCCCAAGCAGCTGGCACAG
TGTCTTACATATGTTTATGTTCACTAAATGTTTACTGAATGAAATAATGGGTGTGCTGTG
AAGAGGCAGCATTTGGCAGTGAGTCCTTTCTGCATAATCAGTAAATTTTGAGGACTGTCC
TGATGGCTGCCTGGAATCCAAGCTGAGCTGCTGCCTCTTCTAACCCCATGCTTCTTCAGC
ACGATGCAGGCTCGGAGCCATCCCTGGCTGACCCACCCTCCACCCTGACCCCGGCCTTTT
GCCATCCTTCCTGTCCTCATGAAGTTCCCCGGCCAGTCTTCCTGCTCTCCGCCGCCAATC
ATTCTGACCAAACGCTGCCCCACCCTCTCCTCTTCTTGACCCCGTGCCCTGCTTGAACCT
TGCTGCTTCCCTGGTCATCCCGAACAGGCAGGGCAACATGACATTTCTGTAGATAATTCC
AACACAGAGCGGACTGTGATAAACAGAGAGACAGTCACGAGGCATCGTCAGAGATATCAA |base 43966:C/T
AAGGAAGACATTCCTAGTTAAATGATGGAGAAACTGAAAATGAATTAAGTCACTGTCTTT
TTCATCCTGATATAAGTCGTTTTGTTTTGTTTTTTAAATAAGAGTTTAGCTTCTCTAGGT
TTATCAATTAGGTGGGATTGTTGATAGCAAGCAATAGAAACTGGGACAGTTTAAGCCACA
AGGGGAAGCTTCTTATAAGGATACAGAGTCTCTAGGAACTCAAACGTTCGAATGCAGTCA
GGCCTCAGGGAGAAATGGAAGCAGAACCAGAAAATAGTCCAGGATCTGGGCAGCATTTCT
TTCCATGTCTTGTCTTCACTGTCACTGTATATTTGCTTCATTTCTGTTTTTCTGTGGACC
TCCTCGAGTCCACAGACCTCACCATGGTGTACAGCTGCCAACAGCAACTAAGTGGCAATA |base 44386:A/C 
GTGATCATCTGTGTCAAAATCACAAATCAACAGAGAATTTACCTGATTGGCCCAGCACAA |base 44388:C/A
GTCAGTTGATTGCCCCTGGTCCAATCATTGTTCACCAGTGAGCAGGGTGATGTTATACAA
CATGGCTGCCAGGTGCCCATCTCTGTGGGGGAGGAAGTAGAAAGGATCATGGTAAGCCCA
GCATACTCTCCCAAAATGTCTACAATGCTTTGTTCTGTTGTCTGATAATGTGCTTATAAA
AGAATTCTGAGTGCGTCCCCAAGAATAGAGTAAATGAATAAAAGGCTTTCTAGCTTTAAA
ATTATTTTTCAGAAACAAATACTTAAATATGGATTGCCATTTAGCAAACATCACCCTGAT
TAACTAAGACAATATTCCATTGGTAATTCCTGGCAGATTTTCTATGCCAATTTTGTTTAT
TGAAGGCCTTGAATCCTGGCTTCGCCTGGGACCTCACACACATCTATATGTCCTGCTAGA
CTGCAGCAGGAGAGACAGTTAATATGATAAACCTGGTGGGGCCTTTCTCCTTCCTCAGGG
TCTCACACAAATGATGCCCATGTCTCCTCTTCAGAACCAGAGTTCTATTCCCTTTCTCAT
AAGCCAGTGTAATCAGGTCTATGGAGATAAAATTCCCTCCCTTTGAGGGCTCCATGCCCT |base 45033:T/C
GACAAATTTGAAGAGAGCTAACCTTGGTCACTGCTTCCTTAATGTGGTTTGAGGTAGGGA |base 45113:G/-
GAAGGAGCCAGGATGGATCCTTCTTTTATTCTGATCTGGCTCTGCTCGATCAAGGATCCT |base 45152:T/G
TAAATTCAAGGCTGGGTAAGGATAATCTGAAAAGTCGATCCAACTCAGAAGTGGGAGAGC
TGGATTCAGGGTGTCCAAGGAAATCCAAAGTTTCATGTTCACCTTTTTGGGACTCGGCCC
TCTCAGCACCACTGCACTCTCTGCAGCTGGCATAATGGGATTTGCACACATGGCATGGGC
CCACAGAACGAGTATAACAGCCCCAGGCTGTAGGAAGAGAGGGTCAGGGCTCTGTCCTGG
AGGATGGACCTCGTGACTCCTCCTCTGGAGGCATATTGGATTCCACCCAGACCTTTTCAG
TAACACTCCCTGGCTTGTCTTCCAGGCTCCCTGGGTACAGCAGGCCGTGTGTGCAACCTG |base 45533:G/T
ACTTCCCGGGGCATGGACAGCTGTGAAGTCATGTGCTGTGGGAGAGGCTACGACACCTCC
CATGTCACCCGGATGACCAAGTGTGGGTGTAAGTTCCACTGGTGCTGCGCCGTGCGCTGT
CAGGACTGCCTGGAAGCTCTGGATGTGCACACATGCAAGGCCCCCAAGAACGCTGACTGG
ACAACCGCTACATGACCCCAGCAGGCGTCACCATCCACCTTCCCTTCTACAAGGACTCCA
TTGGATCTGCAAGAACACTGGACCTTTGGGTTCTTTCTGGGGGGATATTTCCTAAGGCAT |base 45859:G/A
GTGGCCTTTATCTCAACGGAAGCCCCCTCTTCCTCCCTGGGGGCCCCAGGATGGGGGGGC |base 45884:C/T
CACACGCTGCACCTAAAGCCTACCCTATTCTATCCATCTCCTGGTGTTCTGCAGTCATCT |base 45905:C/T 
CCCCTCCTGGCGAGTTCTCTTTGGAAATAGCATGACAGGCTGTTCAGCCGGGAGGGTGGT
GGGCCCAGACCACTGTCTCCACCCACCTTGACGTTTCTTCTTTCTAGAGCAGTTGGCCAA
GCAGAAAAAAAAGTGTCTCAAAGGAGCTTTCTCAATGTCTTCCCACAAATGGTCCCAATT
AAGAAATTCCATACTTCTCTCAGATGGGAACAGTAAAGAAAGCAGAATCAACTGCCCCTG
ACTTAACTTTAACTTTTGAAAAGACCAAGACTTTTGTCTGATCAAGTGGTTTTACAGCTA
CCACCCTTAGGGGTAATTGGTAATTACCTGGAGAAGAATGGCTTTCAATACCCTTTTAAG
TTTAAAATGTGTATTTTTCAAGGCATTTATTGCCATATTAAAATCTGATGTAACAAGGTG
GGGACGTGTGTCCTTTGGTACTATGGTGTGTTGTATCTTTGTAAGAGCAAAAGCCTCAGA
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AAGGGATTGCTTTGCATTACTGTCCCCTTGATATAAAAAATCTTTAGGGAATGAGAGTTC
CTTCTCACTTAGAATCCGAAGGGAATTAAAAAGAAGATGAATGGTCTGGCAATATTCTGT |base 46517:C/T
AACTATTGGGTGAATATGGTGGAAAATAATTTAGTGGATGGAATATCAGAAGTATATCTG
TACAGATCAAGAAAAAAAGGGAGAATAAAATTCCTATCTCATATTATGCATGTGACCCAT
GGAATCTCATAACTGAAAGACTTGAAGGATGAAAATTTTGGGGATACAAGATTGGTGAAC
TAAAATGCTGACAGAGAGGTTTCCAGAGCTAACTCGTGCCTGGGGCGGCCTTACAATAAG
CAGATGCCTGAAAGAAGTCGGCCACGTCCGCCGTCTGCTAATGCCCATCACCCTTCAAGC |base 46826:G/A
CCAGTTTAAAGACCTGTCATATTTAATTGTATTTATTTGATGCTTACAAGATGATGTGAT
ACTGTAGCCTAAAGCAAATGACACATAGCATTGCTTATAAAGTTGGTAACCCTGCTATAT
TATATTGCAAACAAATCGTAACTTGGAGACTATGTTTAAGGGACTCAACTGTAATTATGG
GAGCATCAGTATGCAAATAGTGGTTGGCTTCTGCCATCAGCCAAAAGATGACATTCAGGG
AAAATGGAGAGGCTGCCTGCACCGTTTTTTTATGTTAAATGAAAGAAAGGTGAAATAGCT
ACTTCTCGTCTTCTTGAAAAATTTGGTTCTTATTCTGTATATGACTTCCTTACAGTGCTA
CATTAACAGGATATTTCATTACATGCATCTGGTATCAAATTA

Sequenz aus: www.ensembl.org
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